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(54)【発明の名称】 自動イムノアッセイシステムを用いる使用のための発熱性試験

(57)【要約】
本発明は、自動イムノアッセイシステムにおける使用の
ための、改善された発熱性試験に関する。ここでは、サ
ンプルは、好ましくは、発熱物質を含まない抗サイトカ
イン抗体でコーティングされた表面を含有している、発
熱物質を含まないアッセイシステムにおいて単球含有試
薬とともにインキュベートされる。本発明はまた、これ
らの試験における使用のための、発熱物質を含まない抗
体でコーティングされた、発熱物質を含まないアッセイ
システムに関する。本発明はまた、白血球による炎症性
の応答の内因性のメディエータ－の基底の産生を測定す
るための試験、および刺激に応答する白血球の能力を測
定する方法にも関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  以下の工程を包含する、サンプル中の発熱物質を検出する方

法：

  ａ）発熱物質を含まない単球含有試薬、および試験されるサンプルを、発熱物

質を含まないアッセイシステム中で混合する工程であって、ここで、該アッセイ

システムは、サイトカインに対する発熱物質を含まない抗体で処理された少なく

とも１つの表面を含む、工程；ならびに

  ｂ）該表面上の抗体に結合したサイトカインの存在についてアッセイシステム

をアッセイする工程であって、それによって該表面に結合したサイトカインの上

昇したレベルが試験されるサンプル中の発熱物質の存在を示す、工程。

    【請求項２】  前記単球含有試薬が全血を含む、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記単球含有試薬が希釈剤をさらに含む、請求項２に記載の

方法。

    【請求項４】  前記単球含有試薬が抗凝固剤をさらに含む、請求項２に記載

の方法。

    【請求項５】  前記単球含有試薬が希釈剤をさらに含む、請求項４に記載の

方法。

    【請求項６】  前記希釈剤がＲＰＭＩ培地である、請求項３に記載の方法。

    【請求項７】  前記全血がヒトの全血である、請求項２に記載の方法。

    【請求項８】  前記サイトカインが、インターロイキン－１、インターロイ

キン－１ｒａ、インターロイキン－６、インターロイキン－８、腫瘍壊死因子－

α、およびプロスタグランジンＥ2からなる群より選択される、請求項１に記載

の方法。

    【請求項９】  前記サイトカインがインターロイキン－６である、請求項８

に記載の方法。

    【請求項１０】  前記アッセイシステムが、少なくとも１つのマイクロタイ

ターウェルを含み、そして抗体がその上に適用される前記表面が、該マイクロタ

イターウェルの内部の部分である、請求項１に記載の方法。

    【請求項１１】  前記マイクロタイターウェルが、ポリスチレンまたはポリ
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プロピレンから作成される、請求項１０に記載の方法。

    【請求項１２】  前記アッセイシステムが、前記サイトカインについての比

色酵素結合免疫吸着アッセイによってアッセイされる、請求項１に記載の方法。

    【請求項１３】  前記アッセイシステムが、前記サイトカインについての放

射標識されたイムノアッセイによってアッセイされる、請求項１に記載の方法。

    【請求項１４】  前記アッセイシステムが、前記サイトカインについての蛍

光標識イムノアッセイによってアッセイされる、請求項１に記載の方法。

    【請求項１５】  前記発熱物質を含まない抗体がポリクローナル抗体である

、請求項１に記載の方法。

    【請求項１６】  前記発熱物質を含まない抗体がモノクローナル抗体である

、請求項１に記載の方法。

    【請求項１７】  前記サンプルが、注射または注入のための医薬品である、

請求項１に記載の方法。

    【請求項１８】  前記サンプルが血液産物である、請求項１に記載の方法。

    【請求項１９】  サイトカインに対する発熱物質を含まない抗体でコーティ

ングされた表面を含む、発熱物質を含まないアッセイシステム。

    【請求項２０】  前記アッセイシステムがさらに、少なくとも１つのマイク

ロタイターウェルを含み、そして前記発熱物質を含まない抗体が提供される前記

表面が、該マイクロタイターウェルの内部の部分である、請求項１９に記載の発

熱物質を含まないアッセイシステム。

    【請求項２１】  前記ウェルが、ポリスチレンまたはポリプロピレンから作

成される、請求項２０に記載の発熱物質を含まないアッセイシステム。

    【請求項２２】  前記ウェルが、ウェルの並びが自動読み取り装置で読み取

られ得るように配置された、該同様のウェルの平面の並びの一部である、請求項

２０に記載の発熱物質を含まないアッセイシステム。

    【請求項２３】  前記サイトカインが、インターロイキン－１、インターロ

イキン－１ｒａ、インターロイキン－６、インターロイキン－８、腫瘍壊死因子

－α、およびプロスタグランジンＥ2からなる群より選択される、請求項１９に

記載の発熱物質を含まないアッセイシステム。
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    【請求項２４】  前記サイトカインがインターロイキン－６である、請求項

１９に記載の発熱物質を含まないアッセイシステム。

    【請求項２５】  前記発熱物質を含まない抗体がポリクローナル抗体である

、請求項１９に記載の発熱物質を含まないアッセイシステム。

    【請求項２６】  前記発熱物質を含まない抗体がモノクローナル抗体である

、請求項１９に記載の発熱物質を含まないアッセイシステム。

    【請求項２７】  以下の工程を包含する、サンプル中の発熱物質を検出する

方法：

  ａ）発熱物質を含まない単球含有試薬、および試験されるサンプルを、発熱物

質を含まないアッセイシステム中で混合する工程であって、ここで、該アッセイ

システムは、炎症性の応答の内因性のメディエーターに対する発熱物質を含まな

い抗体で処理された少なくとも１つの表面を含む、工程；ならびに

  ｂ）該表面上の抗体に結合した該メディエーターの存在についてアッセイシス

テムをアッセイする工程であって、それによって該表面に結合したメディエータ

ーの上昇したレベルが試験されるサンプル中の発熱物質の存在を示す、工程。

    【請求項２８】  前記炎症性の応答の内因性のメディエーターが内毒素であ

る、請求項２７に記載の方法。

    【請求項２９】  以下の工程を包含する、刺激に対して反応する白血球の能

力を測定する方法：

  ａ）発熱物質を含まない白血球含有試薬、および刺激を、発熱物質を含まない

アッセイシステム中で混合する工程であって、ここで、該アッセイシステムは、

炎症性の応答の内因性のメディエーターに対する発熱物質を含まない抗体で処理

された少なくとも１つの表面を含む、工程；ならびに

  ｂ）該表面上の抗体に結合した該メディエーターの存在についてアッセイシス

テムをアッセイする工程であって、それによって該表面に結合した該メディエー

ターの上昇したレベルが該刺激に対する白血球の応答を示す、工程。

    【請求項３０】  前記刺激が、内毒素、感染性の因子、ワクチン、アジュバ

ント、および薬物からなる群より選択される、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３１】  前記白血球含有試薬がヒトの全血を含む、請求項２９に記
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載の方法。

    【請求項３２】  前記炎症性の応答の内因性のメディエーターがサイトカイ

ンを含む、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３３】  以下の工程を包含する、白血球による該炎症性の応答の内

因性のメディエーターの基底の産生を測定する、方法：

  ａ）発熱物質を含まないアッセイシステムに、発熱物質を含まない白血球含有

試薬を添加する工程であって、ここで、前記アッセイシステムが、該炎症性の応

答の内因性のメディエーターに対する発熱物質を含まない抗体で処理された少な

くとも１つの表面を含有している、工程；および

  ｂ）該表面上に結合した該メディエーターの存在について該アッセイシステム

をアッセイする工程であって；それによって、該表面に結合したメディエーター

の量によって白血球による該炎症性の応答の内因性のメディエーターの基底の産

生を示す、工程。

    【請求項３４】  前記白血球含有試薬がヒトの全血を含む、請求項３３に記

載の方法。

    【請求項３５】  前記炎症性の応答の内因性のメディエーターが、サイトカ

インを含む、請求項３３に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （関連出願の相互参照）

  本出願は、その全体において本明細書中で参考として援用されている、１９９

９年１２月３日に提出された、仮出願番号第６０／１６８，９７２号による優先

権を請求する。

      【０００２】

  （発明の分野）

  本発明は、自動イムノアッセイシステムにおける使用のための、改善された発

熱性試験に関する。ここでは、サンプルは、好ましくは、発熱物質を含まない抗

サイトカイン抗体でコーティングされた表面を含有している、発熱物質を含まな

いアッセイシステムにおいて単球含有試薬とともにインキュベートされる。本発

明はまた、これらの試験における使用のための、発熱物質を含まない抗体でコー

ティングされた、発熱物質を含まないアッセイシステムに関する。本発明はまた

、白血球による炎症性の応答の内因性のメディエーターの基底の産生を測定する

ための試験、および刺激に応答する白血球の能力を測定する方法にも関する。

      【０００３】

  （発明の背景）

  特定の化学的または生物学的な化合物が、ヒトまたは他の哺乳動物の循環シス

テムと接触させられる場合には、これらは、体温における上昇、すなわち、発熱

によって特徴付けられる全身性の応答を生じる。このような材料は、「発熱物質

」または「発熱性」の化合物と呼ばれる。発熱性の特定の危険性を有する化合物

としては、吸入され得るか、注射され得るか、または注入され得る医学的な産物

、および膜または移植される材料のような医学的なデバイスが挙げられる。栄養

素もなお、発熱性の危険性を示し得る。産物自体またはその産物の副生成物の発

熱性の性質に加えて、産物の細菌混入が、しばしば、発熱性を生じ得る。この問

題は、産物が熱または化学的な方法によって「滅菌される」場合にもなお、維持

される。なぜなら、細菌の主な発熱性成分である内毒素（または細胞壁リポポリ

サッカライド）は、細菌が死滅させられた後にも残り得るからである。
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      【０００４】

  通常は、発熱物質として作用する化合物は、組織、細胞、または体液との接触

の後での単球中でのサイトカインの産生によってそのように作用する。これは、

罹患した器官において発熱応答を生じる、これらの内因的に産生されるサイトカ

インである。最も重要な公知の発熱を生じるサイトカインは、タンパク質である

、インターロイキン－１（ＩＬ－１）、インターロイキン－１ｒａ（ＩＬ－１ｒ

ａ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、インターロイキン－８（ＩＬ－８）

、および腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、ならびに低分子量の脂質メディエーター（例

えば、プロスタグランジンＥ2（ＰＧＥ2））である。これらの化合物は、ＥＬＩ

ＳＡまたは酵素結合免疫吸着アッセイ（ＬＩ－１、ＬＩ－６、またはＴＮＦにつ

いて）、およびＥＩＡ、または酵素イムノアッセイ（ＰＧＥ2について）によっ

て慣例的にアッセイされる。

      【０００５】

  非経口的に投与される任意の薬物または薬学的産物の発熱反応を回避しそして

安全性を確実にするために、発熱物質の混入は、細菌が混入している個体のロッ

トを同定するためにモニターされなければならない。２つの薬理学的な方法であ

る、Ｌｉｍｕｌｕｓ変形細胞溶解物（ＬＡＬ）試験およびウサギの発熱物質の試

験が、大量生産された薬学的産物中への発熱物質の混入をモニターするために、

現在日常的に使用されている。

      【０００６】

  ウサギの試験は、インビボでの試験であり、これは、統計学的に有意な数のウ

サギに化合物を注射すること、および試験動物中で誘発される体温の平均的な上

昇を観察することからなる。ウサギの試験は、広範なスペクトルの発熱性因子（

細菌の内毒素を含む）に対して応答であるが、ウサギの試験は、他の発熱物質の

試験（ＬＡＬ試験については、ｐｇの内毒素／ｍｌ）と比較して、比較的低い感

受性（ｎｇの内毒素／ｍｌ）を有する。さらに、化合物に応答する発熱性応答の

種間での相関関係は、良くても粗い。例えば、発熱性応答を誘発する細菌の内毒

素の用量が、種間で１０，０００倍程度変化することが報告されている。ウサギ

の試験はさらに、適切な投与のために１から２日を要するという欠点を有する。
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動物試験に関係している、高価な、比較的非感受性であり、そして倫理上の問題

点によって、ウサギの試験が最近嫌われるようになっている。

      【０００７】

  発熱を引き起こす化合物の中で、最も良く記載されるものの１つが内毒素（リ

ポポリサッカライド、ＬＰＳ）であり、これは、グラム陰性細菌の細菌壁に由来

する（Ｍｏｌｔｚら、Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｂｉｏｂｅｈａｖ．Ｒｅｖ．，１９９

３，１７、２３７－２６９；Ｔｉｌｄｅｒｓら、Ｐｓｙｃｈｏｎｅｕｒｏｅｎｄ

ｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ、１９９４、１９、２０９－２３２；Ｒｏｔｈｗｅｌｌ、

Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ．，１９９４，８，１－１０；Ｚｅｉｓ

ｂｅｒｇｅｒおよびＲｏｔｈ、Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｂｉｏｌｏｇｙ、１９９

３、２８、１０６－１０９）。従って、これは、内毒素についての直接的なＬＡ

Ｌ試験を用いて、高価でありそして時間のかかるウサギの実験を置き換えるため

に有用であると一般的に考えられている。このアプローチは、明らかな限界を有

する。ＬＡＬ試験は、非常に敏感なインビトロでの試験である；しかし、これは

、グラム陰性細菌に由来する内毒素のみを検出し、そして発熱性のサイトカイン

を作成するように単球をなお刺激し得る特定の産物を用いた場合には、偽陰性の

結果を生じる。ＬＡＬ試験はまた、血液または血液成分中に存在している内毒素

結合成分によっても変更される（Ｈａｒｒｉｓら、Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌｉｎ．Ｍｅ

ｄ．，１９９１、１１８、１８６－１９３；Ｅｍａｎｃｉｐａｔｏｒら、１９９

２、Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．，６０、５９６－６０１；Ｒｅａｄら、Ｅｕｒ

．Ｈｅａｒｔ  Ｊ．，１９９３，１４，１２５－１２９）。これらの内毒素結合

成分のいくつかは、ＬＰＳに結合し、そしてそれが検出されることを妨げる。こ

れらの成分はまた、単球との免疫反応（すなわち、最初の発熱反応）に影響を与

え得る。この妨害は、問題がある。なぜなら、血液産物中の外因性の発熱物質に

ついての試験は、臨床的なセッティングにおいてこれらの産物の安全な投与を確

実にするために必須であるからである。一方、Ｌｉｍｕｌｕｓ試験は、産物の量

に無関係であるという不純物に起因して、これが容易に擬陽性の結果を生じる傾

向にあるように、感受性である（Ｆｕｊｉｗａｒａら、Ｙａｋｕｇａｋｕ  Ｚａ

ｓｓｈｉ、１９９０、１１０，３３２－３４０）。
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      【０００８】

  サイトカインが、エキソビボで内毒素が添加された場合に全血によって産生さ

れることが、観察されている。全血のＳａｌ．ｍｉｎｎｅｓｏｔａリポポリサッ

カライドとの６時間のインキュベーションの後で、ＩＬ－１βおよびＴＮＦ－α

の増大が、ＥＬＩＳＡによって培養物中で検出され得た（Ｍ．Ｂ．Ｆｉｎｃｈら

、「Ｃｙｔｏｋｉｎｅ  Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  Ｉｎ  Ｗｈｏｌｅ  Ｂｌｏｏｄ

  ｅｘ  ｖｉｖｏ」、Ａｇｅｎｔｓ  ＆  Ａｃｔｉｏｎｓ  ３４：４９－５２（

１９９１）、Ｃ．Ｅ．Ｄｅｓｃｈら、「Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｈｕｍａ

ｎ  Ｔｕｍｏｒ  Ｎｅｃｒｏｓｉｓ  Ｆａｃｔｏｒ  ｆｒｏｍ  Ｗｈｏｌｅ  Ｂ

ｌｏｏｄ  Ｅｘ  Ｖｉｖｏ」、Ｌｙｍｐｈｏｋｉｎｅ  Ｒｓｒｃｈ．，８：１４

１－４６（１９８９））。さらに、培養された単球細胞株もまた、Ｅ．ｃｏｌｉ

内毒素とともにインキュベートされた場合に、ＬＩ－１βおよびＩＬ－６を産生

することが観察されており、そしてこのような細胞株が、有効な発熱物質の試験

として使用され得ることが示唆されている（Ｔａｋｔａｋら、「Ａｓｓａｙ  ｏ

ｆ  Ｐｙｒｏｇｅｎｓ  ｂｙ  Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６  Ｒｅｌｅａｓｅ  

ｆｒｏｍ  Ｍｏｎｏｃｙｔｉｃ  Ｃｅｌｌ  Ｌｉｎｅｓ」、Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｐ

ｈａｍａｃｏｌ．１４３：５７８－５８２（１９９１））。

      【０００９】

  米国特許第５，８９１，７２８号は、単球および他の白血球からのサイトカイ

ンの放出のために、可能性のある発熱性材料のサンプルとヒトの全血とを接触さ

せる方法を記載している。この手順の利点は、完全な生物学的な試薬（全血）の

使用によって、試験サンプル中の発熱性因子に対するヒトまたは他の哺乳動物の

暴露の評価を可能にするという点である。白血球（例えば、ＬＰＳレセプター結

合タンパク質－－ＬＢＰ、可溶性のＣＤ１４など）との外因性の発熱性因子の相

互作用を必要とする全血成分が存在する。試験容器中でのサンプルの全血とのイ

ンキュベーションの後、インキュベーション混合物は遠心分離され、明澄化され

、そして別のイムノアッセイ工程において分泌されたサイトカインの存在につい

てアッセイされる。

      【００１０】
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  この試験方法は、ＬＡＬ試験を上回る改善であり、そして内毒素以外の多数の

種々の可能性のある外因性の発熱物質を検出するが、産業的な規模でのその使用

を妨げるかまたは厳しく制限するいくつかの欠点を有する。試験材料とともに血

液を培養する工程、およびサイトカインの産生について培養物をアッセイする工

程の２つの工程が、別々の容器中で行われ、これによって、培養された材料がイ

ムノアッセイのために新しい容器に移されることを必要とする。これらの別々の

工程によって必要とされる材料の移動は、現在の質のコントロールアッセイの要

件を利用しては容易には行われない。発熱物質の試験は、通常は（そして好まし

くは）、発熱物質の混入について薬学的産物の多数のロットを試験することと同

時に行われる。従って、単一のアッセイ容器システム中で行われ得、そして、発

熱物質を検出する生物学的試薬とのサンプルのインキュベーションの工程と、生

物学的な試薬によって産生されるサイトカイン（単数または複数）の捕捉とを組

合せる、発熱性試験の必要性が存在している。

      【００１１】

  （発明の要旨）

  出願人らは、発熱応答を生じ得る任意の発熱物質（すなわち、グラム陰性細菌

およびグラム陽性細菌に由来する内毒素、ならびに非リポポリサッカライド材料

）を非常に敏感に検出し、そして高価ではない、インビトロでの発熱物質の試験

を開発した。一般的には、本発明は、以下の工程によって、サンプル中の発熱物

質を検出する方法を記載する：サンプルを、発熱物質を含まない抗サイトカイン

抗体でコーティングされた表面を含有している発熱物質を含まないアッセイシス

テムにおいて単球含有試薬とともにインキュベートする工程、およびコーティン

グ抗体によって表面に結合させられたサイトカインの存在についてアッセイシス

テムを評価する工程。

      【００１２】

  本発明の好ましい実施態様においては、単球含有試薬として、全血（例えば、

ヒトの全血）が挙げられる。単球含有試薬としてさらに、抗凝固性物質または希

釈剤、あるいはそれらの両方が挙げられる。

      【００１３】
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  本発明の発熱物質の試験の好ましい実施態様においては、このアッセイシステ

ムにおいてアッセイされるサイトカインは、インターロイキン－１、インターロ

イキン－１ｒａ、インターロイキン－６、インターロイキン－８、腫瘍壊死因子

－α、またはプロスタグランジンＥ2である。

      【００１４】

  本発明の発熱物質の試験の好ましい実施態様においては、アッセイシステムは

マイクロタイターウェルであり、そして抗体でコーティングされるその表面は、

マイクロタイターウェルの内部の部分である。

      【００１５】

  本発明の発熱物質の試験の好ましい実施態様においては、発熱物質を含まない

アッセイシステムが、アッセイシステムの表面上にコーティングされた抗サイト

カイン抗体に結合したサイトカインについての、比色酵素結合免疫吸着アッセイ

によってアッセイされる。

      【００１６】

  本発明はまた、発熱物質を含まない抗サイトカイン抗体でコーティングされた

表面を含有している、発熱物質を含まないアッセイシステムを記載する。本発明

の好ましい実施態様においては、アッセイシステムは、マイクロタイターウェル

である。ここでは、サイトカインに対する発熱物質を含まない抗体が、マイクロ

タイターウェルの内部の部分をコーティングする。より好ましい実施態様におい

ては、ウェルは、ウェルの並びが自動イムノアッセイプレート読み取り装置で読

み取られ得るように配置された、同じようなウェルの平面の並びの一部である。

本発明のアッセイシステムの好ましい実施態様においては、それに対して抗体が

結合するサイトカインは、インターロイキン－１、インターロイキン－１ｒａ、

インターロイキン－６、インターロイキン－８、腫瘍壊死因子－α、またはプロ

スタグランジンＥ2である。

      【００１７】

  （定義）

  本明細書中で使用される場合には、用語「発熱物質を含まない」は、実質的に

発熱物質の混入を含まないことを意味し、その結果、バックグラウンドのサイト
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カインの産生は、本発明の方法の特定の適用のために所望される検出感受性を可

能にするように十分に減少させられる。従って、本発明のアッセイシステムにお

いて許容される発熱物質の混入の量は、試験される特定の品目によって変化する

。例えば、大きな容量の注射のための血液産物および溶液は、非常に低いレベル

の発熱物質を有さなければならない（＜０．２５ＥＵ／ｍｌ）。従って、本発明

の方法がこれらの産物を試験するために使用される場合には、アッセイシステム

は、０．０６ＥＵ／ｍｌの混入容量よりも多くの発熱物質の混入は有さない。注

射のための薬理学的材料をスクリーニングすることにおける一般的な使用のため

には、好ましくは、発熱物質を含まないアッセイシステムは、０．２５ＥＵ／ｍ

ｌの混入容量よりも多くの発熱物質の混入は有さず、より好ましくは、０．０６

ＥＵ／ｍｌの混入容量よりも多くの発熱物質の混入は有さず、より好ましくは、

０．０３ＥＵ／ｍｌの混入容量よりも多くの発熱物質の混入は有さず、そして最

も好ましくは、０．０１２５ＥＵ／ｍｌの混入容量よりも多くの発熱物質の混入

は有さない。

      【００１８】

  用語「単球含有試薬」は、免疫系の単球性白血球の任意の溶液を意味する。好

ましくは、これらの細胞は、試験される産物がそれらに投与される生物体（すな

わち、薬学的産物については、ヒト、獣医学的産物については、ネコ、イヌ、ウ

マなど）に由来する。単球含有試薬の一例は、ヒトの全血である。

      【００１９】

  用語「白血球含有試薬」は、免疫系の白血球の任意の溶液を意味する。白血球

含有試薬の一例は、ヒトの全血である。

      【００２０】

  用語「アッセイシステム」は、イムノアッセイにおいて使用され得る、結合さ

せられた抗体を有する任意の容器および表面を意味する。好ましくは、このよう

な容器は、ウェル中の表面に結合された抗体を有するマイクロタイターウェルプ

レートである。ここでは、多数の比色酵素結合イムノアッセイが並行して行われ

、そしてＥＬＩＳＡプレート読み取り機械によって自動的に評価され得る。しか

し、特に、そのコーティングされた表面が必ずしも容器の壁面の一部でないシス
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テムが、特に想定される。例えば、抗体によってコーティングされたポリスチレ

ンビーズまたは計量棒を含むより大きな試験チューブが、本発明において使用さ

れ得る。

      【００２１】

  （発明の詳細な説明）

  発熱物質は、血液の単球（ならびに他の白血球）およびマクロファージを刺激

して、炎症性応答の多数の内因性の発熱性メディエーター（サイトカイン（例え

ば、ＴＮＦ－α、ＬＩ－１β、およびＩＬ－６）を含む）を産生しそして放出す

る。これらの発熱性のメディエーターの循環への放出は、罹患した個体中での発

熱応答を導く事象のカスケードを誘発する。本発明のインビボでの発熱物質の試

験は、発熱応答のためのマーカーとしてのこれらの内因性の発熱物質の測定によ

る。本発明の好ましい発熱物質の試験においては、サンプルは、発熱物質を含ま

ない抗サイトカイン抗体でコーティングされた表面を含有している発熱物質を含

まないアッセイシステムにおいて、単球含有試薬とともにインキュベートされる

。そしてこのアッセイシステムは、抗体をコーティングすることによって表面に

結合したサイトカインの存在についてアッセイされる。

      【００２２】

  本発明の発熱物質の試験は、先に記載されている「２プレート」アッセイより

も敏感であることが示されている。図４を参照のこと。ＬＡＬ試験の検出限界で

ある、０．０３ＥＵ／ｍｌでは、２プレート試験は、バックグラウンドを上回っ

てかろうじて検出可能である、ＩＬ－６の増大を生じる（０ＥＵ／ｍｌ）。しか

し、本発明の発熱物質の試験は、０．０３ＥＵ／ｍｌで明らかに検出可能な増大

を生じる。これらの結果は、補間法によって、０．０１ＥＵ／ｍｌが本発明の試

験を使用してなお検出可能であることを示す。発熱物質の最少のレベルを検出す

る試験の能力は重要である。なぜなら、産物のサンプルは、しばしば、産物に転

換すること、および試験による産物の妨害を妨げるために、試験のために希釈さ

れるからである。試験が敏感になればなるほど、試験サンプルの「最大有効希釈

」が大きくなる。さらに、本発明の試験は、血液産物中での内毒素の混入のより

良好な検出を可能にする。ＨＳＡが多くの血液産物の主要な成分であるので、Ｈ
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ＳＡサンプル中の発熱物質の混入を検出する試験の能力は、ＩＬ－６シグナルの

「スパイク回収」によって示されるように、内毒素が添加される場合（図４を参

照のこと）には、本発明の試験が、血液産物を試験することにおける使用に十分

に適していることを示す。

      【００２３】

  検出可能である単球含有試薬によって分泌される炎症性応答の任意の内因性の

メディエーターが、本発明の発熱物質の試験の基準として使用され得る。しかし

、好ましくは、サイトカインまたはエンドセリンマーカーが使用される。なぜな

ら、それらのサイズに起因して、これらは、本発明の方法によって検出すること

が容易であるからである。細菌の内毒素とともにインキュベートされた全血中の

単球が、以下を含むがこれらに限定されない、いくつかのクラスのサイトカイン

を産生することが見出されている：プロ－炎症性サイトカイン（ＴＮＦ－α、Ｉ

Ｌ－１、ＩＬ－６）、抗－炎症性サイトカイン（ＩＬ－４、ＩＬ－１０、ＩＬ－

１３、ＩＬ－１ｒａ、ＴＧＦ）、Ｔｈ１（ＩＬ－２、ＩＦＮ、ＩＬ－１２）、Ｔ

ｈ２（ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１３）、ＩＬ－１β

、ＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－８、およびＰＧＥ2。本発明での使用に好ましいサイト

カインマーカーとして、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－６、Ｉ

Ｌ－８、およびＲＧＥ2が挙げられる。ＩＬ－６は、本発明のアッセイのための

特に好ましいサイトカインマーカーである。ＩＬ－６は、内毒素が発熱性の因子

である場合に、比較的短いインキュベーション期間内に検出可能な量で産生され

る（図２および図５を参照のこと）。免疫反応性のＩＬ－６は、免疫反応性のＩ

Ｌ－１βおよびＴＮＦαとは異なり、大量に、細胞馴化培地／血液中にもっぱら

分泌される。これによって、その完全な定量が可能である。対照的に、免疫反応

性のＴＮＦαおよびＩＬ－１βは、大部分が細胞内に留まり、これによって試験

調製物が細胞の透過性に影響を与える可能性が、読み出される場合に、（免疫反

応性の）ＴＮＦαまたはＩＬ－１βを用いる試験において、ＩＬ－６よりも、よ

り容易に干渉することを生じる。それにもかかわらず、ＴＮＦ－αまたはＩＬ－

１βはまた、本発明のサイトカインマーカーとしても使用され得る。ＴＮＦ－α

は、単球の発熱物質の応答においてＩＬ－６よりも早く産生される。従って、Ｔ
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ＮＦ－αをアッセイする本発明の実施態様は、ＩＬ－６をアッセイする実施態様

よりも短いインキュベーション時間（約１時間）を使用する。種々の発熱物質の

混入が、細胞培養物中での種々のサイトカイン応答を誘発し得る。従って、本発

明は、これらのサイトカインの分泌を生じる特定の発熱物質の混入が薬学的産物

についてあり得る場合に、特定のサイトカインの形成を検出するように調整され

得る。

      【００２４】

  一旦、アッセイされるサイトカインが決定されると、サイトカインに対する発

熱物質を含まない抗体が、本発明における使用のために作成されなければならな

い。実施例１において概説されるように、ストリンジェントな条件下で精製され

たポリクローナル抗体は、発熱物質の試験において十分に働く。ポリクローナル

抗体がそれから単離される動物の血液は、天然においては発熱物質を含まない（

健康な動物から採取された場合には）ので、当業者は、発熱物質を含まない産物

を得るための精製の間に、発熱物質を有さない原材料の混入を単純に防がなけれ

ばならない。発熱物質を含まない緩衝液および固相は、実施例１に記載されてい

るような発熱物質を含まないポリクローナル抗体を得るために、アフィニティー

クロマトグラフィーカラム中で使用される。あるいは、ハイブリドーマ培養物に

由来するモノクローナル抗体が使用され得る。しかし、モノクローナル抗体を使

用する場合には、当業者は、ハイブリドーマ細胞培養物中に存在し得る、任意の

混入している発熱物質から抗体を単離することに特に注意しなければならない。

      【００２５】

  本発明での使用のためには、サイトカインに対する発熱物質を含まない抗体が

、発熱物質を含まないアッセイシステム中で表面に対して適用される。アッセイ

システム（例えば、マイクロタイターウェル）中の表面上へ抗体を結合させるた

めの、コーティングのような方法が、生化学の分野で周知である。多くのアッセ

イシステムが、商業的に利用可能であり、そして製造業者は通常は、システムの

表面上へ抗体をコーティングするための材料および説明書を提供する。読み取り

および必要とされる少ない容量のサンプルのそれらの容易さに起因して、ウェル

の内表面の一部が抗体によってコーティングされるマイクロタイターウェルが、
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本発明の好ましい実施態様において使用される。本発明の利点を完全に活用する

ためには、マイクロタイターウェルが、ウェルの並びが自動イムノアッセイプレ

ート読み取り装置で読み取られ得るように配置された、同じようなウェルの平面

の並びであるマイクロタイタープレートの一部であることが好ましい（例えば、

本明細書中で参考として援用されている、米国特許第５，２８１，５４０号を参

照のこと）。ＥＬＩＳＡプレートリーダー（例えば、Ｂｉｏ－Ｒａｄ  Ｌａｂｏ

ｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｉｎｃ．，から入手可能である、Ｕｌｔｒａｍａｒｋ  Ｍｉ

ｃｒｏｐｌａｔｅ  Ｒｅａｄｅｒ）のような自動化された装置は、アッセイの評

価プロセスを自動化し、そして１回の試験あたりのコストを大きく減少させる。

マイクロタイターウェルプレートは、発熱物質を含まず（そのようにすでに供給

されていない場合には）、そして発熱物質を含まない緩衝液での十分な洗浄によ

って本発明での使用のために発熱物質を含まない抗体でコーティングされるため

に適切である。本発明の特に好ましい実施態様においては、発熱物質を含まない

抗ＩＬ－６ポリクローナル抗体が、ＥＬＩＳＡプレートのウェル上にコーティン

グされる。しかし、他の免疫診断試験形式（例えば、発熱物質を含まない抗体が

、計量棒またはビーズ上にコーティングされる形式）が、本発明での使用に受容

可能である。

      【００２６】

  「捕捉」抗体に加えて、サイトカインをアッセイすることにおける使用のため

の他の発熱物質を含まない抗体および試薬が、本発明における使用のための発熱

物質を含まないマイクロタイタープレートシステムを作成する場合に、適用され

得る。例えば、発熱物質を含まない捕捉抗体がマイクロタイタープレートに適用

された後、残存しているプレートの結合部位は、別のタンパク質で「ブロック」

され得る。ブロッキング後、発熱物質を含まない標識された検出抗体（例えば、

ビオチニル化された抗体）が、保護用のグレージング（ｇｌａｚｉｎｇ）化合物

とともにマイクロタイタープレートに適用され得る。従って、以下に記載される

ように、サンプルがマイクロタイターウェル中でインキュベートされる場合には

、放出されたサイトカインは、ウェルに結合した発熱物質を含まない捕捉抗体に

よって捕捉され、そしてサンプルのインキュベーション時間の間に同時に抗体を
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検出することによって標識される。

      【００２７】

  本発明の発熱物質の試験の第１の工程として、単球含有試薬および試験される

サンプルが、アッセイシステム中でインキュベートされる。単球含有試薬中の単

球は、好ましくは、試験される産物がそれに対して投与される同じ種に由来する

単球である（すなわち、薬学的産物については、ヒト、獣医学的産物については

、ネコ、イヌ、ウマなど）。しかし、他の種に由来する所望される発熱物質反応

性を有している単球もまた、使用され得る。インビトロでの発熱性物質の試験の

好ましい実施態様は、単球含有試薬として全血を使用する。好ましくは、本発明

での単球含有試薬としての使用のための血液は新しいもの、すなわち、２４時間

未満が経過したもの、そしてより好ましくは、４時間未満が経過したものである

。全血から単離された単球の溶液は、本発明において生物学的な試薬として使用

され得る。しかし、単離手順は、単球によるサイトカインの産生のために初回刺

激し得る。これは、擬陽性の結果を導き得る。別のものとして、培養された単球

細胞株の溶液が、本発明において使用され得る。しかし、これらの単球細胞株は

、発熱物質の刺激に対して全血よりも活発には応答しない傾向にあり、そして数

十代の世代の後に、それらのサイトカインの分泌の挙動を失わせ得る。従って、

本発明での使用のための単球含有試薬として、ヒトまたは動物の全血を使用する

ことが好ましい。全血が使用される場合には、単球は、それらの天然の環境にあ

るものであり、そして発熱物質に対するそれらの応答に影響し得る全ての血清成

分が、溶液中に存在する。抗凝固剤が、血液の凝固を遅らせるかまたは妨げるた

めに使用され得る。適切な抗凝固剤として、クエン酸（０．３８％の最終濃度ま

で）、ヘパリン（ヘパリン酸ナトリウム）、またはフラグミン（低分子量のヘパ

リン）が挙げられる。抗凝固剤の添加は、試験サンプル中の発熱物質に対する単

球の応答に影響を与えることなく使用され得る。

      【００２８】

  好ましい実施態様においては、全血は、適切な発熱物質を含まない緩衝液また

は他の希釈剤（例えば、ＲＰＭＩ細胞培養培地または生理食塩水）を用いて稀釈

される。全血は、好ましくは、インキュベーションのための最終容量の少なくと
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も５０％まで、より好ましくは、約５％から約２５％まで、そしてより好ましく

は約２０％まで稀釈される（図１を参照のこと）。全血を稀釈することによって

、大部分のドナーのＩＬ－６応答曲線が、発熱物質の混入濃度のより広い範囲を

定量するために使用され得るコンパクトな範囲に入り得る（図３を参照のこと）

。

      【００２９】

  インキュベーション工程の間には、使用される任意の研究室用の設備または試

薬は、発熱物質を含まないようでなければならない。試験手順のこの段階での任

意の発熱物質の混入は、偽陽性の結果を導き得る。好ましくは、厳しい滅菌条件

が、抗体がコーティングされた表面が結合したサイトカインについてアッセイさ

れる前の手順の全ての時点で維持される。単球含有試薬（例えば、ヘパリン化さ

れた全血）との試験物質のインキュベーションが、発熱物質を含まないアッセイ

システムにおいて直接行われる。本発明の発熱性物質の試験における使用のため

の最適なインキュベーション時間は、アッセイされるサイトカインに依存して変

化する。ＩＬ－６については、最少のさらなるサイトカインが、６時間のインキ

ュベーションの後で、単球含有試薬によって産生される（図２を参照のこと）。

４時間のインキュベーションの後、発熱物質の混入の定量を可能にするのに十分

な量のＩＬ－６が、試薬によって分泌されている。従って、ＩＬ－６の産生をア

ッセイする本発明の実施態様については、約４時間のインキュベーション時間が

好ましい。別のサイトカインがアッセイされる場合には、インキュベーション時

間は、その特定のサイトカインの産生について最適化されるはずである。このよ

うな最適化は、当業者の能力の範囲内である。アッセイされるべきサイトカイン

が単球によっては放出されない場合には、界面活性剤が、細胞を溶解させるため

のインキュベーション時間の終わりに添加され得る。一旦、インキュベーション

が完了すると、アッセイシステムが、発熱物質を含まない抗サイトカイン抗体で

コーティングされた表面上でのサイトカインの存在についてアッセイされる。捕

捉抗体でコーティングされたＥＬＩＳＡプレートが、本発明の実施態様として使

用される場合には、プレートは洗浄され、そして酵素と結合した第２の抗サイト

カイン抗体が、ＥＬＩＳＡプレートに対して添加される（第２の標識された「検
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出」抗体が、グレージング（ｇｌａｚｉｎｇ）の前に、または組織培養の前に試

験材料または標準的な内毒素とともに、プレートに最初に添加されない限りは）

。ＥＬＩＳＡプレートは再び洗浄され、そしてＥＬＩＳＡプレートに対する基質

の添加によって着色を生じる。短いインキュベーション時間の後、反応が停止さ

せされ、そして溶液の光学密度が、ＥＬＩＳＡプレートリーダー上で測定される

。このプロセスは、実施例２にさらに記載される。あるいは、非酵素的なイムノ

アッセイ技術が使用され得る。例えば、イムノアッセイ「サンドイッチ」の第２

の抗体が、蛍光部分または放射性同位元素で標識され得る。洗浄後、ウェル中に

捕捉されたサイトカインの量が、ウェル中に存在している蛍光または放射線の量

を検出することによって定量され得る。いくつかの酵素および非酵素ベースのア

ッセイシステムが、市販されており、そして当業者によって本発明での使用のた

めに容易に改変され得る。

      【００３０】

  本発明の発熱物質の試験において生成されたサイトカインの産生のデータを適

切に解釈するためには、内毒素の標準曲線が、ＵＳＰ標準内毒素とともに単球含

有試薬をインキュベートすることによって作成される。この目的は、既知の内毒

素について観察される応答に関して試験サンプルについて測定されるサイトカイ

ンの産生の応答を定量することである。標準曲線は、標準的な最もよく適合する

データ分析ソフトウェアを利用することによって、標準的な内毒素の有意に変更

された濃度を用いて生成される任意の統計学的に有意な数のデータ点から作成さ

れ得る。このような標準曲線を作成する方法は、当該分野で一般的に公知である

。出願人らは、１０、４、１、０．２５、０．０６、０．０３、および０のＥＵ

／ｍｌの内毒素のデータ点が標準曲線を作成するために適切であることを見出し

たが、同様の範囲にわたる任意の統計学的に有意な数の濃度が適切である。一旦

、標準曲線が作成されると、同等の内毒素濃度が、標準曲線を使用してサイトカ

イン応答から補間され得る。全血ベースの単球含有試薬の応答が、それぞれのド

ナーについて有意に変化し得る（図３を参照のこと）ので、単球含有試薬の特定

のロットを用いて行われたアッセイのそれぞれのセットについて標準曲線を作成

することが、重要である。しかし、本発明の好ましいＥＬＩＳＡプレートの実施
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態様が非常に少ない量のヒトの血液を利用する（約４０μＬ／ウェル）ので、単

一の単位の提供された血液が、数百の試験について使用され得る。ＵＳＰ内毒素

を使用して作成された標準曲線が、内毒素の単位との関係に関してデータの正規

化を補助する（ＥＵ、ＵＳＰ／ＦＤＡによって定義された。これは、ＷＨＯによ

って定義されるＩＵ（国際単位）と同一である）。これは、発熱物質の混入を表

すための産業上の標準である。

      【００３１】

  本発明の手順は、内毒素に対して非常に敏感である。１ｍｌあたりピコグラム

の内毒素の量によって、単球含有試薬によるサイトカインの放出を達成すること

ができる。しかし、内毒素以外の発熱物質もまた、本発明の試験を使用して検出

される。例えば、グラム陽性細菌（例えば，Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ａ

ｕｒｅｕｓ）またはそれらの成分（例えば、ムロペプチド、リポテイコ酸、エン

テロトキシン、ストレプトリジン）およびフィトヘマグルチニンまたはホルボー

ルエステルのような免疫刺激因子が、検出される。この試験は、グラム陰性細菌

の内毒素にのみ特異的な反応ではなく、多様な発熱物質に対する単球のサイトカ

イン応答を利用するので、広範なスペクトルの発熱性の因子が、本発明の試験を

用いて検出され得る。

      【００３２】

  本発明の１プレートアッセイ方法は、２プレートアッセイを利用する任意の適

用において使用され得る。しかし、好ましい実施態様においては、この方法は、

薬学的な使用のために種々の産物を試験するために使用される。この試験は、血

液産物、および注射または注入のための他の薬学的産物（例えば、緩衝化生理食

塩水）を試験するために、特に適切である。ワクチンのような注射のための他の

医薬品もまた、本発明の方法を用いて試験するために適切である。

      【００３３】

  本発明の試験方法はまた、白血球の機能を評価するため、および特定の免疫系

媒介性疾患を診断するために利用され得る。１つの実施態様においては、白血球

含有試薬が、研究中の炎症性応答の種々の内因性のメディエーターの基底の産生

についてモニターされる。本明細書中で利用される場合には、「基底の産生」は
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、発熱性チャレンジには供されていない白血球による炎症性の応答の内因性のメ

ディエーターの産生を意味する。白血球含有試薬（好ましくは、その白血球が評

価されているドナーに由来する全血）が、発熱物質を含まない検出抗体とともに

、発熱物質を含まないアッセイシステムにおいてインキュベートされる。ここで

は、表面は、研究中の炎症性応答の内因性のメディエーターに対する発熱物質を

含まない抗体でコーティングされる（上記にさらに詳細に示される）。次いで、

発熱物質を含まないアッセイシステムは、発熱物質を含まない抗体に結合した炎

症性の応答の内因性のメディエーターについてアッセイされ、そしてメディエー

ターの基底の産生が、当該分野で一般的に公知である任意の方法によってコント

ロールサンプルに対してその濃度を比較することによって決定される。

      【００３４】

  炎症性の応答の内因性のメディエーターの基底の産生の検出は、多数の適用に

おいて使用され得る。好ましい適用においては、白血球含有試薬中でのＩＬ－６

の基底の産生が測定される。ＩＬ－６の濃度は、一般的には、ウイルスもしくは

細菌感染に供されていないドナーに由来する血液よりも、ウイルスもしくは細菌

感染に最近供されたかまたは現在供されているドナーに由来する血液中でより高

い。結果として、本発明の方法によるＩＬ－６の測定は、ドナーがウイルスまた

は細菌感染によってチャレンジされているか、またはされたかどうかを迅速に決

定するための手段を提供する。なお別の好ましい適用においては、白血球含有試

薬中のＴｈ１およびＴｈ２サイトカインの基底の産生が、モニターされる。Ｔｈ

１サイトカインは、細胞ベースの免疫を媒介し、そしてＴｈ２サイトカインは、

抗体ベースの免疫を媒介する。Ｔｈ１およびＴｈ２サイトカインの平衡は、感染

性の疾患に対する感受性およびその解析を決定し得、そして特定の感染性の因子

が、「Ｔｈ１／Ｔｈ２スイッチング」として公知のプロセスである、宿主のＴｈ

１／Ｔｈ２平衡を操作する能力を発展させる。多数の疾患（喘息、慢性関節リウ

マチ、歯周病、らい病、およびリーシュマイア症を含むがこれらに限定されない

）は、Ｔｈ１／Ｔｈ２スイッチングに関係している。従って、本発明の方法によ

るＴｈ１およびＴｈ２サイトカインのレベルを迅速に定量する能力は、個体のＴ

ｈ１／Ｔｈ２状態およびＴｈ１／Ｔｈ２スイッチングに関係する疾患の可能性の
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ある結果について貴重な情報が得られること、を可能にする。

      【００３５】

  なお別の実施態様においては、白血球含有試薬はまた、刺激でチャレンジされ

得、次いで、炎症性応答の内因性のメディエーターの産生についてモニターされ

得る。この実施態様においては、白血球含有試薬（好ましくは、その白血球が評

価されるドナーに由来する全血）が、発熱物質を含有していない検出抗体ととも

に、発熱物質を含まないアッセイシステムにおいてインキュベートされる。ここ

では、表面は、研究中の炎症性応答の内因性のメディエーターに対する発熱物質

を含まない抗体でコーティングされる（上記にさらに詳細に示される）。刺激は

、表面上に予めコーティングされるかまたは白血球含有試薬に対して添加され得

るかのいずれかであり、そして次いで、表面上に適用され、そして刺激は、好ま

しくは、ＬＰＳ、感染性の因子（例えば、生存しているか死亡した細菌、ウイル

ス、または寄生虫）、ワクチン／アジュバント、または薬物である。次いで、発

熱物質を含まないアッセイシステムが、発熱物質を含まない抗体に対して結合し

た炎症性の応答の内因性のメディエーターについてアッセイされる。この方法は

、任意の刺激に対するドナーの免疫応答をモニターするために使用され得るが、

特定の刺激でチャレンジされた場合には、ドナーのサイトカイン応答を描く（ｐ

ｒｏｆｉｌｅ）ために特に適切である。例えば、この方法は、ドナーのサイトカ

インプロフィールに基づく敗血症／内毒素のショックに対するドナーの感受性を

推測するために使用され得る。なぜなら、ＬＰＳによる刺激がＩＬ－１と比較し

て大量のＴＮＦ－α（約１０：１）の放出を生じる場合には、これは、重篤な細

菌感染の結果として敗血症性ショックをドナーが生じる可能性を示唆する。同様

に、この方法はまた、ドナーのサイトカインプロフィールに基づくワクチン、ア

ジュバント、または薬物の作用の機構を推測するためにも使用され得る。なぜな

ら、大量の免疫反応性のＴｈ２サイトカインおよびわずかなＴｈ１サイトカイン

の応答を刺激する、ワクチン、アジュバント、または薬物は、おそらく、反対の

効果を有するもの以外のより良好な抗体応答を刺激するようであるからである。

      【００３６】

  さらに、開示される試験方法はまた、化学的な刺激に対する細胞の応答の測定
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が所望される、他の使用のために改変され得る。多くのバイオアッセイにおいて

は、発熱物質での細胞培養物の混入が細胞を「活性化」し得、それによって細胞

の反応および産物の多様のカスケードを開始し、マーカー分析物の検出を妨げる

。本発明のこの実施態様においては、バイオアッセイ細胞培養物およびサンプル

が、発熱物質を含まないアッセイシステムにおいてインキュベートされる。ここ

では、表面は、非サイトカイン分析物に対する発熱物質を含まない抗体でコーテ

ィングされる。次いで、細胞は、（分析物が細胞によって放出されない場合には

）溶解させられ、そして発熱物質を含まないアッセイシステムが、発熱物質を含

まない抗体に結合した分析物についてアッセイされる。

      【００３７】

  （実施例）

  以下の実施例は本発明を説明する。本明細書中で使用した全ての試薬は、供給

業者によって試験され、発熱物質を含まないことを保証されたか、または濾過滅

菌された細胞培養物であった。使用した緩衝液は以下の通りであった：

      【００３８】

【表１】
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  （実施例１）

  （発熱物質を含まない抗サイトカイン抗体でコーティングしたＥＬＩＳＡプレ

ートの産生）

  ヤギを、本明細書中で参考として援用されている、Ｔａｋｔａｋら、「Ａｓｓ

ａｙ  ｏｆ  Ｐｙｒｏｇｅｎｓ  ｂｙ  Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６  Ｒｅｌｅ

ａｓｅ  ｆｒｏｍ  Ｍｏｎｏｃｙｔｉｃ  Ｃｅｌｌ  Ｌｉｎｅｓ」、Ｊ．Ｐｈａ

ｒｍ．Ｐｈａｍａｃｏｌ．１４３：５７８－５８２（１９９１）の手順に従って

、ＩＬ－６で免疫学的にチャレンジし、そして放血させた。ポリクローナルヤギ

抗ヒトＩＬ－６抗体を、発熱物質を含まない洗浄緩衝液および溶出緩衝液を使用

して、リン酸緩衝化生理食塩水（０．１Ｍ、ｐＨ７．４、ＰＢＳ）中の１ｍｇの

ＩＬ－６（３６０μｇ／ｍＬ）に対してカップリングされたＡｆｆｉ－Ｇｅｌ  

１５（ＢｉｏＲａｄ）カラム（１ｍＬ）上でアフィニティークロマトグラフィー

によって精製した。精製手順の全ての時点で、可能な発熱物質の混入を最少にす
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るために厳しい条件を維持した。画分を、発熱物質を含まない１Ｍの炭酸水素ナ

トリウムで中和した。抗体を、Ｇｙｒｏｃｅｎｔ－Ｌ遠心分離濃縮器上で濃縮し

た。コーティング抗体の溶液を、ＬＡＬ試験において内毒素の混入について試験

した（＜０．０３ＥＵ／ｍｌ）。

      【００３９】

  滅菌していない９６ウェルマイクロタイタープレート（Ｄｙｎｅｚ  Ｔｅｃｈ

，Ｉｎｃ．）を、発熱物質を含まないＰＢＳで十分にリンスした。プレートを、

抗ヒトＩＬ－６抗体（発熱物質を含まないＰＢＳ中で１μｇ／ｍｌ、１００μｌ

／ウェル、＋４℃、一晩）でコーティングした。プレートを、滅菌したＰＢＳ＋

０．１％のＴｗｅｅｎ  ２０で２回洗浄し、次いで一回、滅菌したＰＢＳ（Ｔｗ

ｅｅｎを含まない）で洗浄した。ブロッキング／グレージング溶液（発熱物質を

含まないＰＢＳ中の、滅菌したトレハロース、２％＋滅菌したＨＳＡ、１％、ま

たは滅菌したスクロース、５％＋滅菌したＨＳＡ、１％のいずれかの、１００μ

ｌ／ウェル）を、室温で１時間で添加した。１時間後、ブロッキング／グレージ

ング溶液を、注意深くデカントし、そしてプレートを少なくとも４時間（通常は

、一晩）の間クラスＩＩ「滅菌」キャビネット中で風乾させ、そしてプラスチッ

クバッグ内にシールし、そして４℃で保存した。滅菌条件下でのプレートの調製

によって、発熱物質の可能な混入を最小限にした。この様式で調製したプレート

は、発熱物質を含まなかった。

      【００４０】

  （実施例２）

  （内毒素でスパイクしたサンプル中の発熱物質の含有量のアッセイ：全血試薬

濃度の比較）

  単一の健常なドナーに由来するヒトの全血（最終的な試験容量中で約５０％ま

たは２０％の血液を生じるように、ＲＰＭＩで稀釈した）を、ＩＬ－６を生じる

ように内毒素（ＬＰＳ）で刺激した。最終的な試験容量は、２００μＬ／ウェル

であった。サンプルを、３７℃で一晩インキュベートした。稀釈したヒトの全血

を刺激するために使用した試験サンプルを、２．５および１０  ＥＵ／ｍｌの内

毒素（ＥＮＤＯＴＯＸＩＮ  ＳＴＤ．ＵＳＰ，２０００ＥＵ／ｍｌ）を用いて発
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熱物質を含まないジアスピリン架橋ヘモグロビン（ＤＣＬＨｂ（登録商標））を

スパイクし、次いで、試験のために０．２５および１．０  ＥＵ／ｍｌの「最終

」濃度を生じるように１／１０に稀釈することによって調製した。標準曲線のた

めに、ＨＳＡを伴わない内毒素を使用した。

      【００４１】

  インキュベーションの最後に、プレートを、血液培養物を除去するために吸引

し、そして洗浄／稀釈緩衝液（ＷＤＢ）を用いて３回洗浄した。１００μｌ／ウ

ェルのビオチン化ヤギ抗ＩＬ－６抗体（１％の正常なヤギ血清を含有しているＷ

ＤＢ中で１：１０００に稀釈した）を添加し、そして穏やかに攪拌しながら室温

で１時間インキュベートした。１００μｌ／ウェルのアビジン－西洋ワサビペル

オキシダーゼ（ＨＲＰ）（ＷＤＢ中で製造業者に説明書に従って稀釈した）を、

室温で１５分間で添加した。１００μｌ／ウェルのＯＰＤ，Ｓｉｇｍａ（５０ｍ

ｌの基質緩衝液中に溶解させた２００μＭの錠剤、使用の直前に添加した２０μ

ｌの３０％  Ｈ2Ｏ2）を、１０～２０分間で添加した（十分に発色するまで）。

１ＭのＨ2ＳＯ4（１００μｌ／ウェル）を、反応を停止させるために添加した。

光学密度を、４９０ｎｍで読み取った。

      【００４２】

  結果を、図１に示す。非常に低い内毒素サンプルに対するより厳しい応答が、

５０％の最終容量での試験において見られるが、２０％の最終容量での試験は、

広い範囲の内毒素の濃度にわたって匹敵する応答を提供する。従って、試薬とし

て使用する全血の量を節約するために、全血が、本発明における使用のためには

、約２０％の試験容量に稀釈されることが好ましい。１０％の試験容量への稀釈

が、本発明において十分に機能することもまた見出されている。

      【００４３】

  （実施例３）

  （内毒素でスパイクしたサンプル中の発熱物質の含有量のアッセイ：全血試薬

のドナーの比較）

  試験を、最終的な全血の濃度が試験容量中の約２０％であったこと、ＲＰＭＩ

中の内毒素を試験サンプルとして使用したこと、および３人の健常なドナーに由
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来する血液を使用したこと除いて、実施例２と同様に行った。

      【００４４】

  結果を、図２に示す。異なるドナーからヒトの全血のインキュベーションによ

って作成されるＩＬ－６の絶対量はかなり変化する（高い内毒素濃度で１００％

）が、容量応答曲線の形状は、全てのドナーについて非常に似ている。このチャ

ートは、本発明の方法によって、または試薬としてヒトの全血を利用する任意の

方法によって作成されるデータを解釈するために、既知の内毒素濃度から標準曲

線を作成することの重要性を説明する。本発明の好ましいＥＬＩＳＡプレートの

実施態様は非常に少量のヒトの血液（約４０μＬ／ウェル）を利用するが、単一

の単位の提供された血液が、必要とされる標準曲線のデータに加えて、数百の試

験のために使用され得る。全ての３人のドナーに由来する全血が、内毒素と共に

インキュベートされた場合に、測定可能なＩＬ－６応答を生じたことが注目され

、このことは、ドナーの血液の大部分が、本発明における試薬としての使用のた

めに適切であるはずであることを示す。

      【００４５】

  （実施例４）

  （内毒素でスパイクしたサンプル中の発熱物質の含有量のアッセイ：インキュ

ベーション時間の比較）

  試験を、最終的な全血の濃度が試験容量中の約２０％であったこと、ＲＰＭＩ

中の内毒素を試験サンプルとして使用したこと、ならびに、２、４、６、８、２

０、および２４時間のインキュベーション時間を使用したこと除いて、実施例２

と同様に行った。

      【００４６】

  結果を、図３に示す。約６時間後に、最少のさらなるＩＬ－６が、全血溶液中

の単球によって生成される。有意な量のＩＬ－６が、４時間のインキュベーショ

ン時間の後に、全ての濃度で生成される。２時間のインキュベーション時間は、

検出可能なレベルのＩＬ－６を生成するためには不十分である。従って、４時間

のインキュベーション期間が、有用な範囲の内毒素濃度中で検出可能なレベルの

ＩＬ－６を産生するために十分である。
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      【００４７】

  （実施例５）

  （米国特許第５，８９１，７２８号の２プレートアッセイおよび本発明の１プ

レートアッセイの比較）

  「１プレート」試験を、最終的な全血の濃度が試験容量中の約２０％であった

こと、およびヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）をＤＣＬＨｂ（登録商標）の代わり

に「試験サンプル」中で使用したこと、および４時間のインキュベーション時間

を使用したこと除いて、実施例２と同様に行った。

      【００４８】

  比較のために、米国特許第５，８９１，７２８号に記載される「２プレート」

試験を、緩衝液標準、および同量の内毒素でスパイクしたＨＳＡサンプルについ

て、以下のように行った：

  ヒトの全血（ＲＰＭＩで２０％に稀釈した）を、４時間の間、内毒素（ＵＳＰ

、２０００ＥＵ／ｍｌ）で刺激した。試験サンプルは、２．５および１０  ＥＵ

／ｍｌの内毒素を用いてスパイクされた発熱物質を含まないヒト血清アルブミン

（ＨＳＡ，４．５％、「スパイクしていない」）であり、次いでこれを、試験の

ために０．２５および１．０  ＥＵ／ｍｌの「最終」濃度を生じるように１／１

０に稀釈した。

      【００４９】

  インキュベーション容量は、以下のとおりであった：ＳＴＤ曲線について：２

５０μｌのＲＰＭＩ＋２００μｌの血液＋１００μｌの内毒素用量＋４５０μｌ

のＲＰＭＩ＝１ｍｌの全容量／ウェル。サンプルについて：２５０μｌのＲＰＭ

Ｉ＋２００μｌの血液＋スパイクしていない／内毒素でスパイクした１００μｌ

のＨＳＡ＋４５０μｌのＲＰＭＩ＝１ｍｌの全容量／ウェル。

      【００５０】

  標準およびサンプルを、４８ウェルプレートに３連または４連で添加し、そし

て３７℃で４時間の間、空気中５％のＣＯ2の環境下で、２０％の血液と共に培

養した。インキュベーションの最後に、培養液のアリコート（細胞馴化培地）を

、ＩＬ－６のＥＬＩＳＡのために採取した（Ｔａｋｔａｋら、１９９１を参照の
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こと）。

      【００５１】

  １プレートおよび２プレートアッセイのＩＬ－６感受性を比較した結果を、図

４に示す。これらの結果によって示されるように、同様の条件下で行った場合に

は、１プレートアッセイは、２プレートアッセイよりもはるかにより敏感である

。さらに、ＨＳＡサンプル中の内毒素シグナルの「スパイク回収」、またはＨＳ

Ａサンプル中で維持されているＩＬ－６の産生の量は、等量の内毒素を伴うＲＰ

ＭＩサンプルと比較した場合には、以前に開示された２プレートアッセイよりも

本発明の１プレートアッセイにおいてより良好である。

      【００５２】

  （実施例６）

  （米国特許第５，８９１，７２８号の２プレートアッセイにおける全血中での

サイトカインの産生の比較）

  ２プレートアッセイを、ＴＮＦαおよびＩＬ－１βをもまた、ＩＬ－６に加え

て定量したこと除いて、実施例５と同様に行った。ＴＮＦαを、Ｍｅａｇｅｒら

、「Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ  ａｎｄ  ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ  ｏ

ｆ  ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ｄｉｒｅｃｔｅｄ  ａｇａ

ｉｎｓｔ  ａｎｔｉｇｅｎｉｃ  ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｓ  ｏｆ  ｒｅｃｏｍｂ

ｉｎａｎｔ  ｈｕｍａｎ  ｔｕｍｏｒ  ｎｅｃｒｏｓｉｓ  ｆａｃｔｏｒ（ｒＴ

ＮＦ）」、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ、６：３０５－３１１（１９８７）に記載されて

いるようにアッセイした。そしてＩＬ－１βを、Ｒ＆Ｄ  Ｓｙｓｔｅｍからのモ

ノクローナル抗ＩＬ－１β抗体の適合した組、またはＤＰＣ  Ｂｉｅｒｍａｎｎ

によって提供されるＩＬ－１β  ＥＬＩＳＡキットを使用してアッセイした。こ

れらの両方は、広範囲で同様の結果を生じた。実験の結果を図５に示す。これら

の結果から見られるように、ＩＬ－６は、比較的大量に産生され、そしてこれは

、４時間のインキュベーション時間で容易に検出可能である。対照的に、ＴＮＦ

αおよびＩＬ－１βは、内毒素とともにインキュベートされた場合には、全血培

養物によってより少ない量で放出される。

      【００５３】
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  添加された内毒素の非存在下での４時間の血液培養物は、それらを検出するた

めに使用されるＥＬＩＳＡの検出限界で、またはそれ未満で、免疫反応性のＴＮ

ＦαおよびＩＬ－１βの濃度を含んだ。対照的に、免疫反応性のＩＬ－６の濃度

は、これらの培養物中で検出可能であった。健常なドナーにおいては、免疫反応

性のＩＬ－６の濃度は、２００ｐｇ／ｍｌ未満（通常は、１００ｐｇ／ｍｌ未満

）であったが、主要ではないウイルス感染（例えば、一般的な感冒）または（歯

肉または腸の４）細菌感染から最近回復したドナーにおいては、ＩＬ－６の基底

の（すなわち、未刺激の）濃度はしばしば、２００ｐｇ／ｍｌを超え、そして添

加された内毒素に対する応答は、健常なドナーの血液よりも少ない。結果として

、測定される変数としてのＩＬ－６の選択によって、インビトロでの発熱物質の

試験のための血液のドナーとして役立つために十分に健康であると感じ得るとし

ても、完全には健康ではないドナーの同定および「スクリーニングアウト」が可

能である。測定される基底レベルの免疫反応性のＩＬ－６は、ＴＮＦαまたはＩ

Ｌ－１βよりもむしろ、測定される変数としてＩＬ－６を使用して、試験の感受

性を減少させなかった。なぜなら、ＩＬ－６の選択によって、最も敏感な試験シ

ステムを生じたからである（図５を参照のこと）。従って、ＩＬ－６が、本発明

において試験するために選択された。しかし、ＴＮＦαまたはＩＬ－１βもまた

、本発明の定量されるサイトカインとしての使用に適切である。

      【００５４】

  （実施例７）

  （内毒素（ＬＰＳおよびＬＯＳ）でスパイクされたサンプル中の発熱物質の含

有量のアッセイ：全血試薬のドナーの比較）

  ２人の健常なドナーに由来するヒトの全血（最終的な試験容量の約５０％の血

液を生じるように、ＲＰＭＩで稀釈した）を、ＩＬ－８を産生するように内毒素

（示されるように、ＬＰＳまたはＬＯＳのいずれか）で刺激した。この実験で利

用したＬＯＳ（発熱性のリポオリゴ糖）は、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ  ｍｅｎｉｎｇ

ｔｉｄｉｓに由来するものであり、そしてその高度に分岐した基本的なオリゴ糖

構造および反復するＯ－抗原サブユニットが存在しないことによって、ＬＰＳと

は区別される。血液を、約４時間の間、内毒素とともにインキュベートし、そし
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てＩＬ－８の産生を、ＥＬＩＳＡによって測定した。他の局面においては、試験

を、実施例３に示すように行った。

      【００５５】

  結果を図６に示す。異なるドナーに由来するヒトの全血のインキュベーション

によって生成された絶対量のＩＬ－８は、かなり変化するが、用量応答曲線の形

状は、両方のドナーについて非常に類似している。両方のドナーに由来する全血

が、いずれの内毒素とともにインキュベートした場合にも、測定可能なＩＬ－８

応答を生じた。しかし、ＬＯＳでの刺激によって、ＬＰＳでの刺激に応答するＩ

Ｌ－８の産生と比較して、より低い内毒素濃度に応答するより高い濃度のＩＬ－

８の産生を生じたことが注目される。これらの結果は、サイトカインＩＬ－８が

本発明の方法に従ってサンプル中の発熱物質を検出するために使用され得ること

を、明らかに示す。

      【００５６】

  本発明はこのように記載され、同じものが種々の方法において改変され得るこ

とが明らかである。このようなバリエーションは、本発明の精神および範囲から

の逸脱とは認められず、そして当業者に明らかであるこのような改変および等価

物は全て、前記の特許請求の範囲なしで含まれるように意図される。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ジアスピリンで架橋されたヘモグロビン（ＤＣＬＨｂ）（登録商標）

が試験サンプル中のヒトの血清アルブミンの代わりに使用されたことを除いて、

実施例２に記載されているように、ＵＳＰ内毒素で刺激されたヒトの全血のエキ

ソビボでのＩＬ－６応答のチャートである。サンプルが一晩インキュベートされ

、そして単一のドナーに由来する血液が使用された。このチャートは、試験感受

性に対する最終血液濃度の影響を示す。非常に低い内毒素サンプルに対するより

活発な応答が、５０％の最終容量試験において見られるが、２０％の最終容量で

の試験は、広範な範囲の内毒素濃度にわたって匹敵する応答を提供する。

    【図２】

  図２は、実施例３に記載されているように、ＵＳＰ内毒素で刺激されたヒトの
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全血のエキソビボでのＩＬ－６応答のチャートを示す。３人のドナーに由来する

血液が、約２０％の最終濃度に希釈され、そしてサンプルが、一晩インキュベー

トされた。このチャートは、本発明の試験方法に対するドナーの影響を示す。種

々のドナーによるヒトの全血のインキュベーションによって作成されたＩＬ－６

の絶対的な量は、相当変化する（高い内毒素濃度で１００％）が、用量応答曲線

の形状は、全てのドナーについて非常に類似している。このチャートは、本発明

の方法によって、または試薬としてヒトの全血を利用する任意の方法によって作

成されたデータを解釈するために、公知の内毒素濃度から標準曲線を作成するこ

との重要性を説明する。

    【図３】

  図３は、実施例４に記載されているように、ＵＳＰ内毒素で刺激されたヒトの

全血のエキソビボでのＩＬ－６応答のチャートを示す。単一のドナーに由来する

血液を、最終容量約２０％で使用した。このチャートは、種々の内毒素濃度につ

いての、ＩＬ－６の最終濃度に対するインキュベーション時間の影響を示す。約

６時間後に、最少のさらなるＩＬ－６が、全血溶液中で単球によって生成される

。有意な量のＩＬ－６が、４時間のインキュベーション時間の後で、全ての濃度

で生成される。２時間のインキュベーション時間では、所望されるレベルのＩＬ

－６は生成されない。

    【図４】

  図４は、実施例５に記載されるように、ＵＳＰ内毒素で刺激したヒトの全血の

エキソビボでのＩＬ－６応答のチャートを示す。単一のドナーに由来する血液が

、約２０％の最終濃度に希釈され、そして４時間のインキュベーション時間が使

用された。このチャートは、米国特許第５，８９１，７２８号に記載される「２

プレートアッセイ」、および本発明の「１プレートアッセイ」を用いて得られた

結果を比較する。これらの結果から示されるように、１プレートアッセイは、同

じ条件下で行われた場合には、２プレートアッセイよりも、はるかにより敏感で

ある。

    【図５】

  図５は、実施例６に記載されるように、ＵＳＰ内毒素で刺激されたヒトの全血
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のエキソビボでの、ＩＬ－６、ＴＮＦα、およびＩＬ－１β応答のチャートを示

す。単一のドナーに由来する血液が、約２０％の最終濃度に希釈され、そして４

時間のインキュベーション時間が使用された。このチャートは、米国特許第５，

８９１，７２８号に記載される「２プレートアッセイ」において、４時間の間に

放出されたサイトカインの量を比較する。

    【図６】

  図６は、実施例７に記載されるように、ＬＳＰおよびＬＯＳ内毒素で刺激され

たヒトの全血のエキソビボでの、ＩＬ－８応答のチャートを示す。２人のドナー

に由来する血液が、約５０％の最終濃度に希釈され、そしてサンプルが４時間イ

ンキュベートされた。このチャートは、本発明の試験方法に対するドナーの影響

を示す。種々のドナーによるヒトの全血のインキュベーションによって作成され

たＩＬ－８の絶対的な量は、相当変化するが、用量応答曲線の形状は、両方のド

ナーについて非常に類似している。このチャートは、本発明の方法によって、ま

たは試薬としてヒトの全血を利用する任意の方法によって作成されたデータを解

釈するために、公知の内毒素濃度から標準曲線を作成することの重要性を説明す

る。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】



(39) 特表２００３－５１８６２７

【図６】
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