
(57)【要約】
　本発明はアルツハイマー病またはその早期段階もしくは前述の疾患の傾向の診断のため
の方法に関する。前述の方法は、有糸分裂で発現される表面マーカー、特に CD69、ならび
に末梢で到達可能な細胞、例えば皮膚細胞またはリンパ球の、有糸分裂刺激の（ a）前お
よび（ b）後における定量的決定に基づいている。特異的な刺激指数 a:bはアルツハイマー
病またはその早期段階もしくは前述の疾患の傾向の指標である。本発明はまた、本発明の
診断方法を行うために適したキットに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ a） 患 者 試 料 中 の 、 末 梢 で 到 達 可 能 な 細 胞 の 有 糸 分 裂 刺 激 ；
（ b） 有 糸 分 裂 刺 激 後 に 発 現 す る 一 つ 以 上 の 表 面 マ ー カ ー に よ る 、 工 程 （ a） の 前 お よ び 後
の 、 細 胞 集 団 中 の 有 糸 分 裂 刺 激 を 受 け た 、 表 面 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 に よ り 表 面 マ ー カ ー
を 有 さ な い 細 胞 か ら 分 離 さ れ た 、 表 面 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 の 定 量 化 ；
（ c） 工 程 （ a） の 前 お よ び 後 に 表 面 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 数 の 関 係 と し て の 刺 激 指 数 の 決
定 、
の 工 程 を 含 み 、 刺 激 を さ れ て い な い 対 照 試 料 の 少 な く と も 10倍 、 最 大 と し て 100倍 に 達 す
る 刺 激 指 数 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は こ の 疾 患 の 早 期 段 階 も し く は 傾 向 の 兆 し で あ る 、
患 者 の 試 料 に よ る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は こ の 疾 患 の 早 期 段 階 も し く は 傾 向 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 が 血 液 試 料 で あ り 、 細 胞 が リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 表 面 マ ー カ ー が CD69で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 CD69 + 細 胞 が さ ら に CD4 + お よ び ／ ま た は CD8 + 副 集 団 に 関 し て 特 定 化 さ れ る 、 請 求 項 ３ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 血 液 が 工 程 （ a） の 前 に 一 つ 以 上 の 抗 血 液 凝 固 化 合 物 に よ り 安 定 化 さ れ る 、 請 求 項 １ ～
４ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 細 胞 が PHA、 プ ロ テ イ ン Aま た は PWMに よ り 刺 激 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ５ い ず れ か 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 工 程 （ b） の 抗 体 が 磁 性 粒 子 に 結 合 し て お り 、 分 離 が 免 疫 磁 性 分 画 法 に よ り 行 わ れ る 、
請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 刺 激 指 数 が 工 程 （ a） の 前 お よ び 後 に 表 面 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 の タ ン パ ク 質 含 量 お よ
び ／ ま た は 核 酸 含 量 の 決 定 に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ７ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
以 下 の 構 成 要 素 ：
（ a） 有 糸 分 裂 刺 激 の た め の 化 合 物 ； お よ び
（ b） 有 糸 分 裂 刺 激 後 に 発 現 す る 表 面 マ ー カ ー に 対 す る 少 な く と も 一 つ の 抗 体 、
を 含 む 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は こ の 疾 患 の 早 期 も し く は 傾 向 の 診 断 の た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
（ c） 抗 血 液 凝 固 化 合 物 ； お よ び ／ ま た は
（ d） 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ ー 、
も 含 む 、 請 求 項 ９ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 体 が 磁 性 粒 子 に 結 合 し た 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ９ ま た は １ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 体 が 抗 CD69抗 体 で あ る 、 請 求 項 ９ ～ １ １ い ず れ か 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
抗 CD4お よ び ／ ま た は 抗 CD8抗 体 も 含 む 、 請 求 項 ９ ～ １ ２ い ず れ か 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は こ の 疾 患 の 早 期 段 階 も し く は 傾 向 の 診 断 方 法 に 関 し
、 該 方 法 は 、 末 梢 で 到 達 可 能 な 細 胞 、 例 え ば 皮 膚 ま た は リ ン パ 球 の 、 有 糸 分 裂 で 発 現 さ れ
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る 表 面 マ ー カ ー 、 好 ま し く は CD69の 、 有 糸 分 裂 刺 激 の  (a) 前 お よ び  (b) 後 の 定 量 に 基 づ
き 、 特 殊 な 刺 激 指 数  a:bは ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は こ の 疾 患 の 早 期 段 階 も し く は 傾 向 の 兆
し で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ る 診 断 方 法 を 行 う の に 適 し た キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は 、 臨 床 の 手 段 お よ び 利 用 可 能 な 臨 床 以 外 の 方 法 な ら び に そ の よ う な
装 置 お よ び 技 術 に 基 づ く 方 法 で は 、 確 実 性 が 最 高 の 診 断 は で き な い 。 常 に 解 剖 に よ る 検 証
が 必 要 で あ る 。 他 の 痴 呆 の 原 因 に 関 す る 診 断 の 区 別 は 、 特 に 疾 患 の 早 期 段 階 に お い て し ば
し ば 難 し い 。 し か し な が ら 、 こ の 疾 患 の 非 常 に 早 期 の 段 階 に お い て 、 二 つ の 理 由 に よ り 確
か な 診 断 が 重 要 で あ る 。 一 つ は 、 潜 在 的 に 治 療 可 能 な 形 態 の 痴 呆 の 診 断 の 区 別 を 可 能 に し
、 そ れ ら に 効 果 的 な 治 療 を 施 し 得 、 も う 一 つ は こ れ ら の 早 期 段 階 に お い て の み 成 功 し 得 る
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 神 経 変 性 の 過 程 へ の 、 任 意 の 形 態 の 治 療 介 入 の 前 提 条 件 で あ
る 。 か か る 診 断 の 確 実 性 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 生 物 マ ー カ ー （ biomarker） に よ っ て の
み 、 す な わ ち こ の 疾 患 に 対 し て 感 受 性 と 特 異 性 が 高 く 、 容 易 に 決 定 で き る 生 物 学 的 変 化 に
よ っ て の み 、 保 証 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 生 物 マ ー カ ー は 診 断 的 価 値 が あ り 、 特 に リ ス ク の 有 る 群 、 な ら び に
症 状 発 症 前 の 段 階 お よ び 臨 床 早 期 の 患 者 を 安 全 に 見 分 け る た め に 特 に 役 立 つ で あ ろ う 。 生
物 マ ー カ ー は ま た 、 継 続 管 理 な ら び に 予 後 お よ び 治 療 の 介 入 に 対 す る 反 応 の 制 御 に 役 立 つ
。 モ デ ル 生 物 マ ー カ ー は あ る 理 論 上 お よ び 実 際 の 要 求 に 準 ず る べ き で あ る 。 こ れ ら は 特 に
高 い 特 異 性 お よ び 感 受 性 、 症 状 発 症 前 の 段 階 で 識 別 す る 能 力 、 な ら び に 高 い 正 と 負 の 予 測
価 を 含 む 。 生 物 マ ー カ ー は 、 可 能 な ら 、 非 侵 襲 性 の 方 法 で 決 定 さ れ 、 患 者 に 負 荷 や 驚 愕 を
与 え る べ き で な い 。 こ の 分 析 は 安 価 で 、 容 易 に 、 お よ び 可 能 な ら 家 庭 医 の 業 務 に お い て 行
え る よ う 適 し て い る べ き で あ る 。 不 幸 に も 、 現 在 公 知 の 前 述 し た 要 求 に 準 ず る ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 の 生 物 マ ー カ ー は 無 い 。 特 に 公 知 の 生 物 マ ー カ ー は 低 い 感 受 性 お よ び 特 異 性 の た め
に 、 診 断 の 手 段 と し て は 適 さ な い 。 よ り 高 い 感 受 性 お よ び 特 異 性 を 有 す る 他 の 診 断 的 検 査
に は 複 雑 な 技 術 的 前 提 条 件 が 必 要 で あ り 、 そ の た め 多 く の 患 者 を 有 す る 部 分 的 な 使 用 に は
適 さ な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 実 質 的 に 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 の た め の 簡 単 な 方 法 を 提 供 す る 技 術 的 な 課
題 に 基 づ き 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 、 症 状 発 症 前 の 疾 患 の 段 階 の 検 出 、 お よ び 十 分 な 感
受 性 お よ び 特 異 性 で の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 他 の 痴 呆 と の 診 断 的 区 別 を 可 能 に し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の 技 術 的 な 課 題 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 で 特 徴 付 け ら れ た 態 様 を 提 供 す る こ と に よ っ て 解
決 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 皮 膚 細 胞 も し く は 血 液 リ ン パ 球 等 の 、 末 梢 で 接 触 可 能 な 患 者 の 細 胞 を 用 い て 、 免 疫 磁 気
細 胞 分 画 法 後 の よ う な 有 糸 分 裂 刺 激 あ り ま た は な し で の 、 有 糸 分 裂 指 数 （ 活 性 化 指 数 ） の
測 定 に 基 づ い た 診 断 方 法 を 発 展 さ せ る こ と は 可 能 で あ っ た 。 こ れ ら の 細 胞 の 活 性 化 は 、 好
ま し く は 抗 原 -抗 体 反 応 に よ っ て 定 量 的 に 検 出 さ れ 得 る 活 性 化 マ ー カ ー が 表 面 に 提 示 さ れ
る こ と と 同 時 に 起 こ り 、 好 ま し く は 抗 体 で 覆 わ れ た 磁 性 粒 子 が 用 い ら れ る こ と に よ り 、 磁
気 細 胞 分 画 な ら び に 、 そ の 後 の 有 糸 分 裂 刺 激 の 前 お よ び 後 に 表 面 マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞
数 の 定 量 が 可 能 と な る 。 こ の 特 徴 は 正 常 な 所 見 と 比 べ 、 疾 患 特 異 的 な 偏 位 を 示 す 。 本 発 明
の 方 法 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 お よ び 症 状 発 現 前 の 疾 患 の 段 階 の 検 出 、 お よ び ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 と 他 の 痴 呆 の 診 断 方 法 の 区 別 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 試 料 に よ る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は こ の 疾 患 の 早 期 段 階 も し く は 傾 向
の 診 断 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 以 下 の 工 程 ：
(a)試 料 中 の 末 梢 で 到 達 可 能 な 細 胞 を 有 糸 分 裂 刺 激 す る 工 程 ；
(b)有 糸 分 裂 刺 激 後 に 発 現 さ れ た 一 つ 以 上 の 表 面 マ ー カ ー に よ っ て 、 工 程 (a)の 前 お よ び 後
の 細 胞 集 団 中 で 、 有 糸 分 裂 刺 激 を 受 け た 細 胞 を 定 量 化 し 、 表 面 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 を 用
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い て 表 面 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 を 、 表 面 マ ー カ ー を 有 さ な い 細 胞 か ら 分 離 す る 工 程 ； お よ
び 、
(c)工 程 (a)の 前 お よ び 後 で の 一 つ ま た は 複 数 の 表 面 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 数 の 間 の 関 係 と
し て の 、 刺 激 指 数 を 測 定 す る 工 程 、
を 含 み 、 刺 激 を さ れ て い な い 対 照 試 料 の 少 な く と も 10倍 、 最 大 と し て 100倍 に 達 す る 刺 激
指 数 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は こ の 疾 患 の 早 期 段 階 も し く は 傾 向 の 兆 し で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 当 業 者 は 、 有 糸 分 裂 に よ っ て 刺 激 さ れ 得 る 細 胞 を 十 分 に 含 む 、 本 発 明 の 方 法 に 適 し て お
り 患 者 試 料 を 得 る た め に 役 立 つ 、 適 切 な 手 段 を 知 っ て い る 。 例 え ば 、 適 切 な 試 料 は 、 皮 膚
組 織 試 料 、 好 ま し く は 静 脈 血 由 来 の 、 血 液 試 料 、 脳 脊 髄 液 由 来 の 細 胞 お よ び 尿 由 来 の 細 胞
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に 準 じ た 診 断 方 法 の 好 ま し い 態 様 お い て 、 例 え ば 血 液 試 料 が 用 い ら れ る 場 合 、 本
方 法 の 他 の 工 程 よ り 前 に 安 定 化 の た め に 、 例 え ば ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は ヘ パ リ ン と い
っ た 抗 血 液 凝 固 化 合 物 を 加 え る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 用 語 「 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 」 は ま た 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 に お い て 、 継 続
管 理 お よ び 予 後 、 治 療 の 介 入 の 効 率 の 制 御 お よ び 他 の 痴 呆 と の 診 断 的 区 別 も 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 用 語 「 末 梢 で 到 達 可 能 な 細 胞 」 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 手 術 な し で 、 も し く
は （ 最 小 限 の ） 侵 襲 性 の 方 法 で 人 体 か ら 除 去 さ れ 得 る 細 胞 を い い 、 そ れ ら は 、 例 え ば 、 皮
膚 細 胞 、 お よ び 末 梢 血 の リ ン パ 球 を 含 み 、 本 発 明 の 方 法 の た め に は 後 者 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 表 面 マ ー カ ー の 発 現 を 得 る た め の 有 糸 分 裂 刺 激 は 、 フ ィ ト ヘ ム ア グ ル チ ニ ン (PHA)、 プ
ロ テ イ ン A、 PWMま た は 他 の 、 栄 養 に 関 わ る も し く は 有 糸 分 裂 の 効 果 の あ る 化 合 物 等 の 、 公
知 の 刺 激 物 質 に よ っ て 影 響 さ れ 得 る 。 該 刺 激 は 、 個 々 の 化 合 物 を 加 え る こ と 、 も し く は 混
合 し て 加 え る こ と に よ り 影 響 を 受 け 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 当 業 者 は 、 か か る 刺 激 の た め の 適 切 な 実 験 条 件 を 、 例 え ば 、 使 用 す る 分 裂 誘 発 因 子 の 濃
度 、 刺 激 の 持 続 時 間 、 お よ び そ の 他 の 培 養 条 件 に 関 し て 知 っ て い る 。 刺 激 は 十 分 に ガ ス 交
換 が 行 え る よ う な 、 適 切 な 容 器 内 で 行 う べ き で あ る 。 そ れ ぞ れ の 刺 激 剤 の 濃 度 は 、 生 理 的
濃 度 、 PHAは 1μ g/ml～ 20μ g/ml、 PWMは 1μ g/ml～ 50μ g/ml、 お よ び プ ロ テ イ ン Aは 10μ g/m
l～ 200μ g/mlの 範 囲 内 と す る 。 刺 激 時 間 は 、 検 査 さ れ る 分 子 の 発 現 速 度 に よ る 。 し か し な
が ら 、 確 実 な 検 査 に は 、 2～ 24時 間 の 刺 激 時 間 が 必 要 で あ る 。 CD69の 場 合 、 ４ 時 間 の 刺 激
時 間 が 最 適 で あ る 。 刺 激 は 生 理 学 的 条 件 下 で 行 う べ き で あ り 、 ガ ス 処 理 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
（ gassing incubator） 内 で 、 例 と し て 、 37℃ お よ び 5％  CO2で 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 当 業 者 は ま た 、 有 糸 分 裂 刺 激 で 明 ら か に な る 適 切 な 表 面 マ ー カ ー 、 例 え ば CD69、 CD25、
CD45RO、 CD63、 お よ び HLA-Drを 知 っ て お り 、 表 面 マ ー カ ー CD69が 好 ま し い 。 本 発 明 の た め
に 、 表 面 マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ の 決 定 、 も し く は 、 例 え ば 、 CD69の よ う な 特 定 の 表 面 マ ー
カ ー に よ っ て 分 け ら れ た 細 胞 の 、 さ ら な る 細 分 化 に 関 す る 、 例 え ば 細 分 化 （ 例 え ば 、 CD4 +

お よ び ／ ま た は CD8 + お よ び ／ ま た は CD19 + お よ び ／ ま た は CD56 + ） に よ る さ ら な る 特 定 化 を
行 う こ と も ま た 、 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 刺 激 指 数 （ 活 性 化 指 数 ） は 、 刺 激 の 前 お よ び 後 で 、 一 つ ま た は 複 数 の 表 面 マ ー カ ー を 有
す る 細 胞 数 の 関 係 か ら 得 ら れ る 。 刺 激 を さ れ て い な い 対 照 試 料 の 少 な く と も 10倍 、 最 大 と
し て 100倍 に 達 す る 刺 激 指 数 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は こ の 疾 患 の 早 期 段 階 も し く は 傾 向
の 兆 し で あ る 。 刺 激 を さ れ て い な い 対 照 試 料 の 10倍 未 満 の 刺 激 指 数 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病
ま た は 、 こ の 疾 患 の 早 期 段 階 も し く は 傾 向 の 兆 し で は な い 。 表 面 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 は
、 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ELISA、 RIA、 FACS、 LSC等 の 従 来 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ

10

20

30

40

50

(4) JP 2007-509331 A 2007.4.12



得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 表 面 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 を 決 定 す る た め に 、 該 細 胞 は 、 特 徴 的 な 細 胞 特 性 に よ っ て 好
ま し く は 、 表 面 マ ー カ ー を 有 さ な い 、 も し く は 他 の 表 面 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 か ら 分 離 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 診 断 方 法 に お い て 、 所 望 の （ 一 つ ま た は 複 数 の ） 表 面 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 に
よ り 、 表 面 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 は 、 表 面 マ ー カ ー を 有 さ な い 細 胞 か ら 分 離 さ れ る 。 こ の
目 的 に 適 し た 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル も し く は 合 成 の 抗 体 、 ま た は そ れ
ら の 断 片 で あ り 得 る 。 こ の 結 び 付 き に お い て 、 用 語 「 断 片 」 は 、 完 全 な 抗 体 と 同 様 の エ ピ
ト ー プ の 特 異 性 を 有 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 全 て の 部 位 （ 例 え ば 、 Fab、 Fvま た は 一
本 鎖 Fv断 片 ） を 意 味 す る 。 か か る 断 片 の 産 物 は 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 表 面 マ ー カ ー に 対
す る 多 く の 抗 体 は ま た 、 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に 準 ず る 診 断 方 法 の 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 表 面 マ ー カ ー に 特 異 的 な 、 一 つ
ま た は 複 数 の 抗 体 は 、 現 在 の 方 法 に 準 じ た 免 疫 磁 気 分 画 法 を 介 し て 細 胞 を 対 応 す る 表 面 マ
ー カ ー に よ り 分 離 す る こ と を 可 能 に す る 、 磁 性 粒 子 、 例 え ば 常 磁 性 ビ ー ズ （ 例 え ば 、 DYNA
L A.S., P.O.Box 158 Skoyen,N-0212 Oslo、 Norwayか ら 入 手 可 能 ） と 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 例 え ば 、 細 胞 溶 解 後 に 分 光 光 度 計 に よ る 核 酸 も し く は タ ン パ ク 質 含 量 の 決 定 に よ っ て 、
ま た は 、 特 異 的 な 色 素 、 例 え ば 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 、 ア ク リ ジ
ン オ レ ン ジ 、 DAPI、 等 の 特 異 的 な 色 素 を 用 い た 染 色 後 に 光 度 の 定 量 に よ っ て 、 と い っ た 現
在 の 方 法 を 用 い て 、 核 酸 含 量 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 含 量 に 基 づ い て 、 所 望 の 表 面 マ ー
カ ー に よ っ て 分 離 さ れ た 細 胞 の 量 を 決 定 す る こ と に よ り 、 刺 激 指 数 は 特 定 さ れ 得 る 。 細 胞
数 は 検 量 線 に よ っ て 、 試 料 の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 核 酸 含 量 に よ り 算 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 診 断 方 法 を 行 う の に 適 し た キ ッ ト に 関 し 、 お よ び 、 少 な く と も
以 下 の 構 成 要 素 ：
(a)有 糸 分 裂 刺 激 の た め の 化 合 物 ；
(b)有 糸 分 裂 刺 激 後 に 発 現 す る 表 面 マ ー カ ー に 対 す る 少 な く と も 一 つ の 抗 体 、 好 ま し く は
磁 性 粒 子 に 結 合 し た 抗 体 ；
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は ま た 、 好 ま し く は
(a)少 な く と も 一 つ の 反 応 容 器 ；
(b)抗 血 液 凝 固 化 合 物 お よ び ／ ま た は 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ ー ；
(c)細 胞 固 定 バ ッ フ ァ ー ；
(d)DNAお よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 濃 度 の 定 量 に 必 要 な 物 質 、 な ら び に 検 量 線 の 作 製 の た め
の 既 製 の 溶 液 ；
(e)磁 性 粒 子 に 結 合 し た 細 胞 を 分 離 す る た め の 磁 石 （ 磁 性 粒 子 に 結 合 し た 抗 体 を 使 用 す る
場 合 に は 含 ま れ て い る ） ； な ら び に
(f)結 合 し た 磁 性 粒 子 を 取 り 除 く た め の 試 薬 （ 磁 性 粒 子 に 結 合 し た 抗 体 を 使 用 す る 場 合 に
は 含 ま れ て い る ） ;
を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は 抗 CD69抗 体 で あ る 。 さ ら に 、 該 キ ッ ト
は さ ら に 、 ま た は 抗 CD69抗 体 の 代 わ り に 、 抗 CD4お よ び ／ ま た は 抗 CD8抗 体 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 最 終 的 に 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 適 切 な 場 合 に は 、 一 つ 以 上 の さ ら な る 検 出 剤 、 例 え ば 蛍
光 色 素 と 結 合 し た 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 核 酸 の 検 出 剤 、 例 え ば

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-509331 A 2007.4.12



、 挿 入 色 素 等 、 の 組 み 合 わ せ で 、 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
実 施 例
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 患 う 患 者 に お け る CD69に よ る 有 糸 分 裂 刺 激 指 数 の 決 定
　 生 存 し て い る 患 者 （ 生 物 マ ー カ ー ） で 行 わ れ 得 る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 今 日 ま で 公 知 の
特 徴 の 決 定 は 、 不 十 分 な 感 受 性 お よ び 特 異 性 の み を 示 す か 、 ま た は 費 用 も し く は 非 常 に 複
雑 な 検 査 の 組 み 合 わ せ の た め に 、 症 例 数 の 多 い 検 査 に は 適 さ な い 。 臨 床 の 手 段 に よ る と 、
診 断 の 正 確 性 は 、 80％ ～ 90％ の み で あ り 、 診 断 の 区 別 に 関 し て は 、 特 に 疾 患 の 早 期 段 階 で
困 難 で あ る 。 疾 患 の 症 状 発 症 前 の 段 階 の 検 出 は 現 在 、 適 切 な 生 物 マ ー カ ー が 存 在 し な い た
め に 、 可 能 で は な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 場 合 、 神 経 変 性 の 変 化 は 、 栄 養 に 関 わ る お よ び 有 糸 分 裂 の シ グ ナ ル
の 細 胞 内 の 仲 介 の 過 程 が 破 壊 さ れ る こ と に 基 づ い て い る 。 こ れ ら の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 の
機 能 不 全 は 、 神 経 系 に 限 ら れ て い な い 。 患 者 の 皮 膚 細 胞 お よ び 末 梢 血 の リ ン パ 球 に も 同 様
に 見 つ か り 得 る 。 か か る 疾 患 の 特 異 性 の た め に 、 こ の 変 化 は 診 断 的 価 値 が あ り 、 生 物 マ ー
カ ー と し て 適 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 栄 養 に 関 わ る お よ び 有 糸 分 裂 の シ グ ナ ル の 細 胞 内 の 仲 介 の 、 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 の 典 型 的 な 機 能 不 全 が あ る か ど う か と い う 疑 問 は 、 有 糸 分 裂 刺 激 の 前 お よ
び 後 の 、 CD69提 示 リ ン パ 球 の 免 疫 磁 性 細 胞 分 画 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 SRASTEDT社 の 採 血 装 置 を 用 い た 静 脈 穿 刺 に よ っ て 血 液 を 回 収 す る 。 採 血 の 際 に 、 血 液 は
、 採 血 装 置 に 入 っ た ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 等 の 抗 血 液 凝 固 剤 に よ
り 安 定 化 す る 。 血 液 は 、 こ の 形 態 で 、 室 温 で 24～ 48時 間 保 存 さ れ 得 る 。 刺 激 実 験 は 、 Grei
ner bio-one社 の 24ウ ェ ル 懸 濁 培 養 プ レ ー ト 等 の よ く 通 気 さ れ 得 る 反 応 容 器 内 で 行 っ た 。
こ の た め 、 分 裂 誘 発 因 子 フ ィ ト ヘ ム ア グ ル チ ニ ン （ PHA） 、 プ ロ テ イ ン Aお よ び ア メ リ カ ヤ
マ ゴ ボ ウ 分 裂 誘 発 因 子 （ PWM） は 個 々 も し く は 種 々 の 組 み 合 わ せ で 、 400μ lの 安 定 な 全 血
ご と に 使 用 し た 。 そ れ ぞ れ の 分 裂 誘 発 因 子 の 終 濃 度 は 生 理 学 的 な 範 囲 内 と し 、 本 実 施 例 に
お い て 、 PHAに つ い て は 12μ g/ml、 プ ロ テ イ ン Aに つ い て は 50μ g/mlお よ び PWMに つ い て は 4
μ g/mlと し た 。 生 理 学 的 条 件 下 で 、 ガ ス 処 理 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 4時 間 、 37℃ お よ び 5％
CO 2 濃 度 で 刺 激 を 行 っ た 。 刺 激 し た 全 血 を 100μ l毎 に 、 種 々 の 抗 体 で 覆 わ れ た 磁 性 粒 子 と
共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 本 実 施 例 に お い て 、 DYNAL社 の 抗 CD4お よ び 抗 CD8で 覆 わ れ た 磁
性 粒 子 を 使 用 し た 。 対 応 す る リ ン パ 球 の 副 集 団 を 確 実 に 完 全 に 単 離 さ せ る た め に 、 対 応 す
る 磁 性 粒 子 を 特 定 の 試 料 に 過 剰 に （ 10μ lの 磁 性 粒 子 懸 濁 液 ） 加 え た 。 30分 、 4℃ の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 対 応 す る リ ン パ 球 の 副 集 団 を 磁 力 に よ り 分 離 し 、 次 の 洗 浄 の 工 程
の 後 、 1％ ウ シ 胎 児 血 清 （ FCS） と 混 合 さ れ た 100μ lの 所 定 の 培 地 、 本 実 施 例 に お い て は RP
M1640に 移 し た 。 結 合 し た 磁 性 粒 子 は 本 実 施 例 に お い て は 、 10μ lず つ の DYNAL社 、 DETACHa
BEADを 使 用 し て 除 去 し た 。 45分 、 室 温 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 除 去 さ れ た 磁 性 粒
子 を 分 離 し 、 細 胞 懸 濁 液 を 、 複 数 回 の 洗 浄 の 工 程 の 後 、 所 定 の 培 地 、 本 実 施 例 に お い て は
RPM1640に 移 し た 。 特 異 的 な 溶 解 バ ッ フ ァ ー を 加 え る こ と に よ り 、 細 胞 を 破 砕 し 、 DNAを エ
チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 、 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ ま た は DAPI等 の 特 異 的 な
DNA色 素 に よ り 標 識 し 、 次 に 、 光 度 測 定 に よ り 定 量 化 し た 。 試 料 中 の タ ン パ ク 質 含 量 は Bra
dfordに 準 じ た タ ン パ ク 質 測 定 法 に よ り 比 較 し た 。 細 胞 数 は 検 量 線 に よ っ て 試 料 中 の DNAお
よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 含 量 か ら 算 出 し た 。 こ の 手 順 は 細 胞 数 に つ い て の 直 接 の 結 論 を 可
能 に す る 。 有 糸 分 裂 刺 激 の 前 お よ び 後 に お い て CD69を 提 示 し て い る 細 胞 数 に よ る 指 数 （ 刺
激 指 数 ） の 計 算 は 、 こ れ ら の 細 胞 が 有 糸 分 裂 に よ っ て 刺 激 で き る こ と の 変 化 に 関 す る 情 報
を も た ら し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 刺 激 を さ れ て い な い 対 照 試 料 の 少 な く と も 10倍 、 最 大 と し て 100倍 に 達 す る 刺 激 指 数 が
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は 、 こ の 疾 患 の 早 期 段 階 も し く は 傾 向 の 兆 し で あ る 。 刺 激 を さ れ て
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い な い 対 照 試 料 の 10倍 未 満 の 刺 激 指 数 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は 、 こ の 疾 患 の 早 期 段 階
も し く は 傾 向 の 兆 し で は な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 別 の 実 験 に お い て 、 試 料 の タ ン パ ク 質 含 量 を 決 定 し 、 CD69提 示 細 胞 の 定 量 の た め の DNA
染 色 物 質 の 添 加 な し で DNA含 量 を 決 定 し た 。 こ の 場 合 、 DNAま た は タ ン パ ク 質 に よ る あ る 波
長 （ 例 え ば 、 260nmま た は 280nm） の 光 の 吸 収 を 測 定 し た 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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