
(57)【要約】

　本発明は、ヒトまたは動物の体液、組織および/また

は生体材料中の成分の診断に関する。より具体的には、

本発明は、体液、組織または生体材料から単離されたエ

ンケファリンの前駆体および/またはその断片の、マー

カーペプチドまたは医療的診断としての、ならびに、中

枢神経系の病気/疾患、神経変性疾患、パーキンソン病

、アルツハイマー病、ハンチントン病、心筋虚血を含む

虚血、統合失調症、免疫系の病気/疾患、痛みの病気/状

態、慢性疼痛、偏頭痛、緊張型頭痛、リンパ性白血病、

悪性脳腫瘍、腺腫、特にヒト下垂体腺腫を含む腫瘍/癌

、血液脳関門の疾患、多発性硬化症、炎症、慢性関節炎

、感染疾患、細菌およびウイルス感染症、特にグラム陽

性細菌の感染、ボルナ病ウイルス感染、腹膜炎、中毒、

AIDS、ストレス、頭蓋骨損傷を含む外傷、梗塞、特に脳

梗塞、冠状動脈性心臓病を含む心臓および心臓血管の病

気、骨および皮膚の病気、マラリア、慢性/閉塞性肺疾

患ならびに脳損傷を含む病気/疾患の治療単位の予後お

よび治療単位の制御の診断的検出のための使用に関する

。本発明は、さらに、特定のタンパク質およびその断片
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 、 そ の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 、 そ の 断 片 、 そ の 誘 導 体 、 前 記 化
合 物 の 前 駆 体 ま た は 組 み 合 わ せ の 、 医 療 診 断 の た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ex vivo身 体 サ ン プ ル 、 好 ま し く は 血 液 、 血 漿 も し く は 髄 液 、 ま た は 組 織 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か ら 5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 1か ら 5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 エ ン ケ フ ァ リ 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 1-5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 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fp、 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 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 /疾 患 、 神 経 変 性 疾 患 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ
イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 心 筋 虚 血 を 含 む 虚 血 、 統 合 失 調 症 、 免 疫 系 の 病 気 /疾 患 、 痛
み の 病 気 /状 態 、 慢 性 疼 痛 、 偏 頭 痛 、 緊 張 型 頭 痛 、 リ ン パ 性 白 血 病 、 悪 性 脳 腫 瘍 、 腺 腫 、
特 に ヒ ト 下 垂 体 腺 腫 を 含 む 腫 瘍 /癌 、 血 液 脳 関 門 の 疾 患 、 多 発 性 硬 化 症 、 炎 症 、 慢 性 関 節
炎 、 感 染 疾 患 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス 感 染 症 、 特 に グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 感 染 、 ボ ル ナ 病 ウ イ ル
ス 感 染 、 腹 膜 炎 、 中 毒 、 AIDS、 ス ト レ ス 、 頭 蓋 骨 損 傷 を 含 む 外 傷 、 梗 塞 、 特 に 脳 梗 塞 、 冠
状 動 脈 性 心 臓 病 を 含 む 心 臓 お よ び 心 臓 血 管 の 病 気 、 骨 お よ び 皮 膚 の 病 気 、 マ ラ リ ア 、 慢 性
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/閉 塞 性 肺 疾 患 な ら び に 脳 損 傷 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 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fp、 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 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fp、 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 1-5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 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fp、 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 
vitro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 23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 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fp、 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 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fp、 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 。
【 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
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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 エ ン ケ フ ァ リ ン /複 数 の エ ン
ケ フ ァ リ 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 、 エ ン ケ フ ァ リ ン /複 数 の エ ン ケ フ ァ リ ン の レ ベ ル を 測 定 す る た め の 、 請 求 項 21か ら 2
7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 エ ン ケ フ ァ リ ン が 、 メ チ オ ニ ン  エ ン ケ フ ァ リ ン (Met-ENK)、 ロ イ シ ン  エ ン ケ フ ァ リ ン
（ Leu-ENK） 、 メ チ オ ニ ン  エ ン ケ フ ァ リ ン  ア ル ギ ニ ン  フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Met-ENK-Arg-
Phe） ま た は メ チ オ ニ ン  エ ン ケ フ ァ リ ン  ア ル ギ ニ ン  グ リ シ ン  ロ イ シ ン （ Met-ENK-Arg-G
ly-Leu） 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 エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び /ま た は そ の 断 片 、 プ ロ エ ン
ケ フ ァ リ ン を 含 む 断 片 、 お よ び /ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ の 使 用 に 関 す る 。 以 下 の 明 細
書 に お い て は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド Bお よ び F、 エ ン ケ フ ァ リ ン -フ ッ ト プ リ ン ト (ENK-fp)、
プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン Aな ら び に ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 1を 含 む こ れ ら 全 て の 分 子 、 断 片 、 そ れ ら
の 組 み 合 わ せ 等 を 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン と 称 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 /疾 患 、 神 経 変 性 疾 患 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 心 筋 虚 血 を 含 む 虚 血 、 統 合 失 調 症 、 免 疫 系 の 病 気 /疾
患 、 痛 み の 病 気 /状 態 、 慢 性 疼 痛 、 偏 頭 痛 、 緊 張 型 頭 痛 、 リ ン パ 性 白 血 病 、 悪 性 脳 腫 瘍 、
腺 腫 、 特 に ヒ ト 下 垂 体 腺 腫 を 含 む 腫 瘍 /癌 、 血 液 脳 関 門 の 疾 患 、 多 発 性 硬 化 症 、 炎 症 、 慢
性 関 節 炎 、 感 染 疾 患 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス 感 染 症 、 特 に グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 感 染 、 ボ ル ナ 病
ウ イ ル ス 感 染 、 腹 膜 炎 、 中 毒 、 AIDS、 ス ト レ ス 、 頭 蓋 骨 損 傷 を 含 む 外 傷 、 梗 塞 、 特 に 脳 梗
塞 、 冠 状 動 脈 性 心 臓 病 を 含 む 心 臓 お よ び 心 臓 血 管 の 病 気 、 骨 お よ び 皮 膚 の 病 気 、 マ ラ リ ア
、 慢 性 /閉 塞 性 肺 疾 患 な ら び に 脳 損 傷 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 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 ま た 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 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 、 エ ン ケ フ ァ リ 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 、 前 駆 体 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 】
　 ヒ ト の プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン A遺 伝 子 （ PENK-A） は 、 4つ の エ キ ソ ン を 含 み 、 メ チ オ ニ ン  
エ ン ケ フ ァ リ ン (Met-ENK)、 ロ イ シ ン  エ ン ケ フ ァ リ ン （ Leu-ENK） 、 メ チ オ ニ ン  エ ン ケ フ
ァ リ ン  ア ル ギ ニ ン  フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Met-ENK-Arg-Phe） だ け で な く メ チ オ ニ ン  エ ン ケ
フ ァ リ ン  ア ル ギ ニ ン  グ リ シ ン  ロ イ シ ン （ Met-ENK-Arg-Gly-Leu） の よ う な 、 一 連 の 構 造
的 に 関 連 し た オ リ ゴ ペ プ チ ド を コ ー ド し て お り 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン の 1つ の 分 子 は 、 4つ
の Met-ENKな ら び に 1つ の Leu-ENK、 Met-ENK-Arg-Pheお よ び Met-ENK-Arg-Gly-Leuを そ れ ぞ
れ 含 む 。 Met-ENK-Arg-Pheお よ び Met-ENK-Arg-Gly-Leuは 、 更 に 、 Met-ENKへ と 代 謝 さ れ る
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。 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 神 経 伝 達 物 質 だ け で な く 、 神 経 調 節 因 子 お よ び 神 経 ホ ル モ ン と し て
も 機 能 す る 。 エ ン ケ フ ァ リ ン に 加 え て 、 PENK-Aは 、 そ の N末 端 に エ ン ケ リ チ ン (enkelytin)
お よ び ペ プ チ ド Bの 配 列 を 含 み 、 そ の C末 端 に 、 抗 菌 性 機 能 を 有 す る シ ネ ン ケ フ ァ リ ン (syn
enkephalin)を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン の 発 現 は 、 中 枢 神 経 系 だ け で な く 、 末 梢 神 経 系 で も 生 じ る 。 脳 に お
い て は 、 PENKの 濃 度 増 加 は 、 尾 状 核 、 中 脳 水 道 周 囲 灰 白 質 だ け で な く 海 馬 お よ び 縫 線 核 に
お い て も 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 痛 み の 知 覚 、 ホ ル モ ン 調 節 を 含 む ス ト レ ス 応 答 の 調 節 、 骨 形 成 の 調
節 だ け で な く 免 疫 応 答 の 調 節 の よ う な 、 様 々 な 生 理 学 的 工 程 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た し
て い る 。 Met-ENKは 、 Bリ ン パ 球 お よ び Tリ ン パ 球 の 増 殖 を 刺 激 し 、 Leu-ENKは 、 ヘ ル パ ー T
細 胞 お よ び 細 胞 障 害 性 T細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 。 Met-ENKの 免 疫 調 節 特 性 に よ り 、 エ ン ケ フ
ァ リ ン は 、 サ イ ト カ イ ン と し て 分 類 さ れ る 。 内 因 性 の エ ン ケ フ ァ リ ン ペ プ チ ド は 、 ま た 、
心 拍 数 、 収 縮 性 お よ び 動 脈 圧 の よ う な 心 臓 血 管 の 機 能 の 一 般 的 な 調 節 に も 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 Streptococcus aureus、 Bacillus megateriumお よ び Micrococcus l
uteusの よ う な グ ラ ム 陽 性 細 菌 に 対 し て 抗 菌 機 能 を 有 す る が 、 Escherichia coliの よ う な
グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 増 殖 は 阻 害 す る こ と が で き ず 、 真 菌 類 の 増 殖 も 阻 害 す る こ と が で き な い
。 シ ネ ン ケ フ ァ リ ン は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 だ け で な く グ ラ ム 陰 性 細 菌 に も 抗 菌 特 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 エ ン ケ フ ァ リ ン の レ ベ ル は 、 様 々 な 病 気 に お い て 、 体 液 お よ び 組 織 で 変 化 す る 。 脳 梗 塞
急 性 期 の 患 者 お よ び 心 筋 虚 血 の 症 状 を 有 す る 糖 尿 病 患 者 の 血 漿 で の Met-ENK免 疫 応 答 性 は
、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル 個 体 と 比 較 し て 顕 著 に 増 加 す る 。 偏 頭 痛 お よ び 頭 痛 の 患 者 の 血 漿 お
よ び 髄 液 、 な ら び に 、 統 合 失 調 症 の 患 者 の 髄 液 に つ い て も 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 パ ー キ ン ソ ン 病 に お い て は 、 患 者 の 髄 液 の Met-ENK-Arg-Gly-Leuの 含 量 が 、 健 康 な コ ン
ト ロ ー ル 個 体 と 比 較 し て 顕 著 に 増 加 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 は 、 4倍 に 増 加 し た Met-ENK様 免 疫 応 答 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ハ ン チ ン ト ン 病 の 患 者 の 線 条 体 に お け る エ ン ケ フ ァ リ ン m-RNAの 濃 度 は 顕 著 に 減 少 し 、
髄 液 で は 、 Met-ENK-Arg-Gly-Leu濃 度 の 減 少 が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 腫 瘍 に お い て は 、 下 垂 体 腺 腫 の プ ロ ラ ク チ ン （ PL） お よ び ア ド レ ノ コ ル チ コ ト ロ ピ ン 産
生 タ イ プ は 、 Met-ENKの 濃 度 増 加 を 示 し 、 ア ド レ ノ コ ル チ コ ト ロ ピ ン 産 生 タ イ プ で は 10倍
増 加 し た プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 濃 度 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 例 え ば 手 術 の 間 お よ び 手 術 の 後 で の 皮 膚 の 損 傷 な ら び に 頭 蓋 骨 損 傷
の よ う な 外 傷 に お い て 、 神 経 組 織 の 病 態 生 理 学 的 応 答 の 機 能 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 更 に そ の 上 、 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 全 身 性 炎 症 の 発 症 に お け る 主 要 な 機 能 を 担 う 。 動 物 モ
デ ル で は 、 腹 膜 炎 の 誘 導 ま た は リ ポ ポ リ サ ッ カ リ ド の 塗 布 に よ り 、 PENK-発 現 の 増 加 だ け
で な く 、 Met-ENKの 血 漿 濃 度 の 増 加 が も た ら さ れ る 。
　 関 節 周 囲 炎 の ウ シ の 膿 瘍 に お い て は 、 エ ン ケ リ チ ン の 配 列 を 含 む 様 々 な PENK-断 片 が 検
出 さ れ た 。 ヒ ト の 末 梢 血 単 球 お よ び ラ ッ ト の リ ン パ 球 で は 、 リ ポ ポ リ サ ッ カ リ ド に よ る PE
NK-m-RNA発 現 の 誘 導 が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ボ ル ナ ウ イ ル ス に よ る ラ ッ ト の 感 染 に よ っ て 、 下 垂 体 で の PENK-A転 写 産 物 の 増 加 が も た
ら さ れ た 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 Met-ENK、 Met-ENK-Arg-Pheお よ び プ ロ エ ン カ フ ァ リ ン  ペ プ チ ド Bお よ び Fは 、 出 欠 性 低
血 圧 の 血 漿 に お い て は 、 顕 著 に 増 加 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 エ ン ケ フ ァ リ ン の 生 合 成 （ 図 2参 照 ） は 、 （ ゴ ル ジ 体 -） 結 合 リ ボ ソ ー ム で の プ レ プ ロ ホ
ル モ ン と し て 、 他 の ペ プ チ ド ホ ル モ ン の 場 合 の よ う に 生 じ る 。 疎 水 性 N-末 端 シ グ ナ ル 配 列
（ シ グ ナ ル ペ プ チ ド と 呼 ば れ る ） 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 で パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ 、 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 、 所 謂 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 。 様 々 な 刺 激 を
介 し て 、 ペ プ チ ド は 、 細 胞 外 空 間 ま た は 血 漿 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 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 血 漿 中 で 、 12か ら 15分 の 半 減 期 を 有 す る (ex vivo)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン の プ ロ セ シ ン グ は 、 厳 密 な 時 間 的 順 序 で 、 そ し て 組 織 特 異 的 な 複 数
の 工 程 で 生 じ る 。 プ ロ セ シ ン グ の 初 め の 工 程 で は 、 エ ン ケ リ チ ン お よ び Met-ENK-Arg-Phe
の 配 列 を 含 む C-末 端 の ペ プ チ ド Bの 分 離 が 生 じ る 。 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン の プ ロ セ シ ン グ に
よ っ て 、 様 々 な プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン ペ プ チ ド の 形 成 が 導 か れ る 。
　 血 液 に は 存 在 し な い が 、 髄 液 で の PENK-断 片 119-159の 存 在 は 、 Stark et al., 2000に よ
っ て 既 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の 断 片 は 、 本 発 明 で 中 心 的 役 割 を 果 た す の で 、 本 明 細 書 に お い て は 「 エ ン ケ フ ァ リ ン
-フ ッ ト プ リ ン ト 」 (ENK-fp)と 称 す る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Starck, M., Danielsson, O., Griffith, A.J., Jornvall, H., Johann
sson, J. (2001): “ Peptide repertoire of human cerebrospinal fluid: novel proteo
lytic fragments of neuroendocrine proteins” . Journal of Chromatography Vol. 754
, p. 357-367
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 様 々 な 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 ex vivo中 で の エ ン ケ フ ァ リ ン の 短 い 半 減 期 は 、 今 ま で の と こ ろ 、
エ ン ケ フ ァ リ ン の 通 常 の 診 断 で の 使 用 を 妨 げ て き た 。 エ ン ケ フ ァ リ ン の 短 い 半 減 期 が 原 因
で 、 診 断 の 際 に 、 エ ン ケ フ ァ リ 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 、 エ ン ケ フ ァ リ 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 て い 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 エ ン ケ フ ァ リ ン 遊 離 の 影 響 が 希 薄
化 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 エ ン ケ フ ァ リ 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 エ ン ケ フ ァ リ ン の 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 エ ン ケ フ ァ リ ン が 、 体 液 、 組 織 お よ び 他 の 生 体 材 料 に お け る エ ン ケ フ
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ァ リ ン 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 エ ン ケ フ ァ リ ン の 存 在 は 、 様 々 な 体 液 /組 織 ま た は 生 体 材 料 に お い て 、 Met-ENKの よ
う な 成 熟 エ ン ケ フ ァ リ ン の 存 在 と 相 関 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 更 に そ の 上 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 、 そ の 断 片 お よ び /ま た は そ れ ら の 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 エ ン ケ フ ァ リ ン は 完 全
に 一 般 的 な 診 断 目 的 に 適 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 同 じ こ と は 、 成 熟 エ ン ケ フ ァ リ ン の in vivoで の 半 減 期 よ り も 顕 著 に 高 い プ ロ エ ン ケ フ
ァ リ 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 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、
エ ン ケ フ ァ リ 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 エ ン ケ フ ァ リ ン と 成 熟 ペ プ チ ド の 間 と の 関 係 に よ り 、 Met-ENK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 エ ン ケ フ ァ リ ン は 適 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 に よ る プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び そ の 断 片 は 、 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 /
疾 患 、 神 経 変 性 疾 患 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 心 筋 虚 血 を
含 む 虚 血 、 統 合 失 調 症 、 免 疫 系 の 病 気 /疾 患 、 痛 み の 病 気 /状 態 、 慢 性 疼 痛 、 偏 頭 痛 、 緊 張
型 頭 痛 、 リ ン パ 性 白 血 病 、 悪 性 脳 腫 瘍 、 腺 腫 、 特 に ヒ ト 下 垂 体 腺 腫 を 含 む 腫 瘍 /癌 、 血 液
脳 関 門 の 疾 患 、 多 発 性 硬 化 症 、 炎 症 、 慢 性 関 節 炎 、 感 染 疾 患 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス 感 染 症
、 特 に グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 感 染 、 ボ ル ナ 病 ウ イ ル ス 感 染 、 腹 膜 炎 、 中 毒 、 AIDS、 ス ト レ ス 、
頭 蓋 骨 損 傷 を 含 む 外 傷 、 梗 塞 、 特 に 脳 梗 塞 、 冠 状 動 脈 性 心 臓 病 を 含 む 心 臓 お よ び 心 臓 血 管
の 病 気 、 骨 お よ び 皮 膚 の 病 気 、 マ ラ リ ア 、 慢 性 /閉 塞 性 肺 疾 患 な ら び に 脳 損 傷 を 含 む 様 々
な 病 気 /疾 患 の 診 断 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 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 ２ 】
　 本 発 明 は 、 更 な る 実 施 態 様 に お い て は 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン の 産 生 に 関 す る 。 更 に 、 本
発 明 に よ る プ ロ エ ン ケ フ ァ リ 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 ３ 】
　 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 エ ン ケ フ
ァ リ 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 様 々 な 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 、 Limus polyphem
usに 由 来 す る ヘ モ シ ア ニ ン を 、 ヒ ツ ジ お よ び マ ウ ス の 免 疫 の た め に 使 用 し た 。 他 の 好 ま し
い 実 施 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に よ っ て 産 生 し た 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 Limus polyphemusに 由 来 す る ヘ モ シ ア ニ ン を 、 マ ウ ス の 免
疫 の た め に 使 用 し 、 そ の 後 に 、 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 ラ イ ン と
融 合 さ せ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン の 4つ の ア ミ ノ 酸 配 列 P571
、 PTE18、 PRR16、 PDR18（ 配 列 番 号 2-5、 図 1参 照 ） を 合 成 し た 。 こ れ ら の 配 列 は 、 プ ロ エ
ン ケ フ ァ リ ン 配 列 （ 配 列 番 号 1） に 含 ま れ る 。 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 配 列 は 配 列 番 号 1に 含 ま
れ 、 配 列 番 号 2は 抗 -P571抗 体 の 産 生 の た め に 使 用 し た ペ プ チ ド を 含 み 、 配 列 番 号 3は 抗 -PT
E18抗 体 の 産 生 の た め に 使 用 し た ペ プ チ ド を 含 み 、 配 列 番 号 4は 抗 -PRR16抗 体 の 産 生 の た め
に 使 用 し た ペ プ チ ド を 含 み 、 配 列 番 号 5は 抗 -PDR18抗 体 の 産 生 の た め に 使 用 し た ペ プ チ ド
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を 含 む 。 ア ミ ノ 末 端 の シ ス テ イ ン 残 基 を 、 各 ペ プ チ ド に 付 加 し た 。 ペ プ チ ド を 、 Limus po
lyphemus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 、 PTE18、 PRR
16、 PDR18に 対 す る 抗 体 を ヒ ツ ジ で 、 そ し て 、 P571に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を マ ウ ス
で 産 生 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 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 SulfoLink-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 ６ 】
　 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 、 PTE18に 対 す る 抗 体 は 、 発 光 マ ー カ ー を 用 い て 標 識 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 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 エ ン ケ フ ァ リ ン の 検 出 の た め の 産 生 抗 体 の 使 用 、 お よ び 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン を 特 異
的 に 検 出 す る 1つ ま た は 複 数 の 抗 体 を 特 定 量 含 む キ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 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 エ ン ケ フ ァ リ ン を 含 む ） へ の 抗 体 の 結 合 は 、
発 光 に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に は 、 P571、 PTE18、 PRR16、 PDR18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 、 な ら び に 健 康 な 個 体 の 髄 液 に お け る プ ロ エ ン ケ フ
ァ リ ン の 検 出 の た め に 使 用 し た （ 図 4参 照 ） 。 抗 体 に よ り 検 出 さ れ る プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン
断 片 を 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 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 エ ン ケ フ ァ リ 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 エ ン ケ
フ ァ リ ン 濃 度 の 差 異 の 測 定 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 1つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 血 漿 に お け る 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び エ ン
ケ フ ァ リ ン -fpの 発 見 さ れ た 長 期 間 の ex vivo安 定 性 に 基 づ き 、 こ れ を 使 用 す る （ 図 3a） 。
血 漿 に お い て は 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び エ ン ケ フ ァ リ ン -fpは 、 驚 く べ き こ と に 、 24
時 間 を 超 え る 半 減 期 を 有 す る 。 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び エ ン ケ フ ァ リ ン -fpは 、 髄 液 で
も 安 定 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 で は 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン の in vivoで の 半 減 期 が 、 エ ン ケ フ
ァ リ ン の 半 減 期 と 比 較 し て 、 驚 く べ き こ と に 、 約 24時 間 で あ る こ と が 見 出 さ れ た こ と を 開
示 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 そ れ ゆ え 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fpの よ う な プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 診 断 目 的 に つ い て は 、
血 漿 中 で は 12か ら 15分 の 半 減 期 し か 有 さ ず in vivoで は 2分 の 半 減 期 し か 有 さ な い 成 熟 エ ン
ケ フ ァ リ ン よ り も 、 よ り 適 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 体 液 、 組 織 ま た は 他 の 生 体 材 料 、 特 に 、 血 液 、 血 漿 お よ び 髄 液 中 で の
、 病 気 /疾 患 の 状 態 に お け る Met-ENKの よ う な 成 熟 エ ン ケ フ ァ リ ン と プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン と
の 相 関 関 係 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 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 を 用 い
た 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン の 免 疫 反 応 性 レ ベ ル を 示 す （ 図 4お よ び 実 施 例 4を 参 照 ） 。 コ ン ト
ロ ー ル 、 敗 血 症 患 者 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 血 漿 に お い て は 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン は 、
3つ 全 て の 抗 体 組 み 合 わ せ を 使 用 し て 検 出 さ れ た 。 髄 液 中 の ENK-fpは 、 か な り 高 い 濃 度 を
示 し 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル の 血 漿 よ り も 100倍 高 い シ グ ナ ル を 示 し た 。 ま た 、 敗 血 症 患 者
の 血 漿 に お い て は 、 ENK-fpの 免 疫 反 応 性 は 顕 著 に 増 加 し た 。 そ の シ グ ナ ル は 、 コ ン ト ロ ー
ル 血 漿 よ り も 約 66倍 高 く な っ た 。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 1.
7倍 増 加 し た シ グ ナ ル を 示 し た 。 抗 体 組 み 合 わ せ IIお よ び IIIは 、 髄 液 中 で は シ グ ナ ル を 示
さ ず 、 こ の こ と か ら 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン は 髄 液 で は 完 全 に プ ロ セ シ ン グ を 受 け る こ と が
結 論 付 け ら れ た 。 し か し な が ら 、 血 漿 中 で は 、 抗 体 組 み 合 わ せ IIお よ び IIIは 、 検 出 可 能
な シ グ ナ ル を 示 し 、 そ の シ グ ナ ル は 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の シ グ ナ
ル に お い て 、 抗 体 組 み 合 わ せ Iの シ グ ナ ル に 比 べ て 顕 著 に 増 加 し た 。 し か し な が ら 、 敗 血
症 患 者 は 、 抗 体 組 み 合 わ せ Iに 比 べ て 、 よ り 低 い シ グ ナ ル し か 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 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 エ ン ケ フ ァ リ ン の レ ベ ル を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル 個 体 の 血 漿 に お け る 、 プ
ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 濃 度 の 分 布 を 開 示 す る （ 図 6） 。 95％ は 、 109pg/mlよ り 低 い 免 疫 応 答 性
を 示 し 、 中 央 値 は 74pg/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 病 気 ま た は 疾 患 、 優 先 的 に は 前 記 し た 病 気 /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 の プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 濃 度 の 顕 著 な 変 化 を
開 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル の 血 漿 と 比 較 し て 、 健 康 な コ ン ト ロ
ー ル の 髄 液 に お い て は プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン が 明 ら か に 130倍 増 加 す る と い う 驚 く べ き 知 見
に 基 づ く 。 健 康 な 個 体 に お い て は 、 髄 液 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 。 今 ま で に 知 ら
れ て い る 最 も 高 い 髄 液 -血 清 の 比 率 は 、 33と い う 値 を 示 す プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン -D-シ ン タ ー
ゼ の 比 率 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 に お け る 約 130と い う 驚 く べ き 高 い 比 率 は 、 他 の 全 て
の タ ン パ ク 質 の 比 率 よ り も 顕 著 に 高 い も の で あ っ た 。 そ れ ゆ え 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fpの 測
定 お よ び エ ン ケ フ ァ リ ン -fpが 関 与 す る 免 疫 応 答 性 /比 率 は 、 例 え ば 、 血 液 脳 関 門 の 機 能 の
た め の 非 常 に 有 力 な 血 漿 マ ー カ ー で あ る 。 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン -fpの よ う な プ ロ エ ン ケ フ
ァ リ ン の 濃 度 は 、 血 漿 よ り も 髄 液 で 高 い の で 、 血 漿 中 で の プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 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 エ
ン ケ フ ァ リ ン 濃 度 の 増 加 を も た ら す 。 そ れ ゆ え 、 更 な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 プ
ロ エ ン ケ フ ァ リ ン に 特 異 的 な 抗 体 、 具 体 的 に は エ ン ケ フ ァ リ ン -fpに 特 異 的 な 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 ０ 】
　 本 発 明 の 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 、 そ の 前 駆 体 も し く は 断 片 、 ま
た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 、 特 に エ ン ケ フ ァ リ ン -fpに 特 異 的 な 1つ ま た は 複 数 の 抗 体 を 用 い
て 、 身 体 か ら 採 取 し た サ ン プ ル 、 特 に 血 液 、 血 漿 ま た は 髄 液 を テ ス ト す る た め の 診 断 方 法
お よ び キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 全 身 性 炎 症 お よ び 局 所 感 染 に お け る 血 漿 中 の エ ン ケ
フ ァ リ ン -fpの 顕 著 な 増 加 を 開 示 す る （ 図 7） 。 全 身 性 炎 症 の 患 者 は 、 驚 く べ き こ と に 、 そ
の 50％ が 顕 著 に 増 加 し た 値 を 示 し （ >109pmol/l） 、 局 所 感 染 の 患 者 は 、 そ の 75％ が エ ン ケ
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フ ァ リ ン -fp濃 度 増 加 を 示 し た 。 マ ラ リ ア 患 者 は 、 約 181.5か ら 434pmol/lの 範 囲 の ENK-fp
濃 度 を 有 し 、 頭 痛 の 場 合 、 そ の 値 は 約 148pmol/lで あ り 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 の 場 合 、 171.5
お よ び 251pmol/lが 、 そ れ ぞ れ 2人 の 患 者 で 測 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 前 記 し た 病 気 /疾 患 の 検 出 /早 期 検 出 、 重 篤 度 の 測 定 、 治 療 体 の 調 節 お
よ び 予 後 の た め の 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び /ま た は そ の 抗 体 の 使 用 を 開 示 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ 実 施 例 １ ： 抗 体 の 産 生 ）
(a)免 疫 原
　 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン の 4つ の 異 な る ペ プ チ ド 配 列 （ P571、 PTE18、 PRR16お よ び PDR18； 図
1を 参 照 ） を 選 択 し 、 Jerini（ Berlin, Germany） に よ っ て 合 成 し た 。 ペ プ チ ド P571お よ び
PTE18は 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fpの 配 列 を 含 む 。 PDR18は 、 成 熟 ペ プ チ ド で あ る エ ン ケ リ チ ン
の 22個 の ア ミ ノ 酸 の う ち の 15個 を 含 む 。 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 ４ 】
(b)抗 体
　 免 疫 の た め に 、 ペ プ チ ド PTE18、 PRR16お よ び PDR18を 、 Limulus polyphemusに 由 来 す る
ヘ モ シ ア ニ ン と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 ヒ ツ ジ に お い て 、 Ltd. Mic
ropharm(Carmarthenshire, Great Britain)に よ っ て 産 生 し た 。 PENK-ペ プ チ ド P571に 対 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の マ ウ ス に お け る 産 生 の た め に 、 ペ プ チ ド を 、 BioGenes(Berlin, G
ermany)に よ る Limulus polyphemusに 由 来 す る ヘ モ シ ア ニ ン と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た 。 免
疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 の リ ン パ 球 を 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 ラ イ ン と 融 合 さ せ 、 細 胞 培 養 液 を 使 用
し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ 実 施 例 ２ ： 抗 体 の 精 製 ）
　 ヒ ツ ジ か ら 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 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 PTE18、 PRR16お よ び PDR18を 、 Pierce(Bos
ton, USA)に よ っ て 供 給 さ れ た SulfoLink-Gelへ と 結 合 し た 。 結 合 は 、 Pierceの プ ロ ト コ ー
ル に 従 っ て 行 っ た 。
　 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 、 20.4m
M 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 用
い て 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 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 ５ ７ 】
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ：
　 PENK-ペ プ チ ド P571に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 細 胞 上 清 か ら 、 プ ロ テ イ ン Gア フ ィ
ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 介 し て 精 製 し た 。 Milipore(Schwalbach, Germany)の 25mlの
ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 Prosep-Gを 用 い て 、  Kronlab(Sinsheim, Germany)
の Eco-plus-Column（ 10mm× 125mm） に ロ ー ド し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ 実 施 例 ３ ： 抗 体 の 固 定 化 /標 識 化 ）
　 ペ プ チ ド P571、 PRR16お よ び PDR18に 対 す る 精 製 抗 体 を 、 ポ リ ス チ ロ ー ル チ ュ ー ブ （ Star
tube、 12mm× 75mm、 Greiner、 Germany） に 固 定 し た 。 こ の 方 法 の た め に 、 抗 体 溶 液 を 、 PB
S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 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 PTE18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、 Ger
many)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 、 B
ioSil 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 ０ 】
（ 実 施 例 ４ ： プ ロ エ ン ケ フ ァ リ 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 コ ン ト ロ ー ル 個 体 の 髄 液 に お い て 、 プ ロ エ ン ケ
フ ァ リ ン 免 疫 反 応 性 を 測 定 し た 。
　 抗 体 で 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 、 20ng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 、 そ の 後 、 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 (Berth
old 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 １ 】
　 異 な る 抗 体 組 み 合 わ せ の 、 測 定 し た 相 対 的 免 疫 反 応 性 を 、 図 4に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 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 、 プ ロ エ ン ケ
フ ァ リ ン 配 列 は 、 3つ 全 て の 抗 体 組 み 合 わ せ を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き た 。 抗 体 組 み
合 わ せ Iの コ ン ト ロ ー ル デ ー タ の 平 均 値 を 、 結 果 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 ） 。 髄 液
中 の エ ン ケ フ ァ リ ン -fpは 、 最 も 高 い 濃 度 を 示 し 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル の 血 漿 よ り も 280倍
高 い シ グ ナ ル を 示 し た 。 ま た 、 敗 血 症 患 者 の 血 漿 に お い て は 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fpの 免 疫
反 応 性 は 、 顕 著 に 増 加 し た 。 そ の シ グ ナ ル は 、 コ ン ト ロ ー ル 血 漿 よ り も 約 66倍 高 く な っ た
。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 1.7倍 高 い シ グ ナ ル を 示 し た 。 抗
体 組 み 合 わ せ IIお よ び IIIは 、 髄 液 に お い て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル は 示 さ ず 、 こ の こ と か ら
、 髄 液 で は プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン が 完 全 に プ ロ セ シ ン グ さ れ る と い う 結 論 が 導 か れ た 。 し か
し な が ら 、 血 漿 に お い て は 、 抗 体 組 み 合 わ せ IIお よ び IIIは 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 示 し
、 抗 体 組 み 合 わ せ Iの シ グ ナ ル に 比 較 し て 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 で は
顕 著 に 増 加 し た 。 し か し な が ら 、 敗 血 症 患 者 は 、 抗 体 組 み 合 わ せ Iと 比 較 し て 、 よ り 低 い
シ グ ナ ル を 示 し た 。 そ れ ゆ え 、 こ の 組 み 合 わ せ は 、 敗 血 症 患 者 お よ び コ ン ト ロ ー ル の 区 別
の た め の よ り 有 効 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ 実 施 例 ５ ： エ ン ケ フ ァ リ ン -fpの 定 量 測 定 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ ）
コ ン ポ ー ネ ン ト ：
　 P571-抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し た チ ュ ー ブ 、 お よ び 発 光 マ ー カ ー で 標 識 し た PTE-18に 対 す
る 抗 体 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 ５ 】
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 、 20ngの
標 識 抗 体 （ 100μ 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 ６ ６ 】
キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ：
　 エ ン ケ フ ァ リ ン -fp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 の た め の キ ャ リ ブ レ ー タ ー と し て 使 用 し た 。 図 5に お い て 、 エ ン ケ フ ァ リ ン -fpの
標 準 曲 線 を 示 す 。 エ ン ケ フ ァ リ ン -fpア ッ セ イ の 分 析 的 な 感 度 は 、 約 11pmol/lで あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
（ 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 ENK-fp濃 度 ）
　 健 康 な 個 体 の 血 漿 中 の ENK-fp濃 度 の 分 布 グ ラ フ を 、 図 6に 示 す 。 150人 の 健 康 な 個 体 の う
ち の 95％ が 、 40か ら 100pmol/の 間 で 、 高 い 密 度 で ENK-fp濃 度 が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ 実 施 例 ７ ： 脳 脊 髄 液 (CSF)に お け る ENK-fp濃 度 ）
　 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル の 髄 液 (n=39)に お け る ENK-fp濃 度 を 測 定 し た と こ ろ 、 中 央 値 が 96
23pmol/l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 130
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倍 顕 著 に 増 加 し て い た 。 健 康 な 個 体 に お い て は 、 髄 液 は 、 ml当 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 。 今
ま で に 知 ら れ て い る 最 も 高 い 髄 液 -血 清 の 比 率 は 、 33と い う 値 を 示 す プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン -
D-シ ン タ ー ゼ の 比 率 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 に お け る 約 130と い う 驚 く べ き 高 い 比 率 は
、 他 の 全 て の タ ン パ ク 質 の 比 率 よ り も 顕 著 に 高 い も の で あ っ た 。 そ れ ゆ え 、 エ ン ケ フ ァ リ
ン -fpの 測 定 お よ び エ ン ケ フ ァ リ ン -fpが 関 与 す る 免 疫 応 答 性 /比 率 は 、 血 液 脳 関 門 の 機 能
の た め の 非 常 に 有 力 な 血 漿 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
（ 実 施 例 ８ ： 全 身 性 炎 症 、 局 所 感 染 お よ び 他 の 病 気 に 罹 患 し た 患 者 の 循 環 血 液 に お け る EK
N-fp濃 度 の 測 定 ）
　 全 身 性 炎 症 の 患 者 は 、 そ の 50％ が 、 顕 著 に 増 加 し た 値 を 示 し た （ >109pmol/l、 図 7参 照
） 。 ま た 、 局 所 感 染 （ 例 え ば 、 膿 瘍 ） の 患 者 は 、 そ の 75％ が 増 加 し た ENK-fp濃 度 を 示 し た
（ 図 7参 照 ） 。
　 更 に そ の 上 、 ENK-fpの 増 加 し た 濃 度 が 、 そ れ ぞ れ 75お よ び 54％ の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 脳
損 傷 お よ び 冠 状 動 脈 性 心 臓 病 に お い て 測 定 さ れ た （ 図 7） 。 エ ン ケ フ ァ リ ン -fp濃 度 の 顕 著
な 減 少 は 、 ク ロ ー ン 病 ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 の よ う な 炎 症 性 大 腸 炎 の 患 者 の 75％ で 検 出 す る
こ と が で き た 。
　 マ ラ リ ア の 患 者 は 、 約 181.5か ら 434pmol/lの 範 囲 の ENK-fp濃 度 を 有 し 、 頭 痛 の 場 合 、 そ
の 値 は 約 148pmol/lで あ り 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 の 場 合 、 171.5お よ び 251pmol/lが 、 そ れ ぞ
れ 2人 の 患 者 で 測 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
[参 考 文 献 ]
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ １ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 配 列 、 そ の 成 熟 ペ プ チ ド お よ び 抗 体 産 生 の た め に 使
用 し た ペ プ チ ド に 対 応 す る 配 列 を 示 す 。 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 配 列 は 、 配 列 番 号 1に 対 応 し
、 配 列 番 号 2は 、 抗 -P571抗 体 の 産 生 の た め に 使 用 し た ペ プ チ ド を 含 み 、 配 列 番 号 3は 、 抗 -
PTE18抗 体 の 産 生 の た め に 使 用 し た ペ プ チ ド を 含 み 、 配 列 番 号 4は 、 抗 -PRR16抗 体 の 産 生 の
た め に 使 用 し た ペ プ チ ド を 含 み 、 配 列 番 号 5は 、 抗 -PDR18抗 体 の 産 生 の た め に 使 用 し た ペ
プ チ ド を 含 む 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド 合 成 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 断 片 の ex vivo安 定 性 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 病 気 お よ び コ ン ト ロ ー ル 個 体 の 様 々 な 体 液 中 の 抗 体 組 み 合 わ せ I-IIIの 相
対 的 免 疫 反 応 性 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 ENK-fp濃 度 の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン 曲 線 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 コ ン ト ロ ー ル の 血 漿 に お け る ENK-fp濃 度 の 頻 度 分 布 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 全 身 性 炎 症 、 局 所 感 染 、 炎 症 性 大 腸 炎 、 脳 損 傷 お よ び 冠 状 動 脈 性 心 臓 病
の 患 者 の 血 漿 中 の ENK-fp濃 度 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 】
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【 配 列 表 】

(16) JP 2007-537430 A 2007.12.20

2007537430000001.app



【 国 際 調 査 報 告 】
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