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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記の工程を含むことを特徴とする、食細胞の機能評価方法、
　１）食細胞と貪食物質を接触させる工程、
　２）食細胞により産生されるｓＣＤ１４－ＳＴを測定する工程、および
　３）検体の測定値を標準値と比較し、食細胞の貪食活動の有無および／または程度を判
定する工程。
【請求項２】
　食細胞の機能を評価することによる食細胞の機能異常を伴う疾患の検出方法であって、
　１）請求項１に記載の方法により、被験体由来の食細胞の機能を評価する工程、
　２）評価した結果を正常値と比較する工程、および
　３）被験体由来の食細胞の機能が正常値より高値または低値であるかにより疾患の有無
および／または程度を判定する工程、
を含むことを特徴とする方法。
【請求項３】
　食細胞の機能を評価することによる免疫機能の評価方法であって、
　１）請求項１に記載の方法により、被験体由来の食細胞の機能を評価する工程、
　２）評価した結果を正常値と比較する工程、および
　３）被験体由来の食細胞の機能が正常値より高値または低値であるかにより免疫機能の
程度を判定する工程、
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を含むことを特徴とする方法。
【請求項４】
　食細胞の機能を評価することによる薬剤の効果の評価方法であって、
　１）請求項１に記載の方法により、薬剤投与中および／または薬剤投与後の被験体由来
の食細胞の機能を評価する工程、
　２）評価した結果を正常値および／または薬剤投与前の評価結果と比較する工程、およ
び
　３）薬剤の投与による被験体由来の食細胞の機能の変化の有無および／または程度を判
定する工程、
を含むことを特徴とする方法。
【請求項５】
　下記の工程を含むことを特徴とする、貪食機能調節物質のスクリーニング方法、
　１）食細胞と被験物質を接触させる工程、
　２）食細胞により産生されるｓＣＤ１４－ＳＴを測定する工程、および
　３）食細胞の貪食能に対する被験物質の効果を評価する工程。
【請求項６】
　貪食物質の存在下で、食細胞と被験物質を接触させることを特徴とする請求項５に記載
の方法。
【請求項７】
　下記の工程を含むことを特徴とする、食細胞による貪食が関連する疾患の検出方法、
　１）被験体由来の検体（血液を除く）に含まれるｓＣＤ１４－ＳＴを測定する工程、
　２）測定した値を正常値と比較する工程、および
　３）検体中のｓＣＤ１４－ＳＴの量が正常値より高値であるか否かを判定する工程。
【請求項８】
　検体に貪食物質を添加後、ｓＣＤ１４－ＳＴを測定することを特徴とする、請求項７に
記載の方法。
【請求項９】
　食細胞による貪食が関連する疾患が関節リウマチであり、検体が関節液である、請求項
７または８に記載の方法。
【請求項１０】
　食細胞による貪食が関連する疾患が乳房炎であり、検体が乳汁である、請求項７または
８に記載の方法。
【請求項１１】
　ｓＣＤ１４－ＳＴからなる食細胞の機能を評価するためのマーカー。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、食細胞の機能評価のための新規な方法、食細胞による貪食が関連する疾患の
検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　食細胞とは、貪食活性をもつ細胞の総称である。生体内で貪食を主な役割としている、
好中球、マクロファージ、樹状細胞のような専門食細胞（ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ　ｐ
ｈａｇｏｃｙｔｅ）と、状況に応じて貪食活性を発揮する非専門食細胞（ａｍａｔｅｕｒ
　ｐｈａｇｏｃｙｔｅ）に大別される。非専門食細胞には、脳のミクログリア細胞、肝臓
のクッパー細胞、精巣のセルトリ細胞などが含まれる。
【０００３】
　白血球とは、血液に含まれる細胞成分であり、主に顆粒球（約６０％）、リンパ球（約
２５％）、単球（約５％）より構成される。顆粒球はさらに好中球、好酸球、好塩基球に
分類されるが、数としては好中球が最も多く、白血球の約半数は好中球が占める。また、
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単球は各組織に遊走してマクロファージとなる。白血球は多くの食細胞を含んでおり、単
離が容易なため、食細胞のリソースとして好適に用いられている。
【０００４】
　貪食は、細菌・真菌などの微生物の進入に対して最も早期に働く重要な生体防御機構の
一つである。貪食は、食細胞による異物の認識、異物のとりこみ、食胞の形成、食胞内で
の異物の消化、消化した物質の吸収または排出という連続的段階を経る。貪食は、細菌・
真菌などの外来の異物に対してのみ起こるものではなく、炎症部位における自己組織の残
滓や、老廃した自己細胞といった、自己由来の不要な物質の除去にも関連している。食細
胞は、貪食した物質を細胞内で消化するのみでなく、貪食に伴い活性酸素やタンパク質分
解酵素を細胞外に放出する場合もある。これにより局所での効率的な殺菌や組織消化が可
能となるが、一方で、過剰な貪食反応により、自己組織が破壊されてしまう場合もある。
たとえば、関節リウマチ（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ：ＲＡ）の病変部
では、自己免疫複合体を過剰に貪食した細胞（ＲＡ細胞）が認められ、ＲＡ細胞から放出
されるタンパク質分解酵素が組織を障害し、関節炎の進行に関与していることが知られて
いる。
【０００５】
　食細胞の貪食機能を測定する方法としては、食細胞をラテックス粒子と接触させ、細胞
内に取り込まれたラテックス粒子をサイトメトリーや顕微鏡によりカウントする方法、蛍
光標識を施した貪食物質（大腸菌、ザイモザンなど）を食細胞に貪食させ、細胞内に取り
込まれた量を検出する方法、生菌を貪食させた後、残った生菌の数を培養により確認する
方法、貪食の際に放出される活性酸素による発光を検出する方法などが知られている。
【０００６】
　ＣＤ１４分子は、単球の膜上に発現されている分化マーカーの一つとして同定された糖
タンパク質であり、ＬＰＳ（リポポリサッカライド）のレセプターとしての機能を有する
ことが知られている（非特許文献１）。ＣＤ１４分子には、細胞表面上に発現している膜
結合型ＣＤ１４（ｍＣＤ１４）と、可溶型ＣＤ１４（ｓＣＤ１４）の２種類が存在する。
ｓＣＤ１４として、約５５ｋＤａ、約４９ｋＤａの分子量を有する分子種の存在が知られ
ており、肝臓からの分泌と、単球の活性化に伴うｍＣＤ１４の酵素による切断によって産
生されると考えられている（非特許文献２～４）。
【０００７】
　分子量約５５ｋＤａおよび約４９ｋＤａのｓＣＤ１４（以下「高分子量ｓＣＤ１４」と
いう。）は、敗血症（ＳＥＰＳＩＳ）、後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）、急性呼吸促
進症候群（ＡＲＤＳ）、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）等、多くの疾患における患者
の血中で高値を示す事が報告されている。そのため、これらのｓＣＤ１４は疾患特異的な
マーカーではないと考えられている（非特許文献５～６）。
　一方、敗血症患者において特徴的に血中濃度が上昇する、新たなｓＣＤ１４の分子種と
して、ｓＣＤ１４－ＳＴ（可溶性ＣＤ１４抗原サブタイプ）が存在することが報告されて
いる。
【０００８】
　ｓＣＤ１４－ＳＴとは、ｓＣＤ１４のうち、非還元条件下ＳＤＳ－ＰＡＧＥにおいて分
子量１３±２ｋＤａに泳動されることを特徴とし、ＣＤ１４のＮ端部を保持しているもの
である。高分子量ｓＣＤ１４と比べると、Ｃ端側が大きく欠失したアミノ酸配列を有して
おり、高分子量ｓＣＤ１４とは異なりＬＰＳ結合能を有していない。また、ｓＣＤ１４－
ＳＴは高分子量ｓＣＤ１４とは異なる免疫原性を示すため、抗体を用いて両者を区別でき
る。ｓＣＤ１４－ＳＴは敗血症患者において特異的に血中濃度が上昇する（特許文献１）
。また、敗血症との判別が難しい、全身性炎症反応（ＳＩＲＳ）を示す患者と比較しても
、敗血症患者の血中で高値を示すという報告があり、ｓＣＤ１４－ＳＴは敗血症の特異的
な診断マーカーであると考えられている（非特許文献７）。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【０００９】
【特許文献１】国際公開ＷＯ２００５／１０８４２９号公報
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Ｗｒｉｇｈｔら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４９：１４３１－１４３３，１９
９０年．
【非特許文献２】ＢａｚｉｌおよびＳｔｒｏｍｉｎｇｅｒ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｙ，１４７：１５６７－１５７４，１９９１年．
【非特許文献３】Ｂｕｆｌｅｒら，Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ，２５：６０４－６１０，１９９５年．
【非特許文献４】Ｓｕら，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，３１：４３５
－４４２，１９９９年．
【非特許文献５】Ｈａｙａｓｈｉら，Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，
６７：４１７－４２０，１９９９年．
【非特許文献６】Ｌａｗｎら，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　＆　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｙ，１２０：４８３－４８７，２０００年．
【非特許文献７】Ｙａｅｇａｓｈｉら，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　１１：２３４－２３８，２００５年．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　従来の、食細胞の貪食能の測定方法は、貪食物質の事前の標識作業、貪食後に残った生
菌を確認するための培養、検鏡など時間と手間がかかる操作や、サイトメーター、顕微鏡
といった専門の装置が必要であり、より簡便な新たな測定方法の開発が望まれていた。貪
食に伴い食細胞から放出される液性因子を測定できれば、より簡便かつ定量的な測定法と
なりうるが、サイトカインは貪食刺激以外の種々の免疫賦活刺激によっても産生されるの
で、貪食特異的なマーカーには適さない。また、活性酸素も種々の刺激により産生される
こと、また短時間で消滅してしまうことから、貪食特異的なマーカーには適さず、測定を
即時に行わなければならないという制約があった。
【００１２】
　局所での貪食反応が関連している疾患（例、関節リウマチ等）において、体液等の検体
中のマーカー分子を測定することにより貪食反応の程度を計測できれば、疾患の診断に役
立つ。この場合、検体中の液性因子を測定することが簡便であるが、これまで、貪食特異
的、かつ、測定に適した安定性を有する液性因子は知られていなかった。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　ｓＣＤ１４－ＳＴが敗血症患者血漿で上昇する疾患マーカーであることは公知であった
が、その産生機序は明らかでなかった。かかる状況下において、本発明者は、エンドトキ
シン惹起ウサギ敗血症モデル動物では血中ｓＣＤ１４－ＳＴが上昇しないが、生菌感染に
よるウサギ敗血症モデル動物（ＣＬＰ（盲腸漿膜剥離）モデル）では上昇することを見出
した。この実験事実から、ｓＣＤ１４－ＳＴの産生にはエンドトキシンによる白血球の活
性化のみでは不十分であり、白血球による細菌の貪食過程が重要であることを知得した。
そこで、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて各種の白血球刺激物質とｓＣＤ１４－ＳＴ産生量の関
連性を詳細に調べたところ、ｓＣＤ１４－ＳＴは白血球に貪食活動を起こさせる物質を添
加した時にのみ産生され、これは貪食を阻害する物質を添加することにより低下すること
を知見した。さらに発明者は、ウサギ関節炎モデル動物において、関節炎の発症に伴い関
節液中のｓＣＤ１４－ＳＴが上昇していることを見出した。
【００１４】
　したがって、ｓＣＤ１４－ＳＴは、貪食反応に特異的であり、かつ、測定に適した安定
性を有する液性因子である。
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【００１５】
　すなわち、本発明は、食細胞の機能評価の新たな方法を提供する。
　（１－１）食細胞により産生されるｓＣＤ１４－ＳＴを測定することを特徴とする、食
細胞の機能評価方法。
　（１－２）食細胞の機能が、貪食能である、上記（１－１）に記載の方法。
　（１－３）食細胞に貪食物質を接触させる工程を含むことを特徴とする、上記（１－１
）または（１－２）に記載の方法。
　（１－４）下記の工程を含むことを特徴とする、食細胞の機能評価方法、
　　１）食細胞と貪食物質を接触させる工程、
　　２）食細胞により産生されるｓＣＤ１４－ＳＴを測定する工程、および
　　３）測定値を標準値と比較し、食細胞の貪食活動の有無および／または程度を判定す
る工程。
　（１－５）食細胞が、好中球、顆粒球および／または白血球である、上記（１－１）乃
至（１－４）のいずれかに記載の方法。
　（１－６）食細胞が顆粒球であり、食細胞の機能が貪食能である、上記（１－１）乃至
（１－４）のいずれかに記載の方法。
また、本発明は、ｓＣＤ１４－ＳＴを含有する食細胞の機能を評価するためのマーカーで
ある。
【００１６】
　また、本発明は、被験体由来の食細胞の機能を評価することによる、各種の検出・評価
方法を提供する。
　（２－１）食細胞の機能を評価することによる食細胞の機能異常を伴う疾患の検出方法
であって、
　　１）上記（１－１）乃至（１－６）のいずれかに記載の方法により、被験体由来の食
細胞の機能を評価する工程、
　　２）評価した結果を正常値と比較する工程、および
　　３）被験体由来の食細胞の機能が正常値より高値または低値であるかにより疾患の有
無および／または程度を判定する工程、
を含むことを特徴とする方法。
　（２－２）食細胞の機能を評価することによる免疫機能の評価方法であって、
　　１）上記（１－１）乃至（１－６）のいずれかに記載の方法により、被験体由来の食
細胞の機能を評価する工程、
　　２）評価した結果を正常値と比較する工程、および
　　３）被験体由来の食細胞の機能が正常値より高値または低値であるかにより免疫機能
の程度を判定する工程、
を含むことを特徴とする方法。
　（２－３）食細胞の機能を評価することによる薬剤の効果の評価方法であって、
　　１）上記（１－１）乃至（１－６）のいずれかに記載の方法により、薬剤投与中およ
び／または薬剤投与後の被験体由来の食細胞の機能を評価する工程、
　　２）評価した結果を正常値および／または薬剤投与前の評価結果と比較する工程、お
よび
　　３）薬剤の投与による被験体由来の食細胞の機能の変化の有無および／または程度を
判定する工程、
を含むことを特徴とする方法。
　（２－４）移植用の食細胞の品質を評価する方法であって、
　　１）上記（１－１）乃至（１－６）のいずれかに記載の方法により、移植用の食細胞
の機能を評価する工程、
　　２）評価した結果を基準値と比較する工程、および
　　３）移植用の食細胞の機能が基準値を満たしているかを判定する工程、
を含むことを特徴とする方法。
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　（２－５）食細胞が、好中球、顆粒球および／または白血球である、上記（２－１）乃
至（２－４）のいずれかに記載の方法。
　（２－６）食細胞の機能が、貪食能である、上記（２－１）乃至（２－５）のいずれか
に記載の方法。
　（２－７）食細胞が顆粒球であり、食細胞の機能が貪食能である、上記（２－１）乃至
（２－４）のいずれかに記載の方法。
【００１７】
　また、本発明は、貪食機能調節物質のスクリーニング方法を提供する。
　（３－１）下記の工程を含むことを特徴とする、貪食機能調節物質のスクリーニング方
法、
　　１）食細胞と被験物質を接触させる工程、
　　２）食細胞により産生されるｓＣＤ１４－ＳＴを測定する工程、および
　　３）食細胞の貪食能に対する被験物質の効果を評価する工程。
　（３－２）貪食物質の存在下で、食細胞と被験物質を接触させることを特徴とする上記
（３－１）に記載の方法。
　（３－３）食細胞が、好中球、顆粒球および／または白血球である、上記（３－１）乃
至（３－２）のいずれかに記載の方法。
【００１８】
　また、本発明は、食細胞による貪食が関連する疾患の検出方法を提供する。
　（４－１）下記の工程を含むことを特徴とする、食細胞による貪食が関連する疾患の検
出方法、
　　１）被験体由来の検体（血液を除く）に含まれるｓＣＤ１４－ＳＴを測定する工程、
　　２）測定した値を正常値と比較する工程、および
　　３）検体中のｓＣＤ１４－ＳＴの量が正常値より高値であるか否かを判定する工程。
　（４－２）検体に貪食物質を添加後、ｓＣＤ１４－ＳＴを測定することを特徴とする、
上記（４－１）に記載の方法。
　（４－３）食細胞による貪食が関連する疾患が関節リウマチであり、検体が関節液であ
る、上記（４－１）または（４－２）に記載の方法。
　（４－４）食細胞による貪食が関連する疾患が乳房炎であり、検体が乳汁である、上記
（４－１）または（４－２）に記載の方法。
　（４－５）食細胞が、好中球、顆粒球および／または白血球である、上記（４－１）乃
至（４－４）のいずれかに記載の方法。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明によれば、貪食に伴い食細胞から放出される液性因子であるｓＣＤ１４－ＳＴを
測定することにより、食細胞の機能を特異的かつ簡便に測定することができる。また、該
測定系を用いて貪食機能調節物質のスクリーニングを行うことができる。さらに、食細胞
による貪食が関連する疾患を特異的かつ簡便に検出できる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】実施例３に記載のｓＣＤ１４－ＳＴ測定系における、組換え体ウサギｓＣＤ１４
－ＳＴの用量依存的な反応性を示す。横軸は組換え体ｓＣＤ１４－ＳＴ濃度（ｐｇ／ｍＬ
）を示し、縦軸は吸光度を示す。
【図２】実施例４に記載のＬＰＳ負荷ウサギ敗血症モデルにおける、ＬＰＳ投与前後の血
中ｓＣＤ１４－ＳＴの測定結果を示す。縦軸は血中ｓＣＤ１４－ＳＴ濃度（ｐｇ／ｍＬ）
を示す。
【図３】実施例４に記載の生菌感染によるウサギ敗血症モデルにおける、手術前後の血中
ｓＣＤ１４－ＳＴの測定結果を示す。縦軸は血中ｓＣＤ１４－ＳＴ濃度（ｐｇ／ｍＬ）を
示す。
【図４】実施例５に記載の、ウサギ顆粒球を各種白血球刺激剤で刺激した際のｓＣＤ１４
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－ＳＴ産生の様子を示す。
【図５】実施例５に記載の、ウサギ顆粒球を各種白血球刺激剤で刺激した際の高分子量ｓ
ＣＤ１４産生の様子を示す。
【図６】実施例５に記載の、ウサギ顆粒球を貪食物質で刺激した際のｓＣＤ１４－ＳＴ産
生に対する、貪食阻害剤の効果を示す。
【図７】実施例６に記載の、ウサギ関節炎モデルの関節洗浄液中のｓＣＤ１４－ＳＴの測
定結果を示す。
【図８】実施例７に記載の、ヒト顆粒球を各種白血球刺激剤で刺激した際のｓＣＤ１４－
ＳＴ産生の様子を示す。
【図９】実施例７に記載の、ヒト顆粒球を貪食物質で刺激した際のｓＣＤ１４－ＳＴ産生
に対する、貪食阻害剤の効果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
１．ｓＣＤ１４－ＳＴ（可溶性ＣＤ１４抗原サブタイプ）
　本発明は、食細胞が、外来微生物や異物を貪食し、消化する過程で、ｓＣＤ１４－ＳＴ
が産生されることを見出したことに基づいている。ｓＣＤ１４－ＳＴは、ｓＣＤ１４のう
ち、非還元条件下ＳＤＳ－ＰＡＧＥにおいて分子量１３±２ｋＤａに泳動されることを特
徴とし、ＣＤ１４のＮ端部のアミノ酸配列を保持しているものである。また、ｓＣＤ１４
－ＳＴは、高分子量ｓＣＤ１４とは異なる免疫原性を示す。たとえば、ヒト高分子量ｓＣ
Ｄ１４は、３Ｃ１０抗体（ＡＴＣＣ　ＴＩＢ－２２８）により認識されるが、ヒトｓＣＤ
１４－ＳＴは３Ｃ１０抗体に結合しない。
【００２２】
　一方で、ｓＣＤ１４－ＳＴを特異的に認識し、高分子量ｓＣＤ１４は認識しない抗体も
存在する。このような抗体は、ｓＣＤ１４－ＳＴの特定部位のペプチドをエピトープとす
るペプチド抗体である。特定部位とは、ＣＤ１４の二次構造におけるβ３とβ４の間の領
域である（Ｋｉｍら，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ，２８０：１１３４７－１１３５１，２００５年．）。具体的にはヒトＣＤ１４（配列
番号１）では３６～７９番目のアミノ酸配列、ウサギＣＤ１４（配列番号２）では３８～
８１番目のアミノ酸配列、マウスＣＤ１４（配列番号３）では３６～７９番目のアミノ酸
配列、ウシＣＤ１４（配列番号４）では３６～７７番目のアミノ酸配列が該当する。当該
領域の中の、連続した８アミノ酸以上の配列からなるペプチドを、抗原として抗体を作製
する。ヒトＣＤ１４の５３～６８番目の１６アミノ酸からなるペプチド、ウサギＣＤ１４
の４０～５９番目の２０アミノ酸からなるペプチドが好適な例である。高分子量ｓＣＤ１
４は、β３～β４の領域（β３－α２－α３－β４を含む）においてβシート構造やαヘ
リックス構造をとっているが、ｓＣＤ１４－ＳＴは高分子量ｓＣＤ１４に比べてＣ端側が
大きく欠失した配列を有しているため、β３～β４の領域において本来の立体構造を維持
できず、両者は立体構造的に異なっていることが、抗体の認識性の違いを生じさせている
と考えられる。
【００２３】
　したがって、ｓＣＤ１４－ＳＴは、非還元条件下ＳＤＳ－ＰＡＧＥにおいて分子量１３
±２ｋＤａに泳動されることを特徴とし、ＣＤ１４のＮ端部のアミノ酸配列を保持してい
ることに加え、特定の免疫原性によって特徴づけることができる。特定の免疫原性とは、
ＣＤ１４のβ３～β４の領域中の連続した８アミノ酸以上の配列からなるペプチドを抗原
として作製した抗体により認識されることである。また、ｓＣＤ１４－ＳＴは、生菌感染
による敗血症または敗血症モデルにおいて特異的に血中濃度が上昇する因子である。たと
えば、ヒトｓＣＤ１４－ＳＴは、非還元条件下ＳＤＳ－ＰＡＧＥにおいて分子量１３±２
ｋＤａに泳動され、Ｎ末端配列に配列番号１に記載のアミノ酸配列の１番目～８番目の配
列を有し、配列番号１に記載のアミノ酸配列の５３番目～６８番目の１６アミノ酸残基か
らなるペプチドに結合する抗体に特異的に結合することを特徴とする。さらに、配列番号
１に記載のアミノ酸配列の１７番目～２６番目からなるペプチドに結合する抗体に特異的
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に結合すること、３Ｃ１０抗体に結合しないこと、ＭＥＭ－１８抗体に結合しないこと、
ＬＰＳ結合能を有さないこと、ヒト血清から得られうること、および、敗血症患者におい
て特異的に血中濃度が上昇する因子であること、という特徴のうち任意の一つ以上を付け
加えることができる。
【００２４】
　ｓＣＤ１４－ＳＴはＣＤ１４のＮ端部のアミノ酸配列を保持しているので、ｓＣＤ１４
－ＳＴを単離しＮ端のアミノ酸配列を解析した場合、ＣＤ１４のＮ端部と同一のアミノ酸
配列を有していることが確認できる。少なくともＮ端から１番目～８番目のアミノ酸配列
が同一であればよい。たとえば、ヒトであれば配列番号１のアミノ酸配列の１番目～８番
目の配列をＮ端に保有していることが確認できる。ウサギであれば配列番号２のアミノ酸
配列の１番目～８番目、マウスであれば配列番号３のアミノ酸配列の１番目～８番目、ウ
シであれば配列番号４のアミノ酸配列の１番目～８番目をＮ端に保有している。
【００２５】
２．食細胞の機能評価方法
　本発明における食細胞は、哺乳類由来の、貪食活性を持つ細胞であれば特に限定されな
いが、好中球が好適である。調製のしやすさから、好中球を含む試料として、白血球や顆
粒球を用いてもよい。顆粒球へ分化する機能を有している単離された細胞株でもよく、例
としてＨＬ－６０が挙げられる。哺乳類としては、ヒト、ウサギ、マウス、ラット、サル
、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウマ、イヌ、ネコなどが挙げられる。
【００２６】
　食細胞は、血液、組織液、リンパ液、関節液、乳汁、脳脊髄液、膿、唾液、涙液、粘液
、鼻水、痰、尿、腹水、羊水、精液などの体液等から調製することができる。また、鼻腔
、気管支、肺、皮膚、腹腔、各種臓器、関節、骨などを洗浄した後の洗浄液から調製する
ことができる。加えて、皮膚、肺、腎、粘膜などの組織からも、食細胞を調製することが
できる。
【００２７】
　生体から食細胞を調製する場合は、食細胞のみを厳密に単離して用いてもよいし、食細
胞を含む画分を調製して用いてもよい。たとえば、血液から調製した白血球、血液から調
製した顆粒球、腹腔洗浄液から調製した顆粒球などを、本発明の方法に用いる食細胞とし
て供することができる。
【００２８】
　食細胞の機能とは、食細胞が保有している生理的機能である。本発明では、貪食能を食
細胞の活性の指標とし、食細胞の機能を評価する。食細胞は、貪食能以外にも、サイトカ
イン産生能や遊走能などさまざまな機能を併せ持つが、食細胞に共通な機能は貪食能であ
る。したがって、食細胞が細胞として正常な機能を有しているか否かは、貪食能を指標と
することが好ましい。また食細胞は多くの場合、免疫細胞として生体内で免疫機能を発揮
しているので、食細胞の貪食能の評価をすることは、食細胞の免疫機能を評価することに
繋がる。
【００２９】
　すなわち、本発明の好ましい態様の一つは、好中球、顆粒球および／または白血球の貪
食能の測定方法である。また、本発明の別の好ましい態様の一つは、好中球、顆粒球およ
び／または白血球の貪食能の測定することによる、免疫機能の評価方法である。
【００３０】
　本発明の食細胞の機能評価方法は、食細胞により産生されるｓＣＤ１４－ＳＴを測定す
ることを特徴とする。ｓＣＤ１４－ＳＴは、食細胞の機能を評価するためのマーカーとし
て有用である。食細胞は、貪食活動に伴いｓＣＤ１４－ＳＴを産生する。食細胞の貪食活
動は、食細胞が貪食物質と接触することから始まる。貪食物質は、食細胞に貪食活動を起
こさせるものであり、ここでいう貪食活動とは、少なくとも食細胞による貪食物質の取り
込み（食作用）、および、取り込んだ物質の細胞内での消化の過程を含むものをいう。食
細胞による取り込み・消化が行われる貪食物質の具体例としては、細菌・真菌などの菌体
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、ザイモザン等が挙げられる。一方で、マイクロビーズ・ラテックスビースのような、取
り込まれても消化されない物質は、本発明における貪食物質に該当しない。
【００３１】
　ｓＣＤ１４－ＳＴの測定は、食細胞を含有する溶液、もしくは該溶液の上清に対して行
う。ここでいう溶液とは、培地、細胞分画液、細胞アッセイ用溶液、生理食塩液、体液な
どである。生体から食細胞を調製する過程において、食細胞がすでに内在性の貪食物質に
対して貪食活動を行っている場合、調製した食細胞含有溶液またはその上清を直接測定す
ることで、食細胞の機能を評価できる。
【００３２】
　食細胞に貪食物質を接触させる場合は、食細胞を含有する溶液に貪食物質を添加すれば
よい。あるいは貪食物質が表面に結合された容器に、食細胞を含有する溶液を添加しても
よい。貪食物質は、取り扱いの容易性の点で、ザイモザンが好ましく用いられる。
【００３３】
　ｓＣＤ１４－ＳＴの測定は、ｓＣＤ１４－ＳＴを検出できる系であれば特に限定される
ものではないが、ｓＣＤ１４－ＳＴに特異的に結合する抗体を用いた免疫学的測定系によ
り測定することが好ましい。免疫学的測定系は、好ましくは、直接吸着法、サンドイッチ
法、凝集法、固相結合法または溶液反応法などから選ぶことができる。特に好ましい方法
は、サンドイッチ法（サンドイッチ免疫測定法）である。
【００３４】
　サンドイッチ免疫測定法は、測定するタンパク質の異なる部位を認識する２種類以上の
抗体を用いて、抗体－抗原－抗体複合体を形成させることにより測定する方法である。サ
ンドイッチ免疫測定法は公知の技術を利用することができる。測定法の原理、応用及び改
良法については、たとえば、石川栄治著「超高感度酵素免疫測定法」、学会出版センター
（１９９３年）、松橋直ほか編著「免疫測定法の新しい活用事例と診断試薬・治療薬開発
への応用」、経営教育出版（１９８５年）、石川栄治ほか編「酵素免疫測定法」（第３版
）、医学書院（１９８７年）に記載されている。
【００３５】
　ｓＣＤ１４－ＳＴに特異的に結合する抗体は、ＣＤ１４の二次構造におけるβ３とβ４
の間の領域中の、連続した８アミノ酸以上の配列からなるペプチドに結合する抗体である
。このような抗体の例は、国際公開ＷＯ２００５／１０８４２９号公報に記載のＳ６８抗
体、本明細書実施例１に記載のＦ１３０１－９－１抗体などが挙げられる。サンドイッチ
免疫測定法を用いる場合は、更にもう一種の抗体が必要であるが、ｓＣＤ１４－ＳＴに結
合する抗体であれば特に特異性は問わない。高分子量ｓＣＤ１４とｓＣＤ１４－ＳＴの両
方を認識する抗体を用いることもできる。このような抗体の例は、国際公開ＷＯ２００５
／１０８４２９号公報に記載のＦ１１０６－１３－３抗体やＦ１０３１－８－３抗体、本
明細書実施例２に記載のＦ１２５８－７－２抗体などが挙げられる。これらの抗体は、ポ
リクローナル抗体でもモノクローナル抗体でもよく、特に限定されない。サンドイッチ免
疫測定法を用いる場合には、モノクローナル抗体が好ましい。また、該モノクローナル抗
体の断片であってもよい。ここでいう抗体の断片とは、該モノクローナル抗体のＦａｂ、
Ｆａｂ´、またはＦ（ａｂ´）２のいずれかである。
【００３６】
　免疫学的な測定系では、ｓＣＤ１４－ＳＴと抗体の複合体を形成させた後、形成された
複合体を標識により検出することで、ｓＣＤ１４－ＳＴの存在を測定する。標識は、ペル
オキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、オキシダーゼ、
もしくはウリカーゼ等の酵素、アクリジニウムもしくはその誘導体、エクオリンもしくは
その改変体等の化学発光物質、ＦＩＴＣ、ユウロピウム（Ｅｕ）、もしくはサマリウム（
Ｓｍ）等のランタノイド等の蛍光物質、色素、金コロイド、着色ラテックス、またはアイ
ソトープを用いればよい。化学発光物質、蛍光物質、着色標識、またはアイソトープを標
識として用いる場合は、その標識に応じた測定機器により光学的に測定できる。色素、金
コロイドまたは着色ラテックスを標識として用いて、イムノクロマト法またはフロースル
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ー法を利用したキットにて測定する場合は、目視により測定可能である。
【００３７】
　免疫学的な測定系は、キットの形態で提供することも可能である。キットはｓＣＤ１４
－ＳＴに特異的に結合する抗体を必須要素とし、その他、ｓＣＤ１４－ＳＴと抗体の複合
体を形成させた後、形成された複合体を標識により検出するための構成要素を含む。たと
えば、抗体を固相化させた不溶性担体（プラスチックプレート、ラテックス粒子など）、
ペルオキシダーゼ等の標識酵素、金コロイド等の標識物質、テトラメチルベンジン（ＴＭ
Ｂ）等の発色物質、検出感度を上げるためのビオチン－ストレプトアビジン等の特異結合
物質、ブロッキング剤、希釈液、洗浄液、標準物質などを含んでよい。
【００３８】
　食細胞を含有する溶液、もしくは該溶液の上清中のｓＣＤ１４－ＳＴを定性的および／
または定量的に測定する。測定した結果を、標準値と比較し、ｓＣＤ１４－ＳＴの存在の
有無および／または量を判断する。ｓＣＤ１４－ＳＴの存在の有無および／または量から
、食細胞の貪食活動の有無および／または程度を判定する。標準値は、測定する目的によ
り適宜定めうるが、たとえば、食細胞を含有しない溶液、貪食物質を接触させる前の溶液
、またはそれらの溶液の上清の測定値を、陰性標準値とする。検体の測定値が、陰性標準
値より高いかどうかを判定し、食細胞の貪食能を評価する。また、標準値として、ｓＣＤ
１４－ＳＴの標準物質の測定値から求めた検量線を用いることもできる。検体の測定値を
、検量線と比較し、検体中のｓＣＤ１４－ＳＴを定量することで、食細胞の貪食能を評価
する。アッセイに供した食細胞の数および／または単位時間あたりのｓＣＤ１４－ＳＴ産
生量の標準値を指標とし、検体中の食細胞の機能の高低、活性化の度合い等を評価するこ
とができる。ｓＣＤ１４－ＳＴの標準物質は、血液から精製したｓＣＤ１４－ＳＴ、食細
胞の貪食刺激により産生されたｓＣＤ１４－ＳＴを精製したもの、組換え体ｓＣＤ１４－
ＳＴ、ペプチド合成したｓＣＤ１４－ＳＴなどを用いうる。ｓＣＤ１４－ＳＴの精製法、
組換え体の製造法は、国際公開ＷＯ２００５／１０８４２９号公報に記載されている。
【００３９】
３．被験体由来の食細胞の機能を評価することによる、各種の検出・評価方法
　前記の「２．食細胞の機能評価方法」の項に説明した方法を用いて、被験体由来の食細
胞の機能を評価することにより、以下の検出・評価が可能となる。
　Ａ）被験体が食細胞の機能異常を伴う疾患に罹患しているかどうか、疾患の進行度、お
よび／または疾患の重傷度を検出・評価できる。
　Ｂ）被験体の免疫機能の低下、亢進などの変化もしくは異常の有無および／または程度
を検出・評価できる。
　Ｃ）薬剤投与中および／または薬剤投与後の被験体由来の食細胞の機能を評価すること
で、薬剤の効果を検出・評価できる。
　Ｄ）食細胞を再生医療に用いるにあたって、細胞の品質評価の指標とすることができる
。
【００４０】
　食細胞の機能異常を伴う疾患の検出・評価を行う場合は、少なくとも、前記の「２．食
細胞の機能評価方法」の項に説明した方法を用いて、被験体由来の食細胞の機能を評価す
る工程を含めばよく、評価した結果を正常値と比較する工程、および被験体由来の食細胞
の機能が正常値より高値または低値であるかにより疾患の有無および／または程度を判定
する工程を更に含むことができる。
【００４１】
　ここで、正常値とは、予め疾患に罹患していない被験体、すなわち正常な被験体由来の
食細胞の機能を測定した結果を求めておき、その測定結果の平均値もしくは範囲をとる等
により標準化した値を用いることができる。検体の測定値と正常値を比較するにあたって
は、そのまま高低を比較するのみでもよいが、正常被験体の平均値±２ＳＤまたは±３Ｓ
Ｄをカットオフ値として、カットオフ値より検体の測定値が高いもしくは低い場合、食細
胞の機能異常があると判断できる。また測定値の大きさ・小ささの程度により疾患の進行
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度、および／または疾患の重症度を評価することもできる。
【００４２】
　食細胞の機能異常を伴う疾患としては、たとえば尿毒症、血清オプソニン活性低下、補
体欠損症、先天性貪食能不全症、慢性肉芽腫、ミエロペルオキシダーゼ欠損症、白血病、
悪性リンパ腫、細菌性心内膜炎、糖尿病、肝硬変などが挙げられる。たとえば慢性肉芽腫
は、好中球の活性酸素の産生に欠陥を有し、そのために重篤な細菌や真菌感染を繰り返す
先天性の食細胞機能異常症である。慢性肉芽腫患者由来の好中球は、食作用（異物取り込
み）は有するが、消化機能を有さない。したがって、ラテックスビーズ取り込みによる検
査では異常を検出できないが、ｓＣＤ１４－ＳＴ産生を指標とした貪食能評価であれば、
食細胞機能異常を検出することが可能である。
【００４３】
　免疫機能の評価方法を行う場合は、前述の食細胞の機能異常を伴う疾患の検出・評価を
行う場合に準ずる。食細胞の機能、特に貪食は、生体の免疫応答において最も早期に働く
重要な生体防御機構であり、食細胞の機能異常はすなわち免疫機能の異常へとつながる。
食細胞の機能異常を免疫機能と読み替えて適用すればよい。
【００４４】
　薬剤の効果の検出・評価を行う場合は、少なくとも、薬剤投与中および／または薬剤投
与後の被験体由来の食細胞について、前記の「２．食細胞の機能評価方法」の項に説明し
た方法を用いて、食細胞の機能を評価する工程を含めばよく、評価した結果を正常値およ
び／または薬剤投与前の評価結果と比較する工程、および薬剤の投与による被験体由来の
食細胞の機能の変化の有無および／または程度を判定する工程を更に含むことができる。
ここでいう正常値とは、正常な被験体由来の食細胞の機能を測定した結果のことであり、
上述に説明したとおりである。
【００４５】
　免疫抑制剤、免疫賦活剤、抗がん剤などを投与した場合に、薬剤投与中および／または
薬剤投与後の食細胞の機能の変化を検出することにより、薬剤が有効に作用しているか、
あるいは薬剤による副作用がどの程度発生しているかを確認することができ、薬剤選択や
投与量に対する有用な指針を得ることが可能となる。また、食細胞の機能の変化の程度、
すなわちｓＣＤ１４－ＳＴ産生量の変化の大きさ・小ささを指標に、薬剤の効果の程度を
評価することもできる。たとえば、Ｇ－ＣＳＦを投与する前後で、末梢血中の好中球の貪
食能を比較し、Ｇ－ＣＳＦ投与により正常な機能の好中球がどの程度増加したかを評価す
ることができる。
【００４６】
　食細胞を再生医療に用いるにあたって、細胞の品質評価を行う場合は、用いる食細胞の
貪食能をｓＣＤ１４－ＳＴ産生を指標に測定することにより、細胞として正常な機能を有
しているか、および／または、細胞の活性を評価することができる。ここでいう再生医療
とは、自己由来の白血球などを体外で培養・処理した後、本人へ戻す自家細胞移植、およ
び、正常人ドナー由来の白血球などを患者へ移植する他家細胞移植などが挙げられる。移
植用の細胞を調製した後、その細胞が一定の品質を保有しているかを検査するために、「
２．食細胞の機能評価方法」の項に説明した方法を用いることができる。調製した細胞の
機能を基準値と比較し、基準値を満たしていれば、使用可能な品質であると判断する。基
準値は、再生医療の目的に応じて適宜設定できるが、通常は、正常な食細胞の貪食能と比
較すればよい。基準値より低い場合は、調製の過程で食細胞の機能または細胞の活性が失
われたため、移植に適した品質でないと判断できる。
【００４７】
４．貪食機能調節物質のスクリーニング方法
　前記の「２．食細胞の機能評価方法」の項に説明した方法を用いて、貪食機能調節物質
のスクリーニングを行うことができる。すなわち、本発明は、下記の工程を含むことを特
徴とする、貪食機能調節物質のスクリーニング方法を提供する。
　１）食細胞と被験物質を接触させる工程、
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　２）食細胞により産生されるｓＣＤ１４－ＳＴを測定する工程、および
　３）食細胞の貪食能に対する被験物質の効果を評価する工程。
　なお、１）食細胞と被験物質を接触させる工程に際して、貪食物質の存在下で、食細胞
と被験物質を接触させてもよい。
【００４８】
　貪食機能調節物質とは、食細胞の貪食活動を促進もしくは抑制する物質のことである。
たとえば、既知の貪食機能抑制物質である、ワートマニン（Ｗｏｒｔｏｍａｎｉｎ）やサ
イトカラシンＤ（Ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎ　Ｄ）を被験物質として食細胞に接触させ、
食細胞により産生されるｓＣＤ１４－ＳＴを測定すると、被験物質の添加によりｓＣＤ１
４－ＳＴの産生量は減少し、貪食抑制効果が確認できる。これと同様にして、貪食機能調
節活性を調べたい物質を被験物質として食細胞に接触させ、ｓＣＤ１４－ＳＴの産生量を
指標に貪食能に対する効果を評価することができる。
【００４９】
５．貪食が関連する疾患の検出方法
　本発明は、また、食細胞による貪食が関連する疾患の検出方法を提供する。該検出方法
は、被験体由来の検体に含まれるｓＣＤ１４－ＳＴを測定し、その測定した値を正常値と
比較し、該検体中のｓＣＤ１４－ＳＴの量が正常値より高値であるか否かを判定して、被
験体が食細胞による貪食が関連する疾患に罹患しているかどうか、疾患の進行度、および
／または疾患の重傷度を検出できる。
【００５０】
　被験体としては、哺乳類であれば特に限定されるものではないが、ヒト、サル、ラット
、マウス、ウサギ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウマ、イヌ、またはネコなどの哺乳類を
対象とできる。
【００５１】
　食細胞による貪食が関連する疾患とは、患部において食細胞による貪食活動が生じてい
る疾患のことである。特に、局所における自己免疫反応や感染に伴う貪食が生じている疾
患である。たとえば、自己免疫疾患、関節リウマチ、乳房炎、痛風、糸球体腎炎、潰瘍性
大腸炎、地中海熱、中耳炎、鼻炎、肺炎、結核、膀胱炎、羊水感染症、または膿精液症等
の局所的な疾患が例として挙げられる。ただし、本発明においては、全身性の感染を伴う
疾患、敗血症は除く。
【００５２】
　検体としては、組織液、リンパ液、関節液、乳汁、脳脊髄液、膿、唾液、涙液、粘液、
鼻水、痰、尿、腹水、羊水、精液などの体液、また、鼻腔、気管支、肺、皮膚、腹腔、各
種臓器、関節、骨などを洗浄した後の洗浄液を用いうる。ただし、本発明においては、血
液は除く。
【００５３】
　ｓＣＤ１４－ＳＴの測定方法は、前述の２．食細胞の機能評価方法に記載の方法に準ず
る。
　正常値としては、予め疾患に罹患していない被験体、すなわち正常な被験体由来の検体
を測定した結果を求めておき、その測定結果の平均値もしくは範囲をとる等により標準化
した値を用いることができる。正常な被験体由来の検体の測定値が、測定系のバックグラ
ウンドの値とほぼ同等になるような場合は、測定系におけるバックグラウンドの値の平均
値もしくは範囲を設定する等により標準化した値を用いてもよい。測定系におけるバック
グラウンドの値とは、検体ではなくバッファーやアッセイ溶液などを測定系に添加した場
合の測定値である。検体の測定値と正常値を比較するにあたっては、そのまま高低を比較
することができるが、正常被験体の平均値＋２ＳＤまたは＋３ＳＤをカットオフ値として
、カットオフ値より検体の測定値が高い場合、陽性と判断することもできる。また、測定
値が大きいほど、疾患の進行度、および／または疾患の重傷度が高いと判断することがで
きる。
【００５４】
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　検体中には、食細胞が含まれていても含まれていなくてもよい。検体中のｓＣＤ１４－
ＳＴを直接測定して、生体内での貪食の程度、すなわち疾患の有無および／または程度を
評価できる。これは、生体内において食細胞が貪食活動を行った結果産生されたｓＣＤ１
４－ＳＴが検体中に存在することが理由の一つである。たとえば、関節炎モデル動物にお
いて、関節液または関節洗浄液中のｓＣＤ１４－ＳＴを測定することで、関節での炎症を
伴う疾患、具体的には、関節リウマチ、変形性関節症、肩関節周囲炎などの診断ができる
。これは、関節液または関節洗浄液中のｓＣＤ１４－ＳＴ濃度上昇が検出可能であること
が理由の一つである。
【００５５】
　一方、検体とする体液や組織洗浄液中の食細胞の有無および／または量を検出して疾患
の有無および／または程度を評価することも可能である。この場合、検体に貪食物質を添
加し、産生されたｓＣＤ１４－ＳＴを測定すればよい。たとえば、乳汁に貪食物質を添加
し、産生されたｓＣＤ１４－ＳＴを測定して、乳房炎の診断をすることができる。特にウ
シ乳房炎の検出に有用である。
【００５６】
　以上、好適な実施の形態を挙げて説明したが、本発明は、上記実施の形態に限定される
ものではなく、本発明の要旨を逸脱しない範囲内で、当該発明の属する技術の分野におけ
る通常の知識を有する者によって各種変更及び修正が可能であることは言うまでもない。
【実施例】
【００５７】
（実施例１）合成ペプチドを抗原としたＦ１３０１－９－１抗体の作製
１－（１）抗原とするペプチドの調製
　配列番号５に記載の配列（ウサギＣＤ１４アミノ酸配列の４０位から５９位の配列に該
当）からなるペプチドを、Ｎ末端でＳＨ基を介してキャリア蛋白質と結合させるため、Ｎ
末端にシステインを挿入してペプチド合成機ＡＢＩ４３３Ａ（アプライドバイオシステム
ズ）を用いて合成した。定法により精製し、精製ペプチドとして２～３ｍｇを得た。
【００５８】
１－（２）合成ペプチドを用いたペプチドキャリアタンパクの調製
　１－（１）で調製したペプチドを蒸留水で１０ｍｇ／ｍＬに溶解し、１０ｍｇ／ｍＬの
Ｉｍｊｅｃｔ　Ｍａｌｅｉｍｉｄｅ　Ａｃｔｉｖａｔｅｄ　Ｋｅｙｈｏｌｅ　Ｌｉｍｐｅ
ｔ　Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ（ＫＬＨ）（ＰＩＥＲＣＥ）と等量混合し室温で２時間反応す
ることで、ペプチドとキャリア蛋白質を結合した（以下、配列番号５のペプチド－ＫＬＨ
と記す）。また１－（１）で調製したペプチドを蒸留水で１０ｍｇ／ｍＬに溶解し、１０
ｍｇ／ｍＬのＩｍｊｅｃｔ　Ｍａｌｅｉｍｉｄｅ　Ａｃｔｉｖａｔｅｄ　Ｂｏｖｉｎｅ　
Ｓｅｒｕｍ　Ａｌｂｕｍｉｎ（ＢＳＡ）（ＰＩＥＲＣＥ）と等量混合し室温で２時間反応
することで、ペプチドとキャリア蛋白質を結合した（配列番号５のペプチド－ＢＳＡと記
す）。
【００５９】
１－（３）合成ペプチドを抗原としたハイブリドーマクローン作製
　１－（１）で調製したペプチドに対するモノクローナル抗体を作製するため、配列番号
５のペプチド－ＫＬＨを用いてラットを免疫した。すなわち、配列番号５のペプチド－Ｋ
ＬＨ各１００μｇを１００μＬの生理食塩水で希釈した後、１００μＬのフロインド完全
アジュバント（ＤＩＦＣＯ）と等量混合した。これをＷｉｓｔａｒ　ｒａｔ（日本エスエ
ルシー）メス８週令のフットパッド内に各１００μＬずつ投与した。１１日後、配列番号
５のペプチド－ＫＬＨ　１００μｇを２００μＬの生理食塩水で希釈し、再度フットパッ
ドに投与した。さらに３日後、腸骨リンパ節よりリンパ球を分離し、得られたリンパ球を
Ｓｐ２／Ｏ－Ａｇ１４（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５８１）と混合した後、ポリエチレングリ
コールを用いて安東民衛・千葉丈／著「単クローン抗体実験操作入門」（講談社）に記載
の方法にしたがって細胞融合を行った。ＨＡＴ培地によりハイブリドーマを選択し、１週
間後、目的の抗体を産生しているハイブリドーマをＥＬＩＳＡ法にて選定した。すなわち
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、０．０７６Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）（以下Ｄ－ＰＢＳと記載）で配列番号５のペ
プチド－ＢＳＡを１０μｇ／ｍＬに希釈し、イムノプレート（Ｍａｘｉｓｏｒｂ、Ｎｕｎ
ｃ）に５０μＬ／ウエルで添加した。４℃で一晩反応後、イオン交換水で５回洗浄した。
２％Ｓｔａｂｉｌｇｕｒｄを含むＤ－ＰＢＳ（ｐＨ７．４）を各ウエルに１００μＬ添加
してブロッキングした。次にハイブリドーマの培養上清を各ウエルに添加して３７℃で１
時間反応させた後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む生理食塩水で３回洗浄した。ペルオ
キシダーゼ標識抗ラットイムノグロブリン抗体（ＤＡＫＯ）を１０％ウサギ血清を含むＤ
－ＰＢＳ（ｐＨ７．４）で１０００倍に希釈し、各ウエルに５０μＬ添加した。３７℃で
１時間反応後、同様に３回洗浄した。ＴＭＢ溶液（ＢｉｏＦＸ）を各ウエルに添加し、室
温で１０分間反応後、０．５Ｍ硫酸溶液で反応を停止した。プレート分光光度計（ＮＪ－
２１００、日本インターメッド）で４５０ｎｍの吸光度を測定した。吸光度の上昇が認め
られたウエルの細胞を選択し、限界希釈法によりクローニングを行った。１１日後、同様
にスクリーニングを行い、配列番号５のペプチドと反応する抗体を産生するクローンＦ１
３０１－９－１を得た。
【００６０】
１－（４）ハイブリドーマ培養上清からの抗体精製
　１－（３）で得たクローンＦ１３０１－９－１をＳＦＭ培地（ＧＩＢＣＯ）にて３Ｌス
ケールで培養した。この培養上清を０．４５μｍのフィルターに供して細胞を取り除いた
後に、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇカラムに供した。次いで、吸着画分を酸溶出し、直ちに１/１
０倍量の１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）を添加する事により中和した。溶出液を
限外膜にて生理食塩水にバッファー交換し、精製抗体とした。
【００６１】
（実施例２）合成ペプチドを抗原としたＦ１２５８－７－２抗体の作製
２－（１）抗原とするペプチドの調製
　配列番号６に記載の配列（ウサギＣＤ１４アミノ酸配列の１位から３０位の配列に該当
）からなるペプチドを、Ｎ末端でＳＨ基を介してキャリア蛋白質と結合するため、Ｎ末端
にシステインを挿入してペプチド合成機ＡＢＩ４３３Ａ（アプライドバイオシステムズ）
を用いて合成した。定法により精製し、精製ペプチドとして２～３ｍｇを得た。
【００６２】
２－（２）合成ペプチドを用いたペプチドキャリアタンパクの調製
　１－（２）記載の方法に準じて、配列番号６のペプチド－ＫＬＨおよび配列番号６のペ
プチド－ＢＳＡを調製した。
【００６３】
２－（３）合成ペプチドを抗原としたハイブリドーマクローンの作製
　１－（３）記載の方法に準じて、２－（２）で調製した配列番号６のペプチドに対する
モノクローナル抗体を産生するクローンＦ１２５８－７－２を得た。
２－（４）ハイブリドーマ培養上清からの抗体精製
　１－（４）記載の方法に準じて、２－（３）で調製した配列番号６のペプチドに対する
ハイブリドーマクローンの培養上清からモノクローナル抗体精製した。
【００６４】
（実施例３）ウサギｓＣＤ１４－ＳＴ測定系の作製
　ウサギｓＣＤ１４－ＳＴを特異的に検出可能な系を作製するため、実施例１－（４）、
２－（４）に記載の抗体を用いてサンドイッチＥＬＩＳＡ系を作製した。
【００６５】
３－（１）Ｆ１２５８－７－２のＦａｂ´－ＨＲＰの作製
　Ｆ１２５８－７－２抗体のＦ（ａｂ´）２を作製するために、実施例２－（４）で得た
精製Ｆ１２５８－７－２抗体をＰｅｐｓｉｎで処理した。すなわち、精製Ｆ１２５８－７
－２抗体を２Ｍ尿素を含む１００ｍＭ酢酸バッファー（ｐＨ４．４）にバッファー交換し
た後、Ｐｅｐｓｉｎ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ）を抗体：酵素＝３０：１（重量比）となる
ように添加し、３７℃で６時間反応した。反応終了時には１Ｍトリス塩酸緩衝液（ｐＨ８
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．０）を添加して、ｐＨを中性付近に戻した。次にＦ（ａｂ´）２の精製を行った。すな
わち、Ｆｃ部位とＰｅｐｓｉｎを取り除く目的で、Ｐｅｐｓｉｎ処理した抗体をＰｒｏｓ
ｅｐ　Ｇ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）に供し、吸着画分を酸溶出した。さらにこの吸着画分を
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００（Ａｍｅｒｓｈａｍ）に供することで未切断の抗体を取り除き、
Ｆ１２５８－７－２のＦ（ａｂ´）２を得た。精製したＦ（ａｂ´）２はＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅに供して純度を確認し、ウシ血清ＩｇＧを標準品としたＰｒｏｔｅｉｎ　Ａｓｓａｙ　
Ｄｙｅ　Ｒｅａｇｅｎｔ（バイオラッド）を用いてタンパク定量した。続いて得られたＦ
１２５８－７－２　Ｆ（ａｂ´）２抗体をＰｅｒｏｘｉｄａｓｅ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋ
ｉｔ　ＳＨ（同仁化学）を用いて部分還元し、ヒンジ部分に存在するシステイン残基をＰ
ｅｒｏｘｉｄａｓｅ標識することによりＦ１２５８－７－２　Ｆａｂ´－ＨＲＰを作製し
た。
【００６６】
３－（２）ウサギｓＣＤ１４－ＳＴサンドイッチＥＬＩＳＡ系の作製
　固相抗体として実施例１－（４）で得たＦ１３０１－９－１抗体を、標識抗体として実
施例３－（１）で作製したＦ１２５８－７－２　Ｆａｂ´－ＨＲＰ抗体を使用する２ステ
ップサンドイッチＥＬＩＳＡ系を作製した。すなわちＦ１３０１－９－１抗体をＤ－ＰＢ
Ｓ（ｐＨ７．４）で１０μｇ／ｍＬに希釈し、イムノプレート（Ｍａｘｉｓｏｒｂ、Ｎｕ
ｎｃ）の各ウエルに５０μＬ添加した。４℃で一晩反応した後、イオン交換水で５回洗浄
した。５％ＳｔａｂｉｌＧｕａｒｄ（ＳｕｒＭｏｄｉｃｓ）と０．１％Ｔｗｅｅｎ２０を
含むＤ－ＰＢＳ（ｐＨ７．４）を各ウエルに２００μＬ添加しブロッキングした。次に５
％の正常ウサギ血清（ウサギＣＤ１４アフィニティー抗体カラムを用いて可溶型ＣＤ１４
抗原を除去した血清）、１％ＢＳＡ、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０を含む１５０ｍＭリン酸バ
ッファー（ｐＨ６．０）を希釈液として検体を希釈調製し、ウエル当たり５０μＬ添加し
、２５℃で３時間反応した。反応終了後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む生理食塩水で
５回洗浄した。４％ラット血清、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む７５ｍＭ　リン酸バッ
ファー（ｐＨ６．４）でＦ１２５８－７－２　Ｆａｂ´－ＨＲＰを希釈し、各ウエルに５
０μＬ添加した。２５℃で２時間反応した後、同様に５回洗浄した。テトラメチルベンジ
ジン溶液（ＴＭＢ、ＢｉｏＦＸ）を各ウエルに添加し、室温で１５分間反応した。０．５
Ｍ硫酸溶液で反応を停止し、プレート分光光度計（ＮＪ－２１００、日本インターメッド
）で４５０ｎｍの吸光度を測定した。
　標準物質としては、組換え体ウサギｓＣＤ１４－ＳＴを用いた。組換え体ウサギｓＣＤ
１４－ＳＴの作製は、国際公開ＷＯ２００５／１０８４２９号公報に記載の方法に準じて
行った。すなわち、ウサギＣＤ１４の６６番目のアミノ酸配列の後にトロンビン切断サイ
トを導入したプラスミドを作製し、ＣＯＳ細胞を用いて培養上清中に一過性に発現させた
。培養上清中のｓＣＤ１４を精製した後、トロンビンで切断し、ゲル濾過クロマトグラフ
ィーにて組換え体ウサギｓＣＤ１４－ＳＴを精製した。
　作製したサンドイッチＥＬＩＳＡ系は、図１に示すように組換え体ｓＣＤ１４－ＳＴを
用量依存的に検出した。
【００６７】
（実施例４）ウサギ動物モデルでのｓＣＤ１４－ＳＴの産生検討
４－（１）ＬＰＳ負荷ウサギ敗血症モデルの作製
　ＬＰＳ負荷ウサギ敗血症モデルは、ニュージーランドホワイト種（１．８－２．６ｋｇ
、北山ラベス）にＬＰＳ（Ｓａｌｍｏｅｌｌａ　Ｍｉｎｎｅｓｏｔａ　Ｒｅ５９５、シグ
マ）を１０μｇ／ｋｇの用量で耳静脈内投与することにより作製した。ＬＰＳ投与前およ
び投与１．５時間後に耳介動脈より採血（クエン酸加血）した。
【００６８】
４－（２）ウサギ生菌感染モデル（ＣＬＰモデル）の作製
　ウサギＣＬＰ（ｃｅｃａｌ　ｌｉｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｕｎｃｔｕｒｅ）モデルは
、ニュージーランドホワイト種（１．８－２．６ｋｇ、北山ラベス）に外科的手術を行い
作製した。すなわち、一晩絶食した動物をドミトール（塩酸メデトミジン、明治製菓）の
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０．３５ｍｇ／ｋｇおよび動物用ケタラール（ケタミン、三共）の５ｍｇ／ｋｇを耳静脈
内投与して全身麻酔した。腹部を切開して盲腸を腹腔外に出した後、回盲部の下流を縫合
糸で絞やくし、眼科バサミにより約２ｃｍの幅で２箇所切開した。盲腸をピンセットで押
し穿刺孔から盲腸内容物が出ることを確認した後に盲腸を腹腔内に戻し、腹膜および皮膚
を縫合糸で閉じた。閉腹後、生理食塩水を５０ｍＬ／ｋｇで皮下投与し。また、アンチセ
ダン（塩酸アチパメゾール、明治製菓）を０．３５ｍｇ／ｋｇで耳静脈内投与して手術終
了とした。ＣＬＰモデル作製の手術前および手術２時間後に耳介動脈より採血（クエン酸
加血）した。
【００６９】
４－（３）ウサギ敗血症モデルにおける血中ｓＣＤ１４－ＳＴの測定
　実施例４－（１）と４－（２）で採取した血液から遠心にて血漿を調製し、実施例３－
（２）記載の方法に準じてｓＣＤ１４－ＳＴを測定した。結果を図２および図３に示す。
ＬＰＳ負荷敗血症モデルでは血中ｓＣＤ１４－ＳＴの上昇が認められなかった（図２）。
一方、生菌感染による敗血症モデルにおいては血中ｓＣＤ１４－ＳＴの上昇が見られた（
図３）。また、生菌感染による敗血症モデルにおける血中ｓＣＤ１４－ＳＴの上昇は、手
術（感染）後２時間で検出可能であり、ＩＬ－６やｄ－ｄｉｍｅｒなどの他のマーカーに
比べ、感染の早期に検出が可能なマーカーであることが確認された。これらのことから、
ｓＣＤ１４－ＳＴ産生はエンドトキシンによる白血球の活性化のみでは不十分であり、感
染に対する最も早い免疫応答である白血球による細菌の貪食活動が必要であると考えられ
た。
【００７０】
（実施例５）ウサギ腹腔滲出顆粒球を用いた貪食実験
５－（１）ウサギ腹腔滲出顆粒球の採取
　グリコーゲンを生理食塩水で０．１％となるように溶解した。これをニュージーランド
白色ウサギ（北山ラベス）オス１．６４－１．９２ｋｇの腹腔内に１５０ｍＬ投与した。
投与１６時間後に過剰麻酔にてウサギを安楽殺した後に、生理食塩水にて腹腔内を洗浄し
て顆粒球を採取した。
【００７１】
５－（２）各種刺激剤によるｓＣＤ１４－ＳＴの産生
　顆粒球に各種白血球刺激剤を添加してｓＣＤ１４－ＳＴの産生量を評価した。すなわち
実施例５－（１）で採取したウサギ腹腔滲出顆粒球を２％正常ウサギ血清、２ｍＭ　Ｇｌ
ｕｔａｍｉｎ、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳを含むＨＢＳＳバッファー（ＧＩＢＣＯ　１４０２
５）（以下、細胞アッセイバッファーと記す。）中に細胞濃度１×１０７Ｃｅｌｌｓ／ｍ
Ｌとなるように懸濁し、９６穴培養プレート（Ｎｕｎｃｌｏｎ　Ｓｕｒｆａｃｅ、Ｎｕｎ
ｃ）の各ウェルに１００μＬ添加した。次いで各種刺激剤を細胞アッセイバッファーにて
目的濃度の３倍に調製し、各ウェルに５０μＬ添加した。３７℃で２時間インキュベーシ
ョンした後に遠心にて上清を採取し、実施例３－（２）の測定系でｓＣＤ１４－ＳＴを測
定した。結果を図４に示す。白血球による貪食・消化が起こる刺激剤（大腸菌菌体または
ザイモザン）ではｓＣＤ１４－ＳＴの上昇が認められた。一方、ＬＰＳ、ＰＭＡ（ｐｈｏ
ｒｂｏｌ　ｍｙｒｉｓｔａｔｅ　ａｃｅｔａｔｅ）、ｆＭＬＰ（ｆｏｒｍｙｌ　ｍｅｔｈ
ｉｏｎｙｌ　ｌｅｕｃｙｌ　ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ）等の貪食が起こらない刺激剤
ではｓＣＤ１４－ＳＴの上昇は認められなかった。また、貪食はおこるが消化はされない
マイクロビーズでもｓＣＤ１４－ＳＴの上昇は認められなかった。さらに、高分子量ｓＣ
Ｄ１４測定用のキット（Ｒ＆Ｄ）を用いて高分子量ｓＣＤ１４の産生を測定したところ、
図５に示す様に、ＬＰＳやＰＭＡによる刺激で高分子量ｓＣＤ１４の産生上昇が認められ
た。この事は、ｓＣＤ１４－ＳＴと高分子量ｓＣＤ１４は産生機序が異なることを示して
いる。
【００７２】
５－（３）各種阻害剤のｓＣＤ１４－ＳＴ産生に対する作用
　実施例５－（２）においてウサギｓＣＤ１４－ＳＴの産生に顆粒球の貪食活動が関わっ
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ていることが示唆された。そこで各種貪食阻害剤を用いてｓＣＤ１４－ＳＴの産生と貪食
の関係を検討した。すなわち、実施例５－（１）で採取したウサギ腹腔滲出顆粒球を細胞
アッセイバッファー中に細胞濃度１×１０７Ｃｅｌｌｓ／ｍＬとなるように懸濁し、４８
穴培養プレート（４８　Ｗｅｌｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｌｕｓｔｅｒ、Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ）の各ウェルに２００μＬ添加した。次いで各種阻害剤を細胞アッセイバッファ
ーにて目的濃度の３倍に調製したものを各ウェルに１００μＬ添加した。３７℃で３０分
間反応した後に大腸菌を顆粒球の２０倍量となるように添加した（大腸菌は１コロニー形
成ユニットを１個として添加する）。３７℃で２時間インキュベーションした後、遠心に
て上清を採取し、実施例３－（２）の測定系を用いてｓＣＤ１４－ＳＴを測定した。結果
を図６に示す。貪食におけるメンブレントラフィックを阻害するＰＩ３キナーゼ阻害剤Ｗ
ｏｒｔｏｍａｎｉｎと、細胞骨格を変性させることにより貪食を阻害するアクチンの脱重
合剤Ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎ　ＤによりウサギｓＣＤ１４－ＳＴの産生が阻害された。
【００７３】
（実施例６）ウサギ関節炎モデルの関節液中のｓＣＤ１４－ＳＴの測定
６－（１）メチル化ＢＳＡの調製
　ＢＳＡ（ＳＩＧＭＡ）１ｇを４％　Ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅを含むＤ－ＰＢ
Ｓ（ｐＨ７．４）１００ｍＬに溶解し、アルカリを用いてｐＨを８．５に調整した後、室
温で１時間反応した。次いで水素化ホウ素ナトリウムを８０ｍｇ添加し、４℃で２時間還
元反応した後、限外膜を用いてＤ－ＰＢＳ（ｐＨ７．４）にバッファー交換した。
【００７４】
６－（２）ＥＬＩＳＡによる免疫反応確認
　抗原に対する免疫反応の確認をＥＬＩＳＡ法にて行った。すなわちメチル化ＢＳＡをＤ
－ＰＢＳ（ｐＨ７．４）で１０μｇ／ｍＬに希釈し、イムノプレート（Ｍａｘｉｓｏｒｐ
、Ｎｕｎｃ）に５０μＬ／ウェルで添加した。３７℃で１時間反応後、イオン交換水で５
回洗浄し、５％ＳｔａｂｉｌＧｕａｒｄ（ＳｕｒＭｏｄｉｃｓ）を含むＤ－ＰＢＳ（ｐＨ
７．４）を各ウエルに１００μＬ添加してブロッキングした。次に実施例６－（３）の試
験に供した各ウサギの血液サンプル（血清）を、１％ＳｔａｂｉｌＧｕａｒｄ（ＳｕｒＭ
ｏｄｉｃｓ）を含むＤ－ＰＢＳ（ｐＨ７．４）にて希釈し、各Ｗｅｌｌに１００μＬ添加
した。室温で１時間反応させた後、０．０５％Ｔｅｅｎ２０を含む生理食塩水で５回洗浄
した。次にペルオキシダーゼ標識抗ウサギイムノグロブリン抗体（ＤＡＫＯ、Ｐ４４８）
を５％ヤギ血清含有Ｄ－ＰＢＳで１０００倍に希釈し各ウエルに５０μＬ添加した。室温
で１時間反応後、同様に５回洗浄しＴＭＢ溶液（ＢｉｏＦＸ）を各ウエルに添加した。室
温で１０分間反応後、０．５Ｍ硫酸溶液で反応を停止し、プレート分光光度計（マルチス
キャンＪＸ、大日本製薬）で４５０ｎｍの吸光度を測定した。
【００７５】
６－（３）ウサギ関節炎モデルにおけるｓＣＤ１４－ＳＴの測定
　実施例６－（１）で調製したメチル化ＢＳＡ５００μＬ（５ｍｇ）とフロインド完全ア
ジュバント（ＤＩＦＣＯ）５００μＬを混合し、これをニュージーランド白色ウサギ（北
山ラベス）オス１０－１１週齢の背部皮下、後肢足底部、大腿部筋肉内に投与した（以下
、抗原感作群と記す）。また、同時に同じ数のウサギに対してメチル化ＢＳＡを加えてい
ない溶媒投与した（以下、溶媒対照群と記す）。２週間後、抗原感作群に対してメチル化
ＢＳＡ５００μＬ（５ｍｇ）と不完全フロインドアジュバント（ＤＩＦＣＯ）５００μＬ
を混合し、再感作した。なお、溶媒対照群に対してはメチル化ＢＳＡを加えていない溶媒
を同じように投与した。さらに１週間後ウサギ耳動脈より採血し、実施例６－（２）のＥ
ＬＩＳＡ法にて血中抗体価を測定して、抗原感作群において感作が成立していることを確
認した。次いでメチル化ＢＳＡをＤ－ＰＢＳ（ｐＨ７．４）にて５ｍｇ／ｍＬに調製し、
１ｍＬを抗原感作群の膝関節腔内に投与して関節炎を惹起した。また同時に溶媒対照群に
対してはＤ－ＰＢＳ（ｐＨ７．４）を膝関節腔内に１ｍＬ投与した。惹起４日後と１０日
後に両群の膝関節腔内洗浄液を採取してｓＣＤ１４－ＳＴの測定、塗沫による血球画分の
分析を行った。また同時に耳介動脈より採血（クエン酸加血）し血中のｓＣＤ１４－ＳＴ
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を測定した。塗沫検体において、抗原感作群には多くの顆粒球の集積が認められた。また
、膝関節腔内洗浄液を実施例３－（２）に記載のｓＣＤ１４－ＳＴ測定系に供したところ
、図７に示す様に抗原感作群では、抗原感作後４日後および１０日後においてｓＣＤ１４
－ＳＴの上昇が認められた。なお、１０日後においても高値を示していたことは、関節炎
に伴う自己組織への過剰な免疫反応による貪食活動によりｓＣＤ１４－ＳＴが産生された
ことを示している。一方、両群において血中ｓＣＤ１４－ＳＴの上昇は認められなかった
。
【００７６】
（実施例７）ヒト由来食細胞の貪食活動に伴うｓＣＤ１４－ＳＴ産生
７－（１）ヒト末梢血顆粒球の調製
　正常人より採取した末梢血より、比重ｄ＝１．０７７とｄ＝１．１１９の二層を使った
比重遠心法にて顆粒球画分を調製した。
【００７７】
７－（２）顆粒球の貪食活動によるｓＣＤ１４－ＳＴの産生
　顆粒球に各種白血球刺激剤を添加してｓＣＤ１４－ＳＴの産生量を評価した。すなわち
実施例７－（１）で採取したヒト末梢血顆粒球を１０％正常ヒト血清、２ｍＭ　Ｇｌｕｔ
ａｍｉｎ、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１０ｎｇ／ｍｌＧ－ＣＳＦを含むＲＰＭＩ１６４０培
地（ＳＩＧＭＡ　Ｒ８７５８）中に細胞濃度０．５×１０７Ｃｅｌｌｓ／ｍＬとなるよう
に懸濁した。これを９６穴培養プレート（Ｎｕｎｃｌｏｎ　Ｓｕｒｆａｃｅ、Ｎｕｎｃ）
の各ウェルに１００μＬで添加し、５％二酸化炭素存在下で３７℃で一晩インキュベーシ
ョンした。次いで各種刺激剤を１０％正常ヒト血清、２ｍＭ　Ｇｌｕｔａｍｉｎ、１０ｍ
Ｍ　ＨＥＰＥＳを含むＨＢＳＳバッファーにて１．５倍濃度に調製し、各ウェルに２００
μＬで添加した。３７℃で２時間インキュベーションした後に、遠心にて上清を採取し、
ヒトｓＣＤ１４－ＳＴを測定した。ヒトｓＣＤ１４－ＳＴの測定には、国際公開ＷＯ２０
０５／１０８４２９号公報の実施例７－（３）に記載の測定キットを用いた。すなわち、
ヒトｓＣＤ１４－ＳＴを特異的に認識する、ヒトＣＤ１４の５３～６８番目のアミノ酸配
列からなるペプチドに結合する抗体（Ｓ６８抗体）を含むサンドイッチ測定キットである
。サンドイッチ測定系とするため、もう一種の抗体として、ヒトＣＤ１４の１７～２６番
目のアミノ酸配列からなるペプチドに結合する抗体（Ｆ１１０６－１３－３）をペルオキ
シダーゼ標識したものを使用した。図８に示す様に、実施例５と同様に貪食刺激剤（大腸
菌菌体またはザイモザン）でｓＣＤ１４－ＳＴの上昇が認められたがＬＰＳやマイクロビ
ーズでは認められなかった。
【００７８】
７－（３）貪食阻害剤のｓＣＤ１４－ＳＴ産生に対する作用
　ヒト顆粒球によるｓＣＤ１４－ＳＴの産生に対する貪食阻害剤の作用を検討した。すな
わち実施例７－（２）と同様にヒト末梢血顆粒球を９６穴培養プレートで一晩インキュベ
ーションした。次いで各種貪食阻害剤を１０％正常ヒト血清、２ｍＭ　Ｇｌｕｔａｍｉｎ
、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳを含むＨＢＳＳバッファーにて３倍濃度に調製し、各ウェルに１
００μＬで添加した。３７℃で１時間インキュベーションした後、大腸菌を顆粒球の３０
倍量となるように添加した（大腸菌は１コロニー形成ユニットを１個として添加する）。
３７℃で２時間インキュベーションした後に遠心にて上清を採取し、国際公開ＷＯ２００
５／１０８４２９号公報の実施例７－（３）に記載の測定キットを用いてヒトｓＣＤ１４
－ＳＴを測定した。その結果、図９に示す。実施例５－（３）と同様にＷｏｒｔｏｍａｎ
ｉｎ、Ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎ　ＤはｓＣＤ１４－ＳＴの産生を阻害した。
【００７９】
７－（４）ＨＬ－６０細胞を用いた貪食実験
　ＨＬ－６０細胞をＤＭＳＯ存在下で培養し顆粒球へと分化させ、実施例７－（２）と同
様の実験に供した。実施例７－（２）と同様にザイモザンまたは大腸菌添加でｓＣＤ１４
－ＳＴの産生が認められた。
【００８０】
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