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Summ α rg 　Antigen ・speci 丘c　CD 　4’Tcells 　 play 　 a　 central 　 role 　 in　 the　pathogenesis 　 of 　T 　 cell ．

n 〕ediated 　aut 〔〕immu πle　diseases，　such 　as 　multiple 　scler 〔）sis （MS ）．　 To　investigate　the　depletion　of

CD 　4＋ Tcells　from　the　systemic 　circulation 　as 　an 　effective 　strategy 　for　the 　treatment　of 　MS ，　we

performed 　extracorp 〔〕real 　CD 　4
− Tcell　ads 〔〕rption ，　us沁g　a　filter　to　which 　anti

．CD 　4＋
antibody 　is

imm 〔〕bilized　as　a　ligand，　in　adoptjvely 　transferred　experimental 　a しltoimmune 　encephalomyelitis

（EAE ）．　 Rats　treated　with 　a　CD　4＋ Tcell　removal 　mter　exhibited 　milder 　clinical 　signs 　of 　EAE 　and

earlier 　recovery 　than 　th〔｝se 　receiving 　sham 　treatrnent ．　 Moreover．　the　thymic　cells 　from　EAE 　rats

treated　with 　the　CD 　4　removal 　filter　exhibited 　a 　suppressed 　pr〔〕1iferative　response 　to　myehn 　basic

protein ．　 These　 results 　 suggest 　that　dcpleti〔〕n 〔｝f　CD 　4 ， Tcells 　from 　the　systelnic 　 circulation 　by
extracorporeal 　treatment 　is　a　potentia1ly　useful 　strategy 　for　treatment　of 　T 　cel1

・mediated 　autoilll
−

mune 　disorders．　 Targeting　other 　surface 　m 〔〕1ecule，　we 　can 　remove 　particular 　ilτII］lul ／e　cells　Inore

selectively ．

KeU 　words ： cytapheresis ，　CD 　4＋ Tcell ，　T　cell −mediated 　aut 〔）immune 　disease，　multiple 　sclerosis

1． は じ め に

　白己 免疫疾患 の 治療 に は，抗原特異的な免疫抑制が

理想的で あ る．しか し，臨床 的 に 用 い ら れ て い る治療

乎段は ， 薬剤 に よ る 免疫抑制 お よ び免疫調節 ， 体外循

環 で の 液性閃子 の 除去 に よ る免疫調節な ど免疫応答の

最終段階 で あ る エ フ ェ ク ター相 を抑え る もの が 多 い ．

こ れ ら は，抗体介在性の疾患で は奏効 し て い る が ， T

細胞 介在 性 の 多発性硬化症 （MS ）な ど に は効果が 少

な い ．T 細胞介在性 の 免疫応答異常が主 因の 疾 患 に

対す る治療戦略 は 自己 反応性 T 細胞 を除去 ま た は 不

活化 す る こ とで あ る．MS で は 中枢 （脳 ・脊髄）抗原

特異的 CD 　4＋ T 細胞が 病囚 に強 く関わ っ て お り， 急

性期 や 再燃 時に は 患者血液 ・髄 液 中 に 特定 の T 細 胞

が 増殖 し て い る こ とが 明 らか に さ れ て い る．われわれ

は ，
こ の病因 とな る CD 　4＋ T 細胞 を ex 　IJiL，O で 除去し

免疫調節を行う体外循環 シ ス テ ム の 開発 を行 っ て き た

（図 1＞1”s）．本稿で は ， 選択的 Cl）4iT 細胞 除 去器 の

開発の状況 と さらに 選択的 に 病因 と なる リ ン パ 球を除

去 す る た め の ア プ ロ
ー

チ に つ い て 概説す る．

2． CD4 幽T 細胞選択除去器の 開発

　2．1　治療器の 開発および試作

　汎川 の プ ラ ス チ ッ ク特 に 不織布 と し て実績の あ る ボ

リ プ ロ ピ レ ン 不織布 に 抗体 を 固定す る技術 を開発 し ，

抗 CD 　4抗体 固定カ ラ ム を試作 し た．この 技術を用 い

て ミ ニ ス ケ ール お よ び ヒ ト臨床 ス ケ ール の 治療器 を 試

作 し，安全性 の 検討を行 っ た．

　リ ガ ン ド と し て 抗 ヒ トCD 　41gG　1抗 体 （mouse

IgG，　 clonc ： 13　B　8，2，
　 C 〔｝ulter 仕〉 を用 い た．抗 ヒ

ト CD 　41gG 　1抗体を溶解 した PBS 溶液 に 活性化不織

布を浸漬して 室温 で 固定化反応 を行 っ た．反応後 の 残
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図 1 選択 的 CD 　4＋丁 細胞 除去 の 体外 循環 シ ス テ ム

存活性基 を Tween 　20 （東 京化 成） で ブ ロ ッ キ ン グ し

て ，
モ ノ ク ロ ーナル 抗体固定除去材を得た．モ ノ ク ロ

ー
ナ ル 抗体 固定除 去材 を内径 68mm ， 容量 1　ml の カ

ラ ム に 充 填 し ， キ トサ ン を 1％含む PBS 溶液 を 充 嗔

して ミニ ス ケ ール カ ラ ム と した．ミ ニ ス ケ ー
ル カ ラ ム

は γ 線 を 25kGy 照射 し て 滅 菌 し た ．健常人 よ り採取

した末梢血液 に 抗凝固剤 と し て ACD ・A を加え て （血

液 ：ACD ・A ＝8 ：1）検体 と し た．ミ ニ ス ケ ール カ ラ

ム に 流 速 lm レ分 で PBS 溶液 10　ml を 流 し て プ ラ イ

ミ ン グ を行 っ た 後 ，
プ ラ イ ミ ン グ液 を空気で押 し出し

た．健常人 よ り採取 し た 末梢血液 に 抗凝 固剤 として

ACD −A を 加 え （血 液 ：ACD −A − 8 ：1），こ れ を処理

検体 と し た ．処理 検体 5ml を 流速 1ml ！min で ，シ

リン ジポ ン プ を用 い て 灌流した ．カ ラ ム処理前後の血

液 をサ ン プ リ ン グ し， 白血球数は チ ュ ル ク液染色 に よ

り顕鏡 に よ り カ ウ ン ト し ， 白血球 の 同収率を 求 め た．

血小板数 は ミ ク ロ セ ル カ ウ ン タ
ー

（Sysmex 社〉 に て

求 め ，血小板 の 回収率 を求 めた．さらに ， 蛍光標識抗

体を 用 い た フ ロ
ーサ イ ト メ ト リー

分析 よ り，リ ン パ 球

分 画 を CD 　4お よ び CD　8 の 2 カ ラ ーで 分 析 し，

CD 　4＋

細 胞 除 去 率 （％） お よ び CD 　4 細 胞 回 収 率

（％）を求め た．

　結 果 ： CD 　4＋ 細 胞 除 去 率 は 90 ．6％ ± 3 ．6％

（mean ± SD
，

12− 50）で あ り，高 い 除去率を有す る こ

と が 確認 で き た．CD 　4一細 胞 回 収率 は ， 86．4％±

158

7．8％ （mean ± SD ，12＝50＞で あ る こ と を 確認 し た

（図 2）．また，上 記 ポ リプ ロ ピ レ ン 濾 材 で の 各細胞 の

回収 率 に つ い て 評 価 した 結 果，白血 球 回 収 率 ：

70．1％ ± 6 ．6％ （lnean ± SD， 11＝50）， 赤 血 球 回 収

率 ：97．8％± 2，4％ （mean ± SD，ア1＝50）， 血 小 板 回

収 率 ： 93．2％± 9．0％ （mean ± SD，12＝50）， リ ン パ

球回収率 ：55．8％± 10．0％ （mean 主 SD，　 n ＝50），顆

粒球回収率 ：84．8％± 15．7％ （mean ± SD，　 n − 50），

単 球 回収率 ：46．8％ ± 17，2％ （mean ± SD ，　 n − 50），

B 細胞回収率 ：68．3％± 10．3％ （mean ± SD，　 n ＝50），

T 細胞 回収率 ：59．4％ ± 12．7％ （mean ± SD，1z− 50），

CD 　8＋

回収 率 ：79，8％ ± 14．1％ （mean ± SD，　n − 50）

で あ っ た．

　2．2　ラ ッ ト体外循環用 力ラ ム の 調製 と体外循環に

　　　 伴 う in　 vivo で の 新たな免疫反応 の 検討

　体外循環 に 伴 い 吸着材 として 用 い た抗体 に対 す る免

疫反 応 の 有無 を 検 討 す る た め に ，Lewis ラ ッ ト で

CD 　4＋ T 細胞除去 カ ラ ム を 用 い 体外循環 を 1 回 ま た

は 2 回 行 い ，体 外循 環 後 3〜4週 で 採 血 し ， リ ガ ン ド

に 対する抗体が生 じるか に つ い て 検討 した．

　 カ ラ ム ： モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体 固定 除 去材 を

，
21．5

mm 角 に 切断 し，容量 2．5ml の カ ラ ム に 充嗔 し ， ラ

ッ ト体 外循環 用 の カ ラ ム と した．1％ キ トサ ン PBS

水溶液 を同時 に 充填 し，本カ ラ ム を コ バ ル ト60 γ線

照射装置 に て ， 照射線 量 25kGy を照射 し滅菌 を行 っ
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図 2　in　vitro で の カ ラ ム の 性能 評価 ：CD4 ＋
細 胞除 去率 お よび CD 　4 細胞 回収 率

た．

　抗 リガ ン ド （マ ウ ス lgG）抗体 の 測 定 ：カ ラ ム の リ

ガ ン ド と し て 用 い た IgG モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体 （マ ウ

ス lgG　1，
　 clone ： W3 ／25，　 Cedarlane社）を 抗 原 と

して Lewis ラ ッ トを 2〜3 ［司免疫 し，オ ク タ ロ ニ ー法

で 抗体の 出現 を確認 し ， pOSitiVe　COntr 〔〕I　H 血清 と し

た．96穴 ELISA プ レ ー
トに 抗原で あ る マ ウ ス lgG

を 2〔｝O　ng ／well の 濃 度 で 入 れ ， 室 温 で 乾 燥 ， 1％．

BSA −PBS で ブ ロ ッ ク後，200倍希釈 し た ラ ッ ト血清

を添加 し 4℃ で
一

晩 反応 さ せ た．1％−BSA −PBS で 5

［冂 1洗浄後 ， 200倍希釈 し た IgG 抗体 （Goat　 aJlti−rat

IgG　II＋ L 鎖） を 200　”1！well ず つ 入 れ 室温 で 3 時間

反応さ せ た後 ， 洗浄 と発色反応 を行 い 吸光度を測定し

た．吸 光 度 は 5well の 平均値 を用 い た。

　結果 ：CD 　4 ＋ T 細 胞除去 カ ラ ム を用 い た 体 外 循環

後 3〜4 週 の ラ ッ ト血 清中 に お け る抗 リ ガ ン ド （マ ウ

ス IgG）抗体 の 測定 で は，1 回治療後お よ び 2 回治療

後 と もに 抗 リガ ン ド抗体 は 検 出 で き な か っ た （表 1，

2）．こ れ まで に ，固定化 し た抗 CD 　4 モ ノ ク ロ ーナ ル

抗体 は 全血 フ ロ
ー

系 で テ ス トし て も カ ラ ム か ら遊離し

な い こ と を報 告して きた が，実験動物で体外循環に よ

る血液成分 と リガ ン ド と し て 用 い た 抗体の接触 に よ り

リ ガ ン ド （マ ウ ス IgG） に 対す る 抗体が出現す る 口∫能

表 1CD4 　 T 細 胞除 去器 で体 外 循環 を 1 回 の み 行 っ た ラ ッ ト

　　 血 中の 抗 マ ウ ス IgG 抗体 （405　nm で の 吸 光度 ）

治 療後 ラ ソ ト

Positive　c 〔mtrol

治療後 4週　　　　　 一 判 定

ツ ト　 InL清  0．493

n晴   〔〕．527 一

血 清  〔〕．685 一

C 〔mtrol 1，｛162 十

alue （mean 　 13SD ） 0 ．694 （〔｝．394＋ ｛】．3）

性は 少 ない こ とが 示 さ れ た．

　2．3　CD4 陽性 T 細胞除去の臨床的意義の 評価

　T 細胞 介在性 の 免疫性神経疾患 で あ る 多発性硬化

症 の 動物 モ デ ル で あ る実験的ア レ ル ギー性脳 脊髄 炎

（EAE ）ラ ッ トを用 い た 体外循環治療実験 で
， 疾 患 モ

デ ル の 重症度の 変化 や 回 復 の 速度 な どを治療効果判定

に 取 り 入れ て評価 し た
Z・η．

　  カ ラ ム の 設 計

　抗ラ ッ ト CD 　4−lgG モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 （マ ウ ス

IgG　l，
　 clone ： W3 ／25，　 Cedarlane社 製） を 活 性 化

担体 （不織布） に 固定 し， 膜濾過圧 を軽減す る た め に

断面積を広 く し ，
カ ラ ム の 厚 み を 少 な く し た ミニ カ ラ

ム を作成 した．

　  動物 モ デ ル の 作成

　合成 guinea 　pig　myelin 　basic　protein （MBP ） の
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表 2　CD41T 細胞除去器で 繰 り返 し体外循環を行っ たラ ッ ト血中の 抗マ ウス IgG

　 　 抗体 （405 ・nm で の 吸光 度）

3週 4 週 判 定 （3 週！4 週）

治療後 ラ ッ ト　  
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1
　 　 　 　 　 　  

〔｝．150
　 　 　 　 　 　 1
〔1．080

0．205
〔〕ユ 28

一
〆
一

一／一

  0．096 0 ．2G4 一
β

対照群ラ ッ ト　   　　 1 〔L162 〔L232 一1一

  〔｝，228 0，283 一／一

  O，271 0．338 一1一

Positlve 　 contro1 0 ．670 〔｝，670 ＋ ／亠

Cut 〔，ff　va ！ue

　 （mean ＋ 3SD ）
0，426 （0，258 ＋ 0．168） O．426

ア ミ ノ 酸 残 基 68〜82 か ら な る peptide　100μg／ani −

mal を抗 原 と し complete 　Freund’
s　adjuvant と と も

に 後肢足底部皮下 に 免疫 し能動的 EAE を誘 導 した
2 ｝．

　ま た ， whole 　 guinea 　 pig　 MBP を抗原 と し com −

plete　Freund
’
s　 adjuvant と と も に Lewjs ラ ッ ト　（6

週齢，雌）の 後肢 足底部皮下 に 免疫し た．免疫 後 11

日目に 所属 リン パ 節 を摘出し，リ ン パ 球浮遊液 を作成

した ．こ の リ ン パ 球浮遊液 を MBP 　2〔｝μ glml と と も

に 72時間培養し，反応 した T 細胞芽球 を比重遠心法

で 分離 し ， T 細胞 増殖因子 の 存在下で 増殖 さ せ ， さ

ら に抗原 と抗原提示細胞 （マ イ トマ イ シ ン 処理 し た 正

常 Lewis ラ ッ ト胸腺細 胞） で 再刺 激 と増 殖を繰 り返

す こ とで MBP 特異的 T 細胞 ライ ン （CD 　4，
＞ 95％）

を作成 し た．T 細 胞 ラ イ ン 2〜3× 106 を正 常 Lewis

ラ ッ ト （12週齢，雌）に 経静脈 的 に 注 入 （passive

transfer）し受動的 EAE を誘導 した
7｝．

　  ラ ッ ト CI〕4＋ T 細 胞 除去 カ ラ ム に よ る能動的

EAE ラ ッ トの体外循環治療

　免疫後 5 日 目 に 1 回 の み ， また は 3H 日と 5 日目の

2 回 ，
エ ーテ ル 麻酔下に ラ ッ ト尾動脈か ら末梢血 を導

出 し，lml ／min の 流速 で，　 CD 　4＋ T 細胞 除去 カ ラ ム

ま た は コ ン トロ ー
ル カ ラ ム で 30ml を処理 し

， 尾静脈

へ 返血 し た．経時的体重測定 と臨床症状 （6段階 の 臨

床ス コ ア） で 評価 した．

　  ラ ッ ト CD 　4＋ T 細胞除去カ ラ ム に よ る受動的

EAE ラ ッ トの 体外循環治療

　passive　transfer 直後に ，エ
ーテ ル 麻酔下 に ラ ッ ト

尾動脈か ら末梢血 を 導 出 し 全 血 フ ロ ー系で ， 1　ml ／

min の flow　rate で ，
　 CD 　4＋ T 細胞除去 カ ラ ム ま た は

コ ン トロ ール カ ラ ム で 30m1 を処理 し， 尾静脈 へ 返血

した ．

　臨床症状 と体重 の 変化 の 観察 ：臨床症状は 6 段階 の

臨床 ス コ ア で 評価 した ．

　  循 環血 中 の CD 　4＋ T 細 胞 除去 の 胸 腺 内 に 浸潤

し た MBP 特異的 T 細胞数 へ の 影響の検討

　受動的 EAE で は病因 と な る MBP 特異的 T 細胞 は

passive　transfer 後 ， 脳 と胸腺に同 じ よ うに分布す る

こ とが 知 られ て い る
9・1°｝．そ こ で ， 体外循 環治療 に よ

り病 因 と な る CD 　4 ＋ T 細胞 が 標 的臓器 に 浸潤 す る こ

と を防 ぐこ と が で きて い るか を評価 す るため に，標的

臓器 で ある脳 ・脊髄 の 代 りに 胸腺 を用 い て ， 胸腺内 に

浸 潤 し た MBP 特異 的 T 細胞 の MBP へ の 反応 を定

景 化 した．6匹 の ラ ッ トに MBP 特異 的 T 細 胞 ラ イ

ン （2× 10°

）を pasg．　ive　 transfer し ，
　 passive　 trans−

fer直後に 3 匹 を CD 　4＋T 細胞除去カ ラ ム で ， 3 匹 は

コ ン トロ ール カ ラ ム で 治療 した ．passive　transfer 後

6日目 に ， それ ぞれ の 群 の 胸 腺 を摘出 し， 胸腺細胞浮

遊液 を作成 し MBP へ の 反応 を リン パ 球幼若化反 応 と

そ の 培 養上清 中 の サ イ トカ イ ン の 測定 に よ り検 討 し

た 7〕．

　結果 ：

　  ラ ッ ト CD 　4＋ T 細 胞除去 カ ラ ム に よ る能動的

EAE ラ ッ トの体外循環治療

　6 匹 の ラ ッ ト に つ い て ， 免 疫後 5 日 目に 2匹 を

CD　4＋ T 細胞除去 カ ラ ム で ， 2 匹は コ ン トロ
ー

ル カ ラ

ム で 治療 した．6 匹全 て の ラ ッ トが 免疫後 11 日目 に

発症 し，臨床 ス コ ア に も差はな か っ た．免疫後 3 日目

と 6 日目の 2 回治療 した場合 も EAE の 発症 は抑制 で

きず，臨床 ス コ ア に も有意差 は 見出せ なか っ た．

　  ラ ッ ト CD　4＋ T 細 胞除去 カ ラ ム に よ る受 動的

EAE ラ ッ トの 体外循環 治療

　実験 1 ：軽症 EAE で の 治療実験

　8 匹 の ラ ッ ト に MBP 特異 的 T 細胞 ラ イ ン （3×

1〔〕6）を passive　transfer し，
　 passive　transfer直後 に

4 匹 を CD 　4＋ T 細胞除去 カ ラ ム で ， 4 匹 は コ ン トロ ー

ル カ ラ ム （sham 治療群 ） で 治療 した．　 sham 治 療群

で は 4 匹中 4 匹 ， CD 　4＋ T 細 胞 除去 カ ラ ム 治 療 群 で

は 4 匹 中 3 匹 が 発症 した．臨 床 ス コ ア で は CD 　4＋ T
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細胞除去 カ ラ ム 治療群 の 方 が や や 軽 症 で あ る 傾向 が 認

め ら れ た （pく 0．D5，　 The 　Two −way 　Repeated　Mea −

sures 　ANOVA ）．

　 実験 2 ：重症 EAE で の治療実験

　 10 匹 の ラ ッ ト に 百 冂 咳菌 を 追 加 接 種 し て 誘 導 し た

MBP 特 異 的 T 細 胞 ラ イ ン （2 × IOEi） を passive

transfer し ，
　 passive　transfer ［自：後 に 5 匹 を CD 　4『T

細胞除去 カ ラ ム で ， 5 匹 は コ ン トロ
ー

ル カ ラ ム で 治療

し た．10 匹全 て の ラ ッ トが passive　transfer 後 4 日

H に 発 症 し たが ，臨床 ス コ ア で は CD 　4＋ T 細胞除 去

カ ラ ム 治療群の 方が や や 軽症 で あ る傾向が認め られ，

passive　 transfer 後 7，8 日目 で は有意 （〆 O，05，

The 　Two −way 　Repeated　Measures　ANOVA ）に軽

症化 し，回復が早 い こ と が 示 唆され た （図 3）．

　実験 3 ：胸 腺 内 に 浸潤 した MBP 特異 的 T 細胞 の

定量 化

　 6 匹 の ラ ッ ト に MBP 特異 的 T 細 胞 ラ イ ン （2×

10ff） を passive 　transfer し，　 passive　transfer 直後 に

3 匹 を CD 　4｝　T 細胞除去カ ラ ム で ， 3匹 は コ ン トロ ー

ル カ ラ ム で 治療 した．passive　transfer 後 6 日目に ，

そ れ ぞ れ の 群 の 胸腺 を摘 出 し ， 胸腺細胞 浮遊液 を作成

し MBP へ の 反応を リ ン パ 球幼若化反応 とその培養上

浩 巾 の サ イ トカ イ ン の 測定に よ り検 討 した．CD 　4
−
T

細胞 カ ラ ム 治療群 で は 胸腺細胞浮遊液の MBP へ の リ

ン パ 球幼若化反応 は コ ン トロ ール カ ラ ム 治療群 に 比 し

て明ら か に抑制 さ れ て お り， IFN γ の 産生 も抑え ら れ

て い た．

　多発性硬化症 で は臨床症状 の 増悪時 に は循環血中に

特定 の T 細胞 が 増加 して い る と の 報告が あ る
LD
． こ

の よ う な 病態 は，今回用 い た 受 動的 EAE と類似 した

病態 で あ り，循環血 中 に 増加 し た 病 因 と な る T 細胞

を 効率的 に 除去 で き れ ば疾患 の 軽症化 と回復 の 促進 が

期待 で き る．実際に免疫性神経疾患を治療す る際に は ，

循 環 し て い る 白己 反 応性 CD 　4＋ T 細 胞 を 除 去 す る こ

と で 疾患 の 進行を 防 ぎ，免疫異常 の 回 復 を促 進 す る こ

とが可能 とな る もの と期待 され る．

　2．4　臨床ス ケ
ー

ル カ ラ ム の調製

　 モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 固定除去材 を ， 96．5mIn 角 に

切断し ， 容量 6〔｝nil の カ ラ ム に 充嗔 し ， 臨床 ス ケー
ル

カ ラ ム を作成 し た （図 4）．1％キ トサ ン PBS 水溶液

を同時 に 充 填 し、本 カ ラ ム を コ バ ル ト 60 γ線照 射装

置 に て ，照射線量 25kGy を照射し滅菌を行 っ た．

　ウ シ 血液を 用 い た 臨床 ス ケール カ ラ ム の 評価 ：

　ウ シ血液に抗凝固剤として ACD −A を加え （血液 ：

ACD ・A − 8 ： 1），こ れ を処 理 検体 と し た．臨床 ス ケ
ー

ル カ ラ ム に流速 5〔｝ml ／min で 生理 食塩 液を 3L 流 し，

プ ラ イ ミ ン グ を 行 っ た．処 理 検 体 4．5L を 流 速 50

ml ／min で 灌流 した．カ ラ ム処理前後 の 血液 をサ ン プ

リ ン グ し，白血 球数 は チ ュ ル ク液染色 に よ り顕鏡 に よ

り カ ウ ン ト し，白　lfiL球 の 回収率 を求 め た．赤血球数，

血小板数 は ミ ク ロ セ ル カ ウ ン ター
（Sysmex社） に て

求 め ， そ れ ぞ れ の 回収率を求め た．ま た，カ ラ ム 前後

の 圧 力 を 測定 し
，

カ ラ ム 圧 損を求め た．

　結果 ：総赤血球 同収率 98．6％ ± 0．3％ （mean ± SD ，

n ＝2） お よ び 総 血 小 板 回 収 率 98，8％ エ 5．6％
（mean ＝ SD ， 」

・1＝2），総 白血 球 回収率 89．4％ ± 4 ．2％

（lnean ± SD ，1・z＝2）と い ずれ も高 い 回収率で あ っ た．

白血 球 の 回収率は，初期 lL ま で は 70％台 で あ っ た

目　Control　filter（n ＝ 5）
■　CD4　removal 　filter（n＝5）
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　 　 治 療
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図 4　 ヒ ト臨床用 CD4 ＋
丁 細胞除去器の 構造

が ， 2L 以上 で は約 90％以上 の 囘収率で あ っ た ．ま た ，

カ ラ ム 圧損 は ， 最大 15mmHg で あ り ， 圧上昇な く安

定 して い る こ と を確認 し た．

　2．5　臨床試用に向けた ヒ ト CD4 ト

細胞除去 力ラ ム

　　　 の 灌流実験と性能評価

　 ヒ トへ の 臨床試用 に 向け て 臨床 ス ケ ー
ル カ ラ ム （前

述） を 試作 し，ボ ラ ン テ ィ ア よ り得 た A 型新鮮 血 液

を混合 し て 1，2〜1．5L と し ， 灌流実験 を行 い 吸着性

能に つ い て検討し た．

　  灌流速度の 影響に つ い て の 検討

　1，2〜1．5L の 全血 を流速 30 ま た は 50　ml ／min で灌

流し，カ ラ ム前後の 圧力を測定し た ．

　  抗凝 固剤の 影響に っ い て の検討

　抗凝 固剤 として ACD −A お よび低分子 ヘ パ リ ン を用

い て 検討 した．

　  カ ラ ム の 吸着性能 の 評価

　経時的 に，カ ラ ム 処 理前後 の 血液 をサ ン プ リン グ し，

白血球数，赤血球数，血小板数を測 定し た．さ ら に ，

フ ロ ーサ イ トメ トリ
ー

を用 い て ， リン パ 球 の 表面 マ
ー

カ ー
の 検 索 を 行 い ，CD 　3，　 CD 　20

，
　 CD 　4

，
　 CD 　8，

CD 　25，
　 HLA −DR の 各抗原陽性細胞の比率の 変化に

つ い て 検 討 し た．

　結果 ：灌流実験 で は ， 流速 30ml ／min ， 50　ml ／min

の い ずれ で もカ ラ ム 圧損は ， 最大 15mmHg で あ り，

162

圧 lt昇な く安定し て い る こ と を確認 した ．特 に ，抗凝

固剤が ACD −A 液の場合は 圧損は 10　mmHg 以 下で あ

っ た．

　白血球 の 回収率は 流速 30　ml ／min ， 抗凝固剤 ACD −

A 液 の 条件下 で は 65，0％，流速 50ml ／min ，　 ACD −A

液 の 条件 で は 51％ ， 流速 50　mlf
’
min ， 低分 子 ヘ パ リ

ン の 条件下 で は 27．1％ で あ っ た．赤 血球 回収率 は 流

速 30ml ！min ，抗 凝 固 剤 ACD −A 液 の 条 件 下 で は

116．0％，流 速 50ml ／min ，　 ACD −A 液 の 条 件 で は

99．3％，流速 501nl／min ，低分子 ヘ パ リン の 条件下 で

は 75．7％ で あ っ た．また，血 小 板 回収 率 は 流速 30

m1 ／min ，抗凝 固剤 ACD −A 液 の 条件下 で は 78 ．3％，

流速 50ml ／min ，　 ACD −A 液 の 条件 で は 99．2％，流速

50ml ／min ， 低分子 ヘ パ リ ン の 条件下で は 14．9％ で あ

っ た．リ ン パ 球の 表面 マ ーカ ーの 検索で は CD 　4＋T

細 胞 の 除 去率 は い ず れ の 灌流条 件 で も 99％以 上 で ，

1．5L まで の 処理 で は吸着率 の 減少 は ほ と ん ど認 め ら

れ なか っ た （図 5）．また ，カ ラ ム の 処理 に よ る リ ン

パ 球 の 活性 化 マ
ーカ ー

（CD 　25，　 HLA ・DR の 発現率）

の 変化 は な か っ た ．

　 2．6 臨床ス ケ
ール カ ラ ム の 医療用具および医療材

　　　 料の 基礎的 な 生物学的安全性 の 確認

　治療器 10 本を作成 し ， 医療 用具 の 生物 学的ガ イ ド

ラ イ ン に 従 い
， 安全性試験 を実施 し た．発熱性試験，
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CD4 陽性 T細胞吸着率の 経時的変化
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図 5　 ヒ ト血液で の 灌流実験時の CD 　4
＋T 細胞除去 率の 経 時的変 化
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図 6 健常人 に お け る CD4 凾T 細胞除 去 体 外循 環試 験 時 の 赤血 球 お よ び 血 小 板

　　 数の 経時的変化

急性全身毒 ［生試 験 ， 血 液適合性試験 ， 皮内反応試験，

皮膚感作性試験を実施 した 結果，い ず れ も基準を満た

し ， 各試験に お い て特に異常を 認 め な か っ た．

　 また ，細胞毒性試験を実施 した 結果，弱か ら中程度

の 毒性 が 認 め られた．ただ し，
こ れ は充填液の 残留に

よる もの と推測 された．

　原材料 として 用 い る 抗体 の ウ イル ス 否定試験 を実施

し，実施 し た 全 て の 項 目で ウ イ ル ス 存在 は 否定 さ れ た ．

加えて，治療器 で の無菌試験を実施 し， 細菌および真

菌の検出な く， 作成し た除去器の ウ イ ル ス に 関す る安

全性が確認 され た．

　医療 用 具 お よ び医療材料 の 基礎 的 な 生物学的試験 の

ガ イ ドラ イ ン に 基 づ い た 生 物学的安全性試験 の 結果 で

は，細胞毒性試験で弱か ら中程度の 細胞毒性 が 確認 さ

れ た点を 除 き ， 臨床 ス ケール カ ラ ム の 安全上 の 問題 点

は特 に 認め ず，臨床へ の 応用 の 可能性が 示唆さ れ た．

さ らに ， 原材料と し て用い る抗体の ウ イ ル ス 否定試験

を実施 し， 評価 した全 て の 項 目で ウイル ス の 存在が否

定 さ れ た． こ れ よ り， 滅菌後 の 治療器 に お い て もウ イ

ル ス 混在 の 危険性 は 低 い こ と が 示 さ れ た ．

　2．7 臨床ス ケ
ール カラム でのイヌ体外循環試験

　臨床 ス ケ ール カ ラ ム を 回路 に 接続 し，ブ ド ウ 糖液

1，000ml ， 生 理 的食塩水 2，000　ml で プ ラ イ ミ ン グ し

た．イ ヌ （雄，体 重 22．8kg ） の 頚部 シ ャ ン トに 脱血
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用回路 を接続 し，頚部静脈 に 返血用回路 を接続 した．

抗凝 固剤 と して フ ラ グ ミ ン 加 生理 食塩液 （濃 度 ：4

1U／ml ） を 6ml／min で フ ィ
ー

ドしなが ら， 血液循環

流速 50m1 ／min で 1 時間 の 体外 循環 を 実施 し た．イ

ヌ の状態変化に つ い て観察し，評価項 目 は，脈拍数，

呼 吸 数 ， 体温 に つ い て 10min お き に 測定 し た ．1時

間の体外循環中， 脈拍数 ， 呼吸 数， 体温等の イ ヌ の性

状 に 大 き な 変動 は な く ， 体外 循環可能 で あ っ た ．1例

で あ る が ， in　vivo で の体外循環 の 可能性 に つ い て 確

認 で き た．

　2．8 臨床ス ケ
ー

ル カラ ム で の ヒ ト体外循環試験

　臨床試用 を想定 した 治療器 （冖標血液灌流量 を 3L
，

764

CD 　4→ T 細胞除去 カ ラ ム ）を作成 し ， 健常人 を対象

に した体外循環試験 を行い そ の性能お よ び生体反 応を

評価した．

　健常人 を対 象 と し た 体 外循環試験 で は ，全 血 3L の

体外循環処理が施行 で きた．カ ラム の 直後 で は CD　4＋

T 細胞 は ほ と ん ど 吸着 さ れ ， 体 循環 中 で は 赤血 球 ，

血 小板数は変化 な く， CD 　4＋ T 細 胞 は
一

過性 の 減少

が 認 め ら れ た が 1週 間 以 内に 回復 し た （図 6， 7， 8）．

3． 選択的疾患惹起性 T 細胞除去に向けて の

　　ア プ ロ ーチ

CD 　4＋ T 細胞除去器 の 開発 の 過程 で
，
　 CD 　4＋ T 細
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胞の 中に は疾患の発症 を抑制す る よ う な T 細胞 も含

まれ て い る こ とが 報告 され
12♪，疾患の増悪 ・再燃に関

与す る T 細胞を よ り選択的に 標的 と す る こ とで さ ら

に 安全 で効率的 な治療手段 と な る こ とが 推測 さ れ た．

MS や そ の 動物 モ デ ル で は 脳脊髄 炎惹起性 T 細胞 は，

活性化 し た 特定の CD 　4＋T 細胞 が増殖 し て お り，ま

た，そ の よ う な T 細胞表面 に発現す る T 細胞 レ セ プ

タ
ー

（TCR ）はあ る程度限 られ て い る と の 報 告 が あ

る
11 ）．し た が っ て ，よ り選択的 な T 細胞 の 標的分 子

と して ， 活性化 T 細胞 の 表 面抗原 （ク ラ ス II分子 ，

IL−2 受容体，各種接着分子 な ど） や 特定 の TCR が 考

え られ る．ヒ トで は 主要組織適合性抗原の違い な どに

よ り TCR の使用頻度は個体差が 出 て く る 可能性 が 高

い が ， 疾患惹起性 T 細胞の TCR が 明 らか に なれ ば，

そ の TCR を標的 と し た Tailor−made な 免疫 療 法 が

可能 とな る．

　そ の
一

つ の 試 み と し て ， ヒ ト TCR 　 V β5．2 お よ び

V β8 を標的 とした吸着材 の 開発 を行 っ た ．活性化不

織布 に ， リガ ン ドと して 抗 ヒ ト TCR 　 V β5．2 モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗 体 （mouse 　 IgG　1，　 clone ： 36213，　 Im −

munotech 社） と抗 ヒ ト TCR 　V β8 モ ノ ク ロ ーナ ル

抗体 （mouse 　 IgG　1，
　 clone ： 56　C　5，2，

　 Immunotech

社）を 用 い
，

モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 PBS 溶液 に 活性化

不織布 を室 温 で 浸 し，モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体固定吸着材

を作成した．モ ノ ク ロ ーナル 抗体固定吸着材を ， 内径

6．8　mm ， 容量 1ml の カ ラ ム に充填 し，抗体 の 滅菌保

護剤を充填 し，約 25kGy の γ線照射滅菌 を行 っ た．

　健常人よ り採取 し た末梢血 液を検体 と し，2−1 の ミ

ニ ス ケ
ー

ル カ ラ ム 評価 と 同様 の 方法 で ， 細胞 の 回収率

を求め た ．さ ら に
， 蛍光標識抗体 を 用 い た フ ロ

ーサ イ

トメ トリ
ー

分析に よ り， リ ン パ 球分画を CD 　4 お よ び

TCR 　V β5．2，
　 CD 　4 お よび TCR 　V β8 の 2 カ ラーで

分析 し，TCR 　V β5．2＋ T 細胞お よ び TCR 　V β8＋ T

細胞 の 吸着率 （％）お よびそ の 他の 細胞回収率 （％）

を求 め た ．

　結果 ：フ ロ
ーサ イ トメ ト リー分析 に よ り， カ ラ ム処

理 前後 の 血 液細 胞 に お け る TCR 　 V β5，2＋細胞 と

TCR 　V β8＋細胞の T 細胞中の 存在比 率 （％） に っ

い て 測定を行 っ た．TCR 　V β5．2＋ T 細胞で は ， カ ラ

ム 処 理 前後 で の 細胞 存在 比 率 （％） は 各々 0．58±

O．13％，0．33± 0．11％で あ り， カ ラ ム 処理 に よ る 吸着

率は 55．1± 8，3％ （mean ± SD，7z＝6） で あ っ た．

　 ま た ， TCRV β8＋ T 細胞 に関 し て は ，
カ ラ ム 処 理

前後 で の 細 胞 存 在比 率 （％） は 各 々 1，40 ± 0．92％，

O．70エ 0．56％ で あ り，カ ラ ム 処 理 に よ る 吸 着 率 は

59．3± 8，8％ （η
＝4） で あ っ た．

　そ の 他 の 細 胞 の 回収 率 （％） は，抗 ヒ トTCR 　V β

5，2 固定 カ ラ ム で は，赤血 球 回収率 99．4± 1．7％，血

小板 回収率 82．6± 17，4％ （1
・1− 6）で あ っ た ．同 じ く

TCR 　V β8 固 定 カ ラ ム で は ， 赤血 球 ［口i収 率 97．6エ

1，8％，血小板回収率 96，0士 3．2％ （1・1− 4）で あ っ た．

　疾患惹起性細胞 と し て
，

TCRV β 5．2＋ T 細胞 お よ

び TCRV β8＋ T 細胞 を想定 し選択 的吸着 を試 み た．

こ れ ら の細胞の循環血中 で の 頻度 は 極 め て 少 な い が，

約 6〔1％ の 吸着率 で あ っ た．そ の 他 の 細胞 の 非特異的

吸着はほ とん どな く，選択 的吸着が 可能 と考え ら れ た．

今後，さ ら に 効率的な選択的吸着を目指す に は ， 濾材

物性 と リガ ン ドの 探索が 必要 と考え ら れ る．

4． お わ り に

　 T 細 胞介在性 の 免疫性神経疾患 を治療す る た め に，

病因 と な る 自己 反応性 T 細胞 をよ り選択 的 に 除去 す

る試み を紹介 し た．選択 的 CD 　4＋ T 細 胞除去療 法 は

臨床応用が可能 な レ ベ ル に 到達 した ．さ ら に ， こ の技

術 を応 用す る こ と で種々 の 免疫担当細胞 を循環血中 よ

り選択的に減少さ せ る こ とが 口∫能で ， 体外循環 に よる

免疫調節 も よ り現実的 と な っ て き た．

　本研究は創薬等 ヒ ュ
ーマ ン サ イエ ン ス 総合研究事業

お よ び厚生労働科学研 究費補助 金 こ こ ろ の 健康科 学

研究事業 の 助成を受け て実施 さ れ た．
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