
(57)【要約】

本発明は、炎症性疾患および感染症、特に敗血症および

アルツハイマー病と同様の全身性感染症の、早期検出お

よび同定、経過の予後診断、重症度の評価、および治療

過程での評価するための方法に関する。前記方法によれ

ば、患者の生体液、または任意選択で組織サンプルから

の、遊離した形および/または結合した形にあるタンパ

ク質LASP-1(配列番号1)またはタンパク質LAP-1(配列番

号16)、あるいは前記タンパク質のうち一方の免疫反応

性断片の存在および/または量を、好ましくは免疫反応

性として決定し、炎症性疾患または感染症の存在、予想

される経過、重症度、または治療の成功に関し、特異的

タンパク質の存在および/または量から結論を引き出す

。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 医 学 的 診 断 の 目 的 で 、 患 者 の 生 体 液 中 に 遊 離 し た 形 態 お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 に 結 合
し た 形 態 あ る い は 翻 訳 後 修 飾 し た 形 態 に あ る 、 タ ン パ ク 質 LASP-1(配 列 番 号 1)、 ま た は こ
れ に 対 し て 少 な く と も 最 初 の 200ア ミ ノ 酸 の 範 囲 内 で 配 列 が 少 な く と も 実 質 的 に 同 一 な タ
ン パ ク 質 、 ま た は そ の よ う な タ ン パ ク 質 の 免 疫 反 応 性 断 片 の 、 存 在 お よ び /ま た は 量 を 決
定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 炎 症 性 疾 患 お よ び 感 染 症 、 特 に 敗 血 症 様 全 身 性 感 染 症 の 、 早 期 診 断 お よ び 診 断 の た め 、
重 症 度 の 予 後 お よ び 評 価 の た め 、 お よ び 治 療 に 伴 う モ ニ タ リ ン グ の た め に 実 施 し 、 決 定 さ
れ た LASP-1免 疫 反 応 性 の 存 在 お よ び /ま た は 量 か ら 、 炎 症 性 疾 患 ま た は 感 染 症 の 存 在 、 予
測 さ れ る 経 過 、 重 症 度 、 ま た は 治 療 の 成 功 に 関 し て 結 論 を 引 き 出 す こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 炎 症 性 疾 患 お よ び 感 染 症 、 特 に 敗 血 症 様 全 身 性 感 染 症 の 、 早 期 診 断 お よ び 診 断 の た め 、
重 症 度 の 予 後 お よ び 評 価 の た め 、 お よ び 治 療 に 伴 う モ ニ タ リ ン グ の た め の 方 法 で あ っ て 、
患 者 の 組 織 サ ン プ ル 中 に 遊 離 し た 形 態 お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 形 態 に あ る 、
タ ン パ ク 質 LASP-1(配 列 番 号 1)、 ま た は こ れ に 対 し て 少 な く と も 最 初 の 200ア ミ ノ 酸 の 範 囲
内 で 配 列 が 少 な く と も 実 質 的 に 同 一 な タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の よ う な タ ン パ ク 質 の 免 疫 反
応 性 断 片 の 、 存 在 お よ び /ま た は 量 を 決 定 し 、 決 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の 存 在 お よ び /ま た は
量 か ら 、 炎 症 性 疾 患 ま た は 感 染 症 の 存 在 、 予 測 さ れ る 経 過 、 重 症 度 、 ま た は 治 療 の 成 功 に
関 し て 結 論 を 引 き 出 す こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 LAP-1と 呼 ば れ か つ 配 列 番 号 16に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
の 免 疫 反 応 性 を 、 前 記 ア ッ セ イ で 決 定 し ま た は 共 同 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1
、 2、 ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 LASP-1(配 列 番 号 1)の 位 置 147か ら 187に 割 り 当 て る こ と の で き る 免 疫 反 応 性 を 、 前 記 ア
ッ セ イ で 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1か ら 4の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 翻 訳 後 に 形 成 さ れ た 可 溶 性 形 態 の LASP-1お よ び /ま た は LAP-1の 免 疫 反 応 性 を 決 定 す る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1か ら 5の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 生 体 液 が 、 血 液 、 血 液 画 分 、 ま た は リ カ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1、 2、
ま た は 4か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 サ ン ド イ ッ チ タ イ プ の 免 疫 診 断 ア ッ セ イ 法 (イ ム ノ ア ッ セ イ )で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 1か ら 7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 担 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ か つ 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 ま た は 配 列 番 号 17に よ る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ た ペ プ チ ド で の 免 疫 化 に よ っ て 生 成 し た 抗 体 試 薬
を 用 い る 免 疫 診 断 ア ッ セ イ 法 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1か ら 8の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 炎 症 性 疾 患 が 、 脳 の 炎 症 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 1か ら 9の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 疾 患 が 、 心 疾 患 、 特 に 心 筋 梗 塞 、 中 枢 神 経 系 の 疾 患 、 ま た は 癌 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 1か ら 9の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 マ ル チ パ ラ メ ー タ ー 決 定 の 一 部 と し て 実 施 す る 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も 1つ の 別 の 疾
患 関 連 パ ラ メ ー タ ー を 同 時 に 決 定 し 、 少 な く と も 2つ の 測 定 さ れ た 量 の 組 の 形 で 測 定 さ れ
た 結 果 が 得 ら れ 、 か つ 炎 症 ま た は 感 染 症 の 緻 密 な 診 断 に つ い て 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 1か ら 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 敗 血 症 診 断 の た め の 方 法 で あ っ て 、 マ ル チ パ ラ メ ー タ ー 決 定 の 一 部 と し て 、 LASP-1の 他
に 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 CA125、 CA19-9、 S100B、 S100Aタ ン パ ク 質 、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ
ン 断 片 、 特 に CYFRA21、 TPSお よ び /ま た は 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン -1断 片 (sCY1F)、 ペ プ チ ド
イ ン フ ラ ミ ン お よ び CHP、 ペ プ チ ド プ ロ ホ ル モ ン 、 グ リ シ ン N-ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (
GNAT)、 カ ル バ モ イ ル リ ン 酸 シ ン テ タ ー ゼ 1(CPS1)、 お よ び C-反 応 性 タ ン パ ク 質 (CRP)、 ま
た は こ れ ら の 断 片 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 1つ の 別 の パ ラ メ ー タ ー を 決 定 す
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 マ ル チ パ ラ メ ー タ ー 決 定 を 、 チ ッ プ 技 術 測 定 装 置 ま た は 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 測 定 装
置 を 用 い る こ と に よ り 同 時 決 定 と し て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 12ま た は 13に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 測 定 装 置 を 使 用 し て 得 ら れ た 複 雑 な 測 定 結 果 の 評 価 を 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム の
助 け を 借 り て 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 LASP-1と LAP-1の 決 定 を 、 ど ち ら も 一 緒 に 決 定 さ れ る よ う な 方 法 で 実 施 す る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 1か ら 4の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 LASP-1お よ び /ま た は LAP-1の 決 定 を 、 LASP-1の み お よ び /ま た は LAP-1の み の 存 在 お
よ び /ま た は 量 の 特 徴 で あ る 測 定 値 が 得 ら れ る よ う な 方 法 で 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 1か ら 4の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 治 療 上 の 影 響 が 及 ぶ 炎 症 お よ び 感 染 症 、 特 に 敗 血 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 お よ び 心 臓 血
管 疾 患 に 対 す る 薬 剤 を 調 製 す る た め の 、 LASP-1、 LAP-1、 お よ び /ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド
、 あ る い は こ れ ら ペ プ チ ド の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 作 動 薬 ま た は 拮 抗 薬 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 LASP-1と 、 任 意 の 密 接 に 関 係 し て い る タ ン パ ク 質 で あ っ て 少 な く
と も そ の 最 初 の 200ア ミ ノ 酸 に つ い て は LASP-1と 実 質 的 に 同 じ 配 列 を 有 し 、 し た が っ て 同
等 の 免 疫 反 応 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 と 、 そ の 断 片 と を 、 炎 症 性 疾 患 お よ び 感 染 、 特 に 敗 血
症 お よ び 敗 血 症 様 全 身 感 染 と 、 脳 に 限 局 さ れ ま た は 脳 に 拡 が る 炎 症 性 疾 患 の 医 学 的 診 断 の
た め に 、 新 規 に 使 用 す る こ と に 関 す る 。 こ れ は 、 毒 素 投 与 に よ っ て 敗 血 症 ま た は 全 身 性 炎
症 を 実 験 的 に 誘 発 さ せ た 霊 長 類 の 脳 組 織 内 で 、 大 幅 に 増 大 し た タ ン パ ク 質 LASP-1の 濃 度 を
検 出 す る こ と 、 お よ び そ の 後 に 行 わ れ る 、 敗 血 症 罹 患 患 者 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の
循 環 系 内 で 大 幅 に 増 大 し た LASP-1免 疫 反 応 性 の 検 出 と 、 や は り 心 筋 梗 塞 に 罹 患 し た 患 者 に
見 ら れ る 同 様 の 免 疫 反 応 性 の 増 大 の 検 出 に 、 初 め て 基 づ く も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 以 下 の 記 述 で LASP-1と い う 用 語 を 使 用 す る 場 合 、 こ の 用 語 は 、 配 列 番 号 1で 定 め ら れ る
特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 既 知 の タ ン パ ク 質 LASP-1だ け で は な く 、 広 範 囲 に わ た っ て こ
の LASP-1と 同 一 の 配 列 を 有 す る 任 意 の 関 連 す る タ ン パ ク 質 も 示 す も の と し 、 例 え ば タ ン パ
ク 質 LAP-1は 、 本 願 の 実 験 の 節 の 終 わ り に 示 す よ う な タ ン パ ク 質 の 説 明 的 な 記 述 で あ る 。
こ の 定 義 は 、 当 業 者 に 向 け た 特 定 の 文 脈 か ら 他 に 明 示 さ れ な い 限 り 、 LASP-1に 関 す る 全 て
の 表 現 に 当 て は ま る 。 LASP-1と い う 用 語 を 使 用 す る 場 合 、 こ の 用 語 は 、 LASP-1免 疫 反 応 性
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を 有 す る 断 片 も 意 味 し 、 こ れ は 、 全 て の 記 載 さ れ て い る 生 成 物 に 関 し 、 遊 離 し た 形 態 で も
、 ま た 任 意 選 択 で 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 形 態 で か つ /ま た は 翻 訳 後 修 飾 形 態 で も 存 在
す る こ と が 可 能 な も の で あ り 、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 お よ び /ま た は リ ン 酸 化 し た 形 態 で 存
在 す る こ と が 可 能 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 原 点 が 、 炎 症 お よ び 感 染 の 診 断 お よ び 療 法 の さ ら な る 改 善 に 関 連 し た 本
出 願 人 に よ る 徹 底 し た 研 究 に あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 炎 症 は 、 非 常 に 概 略 的 に 、 例 え ば 外 傷 や 熱 傷 、 ア レ ル ゲ ン 、 細 菌 や 真 菌 、 ウ イ ル ス な ど
の 微 生 物 に よ る 感 染 な ど の 異 な る タ イ プ の 外 部 作 用 、 ま た は 拒 絶 反 応 を 引 き 起 こ す 外 来 組
織 、 ま た は 炎 症 を 引 き 起 こ す 身 体 の あ る 特 定 の 内 因 的 状 態 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 や 癌 に 対
す る 、 生 体 の あ る 特 定 の 生 理 反 応 と 定 義 さ れ る 。 炎 症 は 、 身 体 の 無 害 な 限 局 的 反 応 と し て
生 ず る 場 合 が あ る が 、 個 体 の 組 織 、 器 官 、 器 官 の 部 分 、 お よ び 組 織 部 分 の 、 非 常 に 数 多 く
の 重 篤 な 慢 性 お よ び 急 性 疾 患 の 典 型 的 な 特 徴 で も あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 限 局 的 炎 症 は 、 一 般 に 、 有 害 な 作 用 に 対 す る 身 体 の 健 全 な 免 疫 応 答 の 一 部 で あ り 、 し た
が っ て 、 生 体 の 生 命 を 保 護 す る 防 御 メ カ ニ ズ ム の 一 部 で あ る 。 し か し 炎 症 が 、 例 え ば 自 己
免 疫 疾 患 な ど に お け る あ る 特 定 の 内 因 的 過 程 に 対 す る 身 体 の 誤 っ た 応 答 の 一 部 で あ り か つ
/ま た は 慢 性 的 な 生 来 の も の で あ る 場 合 、 あ る い は 炎 症 が 、 全 身 性 炎 症 応 答 症 候 群 (SIRS)
ま た は 感 染 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 重 篤 な 敗 血 症 の 場 合 な ど に 全 身 に 広 が っ た 場 合 、 炎 症
反 応 に 典 型 的 な 生 理 的 過 程 は 収 拾 が つ か な い も の に な り 、 実 際 に 頻 繁 に 生 命 を 脅 か す 病 理
的 な 過 程 に な る 。 本 特 許 出 願 の 文 脈 で は 、 概 し て 人 生 の 50代 か ら 60代 で 引 き 起 こ さ れ る 止
め る こ と の で き な い 進 行 性 大 脳 皮 質 萎 縮 症 を 特 徴 と し 、 か つ そ の 頻 度 が 原 因 で 主 に 経 済 上
重 要 視 さ れ る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は 、 特 に 脳 に お い て 、 炎 症 の 典 型 的 な 症 状 を 伴 う 疾 患 と も
見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 現 在 で は 、 炎 症 過 程 の 起 点 お よ び 推 移 が 、 主 と し て タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 性 質 を
持 つ 相 当 な 数 の 物 質 に よ っ て 制 御 さ れ 、 あ る い は 、 若 干 制 限 さ れ た 時 間 内 で あ る 特 定 の 生
体 分 子 の 出 現 を 伴 う こ と が わ か っ て い る 。 炎 症 反 応 に 関 与 す る 内 因 性 物 質 に は 、 特 に 、 サ
イ ト カ イ ン 、 媒 介 物 質 、 血 管 作 動 性 物 質 、 急 性 期 タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は ホ ル モ ン 調 節
剤 に 割 り 当 て る こ と が で き る も の が 含 ま れ る 。 炎 症 反 応 は 、 炎 症 過 程 を 活 性 化 す る 内 因 性
物 質 (例 え ば TNF-α 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1)と 不 活 性 化 物 質 (例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン 10)と
の 両 方 が 関 与 す る 複 雑 な 生 理 反 応 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 敗 血 症 ま た は 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク の 場 合 の よ う な 全 身 性 炎 症 で は 、 炎 症 特 異 的 な 反 応 カ ス
ケ ー ド が 、 制 御 さ れ な い 状 態 で 全 身 に 広 が り 、 過 剰 免 疫 反 応 と い う 面 に お い て 生 命 を 脅 か
す よ う に な る 。 内 因 性 炎 症 特 異 的 物 質 の 個 々 の 群 の 出 現 お よ び 可 能 な 役 割 に つ い て の 現 行
の 知 識 に 関 し て は 、 例 え ば A.Beishuizen他 の 「 Endogenous Mediators in Sepsis and Sep
tic Shock」 、 Advances in Clinical Chemistry、 Vol.33、 1999、 55～ 131と 、 C.Gabay他
の 「 Acute Phase Proteins and Other Systemic Responses to Inflammation」 、 The New
 England Journal of Medicine、 Vol.340、 No.6、 1999、 448～ 454を 参 照 さ れ た い 。 敗 血
症 お よ び 関 連 す る 全 身 炎 症 性 疾 患 に 対 す る 理 解 、 し た が っ て 認 識 さ れ て い る 定 義 も 、 近 年
は 変 化 し て い る の で 、 敗 血 症 の 最 新 の 定 義 が 記 載 さ れ て い る K.Reinhart他 の 「 Sepsis und
 septischer Schock」 、 [Sepsis and Septic Shock]、 Intensiv-medizin、 Georg Thieme 
Verlag、 Stuttgart、 New York、 2001、 756～ 760も 参 照 さ れ た い 。 本 願 の 文 脈 に お い て 、
使 用 さ れ る 敗 血 症 お よ び 炎 症 性 疾 患 と い う 用 語 は 、 こ れ ら 3つ の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い
る 定 義 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 少 な く と も 欧 州 で は 、 陽 性 血 液 培 養 に よ っ て 検 出 可 能 な 全 身 性 細 菌 感 染 が 敗 血 症 で あ る
と 長 い 間 定 義 し て き た が 、 現 在 で は 、 主 と し て 敗 血 症 は 感 染 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る も の
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で あ る が 、 病 理 学 的 過 程 と し て 、 他 の 原 因 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 全 身 性 炎 症 に か な り 類
似 し て い る 全 身 性 炎 症 で あ る と 主 に 理 解 さ れ て い る 。 敗 血 症 に 対 す る 理 解 が 前 述 の よ う に
変 化 し て い る 結 果 、 診 断 手 法 も 変 化 し て い る 。 し た が っ て 、 細 菌 性 病 原 体 の 直 接 的 な 検 出
は 、 生 理 学 的 パ ラ メ ー タ ー の 複 雑 な モ ニ タ リ ン グ に 取 っ て 代 わ ら れ ま た は 補 わ れ 、 よ り 最
近 で は 特 に 、 敗 血 症 の 過 程 ま た は 炎 症 過 程 に 関 与 す る あ る 特 定 の 内 因 性 物 質 、 す な わ ち 特
異 的 「 生 物 マ ー カ ー 」 の 検 出 に 取 っ て 代 わ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 炎 症 過 程 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て お り ま た は 推 定 さ れ る 多 数 の 媒 介 物 質 お よ び 急 性 期
タ ン パ ク 質 に お い て 、 診 断 目 的 に 適 す る も の は 、 特 に 、 そ の 出 現 が 炎 症 性 疾 患 あ る い は 炎
症 性 疾 患 の あ る 特 定 の 局 面 ま た は 重 症 度 に 対 し て 非 常 に 特 異 的 で あ る も の 、 お よ び そ の 濃
度 が 劇 的 に か つ 診 断 上 著 し く 変 化 す る も の 、 お よ び さ ら に 、 日 常 的 な 決 定 に 必 要 と さ れ る
安 定 性 を 有 し か つ 高 濃 度 の 値 に 達 す る も の で あ る 。 診 断 目 的 の 場 合 、 病 理 学 的 過 程 (炎 症
、 敗 血 症 )と そ れ ぞ れ の 生 物 マ ー カ ー と の 信 頼 性 あ る 相 関 関 係 は 、 最 も 重 要 な も の で あ る (
良 好 な 特 異 性 お よ び 選 択 性 、 炎 症 過 程 に 関 与 す る 内 因 性 物 質 の 複 雑 な カ ス ケ ー ド に お け る
そ の 役 割 を 知 る 必 要 性 は 、 そ こ に は 全 く 存 在 し な い )。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 敗 血 症 生 物 マ ー カ ー と し て 特 に 適 し て い る 既 知 の 内 因 性 物 質 は 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン で あ
る 。 プ ロ カ ル シ ト ニ ン は 、 そ の 血 清 濃 度 が 、 感 染 に 起 因 し た 全 身 性 炎 症 (敗 血 症 )の 条 件 下
で 非 常 に 高 い 値 に 達 す る プ ロ ホ ル モ ン で あ る が 、 こ れ は 事 実 上 、 健 康 な 人 で は 検 出 不 可 能
で あ る 。 プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 高 い 値 は 、 比 較 的 早 期 に お い て も 得 ら れ 、 そ の 結 果 プ ロ カ ル
シ ト ニ ン を 決 定 す る こ と は 、 敗 血 症 の 早 期 診 断 に て き し て お り 、 ま た は 感 染 に よ っ て 引 き
起 こ さ れ た 敗 血 症 と そ の 他 の 原 因 に よ る 重 篤 な 炎 症 と を 早 期 に 区 別 す る の に 適 し て い る 。
敗 血 症 マ ー カ ー と し て の プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 決 定 は 、 M.Assicot他 の 「 High serum procal
citonin concentrations in patients with sepsis and infection」 、 The Lancet、 Vol.
341、 No.8844、 1993、 515～ 518に よ る 文 献 と 、 特 許 DE 4227454 C2お よ び EP 0656121 B1お
よ び US 5,639,617の 主 題 で あ る 。 こ れ に よ り 本 発 明 の 記 述 を 補 う た め に 、 前 記 特 許 お よ び
前 記 文 献 に 記 載 さ れ た 当 初 の 参 考 文 献 を 参 照 さ れ た い 。 近 年 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン を 対 象 と
す る 文 献 の 数 が 大 幅 に 増 え つ つ あ る 。 し た が っ て 最 近 公 表 さ れ た 報 告 書 の 典 型 的 な も の と
し て 、 W.Karzai他 の 「 Procalcitonin-A New Indicator of the Systemic Response to Se
vere Infection」 、 Infection、 Vol.25、 1997、 329～ 334;お よ び M.Oczenski他 の 「 Procal
cintonin: a new parameter for the diagnosis of bacterial infection in the peri-o
perative period」 、 European Journal of Anaesthesiology 1998、 15、 202～ 209;さ ら に
H.Redl他 の 「 Procalcitonin release patterns in a baboon model of trauma and sepsi
s: Relationship to cytokines and neopterin」 、 Crit Care Med 2000、 Vol.28、 No.11
、 3659～ 3663;お よ び H.Redl他 の 「 Non-Human Primate Models of Sepsis」 : Sepsis 1998
; 2:243～ 253;お よ び そ の 内 部 に 引 用 さ れ て い る ほ か の 参 考 文 献 も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 敗 血 症 マ ー カ ー と し て プ ロ カ ル シ ト ニ ン を 利 用 で き る こ と は 、 敗 血 症 の 研 究 に 大 き な は
ず み を 与 え 、 現 在 で は 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 決 定 を 補 う こ と が で き か つ /あ る い は 緻 密 な 診
断 ま た は 差 別 的 な 診 断 を 目 的 と し た 追 加 の 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 別 の 生 物 マ ー カ ー
を 見 出 す た め に 、 鋭 意 努 力 が な さ れ て い る 。 し か し 、 可 能 性 あ る 新 規 な 敗 血 症 生 物 マ ー カ
ー に 関 す る 調 査 は 、 し ば し ば 、 炎 症 ま た は 敗 血 症 の 過 程 に 関 与 す る あ る 特 定 の 内 因 性 物 質
の 出 現 に つ い て の 厳 密 な 機 能 ま た は 厳 密 な 理 由 が ほ と ん ど ま た は 全 く わ か っ て い な い た め
、 複 雑 に な っ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 可 能 性 の あ る 敗 血 症 マ ー カ ー を 決 定 す る た め の 、 実 り あ る 純 粋 に 仮 定 的 な 手 法 を 試
験 す る 実 験 の 結 果 は 、 DE 19847690 A1お よ び WO 00/22439に 見 ら れ る 。 そ こ に は 、 敗 血 症
の 場 合 、 プ ロ ホ ル モ ン で あ る プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 濃 度 が 増 加 す る だ け で は な く 、 プ ロ ホ ル
モ ン 免 疫 反 応 性 を 有 す る そ の 他 の ペ プ チ ド 物 質 に つ い て も そ の 濃 度 に 著 し い 増 加 が 観 察 さ
れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 記 述 し た 現 象 に つ い て は 十 分 に 記 さ れ て い る が 、 敗 血 症 に お け
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る プ ロ ホ ル モ ン 免 疫 反 応 性 の 増 大 の 原 因 は 、 依 然 と し て 十 分 に 説 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 願 で は 、 他 の 炎 症 ま た は 敗 血 症 に 特 異 的 な 生 体 分 子 に 関 す る 調 査 で の 、 別 の 実 り あ る
純 粋 に 実 験 的 な 手 法 の 結 果 を 報 告 す る 。 こ れ ら の 実 験 的 調 査 も 、 感 染 が 原 因 の 全 身 性 炎 症
反 応 に 関 連 し た プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 決 定 に 基 づ く 。 し た が っ て 敗 血 症 の 場 合 、 プ ロ カ ル シ
ト ニ ン は 、 早 い 段 階 で 、 ホ ル モ ン で あ る カ ル シ ト ニ ン の 前 駆 体 で あ る 場 合 と 同 じ 方 法 で は
明 ら か に 形 成 さ れ な い こ と が 観 察 さ れ て い た 。 こ の た め 、 甲 状 腺 が 除 去 さ れ た 患 者 で は 、
プ ロ カ ル シ ト ニ ン が 高 レ ベ ル で あ る こ と も 観 察 さ れ た 。 し た が っ て 甲 状 腺 は 、 敗 血 症 で あ
る 間 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン が 形 成 さ れ ま た は 分 泌 さ れ る 器 官 に な る こ と が で き な い 。 H.Redl
他 の 「 Procalcitonin release patterns in a baboon model of trauma and sepsis: Rel
ationship to cytokines and neopterin」 、 Crit Care Med 2000、 Vol.28、 No.11、 3659
～ 3663;お よ び H.Redl他 の 「 Non-Human Primate Models of Sepsis」 、 Sepsis 1990;2:243
～ 253に よ る 文 献 に は 、 敗 血 症 で の プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 形 成 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と
し た 実 験 的 調 査 の 結 果 が 報 告 さ れ て い る 。 前 記 論 文 で は 、 霊 長 類 (ヒ ヒ )に エ ン ド ト キ シ ン
を 投 与 す る こ と に よ っ て 人 為 的 な 敗 血 症 を 誘 発 し 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 血 中 濃 度 が 最 高 に
達 し た 実 験 的 誘 発 状 態 が 決 定 さ れ て い る 。 本 願 の 文 脈 に お い て 、 前 記 論 文 に 記 載 し た 実 験
動 物 モ デ ル の さ ら な る 開 発 は 、 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 性 質 を 持 つ 新 規 な 内 因 性 の 炎
症 お よ び /ま た は 敗 血 症 特 異 的 生 物 マ ー カ ー を 決 定 す る の に 役 立 ち 、 そ の 出 現 は 、 敗 血 症
あ る い は あ る 特 定 の 形 態 の 炎 症 お よ び /ま た は 敗 血 症 の 特 徴 で あ り 、 し た が っ て 、 特 定 の
任 意 選 択 で 器 官 特 異 的 な 敗 血 症 ま た は 炎 症 の 診 断 が 可 能 に な る 。 霊 長 類 モ デ ル は 、 霊 長 類
と ヒ ト の 生 理 機 能 の 非 常 に 大 き な 類 似 性 と 、 多 く の 治 療 用 お よ び 診 断 用 の ヒ ト 試 薬 と の 高
い 交 差 反 応 性 に 基 づ い て 選 択 し た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 炎 症 中 に 形 成 さ れ た 内 因 性 物 質 は 身 体 の 複 雑 な 反 応 カ ス ケ ー ド の 一 部 で あ る の で 、 そ の
よ う な 物 質 は 診 断 上 興 味 あ る だ け で は な く 、 例 え ば 敗 血 症 で 観 察 さ れ る 炎 症 の 全 身 へ の 広
が り を で き る 限 り 早 い 段 階 で 止 め る た め に 、 現 在 で は か な り の 努 力 に よ っ て 、 こ の タ イ プ
の 個 々 の 物 質 の 出 所 お よ び /ま た は 濃 度 に 影 響 を 与 え る こ と に よ り 、 炎 症 過 程 に 治 療 上 介
入 し よ う と す る 試 み も な さ れ て い る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 炎 症 過 程 に 関 与 す る こ と が 示 さ
れ る 内 因 性 物 質 は 、 潜 在 的 な 治 療 標 的 で あ る と も 見 な さ れ る 。 前 記 過 程 に 治 療 上 積 極 的 に
影 響 を 及 ぼ そ う と す る 、 炎 症 過 程 の あ る 媒 介 物 質 か ら 始 め た 試 み は 、 例 え ば 、 E.A.Panace
kの 「 Anti-TNF strategies」 、 Journal fur Anasthesie und Intensivbehandlung; No.2
、 2001、 4～ 5; T.Calandra他 、 「 Protection from septic shock by neutralization of 
macrophage migration inhibitory factor」 、 Nature Medicine、 Vol.6、 No.2、 2000、 16
4～ 170;ま た は K.Garber、 「 Protein C may be sepsis solution」 、 Nature Biotechnolog
y、 Vol.18、 2000、 917～ 918に 記 載 さ れ て い る 。 今 日 ま で 全 く 期 待 は ず れ の 治 療 手 法 で あ
っ た の で 、 で き る 限 り 炎 症 又 は 敗 血 症 に 特 異 的 で あ り か つ 治 療 標 的 と し て 炎 症 の 治 療 に よ
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 霊 長 類 お よ び ヒ ト に お い て 、 大 幅 に 過 発 現 し た タ ン パ ク 質 LASP-1ま た は 大 型
の N末 端 配 列 セ グ メ ン ト 全 体 に つ い て は こ れ と 同 一 な タ ン パ ク 質 が 、 細 胞 質 脳 組 織 の 感 染
に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 炎 症 で は 可 溶 性 の 形 態 で 検 出 可 能 で あ る こ と に 基 づ く も の で あ り
、 こ れ は 特 に 、 上 記 タ ン パ ク 質 が 見 出 さ れ ず ま た は 検 出 の 分 析 限 界 で の み 見 出 さ れ る 健 常
者 ま た は 治 療 を し て い な い 者 と は 対 照 的 な こ と で あ り 、 ま た 敗 血 症 の 霊 長 類 実 験 動 物 の そ
の 他 の 体 組 織 と も 対 照 的 な こ と で あ り 、 こ の タ ン パ ク 質 を 、 脳 に 関 係 す る 炎 症 の 診 断 お よ
び 感 染 ま た は 敗 血 症 の 診 断 に 適 す る よ う に な さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 実 質 的 に 増 大 し た LASP-1免 疫 反 応 性 を 、 ヒ ト 敗 血 症 患 者 だ け で は な く
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 循 環 系 で も 測 定 可 能 で あ る こ と が 見 出 さ れ た こ と に 基 づ く も の で
あ り 、 こ れ は 霊 長 類 の 脳 抽 出 物 の 基 づ い て 得 ら れ た 知 識 の 価 値 を 強 調 し ま た は 大 幅 に 高 め
る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 敗 血 症 の 炎 症 の 実 験 的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン で 脳 に 特 異 的 な LASP-1の 出 現 を 初 め て 検 出 し 、
か つ 循 環 系 内 で 実 質 的 に 増 大 し た LASP-1免 疫 反 応 性 を 検 出 す る こ と に よ っ て 生 じ た 診 断 で
の 使 用 に つ い て 、 以 下 に よ り 詳 細 に 述 べ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 請 求 項 1か ら 17は 、 本 発 明 お よ び そ の 好 ま し い 実 施 形 態 に よ り 得 ら れ た 新 規 な 方 法 を 定
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義 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 請 求 項 18は 、 治 療 目 的 で 、 LASP-1免 疫 反 応 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は そ の よ う な タ ン
パ ク 質 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 使 用 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 下 の 実 験 の 節 で よ り 詳 細 に 述 べ る よ う に 、 本 発 明 の 出 発 点 は 、 エ ン ド ト キ シ ン 投 与 (
サ ル モ ネ ラ チ フ ィ ム リ ウ ム (Salmonella Typhimurium)か ら の LPS)に よ っ て ヒ ヒ に 実 験 的 に
人 為 的 敗 血 症 を 引 き 起 こ し 、 2Dゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 治 療 し た 動 物 の 脳 組 織 の 後 処 理 を し
た 後 に 、 既 知 の タ ン パ ク 質 LASP-1に 対 し て 実 質 的 に 同 一 で あ り 特 に 少 な く と も 1～ 200の ア
ミ ノ 酸 セ グ メ ン ト に つ い て は 同 一 で あ る タ ン パ ク 質 が 治 療 し た 動 物 で の み 同 定 可 能 な 生 成
物 の 1つ で あ り 、 こ の タ ン パ ク 質 が さ ら に 、 脳 組 織 で の み 著 し く 増 大 し た 濃 度 で 観 察 さ れ
る こ と を 見 出 し た こ と で あ っ た 。 そ の 同 定 を 行 う た め 、 治 療 し た 動 物 の 脳 組 織 で の み 見 出
さ れ か つ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ れ ば 約 36± 3kDaの 分 子 量 お よ び 約 6.6～ 7.0の 等 電 点 を 有 し て い
る 新 し い タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を 、 電 気 泳 動 ゲ ル か ら 分 離 し 、 ト リ プ シ ン 消 化 に よ っ て 複 数
の 断 片 に 切 り 離 し た が 、 前 記 断 片 は 、 質 量 分 析 に よ っ て そ れ 自 体 が 知 ら れ て い る 手 法 で 分
析 さ れ る も の で あ る 。 ト リ プ シ ン 処 理 し た タ ン パ ク 質 LASP-1の 既 知 の 質 量 ス ペ ク ト ル と の
比 較 に よ り 、 分 離 し た ス ポ ッ ト の タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も 広 範 囲 に わ た る セ グ メ ン ト が
タ ン パ ク 質 LASP-1と 同 一 な タ ン パ ク 質 で あ る と 同 定 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト 中 に 見 出 さ れ た 生 成 物 の 同 定 に つ い て は 実 験 の 節 で よ り 詳 細 に 記 述
す る が 、 記 述 さ れ る 同 定 は 、 認 め ら れ た 解 釈 の 原 理 に よ れ ば 、 タ ン パ ク 質 LASP-1の ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る 生 成 物 の 安 全 な 同 定 と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 理 論 上 決 定 さ れ る LASP-1の ペ プ チ ド 鎖 (配 列 番 号 1; 261ア ミ ノ 酸 　 参 照 )の 分 子 量 は 、 29
,717ダ ル ト ン で あ る 。 し か し LASP-1は 、 翻 訳 後 に 処 理 さ れ た 形 態 (グ リ コ シ ル 化 お よ び リ
ン 酸 化 )で 生 理 学 的 に 存 在 す る 。 し た が っ て そ の 後 LASP-1と 定 義 さ れ た 生 成 物 は 、 当 初 、
胃 壁 細 胞 内 の 40kDa cAMP依 存 性 リ ン タ ン パ ク 質 (「 pp40」 )と 定 義 さ れ て い た (C.S.Chew他
、 Journal of Cell Science 113、 2035～ 2045(2000); C.S.Chew他 、 Am.J.Physiol. 275(C
ell Physiol.44): C56～ C67、 (1998)参 照 )。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 LASP-1と 定 義 さ れ た リ ン タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 当 初 、 染 色 体 17の 範 囲 q11～ q21
.3か ら の 遺 伝 子 「 MLN 50」 の cDNAの 推 定 上 の 発 現 生 成 物 と 決 定 さ れ て い た が 、 こ の 遺 伝 子
は 、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 で 過 発 現 し た も の で あ る (C.Tomasetto他 、 FEBS Letters 373 (1995):
 245～ 249; C.Tomasetto他 、 Genomics 28: 367～ 376 (1995); I.Bieche他 、 Cancer Res. 
56: 3886～ 3890 (1996))。 LASP-1と い う 名 称 は 、 こ の タ ン パ ク 質 に お い て 初 め て 、 い わ ゆ
る LIMド メ イ ン (様 々 な タ ン パ ク 質 か ら 知 ら れ る Zn結 合 ド メ イ ン ; A.Hammarstorm他 、 Bioch
emistry 1996; 35、 12723～ 12732参 照 )を 受 容 体 依 存 性 の い わ ゆ る srcキ ナ ー ゼ 、 チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ か ら 知 ら れ る ド メ イ ン (SH3)と 組 み 合 わ せ た こ と に 起 因 し 得 る (LIMお よ び SH3タ ン
パ ク 質 (LIM and SH3 Protein))(Brian K. Kay他 、 FASEB J. 14、 231～ 241 (2000)も 参 照 )
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 LASP-1 mRNAは 、 正 常 な 細 胞 の ど こ に お い て も 検 出 可 能 で あ り (例 え ば 前 立 腺 、 肝 臓 、 筋
肉 、 脳 、 様 々 な 細 胞 型 )、 乳 癌 の 場 合 に は あ る 特 定 の パ ー セ ン テ ー ジ で 過 発 現 す る 。 LASP-
1は 、 細 胞 骨 格 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 に 属 す る こ と が 想 定 さ れ 、 か つ 細 胞 形 状 お よ び 細 胞
移 動 度 に 重 要 で あ り お そ ら く は シ グ ナ ル 伝 達 に も 重 要 で あ る こ と が 想 定 さ れ る 、 ア ク チ ン
結 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が わ か っ た 。 こ れ は 神 経 終 末 に お い て も 検 出 可 能 で あ る 。 LASP
-1は 、 辛 う じ て 清 浄 剤 に の み 可 溶 化 す る 。 生 体 外 で 、 LASP-1は 、 cAMP依 存 性 セ リ ン -ト レ
オ ニ ン キ ナ ー ゼ PKAに よ り 著 し く リ ン 酸 化 で き る 基 質 に な る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 LASP-
1は 、 種 々 の 上 皮 細 胞 型 で 種 々 の 発 現 パ タ ー ン を 有 す る (C.S.Chew他 、 Journal of Cell Sc
ience 113、 2035～ 2045 (2000); C.S.Chew他 、 Am. J.Physiol. 275 (Cell Physiol. 44):
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 C56～ C67、 (1998)参 照 )。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 敗 血 症 の 脳 組 織 に 、 LASP-1ま た は こ れ に 実 質 的 に 相 当 す る タ ン パ ク 質 が 過 発 現 形 態 で 出
現 す る こ と は 、 著 し く 科 学 的 で 、 診 断 に お い て 、 お よ び お そ ら く は 治 療 に お い て も 関 心 あ
る も の で あ る 。 LASP-1が キ ナ ー ゼ 基 質 お よ び リ ン タ ン パ ク 質 で あ る と い う 事 実 に よ っ て 、
い わ ゆ る タ ウ タ ン パ ク 質 と の あ る 類 似 性 が 与 え ら れ る が 、 こ れ は 特 に 診 断 目 的 で 、 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 に お い て 役 割 を 果 た す (例 え ば 、 G.A.Jicha他 、 Journal of Neurochemistry、 6
9、 2087～ 2095 (1997)お よ び そ こ に 引 用 さ れ る 文 献 ;お よ び EP 637418; EP 737208; EP 77
2634; EP 610330; EP 618968参 照 )。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 現 在 で は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 、 そ の 病 気 の 原 因 ま た は そ の 病 気 の 結 果 に 関 し て 記 述 す
る こ と を 全 く 意 図 す る こ と な く 、 脳 に 特 異 的 な 炎 症 過 程 で あ る と 見 な す こ と が で き る こ と
は 周 知 で あ る (Lih-Fen Lue他 、 GLIA 35: 72～ 79、 2001; Michael Hull他 、 DDT Vol.4、 No
.6: 275～ 282;(1999年 6月 ); F.Licastro他 、 Journal of Neuroimmunology 103 (2000)、 9
7～ 102; Neuroinflammation Working Group: Haruhiko Akiyama他 、 Neurobiology of Agi
ng 21 (2000) 383～ 421; Michael Hull他 、 Exp. Opin. Invest. Drugs (2000) 9(4): 671
～ 683; M.Hull他 、 Eur Arch Psychiatry Clin Neurosci (1996) 246: 124～ 128; J.Rhodi
n他 、 Annals New York Academy of Sciences、 199x、 345～ 352)。 リ ン タ ン パ ク 質 LASP-1
ま た は こ れ に 実 質 的 に 相 当 す る タ ン パ ク 質 は 、 敗 血 症 ま た は 全 身 性 炎 症 過 程 を シ ミ ュ レ ー
ト す る 実 験 条 件 下 、 特 に 脳 内 に お い て 過 発 現 の 形 で 検 出 可 能 で あ る の で 、 LASP-1ま た は あ
る 特 定 の 発 現 形 態 の LASP-1の 過 発 現 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お い て も 観 察 可 能 で あ る こ と が
、 ほ ぼ 確 実 な も の と さ れ 、 し た が っ て LASP-1の 決 定 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 に も 重 要
な も の で あ る 。 そ の 後 実 施 さ れ る 、 LASP-1の 最 初 の 200ア ミ ノ 酸 の 配 列 に 割 り 当 て る こ と
が 可 能 な 、 敗 血 症 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 血 清 の 免 疫 反 応 性 に 関 す る 免 疫 診 断 決 定
に よ っ て 、 こ の 仮 説 が 、 確 信 あ る 見 事 な 手 法 で 実 験 的 に 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 LASP-1に 関 す る 今 日 ま で の 文 献 は 、 そ の よ う な 可 能 性 を 決 し て 示 す も の で は な い 。 今 日
ま で の 利 用 可 能 な 知 見 に 基 づ け ば 、 敗 血 症 お よ び /ま た は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 脳 特 異
的 炎 症 の 結 果 と し て 、 脳 内 お よ び 循 環 系 内 に も お け る LASP-1の 生 理 学 的 な 濃 度 が 著 し く か
つ 検 出 可 能 に 変 化 し た こ と は 、 予 期 さ れ な か っ た こ と で あ り 、 し た が っ て 敗 血 症 の 過 程 ま
た は 炎 症 性 脳 疾 患 の 過 程 に お け る LASP-1濃 度 を 決 定 す る こ と は 、 診 断 上 関 心 あ る も の と 考
え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 、 毒 素 投 与 に よ っ て 人 為 的 に 敗 血 症 を 誘 発 さ せ た 霊 長 類 の 脳 組 織 内 で 比 較
的 高 い LASP-1濃 度 が 検 出 さ れ る が 、 こ の と き 、 他 の 方 法 で 完 全 同 一 に 処 置 し た 対 照 動 物 サ
ン プ ル ま た は 敗 血 症 動 物 の そ の 他 の 組 織 サ ン プ ル に お い て LASP-1を 検 出 す る こ と は 同 時 に
不 可 能 な 状 態 で あ り 、 そ の 後 に 、 ヒ ト 循 環 系 に お け る 免 疫 診 断 を 行 う こ と は 、 非 常 に 有 意
な こ と で あ る 。 こ の 出 現 は 、 処 置 し た 動 物 で の み 、 特 に 毒 素 投 与 に よ っ て 敗 血 症 が 誘 発 さ
れ て か ら 比 較 的 短 時 間 し か 経 過 し て い な い も の で の み 観 察 可 能 で あ る の で 、 こ の 事 実 を 、
LASP-1免 疫 反 応 性 を 決 定 す る こ と に よ っ て 敗 血 症 、 感 染 症 、 お よ び 炎 症 を 診 断 す る 将 来 有
望 な 診 断 法 を 提 供 す る の に 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断
マ ー カ ー お よ び 予 後 マ ー カ ー と し て LASP-1が 適 し て い る こ と が 証 明 さ れ た こ と は 、 特 に 興
味 深 い も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 LASP-1の 決 定 は 、 あ ら ゆ る 任 意 の 適 切 な ア ッ セ イ 法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る が 、
適 切 な 選 択 的 抗 体 を 使 用 す る 免 疫 診 断 経 路 に よ っ て (イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て )、 患 者 の リ
カ ー (脳 脊 髄 液 )を 含 め た 体 液 で 決 定 す る こ と は 、 実 用 の 観 点 か ら 最 も 有 利 な も の と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 霊 長 類 の 脳 に 実 験 的 に 敗 血 症 を 誘 発 さ せ 、 そ の 後 、 ヒ ト 患 者 の 循 環 系 に も 誘 発 さ せ た と
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き に 、 LASP-1ま た は こ れ と 実 質 的 に 同 一 な タ ン パ ク 質 の 出 現 の 増 大 を 初 め て 検 出 す る こ と
が で き た の で 、 特 に 脳 内 で の 発 生 が 顕 著 で あ る 炎 症 お よ び 感 染 に 関 連 し た 診 断 目 的 で LASP
-1免 疫 反 応 性 を 使 用 す る 可 能 性 が 生 み 出 さ れ る 。 こ の た め 、 特 に 合 成 ま た は 遺 伝 子 工 学 的
方 法 に よ っ て 、 ま た 任 意 選 択 で 現 在 で は 従 来 技 術 の 一 部 で あ る プ ロ セ ス に よ っ て 、 LASP-1
ま た は そ の 適 切 な 部 分 ペ プ チ ド ま た は エ ピ ト ー プ ま た は エ ピ ト ー プ の 組 合 せ を 調 製 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 任 意 選 択 で マ ー ク さ れ た 形 の LASP-1部 分 ペ プ チ ド は 、 免 疫 診 断 決 定 の た
め の あ る 特 定 の ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト 用 の 較 正 物 質 、 ト レ ー サ ー 、 お よ び 競 合 物 質 と し て
必 要 で あ る 場 合 も あ り 、 こ の た め 、 説 明 し た 手 法 で 調 製 さ れ る 。 あ る 特 定 の 、 現 在 好 ま し
い 特 定 の 実 施 形 態 に つ い て 、 以 下 の 実 験 の 節 で よ り 詳 細 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら に 、 LASP-1断 片 ま た は そ の 適 切 な 部 分 配 列 は 、 患 者 の 体 液 中 の LASP-1を 診 断 決 定 す
る た め の 助 剤 と し て か つ /ま た は 可 能 性 あ る 治 療 薬 と し て も 適 切 な 、 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー
ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め に 、 既 知 の 最 新 の 現 況 技 術 に よ り 使 用 す る
こ と も で き る 。 あ る 特 定 の 現 在 好 ま し い 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 親 和 性 精 製 抗 LASP-1抗 体 に
つ い て 、 以 下 の 実 験 の 節 で よ り 詳 細 に 述 べ る 。 既 知 の ペ プ チ ド 部 分 配 列 に 対 し て 適 切 な モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 は 、 現 在 、 一 般 的 な 従 来 技 術 の 一 部 で あ り 、 特 に 説 明 す る 必 要 は
な い 。 さ ら に 、 対 応 す る DNAと 共 に 直 接 的 遺 伝 免 疫 化 の 技 法 を 使 用 す る 抗 体 の 生 成 に つ い
て も 、 明 ら か に 述 べ る べ き で あ る 。 し た が っ て 、 得 ら れ る 抗 体 の ス ペ ク ト ル は 、 そ の よ う
な 免 疫 化 技 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 広 が る こ と が こ れ ま で に わ か っ た の で 、 例 え ば 免 疫
化 の た め に LASP-1ま た は LASP-1断 片 の cDNAを 使 用 す る こ と は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 し か
し 、 LASP-1に 対 す る 既 知 の 抗 体 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る (例 え ば 、 V.Schreiber他 、 Mo
lecuar Medicine 4: 675～ 687、 1988; C.S.Chew他 、 Am.J.Physiol. 275 (Cell Physiol. 
44): C56-C67、 (1998)参 照 )。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 研 究 過 程 に お い て 、 モ ル 質 量 が 約 36kDaで あ り か つ 記 述 し た 決 定 に
十 分 な 溶 解 性 を 有 す る LASP-1生 成 物 が 2D電 気 泳 動 の ゲ ル 内 に 見 出 さ れ た の で 、 見 出 さ れ た
LASP-1生 成 物 は 、 文 献 に 記 載 さ れ た 実 際 の LASP-1と は 異 な る 発 現 生 成 物 、 例 え ば 選 択 的 ス
プ ラ イ シ ン グ の 生 成 物 で あ り 、 か つ /ま た は あ る タ イ プ の グ リ コ シ ル 化 お よ び /ま た は リ ン
酸 化 を 有 し 、 そ れ に よ っ て 観 察 さ れ た 溶 解 性 を 与 え か つ そ れ に 基 づ い て 胃 壁 か ら 分 離 さ れ
た 40kDa生 成 物 と は 著 し く 異 な る こ と を 、 除 外 す る も の で は な い 。 し た が っ て 、 特 定 の 部
分 配 列 お よ び /ま た は 任 意 選 択 で グ リ コ シ ル 化 お よ び /ま た は リ ン 酸 化 パ タ ー ン も 検 出 さ れ
る 特 定 の ア ッ セ イ の 助 け を 借 り て LASP-1の 決 定 を 実 施 す る こ と は 、 こ の 調 査 の 始 め か ら 本
発 明 の 範 囲 内 に あ る も の と み な さ れ て い た 。 特 定 の グ リ コ シ ル 化 お よ び /ま た は リ ン 酸 化
を 認 識 す る 抗 体 の 調 製 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に つ い て は 原 則 と し て 知 ら れ て お
り 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 の 一 部 と し て 、 い わ ゆ る タ ウ タ ン パ ク 質 の あ る 特 定 リ
ン 酸 化 形 態 を 決 定 す る こ と に 関 し て 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 LASP-1の 免 疫 学 的 決 定 で は 、 原 則 と し て 、 例 え ば P.P.Ghillani他 、 「 Monoclonal antip
eptide antibodies as tools to dissect closely related gene products」 、 The Journ
al of Immunology、 Vol.141、 No.9、 1988、 3156～ 3163;お よ び P.P.Ghillani他 、 「 Identi
fication and Measurement of Calcitonin Precursors in Serum of Patients with Mali
gnant Diseases」 、 Cancer Research、 Vol.49、 No.23、 1989、 6845～ 6851で 選 択 的 プ ロ カ
ル シ ト ニ ン 決 定 に 関 し て 記 述 さ れ る よ う に 進 め る こ と が 可 能 で あ る 。 記 述 さ れ る 技 法 お よ
び /ま た は 別 の 免 疫 化 技 法 の 変 形 例 は 、 関 係 す る 標 準 的 な 研 究 お よ び 文 献 で 当 業 者 に よ り
見 出 す こ と が で き 、 こ れ を そ の 文 脈 内 で 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 LASP-1、 あ る い は 任 意 選 択 で LAP-1な ど の 一 部 同 一 の 配 列 を 有 す る LASP-1断 片 ま た は 生
成 物 は 、 利 用 可 能 な 結 果 に 基 づ い て 、 免 疫 反 応 性 、 ま た は 炎 症 お よ び 感 染 (特 に 、 敗 血 症
タ イ プ の 全 身 感 染 症 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 脳 の 炎 症 )を 診 断 し モ ニ タ す る た め の
特 異 的 マ ー カ ー ペ プ チ ド (生 物 マ ー カ ー )と し て の 役 割 を 果 た す こ と が で き る 。 プ ロ カ ル シ
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ト ニ ン の 決 定 の 場 合 と 同 様 に 、 LASP-1の 決 定 は 、 炎 症 お よ び 感 染 の 早 期 識 別 診 断 、 検 出 、
予 後 診 断 の 準 備 、 重 症 度 の 評 価 、 お よ び 経 過 の 治 療 に 伴 う 評 価 を 目 的 と し て 行 う こ と が で
き 、 LASP-1の 含 量 は 、 好 ま し く は い わ ゆ る リ カ ー も 含 め た 生 体 液 サ ン プ ル に お い て ま た は
任 意 選 択 で 患 者 の 組 織 の サ ン プ ル に お い て そ の よ う な 方 法 で 決 定 さ れ 、 脳 に 関 わ る 炎 症 の
存 在 あ る い は 決 定 さ れ た LASP-1の 存 在 お よ び /ま た は 量 か ら の 敗 血 症 の 存 在 に 関 す る 結 論
が 引 き 出 さ れ 、 得 ら れ た 結 果 は 敗 血 症 の 重 症 度 に 相 関 す る も の で あ り 、 任 意 選 択 で 治 療 の
可 能 性 お よ び /ま た は 治 療 の 見 通 し が 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 少 な く と も 1つ の 別 の 炎 症 ま た は 感 染 パ ラ メ ー タ ー が 同 時 に 決 定 さ れ 、 少 な く と も 2個 の
測 定 量 が 一 組 に な っ た 形 で 測 定 さ れ た 結 果 が 得 ら れ か つ そ の よ う な 結 果 が 炎 症 ま た は 感 染
の 緻 密 な 診 断 の た め に 評 価 さ れ る 、 マ ル チ パ ラ メ ー タ ー 決 定 の 一 部 と し て の LASP-1の 決 定
は 、 特 に 興 味 あ る も の と 考 え ら れ る 。 こ の タ イ プ の 別 の 炎 症 ま た は 感 染 パ ラ メ ー タ ー は 、
一 部 が 知 ら れ て お り あ る い は 従 来 技 術 ま た は 本 出 願 人 の 並 行 特 許 出 願 に 開 示 さ れ て い る パ
ラ メ ー タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の と 見 な さ れ 、 そ の よ う な 群 は 、 プ ロ カ ル シ ト ニ
ン 、 CA125、 CA19-9、 S100B、 S100Aタ ン パ ク 質 、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 断 片 、 特 に CYFRA21
、 TPS、 お よ び /ま た は 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン -1断 片 (sCY1F)、 ペ プ チ ド イ ン フ ラ ミ ン お よ
び CHP、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 グ リ シ ン N-ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GNAT)、 カ ル バ モ イ ル
リ ン 酸 シ ン テ タ ー ゼ 1(CPS1)お よ び そ の 断 片 、 C-反 応 性 タ ン パ ク 質 (CRP)、 ま た は 前 記 タ ン
パ ク 質 の 全 て の 断 片 か ら な る も の で あ る 。 チ ッ プ 技 術 測 定 装 置 ま た は 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 測 定 装 置 を 用 い 、 同 時 決 定 と し て マ ル チ パ ラ メ ー タ ー 決 定 を 実 施 す る こ と が 有 利 で あ
る が 、 こ れ ら の 装 置 を 使 用 し て 得 ら れ た 複 合 測 定 結 果 の 評 価 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム
の 支 援 に よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の 方 法 は 不 均 一 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ と し て 実 施 さ れ
、 す な わ ち 抗 体 の 一 方 が 、 例 え ば 被 覆 済 み 試 験 管 壁 (例 え ば ポ リ ス チ レ ン か ら な る ;「 コ ー
テ ッ ド チ ュ ー ブ (coated tube)」 ; CTか ら な る )な ど の 任 意 の 固 相 上 に 、 ま た は 例 え ば ポ リ
ス チ レ ン か ら な る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 、 ま た は 例 え ば 磁 性 粒 子 な ど の 粒 子 表 面
に 固 定 化 さ れ て お り 、 他 方 の 抗 体 は 、 直 接 検 出 可 能 な 標 識 を 表 す 残 基 を 持 ち ま た は 標 識 と
選 択 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ り 、 形 成 さ れ た サ ン ド イ ッ チ 構 造 の 検 出 に 役 に 立 つ も の
で あ る 。 適 切 な 固 相 を 使 用 し て 、 遅 延 さ せ ま た は そ の 後 に 行 う 固 定 化 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 原 則 と し て 、 記 述 し た タ イ プ の ア ッ セ イ で 使 用 す る こ と が で き る 全 て の マ ー キ ン グ 技 法
を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 技 法 に は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 あ る い は 蛍 光 、 化
学 発 光 、 ま た は 生 物 発 光 標 識 に よ る マ ー キ ン グ と 、 特 に ポ イ ン ト オ ブ ケ ア (POC)ま た は 加
速 試 験 に 使 用 さ れ る よ う な 、 例 え ば 金 原 子 お よ び 染 色 粒 子 な ど の 直 接 光 学 的 に 検 出 可 能 な
カ ラ ー マ ー キ ン グ が 含 ま れ る 。 不 均 一 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ の 場 合 、 2個 の 抗 体 は
、 均 一 ア ッ セ イ に 関 連 し て 以 下 に 述 べ る タ イ プ の 検 出 系 の 一 部 を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る 方 法 を 加 速 試 験 と し て も 設 計 す る こ と は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に
あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は さ ら に 、 2個 の 抗 体 と LASP-1と か ら 形 成 さ れ た 検 出 さ れ る べ き サ ン
ド イ ッ チ 複 合 体 が 液 相 に 懸 濁 さ れ た ま ま の 、 均 一 方 法 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 場 合 、 検 出 系 の 一 部 で ど ち ら の 抗 体 も マ ー ク す る こ と が 好 ま し く 、 そ れ に よ っ て 、
ど ち ら の 抗 体 も 単 一 の サ ン ド イ ッ チ に 一 体 化 し た と き に 、 シ グ ナ ル を 発 生 さ せ ま た は シ グ
ナ ル の き っ か け を も た ら す こ と が 可 能 に な る 。 こ の よ う な 技 法 は 、 特 に 、 蛍 光 増 幅 ま た は
蛍 光 消 去 を 検 出 す る 方 法 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 特 に 好 ま し い 方 法 は
、 例 え ば US-A-4822733、 EP-B1-180492、 ま た は EP-B1-539477、 お よ び そ こ に 引 用 さ れ て い
る 従 来 技 術 に 記 載 さ れ る よ う に 、 対 に な っ て 用 い ら れ る 検 出 試 薬 の 使 用 に 関 す る 。 こ れ ら
の 方 法 に よ れ ば 、 単 一 の 免 疫 複 合 体 中 に 2つ の マ ー キ ン グ 成 分 を 含 有 す る 反 応 生 成 物 の み
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選 択 的 に 測 定 さ れ る よ う な 測 定 が 、 反 応 混 合 物 中 で 直 接 可 能 に な る 。 一 例 と し て 、 TRACE(
登 録 商 標 )(時 間 分 解 増 幅 ク リ プ テ ー ト 放 出 (Time Resolved Amplified Cryptate Emission
))ま た は KRYPTOR(登 録 商 標 )と い う 商 標 で 提 供 さ れ た 、 上 記 出 願 の 教 示 を 実 現 す る 技 術 を
参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 以 下 に 、 様 々 な 疾 患 に 罹 っ て い る 患 者 の 生 体 液 (血 清 ま た は 血 漿 )に お け る LASP-1の 発 見
お よ び 同 定 と そ の 決 定 に つ い て 、 よ り 詳 細 に 述 べ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ １ 】
1.動 物 モ デ ル (ヒ ヒ )へ の エ ン ド ト キ シ ン 投 与 に よ る 感 染 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
　 エ ン ド ト キ シ ン 注 入 に よ る プ ロ カ ル シ ト ニ ン 分 泌 の 刺 激 に 関 し て ヒ ヒ で 実 施 さ れ た 実 験
に 基 づ き (H.Redl他 、 「 Procalcitonin release patterns in a baboon model of trauma 
and sepsis: Relationship to cytokines and neopterin」 、 Crit Care Med 2000、 Vol.2
8、 No.11、 3659～ 3663; H.Redl他 、 「 Non-Human Primate Models of Sepsis」 、 Sepsis 1
998、 2:243～ 253参 照 )、 複 数 の ヒ ヒ (約 2才 の オ ス 、 体 重 27～ 29kg)に そ れ ぞ れ 、 体 重 1kg当
た り LPS(サ ル モ ネ ラ チ フ ィ ム リ ウ ム か ら の リ ポ 多 糖 、 Sigma提 供 )100μ gを 静 脈 内 投 与 し た
。 注 射 を し た 5～ 5.5時 間 後 、 こ れ ら の 動 物 に ド レ タ ー ル 10mlを 静 脈 内 投 与 し て 、 犠 牲 に し
た 。 こ れ ら 動 物 の 死 後 60分 以 内 に 、 全 て の 器 官 /組 織 を 切 り 取 り 、 液 体 窒 素 中 で 凍 結 さ せ
る こ と に よ り 安 定 化 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 処 理 中 、 緩 衝 液 A(50mM Tris/HCl、 pH7.1、 100mM KCl、 20%の グ リ セ ロ ー ル )1.5ml
を 、 窒 素 で 冷 却 し な が ら 個 々 の 凍 結 組 織 サ ン プ ル (1g)に 添 加 し 、 そ の サ ン プ ル を 陶 製 乳 鉢
で 微 粉 砕 し て 粉 末 を 得 た (J.Klose、 「 Fractionated Extraction of Total Tissue Protei
ns from Mouse and Human for 2-D Electrophoresis」 、 Methods in Molecular Biology
、 Vol.112: 2-D Proteome Analysis Protocols、 Humana Press Inc.、 Totowa、 NJ参 照 )。
そ の 後 100,000gで 1時 間 、 +4℃ で 遠 心 分 離 し た 後 、 得 ら れ た 上 澄 み を 回 収 し 、 さ ら な る 処
理 に 必 要 と さ れ る ま で -80℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
2.ヒ ヒ の 細 胞 質 脳 タ ン パ ク 質 を 使 用 し た プ ロ テ オ ー ム 分 析
　 一 方 で は 健 康 な ヒ ヒ  (対 照 )と 、 他 方 で は LPSを 注 射 し た ヒ ヒ と の 細 胞 質 脳 細 胞 タ ン パ ク
質 抽 出 物 を 、 プ ロ テ オ ー ム 分 析 で 使 用 し た 。 初 期 分 析 用 2Dゲ ル 電 気 泳 動 で は 、 タ ン パ ク 質
100μ gを 含 有 す る 脳 抽 出 物 を 安 定 化 さ せ て 9M尿 素 、 70mM DTT、 2%両 性 電 解 質 、 pH2～ 4に し
、 次 い で J.Klose他 、 「 Two-dimensional electrophoresis of proteins: An updated pro
tocol and implications for a functional analysis of the genome」 、 Electrophoresi
s 1995、 16、 1034～ 1059に 記 載 さ れ る よ う に 、 分 析 用 2Dゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し た 。
2D電 気 泳 動 ゲ ル に お け る タ ン パ ク 質 の 視 覚 化 は 、 銀 染 色 に よ っ て 行 っ た (J.Heukeshoven他
、 「 Improved silver staining procedure for fast staining in Phast-System Develop
ment Unit. I. Staining of sodium dodecyl gels」 、 Electrophoresis 1988、 9、 28～ 32
参 照 )。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 評 価 の た め 、 処 置 し た 動 物 の サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト パ タ ー ン と 、 未 処 置 の 動 物
の 脳 組 織 サ ン プ ル か ら 得 ら れ た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト パ タ ー ン と を 比 較 し た 。 さ ら に 、 処 置
し た 動 物 の 脳 組 織 の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト パ タ ー ン を 、 同 じ 処 置 動 物 の そ の 他 の 組 織 サ ン プ
ル と も 比 較 し た (そ の 結 果 に つ い て は 個 々 に 示 し て い な い )。 対 照 サ ン プ ル で は 出 現 し な い
が 追 加 と し て 全 て の 処 置 動 物 で 出 現 し た 物 質 を 選 択 し て 、 さ ら な る 分 析 調 査 に 供 し た 。 図
1は 、 対 照 サ ン プ ル (A)と 処 置 動 物 サ ン プ ル (B)に 関 す る 2D電 気 泳 動 ゲ ル の 比 較 を 示 し 、 (B)
に お け る 追 加 の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト は 新 規 な タ ン パ ク 質 に 対 応 し 、 そ の 位 置 は 矢 印 お よ び
円 に よ り 強 調 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 次 い で 分 析 用 2D電 気 泳 動 の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト パ タ ー ン で 同 定 さ れ た 新 規 な 特 異 的 タ ン
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パ ク 質 を 、 タ ン パ ク 質 350μ gを 使 用 す る 調 製 用 2Dゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 調 製 し た (再 び (10
)参 照 )。 調 製 用 2Dゲ ル 電 気 泳 動 で は 、 染 色 を 、 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー G250に よ っ
て 行 っ た (V.Neuhoff他 、 「 Improved staining of proteins in polyacrylamide gels inc
luding isoelectric focusing gels with clear background at nanogram sensitivity u
sing Coomassie Brilliant Blue G-250 and R-250」 、 Electrophoresis 1988、 9、 255～ 2
62参 照 )。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら な る 分 析 の た め 事 前 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を 、 A.Otto他 、 「 Identificati
on of human myocardial proteins separated by two-dimensional electrophoresis usi
ng an effective sample preparation for mass spectrometry」 、 Electrophoresis 1996
、 17、 1643～ 1650に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 使 用 し て ゲ ル か ら 切 り 取 り 、 ト リ プ シ ン 消 化 し
、 次 い で 質 量 分 析 を 用 い て 、 特 に 例 え ば G.Neubauer他 、 「 Mass Spectrometry and EST-da
tabase searching allows characterization of the multi-protein spliceosome comple
x」 、 nature genetics、 vol.20、 1998、 46～ 50; J.Lingner他 、 「 Reverse Transcriptase
 Motifs in the Catalytic Subunit of Telomerase」 、 Science、 Vol.276、 1997、 561～ 5
67; M.Mann他 、 「 Use of mass spectrometry-derived data to annotate nucleotide and
 protein sequence databases」 、 TRENDS in Biochemical Sciences、 Vol.26、 1、 2001、
54～ 61に 記 載 さ れ 論 じ ら れ て い る 質 量 分 光 分 析 調 査 を 用 い て 分 析 し た 。 ト リ プ シ ン 消 化 サ
ン プ ル を 、 MALDI-TOF質 量 分 析 に か け た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
3.LASP-1の 同 定
　 図 1(A)お よ び 1(B)に 示 す よ う に 、 LPS注 射 に よ る 投 与 が な さ れ た ヒ ヒ の 脳 組 織 抽 出 物 は
、 と り わ け 、 既 知 の 分 子 量 の マ ー カ ー 物 質 と の 比 較 に よ る ゲ ル 電 気 泳 動 デ ー タ に 基 づ い て
約 36kDa± 3kDaの 分 子 量 で あ る こ と が 評 価 さ れ 、 か つ 一 方 で 約 6.6～ 7.0の 等 電 点 が 第 1の 寸
法 か ら の タ ン パ ク 質 の 相 対 的 な 位 置 か ら 決 定 さ れ た 、 タ ン パ ク 質 の ス ポ ッ ト を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 新 規 な タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の ト リ プ シ ン 消 化 の 質 量 分 析 で は 、 ペ プ チ ド に 割 り 当 て よ う
と す る 試 み が 、 デ ー タ ベ ー ス 情 報 に 基 づ き 21の 断 片 に つ い て 着 手 さ れ た 。 そ の 結 果 は 、 得
ら れ た 割 当 の う ち 12が 、 リ ン タ ン パ ク 質 LASP-1の タ ン パ ク 質 鎖 の 断 片 (配 列 番 号 1)に 対 応
し て い た 。 い わ ゆ る 「 配 列 カ バ ー 率 」 は 38%で あ り 、 こ れ は 当 技 術 分 野 で 一 般 に 認 め ら れ
て い る 基 準 に よ れ ば 、 LASP-1の タ ン パ ク 質 鎖 と し て ス ポ ッ ト に 含 有 さ れ て い る タ ン パ ク 質
が 明 ら か に 確 認 さ れ た と 見 な す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 し た が っ て 例 え ば 、 以 下 の マ ス フ ラ グ メ ン ト 、 す な わ ち 1202.714; 1254.615; 1291.745
; 1360.813; 1418.898; 1443.959; 1489.826; 1551.943; 1604.040; 1608.960を LASP-1タ
ン パ ク 質 鎖 (配 列 番 号 1)に 割 り 当 て る こ と が 可 能 で あ り 、 特 に MS-Fit 3.3.1. Protein Pro
spector 3.4.1.、 デ ー タ ベ ー ス NCBIno.7.25.2002に よ る 割 当 て は 、 以 下 の 通 り で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 質 量 1202.714(MH + )は 、 配 列 QQSELQSQVR(配 列 番 号 2)に 対 応 す る 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子 量
は 1201.604で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 76～ 95に 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 質 量 1254.615は 、 配 列 ACFHCETCK(配 列 番 号 3)に 対 応 す る 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子 量 は 1253
.498で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 28～ 36に 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 質 量 1291.745は 、 配 列 KPYCNAHYPK(配 列 番 号 4)に 対 応 す る 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子 量 は 129
0.617で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 50～ 59に 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 質 量 1360.813は 、 配 列 VNCLDKFWHK(配 列 番 号 5)に 対 応 す る 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子 量 は 135
9.675で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 18～ 27に 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 質 量 1418.898は 、 配 列 GFSVVADTPELQR(配 列 番 号 6)に 対 応 す る 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子 量 は
1417.719で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 97～ 109に 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 質 量 1443.959は 、 配 列 LKQQSELQSQVR(配 列 番 号 7)に 対 応 す る 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子 量 は 1
442.783で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 74～ 85に 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 質 量 1489.826は 、 配 列 MGPSGGEGMEPERR(配 列 番 号 8)に 対 応 す る 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子 量
は 1488.644で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 131～ 144に 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 質 量 1551.943を 、 配 列 TGDTGMLPANYVEAI(配 列 番 号 9)に 割 り 当 て た 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子
量 は 1550.728で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 247～ 261に 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 質 量 1604.040は 、 配 列 GKGFSVVADTPELQR(配 列 番 号 10)に 対 応 す る 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子
量 は 1602.836で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 95～ 109に 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 質 量 1608.960は 、 配 列 QSFTMVADTPENLR(配 列 番 号 11)に 対 応 す る 。 こ の 断 片 の 理 論 分 子 量
は 1607.761で あ る 。 LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 こ の 配 列 が 位 置 60～ 73に 生 ず る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 記 述 し た 10個 の 同 定 断 片 の う ち 、 9個 の 断 片 は 、 LASP-1の ア ミ ノ 酸 1～ 200の セ グ メ ン ト
に 生 じ 、 す な わ ち い わ ゆ る SH3ド メ イ ン の 前 に 存 在 す る よ う な タ ン パ ク 質 セ グ メ ン ト は 、
ア ミ ノ 酸 202で 始 ま る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 認 め ら れ て い る 解 釈 の 原 則 に よ れ ば 、 そ の よ う な 一 致 は 、 少 な く と も ア ミ ノ 酸 1～ 200の
範 囲 内 で LASP-1に 対 応 す る タ ン パ ク 質 と し て 、 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト か ら の 生 成 物 を 安 全 に
同 定 し た も の と 見 な さ れ る 。 し か し 非 リ ン 酸 化 LASP-1の 分 子 量 (261ア ミ ノ 酸 ;配 列 番 号 1参
照 )は 、 わ ず か に 29,717ダ ル ト ン で あ る 。 し か し 文 献 か ら わ か る こ と は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に
よ る モ ル 質 量 の 決 定 の 場 合 、 配 列 番 号 1に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る LASP-1と し て 見 出 さ
れ た 物 質 の 同 定 と は 対 照 的 に 、 モ ル 質 量 に 関 し て 見 出 さ れ た ず れ が 必 ず し も 必 要 で は な い
よ う に 、 LASP-1が 不 規 則 な 挙 動 を 示 す よ う に 見 ら れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 し か し 同 様 に 、 検 出 さ れ た 生 成 物 が 前 記 LASP-1と は 異 な る こ と 、 例 え ば 選 択 的 ス プ ラ イ
シ ン グ の 生 成 物 で あ る こ と を 、 完 全 に 除 外 す る こ と は で き な い 。 し た が っ て 、 別 の 関 連 あ
る 発 現 生 成 物 で は な い か と い う 可 能 性 を 探 る た め 、 見 出 さ れ た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を 密 接
に 関 連 し た よ り 長 い タ ン パ ク 質 に 割 り 当 て る 可 能 性 を 探 る 意 図 で 、 後 続 の 調 査 を 実 施 し た
。 cDNAデ ー タ ベ ー ス に 暗 黙 的 に 存 在 す る 情 報 を 使 用 し て 実 施 し た 後 続 の 調 査 に よ っ て 、 LA
SP-1に 関 係 し か つ 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 生 成 物 で あ る 可 能 性 が あ り 、 さ ら に SH3ド メ イ
ン の 代 わ り に 123ア ミ ノ 酸 の 選 択 的 C末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 、 よ り 長 い タ ン パ ク 質 を 発
見 す る に 至 っ た 。 こ の タ ン パ ク 質 は 同 じ ア ミ ノ 酸 1～ 200 LASP-1を 有 し 、 し た が っ て LASP-
1に 匹 敵 す る 免 疫 反 応 性 が 予 想 さ れ た 。 前 記 関 係 す る タ ン パ ク 質 に 、 LAP-1と い う 名 称 を 与
え た 。 そ の 同 定 に 関 し 、 さ ら な る 情 報 が 以 下 の 第 5節 で 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
4.ヒ ト 患 者 の 血 清 に お け る LASP-1免 疫 反 応 性 の 免 疫 診 断 決 定
4.1.イ ム ノ ア ッ セ イ -材 料 お よ び 方 法
4.1.1.ペ プ チ ド 合 成
　 ヒ ト LASP-1の 既 知 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 得 ら れ た 、 3つ の 範 囲 (位 置 121～ 137:ペ プ チ ド 範
囲 1、 位 置 147～ 159:ペ プ チ ド 範 囲 2、 位 置 170～ 187:ペ プ チ ド 範 囲 3)を 選 択 し た 。 N末 端 シ
ス テ イ ン 残 基 に よ り 補 わ れ る ど の 場 合 に も 、 こ れ ら の 範 囲 を 、 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 可 溶
性 ペ プ チ ド と し て 化 学 的 に 合 成 し 、 精 製 し 、 質 量 分 析 法 お よ び 逆 相 HPLCを 用 い た 品 質 管 理
に か け 、 一 定 分 量 に 分 け て 凍 結 乾 燥 し た (JERINI AG、 ベ ル リ ン 、 ド イ ツ )。 合 成 ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
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ペ プ チ ド PKE18 CKYHEEFEKSRMGPSGGE (配 列 番 号 13)
ペ プ チ ド PPQ14 CQDGSSYRRPLEQQ (配 列 番 号 14)
ペ プ チ ド PVK19 CVYQQPQQQPVAQSYGGYK (配 列 番 号 17)
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 標 準 の ペ プ チ ド と し て 、 配 列 番 号 1に よ る LASP-1の 位 置 121～ 137、 147～ 159、 170～ 187
か ら な る 以 下 の ペ プ チ ド も 合 成 し た 。
ペ プ チ ド PKK54 KYHEEFEKSRMGPSGGEGGGQDGSSYRRPLEQQGGGVYQQPQQQPVAQSYGGYK (配 列 番 号 15
)
【 ０ ０ ６ ５ 】
以 下 の 考 慮 す べ き 事 項 は 、 ペ プ チ ド の 選 択 に 極 め て 重 要 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 261ア ミ ノ 酸 を 含 む タ ン パ ク 質 LASP-1は 、 2つ の 潜 在 的 な タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン を 含 有
し 、 す な わ ち LIMド メ イ ン を N末 端 に 有 し (位 置 5～ 56)、 SH3ド メ イ ン を C末 端 に 有 す る (位 置
202～ 261)(上 記 引 用 し た Tomasetto他 、 1995参 照 )。 こ れ ら の ド メ イ ン を 介 し て LASP-1が 上
記 タ ン パ ク 質 結 合 に 進 入 す る か ど う か 、 ま た ど の タ ン パ ク 質 結 合 に 進 入 す る の か 、 今 日 ま
で わ か っ て い な い 。 2つ の 可 能 な ア ク チ ン 結 合 ド メ イ ン が 、 LASP-1の 別 の 構 造 的 特 徴 と し
て 記 載 さ れ て お り 、 そ れ ら は 位 置 61～ 133の 範 囲 内 に 連 続 し て 直 接 位 置 付 け ら れ (上 記 引 用
し た Schreiber他 、 1998参 照 )、 LASP-1は 実 際 に ア ク チ ン に 結 合 で き る こ と が 示 さ れ て い る
(上 記 引 用 し た Schreiber他 、 1998参 照 )。 ア ク チ ン と の 結 合 は 、 位 置 99お よ び 146で の リ ン
酸 化 の 影 響 を 受 け る (上 記 引 用 し た Chew他 、 2002)。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 LASP-1用 イ ム ノ ア ッ セ イ の 開 発 の た め 、 お よ び LASP-1も 細 胞 外 か ら 検 出 可 能 で あ る か ど
う か に 関 す る 問 題 を 検 討 す る た め 、 す な わ ち 健 常 者 お よ び 病 気 の 人 の 血 清 /血 漿 サ ン プ ル
に お け る 免 疫 反 応 性 と し て 検 討 す る た め に 、 本 発 明 者 等 は 、 LASP-1の 構 造 に 関 す る 上 述 の
既 知 の 情 報 を 利 用 し た 。 す な わ ち LIMお よ び SH3ド メ イ ン の 範 囲 内 に は 無 い 3つ の ペ プ チ ド
を 免 疫 化 用 に 選 択 し を 利 用 し た が 、 そ れ は LASP-1中 の こ れ ら ド メ イ ン が 、 結 合 し て い る タ
ン パ ク 質 に よ っ て 抗 体 に 接 触 し て い な い 可 能 性 が あ る か ら で あ る 。 さ ら に 、 選 択 さ れ た 3
つ の タ ン パ ク 質 は 、 記 述 し た リ ン 酸 化 部 位 を 含 有 し て い な い 。 こ れ ら ペ プ チ ド の 1つ に つ
い て は 、 一 部 が 、 可 能 な ア ク チ ン 結 合 範 囲 内 に あ る こ と が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
4.1.2.結 合 お よ び 免 疫 化
　 MBS(m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル )を 用 い る こ と に よ
り 、 ペ プ チ ド PKE18、 PQQ14、 お よ び PVK19を そ れ ぞ れ 担 体 タ ン パ ク 質 KLH(キ ー ホ ー ル リ ン
ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン )に 結 合 さ せ た (PIERCE、 Rockford、 IL、 USAか ら の 作 業 説 明 書 「 NHS-
エ ス テ ル -マ レ イ ミ ド 架 橋 剤 」 参 照 )。 以 下 の ス キ ー ム に 従 い 、 ヒ ツ ジ を こ れ ら の 結 合 体 で
免 疫 化 し た 。 最 初 に 、 各 ヒ ツ ジ に 結 合 体 100μ gを 与 え (結 合 体 の ペ プ チ ド 含 量 に 基 づ き 示
さ れ た 質 量 )、 次 い で 4週 間 ご と に 結 合 体 50μ gを 与 え た (結 合 体 の ペ プ チ ド 含 量 に 基 づ き 示
さ れ た 質 量 )。 免 疫 化 開 始 後 4カ 月 か ら 、 ヒ ツ ジ 1頭 当 た り 700mlの 血 液 を 4週 間 ご と に 採 取
し 、 そ こ か ら 遠 心 分 離 に よ っ て 抗 血 清 を 得 た 。 結 合 、 免 疫 化 、 お よ び 抗 血 清 の 回 収 は 、 Mi
croPharm、 Carmarthenshire、 UKに よ っ て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 4.1.3.抗 体 の 精 製
　 1段 階 の 方 法 で は 、 ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 を 、 免 疫 化 後 4カ 月 か ら 得 ら れ た 抗 血 清 か ら 調 製
し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の た め 、 ペ プ チ ド PKE18、 PQQ14、 お よ び PVK19を 最 初 に SulfoLinkゲ ル に 結 合 さ せ た (P
IERCE、 Rockford、 IL、 USAか ら の 作 業 説 明 書 「 SulfoLink Kit」 参 照 )。 ゲ ル 5ml当 た り ペ
プ チ ド 5mgを 結 合 に 供 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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　 両 ペ プ チ ド に 対 す る ヒ ツ ジ 抗 血 清 か ら の ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 の 親 和 性 精 製 は 、 以 下 の 通
り 実 施 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 最 初 に ペ プ チ ド カ ラ ム を 、 そ れ ぞ れ 10mlの 溶 出 緩 衝 液 (50mMク エ ン 酸 、 pH2.2)お よ び 結
合 緩 衝 液 (100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1% Tween、 pH6.8)で 交 互 に 3回 洗 浄 し た 。 抗 血 清 50m
lを 0.2μ mに 通 し て 濾 過 し 、 存 在 す る カ ラ ム 材 料 を 加 え た 。 こ の た め 、 カ ラ ム か ら の 結 合
緩 衝 液 10mlで ゲ ル を 定 量 的 に 濯 い だ 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 撹 拌 し な が ら 室 温 で 一 晩 行
っ た 。 そ れ ぞ れ の バ ッ チ を 空 の カ ラ ム (NAP 25、 Pharmacia、 空 に し た も の )に 定 量 的 に 移
し た 。 カ ラ ム 通 過 物 を 廃 棄 し た 。 次 い で 材 料 を 、 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ な い よ う に 、 結 合 緩
衝 液 250mlで 洗 浄 し た (洗 浄 溶 出 液 の タ ン パ ク 質 含 量 <0.02 A280nm)。 溶 出 緩 衝 液 を こ の 洗
浄 し た カ ラ ム に 加 え 、 1mlの 画 分 を 収 集 し た 。 各 画 分 の タ ン パ ク 質 含 量 は 、 BCA法 を 用 い て
決 定 し た (PIERCE、 Rockford、 IL、 USAか ら の 作 業 説 明 書 参 照 )。 タ ン パ ク 質 濃 度 が >0.8mg/
mlで あ る 画 分 を 貯 め 、 PBS緩 衝 液 で 中 和 し 、 タ ン パ ク 質 濃 度 が 約 1mg/mlに な る よ う に 希 釈
し た 。 収 量 は 、 抗 PKE18抗 体 45mg、 抗 PQQ14抗 体 59mg、 お よ び 抗 PVK19抗 体 14mgで あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
4.1.4.マ ー キ ン グ
　 抗 体 の 化 学 発 光 マ ー キ ン グ で は 、 MA70ア ク リ ジ ニ ウ ム NHSエ ス テ ル (1mg/ml; HOECHST Be
hringか ら )10μ lの 分 量 を 、 抗 PVK19抗 体 (1mg/ml)100mlお よ び 抗 PQQ14抗 体 (0.8mg/ml)125
μ lに 添 加 し 、 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 1Mグ リ シ ン 400μ lを そ れ ぞ れ
の 場 合 に 添 加 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を さ ら に 10分 間 行 っ た 。 そ の 後 、 作 業 説 明 書 に 従 っ
て こ れ ら マ ー キ ン グ バ ッ チ を 、 そ れ ぞ れ 1mlの 移 動 相 A(50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 、 100mM NaCl
、 pH7.4)中 、 NAP-5ゲ ル 濾 過 カ ラ ム (Pharmacia)を 使 用 し て バ ッ フ ァ チ ェ ン ジ (buffer chan
ge)に か け 、 そ れ に よ っ て 低 分 子 量 成 分 か ら 切 り 離 し た 。 抗 体 に 結 合 し て い な い 標 識 の 最
終 残 留 物 を 分 離 除 去 す る た め 、 ゲ ル HPLCを 実 施 し た (カ ラ ム : Waters Protein Pak SW300)
。 サ ン プ ル を 適 用 し 、 移 動 相 Aを 使 用 し て 1ml/分 の 流 量 で ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け た 。
波 長 280nmお よ び 368nmを 、 流 動 式 光 度 計 を 使 用 し て 測 定 し た 。 抗 体 マ ー キ ン グ 度 の 指 標 と
し て の 吸 収 比 368nm/280nmは 、 い ず れ の 抗 体 に つ い て も 0.10で あ っ た 。 抗 体 を 含 有 す る モ
ノ マ ー 画 分 (保 持 時 間 8～ 10分 )を 収 集 し 、 3mlの 、 100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150mM NaCl、 5
%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4中 に 収 集 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
4.1.5 結 合
　 照 射 さ れ た 5mlポ リ ス チ レ ン チ ュ ー ブ (Greiner製 )を 、 以 下 の よ う に 抗 PQQ14抗 体 ま た は
抗 PKE18抗 体 で 被 覆 し た 。 す な わ ち こ れ ら 抗 体 を 、 50mM Tris、 100mM NaCl、 pH7.8中 に 、 6
.6μ g/mlの 濃 度 に な る よ う に 希 釈 し た 。 こ の 溶 液 300μ lを 各 チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ ト 分 注 し た
。 こ れ ら チ ュ ー ブ を 22℃ で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 溶 液 を 吸 引 濾 過 し た 。 次 い で 各 チ
ュ ー ブ に 、 4.2mlの 、 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 2% Karion FP、 0.3%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 p
H6.5を 満 た し た 。 20時 間 後 、 こ の 溶 液 を 吸 引 濾 過 し た 。 最 後 に 、 チ ュ ー ブ を 真 空 乾 燥 器 内
で 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
4.2.イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び そ の 評 価 の 実 施
4.2.1.ア ッ セ イ の 設 計 お よ び 手 順
　 以 下 の 組 成 を 有 す る ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 を 調 製 し た 。
100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150mM NaCl、 5%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1%非 特 異 的 ヒ ツ ジ IgG、
0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 LASP-1の 位 置 121～ 137、 147～ 159、 170～ 187を 含 有 す る 、 化 学 合 成 さ れ た 人 工 ペ プ チ ド
PKK54は (配 列 番 号 15)、 標 準 物 質 と し て 役 立 て た 。 こ の ペ プ チ ド を 、 正 常 な ウ マ 血 清 (SIGM
A製 )中 に 連 続 希 釈 し た 。 こ の よ う に 調 製 し た 複 数 の 標 準 物 質 に 、 計 量 し た ペ プ チ ド の 量 に
応 じ て 濃 度 を 割 り 当 て た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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　 測 定 サ ン プ ル は 、 明 ら か な 健 常 者 、 敗 血 症 罹 患 患 者 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 罹 患 患 者 、 お よ
び 心 筋 梗 塞 離 間 患 者 か ら の EDTA血 漿 ま た は 血 清 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 3タ イ プ の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 以 下 の 抗 体 の 組 合 せ を 使 用 し た 。
チ ュ ー ブ :抗 PKE18/ト レ ー サ ー :抗 PVK19
チ ュ ー ブ :抗 PQQ14/ト レ ー サ ー :抗 PKE18
チ ュ ー ブ :抗 PQQ14/ト レ ー サ ー :抗 PVK19
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 全 て の ア ッ セ イ を 以 下 の 通 り に 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 そ れ ぞ れ 50μ lの 標 準 物 質 ま た は サ ン プ ル と 150μ lの ア ッ セ イ 緩 衝 液 を 、 試 験 管 に ピ ペ
ッ ト で 分 注 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 振 盪 さ せ な が ら 22℃ で 2時 間 行 っ た 。 次 い で 試
験 管 1本 当 た り 毎 回 1mlの 洗 浄 溶 液 (0.1% Tween 20)を 用 い て 4回 洗 浄 を 行 っ た 。 次 い で 0.5
× 10 6 RLUの MA70で マ ー ク し た ト レ ー サ ー 抗 体 を 含 有 す る ア ッ セ イ 緩 衝 液 200μ lを 、 各 試 験
管 に ピ ペ ッ ト で 分 注 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 振 盪 さ せ な が ら 22℃ で 2時 間 行 っ た 。
次 い で 試 験 管 1本 当 た り 毎 回 1mlの 洗 浄 溶 液 (0.1% Tween 20)を 用 い て 4回 洗 浄 を 行 い 、 そ の
試 験 管 か ら 雫 を 落 と し 、 試 験 管 に 結 合 し た 化 学 発 光 を ル ミ ノ メ ー タ (BERTHOLD、 LB952T;塩
基 性 試 薬 BRAHMS AG)で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 MultiCalcソ フ ト ウ ェ ア (ス プ ラ イ ン フ ィ ッ ト )を 使 用 し て 、 LASP-1免 疫 反 応 性 の 濃 度 を
読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
4.2.2.結 果
　 驚 く べ き こ と に 、 上 記 3つ の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 全 て に 関 し 、 敗 血 症 罹 患 患 者 の 血 清
に お い て 十 分 か つ 比 較 可 能 な LASP-1免 疫 反 応 性 が 検 出 可 能 で あ る こ と が わ か っ た (図 3参 照
)。 こ の 免 疫 反 応 性 は 、 健 常 者 か ら の 対 照 サ ン プ ル の 場 合 よ り も 十 分 に 高 か っ た 。 血 液 循
環 系 で LASP-1免 疫 反 応 性 の 出 現 が 検 出 さ れ た こ と は 、 LASP-1が 分 子 の 細 胞 外 局 在 化 を 予 測
可 能 に す る 構 造 的 特 徴 (シ グ ナ ル 配 列 な ど )を 含 ん で い な い の で 、 そ の LASP-1の 背 景 知 識 に
反 し て 驚 き で あ っ た 。 ま た 従 来 技 術 で は 、 そ の よ う な 可 能 性 あ る 局 在 化 の 指 標 を 全 く 示 し
て い な い 。 む し ろ 、 細 胞 膜 伸 長 で の 細 胞 内 局 在 化 に つ い て 記 述 さ れ て い る (上 記 引 用 さ れ
た Schreiber他 、 1998)。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ れ ら ア ッ セ イ の う ち 1つ で は (チ ュ ー ブ :抗 PQQ14/ト レ ー サ ー :抗 PVK19)、 よ り 大 規 模 な
測 定 を 実 施 し た 。 ウ マ 血 清 中 に 標 準 ペ プ チ ド PKK54を 希 釈 し た も の を 、 標 準 化 の た め に 使
用 し た 。 敗 血 症 罹 患 患 者 か ら の 血 清 の 非 常 に 多 く の 場 合 に つ い て 、 LASP-1免 疫 反 応 性 の 十
分 な 増 大 が 確 認 さ れ た (図 4)。 健 康 な 対 照 に 比 べ て 同 様 に 増 大 し た 免 疫 反 応 性 は 、 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 罹 患 患 者 に 関 し て も 検 出 さ れ (図 5)、 ま た 若 干 少 な い 程 度 で 、 心 筋 梗 塞 罹 患 患
者 に 関 し て も 検 出 さ れ た (図 6)。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 4.2.3.血 清 に お け る LASP-1の タ ン パ ク 質 結 合 に 関 す る 情 報
　 個 々 の 血 清 サ ン プ ル に 関 す る シ グ ナ ル 強 度 は 、 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ で は 検 体 濃
度 に ほ ぼ 比 例 し た も の で あ り 、 3つ の 異 な る ア ッ セ イ の 間 で 相 関 し て い た (図 3)。 こ の 相 関
は 、 全 て の 測 定 サ ン プ ル で 使 用 さ れ た 抗 体 の 結 合 の た め 、 3個 の エ ピ ト ー プ 全 て が 同 様 の
手 法 で 近 付 き 易 い こ と を 示 し て い る 。 そ の 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い な い 検 体 の 場 合 、
こ の こ と は 予 想 す る こ と が で き 意 外 な こ と で は な い 。 し か し LASP-1で は 、 タ ン パ ク 質 の 結
合 に 関 し て い く つ か の 可 能 性 が 記 載 さ れ て い る (上 記 引 用 文 )。 エ ピ ト ー プ の 1つ (位 置 121
～ 137)は ア ク チ ン 結 合 部 位 に 重 な っ て い る 。 し た が っ て 明 ら か に 、 こ の 結 合 部 位 は 、 こ の
血 清 中 で 測 定 可 能 な 検 体 に お い て LASP-1免 疫 反 応 性 に 関 与 し な い 。 そ の 他 の 2個 の エ ピ ト
ー プ (位 置 147～ 159お よ び 位 置 170～ 187)は 、 タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン の 外 側 に あ る (ア ク
チ ン 結 合 部 位 LIM、 SH3)。 し た が っ て 、 結 合 タ ン パ ク 質 に よ る こ れ ら 同 位 元 素 で の 抗 体 結
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合 に 及 ぼ す 直 接 的 な 影 響 は 、 予 測 さ れ な い 。 し か し 、 タ ン パ ク 質 結 合 の 場 合 、 抗 体 結 合 の
間 接 的 立 体 障 害 が 生 ず る 可 能 性 を 、 排 除 す る こ と は で き な い 。 し か し 、 こ れ は 明 ら か に 事
実 と は 異 な る 。 血 清 中 の LASP-1免 疫 反 応 性 が 実 際 に 自 由 に 存 在 す る か ど う か は 、 本 発 明 の
分 析 に よ っ て ま だ 証 明 さ れ て お ら ず 、 さ ら な る 調 査 に よ っ て 決 定 し な け れ ば な ら な い と 考
え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
5.血 清 中 の LASP-1免 疫 反 応 性 の 同 一 性
　 全 て の 既 知 の ヒ ト タ ン パ ク 質 ま た は cDNAか ら 得 ら れ た タ ン パ ク 質 に 関 し て GenBankデ ー
タ ベ ー ス に 登 録 さ れ た 配 列 と 共 に 抗 LASP-1抗 体 を 生 成 す る の に 使 用 さ れ た 3つ の ペ プ チ ド P
KE18(LASP-1内 の 位 置 121～ 137;配 列 番 号 13)、 PQQ14(LASP-1内 の 位 置 147～ 159;配 列 番 号 14
)、 お よ び PVK19(LASP-1内 の 位 置 170～ 187;配 列 番 号 17)ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 は 、 LASP-1(例
え ば 受 入 番 号 BC012460)の 他 に 、 こ れ ら の 配 列 を 含 有 す る 第 2の タ ン パ ク 質 (受 入 番 号 BC007
5660)が 存 在 す る こ と を 示 し て い た 。 こ れ を 以 後 LAP-1と 呼 ぶ 。 配 列 番 号 16に よ る 配 列 を 割
り 当 て る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 上 述 の イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ た 免 疫 反 応
性 は 、 LASP-1(配 列 番 号 1)そ の も の と LAP-1(配 列 番 号 16)と の 両 方 に 由 来 す る と 考 え ら れ る
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 出 願 人 は ま だ 、 デ ー タ ベ ー ス へ の 1次 構 造 の 登 録 に 加 え 、 LAP-1に 関 す る い か な る 従 来
技 術 も 承 知 し て い な い 。 し た が っ て 、 LAP-1と 比 較 し た LASP-1の 構 造 お よ び 発 生 に 関 す る
よ り 詳 細 な 情 報 を 得 る た め に 、 本 発 明 者 自 身 が よ り 大 規 模 な 分 析 を 実 施 し た が 、 そ の 結 果
を 以 下 に ま と め る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 LASP-1お よ び LAP-1は 明 ら か に 、 全 く 同 一 の 遺 伝 子 の 1次 転 写 物 の 異 な る ス プ ラ イ シ ン グ
か ら 得 ら れ 、 LASP-1お よ び LAP-1(受 入 番 号 BC007560お よ び BC012460)の cDNAの 配 列 を 、 ヒ
ト ゲ ノ ム の 配 列 と 比 較 し た 。 関 連 す る 遺 伝 子 は 、 染 色 体 17に 、 す な わ ち 17q21に 近 い 領 域 3
9.023K～ 39.076Kに 局 在 化 し た 。 こ れ ら の 配 列 の 比 較 に よ り 、 遺 伝 子 の エ キ ソ ン -イ ン ト ロ
ン 構 造 を 導 き 出 す こ と が 可 能 で あ っ た 。 LASP-1お よ び LAP-1に 関 す る cDNAは 、 8個 の エ キ ソ
ン の ス プ ラ イ シ ン グ か ら 得 ら れ る 。 エ キ ソ ン 2～ 5は 、 2つ の cDMAに 関 し て 異 な っ て い な い
。 し か し エ キ ソ ン 6、 7、 お よ び 8は 2つ の cDNAに 関 し て 同 一 で は な く 、 互 い に 重 複 し て い る
。 エ キ ソ ン 1は 、 5'末 端 の 長 さ に 関 し て 2つ の cDNAで 異 な っ て い る 。 依 然 と し て 不 明 瞭 な の
は 、 2つ の cDNAの 異 な る 長 さ の エ キ ソ ン 1が 、 mRNAの 逆 転 写 に お け る 異 な る 転 写 開 始 部 か ら
得 ら れ る の か あ る い は 異 な る 切 断 部 か ら 得 ら れ る の か ど う か で あ る 。 翻 訳 さ れ た 領 域 は 、
ど ち ら の cDNAに 関 し て も 、 エ キ ソ ン 7の 3'領 域 か ら 5'領 域 へ と 延 び て お り 、 2つ の 翻 訳 生 成
物 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 プ ロ リ ン (位 置 200)ま で 同 一 で あ る が 、 そ の 後 は 完 全 に 異
な っ て い る (配 列 番 号 16と 比 較 し た 配 列 番 号 1参 照 )。 LASP-1は 、 261の ア ミ ノ 酸 を 一 緒 に 含
み 、 LAP-1は 323の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 LASP-1で は 、 SH3ド メ イ ン が 位 置 202で 始 ま る 。 こ の SH
3領 域 は LAP-1に 存 在 せ ず 、 既 知 の 機 能 を 持 つ 別 の 領 域 に よ り 置 き 換 え ら れ る こ と は 確 か で
あ る 。 LAP-1内 に は SH3が 欠 け て い る の で 、 そ の よ う に 命 名 さ れ た (「 LASP-1」 で は 、 Sが SH
3ド メ イ ン を 表 す )。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 LASP-1と LAP-1の い ず れ に つ い て も 、 EST(発 現 配 列 タ グ )が 、 関 連 あ る GenBank「 ヒ ト EST
エ ン ト リ ー 」 デ ー タ ベ ー ス 内 に 存 在 す る (例 え ば 、 LASP-1に つ い て は BU553748で あ り 、 LAP
-1に つ い て は BG281978で あ る )。 こ れ は 、 上 述 の エ ン ト リ ー BC007560お よ び BC012460が 唯
一 の 観 察 項 目 で も ア ー チ フ ァ ク ト で も な く 、 む し ろ ど ち ら の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 も 実 際 に
発 現 す る こ と を 表 し て い る こ と を 、 明 ら か に 示 し て い る 。 し か し 、 遺 伝 子 が LASP-1ま た は
LAP-1内 で 発 現 す る 条 件 は 分 か っ て い な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 LASP-1で の 実 質 的 な 配 列 同 一 性 に 基 づ い て 、 LAP-1の 決 定 お よ び /ま た は 共 同 決 定 も 本 発
明 に よ る 決 定 と 見 な す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 ア ッ セ イ の 方 法 に 関 し 、 例 え ば サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で の 結 合 パ ー ト ナ ー (固 相 に 結 合
さ れ ま た は マ ー ク さ れ た も の )を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 そ の 少 な く と も 1つ が LAP-1ま た
は LASP-1の 位 置 200を 超 え る 場 所 、 特 に LAP-1の 位 置 200を 超 え る 場 所 の C末 端 部 分 の エ ピ ト
ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る よ う な 方 法 で 、 そ の ア ッ セ イ で LASP-1と LAP-1と を 区 別 で き る よ
う に 試 薬 を 選 択 す る 場 合 、 生 体 液 中 で 検 出 さ れ た LASP-1免 疫 反 応 性 が 完 全 に ま た は 部 分 的
に LAP-1に 起 因 す る の か ど う か を チ ェ ッ ク す る こ と が 可 能 に な り 、 ま た LAP-1も 、 LASP-1の
み に よ り ま た は LASP-1と LAP-1の 総 量 と 共 に 決 定 す る こ と が で き 、 さ ら に 敗 血 症 お よ び /ま
た は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 す る LAP-1の 存 在 の 臨 床 的 関 連 性 を こ の よ う に よ り 正 確 に 探 る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
新 規 な 発 見 の 治 療 可 能 性
　 病 的 状 態 で 観 察 さ れ た 、 血 液 循 環 系 内 で 大 幅 に 増 大 し た LASP-1免 疫 反 応 性 の 機 能 は 、 不
明 確 で あ る 。 し か し 、 増 大 が 病 的 状 態 に 伴 う も の で あ る 状 況 は 、 LASP-1の 免 疫 反 応 性 が 疾
患 の 分 子 メ カ ニ ズ ム に ま た は 疾 患 と 闘 お う と い う 内 因 的 な 試 み に 関 与 す る こ と を 単 に 示 唆
し て お り 、 そ れ に よ っ て お そ ら く は 重 要 な 役 割 も 演 じ て い る こ と を 示 し て い る 。 し た が っ
て 、 本 願 に お け る 発 見 に 基 づ き か つ 治 療 の 目 的 で さ ら な る 調 査 を 実 施 す る こ と は 、 将 来 有
望 な こ と で あ る 。 LASP-1免 疫 反 応 性 が 有 害 な も の に な り 易 い か ま た は 有 用 な も の に な り 易
い か に 応 じ て 、 治 療 上 の 利 益 は 、 LASP-1免 疫 反 応 性 の 外 因 的 な 減 少 ま た は 増 大 に よ っ て 生
じ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 発 見 さ れ た LASP-1ま た は お そ ら く は LAP-1の 濃 度 の 増 加 に よ っ て 初 め て 、 こ れ を 敗 血 症
お よ び 炎 症 用 、 特 に 感 染 性 炎 症 用 、 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 用 の 新 規 な 生 物 マ ー カ ー と し
て 使 用 す る こ と が 可 能 に な り 、 ま た 心 疾 患 に 関 連 し 、 特 に 心 筋 梗 塞 お よ び そ の 他 の 重 篤 な
心 臓 血 管 疾 患 に お い て 、 さ ら に 条 件 付 き で 癌 に お い て も 使 用 す る こ と が 可 能 に な る 。 初 め
て 証 明 さ れ た 、 敗 血 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 お よ び 心 筋 梗 塞 に 罹 患 し た 患 者 の 循 環 系 に お
け る 疾 患 中 の LASP-1の 出 現 は 、 関 連 あ る 疾 患 の 治 療 に 関 し て 新 規 な 興 味 あ る 研 究 態 様 を さ
ら に 広 げ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
【 図 １ 】 健 康 な ヒ ヒ の 細 胞 質 脳 タ ン パ ク 質 (A)と 、 LPS投 与 に よ っ て 敗 血 症 が 誘 発 さ れ た 5
時 間 後 の ヒ ヒ の 脳 タ ン パ ク 質 (B)と の ス ポ ッ ト パ タ ー ン の 比 較 が 可 能 な 、 2D電 気 泳 動 ゲ ル
を 示 す 図 で あ る 。 矢 印 は 、 本 発 明 に よ る 敗 血 症 特 異 的 生 成 物 (LASP-1)の 位 置 を 示 し 、 図 (B
)で は 円 に よ り 強 調 さ れ て い る 。
【 図 ２ 】 2Dゲ ル 電 気 泳 動 の ゲ ル か ら 分 離 さ れ た ト リ プ シ ン 消 化 生 成 物 の 質 量 ス ペ ク ト ル を
示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 固 相 結 合 形 態 ま た は マ ー ク さ れ た 形 態 で 使 用 さ れ 、 か つ LASP-1の ア ミ ノ 酸 配 列 12
1～ 137、 147～ 159、 お よ び 170～ 187を 認 識 す る 、 3個 の 抗 体 の 異 な る 対 を 用 い た イ ム ノ ア
ッ セ イ を 使 用 し て 、 LASP-1(1-200)免 疫 反 応 性 を 測 定 し た 結 果 を 比 較 す る 図 で あ る 。 全 て
の 対 に 関 し 、 実 質 的 に 同 一 な 結 果 が 得 ら れ た こ と が わ か る 。
【 図 ４ 】 294人 の 健 康 な 対 照 人 物 と 96人 の 敗 血 症 罹 患 患 者 と の 血 清 に お け る 、 LASP-1(1-20
0)免 疫 反 応 性 の 免 疫 診 断 決 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 294人 の 健 康 な 対 照 人 物 と 80人 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 罹 患 患 者 と の 血 清 に お け る 、 L
ASP-1(1-200)免 疫 反 応 性 の 免 疫 診 断 決 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 294人 の 健 康 な 対 照 人 物 と 20人 の 心 筋 梗 塞 罹 患 患 者 と の 血 清 に お け る 、 LASP-1(1-
200)免 疫 反 応 性 の 免 疫 診 断 決 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 配 列 表 】
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