
(57)【要約】
本発明は、全般的に診断アッセイ法、より詳しく述べると細胞性免疫反応性を測定するた
めのアッセイ法に関する。さらにより詳しく述べると、本発明は、全血または他の適した
生体試料を用いて抗原に対する細胞性応答を測定するためのアッセイ法およびキットを提
供する。アッセイ法は、免疫エフェクター分子に対するリガンドを用いて行ってもよく、
または核酸レベルで、免疫エフェクター分子をコードする遺伝子の発現のスクリーニング
を用いて行ってもよい。アッセイ法は、ヒト、家禽、獣医学、および野生動物での応用の
ための治療および診断プロトコールにおいて有用である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 試 料 が 抗 原 に よ る 刺 激 後 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞
を 含 む 、 被 験 者 か ら の 試 料 を 採 取 す る 段 階 、 該 試 料 を 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階
、 お よ び 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ っ て 、 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答
を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル の 上 昇 を 測 定 す
る 段 階 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 試 料 が 全 血 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 全 血 が 抗 原 を 含 む 管 に お い て 採 取 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 全 血 が ヘ パ リ ン を 含 む 管 に お い て 採 取 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 タ イ ト ル が ヘ パ リ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 試 料 が 抗 原 と 共 に 約 5時 間 ～ 約 50時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 全 血 が 抗 原 と 共 に 約 5時 間 ～ 約 50時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 サ イ ト カ イ ン が IFN-γ で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 サ イ ト カ イ ン が GM-CSFで あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 サ イ ト カ イ ン が イ ン タ ー ロ イ キ ン で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 サ イ ト カ イ ン が TNFα で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 被 験 者 が 病 原 体 に 感 染 し て い る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 病 原 体 が HBVで あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 病 原 体 が HIVで あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 免 疫 細 胞 が 、 NK細 胞 、 T細 胞 、 B細 胞 、 樹 状 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 単 球 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 免 疫 細 胞 が T細 胞 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 単 糖 の 存 在 下 で 行 わ れ る 、 請 求 項 7ま た は 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 単 糖 が デ キ ス ト ロ ー ス で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 原 が ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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　 抗 原 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 原 が タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 抗 原 が 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 原 が 糖 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 抗 原 が 、 燐 脂 質 、 燐 タ ン パ ク 質 、 お よ び ホ ス ホ リ ポ タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 抗 原 が TB特 異 的 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が ESAT-6に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が CFP-10に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が TB7に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 抗 原 が ヒ ト 型 結 核 菌 （ Mycobacterium tuberculosis） に 由 来 す る PPDで あ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 抗 原 が ト リ 型 結 核 菌 （ Mycobacterium avium） に 由 来 す る PPDで あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 抗 原 が フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 抗 原 が 破 傷 風 ト キ ソ イ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が 、 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が ELISAを 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が ELISpotを 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る 方 法 に よ っ て 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 す る 能
力 を 評 価 す る こ と を 含 む 、 病 原 体 感 染 症 、 自 己 免 疫 障 害 も し く は 癌 、 ま た は そ の よ う な 障
害 を 発 症 す る 性 向 を 有 す る 被 験 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 試 料 が 抗 原 に よ る 刺 激 後 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞
を 含 む 、 被 験 者 か ら の 試 料 を 採 取 す る 段 階 、 該 試 料 を 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階
、 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ っ て 、 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行
で き る こ と が 示 さ れ る 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル の 上 昇 を 測 定 す る 段 階
、 お よ び 適 切 な 治 療 プ ロ ト コ ー ル を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 試 料 が 全 血 で あ る 、 請 求 項 38ま た は 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 全 血 が 抗 原 を 含 む 管 に お い て 採 取 さ れ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ２ 】
　 全 血 が ヘ パ リ ン を 含 む 管 に お い て 採 取 さ れ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 タ イ ト ル が ヘ パ リ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 試 料 が 抗 原 と 共 に 約 5時 間 ～ 約 50時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 全 血 が 抗 原 と 共 に 約 5時 間 ～ 約 50時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 サ イ ト カ イ ン が IFN-γ で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 サ イ ト カ イ ン が GM-CSFで あ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 サ イ ト カ イ ン が イ ン タ ー ロ イ キ ン で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 サ イ ト カ イ ン が TNFα で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 免 疫 細 胞 が 、 NK細 胞 、 T細 胞 、 B細 胞 、 樹 状 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 単 球 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 免 疫 細 胞 が T細 胞 で あ る 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 単 糖 の 存 在 下 で 行 わ れ る 、 請 求 項 44ま た は 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 単 糖 が デ キ ス ト ロ ー ス で あ る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 抗 原 が ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 抗 原 が ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 抗 原 が タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 抗 原 が 糖 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 抗 原 が 糖 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 抗 原 が 、 燐 脂 質 、 燐 タ ン パ ク 質 、 お よ び ホ ス ホ リ ポ タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 抗 原 が TB特 異 的 抗 原 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が ESAT-6に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が CFP-10に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が TB7に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 抗 原 が ヒ ト 型 結 核 菌 に 由 来 す る PPDで あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ６ 】
　 抗 原 が ト リ 型 結 核 菌 に 由 来 す る PPDで あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 抗 原 が フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 抗 原 が 破 傷 風 ト キ ソ イ ド で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が 、 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ る 、
請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が ELISAを 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 69記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が ELISpotを 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 70記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 多 成 分 型 で あ る 、 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、
　 第 一 の 区 画 が 複 数 の 採 血 管 を 含 み 、 第 二 の 区 画 が 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 に 関 す る 抗 体 に
基 づ く 検 出 手 段 を 含 み 、 お よ び 第 三 の 区 画 が
（ 1） 採 血 管 に 血 液 を 採 取 す る 段 階 ；
（ 2） 該 管 を 混 合 す る 段 階 ；
（ 3） 該 管 を 直 立 さ せ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
（ 4） 該 管 を 遠 心 し て 、 血 漿 を 採 取 す る 段 階 ； お よ び
（ 5） 血 漿 中 の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 検 出 す る 段 階
を 含 む 一 連 の 説 明 書 を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 全 般 的 に 診 断 ア ッ セ イ 法 、 よ り 詳 し く 述 べ る と 細 胞 性 免 疫 反 応 性 を 測 定 す る
た め の ア ッ セ イ 法 に 関 す る 。 さ ら に よ り 詳 し く 述 べ る と 、 本 発 明 は 、 全 血 ま た は 他 の 適 し
た 生 体 試 料 を 用 い て 抗 原 に 対 す る 細 胞 性 反 応 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ 法 お よ び キ ッ ト を
提 供 す る 。 ア ッ セ イ 法 は 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 に 対 す る リ ガ ン ド を 用 い て 行 っ て も よ く
、 ま た は 核 酸 レ ベ ル で 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 に 関 す る ス ク リ
ー ニ ン グ を 用 い て 行 っ て も よ い 。 ア ッ セ イ 法 は 、 ヒ ト 、 家 禽 、 獣 医 学 、 お よ び 野 生 動 物 に
関 し て 応 用 す る た め の 治 療 お よ び 診 断 プ ロ ト コ ー ル に お い て 有 用 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
先 行 技 術 に 関 す る 説 明
　 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ た 参 考 文 献 の 著 書 目 録 の 詳 細 は 、 明 細 書 の 末 尾 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に お け る 先 行 技 術 に 対 す る 参 照 は 、 こ の 先 行 技 術 が 如 何 な る 国 に お い て も 共 通
の 全 般 的 知 識 の 一 部 を 形 成 す る と 認 識 し て い る わ け で は な く 、 認 識 し た と 解 釈 し て は な ら
ず 、 ま た は 如 何 な る 形 で も 示 唆 し た と 解 釈 し て は な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 細 胞 性 免 疫 （ CMI） 応 答 は 、 免 疫 コ ン ピ テ ン ス の マ ー カ ー と し て 、 な ら び に 内 因 性 お よ
び 外 因 性 の 抗 原 （ す な わ ち ワ ク チ ン ） に 対 す る T細 胞 応 答 を 検 出 す る た め の マ ー カ ー と し
て 、 多 く の 感 染 疾 患 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 の 免 疫 学 的 診 断 に と っ て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 CMI応 答 を 検 出 す る た め の 現 在 の 方 法 に は 、 即 時 型 お よ び 遅 延 型 過 敏 症 の 双 方 を 測 定 す
る 皮 膚 試 験 、 リ ン パ 球 増 殖 ア ッ セ イ 法 、 な ら び に 抗 原 と 共 に 培 養 し た 精 製 単 核 球 に よ っ て
産 生 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 測 定 が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 CMI応 答 を 検 出 す る ほ と ん ど の イ ン ビ ト ロ 試 験 は 、 全 血 か ら リ ン パ 球 を 精 製 す る こ と 、
こ れ ら の リ ン パ 球 を 12時 間 ～ 6日 間 、 抗 原 と 共 に 培 養 す る こ と 、 お よ び 抗 原 に 対 す る T細 胞
の 反 応 性 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 増 殖 ア ッ セ イ 法 の よ う な よ り 古 い 確 立 さ れ た 方 法 は 、 CM
I応 答 性 の マ ー カ ー と し て 、 分 裂 T細 胞 に よ る 放 射 活 性 同 位 元 素 の 取 り 込 み を 用 い る 。 よ り
最 近 で は 、 抗 原 刺 激 に 反 応 し て 特 定 の サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る T細 胞 数 を 検 出 す る た め に
、 単 細 胞 ア ッ セ イ 法 （ ELISpot） の よ う な 技 術 が 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 CMI応 答 性 を 測 定 す る た め に こ れ ま で に 用 い ら れ て き た ア ッ セ イ 法 が あ っ た と は い え 、 C
MI応 答 を 容 易 か つ 正 確 に 測 定 す る に は 実 際 に 限 界 が あ っ た こ と か ら 、 こ れ ま で 、 感 染 疾 患
、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 腫 瘍 学 の 診 断 に お け る 標 準 的 で 実 際 的 な 医 学 の 実 践 に こ れ ら の ア ッ
セ イ 法 を 大 規 模 に 採 用 す る こ と は で き な か っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の 概 要
　 本 明 細 書 を 通 し て 、 本 文 が そ う で な い こ と を 必 要 と す る 場 合 を 除 き 、 「 含 む （ comprise
） 」 と い う 用 語 、 ま た は 「 含 む （ comprises） 」 も し く は 「 含 む （ comprising） 」 の よ う
な そ の 変 化 形 は 、 述 べ ら れ た 要 素 も し く は 整 数 ま た は 要 素 も し く は 整 数 の 群 を 含 め る が 、
任 意 の 他 の 要 素 も し く は 整 数 、 ま た は 要 素 も し く は 整 数 の 群 を 除 外 し な い こ と を 意 味 す る
も の と 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 系 の T細 胞 ま た は 他 の 細 胞 を 含 む 被 験 者 か ら の 試 料 を 、 抗 原 と 共 に イ ン
キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 被 験 者 に お け る CMIを 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 次 に 、 IFN
-γ も し く は 他 の サ イ ト カ イ ン 、 ま た は 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 産 生 を 検 出 す る 。 免 疫 エ
フ ェ ク タ ー の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ り 、 被 験 者 の 細 胞 性 応 答 性 レ ベ ル が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 好 ま し く は 、 試 料 は 、 抗 原 を 含 む 適 し た 容 器 に お い て 採 取 さ れ る 全 血 で あ る 。 選 択 的 に
、 デ キ ス ト ロ ー ス の よ う な 単 糖 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 に 加 え る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 一 つ の 局 面 は 、 試 料 が 抗 原 に よ る 刺 激 後 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子
を 産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞 を 含 む 、 被 験 者 か ら の 試 料 を 採 取 す る 段 階 、 該 試 料
を 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ
ル に よ っ て 、 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分
子 の 存 在 ま た は レ ベ ル の 上 昇 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る
方 法 を 企 図 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 好 ま し く は 、 被 験 者 は ヒ ト で あ る 。 し か し 、 本 発 明 は 、 霊 長 類 、 家 畜 動 物 、 実 験 動 物 、
ペ ッ ト 動 物 、 お よ び 鳥 類 の み な ら ず 爬 虫 類 お よ び 両 生 類 の よ う な 哺 乳 類 以 外 の 動 物 を 企 図
す る 。 し た が っ て 、 ア ッ セ イ 法 は 、 ヒ ト 、 家 畜 、 獣 医 学 お よ び 野 生 動 物 の 治 療 お よ び 診 断
に お い て 適 用 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 抗 原 を 含 む 、 ま た は そ れ に 抗 原 が 添 加 さ れ る 採 血 管 に
お い て 採 取 さ れ た 全 血 で あ る 。 一 般 的 に 、 血 液 は ヘ パ リ ン の 存 在 下 で 維 持 さ れ る 。 ヘ パ リ
ン は 、 全 血 が 加 え ら れ る 、 ま た は そ の 後 加 え ら れ る 試 験 管 に 存 在 し て も よ い 。 採 血 管 を 用
い る こ と は 、 標 準 的 な 自 動 検 査 シ ス テ ム に 適 合 し て 、 こ れ ら は 大 規 模 で ラ ン ダ ム ア ク セ ス
サ ン プ リ ン グ に お け る 分 析 に 従 う 。 採 血 管 は ま た 、 取 り 扱 い 費 用 を 最 小 限 に し て 、 検 査 室
で の 全 血 お よ び 血 漿 に 対 す る 曝 露 を 減 少 さ せ 、 し た が っ て 、 検 査 者 が 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （
HIV） ま た は B型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HBV） の よ う な 病 原 体 と 接 触 す る リ ス ク を 減 少 さ せ る 。 さ
ら に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う た め に 採 血 管 を 用 い る こ と に よ っ て 、 ア ッ セ イ は こ れ ま
で に 用 い た 24ウ ェ ル 培 養 ウ ェ ル プ レ ー ト よ り 一 層 感 受 性 が 高 く な る 。

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-506609 A 2006.2.23



【 ０ ０ １ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 採 血 管 、 選 択 的 に 、 デ キ ス ト ロ ー ス の よ う な 単 糖 お よ び イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 を 用 い る こ と を 含 む 、 増 強 さ れ た CMIア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 段 階 は 、 好 ま し く は 5時 間 ～ 50時 間 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 、 好 ま し く は IFN-γ の よ う な 、 し か し こ れ に 限 定 さ れ な い サ イ
ト カ イ ン で あ る 。 免 疫 エ フ ェ ク タ ー の 存 在 ま た は レ ベ ル は 、 分 子 自 身 の レ ベ ル で 、 ま た は
遺 伝 子 が 発 現 さ れ る 程 度 に 決 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ア ッ セ イ を 行 う た め に 必 要 な 試 薬 お よ び 区 画 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る
。 一 般 的 に 、 キ ッ ト は 一 連 の 説 明 書 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ア ッ セ イ は ま た 、 自 動 ま た は 半 自 動 で あ っ て も よ く 、 自 動 の 局 面 は コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ
ト ウ ェ ア に よ っ て 制 御 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 微 生 物 、 寄 生 虫 、 も し く は ウ イ ル ス に よ る 感 染 、 自 己 免 疫 状 態 ま た は
癌 の よ う な 状 態 の 治 療 法 を 企 図 す る 。 方 法 は 、 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 で き る か 否
か を 評 価 し て 、 次 に 、 単 独 ま た は 他 の 治 療 と 併 用 し て 標 的 抗 原 に 対 し て CMIを 誘 導 す る よ
う な 治 療 プ ロ ト コ ー ル を 選 択 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 省 略 語 の リ ス ト を 表 1に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 （ 表 １ ） 省 略 語
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 被 験 者 が CMI応 答 を 実 行 す る 可 能 性 ま た は 能 力 に 関 す る ア ッ セ イ 法 を 提 供 す
る 。 ア ッ セ イ 法 は 、 抗 原 刺 激 に 反 応 し た 免 疫 系 の 細 胞 に よ る 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 産 生
を 測 定 す る こ と に 基 づ く 。 免 疫 エ フ ェ ク タ ー は 、 エ フ ェ ク タ ー に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の よ
う な リ ガ ン ド を 用 い て 、 ま た は エ フ ェ ク タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る
こ と に よ っ て 検 出 し て も よ い 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る CMIの 応 答 性 を 決
定 す る 手 段 を 提 供 し 、 次 に 感 染 疾 患 、 病 態 、 免 疫 コ ン ピ テ ン ス の レ ベ ル 、 お よ び 内 因 性 ま
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た は 外 因 性 の 抗 原 に 対 す る T細 胞 応 答 性 の マ ー カ ー を 診 断 す る 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 一 つ の 局 面 は 、 抗 原 に よ る 刺 激 後 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 産 生
す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 被 験 者 か ら 採 取 す る 段 階 、 該 試 料 を 抗 原 と 共
に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ っ て
、 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま
た は レ ベ ル の 上 昇 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る 方 法 を 企 図
す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 被 験 者 」 と い う 用 語 に は 、 霊 長 類 、 家 畜 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ウ マ 、
ロ バ 、 ヤ ギ ） 、 実 験 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー ）
、 ペ ッ ト 動 物 （ 例 え ば 、 イ ヌ 、 ネ コ ） 、 鳥 類 （ 例 え ば 、 家 禽 、 飼 育 さ れ る ト リ ） 、 爬 虫 類
、 お よ び 両 生 類 を 含 む 、 ヒ ト ま た は ヒ ト 以 外 の 種 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ヒ
ト で の 医 薬 品 に お い て 適 応 を 有 す る と 共 に 、 家 畜 、 獣 医 学 お よ び 野 生 動 物 へ の 適 応 を 有 す
る 。 し か し 、 最 も 好 ま し く は 、 被 験 者 は ヒ ト で あ り 、 CMI応 答 ア ッ セ イ 法 は 、 病 原 性 微 生
物 、 ウ イ ル ス お よ び 寄 生 虫 に 対 す る 反 応 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め 、 自 己 免 疫 状
態 の 発 症 の 可 能 性 ま た は モ ニ タ リ ン グ に 関 し て 、 お よ び 腫 瘍 学 的 チ ャ レ ン ジ に 対 す る 被 験
者 の 反 応 を モ ニ タ ー す る 場 合 に 適 応 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 し た が っ て 、 こ の 好 ま し い 態 様 に 従 っ て 、 本 発 明 は 、 抗 原 に よ る 刺 激 後 に 免 疫 エ フ ェ ク
タ ー 分 子 を 産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞 を 含 む 試 料 を ヒ ト 被 験 者 か ら 採 取 す る 段 階
、 該 試 料 を 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま
た は レ ベ ル に よ っ て 、 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 免 疫 エ フ ェ
ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル の 上 昇 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 ヒ ト 被 験 者 に お け る CMI応
答 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 免 疫 細 胞 」 と い う 用 語 に は 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細 胞 、 T細 胞 （ CD4 + お よ び ／ ま
た は CD8 + 細 胞 ） 、 B細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 単 球 を 含 む リ ン パ 球 、 樹 状 細 胞 、 ま た
は 直 接 も し く は 間 接 的 な 抗 原 刺 激 に 反 応 し て エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 産 生 す る こ と が で き る 他
の 任 意 の 細 胞 の 様 な 細 胞 が 含 ま れ る 。 便 宜 上 、 免 疫 細 胞 は リ ン パ 球 、 よ り 詳 し く は Tリ ン
パ 球 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 、 抗 原 に よ る 細 胞 の 活 性 化 ま た は 刺 激 に 反 応 し て 産 生 さ れ る 任
意 の 広 範 囲 の 分 子 で あ っ て も よ い 。 IFN-γ の よ う な イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ IFN） は 、 特 に 有
用 な 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 で あ る が 、 他 に は 、 補 体 ま た は 補 体 系 路 の 成 分 の よ う な 数 あ る
中 で も 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン （ IL） 、 例 え ば IL-2、 IL-4、 IL-10、 ま た は IL-12、 腫 瘍 壊 死 因
子 α （ TNF-α ） 、 顆 粒 球 （ G） -CSFま た は 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ GM） -CSFの よ う な コ ロ
ニ ー 刺 激 因 子 （ CSF） の よ う な 広 範 な サ イ ト カ イ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 し た が っ て 、 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 原 に よ る 刺 激 後 に IFN-γ
分 子 を 産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 被 験 者 か ら 採 取 す る 段 階 、 該 試 料
を 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 該 IFN-γ 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ っ て
、 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 IFN-γ 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル
の 上 昇 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ヒ ト に 応 用 さ れ る 好 ま し い 態 様 に 関 す る 限 り 、 本 発 明 は さ ら に 、 抗 原 に よ る 刺 激 後 に IF
N-γ 分 子 を 産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 被 験 者 か ら 採 取 す る 段 階 、 該
試 料 を 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 該 IFN-γ 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ
っ て 、 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 IFN-γ 分 子 の 存 在 ま た は レ
ベ ル の 上 昇 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 ヒ ト 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る 方 法 を さ ら に
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提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 被 験 者 か ら 採 取 し た 試 料 は 一 般 的 に 、 採 血 管 に 入 れ ら れ る 。 採 血 管 に は 、 血 液 吸 引 管 ま
た は 他 の 類 似 の 容 器 が 含 ま れ る 。 便 宜 上 、 試 料 が 全 血 で あ る 場 合 、 採 血 管 は ヘ パ リ ン 処 理
さ れ て い る 。 ま た は 、 血 液 を 採 取 し た 後 に ヘ パ リ ン を 試 験 管 に 加 え る 。 全 血 が 好 ま し く 、
最 も 簡 便 な 試 料 で あ る と は い え 、 本 発 明 は 、 リ ン パ 液 、 脳 脊 髄 液 、 組 織 液 、 な ら び に 鼻 液
お よ び 肺 液 の よ う な 呼 吸 液 の よ う な 、 免 疫 細 胞 を 含 む 他 の 試 料 に も 及 ぶ 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 採 血 管 を 用 い る こ と は 、 標 準 的 な 自 動 検 査 シ ス テ ム に 適 合 し て 、 こ れ ら は 、 大 規 模 お よ
び ラ ン ダ ム ア ク セ ス サ ン プ リ ン グ に お け る 分 析 を 受 け や す い 。 採 血 管 は ま た 、 取 り 扱 い 費
用 を 最 小 限 に し て 、 検 査 時 の 全 血 お よ び 血 漿 に 対 す る 曝 露 を 減 少 さ せ 、 し た が っ て 、 検 査
者 が HIVま た は B型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HBV） の よ う な 病 原 体 に 接 触 す る リ ス ク を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 採 血 管 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 を 組 み 合 わ せ る こ と は 特 に 有 効 で 、 デ キ ス ト ロ ー
ス の よ う な 試 料 糖 の 存 在 下 で 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 選 択 的 な 特 徴 と 同 様 に 、 ア ッ セ イ
の 感 度 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 CMIシ ス テ ム の 細 胞 は 、 被 験 者 か ら 血 液 を 採 取 し た 後 長 期 間 経 過 す る と 、 全 血 に お け る C
MI応 答 を 実 行 す る 能 力 を 失 い 、 介 入 を 行 わ な け れ ば 、 応 答 は し ば し ば 、 採 血 後 24時 間 で は
重 度 に 低 下 ま た は 消 失 す る 。 労 力 を 省 き 、 特 殊 な プ ラ ス チ ッ ク ウ ェ ア を 用 い る こ と に よ っ
て 、 診 察 室 、 診 療 所 、 外 来 施 設 お よ び 獣 医 師 の 診 察 室 ま た は 農 場 の よ う な 診 療 場 所 で 抗 原
に よ る CMI刺 激 を 行 う こ と が で き る 。 抗 原 刺 激 が 終 了 し た 後 、 新 鮮 で 活 発 な 細 胞 は も は や
必 要 で は な い 。 IFN-γ お よ び 他 の サ イ ト カ イ ン ま た は 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 血 漿 中 で 安
定 で あ り 、 こ の よ う に 、 他 の 感 染 疾 患 ま た は 他 の 疾 患 の 診 断 に 用 い ら れ る 標 準 的 な 血 清 試
料 と 同 様 に 、 特 殊 な 条 件 ま た は 迅 速 な 時 間 を 必 要 と す る こ と な く 、 試 料 を 保 存 ま た は 輸 送
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 は 、 5時 間 ～ 50時 間 、 よ り 好 ま し く は 5時 間 ～ 40時 間 の 範 囲 で あ
っ て も よ く 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 8時 間 ～ 24時 間 ま た は そ の あ い だ の 時 間 で あ っ て も よ
い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 は 、 被 験 者 か ら 全 血 試 料 を 採 取 す る 段 階
、 全 血 試 料 を 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在
ま た は レ ベ ル に よ っ て 、 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 IFN-γ の よ う
な 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル の 上 昇 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 ヒ ト 被 験 者 を
含 む 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る 方 法 を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 は 、 デ キ ス ト ロ ー ス の よ う な 単
糖 の 存 在 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 CMIの 測 定 能 は 、 被 験 者 が 微 生 物 、 ウ イ ル ス ま た は 寄 生 虫 の よ う な 病 原 体 に よ る 感 染 に
反 応 す る 能 力 、 糖 尿 病 の よ う な 自 己 免 疫 反 応 を 実 行 す る 能 力 、 ま た は 癌 も し く は 他 の 腫 瘍
状 態 に 対 し て 保 護 す る 能 力 を 評 価 す る た め に 重 要 で あ る 。 そ の 結 果 、 「 被 験 者 に お け る CM
I応 答 を 測 定 す る 」 と い う 用 語 に は 、 感 染 疾 患 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 の 免 疫 学 的 診 断 、 免 疫
コ ン ピ テ ン ス の マ ー カ ー 、 お よ び 内 因 性 お よ び ／ ま た は 外 因 性 抗 原 に 対 す る T細 胞 応 答 の
検 出 （ ワ ク チ ン の 有 効 性 の 測 定 を 含 む ） と 共 に 炎 症 疾 患 お よ び 癌 の マ ー カ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 企 図 さ れ る 自 己 免 疫 疾 患 に は 、 中 で も 円 形 脱 毛 症 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 抗
燐 脂 質 症 候 群 、 自 己 免 疫 性 ア ジ ソ ン 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 副 腎 の 自 己 免 疫 疾 患 、 自 己 免 疫 性
溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 肝 炎 、 自 己 免 疫 性 卵 巣 炎 お よ び 睾 丸 炎 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 水 疱 性
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類 天 疱 瘡 、 心 筋 症 、 腹 腔 ス プ ル ー -皮 膚 炎 、 慢 性 疲 労 症 候 群 （ CFIDS） 、 慢 性 炎 症 性 脱 髄 疾
患 、 慢 性 炎 症 、 多 発 性 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 チ ャ ー グ -ス ト ラ ウ ス 症 候 群 、 瘢 痕 性 類 天 疱 瘡 、 C
REST症 候 群 、 寒 冷 凝 集 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 、 疱 疹 状 皮 膚 炎 、 円 板 状 狼 瘡 、 本 態 性 混 合 型 寒 冷
グ ロ ブ リ ン 血 症 、 線 維 筋 痛 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ レ ー ヴ ス 病 、 ギ ラ ン -バ レ ー 、 橋 本 甲 状 腺 炎
、 特 発 性 肺 線 維 症 、 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 （ ITP） 、 IgAニ ュ ー ロ パ シ ー 、 イ ン ス リ ン
依 存 型 糖 尿 病 （ I型 ） 、 扁 平 苔 癬 、 狼 瘡 、 メ ニ エ ー ル 病 、 混 合 型 結 合 組 織 疾 患 、 多 発 性 硬
化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 心 筋 炎 、 尋 常 性 天 疱 瘡 、 悪 性 貧 血 、 結 節 性 多 発 動 脈 炎 、 多 発 性 軟 骨
炎 、 ポ リ グ ラ ン キ ュ ラ ー （ polyglancular） 症 候 群 、 リ ウ マ チ 性 多 発 筋 痛 、 多 発 筋 炎 お よ
び 皮 膚 筋 炎 、 原 発 性 無 γ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 乾 癬 、 レ イ ノ ー 現 象 、 ラ
イ タ ー 症 候 群 、 リ ウ マ チ 熱 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ
ン 症 候 群 、 ス テ ィ ッ フ マ ン 症 候 群 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 、 タ カ ヤ ス 動 脈 炎 、 側 頭 動 脈 炎 ／ 巨
細 胞 動 脈 炎 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 血 管 炎 、 お よ び 白 斑 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 般 的 に 、 こ れ ら の 個 体 に お い て 可 能 性 が あ る ま た は 実 際 の CMI応 答 性 を 評 価 す る こ と
は 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 意 図 さ れ る 他 の 疾 患 状 態 に は 、 炎 症 性 疾 患 状 態 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に よ っ て 企 図 さ れ る 炎 症 性 疾 患 状 態 の 例 に は 、 損 傷 ま た は 疾 患 に 罹 患 し た 組 織 を
保 護 す る こ と を 意 味 す る 、 発 赤 、 腫 脹 、 疼 痛 、 お よ び 特 定 の 領 域 の 熱 感 が 起 こ る 疾 患 お よ
び 障 害 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 治 療 す る こ と が で き る
炎 症 疾 患 に は 、 に き び 、 ア ン ギ ナ 、 関 節 炎 、 吸 収 性 肺 炎 、 疾 患 、 膿 胸 、 胃 腸 炎 、 炎 症 、 腸
イ ン フ ル エ ン ザ 、 NEC、 壊 死 性 全 腸 炎 、 骨 盤 内 炎 症 性 疾 患 、 咽 頭 炎 、 PID、 胸 膜 炎 、 喉 の ひ
り ひ り す る 痛 み 、 発 赤 、 発 赤 、 咽 喉 炎 、 胃 の イ ン フ ル エ ン ザ 、 お よ び 尿 路 感 染 症 、 慢 性 炎
症 性 脱 髄 性 多 発 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 慢 性 炎 症 性 脱 髄 性 多 発 神 経 根 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 慢 性 炎 症
性 脱 髄 性 多 発 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 慢 性 炎 症 性 脱 髄 性 多 発 神 経 根 ニ ュ ー ロ パ シ ー が 含 ま れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 癌 治 療 も 同 様 に い く ぶ ん CMIに 依 存 す る 。 本 明 細 書 に お い て 企 図 さ れ る 癌 に は 、 特 殊 な
異 な る 細 胞 へ と そ れ ら の 細 胞 が 分 化 す る こ と な く 、 制 御 さ れ な い 細 胞 増 殖 （ 例 え ば 、 腫 瘍
の 形 成 ） を 特 徴 と す る 疾 患 お よ び 障 害 の 群 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 疾 患 お よ び 障 害 に は 、
ABL1癌 原 遺 伝 子 、 AIDS関 連 癌 、 聴 神 経 腫 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 、 腺
嚢 癌 腫 、 副 腎 皮 質 癌 、 特 発 性 骨 髄 化 生 、 脱 毛 、 胞 状 軟 部 肉 腫 、 肛 門 癌 、 血 管 肉 腫 、 再 生 不
良 性 貧 血 、 星 状 細 胞 腫 、 毛 細 管 拡 張 性 運 動 失 調 、 基 底 細 胞 癌 （ 皮 膚 ） 、 膀 胱 癌 、 骨 癌 、 腸
癌 、 脳 幹 神 経 膠 腫 、 脳 お よ び CNS腫 瘍 、 乳 癌 、 CNS腫 瘍 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、 子 宮 頚 癌 、 小
児 脳 腫 瘍 、 小 児 癌 、 小 児 白 血 病 、 小 児 軟 組 織 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 絨 毛 膜 癌 、 慢 性 リ ン パ 性 白
血 病 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 、 結 腸 直 腸 癌 、 皮 膚 T細 胞 リ ン パ 腫 、 隆 起 型 皮 膚 線 維 腫 、 癒 着 性
の 小 さ い 丸 い 腫 瘍 、 腺 管 癌 、 内 分 泌 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 脳 室 上 皮 腫 、 食 道 癌 、 ユ ー イ ン グ 肉
腫 、 肝 臓 外 胆 管 癌 、 眼 癌 、 眼 ： 黒 色 腫 、 網 膜 芽 腫 、 フ ァ ロ ピ ー 管 癌 、 フ ァ ン コ ー ニ 貧 血 、
線 維 肉 腫 、 胆 嚢 癌 、 胃 癌 、 消 化 管 癌 、 消 化 管 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、 尿 性 器 癌 、 胚 細 胞 腫 、 妊
娠 性 絨 毛 性 疾 患 、 神 経 膠 腫 、 婦 人 科 癌 、 血 液 悪 性 疾 患 、 毛 細 胞 白 血 病 、 頭 頚 部 癌 、 肝 細 胞
癌 、 遺 伝 性 乳 癌 、 組 織 球 症 、 ホ ジ キ ン 病 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 、 胞 状 奇 胎 、 高 カ ル シ ウ ム
血 症 、 下 咽 頭 癌 、 眼 内 黒 色 腫 、 島 細 胞 癌 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 腎 癌 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 -組 織 球
症 、 咽 頭 癌 、 平 滑 筋 肉 腫 、 白 血 病 、 リ -フ ラ ウ メ ニ 症 候 群 、 口 唇 癌 、 脂 肪 肉 腫 、 肝 癌 、 肺
癌 、 リ ン パ 浮 腫 、 リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 男 性 乳 癌 、 腎 臓 の
悪 性 棒 状 小 体 腫 瘍 、 髄 芽 細 胞 腫 、 黒 色 腫 、 メ ル ケ ル 細 胞 癌 、 中 皮 腫 、 転 移 癌 、 口 癌 、 多 発
性 内 分 泌 新 生 物 、 菌 状 息 肉 腫 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 、 骨 髄 腫 、 骨 髄 増 殖 性 障 害 、 鼻 腔 癌 、 鼻
咽 頭 癌 、 腎 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 腫 、 神 経 線 維 腫 、 神 経 線 維 腫 症 、 ナ イ メ ー ヘ ン 切 断 症 候 群 、
非 黒 色 腫 皮 膚 癌 、 肺 の 非 小 細 胞 癌 （ NSCLC） 、 眼 癌 、 食 道 癌 、 口 腔 癌 、 口 咽 頭 癌 、 骨 肉 腫
、 小 孔 卵 巣 癌 、 膵 臓 癌 、 副 鼻 腔 癌 、 副 甲 状 腺 癌 、 耳 下 腺 癌 、 陰 茎 癌 、 末 梢 神 経 外 胚 葉 腫 瘍
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、 下 垂 体 癌 、 真 正 赤 血 球 増 加 症 、 前 立 腺 癌 、 ま れ な 癌 お よ び 関 連 癌 、 腎 細 胞 癌 、 網 膜 芽 腫
、 横 紋 筋 肉 腫 、 ロ ー ト ム ン ド -ト ム ソ ン 症 候 群 、 唾 液 腺 癌 、 肉 腫 、 シ ュ ワ ン 細 胞 腫 、 セ ザ
リ ー 症 候 群 、 皮 膚 癌 、 肺 小 細 胞 癌 （ SCLC） 、 小 腸 癌 、 軟 組 織 肉 腫 、 脊 髄 腫 瘍 、 扁 平 上 皮 癌
（ 皮 膚 ） 、 胃 癌 、 滑 膜 肉 腫 、 精 巣 癌 、 胸 腺 癌 、 甲 状 腺 癌 、 移 行 上 皮 癌 （ 膀 胱 ） 、 移 行 上 皮
癌 （ 腎 臓 、 骨 盤 -/-尿 管 ） 、 絨 毛 性 癌 、 尿 道 癌 、 泌 尿 器 癌 、 ウ ロ プ ラ キ ン ス 、 子 宮 肉 腫 、
子 宮 癌 、 膣 癌 、 外 陰 癌 、 ワ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 特 定 の 生 物 、 ウ イ ル ス 、 自 己 抗 原 、 ま た は 癌 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 任 意 の 範 囲 の 抗 原 を
試 験 し て も よ い 。 ま た は 、 よ り 一 般 的 な 物 質 を 用 い て 細 胞 性 免 疫 応 答 の 一 般 的 な 能 力 を 試
験 し て も よ い 。 後 者 の 例 に は 、 ヒ ト 型 結 核 菌 （ M. tuberculosis） お よ び 破 傷 風 ト キ ソ イ
ド か ら の PPDが 含 ま れ る 。 し か し 、 一 般 的 に 、 如 何 な る ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は
タ ン パ ク 質 、 糖 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 燐 脂 質 、 燐 タ ン パ ク 質 、 ホ ス ホ リ ポ タ ン パ ク 質 、 ま た
は 非 タ ン パ ク 質 の 化 学 物 質 を ア ッ セ イ 系 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 検 出 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 レ ベ ル で 行 っ て
も よ い 。 そ の 結 果 、 「 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル 」 と い う 用 語 に は 、 直 接
お よ び 間 接 的 な デ ー タ が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 高 レ ベ ル の IFN-γ  mRNAは 、 IFN-γ の レ ベ ル
の 増 加 を 示 す 間 接 的 な デ ー タ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー に 対 す る リ ガ ン ド は 、 こ れ ら の 分 子 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る た
め に 特 に 有 用 で あ る 。 免 疫 エ フ ェ ク タ ー に 対 す る 抗 体 は 特 に 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に お い
て 企 図 さ れ る ア ッ セ イ の 技 術 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 こ れ に は 例 え ば サ ン ド イ ッ チ ア
ッ セ イ 法 、 ELISA、 お よ び ELISpotが 含 ま れ る 。 「 抗 体 」 と い う 用 語 に は 、 抗 体 の 一 部 、 哺
乳 類 化 （ 例 え ば 、 ヒ ト 化 ） 抗 体 、 組 換 え 型 ま た は 合 成 抗 体 な ら び に ハ イ ブ リ ッ ド お よ び 一
本 鎖 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は い ず れ も 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー ま た は そ
の 抗 原 性 断 片 に よ る 免 疫 に よ っ て 得 る こ と が で き 、 い ず れ の タ イ プ も イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に
利 用 す る こ と が で き る 。 双 方 の タ イ プ の 血 清 を 得 る 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 は 、 あ ま り 好 ま し く な い が 、 適 し た 実 験 動 物 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー ま た は
そ の 抗 原 性 断 片 の 有 効 量 を 注 射 す る こ と 、 動 物 か ら 血 清 を 採 取 す る こ と 、 お よ び 任 意 の 既
知 の 免 疫 吸 着 技 術 を 用 い て 特 異 的 血 清 を 単 離 す る こ と に よ っ て 比 較 的 容 易 に 調 製 さ れ る 。
こ の 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 は 実 質 的 に 如 何 な る タ イ プ の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に お い て
も 利 用 で き る が 、 そ れ ら は 産 物 が お そ ら く 不 均 一 で あ る た め に 一 般 的 に あ ま り 好 ま し く な
い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に お い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と は 、 そ れ ら を 大 量 に 産 生 で
き る こ と 、 お よ び 産 物 が 均 一 で あ る こ と か ら 特 に 好 ま し い 。 不 死 化 細 胞 株 と 免 疫 原 性 調 製
物 に 対 し て 感 作 し た リ ン パ 球 と を 融 合 す る こ と に 由 来 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 の た め
の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 の 調 製 は 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 試 料 ま た は 試 料 の 少 量 を 免 疫 エ フ ェ ク タ ー ま
た は そ の 抗 原 性 断 片 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に 、 抗 原 -エ フ ェ ク タ ー 複 合 体 を 形 成 す る た め
に 十 分 な 期 間 お よ び 条 件 で 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 次 に 該 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、
被 験 者 か ら の 免 疫 細 胞 を 含 む 試 料 に お い て 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー を 検 出 す る 方 法 を 企 図 す る
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 試 料 に は 全 血 が 含 ま れ る 。 こ の 方 法 に は 、 平 面 ま た は 球 状 の 固 相 支 持 体 上 の マ イ ク ロ ア
レ イ お よ び マ ク ロ ア レ イ が 含 ま れ る 。 マ イ ク ロ ま た は マ ク ロ ア レ イ は 有 用 で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 米 国 特 許 第 4,016,043号 、 第 4,424,279号 、 お よ び 第 4,018,653号 を 参 照 し て 認 め ら れ う
る よ う に 、 広 範 囲 の イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 以 下 は 、 一 つ の タ イ プ の ア ッ セ イ 法 に 関 す る 説 明 で あ る 。 非 標 識 抗 体 を 固 相 基 質 上 に 固
定 し て 、 結 合 し た 分 子 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー に 関 し て 試 験 す べ き 試 料 （ 例 え ば 、 抗 原 ） を 接
触 さ せ る 。 適 し た 期 間 、 す な わ ち 抗 体 -抗 原 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る た め に 十 分 な 期 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 産 生 す る こ と が で き る レ ポ ー タ ー 分 子 に よ
っ て 標 識 し た 抗 原 特 異 的 二 次 抗 体 を 加 え て 、 抗 体 -抗 原 -標 識 抗 体 の も う 一 つ の 複 合 体 の 形
成 を さ せ る た め に 十 分 な 期 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 如 何 な る 未 反 応 材 料 も 洗 浄 し て 除 去 し
て 、 抗 原 の 有 無 を レ ポ ー タ ー 分 子 に よ っ て 産 生 さ れ た シ グ ナ ル の 観 察 に よ っ て 決 定 す る 。
結 果 は 、 肉 眼 的 な シ グ ナ ル を 単 に 観 察 す る こ と に よ っ て 定 性 的 で あ っ て も よ く 、 ま た は 既
知 量 の 抗 原 を 含 む 対 照 試 料 と 比 較 す る こ と に よ っ て 定 量 的 で あ っ て も よ い 。 こ の 一 般 的 な
技 術 は 、 任 意 の 多 く の 改 変 と 同 様 に 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 本 発 明 の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー に 対 し て 特 異 性 を 有 す る 第 一
の 抗 体 は 固 相 表 面 に 共 有 結 合 さ せ る か 、 ま た は 受 動 的 に 結 合 さ せ る 。 固 相 表 面 は 典 型 的 に
ガ ラ ス ま た は ポ リ マ ー で あ り 、 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る ポ リ マ ー は 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン で あ る
。 固 相 支 持 体 は 、 管 、 ビ ー ズ 、 球 体 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の デ ィ ス ク 、 ま た は イ ム ノ ア ッ セ
イ 法 を 行 う た め に 適 し た 任 意 の 他 の 表 面 の 形 で あ っ て も よ い 。 結 合 プ ロ セ ス は 、 当 技 術 分
野 で 周 知 で あ り 、 一 般 的 に ク ロ ス リ ン ク 、 共 有 結 合 、 ま た は 物 理 的 に 吸 着 す る こ と か ら な
り 、 ポ リ マ ー -抗 体 複 合 体 は 、 試 験 試 料 に 関 し て 調 製 す る 際 に 洗 浄 さ れ る 。 試 験 す べ き 試
料 の 少 量 を 固 相 複 合 体 に 加 え て 、 抗 体 中 に 存 在 す る 如 何 な る サ ブ ユ ニ ッ ト も 結 合 さ せ る た
め に 十 分 な 時 間 （ 例 え ば 、 2～ 120分 ま た は よ り 都 合 が よ け れ ば 一 晩 ） お よ び 適 し た 条 件 （
例 え ば 、 約 20℃ ～ 約 40℃ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 抗 体 サ
ブ ユ ニ ッ ト 固 相 を 洗 浄 し て 、 乾 燥 さ せ 、 抗 原 の 一 部 に 対 し て 特 異 的 な 二 次 抗 体 と 共 に イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 二 次 抗 体 を 、 ハ プ テ ン に 対 す る 二 次 抗 体 の 結 合 を 示 す た め に 用 い ら れ る
レ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ の ア ッ セ イ 法 に は 多 く の 改 変 が 存 在 す る 。 特 に 有 用 な 一 つ の 改 変 は 、 全 て ま た は 多 く
の 成 分 を 実 質 的 に 同 時 に 混 合 す る 同 時 ア ッ セ イ 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 と は 、 そ の 化 学 的 特 性 に よ っ て
、 抗 原 結 合 抗 体 の 検 出 を 可 能 に す る 分 析 的 に 同 定 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る 分 子 を 意 味 す
る 。 検 出 は 、 定 性 的 ま た は 定 量 的 の い ず れ で あ っ て も よ い 。 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ 法 に お
い て 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー 分 子 は 、 酵 素 、 蛍 光 体 、 ま た は 放 射 性 核 種 を 含 む
分 子 （ す な わ ち 、 放 射 性 同 位 元 素 ） 、 お よ び 化 学 発 光 分 子 で あ る 。 適 し た 蛍 光 体 の 例 を 表
2に 提 供 す る 。 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 場 合 、 一 般 的 に グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ま た は 過 ヨ ウ
素 酸 塩 に よ っ て 酵 素 を 二 次 抗 体 に 結 合 さ せ る 。 し か し 、 容 易 に 認 識 さ れ る よ う に 、 広 範 な
異 な る 結 合 技 術 が 存 在 し 、 こ れ ら は 当 業 者 に 容 易 に 利 用 可 能 で あ る 。 一 般 的 に 用 い ら れ る
酵 素 に は 、 中 で も 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ 、 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど が 含 ま れ る 。 特 定 の 酵 素 と 共 に 用 い ら れ る
基 質 は 一 般 的 に 、 対 応 す る 酵 素 に よ っ て 加 水 分 解 さ れ た 場 合 に 検 出 可 能 な 色 の 変 化 を 有 す
る 産 物 に 関 し て 選 択 さ れ る 。 適 し た 酵 素 の 例 に は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ が 含 ま れ る 。 上 記 の 色 素 産 生 基 質 よ り む し ろ 蛍 光 産 物 を 生 じ る 蛍 光 原 基 質 を 用
い る こ と も 同 様 に 可 能 で あ る 。 全 て の 場 合 に お い て 、 酵 素 標 識 抗 体 を 一 次 抗 体 -抗 原 複 合
体 に 加 え て 、 結 合 さ せ 、 次 に 過 剰 な 試 薬 を 洗 浄 し て 除 去 す る 。 適 当 な 基 質 を 含 む 溶 液 を 抗
体 -抗 原 -抗 体 の 複 合 体 に 加 え る 。 基 質 は 、 二 次 抗 体 に 結 合 し た 酵 素 に 反 応 し て 、 定 性 的 に
可 視 シ グ ナ ル を 生 じ 、 こ れ を 通 常 分 光 光 度 法 に よ っ て さ ら に 定 量 し て 試 料 中 に 存 在 し た 抗
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原 量 の 指 標 を 得 て も よ い 。 こ の 場 合 も 、 本 発 明 は 、 実 質 的 に 同 時 ア ッ セ イ 法 に 拡 大 さ れ る
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た は 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び ロ ー ダ ミ ン の よ う な 蛍 光 化 合 物 を 、 そ の 結 合 能 を 変 化 さ
せ る こ と な く 抗 体 に 化 学 的 に 結 合 さ せ て も よ い 。 特 定 の 波 長 の 光 に よ る 照 明 に よ っ て 活 性
化 さ れ る と 、 蛍 光 色 素 標 識 抗 体 は 光 の エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し て 、 分 子 に お い て 励 起 状 態 を 誘
導 し 、 そ の 後 光 学 顕 微 鏡 に よ っ て 視 覚 的 に 検 出 可 能 な 特 徴 的 な 色 の 光 を 放 出 す る 。 蛍 光 標
識 抗 体 を 、 一 次 抗 体 -抗 原 複 合 体 に 結 合 さ せ る 。 未 結 合 試 薬 を 洗 浄 し て 除 去 後 、 残 っ て い
る 三 次 複 合 体 を 適 当 な 波 長 の 光 に 露 出 す る と 、 認 め ら れ た 蛍 光 は 対 象 抗 原 が 存 在 す る こ と
を 示 し て い る 。 免 疫 蛍 光 お よ び EIA技 術 は い ず れ も 当 技 術 分 野 に お い て 非 常 に 十 分 に 確 立
さ れ て お り 、 本 発 明 に と っ て 特 に 好 ま し い 。 し か し 、 放 射 性 同 位 元 素 、 化 学 発 光 ま た は 生
物 発 光 分 子 の よ う な 他 の レ ポ ー タ ー 分 子 も 同 様 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 金 コ ロ イ ド を 含 む 、 用 い て も よ い 広 範 な 他 の 検 出 系 が 存 在 し 、 そ の よ う な 検 出 系 は 全 て
本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 の RNA発 現 産 物 を 検 出 す る た
め に PCR分 析 を 含 む よ う な 遺 伝 子 ア ッ セ イ 法 も 企 図 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 PCRは 、 そ の 一 つ ま た は 双 方 が 一 般 的 に 、 識 別 可 能 な シ グ ナ ル を
発 生 す る こ と が で き る 同 じ ま た は 異 な る レ ポ ー タ ー 分 子 に よ っ て 標 識 さ れ る プ ラ イ マ ー 対
を 用 い て 行 わ れ る 。 蛍 光 体 を 用 い る こ と は 、 本 発 明 の 実 践 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。 適 し
た 蛍 光 体 の 例 は 、 表 2に 記 載 の 一 覧 か ら 選 択 し て も よ い 。 他 の 標 識 に は 、 発 光 お よ び 燐 光
と 共 に 赤 外 線 色 素 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 色 素 ま た は 蛍 光 体 も 同 様 に 抗 体 の レ ポ ー タ ー 分 子
と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 （ 表 ２ ） 適 し た 蛍 光 体 の 一 覧

10

20

(13) JP 2006-506609 A 2006.2.23



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(14) JP 2006-506609 A 2006.2.23



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1　 Ex： 最 大 励 起 波 長 （ nm）
2　 Em： 最 大 放 出 波 長 （ nm）
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 蛍 光 の 放 出 を 分 析 す る 如 何 な る 適 し た 方 法 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ の 点 に お い て 、 本 発
明 は 、 例 え ば Lakowiczら 、 Biophys. J. 72： 567、 1997に 開 示 さ れ る よ う な 2光 子 お よ び 3
光 子 時 間 分 解 蛍 光 分 光 法 、 例 え ば Erikssonら 、 Biophys. J. 2： 64、 1993に 開 示 さ れ る よ
う な 蛍 光 寿 命 画 像 、 お よ び 例 え ば Youvanら 、 Biotechnology et elia 3： 1～ 18、 1997に 開
示 さ れ る よ う な 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 技 術 を 企 図 す
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 発 光 お よ び 燐 光 は そ れ ぞ れ 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 適 し た 発 光 ま た は 燐 光 標 識 に 由 来 し て
も よ い 。 そ の よ う な 標 識 を 同 定 す る 如 何 な る 光 学 的 手 段 も こ の 点 に お い て 用 い て も よ い 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
　 赤 外 線 放 射 は 、 適 し た 赤 外 線 色 素 に 由 来 し て も よ い 。 本 発 明 に お い て 用 い て も よ い 例 と
し て の 赤 外 線 色 素 に は 、 Lewisら 、 Dyes Pigm 42(2)； 197、 1999、 Tawaら 、 Mater. Res. S
oc. Symp. Proc. 488[Electrical, Optica, and Magnetic Properties of Organic Solid
-State Materials IV]、 885～ 890、 Daneshvarら 、 J. Immunol. Methods 226(1～ 2)： 119
～ 128、 1999、 Rapaportら 、 Appl. Phys. Lett. 74(3)： 329～ 331、 1999お よ び Durigら 、 J
. Raman Spectrosc. 24(5)： 281～ 285、 1993に 開 示 さ れ る 色 素 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。 任 意 の 適 し た 赤 外 線 分 光 法 を 用 い て 、 赤 外 線 色 素 に 信 号 を 送 っ て も よ い 。 例 え
ば 、 Rahmanら 、 J. Org. Chem. 63： 6196、 1998に 記 述 さ れ る フ ー リ エ 変 換 赤 外 線 分 光 光 度
法 を こ の 点 に お い て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 適 切 に は 、 電 磁 散 乱 は 、 光 お よ び X線 を 含 む 入 射 電 磁 放 射 線 の 回 折 、 反 射 、 偏 光 、 ま た
は 屈 折 に 由 来 し て も よ い 。 そ の よ う な 散 乱 を 用 い て 、 mRNAレ ベ ル ま た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル
を 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 蛍 光 体 の 放 射 を 分 析 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る よ う に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 液 体 の 流 れ に 浮 遊 さ せ た 粒
子 （ 例 え ば 、 標 識 mRNA、 DNAま た は タ ン パ ク 質 ） が 一 つ ま た は そ れ 以 上 の レ ー ザ ー ビ ー ム
の 光 路 を 通 過 す る 際 の 粒 子 の 物 理 的 お よ び 化 学 的 特 徴 を 迅 速 に 分 析 す る こ と を 含 む ハ イ ス
ル ー プ ッ ト 技 術 で あ る 。 そ れ ぞ れ の 粒 子 が レ ー ザ ー ビ ー ム を 横 切 る と 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 ま
た は 粒 子 か ら 放 出 さ れ る 散 乱 光 お よ び 蛍 光 が 検 出 さ れ て 、 例 え ば 後 述 す る よ う な 任 意 の 適
し た 追 跡 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 記 録 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 最 近 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 、 こ れ ら の 作 業 を 細 胞 100,000個 ／ 粒 子 s - 1 ま で 行 う こ と
が で き る 。 フ ィ ル タ ー お よ び 二 色 性 ミ ラ ー の 光 学 的 ア レ イ を 用 い る こ と に よ っ て 、 異 な る
波 長 の 蛍 光 を 分 離 し て 同 時 に 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 異 な る 励 起 波 長 の 多 く の レ
ー ザ ー を 用 い て も よ い 。 し た が っ て 、 多 様 な 蛍 光 体 を 用 い て 、 例 え ば 試 料 内 の 異 な る 免 疫
エ フ ェ ク タ ー ま た は 多 数 の 被 験 者 か ら の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー を 標 的 と し て 調 べ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い て も よ い 適 し た フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に は 、 一 つ の 励 起 レ ー
ザ ー 、 一 般 的 に そ の 488 nmス ペ ク ト ル 線 に お い て 15 mWで 操 作 す る ア ル ゴ ン イ オ ン 空 冷 レ
ー ザ ー を 用 い て 、 光 学 パ ラ メ ー タ 5～ 9個 を 測 定 す る 機 器 が 含 ま れ る （ 表 3参 照 ） 。 よ り 進
歩 し た フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 、 ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー （ 488 nmま た は 514 nm） の 他 に
、 HeNeレ ー ザ ー （ 633 nm） ま た は HeCdレ ー ザ ー （ 325 nm） の よ う な 多 数 の 励 起 レ ー ザ ー を
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 （ 表 ３ ） フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 例 示 的 な 光 学 パ ラ メ ー タ
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ 　 488 nm励 起 レ ー ザ ー を 用 い る
† 　 帯 域 フ ィ ル タ ー の 幅
＃ 　 ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ ー
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【 ０ ０ ６ ８ 】
　 例 え ば 、 Biggsら 、 Cytometry 36： 36～ 45、 1999は 、 粒 子 の 免 疫 表 現 型 を 調 べ る （ す な
わ ち 分 類 す る ） 目 的 で 、 三 つ の 励 起 レ ー ザ ー を 用 い て 11-パ ラ メ ー タ の フ ロ ー サ イ ト メ ー
タ ー を 構 築 し て 、 前 方 お よ び 側 方 散 乱 測 定 の 他 に 識 別 可 能 な 蛍 光 体 9個 を 用 い る こ と を 示
し た 。 現 在 市 販 の パ ラ メ ー タ の 最 大 数 は 17で あ る ： 前 方 散 乱 、 側 方 散 乱 、 お よ び そ れ ぞ れ
が 蛍 光 検 出 器 5個 を 備 え た 励 起 レ ー ザ ー 3個 。 パ ラ メ ー タ の 全 て を 適 切 に 用 い る こ と が で き
る か 否 か は 、 吸 光 係 数 、 量 子 収 量 、 お よ び 全 て の 蛍 光 体 の あ い だ で の ス ペ ク ト ル の 重 複 量
に 強 く 依 存 す る （ Malemedら 、 「 Flow cytometry and sorting」 、 第 二 版 、 ニ ュ ー ヨ ー ク
州 、 Wiley-Liss、 1990） 。 し か し 、 本 発 明 は 、 如 何 な る 特 定 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー ま た
は 如 何 な る 特 定 の 組 の パ ラ メ ー タ に 限 定 さ れ な い と 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 点 に お い て
、 本 発 明 は ま た 、 通 常 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の 代 わ り に 、 例 え ば Fuら 、 Nature Biotech
nology 17： 1109～ 1111、 1999に よ っ て 開 示 さ れ る 小 型 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い る こ
と を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 ま た は 被 験 者 1人
か ら 多 数 の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 自 動 ま た は 半 自 動 で あ
っ て も よ い 。 自 動 化 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 簡 便 に 制 御 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 製 品 が 以 下 を 含 む 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー の
存 在 、 非 存 在 、 ま た は レ ベ ル を 評 価 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 製 品 を 企 図 す る
：
（ 1） 標 識 mRNAま た は 抗 体 に 関 連 す る レ ポ ー タ ー 分 子 の 同 一 性 を 入 力 値 と し て 受 信 す る コ
ー ド ；
（ 2） レ ポ ー タ ー 分 子 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は レ ポ ー タ ー 分 子 が 結 合 し て い る 分 子 の 同 一
性 を 決 定 す る た め に 、 該 入 力 値 を 参 照 値 と 比 較 す る コ ー ド ； お よ び
（ 3） コ ー ド を 保 存 す る コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の な お も う 一 つ の 局 面 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー が 以 下 を 含 む 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の
免 疫 エ フ ェ ク タ ー の 存 在 、 非 存 在 、 ま た は レ ベ ル を 評 価 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー に 拡 大
さ れ る ：
（ 1） 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ が 標 識 mRNAま た は 抗 体 に 関 連 し た レ ポ ー タ ー 分 子 を 同 定
す る 入 力 値 を 含 む 、 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ を コ ー ド す る デ ー タ 保 存 材 料 を 含 む 機 械 読
み 取 り 可 能 な デ ー タ 保 存 媒 体 ；
（ 2） 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ を 処 理 す る 説 明 書 を 保 存 す る た め の 作 業 メ モ リ ；
（ 3） レ ポ ー タ ー 分 子 ま た は そ れ が 結 合 す る 分 子 の 同 一 性 ま た は レ ベ ル の 評 価 を 提 供 す る
た め に 該 値 と 比 較 す る た め 、 該 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ を 処 理 す る た め の 、 該 作 業 メ モ
リ お よ び 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ 保 存 媒 体 に 共 役 さ せ た 中 央 処 理 装 置 ； お よ び
（ 4） 比 較 の 結 果 を 受 信 す る た め の 該 中 央 処 理 装 置 に 共 役 さ せ た 出 力 ハ ー ド ウ ェ ア 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ れ ら の 態 様 の バ ー ジ ョ ン を 図 1に 示 し 、 中 央 処 理 装 置 （ 「 CPU」 ） 20、 例 え ば RAM（ ラ
ン ダ ム ア ク セ ス メ モ リ ） ま た は 「 コ ア 」 メ モ リ で あ っ て も よ い 作 業 メ モ リ 22、 マ ス ス ト レ
ー ジ メ モ リ 24（ 一 つ ま た は そ れ 以 上 の デ ィ ス ク 装 置 ま た は CD-ROMド ラ イ ブ の よ う な ） 、 一
つ ま た は そ れ 以 上 の ブ ラ ウ ン 管 （ 「 CRT」 ） デ ィ ス プ レ イ 端 末 26、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の
キ ー ボ ー ド 28、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 入 力 ラ イ ン 30、 お よ び 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 出 力 ラ
イ ン 40を 含 み 、 こ れ ら 全 て が 通 常 の 双 方 向 シ ス テ ム バ ス 50に よ っ て 接 続 さ れ て い る 、 コ ン
ピ ュ ー タ ー 11を 含 む シ ス テ ム 10を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 入 力 ラ イ ン 30に よ っ て コ ン ピ ュ ー タ ー 11に 接 続 さ れ た 入 力 ハ ー ド ウ ェ ア 36は 、 多 様 な 方
法 で 実 行 し て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 の 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ を 、 電 話 線 ま た は 専 用
デ ー タ ラ イ ン 34に よ っ て 接 続 し た モ デ ム ま た は 複 数 の モ デ ム 32を 用 い る こ と に よ っ て 入 力
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し て も よ い 。 ま た は も し く は さ ら に 、 入 力 ハ ー ド ウ ェ ア 36は 、 CDを 含 ん で も よ い 。 ま た は
、 デ ィ ス プ レ イ 端 末 26、 キ ー ボ ー ド 28に 接 続 し た ROMド ラ イ ブ ま た は デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 24
を 入 力 装 置 と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 出 力 ラ イ ン 40に よ っ て コ ン ピ ュ ー タ ー 11に 接 続 し た 出 力 ハ ー ド ウ ェ ア 46も 同 様 に 、 通 常
の 装 置 に よ っ て 実 行 し て も よ い 。 例 と し て 、 出 力 ハ ー ド ウ ェ ア 46に は 、 本 発 明 に 記 述 の 合
成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 表 示 す る た め の CRTデ ィ ス プ レ イ
端 末 26が 含 ま れ て も よ い 。 出 力 ハ ー ド ウ ェ ア に は ま た 、 ハ ー ド コ ピ ー 出 力 を 生 じ る プ リ ン
タ ー 42、 ま た は 後 に 使 用 す る た め の シ ス テ ム 出 力 を 保 存 す る た め の デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 24が
含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 操 作 に あ た っ て 、 CPU 20は 、 様 々 な 入 力 お よ び 出 力 装 置 36， 46を 用 い る こ と を 統 合 し て
、 マ ス ス ト レ ー ジ 24か ら の デ ー タ ア ク セ ス な ら び に 作 業 メ モ リ 22へ の お よ び 作 業 メ モ リ か
ら の ア ク セ ス を 統 合 し 、 そ し て デ ー タ 処 理 段 階 の 順 序 を 決 定 す る 。 多 く の プ ロ グ ラ ム を 用
い て 、 本 発 明 の 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ を 処 理 し て も よ い 。 例 と し て の プ ロ グ ラ ム は 、
例 え ば 以 下 の 段 階 を 用 い て も よ い ：
（ 1） 標 識 mRNAま た は 抗 体 に 関 連 し た レ ポ ー タ ー 分 子 を 同 定 す る 入 力 値 を 入 力 す る 段 階 ；
（ 2） レ ポ ー タ ー 分 子 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は レ ポ ー タ ー 分 子 が 結 合 し た 分 子 の 同 一 性 を
決 定 す る た め に 、 該 入 力 値 を 参 照 値 と 比 較 す る こ と を 含 む ア ク セ ス す る 段 階 ； お よ び
（ 3） 評 価 の 結 果 を 出 力 す る 段 階 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 図 2は 、 図 1の シ ス テ ム 10の よ う な シ ス テ ム に よ っ て 行 う こ と が で き る 免 疫 エ フ ェ ク タ ー
の レ ベ ル を 評 価 す る た め に 、 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ 、 ま た は 一 連 の 説 明 書 を コ ー ド す
る こ と が で き る 磁 気 デ ー タ 保 存 媒 体 100の 断 面 を 示 す 。 媒 体 100は 、 通 常 で あ っ て も よ い 適
し た 基 板 101、 お よ び そ の 極 性 ま た は 方 向 性 が 磁 気 的 に 変 化 し う る 磁 気 ド メ イ ン （ 肉 眼 で
は 見 え な い ） を 含 む 、 通 常 で あ っ て も よ い 適 し た コ ー テ ィ ン グ 102を 片 面 ま た は 両 面 に 有
す る 通 常 の フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク ま た は ハ ー ド デ ィ ス ク と な り う る 。 媒 体 100は 、 デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ ま た は 他 の デ ー タ 保 存 装 置 24の 軸 を 受 け る 開 口 部 を 有 し て も よ い 。 媒 体 100の コ
ー テ ィ ン グ 102の 磁 気 ド メ イ ン は 、 通 常 で あ っ て も よ い よ う に 、 図 1の シ ス テ ム 10の よ う な
シ ス テ ム に よ っ て 実 行 さ れ る た め の 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ を コ ー ド す る た め に 偏 光 ま
た は 方 向 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 図 3は 、 図 1の シ ス テ ム 10の よ う な シ ス テ ム に よ っ て 実 行 す る こ と が で き る 本 発 明 の 合 成
分 子 を 設 計 す る た め に 、 そ の よ う な 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ ま た は 一 連 の 説 明 書 を コ ー
ド す る こ と が で き る 光 学 的 に 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ 保 存 媒 体 110の 断 面 を 示 す 。 媒 体 110は
、 通 常 の コ ン パ ク ト デ ィ ス ク 読 み 取 り 専 用 メ モ リ （ CD-ROM） ま た は 光 学 的 に 読 み 取 り 可 能
で 磁 気 光 学 的 に 書 き 込 み 可 能 な 磁 気 光 学 デ ィ ス ク の よ う な 書 き 換 え 可 能 媒 体 と な り う る 。
媒 体 100は 、 好 ま し く は 通 常 で あ っ て も よ い 適 し た 基 板 111、 お よ び 通 常 、 基 板 111の 片 面
に 存 在 す る 通 常 で あ っ て も よ い 適 し た コ ー テ ィ ン グ 112を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 CD-ROMの 場 合 、 周 知 で あ る よ う に 、 コ ー テ ィ ン グ 112は 、 反 射 性 で あ り 、 機 械 読 み 取 り
可 能 な デ ー タ を コ ー ド す る た め に 複 数 の ピ ッ ト 113が 刻 ま れ て い る 。 ピ ッ ト の 配 列 は コ ー
テ ィ ン グ 112の 表 面 か ら 反 射 す る レ ー ザ ー 光 に よ っ て 読 み 取 ら れ る 。 好 ま し く は 実 質 的 に
透 明 で あ る 保 護 コ ー テ ィ ン グ 114を 、 コ ー テ ィ ン グ 112の 上 部 に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 被 験 者 が 細 胞 性 応 答 を 実 行 す る 能 力 を 評 価 す る た め の キ ッ ト を 企 図 す
る 。 キ ッ ト は 通 常 、 全 血 の よ う な 被 験 者 か ら の 試 料 を 入 れ る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 区 画 を
有 す る 区 画 さ れ た 形 で あ る 。 そ の 区 画 ま た は も う 一 つ の 区 画 は ま た 、 試 料 が デ キ ス ト ロ ー
ス の よ う な 単 糖 を 含 む ま た は 含 ま な い 全 血 で あ る 場 合 に ヘ パ リ ン を 含 む よ う に 適 合 さ せ て
も よ い 。 単 糖 は 、 異 な る 容 器 に お い て 維 持 し て も よ い 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 般 的 に 、 キ ッ ト は 、 一 連 の 説 明 書 と 共 に 販 売 用 に 包 装 さ れ て い る 形 で あ る 。 説 明 書 は
一 般 的 に 、 抗 原 に よ る 刺 激 後 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細
胞 を 含 む 試 料 を 被 験 者 か ら 採 取 す る 段 階 、 該 試 料 を 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、
お よ び 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ っ て 、 該 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答
を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル の 上 昇 を 測 定 す
る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る た め の 方 法 の 形 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る 方 法 に よ っ て 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫
応 答 を 実 行 す る 能 力 を 評 価 す る こ と を 含 み 、 抗 原 に よ る 刺 激 後 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を
産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 被 験 者 か ら 採 取 す る 段 階 、 該 試 料 を 抗 原
と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ っ て 、
該 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま
た は レ ベ ル の 上 昇 を 測 定 す る 段 階 、 お よ び 適 切 な 治 療 プ ロ ト コ ー ル を 選 択 す る 段 階 を 含 む
、 病 原 体 感 染 症 、 自 己 免 疫 障 害 、 も し く は 癌 、 ま た は そ の よ う な 障 害 を 発 症 す る 性 向 を 有
す る 被 験 者 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 を 、 以 下 の 非 制 限 的 な 実 施 例 に よ っ て さ ら に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 1
ア ッ セ イ 法 の 開 発
　 ヘ パ リ ン 添 加 血 液 試 料 を 、 同 意 を 得 た ボ ラ ン テ ィ ア ま た は ド ナ ー か ら 採 取 し た 。 血 液 試
料 は 、 Vacuette（ 登 録 商 標 ） 管 （ グ ラ イ ナ ー ・ バ イ オ ワ ン （ Greiner Bio-one） 、 ド イ ツ
） に 採 取 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 血 液 の 少 量 を 、 多 く の 異 な る 大 き さ の 採 血 管 の み な ら ず 、 ウ シ 全 血 IFN-γ 試 験 （ Boviga
m（ 登 録 商 標 ） 、 CSLリ ミ テ ッ ド ） ま た は ヒ ト Quantiferon（ 登 録 商 標 ） 試 験 （ セ レ ス テ ィ
ス リ ミ テ ッ ド （ Cellestis Limited） 、 オ ー ス ト ラ リ ア ） の 製 造 元 に よ っ て 推 奨 さ れ る 標
準 的 な 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に お い て 、 ヒ ト 型 結 核 菌 タ ン パ ク 質 誘 導 体 （ PPD、 セ レ
ス テ ィ ス リ ミ テ ッ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ） 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド （ CSLリ ミ テ ッ ド 、 オ ー ス ト
ラ リ ア ） 、 フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ セ レ ス テ ィ ス リ ミ テ ッ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ） 、 ま た は
生 理 食 塩 液 対 照 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 い く つ か の 実 験 に お い て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 開 始 す る 前 に デ キ ス ト ロ ー ス を 様 々 な
濃 度 で 血 液 に 加 え た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 抗 原 刺 激 し た 血 液 試 料 を 37℃ で 16～ 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 上 記 の 沈 降 し た 血 球
か ら 血 漿 を 採 取 し た 。 そ れ ぞ れ の 血 漿 試 料 中 に 存 在 す る IFN-γ の 量 を 、 製 造 元 の 説 明 書 ど
お り に Quantiferon-TB（ 登 録 商 標 ） ELISA（ セ レ ス テ ィ ス リ ミ テ ッ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ）
を 用 い て 定 量 し た 。 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 抗 原 に よ っ て 刺 激 し た 試 料 お よ び 生 理 食 塩 液 対 照 も
同 様 に 、 製 造 元 の 説 明 書 ど お り に IFN-γ に 関 す る よ り 感 度 の 高 い ELISA（ Quantiferon-CMI
； セ レ ス テ ィ ス リ ミ テ ッ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ） を 用 い て 調 べ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 そ れ ぞ れ の ELISAプ レ ー ト 上 で 行 っ た IFN-γ 標 準 物 質 に 関 す る ELISAの 吸 光 度 の 値 を 用 い
て 、 標 準 曲 線 を 作 製 し て 、 そ こ か ら 各 試 験 血 漿 試 料 に 存 在 す る IFN-γ の 量 を IU/mlの 値 に
変 換 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
実 施 例 2
抗 原 と 共 に 培 養 す る 前 の 血 液 へ の デ キ ス ト ロ ー ス 添 加 効 果 の 評 価
　 血 液 試 料 2例 を ボ ラ ン テ ィ ア か ら 採 取 し て 、 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル
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に 1 mlを 8個 加 え た 。 Quantiferon-TB試 験 に 提 供 さ れ た 抗 原 4個 、 生 理 食 塩 液 対 照 （ Nil）
、 ヒ ト 型 結 核 菌 PPD（ Hu PPD） 、 ト リ 型 結 核 菌 PPD（ Av PPD） お よ び フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン
（ マ イ ト ゲ ン ） を 、 血 液 を 含 む ウ ェ ル 1試 料 あ た り 2個 ず つ に 加 え た 。 1試 料 2個 の ウ ェ ル の
1組 に 、 デ キ ス ト ロ ー ス を 最 終 濃 度 2 mg/mlで 加 え た 。 プ レ ー ト を 1分 間 振 と う さ せ て か ら
、 湿 潤 大 気 中 で 37℃ で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 血 漿 試 料 を 採 取 し て 、 IFN-γ 濃 度 を Qu
antiferon-TB（ 登 録 商 標 ） ELISAを 用 い て 定 量 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 デ ー タ は 、 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 前 に 血 液 に デ キ ス ト ロ ー ス を 加 え る と 、 PPD
抗 原 （ 表 4） の い ず れ か に よ っ て 刺 激 し た 場 合 に IFN-γ 産 生 の 増 加 （ 1.4～ 2.2倍 ） が 起 こ
る こ と を 証 明 し て い る 。 対 照 的 に 、 生 理 食 塩 液 陰 性 対 照 に よ っ て 刺 激 し た 血 液 に デ キ ス ト
ロ ー ス を 加 え て も IFN-γ の 増 加 を 検 出 し な か っ た 。 マ イ ト ゲ ン に よ っ て 刺 激 し た 血 液 試 料
に 関 し て 、 ド ナ ー の 1人 に 関 し て 検 出 さ れ た IFN-γ の わ ず か な 増 加 を 認 め 、 他 の ド ナ ー で
は わ ず か な 減 少 を 認 め た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 （ 表 ４ ） そ れ ぞ れ の 血 漿 試 料 に 関 し て 認 め ら れ た IFN-γ の 濃 度 IU/ml
血 液 を 濃 度 2 mg/mlで デ キ ス ト ロ ー ス 添 加 ま た は 非 添 加 で 抗 原 に よ っ て 刺 激 し た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 3
採 血 管 と 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト と に お け る 、 抗 原 と 共 に 血 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 効
果 の 決 定
　 血 液 バ ン ク ド ナ ー 15人 か ら の ヘ パ リ ン 添 加 血 液 を 、 Quantiferon-TB（ 登 録 商 標 ） キ ッ ト
に 供 給 さ れ た HuPPD溶 液 125 μ lを 含 む 24ウ ェ ル プ レ ー ト と Vacuette（ 登 録 商 標 ） 管 の 双 方
に 分 配 し た 。 24ウ ェ ル プ レ ー ト を 1分 間 振 と う さ せ て 、 20秒 間 攪 拌 し て 混 合 し て か ら 湿 潤
大 気 に お い て 37℃ で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 翌 日 、 血 漿 試 料 を 各 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
ウ ェ ル お よ び 管 か ら 採 取 し て 、 IFN-γ の 相 対 量 を Quantiferon-TB（ 登 録 商 標 ） ELISAを 用
い て 推 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 表 5は 、 全 て の 血 液 試 料 に 関 し て 、 採 血 管 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 試 料 に 関 し て 検
出 さ れ た IFN-γ の 量 が 増 加 し た こ と を 示 す 。 こ の 増 加 は 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 産 生
さ れ た IFN-γ の 量 の 1.1倍 ～ 16.3倍 の 範 囲 で あ り 、 増 加 の 平 均 値 は 4.7倍 で あ っ た 。 IFN-γ
産 生 の 増 加 が よ り 小 さ い 血 液 試 料 は 一 般 的 に 、 HuPPDに 対 し て 非 常 に 低 い レ ベ ル の 反 応 を
示 す 血 液 試 料 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 （ 表 ５ ） 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト ま た は 2 ml採 血 管 の い ず れ か に お い て HuPPDと 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 血 液 試 料 1 mlか ら 検 出 さ れ た IFN-γ の 量
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＊ 　 吸 光 度 ＠ 450/620 nm
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 4
採 血 管 に お い て 抗 原 と 共 に 血 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 効 果 -2
　 ヘ パ リ ン 添 加 血 液 20例 を 血 液 バ ン ク ド ナ ー か ら 得 て 、 1 mlず つ を 24ウ ェ ル 組 織 培 養 ト レ
ー の 個 々 の ウ ェ ル 3個 に 分 配 し た 。 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 125 μ lの 生 理 食 塩 液 、 HuPPD、
ま た は マ イ ト ゲ ン を 加 え た 。 振 と う さ せ た 後 、 培 養 ト レ ー を 湿 潤 大 気 に お い て 37℃ で 20時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 血 漿 試 料 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 血 液 1 mlを 、 上 記 と 同 じ 抗 原 を 予 め 加 え た Vacuette（ 登 録 商 標 ） 管 （ グ ラ イ ナ ー ・ バ イ
オ ワ ン 、 ド イ ツ ） に 1試 料 あ た り 2本 ず つ 加 え た 。 キ ャ ッ プ を し た 管 を ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ
ー に よ っ て 20秒 間 混 合 し て 、 37℃ で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 血 漿 試 料 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 血 漿 試 料 は 全 て 、 標 準 的 な Quantiferon-TB（ 登 録 商 標 ） ELISAシ ス テ ム を 用 い て IFN-γ
含 有 量 に 関 し て 試 験 し た 。 検 出 閾 値 は こ の ELISAシ ス テ ム に お い て 2 IU/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 表 6に 示 す デ ー タ は 、 ヒ ト PPDに よ っ て 刺 激 し た 血 液 試 料 に 関 し て 、 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ
レ ー ト よ り む し ろ 採 血 管 に お い て 、 血 液 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 場 合 に 検 出 さ れ た
IFN-γ に 増 加 を 認 め た こ と を 示 し て い る 。 ド ナ ー 血 液 試 料 20例 中 5例 で は 、 組 織 培 養 プ レ
ー ト ま た は 採 血 管 の い ず れ か に お い て PPD抗 原 に 対 す る 反 応 は 無 視 で き る 程 度 で あ っ た 。
残 り の 血 液 試 料 15例 に 関 し て 、 12例 は 管 内 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て IFN-γ の 増 加 を 認
め た が 、 1例 は 変 化 せ ず 、 2例 は 減 少 を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 抗 原 HuPPDに 関 す る 結 果 と は 対 照 的 に 、 マ イ ト ゲ ン で あ る フ ィ ト ヘ マ グ ル チ

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-506609 A 2006.2.23



ニ ン の 存 在 下 で 採 血 管 に お い て 血 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 一 般 的 に 24ウ ェ ル プ レ ー ト
に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 同 じ 試 料 に つ い て 認 め ら れ た 場 合 よ り IFN-γ 産 生 レ ベ ル は 低
く な っ た 。 そ の よ う な 差 は 、 抗 原 ／ 抗 原 提 示 細 胞 ／ T細 胞 相 互 作 用 に よ っ て 刺 激 さ れ た 免
疫 メ カ ニ ズ ム と 比 較 し て 、 直 接 作 用 す る マ イ ト ゲ ン に よ っ て 誘 導 さ れ た T細 胞 刺 激 の 異 な
る メ カ ニ ズ ム に よ る と 期 待 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 （ 表 ６ ） 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト ま た は 採 血 管 の い ず れ か に お い て HuPPDま た は マ イ
ト ゲ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 血 液 試 料 1 mlか ら 検 出 さ れ た IFN-γ の 量
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
NA　 24ウ ェ ル プ レ ー ト ま た は 管 の い ず れ か に 関 し て 、 2 IU/ml未 満 は 、 IFN-γ 検 出 に 関 し
て 適 用 で き な い 。
＊ 　 そ れ ぞ れ の 生 理 食 塩 液 陰 性 対 照 の 値 を 差 し 引 い た 後 の IU/mlで の IFN-γ の 濃 度
＋ 　 1試 料 あ た り 管 2本 か ら の 結 果 の 平 均 値
【 ０ １ ０ ０ 】
　 表 7は 、 24ウ ェ ル お よ び 管 内 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 双 方 か ら の 生 理 食 塩 液 対 照 試 料
に 関 す る ELISA吸 光 度 の 値 （ 450/620 nm） を 示 す 。 デ ー タ は 、 血 液 を 採 血 管 に お い て イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 場 合 に 陰 性 対 照 値 が 増 加 し な か っ た こ と を 示 し て い る 。 し た が っ て 、 HuPP
Dに 反 応 し て 産 生 さ れ た IFN-γ の 量 が 増 加 し て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の IFN-γ 反 応 が 増 加 し
な か っ た こ と か ら 、 管 内 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 関 す る シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 は 、 標 準 的 な 24
ウ ェ ル イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 法 に 関 し て 認 め ら れ た 場 合 よ り 有 意 に 高 い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 （ 表 ７ ） 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト ま た は L採 血 管 の い ず れ か に お い て 生 理 食 塩 液 と 共
に イ ン キ ュ ベ ー ト し て Quantiferon-TB（ 登 録 商 標 ） ELISAを 用 い て 定 量 し た 血 液 試 料 1 mL
の IFN-γ 反 応 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （ OD＠ 450/620 nm）
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【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 5
デ キ ス ト ロ ー ス 添 加 お よ び 非 添 加 で 採 血 管 に お い て 破 傷 風 ト キ ソ イ ド と 共 に 血 液 を イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 効 果
　 ヘ パ リ ン 添 加 血 液 20例 を 血 液 バ ン ク ド ナ ー か ら 採 取 し て 、 1 mlず つ を 24ウ ェ ル 組 織 培 養
ト レ ー の 個 々 の ウ ェ ル 3個 に 分 配 し た 。 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 125 μ lの 生 理 食 塩 液 、 破 傷
風 ト キ ソ イ ド 、 ま た は 破 傷 風 ト キ ソ イ ド ＋ デ キ ス ト ロ ー ス を 加 え た 。 混 合 し た 後 、 培 養 ト
レ ー を 湿 潤 大 気 に お い て 37℃ で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 血 漿 試 料 を 採 取 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 血 液 1 mlを 、 上 記 と 同 じ 抗 原 を 予 め 加 え た Vacuette（ 登 録 商 標 ） 管 （ グ ラ イ ナ ー ・ バ イ
オ ワ ン 、 ド イ ツ ） に 加 え た 。 キ ャ ッ プ を し た 管 を ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に よ っ て 20秒 間 混
合 し て 、 37℃ で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 血 漿 試 料 を 採 取 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 生 理 食 塩 液 対 照 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 お よ び 破 傷 風 類 毒 素 ＋ デ キ ス ト ロ ー ス に よ っ て 刺
激 し た 血 液 か ら の 試 料 を 、 検 出 閾 値 が 0.05 IU/mlで あ る 感 度 の 高 い Quantiferon-CMI ELIS
Aを 用 い て 試 験 し た 。 結 果 か ら 、 24ウ ェ ル 組 織 培 養 ト レ ー と 比 較 す る と 、 採 血 管 で は 、 破
傷 風 ト キ ソ イ ド と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て お い た 血 液 に 関 し て 、 検 出 さ れ た IFN-γ の 量 が
生 理 食 塩 液 対 照 に 関 す る 値 を 超 え て 平 均 で 4.5倍 増 加 し た こ と が 示 さ れ る （ 表 8） 。 そ の 上
、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド お よ び デ キ ス ト ロ ー ス を 含 む 管 か ら の 結 果 は 、 24ウ ェ ル ト レ ー と 比 較
し て IFN-γ 産 生 に 7.8倍 よ り 大 き い 増 加 を 示 し た （ 表 8） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 （ 表 ８ ）
24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト ま た は 採 血 管 の い ず れ か に お い て デ キ ス ト ロ ー ス 添 加 ま た は 非
添 加 で 破 傷 風 ト キ ソ イ ド と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 血 液 試 料 1 mlか ら 検 出 さ れ た IFN-γ の
量 （ IU/ml）
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【 ０ １ ０ ６ 】
　 表 9は 、 高 感 度 の IFN-γ  ELISAを 用 い て 調 べ た 場 合 の 、 24ウ ェ ル お よ び 管 内 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン の 双 方 か ら の 生 理 食 塩 液 対 照 試 料 に 関 し て 検 出 さ れ た IFN-γ の 量 （ IU/ml） を 示
す 。 デ ー タ か ら 、 血 液 を 採 血 管 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 に 陰 性 対 照 値 が わ ず か に
減 少 し た こ と が 示 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 反 応 し て 産 生 さ れ た IFN-
γ の 量 が 増 加 し て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド IFN-γ 反 応 が わ ず か に 減 少 す る こ と か ら 、 管 内 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン の 場 合 の シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 は 、 標 準 的 な 24ウ ェ ル イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 法
に 関 し て 認 め ら れ た 場 合 よ り 有 意 に 高 い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 （ 表 ９ ） 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト ま た は 採 血 管 の い ず れ か に お い て 生 理 食 塩 液 と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト し て 高 感 度 の IFN-γ ELISAを 用 い て 試 験 し た 血 液 試 料 1 mlか ら の バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド IFN-γ 反 応 （ IU/ml）
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 生 理 食 塩 液 陰 性 対 照 血 液 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ウ ェ ル に デ キ ス ト ロ ー ス を 加 え た 場 合 の 効
果 を 調 べ る た め に 、 ド ナ ー 20人 中 9人 か ら の 血 液 を 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て デ キ ス ト
ロ ー ス 添 加 お よ び 非 添 加 で 生 理 食 塩 液 対 照 と 共 に 培 養 し た 。 デ ー タ は 、 デ キ ス ト ロ ー ス を
生 理 食 塩 液 対 照 刺 激 血 液 試 料 に 加 え た 場 合 に 、 検 出 さ れ た IFN-γ の 量 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
レ ベ ル に 有 意 差 が な か っ た こ と を 示 し て い る （ 表 10） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 （ 表 １ ０ ） 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に お い て デ キ ス ト ロ ー ス 添 加 ま た は デ キ ス ト ロ ー
ス 非 添 加 で 生 理 食 塩 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 高 感 度 の IFN-γ ELISAを 用 い て 試 験 し
た 血 液 試 料 か ら の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド IFN-γ 反 応 （ OD＠ 450/620 nm）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
実 施 例 6
管 内 （ In-Tube） と 培 養 プ レ ー ト 刺 激 の 比 較
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 試 験 抗 原 に よ る 全 血 の 刺 激 に 対 す る CMI応 答 と し て 産 生 さ れ た I
FN-γ を 定 量 す る 。 血 液 1 mlの 陰 性 対 照 （ Nil） 、 陽 性 対 照 （ マ イ ト ゲ ン ） お よ び 試 験 抗 原
の パ ネ ル に よ る 刺 激 を 、 24ウ ェ ル 培 養 プ レ ー ト に お い て 行 う 。
【 ０ １ １ １ 】
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　 「 管 内 （ In-Tube） 」 刺 激 培 養 法 は 、 ア ッ セ イ 系 に お い て 用 い る た め に 開 発 さ れ た も う
一 つ の 技 術 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 血 液 試 料 1 mlを 採 取 す る 際 に 直 ち に 血 液 刺 激 を 開 始 す る
目 的 で 、 ヘ パ リ ン 添 加 採 血 管 に Nil、 マ イ ト ゲ ン 、 ま た は 試 験 刺 激 抗 原 の い ず れ か を 加 え
る こ と を 用 い る 。 デ キ ス ト ロ ー ス は ま た 、 IFN-γ 反 応 を 増 強 す る た め に 管 に 加 え る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ の 実 験 は 、 二 つ の 血 液 培 養 法 、 す な わ ち 培 養 プ レ ー ト と 管 内 と を 比 較 す る こ と を 目 的
と し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 結 核 で あ る と 診 断 さ れ た 患 者 か ら の ヘ パ リ ン 添 加 血 を 、 24ウ ェ ル 培 養 プ レ ー ト （ コ ー ニ
ン グ -コ ス タ ー （ Corning-Coster） ） に お い て Nil（ 陰 性 対 照 ） 、 マ イ ト ゲ ン （ フ ィ ト ヘ マ
グ ル チ ニ ン ； 陽 性 対 照 ） お よ び TB特 異 的 抗 原 （ ESAT-6、 CFP-10お よ び TB7.7の 25量 体 部 分
に 関 す る 重 複 抗 原 ） に よ っ て 刺 激 し た 。 血 液 を ま た 、 ヘ パ リ ン と 共 に 管 に お い て 同 じ Nil
、 PHA、 お よ び TB特 異 的 抗 原 に よ っ て 採 血 管 （ グ ラ イ ナ ー ） 3本 に 採 取 し た 。 血 液 試 料 を 37
℃ で 16～ 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 上 記 の 沈 降 し た 血 球 か ら 血 漿 を 採 取 し た 。 血 漿 試
料 を ELISA、 お よ び 場 合 に よ っ て は TB ELISA（ 特 異 的 抗 原 反 応 が ＞ 15 IU/mlで あ る 場 合 ）
を 用 い て 調 べ 、 IFN-γ 濃 度 を 決 定 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 患 者 10人 か ら の 培 養 プ レ ー ト お よ び 管 内 の 結 果 を 比 較 し た 。 Nilの 値 を そ れ ぞ れ の TB特
異 的 抗 原 反 応 か ら 差 し 引 い た 。 デ ー タ が 有 効 で あ る （ TB ELISAに 関 す る 添 付 文 書 通 り ） と
見 な さ れ る た め に は 、 「 特 異 的 抗 原 マ イ ナ ス Nil」 結 果 の 患 者 の 「 マ イ ト ゲ ン マ イ ナ ス Nil
」 結 果 が ＞ 0.5 IU/mlで な け れ ば な ら な か っ た 。 結 果 を 表 11に 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 （ 表 １ １ ） 培 養 プ レ ー ト お よ び 採 血 管 （ 管 内 ） 全 血 刺 激 の 比 較
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ 　 プ レ ー ト リ ー ダ ー の 範 囲 外 の OD
【 ０ １ １ ６ 】
　 デ ー タ は 、 現 在 の 培 養 プ レ ー ト 法 と 比 較 し て 管 内 シ ス テ ム を 用 い る と 、 IFN-γ 反 応 の 増
加 が 得 ら れ る こ と を 示 し て い る （ 平 均 変 化 倍 率 ＝ 2.50）
【 ０ １ １ ７ 】
　 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 述 の 本 発 明 が 、 特 に 記 述 し た 以 外 の 変 更 お よ び 改 変 を 受 け る こ
と を 認 識 す る で あ ろ う 。 そ の よ う な 変 更 お よ び 改 変 は 全 て 本 発 明 に 含 ま れ る と 理 解 す べ き
で あ る 。 本 発 明 に は ま た 、 本 明 細 書 に お い て 個 々 に ま た は 集 合 的 に 言 及 ま た は 示 し た 段 階
、 特 徴 、 組 成 物 、 お よ び 化 合 物 の 全 て 、 な ら び に 任 意 の 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 段 階 ま た は
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特 徴 の 任 意 の 全 て の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
参 考 文 献
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ９ 】
【 図 １ 】 保 存 媒 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る 説 明 書 を 実 行 す る た め に 用 い ら れ る シ ス テ ム の 略
図 で あ る 。
【 図 ２ 】 磁 気 保 存 媒 体 の 横 断 面 の 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 光 学 的 に 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ 保 存 シ ス テ ム の 断 面 の 略 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 2月 3日 (2005.2.3)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 試 料 が 抗 原 に よ る 刺 激 後 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞
を 含 む 、 被 験 者 か ら の 試 料 を 採 取 す る 段 階 、 該 試 料 を 抗 原 と 共 に イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ っ て 、 被 験
者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ
ベ ル の 上 昇 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　
【 請 求 項 ４ 】
　 全 血 が 抗 原 を 含 む 管 に お い て 採 取 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 全 血 が ヘ パ リ ン を 含 む 管 に お い て 採 取 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 が ヘ パ リ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ７ 】
　 試 料 が 抗 原 と 共 に 約 5時 間 ～ 約 50時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 サ イ ト カ イ ン が IFN-γ で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 サ イ ト カ イ ン が GM-CSFで あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 サ イ ト カ イ ン が イ ン タ ー ロ イ キ ン で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 サ イ ト カ イ ン が TNFα で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 被 験 者 が 病 原 体 に 感 染 し て い る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 病 原 体 が HBVで あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 病 原 体 が HIVで あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 免 疫 細 胞 が 、 NK細 胞 、 T細 胞 、 B細 胞 、 樹 状 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 単 球 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 免 疫 細 胞 が T細 胞 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 原 が ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 抗 原 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 抗 原 が タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 原 が 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 抗 原 が 糖 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 原 が 、 燐 脂 質 、 燐 タ ン パ ク 質 、 お よ び ホ ス ホ リ ポ タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 抗 原 が TB特 異 的 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が ESAT-6に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が CFP-10に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が TB7に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 抗 原 が ヒ ト 型 結 核 菌 （ Mycobacterium tuberculosis） に 由 来 す る PPDで あ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 抗 原 が ト リ 型 結 核 菌 （ Mycobacterium avium） に 由 来 す る PPDで あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 抗 原 が フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 抗 原 が 破 傷 風 ト キ ソ イ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が 、 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が ELISAを 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が ELISpotを 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る 方 法 に よ っ て 被 験 者 が 細 胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 す る 能
力 を 評 価 す る こ と を 含 む 、 病 原 体 感 染 症 、 自 己 免 疫 障 害 も し く は 癌 、 ま た は そ の よ う な 障
害 を 発 症 す る 性 向 を 有 す る 被 験 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 試 料 が 抗 原 に よ る 刺 激 後 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 産 生 す る こ と が で き る 免 疫 系 の 細 胞
を 含 む 、 被 験 者 か ら の 試 料 を 採 取 す る 段 階 、 該 試 料 を 抗 原 と 共 に イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル に よ っ て 、 被 験 者 が 細
胞 性 免 疫 応 答 を 実 行 で き る こ と が 示 さ れ る 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 ま た は レ ベ ル の
上 昇 を 測 定 す る 段 階 、 お よ び 適 切 な 治 療 プ ロ ト コ ー ル を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 試 料 が 全 血 で あ る 、 請 求 項 ま た は 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 全 血 が 抗 原 を 含 む 管 に お い て 採 取 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 全 血 が ヘ パ リ ン を 含 む 管 に お い て 採 取 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 が ヘ パ リ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 全 血 が 抗 原 と 共 に 約 5時 間 ～ 約 50時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 、 請 求 項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 サ イ ト カ イ ン が IFN-γ で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 サ イ ト カ イ ン が GM-CSFで あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 サ イ ト カ イ ン が イ ン タ ー ロ イ キ ン で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 サ イ ト カ イ ン が TNFα で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 免 疫 細 胞 が 、 NK細 胞 、 T細 胞 、 B細 胞 、 樹 状 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 単 球 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 免 疫 細 胞 が T細 胞 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 抗 原 が ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ０ 】
　 抗 原 が ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 抗 原 が タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 抗 原 が 糖 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 抗 原 が 糖 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 抗 原 が 、 燐 脂 質 、 燐 タ ン パ ク 質 、 お よ び ホ ス ホ リ ポ タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項

記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 抗 原 が TB特 異 的 抗 原 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が ESAT-6に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が CFP-10に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 TB特 異 的 抗 原 が TB7に 関 す る 重 複 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 抗 原 が ヒ ト 型 結 核 菌 に 由 来 す る PPDで あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 抗 原 が ト リ 型 結 核 菌 に 由 来 す る PPDで あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 抗 原 が フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 抗 原 が 破 傷 風 ト キ ソ イ ド で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が 、 該 免 疫 エ フ ェ ク タ ー に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ る 、
請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が ELISAを 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー が ELISpotを 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 多 成 分 型 で あ る 、 被 験 者 に お け る CMI応 答 を 測 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、
　 第 一 の 区 画 が 複 数 の 採 血 管 を 含 み 、 第 二 の 区 画 が 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 に 関 す る 抗 体 に
基 づ く 検 出 手 段 を 含 み 、 お よ び 第 三 の 区 画 が
（ 1） 採 血 管 に 血 液 を 採 取 す る 段 階 ；
（ 2） 該 管 を 混 合 す る 段 階 ；
（ 3） 該 管 を 直 立 さ せ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
（ 4） 該 管 を 遠 心 し て 、 血 漿 を 採 取 す る 段 階 ； お よ び
（ 5） 血 漿 中 の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 検 出 す る 段 階
を 含 む 一 連 の 説 明 書 を 含 む 、 キ ッ ト 。
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