
(57)【要約】

　本発明は、ヒトまたは動物の体液、組成気および/ま

たは生体材料における診断コンポーネントに関する。よ

り具体的には、アルツハイマー病、パーキンソン病、う

つ病および/または痛みの状態を含む中枢神経系の病気/

疾患、神経疾患、内分泌疾患、大脳疾患、筋肉疾患、局

所性疾患、全身性疾患、慢性疾患、炎症性疾患、細菌感

染症およびウイルス感染症を含む感染疾患、髄膜炎、敗

血症、クローン病、潰瘍性大腸炎、鎌状赤血球貧血、虚

血、筋萎縮性側索硬化症、リウマチ性関節炎を含む関節

炎、気管支炎、痛覚過敏症、喘息、細菌中毒を含む中毒

、免疫疾患、頭蓋大脳外傷を含む多発性/外傷、腫瘍/癌

、脳梗塞、ストレス、アトピー性皮膚炎、HIV、ハンチ

ントン病、熱傷、繊維筋痛症、統合失調症、ヒルシュス

プルング病、アレルギー、家族性自律神経失調症（ライ

リーデイ症候群）、造血障害、膠芽細胞腫および星細胞

腫を含むグリオーマ、血液脳関門疾患についての、医療

診断のための、および予後および経過制御の診断的検出

のためのマーカーペプチドとしての、体液、組織または

他の生体材料から単離したプロタキキニンおよびその断

JP 2007-533985 A 2007.11.22



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 プ ロ タ キ キ ニ ン 、 そ の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 、 そ の 断 片 、 そ の 誘 導 体 、 ま た は 前 記
化 合 物 の 組 み 合 わ せ の 、 医 療 診 断 の た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ex vivo体 液 サ ン プ ル 、 好 ま し く は 血 液 、 血 漿 ま た は 髄 液 に お け る 、 前 記 成 分 の 存 在 ま
た は 濃 度 を 測 定 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 1、 2、 5ま た は 8か ら 選 択 さ れ る ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 、 ま た は 、 2つ も し
く は 複 数 の バ リ ア ン ト の 混 合 物 を 使 用 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 3、 4、 6、 7、 9ま た は 10の 1つ ま た は 複 数 か ら 選 択 さ れ る 断 片 を 使 用 す る 、 請 求
項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 更 な る ア ミ ノ 酸 も し く は 変 更 し た ア ミ ノ 酸 、 ま た は 免 疫 応 答 性 を 誘 導 す る の に 適 し た 断
片 /成 分 、 ま た は そ の 配 列 を 特 定 の 抗 体 に よ る 検 出 の た め に 適 す る よ う に す る 断 片 /成 分 を
含 む プ ロ タ キ キ ニ ン の 誘 導 体 を 使 用 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 使 用 す る 化 合 物 が 、 少 な く と も 75％ の 、 好 ま し く は 少 な く と も 80％ の 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 90％ の 相 同 性 を 示 す 、 請 求 項 1か ら 5の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 1か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 化 合 物 を 検 出 す る の に 適 し た マ ー カ ー 、 ま た は 請
求 項 1か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 化 合 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 と 組 み 合 わ せ た 、 請
求 項 1か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ヒ ト 個 体 ま た は 動 物 個 体 に 由 来 す る 体 液 、 組 織 ま た は 他 の 生 体 材 料 の サ ン プ ル に お け る
、 請 求 項 1か ら 7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 化 合 物 ま た は 組 み 合 わ せ の 濃 度 を 測 定 す る こ と を
含 む 、 請 求 項 1か ら 7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 濃 度 の 測 定 を 、 請 求 項 1か ら 7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 各 化 合 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な
く と も 1つ の 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ っ て 実 施 す る 、 請 求 項 8に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も 1つ の 抗 体 が 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 9に 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 マ ー カ ー が 発 光 マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 使 用 が 、 配 列 番 号 1-10の い ず れ か 、 ま た は そ れ ら の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 1つ ま
た は 複 数 の 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 8か ら 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 使 用 が 、 プ ロ タ キ キ ニ ン 1-37（ A-ペ プ チ ド ） 、 そ の 断 片 ま た は そ の 前 駆 体 に 特 異 的
に 結 合 す る 1つ ま た は 複 数 の 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 8か ら 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 検 出 す る 病 気 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 う つ 病 お よ び /ま た は 痛 み の 状
態 を 含 む 中 枢 神 経 系 の 病 気 /疾 患 、 神 経 疾 患 、 内 分 泌 疾 患 、 大 脳 疾 患 、 筋 肉 疾 患 、 局 所 性
疾 患 、 全 身 性 疾 患 、 慢 性 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 細 菌 感 染 症 お よ び ウ イ ル ス 感 染 症 を 含 む 感 染
疾 患 、 髄 膜 炎 、 敗 血 症 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 虚 血 、 筋 萎 縮 性 側
索 硬 化 症 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 を 含 む 関 節 炎 、 気 管 支 炎 、 痛 覚 過 敏 症 、 喘 息 、 細 菌 中 毒 を 含
む 中 毒 、 免 疫 疾 患 、 頭 蓋 大 脳 外 傷 を 含 む 多 発 性 /外 傷 、 腫 瘍 /癌 、 脳 梗 塞 、 ス ト レ ス 、 ア ト
ピ ー 性 皮 膚 炎 、 HIV、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 熱 傷 、 繊 維 筋 痛 症 、 統 合 失 調 症 、 ヒ ル シ ュ ス プ ル
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ン グ 病 、 ア レ ル ギ ー 、 家 族 性 自 律 神 経 失 調 症 （ ラ イ リ ー デ イ 症 候 群 ） 、 造 血 障 害 、 膠 芽 細
胞 腫 お よ び 星 細 胞 腫 を 含 む グ リ オ ー マ 、 血 液 脳 関 門 疾 患 を 含 む 、 請 求 項 1か ら 13の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 検 出 す る 化 合 物 が 、 プ ロ タ キ キ ニ ン 1-37（ A-ペ プ チ ド ） 、 そ の 断 片 も し く は 前 駆 体 、 ま
た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 1か ら 14の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 、 プ ロ タ キ キ ニ ン 1-37（ A-ペ プ チ ド ） 、 そ の 断 片 も し く
は 前 駆 体 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1か ら 15の
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 1か ら 7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 1つ も し く は 複 数 の 化 合 物 、 ま た は そ の 断 片 に 結
合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 体 が 、 配 列 番 号 1-10の い ず れ か 、 ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の
特 異 的 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 抗 体 が 、 プ ロ タ キ キ ニ ン 1-37（ A-ペ プ チ ド ） 、 そ の 断 片 も し く は 前 駆 体 、 ま た は そ れ ら
の 組 み 合 わ せ に 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 医 療 研 究 、 試 験 お よ び /ま た は 検 証 に お け る マ ー カ ー /手 段 と し て の 、 請 求 項 1か ら 7の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 化 合 物 /請 求 項 17か ら 19の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 体 液 、 組 織 お よ び /ま た は 他 の 生 体 材 料 に お け る 、 請 求 項 1か ら 7の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 化 合 物 /請 求 項 17か ら 19の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 の 濃 度 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 in 
vivo診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 -請 求 項 21に 記 載 の 化 合 物 の 検 出 の た め の 特 異 的 抗 体 、 ま た は 特 異 的 抗 体 の 組 み 合 わ せ
を 使 用 す る こ と 、
　 -各 サ ン プ ル に お け る 化 合 物 ま た は 組 み 合 わ せ の 濃 度 を 測 定 す る こ と 、
　 -濃 度 か ら 、 病 気 ま た は 疾 患 の 存 在 お よ び /ま た は 経 過 お よ び /ま た は 重 篤 度 お よ び /ま た
は 予 後 を 推 定 す る こ と 、
　 -病 気 ま た は 疾 患 の 存 在 お よ び /ま た は 経 過 お よ び /ま た は 重 篤 度 お よ び /ま た は 予 後 を 求
め る た め の 更 な る 臨 床 デ ー タ を 加 え る こ と 、
を 含 む 、 請 求 項 21に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 各 化 合 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 抗 体 を 表 面 に 固 定 化 し 、 化 合 物 の 他 の 部
位 に 特 異 的 に 結 合 す る 二 次 抗 体 を 化 合 物 の 検 出 の た め に 使 用 す る 、 請 求 項 21ま た は 22に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 抗 体 が 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 体 が 、 発 光 マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 化 合 物 が 、 プ ロ タ キ キ ニ ン 1-37（ A-ペ プ チ ド ） 、 そ の 断 片 も し く は 前 駆 体 、 ま た は そ れ
ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 21か ら 25の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 、 プ ロ タ キ キ ニ ン 1-37（ A-ペ プ チ ド ） 、 そ の 断 片 も し く
は 前 駆 体 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 21か ら 26の
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ８ 】
　 体 液 、 組 織 お よ び /ま た は 他 の 生 体 材 料 に お け る 、 請 求 項 1か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 分 子 の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ れ に よ り 、 各 サ ン プ ル に お け る タ キ キ ニ ン /複 数 の タ キ キ ニ
ン の レ ベ ル を 推 定 す る こ と を 含 む 、 体 液 、 組 織 お よ び /ま た は 他 の 生 体 材 料 に お け る 、 タ
キ キ ニ ン /複 数 の タ キ キ ニ ン の レ ベ ル を 測 定 す る た め の 、 請 求 項 21か ら 27の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 タ キ キ ニ ン が サ ブ ス タ ン ス Pで あ る 、 請 求 項 21か ら 28の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 -検 出 可 能 な マ ー カ ー を 含 む 、 請 求 項 17か ら 19の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 少 な く と も 1つ の
抗 体 、 ま た は
　 -請 求 項 17か ら 19の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 少 な く と も 1つ の 抗 体 お よ び 検 出 可 能 な マ ー カ
ー 、
を 含 む 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ の た め の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 医 療 診 断 に お け る 、 プ ロ タ キ キ ニ ン お よ び /ま た は そ の 断 片 お よ び /ま た は そ
の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト の 使 用 に 関 し 、 前 記 断 片 が 、 プ ロ タ キ キ ニ ン お よ び /ま た は
そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 以 下 の 本 明 細 書 に お い て は 、 全 て の こ れ ら の 分 子 、 断 片 、 そ
れ ら の 組 み 合 わ せ 等 は 、 例 え ば プ レ プ ロ タ キ キ ニ ン お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 1-10を 含 む プ
ロ タ キ キ ニ ン と 称 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 プ ロ タ キ キ ニ ン は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 う つ 病 お よ び /ま た は 痛 み の
状 態 を 含 む 中 枢 神 経 系 の 病 気 /疾 患 、 神 経 疾 患 、 内 分 泌 疾 患 、 大 脳 疾 患 、 筋 肉 疾 患 、 局 所
性 疾 患 、 全 身 性 疾 患 、 慢 性 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 細 菌 感 染 症 お よ び ウ イ ル ス 感 染 症 を 含 む 感
染 疾 患 、 髄 膜 炎 、 敗 血 症 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 虚 血 、 筋 萎 縮 性
側 索 硬 化 症 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 を 含 む 関 節 炎 、 気 管 支 炎 、 痛 覚 過 敏 症 、 喘 息 、 細 菌 中 毒 を
含 む 中 毒 、 免 疫 疾 患 、 頭 蓋 大 脳 外 傷 を 含 む 多 発 性 /外 傷 、 腫 瘍 /癌 、 脳 梗 塞 、 ス ト レ ス 、 ア
ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 HIV、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 熱 傷 、 繊 維 筋 痛 症 、 統 合 失 調 症 、 ヒ ル シ ュ ス プ
ル ン グ 病 、 ア レ ル ギ ー 、 家 族 性 自 律 神 経 失 調 症 （ ラ イ リ ー デ イ 症 候 群 ） 、 造 血 障 害 、 膠 芽
細 胞 腫 お よ び 星 細 胞 腫 を 含 む グ リ オ ー マ 、 血 液 脳 関 門 疾 患 を 含 む 様 々 な 病 気 を 診 断 す る の
に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 用 語 プ ロ タ キ キ ニ ン は 、 ま た 、 プ ロ タ キ キ ニ ン ま た は 前 記 の 意 味 で の PTKの 断
片 に 対 し て 、 少 な く と も 75％ の 相 同 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 80％ の 相 同 性 、 よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 90％ の 相 同 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 更 に は 、 プ ロ タ キ キ ニ ン お よ び /ま た は そ の 断 片 お よ び /ま た は そ の ス プ ラ イ
シ ン グ バ リ ア ン ト に 対 す る 抗 体 、 な ら び に 、 そ の よ う な コ ン ポ ー ネ ン ト を 含 む キ ッ ト に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 1931年 に 、 11個 の ペ プ チ ド か ら な る サ ブ ス タ ン ス Pが 、 Von Eulerお よ び Graddum（ Von E
uler and Gaddum, 1931） に よ っ て 単 離 さ れ た 。 そ の 粉 末 状 の コ ン シ ス テ ン シ ー に よ り 、
サ ブ ス タ ン ス Pと 名 付 け ら れ た （ Gaddum and Schild, 1931） 。 サ ブ ス タ ン ス P（ SP） は 、
ニ ュ ー ロ キ ニ ン A（ NKA） 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド K（ NPK） お よ び ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド γ （ NPγ ）
の よ う な 、 他 の タ キ キ ニ ン の 遺 伝 子 配 列 も 含 む プ レ プ ロ タ キ キ ニ ン A-遺 伝 子 （ PPT-A） に
よ っ て コ ー ド さ れ て い る （ Carter and Krause, 1990） 。 ニ ュ ー ロ キ ニ ン Bは 、 PPT IIま た
は PPT-B遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。 サ ブ ス タ ン ス Pは 、 中 枢 神 経 系 （ CNS） だ け で
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な く 末 梢 神 経 系 （ PNS） で も 発 現 し て い る （ Otsuka and Yoshioka, 1993） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 タ キ キ ニ ン は 、 様 々 な 機 能 を 有 し て い る 。 タ キ キ ニ ン は 、 血 管 拡 張 特 性 を 有 し 、 消 化 管
お よ び 尿 生 殖 路 だ け で な く 、 気 管 支 に お い て も 、 平 滑 筋 の 収 縮 お よ び 弛 緩 を 担 っ て い る 。
更 に そ の 上 、 タ キ キ ニ ン は 、 損 傷 ま た は 痛 み の 状 態 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 防 御 の 反 射 に
お い て 主 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 こ れ ら に は 、 例 え ば 、 心 臓 血 管 の 緊 張 の 増 加 、 血 管 拡
張 お よ び NO-生 合 成 の 誘 導 が あ る 。 サ ブ ス タ ン ス Pは 、 異 な る 炎 症 細 胞 に 影 響 を 与 え 、 痛 み
を 伝 達 す る た め の 神 経 伝 達 物 質 と し て 働 き 、 血 管 形 成 の 調 整 機 能 を 有 す る 。 非 -サ ブ ス タ
ン ス P-タ キ キ ニ ン で あ る 、 ニ ュ ー ロ キ ニ ン A、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド γ お よ び ニ ュ ー ロ ペ プ チ
ド Kは 、 エ ン ド ク リ ン 機 能 の 調 節 因 子 と し て 機 能 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 体 液 に お け る サ ブ ス タ ン ス Pの レ ベ ル は 、 幾 つ か の 病 気 に お い て 変 化 す る 。 敗 血 症 患 者
の 血 漿 に お い て は 、 サ ブ ス タ ン ス P濃 度 の 顕 著 な 増 加 が 、 リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 の 患 者 の 血
漿 お よ び 滑 液 の よ う に 見 出 さ れ た （ Joyce, Yood and Carraway, 1993） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Pは 、 ま た 、 ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 の よ う な 、 炎 症 性 消 化 管 疾 患
に お い て も 機 能 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Pの m-RNA発 現 は 、 HIV-感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て 顕 著 に 増 大 し 、 こ の こ
と は 、 HIV感 染 に お け る タ キ キ ニ ン の 効 果 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 （ 遅 発 性 ） お よ び 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 の 患 者 の 髄 液 に お い て は 、 サ
ブ ス タ ン ス Pの 顕 著 な 増 加 が 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 パ ー キ ン ソ ン 病 に お い て 、 被 殻 で の ド ー パ ミ ン の 減 少 程 度 に 依 存 し た 淡 蒼 球 内 節 の サ ブ
ス タ ン ス Pの 低 下 ま た は 増 加 が 、 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 遺 伝 的 に 引 き 継 ぐ 神 経 変 性 疾 患 で あ る 、 ハ ン チ ン ト ン 病 の 患 者 は 、 脳 に お い て 、 プ レ プ
ロ タ キ キ ニ ン を 含 む ニ ュ ー ロ ン の 選 択 的 な 低 下 が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 脳 虚 血 （ 血 流 の 一 過 的 な 阻 害 お よ び 脳 梗 塞 ） の 患 者 の 血 清 に お い て は 、 サ ブ ス タ ン ス P
の 濃 度 の 顕 著 な 増 加 を 求 め る こ と が で き た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 を 有 す る 患 者 は 、 循 環 血 液 に お け る サ ブ ス タ ン ス Pお よ び ニ ュ ー ロ キ
ニ ン Aの 濃 度 増 加 だ け で な く 、 尿 に お け る タ キ キ ニ ン 様 代 謝 産 物 の 免 疫 反 応 性 の 顕 著 な 増
加 が 示 さ れ た 。 サ ブ ス タ ン ス Pお よ び ニ ュ ー ロ キ ニ ン Aは 、 ま た 、 他 の 疾 患 で あ る 偏 頭 痛 に
お い て 、 グ リ オ ー マ の 発 達 に お い て 、 機 能 を 有 す る よ う で あ り 、 気 管 支 に お け る 分 泌 お よ
び 気 管 支 の 循 環 に 強 い 影 響 を 与 え る 。 こ の こ と は 、 サ ブ ス タ ン ス Pお よ び ニ ュ ー ロ キ ニ ン A
が 、 喘 息 に お け る メ デ ィ エ ー タ ー と し て の 役 割 を 有 す る か も し れ な い こ と を 示 唆 す る も の
で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 慢 性 的 気 管 支 炎 に 罹 患 し た 喫 煙 者 に お い て は 、 肺 上 皮 細 胞 の PPA-A-mRNA濃 度 が 10倍 増 加
す る こ と を 見 出 す こ と が で き た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 繊 維 筋 痛 症 お よ び う つ 病 に お い て は 、 血 清 お よ び 髄 液 中 の サ ブ ス タ ン ス P濃 度 が 増 加 し
、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 の 患 者 の 血 清 で も サ ブ ス タ ン ス P濃 度 が 、 特 に 痛 み の 期 間 に 、 増 加 し た
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Pの 増 加 し た 濃 度 を 、 病 気 の 重 篤 度 と 相 関 す る ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 患 者 で
測 定 す る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Pお よ び ニ ュ ー ロ キ ニ ン Aの よ う な タ キ キ ニ ン は 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 応 答
の 調 節 機 能 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 タ キ キ ニ ン の 生 合 成 は 、 プ レ プ ロ ホ ル モ ン と し て 開 始 さ れ る 。 生 合 成 の 間 に 、 シ グ ナ ル
ペ プ チ ド と 呼 ば れ る 疎 水 性 の N末 端 配 列 の 分 離 、 お よ び 、 小 胞 体 の ル ー メ ン で の タ ン パ ク
質 の ホ ー ル デ ィ ン グ に 続 き 、 プ ロ ペ プ チ ド が 、 ゴ ル ジ 体 の 小 胞 へ と 移 動 し 、 細 胞 膜 へ と 輸
送 さ れ る 。 輸 送 の 間 に 、 プ ロ ペ プ チ ド は 、 通 常 の 二 塩 基 性 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 、 プ ロ ホ ル モ
ン -転 換 酵 素 に よ り 、 成 熟 ホ ル モ ン へ と プ ロ セ ッ シ ン グ を 受 け る 。 異 な る 刺 激 を 介 し て 、
ペ プ チ ド は 、 細 胞 外 空 間 ま た は プ ラ ズ マ へ と 分 泌 さ れ る 。 成 熟 ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 分
解 に よ る 分 泌 後 に 、 迅 速 に 不 活 性 化 さ れ る 。 サ ブ ス タ ン ス Pお よ び ニ ュ ー ロ キ ニ ン Aは 、 in
 vivoで 、 2分 未 満 と い う 極 端 に 低 い 血 中 半 減 期 を 有 す る 。 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド Kは 、 血 漿 に
お い て 、 0.9分 の 半 減 期 （ ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド γ へ の 分 解 ） お よ び 6分 の 半 減 期 （ 更 な る 分 解
） と い う 二 相 性 の 分 解 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 タ キ キ ニ ン で あ る サ ブ ス タ ン ス P、 ニ ュ ー ロ キ ニ ン A、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド Kお よ び ニ ュ ー
ロ ペ プ チ ド γ は 、 プ レ プ ロ タ キ キ ニ ン A-遺 伝 子 （ PPT-A） に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。 PPT
-A遺 伝 子 転 写 産 物 の 選 択 的 な ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 、 4つ の 異 な る mRNA分 子 ： α PPT-A、 β
PPT-A、 γ PPT-Aお よ び δ PPT-Aが も た ら さ れ る 。 4つ の 全 て の mRNA分 子 は 、 サ ブ ス タ ン ス P
の 配 列 を 含 む 。 β PPT-A mRNAの み が 、 PPTA-遺 伝 子 の 7つ の 全 て の エ キ ソ ン 、 す な わ ち 、 4
つ の 全 て の タ キ キ ニ ン を 含 む 。 エ キ ソ ン 6は 、 α PPT-A mRNAで は 欠 如 し て お り 、 エ キ ソ ン 4
お よ び 6は 、 δ PPT-A mRNAで は 欠 如 し て い る 。 そ れ ゆ え 、 こ れ ら 2つ の タ イ プ の mRNAの み が
、 サ ブ ス タ ン ス Pの 完 全 な 配 列 を コ ー ド し て い る 。 エ キ ソ ン 4は 、 γ PPT-A mRNAで は 欠 如 し
て お り 、 そ れ 故 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド Kは 、 こ の mRNAか ら 転 写 さ れ る こ と は で き な い 。 4つ の
全 て の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト に よ る サ ブ ス タ ン ス Pの 産 生 に よ り 、 PPT-A遺 伝 子 が 発 現
す る 場 合 、 サ ブ ス タ ン ス Pも 産 生 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 α PPT-A mRNAの 発 現 は 、 大 部 分
は 脳 で 生 じ る の に 対 し て 、 β PPT-Aお よ び γ PPT-A mRNA分 子 は 、 大 部 分 は 抹 消 組 織 で 発 現
す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 PTK-A断 片 1-37は 、 本 発 明 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た し 、 本 明 細 書 に お い て は A-ペ プ
チ ド と 称 す る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 DANDONA P., NIX D., WILSON M.V., ALJADA A., LOVE J., ASSICOT M.,
 BOHUON C., (1994), Procalcitonon increase after endotoxin infection in normal s
ubjects. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 79: 1605-1608
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Pお よ び 他 の タ キ キ ニ ン は 、 異 な る 体 液 、 組 織 お よ び 他 の 生 体 材 料 で 検 出
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 し か し な が ら 、 血 液 中 で の タ キ キ ニ ン の 短 い 半 減 期 は 、 今 ま で の と こ ろ 、 タ キ キ ニ ン （
特 に 、 サ ブ ス タ ン ス P） の 通 常 の 診 断 で の 使 用 を 妨 げ て き た 。 タ キ キ ニ ン の 短 い 半 減 期 が
原 因 で 、 診 断 の 際 に 、 タ キ キ ニ ン 分 解 が 問 題 と な る レ ベ ル に 達 す る 前 に 、 サ ン プ ル を 摂 取
す る こ と 、 血 漿 を 得 る こ と 、 サ ン プ ル を 研 究 室 へ 運 び 込 む こ と 、 お よ び 、 必 要 な テ ス ト を
含 む 研 究 室 で の 診 断 を 実 施 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 そ れ ゆ え 、 サ ブ ス タ ン ス Pの よ う な タ キ キ ニ ン の in vivoで の 低 い 安 定 性 が 原 因 で 、 バ イ
オ マ ー カ ー と し て の 使 用 は 、 最 適 な サ ン プ ル ロ ジ ス テ ィ ッ ク 下 で さ え 、 極 端 に 制 限 さ れ る
。 な ぜ な ら ば 、 ペ プ チ ド の 分 解 の 影 響 に よ り 、 極 端 に 、 生 合 成 お よ び タ キ キ ニ ン 遊 離 の 影
響 が 希 薄 化 す る か ら で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 タ キ キ ニ ン の 欠 点 で あ る 半 減 期 を 克 服 し 、 体 液 、 組 織 お よ び 他 の 生 体
材 料 に お け る タ キ キ ニ ン の 検 出 お よ び 測 定 の た め の 方 法 、 使 用 お よ び キ ッ ト を 開 発 す る こ
と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の 目 的 は 、 プ ロ タ キ キ ニ ン が 、 体 液 、 組 織 お よ び 他 の 生 体 材 料 に お け る タ キ キ ニ ン 、
特 に サ ブ ス タ ン ス Pの 測 定 の た め の ツ ー ル と し て 使 用 す る こ と が で き る と い う 驚 く べ き 知
見 に よ っ て 達 成 さ れ た 。 プ ロ タ キ キ ニ ン の 存 在 は 、 異 な る 体 液 /組 織 ま た は 生 体 材 料 に お
い て 、 サ ブ ス タ ン ス Pの よ う な 成 熟 タ キ キ ニ ン の 存 在 と 相 関 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 更 に そ の 上 、 プ ロ タ キ キ ニ ン 、 そ の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 、 断 片 お よ び /ま た は 組
み 合 わ せ の 安 定 性 は 、 ex vivoに お い て 、 驚 く ほ ど 高 く 、 そ の 安 定 性 に よ り 、 プ ロ タ キ キ
ニ ン は 完 全 に 一 般 的 な 目 的 に 適 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 同 じ こ と は 、 サ ブ ス タ ン ス P、 ニ ュ ー ロ キ ニ ン Aお よ び ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド Kの in vivoで の
半 減 期 よ り も 顕 著 に 高 い プ ロ タ キ キ ニ ン の in vivoで の 半 減 期 に も 当 て は ま り 、 こ の こ と
に よ り 、 プ ロ タ キ キ ニ ン は 、 サ ブ ス タ ン ス P/プ ロ タ キ キ ニ ン 濃 度 お よ び 遊 離 速 度 の 検 出 で
使 用 す る の に 適 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の プ ロ タ キ キ ニ ン と 成 熟 ペ プ チ ド の 間 と の 関 係 に よ り 、 サ ブ ス タ ン ス P、 ニ ュ ー
ロ キ ニ ン A、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド Kお よ び ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド γ の よ う な 成 熟 タ ン パ ク 質 が 関 与
す る 全 て の 病 気 お よ び /ま た は 疾 患 に つ い て の 診 断 ツ ー ル と し て 、 プ ロ タ キ キ ニ ン は 適 す
る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 そ れ ゆ え 、 プ ロ タ キ キ ニ ン は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 う つ 病 お よ び /ま
た は 痛 み の 状 態 を 含 む 中 枢 神 経 系 の 病 気 、 局 所 性 疾 患 、 全 身 性 疾 患 、 慢 性 疾 患 、 炎 症 性 疾
患 、 細 菌 感 染 症 お よ び ウ イ ル ス 感 染 症 を 含 む 感 染 疾 患 、 敗 血 症 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸
炎 、 髄 膜 炎 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 虚 血 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 関 節 炎 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、
気 管 支 炎 、 痛 覚 過 敏 症 、 喘 息 、 細 菌 中 毒 を 含 む 中 毒 、 免 疫 疾 患 、 頭 蓋 大 脳 外 傷 、 腫 瘍 、 脳
梗 塞 、 ス ト レ ス 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 HIV、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 熱 傷 、 繊 維 筋 痛 症 、 統 合 失
調 症 、 ヒ ル シ ュ ス プ ル ン グ 病 、 ア レ ル ギ ー 、 家 族 性 自 律 神 経 失 調 症 （ ラ イ リ ー デ イ 症 候 群
） 、 造 血 障 害 、 膠 芽 細 胞 腫 お よ び 星 細 胞 腫 を 含 む グ リ オ ー マ を 含 む 様 々 な 病 気 を 診 断 す る
の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 更 に そ の 上 、 本 発 明 は 、 1つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 成 熟 タ ン パ ク 質 が 関 与 す る 病 気 /疾
患 を 含 む 前 記 し た 病 気 /疾 患 の た め の 早 期 診 断 、 病 気 の 重 篤 度 の 診 断 、 治 療 単 位 の 調 節 お
よ び 予 後 の た め の 、 前 記 し た プ ロ タ キ キ ニ ン の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 臨 床 デ ー タ は 、 病 気 /疾 患 の 測 定 を 支 持 す る た め に 、 追 加 的 に 考 慮 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 更 な る 実 施 態 様 に お い て は 、 プ ロ タ キ キ ニ ン お よ び そ の 断 片 の 産 生 に 関 す る
。 更 に 、 本 発 明 に よ る プ ロ タ キ キ ニ ン と 少 な く と も 75％ の 相 同 性 を 、 好 ま し く は 少 な く と
も 80％ の 相 同 性 を 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ の 相 同 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 合 成 ペ プ チ ド を 使 用 し て 抗 原 を 産 生 し 、 動 物 へ と 注 入 し て 、 プ ロ タ キ キ ニ
ン に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。 当 業 者 に よ っ て 既 知 の 異 な る 方 法 を 、 本 目 的 を
達 成 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 Limulus polyphemus
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に 由 来 す る ヘ モ シ ア ニ ン を 、 ウ サ ギ の 免 疫 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 プ ロ タ キ キ ニ ン の 10個 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番
号 1-10） を 合 成 し 、 よ り 好 ま し く は 、 プ ロ タ キ キ ニ ン Aの 異 な る 4つ の ペ プ チ ド 配 列 （ PSP1
か ら PSP4、 図 4a参 照 ） を 合 成 し た ： ペ プ チ ド PSP1お よ び PSP2は 、 A-ペ プ チ ド の 配 列 を 含 む
。 PSP3は 、 活 性 な ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド K(NPK)の 配 列 の 最 初 の 部 分 を 含 み 、 PSP4は 、 ま た 、 NP
Kだ け で な く ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド γ (NPγ )の 配 列 の 部 分 、 お よ び 、 ニ ュ ー ロ キ ニ ン A(NKA)の
完 全 な 配 列 を 含 む 。 ア ミ ノ 末 端 の シ ス テ イ ン 残 基 を 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド に 付 加 し た 。 ペ
プ チ ド は 、 Limulus polyphemusに 由 来 す る ヘ モ シ ア ニ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 、 既 知 の 方 法
に 従 っ て 、 PSP1-PSP4に 対 す る 抗 体 を ウ サ ギ で 産 生 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 抗 体 は 、 既 知 の 方 法 に よ り 精 製 さ れ 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の
精 製 は 、 好 ま し く は リ ガ ン ド 特 異 的 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Pierceの 方 法 に 従
っ て 、 ア ミ ノ 末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 介 し て 、 Pierce(Boston, USA)の Sul-foLink-Gelへ ペ
プ チ ド を カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ る ） に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 抗 体 は 、 マ ー カ ー を 用 い て 標 識 し 、 検 出 可 能 と す る こ と
が で き る 。 使 用 さ れ る マ ー カ ー は 、 好 ま し く は 、 発 光 マ ー カ ー で あ り 、 よ り 更 に 好 ま し い
実 施 態 様 に お い て は 、 PSP1に 対 す る 抗 体 は 、 発 光 マ ー カ ー を 用 い て 標 識 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 よ り 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お け る 発 明 に は 、 体 液 、 組 織 ま た は 他 の 生 体 材 料 に お け る
プ ロ タ キ キ ニ ン の 検 出 の た め の 産 生 抗 体 の 使 用 、 お よ び 、 プ ロ タ キ キ ニ ン を 特 異 的 に 検 出
す る 抗 体 を 特 定 量 含 む キ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 そ れ ぞ れ の 分 子 へ の 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る 方 法 は 、 ま た 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 本 発
明 の 1つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 標 的 （ プ ロ タ キ キ ニ ン を 含 む ） へ の 抗 体 の 結 合 は 、 発 光
に よ る 検 出 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に は 、 PSP1か ら PSP4に 対 し て 産 生 し た 抗 体 の 使 用 を 開 示 す る
： 異 な る 抗 体 の 組 み 合 わ せ （ 表 1） を 、 コ ン ト ロ ー ル 個 体 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 お よ
び 敗 血 症 の 患 者 の 血 漿 お よ び 髄 液 に お け る プ ロ タ キ キ ニ ン の 検 出 の た め に 使 用 し た 。 抗 体
に よ り 検 出 さ れ る プ ロ タ キ キ ニ ン -断 片 を 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に よ り 、 更 に 、 体 液 、 組 織 お よ び 他 の 生 体 材 料 に お け る プ ロ タ キ キ ニ ン の 存 在 お
よ び 安 定 性 、 な ら び に 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル お よ び 様 々 な 病 気 の 患 者 で の プ ロ タ キ キ ニ ン
濃 度 の 差 異 の 測 定 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 1つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 血 漿 に お け る 、 プ ロ タ キ キ ニ ン の 発 見 さ れ た 長
期 間 の ex vivo安 定 性 に 基 づ く （ 図 2） 。 血 漿 に お い て は 、 プ ロ タ キ キ ニ ン は 、 驚 く べ き こ
と に 、 24時 間 を 超 え る 半 減 期 を 有 す る 。 よ り 少 な い ペ プ チ ダ ー ゼ し か CSF（ cerebro-spina
l fluil： 脳 脊 髄 液 ） に 存 在 し な い の で 、 プ ロ タ キ キ ニ ン は 、 血 漿 よ り も CSF中 で よ り 更 に
安 定 で あ る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 で は 、 PTK/A-ペ プ チ ド の in vivoで の 半 減 期 が 、 サ ブ ス タ ン ス P
（ 1-2分 ） 、 ニ ュ ー ロ キ ニ ン A（ <2分 ） お よ び ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド K（ 6分 ） と 比 較 し て 、 驚 く
べ き こ と に 、 60分 を 超 え る こ と が 見 出 さ れ た （ 図 3） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 そ れ ゆ え 、 プ ロ タ キ キ ニ ン は 、 診 断 目 的 の た め に は 、 サ ブ ス タ ン ス Pの 様 な 成 熟 タ ン パ
ク 質 よ り も 、 よ り 安 定 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 本 発 明 は 、 更 に 、 体 液 、 組 織 ま た は 他 の 生 体 材 料 、 特 に は 血 液 お よ び 髄 液 中 で の 、 病 気
/疾 患 の 状 態 に お け る サ ブ ス タ ン ス Pの 様 な 成 熟 タ キ キ ニ ン と プ ロ タ キ キ ニ ン と の 相 関 関 係
を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 1つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 コ ン ト ロ ー ル 血 漿 、 敗 血 症 /血 漿 、 ア ル ツ ハ イ マ ー
病 /血 漿 、 お よ び 健 康 な コ ン ト ロ ー ル の 髄 液 に お け る 、 表 1の 3つ の 抗 体 組 み 合 わ せ と の 、
プ ロ タ キ キ ニ ン の 免 疫 反 応 性 レ ベ ル を 示 す （ 実 施 例 4も 参 照 せ よ ） 。 血 漿 に お け る プ ロ タ
キ キ ニ ン レ ベ ル の 増 加 は 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル 個 体 の 血 漿 と 比 較 し て 、 病 気 の 患 者 に お い
て 観 察 さ れ た （ 抗 体 組 み 合 わ せ I、 黒 い 棒 グ ラ フ ） （ 図 5） 。 抗 体 組 み 合 わ せ Iは 、 A-ペ プ
チ ド （ 断 片 1-37） 、 な ら び に 、 A-ペ プ チ ド を 含 む ペ プ チ ド （ 4つ 全 て の ス プ ラ イ シ ン グ バ
リ ア ン ト （ α PPT-A、 β PPT-A、 γ PPT-Aお よ び δ PPT-A） に 存 在 す る ） を 検 出 し た 。 抗 体 組
み 合 わ せ IIは 、 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト α PPT-Aお よ び β PPT-Aの み 検 出 し 、 組 み 合 わ せ
IIIは 、 β PPT-Aお よ び γ PPT-Aの み 検 出 し た 。 抗 体 組 み 合 わ せ Iを 使 用 す る と 、 敗 血 症 お よ
び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 の 血 漿 に お け る A-ペ プ チ ド 濃 度 が 顕 著 に 、 そ れ ぞ れ 2倍 お よ び 1
2倍 増 加 し た （ 図 5参 照 ） 。 抗 体 組 み 合 わ せ IIお よ び IIIは 、 ま た 、 ア ル ツ ハ イ マ ー の 患 者
の 血 漿 に お け る プ ロ タ キ キ ニ ン レ ベ ル の 2.5倍 増 加 を 示 し 、 敗 血 症 の 患 者 の 血 漿 に お い て
は 約 2.8倍 の 増 加 を 示 し た 。 健 康 な コ ン ト ロ ー ル の 髄 液 に お い て は （ 図 5の 最 も 右 の 棒 グ ラ
フ ） 、 抗 体 組 み 合 わ せ Iは シ グ ナ ル を 示 し 、 抗 体 組 み 合 わ せ IIお よ び IIIは 、 顕 著 な シ グ ナ
ル を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 敗 血 症 、 脳 梗 塞 、 脳 虚 血 、 感 染 、 痛 み の 兆 候 、 肺
病 お よ び 腫 瘍 に お け る サ ブ ス タ ン ス Pの 結 果 と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル 個 体 お よ び 病 気 の ヒ ト の 体 液 、 組 織 お よ び 他 の 生 体 材 料
に お け る プ ロ タ キ キ ニ ン の レ ベ ル を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 健 康 な 個 体 の 血 漿 に お け る 、 A-ペ プ チ ド 濃 度
の 分 布 を 開 示 す る （ 図 7） 。 90％ は 、 35pg/mlよ り 低 い 免 疫 応 答 性 を 示 し 、 中 央 値 は 13.3pg
/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 病 気 ま た は 疾 患 に お け る 、 好 ま し く は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン
ソ ン 病 、 う つ 病 お よ び /ま た は 痛 み の 状 態 を 含 む 中 枢 神 経 系 の 病 気 、 局 所 性 疾 患 、 全 身 性
疾 患 、 慢 性 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 細 菌 感 染 症 お よ び ウ イ ル ス 感 染 症 を 含 む 感 染 疾 患 、 髄 膜 炎
、 敗 血 症 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 虚 血 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 リ
ウ マ チ 性 関 節 炎 を 含 む 関 節 炎 、 気 管 支 炎 、 痛 覚 過 敏 症 、 喘 息 、 細 菌 中 毒 を 含 む 中 毒 、 免 疫
疾 患 、 頭 蓋 大 脳 外 傷 を 含 む 多 発 性 /外 傷 、 腫 瘍 、 脳 梗 塞 、 ス ト レ ス 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 H
IV、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 熱 傷 、 繊 維 筋 痛 症 、 統 合 失 調 症 、 ヒ ル シ ュ ス プ ル ン グ 病 、 ア レ ル ギ
ー 、 家 族 性 自 律 神 経 失 調 症 （ ラ イ リ ー デ イ 症 候 群 ） 、 造 血 障 害 、 膠 芽 細 胞 腫 お よ び 星 細 胞
腫 を 含 む グ リ オ ー マ 、 血 液 脳 関 門 疾 患 を 含 む 病 気 ま た は 疾 患 に お け る 、 体 液 、 組 織 お よ び
他 の 生 体 材 料 中 で の プ ロ タ キ キ ニ ン 濃 度 の 顕 著 な 変 化 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 サ ブ ス タ ン ス Pの 結 果 と 一 致 し た 、 齢 が 同 じ 健 康 な コ ン
ト ロ ー ル 個 体 と 比 較 し た 場 合 の 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 に お け る A-ペ プ チ ド の 顕 著 な 2
倍 も の 増 加 と い う 驚 く べ き 知 見 に 基 づ く 。 本 発 明 の 対 応 す る 実 施 態 様 は 、 プ ロ タ キ キ ニ ン
、 そ の 前 駆 体 ま た は 断 片 、 特 に A-ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 、 身 体 の サ ン プ ル 、 特
に 血 液 、 血 漿 ま た は 髄 液 を テ ス ト す る た め の キ ッ ト お よ び 診 断 方 法 に 属 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 更 な る 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 肺 炎 、 局 部 感 染 （ 膿 瘍 ） 、 敗 血 症 、 外 傷 お よ び 多
発 性 外 傷 、 お よ び 様 々 な 腫 瘍 （ 図 10） 、 中 毒 、 全 身 性 炎 症 （ 図 11） 、 な ら び に 血 液 脳 関 門
の 機 能 （ 図 9） に お け る 免 疫 反 応 性 を 含 む 、 A-ペ プ チ ド の 顕 著 な 増 加 を 開 示 す る 。 健 康 な
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個 体 の 髄 液 に は 、 ml当 た り 150か ら 450μ gの タ ン パ ク 質 が 含 ま れ 、 そ の タ ン パ ク 質 の 83％
は 血 清 で 合 成 さ れ 、 17％ の み が 脳 で 合 成 さ れ る 。 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン -D-シ ン タ ー ゼ は 、
こ れ ま で に 測 定 し た と こ ろ 33と い う 、 血 清 に 対 す る 髄 液 の 最 も 高 い 比 率 を 示 す 。 好 ま し い
実 施 態 様 で は 、 驚 く べ き こ と に 、 A-ペ プ チ ド 免 疫 反 応 性 に つ い て 、 髄 液 に 対 す る 血 清 の 比
率 が 80を 超 え 、 驚 く べ き こ と に 他 の タ ン パ ク 質 よ り も 顕 著 に 高 い こ と が 示 さ れ た 。 A-ペ プ
チ ド の 濃 度 が 、 血 漿 中 よ り も 髄 液 で 高 い の で 、 血 漿 で の A-ペ プ チ ド の 増 加 は 、 血 液 脳 関 門
の 機 能 の 損 傷 ま た は 損 失 を 示 す ： 髄 液 は 、 血 漿 へ と 出 て 行 き 、 血 漿 で の プ ロ タ キ キ ニ ン 濃
度 の 増 加 を も た ら す 。 A-ペ プ チ ド ま た は A-ペ プ チ ド 免 疫 反 応 性 の 測 定 は 、 そ れ ゆ え 、 血 液
脳 関 門 の 機 能 の た め の 有 力 な 血 漿 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 、 ま た 、 プ ロ タ キ キ ニ ン に 対 す る 抗 体 を 用 い た 、 ま た は 、 使 用 し た
、 前 記 で 示 し た 病 気 /疾 患 の た め の キ ッ ト お よ び 診 断 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 病 気 の 検 出 、 進 行 制 御 お よ び 予 後 の た め の 、 プ ロ タ キ キ ニ ン お よ び /ま た は
抗 体 の 使 用 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 図 9に お け る 髄 膜 炎 、 頭 蓋 大 脳 外 傷 お よ び 脳 梗 塞 の よ う
な 病 気 の 進 行 の 間 に お い て （ 回 復 ま た は 転 帰 ま で ） 、 血 液 中 の A-ペ プ チ ド 濃 度 を 測 定 す る
こ と で あ る 。 病 気 の 状 態 に お い て は 、 患 者 は 、 A-ペ プ チ ド の 顕 著 な 増 加 レ ベ ル （ 35pg/ml
を 超 え る ） を 示 し 、 こ の レ ベ ル は 、 回 復 の 間 は 減 少 す る が 、 脳 梗 塞 の 患 者 の 転 帰 ま で は 顕
著 に 常 に 増 加 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ 実 施 例 １ ： 抗 体 の 産 生 ）
(a)免 疫 原
　 プ ロ タ キ キ ニ ン Aの 4つ の 異 な る ペ プ チ ド 配 列 （ PSP1か ら PSP4； 図 1を 参 照 せ よ ） を 選 択
し 、 Jerini（ Berlin, Germany） に よ っ て 合 成 し た 。 ペ プ チ ド PSP1お よ び 2は 、 A-ペ プ チ ド
の 配 列 を 含 む 。 PSP3は 、 活 性 な ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド K(NPK)の 最 初 の 配 列 の 最 初 の 部 分 を 含 み
、 PSP4は 、 ま た 、 NPKだ け で な く ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド γ (NPγ )の 配 列 の 部 分 、 お よ び ニ ュ ー
ロ キ ニ ン A(NKA)の 完 全 な 配 列 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 末 端 に シ ス テ イ ン 残
基 を 有 し て 提 供 さ れ る (Cys0)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
(b)抗 体
　 免 疫 の た め に 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド を 、 BioGenes(Berlin, Germany)に よ る Limulus pol
yphemusに 由 来 す る ヘ モ シ ア ニ ン と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ 、 抗 体 を 、 ウ サ ギ に お い て 、 PTK-
ペ プ チ ド -コ ン ジ ュ ゲ ー ト PSP1か ら PSP4に 対 し て 産 生 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ 実 施 例 ２ ： 抗 体 の 精 製 ）
　 抗 体 を 、 リ ガ ン ド 特 異 的 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に よ っ て 精 製 し た 。 こ の 工 程 の た め に 、 Cys(
0)-ペ プ チ ド PSP1か ら PSP4を 、 Pierce(Boston, USA)に よ っ て 供 給 さ れ た SulfoLink-Gelへ
と 結 合 し た 。 結 合 は 、 供 給 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 要 約 す る と 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト カ ラ ム （ 15mm× 80mm） を 、 5mlの ア フ ィ ニ テ ィ マ ト リ ク
ス で 満 た し た 。 カ ラ ム を PBS（ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） （ 136mM NaCl、 1.5mM KH 2 PO 4 、 20.
4mM Na 2 HPO 4 *2H 2 0、 2.7mM KCl、 pH7.2） を 用 い て 平 衡 化 し た 後 、 5mgの そ れ ぞ れ の ペ プ チ
ド を PBSで 溶 か し て カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 ゲ ル 物 質 を 緩 や か に 攪 拌 す る こ と に よ っ て 均 一
に し た 。 室 温 で の 15分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び ゲ ル 物 質 の 堆 積 後 、 カ ラ ム を 5回 3ml
の PBSを 用 い て 洗 浄 し た 。 フ リ ー の 結 合 部 位 を 飽 和 さ せ る た め に 5mlの 50mM L-シ ス テ イ ン
溶 液 を カ ラ ム に 加 え 、 均 一 に な っ た ゲ ル 物 質 を 、 再 度 15分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
ゲ ル 物 質 が 堆 積 後 、 そ れ ぞ れ の カ ラ ム を 、 5mlの 1M NaCl溶 液 で 6回 洗 浄 し 、 そ の 後 、 PBSを
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用 い て 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ゲ ル 物 質 を 、 25mlの そ れ ぞ れ の 抗 血 清 プ ー ル を 用 い て 混 合 し 、 緩 や か に 攪 拌 す る こ と に
よ っ て 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 血 清 -ゲ ル 混 合 物 を 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト カ ラ ム に
加 え 、 余 分 な 血 清 を 除 去 し た 。 そ の 後 、 カ ラ ム を 250mlの PBSを 用 い て 洗 浄 し 、 非 結 合 の 血
清 タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 。 非 結 合 抗 体 の 脱 離 は 、 50mMク エ ン 酸 (pH2.2)を 用 い た カ ラ ム の
溶 出 に よ っ て 実 施 し た 。 溶 出 液 を 1mlの フ ラ ク シ ョ ン に 回 収 し た 。 各 フ ラ ク シ ョ ン の タ ン
パ ク 質 濃 度 を 、 Perbio(Bonn, Germany)の BCA-タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト を 使 用 し て 求 め
、 >1mg/mlの タ ン パ ク 質 含 量 を 有 す る フ ラ ク シ ョ ン を ま と め た 。 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た 抗
体 を 、 PBSを 用 い た 透 析 に よ り 再 緩 衝 化 し た 。 タ ン パ ク 質 含 量 を 再 度 測 定 し 、 抗 体 を 4℃ で
保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
（ 実 施 例 ３ ： 抗 体 の 固 定 化 /標 識 化 ）
　 ペ プ チ ド PSP2、 3お よ び 4に 対 す る 精 製 抗 体 を 、 ポ リ ス チ ロ ー ル チ ュ ー ブ （ Startube、 12
mm× 75mm、 Greiner、 Germany） に 固 定 し た 。 こ の 方 法 の た め に 、 抗 体 溶 液 を 、 PBSを 用 い
て タ ン パ ク 質 濃 度 が 6.7μ g/mlに な る よ う に 希 釈 し 、 各 チ ュ ー ブ 当 り 300μ lを ピ ペ ッ テ ィ
ン グ し た （ チ ュ ー ブ 当 り 2μ gの 抗 体 に 対 応 ） 。 こ れ ら を 室 温 で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
そ の 後 、 そ れ ぞ れ を 4mlの PBSで 3回 洗 浄 し た 。 更 な る 使 用 ま で 、 チ ュ ー ブ を 4℃ で 保 存 し た
。 PSP1に 対 す る 抗 体 （ PBS中 で 1mg/ml） を 、 発 光 マ ー カ ー で あ る ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル -
N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ド (ア セ ト ニ ト リ ル 中 で 1mg/ml、 In Vent、 Hennigsdorf、 Germ
any)を 用 い て 標 識 し た 。 標 識 の 手 順 の た め に 、 200μ lの 抗 体 を 、 4μ lの ア ク リ ジ ニ ウ ム エ
ス テ ル を 用 い て 混 合 し 、 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 フ リ ー の ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 結 合
を 、 40μ lの 50mMグ リ シ ン 溶 液 を 加 え る こ と に よ っ て 飽 和 さ せ た 。 標 識 し た 調 製 物 を 、 Bio
Sil 400-ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ BioRad、 Munich、 Germany） を 用 い た HPLCに よ っ て フ リ ー の ア
ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル と 分 離 し た 。 PBSを 、 溶 媒 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ 実 施 例 ４ ： プ ロ タ キ キ ニ ン 免 疫 反 応 性 の 測 定 ）
　 3つ の 異 な る 抗 体 組 み 合 わ せ を 使 用 し て 、 5人 の 各 コ ン ト ロ ー ル 、 敗 血 症 患 者 お よ び ア ル
ツ ハ イ マ ー 患 者 の 血 漿 、 な ら び に 、 5人 の 認 知 症 で な い コ ン ト ロ ー ル 患 者 の 髄 液 に お い て
、 プ ロ タ キ キ ニ ン 免 疫 反 応 性 を 測 定 し た 。 コ ー テ ィ ン グ し た チ ュ ー ブ 当 り 100μ lの サ ン プ
ル を ピ ペ ッ テ ィ ン グ し 、 12.5ngの 標 識 抗 体 （ 200μ lの PBSバ ッ フ ァ ー 、 10mM EDTA中 ） を そ
れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に 加 え た 。 チ ュ ー ブ を 4℃ で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 非 結
合 の ト レ ー サ ー 抗 体 を 、 1ml PBSを 用 い て 5回 洗 浄 す る こ と に よ っ て 除 去 し た 。 チ ュ ー ブ に
結 合 し た 、 標 識 抗 体 は 、 ル ミ ノ メ ー タ ー (Berthold LB 952T/16)内 で 発 光 を 検 出 す る こ と
に よ っ て 定 量 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 異 な る 抗 体 組 み 合 わ せ に よ っ て 検 出 さ れ る PTK断 片 （ 図 4a） を 、 以 下 の 表 お よ び 図 4bに
示 す 。 3つ の 抗 体 組 み 合 わ せ を 用 い て 測 定 し た 相 対 的 な 免 疫 応 答 性 を 、 図 5に 示 す 。 抗 体 組
み 合 わ せ Iは 、 4つ 全 て の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト （ α PPT-A、 β PPT-A、 γ PPT-Aお よ び
δ PPT-A） に 含 ま れ る A-ペ プ チ ド （ 断 片 1-37） を 検 出 す る 。 抗 体 組 み 合 わ せ IIは 、 ス プ ラ
イ シ ン グ バ リ ア ン ト α PPT-Aお よ び β PPT-Aの み を 検 出 し 、 組 み 合 わ せ IIIは 、 β PPT-Aお よ
び γ PPT-Aの み を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 コ ン ト ロ ー ル 、 敗 血 症 患 者 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 血 漿 に お い て は 、 3つ 全 て の
抗 体 組 み 合 わ せ で 、 プ ロ タ キ キ ニ ン 配 列 を 検 出 す る こ と が で き た 。 抗 体 組 み 合 わ せ Iを 用
い た α /β /γ /δ の 検 出 に つ い て の コ ン ト ロ ー ル デ ー タ の 平 均 値 を 、 結 果 間 の よ り 良 好 な
比 較 の た め に 、 100％ と し 、 残 る デ ー タ の 平 均 値 は 、 そ の コ ン ト ロ ー ル デ ー タ に 基 づ い て
計 算 し た （ 表 1参 照 ） 。 A-ペ プ チ ド 、 お よ び 、 全 て の 配 列 を 含 む PTK-断 片 が 、 髄 液 に お い
て 、 群 を 抜 い て 高 い 濃 度 を 示 し 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル の 血 漿 に 比 べ て 30倍 高 い シ グ ナ ル を
示 す こ と が 示 さ れ た 。 A-ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性 は 、 敗 血 症 患 者 の 血 漿 に お い て も 明 確 に 増
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加 し た 。 こ こ で 、 そ の シ グ ナ ル は 、 コ ン ト ロ ー ル 個 体 の 血 漿 に 比 べ て 約 12倍 高 か っ た 。 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 は 、 2倍 に 増 加 し た シ グ ナ ル を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 抗 体 組 み 合 わ せ IIお よ び IIIを 用 い た 場 合 に 、 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト α /β お よ び β
/γ は 、 髄 液 で 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 示 さ な か っ た 。 こ の こ と は 、 PTKが 、 完 全 に プ ロ セ シ
ン グ を 受 け た タ ン パ ク 質 と し て 存 在 す る こ と を 示 す 。 血 漿 に お い て は 、 し か し な が ら 、 組
み 合 わ せ IIお よ び IIIを 用 い た 場 合 に 、 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト α /β お よ び β /γ を 検
出 す る こ と が で き た が 、 こ れ ら は 、 α /β /γ /δ （ 抗 体 組 み 合 わ せ I） に つ い て の シ グ ナ ル
よ り 低 か っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 抗 体 組 み 合 わ せ Iに よ る PTK-断 片 の 検 出 は 、 敗 血 症 患 者 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 サ
ン プ ル に お い て 、 そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に 対 し て 比 率 11.6お よ び 2.0で あ っ た 。
抗 体 組 み 合 わ せ IIお よ び IIIの 敗 血 症 サ ン プ ル の 比 率 は 、 抗 体 組 み 合 わ せ Iの 11.6よ り も か
な り 低 く な っ た 。 そ れ ゆ え 、 抗 体 組 み 合 わ せ Iは 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル と の 差 異 に つ い て
の 、 少 な く と も 敗 血 症 つ い て の 、 よ り 良 好 な 方 法 で あ る 。 （ 3つ 全 て の 抗 体 組 み 合 わ せ を
用 い た 場 合 の ア ル ツ ハ イ マ ー サ ン プ ル の 比 率 が 2程 度 で あ る の で 、 抗 体 組 み 合 わ せ の 選 択
は 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 差 異 に つ い て 関 係 し な い よ う で あ る 。 ）
【 ０ ０ ６ ７ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ 実 施 例 ５ ： A-ペ プ チ ド の 定 量 測 定 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ ）
１ ． コ ン ポ ー ネ ン ト
　 発 光 マ ー カ ー で 標 識 し た PSP2-抗 体 お よ び PSP1-抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し た チ ュ ー ブ を 、 イ
ム ノ ア ッ セ イ に お い て 使 用 し た 。 こ れ ら の コ ン ポ ー ネ ン ト の 産 生 は 、 実 施 例 3に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
２ ． 手 法
　 100μ lの サ ン プ ル を 、 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し た 各 チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し 、 12.5ng
の 標 識 抗 体 （ 200μ l PBSバ ッ フ ァ ー 、 10mM EDTA中 ） を 加 え た 。 チ ュ ー ブ を 、 20時 間 4℃ で
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 ト レ ー サ ー 抗 体 を 、 1mlの PBSを 用 い て 5回 洗 浄 す る こ と に よ
っ て 除 去 し た 。 チ ュ ー ブ に 結 合 し た 標 識 抗 体 は 、 ル ミ ノ メ ー タ ー (Berthold LB 952T/16)
内 で 発 光 を 測 定 す る こ と に よ っ て 定 量 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
３ ． キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン
　 A-ペ プ チ ド の 濃 度 お よ び 免 疫 反 応 性 が 測 定 す る こ と が で き る た め に 、 ペ プ チ ド を Jerini
(Berlin、 Germany)に よ っ て 合 成 し た 。 予 め 重 量 を 測 定 し た ペ プ チ ド を 、 イ ム ノ ア ッ セ イ
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の た め の キ ャ リ ブ レ ー タ ー と し て 使 用 し た 。 図 6に お い て 、 A-ペ プ チ ド の 標 準 グ ラ フ を 示
す 。 A-ペ プ チ ド ア ッ セ イ の 分 析 的 な 感 度 は 、 約 4pg/mlで あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ 実 施 例 ６ ： 恐 ら く 健 康 で あ る 個 体 （ コ ン ト ロ ー ル ） の 血 漿 中 の A-ペ プ チ ド 濃 度 ）
　 健 康 な 個 体 の 血 漿 中 の A-ペ プ チ ド 濃 度 の 分 布 グ ラ フ を 、 図 7に 示 す 。 100の コ ン ト ロ ー ル
サ ン プ ル の う ち の 90％ が 、 35pg/mlよ り 低 い A-ペ プ チ ド 免 疫 反 応 性 を 示 し た 。 中 央 値 は 、 1
3.3pg/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
（ 実 施 例 ７ ： ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 に お い け る A-ペ プ チ ド 含 量 ）
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し た 患 者 、 お よ び 認 知 症 で な い 歳 を 合 わ せ た コ ン ト ロ ー ル の 血
漿 に お け る A-ペ プ チ ド 免 疫 反 応 性 は 、 顕 著 に 異 な っ た （ 図 8） 。 こ の 場 合 に お け る コ ン ト
ロ ー ル の 中 央 値 は 、 18.0pg/mlで あ り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 中 央 値 は 、 そ の 2倍 、 す な
わ ち 39.0pg/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
（ 実 施 例 ８ ： 脳 脊 髄 液 (CSF)に お け る A-ペ プ チ ド 濃 度 ）
　 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル の 髄 液 (n=30)に お け る A-ペ プ チ ド 濃 度 を 測 定 し た と こ ろ 、 中 央 値
が 1085pg/mlで あ っ た 。 CSF-中 央 値 は 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル 個 体 の 血 漿 の 中 央 値 よ り も 約 8
0倍 顕 著 に 増 加 し て い た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ 実 施 例 ９ ： 血 液 脳 関 門 の 障 害 に お け る A-ペ プ チ ド 濃 度 ）
　 髄 膜 炎 、 頭 蓋 大 脳 外 傷 お よ び 脳 梗 塞 （ 回 復 ま た は 転 帰 を 含 む ） の よ う な 脳 障 害 に 罹 患 し
た 患 者 の 病 気 の 経 過 に お け る 、 循 環 血 液 中 の A-ペ プ チ ド 含 量 を 測 定 し た （ 図 9） 。 A-ペ プ
チ ド レ ベ ル は 、 病 院 へ の 患 者 の 入 院 時 に 、 非 常 に 高 か っ た （ 通 常 の レ ベ ル で あ る 約 35pg/m
lを 超 え て い た ） 。 髄 膜 炎 、 脳 梗 塞 ま た は 頭 蓋 大 脳 外 傷 の 回 復 期 の 患 者 は 、 A-ペ プ チ ド 濃
度 の 安 定 し た 減 少 を 示 し 、 通 常 の レ ベ ル よ り も 下 が っ た 。 結 果 的 に 死 を も た ら し た 脳 梗 塞
は 、 経 過 全 体 で 、 A-ペ プ チ ド 濃 度 の 顕 著 な 増 加 を 示 し た 。 A-ペ プ チ ド の 濃 度 は 、 転 帰 ま で
、 通 常 レ ベ ル へ と 減 少 し な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
結 果 ：
　 A-ペ プ チ ド 濃 度 の 測 定 は 、 血 液 脳 関 門 の 機 能 の た め の 血 漿 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。 髄 液 に お け る A-ペ プ チ ド 濃 度 は 、 循 環 血 液 に 比 較 し て 約 80倍 増 加 す る の で 、 血
漿 中 の A-ペ プ チ ド の 測 定 に よ っ て 求 ま っ た 髄 液 タ ン パ ク 質 の 血 液 の 輸 送 は 、 血 液 脳 関 門 の
機 能 の 歪 み に つ い て の シ グ ナ ル で あ る 。 A-ペ プ チ ド 濃 度 の 経 過 に よ っ て 、 患 者 の 状 態 に つ
い て の 有 用 な 説 明 、 お よ び 病 気 の 経 過 に つ い て の 予 後 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
（ 実 施 例 １ ０ ： 肺 炎 、 局 所 感 染 、 敗 血 症 、 冠 状 動 脈 性 心 臓 病 、 外 傷 ま た は 多 発 性 外 傷 お よ
び 様 々 な 腫 瘍 に 罹 患 し た 患 者 の 循 環 血 液 に お け る A-ペ プ チ ド 濃 度 の 測 定 ）
　 肺 炎 、 局 所 感 染 （ 膿 瘍 ） の よ う な 炎 症 性 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 だ け で な く 敗 血 症 に 罹 患 し
た 患 者 も 、 そ れ ぞ れ の 場 合 の 80％ 、 100％ お よ び 72％ が 、 部 分 的 に は 、 顕 著 に 高 い 値 を 示
し た （ >35pg/ml） （ 図 10） 。 こ れ ら の 結 果 と 対 照 的 に 、 冠 状 動 脈 性 心 臓 病 に 罹 患 し た 16人
の 患 者 の う ち 3人 の み が 、 コ ン ト ロ ー ル よ り も 高 い 値 を 示 し た 。 外 傷 お よ び 多 発 性 外 傷 に
罹 患 し た 患 者 だ け で な く 、 様 々 な 腫 瘍 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 も 、 コ ン ト ロ ー ル 個 体 と 比 較 し
て 、 50％ が 高 い A-ペ プ チ ド 濃 度 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
（ 実 施 例 １ １ ： 全 身 性 炎 症 の Aペ プ チ ド お よ び シ ュ ミ レ ー シ ョ ン ）
　 標 準 的 な エ ン ド ト キ シ ン で あ る 大 腸 菌 の 0113:H10:kを 、 4ng/体 重 kgの 濃 度 で 、 ボ ラ ン テ
ィ ア の テ ス ト 患 者 へ と 静 脈 内 注 入 し た 。 血 液 サ ン プ ル を 、 異 な る 時 に 採 取 し た （ DANDONA 
et al., 1994に よ る プ ロ ト コ ー ル ） 。 エ ン ド ト キ シ ン を 用 い て 治 療 し た テ ス ト 患 者 に お け
る 、 様 々 な 炎 症 パ ラ メ ー タ ー （ IL-6、 TNFα 、 PCT） だ け で な く A-ペ プ チ ド の 測 定 に よ っ て
、 血 液 中 の 物 質 の 濃 度 の 時 間 依 存 的 な 経 過 が 示 さ れ た （ 図 11参 照 ） 。 第 一 に 、 予 期 さ れ た
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よ う に 、 エ ン ド ト キ シ ン の 注 入 後 約 1時 間 し て か ら 、 TNFα の 増 加 が 生 じ た 。 そ の 後 す ぐ に
、 サ イ ト ト キ シ ン IL-6の 増 加 が 続 い た （ エ ン ド ト キ シ ン の 注 入 後 約 1.5時 間 ） 。 3時 間 後 、
TNFα お よ び IL-6の 濃 度 が 減 少 す る 一 方 で 、 驚 く べ き こ と に 、 A-ペ プ チ ド 濃 度 の 増 加 が 生
じ 、 そ の 濃 度 は 、 約 7時 間 後 に 開 始 レ ベ ル に 戻 っ た 。 PCTは 、 5時 間 後 に 濃 度 増 加 を 示 し 、
更 な る 経 過 の 間 に 、 安 定 的 に 増 加 し た 。 そ れ ゆ え 、 A-ペ プ チ ド の 分 泌 は 、 エ ン ド ト キ シ ン
の 単 独 の 注 入 に よ っ て 誘 導 す る こ と が で き 、 TNFα /IL-6と PCTと の 間 の 免 疫 カ ス ケ ー ド に
お け る 1つ の 事 象 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
[参 考 文 献 ]
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 in vivoで の ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド の 生 合 成 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 プ ロ タ キ キ ニ ン -断 片 の ex vivo安 定 性 を 示 す （ EDTA-血 漿 ） 。 室 温 で の プ
ロ タ キ キ ニ ン の 半 減 期 は 、 24時 間 を 超 え る 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 エ ン ド ト キ シ ン 適 用 後 の 、 プ ロ タ キ キ ニ ン -断 片 の in vivoで の 測 定 を 示
す 。 PTK/A-ペ プ チ ド の 半 減 期 は 、 in vivoで 60分 を 超 え る 。
【 図 ４ Ａ 】 図 4Aは 、 α -PPT-A（ AS 1-92、 配 列 番 号 1） の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト を 示 す
。
【 図 ４ Ｂ 】 図 4Bは 、 β -PPT-A（ AS 1-110、 配 列 番 号 2） の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト を 示
す 。
【 図 ４ Ｃ 】 図 4Cは 、 γ -PPT-A（ AS 1-95、 配 列 番 号 5） の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト を 示 す
。
【 図 ４ Ｄ 】 図 4Ｄ は 、 δ -PPT-A（ AS 1-77、 配 列 番 号 8） の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト を 示
す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル 個 体 、 敗 血 症 患 者 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 血 漿 、
お よ び 健 康 な コ ン ト ロ ー ル の 髄 液 に お け る 、 抗 体 組 み 合 わ せ I-IIIの 免 疫 反 応 性 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 A-ペ プ チ ド 濃 度 (pg/ml)に 依 存 し た 発 光 （ 相 対 的 な 発 光 単 位 ） の 標 準 曲 線
を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル 個 体 の 血 漿 に お け る A-ペ プ チ ド の 分 布 グ ラ フ を 示 す
。
【 図 ８ 】 図 8は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 お よ び 認 知 症 で な い 歳 を 合 わ せ た コ ン ト ロ ー ル の
血 漿 に お け る A-ペ プ チ ド 濃 度 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 脳 疾 患 を 有 す る 患 者 の 経 緯 を 示 し 、 病 院 へ の 入 院 か ら 14日 ま で の 、 ま た
は 転 帰 ま で の 、 脳 梗 塞 （ 回 復 ま た は 転 帰 ） 、 髄 膜 炎 、 頭 蓋 大 脳 外 傷 に お け る A-ペ プ チ ド の
濃 度 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 異 な る 病 気 ： 肺 炎 、 局 所 感 染 （ 膿 瘍 ） 、 敗 血 症 、 冠 状 動 脈 性 心 臓 病 、
外 傷 お よ び 多 発 性 外 傷 、 様 々 な 腫 瘍 に お け る 、 A-ペ プ チ ド 濃 度 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 全 身 性 炎 症 の シ ュ ミ レ ー シ ョ ン を 示 す 。 エ ン ド ト キ シ ン 適 用 後 の A-ペ
プ チ ド 、 TNF-α 、 IL-6お よ び PCT濃 度 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ Ａ 】
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【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ４ Ｄ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 配 列 表 】
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摘要(译)

本发明涉及人体或动物体液，组织和/或生物材料中的诊断组分。更具体
地，本发明涉及从体液，组织或其他生物材料中分离的protachykinin和/
或其片段作为用于医学诊断的标记肽的用途，以及用于诊断检测病程预
后和疾病/病症的病程控制的用途。中枢神经系统，包括阿尔茨海默病，
帕金森病，抑郁症和/或疼痛病症，神经系统，内分泌系统，脑，肌肉，
局部，全身，慢性，炎症性疾病，包括细菌和病毒感染的传染病，脑膜
炎，败血症，克罗恩病，溃疡性结肠炎，镰状细胞性贫血，缺血，肌萎
缩侧索硬化，包括类风湿性关节炎的关节炎，支气管炎，痛觉过敏，哮
喘，包括细菌中毒的免疫疾病，免疫疾病，包括颅脑损伤的多/创伤，肿
瘤/癌症，中风，压力，动脉炎皮炎，HIV，亨廷顿氏病，烧伤，精神分
裂症，先天性巨结肠症，过敏症，家族性自身血瘀症（Riley Day综合
征），造血障碍，胶质瘤，包括胶质母细胞瘤和星形细胞瘤，血脑屏障
障碍。本发明还提供了与某些蛋白质及其片段结合的抗体，更具体地说
是protachykinin及其片段。根据本发明，还可以使用用于上述诊断的试
剂盒提供。
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