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(57)【要約】
　本発明は、ＩＰ－１０の産生に基づく免疫学的方法、
とりわけ哺乳動物における細胞性免疫反応（ＣＭＩ）の
測定方法に関する。さらに、本発明は、全血又は他の適
切な性打つ学的サンプルを用いて抗原に対するＣＭＩを
測定するためのアッセイ及びキットを開示する。本発明
の方法は、ヒトについての治療及び診断プロトコル、家
畜についての治療及び診断プロトコル、並びに獣医学的
応用及び野生生物への応用において有用であるため、本
発明は哺乳動物における感染を診断するための方法にも
関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）哺乳動物から得られたサンプルを少なくとも１つの試験抗原と共にインキュベート
する工程、
ｂ）前記サンプル中のＩＰ－１０レベルを測定する工程、
ｃ）前記測定したＩＰ－１０レベルを基準レベルと比較し、それによって、前記哺乳動物
が前記試験抗原に対する免疫反応を生じさせる前記少なくとも１つの試験抗原と過去に遭
遇していたか、又は前記試験抗原に対する免疫交差反応を生じさせる他の抗原と過去に遭
遇していたかどうかを決定する工程
を含む、免疫学的方法。
【請求項２】
　ａ）哺乳動物から得られたサンプルを少なくとも１つの試験抗原と共にインキュベート
する工程であって、前記試験抗原がＰＰＤではないことを条件とする工程、
ｂ）前記サンプル中のＩＰ－１０レベルを測定する工程、
ｃ）前記測定したＩＰ－１０レベルを基準レベルと比較し、それによって、前記哺乳動物
が微生物に感染しているかどうかを決定する工程、
ｄ）前記測定したＩＰ－１０レベルが基準レベルを超える場合に、前記哺乳動物が感染し
ているかどうかを決定する工程
を含む、感染の診断方法。
【請求項３】
　前記サンプルが少なくとも２つの画分に分けられ、
ａ）前記サンプルの第一の画分を前記試験抗原と共にインキュベートして、反応サンプル
を作り出し、
ｂ）前記サンプルの第二の画分を不活性溶液と共にインキュベートして、ニルサンプルを
作り出し、
ｃ）前記２つの画分中のＩＰ－１０レベルを測定し、
ｄ）前記反応サンプルで測定したＩＰ－１０から前記ニルサンプルで測定したＩＰ－１０
レベルを差し引いて、前記サンプルの抗原依存的なＩＰ－１０反応を決定し、
ｅ）前記抗原依存的なＩＰ－１０反応又はそれに由来する値を基準レベル又はそれに由来
する値と比較し、
それによって、前記哺乳動物が、前記試験抗原と過去に遭遇し、かくして、前記試験抗原
に対する免疫反応を生じているか、又は前記抗原に対する免疫交差反応を生じさせる他の
抗原と過去に遭遇していたかどうかを決定する、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記サンプルを３つの画分に分けて、前記サンプルの第三の画分をＴ細胞アクチベータ
ーと共にインキュベートし、陽性対照を作り出すことを更に含む、請求項３に記載の方法
。
【請求項５】
　基準レベルを超える抗原依存的なＩＰ－１０反応がニルと共に、哺乳動物が活動性感染
、潜伏感染、最近の感染、及び／又は長期間の潜伏感染を有することを示す、請求項２か
ら４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記感染が微生物によって引き起こされるか又は引き起こされた、請求項２から５のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記微生物が、マイコバクテリア、リーシュマニア、クラミジア、トリパノソーマ、及
びスキストソーマからなる群から選択される、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記マイコバクテリアが、ヒト結核菌複合生物（ヒト結核菌、ウシ結核菌、及びマイコ
バクテリウムアフリカナム）、及び相違領域（ＲＤ１）が欠失していないマイコバクテリ



(3) JP 2010-502200 A 2010.1.28

10

20

30

40

50

ア（マイコバクテリウムカンサシ、マイコバクテリウムツルガイ、マイコバクテリウムマ
リナム、マイコバクテリウムフラベセンス、マイコバクテリウムガストリ）、又はヒトに
対して病原性であるマイコバクテリア（マイコバクテリウムアビウム、マイコバクテリウ
ムレプラ、又は他の非結核性マイコバクテリア）に属する、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記マイコバクテリアがヒト結核菌である、請求項７又は８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記少なくとも１つの試験抗原が、ＥＳＡＴ－６、ＣＦＰ－１０、ＴＢ７．７、Ａｇ８
５、ＨＳＰ６５、及びＲＤ－１抗原からなる群から選択される、請求項１から９のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１１】
　微生物がクラミジアである、請求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記クラミジアが、クラミジアトラコマティス、クラミジアニューモニア、クラミジア
シッタシ、クラミジアムリダルム、及びクラミジアスイスからなる群から選択される、請
求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記抗原が、血清型Ｄ抽出物、主要外膜タンパク質（ＭＯＭＰ）、システインリッチ外
膜タンパク質（ＯＭＰ）、ＯＭＰ２、ＯＭＰ３、多型ＯＭＰ（ＰＯＭＰ）、クラミジアニ
ューモニアのアデノシンジホスフェート／アデノシントリホスフェートトランスロカーゼ
、ポリンＢタンパク質（ＰｏｒＢ）、及びＣＴ５２１からなる群から選択される、請求項
１１又は１２に記載の方法。
【請求項１４】
　微生物がリーシュマニアである、請求項７に記載の方法。
【請求項１５】
　微生物がトリパノソーマである、請求項７に記載の方法。
【請求項１６】
　微生物がスキストソーマである、請求項７に記載の方法。
【請求項１７】
　前記サンプルが血液に由来する、請求項１から１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　ａ）抗原刺激に対する反応におけるＭＣＰ－１のレベルを測定し、
ｂ）測定したＩＰ－１０のレベルと測定したＭＣＰ－１のレベルとを組み合わせ、且つ
ｃ）前記組み合わせたレベルを組み合わせた基準レベルと比較すること
を更に含む、請求項１から１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　ａ）前記抗原刺激に対する反応におけるＩＬ－２のレベルを測定し、
ｂ）測定したＩＰ－１０のレベルと測定したＩＬ－２のレベルとを組み合わせ、且つ
ｃ）前記組み合わせたレベルを組み合わせた基準レベルと比較すること
を更に含む、請求項１から１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　ａ）前記抗原刺激に対する反応におけるＩＦＮ－γ並びに任意にＭＣＰ－１及び／又は
ＩＬ－２のレベルを測定し、
ｂ）測定したＩＰ－１０のレベルと測定したＩＦＮ－γ並びに任意にＭＣＰ－１及び／又
はＩＬ－２のレベルとを組み合わせ、且つ
ｃ）前記組み合わせたレベルを組み合わせた基準レベルと比較すること
を更に含む、請求項１から１９のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、一般的には、免疫学的アッセイ、とりわけ細胞性免疫反応（ＣＭＩ）の測定
のためのアッセイに関する。さらに、とりわけ、本発明は、全血又は他の適切な生物学的
サンプルを用いて抗原に対する細胞性反応を測定するためのアッセイ及びキットを提供す
る。前記アッセイは、ヒトについての治療及び診断プロトコル、家畜についての治療及び
診断プロトコル、並びに獣医学的応用及び野生生物への応用において有用である。
【０００２】
　細胞性免疫反応の測定は、免疫能力のためのマーカー並びに内生及び外生的な抗原（す
なわち、感染及びワクチン）に対するＴ細胞反応の検出のためのマーカーとして、多数の
感染症及び自己免疫疾患の免疫診断にとって重要である。
【０００３】
　本発明は、Ｔ細胞又は免疫系の他の細胞を含む哺乳動物由来のサンプルを抗原とインキ
ュベートすることによる、哺乳動物におけるＣＭＩの測定方法を提供する。次いで、ＩＰ
－１０の生産を検出する。免疫エフェクターの存在又は免疫エフェクターのレベルが、次
いで、対象の細胞介在性反応のレベルの指標となる。
【背景技術】
【０００４】
結核
　ヒト結核菌（ＭＴＢ）特異的な免疫優性抗原の発見によって、結核（ＴＢ）の診断のた
めの重要な新たな道が導き出された。初期の研究によって、所定のＭＴＢ抗原に対する反
応におけるＴ細胞によるインターフェロンγ（ＩＦＮ－γ）のｉｎ ｖｉｔｒｏにおける
生産をアッセイする試験は、ツベルクリン皮膚試験（ＴＳＴ）と置き換わる可能性が示さ
れた。ほぼ同時期においては、高度に免疫原性の抗原であり、特異性を顕著に改善する、
早期分泌抗原標的－６（ＥＳＡＴ－６）、培養濾過液タンパク質（ＣＦＰ－１０）、及び
ＴＢ７．７の発見が大きな進歩であった。これらの抗原は、病原体の相違領域（Ｒｅｇｉ
ｏｎ ｏｆ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ） １（ＲＤ１）内にコードされており、そのため、カ
ルメット・ゲラン桿菌（ＢＣＧ）ワクチン株及び大多数の非結核性マイコバクテリア（例
外としてはマイコバクテリウムカンサシ、マイコバクテリウムマリナム、マイコバクテリ
ウムツルガイが含まれる）には存在しない。ＲＤ１にコードされる抗原であるＥＳＡＴ－
６、ＣＦＰ－１０、ＴＢ７．７のオーバーラップペプチドに対するＩＦＮ－γ反応は、２
種類の認可された市販の試験におけるＭＴＢ感染の検出の基礎をなす。
【０００５】
　ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮ－ＴＢ Ｇｏｌｄ（Ｃｅｌｌｅｓｔｉｓ Ｌｉｍｉｔｅｄ，Ｃａ
ｒｎｅｇｉｅ，Ｖｉｃｔｏｒｉａ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）は、全血酵素結合免疫測定法（
ＥＬＩＳＡ）であり、欧州ＣＥマークを受けており、最近では潜伏ＴＢ感染及びＴＢ感染
症の双方の検出についてアメリカの食品医薬品局（ＦＤＡ）の認可を受けている。
【０００６】
　Ｔ－ＳＰＯＴ．ＴＢ（Ｏｘｆｏｒｄ Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃ，Ｏｘｆｏｒｄ，ＵＫ）は、
末梢血単核球を使用する酵素結合免疫スポットアッセイ（ＥＬＩＳＰＯＴ）であり、欧州
ＣＥマークの認可を受けており、２００５年にはカナダにおいて認可を受けた。Ｔ－ＳＰ
ＯＴ.ＴＢは、ＥＳＡＴ－６及びＣＦＰ１０のみを使用する。
【０００７】
　しかしながら、現在の利用可能な試験には下記のような制限がある。
１）免疫抑制された対象（例えば、ＨＩＶ陽性であるか又は免疫抑制剤を服用している患
者）において、感度が弱められる可能性がある；
２）ある場合においては、比較的大容量の血液が必要であり（ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮ試
験では３ｍｌであり、Ｔ－ＳＰＯＴ．ＴＢでは８ｍｌ）、乳幼児並びに重症の子供及び貧
血の子供における使用が制限される；
３）試験によって、活動性感染、潜伏感染、及び最近の感染が区別されない；
４）試験が実施されて、最近の感染又は潜伏感染から活動性感染へと進行している患者を
予測し得ていない。
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【０００８】
　大多数の試験における制限は、非常に低レベルにおける効果的なパラメータであるＩＦ
Ｎ－γのためであり、最も感度の良い方法であっても限界に近い（ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯ
Ｎ試験では０．３５ＩＵ／ｍｌ（１７．５ｐｇ／ｍｌ）までであり、Ｔ－ＳＰＯＴ．ＴＢ
では５スポット／領域）からである。カットオフを低下させて感度を向上させると、試験
の特異性の低下を生じさせる。ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮ試験に基づく最近の刊行物は、よ
り低い範囲のＩＦＮ－γにおける試験結果を用いてヒトを反復して試験することを、Ｑｕ
ａｎｔｉＦＥＲＯＮ（ＱＦＴ）試験の擬陽性及び偽陰性の結果の潜在的なリスクを明確に
示すカットオフレベル付近で変化させることを示している（Ｐａｉ，Ｍ．ｅｔ ａｌ）。
【０００９】
　前記試験の明らかな脆弱性を克服するために、追加のヒト結核菌特異的抗原を使用する
ことによって感度を改善させ得るであろう。これは第三世代のＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮ試
験（ＯＦＴ）である、追加の抗原であるＴＢ７．７（ｐ４）を含むＱｕａｎｔｉＦＥＲＯ
Ｎ Ｉｎ ｔｕｂｅ ｔｅｓｔ（ＱＦＴ－ＩＴ）において実施され、潜在的に感度が改善さ
れるであろうが、依然として非常に低いＩＦＮ－γレベルにおける測定に依存する。
【００１０】
　この手法は、他のものにも試みられており、すなわち、ＩＦＮ－γによって誘導される
モノカイン（ＭＩＧ／ＣＸＣＬ９）が、ヒト結核菌特異的抗原（ＥＳＡＴ－６／ＣＦＰ１
０）及びＰＰＤで刺激した後にｉｎ ｖｉｔｒｏで特異的に発現した。しかしながら、Ｃ
ＸＣＬ９の特異性は非常に低く、ＩＦＮ－γ未満である。ＥＳＡＴ－６刺激後のＣＤ４＋
Ｔ細胞における細胞内サイトカインサイトメトリーに基づく他の少数の試験は、ＩＦＮ－
γ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１０、又は活性化マーカーであるＣＤ４０Ｌの発現が非
ＴＢ疾患からＴＢを区別し得るかどうか試験した。これらのマーカーのいずれも、ＩＦＮ
－γと同等又はそれよりも優れたものではなかった（Ａｂｒａｍｏ Ｃ，ｅｔ ａｌ）（Ｈ
ｕｇｈｅｓ，Ａ．ｅｔ ａｌ）。
【００１１】
　ＴＢ感染の診断のための、ＩＦＮ－γに置き換わる、感度が良好で特異性のあるマーカ
ーは、現在公開されている文献において同定されていない。各種の文献が、感染に関連し
てＩＰ－１０を開示しているが、事前の抗原刺激を用いる感染の診断におけるマーカーと
しては開示されていない。
【００１２】
クラミジア
　生殖器のクラミジア感染の診断は、１９９０年段の初期に考案された。核酸増幅試験（
ＮＡＡＴ）、例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、転写介在増幅（ＴＭＡ）、及びＤ
ＮＡ鎖置換アッセイ（ＳＤＡ）が現在では中心である。米国及び多数の他の先進国におい
て最も一般的に使用されており広く試験されているクラミジアＮＡＡＴは、Ａｐｔｉｍａ
（Ｇｅｎ－Ｐｒｏｂｅ）、Ｐｒｏｂｅ－ｔｅｃ（Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）、
及びＡｍｐｌｉｃｏｒ（Ｒｏｃｈｅ）である。Ａｐｔｉｍａ Ｃｏｍｂｏ ＩＩアッセイは
、クラミジアトラコマティス及び淋病の原因である淋菌を同時に試験する。クラミジアの
ためのＮＡＡＴは、子宮頸部（女性）又は尿道（男性）から回収したスワブ検体に対して
実施してよい。
【００１３】
　現在では、ＮＡＡＴは、尿生殖器の検体を試験するためにのみ行政に認可されている。
ＮＡＡＴは、クラミジア診断のための培養、すなわち歴史的な究極の基準及び非増幅プロ
ーブ試験、例えばＰａｃｅ ＩＩ（Ｇｅｎ－Ｐｒｏｂｅ）と置き換わっている。後者の試
験は、比較的感度が低く、無症候性の女性における感染の６０から８０％のみを成功裏に
検出し、擬陽性の結果を与える場合がある。培養は、所定の場合においては依然として有
用であるが、現在では非生殖器検体を試験するために認可されているアッセイにすぎない
。
【００１４】
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　かくして、クラミジア診断は複雑な供給源要求技術（Ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｄｅｍａｎｄ
ｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、例えば、ＰＣＲであり、発展途上国では容易に利用で
きるものではない。より迅速且つ簡便な技術が、この重大な疾患の診断的測定を改善する
であろう。
【００１５】
　ＣＡ ２，４７８，１３８は、ケモカインであるＣＸＣＬ１０ポリペプチドの血中レベ
ルの上昇が、呼吸器疾患（例えば、ＳＡＲＳ、インフルエンザ、及び地域感染型肺炎）と
関連しており、患者の診断に有用であることを開示している。呼吸器疾患に罹患している
患者の診断及び治療のための方法が提供されている。
【００１６】
　ＷＯ ０５／０９１９６９は、検出可能な病原性プリオンタンパク質の形成前に存在し
、臨床的兆候の前に当該感染を検出するために有用なＴＳＥ（伝染性海綿状脳症）のマー
カーを開示している。ＩＰ－１０は、幾つかの開示されているマーカーの１つにすぎず、
当該文献は抗原刺激については全く開示していない。
【００１７】
　ＵＳ２００４－０３８２０１は、マクロファージでの異なる病原体に対する反応におい
て活性化される、異なる遺伝子発現プログラムを開示している。ここでも、ＩＰ－１０は
、言及されている多数のマーカーの１つにすぎず、当該文献は抗原刺激については全く開
示していない。
【００１８】
　Ａｎｎａｌｉｓａ Ａｚｚｕｒｒｉ ｅｔ ａｌは、ＩＦＮ－γ誘導タンパク質１０及び
ペントラキシン３の血漿レベルが、ヒト結核菌感染における炎症及び疾患の活性をモニタ
リングするためのツールであることを開示している。当該文献は、ＩＰ－１０血漿レベル
がＴＢ患者において自然に増大してことを示し、ここでも、抗原刺激については全く開示
されていない。
【００１９】
　ＷＯ ０３／０６３７５９は、診断又は治療に有用なヒートショックプロテイン（Ｈｓ
ｐ）に由来するペプチドを同定する方法を開示している。この発明の化合物の効果は、そ
の後に続くＬＰＳ刺激に対する反応においてＩＰ－１０レベルを測定することによって、
末梢血単核球に対して試験された。後に続くＬＰＳ刺激なしで試験化合物で直接刺激する
ことによっては、ＩＰ－１０レベルが増大されなかった。
【００２０】
　ＷＯ ０７／０３９４００は、結核に感染した患者並びにＨＩＶ／ＴＢに共感染した患
者における結核関連免疫回復症候群（ＴＢ－ＩＲＳ）の診断のための方法及びキットを開
示している。ＴＢ－ＩＲＳを診断するために、発明者は、ＥＳＡＴ－６、ＣＦＰ－１０、
８５Ｂ（陰性対照）に対するＴｈ１反応との比較において、ＰＰＤ及び１６ｋＤａタンパ
ク質に対するＴｈ１反応のレベルを検出し、ＴＢ－ＩＲＳの指標としてＴｈ１反応におけ
る上昇を使用した。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２１】
【特許文献１】ＣＡ ２，４７８，１３８
【特許文献２】ＷＯ ０５／０９１９６９
【特許文献３】ＵＳ２００４－０３８２０１
【特許文献４】ＷＯ ０３／０６３７５９
【特許文献５】ＷＯ ０７／０３９４００
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２２】
　抗原刺激を使用して現在利用可能な試験によって、感度の低下及び低レベルの検出可能
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なＩＦＮ－γの問題を克服するために、本発明者は、ＩＦＮ－γに対する代替的なバイオ
マーカーの使用を提案する。
【課題を解決するための手段】
【００２３】
　本発明は、新規な診断のための原理を提案する。例えば結核、リーシュマニア、又はク
ラミジアの感染を検出し得る試験システムは、抗原タンパク質／ペプチドで免疫細胞を刺
激した後にケモカインであるＩＰ－１０を測定することに基づく。
【００２４】
　ＩＰ－１０に基づく前記試験システムは、効果的なパラメータとしてＩＦＮ－γに基づ
く試験よりも感度がよく、試験及び診断を改善する。前記試験は、サンプルをインキュベ
ーション時又は分析前に希釈し得るため、より少量の血液を使用して実施することが可能
である。前記試験は、より短いインキュベーション時間で実施することが可能である。さ
らに、試験システムは、例えば、活動性結核感染、最近の結核感染、及び潜伏結核感染な
どの感染の各種の段階の間を区別することを可能にし得る。
【００２５】
　簡潔には、本発明は、哺乳動物から得られたサンプルを少なくとも１つの抗原とともに
インキュベートする工程、前記サンプル中のＩＰ－１０レベルを測定する工程、並びに前
記測定したＩＰ－１０レベルを基準レベルと比較することによって、哺乳動物が、前記抗
原に対する免疫反応を生じさせる抗原と過去に遭遇しているかどうか或いは前記抗原に対
する免疫交差反応を生じさせる他の抗原と過去に遭遇しているかどうかを決定する工程を
含む、免疫学的方法として説明されてよい。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】血漿ＩＦＮ－γ、ＩＰ－１０、及びＩＦＮ－γの間の関係、全血を２０から２４
時間に亘って生理食塩水（非刺激）（１ａ）、ヒト結核菌特異的抗原（１ｂ）、又はマイ
トジェン（１ｃ）のいずれかを用いて刺激した。サイトカイン生産は、ＥＬＩＳＡ（ＩＦ
Ｎ－γ）又はｍｕｌｔｉｐｌｅｘ（ＩＰ－１０）によって血漿上清において測定した。
【図２】Ｑｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ ＥＬＩＳＡ及びルミネックスの各々によって測定した
抗原特異的ＩＦＮ－γ及びＩＰ－１０サイトカイン生産（すなわち、Ａｇ－ニル）の比較
。値はｐｇ／ｍｌである。直線は、中央値を表す。範囲は表２を参照のこと。
【図３】ＩＰ－１０アッセイの感度及び特異性を表すＲＯＣ曲線。ｘ軸は１－特異性を表
わし、ｙ軸は感度を表わす。
【図４】抗原特異的ＩＰ－１０及びＩＦＮ－γ生産の比較。ＩＦＮ－γは未希釈で試験し
、ＩＰ－１０は１：８の希釈で試験している。
【図５】Ｑｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ試験が未確定又は陰性であった患者における抗原特異的
ＩＦＮ－γ及びＩＰ－１０／ＣＸＣＬ１０生産６人のＱｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ ｉｎ ｔｕ
ｂｅ（ＧＦＴ－ＩＴ）陰性及び１人のＱＦＴ－ＩＴ未確定の患者の全血を、２０から２４
時間に亘って、生理食塩水又はヒト結核菌特異的抗原で刺激した。サイトカイン生産は、
ＥＬＩＳＡ（ＩＦＮ－γ）及びｍｕｌｔｉｐｌｅｘ技術（ＩＰ－１０）によって血漿上清
で測定した。抗原特異的生産は、抗原刺激サンプルから未刺激サンプルを差し引いたもの
である。直線は中央値を表わす（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｋ ｔｅｓｔ）
。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　本発明は、ＣＭＩ反応を開始する対象の潜在能力又は能力のアッセイを提供する。前記
アッセイは、抗原刺激に対する反応における免疫系の細胞による免疫エフェクター分子の
生産を測定することに基づく。前記免疫エフェクターは、前記エフェクターに特異的な抗
体などのリガンドを使用するか、又は前記エフェクターをコードする遺伝子の発現レベル
を測定することによって、検出されてよい。
【００２８】
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　したがって、本発明は、対象におけるＣＭＩの反応性を測定する手段を提供し、同様に
、感染症、疾患状態、免疫能力、及び内生若しくは外生の抗原に対するＴ細胞反応性の診
断のための手段を提供する。
【００２９】
　本発明の１つの態様は、ＩＰ－１０反応を開始する対象の潜在能力又は能力のアッセイ
に関する。アッセイは、抗原刺激に対する反応における免疫系の細胞によるＩＰ－１０生
産の測定に基づく。ＩＰ－１０生産は、ＩＰ－１０に特異的な抗体などのリガンドを使用
するか、又はＩＰ－１０をコードする遺伝子の発現レベルを測定することによって検出し
てよい。本発明者は、２つの異なるタイプの感染：結核及びクラミジアを用いて試験原理
を実証した。結核の場合には、ヒト結核菌に特異的な刺激及びその後のＩＰ－１０測定に
基づく試験によって、ヒト結核菌感染患者を同定することが可能である。クラミジアの場
合には、クラミジアトラコマティス抽出物刺激に基づく試験によって、クラミジア感染患
者を同定することが可能である。
【００３０】
　前記試験システムは、現在利用可能なアッセイにおけるマーカーであるＩＦＮ－γのレ
ベルよりも、高レベルのＩＰ－１０をバイオマーカーとして測定する。ＩＰ－１０に基づ
く試験システムは、効果的なパラメータとして例えばＩＦＮ－γに基づく試験よりも感度
がよく、同様に特異的であり、免疫障害を持つ患者の試験及び診断を改善し（実施例１０
）、前記試験は、インキュベーション時又は分析前にサンプルを希釈し得るため、より少
量の血液を用いて実施することが可能である（実施例９及び１３）。ＩＰ－１０は実施例
１１で示すようにインキュベーションの数時間後においても顕著な量で生産されるため、
診断の速度も改善する。結核の場合では、試験システムは、活動性結核感染、最近の結核
感染、及び潜伏結核感染の区別を可能にし得るものであり、加えて、前記試験システムは
、潜在的に、活動性ＴＢに進行するリスクがある患者を同定することが可能である。前記
試験システムは、免疫アッセイ（すなわち、ＥＬＩＳＡ又はルミネックス）を用いるＩＰ
－１０検出に基づくものであり、前記試験システムは、潜在的に、資源の乏しい環境にお
いて免疫クロマトグラフィー試験が適用可能である分野に発展可能であり、試験結果が目
視で検出可能な呈色反応によって提示される。
【００３１】
　本発明において開示されるアッセイは、一連の問題を解決する。現在利用可能なアッセ
イは、効果的なパラメータとして非常に低レベルであり、最も感度の良い検出方法であっ
ても限界に近いＩＦＮ－γを測定する（結核試験では、ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮ試験が０
．３５５国際単位／ｍｌ（１７．５ｐｇ／ｍｌ）の陽性試験のカットオフレベルを有し、
Ｔ－ＳＰＯＴ．ＴＢ試験では、５スポット形成単位／領域である）。カットオフを低下さ
せて感度を向上させると、試験の特異性の低下を生じさせるであろう。Ｑｕａｎｔｉｆｅ
ｒｏｎ試験に基づく刊行物は、低い範囲のＩＦＮ－γにおける試験結果を用いる患者の反
復試験を、Ｑｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ（ＱＦＴ）試験の擬陽性及び偽陰性の結果の潜在的な
リスクを明確に示すカットオフレベル付近で変化させることを示している。加えて、現在
の試験は、カットオフレベルを超えるＩＦＮ－γ反応を開始することができない免疫抑制
された患者において偽陰性の結果を与える可能性がある。ＴＦＮ－γと比較して、ＩＰ－
１０放出の量は抗原刺激後に非常に多いため、感度がより高く、より少ない試験が偽陰性
であるとみなされ、試験結果はより再現性があり、免疫抑制された患者においてより少な
い測定不能な試験結果が得られることが予測される。
【００３２】
　さらに、抗原に誘導されるＩＰ－１０は、その様な高い濃度で分泌されるため、インキ
ュベーション工程の前又は後にサンプルを希釈することが可能である。これは、試験を実
施するために必要なサンプル材料（例えば、全血）の量を、例えば、全血の場合に、０．
２５ｍｌ、０．２０ｍｌ、０．１５ｍｌ、０．１ｍｌ、又は０．０５ｍｌ以下まで低減し
得ることを意味する。好ましい実施態様では、試験は０．１ｍｌ以下で実施することが可
能である。かくして、低い血液容量の患者（例えば、子供／乳幼児又は貧血）に適切な「
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ミニアッセイ」が開発され得る。さらに、例えば指に針を刺して得られた血液を使用して
、静脈に傷をつけること無く、よりユーザーフレンドリーにミニアッセイを実施すること
が可能である。
【００３３】
　さらに、結核の場合では、現在利用可能な試験は、活動性感染及び潜伏感染の間を区別
することができない。驚くべきことに、本発明者は、刺激していないがインキュベートし
たサンプル材料、すなわちニルサンプル（ｎｉｌ ｓａｍｐｌｅ）（例えば、全血）にお
けるＩＰ－１０の濃度が、潜在疾患を有する健康な個体と比較して、活動性疾患を有する
患者でより高いことを見出した。本発明者は、抗原特異的試験との組み合わせにおいて、
不活性溶液（Ｎｉｌ）とインキュベートしたサンプル材料におけるＩＰ－１０濃度が、潜
伏感染（例えば、結核）に対する活動性感染（例えば、結核）のマーカーとして使用可能
であることを提案する。
【００３４】
アッセイ
　かくして、本発明の１つの態様は、
ａ）哺乳動物から得られたサンプルを少なくとも１つの試験抗原とともにインキュベート
する工程；
ｂ）前記サンプル中のＩＰ－１０のレベルを測定する工程；
ｃ）前記測定したＩＰ－１０のレベルを基準レベルと比較することによって、哺乳動物が
試験抗原に対する免疫反応を生じさせる試験抗原と過去に遭遇していたかどうか、又は試
験抗原に対する免疫交差反応を生じさせる他の抗原と過去に遭遇していたかどうかを決定
する工程
を含む、免疫学的方法に関する。
【００３５】
　本発明において開示する任意の方法は、プラットホームに依存するものではないと解さ
れるべきである。したがって、ＥＬＩＳＡ、ルミネックス、Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ、免疫ブ
ロッティング、ＴＲＦアッセイ、免疫クロマトグラフィー側方流動アッセイ、競合的酵素
免疫分析、ＲＡＳＴ試験、放射免疫アッセイ、免疫蛍光、及び各種の免疫学的なドライス
ティックアッセイ（例えば、クロマトグラフィースティックアッセイ）などであるが、そ
れらに限らない任意の免疫学的方法が、本発明に利用可能であってよい。
【００３６】
　第二の態様では、本発明は、感染の診断方法であって、
ａ）哺乳動物から得られたサンプルを少なくとも１つの試験抗原（ただし、前記試験抗原
はＰＰＤ又はＬＰＳではない）とともにインキュベートする工程；
ｂ）前記サンプル中のＩＰ－１０レベルを測定する工程；
ｃ）測定したＩＰ－１０レベルを基準レベルと比較することによって、測定したＩＰ－１
０レベルが基準レベルを超える場合に、前記哺乳動物が微生物に感染しているかどうかを
決定する工程
を含む、方法に関する。
【００３７】
　本発明者は、評価のために選択される試験抗原又は抗原を用いた直接刺激によって、サ
ンプルが、試験抗原に対する免疫反応を生じさせる試験抗原と遭遇していたかどうか、又
は試験抗原に対する免疫交差反応を生じさせる他の試験抗原と過去に遭遇していたかどう
かを、当業者が結論付けることが可能な結果が十分に得られることを実証した。
【００３８】
　かくして、１つの実施態様では、本発明は、任意の更なる又は後に続く刺激が排除され
ている、本明細書に記載の免疫学的方法にも関する。
【００３９】
　後に続く又は更なる刺激は、任意のタイプの刺激、例えば、生物学的に不活性の物質を
用いるか、或いはマイトジェン、細菌生産物、又は生物学的活性タンパク質などであるが
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、それらに限らない炎症反応に関連する生物学的な効果を有する物質を用いるサンプルの
プライミング又は刺激であってよい。
【００４０】
　かくして、１つの実施態様では、本発明は、任意の更なる又は後に続くＬＰＳを用いる
刺激が排除されている、本明細書に開示する免疫学的方法に関する。
【００４１】
　したがって、前記方法は、結核、クラミジア、リーシュマニア、トリパノソーマ、及び
スキストソーマなどであるが、それらに限らない、例えば、感染症を発症する高いリスク
を有するヒトにおける感染の検出に利用可能である。
【００４２】
　本発明は、サンプルを少なくとも２つの画分に分け、
ａ）サンプルの第一の画分を試験抗原とインキュベートして、反応サンプルを作り出し、
ｂ）サンプルの第二の画分を不活性溶液とインキュベートして、ニルサンプルを作り出し
、
ｃ）前記２つの画分におけるＩＰ－１０レベルを測定し、
ｄ）反応サンプルにおいて測定したＩＰ－１０からニルサンプルにおいて測定したＩＰ－
１０レベルを差し引くことによって、前記サンプルの抗原依存的なＩＰ－１０反応を決定
し、
ｅ）試験抗原依存的なＩＰ－１０反応又はそれに由来する値を基準レベル又はそれに由来
する値と比較することによって、
哺乳動物が試験抗原と過去に遭遇し、それによって試験抗原に対する免疫反応を生じてい
たかどうか、若しくは試験抗原に対して免疫交差反応を生じさせる他の抗原と過去に遭遇
していたかどうか、及び／又は感染症を発症していたかどうかを決定する、
本発明に係る方法にも関する。
【００４３】
　１つの実施態様では、前記アッセイの性能は、評価のために選択される抗原とともに免
疫刺激分子を同時に添加することによって向上されてよく、前記免疫刺激分子は、ＩＬ－
２、ＩＬ－１２、ＴＮＦ－α、及びＩＦＮ－γからなる非制限的な群から選択されるサイ
トカインである。
【００４４】
　他の実施態様では、前記免疫刺激分子は、可溶性受容体（例えば、Ｂ７分子（ＣＤ８０
／ＣＤ８６）の二量体又はポリマー）又は抗体（例えば、ＣＤ２８結合抗体）である。
【００４５】
　他の実施態様では、前記免疫刺激分子は、共刺激シグナル（当業者にはシグナル２とし
ても知られている）をＴ細胞に提供する特性を有し、前記共刺激シグナルは、単独では、
ＩＰ－１０反応を誘導することができないが、細胞が評価のために選択される抗原に対す
るＣＭＩ反応を生じる場合にはＩＰ－１０反応を増大させるであろう。
【００４６】
　他の実施態様では、前記アッセイの増強は、インキュベーション工程の間に生じる抗炎
症過程を阻害することによって達成され得る。１つの実施態様では、アッセイは、ＩＬ－
４、ＩＬ－１０、及びＴＧＦ－βを含むが、それらに限らない抗炎症分子に結合する抗体
又は可溶性受容体を阻害することによって増強され得る。
【００４７】
　他の実施態様では、前記アッセイの増強は、制御性Ｔ細胞などのＣＭＩ反応に対して阻
害的に作用する細胞集団の阻害又は排除を介して影響する抗炎症の阻害によって達成され
得る。
【００４８】
　具体的には、本明細書で使用するように、用語「精製タンパク質誘導体」（ＰＰＤ又は
ツベルクリン）は、種に非特異的な分子の沈殿である。ＰＰＤ又はツベルクリンは、ヒト
結核菌又はマイコバクテリウムアビウムなどの他のマイコバクテリアからタンパク質を抽
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出して得られる。ＰＰＤは、一般的には、ＢＣＧ又はヒト結核菌のいずれかに対して生じ
るＴｈ１反応又は細胞性免疫の存在についての試験に利用される。例えば、Ｃｏｎｎａｕ
ｇｈｔ Ｔｕｂｅｒｃｕｌｉｎ（ＣＴ６８）の大きなマスターバッチから調製されるＣｏ
ｎｎａｕｇｈｔ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ＬｉｍｉｔｅｄのＴｕｂｅｒｓｏｌＢに由来
するか、又はＳｔａｔｅｎｓ Ｓｅｒｕｍ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ（ＳＳＩ，Ｃｏｐｅｎｈａ
ｇｅｎ Ｄｅｎｍａｒｋ）から得られるＲＴ２３の形態で得られる可能性がある。
【００４９】
　ＥＳＡＴ－６タンパク質（早期分泌抗原標的６）は、ヒト結核菌の短期間培養の濾過液
から精製された主要な分泌性抗原である。本明細書で参照されるように、ＥＳＡＴ－６、
ＣＦＰ－１０（培養濾過液タンパク質１０）、及び８５Ｂは、細胞溶解物から精製して得
ることが可能であり、組換え技術によって得ることが可能であり、又は合成ペプチドとし
て製造することが可能である。例えば、ＥＳＡＴ６は、Ｓｔａｔｅｎｓ Ｓｅｒｕｍ Ｉｎ
ｓｔｉｔｕｔｅから組換えタンパク質として得ることが可能である。
【００５０】
　ツベルクリン又はＰＰＤ（精製タンパク質誘導体）は、ヒト結核菌ゲノム内にのみ位置
し、ＢＣＧ（カルメット・ゲラン桿菌）には含まれない（ＲＤ－１領域の）遺伝子によっ
てコードされるＥＳＡＴ－６（早期分泌抗原標的６）、ＣＦＰ－１０（培養濾過液タンパ
ク質１０）、及びＴＢ７．７とは異なる。ＰＰＤはＢＣＧ亜株及び病原性が低いか又は有
しない複数の非結核性マイコバクテリア種と共通の他の抗原も含有するため、それはＰＰ
Ｄとは異なる。
【００５１】
　任意に、前記方法は、サンプルを３つの画分に分け、サンプルの第三の画分をＴ細胞ア
クチベーターと共にインキュベートして、陽性対照を作製する工程を更に含んで良い。こ
こで、免疫細胞は、例えば、３つに分けられた集団：ニル対照（例えば、生理食塩水）、
Ａｇ刺激（例えば、クラミジア又は結核特異的タンパク質又はその誘導体）、並びに陽性
対照（例えば、フィトヘマグルチニン）においてインキュベートされてよい。免疫細胞は
、全血の形態、希釈された全血、又は末梢血単核球、単球、若しくはＴ細胞のような細胞
集団の各種の精製物であってよい。前記細胞は、血液、尿、胸膜液、気管支液、口腔洗浄
液、組織生検、腹水、膿、脳脊髄液、吸引物、及び／又は卵胞液から得られてよい。免疫
細胞は、例えば４から２４時間に亘って３７℃でインキュベートする。
【００５２】
　１つの実施態様では、前記サンプルは、少なくとも２つの画分に分けられ、
ａ）サンプルの第一の画分を抗原と共にインキュベートして、反応サンプルを作り出し、
ｂ）サンプルの第二の画分を不活性溶液と共にインキュベートして、ニルサンプルを作り
出し、
ｃ）前記２つの画分中のＩＰ－１０レベルを測定し、
ｄ）前記反応サンプルで測定したＩＰ－１０から前記ニルサンプルで測定したＩＰ－１０
レベルを差し引くことによって、サンプルの抗原依存的なＩＰ－１０の反応を決定し、
ｅ）抗原依存的なＩＰ－１０反応又はそれに由来する値を基準レベル又はそれに由来する
値と比較し、
ｆ）抗原に依存しない自然発生的なＩＰ－１０反応又はそれに由来する値を基準レベル又
はそれに由来する値と比較し、
それによって、哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして前記抗原に対する免疫反応
を生じていたかどうか、或いは前記抗原に対する免疫交差反応を生じる他の抗原と過去に
遭遇していたかどうかを決定し、それによって、哺乳動物が活動性感染、最近の感染、又
は潜伏感染を有するかどうか、或いは、哺乳動物が治療に対して反応しているか又は感染
症を発症しているかを決定する。
【００５３】
　より具体的には、前記サンプルは、少なくとも３つの画分に分けられ、
ａ）前記サンプルの第一の画分を抗原と共にインキュベートして、反応サンプルを作り出
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し、
ｂ）前記サンプルの第二の画分を不活性溶液と共にインキュベートして、ニルサンプルを
作り出し、
ｃ）前記サンプルの第三の画分を刺激溶液（例えば、ＰＨＡ）とインキュベートして、マ
イトジェンサンプルを作り出し、
ｃ）前記３つの画分中のＩＰ－１０レベルを測定し、
ｄ）前記反応サンプルで測定したＩＰ－１０から前記ニルサンプルで測定したＩＰ－１０
レベルを差し引くことによって、前記サンプル中の抗原依存的なＩＰ－１０反応を決定し
、
ｅ）前記抗原依存的なＩＰ－１０反応又はそれに由来する値を基準レベル又はそれに由来
する値と比較し、
ｆ）前記マイトジェンサンプルで測定したＩＰ－１０から前記ニルサンプルで測定したＩ
Ｐ－１０レベルを差し引くことによって、前記サンプルのマイトジェン依存的なＩＰ－１
０反応を決定し、
ｇ）前記マイトジェン依存的なＩＰ－１０反応又はそれに由来する値を基準レベル又はそ
れに由来する値と比較し、
ｈ）抗原に依存せず自然発生的なＩＰ－１０反応又はそれに由来する値を基準レベル又は
それに由来する値と比較し、
それによって、哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、前記抗原に対する免疫反
応を生じていたかどうか、或いは、前記抗原に対する免疫交差反応を生じる他の抗原に過
去に遭遇していたかどうかを決定し、それによって、哺乳動物が活動性感染、最近の感染
、又は潜伏感染を有するかどうか、或いは、哺乳動物が治療に対して反応しているか、感
染症を発症しているか、又は免疫抑制されているかを決定する。
【００５４】
　用語「マイトジェン」は、細胞分裂を促進する任意の化合物又は化合物の組成物を示す
。マイトジェンは、Ｔ細胞及びＢ細胞の双方に別々又は同時のいずれかにおいて作用し得
る。したがって、マイトジェンという用語は、Ｔ細胞アクチベーター及びＢ細胞アクチベ
ーターも含み、かくして、本明細書では互換可能なように使用される。本発明のマイトジ
ェンは、フィトヘマグルチニン（ＰＨＡ）、コンカナバリンＡ（ｃｏｎＡ）、リポポリサ
ッカリド（ＬＰＳ）、及びヤマゴボウマイトジェン（ＰＷＭ）などであるが、それらに限
らない当業者に既知の全てのマイトジェンを含む。本発明の好ましい実施態様では、前記
マイトジェンはＴ細胞アクチベーターであり、更に好ましくは、前記マイトジェンはＰＨ
Ａである。本発明の他の好ましい実施態様では、前記マイトジェンは単球／マクロファー
ジアクチベーターである。ＩＰ－１０生産は、次いで、抗体に基づく技術、たとえば、ｘ
ＭＡＰ、ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｉｎｇ、ルミネックス、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＳＰＯＴ、ｌａ
ｔｅｒａｌ ｓｔｉｃｋ ａｓｓａｙ、又はｍＲＮＡにもとづく技術、例えば、リアルタイ
ムポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）若しくは細胞内フローサイトメトリー（ＩＣ－
ＦＡＣＳ）などであるが、それらに限らない当業者に既知の任意のサイトカイン又はケモ
カイン検出方法によって測定される。
【００５５】
　抗原（例えば、クラミジア抽出抗原又は結核特異的タンパク質或いはそれらの誘導体）
に対する反応におけるＩＰ－１０の量は、ＩＰ－１０のバックグラウンドにおける生産を
差し引くことによって決定されてよく、例えばヒト結核菌の感染の可能性が、抗原特異的
ＩＰ－１０反応に基づいて解釈される。
【００５６】
　本願における結核のデータは、既存の技術：生理食塩水（ニル）、ＴＢ特異的ペプチド
抗原（Ａｇ）、又はマイトジェン（ＰＨＡ）で事前にコーティングされたバキュテナー管
に全血を直接入れるＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮ（登録商標）ＴＢ－Ｇｏｌｄ Ｉｎ－Ｔｕｂ
ｅ ｔｅｓｔ（Ｃｅｌｌｅｓｔｉｓ，Ｃａｒｎｅｇｉｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を使用し
て得た。前記チューブは、本発明において好ましい実施態様において、１８時間、３７℃
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でインキュベートされ、その後に、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ ｒｅａｇｅｎｔ（Ｂｉｏｓｏｕ
ｒｃｅ Ｃａｍａｒｉｌｌｏ ＵＳＡ）を使用するルミネックスプラットホーム（Ｌｕｍｉ
ｎｅｘ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＵＳＡ）におけるｘＭＡＰ技術によってサイトカイン
濃度を測定し、かくして、効果的なパラメータを従来のパラメータであるＩＦＮ－γから
より高濃度で発現し且つ良好な性能を有するＩＰ－１０へと変更することが可能となった
。
【００５７】
　本発明の高い感度は、この方法を、活動性感染、潜伏感染、最近の感染、子供／新生児
の感染、及び／又は両期間の潜伏感染の間を区別するための優れたツールとする。かくし
て、１つの実施態様では、本発明は、基準レベルを超える抗原依存的なＩＰ－１０反応が
、ニルと共に、哺乳動物が活動性感染、潜伏感染、最近の感染、及び／又は長期間の潜伏
感染を有することを示す方法に関する。
【００５８】
　他の実施態様では、本発明は、試験に使用するサンプル材料（例えば、全血）の量が低
減されている方法に関する。全血の場合には３から０．１ｍの範囲までであり、ＰＢＭＣ
細胞の場合には１×１０６から０．０５×１０６の範囲の細胞数である。ドナーの血行動
態に対して影響を与えずに疾患（例えば、結核）を診断することが可能であり、又は非常
に少ないサンプル材料、例えば、髄液、胸膜液、又は臍帯血に由来する細胞に対して実施
することが可能であるため、低い血液容量を有する患者（特に、子供／乳幼児又は貧血患
者）に適切なこの「ミニアッセイ」は革新的である。
【００５９】
他のマーカーとの組み合わせ
　１つ又は複数の以下のマーカーと共にＩＰ－１０を測定することは、擬陽性の数を低減
し、識別力を増大させ得る。かくして、１つの実施態様では、前記方法は、
ａ）抗原刺激に対する反応においてＩＰ－１０及びＭＣＰ－１のレベルを測定し、
ｂ）前記測定したＩＰ－１０及びＭＣＰ－１のレベルを組み合わせ、且つ
ｃ）前記組み合わせたレベルを組み合わせた基準レベルと比較すること
をさらに含む。
【００６０】
　当業者に理解されるように、組み合わせた基準レベルは、ＩＰ－１０レベル並びに健康
な集団におけるＭＣＰ－１レベルなどであるが、それらに限らない所定の組み合わせマー
カーを測定し、測定したＩＰ－１０及びＭＣＰ－１を加算などであるがそれに限らない計
算手段によって組み合わせることによって決定される。組み合わせた基準レベルは、健康
な集団における組み合わせた基準レベルの分布、例えば、平均＋２標準偏差に関連する選
択されたカットオフポイントで決定されるか、又は当業者に既知の他の方法によって決定
される。
【００６１】
　さらに別の組み合わせマーカーは、ＩＬ－２及びＩＦＮ－γを含む。
【００６２】
　１つの実施態様では、本発明は、
ａ）抗原刺激に対する反応におけるＩＦＮ－γ並びに任意にＭＣＰ－１及び／又はＩＬ－
２のレベルを測定し、
ｂ）ＩＰ－１０並びにＩＦＮ－γ及び任意にＭＣＰ－１及び／又はＩＬ－２の測定したレ
ベルを組み合わせ、且つ
ｃ）前記組み合わせたレベルを組み合わせた基準レベルと比較すること
をさらに含む方法を開示する。
【００６３】
　１つの実施態様では、前記方法は、
ａ）抗原刺激に対する反応におけるＩＰ－１０のレベルを測定し、
ｂ）ＩＰ－１０のレベルを基準レベル又はそれに由来する値に対して比較し、
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ｃ）前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、前記抗原に対するＩＰ－１０反
応を生じていたかどうかを決定し、
ｄ）前記抗原刺激に対する反応におけるＭＣＰ－１のレベルを測定し、
ｅ）ＭＣＰ－１レベルを基準レベル又はそれに由来する値に対して比較し、
ｆ）前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、前記抗原に対するＭＣＰ－１反
応を生じていたかどうかを決定し、
ｇ）測定したＩＰ－１０反応性及びＭＣＰ－１反応性を組み合わせ、
それによって、前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、少なくとも１つのバ
イオマーカーとともに抗原に対する免疫反応を生じていたかどうかを決定すること
を含む。
【００６４】
　１つの実施態様では、前記方法は、
ａ）抗原刺激に対する反応におけるＩＰ－１０のレベルを測定し、
ｂ）ＩＰ－１０のレベルを基準レベル又はそれに由来する値と比較し、
ｃ）前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、前記抗原に対するＩＰ－１０反
応を生じていたかどうかを決定し、
ｄ）抗原刺激に対する反応におけるＩＬ－２のレベルを測定し、
ｅ）ＩＬ－２のレベルを基準レベル又はそれに由来する値に対して比較し、
ｆ）前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、前記抗原に対するＩＬ－２反応
性を生じていたかどうかを決定し、
ｇ）測定したＩＰ－１０反応及びＩＬ－２反応を組み合わせ、
それによって、前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、少なくとも１つのバ
イオマーカーとともに抗原に対する免疫反応を生じていたかどうかを測定すること
を含む。
【００６５】
　１つの実施態様では、前記方法は、
ａ）抗原刺激に対する反応におけるＩＰ－１０のレベルを測定し、
ｂ）ＩＰ－１０のレベルを基準レベル又はそれに由来する値と比較し、
ｃ）前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、前記抗原に対するＩＰ－１０反
応を生じていたかどうかを決定し、
ｄ）抗原刺激に対する反応におけるＩＦＮ－γのレベルを測定し、
ｅ）ＩＦＮ－γのレベルを基準レベル又はそれに由来する値に対して比較し、
ｆ）前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、前記抗原に対するＩＦＮ－γ反
応を生じていたかどうかを決定し、
ｇ）測定したＩＰ－１０反応及びＩＦＮ－γ反応を組み合わせ、
それによって、前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、少なくとも１つのバ
イオマーカーとともに抗原に対する免疫反応を生じていたかどうかを決定すること
を含む。
【００６６】
　１つの実施態様では、前記方法は、
ａ）抗原刺激に対する反応におけるＩＰ－１０のレベルを測定し、
ｂ）ＩＰ－１０レベルを基準レベル又はそれに由来する値に対して比較し、
ｃ）前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、前記抗原に対するＩＰ－１０反
応を生じていたかどうかを決定し、
ｄ）抗原刺激に対する反応におけるＩＦＮ－γ及び／又はＭＣＰ－１及び／又はＩＬ－２
のレベルを測定し、
ｅ）ＩＦＮ－γ及び／又はＭＣＰ－１及び／又はＩＬ－２のレベルを各バイオマーカーの
基準レベル又はそれに由来する値に対して比較し、
ｆ）前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、前記抗原に対するＩＦＮ－γ及
び／又はＭＣＰ－１及び／又はＩＬ－２反応を生じていたかどうかを決定し、
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ｄ）測定したＩＰ－１０反応及び／又はＩＦＮ－γ反応及び／又はＭＣＰ－１反応及び／
又はＩＬ－２反応を組み合わせ、
それによって、前記哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇し、かくして、少なくとも１つの試
験したバイオマーカーとともに抗原に対する免疫反応を生じていたかどうかを決定するこ
と
を含む。
【００６７】
診断
　１つの実施態様では、既に記載したように、ＩＰ－１０は、各種の免疫学的状態、例え
ば、感染の疑いがある対象の診断に使用してよい。診断において使用される際に、本発明
に係る方法は、免疫学的状態、例えば、通常は臨床症状の評価及び更なる臨床検査によっ
て達成される感染の存在の決定に役立つ可能性がある。前記試験は、感染の各種の段階、
すなわち、何れの症状も有しない最近罹った感染、感染の症状を有しない個体における数
年前から罹っている感染、患者が感染による症状を有する活動性感染を診断する可能性が
ある。
【００６８】
　他の実施態様では、ＩＰ－１０は、結核（例えば、活動性結核感染、潜伏結核感染、又
は最近の結核感染）の疑いがある対象、特に潜伏結核から活動性結核に進行するリスクが
増大した患者、すなわち免疫抑制薬（すなわち、モノクローナル抗体治療（抗ＣＤ２０抗
体（例えば、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ（登録商標）又はＴＮＦ－α阻害治療（例えば、Ｒｅｍ
ｉｃａｄｅ（登録商標）、Ｅｎｂｒｅｌ（登録商標）、Ｈｕｍｉｒａ（登録商標）））若
しくはステロイド、又はガンの化学療法を受けている患者；或いは、免疫抑制疾患（例え
ば、ＨＩＶ感染、ガン、ＩＤＤＭ、又は非インスリン依存性真性糖尿病（ＮＩＤＤＭ）、
自己免疫疾患、栄養失調症、加齢、静脈麻薬の使用（ＩＶＤＵ）、又は先天性免疫障害）
を罹患している患者の診断、並びに最近感染した個体の診断のために使用されてよい。事
実、標準指針に従って、これらの患者は、治療を開始する前に、活動性結核、潜伏結核、
又は最近の結核についてスクリーニングされるべきである。
【００６９】
　最近では、ＴＮＦ－α阻害剤治療の候補である患者又はＴＳＴ若しくはヒト結核抗原特
異的ＩＦＮ－γ試験のいずれかでＨＩＶ陽性である患者をスクリーニングすることが、強
力に推奨されている。複数の研究によって、これらの試験が上述の患者の分類において信
頼できない可能性があることが示されており、ＩＰ－１０はその高い感度のため、より良
好な候補である。
【００７０】
　他の実施態様では、ＩＰ－１０は、クラミジア感染（例えば、秘尿生殖器感染、骨盤感
染、及び／又は眼内感染）の疑いがある個体をスクリーニングするために使用してよい。
【００７１】
　本発明は、同一の器官又は解剖領域に定着するか或いは症状が共通の群を生じさせる各
種の感染体に由来する抗原を組み合わせることを可能にする。各種の特異的な抗原を組み
合わせることによって、リスクがある患者をスクリーニングするか、又は臨床的には区別
できない疾患、例えば秘尿生殖器感染を生じる共通の病原体を排除するか、又は同一の治
療、例えば抗生物質の作用を受けやすい患者をスクリーニングすることが可能である可能
性がある。
【００７２】
　かくして、１つの実施態様では、本発明は、
ａ）その必要がある患者から１つのサンプルを得て、前記サンプルを少なくとも２つの画
分に分け、
ｂ）評価のために選択された特異的な感染体に関連する抗原で１つの画分を刺激し（反応
画分）、前記サンプルの第二の画分を不活性溶液とインキュベートし（ニル画分）、
ｃ）双方の画分中のＩＰ－１０レベルを測定し、
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ｄ）前記反応画分で測定したＩＰ－１０からニル画分で測定したＩＰ－１０レベルを差し
引くことによって、前記サンプルの抗原依存的なＩＰ－１０レベルを測定し、
ｅ）前記測定した抗原依存的なＩＰ－１０レベルを前記選択された感染体の少なくとも１
つについての基準レベルに対して比較し、並びに
ｆ）抗原依存的なＩＰ－１０レベルが基準画分中のＩＰ－１０レベルよりも高い場合に、
その必要がある前記患者を、選択された感染体の少なくとも１つに感染しているとするこ
と
を含む、少なくとも２つの感染症の同時スクリーニング方法に関する。
【００７３】
　したがって、本発明の方法は、感染症の高いリスクがあるヒト、例えば、疾患の流行地
に滞在又は旅行したヒトをスクリーニングするために利用可能であってよい。
【００７４】
　かくして、本発明の１つの実施態様では、感染症は、マラリア、結核、髄膜炎、日本脳
炎、コレラ、リーシュマニア、デング熱、及びポリオからなる群から選択される。
【００７５】
　本発明の他の実施態様では、感染症は、軟性下疳、クラミジア感染、淋病、性病性リン
パ肉芽腫、ウレアプラズマウレアリティカム、マイコプラズマホミニス、トレポネマパリ
ダム、Ｂ型肝炎、単純疱疹ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、ヒト乳頭腫ウイルス、軟属
腫、ケジラミ、ヒゼンダニ、及びトリモコナスバジナリス（Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓ ｖ
ａｇｉｎａｌｉｓ）からなる性感染症から選択される。
【００７６】
　本発明の更なる実施態様では、感染症は、治療可能な胃腸感染体、例えば、赤痢菌属、
大腸菌、キャンピロバクター、コレラ菌、クリプトスポリジウムパルバム、サルモネラ菌
、及びチフス菌からなる群から選択される。
【００７７】
　本発明の更なる実施態様では、感染症は、抗生物質では治療不可能な胃腸感染体、例え
ば、ロタウイルス、ノロウイルス、アデノウイルス、サポウイルス、及びアストロウイル
スからなる群から選択される。
【００７８】
　本発明の更に別の実施態様では、感染症は、例えば血液バンクにおいてスクリーニング
の対照となっている血液関連疾患、例えば、Ａ型肝炎、Ｅ型肝炎、マラリア、シャーガス
病、バベシア症、リーシュマニア、サル泡沫状ウイルス、クロイツフェルトヤコブ病（ｖ
ＣＪＤ）、クロイツフェルトヤコブ病（ＣＪＤ）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、及
びエプスタインバーウイルスからなる群から選択される。
【００７９】
　本発明の１つの実施態様では、感染症は、細菌性髄膜炎を生じさせることが可能な細菌
、肺炎連鎖球菌、リステリア菌、緑膿菌、黄色ブドウ球菌、ストレプトコッカス・アガラ
クチア、及びインフルエンザ菌からなる群から選択される。
【００８０】
　したがって、本発明の目的は、特異的な抗原の選択によって当業者がマイコバクテリア
の各種の種を区別することが可能であるため、種特異的診断をすることにある。
【００８１】
予後
　１つの実施態様では、ＩＰ－１０は、各種の免疫学的状態、例えば、感染を有すると診
断した患者の予後を予測するために使用されてよい。患者の予後に使用する際に、本発明
に係る方法は、免疫学的状態、例えば、感染の経過及び可能性がある結末を予測するため
に役立ち、かくして、適当な治療方法の選択及び前記状態の所定の治療の効果の予測にお
いて当業者の役に立つ可能性がある。
【００８２】
モニタリング
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　１つの実施態様では、ＩＰ－１０は、感染を有すると診断された対象のモニタリングに
使用されてよい。患者のモニタリングに使用する際に、本発明に係る方法は、治療の間の
効果及び治療後の効果の評価、例えば、モニタリング及び感染の再発の可能性を予測する
ために役立つ。
【００８３】
　本発明によって治療効果をモニターすることの実現性は、
ａ）現在利用可能な方法、例えば、唾液の顕微鏡検査、マイコバクテリアの培養、Ｘ線、
又は他の方法の代わりに、単純な採血による実施が簡単である、
ｂ）唾液の顕微鏡検査、マイコバクテリアの培養、Ｘ線、又は他の方法と比較してより再
現性がある、
ｃ）唾液の顕微鏡検査、マイコバクテリアの培養、Ｘ線、又は他の方法、例えば肺結核が
疑われる場合の生検を利用する非侵襲性外科的手法、患者が唾液では陰性であった場合の
気管支鏡検査と比較して、安価である、
ｄ）ＲＤ１オーバーラップペプチドに基づく結核のＩＦＮ－γアッセイと比較して、より
感度が良好である；
ｅ）他の免疫アッセイは感染又は非感染を区別するのみであるのに対し、活動性結核と潜
伏結核との間を区別し得る
ため、妥当である。
【００８４】
スクリーニング
　１つの実施態様では、本発明に係る方法は、スクリーニング目的に使用される。すなわ
ち、本発明に係る方法は、本発明によってＩＰ－１０を測定し、事前に特定したレベルと
測定したレベルとを関連付け、各種の感染（例えば、ヒト結核菌感染）の存在又は非存在
を示すことによって、感染の事前の診断なしで、対象を評価するために使用される。別の
実施態様では、本発明に係る方法はスクリーニング目的ために使用する。すなわち、本発
明に係る方法は、本発明によってＩＰ－１０を測定し、事前に特定したレベルと測定した
レベルとを関連付け、各種の感染（例えば、ヒト結核菌感染）の存在又は非存在を示すこ
とによって、感染の事前の診断はないが潜伏疾患の再活性化のリスクがある対象を評価す
るために使用される。
【００８５】
　既に記載したように、本発明は、少なくとも２つの感染症について同時にスクリーニン
グするための方法を開示する。
【００８６】
　本発明の他の実施態様では、前記方法は、例えば寄生虫又はウイルスによって生じる感
染などであるが、それらに限らない各種の疾患について、血液提供者に由来する血液をス
クリーニングするために使用されてよい。
【００８７】
接触者追跡
　好ましい実施態様では、ＩＰ－１０は、各種の感染体、例えば、ヒト結核菌に曝露され
た対象の診断に使用されてよい。接触者追跡に使用される際に、本発明に係る方法は、ヒ
ト結核菌による感染などの感染の存在を決定するために役立つ可能性がある。
【００８８】
　他の実施態様では、ＩＰ－１０は、結核、コロナウイルス（例えば、重症後天性呼吸器
症候群）、インフルエンザ、エボラウイルス、又はマールブルグウイルスなどであるが、
それらに限らない高度に接触感染性の感染の発生において、接触感染のケースに曝露され
た対象の診断のために使用されてよい。結核の場合には、接触者追跡において使用する際
に、本発明に係る方法は、通常はＴＳＴ又は現在利用可能なＴＦＮ－γ放出アッセイによ
って評価されて達成される感染の存在を決定するために役立つ可能性がある。
【００８９】
症例発見の促進
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　好ましい実施態様では、ＩＰ－１０は、感染などの各種の疾患の診断のために使用され
てよい。症例発見の促進に使用される際に、本発明に係る方法は、感染の微生物学的な証
拠がないために本発明に係る方法でなければ診断することが困難であるが、通常は臨床症
状を評価すること、治療に対する効果、及び代替的な診断方法の欠如によって、或いは唾
液培養などの時間がかかるアッセイ（数週間）によって達成される、顕微鏡では陰性であ
ったＴＢなどであるが、それらに限らない感染の存在を決定するために役に立つ可能性が
ある。
【００９０】
有病率研究
　好ましい実施態様では、ＩＰ－１０は、子供などの興味ある集団における感染、ＨＩＶ
陽性の移民、難民、医療従事者、学童、囚人、検査技師などであるが、それらに限らない
各種の免疫学的状態の有病率を研究するために使用されてよい。有病率研究において使用
する際に、本発明に係る方法は、通常はＴＳＴによって達成される、集団における潜伏Ｔ
Ｂ及び活動性ＴＢなどの感染の存在を決定するために役に立つ可能性がある。
【００９１】
研究目的
　１つの実施態様では、ＩＰ－１０は、マイコバクテリア、グラム陽性菌、グラム陰性菌
、リステリア菌、腸球菌、ナイセリア、ビブリオ、トレポネーマ（梅毒）、ボレリア菌、
レプトスピラ、クラミジア、レトロウイルス（ＳＩＶ、ＨＩＶ－１、及びＨＩＶ－２）、
重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）及びＮＬ－６３などのコロナウイルス、サイトメガロ
ウイルス、ロタウイルス、メタ肺炎ウイルス（ＲＳＶ）、ポックスウイルス、エブスタイ
ンバーウイルス、エンテロウイルス、麻疹ウイルス、ラブドウイルス（狂犬病）、ルビウ
イルス（風疹）、フラビウイルス（デング、黄熱）、ヘルペスウイルス、水痘帯状疱疹ウ
イルス、Ｃ型及びＢ型肝炎ウイルス、リーシュマニア、トキソプラズマ原虫、トリパノソ
ーマ、プラスモディウム（熱帯性マラリア、三日熱マラリア、卵形マラリア、マラリア）
、カリニ肺炎菌（ＰＣＰ）、及び各種の線虫、吸虫、並びに例えば、脂質、ポリサッカリ
ド分子、タンパク質、及びペプチドであってよいこれらの抗原からなる群から選択される
微生物に由来する潜在的な新規抗原をスクリーニングする際に研究機関によって使用され
てよい。研究目的に使用される際に、本発明に係る方法は、ワクチンの開発及び診断試験
に応用可能な試験した抗原、タンパク質、又はペプチドに対する免疫反応を測定するため
に役立つ可能性がある。
【００９２】
　例えばペプチドなどの複数の抗原分子は、種特異的又は疾患特異的なものとして同定さ
れているが、感度の良好なマーカーが存在しないため、ｉｎ ｖｉｖｏでＴ細胞反応を誘
導するそれらの機能を測定することは困難である。その様な候補抗原で刺激した後に測定
されるＩＰ－１０は、潜在的に興味深い新規抗原又は分子をスクリーン及び同定するため
に使用されてよい。より具体的には、ヒト結核菌、クラミジアトラコマティス、ＨＩＶ－
１、又はＨＣＶに由来する抗原の場合には、ＩＰ－１０は、これらの抗原の免疫原性を試
験する際に、すなわち例えばワクチンの開発のためのＴ細胞反応の測定として、研究機関
によって使用されてよい。
【００９３】
治療効果
　本発明者は、治療の間における、インキュベーションの間の自然発生的な放出（ニルサ
ンプル）及び抗原誘導ＩＰ－１０（Ａｇサンプル）の反復試験が、治療効果のマーカーと
して使用し得ることを提案する。自然発生的なＩＰ－１０反応が治療の間に低下した場合
には、治療は成功していると解され、一方、低下が観察されない場合には、治療の失敗を
推測しなければならない。
【００９４】
　本発明者は、例えばＴＢ治療の間における自然発生的なＩＰ－１０及び抗原誘導ＩＰ－
１０の反復試験が、治療効果のマーカーとして使用可能であることを提案する。抗原刺激
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ＩＰ－１０反応が治療の間に低下した場合には、治療が成功していると解され、一方、低
下が観察されない場合には、治療の失敗を推測しなければならない。
【００９５】
　本発明による測定と関連して本明細書で議論している任意の特徴及び／又は態様が、同
様に、本発明による「診断」、「予後」、「モニタリング」、「スクリーニング」、「研
究目的」、「接触者追跡」、「症例発見の促進」、及び「有病率研究」に適用可能であり
、その逆も可能であることが理解されるべきである。
【００９６】
インキュベーション工程
　ＣＭＩ系の細胞は、対象から採血してから長期間たった後の全血ではＣＭＩ反応を開始
する能力を失っており、１０℃超の温度で保存するなどであるが、それらに限らない細胞
の寿命を持続させる様式で処理していない場合には、介入しないと反応が採血の２４時間
後に極度に低下するか又は失われる。
【００９７】
　１つの実施態様では、労力削減によって、抗原でサンプルを刺激することを医師のオフ
ィス、クリニック、外来患者用施設、及び獣医クリニック又は牧場などの治療を実施する
場所において実施することが可能である。抗原刺激を完了すると、もはや新しい活性細胞
を必要としない。ＩＰ－１０及びサイトカイン又は免疫エフェクター分子などの他のバイ
オマーカーは血漿中で安定しているため、他の感染症又は他の疾患の診断に使用される標
準的な血漿サンプルと同様に特別な条件又は迅速にする必要なく、サンプルを保存、凍結
、又は輸送することが可能である。
【００９８】
　インキュベーション工程は５から１４４時間、より好ましくは５から１２０時間、更に
より好ましくは１２から２４時間、又はそれらの間であってよい。かくして、本発明の１
つの実施態様では、インキュベーション時間は、５時間、６時間、７時間、８時間、９時
間、１０時間、１１時間、１２時間、１３時間、１４時間、１５時間、１６時間、１７時
間、１８時間、１９時間、２０時間、２１時間、２２時間、２３時間、２４時間、２６時
間、３０時間、３６時間、４２時間、４８時間、７２時間、９６時間、１２０時間、又は
１４４時間である。
【００９９】
　ＩＰ－１０はその様な高濃度で分泌されるため、前記サンプルはインキュベーターの外
、すなわち研究室の机の上又は安定した温度の水浴中又は輸送可能な輸送容器中でインキ
ュベートすることが可能である。これは特に、基本的な実験器具を有する発展途上国又は
外来患者向け診療所において有用である。
【０１００】
　インキュベーション工程は、２０から４３℃の範囲の温度で実施してよい。かくして、
本発明の１つの実施態様では、インキュベーション温度は、１６℃、１８℃、２０℃、２
２℃、２５℃、２６℃、２７℃、２８℃、２９℃、３０℃、３１℃、３２℃、３３℃、３
５℃、３７℃、３８℃、３９℃、４０℃、又は４１℃であってよい。
【０１０１】
　インキュベーション工程は、１５から４０℃、好ましくは１８から３７℃、更に好まし
くは３０から３７℃の間であるが、それらに限らない固定されない温度で実施してよい。
【０１０２】
　本発明の１つの実施態様は、培養培地を細胞培養物に加えて希釈物においてサンプルの
刺激を実施してよい。
【０１０３】
　本発明の他の実施態様は、不活性希釈液体（例えば、生理食塩水）を細胞培養物に添加
してサンプルの刺激を実施してよい。
【０１０４】
サンプル
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　本発明の１つの実施態様は、対象におけるＣＭＩ反応を測定するための方法であって、
前記方法は、抗原刺激後に免疫エフェクター分子を生産し得る免疫系の細胞を含むサンプ
ルを前記対象から回収する工程、前記サンプルを抗原とインキュベートする工程、次いで
、免疫エフェクター分子の存在又はそのレベルにおける上昇を測定する工程であって、前
記免疫エフェクター分子の存在又はレベルが前記対象が細胞性免疫反応を開始する能力の
指標である工程を含む方法を意図する。
【０１０５】
　１つの実施態様では、前記サンプルは、血液、尿、胸膜液、気管支液、口腔洗浄液、組
織生検、腹水、膿、脳脊髄液、吸引物、及び卵胞液からなる群に由来する。
【０１０６】
　好ましい実施態様では、前記サンプルは血液に由来する。
【０１０７】
　しかしながら、前記サンプルは、全血、胸膜液に由来する単核球、末梢血単核球（ＰＢ
ＭＣ）、Ｔ細胞、ＣＤ４Ｔ細胞、ＣＤ８Ｔ細胞、γ－δＴ細胞、単球、マクロファージ、
及びＮＫ細胞からなる群から選択される細胞も含んでよい。
【０１０８】
　簡便には、サンプルが全血である際は、血液回収チューブが、抗凝固剤（例えば、ヘパ
リン）で処理されている。全血が好ましく、最も簡便なサンプルであるにもかかわらず、
本発明は、胸膜液、腹水、リンパ液、髄液又は脳脊髄液、組織液、並びに鼻及び肺の流動
体を含む呼吸器液などであるが、それらに限らない免疫細胞を含有する他のサンプルまで
拡張する。
【０１０９】
　１つの実施態様では、本発明は、かくして、サンプルが血液、尿、胸膜液、気管支液、
口腔洗浄液、組織生検、腹水、膿、膿脊髄液、吸引物、及び／又は卵胞液に由来する、方
法に関する。
【０１１０】
　他の実施態様では、本発明は、かくして、前記サンプルが末梢血単核球、Ｔ細胞、ＣＤ
４Ｔ細胞、ＣＤ８Ｔ細胞、γ－δＴ細胞、単球、マクロファージ、樹状細胞、及びＮＫ細
胞からなる群から選択される、方法に関する。
【０１１１】
　１つの実施態様では、前記サンプルは全血であり、抗原、マイトジェン、又は「ニル」
が存在する３つの適切な容器に回収されてよい。他の実施態様では、抗原、マイトジェン
、又は「ニル」が、サンプル、例えば全血を含有するアリコートに後で添加してよい。
【０１１２】
　他の実施態様では、前記サンプルは、抗原、マイトジェン、又は「ニル」を含有する回
収チューブに回収する全血であるか、或いは全血のアリコートに抗原、マイトジェン、又
はニルを添加する全血である。
【０１１３】
　一般的には、血液は、抗凝固剤（好ましくは、ヘパリン、代替的には、例えばクエン酸
又はＥＤＴＡ）の存在下において維持する。前記抗凝固剤は、血液を添加する際に血液回
収チューブに存在する。血液回収チューブの使用は、必須ではないが好ましくは、標準的
な自動実験システムに適合するものであり、これらは大スケールの分析及びランダムアク
セスサンプリングに従う。血液回収チューブは、取扱費用を最小限にし、全血及び血漿の
実験室曝露を低減するため、ヒト免疫不全ウイルスなどであるが、それらに限らない病原
体に罹る実験室内のヒトのリスクを低減する。
【０１１４】
　全血のアリコートは、１０μｌから４０００μｌ、例えば、５０μｌ、１００μｌ、２
００μｌ、３００μｌ、４００μｌ、５００μｌ、６００μｌ、７００μｌ、８００μｌ
、９００μｌ、１０００μｌ、１１００μｌ、１２００μｌ、１３００μｌ、１４００μ
ｌ、１５００μｌ、１６００μｌ、１７００μｌ、１８００μｌ、１９００μｌ、２００
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０μｌ、２１００μｌ、２２００μｌ、２３００μｌ、２４００μｌ、２５００μｌ、２
６００μｌ、２７００μｌ、２８００μｌ、２９００μｌ、又は３０００μｌなどである
がそれらに限らない範囲の容量であってよい。
【０１１５】
　サンプルはチューブ、組織培養ウェル、又は他の容器の中でインキュベートしてよく、
抗原、マイトジェン、及び「ニル」を関連の濃度で添加してよい。
【０１１６】
　血液回収チューブは、Ｖａｃｃｕｔａｉｎｅｒチューブ又は他の同様の容器を含むが、
血液は、開管又はキャピラリー管に直接採血されてもよい。
【０１１７】
キット
　本発明は、さらに、細胞性反応を開始する対象の能力を評価するためのキットを意図す
る。前記キットは、簡便には、全血、精製細胞、生検、又は他の材料などの対象由来のサ
ンプルを受け取るのに適合した１つ又は複数の区画を有する区画に分かれた形態にある。
その区画又は他の区画は、サンプルが全血である場合にはヘパリンを含有するのにも適合
していてよい。
【０１１８】
　一般的には、前記キットは、一連の説明書と共に販売用に包装された形態である。前記
説明書は、一般的には、対象におけるＣＭＩ反応を測定するための方法の形態にあり、前
記方法は、抗原刺激後に免疫エフェクター分子を生産することが可能な免疫系の細胞を含
むサンプルを前記対象から回収する工程、前記サンプルをキットで供給された抗原とイン
キュベートする工程、次いで、ＩＰ－１０の存在又はそのレベルの上昇を測定する工程を
含み、前記免疫エフェクター分子の存在又はレベルが、細胞性免疫反応を開始する前記対
象の能力を示す。
【０１１９】
　１つの実施態様では、前記キットは、診断薬として使用する、免疫アッセイにおいてＩ
Ｐ－１０と特異的に反応するモノクローナル若しくはポリクローナル抗体又は前記抗体の
特異的な結合断片及び抗原を含有する。
【０１２０】
　本発明の意図するキットは、第一の区画が多数の血液回収チューブを含み、第二の区画
が免疫エフェクター分子のための抗体に基づく検出手段を含み、第三の区画が（ｉ）血液
回収チューブに血液を回収する；（ｉｉ）前記チューブを混合する；（ｉｉｉ）前記チュ
ーブをインキュベートする；（ｉｖ）前記チューブを遠心分離して、血漿を回収する；並
びに（ｖ）血漿中の免疫エフェクター分子を検出することの説明を含む一連の説明書を含
む、多数の区画を有する形態であってよい。
【０１２１】
　前記アッセイは自動又は半自動であってもよく、自動化された態様はコンピュータソフ
トによって制御されてよい。
【０１２２】
　本発明のアッセイは、ハイスループットスクリーニング又は１つの対象に由来する多数
の免疫エフェクターのスクリーニングのために自動化又は半自動化されてよい。コンピュ
ータソフトによって簡便に自動化は制御される。本発明は、コンピュータプログラム製品
を意図しており、そのため、ＩＰ－１０のレベルの存在又は非存在を評価するために、前
記製品は、
（１）インプット値として、標識した抗体又はｍＲＮＡと結合したレポーター分子のアイ
デンティティーを受け取るコード；
（２）前記インプット値と基準値とを比較して、レポーター分子及び／又はレポーター分
子が結合した分子のアイデンティティーのレベルを測定するコード；
（３）前記コードを保存するコンピュータにより読取り可能な媒体
を含む。
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【０１２３】
　本発明の更に別の態様は、
（１）標識した抗体又はｍＲＮＡと結合したレポーター分子を同定するインプット値を含
む機械読取り可能なデータをコードするデータ記憶材からなる機械読取り可能なデータ記
憶媒体；
（２）前記機械読取り可能なデータを処理するための命令を保存するためのワーキングメ
モリ；
（３）前記機械読取り可能なデータを処理し、前記値を比較し、レポーター分子又はそれ
らが結合した分子の同定又はレベルの評価を提供するための、前記ワーキングメモリ及び
前記機械読取り可能なデータの記憶媒体に結合した中央処理装置；並びに
（４）比較結果を受け取るための、前記中央処理装置に結合したアウトプットハードウェ
ア
を含む、ＩＰ－１０の存在若しくは非存在又はレベルを評価するためのコンピュータにま
で及ぶ。
【０１２４】
特異性及び感度
　任意の所定の診断試験の感度は、その試験によって正確に同定又は診断された陽性反応
を有する固体の割合を規定する。例えば、感度が１００％の場合は、所定の疾患にある全
ての個体が陽性である試験である。所定のスクリーニング試験の特異性は、その試験によ
って正確に同定又は診断される、疾患を有しない個体の割合を反映する。例えば、１００
％の特異性は、疾患を有しない全ての個体が陰性の試験結果を有する。
【０１２５】
　感度は、本発明の上記の方法によって正確に同定される（例えば、陽性のＩＰ－１０試
験結果を有する）所定の疾患（例えば、活動性ＴＢ感染）を有する個体の割合として規定
される。
【０１２６】
　本明細書において使用する特異性は、本発明の上記の方法によって正確に同定される（
例えば、陰性のＩＰ－１０試験結果を有する）疾患（例えば、活動性ＴＢ感染）を有しな
い個体の割合として規定される。
【０１２７】
受信者動作特性
　診断試験の正確性は、受動者動作特性（ＲＯＣ）によって最も良好に説明される（特に
、Ｚｗｅｉｇ，Ｍ．Ｈ．，ａｎｄ Ｃａｍｐｂｅｌｌ，Ｇ．，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３９
（１９９３）５６１－５７７）。ＲＯＣグラフは、観察したデータの範囲全体に亘って識
別閾値を連続的に変化させて得られた感度／特異性ペアの全てのプロットである。
【０１２８】
　臨床検査の臨床成績は、診断の正確性又は臨床的に関連する亜群に対象を正確に分類す
る能力に依存する。診断の正確性は、調査する対象の２つの異なる状態を性格に区別する
試験の能力の単位となる。その様な状態は、例えば、健康と疾患、潜伏性疾患又は最近の
感染と無感染、或いは良性と悪性疾患である。
【０１２９】
　各々の場合において、ＲＯＣプロットは、識別閾値の全範囲について１－特異性に対し
て感度をプロットすることによって２つの分布の間の重複を表す。ｙ軸が感度であるか又
は真の陽性の画分である［（真の陽性の試験結果の数）（真の陽性の数＋偽陰性の試験結
果の数）と規定される］。これは、病気又は疾患の存在における陽性として示される。そ
れは、罹患している亜群からのみ算出される。ｘ軸は擬陽性の画分であるか又は１－特異
性である［（偽陽性の結果の数）／（真の陰性の数＋偽陽性の結果の数）と規定される］
。それは、特異性の指標であり、罹患していない亜群の全体から算出される。
【０１３０】
　真の陽性の画分及び偽陽性の画分は、２つの異なる亜群からの試験結果を使用するため
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全く別々に算出されるので、ＲＯＣプロットはサンプルの疾患の有病率からは独立してい
る。ＲＯＣプロットの各点は、特定の識別閾値に相当する感度－特異性ペアを表す。完全
に区別された（結果の２つの分布に重複がない）試験は、真の陽性の画分が１．０又は１
００％（完璧な感度）であり、偽陽性の画分が０（完璧な特異性）である、左上部を通過
するＲＯＣプロットを有する。区別されていない（２つの群の結果の分布が同一である）
試験の理論的なプロットは、左下部から右上部への４５°の斜めの線である。大半のプロ
ットは、これら２つの極端なケースの間にある（ＲＯＣプロットが４５°の斜め線よりも
完全に下になった場合には、「陽性」についての基準を「より大きい」から「未満」又は
その逆にすることによって改善する）。質的には、プロットが左上部に近いほど、試験全
体の正確性が高い。
【０１３１】
　臨床検査の診断の正確性を定量するための１つの簡便な目安は、１つの数によってその
性能を表現することである。最も一般的な国際的な測定単位はＲＯＣプロットの面積であ
る。慣例により、この面積は０．５以上である（そうでない場合には、そのようにする決
定基準を変更することができる）。値は１．０（２つの群の試験値の完全な分離）から０
．５（２つの群の試験値の間の明確に区別可能な差がない）の間の範囲である。前記面積
は、対角線又は９０％の特異性の感度に最も近い点などのプロットの特定の部分だけでな
く、プロット全体にも依存する。これは、ＲＯＣプロットが完全な１（面積＝１）にどれ
ほど近いかという、定量的で記述的な表現である。
【０１３２】
　新規マーカーであるＩＰ－１０の臨床的有用性は、所定の感染のための他の診断ツール
と比較し、組み合わせて評価してよい。ヒト結核菌感染の場合には、新規マーカーである
ＩＰ－１０の臨床的有用性は、既知のマーカーであるＩＦＮ－γを用いる既知の診断ツー
ル又は受信者動作曲線分析を用いるＴＳＴと比較して評価されてよい。実施例５を参照の
こと。
【０１３３】
　かくして、本発明の好ましい実施態様の主題は、哺乳動物が抗原に遭遇していたかどう
かを検出するための免疫学的方法であって、
ａ）前記哺乳動物のサンプル中の抗原特異的なＩＰ－１０生産レベルを測定し、
ｂ）健康な集団から得られたＩＰ－１０レベルの百分率のプロットを作成し、
ｃ）健康な集団において測定したＩＰ－１０レベル及び問題の抗原に対する免疫反応を生
じていた集団において測定したＩＰ－１０レベルに基づくＲＯＣ（受信者動作特性）曲線
を作成し、
ｄ）所望の特異性を選択し、
ｅ）前記所望の特異性に対応する感度をＲＯＣ曲線から決定し、
ｆ）前記所望の感度に対応するＩＰ－１０レベルを百分率のプロットから決定し、並びに
ｇ）前記サンプル中のＩＰ－１０レベルが、決定した特異性に対応するＩＰ－１０レベル
以上である場合に、個体が抗原に対する免疫反応を有すると予測し、前記サンプル中のＩ
Ｐ－１０レベルが、決定した特異性に対応する前記ＩＰ－１０レベル全体よりも低い場合
に、抗原に対する免疫反応を有しないか又は有しない可能性があると予測すること
を含む方法を提供することである。
【０１３４】
　かくして、本発明の好ましい実施態様の他の主題は、哺乳動物が抗原に遭遇していたか
どうかを検出するための免疫学的方法であって、
ａ）前記哺乳動物のサンプル中の抗原特異的なＩＰ－１０生産レベルを測定し、
ｂ）健康な集団から得られたＩＰ－１０レベルの百分率のプロットを作成し、
ｃ）健康な集団において測定したＩＰ－１０レベル及び問題の抗原に対する免疫反応を生
じていた集団において測定したＩＰ－１０レベルに基づくＲＯＣ（受信者動作特性）曲線
を作成し、
ｄ）所望の感度を選択し、
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ｅ）前記所望の感度に対応する特異性をＲＯＣ曲線から決定し、
ｆ）前記決定した感度に対応するＩＰ－１０レベルを百分率のプロットから決定し、
ｇ）前記サンプル中のＩＰ－１０レベルが、決定した感度に対応する前記ＩＰ－１０レベ
ル以上である場合に、個体が抗原に対する免疫反応を有すると予測し、前記サンプル中の
ＩＰ－１０レベルが、決定した感度に対応する前記ＩＰ－１０レベル全体よりも低い場合
に、抗原に対する免疫反応を有しないか又は有しない可能性があると予測すること
を含む方法を提供することである。
【０１３５】
　本発明に係る方法の特異性は、７０％から１００％、より好ましくは８０％から１００
％、更に好ましくは９０％から１００％であってよい。かくして、本発明の１つの実施態
様では、本発明の特異性は、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％
、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％
、９７％、９８％、９９％、又は１００％である。
【０１３６】
　本発明に係る方法の感度は、７０から１００％、より好ましくは８０％から１００％、
更に好ましくは９０％から１００％であってよい。かくして、本発明の１つの実施態様で
は、本発明の感度は、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７
％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％である。実施例５を参照のこと。
【０１３７】
　ＩＰ－１０のレベルは、カットオフ値などの一連の基準データ又は基準値と比較して、
対象に例えば感染のリスク又は可能性の増大があるかどうかを決定する。
【０１３８】
　検出効率を増大するために、ＩＰ－１０の血中レベルを、一連の基準データと比較して
、対象が感染している可能性があるか又は例えば感染症を発症するリスクの増大があるか
どうかを決定する。
【０１３９】
　検出効率を増大するために、ＰＨＡ誘導ＩＰ－１０レベル及び抗原刺激されたＩＰ－１
０レベルを一連の基準データと比較して、対象が感染を有するかどうか或いは感染又は疾
患を発症するリスクが増大しているかどうかを決定する。
【０１４０】
　例えば感染症を発症する患者のリスクが増大しているかどうかを決定するために、カッ
トオフが確立される必要がある。前記カットオフは、実験室、医療従事者、又は場合によ
っては各患者によって確立されてよい。
【０１４１】
　代替的に、カットポイントは、ネガティブコントロールの群の平均値、中央値、又は幾
何平均値（（例えば、ＴＢ感染のない、未感染で健康な曝露されていない患者）＋／－１
以上の標準偏差又は標準偏差に由来する値）として決定されてよい。
【０１４２】
　抗原による攻撃の後に、複数の個体がバイオマーカーに対して強く反応するが、他のも
のには反応しない。例えば、複数の個体は、低レベルのＩＰ－１０又はＩＦＮ－γのみを
生産するため、ＩＰ－１０又はＩＦＮ－γのいずれかの反応を示さない可能性がある。こ
れらの場合において、２つ、３つ、４つ、又はそれ以上のバイオマーカーの同時測定は、
アッセイの感度を増大させ、陽性反応の数を増大させるであろう。そのため、ＩＰ－１０
と、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、又はＭＣＰ－１などであるが、それらに限らない１つ又は複
数のバイオマーカーとを組み合わせることによって、単独のバイオマーカーアネルギーに
対してより脆弱性ではない診断的予測をすることが可能である。
【０１４３】
　他の好ましい実施態様では、ＩＰ－１０測定は、一つ又は複数の他のバイオマーカーの
測定と組み合わせ、組み合わせた基準レベルと比較する。測定したバイオマーカーのレベ
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ルは、加減乗除などの数学的処理並びに百分率、ルート、累乗、及び対数関数といった数
学的操作によって組み合わせてよい。各種のバイオマーカーの組み合わせ及び組み合わせ
た基準値を算出する各種の手段は、当業者に既知の手段によって実施されてよい。
【０１４４】
　他の好ましい実施態様では、バイオマーカー（例えば、ＩＰ－１０とＩＦＮ－γ及び／
又はＩＬ－２との組み合わせであるが、それらに限らない）の個々の測定は、個々のバイ
オマーカー濃度が基準レベル、例えば、カットオフポイントと比較した後に組み合わせて
よい。この手法は、複数の抗原だけでなく、複数のバイオマーカーも一度で網羅する試験
結果を生じさせる。各種のバイオマーカーの組み合わせ及び組み合わせた基準値を算出す
る各種の手段は、当業者に既知の手段によって実施されてよい。
【０１４５】
　本発明の１つの実施態様では、バイオマーカーであるＩＰ－１０並びにＭＣＰ－１、Ｉ
Ｌ－２、及びＩＮＦ－γからなる群から選択されるバイオマーカーの１つの組み合わせは
、感度及び／又は特異性に関して相乗効果を提供する。
【０１４６】
　本発明の更に別の実施態様では、バイオマーカーであるＩＰ－１０、ＭＣＰ－１、及び
ＩＬ－２の組み合わせが、感度及び／又は特異性に関して相乗効果を提供する。
【０１４７】
　本発明の更なる実施態様では、バイオマーカーであるＩＰ－１０、ＭＣＰ－１、及びＩ
ＦＮ－γの組み合わせは、感度及び／又は特異性に関して相乗効果を提供する。
【０１４８】
　本発明の他の実施態様では、バイオマーカーであるＩＰ－１０、ＩＬ－２、及びＩＦＮ
－γの組み合わせが、感度及び／又は特異性に関して相乗効果を提供する。
【０１４９】
　具体的には、本明細書で使用する相乗的という用語は、複数のバイオマーカーの作用が
一緒になって、別々のバイオマーカーの感度又は特異性のみを知ることで予測されるより
も、診断に関して大きな感度又は特異性を有し、かくして偽陽性の数を低減し且つ識別力
を増大させる「組み合わされたバイオマーカーシグナル」を生じるという現象を意味する
。
【０１５０】
　ＥＬＩＳＡ又は免疫クロマトグラフィースティック試験などであるが、それらに限らな
い抗体に基づく読み取りでは、２以上の異なる抗体結合バイオマーカーが、全量のバイオ
マーカーの結合の増大を可能にし、それによって相乗的に作用し、試験においてより強力
な反応及び感度の増大を生じるであろう。組み合わせた読み取りは、本明細書に教示に従
って実施してよい。
【０１５１】
リスク評価
　本発明者は、抗原に対する細胞性反応を測定するための新規マーカーを同定することに
成功した。そのマーカーであるＩＰ－１０の濃度は、抗原に対する細胞性免疫反応を有す
る対象において増大している。そして、ＩＰ－１０は、例えばヒト結核菌感染の検出のた
めの効率的なマーカーであるようである。
【０１５２】
　感度は任意の他の既知のマーカーよりも高く、特異性は任意の他の既知のマーカーと同
等であるか又は良好である。実施例４、５、及び１０を参照のこと。
【０１５３】
　統計学的な根拠は、例えば、年齢、職業、汚染、遺伝的背景、ＨＬＡタイプに依存する
疾患を有するリスクに基づく。
【０１５４】
　カットオフポイントは、疾患を有するリスク、職業、地理的居住地、又は汚染などであ
るが、それらに限らない、試験された個体の特定の条件に基づいて変化してよい。
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【０１５５】
　カットオフポイントは、年齢、性別、遺伝的背景（すなわち、ＨＬＡタイプ）、後天性
又は先天性の免疫機能不全（例えば、ＨＩＶ感染、糖尿病、腎不全又は肝不全を有する患
者、コルチコステロイド、ケモセラピー、ＴＮＦ－αブロッカー、有糸分裂阻害薬などで
あるが、それらに限らない免疫修飾薬で治療されている患者）などであるが、それらに限
らない試験された個体の特定の条件に基づいて変化してよい。
【０１５６】
　かくして、決定又はカットオフの境界を調節して、存在する場合に感染を検出するため
の試験感度、或いは当該境界未満である場合に感染又は疾患排除するための特異性が決定
されるであろう。そして、原理として、カットオフポイントを超える値はリスクの増大を
示し、カットオフポイント未満の値はリスクの低減を示す。
【０１５７】
　加えて、測定不能の結果を有する試験サンプルは、別々に解釈する必要がある。測定不
能の結果は、マイトジェンで刺激したサンプル（ＰＨＡ）における予想外に低いＩＰ－１
０レベルを有する結果であると規定する。測定不能のＩＰ－１０の結果についての最終的
なカットポイントは、試験群によって決定してよく、特に免疫抑制されている場合には、
カットオフレベルはより低いレベルで選択されてよい。
【０１５８】
カットオフレベル
　当業者に一般的に理解されるように、細胞性免疫反応のスクリーニング方法は、比較す
ることによって結論を導き出す方法である。任意の結論を導き出す方法について、興味あ
る病気又は疾患を有する対象並びに／或いは疾患、感染、又は興味ある状態を有しない対
象に基づく基準値が必要とされる。
【０１５９】
　カットオフレベル（又はカットオフポイント）は、更なる侵襲的診断試験を受け始める
対象の数、更なる診断試験を受け始める全ての対象に対する、例えば、感染を有する及び
／又は発症する平均のリスク、患者に特異的なリスクが例えば１：４００又は１：２５０
（組織又は個々の対象のスクリーニングによって規定される）などのリスクレベルよりも
大きい任意の対象が、更なる侵襲的な診断試験を受け始めるべきであるという決定を含む
複数の基準又は当業者に既知の他の基準に基づいてよい。
【０１６０】
　カットオフレベルは、ある試験する個体の群などであるが、それらに限らない複数の基
準に基づいて調節されてよい。例えば、カットオフレベルは、免疫不全である個体及び活
動性疾患に進行するリスクの大きい患者においてより低く設定され、そうではない活動性
疾患を発症するリスクが低い健康な個体においてより高くてよい。
【０１６１】
　１つの実施態様では、本発明は、患者が感染を有するかどうかを決定するための方法で
あって、
ａ）対象からサンプルを得て、
ｂ）前記サンプル中に存在するＩＰ－１０の濃度を定量測定し、選択したカットオフ以上
の濃度である前記サンプル中に存在するＩＰ－１０ポリペプチドの存在によって、対象が
感染を有する可能性があることを示すこと
を含む方法を開示する。
【０１６２】
　より具体的には、本発明の１つの態様は、
ａ）哺乳動物から得られたサンプルを少なくとも１つの抗原とインキュベートする工程、
ｂ）前記サンプル中のＩＰ－１０レベルを測定する工程、
ｃ）前記測定したＩＰ－１０レベルを基準レベルと比較し、それによって、哺乳動物が前
記抗原と過去に遭遇して前記抗原に対する免疫反応を生じていたかどうか、又は前記抗原
に対する免疫交差反応を生じる他の抗原と過去に遭遇していたかどうかを決定する工程
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を含む、免疫学的方法に関する。
【０１６３】
　更に具体的には、本発明の他の態様は、
ａ）後に続く刺激がなく、且つ、抗原がＰＰＤではないという条件において、哺乳動物か
ら得られたサンプルを少なくとも１つの抗原とインキュベートする工程、
ｂ）前記サンプル中のＩＰ－１０レベルを測定する工程、
ｃ）測定したＩＰ－１０レベルを基準レベルと比較し、それによって、前記哺乳動物が前
記抗原に対する免疫反応を生じる少なくとも１つの前記抗原と過去に遭遇していたかどう
か、又は前記抗原に対する免疫交差反応を生じる他の抗原と過去に遭遇していたかどうか
を決定する工程、
を含む、免疫学的方法に関する。
【０１６４】
　１つの実施態様では、本発明は、前記サンプルを少なくとも２つの画分に分け、
ａ）後に続く刺激がなく、且つ、抗原がＰＰＤではないという条件下において、哺乳動物
から得られたサンプルを少なくとも１つの抗原と共にインキュベートし、反応サンプルを
作り出し、
ｂ）前記サンプルの第二の画分を不活性溶液と共にインキュベートして、ニルサンプルを
作り出し、
ｃ）前記２つの画分中のＩＰ－１０レベルを測定し、
ｄ）前記反応サンプルにおいて測定したＩＰ－１０から前記ニルサンプルにおいて測定し
たＩＰ－１０レベルを差し引くことによって、前記サンプルの抗原依存的なＩＰ－１０反
応を決定し、
ｅ）前記抗原依存的なＩＰ－１０反応又はそれに由来する値を基準レベル又はそれに由来
する値と比較し、
それによって、哺乳動物が前記抗原と過去に遭遇することで、前記抗原に対する免疫反応
を生じているか、又は前記抗原に対する免疫交差反応を生じる他の抗原と過去に遭遇して
いるかどうか、並びに／或いは感染症を発症しているかどうかを決定する、
本発明に係る方法に関する。
【０１６５】
　識別値は、本明細書の実施例における詳述から明らかなように、健康な対照の集団及び
既知の感染を有する集団の双方においてパラメータを測定し、それによって、パラメータ
値と健康な対照集団及び感染患者集団の既知の臨床データとの間の関係の分析に基づく所
定の特異性又は所定の感度のいずれかを用いて、感染した集団を同定する識別値を決定す
ることによって決定された値である。この様式で決定された識別値は、将来の個々の試験
における同一の実験設定については有効である。
【０１６６】
　本明細書に記載の特定の実験設定（実施例５）においては、カットオフ値として有用な
ＩＰ－１０の閾レベルが、１４ｐｇから１０００ｐｇ／ｍｌの範囲であるが、それに限ら
ない範囲であることが認められた。好ましくは、カットオフ値は、１００ｐｇ／ｍｌから
８００ｐｇ／ｍｌの葉に、例えば、１００から６００ｐｇ／ｍｌの範囲、例えば、１５０
から４００の範囲、例えば、１５０から３００の範囲、例えば、１５０から２５０の範囲
、例えば、１７５から２１５の範囲である。
【０１６７】
　好ましいカットオフ値は、１８０ｐｇ／ｍｌ、１８１ｐｇ／ｍｌ、１８２ｐｇ／ｍｌ、
１８３ｐｇ／ｍｌ、１８４ｐｇ／ｍｌ、１８５ｐｇ／ｍｌ、１８６ｐｇ／ｍｌ、１８７ｐ
ｇ／ｍｌ、１８８ｐｇ／ｍｌ、１８９ｐｇ／ｍｌ、１９０ｐｇ／ｍｌ、１９１ｐｇ／ｍｌ
、１９２ｐｇ／ｍｌ、１９３ｐｇ／ｍｌ、１９４ｐｇ／ｍｌ、１９５ｐｇ／ｍｌ、１９６
ｐｇ／ｍｌ、１９７ｐｇ／ｍｌ、１９８ｐｇ／ｍｌ、１９９ｐｇ／ｍｌ、２００ｐｇ／ｍ
ｌ、２０１ｐｇ／ｍｌ、２０２ｐｇ／ｍｌ、２０３ｐｇ／ｍｌ、２０４ｐｇ／ｍｌ、２０
５ｐｇ／ｍｌ、２０６ｐｇ／ｍｌ、２０７ｐｇ／ｍｌ、２０８ｐｇ／ｍｌ、２０９ｐｇ／
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ｍｌ、２１０ｐｇ／ｍｌ、２１１ｐｇ／ｍｌ、２１２ｐｇ／ｍｌ、２１３ｐｇ／ｍｌ、２
１４ｐｇ／ｍｌ、２１５ｐｇ／ｍｌ、２１６ｐｇ／ｍｌ、２１７ｐｇ／ｍｌ、２１８ｐｇ
／ｍｌ、２１９ｐｇ／ｍｌ、２２０ｐｇ／ｍｌ、２２１ｐｇ／ｍｌ、２２２ｐｇ／ｍｌ、
２２３ｐｇ／ｍｌ、２２４ｐｇ／ｍｌ、２２５ｐｇ／ｍｌである。
【０１６８】
　サンプルを希釈し、インターロイキン－２、インターフェロンγ、及び／又はマクロフ
ァージ走化性タンパク質１或いは他のパラメータなどであるが、それらに限らない他のパ
ラメータとの測定の組み合わせは、他のカットオフ値を生じさせ、それは本明細書の教示
に従って決定可能である。他の実験設定、他のサンプル、他の抗原、及び他のパラメータ
は、言うまでもなく、他のカットオフ値を生じさせ、それは通常の設計の手法及び日常的
な実験で当業者によって本明細書の教示に従って決定可能である。
【０１６９】
　誘導された抗原特異的バイオマーカーのレベルは、刺激について選択された抗原にも依
存する。幾つかの抗原は他のものよりも強力なインデューサーであるが、異なる各種の利
用可能な抗原、すなわちペプチドの数は、反応細胞の数を増大させ、バイオマーカーの生
産をより高度にするであろう。したがって、カットオフポイントは、抗原依存的でもあり
、疾患依存的でもある。さらに、他の種は、他の主要な組織適合性抗原レパートリーを有
し、そのため、異なる種において試験する同一の抗原が、種特異的なカットオフを生じさ
せるであろう。
【０１７０】
　バイオマーカーの濃度の測定は、国際単位（ＩＵ）に変換されてよい。ＩＵは、バイオ
マーカーの生物学的活性に関連し、各種の測定方法の間の基準に言及する。本発明の他の
実施態様では、決定したカットオフ値は、刺激指数（抗原刺激ＩＰ－１０濃度を非刺激の
血漿濃度によって除算したものとして規定される）と組み合わされてよい。
【０１７１】
　刺激指数値は、１から６以上であるが、それらに限らない範囲であると見出された。好
ましくは、前記刺激指数は、少なくとも１．２５、１．５、１．７５、２、２．２５、２
．５、２．７５、３、３．２５、３．５、３．７５、又は４である。本発明は、数百倍の
範囲にある刺激指数値さえ開示する。かくして、少なくとも１０、２０、５０、７５、１
００、２００、３００、又は１０００もの刺激指数値が意図される。
【０１７２】
　カットオフ及び刺激指数は、潜伏感染、最近の感染、無症状感染、又は活動性感染によ
って異なるものであってよい。更に具体的には、ヒト結核菌感染の場合には、カットオフ
値及び刺激指数は、例えば、肺外ＴＢ、肺ＴＢ、又はそれらの双方、治療された感染症、
潜伏ＴＢによって異なるものであってよい。カットオフ及び刺激指数の変化のレベルは、
感染がＨＩＶ、他の重感染、免疫抑制の存在下で認められる場合に異なるものであってよ
い。
【０１７３】
　疾患の有病率又は予測される有病率に依存して、カットオフレベル及び／又は刺激指数
が、疾患の重度及び患者が試験について陽性であるか又は試験について陰性であるかどう
か決定した結果に依存して、望ましいように、少ない偽陽性又は少ない偽陰性の結果が得
られるように調節されてよい。結核の場合には、本発明によって提供されるアッセイは、
現在利用可能な他のｉｎ ｖｉｔｒｏ試験に対して明確な利点を有する。抗原特異的ＩＰ
－１０生産は生産されるＩＦＮ－γよりも多いため（例えば、実施例４及び１７）、カッ
トオフ及び刺激指数を広い範囲で調節することが可能であり、かくして、診断の機会が広
がる。
【０１７４】
　複数の症状を有する単独の患者を診断しなければならない場合又は１つの集団における
多数の個体のスクリーニングで使用する場合に、カットオフレベルが異なってよい。
【０１７５】
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　カットオフ及び刺激指数は、ＩＰ－１０測定とインターロイキン－２、インターフェロ
ンγ（ＩＮＦ－γ）、及び／又は単球／マクロファージ走化性タンパク質１（ＭＣＰ－１
）などであるが、それらに限らない他のバイオマーカーの測定の組み合わせに基づいてよ
い。化合物のカットオフ及び／又は刺激指数は、他の値を生じさせ、それは本明細書の教
示に従って決定することが可能である。
【０１７６】
　当業者には明らかなように、これらの検体のレベルを測定するための任意の既知の分析
方法が本発明で機能するであろうが、各マーカーに使用する分析方法は、特定のマーカー
の基準データを得るために使用するものと同一の方法でなければならない。新しい分析方
法を特定のマーカー又はマーカーの組み合わせに使用する場合には、基準データの新しい
セットを、前記方法で得られたデータに基づいて、得る必要がある。
【０１７７】
　多変数のＤＩＳＣＲＩＭＩＮＡＮＴ分析及び他のリスク評価は、市販のコンピュータプ
ログラム統計パッケージＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｓｙｓｔｅｍ（ＳＡ
Ｓ Ｉｎｓｔｕｔｕｔｅ Ｉｎｃ．社製）で実施するか、又は多変量統計分析の他の方法若
しくは他の統計ソフトウェアパッケージ或いは当業者に既知のスクリーニングソフトウェ
アによって実施してよい。
【０１７８】
　当業者には明らかなように、上述の実施態様の任意のものにおいて、陽性試験のリスク
カットオフレベルを変更するか又は集団の他の亜群にも適用し得る推測的なリスクを用い
ることは、各患者の識別分析の結果を変化させるであろう。
【０１７９】
　本明細書に記載する安定性試験は、日常的な取扱い（すなわち、凍結又は室温及び１０
℃以下での長期間の保存）でＩＰ－１０が高度に安定であることを提案しており；かくし
て、本発明者は、ＩＰ－１０が臨床的な使用に有用な検体であると結論付けている。本明
細書で提示するデータは、ＩＰ－１０が、予後、診断、モニタリング、及び感染症のスク
リーニングにおいて使用するための潜在的に価値のあるマーカーであることを示している
。
【０１８０】
　細胞性免疫反応の臨床的な重症度を測定するために、測定されるＩＰ－１０の検出可能
なシグナルを評価するための手段は、基準又は基準手段を含む。
【０１８１】
　前記基準は、アッセイ及び方法の変形例、キットの変形例、取扱いの変形例、ＩＰ－１
０と他のバイオマーカーとを組み合わせることに関する変形例、並びにＩＰ－１０レベル
に直接的又は間接的に関連しない他の変形例を含めて考えることができる。
【０１８２】
　本発明の背景において、用語「基準」は、例えば標準曲線などの、他の値又は特性と比
較し得る量、質、及びタイプに関する標準を意味する。
【０１８３】
　基準データは、細胞性免疫反応を有する（罹患しているか、曝露されているか、ワクチ
ン接種されているか、感染しているか、又は疾患に罹っているとも称される）対象につい
てのＩＰ－１０のレベル並びに／或いは正常な（罹患しておらず、曝露されておらず、ワ
クチン接種されておらず、又は健康であるとも称される）対象についてのＩＰ－１０レベ
ルを反映する。
【０１８４】
　本発明の更なる実施態様では、アッセイ、免疫アッセイ、スティック、ドライスティッ
ク、電気装置、電極、読取機（分光光度読取機、ＩＲ読取機、同位体読取機、及び同様の
読取機）、組織化学、並びに基準、濾紙、目視可能な呈色反応を含む同様の手段からなる
群から装置が選択される。
【０１８５】
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ＩＰ－１０
　ＩＦＮ－γ誘導タンパク質１０（ＩＰ－１０）又はＣＸＣＬ１０はケモカインである。
ＩＰ－１０遺伝子は、ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによって４ｑ２１にマッピ
ングされている。ＩＰ－１０発現は、インターフェロン（ＩＦＮ、すなわち、インタフェ
ロンγ（ＩＦＮ－γ））及び炎症刺激によってアップレギュレートされ、多数のＴｈ１型
炎症疾患において各種の器官及び細胞種で発現している。
【０１８６】
　ヒトの遺伝子配列は、Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋにアクセッション番号ＢＣ０１０９５４（）
ｇｉ １５０１２０９９）で見ることができる。
【０１８７】
　ケモカインは、小さな（約８から１４ｋＤａ）、ほとんどが塩基性の、構造的に関連し
た分子の一群であり、７回膜貫通Ｇタンパク質結合受容体のサブセットとの相互作用によ
って、各種のタイプの白血球の細胞輸送を調節する。ケモカインは、発生、ホメオスタシ
ス、並びに免疫系の機能においても基本的な役割を担っており、中枢神経系の細胞並びに
血管新生又は血管静止（ａｎｇｉｏｓｔａｓｉｓ）に関与する内皮細胞に対する効果を有
する。ケモカインは、最初の２又は４の保存されたシステイン残基の配置によって、２つ
の主要なサブファミリー、ＣＸＣ及びＣＣに分類される；２つのシステインが、ＣＸＣケ
モカインでは１つのアミノ酸で分離されており、ＣＣケモカインでは隣接している。ＣＸ
Ｃケモカインは、ＣＸＣモチーフに隣接し且つＮ末端側のｇｌｕ－ｌｅｕ－ａｒｇ配列の
存在又は非存在に基づいて、ＥＬＲ及び非ＥＬＲタイプに更に分類される。ＥＬＲタイプ
は好中球走化性であり、非ＥＬＲタイプはリンパ球走化性である。
【０１８８】
　ＩＰ－１０は、骨髄コロニー形成を阻害し、ｉｎ ｖｉｖｏにおける抗ガン活性を有し
、ヒト単球及びＴ細胞化学走化性であり、Ｔ細胞の内皮細胞への接着を促進する。ＩＰ－
１０は、ｉｎ ｖｉｖｏ血管新生の強力なインヒビターである。ＩＰ－１０は、炎症及び
腫瘍形成の間の血管新生の制御に関わっている。ＩＰ－１０は、ＲＡＳ標的遺伝子でもあ
り、大半の結腸直腸ガンにおいて過剰発現している。核磁気共鳴分光法を用いて、ＩＬ８
などの他のケモカインの相互作用表面と類似の、ＩＰ－１０の４０ｓループ領域及びＮ－
ループ領域によって形成される疎水性の裂け目を介して、ＩＰ－１０がＣＸＣＲ３のＮ末
端と相互作用することが示された。ＩＰ－１０の３０ｓループ及びＮ末端によって形成さ
れる疎水性の裂け目からなる、相互作用の更に別の領域が見出された。３０ｓループ及び
βストランド２の構造を伴う機構が、ＣＣＲ３とのＩＰ－１０の相互作用及びアンタゴニ
スト作用の主な原因となり得ることが示唆されている。
【０１８９】
　結核の場合に、ＩＰ－１０の高いレベルが、免疫再構成症候群を経験しているＴＢ－Ｈ
ＩＶ共感染患者及びＴＢ患者のリンパ節及び肺結核肉芽腫、胸水、並びに血清又は血漿に
おいて認められている。
【０１９０】
ＩＰ－１０レベル測定
　免疫エフェクター分子は、好ましくは、ＩＰ－１０などであるが、それらに限らないサ
イトカインである。免疫エフェクターの存在又はレベルが、その分子自体のレベル又は遺
伝子が発現している程度において測定されてよい。ＩＰ－１０のレベルは、当該技術分野
において既知の免疫学的方法などの従来の分析方法によって測定される。
【０１９１】
　前記免疫エフェクターの測定は、本明細書の教示にしたがって、遺伝子、ＲＮＡ、又は
タンパク質レベルにおいて他の免疫エフェクターの測定と組み合わせされてよい。
【０１９２】
　上述のように、免疫エフェクター分子の検出は、タンパク質又は核酸レベルで実施され
てよい。したがって、前記免疫エフェクター分子の存在又はレベルの参照は、直接的又は
間接的なデータを含む。例えば、高レベルのＩＰ－１０ｍＲＮＡは、ＩＰ－１０レベルの
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増大を間接的に示すデータである。免疫エフェクターに対するリガンドは、これらの分子
の検出及び／又は定量に特に有用である。
【０１９３】
　免疫エフェクターに対する抗体は、特に有用である。本明細書において意図されるアッ
セイについての技術は当該技術分野において既知であり、例えば、サンドイッチアッセイ
、ｘＭＡＰ多重化、ルミネックス、ＥＬＩＳＡ、及びＥＬＩＳｐｏｔを含む。抗体は、抗
体の一部、哺乳動物化（例えば、ヒト化）抗体、組換え又は合成抗体、並びにハイブリッ
ド及び単鎖抗体を含む。
【０１９４】
　ポリクローナル及びモノクローナル抗体の双方が、免疫エフェクター又はその抗原性断
片で免疫することによって得ることが可能であり、いずれかのタイプが免疫アッセイに使
用可能である。双方のタイプの血清を得る方法は、当該技術分野においてよく知られてい
る。
【０１９５】
　ポリクローナル血清は、それほど好ましいものではないが、有効量の免疫エフェクター
で適切な実験動物を注射し、前記動物から血清又は血漿を回収し、任意の既知の免疫吸着
技術によって特異的な血清を単離することによって比較的容易に調製される。当該方法に
よって調製される抗体は任意のタイプの免疫アッセイに実際に使用可能であるが、それら
は、生産物の潜在的な不均一性のために一般的にはそれほど好ましいものではない。
【０１９６】
　免疫アッセイにおけるモノクローナル抗体の使用は、大量の抗体を生産する能力及び生
産物の均一性のために、特に好ましい。不死化細胞株と免疫原性の調製物で感作されたリ
ンパ球とを融合して得られた、モノクローナル抗体生産のためのハイブリドーマ細胞株の
調製は、当業者によく知られている技術によって実施されてよい。
【０１９７】
　検出は、競争的蛍光偏光免疫測定法（ＣＦＩＰＡ）において特異的な抗体を用いてＩＰ
－１０の直接的な測定をするか、又は二量体化誘導蛍光偏光（ＤＩＦＰ）によってインタ
ーフェロンγのホモ二量体の検出をすることのいずれかによって得られてもよい。いずれ
かの場合において、検出及び定量は６ｐｇ／ｍｌ以下であろう。
【０１９８】
　提供された例示的な材料で前記方法を使用すると、アッセイの検出限界は６ｐｇ／ｍｌ
であり、改変することによって、これがより低くなる。
【０１９９】
　サンプル材料が希釈される場合には、前記サンプル中のＩＰ－１０濃度はより低いが、
依然として検出可能である（実施例９参照のこと）。他の実験設定及び他のパラメータは
他の値を生じさせ、それは本明細書の教示にしたがって決定することができる。
【０２００】
　ＩＰ－１０などの生物学的マーカーの測定についての複数の技術が、当業者には既知で
ある。免疫エフェクターの存在又はレベルが、ＥＬＩＳＡ、ルミネックス、ＥＬＩＳＰＯ
Ｔ、ｍＲＮＡに基づく技術、例えば、ＲＴ－ＰＣＲ、又は細胞内フローサイトメトリーで
あってよい。
【０２０１】
ルミネックス
　インターフェロンγ（ＩＦＮ－γ）は、感染症免疫学、特にＴＢ免疫学におけるＴｈ１
反応についての優れた標準であった。ルミネックスによって測定されるＩＦＮ－γは、Ｑ
ｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ試験について開発された市販のＥＬＩＳＡと比較して感度が低いた
め良好なマーカーではない（実施例１０参照のこと）。しかしながら、ＩＰ－１０は、ル
ミネックスで容易に検出され、そのため、ルミネックスシステムにおける研究ツール又は
スクリーニングツールとしてＩＦＮ－γと置き換わる可能性がある。
【０２０２】
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　下記の幾つかの実施例において提供したデータは、ルミネックスを使用して得られてお
りフローサイトメトリーを用いて溶液中の検体の多重化を可能にしている。妥当な技術を
使用して、ルミネックスは、異なる比率の２つの蛍光染料を組み合わせることによって、
ｘＭＡＰミクロスフェアを内部で色分けする。各ビーズのセットは、異なる各種の捕捉抗
体に接合される。Ｒ－フィコエリスリン標識検出抗体を使用することによって、相対蛍光
強度の測定により、ミクロスフェア表面で生じる抗原－抗体反応の定量が可能になる。
【０２０３】
　前記システムは、少量において多数のサンプルを測定することが可能であり、１００ま
での異なる検体を単独の５０μｌサンプルにおいて同時に測定することが可能である。
【０２０４】
　現在のデータはＢｉｏｓｏｕｒｃｅプロトコルによって得られた。簡潔には、個々のＩ
Ｐ－１０に由来するビーズ懸濁物及びＩＦＮ－γキットを、事前に湿潤させたフィルター
９６プレートウェルにおいて組み合わせた。ビーズを洗浄溶液で２回洗浄して、インキュ
ベーション緩衝液を添加した。
【０２０５】
　サンプル（ここでは、４から５０μｌ）は、アッセイ希釈液で１：３２、１：１０、１
：８、又は１：１に希釈して、プレートに添加した。プレートは、２時間、室温、６００
ｒｐｍでタイタープレートシェーカーにおいてインキュベートした。二回の洗浄後に、１
００μｌの検出抗体カクテルをウェル毎に添加して、プレートを室温で１時間に亘ってプ
レートシェーカーでインキュベートした。二回の洗浄後に、１００μｌのストレプトアビ
ジン－ＲＰＥ溶液をウェル毎に添加した。最後に、３０分のインキュベーション及び三回
の洗浄後に、１００μｌの洗浄溶液を各ウェルに添加して、プレートをルミネックスのＸ
Ｙプラットホームに配置した。
【０２０６】
　各ウェルから、最低でも１００検体の特異的なビーズを、ビーズ及びＲＰＥ蛍光の双方
について分析した。
【０２０７】
ＥＬＩＳＡ
　下記の実施例の幾つかについて提供したデータは、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅプロトコルによ
ってＥＬＩＳＡを用いて得られている。サンプル（５μｌから５０μｌ）は、ＩＰ－１０
抗体を事前に積載した９６平底プレートのウェルに添加した。５０μｌのビオチン接合体
を全てのウェルに添加した。プレートを覆って、３時間に亘って室温でインキュベートし
た後に、ウェルの内容物を吸い取り、４×Ｗｏｒｋｉｎｇ Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒで洗浄
した。次いで、１００μｌの希釈したストレプトアビジン－ＨＲＰを全てのウェルに添加
して、プレートを覆い、室温で３０分に亘ってインキュベートした。次いで、ウェルの内
容物を吸い取り、４×Ｗｏｒｋｉｎｇ Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒで洗浄した後に、５０μｌ
の安定化クロモゲンを各ウェルに添加し、プレートを室温で３０分に亘ってインキュベー
トし、光から保護した。最後に、１００μｌの停止溶液を各ウェルに添加して、プレート
をＥＬＩＳＡ読取機で４５０ｎｍにおいて読み取った。
【０２０８】
免疫クロマトグラフィー試験（ＩＣＴ）
　試験原理：ＩＣＴ（例えば、ｌａｔｅｒａｌ ｓｔｉｃｋ）は、一次抗体（Ａｂ）及び
１から４の二次抗体の全てのＩＰ－１０への特異性を利用するｉｎ ｖｉｔｒｏ免疫診断
試験である。一次抗体は、金コロイドに結合させ、固定したラインで１つの二次抗体を含
有するレーンを有するサンプルパッドに含浸させる。
【０２０９】
　第一の工程では、インキュベートしたサンプルは、サンプルパッドの残部に添加する。
血漿又は血清を前記レーンに流し、任意のＩＰ－１０の存在を金コロイド標識一次抗体に
結合させる。二次抗体は、レーンの膜を横切るラインに固定化される。カードが閉じられ
ている際には、前記パッドのレーン上のサンプル及び標識した一次抗体は、膜の端に接触
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する。前記サンプル及び前記標識した一次抗体を、次いで、膜のレーンに沿って移動させ
て、固定化した二次抗体のラインを横切らせる。試験の解釈：金標識一次抗体と複合体形
成した任意のＩＰ－１０は、膜上で二次抗体によって捕捉され、ラインにおいて色の変化
が生じる。次いで、試験は、ａ．色の強度に基づくか又はｂ．１つは反応サンプル（例え
ば、全血のような試験物質で刺激した血漿又は血清）で実施し、１つはニルサンプルで実
施して、抗体試験における色の変化における強度からニル試験における色の変化の強度を
差し引いて、これを基準と比較する、２つの試験を比較するかのいずれかで解釈される。
【０２１０】
　前記試験の読み取りは、コンピュータインターフェースを用いて自動化又は半自動化さ
れてもよい。この設定は、自動化インターフェースが前記ラインの色の変化の強度を測定
するように為されてよい。
【０２１１】
感染
　本発明の１つの態様は、基準レベルを超える抗原特異的ＩＰ－１０反応が、例えば、感
染の段階、例えば、活動性疾患、活動性無症状感染、最近の感染若しくは潜伏感染、又は
ワクチン接種のために、哺乳動物が抗原と過去に遭遇していたか又は抗原に対する交差反
応を生じる他の抗原と過去に遭遇していたことを示す方法に関する。
【０２１２】
微生物
　本発明によれば、感染は、細菌、寄生虫、真菌、ウイルス、プリオン、及び／又はウイ
ロイドなどであるが、それらに限らない微生物によって引き起こされる可能性がある。
【０２１３】
　本発明の好ましい実施態様では、微生物は、マイコバクテリア、グラム陽性菌、グラム
陰性菌、リステリア菌、腸球菌、ナイセリア、ビブリオ、トレポネーマ（梅毒）、ボレリ
ア菌、レプトスピラ、クラミジア、レトロウイルス（ＳＩＶ、ＨＩＶ－１、及びＨＩＶ－
２）、サイトメガロウイルス、ポックスウイルス、エブスタインバーウイルス、エンテロ
ウイルス、麻疹ウイルス、ラブドウイルス（狂犬病）、ルビウイルス（風疹）、フラビウ
イルス（デング、黄熱）、ヘルペスウイルス、水痘帯状疱疹ウイルス、Ｃ型及びＢ型肝炎
ウイルス、リーシュマニア、トキソプラズマ原虫、トリパノソーマ、プラスモディウム（
熱帯性マラリア、三日熱マラリア、卵形マラリア、マラリア）、カリニ肺炎菌（ＰＣＰ）
、コロナウイルス（例えば、重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ））、エボラ若しくはマー
ルブルグ、並びに各種の線虫、吸虫からなる群から選択される。
【０２１４】
　更により好ましい実施態様では、微生物は、マイコバクテリア、リーシュマニア、クラ
ミジア、トリパノソーマ、及び住血吸虫症からなる群から選択される。
【０２１５】
　感染がマイコバクテリアによって生じているか又は生じた場合には、前記マイコバクテ
リアは、ヒト結核菌複合生物（ヒト結核菌、ウシ結核菌、及びマイコバクテリウムアフリ
カナム）、相違領域（ＲＤ１）を欠失していないマイコバクテリア（マイコバクテリウム
カンサシ、マイコバクテリウムツルガイ、マイコバクテリウムマリナム、マイコバクテリ
ウムフラベセンス、マイコバクテリウムガストリ）、ヒトに対して病原性であるマイコバ
クテリア（マイコバクテリウムアビウム及びマイコバクテリウムレプラ）並びに他の非結
核性マイコバクテリアに属する。
【０２１６】
　かくして、本発明の１つの好ましい実施態様では、マイコバクテリアはヒト結核菌であ
る。
【０２１７】
　感染がクラミジアによって生じる又は生じた場合には、前記クラミジアは、クラミジア
トラコマティス、クラミジアムリダルム、及びクラミジアスイス、クラミジアニューモニ
ア、及びクラミジアシッタシからなる群から選択されてよい。
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【０２１８】
　本発明の好ましい実施態様では、クラミジアはクラミジアトラコマティスである。
【０２１９】
ワクチン接種
　本発明の１つの態様は、基準レベルを超える抗原依存的ＩＰ－１０反応が、本明細書で
挙げる任意の微生物に対するワクチン接種のために、哺乳動物が抗原と過去に遭遇してい
たか又は抗原に対して交差反応を生じる他の抗原と過去に遭遇していたことを示す方法に
関する。
【０２２０】
　非生材料に基づくワクチンに対する反応は、低レベルの抗原特異的なＩＦＮ－γ放出を
生じさせ、ＩＰ－１０が高レベルで放出されるため、前臨床、臨床試験、及びその後の日
常的な設定におけるワクチン反応の検出に使用されてよい。
【０２２１】
結核
　結核（一般的には、ＴＢと略される）は、細菌であるヒト結核菌によって生じる感染症
であり、最も一般的には肺に影響が及ぶが（肺ＴＢ）、身体の全ての他の器官、例えば、
中枢神経系（髄膜炎）、リンパ系、循環系（粟粒結核症）、非尿生殖器系、骨、及び関節
にも影響が及ぶ可能性がある。ヒト結核菌感染は、一般的には潜伏ＴＢ感染、休止ＴＢ感
染、又は無症状ＴＢ感染として知られている無症状の段階のままであってもよい。
【０２２２】
　本発明の好ましい実施態様では、本発明は、各種の、例えば、異なる結核の症状：活動
性結核症、顕微鏡陽性又は顕微鏡陰性の活動性ＴＢ感染、潜伏結核感染、及び最近の結核
感染を診断及びモニタリングする方法に関する。
【０２２３】
　前記免疫アッセイは、ＭＴＢの分泌タンパク質の所定のペプチド配列に応答する抗原提
示細胞（例えば、単球／マクロファージ）との相互作用における抗原特異的なＴリンパ球
によるＩＰ－１０の生産の評価に基づく。潜在的には、これらのペプチド配列は、それら
の免疫原性及び特異性によって選択され、潜在的には他のペプチドが同様に使用されてよ
い。
【０２２４】
　前記方法及びキットが、活動性結核症の診断、唾液陽性の肺結核を有する患者と接触し
た健康な対象における最近の感染の診断、潜伏感染を有する健康な対象の診断、肺及び肺
外結核の場合における治療に対する反応のモニタリング、潜伏感染と活動性結核症状態と
の間の区別をするために使用されてよい。
【０２２５】
クラミジア
　クラミジアは、クラミジア門に属する任意の細菌による感染についての一般的な用語で
ある。クラミジアトラコマティスは、ヒトの眼及び生殖器感染の主要な感染源である。ク
ラミジアトラコマティスは、天然では、ヒト細胞内でのみ生きているのが認められており
、世界中のヒトにおいて最も一般的な性感染症の１つであり、米国では一年に約４００万
のクラミジア感染が起こっている。感染したヒトの全てが、感染の症状を示すわけではな
い。クラミジアを有する全ての男性の約半分及び全ての女性の四分の三に症状がなく、感
染していることも知らない。それは深刻ではあるが、検出された場合には抗生物質で容易
に治癒される。同様に重要なことに、眼のクラミジア感染は、世界中の予防可能な失明の
最も一般的な原因である。
【０２２６】
　好ましい実施態様では、本発明は、クラミジア感染の診断及びモニタリングの方法に関
する。
【０２２７】
　前記免疫アッセイは、ペプチドなどであるが、それらに限らない粗抗原又は精製抗原に
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応答する抗原提示細胞（例えば、単球／マクロファージ）との相互作用における抗原特異
的なＴリンパ球によるＩＰ－１０の生産の評価に基づく。潜在的には、ペプチド配列がそ
れらの免疫原性及び特性で選択され、潜在的には他のペプチドが同様に使用されてよい。
【０２２８】
抗原
　評価するために選択される試験抗原とも称される、本発明に適切な抗原の選択は、当業
者が評価することを望む感染のタイプに依存するため、選択した抗原は疾患に関連する。
例えば、ＭＴＢ感染をモニタリングする際は、任意の利用可能なＭＴＢ抗原が必要な反応
を生じ、その逆でもあろう。幾つかの抗原が、既存の市販のアッセイにおいて既に使用さ
れている。本発明に係る試験抗原と関連して上述又は下述する任意の特徴及び／又は態様
が、評価のために選択される抗原の同様に適用されると解されるべきである。
【０２２９】
　感染が結核と関連すると解される場合には、抗原又は少なくとも１つの抗原が、ＲＤ－
１抗原、ＥＳＡＴ－６、ＣＦＰ１０、ＴＢ７．７、Ａｇ８５、ＨＳＰ－６５、Ａｇ８５Ａ
、Ａｇ８５Ｂ、ＭＰＴ５１、ＭＰＴ６４、ＴＢ１０．４、Ｍｔｂ８．４、ｈｓｐＸ、Ｍｔ
ｂ１２、Ｍｔｂ９．９、Ｍｔｂ３２Ａ、ＰｓｔＳ－１、ＰｓｔＳ－２、ＰｓｔＳ－３、Ｍ
ＰＴ６３、Ｍｔｂ３９、Ｍｔｂ４１、ＭＰＴ８３、７１ｋＤａ、ＰＰＥ６８、及びＬｐｐ
Ｘからなる群から選択される。
【０２３０】
　本発明の好ましい実施態様では、抗原又は少なくとも１つの抗原が、ＥＳＡＴ－６、Ｃ
ＦＰ－１０、ＴＢ７．７、Ａｇ８５、ＨＳＰ６５、及びＲＤ－１抗原からなる群から選択
される。
【０２３１】
　本発明の更なる実施態様では、前記抗原がＥＳＡＴ－６である。
【０２３２】
　本発明の他の実施態様では、前記抗原がＣＦＰ－１０である。
【０２３３】
　本発明の更なる実施態様では、前記抗原がＴＢ７．７である。
【０２３４】
　本発明の好ましい実施態様では、前記抗原がＲＦ－１抗原である。
【０２３５】
　幾つかの研究機関が、個々の感染体によって発現される抗原、いわゆる、微生物特異的
抗原又は疾患特異的抗原の同定をすすめている。ヒト結核菌の場合には、特異的な抗原は
、休止、潜伏、活動性、最近、肺、肺外、局所、又は治癒期などであるが、それらにかぎ
らない感染の異なる各種の段階で発現している。
【０２３６】
　本発明は、その様な抗原を使用して実施されて、特定の段階（例えば、ヒト結核菌の潜
伏感染）の同定のためのツールを提供する。
【０２３７】
　好ましい実施態様では、同じ微生物に由来する幾つかの抗原が、反応サンプルを作り出
す際に添加されてよい。各種の組織タイプ選択性を有する幾つかの抗原を添加することに
よって、前記アッセイがより強固なものとなる。結核の場合には、ＥＳＡＴ－６、ＣＦＰ
－１０、及びＴＢ７．７タンパク質の抗原ペプチドを組み合わせることによって、試験が
最も広範な組織タイプを網羅する可能性を増大させ、かくして、各種の患者集団において
より強力で、より信頼できる試験結果が得られる。
【０２３８】
　感染がクラミジアに関連すると解される場合には、抗原又は少なくとも１つの抗原が、
Ｓｅｒｏｖａｒ Ｄ抽出物、主要外膜タンパク質（ＭＯＭＰ）、システインリッチ外膜タ
ンパク質（ＯＭＰ）、ＯＭＰ２、ＯＭＰ３、多型ＯＭＰ（ＰＯＭＰ）、クラミジアニュー
モニアのアデノシンジホスフェート／アデノシントリホスフェートトランスロカーゼ、ポ
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リン（ｐｏｒｉｎ）Ｂタンパク質（ＰｏｒＢ）、及びＣＴ５２１からなる群から選択され
る。
【０２３９】
　本発明から明らかなように、感染源は変化してよい。本発明の１つの実施態様では、抗
原又は少なくとも１つの抗原が、固定化上鞭毛型、固定化錐鞭毛型、破壊上鞭毛型、破壊
錐鞭毛型、上鞭毛型由来の精製抗原断片、上鞭毛型由来の半精製抗原断片、錐鞭毛型排出
－分泌抗原（ＴＥＳＡ）、優性可変抗原型（ＶＡＴ）、可変表面糖タンパク質（ＶＳＧ）
、トランスシアリダーゼ（ＴＳ）、例えば、ＴＳ１３、無鞭毛型表面タンパク質－２（Ａ
ＳＰ２）、ＫＭＰ－１１ｍ、ＣＲＡ、Ａｇ３０、ＪＬ８、ＴＣＲ２７、Ａｇ１、ＪＬ７、
Ｈ４９、ＴＣＲ３９、ＰＥＰ－２、Ａｇ３６、ＪＬ９、ＭＡＰ、ＳＡＰＡ、ＴＣＮＡ、Ａ
ｇ１３、ＴｃＤ、Ｂ１２、ＴｃＥ、ＪＬ５、Ａ１３、１Ｆ８、Ｔｃ－２４、Ｔｃ－２８、
Ｔｃ－４０、Ｃｙ－ｈｓｐ７０、ＭＲ－ＨＳＰ７０、Ｇｒｐ－ｈｓｐ７８、ＣＥＡ、ＣＲ
Ｐ、ＳＡ８５－１．１、ＲＣａＢＰ（鞭毛Ｃａ２＋結合タンパク質）、ＦＬ－１６０（１
６０ｋＤａの鞭毛表面タンパク質）、並びにＦＲＡ（鞭毛反復抗原）（前記抗原はトリパ
ノソーマに関連する）からなる群から選択される。
【０２４０】
　本発明の好ましい実施態様では、抗原又は少なくとも１つの抗原が、固定化上鞭毛型、
固定化錐鞭毛型、破壊上鞭毛型、破壊錐鞭毛型、上鞭毛型に由来する精製抗原断片、上鞭
毛型に由来する半精製抗原断片、錐鞭毛型排泄－分泌抗原（ＴＥＳＡ）、優性可変抗原型
（ＶＡＴ）可変表面糖タンパク質（ＶＳＧ）、トランスシアリダーゼ（ＴＳ）、例えば、
ＴＳ１３、無鞭毛型表面タンパク質－２（ＡＳＰ２）、ＦＣａＢＰ（鞭毛Ｃａ２＋結合タ
ンパク質）、ＦＬ－１６０（１６０ｋＤａの鞭毛表面タンパク質）、並びにＦＲＡ（鞭毛
反復抗原）からなる群から選択される。
【０２４１】
　感染が住血吸虫に関連する場合には、抗原又は少なくとも１つの抗原が、破壊住血吸虫
の卵、排泄／分泌糖タンパク質（ＥＳ）、表層（ＴＧ）糖タンパク質、可溶性卵抗原（Ｓ
ＥＡ）、マンソン住血吸虫（ＳＷＡＰ）の可溶性抽出物、キーホールリンペットヘモシア
ニン（ＫＬＨ）、ＲＰ２６、Ｓｊ３１、Ｓｊ３２、パラミオシン、Ｓｍ６２－ＩｒＶ５、
Ｓｍ３７－ＳＧ３ＰＤＨ、Ｓｍ２８－ＧＳＴ、Ｓｍ１４－ＦＡＢＰ、ＰＲ５２－フラミン
、ＰＬ４５－ホスホグリセレートキナーゼ、ＰＮ１８－シクロフィリン、ＭＡＰ３、Ｓｍ
２３、ＭＡＰ４、Ｓｍ２８－ＴＰＩ、Ｓｍ９７、ＣＡＡ、ＣＣＡ、及びマンソン住血吸虫
ヒートショックプロテイン７０からなる群から選択される。
【０２４２】
　本発明の好ましい実施態様では、抗原又は少なくとも１つの抗原は、排泄／分泌糖タン
パク質（ＥＳ）、表層（ＴＧ）糖タンパク質、可溶性卵抗原（ＳＥＡ）、マンソン住血吸
虫（ＳＷＡＰ）の可溶性抽出物、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）、及びＲ
Ｐ２６からなる群から選択される。
【０２４３】
　リーシュマニアに関しては、抗原又は少なくとも１つの抗原が、破壊前鞭毛型、リーシ
ュマニン、ｒＧＢＰ、ｒＯＲＦＦ、ｒｇｐ６３、ｒｋ９、ｒＫ２６、ｒＫ３９、ＰＮ１８
－シクロフィリン、ＭＡＰ３、Ｓｍ２３、ＭＡＰ４、Ｓｍ２８－ＴＰＩ、Ｓｍ９７、ＣＡ
Ａ、及びＣＣＡからなる群から選択される。
【０２４４】
　事実、分析しようとする種に特異的な任意の抗原が、本発明に有用であろう。
【０２４５】
　他の好ましい実施態様では、異なる疾患に由来する広範な各種の抗原を組み合わせて、
個々の疾患には低い特異性を有するが、「感染」に高い感度を有するスクリーニングツー
ルとすることが可能である。例えば任務の間に曝露される微生物（例えば、マラリア、結
核、リーシュマニア、住血吸虫、及び／又はトリパノソーマ）に由来する各種の抗原を組
み合わせるキットは、広範な各種の異なる試験の変わりに１つの迅速なスクリーニング試
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験を医師が実施することを可能にする。
【０２４６】
　他の好ましい実施態様では、組み合わせのキットが、器官に感染する各種の微生物（例
えば、骨盤炎症性疾患を生じさせるナイセリア及びクラミジア種）に由来する抗原、又は
共通の症状を生じさせる感染体に由来する抗原を含んでよい（例えば、カンピロバクター
及びシゲラ感染によって生じる治療可能な下痢が、ウイルス、例えば、ロタウイルスによ
って生じる治療不可能な下痢とは区別されるであろう）。
【０２４７】
対象
　「対象」には、ヒト、又は霊長類、家畜動物（例えば、ヒツジ、ウシ、ブタ、ウマ、ロ
バ、ヤギ）、実験動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、モルモット、ハムスター）、
コンパニオンアニマル（例えば、イヌ、ネコ）、鳥類（例えば、家禽、飼い鳥）、爬虫類
、及び両生類を含む非ヒトの種が含まれる。本発明は、したがって、ヒトの医療に適用可
能であると同時に、家畜及び獣医及び野生への応用も可能である。
【０２４８】
一般
　本明細書に記載の任意の先行技術文献は、前記先行技術文献が任意の国における一般的
な共通の知識の一部を形成すると任意の形態で示唆又は既知であってとは解されず、解さ
れるべきではない。
【０２４９】
　本願に引用した特許文献又は非特許文献は、その全体における参照によって本明細書に
取り込む。
【０２５０】
　明らかなように、本発明の１つの態様の好ましい特徴及び特性は、本発明の他の態様に
も応用されてよい。本発明は、本発明の精神及び必須の特徴を逸脱すること無く、他の特
定の形態が具体化されてよい。上述の実施態様は、したがって、本明細書に記載の発明に
限定するよりはむしろ、各々が全て、具体例であると解されるべきである。本発明の範囲
は、かくして、本明細書の記載よりもむしろ、添付の特許請求の範囲によって示されるも
のであり、特許請求の範囲の意味の範囲及び均等の範囲内における全ての変形例が、特許
請求の範囲に参照することによって包含されるべきであると解される。
【０２５１】
　本発明に係る方法と関連して上述した任意の特徴及び／又は態様が、診断方法に同様に
適用されると解されるべきである。
【０２５２】
　本明細書全体に亘って、用語「含む」は、記載した要素、数字、又は工程、或いは要素
、数字、又は工程の群を包含し、任意の他の要素、数字、又は工程、或いは要素、数字、
又は工程の群を排除しないことを意図すると解されるであろう。
【０２５３】
　本発明は、以下の限定しない図面及び実施例によって説明する。
【実施例】
【０２５４】
　以下の実施例では、ヒト結核菌及びクラミジアトラコマティス感染を試験原理の例とし
て用いて、ＩＰ－１０アッセイの性能を実証する。
【０２５５】
一般的な方法
　実施例１から１７では、本発明者は、全血刺激を用いて前記原理を実証しており、実施
例１８では精製血単核球（ＰＢＭＣ）を用いて前記原理を実証した。
【０２５６】
全血刺激
１．１ｍＬの容量のヘパリン処理血液を、
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ａ．未刺激サンプル又はニルサンプル（互換的に使用される）を作り出すための生理食塩
水、
ｂ．抗原サンプル（Ａｇ）を作り出すためのタンパク質であるＥＳＡＴ－６、ＣＦＰ－１
０、及びＴＢ－７．７に由来するペプチド、
ｃ．マイトジェンサンプルを作り出すためのフィトヘマグルチニン（ＰＨＡ）、
で被覆した３つの真空管（Ｃｅｌｌｅｓｔｉｓ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）に入れた、
２．管を２０から２４時間、３７度でインキュベートした、
３．管を１０分間、２０００ｒｐｍで遠心分離した、
４．血漿を回収して、－４０℃以下で凍結させた。
【０２５７】
末梢血単核球（ＰＢＭＣ）の単離
１．ＰＢＭＣを密度勾配遠心分離（Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ；Ｎｙｃｏｍｅｄ）によって全
血から回収し、使用するまで凍結させた、
２．ＰＢＭＣを融解し、１％のペニシリン／ストレプトマイシン、１％の非必須アミノ酸
、１％のグルタミン、１％のＰｙｒｏｖａｔ、１％のＨＥＰＥＳ、及び１０％のヒトＡＢ
血清（ｌｏｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｂａｎｋ、Ｒｉｇｓｈｏｓｐｉｔａｌｅｔ、Ｃｏｐｅｎｈ
ａｇｅｎ）を添加したＲＰＭＩ １６４０に再懸濁した、
３．細胞の生存率及び数をニグロシン染色によって測定した、
４．その細胞を、丸底マイクロタイタープレート（Ｎｕｎｃ）で１．２５×１０５細胞／
ウェル、１００μＬの全容量において３つに分けて培養した。
【０２５８】
クラミジアトラコマティス血清型Ｄ抽出抗原の調製
１．クラミジアトラコマティス血清型Ｄ（ＵＷ－３／Ｃｘ）をＨｅＬａ２２９細胞中で繁
殖させて、マルチ溶出技術を用いて３０の狭い分子量画分に分画した、
２．ＳＰＧ緩衝液中のクラミジアトラコマティス血清型Ｄを、３０．０００ｇで３０分間
に亘って遠心分離した、
３．沈殿物を滅菌水及びｌａｅｍｍｌｅ還元サンプル緩衝液と１：１で再懸濁し、その後
に５分間に亘って煮沸した、
４．超音波処理を繰り返した後に、懸濁物を３０．０００ｇで３０分間に亘って遠心分離
した、
５．上清にある粗クラミジアトラコマティス血清型Ｄ抽出物を抗原として用いた。
【０２５９】
血清型Ｄ抗原を用いたＰＢＭＣ刺激
１．ＰＢＭＣを上述のように播種して、
ａ．抗原サンプルを作り出すための２μｇ／ｍＬの血清型Ｄ抗原、
ｂ．未刺激サンプルを作り出すために抗原なし
で細胞を刺激した、
２．その細胞を３７℃で加湿空気（５％ＣＯ２及び９５％空気）中でインキュベートした
、
３．ＩＰ－１０の定量のために５日後に上清を回収した、
４．血清を回収し、－４０℃以下で凍結させた。
【０２６０】
バイオマーカー測定
ルミネックス：
ＩＰ－１０及び／又はＭＣＰ－１及び／又はＩＬ－２をルミネックスプラットホームで測
定し、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅのプロトコルに従って実施した。
１．各々ＩＰ－１０、ＩＬ－２、ＭＣＰ－２、及び／又はＩＦＮ－γキットからのビーズ
懸濁物を、事前に湿潤させたフィルター９６プレートウェルにおいて組み合わせた、
２．前記ビーズを洗浄用液で二回洗浄し、インキュベーション緩衝液を添加した、
３．サンプルを１：１、１：８、１：１０、又は１：２０にアッセイ希釈液で希釈し、１
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００μｌをプレートに添加した、
４．そのプレートを２時間、室温、６００ｒｐｍでタイタープレートシェーカーにおいて
インキュベートした、
５．二回洗浄した後に、１００μｌの検出抗体カクテルをウェル毎に添加し、プレートを
室温で１時間に亘ってタイタープレートシェーカーにおいてインキュベートした、
６．二回洗浄した後に、１００μｌのストレプトアビジン－ＲＰＥ溶液をウェル毎に添加
した、
７．３０分インキュベートして三回洗浄した後に、１００μＬの洗浄溶液を各ウェルに添
加して、プレートをルミネックスのＸＹプラットホームに配置した、
８．各ウェルから、少なくとも１００検体の特異的なビーズをビーズ及びＲＰＥ蛍光の双
方について分析した。
【０２６１】
ＩＰ－１０ ＥＬＩＳＡ
　ＩＰ－１０測定は、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）の一段階型
のＥＬＩＳＡを用いて実施した。
【０２６２】
ＩＦＮ－γ ＥＬＩＳＡ
　ＩＦＮ－γ測定は、一段階サンドイッチ型のＥＬＩＳＡ；Ｑｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ Ｉ
ＦＮ－γ ＥＬＩＳＡ（Ｃｅｌｌｅｓｔｉｓ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を用いて実施した。
ＩＦＮ－γのレベルは、製造業者によって提供されたソフトウェア（ヴァージョン２．５
０）を用いて分析した。Ｃｅｌｌｅｓｔｉｓ ＥＬＩＳＡキットは、国際単位（１単位／
ｍＬは５０ｐｇ／ｍＬに相当する）で動作する。本実施例では、ＥＬＩＳＡ ＩＦＮ－γ
の結果はｐｇ／ｍｌで与える。
【０２６３】
Ｑｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ試験（ＱＦＴ－ＩＴ試験）
　ＩＦＮ－γ生産は、Ｑｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ ＥＬＩＳＡで測定する。製造業者のガイ
ドラインに従って、未刺激サンプルのＩＦＮ－γ反応を、ヒト結核菌特異的抗原で刺激し
たサンプル及びマイトジェンサンプルにおけるＩＦＮ－γ反応から差し引いた。特異的な
抗原に対する反応が１７．５ｐｇ／ｍｌ（０．３５ ＩＵ／ｍｌ）以上であり、未刺激の
値の２５％以上であった場合に、マイトジェン刺激ＩＦＮ－γ反応にかかわらず、ＱＦＴ
－ＩＴの結果は「陽性」であると解した；特異的な抗原に対する反応が１７．５ｐｇ／ｍ
ｌ（０．３５ ＩＵ／ｍｌ）未満であり、マイトジェン刺激ＩＦＮ－γ反応が２５ｐｇ／
ｍｌ（０．５１ ＩＵ／ｍｌ）以上である場合に、「陰性」であると解した。特異的な抗
原に対する反応が１７．５ｐｇ／ｍｌ（０．３５ ＩＵ／ｍｌ）未満であり、マイトジェ
ン刺激ＩＦＮ－γ反応が２５ｐｇ／ｍｌ（０．５１ ＩＵ／ｍｌ）以下であるか、又は抗
原特異的若しくはマイトジェン刺激反応にかかわらず未刺激サンプルにおけるＩＦＮ－γ
反応が４００ｐｇ／ｍｌ（８ ＩＵ／ｍｌ）以上である場合に、試験は「測定不能」であ
ると解した。
【０２６４】
（実施例１）
　高レベルの血漿ＩＰ－１０を、ヒト結核菌感染患者に由来するヒト結核菌特異的抗原で
全血を刺激することによって誘導した。
【０２６５】
　本発明者は、デンマーク（ｎ＝２）及びギアナビサウ共和国（ｎ＝９）からの唾液陽性
肺結核を有する１２人の患者並びに１１人の健康な非ＴＢ曝露デンマーク人の対照（ヴィ
ドーヴェホスピタルの感染症科及び臨床試験ユニットの若い医師、研究者、及び学生）由
来の全血を試験した。全ての患者はＨＩＶ陽性ではなかった。試験は、コペンハーゲン及
びフレゼリクスベアコミューンの倫理委員会並びにギアナビサウ共和国の倫理委員会によ
って承認された。
【０２６６】
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結果
　ルミネックスＩＰ－１０、ルミネックスＩＦＮ－γ、又は市販のＱｕａｎｔｉｆｅｒｏ
ｎ－ＩＦＮ－γ ＥＬＩＳＡによって測定した、ニル、Ａｇ、又はマイトジェンとインキ
ュベートした全血サンプルの血漿中のＩＦＮ－γ及びＩＰ－１０のレベル（中央値及び範
囲）を表１に提示する。
【０２６７】
　ヒト結核菌特異的抗原とインキュベートした後のＩＰ－１０生産は、患者におけるヒト
結核菌感染の存在と強く関連している；全血培養物の非常に高レベルの血漿中ＩＰ－１０
である１０２５ｐｇ／ｍｌ（４９７．３－２０８０．４ｐｇ／ｍｌの範囲）が、ヒト結核
菌に感染した患者中のヒト結核菌特異的抗原を用いた刺激の間に誘導され、一方、非常に
低レベルのＩＰ－１０である４０．４ｐｇ／ｍｌ（１９．７から１５８．８の範囲）が、
ヒト結核菌に曝露されていることが既知ではないか又は感染の兆候を有しない１１人の健
康なデンマーク人の個体の全血培養物中において認められた。前記２つの群の間の違いは
非常に有意なものであり、ｐ＜０．０００１は、ＩＰ－１０放出が実際に抗原に誘導され
たものであることを示す。
【０２６８】
　１０２４ｐｇ／ｍｌ（４９７から２０８０ｐｇ／ｍｌの範囲）である抗原刺激ＩＰ－１
０の量は、ＥＬＩＳＡで測定すると２２３．５（９９から１２８３ｐｇ／ｍｌ）であり、
且つ、ルミネックスで測定すると９０．７ｐｇ／ｍｌ（ｐ＝０．０１及び０．００１）で
あるＩＦＮ－γのレベルよりも有意に高いものであった。
【０２６９】
　ＩＰ－１０と比較して、有意に低い血漿レベルのＩＦＮ－γがＱｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ
－ＥＬＩＳＡによって測定されたが、ＴＢ感染と非ＩＢ感染との間の差は依然として有意
であった。ルミネックスで測定したＩＦＮ－γは、ＱＦＴ－ＩＦＮ－γＥＬＩＳＡによっ
て測定したＩＦＮ－γよりもかなり低いものであったため、以下に更に議論していない。
【０２７０】
　結論：感染したヒトに由来する全血がヒト結核菌特異的抗原で刺激されている際におい
て、ＩＰ－１０はヒト結核菌感染のための非常に特異的なマーカーである。ＩＰ－１０は
、より容易に測定され、且つ、高レベルで放出されるため、より感度の良好なマーカーと
して大きな潜在能力を有する。
【０２７１】
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【表１】

【０２７２】
（実施例２）
活動性ＴＢ感染を有する患者に由来する未刺激の全血培養物（ニルサンプル）の血漿中の
自然発生的に上昇したＩＰ－１０放出；活動性疾患のマーカーとしてのＩＰ－１０
　表１において認められるように、活動性結核を有する患者は、健康な対照（２７．１ｐ
ｇ／ｍｌ（１７．７から１４０．６））と比較して、未刺激の全血サンプル（ニル）にお
いて５．６倍大きいＩＰ－１０の血漿レベル（１５０．９ｐｇ／ｍｌ（６１．１から９９
１．９））を有していた（ｐ＝０．０００５）。ギアナビサウ共和国とデンマークの活動
性結核を有する患者の間では、血漿ニルＩＰ－１０における有意な差はなかった（ｐ＝０
．６７）。
【０２７３】
　結論：このことは、抗原刺激ＩＰ－１０放出との組み合わせにおける、自然発生的なＩ
Ｐ－１０放出の測定は、活動性ＴＢを有する患者を健康な個体と区別するために使用する
ことが可能であることを示す。
【０２７４】
（実施例３）
ＩＦＮ－γとＩＰ－１０放出との間の相互関係
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　全血培養物中のＩＦＮ－γとＩＰ－１０放出との間の強い相互関係が存在するが、ＩＰ
－１０放出がより大きい。ニル、抗原、又はマイトジェン刺激後のＩＰ－１０放出並びに
対応するＥＬＩＳＡ ＩＦＮ－γは、図１ａ－ｃに示している。抗原刺激全血の血漿中の
ＩＰ－１０及びＥＬＩＳＡ ＩＦＮ－γレベル（スピアマンｒ＝０．８７、９５％ Ｃ．Ｉ
　０．７１から０．９５、ｐ＜０．０００１）（図１ｂ）と、マイトジェン刺激全血中の
血漿中のＩＰ－１０及びＥＬＩＳＡ ＩＦＮ－γレベル（ｒ＝０．５４、９５％ Ｃ．Ｉ　
０．１５から０．７８、ｐ＝０．００８）（図１ｃ）との間の強い相関関係が存在したが
、同じレベルではなかった。
【０２７５】
　結論：全血培養物中のＩＰ－１０の放出とＩＦＮ－γの放出とに相互関係があるが、Ｉ
Ｐ－１０の放出はより大きい。このことは、ＩＰ１０を、ｉｎ ｖｉｔｒｏ ＴＢ試験にお
いてＩＦＮ－γよりも良好なマーカーとする。
【０２７６】
（実施例４）
抗原特異的なＩＰ－１０生産は、抗原特異的なＩＦＮ－γ生産よりも大きい
　培養物中に存在する抗原に反応（抗原特異的（Ａｇ）サイトカイン放出）して放出した
サイトカインの量を測定する。抗原特異的サイトカイン反応は、デルタ値（＝非刺激全血
培養物の血漿に放出した量を差し引いた抗原刺激全血培養物中のサイトカイン生産）とし
て算出した。デルタ値は、抗原特異的ＩＦＮ－γとＩＰ－１０サイトカイン生産とを比較
することを可能にする。図２に示すように、ＩＰ－１０アッセイは、Ａｇ特異的ＩＦＮ－
γ（２１６．５ｐｇ／ｍｌ（８０．５から１２７３．０ｐｇ／ｍｌ））と比較して、Ａｇ
特異的ＩＰ－１０（８７０．４ｐｇ／ｍｌ（２６０．５から１５７５．９ｐｇ／ｍｌ））
のより大きい値を測定する（ｐ＝０．００６（Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ））。中央値及
び範囲は表２に提示する。
【０２７７】
　結論：ＩＰ－１０は、より大量に放出されるため（ｐ＝０．００６）、より容易に測定
され、且つ、ＩＦＮ－γよりも良好なマーカーのようである。
【０２７８】

【表２】

【０２７９】
（実施例５）
ＩＰ－１０アッセイの非常に高い感度及び特異性
　ＩＰ－１０アッセイの非常に高い感度及び特異性を、試験原理の例としてＴＢを用いて
実証している。本発明に記載するＩＰ－１０アッセイ非常に高い感度及び特異性は、抗原
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特異的ＩＰ－１０（ニルを差し引いた抗原刺激）値のレベルに基づくＲＯＣ曲線分析を用
いて測定する。本実施例のＲＯＣ曲線分析は、実施例１に記載の１２人のＴｂ患者及び１
１人の健康な対照に基づき、図３に、本発明者は、ＩＰ－１０試験が活動性結核患者と健
康な対照との間を完璧に区別することを示した。本実験では、ＩＰ－１０試験は、１．０
の曲線下面積（ＡＵＣ）を有する。
【０２８０】
　結論：ヒト結核菌感染の診断において使用するＩＰ－１０アッセイは、ｉｎ ｖｉｔｒ
ｏ ＴＢ試験において現在使用されているものよりも良好な性能である、１００％の感度
及び１００％の特異性であることが示された。本発明のＩＰ－１０試験は、結核感染を有
する患者と有しない患者との間を明確に区別することが可能である。この限られた材料に
基づいて、２７．６ｐｇ／ｍｌと２６０．５ｐｇ／ｍｌの間のカットオフ値を設定して、
完璧な区別を達成することが可能である。
【０２８１】
（実施例６）
ＩＰ－１０は、免疫抑制されている潜伏ＴＢのための効率的なマーカーである
　コルチコステロイド及びメトトレキサート（登録商標）を服用している関節リウマチ（
ＲＡ）を有する６人の患者からの全血を、ニル、１つのヒト結核菌特異的抗原（ＥＳＡＴ
６）、又はマイトジェン（ＰＨＡ）で刺激した。ＩＰ－１０濃度は、上述のようにルミネ
ックスを使用して上清において測定した。患者１から３は、既知のＱｕａｎｔｉｆｅｒｏ
ｎ試験で陰性であり、患者４から６は、Ｑｕａｎｔｉｆｅｒｏｎ試験で陽性であった。
【０２８２】
　表３に示すように、全ての患者は、免疫抑制されているにもかかわらず、陽性のマイト
ジェン対照に対する反応において高レベルのＩＰ－１０を有していた。高レベルのＥＳＡ
Ｔ６刺激ＩＰ－１０（６６８から２９００ｐｇ／ｍｌの範囲）が、潜伏ＴＢ（陽性のＱｕ
ａｎｔｉｆｅｒｏｎ試験）を有する全ての患者において観察された。結論として、ＩＰ－
１０に基づく試験は、免疫抑制された患者における潜伏ＴＢ感染の診断のために使用され
てよい。
【０２８３】

【表３】

【０２８４】
実施例７
青年時代におけるＴＢ曝露が既知の健康なヒトにおける潜伏ＴＢのためのマーカーとして
のＩＰ－１０
　青年時代におけるＴＢ曝露が既知であり、ＰＰＤ変化が立証されており、且つ、結核の
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用いて各々ＩＰ－１０について試験した。ドナーは、Ｑｕａｎｔｉｆｅｒｏｎで陽性であ
ることが過去の試験から既知である。双方の被験者は、強力な抗原（ＥＳＡＴ－６）特異
的なＩＰ－１０反応を有していた（３０２．９ｐｇ／ｍｌ及び９１６．１ｐｇ／ｍｌ）。
表９参照のこと。被験者ＲＶは、２ヶ月毎に二回試験して、良好な結果の再現性があった
（データは示さず）。
結論：ＩＰ－１０は、潜伏結核感染についてのマーカーとして強力である。
【０２８５】
【表４】

【０２８６】
（実施例８）
抗原特異的なＩＰ－１０の放出と組み合わせて、サンプル中の自然発生的なＩＰ－１０の
レベルは、活動性ＴＢを有する患者から潜伏ＴＢ感染を有するか又は有しない健常人を区
別することが可能である
　実施例６（表３）では、本発明者は、自然発生的な（ニル）ＩＰ－１０レベルは、関節
リウマチを有する潜伏結核感染患者（３４ｐｇ／ｍｌ（３１から６３ｐｇ／ｍｌ））及び
非感染患者（３８ｐｇ／ｍｌ（３５から８７ｐｇ／ｍｌ））の双方において低いことを示
した。これらのレベルは、未感染の健康なドナーにおいて認められるレベル（２７．１ｐ
ｇ／ｍｌ（１７．７から１４０．６ｐｇ／ｍｌ）、表１）及び潜伏感染ドナー（２２．５
及び１０．４ｐｇ／ｍｌ、表４）と同様の低いレベルであった。本発明者が活動性結核を
有しない全ての患者をプールし、これらの低いレベルを、活動性ＴＢを有する患者におい
て認められる高レベルの自然発生的なＩＰ－１０放出（１５０．９ｐｇ／ｍｌ（６１．１
から９９１．９の範囲）、表１）と比較する場合には、より有意な差（ｐ＜０．０００１
、Ｍａｎｎ Ｗｈｉｔｎｅｙ）が認められる。
結論：自然発生的なＩＰ－１０放出及び抗原特異的なＩＰ－１０放出の組み合わせは、活
動性結核感染と潜伏結核感染との間を区別するために使用してよい。
【０２８７】
（実施例９）
血漿サンプルの希釈は、ＩＰ－１０試験の感度を失うことなく実施することが可能である
　サンプルの希釈は、希釈溶液の添加による濃度の段階的な低下である。本発明者は、イ
ンキュベーション後の血漿サンプルの希釈が、高いＩＰ－１０濃度と低いＩＰ－１０濃度
を有する血漿サンプルの間で数倍も妨げるものであるかどうかを試験し、且つ、当該基尺
がＩＰ－１０アッセイの感度を妨げるものであるかを試験した。サンプルは、Ｂｉｏｓｏ
ｕｒｃｅ Ｌｕｍｉｎｅｘ Ｋｉｔで提供されているアッセイ希釈液で希釈した。
【０２８８】
　表５から認められるように、サンプルの希釈は、抗原刺激及びマイトジェン刺激した全
血の血漿並びに未刺激（ニル）全血の血漿におけるＩＰ－１０レベルの段階的な低下を生
じさせる。
【０２８９】
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【表５】

【０２９０】
　図４は、抗原特異的なＩＦＮ－γ及びＩＰ－１０反応について試験した７人の対照と８
人の結核患者からのデータを示す。抗原特異的ＩＰ－１０生産は、サンプルの１：８倍の
希釈後に測定し、ＩＦＮ－γ反応は未希釈サンプルで測定している。ここでも、本発明者
は、高い特異的なＩＰ－１０値を認め、これは、１：８の希釈であっても、ＩＰ－１０が
ヒト結核菌感染の強力なマーカーであることを示す（ｐ＝０．０００３）。さらに、１：
８希釈におけるＩＰ－１０の値（中央値１０９７ｐｇ／ｍｌ（２２５から３０４５ｐｇ／
ｍｌの範囲））は、未希釈サンプル材料で分析したＩＦＮ－γ（中央値２６９ｐｇ／ｍｌ
（８１から１２７３ｐｇ／ｍｌの範囲））と比較しても高い（ｐ＝０．０１４（Ｗｉｌｃ
ｏｘｏｎ ｍａｔｃｈｅｄ ｐａｉｒ ｔｅｓｔ））。
【０２９１】
　これらの結果は、ＩＰ－１０は診断アッセイにおける非常に強力なマーカーであり、Ｉ
Ｐ－１０試験は、サンプル材料が非常に乏しい場合の試験設定において使用することが可
能であることを示す。このことは、非常に少量のサンプル材料のみが利用可能である場合
において、（インキュベーションの前又は後に）サンプルを希釈することが可能である際
に、ＩＰ－１０試験の適用の範囲全体を広げる（例えば、非常に低い血液容量を有する乳
幼児について市販製品を直接適用可能である）。
【０２９２】
　結論：血漿サンプルは、ＩＰ－１０試験において感度を失うこと無く希釈し得ることを
示されている。
【０２９３】
（実施例１０）
ＩＰ－１０はＩＦＮ－γよりも感度が良好であり、結核感染のｉｎ ｖｉｔｒｏ診断を改
善する
　ＩＰ－１０が現在のＱＦＴ－ＩＴ試験の感度を改善する潜在能力を有するかどうかを調
べるために、本発明者は、陰性又は測定不能のＱＦＴ－ＩＴ試験結果を有する結核患者に
おけるＩＰ－１０反応を試験した（患者の特性及び個々の測定については表６を参照のこ
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と）。すなわち、これらの患者は、ＩＦＮ－γ試験において偽陰性であった。図５は、陰
性又は測定不能のＱＦＴ試験結果を有する７人のＴＢ患者における抗原特異的なＩＰ－１
０及びＩＦＮ－γ反応を示す。ＱＦＴ－ＩＴ ＥＬＩＳＡによって測定された抗原特異的
なＩＦＮ－γ反応は、０から１２．８ｐｇ／ｍｌの範囲であり、一方、抗原特異的なＩＰ
－１０反応は０から５３２ｐｇ／ｍｌの範囲であった。７人の患者のうち、３人は、１０
ｐｇ／ｍｌ未満の抗原特異的な反応を有し、ＩＰ－１０反応しなかったが、他の４人の患
者は３１８ｐｇ／ｍｌ（１９６から５３２ｐｇ／ｍｌの範囲）のＩＰ－１０レベルの中央
値で反応した。陰性のＱＦＴ－ＩＴ試験及び陽性のＩＰ－１０反応を有する４人の患者の
うち、２人は、３２細胞／μｌ及び３００細胞／μｌの各々のＣＤ４細胞数でＨＩＶに共
感染していた。マイトジェン特異的なＩＰ－１０放出は全てのドナーにおいて非常に高く
、３９４から２８００ｐｇ／ｍｌの範囲の値であった。これらの驚くべき発見は、ＩＦＮ
－γに基づく試験と比較して、ＩＰ－１０に基づくｉｎ ｖｉｔｒｏ試験の感度の増大を
明示するものである。
【０２９４】
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【表６】

【０２９５】
（実施例１１）
強力な抗原特異的ＩＰ－１０反応が短いインキュベーション及び長いインキュベーション
で生じ得る
　表７では、本発明者は、６から１２０時間のインキュベーションで試験した典型的なＴ
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Ｂ患者からの未刺激反応及び抗原刺激反応を示している。表７から認められるように、非
常に短いインキュベーション時間で、抗原刺激によってＩＰ－１０反応を誘導することが
可能である。１ｎｇ未満が６時間で生産され、非常に大きな反応である３から６ｎｇが１
２０時間のインキュベーションの間に維持される。これらの発見は、ＩＰ－１０試験の性
能が、非常に強力であり、非常に短いインキュベーション時間（６時間未満）及び非常に
長いインキュベーション時間で実施できることを示す。
【０２９６】
【表７】

【０２９７】
（実施例１２）
強力な抗原特異的ＩＰ－１０反応が、広範なインキュベーション温度で生じ得る
　表８から認められるように、広範な温度で抗原刺激によるＩＰ－１０反応を誘導するこ
とが可能である。２００ｐｇ／ｍｌ超の抗原特異的なＩＰ－１０が３０℃で生産され、こ
れは３０℃未満でインキュベートすることも可能であることを示唆しており、例えば３０
から３７℃の範囲の温度におけるインキュベートが、強力な抗原特異的反応を生じさせる
であろう。
【０２９８】
【表８】

【０２９９】
（実施例１３）
少量の全血をインキュベーション前に希釈してよく、依然として強力なＩＰ－１０反応を
生じる
　１ｍｌ（１：０）、０．５ｍｌ（１：１）、及び０．１ｍｌ（１：１０）の全血のサン
プルを、ＲＰＭＩ－１６４０で１ｍｌの終容量まで希釈した。希釈した全血は、ＱＦＴ－
ＩＴ管で２４時間に亘って刺激した。希釈係数について値を修正していない。表９から認
められるように、インキュベーション前にＲＰＭＩ－１６４０で全血を希釈することが可
能であり、依然として８０ｐｇ／ｍｌを超える抗原特異的なＩＰ－１０反応を生じる。こ
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開発可能であることを示す。
【０３００】
【表９】

【０３０１】
（実施例１４）
２５℃におけるＩＰ－１０安定性
　４人のドナーからのＰＨＡ刺激した全血に由来する血漿のアリコートを、２５℃で、３
０分間、１時間、２時間、４時間、８時間、又は２４時間に亘って分析前に保存した。Ｉ
Ｐ－１０が、２５℃で２４時間経っても分解しない非常に安定な分子であることが、表１
０から明らかである。
【０３０２】
【表１０】

【０３０３】
（実施例１５）
５℃におけるＩＰ－１０の安定性
　４人のドナーからのＰＨＡ刺激全血に由来する血漿のアリコートを、５℃で、１２時間
、２４時間、７２時間、１４４時間、又は２１６時間（９日間）に亘って分析前に保存し
た。ＩＰ－１０が、５℃で２１６時間（９日間）経っても分解しない非常に安定な分子で
あることが、表１１から明らかである。
【０３０４】
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【表１１】

【０３０５】
（実施例１６）
凍結融解サイクルにおけるＩＰ－１０の安定性
　４人のドナーからのＰＨＡ刺激全血に由来する血漿のアリコートを凍結（－８０℃）し
、融解することを分析前に５回繰り返した。ＩＰ－１０は、５回の凍結融解サイクルを経
ても分解しない非常に凍結融解に対して安定な分子であることが、表１２から明らかであ
る。
【０３０６】
【表１２】

【０３０７】
（実施例１７）
診断バイオマーカーとしてのＩＰ－１０はプラットホーム非依存的である
　ＩＰ－１０レベルは、ルミネックスを使用して測定可能なだけでない。実施例１７では
、本発明者は、ＥＬＩＳＡ技術（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ）を用いて４人の活動性ＴＢ患者及
び４人の健康な対照に由来するサンプルを測定した。
【０３０８】
　表１３から理解されるように、４人の患者全員が、４５７ｐｇ／ｍｌを超える抗原特異
的ＩＰ－１０を生産するが、対照の全員が１３ｐｇ／ｍｌ未満のＩＰ－１０を生産してい
る。
【０３０９】
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【０３１０】
（実施例１８）
ＩＰ－１０及び他の既知のバイオマーカーの測定を組み合わせて、より強力な併用マーカ
ーを創出し、陽性反応の数を増大させる
　未知の理由から、数人の個体は、抗原刺激後に１つのバイオマーカーには強力に反応す
るが、他のバイオマーカーには反応しない。例えば、数人の個体は、ＩＰ－１０又はＩＦ
Ｎ－γ反応のいずれかを示さない可能性があり、或いは、低レベルのみのＩＰ－１０又は
ＩＦＮ－γを生じる可能性がある。この場合に、２つ、３つ、４つ、又はそれ以上のバイ
オマーカーの同時測定が、アッセイの感度を増大させ、陽性反応の数を増大させるであろ
う。そのため、ＩＰ－１０の測定と、例えば、ＩＮＦ－γの測定とを組み合わせることに
よって、単独のバイオマーカーのアネルジーに対して、より脆弱ではない診断的予測をす
ることが可能である。
【０３１１】
　このバイオマーカーを併用するストラテジーの１つの手法が表１５に認められ、そこで
は、ＩＰ－１０と表６からのＱｕａｎｔｉｆｅｒｏｎの結果とを以下のマトリックスに組
み合わせている：
患者が少なくとも１つの試験に陽性に反応した場合には、その患者は感染していると解す
る。本実施例では、ＩＰ－１０試験で陽性であってＱＦＴ－ＩＴに陰性に反応する者は存
在しなかった。
【０３１２】
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【表１４】

【０３１３】
　バイオマーカーを組み合わせることからなる他のより複雑な方法が、表１６に認められ
る。抗原特異的なＩＰ－１０及びＩＦＮ－γ反応を、加算及び乗算によって組み合わせて
いる。７人の曝露されていない対照及び８人の活動性ＴＢ患者を評価した。抗原特異的な
ＩＰ－１０及びＩＦＮ－γ反応の中央値及び範囲、並びに加算及び乗算したＩＰ－１０及
びＩＦＮ－γ反応の中央値及び範囲が表１４から認められる。加算によって、最も反応す
る対照と最も反応しない患者との間の差が、ＩＦＮ－γについては６２ｐｇ／ｍｌ及びＩ
Ｐ－１０については１７２７ｐｇ／ｍｌから１８６３ｐｇ／ｍｌまで増大し、乗算によっ
て１６４６４２（ｐｇ／ｍｌ）２まで増大する。乗算による差におけるこの驚くべき明確
な増大は、平均に基づく相対的な数倍の差を膨大な３７９２７４倍にまで増大させ、これ
は、患者と対象の間で６１９倍の差を有する抗原特異的なＩＰ－１０又は１０７４倍の差
を有するＩＦＮ－γと比較される。
【０３１４】

【表１５】

【０３１５】
（実施例１９）
ＩＰ－１０アッセイを用いるクラミジアトラコマティス感染の診断
　ＰＢＭＣを、クラミジアトラコマティス感染を有する７人の患者、及びクラミジア感染
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が記録されていない７人のドナーから単離した。ＰＢＭＣを、５日間培養して刺激し、ル
ミネックスを使用してＩＰ－１０生産について上清を分析し、ＥＬＩＳＡを使用してＩＦ
Ｎ－γ生産について上清を分析した。高レベル（０．５ｎｇ／ｍｌ超）のＰＢＭＣ培養上
清ＩＰ－１０が、クラミジアトラコマティス性感染症患者におけるクラミジアトラコマテ
ィス血清型Ｄ抽出物抗原で刺激することによって誘導されることが、表１６から認められ
る。数人の対象が非特異的な刺激に反応するが、より低いレベルであることが明らかであ
る。０．５ｎｇ／ｍｌ超という大きな抗原特異的ＩＰ－１０生産が存在する。
【０３１６】
　結論：ＩＰ－１０は、クラミジア感染の新規な診断用バイオマーカーである。
【０３１７】
【表１６】
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