
(57)【要約】

本発明は、疾病を診断する方法または患者の治療経過を

モニターする方法を提供する、生理的状態の変化を検出

する際に有用な免疫細胞に関する。また、生理状態の変

化を検出するための抗原提示細胞特異的マーカーのアレ

イおよびこのような変化を検出する方法も提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 a.　 抗 原 提 示 細 胞 の 亜 集 団 を 有 す る 血 液 試 料 を 哺 乳 動 物 か ら 得 る 段 階 、
　 b.　 血 液 試 料 か ら 抗 原 提 示 細 胞 を 実 質 的 に 単 離 す る 段 階 、
　 c.　 単 離 さ れ た 抗 原 提 示 細 胞 の ゲ ノ ム ま た は プ ロ テ オ ミ ク ス 哺 乳 動 物 試 料 シ グ ニ チ ャ ー
（ signature） を 誘 導 す る 段 階 で あ っ て 、 哺 乳 動 物 試 料 シ グ ニ チ ャ ー が 哺 乳 動 物 に お け る
抗 原 提 示 細 胞 の 代 謝 状 態 を 示 す 段 階 、
　 d.　 疾 病 状 態 を 有 す る 参 照 被 験 体 か ら 抗 原 提 示 細 胞 の 1つ ま た は 複 数 の ゲ ノ ム ま た は プ
ロ テ オ ミ ク ス 参 照 シ グ ニ チ ャ ー を 誘 導 す る 段 階 、 お よ び
　 e.　 哺 乳 動 物 試 料 シ グ ニ チ ャ ー を 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と 比 較 す る 段 階
を 含 み 、 哺 乳 動 物 試 料 シ グ ニ チ ャ ー と 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と の 一 致 性 が 哺 乳 動 物 に お け る 疾
病 状 態 の 存 在 を 示 す 、 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 疾 病 状 態 が 癌 ま た は 細 胞 増 殖 性 疾 患 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 疾 病 状 態 が 病 原 体 感 染 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 病 原 体 感 染 が ウ イ ル ス 感 染 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 病 原 体 感 染 が 細 菌 感 染 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 複 数 の ア ド レ ス を 含 む ア レ イ で あ っ て 、 各 ア ド レ ス に 、 抗 原 提 示 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ
る 遺 伝 子 に 対 応 す る 核 酸 試 料 が 付 加 さ れ て い る ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 複 数 の 二 次 ア ド レ ス を さ ら に 含 み 、 各 二 次 ア ド レ ス に 、 抗 原 に 遭 遇 し た 経 験 の あ る 抗 原
提 示 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 に 対 応 す る 核 酸 試 料 が 付 加 さ れ て い る 、 請 求 項 7記 載
の ア レ イ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 原 が 癌 抗 原 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 原 が ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 原 が 細 菌 抗 原 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 a.　 単 離 さ れ た 抗 原 提 示 細 胞 集 団 を 得 る 段 階 、
　 b.　 食 品 媒 介 性 病 原 体 の 存 在 下 で 抗 原 提 示 細 胞 を 培 養 し 、 そ れ に よ っ て 、 食 品 媒 介 性 病
原 体 に 特 異 的 な プ ロ テ オ ミ ク ス ま た は ゲ ノ ム 参 照 シ グ ニ チ ャ ー を 有 す る 参 照 細 胞 を 作 製 し
、 参 照 シ グ ニ チ ャ ー を 得 る 段 階 、
　 c.　 食 品 試 料 を 得 る 段 階 、
　 d.　 ナ イ ー ブ （ naive） 抗 原 提 示 細 胞 を 試 料 食 品 と 共 に 培 養 す る 段 階 、
　 e.　 培 養 し た 抗 原 提 示 細 胞 か ら 試 料 シ グ ニ チ ャ ー を 得 る 段 階 、 お よ び
　 f.　 試 料 シ グ ニ チ ャ ー を 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と 比 較 す る 段 階
を 含 み 、 試 料 シ グ ニ チ ャ ー と 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と の 一 致 性 が 食 品 中 の 食 品 媒 介 性 病 原 体 の
存 在 を 示 す 、 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 食 品 媒 介 性 病 原 体 が 細 菌 病 原 体 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 食 品 媒 介 性 病 原 体 が ウ イ ル ス 病 原 体 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 a.　 疾 患 の 治 療 を 受 け て い る 哺 乳 動 物 患 者 か ら 、 抗 原 提 示 細 胞 の 亜 集 団 を 有 す る 血 液 試
料 を 得 る 段 階 、
　 b.　 血 液 試 料 か ら 抗 原 提 示 細 胞 を 実 質 的 に 単 離 す る 段 階 、
　 c.　 単 離 さ れ た 抗 原 提 示 細 胞 に つ い て ゲ ノ ム ま た は プ ロ テ オ ミ ク ス 患 者 シ グ ニ チ ャ ー を
誘 導 す る 段 階 で あ っ て 、 患 者 シ グ ニ チ ャ ー が 被 験 体 に お け る 抗 原 提 示 細 胞 の 代 謝 状 態 を 示
す 、 段 階 、
　 d.　 患 者 と 同 じ 疾 患 を 有 す る 参 照 被 験 体 か ら 抗 原 提 示 細 胞 の 1つ ま た は 複 数 の ゲ ノ ム ま
た は プ ロ テ オ ミ ク ス 参 照 シ グ ニ チ ャ ー を 誘 導 す る 段 階 、 お よ び
　 e.　 患 者 シ グ ニ チ ャ ー を 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と 比 較 す る 段 階
を 含 み 、 患 者 シ グ ニ チ ャ ー と 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と の 一 致 性 が 治 療 中 に 低 下 し 、 そ れ に よ っ
て 疾 患 の 治 療 に お け る 治 療 の 有 効 性 を 示 す 、 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 疾 患 が 細 胞 増 殖 性 疾 患 で あ り 、 治 療 が 抗 悪 性 腫 瘍 薬 の 投 与 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 疾 患 が 細 胞 増 殖 性 疾 患 で あ り 、 治 療 が 細 胞 増 殖 性 疾 患 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 、 請
求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 疾 患 が 細 菌 感 染 で あ り 、 治 療 が 抗 菌 剤 の 投 与 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 疾 患 が ウ イ ル ス 感 染 で あ り 、 治 療 が 抗 ウ イ ル ス 剤 の 投 与 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 a.　 疾 患 を 有 す る 哺 乳 動 物 か ら 、 抗 原 提 示 細 胞 の 亜 集 団 を 有 す る 血 液 試 料 を 得 る 段 階 、
　 b.　 血 液 試 料 か ら 抗 原 提 示 細 胞 を 実 質 的 に 単 離 す る 段 階 、
　 c.　 抗 原 提 示 細 胞 か ら 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を 導 く 段 階 で あ っ て 、 マ
ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド が 抗 原 接 触 に 応 答 し て 抗 原 提 示 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 、 接 触 し た 抗 原
が 疾 患 に 関 連 す る か ま た は 疾 患 の 原 因 因 子 で あ る 、 段 階 、
　 d.　 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 得 る 段 階 、 お よ び
　 e.　 被 験 体 の 抗 原 提 示 細 胞 に お い て 、 抗 体 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の 有 無 を 検 出 す る 段
階 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 が 被 験 体 に お け る 疾 患 の 存 在 を 確 認 す る 、 段 階
を 含 む 、 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 疾 患 が 癌 ま た は 細 胞 増 殖 性 疾 患 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 疾 患 が 病 原 体 感 染 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 疾 患 が ウ イ ル ス 感 染 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 疾 患 が 細 菌 感 染 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 疾 患 が プ リ オ ン 感 染 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 疾 患 が 真 菌 感 染 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 診 断 方 法 。
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【 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 、 疾 病 を 診 断 す る 方 法 ま た は 患 者 の 治 療 経 過 を モ ニ タ ー す る 方 法 を 提 供 す る 、
生 理 状 態 の 変 化 を 検 出 す る 際 に 有 用 な 免 疫 細 胞 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景
　 癌 、 自 己 免 疫 性 疾 患 ま た は 循 環 器 系 疾 患 な ど の 多 数 の 疾 病 に お い て 、 健 常 者 の 細 胞 表 面
に は 見 つ け る こ と が で き な い 正 常 ま た は 異 常 な タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド が 細 胞 表 面 に 提 示 さ
れ る 。 ヒ ト に お い て 抗 原 提 示 が 不 十 分 で あ る と 、 ヒ ト 免 疫 系 は 多 数 の 病 原 体 感 染 お よ び 悪
性 細 胞 増 殖 を 制 御 し 、 除 去 す る こ と が で き な い 。 慢 性 感 染 の 治 療 ワ ク チ ン お よ び 免 疫 療 法
の 成 功 は 、 防 御 抗 原 を 制 御 し 、 除 去 す る こ と が で き る 種 々 の 免 疫 応 答 を 誘 導 す る の に 効 率
的 な 抗 原 提 示 の 新 規 方 法 の 開 発 を 頼 り に し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 T細 胞 が 抗 原 を 認 識 す る 能 力 は 、 抗 原 と MHCク ラ ス I(MHC-I)ま た は ク ラ ス II(MHC-II)タ ン
パ ク 質 の 関 連 に 依 存 し て い る 。 例 え ば 、 細 胞 障 害 性 T細 胞 は MHC-Iタ ン パ ク 質 と 関 連 し て 抗
原 に 応 答 す る 。 従 っ て 、 細 胞 が 適 当 な MHC-Iタ ン パ ク 質 を 発 現 し な い 場 合 も 、 ウ イ ル ス 感
染 細 胞 を 死 滅 さ せ る T細 胞 は こ の ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 を 死 滅 さ せ な い 。 ヘ ル パ ー T細 胞
は MHC-IIタ ン パ ク 質 を 認 識 す る 。 ヘ ル パ ー T細 胞 活 性 は 、 一 般 に 、 抗 原 提 示 細 胞 に お け る
抗 原 の 認 識 お よ び こ れ ら の 細 胞 に お け る 「 自 己 」 MHC-IIタ ン パ ク 質 の 存 在 の 両 方 に 依 存 す
る 。 自 己 MHCタ ン パ ク 質 に 関 連 し て 抗 原 を 認 識 す る こ の 要 件 は MHC拘 束 と 呼 ぶ 。 MHC-Iタ ン
パ ク 質 は 、 実 質 的 に 全 て の 有 核 細 胞 の 表 面 に 見 ら れ る 。 MHC-IIタ ン パ ク 質 は 、 脾 臓 の マ ク
ロ フ ァ ー ジ 、 B細 胞 お よ び 樹 状 細 胞 (DC)な ら び に 皮 膚 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 を 含 む 細 胞 に
見 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 開 始 す る 際 に 重 大 な 段 階 は 、 主 要 組 織 適 合 性 抗 原 複 合 体 (M
HC)-II拘 束 性 外 来 抗 原 を 認 識 す る CD4+ヘ ル パ ー T細 胞 の 活 性 化 で あ る 。 こ れ ら の 抗 原 は 、
樹 状 細 胞 な ど の 抗 原 提 示 細 胞 の 細 胞 エ ン ド ソ ー ム 経 路 に 捕 獲 さ れ て 処 理 さ れ る 。 エ ン ド ソ
ー ム お よ び リ ソ ソ ー ム に お い て 、 抗 原 は 小 さ い 抗 原 ペ プ チ ド に 処 理 さ れ て 、 ゴ ル ジ 画 分 の
MHC-II上 で 提 示 さ れ て 、 抗 原 -MHC-II複 合 体 を 形 成 す る 。 こ の 複 合 体 は 細 胞 表 面 に お い て
発 現 さ れ 、 発 現 は CD4+T細 胞 の 活 性 化 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 動 物 に お け る 効 果 的 な 免 疫 応 答 の 誘 導 に お け る 他 の 重 大 な 事 象 は 、 CD8+T細 胞 お よ び B細
胞 の 活 性 化 に 関 係 す る 。 CD8+細 胞 は 、 望 ま し い タ ン パ ク 質 が 処 理 済 み タ ン パ ク 質 と し て 細
胞 表 面 に 提 示 さ れ る よ う な 方 法 で 細 胞 を 通 過 し て 、 MHC-I抗 原 と 複 合 体 を 形 成 す る 場 合 に
活 性 化 さ れ る 。 B細 胞 は 、 MHCタ ン パ ク 質 の 必 要 性 な く 、 表 面 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン (IgMお よ び
IgD)に よ っ て 抗 原 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。 し か し 、 CD4+T細 胞 の 活 性 化 は 免 疫 系 の
全 て の ア ー ム を 刺 激 す る 。 活 性 化 の 結 果 、 CD4+T細 胞 (ヘ ル パ ー T細 胞 )は イ ン タ ー ロ イ キ ン
を 産 生 す る 。 こ れ ら の イ ン タ ー ロ イ キ ン は 、 免 疫 系 の 他 の ア ー ム を 活 性 化 す る 助 け を す る
。 例 え ば 、 ヘ ル パ ー T細 胞 は 、 B細 胞 が 抗 体 を 産 生 す る 助 け を す る イ ン タ ー ロ イ キ ン -4(IL-
4)お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン -5(IL-5)； CD4+お よ び CD8+T細 胞 を 活 性 化 す る イ ン タ ー ロ イ キ
ン -2(IL-2)； な ら び に マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 す る γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 産 生 す る 。 MHC-
II拘 束 性 抗 原 を 認 識 す る ヘ ル パ ー T細 胞 は 、 細 胞 障 害 性 T細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ナ チ ュ ラ
ル キ ラ ー 細 胞 お よ び B細 胞 の 活 性 化 お よ び ク ロ ー ン 性 増 殖 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す
の で 、 抗 原 に 応 答 し て ヘ ル パ ー T細 胞 を 活 性 化 す る 初 期 事 象 は 、 そ の 抗 原 に 対 す る 効 果 的
な 免 疫 応 答 の 誘 導 に 重 大 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 罹 患 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 は 、 こ の よ う な 異 常 な 細 胞 の 同
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定 の た め の マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら の ペ プ チ ド に 対 す る 抗
体 の 血 清 ま た は 他 の 生 体 液 に お け る 検 出 も リ ス ク の 指 標 と し て ま た は 予 後 指 標 と し て 使 用
す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ れ ら の 疾 患 関 連 ペ プ チ ド の 濃 度 は 極 め て 低 く 、 そ れ ら の 単
離 お よ び 同 定 は 、 通 常 、 疾 病 が 個 人 に お い て 優 勢 と な っ た と き し か 有 効 で は な く 、 そ の 時
ま で に は 通 常 効 果 的 な 治 療 は 不 可 能 に な る 。 哺 乳 動 物 の 病 的 状 態 を 検 出 す る た め の 迅 速 且
つ 感 度 の 高 い ア ッ セ イ の 必 要 性 が 当 技 術 分 野 に お い て 残 っ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 抗 原 提 示 細 胞 の 柔 軟 性 お よ び APC、 特 に DCが 抗 原 と 遭 遇 後 に 受 け る 特 異 的 の
高 い 代 謝 変 化 に 基 づ い て い る 。 こ れ ら の 変 化 は 定 量 す る こ と が で き 、 APCの 参 照 の 正 (抗 原
接 触 )お よ び 負 (未 処 理 )対 照 と 比 較 す る と き 、 そ れ ら を 得 た 哺 乳 動 物 の 免 疫 状 態 お よ び 微
小 環 境 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 原 提 示 細 胞 の 亜 集 団 を 有 す る 血 液 試 料 を 哺 乳 動 物 被 験 体
か ら 得 る 段 階 、 血 液 試 料 か ら 抗 原 提 示 細 胞 を 実 質 的 に 単 離 す る 段 階 、 単 離 さ れ た 抗 原 提 示
細 胞 の ゲ ノ ム ま た は プ ロ テ オ ミ ク ス 哺 乳 動 物 被 験 体 シ グ ニ チ ャ ー を 誘 導 す る 段 階 で あ っ て
、 哺 乳 動 物 被 験 体 シ グ ニ チ ャ ー が 被 験 体 の 抗 原 提 示 細 胞 の 代 謝 状 態 を 示 す 段 階 、 疾 病 状 態
を 有 す る 参 照 被 験 体 か ら 抗 原 提 示 細 胞 の 1つ ま た は 複 数 の ゲ ノ ム ま た は プ ロ テ オ ミ ク ス 参
照 シ グ ニ チ ャ ー を 誘 導 す る 段 階 、 お よ び 哺 乳 動 物 被 験 体 の シ グ ニ チ ャ ー と 参 照 シ グ ニ チ ャ
ー を 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 哺 乳 動 物 被 験 体 の シ グ ニ チ ャ ー と 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と の 一 致
性 が 哺 乳 動 物 に お け る 疾 病 状 態 の 存 在 を 示 す 段 階 を 含 む 診 断 方 法 を 提 供 す る 。 哺 乳 動 物 被
験 体 は 、 好 ま し く は 、 ヒ ト で あ る が 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ ま た は 他 の
動 物 な ど の 動 物 被 験 体 で あ っ て も よ い 。 一 態 様 に お い て 、 抗 原 提 示 細 胞 は 樹 状 細 胞 で あ る
。 別 の 態 様 に お い て 、 疾 病 状 態 は 癌 ま た は 細 胞 増 殖 性 疾 患 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い
て 、 疾 病 状 態 は 病 原 体 感 染 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 病 原 体 感 染 は ウ イ ル ス 感 染
で あ る 。 よ り さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 病 原 体 感 染 は 細 菌 感 染 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 複 数 の ア ド レ ス を 含 む ア レ イ で あ っ て 、 各 ア ド レ ス に 抗
原 提 示 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 に 対 応 す る 核 酸 試 料 が 付 加 さ れ て い る ア レ イ を 提 供
す る 。 一 態 様 に お い て 、 ア レ イ は 、 複 数 の 二 次 ア ド レ ス を さ ら に 含 み 、 各 二 次 ア ド レ ス に
、 抗 原 に 遭 遇 し た 経 験 の あ る 抗 原 提 示 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 に 対 応 す る 核 酸 試 料
が 付 加 さ れ て い る 。 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 提 示 細 胞 は 樹 状 細 胞 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様
に お い て 、 抗 原 は 癌 抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 。
さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は 細 菌 抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は 真 菌
抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 抗 原 提 示 細 胞 集 団 を 得 る 段 階 、 食 品 媒
介 性 病 原 体 の 存 在 下 で 抗 原 提 示 細 胞 を 培 養 し 、 そ れ に よ っ て 食 品 媒 介 性 病 原 体 に 特 異 的 な
プ ロ テ オ ミ ク ス ま た は ゲ ノ ム 参 照 シ グ ニ チ ャ ー を 有 す る 参 照 細 胞 を 作 製 し 、 参 照 シ グ ニ チ
ャ ー を 得 る 段 階 、 食 品 試 料 を 得 る 段 階 、 ナ イ ー ブ （ naive） 抗 原 提 示 細 胞 を 試 料 の 食 品 と
共 に 培 養 す る 段 階 、 培 養 し た 抗 原 提 示 細 胞 か ら 試 料 シ グ ニ チ ャ ー を 得 る 段 階 、 お よ び 試 料
シ グ ニ チ ャ ー と 参 照 シ グ ニ チ ャ ー を 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 試 料 シ グ ニ チ ャ ー と 参 照 シ グ
ニ チ ャ ー と の 一 致 性 が 食 品 中 の 食 品 媒 介 性 病 原 体 の 存 在 を 示 す 段 階 を 含 む 診 断 方 法 を 提 供
す る 。 一 態 様 に お い て 、 抗 原 提 示 細 胞 は 樹 状 細 胞 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 食 品 媒 介 性
病 原 体 は 細 菌 病 原 体 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 食 品 媒 介 性 病 原 体 は ウ イ ル ス 病 原
体 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 食 品 媒 介 性 病 原 体 は プ リ オ ン 病 原 体 で あ る 。 関 連 す
る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 家 畜 哺 乳 動 物 か ら 抗 原 提 示 細 胞 を 得 る 段 階 、 な ら び に 家 畜 哺
乳 動 物 に お け る 食 品 媒 介 性 病 原 体 へ の APC接 触 、 お よ び 抗 原 接 触 に よ っ て 生 ず る APCに お け
る 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 発 現 の 変 化 を ア ッ セ イ す る 段 階 を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て 、
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抗 原 提 示 細 胞 は 樹 状 細 胞 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 食 品 媒 介 性 病 原 体 は 細 菌 病 原 体 で あ
る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 食 品 媒 介 性 病 原 体 は ウ イ ル ス 病 原 体 で あ る 。 さ ら に 別 の 態
様 に お い て 、 食 品 媒 介 性 病 原 体 は 、 プ リ オ ン 病 原 体 、 例 え ば ウ シ 海 綿 状 脳 症 (BSE)を 生 ず
る プ リ オ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 よ り さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 患 の 治 療 を 受 け て い る 患 者 か ら 、 抗 原 提 示
細 胞 の 亜 集 団 を 有 す る 血 液 試 料 を 得 る 段 階 、 血 液 試 料 か ら 抗 原 提 示 細 胞 を 実 質 的 に 単 離 す
る 段 階 、 単 離 さ れ た 抗 原 提 示 細 胞 に つ い て ゲ ノ ム ま た は プ ロ テ オ ミ ク ス 患 者 シ グ ニ チ ャ ー
を 誘 導 す る 段 階 で あ っ て 、 患 者 シ グ ニ チ ャ ー が 被 験 体 の 抗 原 提 示 細 胞 の 代 謝 状 態 を 示 す 段
階 、 患 者 と 同 じ 疾 患 を 有 す る 参 照 被 験 体 か ら 抗 原 提 示 細 胞 の 1つ ま た は 複 数 の ゲ ノ ム ま た
は プ ロ テ オ ミ ク ス 参 照 シ グ ニ チ ャ ー を 誘 導 す る 段 階 、 お よ び 患 者 シ グ ニ チ ャ ー を 参 照 シ グ
ニ チ ャ ー と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 患 者 シ グ ニ チ ャ ー と 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と の 一 致 性 が 治
療 中 に 低 下 し 、 そ れ に よ っ て 疾 患 の 治 療 に お け る 治 療 の 有 効 性 を 示 す 段 階 を 含 む 、 診 断 方
法 を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て 、 疾 患 は 細 胞 増 殖 性 疾 患 ま た は 癌 で あ り 、 治 療 は 抗 悪 性 腫
瘍 薬 の 投 与 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 疾 患 は 細 胞 増 殖 性 疾 患 ま た は 癌 で あ り 、 治 療 は 細
胞 増 殖 性 疾 患 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 疾 患 は 自 己 免 疫 性
疾 患 で あ り 、 治 療 は 自 己 免 疫 応 答 を 低 下 す る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 疾 患 は 細 菌 感 染
で あ り 、 治 療 は 抗 菌 剤 の 投 与 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 疾 患 は ウ イ ル ス 感 染 で あ
り 、 治 療 は 抗 ウ イ ル ス 剤 の 投 与 で あ る 。 よ り さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 疾 患 は 真 菌 感 染 で
あ り 、 治 療 は 抗 真 菌 剤 の 投 与 で あ る 。 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 疾 患 は 遺 伝 性 疾 患 で あ り 、
治 療 は 遺 伝 子 置 換 治 療 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 原 の 存 在 下 に お い て 培 養 さ れ た 抗 原 提 示 細 胞 で あ っ て
、 抗 原 は 、 抗 原 負 荷 に 応 答 し て 特 異 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 複 数 の 遺 伝 子 を 発
現 す る 、 抗 原 提 示 細 胞 を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て 、 抗 原 提 示 細 胞 は 樹 状 細 胞 で あ る 。 さ
ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は 癌 抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は ウ イ ル ス
抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は 細 菌 抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て
、 抗 原 は 真 菌 抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は プ リ オ ン 抗 原 で あ る 。 一 局 面
に お い て 、 抗 原 接 触 に 応 答 し て 産 生 さ れ る 特 異 的 な ポ リ ペ プ チ ド (マ ー カ ー タ ン パ ク 質 )を
単 離 す る 。 こ れ ら を 使 用 し て 抗 体 を 形 成 し 、 抗 体 を 、 患 者 か ら 単 離 し た APCに 関 係 す る そ
の 後 の ア ッ セ イ に 使 用 し 、 そ れ に よ っ て APCを 単 離 し た 患 者 に お い て 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド を 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 ELISA、 FAC、 RIAお よ び 同 様 の 技 法 に よ っ て 定 性 的
お よ び 定 量 的 に 同 定 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 原 に 接 触 さ せ た 抗 原 提 示 細 胞 の プ ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ
チ ャ ー を 決 定 す る 段 階 を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て 、 プ ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー は 、 抗
原 提 示 細 胞 を SELDI質 量 分 析 法 に 供 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 別 の 局 面 に お い て 、 プ ロ
テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー は 、 抗 原 提 示 細 胞 を MALDI-O-TOFお よ び 他 の 形 態 の 質 量 分 析 法 に
供 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 原 に 接 触 さ せ た 抗
原 提 示 細 胞 か ら 得 ら れ る プ ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て 、 抗 原
提 示 細 胞 は 樹 状 細 胞 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は 癌 抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の
態 様 に お い て 、 抗 原 は ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は 細 菌 抗 原 で
あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 は 真 菌 抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原
は プ リ オ ン 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 患 を 有 す る 哺 乳 動 物 か ら 、 抗 原 提 示 細 胞 の 亜 集 団 を 有 す
る 血 液 試 料 を 得 る 段 階 ； 血 液 試 料 か ら 抗 原 提 示 細 胞 を 実 質 的 に 単 離 す る 段 階 、 抗 原 提 示 細
胞 か ら 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を 誘 導 す る 段 階 で あ っ て 、 マ ー カ ー ポ リ ペ
プ チ ド が 抗 原 接 触 に 応 答 し て 抗 原 提 示 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 、 接 触 し た 抗 原 が 疾 患 に 関 連
す る か ま た は 疾 患 の 原 因 因 子 で あ る 、 段 階 ； マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 得 る 段

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-536939 A 2007.12.20



階 ； お よ び 被 験 体 の 抗 原 提 示 細 胞 に お い て 、 抗 体 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の 有 無 を 検 出 す
る 段 階 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 が 被 験 体 に お け る 疾 患 の 存 在 を 確 認 す る 段 階 を 含 む
、 診 断 方 法 を 提 供 す る 。 抗 体 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 は 、 ELISA、 RIA、 FRET、 FAC
お よ び 他 の 免 疫 検 出 方 法 な ど の ア ッ セ イ を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 一 態 様 に お い
て 、 抗 原 提 示 細 胞 は 樹 状 細 胞 で あ る 。 一 態 様 に お い て 、 疾 患 は 癌 ま た は 細 胞 増 殖 性 疾 患 で
あ る 。 一 態 様 に お い て 、 疾 患 は 病 原 体 感 染 で あ る 。 一 態 様 に お い て 、 疾 患 は ウ イ ル ス 感 染
で あ る 。 一 態 様 に お い て 、 疾 患 は 細 菌 感 染 で あ る 。 一 態 様 に お い て 、 疾 患 は プ リ オ ン 感 染
で あ る 。 一 態 様 に お い て 、 疾 患 は 真 菌 感 染 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 原 に 接 触 し て い な い 哺 乳 動 物 組 織 ま た は 哺 乳 動 物 生 体
液 の 試 料 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 /遺 伝 子 発 現 量 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 抗 原 と の 接 触 を 診
断 す る 方 法 を 含 む 。 次 い で 、 抗 原 に 接 触 し た 哺 乳 動 物 組 織 ま た は 哺 乳 動 物 生 体 液 の 試 料 に
存 在 す る タ ン パ ク 質 /遺 伝 子 発 現 量 を 検 出 す る 。 接 触 試 料 と 未 接 触 試 料 間 の タ ン パ ク 質 /遺
伝 子 発 現 の 検 出 量 の 差 を 求 め る 。 所 定 の 抗 原 の 予 想 さ れ る タ ン パ ク 質 /遺 伝 子 発 現 の ラ イ
ブ ラ リ ー と の 差 を 比 較 す る 。 最 後 に 、 差 が 特 定 抗 原 と の 接 触 を 示 す か ど う か を 評 価 す る 。
本 発 明 は 、 任 意 の 症 状 の 猛 襲 の 前 に 、 人 が 抗 原 に 接 触 し た か ど う か の 診 断 を 提 供 す る こ と
が で き る の で 、 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 抗 原 に 接 触 し た 可 能 性 の あ る 人 の 哺 乳 動
物 組 織 ま た は 哺 乳 動 物 生 体 液 試 料 に 存 在 す る 遺 伝 子 発 現 /タ ン パ ク 質 パ タ ー ン を 検 出 す る
段 階 、 接 触 し た 可 能 性 の あ る 個 人 の そ れ ら の 組 織 に お い て 発 現 さ れ る ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺
伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 に 対 す る 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 パ ネ ル 発 現 の 相 対 的 な 量 を 求 め る
段 階 、 所 定 の 抗 原 の 予 想 さ れ る 遺 伝 子 発 現 /タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー に 対 す る 相 対 的 な 量
の 差 を 比 較 す る 段 階 ； お よ び 公 知 の 、 目 録 と な っ て い る 毒 性 因 子 、 こ れ ま で に 未 知 の 抗 原
ま た は 増 強 因 子 (potentiating agent)と 混 合 さ れ て い る 抗 原 と の 接 触 が 生 じ た こ と を 差 が
示 す か ど う か を 評 価 す る 段 階 を 含 む 、 抗 原 と の 接 触 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。 ハ ウ ス キ ー
ピ ン グ 遺 伝 子 は 、 抗 原 と 接 触 す る と き 変 化 し な い 傾 向 の 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ れ ら の 局 面 お よ び 他 の 特 徴 は 以 下 の 考 察 か ら 明 ら か に な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 抗 原 提 示 細 胞 (APC)の 観 察 さ れ る 柔 軟 性 な ら び に 病 原 体 、 腫 瘍 お よ び 有 害 な
病 原 体 に 応 答 し て ヒ ト 樹 状 細 胞 お よ び 単 球 に お い て 生 じ る 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 発 現 の
特 異 的 な 変 化 を 迅 速 に 検 出 す る た め の そ れ ら の 用 途 に 基 づ い て い る 。 抗 原 提 示 細 胞 、 特 に
樹 状 細 胞 (DC)マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 単 球 (M)な ら び に 少 な い 程 度 で あ る が B細 胞 は 、 哺 乳 動
物 の 生 体 に お い て 見 ら れ る 種 々 の 微 小 環 境 を 絶 え 間 な く サ ン プ リ ン グ し て い る 。 例 え ば 、
DC細 胞 は ほ と ん ど の 組 織 に お い て 未 成 熟 状 態 で 見 ら れ (CD1a+、 CD83 L o w )、 そ れ ら は 病 原 体
お よ び 他 の 抗 原 を 認 識 し 、 貪 食 す る (Poindexter, et al., (2004) Breast Cancer Res. 6
(4): 408-415参 照 )。 血 小 板 は そ れ 自 体 細 胞 で は な い が 、 血 小 板 も 感 染 性 微 生 物 お よ び 血
清 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 貪 食 す る こ と が で き 、 病 原 体 な ら び に 腫 瘍 細 胞 お よ び ア ポ ト ー シ
ス 細 胞 細 片 な ど の 細 胞 断 片 を 検 出 す る た め の 貯 蔵 所 と 考 え る こ と が で き る (Youssefian, e
t al., Host defense role of platelets: engulfment of HIV and Staphylococcus aure
us occurs in a specific subcellular compartment and is enhanced by platelet acti
vation. Blood. 2002 Jun 1; 99(11): 4021-9参 照 )。 従 っ て 、 抗 原 提 示 細 胞 は 、 一 般 に 、
抗 原 を 内 部 移 行 し て 、 こ れ ら の 抗 原 を 他 の 細 胞 に 提 示 す る 能 力 を 有 す る よ う な 細 胞 お よ び
細 胞 断 片 を い う 。 例 示 的 な 抗 原 提 示 細 胞 に は 、 T細 胞 、 B細 胞 、 リ ン パ 関 連 樹 状 細 胞 お よ び
ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 な ど の リ ン パ 系 の 細 胞 、 な ら び に 骨 髄 関 連 樹 状 細 胞 な ど の 骨 髄 系 列
細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 、 巨 核 球 、 血 小 板 、 顆 粒 球 お よ び 好 中 球 な ど の 骨 髄 系 の 細 胞
が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 お よ び 樹 状 細 胞
な ど の 貪 食 性 の 強 い 細 胞 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 抗 原 ま た は 他 の 病 原 因 子 と 直 接 接 触 す る こ と に よ り 、 こ れ ら の 抗 原 提 示 細 胞 は 成 熟 し 、
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抗 原 提 示 の 増 加 、 同 時 刺 激 分 子 の 発 現 、 サ イ ト カ イ ン の 発 現 お よ び そ の 後 の リ ン パ 器 官 に
お け る 未 処 理 の T細 胞 な ら び に 樹 状 細 胞 に お け る 表 面 CD83発 現 な ど の 他 の 細 胞 特 異 的 マ ー
カ ー の 刺 激 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 こ の 成 熟 過 程 は 、 定 性 的 お よ び 定 量 的 に 測 定 す る こ
と が で き る 、 こ れ ら の 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 数 多 く の 対 応 す る 変 化 に よ っ て 調 節 さ れ
る 。 生 ず る 一 連 の 遺 伝 子 発 現 変 化 は 特 異 性 が 高 く 、 APCが 接 触 さ れ る 特 定 の 抗 原 に 特 異 的
に 応 答 す る 。 APCは 、 例 え ば 、 特 定 の ペ プ チ ド 、 糖 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 を 識 別 し 、 種 々 の 抗
原 に 接 触 さ れ た と き 、 類 似 し て い る が 、 同 一 で は な い 応 答 を 開 始 す る こ と が で き る 。 抗 原
付 加 に 応 答 し た APCの 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 発 現 の 特 定 の 変 化 は 非 常 に 特 異 的 な 測 定 可
能 な 生 物 的 シ グ ニ チ ャ ー を 示 し 、 APCが 抗 原 を 経 験 し た と い う こ と な ら び に 抗 原 自 体 の 性
質 、 例 え ば 、 そ の 化 学 的 組 成 お よ び 起 源 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 態
様 に お い て 、 APCの 単 離 に よ り 、 そ の 後 に 貪 食 さ れ た 抗 原 ま た は 場 合 に よ っ て は 病 原 体 全
体 を APCか ら 抽 出 し 、 単 離 す る こ と が 可 能 と な り 、 MSま た は 同 様 の ツ ー ル に よ っ て さ ら に
特 徴 づ け る こ と が で き る 。 例 え ば 、 DCは 、 ウ イ ル ス お よ び 細 菌 病 原 菌 を 死 滅 さ せ な い で 内
部 移 行 す る こ と が 公 知 で あ る (Sundquist et al., 2004, and Jantsch et al., 2003)。 従
っ て 、 本 発 明 の 一 目 的 は 、 病 原 体 ま た は 抗 原 の ゲ ノ ム /プ ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー を 得
る 以 外 に 、 病 原 体 ま た は 抗 原 の 一 部 お よ び ／ ま た は 全 体 を 回 収 す る 方 法 を 含 む 。 本 発 明 の
別 の 目 的 は 、 抗 原 接 触 に 応 答 し て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る APCポ リ ペ プ チ ド の 単 離
で あ る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 抗 原 接 触 に 特 異 性 の 高 い マ ー カ ー で あ り 、 そ れ ら の 発 現
は 、 APCが 特 定 の 抗 原 に 出 会 っ た 経 験 が あ る こ と を 示 す 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を 全 体 と
し て ま た は 部 分 と し て 単 離 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 を 形 成 す る こ と が で き 、 そ の 後 の ア ッ
セ イ に 使 用 し て 抗 原 接 触 を 判 定 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 例 え ば 、 Dasら に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 6,316,197号 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 別 個
の パ タ ー ン を 測 定 す る こ と に よ っ て 毒 性 の 病 原 体 へ の 接 触 を 診 断 す る 方 法 (Method of dia
gnosing of exposure to toxic agents by measuring distinct pattern in the levels 
of expression of specific genes)参 照 。 未 成 熟 DCの LPS刺 激 へ の 接 触 は CD70(+)DCへ の 最
終 分 化 に 寄 与 す る (Iwamoto S., et al., Lipopolysaccharide stimulation converts vig
orously washed dendritic cells (DCs) to nonexhausted DCs expressing CD70 and evo
king long-lasting type 1 T cell responses., J Leukoc Biol. 2005 Apr 27; [Epub ah
ead of print])参 照 )。 Kumar, A., Kurl, R. N. Kryworuchko, M., Diaz-Mitoma, F., & 
Sharma, S. 1995. EBV形 質 転 換 と c-mycお よ び ポ リ Aポ リ メ ラ ー ゼ (PAP)の 発 現 増 加 の 関 連
を 詳 細 に 記 載 し て い る 、 ヒ ト バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 B細 胞 系 統 に お い て RNA代 謝 に 与 え る ヒ ー
ト シ ョ ッ ク の 差 別 的 な 影 響 (Differential effect of heat shock on RNA metabolism in 
human Burkitt's lymphoma B-cell lines). Leuk. Res, 19(11): 831-840も 参 照 。 LPSま
た は TNF-α 刺 激 に 応 答 す る IDOの ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 記 載 し て い る 、 Hwang SL., et
 al., イ ン ド ー ル ア ミ ン 2,3-ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ (IDO)は 樹 状 細 胞 活 性 化 お よ び ケ モ カ イ ン
に 対 す る 走 化 性 反 応 に 必 須 で あ る (Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is essential fo
r dendritic cell activation and chemotactic responsiveness to chemokines)., Cell
 Res. 2005 Mar; 15(3): 167-75； お よ び ヒ ト 臍 帯 血 単 球 由 来 DCは 、 臍 帯 血 DC細 胞 質 に お
け る TNF-α 関 連 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 リ カ ン ド (TRAIL)発 現 の 増 加 に 関 連 す る 、 リ ポ 多 糖 (LPS)
ま た は γ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン (IFN-γ )に よ る 活 性 化 に よ り 、 血 液 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る 能
力 を 獲 得 す る こ と を 記 載 し て い る 、 Shi J., et al., Cancer Sci. 2005 Feb; 96(2): 127
-33も 参 照 。 ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス -6(HHV-6)は DCに よ る イ ン タ ー ロ イ キ ン -12(IL-12) p70
の 分 泌 を 劇 的 に 抑 制 し 、 密 接 に 関 連 す る ベ ー タ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス HHV-7は 抑 制 し な か っ た
が 、 DC成 熟 に 影 響 す る 他 の サ イ ト カ イ ン の 、 す な わ ち 、 IL-10お よ び 腫 瘍 壊 死 因 子 α 産 生
は 有 意 に 改 変 さ れ な か っ た こ と を 詳 細 に 記 載 し て い る 、 Smith, A. P., et al., J Virol.
 2005 Mar; 79(5): 2807-13も 参 照 。 Komerら は 、 炭 疽 菌 (Bacillus anthracis) 致 死 性 毒
素 (LeTx)に 応 答 し て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 103種 の 遺 伝 子 の ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 記 載 し た 。 同 様 に 、 Tucker et al.,は 、 種 々 の 異 な る APC細 胞 種
に お け る マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ (MAPKK)の LeTx切 断 を 記 載 し て
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い る 。 MAPKK活 性 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 は 有 意 に 変 化 し な か っ た が 、 グ リ コ ー
ゲ ン シ ン タ ー ゼ キ ナ ー ゼ -3-β (GSK-3β )調 節 下 に あ る 一 連 の 遺 伝 子 は 、 LeTx処 理 後 発 現 を
変 化 さ せ た 。 リ ー シ ュ マ ニ ア ・ メ ジ ャ ー (Leishmania major)、 野 兎 病 (野 兎 病 菌 (Francise
lla tularensis))、 ウ シ 型 結 核 菌 (Mycobacterium bovis)(BCG)お よ び ネ ズ ミ マ ラ リ ア 原 虫
(Plasmodium berghei)と の 接 触 に 応 答 し た APCに よ る 一 酸 化 窒 素 (NO)産 生 の 調 節 を 記 載 し
て い る 、 Green, S. J. 、 Scheller, L. F., Marletta, M. A.、 Seguin, M. C.、 Koltz, F
. W.、 Slayter, M.、 Nelson, B. J., & Nacy, C. A. 1994. 一 酸 化 窒 素 ： 細 胞 内 病 原 体 に
対 す る 宿 主 抵 抗 性 に お け る 一 酸 化 窒 素 の サ イ ト カ イ ン 調 節 (Nitric oxide: cytokine-regu
lation of nitric oxide in host resistance to intracellular pathogens). Immunol. 
Lett, 43(1-2): 87-94も 参 照 。 Hernychova, L., Kovarova, H., Macela, A., Kroca, M.,
 Krocova, Z.&Stulik, J. 1997.　 マ ウ ス に お け る 異 な る 遺 伝 子 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 影 響
下 に お け る マ ク ロ フ ァ ー ジ 野 兎 病 菌 相 互 作 用 の 早 期 結 果 (Early consequences of macroph
age-Francisella tularensis) interaction under the influence of different genetic
 background in mice). Immunol. Lett, 57(1-3): 75-81お よ び Clemens, D. L., Lee, B.
 Y. & Horwitz, M. A. 2004. 病 原 性 お よ び 非 病 原 性 株 の 野 兎 病 菌 は フ ァ ゴ ソ ー ム の 酸 性
化 お よ び 成 熟 な ら び に ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ の 細 胞 質 へ の 逃 避 を 防 止 す る (Virulent and av
irulent strains of Francisella tularensis prevent acidification and maturation o
f their phagosomes and escape into the cytoplasm in human macrophages). Infect. 
Immun., 72(6): 3204-3217も 参 照 。 ペ ス ト 菌 (Y. pestis)感 染 に 応 答 し て ア ッ プ レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン さ れ る 合 計 22種 の 異 な る 遺 伝 子 を 詳 細 に 記 載 し て い る 、 Ng, L. C.、 Forslund, O
.、 Koh, S.、 Kuoppa, K.&Sjostedt, A. 2003. DNAマ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 明 ら か に
さ れ る ペ ス ト 菌 (Yersinia pestis)感 染 に 対 す る マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ の 応 答 (The respon
se of murine macrophages to infection with Yersinia pestis as revealed by DNA mi
croarray analysis). Adv. Exp. Med Biol, 529: 155-160も 参 照 。 こ れ ら の 遺 伝 子 に は 、
未 知 の EST、 サ イ ト カ イ ン 、 サ イ ト カ イ ン の 酵 素 、 受 容 体 、 リ ガ ン ド 、 転 写 因 子 、 転 写 因
子 の 阻 害 因 子 、 細 胞 骨 格 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 な ら び に 細 胞 周 期 お よ び 細 胞 増 殖 に 関 連 す
る こ と が 公 知 の 因 子 を コ ー ド す る 7種 の 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ 、 そ れ ら の う ち 3種 が ア ポ ト ー シ
ス に 役 割 を 果 た す 。 APCの LPS処 理 は 転 写 因 子 、 プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン 、 ア ポ ト ー シ ス 関 連 タ
ン パ ク 質 (シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ )、 細 胞 内 キ ナ ー ゼ お よ び 増 殖 因 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン し た こ と を 詳 細 に 記 載 し て い る 、 Saban, M. R.、 Hellmich, H.、 Nguyen, N.
 B.、 Winston, J.、 Hammond, T. G.&Saban, R. 2001.尿 生 殖 器 炎 症 の マ ウ ス モ デ ル に お け
る LPS誘 導 性 遺 伝 子 発 現 の 経 過  (Time course of LPS-induced gene expression in a mou
se model of genitourinary inflammation). Physiol Genomics, 5(3): 147-160も 参 照 。
LPSに 応 答 し た 遺 伝 子 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6(IL-6)受 容 体 、 α -
お よ び β -神 経 増 殖 因 子 (α -お よ び β -NGF)、 血 管 内 皮 増 殖 因 子 受 容 体 -1(VEGF R1)、 C-Cケ
モ カ イ ン 受 容 体 お よ び P-セ レ ク チ ン を 含 む ク ラ ス タ ー に お い て 観 察 さ れ た 。 発 現 が 顕 著 な
別 の 密 接 な ク ラ ス タ ー は 、 プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン c-Fos、 Fos-B、 Fra-2、 Jun-B、 Jun-Dお よ
び Egr-1を 含 ん だ 。 ほ と ん ど 全 て の イ ン タ ー ロ イ キ ン 遺 伝 子 は 、 LPS刺 激 の 1時 間 後 に は ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 。 核 因 子 κ B(NF-κ B)経 路 遺 伝 子 は 、 LPS刺 激 の 4時 間 後 に ピ
ー ク 発 現 を 有 す る シ ン グ ル ク ラ ス タ ー で 集 合 し た 。 一 方 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 受 容 体 お よ び
ケ モ カ イ ン 受 容 体 の ほ と ん ど は 、 LPS接 触 の 24時 間 後 に 遅 い 発 現 ピ ー ク を 示 し た 。 Mendis,
 C.、 Das, R.、 Hammamieh, R.、 Royaee, A.、 Yang, D.、 Peel, S.&Jett, M. 2005. ブ ド
ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン Bに 対 す る ヒ ト リ ン パ 球 の 転 写 応 答 シ グ ニ チ ャ ー (Transcriptiona
l response signature of human lymphoid cells to staphylococcal enterotoxin B). G
enes Immun., 6(2): 84-94. も 参 照 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 従 っ て 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 他 の APCポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 原 接 触 を 示 す タ ン パ
ク 質 マ ー カ ー を 提 供 す る 。 一 局 面 に お い て 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を 単 離 し て 、
抗 体 を 形 成 す る た め に 使 用 す る 。 抗 APCマ ー カ ー 抗 体 は 、 抗 原 接 触 が 疑 わ れ る 患 者 か ら 得
ら れ る 細 胞 に お け る APCマ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で
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き る ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。 一 態 様 に お い て 、 抗 APCマ ー カ ー 抗 体 は 、 蛍 光 標 示 式 細 胞 分
取 (FACS)、 蛍 光 共 鳴 放 出 断 層 撮 影 (FRET)、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)お よ び 酵 素 結 合 免
疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)な ど の 免 疫 学 的 検 出 方 法 を 使 用 す る ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 。 他 の
免 疫 学 的 検 出 ア ッ セ イ は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 検 出 方 法 に 好 適 で あ る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 従 っ て 、 抗 原 付 加 に 応 答 し た APCの 変 化 を 使 用 し て 前 駆 症 状 (病 気 で は な い )状 態 の 人 に
つ い て ア ッ セ イ す る こ と が で き 、 疾 病 の 進 行 ま た は 疾 病 を 治 療 す る 際 の 治 療 法 の 有 効 性 を
モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (Staphylococcus aureus)に よ る 外
毒 素 の 分 泌 に 対 す る 抗 生 物 質 リ ネ ゾ リ ド （ linezolid） の 影 響 を 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 と マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 飛 行 時 間
型 質 量 分 析 法 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 組 み 合 わ せ た も の に よ っ て 分 析 し た こ と を
記 載 し て い る 、 Bernardo, K.、 Pakulat, N.、 Fleer, S.、 Schnaith, A.、 Utermohlen, O.
、 Krut, O.、 Muller, S.&Kronke, M. 2004. 阻 止 濃 度 以 下 の リ ネ ゾ リ ド は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌
の 病 原 性 因 子 発 現 を 低 下 す る (Subinhibitory concentrations of linezolid reduce Stap
hylococcus aureus virulence factor expression). Antimicrob. Agents Chemother., 4
8(2): 546-444参 照 。 同 様 に 、 抗 原 付 加 に 応 答 し た APCの 変 化 は 、 生 物 兵 器 に 接 触 し た 人 を
ア ッ セ イ す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 高 リ ス ク 接 触 個 人 の 早 期 診 断 の 際 に ； な ら び に
症 状 を 発 症 す る 早 期 段 階 に あ る 人 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
ウ イ ル ス ま た は 細 菌 病 原 体 か ら の 抗 原 付 加 に 応 答 し た APCの 変 化 は こ れ ら の 病 原 体 を 迅 速
に 同 定 し 、 血 漿 中 へ の 最 終 的 な 病 原 体 の 出 現 よ り 数 時 間 ま た は 数 日 早 期 に 判 定 す る こ と が
で き る 。 関 連 出 願 に お い て 、 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン の 1つ ま た は 複 数 の 成 分 と DCの 相 互 作 用
を ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 、 ワ ク チ ン 化 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。 同 様 に 、 腫 瘍 か ら の 抗 原 付 加 に 応 答 し た APCの 変 化 は 、 個 人 が 症 状 を 呈 す る 前 に
腫 瘍 の 検 出 を 可 能 に し 、 そ れ に よ っ て 早 期 積 極 的 治 療 が 可 能 に な る 。 ま た 、 工 業 用 化 学 薬
品 ま た は 生 物 戦 争 兵 器 へ の 接 触 に 応 答 し た APCの 変 化 は 、 個 人 が 接 触 し て い る 可 能 性 の あ
る 未 知 の 原 因 因 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 APCは 生 体 の 天 然 免 疫 バ イ オ セ ン サ ー と し て 働 く 。 こ れ ら の 細 胞 種 は 全 生 体 組 織 を 循 環
し 、 微 小 環 境 を サ ン プ リ ン グ す る こ と に よ っ て 生 体 組 織 の 全 て で は な い に し て も ほ と ん ど
の 調 査 を 担 当 す る 。 調 査 を 実 施 す る 際 に は 、 そ れ ら は 、 危 険 信 号 、 す な わ ち 、 有 糸 分 裂 活
性 の 増 加 ま た は ウ イ ル ス /細 菌 感 染 が 認 め ら れ る 組 織 領 域 を 探 し 出 す (Crawford et al., 2
003)。 こ の 信 号 が 検 出 さ れ る と 、 APCは 早 期 転 写 変 化 を 開 始 し 、 細 胞 表 面 抗 原 が 発 現 さ れ
、 炎 症 性 媒 介 因 子 が 放 出 さ れ る (Crawford et al., 2003)。 こ れ ら の 細 胞 の 変 更 は 関 与 部
位 へ の 他 の 炎 症 細 胞 の 動 員 お よ び 細 胞 対 細 胞 接 触 の 改 善 に 必 要 と さ れ る 。 DCな ど の 抗 原 提
示 細 胞 は パ タ ー ン 認 識 受 容 体 を 有 し 、 種 々 の 病 原 体 に 結 合 し 、 識 別 す る こ と が 可 能 に な る
(Chaussabel et al., 2003)。 他 の 受 容 体 に は 、 Toll様 受 容 体 、 ICAM-1な ど の ICAM、 DCSIG
N、 そ の 他 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 APCは 、 種 々 の 病 原 体 と の 接 触 に 応 答 し て 独 自 の 遺 伝 子 シ グ ニ チ ャ ー を
作 製 す る 。 細 菌 、 カ ン ジ ダ 、 イ ン フ ル エ ン ザ ま た は 異 な る 寄 生 虫 に 感 染 し た DCお よ び マ ク
ロ フ ァ ー ジ に お け る 不 調 和 な 遺 伝 子 発 現 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ を 使 用 し て 検 討 し た
と こ ろ 、 約 6800種 の 遺 伝 子 試 料 の う ち 、 約 1300遺 伝 子 が 、 抗 原 と の 接 触 後 に 発 現 パ タ ー ン
の 大 き な 変 更 を 証 明 す る こ と を 示 唆 し て い る (Huang et al., The plasticity of dendrit
ic cell responses to pathogens and their components, Science, 294: 2001参 照 )。 例
え ば 、 DCは 病 原 体 認 識 受 容 体 と し て C型 レ ク チ ン 、 例 え ば DC特 異 的 ICAM-3グ ラ ビ ン グ ノ ン
イ ン テ グ リ ン (Grabbing nonintegrin)(SIGN)/CD209を 発 現 し 、 DCの HIV-1受 容 体 と し て な
ら び に ヒ ト 型 結 核 菌 (Mycobacterium tuberculosis)、 ヘ リ コ バ ク タ ー ・ ピ ロ リ (Helicobac
ter pylori)、 メ キ シ コ リ ー シ ュ マ ニ ア (Leishmania mexicana)、 マ ン ソ ン 住 血 吸 虫 (Schis
tosoma mansoni)お よ び 他 の 病 原 体 の 表 面 グ リ カ ン に つ い て 同 定 さ れ て い る (Appelmelk et
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 al. (2003), J. Immunol., 170:(4)1635-9参 照 )。 Hofer et al., (2001) Immunol. Rev.
, Jun: 181:5-19お よ び Puldendran et al., (2001), J. Immunol. Nov.:167(9): 5067-76
も 参 照 。 こ れ ら の 受 容 体 お よ び そ れ ら が 相 互 作 用 す る 細 胞 経 路 は 、 DC活 性 化 お よ び 応 答 を
モ ニ タ リ ン グ す る た め の 独 自 の マ ー カ ー を 提 供 す る 。 さ ら に 特 に 、 DC応 答 の 変 化 は 測 定 可
能 で あ り 、 特 定 の 疾 病 原 因 因 子 と DCの 相 互 作 用 を 証 拠 立 て る 病 原 体 特 異 的 シ グ ニ チ ャ ー を
提 供 す る 。 数 種 の MMP遺 伝 子 は 、 ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル 、 リ ポ 多 糖 (LPS)お よ び ブ ド ウ 球 菌 エ
ン テ ロ ト キ シ ン B(SEB)な ど の 種 々 の 刺 激 と の 接 触 後 に 試 験 し た 細 胞 に お い て 転 写 が 活 発 で
あ る こ と を 詳 細 に 記 載 し て い る 、 Machein, U. & Conca, W. 1997. ヒ ト 単 球 細 胞 に お け る
数 種 の メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 (Expression of several matrix metalloprote
inase genes in human monocytic cells). Adv. Exp. Med. Biol, 421: 247-251.参 照 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 有 害 な 環 境 因 子 は APC特 異 的 免 疫 細 胞 応 答 そ の も の を 誘 発 す る こ と が で き る の で 、 ま た
は 細 胞 お よ び 組 織 を 破 壊 し 、 サ イ ト カ イ ン お よ び 種 々 の 細 胞 因 子 に 応 答 し て 炎 症 の 増 加 、
血 管 外 遊 走 お よ び APCの 活 性 化 を 生 じ る の で 、 有 害 な 環 境 因 子 も 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法
に よ っ て 検 出 可 能 で あ る 。 ヒ ト APCの こ れ ら の 特 性 に よ り 、 任 意 の 病 原 性 因 子 、 例 え ば 、
感 染 性 病 原 体 、 腫 瘍 、 毒 素 も し く は 毒 性 工 業 用 化 学 薬 品 (TIC)ま た は 大 量 破 壊 兵 器 (WMD)と
の 接 触 を 迅 速 に 検 出 す る の に 好 適 と な る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 記 載 さ れ て い る APC、 好 ま し く は 、 単 球 お よ び 最 も 好 ま し く は 、 DCは 、 感 染 性 疾 患 お よ
び 癌 な ど の 疾 病 に 特 に 応 答 し て 被 験 者 の 生 理 の 変 化 を 検 出 す る の に 有 用 で あ る 。 本 明 細 書
に お い て 使 用 す る 抗 原 と い う 用 語 は 、 健 康 な 哺 乳 動 物 に は 一 般 に 外 来 性 で あ る 、 ま た は 哺
乳 動 物 に と っ て 天 然 で あ る が 、 病 的 状 態 の 哺 乳 動 物 に お い て 突 然 変 異 さ れ て い る 、 異 常 で
あ る も し く は 濃 度 が 増 加 し て い る の が 見 ら れ る 任 意 の 組 成 物 を い う た め に 広 義 的 に 使 用 さ
れ る 。 従 っ て 、 抗 原 は 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 真 菌 、 原 虫 な ど の 病 原 体 全 体 な ら び に 病 原 体 の
1つ ま た は 複 数 の 成 分 を 含 み 、 例 え ば 、 細 菌 抗 原 は リ ポ 多 糖 (LPS)を 含 み 、 ウ イ ル ス 抗 原 は
HIVの gp120ま た は イ ン フ ル エ ン ザ の ヘ マ グ ル チ ニ ン な ど の ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 を 含
み 、 真 菌 抗 原 は 細 胞 壁 由 来 タ ン パ ク 質 マ ン ニ ン (mannin)を 含 む 。 プ リ オ ン も 抗 原 性 で あ り
、 疾 病 状 態 に 関 連 す る 特 異 的 な ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 抗 原 は ま た 、 癌 胎 児 性 抗 原 (CEA)お
よ び 異 常 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た ム チ ン (MUC)な ら び に bcl-2、 サ バ イ ビ ン 、 ヘ プ シ ン 等 数 多
く の 他 の 腫 瘍 特 異 的 抗 原 お よ び タ ン パ ク 質 な ど の 腫 瘍 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ
ド も 含 む 。 従 っ て 、 抗 原 ま た は 抗 原 性 因 子 の 共 通 の 特 徴 は 、 抗 原 提 示 タ ン パ ク 質 お よ び 共
同 受 容 体 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン な ど の APCの 特 異 的 な 生 化 学 的 変 化 を 生 ず る 、 な ら び
に APCの 成 熟 お よ び 増 殖 、 組 織 遊 走 な ら び に 抗 原 と の 接 触 を 示 す 他 の 特 性 を 生 ず る と い う
点 に お い て APCに 与 え る 影 響 で あ る 。 APCの 検 出 可 能 な 増 加 は 、 未 接 触 す な わ ち 健 康 な 哺 乳
動 物 に お け る APCの レ ベ ル と 比 較 し て 、 APCの 数 の 2倍 以 上 の 増 加 が 抗 原 に 接 触 し た 哺 乳 動
物 に お い て 形 成 さ れ る ま た は 活 性 化 さ れ る ま た は 成 熟 さ れ る よ う に 誘 導 さ れ る 増 加 で あ る
。 DCお よ び 他 の 血 液 細 胞 を 測 定 す る ア ッ セ イ 技 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る が 、 例
え ば 、 成 熟 DC細 胞 マ ー カ ー CD2+お よ び CD83+ま た は 未 成 熟 マ ー カ ー CD1a+を 使 用 す る FACSに
限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 病 状 態 に 対 す る 患 者 の 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 免
疫 細 胞 に 基 づ い た 方 法 を 提 供 す る 。 病 原 体 ま た は 腫 瘍 特 異 的 ゲ ノ ム お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス
発 現 パ タ ー ン ま た は シ グ ニ チ ャ ー の 測 定 は 、 疾 病 状 態 に 対 す る 患 者 の 免 疫 応 答 を 継 続 的 に
モ ニ タ リ ン グ す る 改 善 さ れ た 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 情 報 を 、 癌 患 者 の 腫 瘤 も し く は 全 身 腫
瘍 組 織 量 の 低 下 、 ま た は HIV感 染 患 者 の ウ イ ル ス 量 の 低 下 、 ま た は 結 核 患 者 に お け る 放 線
菌 の 除 去 な ど の 他 の 関 連 す る 医 学 的 情 報 と 併 用 し て 使 用 し て 、 例 え ば 、 化 学 療 法 、 抗 ウ イ
ル ス 療 法 ま た は 抗 生 物 質 の 投 与 に 対 し て 応 答 す る 治 療 効 果 の モ ニ タ リ ン グ を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 従 っ て 、 APCは 、 細 胞 代 謝 の 変 化 に 基 づ い て 、 抗 原 を 同 定 し 、 個 人 の 健 康 状 態 を モ ニ タ
リ ン グ す る た め の 有 用 な 診 断 ツ ー ル を 提 供 す る 。 測 定 可 能 な 変 化 は 数 多 く の 遺 伝 子 、 タ ン
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パ ク 質 お よ び サ イ ト カ イ ン な ど の 分 泌 因 子 の 発 現 に お い て 生 じ 、 抗 原 は ま た (血 小 板 の 細
胞 質 内 な ど の )APCの 細 胞 質 に お い て も 検 出 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 一 局 面 に お い て 、
本 発 明 は APC遺 伝 子 シ グ ニ チ ャ ー の ア レ イ 、 好 ま し く は 、 単 球 ま た は DCシ グ ニ チ ャ ー の ア
レ イ を 提 供 す る 。 ア レ イ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 複 数 の
APCマ ー カ ー 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち 、 抗 原 提 示 細 胞 に お い て
識 別 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 産 物 を 含 む 。 さ ら に 好 ま し く は 、 ア レ イ は 、
マ ト リ ッ ク ス の 個 別 の ア ド レ ス に 約 500～ 1000種 の 特 異 的 マ ー カ ー を 含 む 。 よ り さ ら に 好
ま し く は 、 ア レ イ は 、 ア レ イ 上 に 示 さ れ る 約 5,000、 約 10,000、 約 20,000種 以 上 の 遺 伝 子
ま た は 遺 伝 子 産 物 を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 ア レ イ は ゲ ノ ム ワ イ ド ア レ イ 、 例 え ば 、 成 熟
DC cDNAア レ イ で あ る 。 Affymetrixお よ び Illumina(両 シ ス テ ム は 相 補 的 で あ る )ア レ イ は
例 示 的 で あ る 。 個 々 の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 は 、 例 え ば 、 対 照 と し て ま た は 遺 伝 子 発 現
の 定 量 分 析 の た め に ア レ イ 上 で 2つ 組 に し て も よ い 。 こ の よ う な ア レ イ の 製 造 お よ び 用 途
は 米 国 特 許 第 6,741,344号 、 同 第 6,733,977号 お よ び 同 第 6,733,964号 に 記 載 さ れ て い る 。
基 板 の 選 択 さ れ た 領 域 ま た は ア ド レ ス に 、 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ イ の 合 成 の た
め に 材 料 を 選 択 的 に 基 板 に 適 用 す る た め の 方 法 お よ び 装 置 は 、 さ ら に 米 国 特 許 第 6,667,39
4号 に 記 載 さ れ て い る 。 作 製 さ れ る 遺 伝 子 ア レ イ は 病 原 体 に 対 す る 宿 主 反 応 を 非 常 に 詳 細
に 代 表 し て お り (典 型 的 に は 52,000遺 伝 子 以 上 )、 例 え ば 、 Q-PCRに よ る 同 定 の 場 合 の よ う
に 、 1つ ま た は 数 個 の 遺 伝 子 の 同 定 (本 質 的 に 偏 り が 生 じ る )に 依 存 し な い 。 プ ロ テ オ ミ ク
ス デ ー タ は 種 々 の 技 法 に よ っ て 形 成 す る こ と が で き る が 、 例 え ば 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 ま
た は 質 量 分 析 法 (MALDIま た は SELDI等 )の 使 用 に 限 定 さ れ な い 。 DC遺 伝 子 ア レ イ な ど の ハ イ
ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ン 様 式 に お い て ゲ ノ ム お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス 方 法 を 使 用 し て 得 ら れ
る 情 報 の 組 み 合 わ せ は 例 外 的 に 特 異 的 な 診 断 デ ー タ を 提 供 し 、 従 っ て 抗 原 同 定 ま た は 患 者
モ ニ タ リ ン グ の 強 力 な ツ ー ル を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 種 々 の 目 的 の た め に APCに 基 づ い た 診 断 ア レ イ を 形 成 す る た め で あ る が 、 一 般 に APC、 特
に DCが 異 な る 抗 原 と の 接 触 の 結 果 ど の よ う に 反 応 す る か に つ い て の デ ー タ セ ッ ト を 得 る た
め に 、 数 多 く の 種 類 の ア レ イ は 作 製 さ れ る 。 特 定 の ア レ イ の 使 用 は 化 学 的 組 成 に 依 存 し 、
ア レ イ が 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 そ の 両 方 、 ま た は レ ク チ ン 等 な ど の 他 の 化 学 的 部 分 を 有 す る か
ど う か に 依 存 し て 変 わ る 。 一 般 的 な 例 示 と し て 、 Affymetrix社 製 の GeneChip(登 録 商 標 )な
ど の ア レ イ は 、 細 胞 抽 出 物 か ら 作 製 さ れ る ビ オ チ ン 標 識 cRNAを 使 用 す る 。 約 5マ イ ク ロ グ
ラ ム の 総 RNAが 適 当 な 出 発 材 料 で あ る 。 RNA試 料 か ら 作 製 さ れ る cRNAを ア レ イ に 接 触 さ せ て
、 適 当 な 標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ る 。 次 い で 、 ア レ イ を 洗 浄 し 、 例 え ば 、 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン フ ィ コ エ リ ス リ ン で 染 色 し 、 次 い で Affymetrix社 製 の GeneChip(登 録 商 標 )
ス キ ャ ナ ー 3000ま た は Agilent GeneArray(登 録 商 標 )ス キ ャ ナ ー を 使 用 し て 可 視 化 す る 。
こ の 技 法 、 な ら び に 公 知 の 免 疫 学 的 方 法 な ら び に プ ロ テ オ ミ ク ス お よ び ゲ ノ ム ア レ イ を 使
用 す る 他 の 一 般 的 な 方 法 は 、 一 般 に 当 業 者 に 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ア レ イ は 、 病 原 体 お よ び 病 原 性 因 子 の 検 出 お よ び 同 定 な ら び に 被 験 者 由 来 の 試 料 を 使 用
す る 形 質 転 換 細 胞 お よ び 組 織 の 検 出 お よ び 同 定 を 提 供 す る 。 患 者 の 疾 病 状 態 に つ い て の 情
報 、 す な わ ち 、 患 者 デ ー タ セ ッ ト は 、 最 初 に 被 験 者 か ら 血 液 試 料 を 入 手 し 、 次 い で そ の 血
液 試 料 か ら DCを 単 離 す る こ と に よ っ て 、 記 載 さ れ て い る APCア レ イ の 1つ ま た は 複 数 を 使 用
し て 得 ら れ る 。 例 え ば 、 記 載 さ れ て い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア レ イ を 使 用 し て 、 患 者
の DCシ グ ニ チ ャ ー を 1つ ま た は 複 数 の 対 照 DCシ グ ニ チ ャ ー と 比 較 す る 。 ア レ イ 上 の 対 照 シ
グ ニ チ ャ ー は 、 1つ ま た は 複 数 の 疾 病 状 態 に つ い て 正 常 ま た は 健 康 DCシ グ ニ チ ャ ー お よ び
異 常 ま た は 病 的 DCシ グ ニ チ ャ ー の 両 方 を 最 低 限 示 す 。 種 々 の 他 の 態 様 は 、 種 々 の 疾 病 状 態
の 病 期 、 例 え ば 、 癌 の 病 期 の 参 照 シ グ ニ チ ャ ー を 提 供 す る 追 加 の 対 照 DCシ グ ニ チ ャ ー を 含
む 。 そ こ で 得 ら れ る ア レ イ お よ び デ ー タ セ ッ ト は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 病 も し く は 染 色 体 異 常
の 存 在 を 発 見 も し く は 診 断 す る の に 、 ま た は 疾 病 も し く は 状 態 に 対 す る 素 因 を 診 断 す る ア
イ デ ン テ ィ テ ィ ー 、 遺 伝 も し く は 適 合 性 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る た め に 、 病 原 性 微 生 物 に
よ る 感 染 を 診 断 す る の に 、 細 胞 も し く は 組 織 の 腫 瘍 性 形 質 転 換 を 発 見 も し く は 診 断 す る の
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に 、 生 物 兵 器 も し く は 化 学 兵 器 試 料 も し く は 毒 性 の 工 業 用 化 学 薬 品 と の 接 触 お よ び 同 定 を
判 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 一 局 面 に お い て 、 特 定 の 病 原 体 の 有 無 な ら び に そ れ ら が 関 係 す る 疾 病 状 態 の 進 行 中 の 免
疫 学 的 結 果 を 同 定 す る た め に 設 計 さ れ た APCア レ イ が 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば 、 HIVな ど の
ウ イ ル ス 感 染 を 検 出 し 、 モ ニ タ リ ン グ す る ア レ イ が 作 製 さ れ る 。 ア レ イ は 、 未 成 熟 ま た は
ナ イ ー ブ APC由 来 、 HIV接 触 で あ る が 無 症 候 性 の 人 か ら 得 ら れ る APC由 来 、 HIV接 触 が あ り 早
期 症 状 の 人 か ら 得 ら れ る APCお よ び 後 期 症 状 の 人 の APC由 来 の コ ン セ ン サ ス APCシ グ ニ チ ャ
ー を 含 む 。 同 様 の ウ イ ル ス ア レ イ 、 例 え ば 、 肝 炎 、 腫 瘍 性 ウ イ ル ス ま た は 他 の 慢 性 も し く
は 病 原 性 ウ イ ル ス 感 染 を 診 断 し 、 モ ニ タ リ ン グ す る の に 有 用 な も の が 開 発 さ れ る 。 遺 伝 子
治 療 に 使 用 さ れ る ウ イ ル ス ベ ク タ ー を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 診 断 用 ア
レ イ 、 例 え ば 、 ワ ク シ ニ ア ま た は ポ ッ ク ス ウ イ ル ス に 対 す る も の 、 さ ら に 特 に は 、 野 生 型
ベ ク タ ー と は 異 な る DCシ グ ニ チ ャ ー を 産 生 す る は ず で あ る 、 形 質 転 換 ベ ク タ ー に 特 異 的 な
も の も 好 ま し い 。 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 ア レ イ は ヒ ト APC、 特 に CDC優 先 リ ス ト の 病 原
体 に 接 触 さ せ た DCお よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 を 含 む 。 そ の よ う な 種 類 の ア レ イ は 、 接 触 し
た 個 人 ま た は 接 触 の 可 能 性 の あ る 個 人 の 迅 速 な 緊 急 診 断 、 病 因 研 究 、 応 答 お よ び 治 療 を 促
進 に す る 。 生 物 兵 器 病 原 体 に 特 異 的 な DCア レ イ は テ ロ リ ス ト ま た は 敵 の 生 物 兵 器 攻 撃 の 迅
速 な 検 出 お よ び 応 答 を 提 供 す る の で 、 本 土 防 衛 ま た は 軍 事 利 用 に 特 異 的 な ア レ イ も 本 明 細
書 に 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な ア レ イ は 、 天 然 痘 ア レ イ 、 炭 疽 菌 (Bacillus anthracis)ア レ
イ お よ び 他 の WMD病 原 体 を 含 む 。 例 え ば 、 毒 性 病 原 菌 に 接 触 し た ヒ ト APC、 特 に DCお よ び マ
ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 は 、 接 触 し た 個 人 ま た は 接 触 し た 可 能 性 の あ る 個 人 の 緊 急 診 断 、 応 答 お
よ び 治 療 を 促 進 に す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 そ こ か ら 得 ら れ る ア レ イ お よ び 患 者 デ ー タ セ
ッ ト は 接 触 し た 個 人 の 法 医 学 ま た は 毒 性 学 的 研 究 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 ア レ イ は 、 ヒ ト APC、 特 に 異 な る 病 期 の 腫 瘍 増 殖 を 含 む 異 な る 腫 瘍
を 有 す る 患 者 の DCお よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 得 ら れ る 。 APCア レ イ は 、 特 定 の 腫 瘍 抗 原 マ
ー カ ー の 有 無 お よ び 患 者 の 癌 の 進 行 中 に 患 者 の 腫 瘍 の 免 疫 学 的 な 結 果 を 同 定 す る よ う に 設
計 さ れ る 。 こ の 種 の ア レ イ は 、 罹 患 個 人 の 迅 速 な 診 断 、 腫 瘍 同 定 お よ び 適 当 な 治 療 を 促 進
す る 。 以 下 の 癌 種 は 各 々 特 異 的 な APC応 答 を 生 じ 、 記 載 さ れ て い る 技 法 を 使 用 す る 検 出 の
可 能 性 が あ る ： 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 、 成 人 ； 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 、 小 児 ； 急 性 骨
髄 性 白 血 病 、 成 人 ； 急 性 骨 髄 性 白 血 病 、 小 児 ； 副 腎 皮 質 癌 ； 副 腎 皮 質 癌 、 小 児 ； AIDS関 連
癌 ； AIDS関 連 リ ン パ 腫 ； 肛 門 癌 ； 星 状 細 胞 腫 、 小 児 小 脳 ； 星 状 細 胞 腫 、 小 児 大 脳 ； 胆 管 癌
、 肝 外 ； 膀 胱 癌 ； 膀 胱 癌 、 小 児 ； 骨 癌 、 骨 肉 腫 /悪 性 線 維 性 組 織 球 腫 ； 脳 幹 グ リ オ ー マ 、
小 児 ； 脳 腫 瘍 、 成 人 ； 脳 腫 瘍 、 脳 幹 グ リ オ ー マ 、 小 児 ； 脳 腫 瘍 、 小 脳 星 状 細 胞 腫 、 小 児 ；
脳 腫 瘍 、 大 脳 星 細 胞 腫 /悪 性 グ リ オ ー マ 、 小 児 ； 脳 腫 瘍 、 上 衣 細 胞 腫 、 小 児 ； 脳 腫 瘍 、 髄
芽 腫 、 小 児 ； 脳 腫 瘍 、 テ ン ト 上 原 始 神 経 外 胚 葉 腫 瘍 、 小 児 ； 脳 腫 瘍 、 視 経 路 お よ び 視 床 下
部 膠 腫 、 小 児 ； 脳 腫 瘍 、 小 児 (他 )； 乳 癌 ； 乳 癌 お よ び 妊 娠 ； 乳 癌 、 小 児 ； 乳 癌 、 男 性 ； 気
管 支 腺 腫 /カ ル チ ノ イ ド 、 小 児 ； カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、 小 児 ； カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、 消 化 管 ；
癌 、 副 腎 皮 質 ； 癌 、 膵 島 細 胞 ； 原 発 部 位 不 明 の 癌 ； 中 枢 神 経 系 リ ン パ 腫 、 原 発 性 ； 小 脳 星
状 細 胞 腫 、 小 児 ； 大 脳 星 細 胞 腫 /悪 性 グ リ オ ー マ 、 小 児 ； 子 宮 頸 癌 ； 小 児 癌 ； 慢 性 リ ン パ
性 白 血 病 ； 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 ； 慢 性 骨 髄 増 殖 性 疾 患 ； 腱 鞘 の 明 細 胞 肉 腫 ； 結 腸 癌 ； 結
腸 直 腸 癌 、 小 児 ； 皮 膚 T 細 胞 性 リ ン パ 腫 ； 子 宮 内 膜 癌 ； 上 衣 腫 、 小 児 ； 上 皮 癌 、 卵 巣 ； 食
道 癌 ； 食 道 癌 、 小 児 ； ユ ー イ ン グ 腫 瘍 ； 頭 蓋 外 胚 細 胞 腫 瘍 、 小 児 ； 性 腺 外 胚 細 胞 腫 瘍 ； 肝
外 胆 管 癌 ； 眼 癌 、 眼 内 黒 色 腫 ； 眼 癌 、 網 膜 芽 細 胞 腫 ； 胆 嚢 癌 ； 胃 (gastric)（ 胃 (stomach)
） 癌 ； 胃 （ 胃 ） 癌 、 小 児 ； 消 化 管 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 ； 胚 細 胞 腫 瘍 、 頭 蓋 外 、 小 児 ； 胚 細 胞
腫 瘍 、 性 腺 外 ； 胚 細 胞 腫 瘍 、 卵 巣 ； 妊 娠 性 絨 毛 腫 瘍 ； グ リ オ ー マ 、 小 児 脳 幹 ； グ リ オ ー マ
、 小 児 視 覚 伝 導 路 お よ び 視 床 下 部 ； ヘ ア リ ー 細 胞 白 血 病 ； 頭 頸 部 癌 ； 肝 細 胞 (肝 臓 )癌 、 成
人 (原 発 性 )； 肝 細 胞 (肝 臓 )癌 、 小 児 (原 発 性 )； ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 成 人 ； ホ ジ キ ン リ ン パ
腫 、 小 児 ； ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 妊 娠 中 ； 下 咽 頭 癌 ； 視 床 下 部 お よ び 視 覚 伝 導 路 グ リ オ ー マ
、 小 児 ； 眼 内 黒 色 腫 ； 島 細 胞 癌 (内 分 泌 膵 臓 )； カ ポ ジ 肉 腫 ； 腎 臓 癌 ； 喉 頭 癌 ； 喉 頭 癌 、 小
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児 ； 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 芽 球 性 、 成 人 ； 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 芽 球 性 、 小 児 ； 白 血 病 、 急 性
骨 髄 性 、 成 人 ； 白 血 病 、 急 性 骨 髄 性 、 小 児 ； 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 性 ； 白 血 病 、 慢 性 骨 髄 性
； 白 血 病 、 ヘ ア リ ー 細 胞 ； 口 唇 お よ び 口 腔 癌 ； 肝 臓 癌 、 成 人 (原 発 性 )； 肝 臓 癌 、 小 児 (原
発 性 )； 肺 癌 、 非 小 細 胞 、 肺 癌 、 小 細 胞 ； リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 、 成 人 急 性 ； リ ン パ 芽 球 性
白 血 病 、 小 児 急 性 ； リ ン パ 性 白 血 病 、 慢 性 ； リ ン パ 腫 、 AIDS関 連 ； リ ン パ 腫 、 中 枢 神 経 系
(原 発 性 )； リ ン パ 腫 、 皮 膚 T細 胞 ； リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン 、 成 人 ； リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン 、 小
児 ； リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン 妊 娠 中 ； リ ン パ 腫 、 非 ホ ジ キ ン 、 成 人 ； リ ン パ 腫 、 非 ホ ジ キ ン 、
小 児 ； 非 ホ ジ キ ン 妊 娠 中 ； リ ン パ 腫 、 原 発 性 中 枢 神 経 系 ； マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 ヴ ァ ル
デ ン ス ト レ ー ム ； 男 性 乳 癌 ； 悪 性 中 皮 腫 、 成 人 ； 悪 性 中 皮 腫 、 小 児 ； 髄 芽 腫 、 小 児 ； 黒 色
腫 ； 黒 色 腫 、 眼 内 ； メ ル ケ ル 細 胞 腫 ； 中 皮 腫 、 悪 性 ； 原 発 不 明 の 転 移 性 頸 部 扁 平 上 皮 癌 ；
多 発 性 内 分 泌 腫 瘍 症 候 群 、 小 児 ； 多 発 性 骨 髄 腫 /形 質 細 胞 腫 ； 菌 状 息 肉 腫 ； 骨 髄 異 形 成 症
候 群 ； 骨 髄 異 形 成 /骨 髄 増 殖 性 疾 患 ； 骨 髄 性 白 血 病 、 慢 性 ； 骨 髄 性 白 血 病 、 成 人 急 性 ； 骨
髄 性 白 血 病 、 小 児 急 性 ； 黒 色 腫 、 多 発 性 ； 骨 髄 増 殖 症 候 群 、 慢 性 ； 鼻 腔 お よ び 副 鼻 腔 癌 ；
鼻 咽 頭 癌 ； 鼻 咽 頭 癌 、 小 児 ； 神 経 芽 細 胞 腫 ； 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 成 人 ； 非 ホ ジ キ ン リ ン
パ 腫 、 小 児 ； 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 妊 娠 中 ； 非 小 細 胞 肺 癌 ； 口 腔 癌 、 小 児 ； 口 腔 お よ び 口
唇 癌 ； 口 腔 咽 頭 癌 ； 骨 肉 腫 /骨 の 悪 性 線 維 性 組 織 球 腫 ； 卵 巣 癌 、 小 児 ； 卵 巣 上 皮 癌 ； 卵 巣
性 胚 細 胞 腫 瘍 ； 低 悪 性 度 卵 巣 癌 ； 膵 臓 癌 ； 膵 臓 癌 、 小 児 ； 膵 臓 癌 、 島 細 胞 ； 副 鼻 腔 お よ び
鼻 腔 癌 ； 副 甲 状 腺 癌 ； 陰 茎 癌 ； 褐 色 細 胞 腫 ； 松 果 体 お よ び テ ン ト 上 原 始 神 経 外 胚 葉 腫 瘍 、
小 児 ； 下 垂 体 腫 瘍 ； 形 質 細 胞 腫 /多 発 性 骨 髄 腫 ； 胸 膜 肺 芽 腫 ； 妊 娠 お よ び 乳 癌 ； 妊 娠 お よ
び ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 ； 妊 娠 お よ び 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 ； 原 発 性 中 枢 神 経 系 リ ン パ 腫 ； 原 発
性 肝 臓 癌 、 成 人 ； 原 発 性 肝 臓 癌 、 小 児 ； 前 立 腺 癌 ； 直 腸 癌 ； 腎 細 胞 (腎 臓 )癌 ； 腎 細 胞 癌 、
小 児 ； 腎 盂 お よ び 尿 管 、 移 行 上 皮 癌 ； 網 膜 芽 細 胞 腫 ； 横 紋 筋 肉 腫 、 小 児 ； 唾 液 腺 癌 ； 唾 液
腺 癌 、 小 児 ； 肉 腫 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍 ； 肉 腫 、 カ ポ ジ ； 肉 腫 (骨 肉 腫 )/骨 の 悪 性 線 維 性 組 織
球 腫 ； 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 小 児 ； 肉 腫 、 軟 部 組 織 、 成 人 ； 肉 腫 、 軟 部 組 織 、 小 児 ； セ ザ リ
ー 症 候 群 ； 皮 膚 癌 ； 皮 膚 癌 、 小 児 ； 皮 膚 癌 (黒 色 腫 )； 皮 膚 癌 、 メ ル ケ ル 細 胞 ； 小 細 胞 肺 癌
； 小 腸 癌 ； 軟 部 組 織 肉 腫 、 成 人 ； 軟 部 組 織 肉 腫 、 小 児 ； 原 発 不 明 の 頸 部 扁 平 上 皮 癌 、 転 移
性 ； 胃 (胃 )癌 ； 胃 (胃 )癌 、 小 児 ； テ ン ト 上 原 始 神 経 外 胚 葉 腫 瘍 、 小 児 ； T細 胞 リ ン パ 腫 、
皮 膚 ； 精 巣 癌 ； 胸 腺 腫 、 小 児 ； 胸 腺 腫 お よ び 胸 腺 癌 甲 状 腺 癌 ； 甲 状 腺 癌 、 小 児 ； 腎 盂 お よ
び 尿 管 の 限 局 性 移 行 細 胞 癌 ； 絨 毛 性 腫 瘍 、 妊 娠 中 ； 原 発 部 位 不 明 、 成 人 の 癌 ； 原 発 部 位 不
明 、 小 児 の 癌 ； 小 児 の 珍 し い 癌 ； 尿 管 お よ び 腎 盂 、 移 行 性 細 胞 癌 ； 尿 管 癌 ； 子 宮 癌 、 子 宮
内 膜 ； 子 宮 肉 腫 ； 膣 癌 ； 視 覚 伝 導 路 お よ び 視 床 下 部 膠 腫 、 小 児 ； 外 陰 癌 ； ヴ ァ ル デ ン ス ト
レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 ； お よ び ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 乳 癌 、 結 腸 癌 、 卵 巣 癌 、 子 宮 癌 、 前 立 腺 癌 、 グ リ オ ー マ 、 黒 色 腫 、 小 細 胞 お よ び 大 細 胞
癌 、 白 血 病 な ら び に 他 の 腫 瘍 性 お よ び 前 癌 疾 病 状 態 な ど の 種 々 の 癌 の 検 出 お よ び モ ニ タ リ
ン グ を 提 供 す る ア レ イ が 作 製 さ れ る 。 異 常 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た MUC-1ま た は CEAも し く は
ヘ プ シ ン な ど の マ ー カ ー は 、 上 記 の 腫 瘍 の ほ と ん ど に 関 連 す る こ と が 公 知 の 共 通 の 腫 瘍 マ
ー カ ー の 例 で あ る 。 腫 瘍 特 異 的 マ ー カ ー を 含 む 総 合 的 な リ ス ト は 医 学 文 献 に お い て 公 知 で
あ る 。 例 示 的 な ア レ イ に は 、 未 成 熟 ま た は ナ イ ー ブ APC由 来 お よ び 病 期 0、 1、 2、 3ま た は 4
に 段 階 分 け さ れ た 腫 瘍 が 認 め ら れ る 患 者 か ら 得 ら れ る APC由 来 の コ ン セ ン サ ス APCシ グ ニ チ
ャ ー が 含 ま れ る 。 組 織 学 的 プ ロ フ ァ イ ル お よ び 他 の 医 学 的 デ ー タ を APCア レ イ と 関 連 し て
使 用 し て 、 疾 病 状 態 に つ い て の 追 加 の 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。 癌 に 対 す る APC応 答
の 柔 軟 性 お よ び 特 異 性 に よ り 癌 種 を 特 異 性 高 く 同 定 し 、 疾 病 の 病 期 を 判 定 す る こ と が 可 能
に な る 。 従 っ て 、 そ れ ら に よ り 、 医 療 従 事 者 は 、 例 え ば 、 化 学 療 法 中 に APCシ グ ニ チ ャ ー
の 変 化 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ っ て 治 療 法 の 経 過 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と も 可 能 に な
る 。 例 え ば 、 膵 臓 癌 患 者 に ゲ ム シ タ ビ ン を 提 供 し 、 ゲ ム シ タ ビ ン 治 療 コ ー ス の 前 ま た は 最
中 に DCを 患 者 か ら 抽 出 し て 、 膵 臓 癌 DCア レ イ と 共 に 使 用 す る 。 ア レ イ は 治 療 開 始 時 に は 膵
臓 癌 は 段 階 3で あ る こ と を 示 し 、 1ヶ 月 の ゲ ム シ タ ビ ン 治 療 に よ り 癌 は 段 階 2の 病 期 に 戻 っ
た こ と を 示 し 、 そ れ に よ っ て 患 者 の ゲ ム シ タ ビ ン 治 療 の 継 続 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 疾 患 が 認 め ら れ る 個 人 か ら APCア レ イ を 作 製 す る 。 代
表 的 な 遺 伝 子 疾 患 に は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 の 存 在 、 疾 病 状 態 を 生 じ る も し く は 疾 病 状 態 に 寄
与 す る 生 理 活 性 分 子 で あ る 遺 伝 子 の 発 現 産 物 、 ま た は 健 康 な 個 人 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 産
物 が 疾 病 状 態 を 改 善 も し く は 予 防 す る 生 理 活 性 分 子 で あ る 遺 伝 子 の 欠 損 に よ っ て 生 じ る 疾
病 状 態 が 含 ま れ る 。 前 者 の 例 は 嚢 胞 性 線 維 症 で あ り 、 疾 病 状 態 は CFTRタ ン パ ク 質 の 突 然 変
異 に よ っ て 生 じ る 。 後 者 の 例 は PKUで あ り 、 疾 病 状 態 は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 代 謝 を 可 能
に す る 酵 素 の 欠 損 に よ っ て 生 じ る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ お よ び 方 法 を 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ
に 適 当 な 遺 伝 子 疾 患 の 例 に は 、 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 、 内 分 泌 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、
筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 狼 瘡 、 ア ン ジ ェ ル マ ン 症 候 群 、 シ ャ ル コ ー ・ マ リ ー ・ ツ ー ス 病 、 て
ん か ん 、 本 態 性 振 せ ん 、 脆 弱 性 X症 候 群 、 フ リ ー ド ラ イ ヒ 失 調 症 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 ニ ー
マ ン -ピ ッ ク 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 プ ラ ダ ー -ウ ィ リ 症 候 群 、 レ ッ ト 症 候 群 、 脊 髄 小 脳 萎 縮
、 ウ ィ リ ア ム 症 候 群 、 エ リ ス -フ ァ ン -ク レ フ ェ ル ト 症 候 群 、 マ ル フ ァ ン 症 候 群 、 筋 強 直 性
ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 大 脳 白 質 萎 縮 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 ベ ス ト 病 、 ゴ ー シ ェ 病 、 グ
ル コ ー ス ガ ラ ク ト ー ス 吸 収 不 良 、 脳 回 転 状 萎 縮 、 若 年 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 発 作 性 夜 間 血 色 素
尿 症 、 フ ェ ニ ル ケ ト ン 尿 症 、 レ フ サ ム 病 お よ び タ ン ジ ア ー 病 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な ア レ
イ は 患 者 の 遺 伝 子 疾 患 を 検 出 し 、 治 療 中 に 遺 伝 子 疾 患 患 者 を モ ニ タ リ ン グ す る 際 に 有 用 で
あ る 。 同 様 に 、 本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 特 に 健 康 な 遺 伝 子 産 物 の 出 現 に つ い て ま た は 遺 伝 子
治 療 ベ ク タ ー に 対 す る 有 害 反 応 に つ い て 、 こ の よ う に 治 療 さ れ て い る 患 者 の 免 疫 状 態 を モ
ニ タ リ ン グ す る こ と に よ っ て 、 遺 伝 子 治 療 の 経 過 を モ ニ タ リ ン グ す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 上 記 の 考 察 は 試 料 中 の 生 物 学 的 変 化 を 測 定 す る た め の 診 断 に APCを 使 用 す る こ と に 焦 点
を 絞 っ て い る が 、 別 の 態 様 に お い て 、 血 液 、 痰 、 尿 、 唾 液 、 粘 液 、 脳 脊 髄 液 、 リ ン パ 液 等
な ど の 被 験 者 の 体 液 の 直 接 分 析 を ア ッ セ イ に 供 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 試 料 は 種 々 の
医 学 的 技 法 、 例 え ば 、 脳 脊 髄 液 中 の 感 染 を 探 す た め の 腰 椎 穿 刺 ま た は プ ロ テ オ ミ ク ス ツ ー
ル な ど の 実 験 技 法 、 例 え ば 、 質 量 分 析 法 を 使 用 し て 分 析 さ れ 、 一 般 に 公 知 で 、 以 下 に も 記
載 さ れ て い る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 よ り さ ら に 高 機 能 の 検 出 お よ び モ ニ タ リ ン
グ 方 法 を 提 供 す る 被 験 者 の 生 体 液 の 直 接 分 析 と 併 せ て 、 変 化 に つ い て APCを モ ニ タ リ ン グ
す る こ と に 関 係 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 従 っ て 、 APCは 、 特 定 の 状 態 に お い て DCに よ っ て 代 表 さ れ る 特 異 的 な ゲ ノ ム お よ び プ ロ
テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー に 基 づ い て 、 生 物 の 生 物 学 的 変 化 を モ ニ タ リ ン グ す る 特 異 性 が 高
く 、 迅 速 な 手 段 を 提 供 す る 。 上 記 の 考 察 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 免 疫 学 的 反 応
性 と し て こ の よ う な 一 般 的 な 技 法 を 使 用 す る ア ッ セ イ に APCを 使 用 す る こ と に 中 心 を 置 い
て い る 。 他 の プ ロ テ オ ミ ク ス ツ ー ル は 、 APC状 態 の 変 化 を 測 定 す る 際 に 適 当 で あ る 。 DCプ
ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー を 得 る 特 に 好 ま し い 方 法 は 、 APC試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル を 得 る
こ と に 関 係 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ こ 10年 で 、 質 量 分 析 法 (MS)は 、 生 物 高 分 子 の 分 析 に お け る 重 要 な 分 析 ツ ー ル と な っ て
い る 。 質 量 分 析 法 は 、 真 空 下 に お い て 分 子 を イ オ ン 化 し 、 蒸 発 に よ っ て そ れ ら を 「 飛 行 さ
せ る 」 こ と に よ っ て 個 々 の 分 子 の 「 重 量 を 測 る 」 手 段 を 提 供 す る 。 電 場 と 磁 場 の 組 み 合 わ
せ の 影 響 下 に お い て 、 イ オ ン は 、 個 々 の 質 量 (m)お よ び 荷 電 (z)に 応 じ て 軌 道 を 描 く 。 MSを
実 施 す る た め に は 、 検 討 中 の 試 料 を 、 エ ネ ル ギ ー 注 入 に よ っ て 表 面 か ら エ ネ ル ギ ー 脱 離 /
イ オ ン 化 (EDI)に 供 す る 。 典 型 的 に は 、 EDIは 熱 脱 離 /イ オ ン 化 (TDI)、 プ ラ ズ マ 脱 離 /イ オ
ン 化 (PDI)お よ び 高 速 原 子 衝 撃 (FAB)、 電 子 衝 撃 等 な ど の 種 々 の 種 類 の 照 射 脱 離 /イ オ ン 化 (
IDI)で あ る 。 試 料 を イ オ ン 化 す る た め に レ ー ザ ー を 使 用 す る 場 合 に は 、 方 法 は 、 マ ト リ ッ
ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 (MALDI)な ど の レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 (LDI)と 呼 ば れ る 。
脱 離 は 、 好 ま し く は 、 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 (SELDI)な ど の イ オ ン 化 表 面 に お い
て 種 々 の ヘ ル パ ー 物 質 ま た は 官 能 基 と 共 に MS分 析 物 を 提 示 す る こ と に よ っ て 支 援 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 低 分 子 量 分 子 に つ い て は 、 質 量 分 析 法 は 、 長 い 間 、 親 分 子 イ オ ン の 質 量 を 求 め る こ と に
よ っ て 有 機 分 子 を 分 析 し 、 特 徴 づ け る た め の 通 常 の 物 理 -有 機 レ パ ー ト リ ー の 一 部 で あ っ
た 。 い わ ゆ る 「 ソ フ ト イ オ ン 化 」 方 法 、 す な わ ち MALDIお よ び エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン
化 (ESI)の 導 入 に よ り 、 高 分 子 、 す な わ ち 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 な ど の 質 量 が 300 k
Daを 超 え る 高 分 子 の 無 傷 (intact)イ オ ン 化 、 検 出 お よ び 正 確 な 質 量 測 定 が 可 能 に な っ た (F
enn, J. B., et al., (1989) Science 246, 64-71; Karas M. & Hillenkamp F. (1988) A
nal. Chem. 60, 2299-3001参 照 )。 ま た 、 イ オ ン 化 し た 親 分 子 と 他 の 粒 子 (例 え ば 、 ア ル ゴ
ン 原 子 )と の 衝 突 を ア レ ン ジ す る こ と に よ っ て 、 イ オ ン 化 し た 親 分 子 を フ ラ グ メ ン ト 化 し
、 衝 突 誘 起 解 離 (CID)に よ っ て 二 次 イ オ ン を 形 成 す る 。 フ ラ グ メ ン ト 化 パ タ ー ン /経 路 に よ
り 、 よ り 詳 細 な 情 報 、 例 え ば 、 分 子 の 構 造 情 報 が 誘 導 さ れ う る こ と が 非 常 に 多 い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 MALDI-MSお よ び ESI-MSは 、 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 を 分 析 す る た め に 使 用 さ れ て い る (Nor
dhoff E., et al., (1997) Mass Spectrom. Rev. 15: 67-138参 照 )。 し か し 、 核 酸 は 極 性
が 強 い 生 体 分 子 で あ り 、 揮 発 が 困 難 で あ る の で 、 明 瞭 で 正 確 な 分 解 能 に は 質 量 の 上 限 が あ
っ た 。 ESIは 、 MDa質 量 範 囲 の 大 型 核 酸 の 無 傷 の 脱 離 が MALDIよ り 優 れ て い る と 思 わ れ る (Fu
erstenau S. D. & Benner W. H. (1995). Rapid Commun. Mass Spectrom. 9, 1528-38; C
hen R., Cheng X., Mitchell et al., (1995). Anal. Chem. 67, 1159-1163)。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 紫 外 線 (UV)の レ ー ザ ー を 用 い る 大 型 DNA分 子 の MALDI-MSの 報 告 が 数 報 報 告 さ れ て い る (Ro
ss P. L. & P. Belgrader (1997) Anal. Chem. 69: 3966-3972; Tang K., et al., (1994
) Rapid Commun. Mass Spectrum. 8: 727-730; Bai J., et al., (1995) Rapid Commun. 
Mass Spectrum. 9: 1172-1176; Liu Y-H-, et al., (1995) Anal. Chem. 67: 3482-3490 
and Siegert C. W., et al., (1997) Anal. Biochem. 243, 55-65。 し か し 、 こ れ ら の 報
告 に 基 づ い て 考 え る と 、 質 量 が 30 kDaを 超 え る 核 酸 の UV-MALDI-MSに よ る 分 析 は 、 現 在 の
約 90 kDaの 質 量 の 上 限 で は 困 難 さ が 増 す こ と が 明 ら か で あ る (Ross P. L. & P. Belgrader
 (1997) Anal. Chem. 69: 3966-3972)。 DNA UV-MALDIス ペ ク ト ル の 質 の 低 下 は 、 リ ン 酸 骨
格 の イ オ ン フ ラ グ メ ン ト 化 お よ び 多 数 の 塩 形 成 の 組 み 合 わ せ に 原 因 が あ っ た 。 RNAは 、 UV-
MALDI条 件 下 で は DNAよ り 安 定 性 が か な り 高 い の で 、 RNAの 利 用 可 能 な 質 量 範 囲 は 最 高 約 150
 kDaで あ る (Kirpekar F., et al., (1994). Nucleic Acids Res. 22, 3866-3870)。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 固 体 マ ト リ ッ ク ス (ほ と ん ど コ ハ ク 酸 で 、 わ ず か な 程 度 で 、 尿 素 お よ び ニ コ チ ン 酸 )を 用
い る IR-MALDIに よ る 核 酸 の 分 析 が 記 載 さ れ て い る (Nordhoff, E. et al., (1992) Rapid C
ommun. Mass Spectrom. 6: 771-776; Nordhoff, E. et al., (1993) Nucleic Acids Res.
 21 : 3347-3357; and Nordhoff, E. et al., (1995) J. Mass Spec. 30: 99-112)。 1992
年 の Nordhoffら の 論 文 は 、 20merの DNAお よ び 80merの RNAが 分 解 能 の ほ ぼ 上 限 で あ る こ と を
報 告 し て い る 。 し か し 、 1993年 の Nordhoffら の 論 文 は 、 26merの DNAお よ び 104merの tRNAの
別 個 の ス ペ ク ト ル を 提 供 し て い る 。 1995年 の Nordhoffら の 論 文 は 、 コ ハ ク 酸 を 用 い る IR-M
ALDIよ り 、 3-ヒ ド ロ キ シ ピ コ リ ン 酸 固 体 マ ト リ ッ ク ス を 用 い る UV-MALDIに よ っ て 40merの
分 析 の 実 質 的 な 良 好 な ス ペ ク ト ル が 得 ら れ る こ と を 示 す (図 1(d)お よ び 1(e)参 照 )。 実 際 、
1995年 の 報 告 は 、 IR-MALDIに よ り 実 質 的 な 程 度 の 迅 速 な フ ラ グ メ ン ト 化 が 得 ら れ た こ と を
報 告 し て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 時 間 飛 行 型 (TOF)質 量 分 析 計 で は 、 イ オ ン の 質 量 対 荷 電 比 m/zは 飛 行 時 間 か ら 求 め る こ と
が で き る 。 質 量 分 析 法 で は 測 定 さ れ る も の は 常 に 質 量 対 荷 電 比 m/zで あ り 、 mは 質 量 で あ り
、 zは イ オ ン が 保 有 す る 基 本 的 な 荷 電 の 数 で あ る が 、 以 下 で は 、 簡 単 に す る た め に 、 質 量 m
お よ び そ の 測 定 だ け に 言 及 す る 。 MALDIな ど の 多 数 の 種 類 の イ オ ン 化 は 主 に 単 一 荷 電 イ オ
ン (z=1)だ け を 供 給 す る の で 、 こ れ ら の 種 類 の イ オ ン 化 の 差 は 実 際 に は 消 滅 す る 。 イ オ ン
セ レ ク タ ー お よ び 速 度 集 束 リ フ レ ク タ ー を 備 え て い る 時 間 飛 行 型 質 量 分 析 計 (TOF-MOS)で
は 、 飛 行 時 間 に 基 づ い て イ オ ン セ レ ク タ ー に よ っ て 選 択 さ れ る 親 イ オ ン の 娘 イ オ ン ま た は
フ ラ グ メ ン ト イ オ ン ス ペ ク ト ル を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 親 イ オ ン の 娘 ま た は フ ラ グ
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メ ン ト イ オ ン へ の 分 解 は 、 イ オ ン 化 中 に 過 剰 エ ネ ル ギ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て (い わ ゆ
る 、 PSD「 ポ ス ト ソ ー ス 分 解 （ post source decay） 」 ス ペ ク ト ル )ま た は 衝 突 誘 起 フ ラ グ
メ ン ト 化 な ど の 他 の 方 法 を 適 用 す る こ と に よ っ て 誘 導 す る こ と が で き る 。 分 解 に よ っ て 生
じ た 親 イ オ ン お よ び 娘 イ オ ン は 、 異 な る エ ネ ル ギ ー に よ っ て リ フ レ ク タ ー 内 に 質 量 に 応 じ
て 分 散 す る よ う に 、 同 じ 平 均 速 度 で あ る が 、 異 な る 質 量 比 例 比 で 同 時 に リ フ レ ク タ ー に 入
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 従 っ て 、 質 量 分 析 な ら び に 例 え ば 、 赤 外 お よ び 紫 外 線 吸 収 ス ペ ク ト ル 、 核 磁 気 共 鳴 ス ペ
ク ト ル の 検 出 を 可 能 に す る 他 の ツ ー ル な ら び に 生 体 分 子 相 互 作 用 分 析 (例 え ば 、 ELISAま た
は 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 (SPR)プ ロ フ ァ イ ル 、 Nedlekov et al., (2003) Appl. Env. Microb
iol.参 照 )お よ び 試 料 の 物 理 特 性 を 測 定 す る た め の 他 の 技 法 も 試 料 を 分 析 す る た め の 方 法
を 提 供 す る 。 従 来 の 実 験 方 法 に 関 連 し て 上 記 の APCを 使 用 す る 方 法 か ら 得 ら れ る 情 報 は 、
検 討 中 の 各 試 料 の 異 な る 特 性 を 解 像 す る こ と が で き る 統 合 的 ア プ ロ ー チ を 提 供 す る 。 例 え
ば 、 2つ の 試 料 の MSプ ロ フ ァ イ ル が 類 似 性 の 高 い パ タ ー ン を 示 す 場 合 に は 、 IRス ペ ク ト ル
、 NMRス ペ ク ト ル ま た は SPRな ど の 第 2の 分 析 を 使 用 し て 追 加 の 比 較 シ グ ニ チ ャ ー お よ び 情
報 を 提 供 す る 。 結 果 は 、 試 料 (単 独 ま た は 混 合 状 態 )の 独 立 し た 同 定 を 提 供 す る 、 な ら び に
あ る 態 様 に お い て 、 濃 度 な ど の 試 料 の 定 量 的 情 報 お よ び 試 料 混 合 物 中 の 他 の 薬 剤 ま た は 物
質 の 同 定 な ど の 定 性 的 情 報 も 提 供 す る こ と が で き る 各 試 料 ま た は 分 析 中 の 試 料 に 特 異 的 な
分 析 シ グ ニ チ ャ ー プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し い 方 法 は 、 健 康 状 態 お よ び 抗 原 付 加 に 応 答 し た APCの プ ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ
ー を 得 る た め に 質 量 分 析 を 使 用 す る 。 質 量 分 析 は ま た 、 抗 原 ま た は 他 の 汚 染 物 質 を 含 有 す
る こ と が 疑 わ れ る 混 合 物 に 直 接 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の シ グ ニ チ ャ ー を 得 る た め
の 最 も 好 ま し い 分 析 方 法 に は 、 Ciphergen社 製 の  ProteinChip(登 録 商 標 ) System Series 
4000な ど の SELDIま た は Perkin Elmer社 製 の prOTOF(商 標 )2000 MALDI O-TOF質 量 分 析 計 な
ど の MALDIを MSに 接 続 す る 直 交 プ ラ ッ ト ホ ー ム に 基 づ い た MALDI O-TOFが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 局 面 に お い て 、 APC、 好 ま し く は 、 DCの プ ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー は 、 ア メ リ カ 国
立 ア レ ル ギ ー 感 染 病 研 究 所 生 物 兵 器 防 衛 優 先 病 原 体 リ ス ト (National Institute for Alle
rgy and Infectious Diseases Biodefense Priority Pathogens List)の 毒 素 お よ び 生 物
の 負 荷 後 に 得 ら れ る 。 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 DCを 抗 原 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト と 培 養 す
る 。 プ ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー を 得 る 。 こ れ ら の 関 連 抗 原 に は 、 炭 疽 菌 (Bacillus anth
racis)(炭 疽 菌 )、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ボ ツ リ ナ ム (Clostridium botulinum)、 エ ル シ ニ ア
・ ぺ ス テ ィ ス (Yersinia pestis)、  バ リ オ ラ ・ メ ジ ャ ー (Variola major) (天 然 痘 )お よ び
他 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、  野 兎 病 菌 (Francisella tularensis)(野 兎 病 )、 お よ び ウ イ ル ス
性 出 血 熱 を 生 じ る も の 、  LCM、 フ ニ ン ウ イ ル ス (Junin virus)、 マ チ ュ ポ ウ イ ル ス (Machup
o virus)、  グ ア ナ リ ト ウ イ ル ス (Guanarito virus)お よ び ラ ッ サ 熱 を 生 じ る も の な ど の ア
レ ナ ウ イ ル ス (Arenavirus)、 リ フ ト バ レ ー 熱 を 生 じ る も の な ど の ブ ン ヤ ウ イ ル ス (Bunyavi
rus)お よ び ハ ン タ ウ イ ル ス (Hantavirus)、 カ リ シ ウ イ ル ス (Calicivirus)、  A型 、 B型 お よ
び C型 肝 炎 、  西 ナ イ ル ウ イ ル ス (West Nile Virus)、 ラ ク ロ ス (LaCrosse)、 カ リ フ ォ ル ニ
ア 脳 炎 (California encephalitis)、  VEE、  EEE、  WEE、  日 本 脳 炎 ウ イ ル ス (Japanese En
cephalitis Virus)な ど の ウ イ ル ス 性 脳 炎 、 キ ャ サ ヌ ー ル 森 林 病 ウ イ ル ス (Kyasanur Fores
t Virus)、  ダ ニ 媒 介 性 出 血 熱 ウ イ ル ス (Tickborne hemorrhagic fever virus)、 ク リ ミ ア
-コ ン ゴ 出 血 熱 ウ イ ル ス (Crimean-Congo Hemorrhagic fever virus)、 ダ ニ 媒 介 性 脳 炎 ウ イ
ル ス (Tickborne encephalitis viruses)、 黄 熱 病 (Yellow fever)、 多 剤 耐 性 TB、 イ ン フ ル
エ ン ザ 、 他 の リ ケ ッ チ ア お よ び 狂 犬 病 、 フ ラ ウ イ ル ス (Flavirus)、 デ ン グ 熱 (Dengue)、 フ
ィ ロ ウ イ ル ス (Filovirus)、 エ ボ ラ (Ebola)、 マ ー ブ ル グ 類 鼻 疽 菌 (Marburg Burkholderia 
pseudomallei)、 コ ク シ エ ラ ・ ブ ル ネ ッ テ ィ (Coxiella burnetii)(Q熱 )、 ブ ル セ ラ 種 (Bruc
ella species)(ブ ル セ ラ 症 )、 鼻 疽 菌 (Burkholderia mallei)(鼻 疽 )、 リ シ ン 毒 素 (ヒ マ (Ri
cinus communis)由 来 )、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ パ ー フ リ ン ゲ ン ス (Clostridium perfringens
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)の ε 毒 素 、 ス タ ヒ ロ コ ッ カ ス ・ エ ン テ ロ ト キ シ ン B(Staphylococcus enterotoxin B)、 発
疹 チ フ ス (Typhus fever)(発 疹 チ フ ス リ ケ ッ チ ア (Rickettsia prowazekii))、  食 品 お よ び
水 媒 介 性 病 原 体 、 下 痢 原 性 大 腸 菌 (Diarrheagenic E.coli)、 病 原 性 ビ ブ リ オ (Pathogenic 
Vibrios)、 シ ゲ ラ 種 (Shigella species)、 サ ル モ ネ ラ (Salmonella)、 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ
イ ト ゲ ネ ス (Listeria monocytogenes)、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ (Campylobacter j
ejuni)、 エ ル シ ニ ア ・ エ ン テ ロ コ リ チ カ (Yersinia enterocolitica)な ど の 細 菌 お よ び ク
リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム ・ パ ル バ ム (Cryptosporidium parvum)、 シ ク ロ ス ポ ラ ・ カ ヤ タ ネ ン シ
ス (Cyclospora cayatanensis)、 ジ ア ル ジ ア ・ ラ ン ブ リ ア (Giardia lamblia)、 エ ン タ モ エ
バ ・ ヒ ス ト リ チ カ (Entamoeba histolytica)、 ト キ ソ プ ラ ズ マ (Toxoplasma)、 微 胞 子 虫 (Mi
crosporidia)な ど の 原 虫 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 生 体 試 料 は 、 リ ポ 多 糖 含 量 、 糖 タ ン パ ク 質
含 量 、 膜 組 成 、 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ の 有 無 、 病 原 性 因 子 な ど の 特 定 の タ ン パ ク 質 の 発 現
お よ び 他 の 生 化 学 プ ロ フ ァ イ ル な ど の 基 準 に 基 づ い て 、 検 出 お よ び 同 定 を 可 能 に す る 。 例
え ば 、 Dell A, Morris HR, 質 量 分 析 法 に よ る 糖 タ ン パ ク 質 構 造 決 定 (Glycoprotein struc
ture determination by mass spectrometry). Science. 2001; 291(5512):2351-6参 照 。
ま た 、 Rudd P.M.ら 、 正 常 お よ び 病 的 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム の グ リ コ シ ル 化
の 差 (Glycosylation differences between the normal and pathogenic prion protein i
soforms). Proc Natl Acad Sci U S A. 1999, 96(23): 13044-9も 参 照 。 ま た 、 Beermanら
、 B.ブ ル ド ル フ ェ リ (B. burdorferi)の リ ポ タ ン パ ク 質 の 脂 質 成 分 ： 構 造 分 析 、 抗 原 性 お
よ び ヒ ト 樹 状 細 胞 に よ る 提 示 (The lipid component of lipoproteins from B. burdorfer
i: structural analysis, antigenicity, and presentation by human dendritic cells)
, Biochem. Biophys. Res. Comm., 267: 897-905 (2000)も 参 照 。 分 析 シ グ ニ チ ャ ー は 、
ア メ リ カ 国 立 ア レ ル ギ ー 感 染 病 研 究 所 生 物 兵 器 防 衛 優 先 病 原 体 リ ス ト (National Institut
e for Allergy and Infectious Diseases Biodefense Priority Pathogens List)の 1つ ま
た は 複 数 の 毒 素 お よ び 生 物 に 接 触 し た (ま た は 接 触 が 疑 わ れ る )被 験 者 の 細 胞 、 体 液 お よ び
組 織 の 試 料 か ら 得 ら れ る 。 DCお よ び 体 液 ま た は 組 織 の シ グ ニ チ ャ ー を 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と
比 較 し て 、 接 触 を 確 認 し 、 治 療 の モ ニ タ リ ン グ の 助 け と す る 。 例 え ば 、 天 然 痘 に 接 触 し た
こ と が 疑 わ れ る 被 験 者 か ら 血 液 試 料 を 得 る 。 試 料 を 2つ に 分 割 す る ； 一 方 か ら DCを 回 収 し
、 他 方 か ら 血 漿 を 精 製 す る 。 両 方 の 試 料 を 質 量 分 析 に 供 す る 。 接 触 お よ び ナ イ ー ブ DCの 陽
性 お よ び 陰 性 対 照 を 提 供 す る 参 照 シ グ ニ チ ャ ー と DCシ グ ニ チ ャ ー を 比 較 し 、 痘 瘡 ウ イ ル ス
の 存 在 に つ い て 血 漿 を ア ッ セ イ す る 。 患 者 が ウ イ ル ス 血 症 ま た は 有 症 に な る 前 に シ グ ニ チ
ャ ー は 感 染 を 確 認 す る こ と が で き 、 検 疫 を 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 SELDIま た は MALDI O-TOF質 量 分 析 計 シ グ ニ チ ャ ー は 、 微 生 物 試 料 の 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、
炭 水 化 物 お よ び 脂 質 を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 、 病 原 体 全 体 の
シ グ ニ チ ャ ー を プ ロ フ ァ イ リ ン グ し 、 得 る こ と が で き る 。 シ グ ニ チ ャ ー は 、 微 生 物 種 お よ
び 種 の 変 種 、 例 え ば 、 大 腸 菌 O157、 微 生 物 増 殖 期 、 例 え ば 、 胞 子 形 成 、 栄 養 ま た は 活 発 増
殖 期 お よ び 相 対 年 代 な ら び に 病 原 性 、 例 え ば 、 A群 連 鎖 球 菌 の 化 膿 性 外 毒 素 A産 生 、 コ レ ラ
菌 (Vibrio choleae)の コ レ ラ 毒 素 、 志 賀 毒 素 産 生 性 大 腸 菌 (STEC)ま た は 腸 管 出 血 性 株 (EHE
C)の 大 腸 菌 に お け る エ ン テ ロ ト キ シ ン 産 生 な ど の 他 の 特 徴 を 識 別 す る 。 例 え ば 、 Laiら は
、 67株 の カ ル ノ バ ク テ リ ウ ム 属 (Carnobacterium)、 非 定 型 ラ ク ト バ チ ル ス (Lactobacillus
)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ デ ュ ラ ン ス (Enterococcus durans)、 ラ ク ト バ チ ル ス ・ マ ル タ ロ ミ
カ ス (Lactobacillus maltaromicus)お よ び バ ガ コ ッ カ ス ・ サ ル モ ニ ナ ル ム (Vagacoccus sa
lmoninarum)を フ ー リ エ 変 換 赤 外 (FT-IR)分 光 法 に よ っ て 調 査 し た こ と を 考 察 し て い る 。 6
ヶ 月 の 期 間 に わ た る 培 養 齢 お よ び 再 現 性 の 影 響 も 検 討 し た 。 結 果 を 多 変 量 解 析 に よ っ て 分
析 し 、 以 前 に 実 施 さ れ た 数 量 表 現 検 討 、 熱 分 解 質 量 分 析 (PyMS)検 討 の 結 果 お よ び DNA-DNA
お よ び 16S rRNA配 列 相 同 性 を 使 用 し た 検 討 と 比 較 し た 。 FT-IRデ ー タ と こ れ ら の 検 討 の 分
類 学 的 関 連 が 観 察 さ れ た 。 培 養 齢 は 、 得 ら れ る ス ペ ク ト ル に ほ と ん ど 影 響 し な い こ と が 観
察 さ れ た 。 再 現 性 検 討 は 、 6ヶ 月 の 期 間 に 2回 作 製 さ れ た ス ペ ク ト ル 間 に 関 連 が あ る こ と を
示 し た 。 FTIRは カ ル ノ バ ク テ リ ウ ム 属 (Carnobacterial)の 分 類 を 検 討 す る た め の 信 頼 で き
る 方 法 で あ り 、 カ ル ノ バ ク テ リ ウ ム 属 (Carnobacterium)の 同 定 に 使 用 す る た め の 迅 速 な 方
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法 と し て さ ら な る 可 能 性 を 有 す る と Laiら は 結 論 づ け た 。 Lai, S., R. Goodacre, et al. 
(2004). 「 フ ー リ エ 変 換 赤 外 分 光 法 (FT-IR)を 使 用 す る カ ル ノ バ ク テ リ ウ ム 属 (Carnobacte
rium) の 生 物 全 体 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 (Whole-organism fingerprinting of the genus 
Carnobacterium using Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR).)」  Syst Ap
pl Microbiol 27(2): 186-91参 照 。 同 様 に 、 Leeら は 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ
オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 法 に よ る 検 出 を 用 い る フ ロ ー フ ィ ー ル ド フ ロ ー フ ラ ク シ ョ ネ ー
シ ョ ン (フ ロ ー (flow) FFF)分 離 技 法 を 併 せ た 細 菌 分 析 方 法 を 考 察 し て い る 。 フ ロ ー FFFに
使 用 す る 担 体 液 体 の 組 成 は 、 細 菌 細 胞 の 保 持 お よ び MALDI方 法 と の 適 合 性 に 基 づ い て 選 択
さ れ る 。 フ ロ ー FFFと MALDI-TOF MSと の 組 み 合 わ せ は P. プ チ ダ (P. putida)お よ び 大 腸 菌 (
E. coli)に つ い て 実 証 さ れ て い る 。 FFFに よ る 分 離 に よ り 全 細 胞 分 画 を 回 収 し 、 さ ら に MAL
DI-MSに よ っ て 分 析 し た 。 異 な る 時 間 間 隔 に お い て 回 収 さ れ た 各 分 画 は 、 細 菌 の 異 な る サ
イ ズ お よ び 異 な る 増 殖 期 に 対 応 し た 。 Lee, H., S. K. Williams, et al. (2003). 「 フ ロ
ー フ ィ ー ル ド フ ロ ー フ ラ ク シ ョ ネ ー シ ョ ン お よ び マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化
飛 行 時 間 型 質 量 分 析 法 に よ る 全 細 菌 細 胞 の 分 析 (Analysis of whole bacterial cells by 
flow field-flow fractionation and matrix-assisted laser desorption/ionization ti
me-of-flight mass spectrometry.)」  Anal Chem 75(11): 2746-52参 照 。 同 様 に 、 Lefman
nら は 、 放 線 菌 の 同 定 に 使 用 さ れ る PCR増 幅 し 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 し た 16S rRNA遺 伝 子 (rDNA)
の 塩 基 特 異 的 切 断 後 の MALDI-TOF MSを 考 察 し て い る 。 臨 床 検 体 か ら 頻 繁 に 単 離 さ れ る こ と
12種 の 標 準 株 の マ イ コ バ ク テ リ ウ ム 種 (Mycobacterium spp.)の 全 長 の 16S rDNA参 照 配 列 を
PCR、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 に よ っ て 決 定 し た 。 MALDI-TOF MSに 基 づ い た 比 較 配 列
分 析 に つ い て は 、 12種 の 標 準 株 お よ び 24種 の 臨 床 単 離 株 の 放 線 菌 16S rDNAシ グ ニ チ ャ ー 配
列 (約 500 bp)を 、 RNAプ ロ モ ー タ ー タ グ 付 き 順 方 向 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て PCR増 幅 し た 。 5-
メ チ ル リ ボ -CTPの 存 在 下 に お け る 順 方 向 鎖 の T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 性 転 写 は 、 塩 基 特 異
的 切 断 に よ っ て 作 製 さ れ る フ ラ グ メ ン ト の 質 量 差 を 最 大 に し た 。 そ の 後 、 イ ン ビ ト ロ 転 写
物 を RNase T1で 処 理 し て 、 G特 異 的 切 断 を 生 じ た 。 MALDI-TOF MSに よ る 試 料 分 析 は 、 12種
の 標 準 株 の 各 々 の 特 異 的 な 質 量 信 号 パ タ ー ン を 示 し 、 疑 う 余 地 の な い 同 定 を 可 能 に し た 。
検 出 さ れ た 質 量 信 号 パ タ ー ン を そ の 標 準 株 の 参 照 配 列 由 来 コ ン ピ ュ ー タ パ タ ー ン お よ び 報
告 さ れ て い る 16S rDNA配 列 の コ ン ピ ュ ー タ 質 量 パ タ ー ン と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 24種 全
て の 臨 床 単 離 株 を 明 白 に 同 定 し た 。 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ キ セ ノ ピ (Mycobacterium xenop
i)標 準 株 (DSM 43995)の 16S rDNA微 小 不 均 一 性 を MALDI-TOF MSに よ っ て 検 出 し 、 そ の 後 サ
ン ガ ー ジ デ オ キ シ 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。 RNA転 写 物 の 塩 基 特 異 的 切 断 後 の MSに よ る 1
6S rDNAア ン プ リ コ ン の 分 析 は 、 結 核 菌 (Mycobacterium tuberculosis)群 お よ び 遍 在 性 (ub
iquitous)放 線 菌 (ツ ベ ル ク ロ シ ス (tuberculosis)以 外 の 放 線 菌 )の 迅 速 で 、 信 頼 性 の 高 い
同 定 を 可 能 に す る こ と を Lefmannら は 結 論 づ け た 。 Lefmann, M.ら 、 放 線 菌 の 遺 伝 子 型 同 定
の た め の 新 規 質 量 分 析 に 基 づ い た ツ ー ル (Novel mass spectrometry-based tool for geno
typic identification of mycobacteria). J Clin Microbiol 42(1): 339-46 (2004)参 照
。 従 っ て 、 本 発 明 の 一 目 的 は 、 細 菌 病 原 体 の プ ロ テ オ ミ ク ス 、 ゲ ノ ム 、 脂 質 、 炭 水 化 物 お
よ び 全 生 物 シ グ ニ チ ャ ー を 得 る 段 階 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ れ ら は 、 SELDIま た は MALDI O
-TOF質 量 分 析 法 を 単 独 ま た は 他 の ア ッ セ イ と 併 用 し て 使 用 し て 得 ら れ る 。 微 生 物 の 同 定 は
細 菌 に 限 定 さ れ ず 、 従 っ て 、 他 の 病 原 性 生 物 の 分 析 シ グ ニ チ ャ ー に は 、 真 菌 、 ウ イ ル ス 、
プ リ オ ン な ら び に 他 の 感 染 性 菌 お よ び 病 原 体 の も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 APCか ら 誘 導 さ れ る プ ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー お よ び 患 者 の 体 液 の 病 原 体 の 直 接 評 価
に よ っ て 得 ら れ る も の は 記 載 の 疾 病 の 診 断 に 使 用 さ れ る が 、 例 え ば 、 テ ル ビ ナ フ ィ ン 、 フ
ル コ ニ ゾ ー ル (fluconizole)、 ラ ミ ブ ジ ン 、 シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン 、 バ ン コ マ イ シ ン 、 ペ ニ
シ リ ン 、 メ チ シ リ ン お よ び 他 の 抗 生 物 質 な ど の 抗 菌 化 合 物 に 応 答 す る 治 療 経 過 の モ ニ タ リ
ン グ に 特 に 有 用 で あ る 。 抗 菌 化 合 物 で 治 療 的 に 治 療 さ れ た 被 験 者 の 組 織 、 体 液 お よ び 細 胞
の シ グ ニ チ ャ ー は ま た こ の よ う な 治 療 中 の 毒 性 に つ い て も 分 析 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル
ス 試 料 の 検 出 は 、 例 え ば 、 ラ ミ ブ ジ ン の 長 期 治 療 中 に 生 じ る ラ ミ ブ ジ ン 耐 性 を 可 能 に す る
B型 肝 炎 ウ イ ル ス (HBV)の 突 然 変 異 を ア ッ セ イ し た Hongら に 記 載 さ れ て い る 。 ラ ミ ブ ジ ン に
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よ る 治 療 は 、 HBV DNAポ リ メ ラ ー ゼ の YMDDモ チ ー フ に ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る HBVビ リ オ ン の
選 択 を 生 じ る こ と が 多 い 。 MALDI-TOF MS遺 伝 子 型 分 け は 、 感 度 よ く か つ 特 異 的 に HBV変 種
を 検 出 す る 。 Hongら の ア ッ セ イ は 、 YMDDモ チ ー フ の 突 然 変 異 部 位 を 含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の PCR増 幅 お よ び 質 量 測 定 に 基 づ い て い る 。 そ こ に 記 載 さ れ て い る MALDI-TOF MSに
基 づ い た 遺 伝 子 型 分 け は 、 血 清 1ミ リ リ ッ ト ル あ た り 100コ ピ ー 程 度 の 少 な い HBVゲ ノ ム を
検 出 す る の に 十 分 に 感 度 が 高 く 、 野 生 型 お よ び 変 種 ウ イ ル ス の 混 合 物 を 測 定 す る の に す ぐ
れ た 特 異 性 を 有 す る 。 40人 の 患 者 の 血 清 を 分 析 し た と き 、 MALDI-TOF MSに 基 づ い た ア ッ セ
イ は 、 公 知 の ウ イ ル ス 変 種 お よ び 以 前 の 方 法 で 検 出 さ れ な か っ た 追 加 の ウ イ ル ス 疑 似 種 な
ら び に そ れ ら の 相 対 存 在 量 を 正 確 に 同 定 し た 。 感 度 、 精 度 お よ び ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分 析 の
可 能 性 に よ り 、 MALDI-TOF MSに 基 づ い た ア ッ セ イ は 、 ラ ミ ブ ジ ン を 投 与 さ れ て い る HBV感
染 患 者 の 集 団 検 診 に 好 適 に な り 、 疾 病 の 進 行 お よ び 治 療 へ の 応 答 を さ ら に 理 解 す る 助 け と
な り う る と Hongら は 結 論 づ け た 。 Hongら 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 質 量 分 光 分
析 を 使 用 し た B型 肝 炎 ウ イ ル ス YMDD変 種 の 検 出 (Detection of hepatitis B virus YMDD va
riants using mass spectrometric analysis of oligonucleotide fragments), J Hepato
l. (2004)参 照 。 従 っ て 、 本 発 明 の 一 目 的 は 、 ウ イ ル ス 病 原 体 の プ ロ テ オ ミ ク ス 、 ゲ ノ ム
、 脂 質 、 炭 水 化 物 お よ び 全 生 物 シ グ ニ チ ャ ー な ら び に ウ イ ル ス 感 染 が 認 め ら れ る 被 験 者 の
DCお よ び 他 の 組 織 、 体 液 お よ び 細 胞 の 分 析 シ グ ニ チ ャ ー を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ れ ら は 、
SELDIま た は MALDI O-TOF質 量 分 析 法 を 単 独 ま た は 他 の ア ッ セ イ と 併 用 し て 使 用 し て 得 ら れ
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Bonettoら は 、 細 胞 (PrP(C))の 疾 病 特 異 的 ア イ ソ フ ォ ー ム へ の 構 造 遷 移 の 機 序 お よ び プ
リ オ ン 疾 患 の 病 原 性 を 罹 患 す る 基 礎 と し て プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ス ク レ イ ピ ー (PrP(Sc))の
構 造 お よ び 生 物 学 的 特 性 の 評 価 を 考 察 し て い る 。 マ ウ ス PrPか ら 誘 導 さ れ る 106ア ミ ノ 酸 の
構 築 物 (PrP106ま た は ミ ニ プ リ オ ン と 呼 ば れ る )は 初 代 ニ ュ ー ロ ン 培 養 物 に 毒 性 が 高 く 、 膜
微 小 粘 度 の 顕 著 な 増 加 を 誘 導 す る こ と を Bonettoら は 観 察 し た 。 Bonetto V.ら 、 合 成 ミ ニ
プ リ オ ン PrP106(Synthetic miniprion PrP106), J Biol Chem. 277(35):31327-34 (2002)
参 照 。 従 っ て 、 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 プ リ オ ン 試 料 の シ グ ニ チ ャ ー な ら び
に プ リ オ ン 感 染 が 認 め ら れ る 被 験 者 の APCお よ び 組 織 、 体 液 お よ び 細 胞 の シ グ ニ チ ャ ー を
含 む 。 好 ま し く は 、 こ れ ら は 、 SELDIま た は MALDI O-TOF質 量 分 析 法 を 単 独 ま た は 他 の ア ッ
セ イ と 併 用 し て 使 用 し て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 目 的 は 、 健 康 被 験 者 お よ び 例 え ば 、 心 筋 、 腎 臓 も し く は 神 経 組 織 な
ど の 種 々 の 病 期 の 身 体 的 退 化 、 ウ イ ル ス も し く は 細 菌 な ど の 種 々 の 病 期 の 感 染 、 ま た は 種
々 の 病 期 の 形 質 転 換 、 悪 性 度 も し く は 腫 瘍 形 成 能 (tumorogenicity)に よ っ て 特 徴 付 け ら れ
る 罹 患 被 験 者 、 す な わ ち 、 APC、 体 液 お よ び 組 織 か ら シ グ ニ チ ャ ー 、 例 え ば SELDIま た は MA
LDI O-TOF MSお よ び 他 の 分 析 シ グ ニ チ ャ ー を 得 る こ と で あ る 。 特 に 、 癌 お よ び 前 悪 性 組 織
は 全 て 、 非 罹 患 細 胞 お よ び 組 織 と 比 較 し て 大 き な 生 化 学 的 変 化 を 受 け 、 ス ペ ク ト ル お よ び
他 の 種 類 の 分 析 方 法 に よ っ て 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 一 例 は 、 多 数 の 異 な る 癌
種 の 腫 瘍 関 連 抗 原 MUC-1に 見 ら れ る グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 化 ま た は 癌 胎 児 性 (chorioem
brionic)抗 原 (CEA)も し く は 網 膜 芽 細 胞 腫 (RB)、 p53お よ び サ イ ク リ ン 依 存 的 キ ナ ー ゼ cdk
な ど の 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 識 別 的 な 発 現 で あ る 。 細 胞 形 質 転 換 お よ び 癌 の 数 多 く の マ ー カ ー
が 医 学 文 献 に お い て 公 知 で あ り 、 こ れ ら は 全 て 本 発 明 の 目 的 の た め の 疾 病 シ グ ニ チ ャ ー と
な り う る 。 同 様 に 、 こ れ ら の 組 織 は 、 化 学 療 法 試 料 お よ び 放 射 線 に よ る 治 療 に 応 答 し て 代
謝 状 態 の 変 化 を 示 す 。 こ れ ら の 変 化 は 治 療 に 対 す る 応 答 の 分 子 的 シ グ ニ チ ャ ー で あ り 、 従
っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 目 的 に 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 、 例 え ば
、 特 定 の 腫 瘍 種 を 同 定 し 、 病 期 を 判 定 し 、 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 な ど の 治 療 経 過 の 腫 瘍 の
変 化 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 記 載 さ れ て い る 方 法 を 使 用 し て 、 こ の よ う な 化 学
療 法 ま た は 放 射 線 療 法 中 に 生 じ る 健 康 な 器 官 お よ び 組 織 の 変 化 を モ ニ タ リ ン グ し て 、 例 え
ば 治 療 ク ー ル を 調 節 す る た め に 治 療 の 全 身 毒 性 を 評 価 す る こ と も で き る 。 一 態 様 に お い て
、 化 学 療 法 の 毒 性 プ ロ フ ァ イ ル が 提 供 さ れ る 。 こ の プ ロ フ ァ イ ル は 、 未 処 置 状 態 、 す な わ
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ち 、 化 学 療 法 剤 に 接 触 し て い な い お よ び 複 数 回 投 与 さ れ た 薬 剤 に 応 答 し た 複 数 の 哺 乳 動 物
器 官 お よ び 組 織 の 組 織 特 異 的 分 子 分 析 シ グ ニ チ ャ ー を 含 む 。 プ ロ フ ァ イ ル は 、 時 間 領 域 、
す な わ ち 、 一 定 の 期 間 に わ た る 組 織 の 用 量 応 答 シ グ ニ チ ャ ー を 含 ん で も よ い 。 従 っ て 、 本
発 明 は 、 疾 病 の 検 出 お よ び 治 療 に 有 用 な 分 析 シ グ ニ チ ャ ー を 含 む 。 器 官 の 薄 い 組 織 切 片 の
分 析 に よ り 、 組 織 試 料 の 特 定 の 領 域 内 の タ ン パ ク 質 組 成 に 直 接 相 関 す る 2～ 70 kDaの 質 量
範 囲 の 500種 以 上 の 個 別 の タ ン パ ク 質 信 号 を 生 じ る こ と を Chaurandら は 決 定 し た 。 画 像 形
成 MSを 含 む こ の よ う な プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 ヒ ト グ リ オ ー マ お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 を 含 む 多
数 の 罹 患 組 織 に 適 用 さ れ て い る 。 得 ら れ た 複 雑 な MSデ ー タ セ ッ ト の 調 査 に よ り 、 疾 病 状 態
お よ び 患 者 予 後 特 異 的 タ ン パ ク 質 パ タ ー ン が 同 定 さ れ て い る 。 Chaurand Pら 、 画 像 化 質 量
分 析 法 を 使 用 す る 疾 病 の タ ン パ ク 質 パ タ ー ン の 評 価 (Assessing protein patterns in dis
ease using imaging mass spectrometry). J Proteome Res. 2004 Mar-Apr;3(2):245-52
参 照 。 同 様 に 、 Ahmedら は 、 卵 巣 癌 の バ イ オ マ ー カ ー と し て 有 用 と な り う る 、 卵 巣 癌 患 者
の 血 清 中 に 識 別 的 に 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 を 考 察 し て い る 。 Ahmedの 論 文 で は 、 合 計 24種
の 血 清 タ ン パ ク 質 が グ レ ー ド 1の 卵 巣 癌 患 者 に お い て 識 別 的 に 発 現 さ れ 、 31種 が グ レ ー ド 2
に お い て 、 25種 が グ レ ー ド 3に お い て 識 別 的 に 発 現 さ れ た 。 全 て の 群 の 卵 巣 癌 患 者 に お い
て 有 意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 6つ を 、 ヒ ト 血 清 に 存
在 す る 肝 臓 糖 タ ン パ ク 質 で あ る ハ プ ト グ ロ ビ ン -1前 駆 体 (HAP1)の ア イ ソ フ ォ ー ム と し て ナ
ノ エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 四 重 極 時 間 飛 行 型 質 量 分 析 法 (n-ESIQ(q)TOFMS)お よ び マ ト リ ッ ク ス
支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 法 に よ っ て 同 定 し た 。 異 な る 病 理 学 的 グ レ
ー ド の ス ポ ッ ト の さ ら な る 同 定 は 、 HAP1に 含 有 さ れ る ハ プ ト グ ロ ビ ン エ ピ ト ー プ に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 局 在 化 に よ っ
て 確 認 し た 。 Ahmed Nら 、 卵 巣 癌 の 新 規 循 環 バ イ オ マ ー カ ー と し て の ハ プ ト グ ロ ビ ン 前 駆
体 の プ ロ テ オ ミ ク ス に 基 づ い た 同 定 (Proteomic-based identification of haptoglobin-1
 precursor as a novel circulating biomarker of ovarian cancer). Br. J. Cancer 20
04参 照 。 同 様 に 、 Bhartiら は 、 癌 患 者 の 全 体 の 生 存 率 を 改 善 す る た め に 早 期 病 期 に お け る
血 清 腫 瘍 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 を 考 察 し て い る 。 MALDI-TOF質 量 分 析 法 (MS)に 基 づ い た タ
ン パ ク 質 同 定 技 法 を 使 用 す る と 、 SCLC特 異 的 過 剰 発 現 タ ン パ ク 質 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン α -
サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る こ と が 同 定 さ れ 、 そ の 血 清 レ ベ ル は 疾 病 の 病 期 に 相 関 し て い る 。 α -
ハ プ ト グ ロ ビ ン の 平 均 レ ベ ル は 、 正 常 の 対 照 と 比 較 し て SCLC血 清 に お い て 増 加 し て い た 。
血 清 HGFも 腫 瘍 バ イ オ マ ー カ ー の 可 能 性 の あ る も の と し て 検 討 さ れ 、 疾 病 状 態 に 関 連 す る
こ と が 見 出 さ れ た 。 Anticancer Res. 2004 Mar-Apr;24(2C): 1031-8。 い く つ か の 他 の 腫
瘍 種 は 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る 検 出 に 従 う 。 Iwadateら は 、 グ リ オ ー マ の 検 出 お よ び 化
学 療 法 治 療 に 対 す る 応 答 を 考 察 し て い る 。 同 じ 組 織 学 的 カ テ ゴ リ ー に お い て 異 種 性 の 高 い
生 物 学 的 攻 撃 性 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る グ リ オ ー マ の 生 物 学 的 特 徴 は 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル
に お い て 全 体 的 な 遺 伝 子 発 現 に よ っ て 正 確 に 記 載 さ れ て い る 。 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び
マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 法 に 基 づ い た プ ロ テ オ ー ム 分
析 は 、 高 グ レ ー ド と 低 グ レ ー ド グ リ オ ー マ 組 織 間 の タ ン パ ク 質 発 現 の 差 を 同 定 す る こ と が
で き る こ と を Iwadateら は 検 討 し た 。 プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ パ タ ー ン を 85種 の 組
織 試 料 、 す な わ ち ： 52試 料 の 多 形 神 経 膠 芽 腫 、 13試 料 の 未 分 化 星 状 細 胞 腫 、 10試 料 の 星 状
腫 お よ び 10試 料 の 正 常 な 脳 組 織 に お い て 比 較 し た 。 Iwadateら は 、 プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ
イ リ ン グ パ タ ー ン に 基 づ い た ク ラ ス タ ー 分 析 に よ っ て 正 常 な 脳 組 織 を グ リ オ ー マ 組 織 か ら
完 全 に 識 別 す る こ と が で き た 。 プ ロ テ オ ー ム に 基 づ い た ク ラ ス タ リ ン グ は 患 者 生 存 率 に 有
意 に 相 関 し て お り 、 Iwadateら は 攻 撃 性 を 有 す る 生 物 学 的 に 別 個 の サ ブ セ ッ ト の 星 状 腫 を
同 定 す る こ と が で き た 。 Iwadateら は 、 判 別 分 析 は 、 組 織 学 的 グ レ ー ド 分 け に 基 づ い て 識
別 的 に 発 現 さ れ る 37種 の タ ン パ ク 質 セ ッ ト を 抽 出 す る こ と を 見 出 し た 。 そ れ ら の う ち 、 高
グ レ ー ド グ リ オ ー マ に お い て 増 加 し て い た タ ン パ ク 質 の 多 く は 、 小 型 の Gタ ン パ ク 質 を 含
む シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 と 分 類 さ れ た 。 免 疫 組 織 学 的 分 析 は 、 グ リ オ ー マ 組 織 に お い て
同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 を 確 認 し た 。 Iwadate Y, ら 、  タ ン パ ク 質 分 析 に 基 づ い た ヒ
ト グ リ オ ー マ に お け る 分 子 的 分 類 お よ び 生 存 率 の 予 測 (Molecular classification and su
rvival prediction in human gliomas based on proteome analysis). Cancer Res. 2004
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 Apr 1;64(7):2496-501参 照 。 Friedmanら は 、 ヒ ト 直 腸 結 腸 癌 お よ び 隣 接 す る 正 常 な 粘 膜
の プ ロ テ オ ー ム の 腫 瘍 特 異 的 な 変 化 を 検 討 す る た め に 使 用 さ れ る 2次 元 デ ィ フ ァ レ ン ス ゲ
ル 電 気 泳 動 解 析 に 質 量 分 析 (MS)を 組 み 合 わ せ た も の を 考 察 し て い る 。 Friedmanら は 、 一 対
の 正 常 /腫 瘍 比 較 の 各 々 に お い て 、 試 料 内 部 標 準 混 合 物 を 用 い る DIGE技 術 を 使 用 し て 、 150
0種 以 上 の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト 特 徴 を 検 討 し 、 多 数 の 試 料 間 の 各 タ ン パ ク 質 量 変 化 の 統 計
学 的 に 有 意 な 定 量 的 比 較 を 同 時 に 行 っ た 。 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 飛 行 時
間 型 お よ び タ ン デ ム (TOF/TOF)MSは 、 デ ー タ ベ ー ス イ ン タ ロ ゲ ー シ ョ ン (interrogation)の
た め の 感 度 が 高 く 、 正 確 な 質 量 ス ペ ク ト ル デ ー タ を 提 供 し 、 コ ホ ー ト 間 で 量 が 変 化 し て い
た (タ ン パ ク 質 分 解 お よ び 翻 訳 後 修 飾 ア イ ソ フ ォ ー ム に よ る 重 複 性 を 含 む )52種 の 独 自 の タ
ン パ ク 質 を 同 定 し た 。 Friedman DBら 、 2次 元 デ ィ フ ァ レ ン ス ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 質 量 分 析
に よ る ヒ ト 大 腸 癌 の プ ロ テ オ ー ム 分 析 (Proteome analysis of human colon cancer by tw
o-dimensional difference gel electrophoresis and mass spectrometry). Proteomics.
 2004 Mar;4(3):793-811参 照 。 Hamlerら は 、 正 常 お よ び 悪 性 乳 癌 上 皮 細 胞 系 統 の 細 胞 溶 解
物 の プ ロ テ オ ミ ク ス 分 析 の た め の 、 2次 元 液 相 分 離 ス キ ー ム に 質 量 分 析 (MS)を 組 み 合 わ せ
た も の を 考 察 し て い る 。 液 相 分 離 は 、 第 1次 元 と し て の 等 電 点 電 気 泳 動 お よ び 第 2次 元 と し
て の 非 多 孔 性 シ リ カ 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (NPS-RP-HPLC)か ら な る 。 タ ン パ ク
質 定 量 お よ び 質 量 測 定 は 、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 時 間 飛 行 型 MS(ESI-TOF MS)を 使 用
し て 実 施 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 MSお
よ び MALDI四 重 極 時 間 飛 行 型 (QTOF)タ ン デ ム 質 量 分 析 法 (MS/MS)を 使 用 す る ペ プ チ ド 質 量 フ
ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 Hamlerら は 、 正 常 と 悪 性 乳 上 皮 細 胞 の タ ン パ ク
質 定 量 差 の 可 視 化 を 可 能 に す る 質 量 マ ッ プ を 作 製 し た 。 制 限 さ れ た pH範 囲 に お い て 質 量 マ
ッ ピ ン グ 実 験 か ら 得 ら れ た 約 110種 の 独 自 の タ ン パ ク 質 の う ち 、 40種 (36%)は ペ プ チ ド 質 量
フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 に よ っ て 陽 性 と し て 同 定 さ れ 、 質 量 マ ッ プ の バ ン ド に 割 り 付 け ら れ
た 。 こ れ ら の 40種 の う ち 、 22種 は 、 悪 性 細 胞 系 統 の 1つ ま た は 複 数 に お い て よ り 強 く 発 現
さ れ て い た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 診 断 、 治 療 ま た は 薬 物 開 発 の 助 け に な る 可 能 性 の あ
る 乳 癌 バ イ オ マ ー カ ー と な る 。 Hamler RLら 、 乳 癌 の プ ロ テ オ ミ ク ス 研 究 お よ び バ イ オ マ
ー カ ー 同 定 の た め の 、 質 量 分 析 を 組 み 合 わ せ た 2次 元 液 相 分 離 方 法  (A two-dimensional l
iquid-phase separation method coupled with mass spectrometry for proteomic studi
es of breast cancer and biomarker identification). Proteomics. 2004 Mar;4(3):562
-77参 照 。 Veestraら は 血 清 タ ン パ ク 質 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 を 考 察 し て い る 。 多 数 の プ ロ
テ オ ミ ク ス 研 究 は 、 血 清 お よ び 組 織 な ど の 複 雑 な 生 物 シ ス テ ム を 占 め る 数 千 の タ ン パ ク 質
の 同 定 お よ び そ の 後 の 比 較 分 析 に 焦 点 を 絞 っ て い る 。 Veenstra T.Dら 、 血 清 タ ン パ ク 質 フ
ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 (Serum protein fingerprinting). Curr Opin MoI Ther. 2003 Dec;5
(6):584-93参 照 。 従 っ て 、 こ れ ら の プ ロ テ オ ミ ク ス 、 炭 水 化 物 、 核 酸 お よ び 脂 質 の 分 光 学
的 プ ロ フ ァ イ ル ま た は パ タ ー ン は 、 健 康 な 状 態 お よ び 疾 病 状 態 の 両 方 に お い て 数 多 く の 組
織 の シ グ ニ チ ャ ー を 提 供 し 、 診 断 的 観 点 か ら 、 疾 病 の 存 在 を 示 し 、 疾 病 を 有 す る 生 物 の 変
化 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 態 様 に お い て 、 血 清 ま た は リ ン パ
試 料 は こ の よ う な シ グ ニ チ ャ ー を 得 る た め に 使 用 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 DCが 使 用 さ
れ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 APCは 分 析 学 的 シ グ ニ チ ャ ー を 提 供 す る 。 さ ら に 他 の 態 様 に お
い て 、 血 液 細 胞 、 筋 肉 組 織 、 神 経 組 織 、 上 皮 組 織 お よ び 結 合 組 織 を 評 価 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 毒 性 の 工 業 用 化 学 薬 品 の 化 学 的 シ グ ニ チ ャ ー な ら び に 毒 性 の 工 業
用 化 学 薬 品 (TIC)に 接 触 し た ま た は 接 触 し た こ と が 疑 わ れ る 被 験 者 の APC、 組 織 、 体 液 お よ
び 細 胞 の 結 果 と し て 生 じ る プ ロ テ オ ミ ク ス 、 ゲ ノ ム 、 脂 質 お よ び 炭 水 化 物 シ グ ニ チ ャ ー の
判 定 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ れ ら は SELDIま た は MALDI O-TOF質 量 分 析 法 を 単 独 ま た は 他 の
分 析 方 法 と 併 用 し て 使 用 し て 得 ら れ る 。 得 ら れ た シ グ ニ チ ャ ー は デ ー タ ベ ー ス に 記 憶 さ れ
て 、 診 断 お よ び 治 療 適 用 に 利 用 可 能 に な る 。 毒 性 の 工 業 用 化 学 薬 品 は 、 一 般 に 、 100,000 
Mg/分 /M3未 満 の 毒 性 (吸 入 に よ る LC50)お よ び 20℃ に お い て 感 知 で き る ほ ど の (規 定 さ れ て
い な い )蒸 気 圧 を 有 す る 材 料 と 理 解 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る TICと い う 用 語 は 、
一 般 に 、 所 定 の 量 の 吸 入 、 摂 取 ま た は 吸 収 に よ っ て 接 触 し た 個 人 に お い て 毒 性 の 作 用 を 生
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ず る 任 意 の 物 質 と 考 え ら れ る 毒 性 の 工 業 用 化 学 材 料 (TIM)を 含 む 。 TICお よ び TIMの 例 に は
、 燃 料 、 オ イ ル 、 殺 虫 剤 お よ び 除 草 剤 、 酸 お よ び 塩 基 、 放 射 線 源 、 肥 料 、 ヒ 素 、 塩 素 、 臭
素 、 二 硫 化 炭 素 、 シ ア ン 化 物 、 金 属 (例 え ば 、 コ バ ル ト 、 鉛 、 水 銀 、 カ ド ミ ウ ム お よ び タ
リ ウ ム )、 ホ ス ゲ ン な ら び に 他 の 有 機 お よ び 重 金 属 毒 素 が 含 ま れ る 。 多 数 の TICお よ び TIM
が 工 業 上 公 知 で あ り 、 上 記 に 言 及 さ れ て い る 物 質 は 包 括 的 ま た は 限 定 す る も の で あ る と 意
図 さ れ て は い な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 物 兵 器 お よ び 化 学 兵 器 (WMDと し て も 公 知 )な ど の 国 防
に 重 要 な 物 質 の シ グ ニ チ ャ ー 、 例 え ば 化 学 的 、 プ ロ テ オ ミ ク ス 、 ゲ ノ ム 、 脂 質 、 炭 水 化 物
お よ び 全 生 物 シ グ ニ チ ャ ー 、 な ら び に こ の よ う な 物 質 に 接 触 し た ま た は 接 触 し た こ と が 疑
わ れ る 被 験 者 の APC、 組 織 、 体 液 お よ び 細 胞 の プ ロ テ オ ミ ク ス 、 ゲ ノ ム 、 脂 質 お よ び 炭 水
化 物 シ グ ニ チ ャ ー を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の シ グ ニ チ ャ ー は SELDI、 MALDI O-TOF
 MSお よ び 他 の 分 析 方 法 を 用 い て 得 ら れ る 。 特 に 、 ス ペ ク ト ル 分 析 は 迅 速 で 正 確 な 検 出 手
段 を 提 供 す る の で 、 試 料 中 の 生 物 お よ び 化 学 兵 器 を 野 外 同 定 す る た め の 迅 速 ま た は 初 期 反
応 プ ロ グ ラ ム の 一 部 と し て 本 発 明 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 分 析 方 法 の 第 1の 段 階 は 、 研 究 中 の 、 因 子 で あ る (TIC、 WMD)細 菌 、 ウ イ ル ス 、 プ リ オ ン
、 細 胞 、 APC、 流 体 ま た は 組 織 の 試 料 を 得 る 段 階 を 含 む 。 試 料 は 調 査 前 に 処 理 す る こ と が
で き る 、 す な わ ち 、 水 も し く は 溶 媒 に 溶 解 す る ま た は 無 傷 の 状 態 で 使 用 す る こ と が で き る
。 試 料 分 析 方 法 を 使 用 し て 、 試 料 に つ い て の 初 歩 的 な 情 報 を 得 る こ と が で き る 。 質 量 ス ペ
ク ト ル の 収 集 お よ び そ の 分 析 は 以 下 の 通 り で あ る 。 試 料 を MSの イ ン レ ッ ト ポ ー ト (inlet p
ort)に 適 用 し 、 混 合 物 ま た は 全 細 胞 (ま た は 生 物 )が 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 核 酸 お よ び ／ ま た
は ペ プ チ ド 構 造 ま た は 任 意 の 他 の 無 機 も し く は 有 機 構 造 を 含 ん で も よ い 1つ ま た は 複 数 の
分 析 物 を さ ら に 含 有 す る 場 合 に は 。 試 料 は MSの 前 に 処 理 を 受 け て も よ く 、 試 料 は 、 MS分 析
物 が 出 発 分 析 物 の 誘 導 体 で あ る も の に 変 換 さ れ て も よ く 、 非 分 析 物 種 の 量 は 出 発 試 料 と 比
較 し て 変 更 さ れ て お り 、 試 料 中 の 異 な る MS分 析 物 の 相 対 的 な 存 在 は 出 発 試 料 と 比 較 し て 変
更 さ れ て お り 、 MS分 析 物 の 濃 度 は 出 発 試 料 中 の 対 応 す る 出 発 分 析 物 と 比 較 し て 変 更 さ れ て
お り 、 ま た は 溶 媒 な ど の 試 料 構 成 成 分 は 変 更 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 分 析 物 は 溶 解 さ れ た 形
態 か ら 固 体 の 形 態 、 例 え ば 共 結 晶 化 型 に 変 更 さ れ て い る 。 こ の よ う な 処 理 に は 、 例 え ば 種
々 の サ イ ズ の フ ラ グ メ ン ト へ の 消 化 お よ び ／ ま た は 分 析 物 の 化 学 的 誘 導 体 化 が 含 ま れ る 。
消 化 は 純 粋 に 化 学 的 ま た は 酵 素 的 で あ っ て も よ い 。 誘 導 体 化 は 出 発 分 析 物 も し く は フ ラ グ
メ ン ト の い わ ゆ る 質 量 タ グ 法 ま た は 試 料 処 理 プ ロ ト コ ー ル 中 に 形 成 さ れ る 他 の 誘 導 体 を 含
む 。 他 の 処 理 は 、 分 析 前 に 試 料 を 精 製 お よ び ／ ま た は 濃 縮 す る こ と を 含 む 。 こ の よ う な 処
理 は 、 例 え ば 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 核 酸 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド 構 造 を 含 む バ イ オ ポ リ マ ー
で あ る 分 析 物 に 適 用 す る 。 ま た は 、 試 料 は 、 変 更 し な い で 、 マ イ ク ロ チ ャ ネ ル 構 造 を 通 過
し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
実 施 例 1
　 以 下 の 実 施 例 は 疾 病 の バ イ オ セ ン サ ー と し て の APCの 使 用 を 詳 細 に 記 載 し て い る 。 種 々
の 病 原 体 に 接 触 さ せ た DCの 参 照 標 準 を 作 製 し 、 そ の 後 の 患 者 ア ッ セ イ に 使 用 し て 、 接 触 を
判 定 し 、 病 原 体 に 対 す る 免 疫 学 的 応 答 を 定 性 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ： 種 々 の ド ナ ー の DCお よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ /単 球 を 病 原 体 の 存 在 下 お よ
び 非 存 在 下 に お い て 培 養 し て 、 病 原 体 に 対 す る 応 答 を 開 始 し 、 次 い で 回 収 す る 。 総 RNAを
未 感 染 お よ び 感 染 細 胞 か ら 抽 出 し 、 参 照 ア レ イ を 作 製 す る た め に 使 用 す る 。 ま た は 、 参 照
ア レ イ を 作 製 す る 前 に 総 RNAを cDNAに 変 換 す る 。 患 者 由 来 の DC試 料 を 回 収 し て 、 核 酸 を 抽
出 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 次 い で ス キ ャ ン す る 。 マ イ ク ロ ア レ
イ の デ ー タ 処 理 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 平 均 差 強 度 値 の 一 定 の 変 化 に 基 づ い て フ ィ ル タ
リ ン グ 方 法 を 使 用 す る 。 生 デ ー タ の 分 析 の た め に は 、 本 発 明 者 ら は 、 極 度 に ロ バ ス ト 性 の
発 現 デ ー タ 分 析 プ ラ ッ ト ホ ー ム で あ る GenNetを 使 用 す る 。 こ の よ う な プ ラ ッ ト ホ ー ム の 使
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用 は ハ イ ス ル ー プ ッ ト 要 求 を 満 た し 、 拡 張 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ： DCお よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ は 病 原 体 貯 蔵 所 と し て 働 く の で 、 こ れ
ら の 細 胞 の 濃 縮 お よ び 病 原 体 の 存 在 に つ い て の 遺 伝 子 型 分 析 の 使 用 は 新 規 ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 を 提 供 す る 。 ウ イ ル ス お よ び 細 菌 疾 患 の 従 来 の 診 断 方 法 は 、 例 え ば 、 血 液 培 養 に よ る
病 原 体 自 体 の 検 出 ま た は 例 え ば PCRに よ る 病 原 体 特 異 的 タ ン パ ク 質 も し く は DNA/RNAの 検 出
お よ び こ れ ら の 所 見 と 臨 床 症 状 の 相 関 を 必 要 と す る 。 従 来 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 連 す
る 限 界 を 克 服 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は ハ イ ス ル ー プ ッ ト 遺 伝 子 型 ア ッ セ イ を 開 発 し て お
り 、 大 多 数 の 病 原 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る 。 ま た 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 微
生 物 株 の 分 子 変 異 を 検 出 す る こ と が で き る ； し た が っ て 、 例 え ば 、 特 定 の 細 菌 、 ウ イ ル ス
、 心 筋 ま た は 寄 生 虫 株 等 の 感 染 経 路 、 起 源 お よ び 関 係 の 識 別 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ： ペ プ チ ド 同 定 の 成 功 お よ び 再 現 性 (productivity)を 改 善 す る た め に 、
本 発 明 者 ら は SELDIお よ び MALDI時 間 飛 行 型 (TOF)質 量 分 析 計 を 使 用 し た 。 こ れ ら は 、 ペ プ
チ ド 質 量 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 検 出 す る た め に 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 質 量 分 析 方 法
で あ る 。 こ の MALDI-O-TOFシ ス テ ム は 、 MALDIソ ー ス か ら リ フ レ ク シ ョ ン TOF質 量 分 析 計 に
試 料 イ オ ン を 導 入 す る た め に 直 交 注 入 を 使 用 し て い る 。 従 来 の 軸 方 向 MALDI-TOFシ ス テ ム (
直 線 ま た は リ フ レ ク シ ョ ン モ ー ド )の MALDIは TOFMSに 直 接 接 続 さ れ て い る 。 こ の 直 接 接 続
は 、 試 料 標 的 に 関 連 す る 任 意 の 不 一 致 が 検 出 器 に 運 ば れ る の で 、 機 器 の 精 度 、 分 解 能 お よ
び 感 度 に 影 響 を 与 え る 。 一 方 、 直 交 型 幾 何 学 を 使 用 す る と 、 MALDIソ ー ス は TOFか ら 分 離 さ
れ 、 従 っ て 不 一 致 を 排 除 し 、 性 能 を 増 加 し 、 方 法 の 開 発 を 単 純 化 す る 。 処 理 後 の 培 養 物 と
比 較 し た 未 処 理 の 培 養 物 に 見 ら れ る タ ン パ ク 質 シ グ ニ チ ャ ー を 確 立 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ： バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 市 販 の パ タ ー ン
認 識 を 使 用 し 、 Eclipse Diagnostics社 製 の ソ フ ト ウ ェ ア ま た は 同 様 の ソ フ ト ウ ェ ア を 発
見 す る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 ゲ ノ ム お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス バ イ オ マ ー カ ー お よ び 他 の 複
雑 な 生 物 学 的 関 係 の 迅 速 な 検 出 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー は デ ー タ ベ ー ス の
一 部 で あ り 、 病 原 体 特 異 的 参 照 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 　 第 一 に 、 骨 髄 細 胞 は 細 胞 内 に 病 原 体 を 濃 縮 し て い る ； 従 っ て 、 検 出 感 度 を 改 善 し
た 。 第 二 に 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は 、 試 料 あ た り 52,000種 以 上 の 遺 伝 子 を 分 析 す る こ
と が で き る 高 分 解 能 技 術 で あ り 、 血 液 か ら 病 原 体 を 培 養 す る こ と か ら 独 立 し て い る 。 本 発
明 者 ら の マ イ ク ロ ア レ イ 構 成 方 法 は 、 遺 伝 子 あ た り 長 い 70merプ ロ ー ブ デ ザ イ ン お よ び 30
倍 内 部 重 複 性 に 関 係 す る 。 第 三 に 、 症 状 が 生 じ る 前 に 診 断 す る 能 力 で あ る 。 遺 伝 子 操 作 し
た 病 原 体 の 場 合 に は 、 新 た な 病 原 体 を 検 出 す る た め に 従 来 の 分 子 生 物 学 、 ELISAま た は PCR
に 基 づ い た 技 術 を 作 製 し な け れ ば な ら な い 。 主 要 な 細 胞 経 路 (例 え ば 、 ア ポ ト ー シ ス 、 炎
症 、 NFκ Bお よ び 炎 症 媒 介 因 子 )を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 者 ら は 接 触 の 早 期 事 象 を
検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 、 長 期 培 養 ま た は 分 化 を 推 し 進 め る た め の 高 価 な サ
イ ト カ イ ン の 使 用 を 必 要 と し な い 、 血 液 か ら DCお よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 迅 速 に 濃 縮 す る 方
法 (1.5 時 間 )を 開 発 し た 。 一 方 、 当 代 の 方 法 は DC前 駆 体 を 7日 培 養 す る こ と を 必 要 と す る
。 サ イ ト カ イ ン に 長 期 接 触 さ せ て 培 養 中 の DCは 細 胞 経 路 に 特 定 の 変 化 を 誘 導 す る こ と が 公
知 で あ り 、 病 原 体 の 感 染 性 、 遺 伝 子 の 活 性 化 お よ び タ ン パ ク 質 合 成 を 変 更 す る こ と が 実 証
さ れ て い る 。 ハ イ ス ル ー プ ッ ト (HT)遺 伝 子 ア レ イ は 1日 あ た り 1,000種 を 越 え る 試 料 の 分 析
を 可 能 に す る 。 1日 あ た り 処 理 さ れ る 試 料 数 は 装 置 依 存 的 で あ り 、 プ ロ テ オ ミ ク ス 技 術 の
場 合 と 同 様 で あ る (例 え ば 、 10,000試 料 /1日 )。 HTシ ス テ ム と ゲ ノ ム お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス
デ ー タ ベ ー ス の 統 合 は 検 出 効 率 を 改 善 し 、 疾 病 進 行 の リ ア ル タ イ ム モ ニ タ リ ン グ も 可 能 に
す る 。 集 合 的 に 、 組 み 合 わ せ は 、 ネ ッ ト ワ ー ク で リ ア ル タ イ ム に 共 有 す る こ と が で き る 、
病 院 お よ び 研 究 室 の た め の 高 い 複 雑 性 の ゲ ノ ム お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス に 基 づ い た ア レ イ お
よ び 情 報 デ ー タ ベ ー ス を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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　 本 発 明 は 、 生 体 内 お よ び 環 境 の 病 原 体 を 迅 速 に 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 以 下 の 病 原 体
は APCお よ び 本 明 細 書 に 記 載 す る 技 法 を 使 用 す る 検 出 お よ び 特 徴 づ け が 可 能 で あ る ： 細 菌
、 ウ イ ル ス 、 心 筋 、 プ リ オ ン お よ び 原 虫 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 APCに 提 示 さ れ て 病 原 体 接 触 APCシ グ ニ チ ャ ー を 作 製 す る 代 表 的 な 細 菌 に は 、 表 皮 ブ ド ウ
球 菌 (S. epidermis)お よ び ブ ド ウ 球 菌 (S. aureus)な ど の ブ ド ウ 球 菌 (Staphylococcus)；
マ イ ク ロ コ ッ カ ス (Micrococcus)； 化 膿 レ ン サ 球 菌 (S. pyogenes)、  S. エ ク イ (S. equis)
、  S.ズ ウ ェ ピ デ ミ カ ス (S. zooepidemicus)、 S. エ ク イ シ ミ リ ス (S. equisimilis)、  肺
炎 レ ン サ 球 菌 (S. pneumoniae) お よ び  S. ア ガ ラ ク テ ィ エ (S. agalactiae)な ど の レ ン サ
球 菌 (Streptococcus)； C. ピ オ ゲ ネ ス (C. pyogenes)お よ び C. シ ュ ー ド ツ ベ ル ク ロ ー シ ス
(C. pseudotuberculosis)な ど の コ リ ネ バ ク テ リ ウ (Corynebacterium)； E. ル ジ オ パ シ エ (
E. rhusiopathiae)な ど の エ リ ジ ペ ロ ス リ ッ ク ス (Erysipelothrix)； L. モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス
(L. monocytogenes)な ど の リ ス テ リ ア (Listeria)； B. ア ン ト ラ シ ス (B. anthracis)な ど
の バ チ ル ス (Bacillus)； C. パ ー フ リ ン ジ ェ ン ス (C. perfringens)な ど の ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム (Clostridium)； な ら び に 結 核 菌 (M. tuberculosis)お よ び M. レ プ レ (M. leprae)な ど の
マ イ コ バ ク テ リ ウ ム (Mycobacterium)な ど の グ ラ ム 陽 性 お よ び グ ラ ム 陰 性 細 菌 が 含 ま れ る
。 グ ラ ム 陰 性 細 菌 種 は 、 大 腸 菌 (E. coli) O157な ど の 大 腸 菌 (Escherichia)； S. テ ィ フ ィ
(S. typhi)お よ び  S. ガ リ ナ ル ム (S. gallinarum)な ど の サ ル モ ネ ラ (Salmonella)； S. デ
ィ セ ン テ リ エ (S. dysenteriae)な ど の シ ゲ ラ (Shigella)； V. コ レ レ (V. cholerae)な ど の
ビ ブ リ オ (Vibrio)； Y. ペ ス テ ィ ス (Y. pestis)お よ び Y. エ ン テ ロ コ リ チ カ (Y. enterocol
itica)な ど の エ ル シ ニ ア (Yersinia)； P.ミ ラ ビ リ ス (P. mirabilis)な ど の プ ロ テ ウ ス (Pro
teus)； B. ブ ロ ン キ セ プ チ カ (B. bronchiseptica)な ど の ボ ル デ テ ラ (Bordetella)； 緑 膿
菌 (P. aeroginosa)な ど の シ ュ ー ド モ ナ ス (Pseudomonas)； K. ニ ュ ー モ ニ エ (K. pneumonia
e)な ど の ク レ ブ シ エ ラ (Klebsiella)； P. ム ル ト シ ダ (P. multocida)な ど の パ ス ツ レ ラ (Pa
steurella)； M. ボ ビ ス (M. bovis)な ど の モ ラ ク セ ラ (Moraxella)； S. マ ル セ ッ セ ン ス (S.
 marcescens)な ど の セ ラ チ ア (Serratia)； H. イ ン フ ル エ ン ザ (H. influenza)な ど の ヘ モ
フ ィ ル ス (Hemophilus)な ら び に カ ン ピ ロ バ ク タ ー (Campylobacter)種 を 含 む 属 に よ っ て 例
示 さ れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の ア ッ セ イ に 好 適 な 他 の 種 に は 、 ラ イ ム 病 を
生 じ る も の な ど の ス ピ ロ ヘ ー タ 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス (Enterococcus)、  ナ イ セ リ ア (Neisse
ria)、  マ イ コ プ ラ ズ マ (Mycoplasma)、  ク ラ ミ ジ ア (Chlamidia)、  フ ラ ン シ セ ラ (Francis
ella)、  パ ス ツ レ ラ (Pasteurella)、  ブ ル セ ラ (Brucella)お よ び 腸 内 細 菌 (Enterobacteri
aceae)が 含 ま れ る 。 ま た 、 CDC生 物 学 的 病 原 体 A、 Bお よ び C生 物 学 的 病 原 体 も 検 出 可 能 で あ
る 。 本 発 明 に よ り 検 出 可 能 で あ る 病 原 性 細 菌 種 の さ ら に 別 の 例 は 、 Bergey's Manual of D
eterminative Bacteriology)、 第 9編 、 1994年 、 Williams and Wilkins, Baltimore, Mdな
ど の 標 準 的 な 分 類 学 的 で 説 明 的 な 研 究 を 参 照 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 病 原 体 接 触 APCシ グ ニ チ ャ ー を 作 製 す る た め に APCに 提 示 さ れ る 代 表 的 な ウ イ ル ス に は 、
ア デ ノ ウ イ ル ス (小 児 胃 腸 炎 、 急 性 出 血 性 膀 胱 炎 、 非 細 菌 性 肺 炎 お よ び ウ イ ル ス 性 結 膜 炎
に お い て 見 出 さ れ う る も の な ど )、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (I型 お よ び II型 単 純 ペ ル ペ ス 、 水 痘
帯 状 疱 疹 (水 疱 の 原 因 菌 )、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス お よ び 単 核 球 症 (原 因 菌 エ プ ス タ イ ン バ
ー ウ イ ル ス (Epstein-Barr virus))、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス (天 然 痘 な ど の 疾 患 の 原 因 菌 (バ リ
オ ラ 　 メ ジ ャ ー (Variola major)お よ び バ リ オ ラ 　 マ イ ナ ー (Variola minor))、 A、 Bお よ
び C型 肝 炎 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ハ ン タ ウ イ ル ス お よ び 伝 染 性 軟 属 腫 な ど )、 ピ コ ル ナ ウ
イ ル ス (ラ イ ノ ウ イ ル ス (コ ロ ナ ウ イ ル ス に よ っ て も 生 じ る 感 冒 )な ど )、 ポ リ オ ウ イ ル ス (
灰 白 髄 炎 )、 オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス ま た は パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス (イ ン フ ル エ ン ザ お よ び 呼 吸
器 合 胞 体 ウ イ ル ス (RS)な ど )、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス (流 行 性 耳 下 腺 炎 な ど の よ う な
疾 病 を 含 む )お よ び 麻 疹 (は し か )、 ラ ブ ド ウ イ ル ス (狂 犬 病 )、 水 疱 性 口 内 炎 (VSV)、 ル ベ ラ
な ど の ト ガ ウ イ ル ス --三 日 ば し か を 生 ず る 原 因 菌 お よ び 脳 炎 を 生 ず る ト ガ ウ イ ル ス 科 (EEE
、 WEEお よ び VEE)、 デ ン グ 熱 、 西 ナ イ ル 熱 、 黄 熱 お よ び 脳 炎 を 生 じ る 原 因 菌 な ど の フ ラ ビ
ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ ル ス お よ び ア レ ナ ウ イ ル ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、 SARS、 肝 炎 を 生 ず る 原
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因 菌 な ど の コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 な ど の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス な ど の パ ポ バ ウ イ ル ス 感 染 、 HIV
、 HTLV-1お よ び HTLV-IIな ど の レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 APCに 提 示 さ れ て 病 原 体 接 触 APCシ グ ニ チ ャ ー を 作 製 す る 代 表 的 な 真 菌 に は 、 例 え ば 、 C.
 albicansな ど の カ ン ジ ダ (Candida)； C. ネ オ フ ォ ル マ ン ス (C. neoformans)な ど の ク リ プ
ト コ ッ カ ス (Cryptococcus)； マ ラ セ ジ ア (Malassezia)(ピ チ ロ ス ポ ル ム (Pityrosporum))；
H. カ プ ス ラ ー ツ ム (H. capsulatum)な ど の ヒ ス ト プ ラ ズ マ (Histoplasma)； C. イ ミ チ ス (C
. immitis)な ど の コ ク シ デ ィ オ イ デ ス (Coccidioides)； H. デ ス ト ル ー エ ン ス (H. destrue
ns)な ど の ヒ フ ォ マ イ セ ス (Hyphomyces)； B. デ ル マ チ チ ジ ス (B. dermatiditis)な ど の ブ
ラ ス ト マ イ セ ス (Blastomyces)； A. フ ミ ガ ー ツ ス (A. fumigatus)な ど の ア ス ペ ル ギ ル ス (A
spergillus)； P.　 マ ル ネ フ ェ リ (P. marneffei)な ど の ペ ニ シ リ ウ ム (Penicillium)； シ ュ
ー ド ア レ シ ェ リ ア (Pseudallescheria)； フ サ リ ウ ム (Fusarium)； ペ シ ロ ミ セ ス (Paecilomy
ces)； ケ カ ビ (Mucor)/ク モ ノ ス カ ビ (Rhizopus)； な ら び に P. カ リ ニ (P. carinii)な ど の
ニ ュ ー モ シ ス チ ス (Pneumocystis)； 種 が 含 ま れ る 。 リ ノ ス ポ リ ジ ウ ム (Rhinosporidium)お
よ び ス ポ ロ ト リ ッ ク ス (Sporothrix)な ど の 皮 下 真 菌 、 な ら び に ミ ク ロ ス ポ ル ム (Microspor
um)お よ び 白 癬 菌 (Trichophyton)種 な ど の 皮 膚 糸 状 菌 は 本 明 細 書 に お い て 本 発 明 の 態 様 に
よ る 予 防 お よ び 治 療 が 可 能 で あ る 。 検 出 す る こ と が で き る 他 の 疾 病 を 生 ず る 真 菌 に は 、 白
癬 菌 (Trichophyton)； ミ ク ロ ス ポ ル ム (Microsporum)；  エ ピ デ ル モ フ ィ ト ン (Epidermophy
ton)； バ シ デ ィ オ ボ ル ス (Basidiobolus)； コ ニ デ ィ オ ボ ル ス (Conidiobolus)； リ ゾ プ ス ク
ニ ン ガ メ リ ア (Rhizopus Cunninghamelia)； リ ゾ ム コ ー ル (Rhizomucor)； パ ラ コ ク シ デ ィ
オ イ デ ス (Paracoccidioides)； シ ュ ー ド ア レ シ ェ リ ア (Pseudallescheria)； リ ノ ス ポ リ ジ
ウ ム (Rhinosporidium)お よ び ス ポ ロ ト リ ッ ク ス (Sporothrix)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 APCに 提 示 さ れ て 病 原 体 接 触 APCシ グ ニ チ ャ ー を 作 製 す る 代 表 的 な 原 虫 に は 、 ア メ ー バ 、
繊 毛 虫 、 鞭 毛 無 視 お よ び 胞 子 虫 、 例 え ば 、 プ ラ ス モ ジ ウ ム (Plasmodium)、 ト リ パ ノ ソ ー マ
(Trypanosoma)ま た は ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム (Cryptosporidium)な ど の 1つ ま た は 複 数 の 単
細 胞 で 、 通 常 顕 微 鏡 サ イ ズ の 真 核 生 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 施 例 2
　 抗 原 提 示 細 胞 (APC)特 異 的 シ グ ニ チ ャ ー の 作 製 は 2段 階 方 法 で あ る 。 第 1の 段 階 は 免 疫 細
胞 集 団 を 入 手 し て 、 細 胞 膜 を 分 画 化 し 、 膜 、 細 胞 質 お よ び 核 か ら タ ン パ ク 質 を 濃 縮 す る こ
と に 関 係 す る 。 好 ま し い 細 胞 は 骨 髄 系 統 で あ る が 、 PBMCが 好 適 で あ る 。 DCを 含 む 骨 髄 細 胞
集 団 を 濃 縮 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 6,589,526号 お よ び 同 第 6,194,204号 に 記 載 さ れ て い る
。 骨 髄 細 胞 は 、 約 90%か ら 10%の 集 団 の 単 球 お よ び 樹 状 細 胞 を 含 む 。 単 球 の 抗 原 マ ー カ ー に
は 、 CD14+、 HLA-DRま た は  MHCク ラ ス II、 CD80+ CD86+が 含 ま れ る 。 DCの 抗 原 マ ー カ ー に は
、 CD2+、 CD5+、 CD14+ CD83+お よ び CD90+が 含 ま れ る 。 こ れ ら は 正 ま た は 負 の 選 択 方 法 に よ
っ て 得 ら れ る 。 好 ま し い 細 胞 種 は 、 DCお よ び 単 球 細 胞 に 一 致 し た 抗 原 マ ー カ ー を 発 現 す る
骨 髄 で あ る 。 現 在 の と こ ろ 、 培 養 骨 髄 細 胞 で は な く 、 単 離 直 後 、 す な わ ち 、 血 液 精 製 骨 髄
細 胞 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 以 下 は PBMCか ら 単 球 を 単 離 す る た め の 示 唆 さ れ て い る 手 法 で あ る ： 軟 膜 を 健 康 な ボ ラ ン
テ ィ ア か ら 単 離 し (Transfusion Therapy, Children's Hospital, Boston, MA)、 PBSで 洗
浄 し 、 濃 縮 し た 。 次 い で 、 軟 膜 濃 縮 物 を 、 例 え ば 、 StemCell Technologiesか ら 市 販 さ れ
て い る RosetteSepキ ッ ト な ど の 改 良 型 単 球 濃 縮 手 段 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の
ロ ゼ ッ ト カ ク テ ル は 、 T細 胞 、 B細 胞 、 NK細 胞 お よ び 顆 粒 球 に 結 合 す る 抗 CD3、 抗 CD19、 抗 C
D54お よ び 抗 CD62モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 。 30分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ の 集
団 を フ ィ コ ー ル グ ラ ジ エ ン ト で 層 化 し 、 2500 rpmに お い て 30分 遠 心 分 離 (Sorvall RT 6000
, DuPont, Wilmington, DE)し て 、 高 密 度 (T、 B、 顆 粒 球 お よ び NK細 胞 )か ら 低 密 度 DCお よ
び Moを 分 離 し た 。 低 密 度 細 胞 集 団 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て >95% CD14 h i g h で あ
っ た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 ヒ ト CD2に 対 す る 100倍 希 釈 し た マ ウ ス mAB(腹 水 中 )と 共 に 4℃ で 30
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分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し (1O1d2-4Cl (抗 Tl12); Dana-Farber Cancer Institute, Bosto
n, MA) (26)、 洗 浄 し 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG磁 気 ビ ー ズ (Miltenyi Biotech)と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に よ り 調 製 物 を 磁 気 カ ラ ム
に 通 し た 。 磁 気 カ ラ ム は CD2+細 胞 を 保 持 し 、 純 度 >96%で あ っ た が 、 CD2細 胞 は 、 抗 CD2お よ
び 抗 CD14を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 純 度 >95%で あ っ た 。 マ グ ネ シ ウ ム お よ び
カ ル シ ウ ム を 含 有 し な い HBSS(Cellgro; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)に 10% v/v
熱 不 活 性 化 プ ー ル ヒ ト 血 清 (PHS) (Nabi, Boca Raton, FL)お よ び ヒ ト IgG(50 mg/ml; Immu
no AG, Vienna, Austria)を 含 有 す る ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 を 使 用 し て 、 単 離 ま た は フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー 分 析 の 各 段 階 中 の 非 特 異 的 mAb結 合 を 防 止 し た 。 単 離 直 後 の 無 サ イ ト カ イ ン (no
ncytokine)イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た CD2+お よ び CD2- Moの 形 態 学 的 お よ び 機 能 的 検 討 の た
め に 、 本 発 明 者 ら は 、 10%熱 不 活 性 化 PHS、 20μ g/mlゲ ン タ マ イ シ ン 、 100 U/mlペ ニ シ リ ン
お よ び 100μ g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た RPMI 1640 (Cellgro)を 含 有 す る 培 養 培 地
(CM)を 使 用 し た (Life Technologies, Gaithersburg, MD)。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 第 2の 段 階 は 、 例 え ば 、 QSTAR (ABI)、 Ciphergen社 製 の SELDI TOFま た は Perkin Elmer社
製 の proTOFを 使 用 し て DCか ら 質 量 ス ペ ク ト ル を 得 る こ と に 関 係 す る 。 ス ペ ク ト ル は ナ イ ー
ブ APCお よ び 病 原 体 、 腫 瘍 ま た は 他 の 抗 原 に 接 触 さ せ た も の に つ い て 取 っ た 。 こ の 実 施 例
に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 病 原 体 -APCま た は 病 原 体 -食 品 試 料 (す な わ ち 、 リ ス テ リ ア (Lis
teria)-APC、 リ ス テ リ ア -ミ ル ク )か ら 個 々 の デ ー タ セ ッ ト (シ グ ニ チ ャ ー )を 得 て 、 細 菌 汚
染 さ れ た ミ ル ク お よ び 汚 染 さ れ て い な い ミ ル ク の プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る た め の 方 法 を 記
載 し て い る 。 個 人 の APCの サ ン プ リ ン グ か ら 得 ら れ る リ ス テ リ ア 感 染 個 人 の シ グ ニ チ ャ ー
も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 各 プ ロ フ ァ イ ル は 、 m/zサ イ ズ (kD)、 m/z強 度 (uAmp)お よ び 標 準 偏 差 値 な ど の 特 性 に よ っ
て 測 定 さ れ る 、 検 討 中 の 病 原 菌 の 細 胞 膜 、 細 胞 質 タ ン パ ク 質 お よ び 核 タ ン パ ク 質 特 徴 、 タ
ン パ ク 質 荷 電 (す な わ ち 、 正 お よ び 負 )、 Cu2+キ レ ー ト 特 性 、 種 々 の エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ に
よ る 未 変 性 ま た は 変 性 タ ン パ ク 質 の 切 断 パ タ ー ン 等 を 含 む 。 シ グ ニ チ ャ ー の 特 徴 を 同 定 す
る 出 現 頻 度 は 反 復 試 料 、 好 ま し く は 、 3～ 4試 料 の ス ペ ク ト ル を 得 、 そ れ に よ っ て コ ン セ ン
サ ス シ グ ニ チ ャ ー を 提 供 す る こ と に よ っ て 裏 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 試 料 タ ン パ ク 質 を 単 離 、 分 画 化 ま た は 濃 縮 す る 一 般 的 に 使 用 さ れ る い く つ か の 方 法 は 以
下 の よ う で あ り 、 他 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 PARISキ ッ ト -こ れ は Ambion社 製 の
キ ッ ト で あ り 、 試 料 か ら RNAお よ び タ ン パ ク 質 の 迅 速 な 単 離 を 可 能 に す る 。 こ の キ ッ ト は
、 APCウ イ ル ス ま た は 細 菌 同 時 培 養 物 か ら の APCタ ン パ ク 質 の 単 離 に 関 係 す る よ う な 検 討 に
使 用 す る こ と が で き る 。 試 料 の さ ら に 感 度 の 高 い 検 出 お よ び 特 徴 づ け の た め に は 、 一 般 的
な 分 子 生 物 学 的 技 法 に よ っ て 得 ら れ る 細 胞 膜 分 画 を 使 用 す る こ と が 有 利 で あ る 。 膜 、 細 胞
質 お よ び 核 タ ン パ ク 質 の 組 み 合 わ せ は APCに 基 づ い た 検 出 方 法 の 感 度 を 増 強 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 超 音 波 処 理 に よ る 細 菌 溶 解 は グ ラ ム 陰 性 お よ び グ ラ ム 陽 性 細 菌 に 使 用 す る こ と が で き 、
超 音 波 処 理 を 使 用 し 、 任 意 に 細 胞 膜 が 厚 い ま た は 頑 強 な グ ラ ム 陰 性 細 菌 ま た は 微 生 物 の プ
ロ フ ァ イ ル の た め に 強 く 進 め ら れ て い る 、 Tween、 Triton X-100、 ジ ギ ト ニ ン 、 CHAPS、 SD
S、 ノ ニ デ ッ ト 等 な ど の 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る 。 こ の プ ロ ト コ ー ル を 、 図 11～ 13に 示 す ミ
ル ク 検 討 に 使 用 し た 。 寒 天 プ レ ー ト か ら 5 mlの TEN緩 衝 液 (10 mM Tris-HCl pH 7.4、  1 mM
 EDTA、  100 mM NaCl)に 細 菌 を 回 収 す る 。 5,000× gに お い て 10分 間 で 細 菌 を ペ レ ッ ト 化 す
る 。 ド ラ イ ア イ ス /エ タ ノ ー ル 浴 で 3ラ ウ ン ド の 凍 結 /融 解 に 試 料 を 供 し 、 37℃ に お い て 融
解 す る 。 細 菌 ペ レ ッ ト を 小 容 量 (0.1～ 0.5 ml)の 氷 冷 MTBS緩 衝 液 (16 mM Na2HPO4、  4 mM N
aH2P04、  150 mM NaCl、  1% Triton X-100、  1 mM PMSF)に 再 懸 濁 さ せ る 。 15秒 の バ ー ス
ト で 懸 濁 液 を 超 音 波 処 理 し 、 次 に 氷 上 で 30秒 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る (4ラ ウ ン ド の 超 音 波
処 理 )。 細 菌 小 片 を 14,000 rpmで ペ レ ッ ト 化 す る 。 上 清 を 新 た な チ ュ ー ブ に 取 り 出 す 。 Bra
dfordタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ 、 標 準 曲 線 、 UV吸 収 ま た は 他 の 方 法 に よ っ て タ ン パ ク 質 濃 度 を
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測 定 す る 。 SELDI分 析 時 ま で -70℃ に お い て 保 存 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 繰 り 返 し の 凍 結 融 解 は 、 凍 結 融 解 サ イ ク ル を 反 復 し て 細 胞 を 剪 断 す る こ と に 関 係 す る 。
試 料 を ド ラ イ ア イ ス -エ タ ノ ー ル 混 合 物 に お い て 凍 結 し 、 37℃ に お い て 融 解 し た 。 こ れ ら
の 段 階 を 4回 反 復 し 、 試 料 を 14,000 rpmで 5分 間 微 小 遠 心 分 離 器 で 遠 心 分 離 し て 透 明 な 上 清
を 形 成 し た 。 上 清 を 取 り 、 試 料 の 操 作 時 ま で -70℃ で 保 存 し た 。 フ レ ン チ プ レ ス (French P
ress)に よ る 細 菌 の 溶 解 は グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 使 用 す る こ と が で き 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 に は 推
奨 さ れ な い 。 こ の 技 法 を 実 施 す る た め に は 、 20 mM HEPES pH 7.4、  50 mM NaCl、  1% Tri
ton-X 100、  1 mM PMSFに 細 菌 の ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 す る 。 750 psiに お い て フ レ ン チ プ レ ス
を 使 用 し て 分 離 す る 。 4℃ に お い て 20,000× gで 20分 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 細 胞 小 片 を
除 去 す る 。 Bradfordタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ ま た は 同 様 の ア ッ セ イ に よ っ て 上 清 中 の タ ン パ ク
質 濃 度 を 測 定 す る 。 SELDI技 法 の 実 施 時 ま で -70℃ に お い て 分 量 を 保 存 す る 。 BugBuster抽
出 キ ッ ト -こ れ は 、 Novagenに よ っ て 販 売 さ れ て い る 市 販 の キ ッ ト で あ り 、 大 腸 菌 (E. coli
) の 細 胞 壁 を 穏 や か に 破 壊 し て 、 活 性 な タ ン パ ク 質 を 放 出 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 細
胞 調 製 物 に 発 現 標 的 タ ン パ ク 質 を 放 出 す る た め の フ レ ン チ プ レ ス ま た は 超 音 波 処 理 の 簡 単
で 、 迅 速 で 、 低 費 用 の 代 替 法 で あ る 。 ま た は 、 10 mM Tris-HCl pH 7.4、  8 M Urea、  2% 
(w/v) CHAPS、  ImM PMSFな ど の 緩 衝 液 も 溶 解 緩 衝 液 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 SELDI
技 法 の 実 施 時 ま で -70℃ に お い て 分 量 を 保 存 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 以 下 に 記 載 さ れ て い る SELDI実 験 プ ロ ト コ ー ル は IMAC ProteinChip Array (PCA)を 使 用
す る 。 そ の 後 の 金 属 親 和 性 結 合 タ ン パ ク 質 の た め の 遷 移 金 属 を 捕 獲 す る た め の NTA官 能 基
を IMACア レ イ に コ ー テ ィ ン グ す る 。 こ れ ら の プ ロ フ ァ イ リ ン グ 検 討 で は 、 表 面 に 試 料 を 適
用 す る 前 に ア レ イ に 銅 を チ ャ ー ジ す る 。 結 合 緩 衝 液 中 の イ ミ ダ ゾ ー ル 濃 度 に よ っ て 選 択 的
に 求 め る 。 結 合 /洗 浄 緩 衝 液 中 の イ ミ ダ ゾ ー ル 濃 度 を 増 加 す る と 、 金 属 に 対 す る 親 和 性 の
低 い タ ン パ ク 質 の 結 合 が 低 下 さ れ て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 信 号 が 低 く な る 。 IMAC PCAの プ ロ
ト コ ー ル は 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ て お り 、 他 の Ciphergen PCAプ ロ ト コ ー ル と 同 様 で あ る
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 8ス ポ ッ ト ア レ イ の 使 用 ： バ イ オ プ ロ セ ッ サ ー に PCAを 集 合 さ せ て 、 各 ウ ェ ル に 50マ イ ク
ロ リ ッ ト ル の IMAC添 加 液 を 加 え る 。 室 温 に お い て 5分 間 ボ ル テ ッ ク ス す る 。 ウ ェ ル か ら 緩
衝 液 を 除 去 す る 。 水 で す す ぐ 。 各 ウ ェ ル に 50マ イ ク ロ リ ッ ト ル の IMAC中 和 緩 衝 液 を 加 え る
。 室 温 に お い て 5分 間 ボ ル テ ッ ク ス す る 。 ウ ェ ル か ら 緩 衝 液 を 除 去 し 、 す す ぐ 。 各 ウ ェ ル
に 150マ イ ク ロ リ ッ ト ル の IMAC結 合 緩 衝 液 を 加 え 、 室 温 に お い て 5分 ボ ル テ ッ ク ス す る 。 緩
衝 液 を 除 去 す る 。 結 合 緩 衝 液 に よ る 洗 浄 段 階 を 2回 反 復 す る 。 次 に 、 90マ イ ク ロ リ ッ ト ル
の IMAC結 合 緩 衝 液 お よ び 10マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 試 料 を 加 え 、 室 温 に お い て 30分 ボ ル テ ッ ク
ス す る 。 試 料 濃 度 に 対 す る IMAC結 合 緩 衝 液 の 比 は 、 望 ま し い タ ン パ ク 質 濃 度 に 依 存 し て 変
わ っ て も よ い 。 試 料 を 取 り 出 し 、 IMAC結 合 緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し 、 各 洗 浄 は 5分 の 撹 拌 段 階 を
必 要 と す る 。 終 了 し た ら 、 脱 イ オ ン 水 で す す ぎ 、 バ イ オ プ ロ セ ッ サ ー の ウ ェ ル を 排 水 し 、
空 気 乾 燥 さ せ る 。 各 ス ポ ッ ト に 1.0マ イ ク ロ リ ッ ト ル の EAM(マ ト リ ッ ク ス )溶 液 を 適 用 し 、
空 気 乾 燥 さ せ る 。 Ciphergen Chipリ ー ダ ー で PCAを 分 析 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 一 方 、 Perkin-Elmer proTOF実 験 プ ロ ト コ ー ル は 、 MALDI表 面 に 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 試
料 を 直 接 適 用 す る 。 し か し 、 こ の 方 法 で は 、 MALDI表 面 は 試 料 中 の 全 て (す な わ ち 、 タ ン パ
ク 質 お よ び 非 タ ン パ ク 質 )に 結 合 す る 。 試 料 を ク リ ー ン ア プ す る こ と 、 例 え ば 、 あ る 種 の
タ ン パ ク 質 を 除 去 し 、 そ れ に よ っ て 総 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 低 下 し 、 試 料 混 合 物 の 複 雑 さ を
低 下 す る こ と が で き る Millipore ZIP TIPS(登 録 商 標 )、 フ ィ ル タ ー 付 き イ オ ン 交 換 ピ ペ ッ
ト チ ッ プ を 使 用 し た ミ ク ロ ス ケ ー ル タ ン パ ク 質 精 製 を 製 造 業 者 は 示 唆 し て い る 。 し か し 、
こ の 技 法 は 、 チ ッ プ ご と に 異 な る チ ッ プ 性 能 が 得 ら れ る シ グ ニ チ ャ ー に 影 響 す る こ と が あ
る ほ ど に 敏 感 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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　 次 の 段 階 は 、 病 原 体 と APCの 相 互 作 用 か ら の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 化 に 関 係 す る
。 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 が 単 離 さ れ た ら 、 タ ン パ ク 質 は 、 診 断 用 抗 体 を 作 製 す る た め の 鋳 型
を 提 供 す る 。 誘 導 体 化 さ れ た APCタ ン パ ク 質 に 対 す る こ れ ら の 抗 体 は 、 例 え ば 、 診 断 目 的
の た め に マ ル チ プ レ ク サ ー ま た は 蛍 光 リ ー ダ ー に 取 り 付 け ら れ て 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 3
　 こ の 実 験 は 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス 病 原 体 に 接 触 さ せ た DCの APC由 来 シ グ ニ チ ャ ー の 再 現
性 を 検 討 し た 。 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス (Listeria monocytogenes)を 、 上 記 の 細 菌
溶 解 お よ び 超 音 波 処 理 方 法 に よ っ て 処 理 し 、 金 属 結 合 (図 1～ 2)ま た は 疎 水 性 表 面 (図 3～ 4)
に つ い て 評 価 し た 。 試 料 は 平 行 処 理 し 、 異 な る チ ッ プ ア ナ ラ イ ザ ー に お い て 異 な る PCAチ
ッ プ で 分 析 し た 。 結 果 は す ぐ れ た 実 験 再 現 性 を 実 証 し て い る 。 デ ー タ は ス ペ ク ト ル (図 1、
図 3） ま た は ゲ ル (図 2、 図 4)像 で 示 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 図 5は 、 未 処 置 /未 感 染 骨 髄 細 胞 (Mx、 上 の パ ネ ル 、 樹 状 細 胞 の (DC)混 合 物 、 中 央 の パ ネ
ル お よ び (Mo)単 球 、 下 の パ ネ ル )、 DCお よ び Moの 細 胞 質 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ
ャ ー )を 例 示 す る 。 DCお よ び Moの 個 々 の プ ロ フ ァ イ ル に 差 が 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 図 6～ 11は 、 対 照 ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 (図 6、 8お よ び 10)ま た は 単 一 遺 伝 子 置 換 し た
ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 (図 7、 9お よ び 11)で 培 養 し た Mx、 Moお よ び DCの 細 胞 質 タ ン パ ク 質
プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 。 観 察 さ れ た シ グ ニ チ ャ ー は 、 野 生 型 お よ び 突 然
変 異 型 ア デ ノ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た APCは 、 本 発 明 を 使 用 し て 同 定 し 、 識 別 す る こ と が で
き る こ と を 示 し て い る 。 一 遺 伝 子 置 換 /改 変 を 有 す る ウ イ ル ス を 識 別 す る こ と が で き る 独
自 の タ ン パ ク 質 シ グ ニ チ ャ ー を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 図 12～ 14は 、 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス (Listeria monocytogenes)の 存 在 下 に お い
て 同 時 培 養 し た Mx(図 12)、 DC(図 13)お よ び Mo(図 14)の 核 タ ン パ ク 質 抽 出 物 か ら 得 ら れ る タ
ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 。 他 の グ ラ ム 陽 性 お よ び グ ラ ム 陰 性 細 菌
の 存 在 下 で 培 養 し た APCも 、 APCと 同 時 培 養 し た 微 生 物 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 独 自 の シ グ ニ チ ャ ー を 作 製 す る 。 リ ス テ リ ア 単 独 、 す な わ ち APCと 共 に 培 養 し な い プ
ロ テ オ ミ ク ス シ グ ニ チ ャ ー (図 15の 下 の パ ネ ル )は 3つ の 同 時 培 養 シ グ ニ チ ャ ー と は 別 個 で
、 リ ス テ リ ア の 異 常 増 殖 は 生 じ ず 、 そ れ に よ っ て APC同 時 培 養 を 汚 染 し な い こ と を 示 唆 し
て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 図 16～ 17は 、 リ ス テ リ ア 混 入 し た 脱 脂 乳 ま た は 全 乳 の 分 光 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )
を 例 示 す る 。 図 15は 、 結 果 の ス ペ ク ト ル 像 を 示 す が 、 図 16～ 17は ゲ ル 像 を 示 す 。 結 果 は 、
APC検 出 方 法 と は 関 係 な く 、 本 発 明 が 乳 汁 お よ び 他 の 食 料 品 中 の 独 自 の 病 原 体 の 存 在 を 検
出 す る 能 力 を 実 証 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
実 施 例 4 
　 病 原 菌 以 外 に 、 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 種 々 の 癌 お よ び 遺 伝 子 疾 患 の 検 出 、 診 断 お よ び 病
期 判 定 を 含 む 。 癌 は 数 多 く の マ ー カ ー に よ っ て 検 出 可 能 で あ る 。 悪 性 細 胞 は 、 し ば し ば 、
正 常 な 細 胞 で は み ら れ な い 抗 原 を 発 現 す る ： こ れ ら の 抗 原 の 一 部 は 細 胞 表 面 に 見 ら れ 、 例
え ば 、 CEA(癌 胎 児 性 抗 原 )お よ び 識 別 的 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た (低 グ リ コ シ ル 化 )MUC-1は 2
つ の 周 知 の 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る 。 MUC-1/DF-3は 、 と り わ け 、 大 多 数 の ヒ ト の 癌 、 多 発 性 骨
髄 腫 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 お よ び 濾 胞 性 リ ン パ 腫 に お い て 過 剰 発 現 さ
れ て い る 。 抗 原 は 、 DCに よ る 抗 原 の 提 示 に よ り HLA制 限 さ れ た T細 胞 応 答 を 開 始 す る こ と が
で き る (Brossart et al., (2001) Cancer Res. Sept.:61(18):6846-50参 照 )。 癌 細 胞 に お
い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る 他 の タ ン パ ク 質 に は 、 血 管 内 皮 増 殖 因 子 (VEGF)、
Her-2/neuお よ び ヘ プ シ ン が 含 ま れ る 。 細 胞 接 着 分 子 -1(ICAM-1)、 血 管 接 着 分 子 -1(VCAM-1
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)お よ び Eセ レ ク チ ン (ELAM-1)は 、 癌 お よ び 腫 瘍 抑 制 に 関 連 す る 炎 症 応 答 に 関 連 す る 複 雑 な
系 列 の 事 象 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 病 原 菌 以 外 に 、 本 発 明 の 診 断 方 法 は 種 々 の 腫 瘍 お よ び 悪 性 新 生 物 の 検 出 、 診 断 お よ び 病
期 判 定 を 含 む 。 本 発 明 は 、 周 囲 組 織 に 浸 潤 し 、 新 た な 生 体 部 位 に 転 移 す る 傾 向 の あ る 未 分
化 細 胞 の 増 殖 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 種 々 の 悪 性 新 生 物 の い ず れ か を 検 出 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 APCを 以 下 の 癌 と 培 養 し て 、 癌 接 触 細 胞 の APCシ グ ニ チ ャ ー を 作 製 す る ： 星 状
細 胞 腫 、 グ リ オ ー マ 、 上 衣 腫 、 骨 肉 腫 、 ユ ー イ ン グ 肉 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 、 小 お よ
び 非 小 細 胞 肺 癌 、 麦 細 胞 肺 癌 、 膵 臓 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 膣 癌 、 卵 巣
癌 、 肝 臓 癌 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 骨 髄 腫 、 基 底 細 胞 癌 、
メ ラ ノ ー マ 、 甲 状 腺 濾 胞 腺 癌 、 膀 胱 癌 、 グ リ オ ー マ 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 、 精 巣 癌 、 胃 癌 、
食 道 癌 、 喉 頭 癌 、 扁 平 細 胞 癌 、 腺 癌 、 平 滑 筋 肉 腫 、 尿 路 上 皮 癌 、 乳 癌 ま た は 前 立 腺 癌 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 APC、 特 に CD2+ DCを 、 生 検 に よ っ て 得 ら れ る 原 発 性 ま た は 転 移 腫 瘍 細 胞 、 好 ま し く は 、
代 表 的 な 病 期 の 腫 瘍 増 殖 か ら 取 ら れ る 細 胞 と 共 に 培 養 す る 。 ま た は 、 DCを 、 精 製 さ れ た CE
A(chorioembryonic antigen)調 製 物 ま た は 識 別 的 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た (低 グ リ コ シ ル 化 )
MUC-1ま た は 他 の 腫 瘍 関 連 抗 原 と 共 に 培 養 す る 。 DC溶 解 物 を 使 用 し て cDNAを 作 製 し 、 次 い
で こ れ を 使 用 し て 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ の た め の DC参 照 標 準 ア レ イ を 作 製 す
る 。 上 記 に 掲 載 す る 各 主 要 種 に つ い て ア レ イ を 作 製 し 、 好 ま し く は 、 特 定 の 癌 種 の 各 病 期
を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 5
　 被 験 者 お よ び 環 境 か ら 試 料 を 単 離 す る た め の キ ッ ト を 開 発 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 患 者 診 断 用 途 の た め に は 、 キ ッ ト は 、 患 者 か ら 血 液 試 料 を 入 手 し 、 単 離 す る た め の 試 薬
お よ び 材 料 、 な ら び に APC、 PBMC、 好 ま し く は 、 DCな ど の 細 胞 を 濃 縮 し 、 細 胞 を 処 理 し て
細 胞 質 、 核 ま た は 膜 分 画 を 形 成 し 、 任 意 に 大 き い タ ン パ ク 質 を 処 理 し て 小 さ い ペ プ チ ド に
す る た め の 試 薬 お よ び 材 料 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 キ ッ ト は 、 SELDIの た め の Ciphergenお よ び MALDI-O-TOFの た め の Perkin Elmerに よ っ て
作 製 さ れ る も の な ど の 、 質 量 分 析 法 に 使 用 す る の に 適 当 な チ ッ プ ま た は プ レ ー ト お よ び 試
薬 を さ ら に 含 ん で も よ い 。 キ ッ ト は ま た 使 用 の 好 適 な 取 扱 説 明 書 も 含 む 。 あ る 態 様 に お い
て 、 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 癌 を 診 断 し 、 病 期 判 定 す る 際 に 使 用 す る た め 、 ま た は 感 染 菌 お よ
び 感 染 の 進 行 を 判 定 す る た め 、 ま た は 法 医 学 的 分 析 の た め に 上 記 に 記 載 す る APCア レ イ の 1
つ ま た は 複 数 を 含 む 。 他 の キ ッ ト 構 成 要 素 は 、 質 量 分 析 計 を 較 正 す る た め に 使 用 す る 参 照
タ ン パ ク 質 な ど の 対 照 を 含 む 。 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 ア ル ブ ミ ン ま た は 高
分 子 量 タ ン パ ク 質 を 含 み 、 シ グ ニ チ ャ ー に お け る 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 の 分 解 能 を 増 強 す る
た め に 使 用 さ れ る (ア ル ブ ミ ン 衝 撃 (bump)技 法 )。 患 者 に 使 用 す る キ ッ ト は ヒ ト お よ び 獣 医
学 的 使 用 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 以 下 の キ ッ ト が 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る ： 環 境 お よ び 接 触 被 験 者 に お い て 生 物 兵 器
に 関 連 す る 病 原 体 を 同 定 す る た め の 生 物 兵 器 防 衛 キ ッ ト ； 食 品 の 乳 製 品 お よ び 家 畜 の 汚 染
を サ ン プ リ ン グ す る た め の 農 業 用 キ ッ ト ； 被 験 者 の 内 分 泌 お よ び 代 謝 機 能 を 評 価 す る た め
の 内 分 泌 お よ び 代 謝 キ ッ ト ； 変 性 性 変 化 を 評 価 す る た め の 神 経 額 的 キ ッ ト ； 接 触 被 験 者 に
お い て 病 原 体 を 同 定 す る た め の 感 染 性 疾 患 キ ッ ト ； 胎 児 の 健 康 を 評 価 す る た め の 出 生 前 キ
ッ ト ； 被 験 者 の 癌 進 行 を 診 断 し 、 病 期 判 定 し 、 化 学 療 法 お よ び 疾 患 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す
る た め の 癌 キ ッ ト ； 心 障 害 お よ び 虚 血 お よ び 血 管 閉 塞 の 早 期 徴 候 を 検 出 す る た め の 循 環 器
系 キ ッ ト ； す な わ ち 、 造 影 剤 お よ び 化 学 療 法 剤 に よ る 被 験 者 の 障 害 を 検 出 す る た め の 腎 キ
ッ ト 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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等 価 物
　 本 発 明 の 具 体 的 な 態 様 の 上 記 の 詳 細 な 説 明 か ら 、 独 自 の 検 出 方 法 が 記 載 さ れ て い る こ と
が 明 ら か に な る は ず で あ る 。 特 定 の 態 様 が 本 明 細 書 に お い て 詳 細 に 開 示 さ れ て い る が 、 こ
れ は 例 示 目 的 の た め だ け に 例 と し て 実 施 さ れ て お り 、 以 下 の 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 関 し
て 限 定 す る も の と 意 図 さ れ て い な い 。 特 に 、 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 規 定 さ れ て い る 本 発
明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 し な い で 、 種 々 の 置 換 、 変 更 お よ び 改 良 を 本 発 明 に 加 え る こ
と が で き る こ と が 考 慮 さ れ て い る 。 例 え ば 、 検 出 方 法 に 使 用 さ れ る ス ペ ク ト ル の 選 択 ま た
は APCは 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 態 様 の 知 識 を 有 す る 当 業 者 に と っ て 日 常 的 な こ と で
あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
参 照 文 献
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 図 １ 】 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 、 細 菌 溶 解 お よ び 超 音 波 処 理 方 法 に よ っ て 処 理
し 、 金 属 結 合 に つ い て 評 価 し た 図 で あ る 。 デ ー タ は ス ペ ク ト ル 像 で 示 す 。
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【 図 ２ 】 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 、 細 菌 溶 解 お よ び 超 音 波 処 理 方 法 に よ っ て 処 理
し 、 金 属 結 合 に つ い て 評 価 し た 図 で あ る 。 デ ー タ は ゲ ル 像 で 示 す 。
【 図 ３ 】 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 、 細 菌 溶 解 お よ び 超 音 波 処 理 方 法 に よ っ て 処 理
し 、 疎 水 性 表 面 に つ い て 評 価 し た 図 で あ る 。 デ ー タ は ス ペ ク ト ル 像 で 示 す 。
【 図 ４ 】 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 、 細 菌 溶 解 お よ び 超 音 波 処 理 方 法 に よ っ て 処 理
し 、 疎 水 性 表 面 に つ い て 評 価 し た 図 で あ る 。 デ ー タ は ゲ ル 像 で 示 す 。
【 図 ５ 】 未 処 置 /未 感 染 骨 髄 細 胞 (Mx、 上 の パ ネ ル 、 樹 状 細 胞 の (DC)混 合 物 、 中 央 の パ ネ ル
お よ び (Mo)単 球 、 下 の パ ネ ル )、 DCお よ び Moの 細 胞 質 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ
ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 対 照 ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 で 培 養 し た Mxの 細 胞 質 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (シ
グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 単 一 遺 伝 子 置 換 し た ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 で 培 養 し た Mxの 細 胞 質 タ ン パ ク 質 プ
ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 対 照 ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 で 培 養 し た Moの 細 胞 質 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (シ
グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 単 一 遺 伝 子 置 換 し た ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 で 培 養 し た Moの 細 胞 質 タ ン パ ク 質 プ
ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 対 照 ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 で 培 養 し た DCの 細 胞 質 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (
シ グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 単 一 遺 伝 子 置 換 し た ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 で 培 養 し た DCの 細 胞 質 タ ン パ ク 質
プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 存 在 下 に お い て 同 時 培 養 し た Mxの 核 タ ン パ ク
質 抽 出 物 か ら 得 ら れ る タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 存 在 下 に お い て 同 時 培 養 し た DCの 核 タ ン パ ク
質 抽 出 物 か ら 得 ら れ る タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 存 在 下 に お い て 同 時 培 養 し た Moの 核 タ ン パ ク
質 抽 出 物 か ら 得 ら れ る タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を 例 示 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 リ ス テ リ ア の 混 入 し た 脱 脂 乳 ま た は 全 乳 の 分 光 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を
例 示 す る 図 で あ る 。 結 果 の ス ペ ク ト ル 像 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 リ ス テ リ ア の 混 入 し た 脱 脂 乳 ま た は 全 乳 の 分 光 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を
例 示 す る 図 で あ る 。 ゲ ル 像 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 リ ス テ リ ア の 混 入 し た 脱 脂 乳 ま た は 全 乳 の 分 光 プ ロ フ ァ イ ル (シ グ ニ チ ャ ー )を
例 示 す る 図 で あ る 。 ゲ ル 像 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

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

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(42) JP 2007-536939 A 2007.12.20



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(43) JP 2007-536939 A 2007.12.20



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(44) JP 2007-536939 A 2007.12.20



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(45) JP 2007-536939 A 2007.12.20



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(46) JP 2007-536939 A 2007.12.20



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  37/00    １０２　          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｃ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２Ｍ   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｍ   1/00    　　　Ａ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ｆ          　　　　　

(31)優先権主張番号  60/612,454
(32)優先日　　　　  平成16年9月23日(2004.9.23)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/613,733
(32)優先日　　　　  平成16年9月28日(2004.9.28)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/614,924
(32)優先日　　　　  平成16年9月29日(2004.9.29)
(33)優先権主張国　  米国(US)

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,
CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,
CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,L
T,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,SY,TJ,TM,TN
,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

Ｆターム(参考) 4B024 AA12  AA13  AA14  BA09  CA02  HA14 
　　　　 　　  4B029 AA07  AA23  BB20  CC03  CC08  FA15 
　　　　 　　  4B063 QA18  QA19  QQ08  QQ42  QQ52  QR32  QR56  QR84  QS34  QX02 

【要約の続き】

(47) JP 2007-536939 A 2007.12.20



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(48) JP 2007-536939 A 2007.12.20



专利名称(译) 免疫细胞生物传感器及其使用方法

公开(公告)号 JP2007536939A 公开(公告)日 2007-12-20

申请号 JP2007513472 申请日 2005-05-16

[标]申请(专利权)人(译) Hameau酒店盒子股份有限公司Retiddo

申请(专利权)人(译) Amokusu股份有限公司Retiddo

[标]发明人 スミスミルトンジー
クロフォードキースディー

发明人 スミス ミルトン ジー.
クロフォード キース ディー.

IPC分类号 C12Q1/68 G01N33/53 G01N33/574 G01N33/569 G01N37/00 C12N15/09 C12Q1/02 C12M1/00

CPC分类号 G01N33/5091 G01N33/5047 Y02A90/24 Y02A90/26

FI分类号 C12Q1/68.A G01N33/53.M G01N33/574.D G01N33/569.B G01N33/53.Y G01N37/00.102 C12N15/00.A 
C12Q1/02 C12M1/00.A C12N15/00.F

F-TERM分类号 4B024/AA12 4B024/AA13 4B024/AA14 4B024/BA09 4B024/CA02 4B024/HA14 4B029/AA07 4B029
/AA23 4B029/BB20 4B029/CC03 4B029/CC08 4B029/FA15 4B063/QA18 4B063/QA19 4B063/QQ08 
4B063/QQ42 4B063/QQ52 4B063/QR32 4B063/QR56 4B063/QR84 4B063/QS34 4B063/QX02

代理人(译) 清水初衷

优先权 60/571642 2004-05-14 US
60/576260 2004-06-02 US
60/586546 2004-07-09 US
60/612454 2004-09-23 US
60/613733 2004-09-28 US
60/614924 2004-09-29 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及用于检测生理状态变化的免疫细胞，其提供诊断疾病的方法
或监测患者治疗过程的方法。还提供了用于检测生理条件变化的抗原呈
递细胞特异性标记物阵列和用于检测这种变化的方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/7662313b-82d0-4fb2-b144-71e20698d14d
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/036571913/publication/JP2007536939A?q=JP2007536939A

