
(57)【要約】
本発明は、生物学的試料において、クラミジア科 (Chlamydiaceae)の細菌を検出するため
の方法および組成物を提供する。方法には、例えばクラミジア感染血液細胞の表面上に提
示されるクラミジア抗原に特異的に結合する抗体と、生物学的試料を接触させる工程；お
よび蛍光顕微鏡観察またはフローサイトメトリーを用いて試料を分析して、結合している
抗体を検出する工程が含まれる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 被 験 体 由 来 の 生 物 学 的 試 料 に お け る ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 数 を 定 量 化
す る た め の 方 法 ：
　 (a)被 験 体 か ら 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 試 料 を 得 る 工 程 ；
　 (b)ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 中 に 存 在 す る か ま た は 表 面 上 に 存 在 す る ク ラ ミ ジ ア 抗 原 に 特 異
的 に 結 合 す る 第 一 の 抗 体 と 、 生 物 学 的 試 料 を 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 (c)フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 生 物 学 的 試 料 を 分 析 し て 、 第 一 の 抗 体 が 結 合 し て い
る 細 胞 を 検 出 し 、 か つ 計 数 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 第 一 の 抗 体 が 結 合 し て い る 細 胞 を 、
ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 と し て 計 数 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 被 験 体 が 、 ク ラ ミ ジ ア に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 障 害 に 関 し て 無 症 候 性 で あ る 、 請 求 項 1
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 1記 載 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 体 由 来 の 生 物 学 的 試 料 に お け る ク ラ ミ ジ ア 感 染 を プ
ロ フ ァ イ リ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で (b)が 細 胞 種 特 異 的 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 第
二 の 抗 体 と 、 生 物 学 的 試 料 を 接 触 さ せ る 工 程 を さ ら に 含 み 、 か つ (c)が 細 胞 に 結 合 し て い
る 第 二 の 抗 体 を 検 出 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 こ こ で 第 一 の 抗 体 お よ び 第 二 の 抗 体 の 両 方 が
結 合 し て い る 細 胞 を 、 細 胞 種 特 異 的 抗 原 を 発 現 す る ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 と し て 計 数 す る 、
方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 感 染 細 胞 が 、 好 塩 基 球 、 樹 状 細 胞 、 好 酸 球 、 好 中 球 、 マ ス ト 細 胞 、 お よ び 単 球 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 尿 、 血 液 、 唾 液 、 痰 、 粘 液 、 精 液 、 羊 水 、 滑 液 、 脳 脊 髄 液 、 洗 口 液 、
気 管 支 洗 浄 液 、 お よ び そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 血 液 試 料 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 軟 膜 試 料 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 第 一 の 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 一 の 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 一 の 抗 体 が 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ATCC H.B.11300の も と に 、 American Type Culture 
Collection (ATCC)に 寄 託 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 と 実 質 的 に 同 一
の 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 が ク ラ ミ ジ ア 糖 脂 質 外 抗 原 (GLXA)で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 (a)が 生 物 学 的 試 料 を 細 胞 固 定 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 が 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス (Chlamydia trachomatis)、 ク ラ ミ ジ ア
・ ス イ ス (Chlamydia suis)、 ク ラ ミ ジ ア ・ ミ ュ リ ダ ル ム (Chlamydia muridarum)、 ク ラ ミ
ド フ ィ リ ア ・ シ ッ タ シ (Chlamydophilia psittaci)、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ (Ch
lamydophilia pneumoniae)、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ カ ビ エ (Chlamydophilia caviae)、 ク ラ
ミ ド フ ィ リ ア ・ ペ コ ル ム (Chlamydophilia pecorum)、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ ア ボ ー ツ ス (Chl
amydophilia abortus)、 お よ び ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ フ ェ リ ス (Chlamydophilia felis)、 な
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ら び に そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ク ラ ミ ジ ア 種 に よ っ て 発 現 さ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 少 な く と も 2つ の 時 点 で 請 求 項 1の 方 法 を 行 う 工 程 、 お よ び 少 な く と も 2つ の 時 点 で の ク
ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 数 を 比 較 す る 工 程 を 含 む 、 被 験 体 に お け る ク ラ ミ ジ ア 感 染 の 経 時 的 な 変
化 を 決 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 時 点 が 少 な く と も 1週 間 隔 て ら れ て い る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 細 胞 種 特 異 的 抗 原 が 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 、 好 中 球 、 樹 状 細 胞 、 マ ス ト 細 胞 、 お よ び 単 球
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 細 胞 種 特 異 的 抗 原 が 好 塩 基 球 に よ っ て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 細 胞 種 特 異 的 抗 原 が 好 酸 球 に よ っ て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 細 胞 種 特 異 的 抗 原 が 好 中 球 に よ っ て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 細 胞 種 特 異 的 抗 原 が 単 球 に よ っ て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 細 胞 種 特 異 的 抗 原 が CD16bで あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 細 胞 種 特 異 的 抗 原 が CDw125で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 細 胞 種 特 異 的 抗 原 が CD14で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 第 一 の 抗 体 も し く は 第 二 の 抗 体 、 ま た は 両 方 が ： 7-ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン -3-酢 酸 (A
MCA)、 Texas Red(商 標 )、 5-(お よ び -6)-カ ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン 、 リ サ ミ ン (lissamine)
ロ ー ダ ミ ン B、 5-(お よ び -6)-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン -5-イ ソ チ オ シ
ア ネ ー ト (FITC)、 7-ジ エ チ ル ア ミ ノ ク マ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン -5-
(お よ び -6)-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 5-(お よ び -6)-カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 7-
ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 、 6-[フ ル オ レ セ イ ン 5(お よ び -6)-カ ル ボ キ サ ミ ド (car
boxamido)]ヘ キ サ ン 酸 、 N-(4,4-ジ フ ル オ ロ -5,7-ジ メ チ ル -4-ボ ラ -3a,4aジ ア ザ -3-イ ン ダ
セ ン プ ロ ピ オ ン 酸 、 エ オ ジ ン -5-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 エ リ ト ロ シ ン -5-イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (B-、 R-、 ま た は シ ア ニ ン -)、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 Oregon Green 
(商 標 )、 お よ び Cascade (商 標 )ブ ル ー ・ ア セ チ ル ア ジ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く
と も 1つ の 蛍 光 体 で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 被 験 体 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 に お い て 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 数 を 減
少 さ せ る 方 法 ：
　 (a)被 験 体 か ら 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 試 料 を 得 る 工 程 ；
　 (b)生 物 学 的 試 料 を 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 の 表 面 上 の ク ラ ミ ジ ア 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 (c)蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 を 用 い て 、 結 合 し た 抗 体 を 有 す る 細 胞 を 含 み 、 こ こ で 結 合 し た
抗 体 を 有 す る 細 胞 は 感 染 し て い る と 決 定 さ れ る 、 第 一 の 細 胞 集 団 、 お よ び ク ラ ミ ジ ア 感 染
細 胞 数 が 減 少 し た 第 二 の 細 胞 集 団 の 2つ の 細 胞 集 団 に 、 生 物 学 的 試 料 由 来 の 細 胞 を 分 類 す
る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 血 液 試 料 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
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　 生 物 学 的 試 料 が 精 液 試 料 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 第 一 の 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 第 一 の 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 が ク ラ ミ ジ ア 糖 脂 質 外 抗 原 (GLXA)で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 第 一 の 抗 体 が 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ATCC H.B.11300の も と に 、 American Type Culture 
Collection (ATCC)に 寄 託 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 と 実 質 的 に 同 一
の 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 を 分 析 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 2004年 4月 16日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/563,087号 に 優 先 権 を 主 張
し 、 そ の 内 容 は 全 体 と し て 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
背 景
　 ク ラ ミ ジ ア 科 (Chlamydiaceae)の メ ン バ ー に よ る 感 染 は 、 増 大 し つ つ あ る 公 衆 衛 生 問 題
を 構 成 す る 。 ヒ ト に 対 す る 2つ の 主 な 病 原 体 は 、 (1)ト ラ コ ー マ お よ び 性 感 染 疾 患 の 病 因 で
あ る ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス (Chlamydia trachomatis)、 お よ び (2)市 中 肺 炎 の 病 因 で あ
り 、 か つ 慢 性 疾 患 の 開 始 ま た は 増 悪 に 関 わ る 病 原 体 の 有 力 候 補 で あ る 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ニ ュ
ー モ ニ エ (Chlamydia pneumoniae)で あ る 。 こ う し た 慢 性 疾 患 に は 、 例 え ば 、 ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 症 、 心 臓 動 脈 疾 患 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 な ら び に 多 発 性 硬 化 症 お よ び ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 の よ う な 神 経 病 変 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 感 染 性 で あ り か つ 持 続 性 の ク ラ ミ ジ ア を 、 患 者 に お い て 検 出 す る 方 法 が な い こ と は 公 衆
衛 生 問 題 で あ る 。 こ れ ら の 細 菌 が 「 ス テ ル ス (stealth)」 病 原 体 で あ り 、 高 頻 度 に 存 在 す
る が 明 ら か に は 見 え な い た め 、 容 易 な 同 定 法 お よ び 定 量 化 法 が 必 要 で あ る 。 さ ら に 、 ル ー
チ ン に サ ン プ リ ン グ さ れ る 生 物 学 的 液 体 で あ る 血 液 中 に は 、 ク ラ ミ ジ ア 細 胞 は 仮 に 存 在 す
る と し て も 低 頻 度 で 存 在 す る も の と 一 般 的 に 考 え ら れ た 。 そ の 結 果 、 こ れ ら の 病 原 体 を 検
出 す る 試 験 は し ば し ば 行 わ れ な い 。 さ ら に 、 あ る 種 の 試 験 は 侵 襲 性 で あ っ て し ば し ば 生 検
を 必 要 と し 、 そ の 後 組 織 試 料 中 に 病 原 体 が 示 さ れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
概 要
　 本 発 明 は 、 部 分 的 に 、 ク ラ ミ ジ ア が 広 い 範 囲 の 白 血 球 細 胞 種 に 感 染 し 、 か つ こ れ ら の 感
染 が 定 量 化 可 能 で あ る と い う 発 見 に 基 づ く 。 驚 く べ き こ と に 、 ク ラ ミ ジ ア 疾 病 に 関 し て 無
症 候 性 で あ る よ う で あ る 被 験 体 に お い て さ え 、 ク ラ ミ ジ ア の 存 在 は 、 比 較 的 よ く 見 ら れ る
こ と が 見 出 さ れ た 。 ク ラ ミ ジ ア 糖 脂 質 外 抗 原 (GLXA)な ど の ク ラ ミ ジ ア 抗 原 に 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 で 、 感 染 細 胞 を 標 識 す る こ と に よ っ て 、 被 験 体 か ら 採 取 さ れ た 感 染 細 胞 を 定 量 化
で き る 。 こ れ ら の 抗 原 の い く つ か は 、 ク ラ ミ ジ ア 細 菌 自 体 か ら 解 離 し 、 か つ ク ラ ミ ジ ア 宿
主 細 胞 (例 え ば 白 血 球 )の 表 面 上 ま た は 内 部 で 発 現 さ れ る 。 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 は 、 感 染 血 液 細
胞 の 表 面 上 ま た は 内 部 で 発 現 さ れ 得 る た め 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 、 生 物 学 的 液
体 試 料 (例 え ば 血 液 ま た は 尿 )に お い て 、 感 染 し て い る こ う し た 細 胞 (例 え ば 単 球 、 マ ク ロ
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フ ァ ー ジ 、 B細 胞 、 T細 胞 、 好 塩 基 球 、 マ ス ト 細 胞 、 好 酸 球 、 樹 状 細 胞 、 ま た は 好 中 球 )の
実 際 の 数 を 定 量 化 で き る 。 こ の 技 術 は 、 感 染 細 胞 負 荷 量 の 定 量 化 を 可 能 に し 、 し た が っ て
、 診 断 目 的 お よ び 定 量 化 目 的 の た め だ け で な く 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 を 減 少 さ せ る か ま た は 除
去 す る こ と を 目 的 と す る 、 薬 剤 お よ び ワ ク チ ン 処 置 の 効 力 を 追 跡 す る た め に も 重 要 な 価 値
を 有 す る 。 ク ラ ミ ジ ア 感 染 を 分 析 す る た め の 本 方 法 は 、 実 際 に 感 染 し て い る 宿 主 細 胞 を 同
定 し 、 か つ 宿 主 細 胞 の 外 部 に も ま た 見 出 さ れ 得 る ク ラ ミ ジ ア 核 酸 の 存 在 を 単 に 同 定 し な い
点 で 、 PCR法 に 対 し て 有 利 で あ る 。 さ ら に 、 被 験 体 由 来 の 生 物 学 的 試 料 に お け る ク ラ ミ ジ
ア 感 染 細 胞 数 の 評 価 は 、 ク ラ ミ ジ ア 核 酸 の コ ピ ー 数 よ り も 、 被 験 体 に お け る ク ラ ミ ジ ア 負
荷 量 の よ り 正 確 な 基 準 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し た が っ て 、 １ つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 体 由 来 の 生 物 学 的 試 料 に お け る ク ラ
ミ ジ ア 感 染 細 胞 数 を 定 量 化 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に は 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細
胞 中 か ま た は 表 面 上 に 存 在 す る ク ラ ミ ジ ア 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 抗 体 と 、 被 験 体
由 来 の 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 試 料 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て
生 物 学 的 試 料 を 分 析 し て 、 第 一 の 抗 体 が 結 合 し て い る 細 胞 を 検 出 す る 工 程 が 含 ま れ る 。 結
合 し た 第 一 の 抗 体 の 検 出 は 、 細 胞 中 に ク ラ ミ ジ ア 科 の 細 菌 が 存 在 す る こ と を 示 し 、 か つ 第
一 の 抗 体 が 結 合 し て い る 細 胞 数 が 計 数 さ れ る 。 生 物 学 的 試 料 は 、 ク ラ ミ ジ ア に よ っ て 引 き
起 こ さ れ る 障 害 に 関 し て 、 無 症 候 性 で あ る 個 体 か ら 採 取 し て も よ い 。 生 物 学 的 試 料 は 、 尿
、 血 液 、 唾 液 、 痰 、 粘 液 、 精 液 、 羊 水 、 滑 液 、 脳 脊 髄 液 、 洗 口 液 、 気 管 支 洗 浄 液 、 お よ び
そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 細 胞 種 特 異 的 抗 原
、 例 え ば 好 塩 基 球 、 好 酸 球 (例 え ば CDw125)、 好 中 球 (例 え ば CD16b)、 樹 状 細 胞 、 マ ス ト 細
胞 、 ま た は 単 球 (例 え ば CD14)に お い て 特 異 的 に 発 現 さ れ る 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の
抗 体 と も ま た 、 生 物 学 的 試 料 を 接 触 さ せ て 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 の プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 し 得 る
。 第 一 の 抗 体 お よ び 第 二 の 抗 体 が 両 方 と も 結 合 し て い る 細 胞 を 、 第 二 の 抗 体 に よ っ て 標 識
さ れ た 細 胞 種 の ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 で あ る と 決 定 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 異 な る
時 点 、 例 え ば 少 な く と も 1週 間 隔 て ら れ た 時 点 で 、 被 験 体 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 に 本 方 法
が 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 体 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 に お い て 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染
細 胞 数 を 減 少 さ せ る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 抗 体 と 、 被 験
体 由 来 の 生 物 学 的 試 料 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 を 用 い て 、 感 染 し て
い る と 見 な さ れ る 、 結 合 し た 抗 体 を 有 す る 第 一 の 細 胞 亜 集 団 、 お よ び ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞
数 が 減 少 し た 第 二 の 細 胞 亜 集 団 に 、 生 物 学 的 試 料 中 の 細 胞 集 団 を 分 別 す る 工 程 を 含 む 。 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 は 、 血 液 試 料 ま た は 精 液 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る 任 意 の 方 法 に お い て 、 定 量 化 可 能 な ク ラ ミ ジ ア 種 に は 、 例
え ば 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ス イ ス (Chlamydia suis)、 ク ラ ミ ジ ア ・
ミ ュ リ ダ ル ム (Chlamydia muridarum)、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ シ ッ タ シ (Chlamydophilia psi
ttaci)、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ 、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ カ ビ エ (Chlamydophilia 
caviae)、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ ペ コ ル ム (Chlamydophilia pecorum)、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・
ア ボ ー ツ ス (Chlamydophilia abortus)、 お よ び ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ フ ェ リ ス (Chlamydophi
lia felis)、 な ら び に そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ク ラ ミ ジ ア 種
が 含 ま れ る 。 用 い ら れ る 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 両 方 の 混 合 物 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 用 い ら れ る 抗 体
は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ATCC H.B.11300と し て 、 American Type Culture Collection (AT
CC)に 寄 託 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 で あ
っ て も よ い 。 ま た は も し く は さ ら に 、 抗 体 断 片 を 使 用 し て も よ い 。 さ ら に 、 任 意 の 方 法 に
お い て 、 7-ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン -3-酢 酸 (AMCA)、 Texas Red(商 標 )、 5-(お よ び -6)-カ
ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン 、 リ サ ミ ン (lissamine)ロ ー ダ ミ ン B、 5-(お よ び -6)-カ ル ボ キ シ フ
ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン -5-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)、 7-ジ エ チ ル ア ミ ノ ク マ リ
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ン -3カ ル ボ ン 酸 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン -5-(お よ び -6)-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 5-(お よ
び -6)-カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 7-ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 、 6-[フ
ル オ レ セ イ ン 5(お よ び -6)-カ ル ボ キ サ ミ ド (carboxamide)]ヘ キ サ ン 酸 、 N-(4,4-ジ フ ル オ
ロ -5,7-ジ メ チ ル -4-ボ ラ -3a,4aジ ア ザ -3-イ ン ダ セ ン プ ロ ピ オ ン 酸 、 エ オ ジ ン -5-イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト 、 エ リ ト ロ シ ン -5-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (B-、 R-、 ま た は シ
ア ニ ン -)、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 Oregon Green(商 標 )、 お よ び Cascade(商 標 )ブ ル ー ア セ
チ ル ア ジ ド な ど の 1つ ま た は 複 数 の 蛍 光 体 で 、 抗 体 (ま た は そ の 断 片 )を 標 識 し て も よ い 。
決 定 で き る 細 胞 種 に は 、 例 え ば 好 塩 基 球 、 好 酸 球 、 好 中 球 、 樹 状 細 胞 、 マ ス ト 細 胞 、 ま た
は 単 球 が 含 ま れ る 。 任 意 の 方 法 に お い て 、 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 は 、 例 え ば 、 ク ラ ミ ジ ア 糖 脂 質
外 抗 原 (GLXA)で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 被 験 体 (例 え ば 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ま
た は 家 禽 )、 な ら び に 寄 付 さ れ る 、 医 学 的 に 価 値 が あ る 生 物 学 的 液 体 、 例 え ば 、 血 液 、 精
液 、 お よ び 幹 細 胞 に お け る ク ラ ミ ジ ア 感 染 の 、 ル ー チ ン で か つ 高 感 度 の 定 量 的 評 価 を 可 能
に す る 。 さ ら に 、 被 験 体 (例 え ば ヒ ト 患 者 )に お け る ク ラ ミ ジ ア 感 染 の 進 行 お よ び 細 胞 種 分
布 を 経 時 的 に 定 量 化 可 能 で あ り 、 し た が っ て 被 験 体 に お け る 抗 ク ラ ミ ジ ア 治 療 の 効 力 を 評
価 す る 際 に 非 常 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 寄 付 さ れ る か 、 ま た は 商 業 的 に 用 い ら れ る
、 被 験 体 か ら 採 取 さ れ た 試 料 (例 え ば 血 液 お よ び 精 子 )か ら 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 枯 渇 さ
せ る た め に も 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 用 ら れ る す べ て の 技 術 的 用 語 お よ び 科 学 的 用 語
は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 に 一 般 的 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明
細 書 に お い て 記 載 さ れ る も の と 類 似 か ま た は 同 等 の 方 法 お よ び 材 料 が 、 本 発 明 の 実 施 ま た
は 試 験 に 使 用 可 能 で あ る が 、 適 切 な 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 に 記 載 す る 。 す べ て の 刊 行 物 、
特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び 本 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ る 他 の 参 考 文 献 は 、 全 体 と し て 参 照 に
よ り 組 み 入 れ ら れ る 。 矛 盾 す る 場 合 は 、 定 義 を 含 め て 、 本 明 細 書 が 支 配 す る で あ ろ う 。 さ
ら に 、 材 料 、 方 法 、 お よ び 実 施 例 は 、 例 示 の み で あ り 、 か つ 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か に
な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 任 意 の タ イ プ の 生 物 学 的 試 料 に お い て 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 検 出 お よ び /
ま た は 定 量 化 す る た め の 、 最 小 限 に 侵 襲 性 で あ る 新 規 の 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 生 物
学 的 試 料 を 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 体 (例 え ば 抗 GLXA抗 体 )ま た は そ の 断 片 に 曝 露 す る 工 程 、 お よ
び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て そ の 生 物 学 的 試 料 を 分 析 す る 工 程 、 ま た は そ の 任 意 の バ
リ エ ー シ ョ ン を 含 む 。 同 時 に 多 く の 生 物 学 的 試 料 を 分 析 す る た め 、 本 明 細 書 に お い て 記 載
さ れ る 方 法 を 、 自 動 化 系 、 例 え ば ハ イ ス ル ー プ ッ ト 系 で 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 方 法 は 、 例 え ば 、 患 者 が (a)ク ラ ミ ジ ア 科 の 細 菌 に 現 在 感 染 し て い る か ど う か ； お よ
び (b)患 者 が 感 染 し て い る 場 合 、 患 者 の 感 染 状 態 を 、 医 師 が 診 断 す る こ と を 可 能 に し 得 る
。 患 者 の 感 染 状 態 を 決 定 す る 際 、 決 定 は 、 い く つ の 細 菌 を 患 者 が 保 因 し て い る か (す な わ
ち 患 者 の 「 ク ラ ミ ジ ア 負 荷 量 」 )に 関 し て 行 わ れ る 。 患 者 が 比 較 的 高 い ク ラ ミ ジ ア 負 荷 量
を 保 因 す る 場 合 、 患 者 は 細 菌 の 症 候 性 キ ャ リ ア ー で あ り 得 る (す な わ ち 患 者 は 疾 患 の 外 見
上 の 徴 候 を 示 し 得 る )。 患 者 が 比 較 的 低 い ク ラ ミ ジ ア 負 荷 量 を 保 因 す る 場 合 、 患 者 は 最 近
感 染 し た 可 能 性 も あ る し 、 ま た は ク ラ ミ ジ ア の 無 症 候 性 キ ャ リ ア ー で あ る 可 能 性 も あ る 。
本 方 法 は 、 患 者 が ク ラ ミ ジ ア の キ ャ リ ア ー で あ る 、 す な わ ち 他 者 へ の 伝 染 を 可 能 と す る ほ
ど 十 分 に 高 い が 、 患 者 が 疾 患 症 状 を 示 さ な い ほ ど 十 分 に 低 い 、 ク ラ ミ ジ ア 負 荷 量 を 持 続 的
に 保 因 す る と 診 断 す る の に 特 に 有 用 で あ る 。 患 者 が 、 患 者 か ら ク ラ ミ ジ ア を 減 少 さ せ る /
排 除 す る 治 療 処 置 を 受 け た か 、 受 け て い る か 、 ま た は 受 け る で あ ろ う 場 合 、 本 方 法 は 、 治
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療 処 置 の 有 効 性 を 、 経 時 的 に 監 視 す る の に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 例 え ば 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 を 排 除 す る 治 療 処 置 の 開 始 前 の 時 点 、 お よ び そ の 後 の さ ま ざ ま
な 時 点 で 、 ク ラ ミ ジ ア 負 荷 量 を 決 定 し て も よ い 。 さ ま ざ ま な 細 胞 種 に お け る ク ラ ミ ジ ア の
相 対 的 分 布 (す な わ ち ク ラ ミ ジ ア 感 染 の プ ロ フ ィ ー ル )、 例 え ば 感 染 し た 好 酸 球 、 好 中 球 、
好 塩 基 球 、 マ ス ト 細 胞 、 お よ び 単 球 ま た は そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ の 数 も ま た 決 定 可 能
で あ り 、 こ れ は さ ま ざ ま な 時 点 で 、 被 験 体 に お け る ク ラ ミ ジ ア 感 染 の 状 態 を 決 定 す る 際 に
有 用 で あ り 得 る 。 本 方 法 を 用 い て 、 例 え ば ク ラ ミ ジ ア 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で ク ラ
ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 標 識 し 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (FACS)を 用 い て 、 生 物 学 的 試 料 か ら 標 識 細
胞 を 除 く こ と に よ っ て 、 被 験 体 か ら 採 取 さ れ た 液 体 生 物 学 的 試 料 か ら ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞
を 除 く こ と も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 年 1回 、 2回 、 ま た は そ れ 以 上 行 わ れ る ル ー チ ン の 血 液 検 査 と し て 、
ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 、 例 え ば 特 定 の 種 類 の 感 染 細 胞 (例 え ば 好 塩 基 球 、 好 酸 球 、 好 中 球 、
樹 状 細 胞 、 単 球 、 ま た は マ ス ト 細 胞 )の レ ベ ル が 分 析 さ れ る 。 幼 児 期 か ら 検 査 を 開 始 し 、
そ の 後 、 小 児 期 か ら 成 人 期 ま で 、 毎 年 検 査 を 続 け て も よ い 。 次 い で 、 こ の レ ベ ル の プ ロ フ
ィ ー ル を 、 患 者 の ク ラ ス に 関 し て 、 例 え ば 年 齢 、 人 種 、 性 別 、 も し く は 地 理 に よ っ て 、 ま
た は 特 定 の 患 者 に 関 し て 確 立 し 、 目 的 と す る 将 来 の 診 断 の た め に 用 い て も よ い 。 例 え ば 、
患 者 が 無 症 候 性 で あ る 際 に 、 特 定 の レ ベ ル の 感 染 細 胞 を 有 し (例 え ば 基 底 レ ベ ル )、 こ れ が
長 期 間 本 質 的 に 同 じ ま ま で あ り 得 (年 間 の 時 期 に 基 づ き 増 加 お よ び 減 少 す る 可 能 性 が あ り
、 例 え ば 冬 期 に は 幾 分 高 い )、 そ の 場 合 、 こ の 基 底 レ ベ ル の 上 昇 、 例 え ば 突 然 ま た は 別 の
異 常 な 上 昇 は 、 ク ラ ミ ジ ア に よ っ て 誘 導 さ れ る 疾 患 症 状 の 開 始 を 示 し 得 る 。 同 種 の 検 査 が
、 例 え ば 家 畜 、 家 禽 、 ま た は ウ マ に お い て 、 特 に 交 配 に 用 い る 動 物 に お い て も ま た 、 行 わ
れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 抗 体 を 用 い て 生 存 感 染 細 胞 を 標 識 し 、 医 学 的 ま た
は 商 業 的 に 価 値 が あ る 生 物 学 的 液 体 、 例 え ば 血 液 、 精 液 、 幹 細 胞 か ら 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細
胞 を 枯 渇 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 の 枯 渇 は 、 貯 蔵
お よ び 将 来 の 使 用 の た め の 枯 渇 さ せ た 細 胞 集 団 (例 え ば 凍 結 精 子 )の 貯 蔵 か ま た は バ ン ク へ
の 寄 託 の 前 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】

　 特 定 の ク ラ ミ ジ ア 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ る 抗 体 を 用 い て 、 本 発 明 の 方 法 を 行 っ て も よ い
。 1つ の 態 様 に お い て 、 抗 GLXA抗 体 が 用 い ら れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 体
、 例 え ば モ ル モ ッ ト 抗 ク ラ ミ ジ ア (例 え ば BioMediaか ら 入 手 可 能 )な ど の 市 販 さ れ て い る ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 標 準 的 方 法 を 用 い て 、 GLXAエ ピ ト ー プ の よ う な ク ラ ミ ジ ア 抗 原 (例 え ば 、 ク ラ ミ ジ ア ・
ト ラ コ マ チ ス 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ス イ ス 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ミ ュ リ ダ ル ム 、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ シ
ッ タ シ 、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ 、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ カ ビ エ 、 ク ラ ミ ド フ ィ リ
ア ・ ペ コ ル ム 、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ ア ボ ー ツ ス 、 お よ び /ま た は ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ フ ェ
リ ス 由 来 )に 特 異 的 結 合 親 和 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
産 生 し て も よ い 。 本 発 明 で 有 用 な 例 示 的 な 方 法 お よ び 抗 体 は 、 米 国 特 許 第 5,716,793号 お
よ び 第 5,840,297号 に 記 載 さ れ 、 こ れ ら は い ず れ も 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ る 。 例 え ば 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ATCC H.B.11300お よ び 11301と し て American 
Type Culture Collection (ATCC)に 寄 託 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 に は 、 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 、 例 え
ば GLXAに 結 合 可 能 な 、 無 傷 の 抗 体 分 子 お よ び そ の 断 片 が 含 ま れ る 。 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は
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、 抗 体 の パ ラ ト ー プ が 結 合 す る 、 抗 原 上 の 抗 原 決 定 基 を 指 す 。 エ ピ ト ー プ 決 定 基 は 、 典 型
的 に ア ミ ノ 酸 ま た は 糖 側 鎖 の よ う な 化 学 的 に 活 性 な 表 面 分 子 群 か ら な り 、 か つ 典 型 的 に 特
定 の 三 次 元 構 造 特 性 、 な ら び に 特 定 の 電 荷 特 性 を 有 す る 。 エ ピ ト ー プ は 、 一 般 的 に 、 少 な
く と も 5つ の 隣 接 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 「 抗 体 」 と い う 用 語 に は 、 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 Fv抗 体 断 片 、 Fab断 片
、 お よ び F(ab) 2 断 片 が 含 ま れ る 。 本 発 明 で 用 い ら れ る 抗 体 は 、 任 意 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ
ス 、 例 え ば IgG、 IgM、 IgE、 IgA、 IgD、 お よ び そ れ ら の 任 意 の サ ブ ク ラ ス で あ っ て も よ い
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 キ メ ラ 抗 体 も ま た 、 有 用 で あ る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 異 な る 部 分 が 、 異 な
る 動 物 種 に 由 来 す る 分 子 、 例 え ば マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の 可 変 領 域 、 お よ び ヒ ト
免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 を 有 す る 分 子 な ど で あ る 。 標 準 的 な 技 法 に よ り キ メ ラ 抗 体 を 産 生
で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 、 例 え ば GLXAに 特 異 的 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 断 片 を 、 公 知 の 技 法 に よ
っ て 生 成 で き る 。 こ う し た 断 片 に は 、 非 限 定 的 に 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 産 生
し 得 る F(ab') 2 断 片 、 お よ び F(ab') 2 断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 生 成
し 得 る Fab断 片 が 含 ま れ る 。 ま た は も し く は さ ら に 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し て も よ
い 。 例 え ば 、 Huse et al., 1989, Science, 246:1275を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た は も し く は さ ら に 、 一 本 鎖 Fv抗 体 断 片 を 用 い て も よ い 。 一 本 鎖 Fv抗 体 断 片 は 、 ア ミ
ノ 酸 架 橋 (例 え ば 15～ 18ア ミ ノ 酸 )を 介 し て Fv領 域 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 断 片 を 連 結 し て 、 一 本
鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。 標 準 的 技 法 に よ り 、 一 本 鎖 Fv抗 体 断 片
が 産 生 で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,946,778号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 旦 得 ら れ か ま た は 産 生 さ れ れ ば 、 例 え ば 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)技 法 お よ
び ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)を 含 む 標 準 的 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ っ て 、 ク ラ ミ ジ ア 抗 原
の 認 識 に 関 し て 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 試 験 で き る 。 例 え ば 、 Short Protocols in Molec
ular Biology, Chapter 11, Green Publishing Associates and John Wiley & Sons, Edi
ted by Ausubel, F.M et al., 1992を 参 照 さ れ た い 。 適 切 な 抗 体 は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 お
よ び 天 然 タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 等 し い 結 合 親 和 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 有 用 な 抗 体 を 、 特 定 の 色 、 例 え ば 他 の 蛍 光 体 と 対 照 的 な 色 の 光 を 発 す る
蛍 光 体 で 標 識 し て も よ い 。 ま た は も し く は さ ら に 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 体 に 対 し て 向 け ら れ る
標 識 二 次 抗 体 を 使 用 し て も よ い 。 本 発 明 で 使 用 す る た め 、 標 識 抗 体 を 購 入 す る か ま た は 産
生 し て も よ い 。 抗 体 を 標 識 す る た め の 技 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 か つ 例 え ば
、 Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
 Cold Spring Harbor, NY, 353-355(1988)に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 当 業 者 は 1つ ま た
は 複 数 の 以 下 の 蛍 光 体 ： 7-ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン -3-酢 酸 (AMCA)、 Texas Red(商 標 )(Mo
lecular Probes, Inc., Eugene, OR)、 5-(お よ び -6)-カ ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン 、 リ サ ミ
ン ロ ー ダ ミ ン B、 5-(お よ び -6)-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン -5-イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト (FITC)、 7-ジ エ チ ル ア ミ ノ ク マ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン -
5-(お よ び -6)-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 5-(お よ び -6)-カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、
7-ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 、 6-[フ ル オ レ セ イ ン 5(お よ び -6)-カ ル ボ キ サ ミ ド ]
ヘ キ サ ン 酸 、 N-(4,4-ジ フ ル オ ロ -5,7-ジ メ チ ル -4-ボ ラ -3a,4aジ ア ザ -3-イ ン ダ セ ン プ ロ ピ
オ ン 酸 、 エ オ ジ ン -5-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 エ リ ト ロ シ ン -5-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 フ ィ コ
エ リ ト リ ン (B-、 R-、 ま た は シ ア ニ ン -)、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 Oregon Green(商 標 )、 お
よ び /ま た は Cascade(商 標 )ブ ル ー ア セ チ ル ア ジ ド (Molecular Probes, Inc., Eugene, Ore
g.)を 用 い て 抗 体 を 標 識 す る よ う に 選 択 し て も よ い 。 抗 体 は ま た 電 気 化 学 標 識 (Bio Veris)
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で 標 識 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た は も し く は さ ら に 、 半 導 体 ナ ノ 結 晶 で 抗 体 を 標 識 し て も よ い 。 水 溶 性 ナ ノ 結 晶 は 、
シ リ カ ・ シ ェ ル 中 に 封 入 さ れ た 、 異 な る サ イ ズ の カ ド ミ ウ ム -セ レ ン /カ ド ミ ウ ム 硫 黄 コ ア
-シ ェ ル ・ ナ ノ 結 晶 、 ま た は メ ル カ プ ト 酢 酸 中 で 可 溶 化 さ れ た 、 カ ド ミ ウ ム -セ レ ン /亜 鉛
硫 黄 ナ ノ 粒 子 で 構 成 さ れ る 。 こ う し た 水 溶 性 ナ ノ 結 晶 は 、 調 整 可 能 な 細 い 対 称 的 発 光 ス ペ
ク ト ル を 有 し 、 か つ 光 度 的 に 安 定 で あ る 。 例 え ば 、 い ず れ も そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Bruchez Jr. et al., Science, 1998, 281:2013-2016;お よ び Chan 
et al., Science, 1998, 281:2016-2018を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 被 験 体 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 を 分 析 で き る
。 用 語 「 被 験 体 」 は 、 本 明 細 書 全 体 に わ た っ て 、 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と が で き る 動 物 ま
た は ヒ ト を 記 載 す る た め に 用 い ら れ る 。 被 験 体 が ク ラ ミ ジ ア に 感 染 し て お り 、 か つ 基 底 レ
ベ ル の ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 有 す る が 、 ク ラ ミ ジ ア 誘 導 性 疾 患 、 例 え ば 肺 炎 、 失 明 性 ト ラ
コ ー マ 、 骨 盤 内 炎 症 性 疾 患 、 ま た は 性 感 染 反 応 性 関 節 炎 の 症 状 を 有 さ な い こ と が あ る こ と
を 本 発 明 者 ら が 見 出 し た よ う に 、 被 験 体 は 、 無 症 候 性 で あ る か 、 ま た は 健 康 に 見 え る 可 能
性 が あ る 。 本 発 明 に よ っ て 、 獣 医 学 的 適 用 が 明 ら か に 意 図 さ れ て い る 。 動 物 と い う 用 語 に
は 、 非 限 定 的 に 、 鳥 類 、 爬 虫 類 、 両 生 類 、 お よ び 哺 乳 類 、 例 え ば 類 人 猿 、 ブ タ 、 マ ウ ス お
よ び ラ ッ ト の よ う な げ っ 歯 類 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 イ
ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 な ら び に ヤ ギ が 含 ま れ る 。 用 語 「 生 物 学 的 試 料 」 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 お よ び
/ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 分 析 し 得 る 、 患 者 か ら 得 た 材 料 を 指 す 。 生 物 学 的
試 料 は 、 例 え ば 、 患 者 か ら 得 ら れ る 任 意 の 液 体 、 例 え ば 尿 、 血 液 、 唾 液 、 痰 、 粘 液 、 精 液
、 羊 水 、 洗 口 液 、 気 管 支 洗 浄 液 、 滑 液 、 脳 脊 髄 液 、 腹 腔 洗 浄 液 、 尿 、 お よ び /ま た は 臍 帯
血 で あ っ て も よ い 。 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 患 者 か ら 分 析 用 の 試 料 を 得 て も
よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】

　 典 型 的 に は 、 当 技 術 分 野 に 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 お よ び /ま た は フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー に よ る 分 析 の た め 、 生 物 学 的 試 料 を 調 製 す る 。 し か し な が ら 、 調 製 の 一 部
と し て 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 体 、 例 え ば 抗 GLXA抗 体 と 生 物 学 的 試 料 を 接 触 さ せ る 。 さ ら に 、 細
胞 種 特 異 的 マ ー カ ー (例 え ば CD14、 CD16b、 ま た は CDw125)な ど の 分 化 抗 原 を 認 識 す る 第 二
の 抗 体 と 、 細 胞 を 接 触 さ せ て も よ い 。 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 手 段 を 用 い て 、 例 え ば こ れ ら
を 検 出 す る た め 、 異 な る よ う に 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 各 一 次 抗 体 の 結
合 を 区 別 で き る 。 二 次 抗 体 を 用 い て 、 例 え ば 分 化 抗 原 の 存 在 で 同 定 さ れ る 特 定 の 特 性 を 持
つ 細 胞 の 亜 集 団 を 同 定 す る こ と も で き る (例 え ば 、 単 球 上 の CD14の 存 在 に よ っ て 、 好 酸 球
が 同 定 さ れ る )。 分 化 抗 原 は 、 細 胞 表 面 上 ま た は 細 胞 内 部 に 存 在 し 得 る 。 1つ の 例 に お い て
、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 含 有 す る 白 血 球 試 料 を 、 異 な る 白 血 球 種 の 相 対 的 画 分 に 関 し て 分
析 し て も よ い 。 し た が っ て 、 所 与 の 細 胞 を 、 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 の 存 在 お よ び 白 血 球 種 特 異 的
マ ー カ ー の 存 在 に 関 し て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 同 時 に ア ッ セ イ で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 分 析 用 の 試 料 を 調 製 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 を 行 っ て ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 検 出 し 、 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー を 行 う た め の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 か つ 例 え ば 、 Nork
in et al., Exp. Cell. Res. 266(2):229-38 (2001); Handbook of Flow Cytometry Meth
ods. J. Paul Robinson (Editor) Wiley (1993);お よ び Guide To Flow Cytometry Method
s W.McLean, Grogan James, M. Collins. Marcel Dekker, Inc, New York, (1990); Pocc
ia et al, Emerging Infectious Diseases, 9(11)03-0349 (2003);お よ び Mandy et al., 
Guidelines for the Performing Single-Platform Absolute CD4+  T-CeIl Determination
s with CD45 Gating for Persons Infected with Human Immunodeficiency Virus; Jan. 
2003/52 (RR02);l-13. Morbidity & Mortality Reportに 記 載 さ れ て い る 。
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III.分 析 用 の 試 料

IV.分 析



【 ０ ０ ２ ９ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に お い て 、 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ た か ま た は 蛍 光 色 素 と 結 合 さ れ た
細 胞 (ま た は 細 胞 断 片 )を 含 有 す る 試 料 は 、 典 型 的 に 、 シ ー ス 液 と 共 に 細 長 い フ ロ ー セ ル を
通 過 し 、 し た が っ て 細 胞 は 単 一 の 縦 列 で 流 れ る 。 フ ロ ー 中 の 個 々 の 細 胞 は 、 流 体 力 学 的 集
束 に よ り 光 線 (例 え ば レ ー ザ ー 光 線 )で 一 度 に 一 つ ず つ 照 射 さ れ 、 細 胞 か ら の 散 乱 光 ま た は
蛍 光 の 強 度 、 例 え ば 細 胞 を 示 す 光 情 報 は 、 細 胞 を 分 析 す る た め 瞬 時 に 測 定 さ れ る 。 こ の 種
の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 多 数 の 細 胞 を 高 速 で か つ 非 常 に 正 確 に 分 析 し 得 る 点 で 有 利 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 か つ 例 え ば Beckman Coulte
rお よ び Becton, Dickinson, and Companyか ら 市 販 さ れ て い る 。 典 型 的 な フ ロ ー サ イ ト メ
ー タ ー に は 、 光 源 、 集 光 光 学 系 、 電 子 機 器 、 お よ び シ グ ナ ル を デ ー タ に 翻 訳 す る コ ン ピ ュ
ー タ が 含 ま れ る 。 多 く の サ イ ト メ ー タ ー に お い て 、 選 択 さ れ る 光 源 は 、 指 定 さ れ た 波 長 で
コ ヒ ー レ ン ト 光 を 発 す る レ ー ザ ー で あ る 。 散 乱 蛍 光 お よ び 放 射 蛍 光 が 2つ の レ ン ズ (光 源 の
前 の 1組 お よ び 直 角 方 向 の 1組 )に よ っ て 集 め ら れ 、 か つ 一 連 の 光 学 系 、 光 線 ス プ リ ッ タ お
よ び フ ィ ル タ ー に よ っ て 蛍 光 の 特 定 の バ ン ド が 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い た 細 胞 分 析 装 置 の 1つ の 公 知 の 例 は 、 細 長 い 液 体 流 を 形 成
す る た め の フ ロ ー セ ル 、 フ ロ ー セ ル の 内 部 を 流 れ る 細 胞 を 光 線 で 照 射 す る た め の 光 源 (例
え ば レ ー ザ ー )、 光 線 を 照 射 さ れ た 細 胞 か ら の 細 胞 光 情 報 を 検 出 し 、 か つ 光 情 報 を 電 気 シ
グ ナ ル に 変 換 す る た め の 光 検 出 器 、 光 検 出 器 に よ っ て 産 生 さ れ た シ グ ナ ル を 増 幅 し 、 統 合
し 、 か つ ノ イ ズ を 取 り 除 く た め の シ グ ナ ル プ ロ セ シ ン グ 回 路 、 お よ び シ グ ナ ル プ ロ セ シ ン
グ 回 路 に よ っ て 出 力 さ れ た 、 細 胞 光 情 報 を 示 す シ グ ナ ル を プ ロ セ シ ン グ す る た め の コ ン ピ
ュ ー タ を 含 む 。 分 析 に 加 え て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 、 生 物 学 的 試 料 中 に 見 ら れ
る 細 胞 を 、 物 理 的 に 分 離 さ れ る 集 団 に 選 別 す る こ と も 可 能 で あ り 、 こ の プ ロ セ ス は 、 蛍 光
活 性 化 細 胞 選 別 (FACS)と し て 知 ら れ 、 被 験 体 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 か ら 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗
原 抗 体 で 標 識 さ れ て い る ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 取 り 除 く の に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 当 業 者 は 、 基 本 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 系 に 対 し て 、 多 く の 変 化 お よ び /ま た は 付 加 を
加 え て 、 例 え ば 実 験 者 に さ ら な る お よ び /ま た は 異 な る 分 析 能 を 提 供 で き る こ と を 理 解 す
る 。 さ ら に 、 当 業 者 は 自 動 化 方 式 で フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 行 っ て も よ く 、 か つ フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー を よ り 大 き い 自 動 化 系 、 例 え ば ハ イ ス ル ー プ ッ ト 系 の 一 部 と し て 提 供 し て も
よ い こ と を 理 解 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 こ う し た 装 置 お よ び 系 の 使 用 を 意 図 す る 。 本 発 明
内 に 同 様 に 含 ま れ る の は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (例 え ば 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 器 )と し て 公
知 で は な い が 、 本 質 的 に は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー と 同 一 の 機 能 を 実 施 す る 、 任 意 の 装 置 の
使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 い く つ か の 場 合 に お い て 、 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 の 細 胞 内 局 在 を 決 定 す る こ と が 望 ま し い こ と
も あ る 。 共 焦 点 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 を 用 い て 、 細 胞 内 の 抗 ク ラ ミ ジ ア 免 疫 蛍 光 染 色 の 位 置 を 正
確 に 決 定 し 得 る 。 共 焦 点 像 に よ っ て 、 画 像 化 さ れ た 細 胞 を 通 し て 非 常 に 薄 い 平 面 (光 学 切
片 )内 の 蛍 光 の 検 出 が 可 能 に な る 。 し た が っ て 、 細 胞 の 全 深 度 に わ た っ て (す な わ ち 最 上 部
か ら 最 下 部 ま で )、 一 連 の 共 焦 点 光 学 切 片 を 撮 る こ と に よ っ て 、 高 い 細 胞 内 空 間 分 解 能 で
、 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 を 位 置 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る (共 焦 点 顕 微 鏡 の 最 近 の 概 説 に つ い て
は 、 Miyashita, Methods Mol. Biol., 261:399-410(2004)を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ３ ４ 】
実 施 例

　 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ (Cp)は 、 市 中 肺 炎 の 発 生 と 関 連 す る 偏 性 細 胞 内 病 原 体
で あ る 。 Cpは B細 胞 お よ び T細 胞 を 含 む 多 く の 細 胞 に 感 染 可 能 で あ り 、 か つ 心 臓 血 管 疾 患 、
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実 施 例 1： 異 な る 年 齢 群 由 来 の ラ ン ダ ム な 血 液 試 料 に お け る ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ ニ ュ ー モ
ニ エ ： フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 お よ び 血 液 ス メ ア 分 析



喘 息 、 老 年 性 認 知 症 、 お よ び 自 己 免 疫 障 害 と の 関 連 が 推 定 さ れ 、 関 心 が 高 ま っ て い る 。 HE
p-2を 用 い た 標 準 的 Cp培 養 か ら の 知 見 に よ っ て 、 Cpが 培 養 し に く い こ と が 示 さ れ た た め 、
分 子 技 法 お よ び イ ン ビ ト ロ で な い 培 養 が 標 準 と さ れ て き た 。 500の 正 常 血 液 ド ナ ー の パ イ
ロ ッ ト 調 査 は 、 末 梢 血 ス メ ア お よ び 軟 膜 (BC)細 胞 の イ ン ビ ト ロ 培 養 物 を 免 疫 染 色 す る こ と
に よ っ て 、 Cp陽 性 を 調 べ た 。 そ れ ら は 優 れ た 一 致 を 見 せ ： 25%± 1.6%お よ び 24%± 1.2%、 か
つ こ れ ら の 試 料 に お け る Cpの 生 存 可 能 性 お よ び 感 染 性 を 示 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (F
C)は 、 別 の 臨 床 的 に 適 切 な ク ラ ミ ジ ア 検 出 法 で あ り 、 か つ 病 原 体 負 荷 量 の 定 量 化 お よ び 細
胞 種 特 異 的 病 原 体 負 荷 の 同 定 (す な わ ち 病 原 体 の 住 処 と な っ て い る 細 胞 種 の 同 定 )を 可 能 に
す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
方 法 ：
　 健 康 診 断 時 に 患 者 か ら 収 集 し た EDTA血 液 試 料 を 、 ELISAお よ び Cp特 異 的 ペ プ チ ド に よ っ
て 、 抗 Cp抗 体 に 関 し て 力 価 決 定 し た 。 BCス メ ア 調 製 物 を 免 疫 染 色 し 、 か つ BC溶 解 物 を マ ウ
ス ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ (J774A.1)単 層 上 で 96時 間 培 養 し 、 そ の 時 点 で 免 疫 染 色 、 検 査 、 お よ
び ス コ ア 付 け す る こ と に よ っ て 、 BC溶 解 物 を イ ン ビ ト ロ で 試 験 し た 。 残 り の BCは 洗 浄 、 固
定 、 透 過 処 理 、 染 色 さ れ 、 か つ Cp含 有 細 胞 に つ い て の FCに よ り 分 析 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
結 果 ：
　 最 初 の 結 果 は 、 FC技 法 が Cp感 染 末 梢 血 細 胞 (PBC)を 容 易 に 検 出 し た こ と を 示 す 。 所 与 の
試 料 内 の 非 感 染 細 胞 に 対 す る 感 染 細 胞 の 平 均 蛍 光 強 度 の 相 違 は 、 110倍 も の 高 さ で あ り 、
か つ 感 染 細 胞 は よ り 高 い 側 方 散 乱 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ た 。 FC統 計 デ ー タ も ま た 、 Cp陽 性
試 料 で 計 数 さ れ た 10,000事 象 の う ち 、 1174± 388個 の 感 染 細 胞 が 存 在 し た こ と を 示 し た 。
最 後 に 、 ス メ ア 上 お よ び 培 養 物 中 に 見 ら れ る 感 染 細 胞 数 と FC分 析 に よ っ て 検 出 さ れ る 感 染
細 胞 の 量 の 間 に は 、 正 の 相 関 が 存 在 し た 。 典 型 的 な 血 液 ス メ ア お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー 結 果 を 、 そ れ ぞ れ 図 1A～ 1D、 図 2A～ 2C、 お よ び 図 3A～ 3Cに 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 図 1Aは 、 感 染 48時 間 後 に マ ウ ス 血 清 Ab3お よ び FITC結 合 二 次 抗 体 で 染 色 し 、 続 い て 1%パ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 固 定 し た 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 血 清 型 K感 染 の 生 HeLa細 胞
の 写 真 で あ る 。 感 染 生 細 胞 蛍 光 (矢 印 )に 注 目 さ れ た い 。 図 1Bは 、 メ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 マ
ウ ス 血 清 Ab3で 染 色 し た ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 血 清 型 K感 染 HeLa細 胞 の 写 真 で あ る 。 図
1Bに お い て 、 固 定 の た め に メ タ ノ ー ル を 使 用 す る こ と に よ り 、 細 胞 表 面 か ら GLXAが 除 か れ
る こ と に 注 目 さ れ た い 。 図 1Cは 、 マ ウ ス 血 清 Ab3で 免 疫 検 出 す る 前 に 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ
コ マ チ ス 由 来 の GLXAと 2時 間 共 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 、 生 存 非 感 染 HeLa細 胞 の 写 真 で あ
る 。 図 1Dは 、 プ レ ブ リ ー ド (pre-bleed)マ ウ ス 血 清 で 免 疫 検 出 す る 前 に 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト
ラ コ マ チ ス 由 来 の GLXAと 2時 間 、 共 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 、 生 存 非 感 染 HeLa細 胞 の 写 真
で あ る 。 図 1Cの 斑 点 状 の 染 色 パ タ ー ン が 、 HeLa細 胞 表 面 に 限 定 さ れ て お り 、 か つ 抗 GLXA抗
体 の 存 在 下 で の み 視 覚 化 さ れ 得 る こ と に 注 目 さ れ た い 。 図 1A～ 1Dに 示 す 結 果 は 、 3回 の 実
験 を 代 表 す る 。 元 の 倍 率 ： × 400。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 2A～ 2Cは 、 血 液 ス メ ア の 抗 Cpn FA染 色 に よ っ て 、 お よ び /ま た は J774A.1単 層 培 養 物 の
感 染 に よ っ て 、 最 初 に ： 図 2A： 弱 ； 図 2B： 強 ； お よ び 図 2C： 中 程 度 と ス コ ア 付 け さ れ た 血
液 試 料 由 来 の 軟 膜 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ・ プ ロ フ ィ ー ル で あ る 。 Cpn陰 性 結 果 を 黒 で 示
し 、 か つ Cpn陽 性 結 果 を 灰 色 で 示 し 、 か つ 矢 印
　
　
で 表 示 す る 。 血 液 ス メ ア を FCに よ っ て 試 験 し た 試 料 で 作 成 し 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 一 次 抗 体 (Bio
Media)お よ び FITC結 合 二 次 抗 体 (Jackson ImmunoResearch)を 用 い て 免 疫 染 色 し た 。 モ ル モ
ッ ト 抗 ク ラ ミ ジ ア (BioMediaよ り )を 、 1:100希 釈 の Jackson FITC結 合 抗 ク ラ ミ ジ ア で 検 出
し た 。 免 疫 染 色 血 液 ス メ ア の 顕 微 鏡 観 察 を 用 い て 、 検 体 が 3つ の 明 確 な 蛍 光 細 胞 /ス ラ イ ド
を 含 有 す る 場 合 、 検 体 を 陽 性 と 称 し た 。 こ れ ら を 弱 陽 性 と 称 し た 。 蛍 光 陽 性 細 胞 数 に 応 じ
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て 、 他 の 試 料 の さ ら な る ス メ ア を 中 程 度 陽 性 お よ び 強 陽 性 に 大 ま か に 分 け た 。 最 初 に 調 べ
た 検 体 で は 、 ス メ ア あ た り 8個 (強 陽 性 )を 超 え な い 陽 性 細 胞 が 見 い 出 さ れ 、 こ う し た 検 体
は 、 図 2A～ 2Cに 示 さ れ る FCプ ロ ッ ト を 生 じ た 。 こ の 事 実 は 、 わ ず か 10,000「 事 象 」 (こ れ
ら の 結 果 を 生 じ る の に 、 用 い た 機 器 が 許 容 す る 最 小 限 の 数 )を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 こ
れ ら の 3つ の 異 な る 検 体 間 の 明 ら か な 差 異 が 得 ら れ 得 る こ と を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 を 生 じ
る の に 用 い た 機 器 は 、 最 大 で 1× 10 6 事 象 /試 料 を 計 数 す る こ と か ら 、 感 度 お よ び 識 別 が 容
易 に か つ 著 し く 増 大 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 数 に 関 し て BC検 体 を
定 量 化 し 、 か つ 特 定 の 感 染 細 胞 サ ブ セ ッ ト を 定 義 す る た め の 、 こ の 技 術 の 潜 在 的 な 分 析 力
を 示 す 。 こ こ に は 示 し て い な い が 、 ク ラ ミ ジ ア に 関 し て 陽 性 で あ る 細 胞 は ま た 、 白 血 球 共
通 抗 原 、 CD45に 関 し て も 陽 性 で あ る こ と が 見 出 さ れ て お り 、 こ の 抗 原 は 、 PE蛍 光 標 識 を 有
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 CD45(Sigma-Aldrich)を 用 い て 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 陰 性 (黒 色 )試 料 に 関 し て は 、 事 象 の 99%が 蛍 光 に 関 し て ≦ 10 1 で あ り 、 か つ 平 均 蛍 光 は ≦
3.4で あ っ た 。 対 照 的 に 、 図 2Bの 灰 色 の 線 で 示 す 強 陽 性 は 、 合 計 10,000の 事 象 の 63%が 蛍 光
ス ケ ー ル 上 で 10 1 ～ 10 2 の 間 で あ り 、 か つ 平 均 蛍 光 が 52.5で あ る こ と を 示 し た 。 こ れ は バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド 平 均 の 3.4よ り 15.4倍 高 い 。 中 程 度 の 陽 性 に 関 し て は (図 2C)、 2つ の ピ ー ク が
存 在 し た 。 水 平 蛍 光 ス ケ ー ル (横 軸 )上 、 ≧ 10 1 - ～ ≦ 10 2 の 間 の 第 一 の ピ ー ク は 事 象 の 69%を
含 有 し 、 平 均 蛍 光 は 29.1で あ り 、 か つ 蛍 光 に 基 づ く と よ り 小 さ い 第 二 の ピ ー ク は 横 軸 上 、
10 2 - 以 上 ～ 10 3 以 下 の 間 で あ っ た 。 こ の ピ ー ク は 、 計 数 し た 事 象 の 22.03%を 含 有 し 、 か つ 3
51.8の 蛍 光 平 均 を 有 し た 。 さ ら に 、 約 ≧ 10 3 に マ イ ナ ー な ピ ー ク が 存 在 し た 。 こ の ピ ー ク
は 計 数 し た 事 象 の わ ず か 4%し か 含 有 し な か っ た が 、 蛍 光 平 均 は 2,100で あ り 、 ほ か の 点 で
は マ イ ナ ー な こ の ピ ー ク に お い て 、 非 常 に 顕 著 な 細 胞 標 識 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ れ ら は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 が 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 の 明 ら か な 徴 候 の な い 感 染 患
者 の PBCに お け る Cp含 有 細 胞 に つ い て の 有 効 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　 以 下 の 実 施 例 は 、 患 者 に お い て 、 ク ラ ミ ジ ア を 検 出 す る 際 に 使 用 す る た め の プ ロ ト コ ル
を 例 示 す る 。 以 下 の プ ロ ト コ ル は 完 全 に 例 示 的 で あ り 、 か つ い か な る 点 で も 限 定 を 意 図 し
な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
白 血 球 単 離 ：
　 1. EDTAま た は 他 の 抗 凝 血 剤 溶 液 中 に 5mlの 血 液 を 収 集 し 、 か つ 低 温 で 一 晩 静 置 す る 。 こ
れ に よ っ て 、 下 層 の 赤 血 球 (RBC)お よ び 上 層 の 血 漿 か ら 、 白 血 球 が 自 然 に 分 離 さ せ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 2.白 色 の 軟 膜 層 (BC)を ピ ペ ッ ト ま た は カ ニ ュ ー レ で 収 集 し 、 BC層 を 穏 や か に リ ン 酸 緩 衝
生 理 食 塩 水 (PBS)pH～ 7.0～ 7.2中 に 排 出 し 、 か つ 穏 や か に 遠 心 分 離 す る (400× g)こ と に よ
っ て ペ レ ッ ト 化 す る 。 こ の PBS洗 浄 工 程 を さ ら に 2回 反 復 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
免 疫 染 色
　 以 下 に 記 載 す る も の 、 ま た は 以 下 に 記 載 す る も の に 抗 体 濃 度 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間
お よ び 温 度 に 関 し て マ イ ナ ー な 改 変 を 加 え た も の な ど 、 標 準 的 プ ロ ト コ ル を 用 い て 免 疫 染
色 を 行 う 。 こ の プ ロ ト コ ル は ま た 、 (a)検 出 抗 体 が フ ル オ レ セ イ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (
FITC)ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)な ど の 蛍 光 体 に 、 直 接 結 合 さ れ て い る か 、 お よ び /ま た
は (b)蛍 光 体 に 結 合 し た 抗 マ ウ ス ま た は 抗 ウ サ ギ な ど の 二 次 抗 体 を 用 い て 、 ク ラ ミ ジ ア 特
異 的 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る か に 依 存 し て 変 化 す る こ と も あ る 。 い ず れ の 場 合 で も 、 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ～ 2～ 3mlの PBSを 、 細 胞 を 含 有 す る 試 験 管 に 添 加 し 混 合 す る 。 上 述 の よ
う に 、 穏 や か に 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 細 胞 を 収 集 す る 。 こ の 工 程 を 計 3～ 4回 洗 浄 し て
反 復 す る 。 免 疫 染 色 さ れ る 細 胞 の 正 確 な 数 は 変 化 し 得 る 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 細 胞 内 抗 原 を 免 疫 染 色 す る た め 、 1%緩 衝 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 細 胞 を 固 定 す る (室 温
で 10分 間 )。 し か し な が ら 、 GLXAは 細 胞 内 封 入 体 内 に 保 持 さ れ る の に 加 え 、 感 染 細 胞 表 面
上 に も 明 確 に 提 示 さ れ る こ と に 注 目 す べ き で あ る 。 蛍 光 色 素 が 結 合 さ れ た 、 膜 抗 原 に 対 す
る 抗 体 に よ っ て 標 識 さ れ る 細 胞 に は 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 を 用 い て も よ い 。 こ の 固
定 は 、 大 部 分 の 場 合 光 散 乱 お よ び 標 識 を 最 長 1週 間 安 定 化 す る た め 、 実 験 者 が サ イ ト メ ー
タ ー の 時 間 の 予 定 を 立 て る の に よ り 融 通 が 利 く 可 能 性 も あ る 。 こ の 固 定 は ま た 、 大 部 分 の
生 物 災 害 物 質 を 不 活 性 化 す る 。 細 胞 膜 に 提 示 さ れ る 抗 原 に 対 す る 細 胞 内 抗 原 の 場 合 、 適 切
で あ る よ う に 、 1%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 に 加 え 、 1% Triton X100を 用 い て 細 胞 を 透 過
処 理 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 1. 20μ l(約 1μ g)の 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 200μ lの 適 切 な 濃 度 の 市 販 さ れ
て い る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば モ ル モ ッ ト 抗 ク ラ ミ ジ ア (BioMedia、 事 前 力 価 測 定 に
よ っ て 決 定 さ れ る よ う な 、 @1:100希 釈 )を 、 BC細 胞 (血 球 計 算 板 で 計 数 す る こ と に よ っ て 決
定 さ れ る 、 ～ 1.5～ 2.0× 10 7 個 の 細 胞 )の 試 料 に 添 加 す る 。 よ り 多 数 の 細 胞 の 免 疫 染 色 は 、
適 切 に 増 加 し た 量 の 一 次 抗 体 、 お よ び 適 切 で あ る よ う な /適 切 で あ る 場 合 、 二 次 抗 体 を 用
い る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 2.試 料 を 混 合 し 、 か つ 室 温 で 30～ 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 3.上 述 の よ う に 、 試 料 を PBSで 複 数 回 リ ン ス し 、 か つ 必 要 に 応 じ て 適 切 な 二 次 抗 体 濃 度
、 な ら び に 一 般 的 に 室 温 で 30～ 60分 間 で あ る 予 備 試 験 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な 時 間 お よ
び 温 度 パ ラ メ ー タ を 用 い て 、 結 合 さ れ た 二 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 4.新 鮮 な PBS中 に 再 懸 濁 し 、 次 い で 、 穏 や か に 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 、 3～ 4回 リ ン
ス す る 。 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 場 合 、 FCに よ っ て 評 価 す る 前 に 試 料 を 4℃ で 保
存 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 5.分 析 直 前 に 試 料 を 試 験 管 中 で 混 合 し て 、 細 胞 が 最 適 に 分 散 し た 細 胞 で あ る こ と を 確 実
に し 、 か つ ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー を 通 過 さ せ て 完 全 に 分 散 さ れ て い な か っ た 可 能 性 が あ る 塊
を 除 外 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
単 球 の 単 離
　 望 ま し い 場 合 、 試 料 の 単 球 集 団 を 以 下 の よ う に 得 る こ と も 可 能 で あ る ： 抗 凝 血 剤 中 の 5m
lの 血 液 を 15mlの 遠 心 管 に 添 加 す る 。 5～ 8mlの PBS+ア ジ ド で 血 液 を 希 釈 し 、 か つ ピ ペ ッ ト
ま た は カ ニ ュ ー レ を 用 い て 、 血 液 /PBS試 料 の 下 に 2～ 5mlの Ficoll-Hypaqueを 注 入 し 、 か つ
標 準 的 な 密 度 遠 心 分 離 を 用 い る (Ficoll-Hypaque、 Pharmacia、 Uppsala、 Sweden)。 PBS/血
漿 の 上 層 を 取 り 除 き 、 赤 血 球 と の 界 面 に あ る 細 胞 を 新 し い 試 験 管 に 移 し て 、 PBSで リ ン ス
し 、 か つ 最 後 の 細 胞 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し た 後 、 細 胞 計 数 を 行 う 。 次 い で 、 上 に 論 じ た よ う
に 、 こ の 濃 縮 集 団 を ク ラ ミ ジ ア に 関 し て 染 色 し て も よ い 。 ク ラ ミ ジ ア は 多 く の 細 胞 種 に 感
染 可 能 で あ る よ う で あ る た め 、 あ る 種 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ・ ス ク リ ー ニ ン グ は 、 BC調
製 物 中 の す べ て の 白 血 球 を 調 べ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 CD4(TH細 胞 )ま た は CD8細 胞 傷 害
性 T細 胞 (TC)、 お よ び B細 胞 な ど の サ ブ セ ッ ト 表 面 マ ー カ ー に 特 異 的 な 、 市 販 さ れ て い る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て (免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 に 対 す る 抗 体 を 用 い て )、 BC調
製 物 中 の 総 白 血 球 集 団 の 異 な る サ ブ セ ッ ト 集 団 を 区 別 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
結 果
　 診 断 さ れ た 小 児 喘 息 患 者 お よ び 非 喘 息 呼 吸 器 小 児 患 者 由 来 の 検 体 (血 液 お よ び 気 管 支 洗
浄 － ス メ ア お よ び 培 養 物 )な ら び に 小 児 健 康 診 断 診 療 由 来 の 血 液 試 料 を 調 べ た 。 結 果 を 以
下 の 表 1お よ び 表 2に 提 供 す る 。 以 下 に 示 す よ う に 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 (BAL)に 関 し て 陽 性 で
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あ る ス メ ア お よ び 培 養 物 の 数 は 、 血 液 に 関 す る も の と 本 質 的 に 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 （ 表 １ ） BAL培 養 物
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 （ 表 ２ ） 血 液 培 養 物
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】

血 液 ド ナ ー の ス メ ア の 免 疫 染 色
　 ス メ ア は 、 血 液 ド ナ ー 試 料 の EDTA試 験 管 か ら 約 20μ lの 全 血 を 清 浄 ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に
置 く こ と に よ り 準 備 し 、 か つ 30～ 40° の 角 度 に 保 持 し た 第 二 の ス ラ イ ド を 用 い て 、 ス ラ イ
ド に 沿 っ て 広 げ 、 ス メ ア を 完 成 さ せ た 。 ス メ ア を 乾 燥 さ せ 、 次 い で 70%冷 メ タ ノ ー ル を 用
い て 10分 間 固 定 し た 。 ウ サ ギ 抗 ク ラ ミ ジ ア 血 清 00MS78の 1:50希 釈 と 共 に ス ラ イ ド を イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 1× PBS中 で リ ン ス し た 後 、 FITC抱 合 体 化 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG(H+L)(Jacks
on Immuno Research Laboratories, Inc、 West Grove、 PA)二 次 抗 体 の 1:100希 釈 を 添 加 し
た 。 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 溶 液 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 室 温 で 1時 間 行 っ た 。 PBSの ビ
ー カ ー 中 で 簡 単 に リ ン ス し た 後 、 Fluoromount G (Bio Whittaker、 Walkersville、 MD)を
用 い て カ バ ー ガ ラ ス を マ ウ ン ト し 、 次 い で 密 封 、 検 査 し 、 Nikon Eclipse E600エ ピ 蛍 光 顕
微 鏡 お よ び SPOTデ ジ タ ル カ メ ラ (Digital Instruments Inc.)を 用 い て 写 真 撮 影 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

10

20

30

40

50

(14) JP 2007-532913 A 2007.11.15

実 施 例 3： 共 焦 点 顕 微 鏡 観 察 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 用 い た 、 ク ラ ミ ジ ア に 感
染 し た 細 胞 の 細 胞 種 分 布 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ



単 球 、 好 酸 球 /好 塩 基 球 、 お よ び 好 中 球 染 色
　 70%メ タ ノ ー ル 固 定 の 代 わ り に 、 穏 や か な 熱 固 定 を 用 い た こ と を 例 外 と し 、 上 述 の よ う
な 方 法 を 用 い て 、 新 鮮 血 液 (FB)試 料 の 血 液 ス メ ア を 3つ 組 で 調 製 し た 。 収 集 後 ≦ 7日 に 入 手
可 能 な FB試 料 を 用 い 、 か つ 製 造 者 に よ っ て 提 供 さ れ る 標 準 的 Wright Giemsa染 色 プ ロ ト コ
ル (Fisher Scientific、 Middletown、 Va.に よ る ACCRA)を 用 い て 、 差 次 的 な 細 胞 数 を 得 、 W
BCの 脆 弱 性 、 死 、 ま た は 調 製 中 の 損 失 を 評 価 し た 。 ス メ ア を 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ・ ウ サ ギ 抗
ク ラ ミ ジ ア 血 清 、 お よ び マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト CD14(Sigma、 Saint Louis、 MO)、
PE結 合 マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト CDw125ま た は マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト CD16b
の い ず れ か と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 FBス メ ア を 二 重 免 疫 染 色 し た 。 す べ
て の 希 釈 を PBS中 で 行 っ た 。 最 終 抗 体 濃 度 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： ウ サ ギ 抗 ク ラ ミ ジ ア ・
ポ リ ク ロ ー ナ ル 1:100、 な ら び に 10 6 細 胞 あ た り 20μ lの CD14、 10 6 細 胞 あ た り 5μ lの CDw125
、 お よ び 10 6 細 胞 あ た り 2μ lの CD16b。 こ れ ら を 個 々 の ス ラ イ ド 上 で 、 室 温 で 1時 間 、 共 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 PBSの 入 っ た ビ ー カ ー 中 で 簡 単 に リ ン ス し た 後 、 す べ て の 試 料 を
蛍 光 標 識 二 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 CD14ま た は CD16b感 染 細 胞 を 同 定 す る た め
、 1:100希 釈 の FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(H+L)を 、 TRITCヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG(H+L)抗 体 と 同 時
に ス ラ イ ド に 添 加 し た 。 抗 CD125wを フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)に 直 接 結 合 さ せ た 。 し た が っ て
、 ウ サ ギ 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 体 結 合 は 、 1:100希 釈 の FITC結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG(H+L)で 同 定 さ
れ た 。 別 に 明 記 し な い 限 り 、 す べ て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 室 温 で 1時 間 行 っ た 。 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン お よ び PBSに よ る 数 回 の リ ン ス の 後 、 上 述 の よ う に 、 Flouro-Gを 用 い て 試 料
を カ バ ー グ ラ ス で 覆 っ た 。 Zeiss LSM 510 Meta Confocal Systemを 用 い て 、 蛍 光 顕 微 鏡 観
察 に よ っ て 、 免 疫 標 識 細 胞 を 観 察 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
新 鮮 血 液 WBCの フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ： 好 酸 球 お よ び 好 中 球 に つ い て の 二 重 免 疫 染 色
　 FB試 料 の EDTA血 液 試 験 管 か ら BC材 料 を 取 り 除 き 、 微 量 遠 心 管 に 入 れ た 。 滅 菌 1× PBS中 で
細 胞 を 2回 洗 浄 し 、 15秒 間 の 12,400rpmで の 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し た 。 Trypan Blue排 除
に よ っ て 生 存 度 に 関 し て 細 胞 を 評 価 し 、 か つ 血 球 計 算 板 で 計 数 し た 。 次 い で 室 温 で 、 1%パ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い て 細 胞 を 固 定 し 、 か つ 1% Triton X-100(Aldrich Chemical Com
pany, Inc.、 Milwaukee、 WI)で 10分 間 透 過 処 理 し た 。 上 述 の よ う に 2回 リ ン ス し た 後 、 BC
細 胞 を ポ リ ク ロ ー ナ ル ・ モ ル モ ッ ト 抗 ク ラ ミ ジ ア 一 次 抗 体 (Biomeda Corp. Foster City、
CA)、 お よ び マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル PE結 合 抗 ヒ ト CDw125ま た は マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 ヒ ト CD16bの い ず れ か と 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 上 述 の よ う に 、 BC細 胞 を 3回 洗
浄 し 、 次 い で 1:100希 釈 の FITC結 合 F(ab') 2 ロ バ 抗 モ ル モ ッ ト (H+L)、 ま た は 1:100希 釈 の R-
PE-結 合 F(ab') 2 ロ バ 抗 モ ル モ ッ ト IgG(H+L)の い ず れ か 、 お よ び 1:100希 釈 FITC結 合 ウ サ ギ
抗 マ ウ ス IgG(H+L) (Jackson Immuno Research Laboratories Inc、 West Grove、 PA.)と イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で 、 試 料 を 上 述 の よ う に 3回 洗 浄 し 、 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ フ ィ
ル タ ー を 通 過 さ せ て 、 単 分 散 細 胞 に し た (Lab-Line Instruments Inc、 Melrose Park、 IL)
。 血 球 計 算 板 に よ っ て こ の 分 散 試 料 を 再 び 計 数 し 、 か つ 必 要 に 応 じ て 1× 10 6 細 胞 /mlに 希
釈 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 す べ て の 固 定 、 透 過 処 理 、 お よ び 抗 体
と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 室 温 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
WBC連 続 希 釈 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
　 血 液 試 料 由 来 の 軟 膜 、 お よ び 別 個 に RBCを 洗 浄 し て 、 上 述 の よ う に 調 製 し 、 次 い で 、 軟
膜 由 来 WBCお よ び RBCを 別 個 に プ ー ル し た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル ・ モ ル モ ッ ト 抗 ク ラ ミ ジ ア 一 次
抗 体 (Biomeda Corp. Foster City、 CA)お よ び 1:100希 釈 の R-PE-結 合 F(ab') 2 ロ バ 抗 モ ル モ
ッ ト IgG(H+L)で 、 WBCお よ び RBCプ ー ル を 別 個 に 染 色 し た 。 次 い で 、 試 料 を 上 述 の よ う に 3
回 洗 浄 し 、 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ フ ィ ル タ ー を 通 過 さ せ て 、 単 分 散 細 胞 に し た (Lab-Line Inst
ruments Inc、 Melrose Park、 IL)。 プ ー ル 中 の 細 胞 を 血 球 計 算 板 に よ っ て 計 数 し 、 か つ 別
個 の 試 験 管 中 に WBCを 以 下 の よ う に 添 加 し た ： 100% (50,000細 胞 )、 90%、 80%、 70%、 60%、
50%、 40%、 30%、 20%、 10%、 5%、 2%、 1%、 0.5%、 お よ び 0%。 必 要 に 応 じ て 、 RBCを 各 試 験 管
に 添 加 し 、 50,000の 総 細 胞 /試 料 を 得 た 。 次 い で 、 各 希 釈 の 10,000細 胞 試 料 を フ ロ ー サ イ
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ト メ ト リ ー 分 析 に 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
結 果
　 標 準 法 に よ っ て 、 血 液 ス メ ア を 調 製 し 、 次 い で ウ サ ギ 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 体 で 染 色 し た 。 FI
TC結 合 二 次 抗 体 で 抗 体 結 合 を 検 出 し た 。 図 3Aお よ び 図 3Bは 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 陽 性 ス メ ア を
示 し 、 特 徴 的 な ク ラ ミ ジ ア 封 入 体 が 免 疫 染 色 さ れ て い る (FITC、 緑 色 )。 図 3Cは 、 抗 ク ラ ミ
ジ ア 免 疫 染 色 を 用 い て 決 定 さ れ る よ う な 、 特 徴 的 な ク ラ ミ ジ ア 封 入 体 に 関 し て 陰 性 で あ っ
た ス メ ア で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 末 梢 血 循 環 由 来 の BC試 料 を イ ン ビ ト ロ で 培 養 し て 、 血 液 細 胞 中 に 存 在 す る ク ラ ミ ジ ア が
、 他 の 細 胞 に 感 染 可 能 か ど う か を 決 定 し た 。 図 4Aは 、 J774A.1宿 主 細 胞 単 層 上 の 培 養 96時
間 後 の 検 体 を 示 し 、 こ れ は 正 常 血 液 ド ナ ー 試 料 の WBC内 に あ る ク ラ ミ ジ ア の 存 在 お よ び 感
染 性 を 示 す 。 図 4Bは 、 ク ラ ミ ジ ア 陰 性 WBC試 料 と 96時 間 培 養 し た 後 の 同 じ 種 類 の 単 層 を 示
す 。 こ の よ う に 、 血 液 の WBC中 で 視 覚 化 さ れ た ク ラ ミ ジ ア 封 入 体 は 、 感 染 性 ク ラ ミ ジ ア 単
位 を 含 む こ と が 明 ら か に 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 特 定 の 細 胞 種 (例 え ば 白 血 球 種 )に お け る ク ラ ミ ジ ア の 存 在 を 検 出 す る た め 、 二 重 免 疫 蛍
光 染 色 を 行 っ て 、 ク ラ ミ ジ ア お よ び 細 胞 種 特 異 的 抗 原 両 方 を 検 出 し た 。 重 要 な こ と に 、 図
5(最 上 段 )に 示 す よ う に 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 免 疫 蛍 光 (赤 色 )は 、 抗 CD16b免 疫 蛍 光 (緑 色 )の 検 出
に お い て 、 ほ と ん ど ま た は ま っ た く バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 を 生 じ な い 。 逆 に 、 図 5の 最 下
段 に 見 ら れ る よ う に 、 抗 CD16b免 疫 蛍 光 は 抗 ク ラ ミ ジ ア 蛍 光 の 検 出 に お い て 、 ま っ た く ま
た は 無 視 で き る 程 度 し か 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 引 き 起 こ さ な い 。 同 様 に 、 非 特 異 的 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド 蛍 光 は 、 図 5の 中 段 で 見 ら れ る よ う に 、 低 い か ま た は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 末 梢 血 循 環 に あ る 範 囲 の 白 血 球 種 は 、 図 6に 示 す よ う に ク ラ ミ ジ ア に よ り 感 染 さ れ る こ
と が 見 出 さ れ 、 こ れ に は 、 単 球 (最 上 段 )、 好 酸 球 /好 塩 基 球 (中 段 (こ の 段 で は 、 ク ラ ミ ジ
ア 染 色 が 緑 色 で あ る こ と に 注 目 さ れ た い ))、 お よ び 好 中 球 (最 下 段 )が 含 ま れ た 。 ク ラ ミ ジ
ア お よ び 細 胞 種 特 異 的 マ ー カ ー に 関 す る 二 重 免 疫 蛍 光 染 色 が 、 赤 色 染 色 (中 段 を 除 い て 、
抗 ク ラ ミ ジ ア )お よ び 緑 色 染 色 (中 段 を 除 い て 抗 細 胞 種 マ ー カ ー )の 統 合 像 中 に 明 ら か に 観
察 さ れ 、 各 段 の 端 に 示 す よ う に 、 黄 色 の 染 色 を 与 え た 。 ク ラ ミ ジ ア お よ び CD14に 関 す る 二
重 免 疫 蛍 光 染 色 の 場 合 (最 上 段 )、 視 野 に 見 ら れ る ど ち ら の 細 胞 も (微 分 干 渉 コ ン ト ラ ス ト (
DIC)像 を 参 照 さ れ た い )、 抗 ク ラ ミ ジ ア 免 疫 蛍 光 に 関 し て 陽 性 で あ る が 、 一 方 の 細 胞 の み
が 抗 CD14免 疫 蛍 光 に 関 し て 陽 性 で あ り (統 合 像 に 注 目 さ れ た い )、 こ れ は 二 重 免 疫 蛍 光 技 法
の 特 異 性 を 再 度 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 共 焦 点 顕 微 鏡 観 察 像 に よ っ て 、 特 定 の 細 胞 種 に お け る ク ラ ミ ジ ア 抗 原 お よ び ク ラ ミ ジ ア
封 入 体 の 細 胞 内 局 在 を 観 察 し た 。 二 重 免 疫 蛍 光 抗 ク ラ ミ ジ ア お よ び 抗 CDマ ー カ ー 染 色 の 共
焦 点 像 を 図 7に 示 す 。 図 7の 各 段 は 、 抗 ク ラ ミ ジ ア お よ び 抗 CDマ ー カ ー 免 疫 蛍 光 染 色 の 共 焦
点 光 学 切 片 の 一 連 の 統 合 像 を 示 す 。 各 画 像 下 の 数 字 は 、 細 胞 の 下 部 表 面 か ら 始 ま り 、 細 胞
の 上 部 に 向 か っ て 上 向 き に 進 行 す る 系 列 に お け る 切 片 番 号 を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 上 述 の デ ー タ は 、 ク ラ ミ ジ ア が 多 様 な 白 血 球 種 に 感 染 し 、 か つ こ れ ら の 細 胞 種 内 で 細 胞
内 局 在 化 さ れ 得 る こ と を 示 す 。 二 重 免 疫 蛍 光 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 、 特 定 の 白 血
球 種 集 団 内 の ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 の 分 布 を 定 量 的 に 評 価 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 、
2つ の チ ャ ネ ル で 同 時 に 蛍 光 強 度 を 測 定 し (例 え ば 、 赤 色 チ ャ ネ ル で 抗 ク ラ ミ ジ ア 免 疫 蛍 光
、 お よ び 緑 色 チ ャ ネ ル で 抗 CDw125免 疫 蛍 光 )、 し た が っ て 、 細 胞 の そ れ ぞ れ の 免 疫 蛍 光 強
度 に し た が っ て 、 各 細 胞 を 感 染 ま た は 非 感 染 、 お よ び 細 胞 種 マ ー カ ー 陽 性 ま た は 陰 性 と 分
類 し 得 る 。 図 8に お い て 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 免 疫 蛍 光 強 度 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 細 胞 の 3つ の 集 団 に
関 し て プ ロ ッ ト さ れ て い る (A、 B、 お よ び Cと 示 す )。 「 A」 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 蛍 光 体 結 合 二
次 抗 体 で の み 染 色 さ れ た 、 非 感 染 細 胞 集 団 に お い て 検 出 さ れ た 免 疫 蛍 光 強 度 の 分 布 を 示 す
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。 「 A」 ヒ ス ト グ ラ ム ・ デ ー タ を 用 い て 、 二 次 抗 体 に 関 連 す る 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
蛍 光 を 決 定 し た 。 「 B」 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 非 感 染 細 胞 集 団 に お い て 検 出 さ れ た 免 疫 蛍 光 強
度 の 分 布 を 示 す 。 「 C」 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 い く ら か の ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 含 む こ と が 公
知 の 細 胞 集 団 に お い て 検 出 さ れ た 免 疫 蛍 光 強 度 の 分 布 を 示 す 。 約 20ま た は そ れ 以 上 の 抗 ク
ラ ミ ジ ア 免 疫 蛍 光 強 度 を 示 す 細 胞 (矢 印 お よ び M1線 に よ っ て 示 す )を 、 ク ラ ミ ジ ア に 感 染 し
て い る と 見 な し た 。 Bヒ ス ト グ ラ ム 集 団 (非 感 染 集 団 )の わ ず か 2%が 、 こ の 免 疫 蛍 光 強 度 の
閾 値 に 到 達 し て お り 、 こ れ は 、 こ の 蛍 光 強 度 閾 値 と 同 じ か ま た は そ れ を 超 え る 検 出 さ れ た
事 象 の 2%が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 免 疫 染 色 の た め で あ っ た こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 図 9に お い て 、 図 8に 示 す 細 胞 集 団 (Bお よ び C)に 関 す る 、 抗 CDw125免 疫 蛍 光 強 度 の 分 布 を
示 す 。 CDw125検 出 陽 性 に 関 す る 閾 値 蛍 光 強 度 を 20ま た は そ れ 以 上 と 定 義 す る 。 興 味 深 い こ
と に 、 CDw125陽 性 細 胞 (好 酸 球 /好 塩 基 球 )の 相 対 的 比 率 は 、 非 感 染 (A)集 団 対 ク ラ ミ ジ ア 感
染 細 胞 の 亜 集 団 を 含 む (B)集 団 で は 異 な っ て い た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 図 10に お い て 、 検 出 し た 細 胞 種 マ ー カ ー が 、 好 中 球 に 特 異 的 で あ る CD16bで あ っ た こ と
を 除 き 、 同 じ 種 類 の 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 上 に 提 供 す る こ れ ら の デ ー タ は 、 二 重 免 疫 蛍 光 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 、 ク ラ ミ
ジ ア 抗 原 、 お よ び 所 定 の 細 胞 集 団 内 で そ の 抗 原 を 発 現 し て い る 特 定 の 細 胞 種 の 両 方 を 検 出
し 得 る こ と を 立 証 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 感 度 お よ び 精 度 を 確 認 す る た め 、 感 染 白 血 球 の 集 団 を 赤 血 球 で
連 続 希 釈 し 、 か つ 分 析 し た 。 結 果 は 図 11に 提 供 さ れ 、 こ の 図 は 、 試 料 集 団 に お け る 検 出 細
胞 数 が 、 感 染 細 胞 の 非 感 染 細 胞 で の 希 釈 に 直 線 的 に 関 連 し た こ と を グ ラ フ に よ っ て 示 す 。
縦 軸 は 、 分 析 し た 相 当 す る 10,000細 胞 試 料 に お い て 、 白 血 球 の 総 数 を 示 す (例 え ば 白 血 球
を 赤 血 球 で 50%希 釈 す る と 、 縦 軸 上 、 5,000細 胞 に 相 当 す る )。 横 軸 は 、 試 料 に お い て 検 出
し た 感 染 細 胞 数 を 示 す 。 予 想 さ れ る よ う に 、 検 出 さ れ る 感 染 細 胞 数 は 、 図 11に 示 す よ う に
、 希 釈 と 直 線 的 に 関 連 す る 。 こ の 技 法 に よ っ て 、 10,000個 の う ち 、 わ ず か 3個 の 感 染 細 胞
が 検 出 可 能 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー が 、 非 感 染 細 胞 の 大 集 団 に
お い て 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 検 出 す る の に 、 正 確 で か つ 感 度 が 高 い こ と を さ ら に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
他 の 態 様
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 を 記 載 し た 。 に も か か わ ら ず 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸
脱 す る こ と な く 、 さ ま ざ ま な 改 変 を 行 い 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。 し た が っ て 、 他 の 態 様 は
特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 に あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 図 １ 】 図 1A～ 1Dは 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 お よ び 非 感 染 の 生 HeLa細 胞 の 間 接 的 免 疫 蛍 光 染 色 を
示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 1A： ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 血 清 型 K感 染 生 HeLa細 胞 を 、 感
染 48時 間 後 に 、 マ ウ ス 血 清 Ab3お よ び フ ル オ レ セ イ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)結 合 二
次 抗 体 で 染 色 し 、 続 い て 1%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 固 定 し た 。 図 1B： メ タ ノ ー ル で 固 定
し 、 マ ウ ス 血 清 Ab3で 染 色 し た ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 血 清 型 K感 染 HeLa細 胞 。 図 1C： マ
ウ ス 血 清 Ab3で 免 疫 検 出 す る 前 に 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 由 来 の GLXAと 2時 間 、 共 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た HeLa細 胞 。 図 1D： プ レ ブ リ ー ド マ ウ ス 血 清 で 免 疫 検 出 す る 前 に 、 ク ラ
ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 由 来 の GLXAと 2時 間 、 共 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た HeLa細 胞 。
【 図 ２ 】 図 2A～ 2Cは 、 ク ラ ミ ド フ ィ リ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ (Cp)陽 性 血 液 試 料 由 来 の 軟 膜 (主
に 白 血 球 の 混 合 物 )の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 研 究 か ら 得 た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 2A
： 弱 陽 性 結 果 ； 図 2B： 強 陽 性 結 果 ； お よ び 図 2C： 中 程 度 の 陽 性 結 果 。 Cp陰 性 =太 線 、 Cp陽
性 =矢 印 を 伴 う 細 線 。
【 図 ３ 】 図 3A～ 3Cは 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 含 有 す る 血 液 ス メ ア 試 料 に お け る 、 ク ラ ミ ジ
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ア 抗 原 に つ い て の 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 3Aお よ び 図 3Bは 、 ク ラ ミ ジ ア
陽 性 ス メ ア で あ り 、 感 染 細 胞 は 、 FITC結 合 二 次 抗 体 で 免 疫 染 色 さ れ て い る 、 特 徴 的 な ク ラ
ミ ジ ア 封 入 体 を 示 す 。 図 3Cは 、 ク ラ ミ ジ ア 陰 性 免 疫 ス メ ア を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4Aお よ び 図 4Bは 、 J774A.1宿 主 細 胞 単 層 と 共 培 養 し た 末 梢 血 細 胞 の 培 養 物 に お
け る 、 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 に つ い て の 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 4Aは 、 ク ラ ミ
ジ ア に 感 染 し 、 か つ J774A.1宿 主 細 胞 と 共 培 養 さ れ た 、 末 梢 血 細 胞 を 示 す 。 図 4Bは 、 J774A
.1宿 主 細 胞 と 共 培 養 さ れ た 非 感 染 末 梢 血 細 胞 を 示 す 。
【 図 ５ 】 ク ラ ミ ジ ア 感 染 お よ び 非 感 染 の CD16b陽 性 お よ び CD16b陰 性 細 胞 の 差 次 的 免 疫 染 色
を 示 す 顕 微 鏡 写 真 の 組 で あ る 。 細 胞 を 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 体 お よ び 抗 CD16b抗 体 で 染 色 し た 。
最 上 段 ： ク ラ ミ ジ ア 感 染 CD16b陰 性 細 胞 。 中 段 ： 非 感 染 CD16b陰 性 細 胞 。 最 下 段 ： 非 感 染 CD
16b陽 性 細 胞 。
【 図 ６ 】 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 お よ び 細 胞 種 特 異 的 表 面 抗 原 分 類 (CD)抗 原 に 関 す る 、 共 焦 点 二 重
免 疫 蛍 光 染 色 の 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 第 一 列 は 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 体 で の 染 色 を 示 す (
最 上 段 お よ び 最 下 段 の PE染 色 (赤 色 )； 中 段 の FITC染 色 (緑 色 ))。 第 二 列 は 、 抗 CDマ ー カ ー
抗 体 で の 染 色 を 示 す (最 上 段 お よ び 最 下 段 の FITC染 色 (緑 色 )； 中 段 の PE染 色 (赤 色 ))。 CDマ
ー カ ー 抗 原 の 発 現 は 、 細 胞 種 特 異 的 で あ る (細 胞 種 を 括 弧 内 に 示 す )。 第 三 列 は 、 視 野 に 存
在 す る す べ て の 細 胞 を 示 す 、 微 分 干 渉 コ ン ト ラ ス ト (DIC)明 視 野 像 で あ る 。 第 四 列 は 、 第
一 列 ～ 第 三 列 に 観 察 さ れ る 先 行 画 像 の 統 合 像 を 示 す 。 染 色 さ れ て い る ク ラ ミ ジ ア 抗 原 お よ
び CDマ ー カ ー の 両 方 に 関 し て 陽 性 に 発 現 し て い る 細 胞 は 、 統 合 像 で は 黄 色 で あ る 。 染 色 さ
れ て い る 抗 原 の 1つ し か 発 現 し な い 細 胞 は 1色 の み で あ る (例 え ば 第 四 列 、 第 一 段 の 下 部 左
隅 の 細 胞 )。
【 図 ７ 】 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 お よ び 細 胞 種 特 異 的 CD抗 原 に 関 す る 、 二 重 免 疫 蛍 光 染 色 の 一 連 の
共 焦 点 光 学 切 片 顕 微 鏡 写 真 (統 合 像 )で あ り 、 細 胞 の 下 部 か ら 進 行 し 、 細 胞 の 上 部 に 向 か っ
て 進 行 す る 。 抗 ク ラ ミ ジ ア 染 色 は 赤 色 で あ り 、 か つ 抗 CDマ ー カ ー 染 色 は 緑 色 で あ り 、 し た
が っ て 、 染 色 抗 原 が 共 局 在 す る 領 域 は 各 画 像 中 で 黄 色 に 見 え る 。 細 胞 全 体 の 高 分 解 能 共 焦
点 光 学 切 片 化 (切 片 は 下 部 か ら 上 部 に 番 号 付 け さ れ る ； 左 か ら 右 の 順 )に よ っ て 、 特 定 の 細
胞 種 に お け る ク ラ ミ ジ ア 抗 原 お よ び ク ラ ミ ジ ア 封 入 体 の 細 胞 内 位 置 決 定 が 可 能 に な る 。
【 図 ８ 】 軟 膜 由 来 細 胞 集 団 の 頻 度 分 布 ヒ ス ト グ ラ ム の 組 で あ る 。 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 お よ び 好
酸 球 /好 塩 基 球 特 異 的 マ ー カ ー (CDw125)に 関 し て 細 胞 を 染 色 し 、 か つ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー を 用 い て 分 析 し た 。 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 免 疫 蛍 光 に 基 づ く 、 細 胞 (ま た は 「
事 象 」 )の 分 布 を 示 す 。 「 A」 と 表 示 す る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 二 次 抗 体 で の み 染 色 さ れ た 非 感
染 細 胞 集 団 を 示 す (蛍 光 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 対 照 と し て )。 「 B」 と 表 示 す る ヒ ス ト グ ラ ム は
、 抗 ク ラ ミ ジ ア 一 次 抗 体 お よ び 抗 CDw125一 次 抗 体 で 染 色 さ れ 、 か つ 蛍 光 体 結 合 二 次 抗 体 で
検 出 さ れ た 、 既 知 の 非 感 染 細 胞 集 団 を 示 す 。 「 C」 と 表 示 す る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 い く ら か
の ク ラ ミ ジ ア 感 染 細 胞 を 含 む こ と が 公 知 で あ り 、 か つ 「 B」 で 用 い た も の と 同 じ 一 次 抗 体
で 染 色 さ れ た 細 胞 集 団 を 示 す 。 「 M1」 は 、 マ ー カ ー に 関 し て 、 細 胞 が 陽 性 で あ る と 判 断 す
る の に 用 い た 閾 値 蛍 光 基 準 を 示 す 。
【 図 ９ 】 軟 膜 由 来 細 胞 集 団 の 頻 度 分 布 ヒ ス ト グ ラ ム の 組 で あ る 。 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 お よ び 好
酸 球 /好 塩 基 球 特 異 的 マ ー カ ー (CDw125)に 関 し て 細 胞 を 染 色 し 、 か つ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー を 用 い て 分 析 し た 。 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 抗 CDw125免 疫 蛍 光 に 基 づ く 、 細 胞 (ま た は 「 事 象
」 )の 分 布 を 示 す 。 「 A」 と 表 示 す る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 二 次 抗 体 の み で 染 色 さ れ た 非 感 染 細
胞 集 団 を 示 す (蛍 光 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 対 照 と し て )。 「 B」 と 表 示 す る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 非
感 染 細 胞 集 団 を 示 す 。 「 C」 と 表 示 す る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 免 疫 蛍 光 に 関 し て
陽 性 で あ る 、 い く ら か の 細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 軟 膜 由 来 細 胞 集 団 の 頻 度 分 布 ヒ ス ト グ ラ ム の 組 で あ る 。 ク ラ ミ ジ ア 抗 原 お よ び
好 中 球 特 異 的 マ ー カ ー (CD16b)に 関 し て 細 胞 を 染 色 し 、 か つ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い
て 分 析 し た 。 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 抗 CD16b免 疫 蛍 光 に 基 づ く 、 細 胞 (ま た は 「 事 象 」 )の 分 布
を 示 す 。 「 A」 と 表 示 す る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 二 次 抗 体 の み で 染 色 さ れ た 非 感 染 細 胞 集 団 を
示 す (蛍 光 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 対 照 と し て )。 「 B」 と 表 示 す る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 非 感 染 細 胞
集 団 に お け る CD16b免 疫 蛍 光 を 示 す 。 「 C」 と 表 示 す る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 免 疫
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蛍 光 に 関 し て 陽 性 で あ る 細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 に お け る CD16b免 疫 蛍 光 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 赤 血 球 で 連 続 希 釈 し た ク ラ ミ ジ ア 感 染 白 血 球 の 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る
検 出 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 方 法 の 感 度 の 試 験 と し て 、 ク ラ ミ ジ ア 感 染 白 血 球 を 、 赤 血 球 で
連 続 希 釈 し て 、 50,000細 胞 の 総 集 団 を 得 た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の た め 、 10,000細
胞 試 料 を 用 い た 。 縦 軸 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に 用 い た 試 料 中 の 白 血 球 の 総 数 を 示 す (
例 え ば 計 数 し た 試 料 に お い て 50%の 白 血 球 は 、 縦 軸 上 の 5,000細 胞 に 相 当 す る )。 横 軸 は 、
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 計 数 し た 10,000細 胞 試 料 中 で 検 出 さ れ た 感 染 細 胞 数 を 示 す
。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

(19) JP 2007-532913 A 2007.11.15



【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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