
(57)【要約】
【課題】被験者から採取した生物サンプルでのＴＲＥＭ－１リガンド又はＴＲＥＭ－１リ
ガンドの核酸のレベルを測定するステップを含む、被験者の細菌性又は菌類の敗血症の診
断方法。
【解決手段】本方法は、生物サンプルにＴＲＥＭ－１リガンドを結合できる化合物を接触
することと、化合物とＴＲＥＭ－１リガンドとの間における結合レベルを観察することに
よってサンプルに存在するＴＲＥＭ－１リガンドのレベルを検出することを含む。さらに
、細菌性又は菌類の敗血症の診断で使用するための化合物、組成物及びキットが提供され
る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 者 の 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 該 被 験 者 か ら 得 ら れ た
生 物 サ ン プ ル の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る
ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 測 定 す る ス テ ッ プ は 、
　 （ ａ ） 前 記 生 物 サ ン プ ル と Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 可 能 な 化 合 物 と 接 触 す る ス テ ッ
プ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 化 合 物 と Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド と の 間 の 結 合 レ ベ ル を 観 察 す る こ と に よ っ て
前 記 サ ン プ ル に 存 在 す る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の レ ベ ル を 検 出 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 又 は 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ は 、
　 （ ａ ） 前 記 生 物 サ ン プ ル と Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 接 触 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド の 核 酸 と の 間 の 相 互 作 用 レ ベ ル を 観 察 す る こ と に よ っ て 前 記 サ ン プ ル に 存 在
す る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル を 検 出 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 さ ら に 、 （ ｃ ） Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 又 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の 検 出 レ ベ ル を
細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 有 無 に 関 連 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 又
は ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 相 互 関 係 は 、 患 者 の 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 存 在 ま た は 範 囲 を 示 す た め に 、 サ ン
プ ル の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 又 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の 測 定 レ ベ ル を コ ン ト ロ ー
ル サ ン プ ル ま た は 参 照 標 準 の 平 均 レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ っ て な さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 患 者 か ら の 第 二 又 は 別 の サ ン プ ル で の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 又 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ
ン ド の 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 み 、 第 一 、 第 二 又 は 別 の サ ン プ ル は 異
な る 時 間 に 得 ら れ 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 進 行 ま た は 緩 解 を 示 す た め に 前 記 サ ン プ ル
で の レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 方 法 は 、 被 験 者 の 細 菌 性 敗 血 症 の 診 断 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ５
の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 サ ン プ ル は 、 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 血 液 の 細 胞 分 画 お よ び 好 中 球 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 サ ン プ ル は 、 生 物 流 体 か ら 得 ら れ る 細 胞 を 含 ま な い サ ン プ ル で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ 乃 至 ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 サ ン プ ル は ヒ ト の サ ン プ ル で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ９ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 、 治 療 の 予 後 、 処 置 ま た は モ ニ タ リ ン グ に 用 い ら れ る Ｔ
Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 合 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 処 置 又 は 診 断 方 法 で Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 に 特 異 的 な
Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ チ ド プ ロ ー ブ 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ チ ド プ ラ イ マ ー を 結
合 可 能 な 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 、 治 療 の 予 後 、 処 置 ま た は 治 療 の モ ニ タ リ ン グ の た め の
薬 剤 の 製 造 に お け る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 合 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 ま た は 治 療 で 使 用 す る た め の 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 希 釈 剤
、 キ ャ リ ア ま た は 賦 形 剤 と 共 に Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 す る こ と が で き る 合 成 物 か ら
成 る 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 識 別 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は
、 試 験 さ れ る 化 合 物 の 有 無 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 含 有 す る サ ン プ ル 及 び Ｔ Ｒ
Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 可 能 な 化 合 物 で の 結 合 レ ベ ル の 比 較 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 識 別
方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 に よ り 識 別 さ れ た Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン
タ ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ を 結 合 可 能 な 少 な く と も 一 つ の 化 合 物 と 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に 対 す る
前 記 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る た め の 試 薬 と を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 に 特 異 的 な 一 つ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 又 は オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 、 該 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー の 手 段 に よ っ て Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １
リ ガ ン ド の 核 酸 を 検 出 す る た め の 試 薬 と を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 可 能 な 少 な く と も 一 つ の 化 合 物 か 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド
の 核 酸 に 特 異 的 な 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 若 し く は プ ラ イ マ ー と 、 該 化 合 物 、 プ
ロ ー ブ 若 し く は プ ラ イ マ ー を 該 リ ガ ン ド 若 し く は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 を 含 む サ ン
プ ル と 接 触 す る 手 段 と を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 化 合 物 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド と 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 、 ４
乃 至 １ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 、 化 合 物 、 使 用 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 可 能 な 化 合 物 は 、 自 然 に 生 じ る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド
結 合 分 子 の 修 飾 し た 異 型 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 、 ４ 乃 至 １ ９ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 、 化 合 物 、 使 用 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た 異 型 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 、 化 合 物 、 使 用 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た 異 型 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー ／ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 、 化 合 物 、 使 用 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 図 １ ４ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ］ の シ ー ク エ ン ス を 含 む こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 、 化 合 物 、 使 用 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 検 出 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド を
有 す る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の 機 能 部 分 の 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 、 化 合 物 、 使 用 、 薬 学 的 組 成 物 。
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【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 方 法 は 、 競 合 免 疫 測 定 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の よ う な 技 術 を 用 い た 非 競 合 的 分 析 シ
ス テ ム 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ 酵 素 が リ ン ク し た 免 疫 吸 着 剤 分 析 ） 、 「 サ
ン ド イ ッ チ 」 免 疫 測 定 、 免 疫 沈 降 分 析 、 沈 降 反 応 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 分 析 、 接
着 分 析 、 コ ン プ レ メ ン ト フ ィ キ シ エ ー シ ョ ン 分 析 、 免 疫 放 射 線 分 析 、 蛍 光 免 疫 測 定 、 タ ン
パ ク 質 A免 疫 測 定 、 免 疫 沈 降 分 析 、 免 疫 組 織 化 学 分 析 、 競 合 ま た は サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 組 織 分 析 、 免 疫 細 胞 化 学 分 析 、
ド ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析 、 蛍 光 分 極 化 分 析 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン プ ロ キ シ ミ テ ィ 分 析 、 均 一 時 間
で 分 解 さ れ た 蛍 光 分 析 、 IAsys分 析 お よ び BIAcore分 析 で 構 成 さ れ る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 方 法 は 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ド ッ
ト ブ ロ ッ ト 分 析 、 in　 situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 及 び 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ で 構 成 さ れ る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 患 者 に 対 し て 疾 患 の 存 在 ま た は 罹 病 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 方 法 に お い て 、 複 数 の 疾
患 に お い て 患 者 か ら の 組 織 サ ン プ ル で 複 数 の 診 断 試 験 を 実 行 す る こ と か ら 成 り 、 改 善 は 、
診 断 検 査 の 1つ が 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル を
測 定 す る こ と か ら 成 る こ と で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 被 験 者 で 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ
セ プ タ ー か ら 派 生 す る ポ リ ペ プ チ ド と 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 生 物 サ ン プ ル の 好 中 球 サ ン プ
ル と の 結 合 を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 結 合 を 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 有 無 に 関 連 さ せ る 更 な る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 相 互 関 係 は 、 患 者 の 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 存 在 ま た は 範 囲 を 示 す た め に 、 患 者
か ら 採 取 さ れ た 生 物 サ ン プ ル の 測 定 レ ベ ル を コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル ま た は 参 照 標 準 の 平 均
レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ っ て な さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 添 付 図 に 関 し て 当 該 明 細 書 に 実 質 的 に 記 載 さ れ た 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 治 療 の 診 断
、 予 後 、 処 置 又 は モ ニ タ リ ン グ の た め の 方 法 、 化 合 物 、 薬 学 的 組 成 物 ま た は キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 免 疫 分 野 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 炎 症 に 関 し 、 骨 髄
細 胞 の 活 性 状 態 の 指 標 の よ う な 特 定 の マ ー カ ー の 使 用 に 関 す る 。 さ ら に 詳 細 に は 、 本 発 明
は 、 伝 染 性 （ 例 え ば 、 細 菌 ま た は 菌 類 ） を 原 因 と す る 敗 血 症 の 迅 速 な 診 断 を 可 能 に し て 、
薬 理 学 的 処 置 に お い て 、 敗 血 症 患 者 を 追 跡 す る マ ー カ ー に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 敗 血 症 は 、 集 中 治 療 に お け る 著 し い 割 合 を 占 め 、 集 中 治 療 室 で 常 に 存 在 す る 課 題 と な っ
て い る 。 米 国 と 欧 州 に お い て 、 毎 年 ４ ０ ０ ， ０ ０ ０ か ら ５ ０ ０ ， ０ ０ ０ の 患 者 が 感 染 し て
い る と 予 測 さ れ る 。 病 的 状 態 お よ び 死 亡 率 は 、 支 え と な る 抗 菌 性 治 療 の 改 善 に も か か わ ら
ず 高 い ま ま で あ る 。 死 亡 率 は 、 単 純 な 敗 血 症 の た め の ４ ０ ％ か ら 、 感 染 性 シ ョ ッ ク お よ び
複 数 の 臓 器 の 機 能 不 全 が 原 因 に よ る ８ ０ ％ ま で 変 化 す る 。 現 在 、 症 状 の 病 因 は 、 よ り 理 解
さ れ て い る 。 免 疫 性 、 炎 症 性 、 へ モ ト ロ ジ カ ル （ haemotological） な 媒 体 の 複 合 の ネ ッ ト
ワ ー ク の 多 大 な 理 解 は 、 合 理 的 で 新 規 な 治 療 法 の 開 発 を 促 す 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 以 前 、 敗 血 症 の 症 状 は 、 症 状 の 複 雑 さ お よ び 他 の 原 因 論 に 対 し て 二 次 的 な 炎 症 性 反 応 の
類 似 性 を 反 映 す る 、 多 く の 症 状 お よ び 命 名 法 と 関 連 し て い る 。 敗 血 症 の 複 合 的 な 性 質 を 例
示 す る た め に 、 敗 血 症 は 、 「 経 験 豊 か な 医 師 が 、 患 者 は 重 い 感 染 症 に か か っ て い る か も し
れ な い と 結 論 す る 臨 床 的 お よ び 検 査 上 の 所 見 の 一 群 」 と し て エ ド ワ ー ド Ｏ ． ウ ス マ ン 医 学
博 士 に よ っ て 定 義 さ れ た 。 文 献 の 「 敗 血 症 」 を 定 め る 試 み は 、 多 く の 意 見 の 相 違 お よ び 知
識 を 混 乱 し た の で 、 彼 の 定 義 は は っ き り し な く て 、 主 観 的 で 、 同 語 反 復 の 定 義 と し て 故 意
に な さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 １ ９ ９ １ 年 、 診 断 お よ び こ れ ら の 病 状 の 治 療 を 明 ら か に す る 目 的 で 、 そ し て 、 こ の 分 野
の 研 究 解 釈 の 援 助 に 、 the　 American　 College　 of　 Chest　 Physicians及 び the　 Americ
an　 Society　 of　 Critical　 Care　 Medicineは 、 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 （ SIRS） お よ び
敗 血 症 に お け る 定 義 を 公 表 し た （ 表 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 生 理 的 に 変 化 す る パ タ ー ン は 、 外 傷 、 熱 傷 、 膵 炎 お よ び 感 染 を 含 む 傷 害 の 範 囲 に 応 答 し
て 、 非 常 に 重 篤 な 患 者 に 示 さ れ る 。 こ れ ら は 炎 症 反 応 、 白 血 球 増 加 症 ま た は 高 度 の 白 血 球
減 少 症 、 高 体 温 ま た は 低 体 温 、 心 搏 急 速 、 頻 呼 吸 を 含 み 、 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 （ SIRS）
と 集 合 的 に 呼 ば れ る 。 こ の 定 義 は 、 感 染 の 存 在 を 問 わ ず 、 こ れ ら の 症 状 の 炎 症 プ ロ セ ス の
重 要 性 を 強 調 す る 。 用 語 、 敗 血 症 は 、 感 染 が 疑 わ れ る か ま た は 証 明 さ れ る SIRSに お い て 存
在 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 器 官 低 潅 流 （ 臓 器 機 能 不 全 （ 例 え ば 、 低 酸 素 血 症 、 乏 尿 、 乳 酸 ア シ ド ー シ ス ま た は 変 化
し た 脳 の 機 能 ） の 徴 候 に よ っ て 明 白 に さ れ る ） の 証 拠 が あ る 場 合 、 敗 血 症 は 重 度 の 敗 血 症
に 更 に 分 類 さ れ る 。 敗 血 症 シ ョ ッ ク は 、 十 分 な fluid　 resuscitationに も か か わ ら ず 90mm
Hg未 満 の 収 縮 期 の 血 圧 と し て 定 義 さ れ る 低 血 圧 に よ る 複 雑 な 重 篤 な 敗 血 症 で あ る 。 敗 血 症
お よ び SIRSは 、 2つ 以 上 の 臓 器 不 全 （ 器 官 潅 流 お よ び 酸 素 化 障 害 に よ る 、 複 数 の 臓 器 不 全
（ MOF） と 呼 ば れ る ） に よ っ て 複 雑 と な る か も し れ な い 。 感 染 症 の 全 身 性 の 影 響 に 加 え て
、 全 身 炎 症 性 の 反 応 は 、 ひ ど い 炎 症 性 の 状 況 （ 例 え ば 膵 炎 お よ び 熱 傷 ） で 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 炎 症 反 応 の 徴 候 の 出 現 は 、 外 傷 性 傷 害 後 で よ り 明 確 で な い 。 集 中 治 療 室 に お い て 、 グ ラ
ム 陰 性 バ ク テ リ ア は 、 敗 血 症 ケ ー ス の 更 に ３ ５ 乃 至 ４ ０ ％ を 占 め て い る グ ラ ム 陽 性 バ ク テ
リ ア を 有 す る ５ ０ 乃 至 ６ ０ ％ の 敗 血 症 ケ ー ス に 関 係 す る 。 残 り の ケ ー ス は 、 菌 類 、 ウ ィ ル
ス お よ び 原 生 動 物 の よ り 一 般 的 で な い 原 因 に よ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 非 常 に 重 症 な 患 者 の 敗 血 症 お よ び 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 （ SIRS） の 早 め の 認 識 は 、 増 加
し た 罹 患 率 、 死 亡 率 お よ び 複 数 の 臓 器 不 全 を 伴 う 期 間 の 長 さ を 回 避 す る こ と が で き る 。 し
か し な が ら 、 敗 血 症 の 診 断 に 関 連 す る 重 大 な 課 題 が あ り 、 伝 染 性 の 要 因 （ 敗 血 症 ） に よ り
SIRSを 検 出 し 、 モ ニ タ ー し 、 処 理 す る た め に 急 速 で 、 信 頼 性 が 高 く て 、 感 度 が 高 い 方 法 を
明 ら か に 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ０ 】
　 表 １ ： 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 （ SIRS） 及 び 敗 血 症 の 定 義
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 検 出 の 正 確 で 一 貫 し た 方 法 を 提 供 す る た め に 、 敗 血 症 を 診 断 す る こ と と 関 係
し て い る 既 存 の 問 題 を 回 避 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ （ 本 明 細 書 に お い て 、 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 」 と 称 さ れ る
） と 呼 ば れ て い る 脊 髄 細 胞 受 容 体 の リ ガ ン ド （ 本 明 細 書 に お い て 、 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン
ド 」 と 称 さ れ る ） が 細 菌 性 で 菌 類 の 敗 血 症 （ 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 ） の 特 定 マ ー カ ー で あ
る と い う 本 発 明 者 の 発 見 に 基 づ く 。 換 言 す れ ば 、 SIRSは 、 細 菌 性 で あ る か 菌 類 の 感 染 症 に
よ っ て 引 き 起 こ さ れ る か ま た は 悪 化 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 系 の 細 胞 は 、 生 来 の 免 疫 系 に 帰 属 し て 、 抗 原 レ セ プ タ ー の 非 常 に
多 様 な レ パ ー ト リ を 欠 い て い る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 そ れ ら の 活 性 は 、 種 々 の 活 性 し て
い て 抑 制 の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に よ っ て 調 節 さ れ る 。 研 究 は 、 骨 髄 細 胞 に 限 定 し て 発 現 が
現 れ る 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ 系 統 の レ セ プ タ ー の 新 規 な 系 統 を 識 別 し た （ Bouchon　 et　 al.　 (2000)
　 J.　 Immunol.　 164,　 4991-4995を 参 照 ） 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ レ セ プ タ ー は 、 ア ダ プ タ ー 分 子 ― D
AP12と 関 連 し て 、 骨 髄 細 胞 を 活 性 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 最 近 の 研 究 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー が 感 染 に 対 す る 炎 症 反 応 に お い て 重 要 な 役 割 を
果 た す こ と を 証 明 す る 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の 発 現 は 、 ヒ ト の 細 菌 性 で 菌 類 の 感 染 に
応 答 し て 、 骨 髄 細 胞 に 増 加 す る 。 同 様 に 、 マ ウ ス で 、 リ ポ 多 糖 類 （ LPS） に よ る シ ョ ッ ク
の 誘 導 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の 増 加 し た 発 現 と 関 係 し て い る 。 さ ら に 、 可 溶 な Ｔ Ｒ
Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー ／ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 融 合 タ ン パ ク 質 を 有 す る マ ウ ス の 治 療 は 、 『 お と
り 』 レ セ プ タ ー と し て 、 マ ウ ス を LPSま た は E.coliに よ る 死 か ら 保 護 す る 。 可 溶 性 の レ セ
プ タ ー の 投 与 に お け る 重 要 な 生 存 の 利 点 は 、 シ ョ ッ ク 誘 導 の 最 高 4時 間 後 に 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の た め の リ ガ ン ド は 、 以 前 識 別 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 本 願 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る よ う に 、 本 発 明 者 は 細 菌 性 で 菌 の SIRS患 者 の 末 梢 好 中 球
か ら 分 離 さ れ る 好 中 球 上 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 認 め た 。 本 願 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ
て い る デ ー タ は 、 以 下 に そ れ を 示 し 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は 診 断 で 予 後 の 値 を 有
す る 。 こ れ は 、 そ の 表 現 は 細 菌 性 で あ る か 菌 類 に 由 来 し （ 敗 血 症 ） 、 細 胞 外 病 原 体 （ 例 え
ば 、 バ ク テ リ ア お よ び 菌 類 ） で の 感 染 が 証 明 さ れ る こ と が で き な か っ た SIRSの 患 者 か ら 循
環 好 中 球 を 検 出 さ れ る 。 し た が っ て 、 そ の 検 出 は 敗 血 症 の 早 め の 認 識 が で き る よ う に し 、
初 期 の 介 入 を 可 能 に す る 。 加 え て 、 患 者 が 回 復 の 臨 床 徴 候 を 示 す と き に 、 敗 血 症 患 者 か ら
の 循 環 好 中 球 上 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は 、 完 全 に 刺 激 に 対 す る 反 応 を 抑 制 さ れ る
。 し た が っ て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は ま た 、 疾 患 の 薬 理 学 的 治 療 の 間 、 敗 血 症 の
患 者 の モ ニ タ リ ン グ お よ び 追 跡 調 査 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 臨 床 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 診 断 に お
け る 方 法 並 び に 組 成 物 を 提 供 す る 。 加 え て 、 本 発 明 は 、 効 果 的 に 細 菌 で あ る か 菌 類 の 敗 血
症 治 療 を モ ニ タ リ ン グ し 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 に 関 す る 臨 床 試 験 の 関 係 者 を 選 別 し 、
細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 特 定 の 治 療 的 な 治 療 に 最 も 反 応 そ う な 被 験 者 を 識 別 し 、 細 菌 性
又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 治 療 の た め の 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 開 発 の た め の 方 法 お よ び 組
成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 第 一 態 様 で 、 本 発 明 は 被 験 者 の 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 を 診 断 す
る 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は そ の 被 験 者 か ら 得 ら れ た 生 物 サ ン プ ル の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン
ド ま た は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 換 言 す れ ば 、 本 発 明 は 患 者 の 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 を 診 断 す る か ま た は モ ニ タ ー す る
方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は 、 患 者 か ら サ ン プ ル 中 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と を 含 み 、 そ の レ ベ ル が 、 患 者 の 細 菌 性 又 は 菌
類 の 敗 血 症 の 存 在 ま た は 範 囲 の イ ン ジ ケ ー タ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に ま た 、 本 発 明 は 、 患 者 の 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ の
方 法 は 、 例 え ば 患 者 か ら 採 取 さ れ る 生 物 サ ン プ ル の 好 中 球 な ど の 細 胞 サ ン プ ル に Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ レ セ プ タ ー 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 あ る い は 、 生 物 流
体 か ら 得 ら れ る 細 胞 が 存 在 し な い サ ン プ ル 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 構 成 要 素 に Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ －
１ レ セ プ タ ー 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 の 測 定 値 は 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 を 診 断 す る
た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 そ の 結 合 を 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 有 無 に 関 連 さ せ る 、 さ ら な る ス
テ ッ プ を 含 む こ と が で き る 。 こ の 相 互 関 係 は 、 患 者 の 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 存 在 ま た
は 範 囲 を 示 す た め に 、 制 御 サ ン プ ル ま た は 参 照 基 準 の 平 均 レ ベ ル で 患 者 か ら 採 取 さ れ る 生
物 サ ン プ ル の 測 定 さ れ た レ ベ ル を 比 較 す る こ と に よ っ て な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る 「 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 」 は 、 細 菌 感 染 の よ う な 細 胞 外 病 原 体
に よ る 感 染 に 伴 う SIRS（ 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 ） を 意 味 し 、 例 え ば 、 臓 器 不 全 の 有 無 に か
か わ ら な い 菌 血 （ 血 液 中 の バ ク テ リ ア の 存 在 ） お よ び 非 細 菌 性 感 染 症 、 例 え ば Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ －
１ リ ガ ン ド の 増 大 し た 発 現 が 検 出 さ れ る こ と が で き る 真 菌 血 症 （ 例 え ば 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル
ビ カ ン ス に よ る イ ー ス ト 感 染 症 ） 、 原 虫 性 感 染 症 ま た は 血 液 寄 生 （ 例 え ば 、 フ ィ ラ リ ア 症
お よ び ト リ パ ノ ソ ー マ 症 ） で あ る 。 理 論 に よ っ て 制 約 さ れ ず に 、 本 発 明 者 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ －
１ リ ガ ン ド 発 現 が 通 常 、 細 胞 内 病 原 体 （ 例 え ば ウ イ ル ス ） に よ っ て 生 じ る 感 染 症 お よ び 敗
血 症 の 発 病 率 に お い て 増 加 し な い と 疑 う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 」 は 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る よ う に 、 特 定 の 循 環 好 中 球 に お い て
、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 患 者 の 血 球 で 見 つ か る リ ガ ン ド で あ り 、 そ れ は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ
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セ プ タ ー に 制 限 さ れ る 。 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 」 は 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る よ う
に 、 核 酸 、 す な わ ち 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 」 の 増 加 し た レ ベ ル を も た ら す た め に 細 菌 性
又 は 菌 類 の 敗 血 症 患 者 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト （ upregulated） さ れ た と 推 定 さ れ る m
RNAま た は cDNAで あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の レ ベ ル が 測 定 さ れ る 際 に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド の レ ベ ル の 測 定 値 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 す る こ と が で き る 化 合 物 と
生 物 サ ン プ ル を 接 触 す る ス テ ッ プ (a)と 、 そ の 合 成 物 と Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド と の 間 で 結
合 す る レ ベ ル を 観 察 す る こ と に よ っ て サ ン プ ル に 存 在 す る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の レ ベ ル
を 検 出 す る ス テ ッ プ （ b） を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 サ ン プ ル に 存 在 す る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の レ ベ ル の た め の サ ン プ ル の ア ッ セ イ 又 は 測
定 は 、 公 知 技 術 の 標 準 プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て 行 わ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド と 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 可 能 な 化 合 物 と の 間 の 結 合 の 観 察 が 生 じ る
際 に 、 こ の 観 察 は 周 知 の 方 法 論 を 使 用 し て 行 わ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 結 合 は 、 競 合
免 疫 測 定 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト な ど の 技 術 を 用 い る 非 競 合 ア ッ セ イ シ ス テ ム 、 ラ ジ オ イ ム
ノ ア ッ セ イ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ 酵 素 が リ ン ク し た 免 疫 吸 着 剤 分 析 ） 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 免 疫 測
定 、 免 疫 沈 降 分 析 、 沈 降 反 応 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 分 析 、 接 着 分 析 、 コ ン プ レ メ
ン ト フ ィ キ シ エ ー シ ョ ン （ complementfixation） 分 析 、 免 疫 放 射 性 分 析 、 蛍 光 免 疫 測 定 、
タ ン パ ク 質 A免 疫 測 定 、 免 疫 沈 降 分 析 、 免 疫 組 織 化 学 分 析 、 競 合 ま た は サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 組 織 学 的 分 析 、 免 疫 細 胞
化 学 分 析 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析 、 蛍 光 分 極 化 分 析 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン プ ロ キ シ ミ テ ィ 分 析
、 均 一 時 間 で 分 解 さ れ た 蛍 光 分 析 、 IAsys分 析 お よ び BIAcore分 析 を 用 い る こ と に よ っ て 検
出 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 が 実 行 さ れ る 際 に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 結 合 化 合 物 は 、 生 物
サ ン プ ル か ら Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 取 得 す る た め に プ レ ー ト に お お わ れ て い る 。 異 な る
（ 例 え ば 、 標 識 さ れ る ） か 同 じ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 結 合 化 合 物 は 、 例 え ば 、 検 出 可 能 な
薬 品 と 接 合 さ れ る こ と に よ っ て 、 プ レ ー ト 上 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 存 在 を 明 ら か に す
る た め に 用 い ら れ る 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 結 合 化 合 物 が 前 述 の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て
適 用 で き る 抗 体 で あ る 必 要 は な く 、 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る よ う に 、 TREM-1レ セ プ タ
ー の 可 溶 形 態 が こ の よ う な ア ッ セ イ で 使 用 で き る こ と は 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る で あ ろ
う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 代 替 実 施 態 様 で は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル が 測 定 さ れ る 際 に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 に 特 有
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 生 物 サ ン プ ル と 接
触 さ せ る ス テ ッ プ （ ａ ） と 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー と Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 と の 間 の 相 互 作 用 の レ ベ ル を 観 察 す る こ と に よ
っ て サ ン プ ル に 存 在 す る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル を 検 出 す る ス テ ッ プ （ b）
を 含 む 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー は 、 主 に 、 好 ま し く は 特 に 、 周 知 の 方 法 に よ っ
て 検 出 を 可 能 に す る の に 十 分 な 手 法 で Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 と 結 合 す る 。 「 相 互 作
用 の レ ベ ル 」 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ の 結 合 レ ベ ル ま た は プ ラ イ マ ー に よ っ て も た ら さ れ る 増
幅 の レ ベ ル は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る 核 酸 （ 例 え ば cDNAま た は RNA） の レ ベ ル ま た は 量 の 徴
候 を 提 供 し 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の レ ベ ル 又 は 量 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 観 察 は 、 周 知
の 方 法 論 お よ び プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て 行 わ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ が Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 、 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る た め に 使 用 さ
れ る 場 合 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 及 び in　 situハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン が 使 用 で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核
酸 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） な ど の プ ラ イ マ ー
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伸 長 反 応 、 例 え ば 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ が 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル を 検 出 す る た め
に ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル に て 実 行 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 敗 血 症 の 発 病 率 の 決 定 は 、 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル の デ ー タ 、 一 群 の コ ン ト ロ ー ル サ ン プ
ル （ 例 え ば 健 常 な 個 人 か ら の サ ン プ ル ） の 平 均 レ ベ ル 又 は 前 の 分 析 に 由 来 す る デ ー タ （ 例
え ば 、 本 発 明 の 診 断 手 段 と 関 係 し て い る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム の 範 囲 内 で 本 発 明 ま た は
デ ー タ の 診 断 用 キ ッ ト で 標 準 曲 線 ま た は 説 明 と し て 提 供 さ れ る ） と 、 サ ン プ ル に 存 在 す る
Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル と を 比 較 す る こ と に よ
っ て 行 わ れ る こ と が で き る 。 敗 血 症 の 発 生 率 の 測 定 は 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 が な い か
、 存 在 す る か 、 又 は 緩 解 の 患 者 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核
酸 の レ ベ ル の 分 析 に 由 来 す る 一 組 の 参 照 デ ー タ か ら の 分 配 パ ラ メ ー タ に 基 づ く 多 変 量 解 析
を 使 用 し て い る 可 能 性 の 比 率 を 引 き 出 す こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核
酸 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き 、 及 び ／ 又 は こ の レ ベ ル を 敗 血 症 の 疾 患 状 態 を 表 す 周 知
の レ ベ ル と 比 較 す る こ と が で き る 診 断 の た め の 手 段 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 診 断 の た め の
手 段 は 、 ス テ ィ ッ ク 試 験 の 形 を と る こ と が で き 、 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 を 実 行 し て 、 例 え
ば 、 カ ラ ー 図 に 対 し て 比 較 さ れ る こ と が で き る 比 色 結 果 を も た ら す た め に 必 要 な 試 薬 を 保
持 す る 。 ま た 、 上 述 し た よ う に 、 サ ン プ ル 測 定 手 段 を 含 む 他 の 診 断 の た め の 手 段 お よ び ／
ま た は サ ン プ ル か ら デ ー タ と 前 述 の よ う な デ ー タ と 比 較 す る た め の 関 連 す る プ ロ グ ラ ム を
有 す る 標 準 デ ー タ を 含 ん で い る デ ー タ 処 理 手 段 が さ ら に 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ の よ う に 、 前 記 し た 実 施 例 の い ず れ に お い て も 、 本 発 明 の 第 一 態 様 に よ る 方 法 は 、 Ｔ
Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の 検 出 レ ベ ル を 細 菌 性 又 は 菌 類 の
敗 血 症 の 有 無 に 関 連 さ せ る 更 な る ス テ ッ プ （ ｃ ） を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 相 互 関 係
は 、 患 者 の 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 存 在 ま た は 範 囲 を 示 す よ う に 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗
血 症 を 有 し な い 個 体 の コ ン ト ロ ー ル 集 団 か ら 得 ら れ る サ ン プ ル の 平 均 レ ベ ル と 、 サ ン プ ル
の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の 測 定 さ れ た レ ベ ル を 比 較 す
る こ と に よ っ て な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 第 一 態 様 に よ る 方 法 が 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 進
行 ま た は 緩 解 を モ ニ タ リ ン グ す る 際 に 、 換 言 す れ ば 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 進 行 ま た
は 緩 解 を 示 す た め に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 被 験 者 の 細 菌 性 又 は 菌
類 の 敗 血 症 治 療 の 効 果 お よ び ／ ま た は 進 行 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本
実 施 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 患 者 か ら の 第 二 ま た は 更 な る サ ン プ ル の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ
ン ド 若 し く は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 み 、 第
一 及 び 第 二 若 し く は 更 な る サ ン プ ル が 異 な る 時 間 に 得 ら れ 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 進
行 ま た は 緩 解 を 示 す た め に サ ン プ ル の レ ベ ル を 比 較 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 診 断 法 は 、 ex　 vivoで 実 行 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に よ る 分 析 の た め の 生 物
サ ン プ ル は 、 従 来 技 術 に お い て 様 々 な ソ ー ス 、 特 に 、 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 血 液 の 細 胞
分 画 お よ び 末 梢 血 か ら 分 離 さ れ る 好 中 球 か ら 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 得 ら れ る こ と が で き る
。 如 何 な る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド も 分 析 以 前 に 取 り 除 か れ な い か 、 ま た は 検 知 さ れ な く な
る よ う に 、 サ ン プ ル は 処 理 さ れ る サ ン プ ル で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 細 胞 を 含 有 す る サ ン プ ル に 加 え て 、 生 物 サ ン プ ル は 、 細 胞 を 含 ま な い サ ン プ ル と な る こ
と が で き 、 例 え ば 、 生 物 流 体 か ら 得 ら れ る 上 澄 み で あ る 。 こ の 場 合 、 サ ン プ ル の 構 成 要 素
で あ る 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 は 、 プ ラ ス チ ッ ク 表 面 上 に コ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 固
体 表 面 に 固 定 さ れ る 。 次 い で 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 存 在 は 、 例 え ば 、 抗 体 を 介 し て 検
出 さ れ る か 、 又 は 検 出 剤 の そ れ 自 体 を 接 合 さ れ る 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 結 合 化 合 物 を 使

10

20

30

40

50

(9) JP 2006-520593 A 2006.9.14



用 す る こ と に よ っ て 明 ら か に さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 哺 乳 類 に 適 用 可 能 で 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 ブ
タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヤ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 並 び に 、 例 え ば 、 マ ウ ス お よ び ネ ズ ミ な ど の 齧 歯 動 物
で あ る 。 一 般 的 に 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 検 査 さ れ た 生 物 サ ン プ ル は 、 ヒ ト の サ ン プ ル で
あ る 。 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 サ ン プ ル は 、 検 査 の 被 験 体 か ら の タ ン パ ク 質 分 子 を
含 む 。 代 替 と し て 、 生 物 サ ン プ ル は 、 検 査 の 被 験 体 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 や 、 検 査 の 被 験 体
か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 好 ま し く は 、 生 物 サ ン プ ル は 、 検 査 の 被 験 体 か ら の タ ン パ ク 質 分 子 を 含 む 。 好 ま し い 生
物 サ ン プ ル は 、 被 験 者 か ら 従 来 の 手 法 に よ っ て 得 ら れ た 末 梢 血 か ら 分 離 さ れ た 白 血 球 の サ
ン プ ル で あ る 。 特 に 好 ま し い サ ン プ ル は 、 好 中 球 を 含 ん で い る サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 可 能 な 化 合 物 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
リ ガ ン ド 、 抗 体 、 又 は 、 好 ま し く は 、 特 に Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド と 主 に 結 合 す る 識 別 存 在
物 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 結 合 化 合 物 、 又 は 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド が 結 合 す る パ ー ト ナ
ー 」 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 結 合 分 子 を 自 然 に 生 じ る こ と が で き 、 例 え ば 、 TREM-1-レ
セ プ タ ー と そ の 天 然 及 び 合 成 の 変 化 し た も の で あ る 。 さ ら に 、 結 合 化 合 物 の 例 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ
Ｍ － １ リ ガ ン ド 結 合 分 子 の 化 学 的 修 飾 又 は 遺 伝 的 修 飾 の 派 生 物 、 人 工 的 （ 例 え ば 、 化 学 的
に 合 成 さ れ た ） Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 結 合 分 子 、 あ る い は 組 換 え や 遺 伝 子 工 学 的 に 改 変 さ
れ た 可 溶 性 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 結 合 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 使 用 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に 対 し て 、 主 に 、 好 ま し く 特
異 的 又 は 専 有 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ り 、 下 記 に 限 定 し な い が 、 そ れ ら は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に 対 し て 生 じ る ） 、 双 特 異 的
抗 体 、 多 重 特 異 的 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ 技 術 か ら 派 生 す る 抗 体 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト 、 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 Ｆ ｖ ｓ 、 及 び Ｖ Ｌ 又 は Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 含 む フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 相 補 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） で あ る 。 そ の よ う な 抗 体
は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に し た が っ て 得 る こ と が で き る 。 （ 例 え ば 、 Chow,　 M.　 et　 al.
,　 Proc.　 Natl.　 Acad.　 Sci.　 USA　 82:910-914;　 and　 Bittle,　 F.　 J.　 et　 al.,　
J.　 Gen.　 Virol.　 66:2347-2354を 参 照 。 ） Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 免 疫 性 エ ピ ト ー プ は
、 動 物 系 シ ス テ ム （ ウ サ ギ や マ ウ ス な ど ） に 対 し て ア ル ブ ミ ン な ど の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質
と 共 に 現 れ る か 、 十 分 に 長 い 場 合 （ 少 な く と も 約 ２ ５ の ア ミ ノ 酸 ） 、 キ ャ リ ア な し で 現 れ
る 。 し か し な が ら 、 わ ず か ８ 乃 至 １ ０ の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 免 疫 性 エ ピ ト ー プ は 、 少 な く と
も 、 変 性 し た ポ リ ペ プ チ ド の 線 形 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 を 生 じ る こ と が
十 分 な こ と を 示 し た （ 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 。 ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る そ れ 以 外 の 修 飾 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は ま た 、 可 溶 性 お よ び
／ ま た は 安 定 性 の 、 例 え ば ヒ ト の IgGま た は IgM　 Fc断 片 を 与 え る た め に 、 例 え ば 、 一 つ 以
上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 派 生 し た タ ン パ ク 質 領 域 に 対 す る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の 融 合
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 加 え て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の 三 次 元 構 造 に 擬 態 し て い る 物 質 ま た は 産 物 は 、 Ｔ Ｒ
Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に 特 有 の 結 合 パ ー ト ナ ー と し て 用 い ら れ る こ と が で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ
・ モ デ リ ン グ を 基 に し て そ の よ う な も の を 設 計 す る こ と が 可 能 で あ る 。 産 物 は 、 化 学 的 手
段 を 使 用 し て 、 合 成 的 に 生 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の よ う
な 構 造 の 化 学 的 修 飾 の よ う に 、 要 求 さ れ る 構 造 を 設 計 す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 の 活 用 法 が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 さ ら に ま た 、 単 離 さ れ た Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 、 又 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 構 造 を 使
用 す る コ ン ピ ュ ー タ ・ モ デ リ ン グ が 、 公 知 技 術 の 方 法 を 使 用 し て Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に
特 有 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 生 成 す る た め に 用 い て も よ い と 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 化 合 物 は 、 自 然 に 生 じ る
Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 結 合 分 子 の 修 飾 さ れ た 異 型 で あ り 得 え 、 例 え ば 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ
ン ド を 結 合 で き る 化 合 物 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 本 明 細 書
に お い て 、 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド 」 と 称 さ れ る ） で あ り 得
る 。 適 切 な 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 下 記 で さ ら に 議 論
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 用 語 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 に 特 有 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 」 は 、 周 知 の よ う に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 、 プ ラ イ マ ー
伸 長 反 応 ま た は バ イ オ チ ッ プ に 基 づ く 分 析 法 で Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 を 検 出 す る の
に 十 分 な 手 法 で Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 と 特 異 的 に 結 合 で き る 、 任 意 の 核 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 般 的 に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 に 特 有 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 従 来 の Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 検 出 方 法 で 使 用 さ れ る ス ト リ ン ジ
ェ ン ト 又 は 穏 や か な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で サ ン プ ル の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸
と 相 互 作 用 す る 。 ノ ー ザ ン ま た は サ ザ ン 分 析 な ど の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 に 関 し 、
用 語 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 」 は 、 ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン ス が 互 い に 対 し て ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 互 い に 維 持 す る よ う に 、 少 な く と も ６ ０ ％ 、 好 ま し く は ６ ５ ％ 、 よ り
好 ま し く は ７ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は ７ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る 条 件 下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 及 び 洗 浄 条 件 を 意 味 す る 。 用 語 「 穏 や か な ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 」 は 、 ヌ ク レ オ チ
ド シ ー ク エ ン ス が 互 い に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 互 い に 維 持 す る よ う に 、 少 な く
と も ４ ０ ％ 、 好 ま し く は ４ ５ ％ 、 よ り 好 ま し く は ５ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は ５ ５ ％ の 相 同 性
を 有 す る 条 件 下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 条 件 を 意 味 す る 。 そ の よ う な ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 下 記 に 限 定 し な い が 、 Current　 Protocols　 in　 Molecular　 Bio
logy,　 1989,　 John　 Wiley　 &　 Sons,　 New　 York,　 6.3.1-6.3.6.,　 and　 Basic　 Meth
ods　 in　 Molecular　 Biology,　 1986,　 Elsevier　 Science　 Publishing　 Co.,　 Inc.,
　 New　 York,1986,　 pp.　 75-78,　 and　 84-87に 記 載 さ れ て お り 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 好 ま し く 、 制 限 さ れ な い 例 は 、 約 ４ ５
℃ の 6X塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 に 、
約 ５ ０ 乃 至 ６ ５ ℃ で 0.2X　 SSC、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の 一 回 以 上 の 洗 浄 が 続 く 。 穏 や か な ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 好 ま し く 、 制 限 さ れ な い 例 は 、 約 ４ ２ ℃ の
6X塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 に 、 約 ４
５ 乃 至 ５ ５ ℃ で 0.2X　 SSC、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の 一 回 以 上 の 洗 浄 が 続 く 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 に 関 し て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 使 用 す る プ ラ イ マ ー に 依 存 す
る が 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 テ ン プ レ ー ト が 検 出 を 可 能 に す る た め に 優 先 し て 増 幅
さ れ る よ う な も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 第 二 態 様 に よ る と 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 治 療 の 診 断 、 予 後 、 処 置 ま た は
モ ニ タ リ ン グ に 用 い ら れ る 化 合 物 お よ び 薬 学 的 な 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 第 二 態 様 の 一 つ の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 治 療 の 診 断 、
予 後 、 処 置 ま た は モ ニ タ リ ン グ に 用 い る た め の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 化 合 物
を 提 供 す る 。 さ ら に 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 治 療 の 診 断 、 予 後 、 処 置 ま た は モ ニ タ リ
ン グ に 用 い る た め の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 又 は オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 提 供 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に 結 合 で き る 化 合 物 の 使 用 、
又 は 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 、 予 後 、 処 置 若 し く は モ ニ タ リ ン グ 方 法 に お け る Ｔ Ｒ
Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 若 し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 で 、 本 発 明 は 、 細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 、 予 後 、 処 置 若 し く は
モ ニ タ リ ン グ に お け る 薬 剤 の 製 造 で Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に 結 合 で き る 化 合 物 の 使 用 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は さ ら に 、 被 験 者 が 細 菌 性 ま た は 菌 類 の 敗 血 症 を 有 す る か 、 進 展
す る 危 険 を 有 す る か を 識 別 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 細 菌
性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 を 治 療 す る た め に 、 被 験 者 が 薬 剤 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト 、 ペ プ チ ド 擬 態 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 小 分 子 ま た は 他 の 候 補 薬 ） を 投 与 で
き る か ど う か を 決 定 す る た め に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 方 法 は 、 被 験 者 が 特 定 の
薬 剤 又 は 薬 剤 の ク ラ ス （ 例 え ば 、 抗 生 物 質 ま た は 抗 菌 剤 ） で 効 果 的 に 治 療 で き る か ど う か
を 決 定 す る た め に 使 用 で き る 。 こ の よ う に し て 、 本 発 明 は 、 検 査 サ ン プ ル が 得 ら れ 、 Ｔ Ｒ
Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 が 検 出 さ れ る 、 被 験 者 が 細 菌 性 ま た
は 菌 類 の 敗 血 症 に 対 す る 薬 剤 で 効 果 的 に 治 療 で き る か ど う か を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 は 、 細 菌 性 若 し く は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 ま た は 治 療 で 使 用 す
る た め の 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 希 釈 剤 、 キ ャ リ ア あ る い は 賦 形 剤 と 共 に Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン
ド を 結 合 で き る 化 合 物 を 含 む 組 成 物 （ 例 え ば 、 薬 学 的 な 組 成 物 ） を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 し た が っ て 、 さ ら に 、 細 菌 性 若 し く は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 ま た は 治 療 方 法 に お い て 、 Ｔ
Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 化 合 物 の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 換 言 す る と 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １
リ ガ ン ド を 結 合 で き る 化 合 物 の 細 菌 性 若 し く は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 ま た は 治 療 の 使 用 で あ
る 。 本 発 明 は ま た 、 細 菌 性 若 し く は 菌 類 の 敗 血 症 の 診 断 ま た は 治 療 方 法 に お け る 使 用 で 、
ま た は 使 用 さ れ る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 化 合 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 希 釈 剤 、 キ ャ リ ア ま た は 賦 形 剤 」
は 、 全 て の 溶 媒 、 分 散 媒 体 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 性 で 抗 真 菌 性 薬 品 、 等 張 性 お よ び 吸 収 を
遅 延 さ せ る 薬 剤 、 薬 学 的 な 投 与 と 互 換 性 を 有 す る 同 等 の も の な ど 、 い ず れ も 含 む こ と を 意
図 す る 。 薬 学 的 な 活 性 物 質 に お け る そ の よ う な 媒 体 及 び 薬 剤 の 使 用 は 周 知 で あ る 。 い か な
る 従 来 の 媒 体 ま た は 薬 剤 が 活 性 化 合 物 と 適 合 し な い こ と 以 外 は 、 組 成 物 に お け る そ れ の 用
途 は 考 察 さ れ る 。 補 助 活 性 化 合 物 は ま た 、 組 成 物 に 組 み 込 ま れ る こ と が で き る 。 薬 学 的 な
組 成 物 は 、 投 与 の た め の 指 示 と 共 に 、 容 器 、 パ ッ ク ま た は デ ィ ス ペ ン サ に 含 ま れ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 第 三 の 態 様 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 の モ ジ ュ レ ー
タ ー を 識 別 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は 、 試 験 さ れ る 化 合 物 の 有 無 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド と Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 化 合 物 を 含 有 す る サ ン プ ル で 結 合 す る
レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 む 。 さ ら に 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 方 法 に よ り 識 別 さ れ る Ｔ Ｒ Ｅ
Ｍ － １ リ ガ ン ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 細 菌 性 ま た は 菌
類 の 敗 血 症 の 治 療 で 使 用 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ 、 そ の 方 法 は
、 こ の 化 合 物 と 接 触 す る サ ン プ ル に 存 在 す る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の レ ベ ル の そ の 化 合 物
の 効 果 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 被 験 者 で 細 菌 性 ま た は 菌 類 の
敗 血 症 を 処 置 す る 方 法 を 提 供 し 、 当 該 方 法 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 ま た は 活 性 の
モ ジ ュ レ ー タ ー の そ の 有 効 量 （ 例 え ば 、 阻 害 剤 ） を 必 要 と す る 個 体 に 対 す る 投 与 を 含 む 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
　 発 現 及 び ／ ま た は 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 阻 害 剤 ） 及 び ア
ゴ ニ ス ト を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 第 四 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 キ ッ ト 、 関 連 す る 試 薬 及 び 接 触 手 段 を 提 供 す る 。 一 つ
の 実 施 例 で は 、 本 発 明 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 少 な く と も 一 つ の 化 合 物 と
、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に 対 す る そ の 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 む キ ッ ト を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 別 の 実 施 例 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 に 特 異 的 な 一 つ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 、 そ の プ ロ ー ブ と プ ラ イ マ ー に よ っ て Ｔ
Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 さ ら な る 実 施 例 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 少 な く と も 一 つ の 化 合 物 又 は Ｔ
Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 に 特 異 的 な 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 若 し く は プ ラ イ マ
ー と 、 そ の 化 合 物 、 プ ロ ー ブ 、 又 は プ ラ イ マ ー を そ の リ ガ ン ド も し く は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ
ン ド の 核 酸 を 含 有 す る サ ン プ ル と 、 接 触 す る た め の 手 段 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 す る 化 合 物 に 基 づ く キ ッ ト に お い て 、 キ ッ ト は 、 例 え ば 、
（ １ ） Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド に 結 合 す る 結 合 化 合 物 （ 例 え ば 、 固 体 の 支 持 体 に 付 加 さ れ る
） 、 （ ２ ） 第 二 に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は 第 一 の 結 合 化 合 物 の い ず れ か に 結 合 し 、
検 出 剤 に 対 し て 接 合 す る 、 例 え ば 、 抗 体 な ど の 異 な る 結 合 化 合 物 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く キ ッ ト に お い て 、 キ ッ ト は 、 （ １ ） Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド
の 核 酸 シ ー ク エ ン ス に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 例 え ば 、 検 出 可 能 な 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド な ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か 、 （ ２ ） Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 分 子 を 増 幅 す る
た め に 有 用 な プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 緩 衝 剤 、
保 存 剤 ま た は タ ン パ ク 質 安 定 剤 を 含 む こ と が で き る 。 キ ッ ト は さ ら に 、 検 出 剤 を 検 出 す る
た め に 必 要 な 組 成 物 （ 例 え ば 、 酵 素 又 は 基 質 ） を 含 む こ と が で き る 。 キ ッ ト は ま た 、 分 析
さ れ る こ と が で き 、 含 ま れ る 試 験 サ ン プ ル と 比 較 可 能 な コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル 又 は 一 連 の
コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル を 含 む こ と が で き る 。 キ ッ ト の 各 組 成 物 は 、 通 常 は 、 サ ン プ ル が 細
菌 性 若 し く は 菌 類 の 敗 血 症 で あ る か 、 ま た は 進 展 す る 危 険 に あ る か の 被 験 体 を 決 定 す る た
め の 仕 様 書 を 伴 っ て 、 個 々 の 容 器 内 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 述 で 記 載 し た よ う に 、 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド 」 は Ｔ Ｒ
Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 化 合 物 と し て 機 能 で き る 。 本 発 明 の こ の 好 ま し い 実 施 態 様
に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 化 合 物 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン ス が ［ Ｓ Ｅ
Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ］ で 与 え ら れ る ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ 骨 髄 細 胞 に 発 現 さ れ る
レ セ プ タ ー を 生 じ る ） の 核 酸 又 は ア ミ ノ 酸 シ ー ク エ ン ス に 由 来 す る 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ
タ ー は 、 ヒ ト の 骨 髄 細 胞 で 発 現 さ れ 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ Ig-SF） の 貫
膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る 貫 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 血 液 好 中 球 お よ び 単 球 の サ ブ セ ッ ト に 選 択 的 に
発 現 さ れ 、 リ ン パ 球 お よ び 他 の 細 胞 の タ イ プ に は 発 現 し な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 分 離 ま た は 組 換 え 体 と し て 調 製 さ れ た Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ タ ン パ ク 質 、 ポ
リ ペ プ チ ド 若 し く は 断 片 、 相 同 物 、 派 生 物 、 ま た は 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る よ う に 「 Ｔ Ｒ Ｅ
Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド 」 と し て の 異 型 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 こ の 発
明 は 、 本 発 明 の 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド 」 を コ ー ド 化 す る 核
酸 分 子 を 包 含 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 下 記 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド の 記 載 に お い て 、 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド を 結 合 す る こ と が で き る 化 合 物 」 の 定 義 に 従 っ て 、 こ の よ う に 本 発 明 に よ っ
て 提 供 さ れ る 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 主 に 、 好 ま し く
は 特 に Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 し た が っ て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　
Ｎ Ｏ ： １ ］ の ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン ス に 対 し て 約 ３ ０ ％ 、 ３ ５ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ４ ５ ％ 、 ５
０ ％ 、 ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 若 し
く は ９ ８ ％ 同 一 で あ る ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン ス を 含 む か 、 当 該 ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン
ス で 構 成 さ れ る 核 酸 分 子 か 、 そ の 相 補 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ］ の ヌ ク レ オ チ ド シ ー
ク エ ン ス の 約 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ３ ５ 、 ４ ０ 、 ４ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ３ ０ ０
、 ３ ５ ０ 、 ４ ０ ０ 、 ４ ５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ５ ５ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ６ ５ ０ 、 ７ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 ８ ０ ０
、 ８ ５ ０ あ る い は そ れ 以 上 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む か 、 当 該 ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ
れ る 分 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 ま た は 、 そ の 相 補 に よ っ て エ ン コ ー ド で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の
ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ４ ０ ％ 、 ４ ５ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、
７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 若 し く は ９ ８ ％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン ス 、 断 片 、 相 同 物 、 派 生
物 、 ま た は そ の タ ン パ ク 質 の 異 型 、 あ る い は そ の 核 酸 分 子 の 相 補 に よ っ て エ ン コ ー ド で き
る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の
少 な く と も 約 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １ ５ ０ 、 １
７ ５ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ２ ５ 、 ２ ３ ０ 若 し く は そ れ 以 上 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む か 、 当 該 ア ミ
ノ 酸 で 構 成 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク
エ ン ス 、 断 片 、 相 同 物 、 派 生 物 、 ま た は そ の タ ン パ ク 質 の 異 型 、 あ る い は そ の 核 酸 分 子 の
相 補 に よ っ て エ ン コ ー ド で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ
： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ４ ０ ％ 、 ４ ５ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、
６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 若 し く は ９ ８ ％ 同 一 で あ る ア
ミ ノ 酸 配 列 、 断 片 、 相 同 物 、 派 生 物 、 若 し く は そ の 異 型 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ
ク 質 と な る こ と が で き 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の 少 な く と も 約 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、
２ ５ 、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １ ５ ０ 、 １ ７ ５ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ２ ５ 、 ２ ３ ０ 若
し く は そ れ 以 上 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む か 、 当 該 ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
断 片 、 相 同 物 、 派 生 物 、 若 し く は そ の 異 型 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 と な り 得
る 。 上 の 記 載 に 従 っ て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の そ の よ う な 断 片 、 相 同 物 、 派 生 物 ま た
は 異 型 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 す る 性 能 ま た は 能 力 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 用 語 「 相 同 物 」 、 特 に 、 こ こ で 使 用 さ れ る 「 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 相 同 物 」 は 、 Ｔ Ｒ
Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 す る 性 能 ま た は 能 力 を 有 し 、 こ こ で 定 義 さ れ る 充 分 な ア ミ ノ 酸 ま
た は ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン ス の 同 一 性 を 有 す る 、 任 意 の 一 連 の ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子
を 意 味 す る 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 相 同 物 は 、 同 一 種 ま た は 異 な る 種 の 動 物 の い ず れ で
も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 異 型 」 は 、 与 え ら れ た ペ プ チ ド の 自 然 に 生 じ る ア レ リ ッ ク バ リ
エ ー シ ョ ン 又 は 与 え ら れ た ペ プ チ ド 若 し く は タ ン パ ク 質 の 組 換 え 体 と し て 調 製 さ れ た バ リ
エ ー シ ョ ン の い ず れ か を 意 味 し 、 そ れ は 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 付
加 、 あ る い は 欠 如 に よ っ て 修 飾 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 派 生 物 」 は 、 修 飾 、 つ ま り 、 人 工 的 に 生 じ る ア ミ ノ 酸 を 含 む
ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 好 ま し く は 生 物 活 性 を 有 す る 任 意 の タ イ プ の 分 子 の 共
有 結 合 に よ り 与 え ら れ た ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 の 異 型 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ヒ ト の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ８ ８ ４ 塩 基 長 （ 図 １ １ ； ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ
　 Ｎ Ｏ ： １ ］ ） で あ り 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 図
１ ２ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ に 示 さ れ る ２ ３ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 貫 膜 タ ン パ ク を
エ ン コ ー ド す る ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ］ の ４ ８ か ら ７ ５ ２ ま で の ヌ ク レ オ チ ド で あ る
。 図 １ ２ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ の 演 繹 さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 は 、 単 一 の Ｉ ｇ － Ｓ Ｆ 領 域 か ら 構 成 さ れ る 細 胞 外 領 域 に よ っ て 続 く ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ
Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ か ら １ ６ （ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ］ ） の 疎 水 性 の 信
号 ペ プ チ ド に よ っ て 開 始 さ れ 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ７ 乃 至 ２ ０
０ （ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ］ ） を 包 含 し 、 こ れ は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア
ミ ノ 酸 残 基 １ ４ ６ 乃 至 １ ４ ９ （ Asn-Ser-Thr-Gln［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ］ ） 、 ［ Ｓ Ｅ
Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の １ ９ ０ 乃 至 １ ９ ３ （ Ａ ｓ ｎ － Ｓ ｅ ｒ － Ｔ ｈ ｒ － Ｇ ｌ ｎ ； ［ Ｓ Ｅ Ｑ
　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ ］ ） 及 び ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の １ ９ ３ 乃 至 １ ９ ６ （ Ａ ｓ ｎ － Ｖ
ａ ｌ － Ｔ ｈ ｒ － Ａ ｓ ｐ ； ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ ］ ） の ３ つ の 潜 在 的 N-グ リ コ シ ル 化 部
位 と 、 共 通 配 列 、 Leu-Xaa-Val-Xaa-Cys-Xaa-Tyr（ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の 位 置 37-
43、 Ｘ ａ ａ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 示 す ） と Ig-SF－ V-タ イ プ ホ ー ル ド の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 架
橋 が 特 徴 の Asp-Xaa-Gly-Xaa-Tyr-Xaa-Cys（ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の 位 置 １ ０ ７ －
１ １ ３ ） を 含 む 。 推 定 の 貫 膜 領 域 は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ １
か ら ２ ２ ９ （ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ］ ） で 開 始 し 、 ２ １ ７ 位 置 の 荷 電 し た リ ジ ン 残 基
を 含 む 。 そ の 細 胞 質 の 尾 部 は 、 5つ の ア ミ ノ 酸 残 基 （ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ］ ） か ら
構 成 さ れ 、 シ グ ナ リ ン グ モ テ ィ ー フ （ signaling　 motifs） を 含 ま な い よ う に 見 え る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス 」 又 は 「 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 」 は 、 分 泌 性
又 は 膜 境 界 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 で 生 じ る 、 少 な く と も 約 １ ０ 乃 至 ４ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ
プ チ ド を 意 味 し 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 チ
ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 又 は バ リ ン な ど の 少 な く と も 約 ５ ０ 乃 至 ７ ５ ％ の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸
残 基 を 含 む 。 シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス は 、 脂 質 二 分 子 層 に こ の よ う な シ ー ク エ ン ス を 含 む タ
ン パ ク 質 を 導 く の に 役 立 つ 。 シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス は 、 通 常 、 タ ン パ ク 質 の 成 熟 過 程 に お
い て 切 断 さ れ る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は ま た 、 こ の よ う な シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 裂 開 か ら 生
じ る 領 域 と 成 熟 し た タ ン パ ク 質 の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 し た が っ て 、 成 熟 し た Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ は 、 一 つ 以 上 の 下 記 の 領 域 を 含 み 、 そ れ ら は 、 （ １ ） 少
な く と も 一 つ の Ｉ ｇ － Ｓ Ｆ 領 域 を 含 む 細 胞 外 領 域 、 （ ２ ） 貫 膜 領 域 及 び （ ３ ） 細 胞 質 領 域
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 し た が っ て 、 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 で 用 い る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し
た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 に
お い て 、 本 発 明 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ
ド を 含 ま ず 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ７ か ら ２ ３ ４ （ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ
Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ］ ） を 含 む 成 熟 し た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｔ
Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ
ノ 酸 残 基 １ か ら １ ６ が 遺 伝 子 工 学 的 に ヘ テ ロ な シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 置 換 さ れ る こ と 以 外 は
、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 特 定 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 で 用 い る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し
た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ７ か ら ２ ０ ０ （ ［ Ｓ Ｅ
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Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ］ ） を 含 む 細 胞 外 領 域 を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｔ Ｒ
Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ
酸 残 基 ２ ０ １ か ら ２ ２ ９ （ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ］ ） を 含 む 貫 膜 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 で 用 い る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Ｓ Ｅ
Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ３ ０ か ら ２ ３ ４ （ ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ］ ）
を 含 む 細 胞 質 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 で 用 い る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ
ペ プ チ ド は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 結 合 を 表 す ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の 断 片 を 含
む 。 そ の よ う な 断 片 は 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ７ か ら ２ ０ ０ （ ［
Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ］ ） を 含 む 細 胞 外 領 域 か ら 派 生 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 記 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た 核 酸 分 子 及 び ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 本 発
明 の 使 用 に 最 適 な 他 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 分 子 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 又 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド の 核 酸 を 結 合 す る （ 又 は 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 表 す ） 能 力 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド 及 び 核 酸 分 子 で あ る 。 例 え ば 、 そ れ ら は 同 一 種 又 は 異 な る 種 の 動 物 の い ず れ か の 相
同 性 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー と な り 得 る 。 そ れ ら 動 物 は 、 好 ま し く は 哺 乳 類 で あ り 、 よ
り 好 ま し く は マ ウ ス ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ］ 及 び ラ ッ ト な ど の げ っ 歯 類 で あ り 、 最
も 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 相 同 性 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の 核 酸 分 子 （ つ ま り 、 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ］ ）
は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て ヒ ト の cDNAま た は そ れ の 部 分 を 使 用 し て 本 明
細 書 で 定 義 さ れ る よ う に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト ま た は 適 度 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 標 準
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に よ っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た ヒ ト の 核 酸 分 子 に 相 同 し
て 近 似 の ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン ス に 基 づ い て 分 離 で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド の 異 型 は 、 本 発
明 の 方 法 で 使 用 で き 、 そ の 方 法 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 の 増 幅 も し く は 減
少 す る か 、 ま た は Ｔ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 す る 性 能 若 し く は 能 力 を 維 持 す る か 保 持 す る
一 方 で 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 局 所 的 な 構 造 を 変 化 す る た め に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 遺 伝 子 工 学
的 に 改 変 さ れ る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 損 及 び ／ 又 は 挿 入 を 含 む 。 ア ミ
ノ 酸 の 修 飾 は 任 意 の 既 知 の 方 法 に よ っ て な す こ と が で き 、 様 々 な 方 法 は 当 業 者 に お い て 利
用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 例 え ば 、 突 然 変 異 は 、 下 記 に 限 定 し な い が 、 修 飾 さ れ る 与 え ら れ た ポ リ ペ プ チ ド の シ ー
ク エ ン ス 内 に 一 つ 以 上 の 修 飾 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 を 含 む 任 意 の 既 知 の 技 術
に し た が っ て 実 行 さ れ て よ い 。 シ ー ク エ ン ス の 異 型 を 得 る た め に 使 用 さ れ る 突 然 変 異 の 例
は 、 部 位 に 特 異 的 な 突 然 変 異 、 Ｐ Ｃ Ｒ が 介 在 す る 突 然 変 異 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン な ど の 突
然 変 異 剤 で の 処 理 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 好 ま し く は 、 修 飾 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 表 面 が 露 出 し た 残 基 で あ る 。 加 え て 、 ア ミ ノ
酸 の 置 換 に お い て 、 好 ま し く は 、 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 保 守 的 な ア ミ ノ 酸 の 置 換 で
あ り 、 例 え ば 、 極 残 基 が 極 残 基 で 置 換 さ れ 、 親 水 性 残 基 が 親 水 性 残 基 で 置 換 さ れ 、 疎 水 性
残 基 が 疎 水 性 残 基 で 置 換 さ れ 、 正 荷 電 残 基 が 正 荷 電 残 基 で 置 換 さ れ 、 ま た は 負 荷 電 残 基 が
負 荷 電 残 基 で 置 換 さ れ る 。 さ ら に 、 好 ま し く は 、 修 飾 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 種 全 体 に お
い て 、 保 存 性 が 高 い か 完 全 で は な く 、 お よ び ／ ま た は 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 維 持
す る た め に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 し た が っ て 、 活 性 に き わ め て 重 大 で な い ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 む Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か
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ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 で 用 い る の に 適 切 で あ る 。
こ の よ う に し て 、 分 離 さ れ た Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た 核 酸 分 子 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ
－ １ リ ガ ン ド を 結 合 す る 性 能 を 有 す る ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ま た は ４ ］ の ア ミ ノ 酸 配
列 に 対 し て 少 な く と も 約 ４ ０ ％ 、 ４ ５ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７
５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 若 し く は ９ ８ ％ 相 同 す る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン ス と な り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド の
派 生 物 を 含 む 。 例 え ば 、 制 限 さ れ な い が 、 派 生 物 は 、 例 え ば 、 糖 鎖 形 成 、 ア セ チ ル 化 、 ぺ
グ リ レ ー シ ョ ン （ pegylation） 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 周 知 の 保 護 ／ ブ ロ ッ キ ン グ ・ グ ル
ー プ に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 裂 開 、 細 胞 リ ガ ン ド ま た は 他 の タ ン パ ク 質 に 対 す る
結 合 な ど の 修 飾 さ れ る ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 含 ん で よ い 。 多 数 の 化 学 的 な 修 飾 は 、
下 記 に 限 定 し な い が 、 特 定 の 化 学 的 切 断 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 な ど を 含 む 周 知 の 技 術
に よ っ て 実 行 さ れ て よ い 。 加 え て 、 派 生 物 は 一 つ 以 上 の 古 典 的 で な い ア ミ ノ 酸 を 含 ん で よ
い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 宿 主 細 胞 で 核 酸 の 発 現 に 適 し た
形 態 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 、
周 知 な 組 換 え の 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て エ ン コ ー ド さ れ 、 発 現 で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 多 様 な 宿 主 ベ ク タ ー シ ス テ ム は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る シ ー ク エ ン ス を 発 現 す る よ
う に 、 本 発 明 で 活 用 さ れ て よ い 。 そ れ ら は 、 下 記 に 限 定 さ れ な い が 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
と 形 質 転 換 し た バ ク テ リ ア 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ま た は コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ； 酵 母 ベ ク
タ ー を 含 む 酵 母 な ど の 微 生 物 ； ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 バ ク ロ ウ ィ ル ス ） に 感 染 し て い る 昆 虫
細 胞 シ ス テ ム ； 又 は 、 ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 痘 疹 ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 そ の 他 ） に 感
染 し て い る 哺 乳 類 の 細 胞 シ ス テ ム を 含 む 。 ベ ク タ ー の 発 現 要 素 は 、 そ れ ら ベ ク タ ー の 強 さ
と 特 性 に お い て 異 な る 。 活 用 さ れ る 宿 主 の ベ ク タ ー シ ス テ ム に 依 存 し て 、 多 く の 適 切 な 転
写 お よ び 翻 訳 要 素 の い か な る も の が 、 使 用 さ れ て よ い 。 あ る い は 、 組 換 え の 発 現 ベ ク タ ー
は 、 例 え ば 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 調 節 シ ー ク エ ン ス と Ｔ ７ 酵 素 を 使 用 し て 、 in　 vitroで 転
写 お よ び 翻 訳 で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド
は 、 生 物 活 性 分 子 及 び Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の 一 つ 以 上 の 領 域 ま た は そ の 断 片 を 含 む 融
合 タ ン パ ク 質 と な り 得 る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の 一 つ 以 上 の 領 域 ま
た は そ の 断 片 に 対 し て 、 組 換 え 融 合 又 は 化 学 的 に 接 合 （ 共 有 接 合 及 び 非 共 有 接 合 の 両 接 合
を 含 む ） さ れ る 生 物 活 性 分 子 （ 例 え ば 、 リ ポ ー タ 部 位 ま た は 付 加 的 な 結 合 部 位 と し て 安 定
性 、 可 溶 性 ま た は 作 用 を 与 え る ） を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の よ う に し て 、 さ ら に 本 発 明 は 融 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 し 、 本 発 明 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ
プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る た め に 、 ヘ
テ ロ な ポ リ ペ プ チ ド （ つ ま り 、 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ ０ 、 少 な く と も
２ ０ 、 少 な く と も ３ ０ 、 少 な く と も ４ ０ 、 少 な く と も ５ ０ 、 少 な く と も ６ ０ 、 少 な く と も
７ ０ 、 少 な く と も ８ ０ 、 少 な く と も ９ ０ あ る い は 少 な く と も １ ０ ０ の ア ミ ノ 酸 が 関 連 し な
い ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 一 部 ） に 対 し て 組 換 え 融 合 さ れ る か 、 又 は 化 学 的 に 接 合 （ 共
有 接 合 及 び 非 共 有 接 合 の 両 接 合 を 含 む ） さ れ る 。 融 合 は 、 必 ず し も 直 接 的 に 必 要 と さ れ る
わ け で は な く 、 リ ン カ ー シ ー ク エ ン ス に よ っ て 生 じ て よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派
生 し た ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 が 、 様 々 な タ イ プ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 派 生 す る シ ー ク
エ ン ス に 対 し て 融 合 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ
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ペ プ チ ド は 、 in　 vitro及 び in　 vivoで 、 融 合 し た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を よ り 可
溶 性 で 安 定 す る た め に 、 例 え ば 、 本 明 細 書 の 実 施 例 １ 及 び ２ に 記 載 の よ う に 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 又
は Ｉ ｇ Ｍ 分 子 （ ヒ ト 若 し く は ネ ズ ミ ） の 定 常 領 域 （ 例 え ば 、 ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領
域 ） に 対 し て 融 合 で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 特 定 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド が 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ 、 こ の
実 施 例 ３ で 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の 細 胞 外 部 分 と ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ の 定 常 領 域 と の 間 の 融
合 タ ン パ ク 質 （ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー － ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ） は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の レ
ベ ル を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｎ 末 端 で ヘ テ ロ な シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス と 融
合 す る 本 発 明 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 例 え ば 、 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド に 自 然 に 見 ら れ る シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス は 、 ヘ テ ロ な オ リ ジ ン か ら 由 来
す る シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス に よ っ て 置 換 で き る 。 様 々 な シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス は 、 市 販 さ
れ て お り 入 手 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 メ リ チ ン お よ び ヒ ト の 胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の
分 泌 シ ー ク エ ン ス （ 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 Ｌ ａ Ｊ ｏ ｌ ｌ ａ 、 ス ト ラ タ ジ ー ン 社 ） は 、 真
核 生 物 の ヘ テ ロ な シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス と し て 利 用 可 能 で あ る 。 原 核 細 胞 の ヘ テ ロ な シ グ
ナ ル シ ー ク エ ン ス の 実 施 例 と し て 、 phoA分 泌 シ グ ナ ル （ Sambrook,　 et　 al.,　 supra;　 a
nd　 Current　 Protocols　 in　 Molecular　 Biology,　 1992,　 Ausubel,　 et　 al.,　 eds.
,　 John　 Wiley　 &　 Sons） 及 び プ ロ テ イ ン Ａ 分 泌 シ グ ナ ル （ 米 国 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、
ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 ） が 列 記 で き る 。 他 の 実 施 例 は 、 の バ ク ロ ウ
ィ ル ス エ ン ベ ロ ー プ ・ タ ン パ ク 質 の ｇ ｐ ６ ７ 分 泌 シ ー ク エ ン ス （ Current　 Protocols　 in
　 Molecular　 Biology,　 1992,　 Ausubel,　 et　 al.,　 eds.,　 John　 Wiley　 &　 Sons）
で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド は
、 タ グ シ ー ク エ ン ス 、 例 え ば 、 タ グ が ｐ Ｑ Ｅ ベ ク タ ー （ QIAGEN,　 Inc.,　 9259　 Eton　 Av
enue,　 Chatsworth,　 CA,　 91311） に 提 供 さ れ た よ う な ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド 、 又
は イ ン フ ル エ ン ザ 血 球 凝 集 素 タ ン パ ク 質 か ら 派 生 す る エ ピ ト ー プ に 対 応 す る 、 血 球 凝 集 素
“ Ｈ Ａ ” タ グ （ Wilson,　 et　 al.,　 1984,　 Cell　 37:767） 及 び “ ｆ ｌ ａ ｇ ” タ グ （ Knap
pik,　 et　 al.,　 1994,　 Biotechniques　 17(4):754-761） に 融 合 で き る 。 市 販 さ れ て お
り 入 手 可 能 な 多 く の タ グ の 中 で も 、 こ れ ら の タ グ は 、 組 換 え 生 成 さ れ た Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ
プ タ ー か ら 派 生 し た ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 に お い て 、 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標 準 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ る か 、 又 は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 合 成
機 に よ る 、 タ ン パ ク 質 合 成 技 術 に よ っ て 生 成 で き る 。 一 旦 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 が 組
換 え 発 現 に よ っ て 生 成 さ れ る と 、 タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 、 任 意 の 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 、 親 和 性 、 特 に 、 特 定 の 抗 体 に お け る 親 和 性 、
サ イ ズ に よ る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） 、 遠 心 分 離 、 異 な る 可 溶 性 、 ま た は 、 タ ン パ ク
質 精 製 の た め の 任 意 の 他 の 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 精 製 さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 態 様 は 、 被 験 者 の 複 数 の 診 断 の フ レ ー ム ワ ー ク に お い て 適 用 さ れ る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 複 数 の 疾 病 に お い て 患 者 か ら の 組 織 サ ン プ ル で 複 数 の 診 断 検 査 を 行 な
う 、 患 者 の 疾 病 に 対 す る 有 無 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に お い て 、 本 発 明 は 改 善 を 提 供 し
、 こ こ で 一 つ の 診 断 検 査 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 又 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ
ベ ル の 測 定 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 上 記 し た 本 発 明 の 様 々 な 態 様 及 び 実 施 例 は さ ら に 、 下 記 に 適 用 さ れ る 。 そ れ ら は 、 細 菌
性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 を 検 出 す る た め の 診 断 手 段 ； そ の よ う な 診 断 手 段 を 含 む 診 断 キ ッ ト 、
細 菌 性 又 は 菌 類 の 敗 血 症 に お い て 個 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ を 含 む 感 染 の 処 置 方
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法 、 こ の 方 法 に お い て 、 敗 血 症 は 、 個 体 か ら の サ ン プ ル の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド ま た は Ｔ
Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 核 酸 の レ ベ ル と 相 関 し て お り 、 敗 血 症 が 同 定 さ れ た 場 合 、 感 染 症 を
予 防 す る か 、 ま た は 抑 制 す る た め に 個 体 を 治 療 す る ； 敗 血 症 を 検 出 す る た め の 手 段 の 製 造
に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 結 合 で き る 化 合 物 の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 で 引 用 さ れ る 特 許 文 献 、 特 許 出 願 公 開 公 報 、 文 献 を 含 む 全 て の 刊 行 物 は 、 限 定
し な い が 、 各 個 々 の 刊 行 物 が 、 す べ て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ
て 特 定 し て 個 々 に 示 さ れ る よ う に 、 本 明 細 書 に 参 照 に よ っ て 組 み 込 ま れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 各 々 の 態 様 の 好 適 な 特 徴 は 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 各 々 の 他 の 態 様 に 適 用 で き
る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は 、 添 付 図 に 関 し て 、 以 下 の 制 限 し な い 実 施 例 に 関 し て 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 図 １ は 腹 膜 炎 誘 発 性 敗 血 症 （ Ｃ Ｌ Ｐ ） の モ デ ル マ ウ ス の 概 略 を 示 す 。 C57BL/6マ ウ ス は
麻 酔 さ れ 、 盲 端 は 腹 部 正 中 線 切 開 に よ っ て 露 出 し て 、 G23針 の 単 一 穴 に よ る 端 部 か ら 半 分
で 50-80%の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 受 け た 。 少 量 の ス ツ ー ル は 、 開 通 を 確 実 に す る た め に 、 穴 か
ら 放 出 さ れ た 。 次 い で 、 盲 端 は 腹 膜 空 腔 に さ れ 、 開 腹 は 層 に お い て 閉 じ た 。 CLPの 後 の 生
存 は 、 少 な く と も 7日 間 に お い て 、 1日 に つ き 4-6回 評 価 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 図 ２ は 、 通 常 と 敗 血 症 の マ ウ ス の ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 図 を 示 す 。 パ ネ ル A)は
、 全 血 染 色 で あ る 。 全 血 細 胞 は 、 ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー /IgG蛍 光 四 量 体 お よ び Ly
-6G（ 上 部 の プ ロ ッ ト 線 ） ま た は 人 間 の IgG蛍 光 四 量 体 お よ び Ly-6G（ 底 の プ ロ ッ ト 線 ） に
よ っ て 二 重 染 色 さ れ た 。 1匹 の 代 表 的 な コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス お よ び 1匹 の 敗 血 症 （ CLP） マ
ウ ス の 二 倍 の 陽 性 群 の 頻 度 が 示 さ れ る 。 Panel　 B)は 、 腹 膜 細 胞 染 色 で あ る 。 通 常 で あ る
か 敗 血 症 の （ CLP） マ ウ ス の 腹 膜 空 腔 の 細 胞 は 、 ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー /IgGま た
は ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー /IgMで 染 色 さ れ た 。 代 表 的 な コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス の Ly-6G
陽 性 、 ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー /IgG陽 性 細 胞 の 全 体 の 頻 度 は 、 代 表 的 な 敗 血 症 （ CL
P） マ ウ ス に 由 来 す る 腹 膜 細 胞 に お い て 検 出 さ れ た 35%と 比 較 し た 8.8%で あ る 。 棒 グ ラ フ 図
面 は 、 細 胞 サ ブ セ ッ ト を 表 し て い る 低 い Ly-6G（ コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス の 40%お よ び 敗 血 症 マ
ウ ス の 77%） と 高 い Ly-6G（ 敗 血 症 マ ウ ス の 33%） の 二 倍 の 陽 性 群 の 頻 度 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 図 ３ は 敗 血 症 マ ウ ス の 腹 膜 顆 粒 白 血 球 上 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 の 時 間 の 経 過 を
示 す 。 細 胞 は 、 CLP誘 導 の 後 、 異 な る 時 間 （ 30分 、 3時 間 、 6時 間 ） に 敗 血 症 （ CLP） マ ウ ス
の 腹 膜 洗 浄 及 び 全 血 か ら 回 復 さ れ て 、 次 い で 、 Ly-6G-PE及 び mＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー /Ig
G-四 量 体 Alexa　 488で 染 色 さ れ た 。 パ ネ ル Aは 、 敗 血 症 マ ウ ス の ゲ ー ト Ly-6Gの 陽 性 細 胞 群
内 で mＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー -IgG-四 量 体 陽 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 し て い る ヒ ス ト グ
ラ ム の プ ロ ッ ト を 示 す 。 パ ネ ル Bは 、 敗 血 症 マ ウ ス の 腹 膜 洗 浄 及 び 全 血 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ
ガ ン ド の 発 現 の 経 過 を 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 図 ４ は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド が 敗 血 症 患 者 か ら 末 梢 好 中 球 に 発 現 さ れ る こ と を 示 し 、
可 溶 な huTREM-1/IgMで 投 与 に 依 存 し て 染 色 す る 。 敗 血 症 患 者 の 末 梢 血 か ら 分 離 さ れ る 好 中
球 は 、 huTREM-1/IgMの 異 な る 濃 度 ： 0.2、 0.5、 1μ g/mlに よ っ て 染 色 さ れ た 。 ヒ ス ト グ ラ
ム プ ロ ッ ト は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 を 急 性 及 び 回 復 時 の １ 人 の 代 表 的 な 敗 血 症 患
者 に お い て 表 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 ５ は 、 敗 血 症 患 者 の 末 梢 好 中 球 で の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 を 示 す 。 ヒ ス ト グ ラ
ム プ ロ ッ ト は 、 試 験 に 含 ま れ る １ ２ 人 の 個 々 の 敗 血 症 患 者 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現
を 表 す 。 本 願 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る 末 梢 血 液 か ら 分 離 さ れ る 好 中 球 は 、 huTREM-1/IgM

10

20

30

40

50

(19) JP 2006-520593 A 2006.9.14



に よ っ て 染 色 さ れ て 、 急 性 疾 患 時 及 び 回 復 後 に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ 空 の ヒ ス ト グ ラ
ム ） に よ っ て 分 析 さ れ た 。 患 者 が 感 染 性 シ ョ ッ ク で 死 ん だ の で 、 血 液 サ ン プ ル が 利 用 で き
る よ う に さ れ な か っ た ２ 人 の 患 者 に は 第 ２ の 時 間 位 置 が 欠 け て い る 。 満 た さ れ た ヒ ス ト グ
ラ ム は 、 コ ン ト ロ ー ル IgMで の 染 色 を 表 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 図 ６ は 、 敗 血 症 （ 中 心 高 体 温 ） を 伴 わ な い 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 （ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ） の 代 表 的
な 患 者 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 を 示 す 。 末 梢 血 好 中 球 は 、 図 ５ ま で に 説 明 し た よ う
に 、 分 析 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 図 ７ は 、 非 感 染 性 起 源 の 敗 血 症 お よ び SIRS患 者 の 末 梢 血 好 中 球 で の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン
ド 発 現 を 示 す 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 発 現 の 個 々 の デ ー タ が 報 告 さ れ る 。 デ ー タ は 、 huＴ
Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー /IgMで 染 色 さ れ る 細 胞 の 幾 何 平 均 蛍 光 と 、 コ ン ト ロ ー ル IgM染 色 さ
れ る 細 胞 の 幾 何 平 均 蛍 光 と の 間 の 比 率 と し て 報 告 さ れ る 。 統 計 学 的 に 重 要 な 差 異 は 、 急 性
の 敗 血 症 と 回 復 の 敗 血 症 と の 間 (p<0.0001)で 、 敗 血 症 と SIRSと の 間 (p<0.0001)で 観 察 さ れ
た 。 敗 血 症 グ ル ー プ も 、 健 康 な 対 照 群 (p<0.001)と 著 し く 異 な る 。 統 計 分 析 は 、 ク ラ ス カ
ル -ウ ォ リ ス 試 験 に よ っ て 実 行 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 図 ８ は 、 敗 血 症 患 者 の 末 梢 血 好 中 球 で の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 の 時 間 経 過 を 示 す
。 急 性 及 び 回 復 時 の 敗 血 症 患 者 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 幾 何 学 的 平 均 蛍 光 （ Geometric
　 Mean　 Fluorescence（ GMF） ） が 報 告 さ れ る 。 患 者 が 死 去 し て 第 ２ サ ン プ ル が 利 用 で き
な か っ た そ れ ら の 2つ の ケ ー ス 以 外 で 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
は 、 分 析 さ れ る 全 て の 敗 血 症 の 患 者 に お い て 観 察 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 図 ９ は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー お よ び Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド が ヒ ト 敗 血 症 及 び CLPマ
ウ ス の 好 中 球 の 異 な る サ ブ セ ッ ト に よ っ て 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド
の パ ネ ル A)の 発 現 は 、 抗 ヒ ト CD15　 MAbお よ び huTREM-1/IgMで の 二 重 染 色 に よ っ て 、 敗 血
症 の 患 者 （ 末 梢 の pmn、 敗 血 症 患 者 ） の 末 梢 好 中 球 で 評 価 さ れ た 。 ド ッ ト プ ロ ッ ト は 、 CD1
5陽 性 細 胞 の 2つ の 異 な る サ ブ セ ッ ト が 敗 血 症 の 患 者 に お い て 区 別 さ れ る こ と が で き る こ と
を 示 す ： 低 い CD15お よ び 高 い CD15の 発 現 細 胞 。 ヒ ス ト グ ラ ム プ ロ ッ ト は 、 ２ つ の サ ブ セ ッ
ト の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の
発 現 細 胞 の 大 多 数 は 、 CD15の 低 い サ ブ セ ッ ト （ 38%） で 見 ら れ 、 そ の 一 方 で 、 か ろ う じ て
、 細 胞 は CD15の 高 い サ ブ セ ッ ト に 存 在 し な い 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の パ ネ ル B)の 発 現 は
、 抗 マ ウ ス Ly-6Gお よ び mＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー /IgGで の 二 重 染 色 に よ っ て 、 CLPマ ウ ス
（ CLP腹 膜 洗 浄 ） の 末 梢 好 中 球 に て 評 価 さ れ た 。 ド ッ ト プ ロ ッ ト は 、 Ly-6Gの 陽 性 細 胞 の 2
つ の 異 な る サ ブ セ ッ ト が CLPマ ウ ス に お い て 区 別 さ れ る こ と が で き る こ と を 示 す ： 低 い Ly-
6Gお よ び 高 い Ly-6Gの 発 現 細 胞 。 ヒ ス ト グ ラ ム プ ロ ッ ト は 、 2つ の サ ブ セ ッ ト の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ －
１ リ ガ ン ド の 発 現 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 細 胞 の 大 多
数 は 、 Ly-6Gの 低 い サ ブ セ ッ ト （ 33%） で 見 ら れ 、 そ の 一 方 で 、 か ろ う じ て 、 細 胞 は Ly-6G
の 高 い サ ブ セ ッ ト に 存 在 し な い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 図 １ ０ は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 発 現 の in　 vitroの 誘 導 を 示 す 。 敗 血 症 の 患 者 の 血 液
培 養 か ら の グ ラ ム 陽 性 で グ ラ ム 陰 性 バ ク テ リ ア の 全 天 然 抽 出 物 で の 健 常 な 提 供 者 か ら の 全
血 の in　 vitroの 刺 激 。 本 願 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る よ う に 、 代 表 的 な 健 常 な 提 供 者 か
ら の 全 血 が 16時 間 に お い て 刺 激 さ れ て 、 細 胞 は 、 huＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー /IgMで 染 色 さ
れ て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 さ れ た 。 細 胞 は 、 フ ィ ジ カ ル パ ラ メ ー タ （ phys
ical　 parameters） （ SSC、 横 の 散 乱 お よ び FSC、 前 方 散 乱 ） に 基 づ い て ゲ ー ト さ れ た 。 パ
ネ ル Aの ヒ ス ト グ ラ ム プ ロ ッ ト は 、 顆 粒 白 血 球 （ 高 SSC） の 分 析 を 表 す 。 パ ネ ル Bの ヒ ス ト
グ ラ ム プ ロ ッ ト は 、 リ ン パ 球 （ 低 SSC） の 分 析 を 表 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 図 １ １ は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 　 cDNA［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ］ を 示 す 。
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【 ０ １ ０ ９ 】
　 図 １ ２ は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ を
示 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 図 １ ３ は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ シ グ ナ ル ペ プ チ ド ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　
Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ］ を 示 す 。
【 ０ １ １ １ 】
　 図 １ ４ は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ 細 胞 外 領 域 ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　
Ｎ Ｏ ： ４ ］ を 示 す 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 図 １ ５ は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ N-グ リ コ シ ル 化 部 位 ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ
　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ］ 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ N-グ リ コ シ ル 化 部 位 ） ア ミ ノ 酸 配 列
［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ 、 ７ 及 び ８ ］ 並 び に ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ 細 胞 質 の 尾
部 ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ］ を 示 す 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 図 １ ６ は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ 成 熟 タ ン パ ク 質 ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ
Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ］ を 示 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 図 １ ７ は 、 ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 　 cDNA配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ］ (G
enbank　 Accession　 No.　 NM_021406)を 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 図 １ ８ は 、 TREM-1-四 量 体 構 造 体 で 実 行 さ れ る 免 疫 蛍 光 検 査 染 色 を 示 す 。 簡 潔 に は 、 Fc
尾 部 ま た は mTrem1/IgG（ マ ウ ス TREM-1/IgG　 Fc定 常 部 融 合 タ ン パ ク 質 ） は 、 室 温 で ３ ０ 分
間 に お い て ４ ： １ の モ ル 比 率 で 、 Protein　 A　 FITCに よ っ て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。
反 応 は 、 室 温 で １ ５ 分 間 に お い て ヒ ト IgGに よ っ て 妨 げ ら れ る 。 複 合 体 は 、 サ ン プ ル に 転
換 さ れ て 、 氷 上 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 顆 粒 白 血 球 は 洗 浄 さ れ 、 抗 GR-1　 PE
で 対 比 染 色 さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 図 １ ９ は 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン の た め の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 を 示 す 。 mRNAは 、 Microfast-Trac
k（ 登 録 商 標 ） （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） を 使 用 し て 分 離 さ れ る 。 cDNAが 、 取 扱 説 明 書 に 従 い
、 SMART（ 登 録 商 標 ） PCR　 Synthesis　 kit　 (BD　 Bioscience　 Clontech)を 使 用 し て 合 成
さ れ て 増 幅 さ れ る 。 次 い で 、 増 幅 さ れ た cDNAは 、 SMART T M （ 登 録 商 標 ） 　 PCR　 cDNA　 Synt
hesis　 kit　 and　 the　 PCR-Select T M （ 登 録 商 標 ） cDNA　 Subtraction　 kitの 両 キ ッ ト を
使 用 し て 取 扱 説 明 書 に し た が っ て 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン の た め に 調 製 さ れ る 。 簡 潔 に は 、 cD
NAは 、 RsaIに よ っ て 消 化 さ れ て 、 精 製 さ れ る 。 異 な る ア ダ プ タ ー は 、 タ ー ゲ ッ ト cDNAの 分
離 さ れ た 群 の 端 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る 。 レ ー ン 1　 =分 子 量 マ ー カ ー ； レ ー ン 2　 =テ ス タ
ー 、 レ ー ン 3　 =サ ブ ト ラ ク ト さ れ た も の ； レ ー ン 4　 =ド ラ イ バ 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 図 ２ ０ は 、 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た も の と サ ブ ト ラ ク ト さ れ な い 群 の 両 者 に お け る マ ウ ス β
ア ク チ ン の リ ア ル タ イ ム PCRを 示 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 図 ２ １ は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 陽 性 で あ り 、 図 ２ ２ は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 陰 性 で あ る
。 実 施 例 ４ に て 説 明 し た よ う に 、 サ ブ ト ラ ク ト さ れ な い か サ ブ ト ラ ク ト さ れ た cDNAか ら 32
Pプ ロ ー ブ を 使 用 し て 実 行 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 示 す 。 実 線 の 四 角 は 、
通 常 の マ ウ ス 以 外 、 CLPマ ウ ス に お い て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 表 し 、 点 線 の 四 角 は 、 CLPマ ウ
ス 以 外 、 通 常 の マ ウ ス に お い て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ９ 】
　 実 施 例 １ ： Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド は 敗 血 症 の マ ウ ス の 好 中 球 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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　 方 法
　 ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー ／ ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 の 合 成
　 可 溶 性 の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ ｍ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ
タ ー ） ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ］ を 合 成 す る た め に 、 mＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 細 胞
外 領 域 （ GenBank登 録 番 号 NM_021406） お よ び ヒ ト IgG定 常 部 か ら な る キ メ ラ 遺 伝 子 は 、
　 　 [外 １ ]
　
　
　
に 記 載 の よ う に 調 製 で き る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｈ Ｔ ４ － Ｙ １ か ら 派 生 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｄ ４ （
Traunecker　 et　 al.,　 1991,　 Trends　 Biotechnol.,　 9:109） を 使 用 し て 構 成 さ れ た 。
mＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 細 胞 外 領 域 を エ ン コ ー ド し て い る cDNA断 片 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ
れ た プ ラ ス ミ ド DNAか ら PCRに よ っ て 増 幅 さ れ た 。 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ TAGTAGAAGCTTAT
ACTTACCGTCAGCATCTGTCCCATTTAT） ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ２ ］ は 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 制 限
部 位 及 び Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ 開 始 コ ド ン を 含 む 。 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ TAGTAGGAATTCAGGATGAGGA
AGGCTGGG） ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ３ ］ は 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 制 限 部 位 を 設 け た 。 ６ ４ ０ ｂ ｐ
ま で の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ と Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 切 断 さ れ 、 ヒ ン ジ 、 CH2お よ び 人 間
の lgGの CH3領 域 の た め の エ キ ソ ン 、 mycophenolic酸 に 対 す る 抵 抗 を 与 え て い る グ ア ノ シ ン
・ ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 系 J558Lの 表 現 の た め の kプ ロ
モ ー タ ー を 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 。 形 質 転
換 、 培 養 上 澄 み の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び mＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー -IgGの 精 製 が 記 載 の よ う
に 実 行 さ れ た （ Bouchon　 et　 al.,　 Nature　 410:　 1103,　 2001） 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ｍ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー ／ Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 の 定 量
　 精 製 さ れ た ネ ズ ミ Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 streptavidin-HRPに し た が っ て 、 mＴ Ｒ Ｅ
Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ 50D1、 ネ ズ ミ IgG1、 κ ） に 対 し て 捕 獲 タ ン パ ク 質 お よ び 特 定 の ビ オ チ
ン 化 さ れ た mAbと し て 抗 ヒ ト IgGを 使 用 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 、 特 に 、 滴 定 濃 度 お よ び 機
能 性 に お い て 検 定 さ れ た 。 精 製 さ れ た ヒ ト IgＧ 融 合 タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 で 、
免 疫 反 応 性 の 1つ の バ ン ド だ け が 現 れ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 腹 膜 炎 誘 発 性 敗 血 症 （ Ｃ Ｌ Ｐ ）
　 Ｃ Ｌ Ｐ は 、 既 に 記 載 の よ う に 実 行 さ れ た （ 図 １ ） 。 要 約 す る と 、 C57BL/6マ ウ ス は 、 0.2
mlの 発 熱 物 質 を 含 ま な い 食 塩 水 （ B.　 Braun　 Melsungen　 AG,　 Melsungen,　 Germany） で
の 75mg/kg　 Ketanest（ 登 録 ） (Parke　 Davies　 &　 Company,　 Munich,　 Germany)及 び 16m
g/kg　 Rompun（ 登 録 ） (Bayer　 AG,　 Leverkusen,　 Germany)の 腹 膜 投 与 に よ っ て 麻 酔 さ れ
た 。 盲 端 は 、 1.0-1.5cmの 腹 部 正 中 線 切 開 に よ っ て 露 出 し て 、 G23針 の 単 一 穴 に よ る 端 部 か
ら 半 分 の 50-80%の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 受 け た 。 少 量 の ス ツ ー ル は 、 開 通 を 確 実 に す る た め に
、 穴 か ら 放 出 さ れ た 。 次 い で 、 盲 端 は 腹 膜 空 腔 に さ れ 、 開 腹 は 5/0　 Proleneス レ ッ ド （ Et
hicon,　 Norderstedt,　 Germany） で 層 に 閉 じ た 。 1mgの mＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー -IgG1ま
た は 1mgの huIgG1、 ｋ （ シ グ マ ） を 含 ん で い る 無 菌 の 500μ lの 食 塩 水 が 、 CLP.の 直 後 に 腹
膜 内 に 注 入 さ れ た 。 CLPは 、 治 療 群 の 正 体 に 対 し 盲 目 で 実 行 さ れ た 。 CLPの 後 の 生 存 は 、 少
な く と も 7日 間 に お い て 、 1日 に つ き 4-6回 評 価 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 血 液 お よ び 腹 膜 洗 浄 流 体 の 分 析
　 血 液 （ 250μ l） は 、 CLPの 誘 導 の 後 、 異 な る 時 間 位 置 で Serum　 Separator　 Tube（ べ ク
ト ン デ ィ キ ン ソ ン ） に 、 マ ウ ス の 尾 部 静 脈 か ら 集 め ら れ た 。 腹 膜 洗 浄 細 胞 は 、 CLP誘 導 の
後 、 異 な る 時 間 位 置 で 収 集 さ れ た 。 総 細 胞 数 は コ ー ル タ ー ・ カ ウ ン タ で 決 定 さ れ 、 異 な る
カ ウ ン ト は ギ ム ザ 及 び メ イ の Gruenwald溶 液 （ シ グ マ ） で 染 色 さ れ る サ イ ト ス ピ ン 調 製 の
標 準 の 形 態 的 な 基 準 に 従 っ て 実 行 さ れ た 。 腹 膜 洗 浄 の た め の サ ン プ ル に つ き ３ 分 野 に つ い
て 、 最 低 200の 細 胞 が 分 野 ご と に 計 数 さ れ た 。
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【 ０ １ ２ ４ 】
　 通 常 と 敗 血 症 の マ ウ ス の ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 視 覚 化
　 全 血 染 色 の た め に 、 通 常 の マ ウ ス （ 右 側 の プ ロ ッ ト 線 ） お よ び 敗 血 症 の マ ウ ス （ 左 の プ
ロ ッ ト 線 ） か ら 1： 2に 希 釈 さ れ た 150μ lの 血 液 は 、 室 温 で 20分 間 に お い て Fc　 III/IIブ ロ
ッ ク Ｍ ａ ｂ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 。 さ ら に 、 血 液 細 胞 は 、 mＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ
ー /IgG（ 上 の プ ロ ッ ト 線 ） お よ び HuIgG（ 底 の プ ロ ッ ト 線 ） 蛍 光 四 量 体 の ８ μ ｇ ／ サ ン プ
ル で 染 色 さ れ た 。 要 約 す る と 、 ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー -IgGの 32μ gま た は コ ン ト
ロ ー ル と し て の ヒ ト IgGは 、 Protein　 A　 Alexa　 488(Molecular　 Probes)と 共 に ４ ： １ の
モ ル 比 に て 暗 所 に お い て Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｂ Ｓ Ａ ０ ． ５ ％ の バ ッ フ ァ ー で 室 温 、 ３ ０ 分 間 複 合 さ れ
た 。 完 全 に タ ン パ ク 質 Aの 非 特 異 的 な 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 サ ン プ ル に つ き 更
な る 2μ gの huIgGが あ る 場 合 に は 、 多 量 体 染 色 は 、 氷 上 で 1時 間 に お い て 150μ lの PBS/BSA
バ ッ フ ァ ー に て 実 行 さ れ た 。 サ ン プ ル は Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｂ Ｓ Ａ で ２ 回 洗 浄 さ れ 、 さ ら に 抗 Ｌ ｙ －
６ Ｇ － Ｐ Ｅ 抗 体 で 染 色 さ れ た 。 細 胞 蛍 光 定 量 的 な 分 析 に よ っ て サ ン プ ル を 分 析 す る 前 に 、
赤 血 球 は 、 Ｂ Ｄ 溶 解 溶 液 を 使 用 し て 結 局 の と こ ろ 溶 解 さ れ た 。 通 常 ま た は CLP治 療 を う け
て い る マ ウ ス の 腹 膜 空 腔 か ら 取 り 戻 さ れ る 細 胞 は 、 室 温 で 、 ２ ０ 分 間 の 抗 Fcγ III/II　 MA
b（ 10μ g/ml） （ Pharmingen） に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ た 。 細 胞 は 、 mＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ
ー /IgGま た は huＴ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー /IgMの 上 澄 み （ 融 合 タ ン パ ク 質 濃 度 >40μ g/ml）
で サ ン プ ル に つ き 1mlが 氷 上 で 20分 間 さ ら に 染 色 さ れ た 。 洗 浄 後 、 サ ン プ ル は 、 標 準 の 染
色 条 件 下 で 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ － Ｐ Ｅ 及 び 抗 Ｌ ｙ － ６ Ｇ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 体 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ
れ 、 次 い で 、 細 胞 蛍 光 定 量 的 な 分 析 を 受 け た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 結 果
　 ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ の た め の リ ガ ン ド は 、 腹 膜 炎 誘 発 性 敗 血 症 （ Ｃ Ｌ Ｐ ） （ 図 １ ） の 敗
血 症 条 件 下 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 ２ つ の 異 な る 染 色 ア プ ロ ー チ 、 ｍ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １
－ レ セ プ タ ー ／ Ｉ ｇ Ｇ 四 量 体 （ パ ネ ル Ａ ） 及 び モ ノ マ ー （ パ ネ ル Ｂ ） 、 を 使 用 す る こ と に
よ っ て 、 我 々 は 、 細 胞 の 表 面 に リ ガ ン ド の 存 在 を 示 す 、 ｍ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 融 合 タ
ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 、 細 胞 を 検 出 し た （ 図 ２ ） 。 染 色 は 、 特 に 敗 血 症 の マ ウ ス の
腹 膜 空 腔 か ら 得 ら れ る 好 中 球 に 明 ら か で あ る 。 ま た 、 敗 血 症 の マ ウ ス と 比 較 し た よ り 低 い
範 囲 以 外 、 ほ と ん ど Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 陽 性 は 、 通 常 の 非 敗 血 症 の 状 況 で 存 在 す る よ
う に 見 え な い 。 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ 融 合 タ ン パ ク 質 は ネ ズ ミ 細 胞 を 染 色 せ ず 、 同 じ 染 色 条 件
下 で ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 さ れ る 。 図 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ
ガ ン ド 発 現 は 、 CLP誘 導 の 後 、 ３ 乃 至 ６ 時 間 に お い て 敗 血 症 の マ ウ ス か ら 腹 膜 細 胞 で ア ッ
プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る よ う に 見 え る 。 敗 血 症 の マ ウ ス の 血 液 か ら 分 離 さ れ る 細 胞 の Ｔ Ｒ Ｅ
Ｍ － １ リ ガ ン ド 発 現 の 動 力 学 は CLP誘 導 後 、 6時 間 か ら よ り 遅 く 、 2%の Ly-6Gの 陽 性 の 細 胞
だ け が Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 表 す 。 し か し な が ら 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド は 、 CLP誘 導
の 15時 間 後 に 敗 血 症 の マ ウ ス の 血 液 か ら 分 離 さ れ る 細 胞 に お い て 、 良 好 に 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 実 施 例 ２ ： Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ － リ ガ ン ド は 敗 血 症 シ ョ ッ ク の 患 者 の 循 環 好 中 球 に 発 現 さ れ る
　 方 法
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー ／ ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ 融 合 タ ン パ ク 質 の 合 成
　 可 溶 性 の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ － レ セ プ タ ー （ ｈ ｕ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ ） を
合 成 す る た め に 、 ｈ ｕ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ （ GenBank　 accession　 number　 AF196329） 細 胞 外 領
域 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ ］ を エ ン コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
（ TAGTAGGAGCTCACAGGAAGGATGAGGAAGACCAGGCTC） ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ４ ］ 、 ブ ラ ン
ト の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ AAGCTTATACTTACCCCTGATGATATCTGTCACATTTGT） ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ
　 Ｎ Ｏ ： １ ５ ］ で Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ の ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領 域
の エ ク ソ ン を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 こ の ベ ク タ ー は 、 Traunecker,　 L
uke　 and　 Karjalainen　 in　 Nature　 331,　 84-86　 (1988)及 び EP0394827に よ っ て す で
に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 で き る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｈ Ｔ ４ － Ｙ １ か ら 派 生 さ れ る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ
Ｄ ４ （ Traunecker　 et　 al.,　 1991,　 Trends　 Biotechnol.,　 9:109） か ら 派 生 さ れ る 。
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マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 系 J558Lへ の キ メ ラ 遺 伝 子 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 培 養 上 清 の ス ク リ
ー ニ ン グ 及 び huTREM-1/IgMの 精 製 は 、 前 述 し た よ う に 実 行 さ れ た （ Traunecker　 et　 al.,
　 1991,　 Trends　 Biotechnol.,　 9:109） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ヒ ト TREM-1／ ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ 融 合 タ ン パ ク 質 の 定 量
　 精 製 さ れ た ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 streptavidin-HRPに し た が っ て 、 ｈ ｕ Ｔ Ｒ Ｅ
Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ ２ １ Ｃ ７ 、 ネ ズ ミ IgG1、 κ ） に 対 し て 捕 獲 タ ン パ ク 質 お よ び 特 定 の ビ
オ チ ン 化 さ れ た mAbと し て 抗 ヒ ト IgG／ Ｉ ｇ Ｍ （ ジ ャ ク ソ ン ラ ボ ラ ト リ ー ズ ） を 使 用 す る Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 、 特 に 、 滴 定 濃 度 お よ び 機 能 性 に お い て 検 定 さ れ た 。 精 製 さ れ た ヒ ト Ig
M融 合 タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 で 、 免 疫 反 応 性 の 1つ の バ ン ド だ け が 現 れ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 末 梢 血 好 中 球 の 分 離
　 ２ ６ 人 の 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 （ SIRS） 患 者 か ら の 末 梢 血 が 分 析 さ れ た 。 全 身 性 細 菌 性
／ 菌 類 の 感 染 症 （ 敗 血 症 ） に 関 す る １ ２ 人 の 患 者 、 全 身 性 細 菌 性 で 菌 類 の 感 染 症 の い か な
る 所 見 が な く 、 異 な る 臨 床 傷 害 か ら の SIRSを 有 す る １ ４ 人 の 患 者 で あ る 。 抗 生 物 質 お よ び
ス テ ロ イ ド 処 理 の 開 始 前 に 、 末 梢 血 は 、 SIRSお よ び 敗 血 症 の 診 断 の す ぐ 後 で 、 集 め ら れ た
。 全 て の 患 者 は 、 体 温 が 38° Cよ り 高 く 、 心 拍 数 が 90/minよ り 高 く 、 白 血 球 が １ ２ ｘ １ ０
９ ／ ｌ よ り 高 か っ た 。 第 二 の 末 梢 血 サ ン プ ル は 回 復 の 後 で 採 取 さ れ 、 上 記 の 臨 床 パ ラ メ ー
タ の 正 常 化 と し て 定 義 さ れ た 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は 、 上 記 し た 時 間 と 位 置 で 評
価 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 末 梢 血 好 中 球 の 染 色
　 末 梢 顆 粒 白 血 球 は 、 デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 お よ び 続 く フ ィ コ ー ル 勾 配 に よ っ て 血 液 か ら 分 離
さ れ た 。 次 い で 、 精 製 さ れ た 細 胞 は 、 抗 TREM-1Ｍ ａ ｂ お よ び huTREM-1/IgMで 染 色 さ れ た 。
簡 潔 に は 、 細 胞 は 、 フ リ ー な Fc結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 ヒ ト IgG（ シ グ マ ） に よ
っ て 、 予 め イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 。 可 溶 な TREM-1/IgMの 上 澄 み （ 100μ l=1g） が 添 加
さ れ 、 ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 。 洗 浄 後 、 １ μ ｌ の F（ ab） ２ の ロ バ の
抗 ヒ ト IgG1-PE（ ジ ャ ク ソ ン イ ミ ュ ノ リ サ ー チ ） が 添 加 さ れ た 。 洗 浄 後 、 細 胞 は 、 再 懸 濁
さ れ て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FACS　 LSR、 べ ク ト ン デ ィ キ ン ソ ン ） に よ っ て 分 析 さ れ
た 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 、 顆 粒 白 血 球 に 精 製 し た ヒ ト IgMで 染 色 し て 実 行 さ れ た 。
場 合 に よ っ て は 、 抗 CD15（ Pharmingen） で の 二 重 染 色 が 実 行 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 統 計 分 析
　 統 計 分 析 は 、 ク ラ ス カ ル -ウ ォ リ ス 試 験 に よ っ て 実 行 さ れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 結 果
　 14人 の SIRS（ 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 ） 患 者 お よ び 12人 の 敗 血 症 患 者 か ら 得 ら れ る 末 梢 血
好 中 球 は 、 TREM-1お よ び Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 の た め に 分 析 さ れ た 。 患 者 は 、 図 4
に 示 す 基 準 に 基 づ い て 分 類 さ れ た 。 TREM-1は 末 梢 好 中 球 で 構 成 的 に 発 現 さ れ 、 そ の 発 現 は
SIRSま た は 敗 血 症 の 間 、 最 低 限 に 調 節 さ れ る だ け で あ る 。 SIRSお よ び 敗 血 症 患 者 か ら の 末
梢 好 中 球 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 表 面 発 現 を 検 出 す る た め に 、 可 溶 な huTREM-1/IgM融
合 タ ン パ ク 質 に よ っ て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 。 huTREM-1/IgMで の 染 色 は 、 具 体 的 で 、
投 与 に 依 存 す る 。 図 ４ に 示 す よ う に 、 陽 性 の 細 胞 数 は 、 染 色 の た め に 使 用 す る huTREM-1/I
gMの 量 と 比 例 し て い た 。 1μ gの huTREM-1/IgMに つ い て は 、 細 胞 の 80%は 陽 性 に 染 色 し た 。
そ の 一 方 で 、 0.2μ gに つ い て は 、 細 胞 の 45%だ け が 陽 性 に 染 色 し た 。
敗 血 症 患 者 か ら 分 離 さ れ る 末 梢 好 中 球 の 高 い パ ー セ ン テ ー ジ は 陽 性 に ヒ ト TREM-1/IgMで 染
色 し 、 そ れ ら が 細 胞 表 面 （ 図 5） 上 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 発 現 し た こ と を 示 し た 。 し
か し な が ら 、 同 じ 患 者 か ら の 末 梢 好 中 球 が 回 復 時 に 分 析 さ れ る と き に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ
ン ド を 発 現 し て い る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は 激 減 し た 。 そ れ ぞ れ に そ れ ら の 血 液 培 養 （ 表
２ ） か ら 分 離 さ れ た 細 菌 株 で 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 発 現 の こ の パ タ ー ン は 、 研 究 に お い
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て 分 析 さ れ た 敗 血 症 12人 の 患 者 全 員 に お い て 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 表 ２ ： 敗 血 症 患 者 の 血 液 培 養 か ら 分 離 さ れ た 細 菌 株 。 敗 血 症 患 者 の １ ２ 人 全 員 に お い て
、 研 究 で 分 析 さ れ た 。 そ れ ら の す べ て は 、 そ れ ら の 血 液 培 養 か ら 分 離 さ れ る 識 別 可 能 な 細
菌 株 を 有 し た 。 1つ の ケ ー ス に お い て 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス は 、 血 液 培 養 か ら 分 離 さ
れ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 疾 患 の 陽 性 結 果 と 関 連 す る Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 の ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す 。 面 白 い こ と に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は 、 外 傷 、 髄 膜 炎 、
肺 炎 （ 表 ３ お よ び 図 ６ ） を 含 む 傷 害 の 範 囲 か ら 生 じ て い る SIRS患 者 か ら の 末 梢 好 中 球 に 検
出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は 、 敗 血 症 の 特 定 の マ ー カ ー で あ
っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ６ 】
　 表 ３ ： 敗 血 症 を 伴 わ な い 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 （ SIRS） 患 者 の 臨 床 診 断 。 合 計 14人 の SI
RS患 者 が 、 研 究 に お い て 分 析 さ れ た 。 患 者 は 、 こ こ で 一 覧 を 示 す 異 な る 診 断 で 集 中 治 療 室
に 入 る の を 許 可 さ れ た 。 バ ク テ リ ア /菌 類 は 、 そ れ ら の 血 液 か ら 分 離 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 急 性 で 回 復 後 の 敗 血 症 患 者 及 び SIRS患 者 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は 図 ７ に ま と め
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ら れ 、 発 現 の 個 々 の デ ー タ が 報 告 さ れ る 。 デ ー タ は 、 huTREM-1/IgMで 染 色 さ れ る 細 胞 の 幾
何 平 均 蛍 光 と 、 コ ン ト ロ ー ル IgMで 染 色 さ れ る 細 胞 の 幾 何 平 均 蛍 光 と の 間 の 比 率 と し て 報
告 さ れ る 。 統 計 的 な 需 要 な 差 異 は 、 急 性 の 敗 血 症 と 回 復 時 の 敗 血 症 と の （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０
１ ） 間 、 及 び 敗 血 症 と Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ と の （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） 間 で 観 察 さ れ た 。 敗 血 症 グ ル ー
プ も ま た 、 健 康 な 対 照 群 と は 著 し く 異 な る （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 敗 血 症 患 者 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 の 時 間 経 過 は 、 図 ８ に お い て 報 告 さ れ る 。 Ｔ
Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 が 回 復 時 に 全 て の 敗 血 症 患 者 に お い て 減 少 す る こ と は 、 明 ら か
に 明 白 で あ る 。 患 者 が 死 去 し た 理 由 で 、 第 2の サ ン プ ル が 利 用 で き な か っ た ２ つ の ケ ー ス
以 外 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 発 現 の 減 少 は 、 分 析 さ れ る 全 て の 敗 血 症 の 患 者 に お い て 観 察
さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 特 に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は 、 敗 血 症 の 間 、 好 中 球 の サ ブ セ ッ ト に 制 限 さ れ る
よ う で あ る 。 図 ９ （ パ ネ ル A） に 示 す よ う に 、 敗 血 症 の 患 者 か ら 分 離 し た ３ ８ ％ の Ｃ Ｄ １
５ の 低 い 好 中 球 が Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 発 現 し 、 そ の 一 方 で 、 わ ず か 2%の CD15の 高 い 好
中 球 は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 発 現 し た 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 発 現 の 同 じ パ タ ー ン は ま
た 、 CLPマ ウ ス （ 図 10、 パ ネ ル Ｂ ） か ら の 好 中 球 に 検 出 さ れ る 。 こ こ で 、 大 多 数 の Ｔ Ｒ Ｅ
Ｍ － １ リ ガ ン ド の 陽 性 細 胞 は 腹 膜 洗 浄 （ 77%） か ら 分 離 さ れ る 細 胞 の Ly-6Gの 低 い サ ブ セ ッ
ト に 帰 属 す る 。 そ の 一 方 で 、 Ly-6Gの 高 い 細 胞 の 33%だ け は Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 発 現 す
る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 結 論 と し て 、 こ こ で 示 さ れ る デ ー タ は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 が 診 断 値 を 有 す る
こ と を 証 明 す る 。 こ れ は 、 次 の こ と の 故 で あ る 。 そ の 発 現 は 、 細 菌 起 源 （ 敗 血 症 ） の Ｓ Ｉ
Ｒ Ｓ 患 者 か ら の 循 環 好 中 球 で は 排 他 的 に 検 出 さ れ 、 細 菌 感 染 が 証 明 さ れ る こ と が で き な か
っ た SIRS患 者 か ら の 好 中 球 で は 検 出 さ れ な い 。 し た が っ て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 発 現 の
検 出 は 敗 血 症 の 早 め の 認 識 が で き る よ う に し て 、 症 状 の 管 理 の 重 要 な 問 題 が 早 期 の 介 入 を
許 容 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 加 え て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は 予 後 的 価 値 を 有 し 、 そ の 理 由 は 、 次 の こ と に あ
る 。 患 者 が 回 復 の 臨 床 徴 候 を 示 す と き に 、 敗 血 症 患 者 か ら の 循 環 好 中 球 に お け る 発 現 は 完
全 に 刺 激 に 対 す る 反 応 を 抑 制 さ れ る 。 し た が っ て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 の モ ニ タ
リ ン グ は 、 新 規 な 治 療 法 の 評 価 と 同 様 に 、 疾 患 の 薬 理 学 的 治 療 間 に お い て 、 敗 血 症 の 患 者
の 追 跡 調 査 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 実 施 例 ３ ： in　 vitroの Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ － リ ガ ン ド 発 現 の 誘 発
　 方 法
　 天 然 細 菌 抽 出 物 で の 全 血 の in　 vitroの 刺 激
　 敗 血 症 の 患 者 の 血 液 培 養 ま た は 気 管 支 の 滲 出 液 か ら 分 離 さ れ る 細 菌 は 集 菌 さ れ 、 天 然 抽
出 物 は 凍 結 融 解 を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 調 製 さ れ た 。 す べ て の 天 然 抽 出 物 が 、 全 血 の in　
vitro刺 激 の た め に 用 い ら れ た 。 簡 潔 す る と 、 全 血 は 、 完 全 な RPMI媒 体 で １ ： ６ に 希 釈 さ
れ た 。 天 然 細 菌 抽 出 物 （ 1グ ラ ム ／ ミ リ リ ッ ト ル ） は 、 直 接 全 血 に 加 え ら れ て 、 ３ ７ ／ ４
０ ℃ で 、 １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 。 可 溶 な TREM-1/IgMで の 染 色 が 上 記 に 載 の よ
う に 実 行 さ れ た 。 サ ン プ ル は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FACS　 LSRべ ク ト ン デ ィ キ ン ソ ン
） に よ っ て 分 析 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 結 果
　 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 の 時 間 経 過 を 分 析 す る た め に 、 我 々 は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ
ン ド の 発 現 が 定 義 さ れ た 刺 激 に よ っ て 誘 発 さ れ る こ と が で き る in　 vitroシ ス テ ム を 設 定
し た 。 健 常 な 提 供 者 か ら の 全 血 は 、 敗 血 症 の 患 者 の 血 液 培 養 ま た は 気 管 支 の 滲 出 液 に 由 来
す る グ ラ ム 陽 性 バ ク テ リ ア 、 グ ラ ム 陰 性 バ ク テ リ ア お よ び 菌 類 か ら の E.coli　 LPSま た は
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す べ て の 天 然 細 菌 抽 出 物 に よ っ て オ ー バ ー ナ イ ト で 刺 激 さ れ た 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 発
現 は 、 末 梢 血 か ら の 顆 粒 白 血 球 お よ び リ ン パ 球 に お け る 細 胞 蛍 光 定 量 的 な 分 析 に よ っ て 評
価 さ れ た 。 図 10（ パ ネ ル A） に 示 す よ う に 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 は 、 Gram+、 Gram
-バ ク テ リ ア お よ び 菌 類 に よ っ て 顆 粒 白 血 球 に 誘 発 さ れ た 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 発 現 は
顆 粒 白 血 球 に 特 に 誘 発 さ れ る 。 こ れ は 、 そ の 発 現 は 同 じ 実 験 的 な 状 況 （ 図 10パ ネ ル B） 下
で 刺 激 さ れ る 末 梢 リ ン パ 球 に 検 出 さ れ な か っ た こ と が 理 由 で あ る 。 刺 激 の 間 の 炎 症 誘 発 性
サ イ ト カ イ ン （ TNF、 IL-1、 IL6、 IL-12） の 追 加 は 、 部 分 的 に 顆 粒 白 血 球 に お け る Ｔ Ｒ Ｅ
Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 を 増 や す だ け だ っ た （ デ ー タ は 示 さ れ な い ） 。 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン
ド の 発 現 は 、 細 菌 抽 出 物 で の 全 血 の 刺 激 の 2時 間 後 に 早 い 時 期 に 検 出 さ れ て 、 最 初 の 刺 激
（ 示 さ れ な い デ ー タ ） の 最 高 16時 間 後 に 検 出 可 能 だ っ た （ デ ー タ は 示 さ れ な い ） 。 こ れ ら
の デ ー タ は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 が in　 vitroで 細 菌 抗 原 と の 遭 遇 に 応 じ て 好 中
球 の 細 胞 表 面 に 迅 速 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 実 施 例 ４ ： TREM-1リ ガ ン ド 識 別 ： CLP対 通 常 の 好 中 球 の 発 現 差 の ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成
　 ネ ズ ミ 好 中 球 上 の TREM-1リ ガ ン ド 発 現 は 、 厳 し く 調 節 さ れ る ： TREM-1リ ガ ン ド は 通 常 の
マ ウ ス の 末 梢 好 中 球 に 存 在 し な い し 、 骨 髄 由 来 の 成 熟 し た 顆 粒 白 血 球 に も 存 在 し な い （ 図
18） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 TREM-1リ ガ ン ド は 、 CLP治 療 さ れ た マ ウ ス の 腹 膜 空 腔 の 好 中 球 に 検 出 さ れ る こ と が で き
、 CLP誘 導 の ５ 時 間 後 に 発 現 の ピ ー ク が あ る 。 TREM-1リ ガ ン ド は 、 差 別 的 に こ れ ら の 2つ の
群 間 で 発 現 さ れ て 、 TREM-1の 結 合 の た め の 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 遺
伝 子 に お い て 識 別 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 生 成
　 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び サ プ レ ッ シ ブ PCRは 、 メ ー カ ー の 使
用 説 明 書 （ Clontech） に 従 っ て 、 the　 PCR-select　 cDNA　 subtraction　 kitを 使 用 し て
実 行 さ れ る 。 差 別 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 に お い て エ ン リ ッ チ に す る た め に 、 こ の 手 順 は サ
ブ ト ラ ク ト さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び サ プ レ ッ シ ブ PCRを 組 み 合 わ せ る 。 要 約
す る と 、 CLP対 通 常 の マ ウ ス か ら の cDNAは 、 RsaIに よ っ て 断 片 化 さ れ 、 ア ダ プ タ ー で ラ イ
ゲ ー シ ョ ン さ れ る 。 次 い で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と PCR増 幅 を 交 互 に 行 な う よ う に さ
せ る 。 サ ブ ス ト ラ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル は 、 PCRの 次 の サ イ ク ル に お い て 指 数 的 に 増 幅 さ
れ る コ ン ト ロ ー ル 群 の 分 子 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な か っ た 試 験 個 体 群 の 分 子 だ け を 可 能 に し
、 一 般 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ ー ク エ ン ス の 劇 的 な 損 失 に 帰 着 す る 。 電 気 泳 動 ゲ ル 分 析 （ 図
19） に よ っ て 例 示 さ れ る よ う に 、 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た 個 体 群 の バ ン ド の パ タ ー ン は 、 サ ブ
ト ラ ク ト さ れ な い cDNAに よ っ て 生 じ る ス メ ア よ り む し ろ 異 な っ た バ ン ド に 結 果 と し て な る
。 さ ら に ま た 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 効 率 は 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン の 前 後 で cDNAサ ン プ ル の ハ ウ
ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の β ア ク チ ン の 存 在 量 を 比 較 す る た め に 、 PCRに よ っ て 確 認 さ れ る （
図 ２ ０ ） 。 次 い で 、 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た 個 体 群 は 、 プ ラ ス ミ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る
た め に プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト ・ フ ォ ー マ ッ ト に
プ レ ー ト さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ
　 例 え ば 、 ４ ０ ０ の 無 作 為 に 選 択 さ れ た ク ロ ー ン は 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 陽 性 の 個 体
群 で 異 な っ て 発 現 さ れ た ク ロ ー ン を 検 出 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー
の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 サ ブ ト ラ ク ト さ れ な い か 、 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら ３ ２ Ｐ
プ ロ ー ブ を 使 用 し て 実 行 さ れ る （ 図 ２ １ ） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 デ ン シ ト メ ト リ 分 析 は 、 シ ー ク エ ン ス 解 析 が で き て 、 公 共 デ ー タ ベ ー ス の 周 知 の シ ー ケ
ン ス と 比 較 さ れ る こ と が で き る ク ロ ー ン の 選 択 を 可 能 に す る 。 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 サ プ レ ッ シ ブ Ｐ Ｃ Ｒ 及 び デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ を 組 み 合 わ
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せ た プ ロ ト コ ー ル は 、 共 通 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 除 去 す る 際 に 有 効 で あ る 。 多 く の 遺 伝 子
は 、 二 回 以 上 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た ク ロ ー ン の 中 に 見 受 け ら れ る こ と が で き る 。 し か し な が
ら 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 手 順 の 性 質 の た め 、 ク ロ ー ン が 特 定 の デ ー タ ベ ー ス 入 力 に マ ッ チ し
た 頻 度 は 、 タ ー ゲ ッ ト と な る 個 体 群 内 の 遺 伝 子 に お け る 発 現 レ ベ ル の 正 確 な 反 映 で は な い
。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 観 察 さ れ た デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル な 遺 伝 子 の 発 現 は 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 使 用 し て 確 証
さ れ る こ と が で き る 。 次 い で 、 候 補 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に 周 知 な 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 で in　
vitroの 転 写 ／ 翻 訳 お よ び 細 胞 蛍 光 定 量 的 な 分 析 を 行 う こ と に よ っ て 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ 結 合
に お い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ０ 】
【 図 １ 】 腹 膜 炎 誘 発 性 敗 血 症 （ Ｃ Ｌ Ｐ ） の モ デ ル マ ウ ス の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 通 常 及 び 敗 血 症 マ ウ ス の ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 図 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 敗 血 症 マ ウ ス の 腹 膜 顆 粒 白 血 球 上 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 の 時 間 の 経 過 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド が 敗 血 症 患 者 か ら 末 梢 好 中 球 に 発 現 さ れ る こ と を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 ５ 】 敗 血 症 患 者 の 末 梢 好 中 球 で の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 敗 血 症 （ 中 心 高 体 温 ） を 伴 わ な い 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 （ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ） の 代 表 的 な
患 者 の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 非 感 染 性 起 源 の 敗 血 症 お よ び SIRS患 者 の 末 梢 血 好 中 球 で の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド
発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 敗 血 症 患 者 の 末 梢 血 好 中 球 で の Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 発 現 の 時 間 経 過 を 示 す 図
で あ る 。
【 図 ９ 】 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー お よ び Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド が ヒ ト 敗 血 症 及 び CLPマ ウ
ス の 好 中 球 の 異 な る サ ブ セ ッ ト に よ っ て 発 現 さ れ る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 発 現 の in　 vitroの 誘 導 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 　 cDNA［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ］ を 示 す 配 列 で
あ る 。
【 図 １ ２ 】 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ］ を 示
す 配 列 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ シ グ ナ ル ペ プ チ ド ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ
Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ］ を 示 す 配 列 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ 細 胞 外 領 域 ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ
Ｏ ： ４ ］ を 示 す 配 列 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ N-グ リ コ シ ル 化 部 位 ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　
Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ］ 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ N-グ リ コ シ ル 化 部 位 ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［
Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ 、 ７ 及 び ８ ］ 並 び に ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ 細 胞 質 の 尾 部
） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ］ を 示 す 配 列 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー （ 成 熟 タ ン パ ク 質 ） ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ
　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ］ を 示 す 配 列 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 ネ ズ ミ Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ レ セ プ タ ー 　 cDNA配 列 ［ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ］ (Gen
bank　 Accession　 No.　 NM_021406)を 示 す 配 列 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 TREM-1-四 量 体 構 造 体 で 実 行 さ れ る 免 疫 蛍 光 検 査 染 色 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン の た め の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た も の と サ ブ ト ラ ク ト さ れ な い 群 の 両 者 に お け る マ ウ ス β ア
ク チ ン の リ ア ル タ イ ム PCRを 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 陽 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ － １ リ ガ ン ド 陰 性 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

(33) JP 2006-520593 A 2006.9.14



【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供诊断受试者中细菌或真菌败血症的方法，包括测量
取自受试者的生物样品中TREM-1配体或TREM-1配体核酸水平的步骤。 
该方法包括使生物样品与能够结合TREM-1配体的化合物接触，并比较化
合物与TREM-1配体之间的结合水平以确定TREM-1配体是否并检测水
平。此外，提供化合物，组合物和试剂盒用于诊断细菌或真菌败血症。
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