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(57)【要約】
対象が活動性結核に罹患しているかどうかを診断するた
めの方法、活動性結核に及ぼす療法の治療効果を判定す
るための方法、活動性結核を治療することのできる候補
薬をスクリーニングするための方法、ならびに特異的刺
激薬及びIL-6のレベルを検出するための試薬を含むキッ
トが開示されており、当該方法及びキットは、分子生物
学、免疫学及び疾患の診断の分野に属する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　RV0183、PlcD、又はその抗原性フラグメントのうちの1つ又は2つ以上、及びIL-6を検出
することのできる試薬を含むキットであって、以下を含むもの；
　好ましくは、前記RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列を有し、かつ／又は、
前記PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有し、
　好ましくは、前記キットは、RV0183及び／又はPlcDを含み、
　好ましくは、前記キットは、RV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントを含み、よ
り好ましくは、前記抗原性フラグメントは、配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列
を有し、
　好ましくは、前記キットは、配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗
原性フラグメントを含み、任意に、前記キットは、以下の抗原性フラグメントの組み合わ
せをさらに含み：
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号7～8及び11～12に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　3）配列番号5～7、11～12、22、及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグ
メント、又は
　4）配列番号5、8～10、12、15、及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント、
　好ましくは、前記キットは、配列番号5～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメントを含み、
　好ましくは、IL-6を検出することのできる前記試薬は、IL-6へ特異的に結合することの
できる物質、例えば、抗体、ターゲティングポリペプチド又はアプタマーであり、任意に
、前記試薬はさらに、検出可能な標識を含み、
　好ましくは、前記試薬は、免疫学的アッセイによって前記試料におけるIL-6のレベルを
測定し、より好ましくは、前記免疫学的アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、
ウェスタンブロット、及び表面プラズモン共鳴からなる群から選択され、
　好ましくは、前記試薬は、抗IL-6抗体又はその抗原結合フラグメントを含み、より好ま
しくは、前記試薬は、IL-6のレベルをELISAによって測定し、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であり、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、IgG抗体又はIgM抗体であり、
　好ましくは、前記キットはさらに、1）～5）、すなわち
　1）血液収集装置、例えば、発熱物質非含有真空血液収集管、
　2）抗凝血剤、例えば、ヘパリン、
　3）培養溶液又は培地、
　4）非特異的刺激薬、例えば、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンA、
　5）希釈剤、例えば、リン酸塩緩衝液又は生理学的塩類溶液
から選択される1つ又は2つ以上の装置又は試薬を含み、
　好ましくは、前記キットは、活動性結核を診断し、かつ活動性結核に及ぼす療法の治療
効果を判定し又は活動性結核を治療することのできる候補薬をスクリーニングするために
有用である。
【請求項２】
　活動性結核を診断するためのキットの製造における特異的刺激薬の使用であって、前記
特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択さ
れた1つ又は2つ以上であり、以下を含むもの；
　好ましくは、前記RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列を有し、かつ／又は、
前記PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有し、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの組み合わせからなる群
から選択され、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、RV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントを含
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み、より好ましくは、前記抗原性フラグメントは、配列番号5～25から選択されるアミノ
酸配列を有し、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有
する抗原性フラグメントを含み、任意に、前記特異的刺激薬は、次の抗原性フラグメント
、すなわち
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号7～8及び11～12に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　3）配列番号5～7、11～12、22、及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグ
メント、又は
　4）配列番号5、8～10、12、15、及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント
の組み合わせをさらに含み、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、配列番号5～25に示されるアミノ酸配列を有する抗
原性フラグメントを含み、
　好ましくは、前記キットは、IL-6へ特異的に結合することのできる抗体、ターゲティン
グポリペプチド又はアプタマーなど、IL-6を検出することのできる試薬を含み、任意に、
前記試薬はさらに、検出可能な標識を含み、
　好ましくは、前記試薬は、免疫学的アッセイによって前記試料におけるIL-6のレベルを
測定し、より好ましくは、前記免疫学的アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、
ウェスタンブロット、及び表面プラズモン共鳴からなる群から選択され、
　好ましくは、前記試薬は、抗IL-6抗体又はその抗原結合フラグメントを含み、より好ま
しくは、前記試薬は、IL-6のレベルをELISAによって測定し、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であり、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、IgG抗体又はIgM抗体であり、
　好ましくは、前記キットはさらに、1）～5）、すなわち
　1）血液収集装置、例えば、発熱物質非含有真空血液収集管、
　2）抗凝血剤、例えば、ヘパリン、
　3）培養溶液又は培地、
　4）非特異的刺激薬、例えば、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンA、
　5）希釈剤、例えば、リン酸塩緩衝液又は生理学的塩類溶液
から選択される1つ又は2つ以上の装置又は試薬を含み、
　好ましくは、前記キットは、前記対象が活動性結核に罹患しているかどうかを、次のス
テップ、すなわち、
　（1）前記対象由来の少なくとも1つの試料を特異的刺激薬を用いて刺激しかつ前記少な
くとも1つの試料を検査試料として使用すること、及び前記対象由来の非刺激試料を陰性
対照試料として使用することであって、前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれら
の抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上であること、
　（2）IL-6を検出することのできる試薬を使用すること、及び検査試料と陰性対照試料
の間のIL-6のレベルにおける差異値を算出することによって、ステップ（1）における前
記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、ならびに
　（3）前記差異値を基準値と比較すること、又は前記差異値を統計分析へ供して、統計
分析値を得ること、及び前記統計分析値を基準値と比較すること、及び前記対象が活動性
結核に罹患しているかどうかを判定すること
を含む方法によって診断し、
　前記試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球、又は末梢血バフィーコートを含み、
　好ましくは、前記ステップ（3）において、前記差異値の統計分析は、線形組み合わせ
、線形回帰モデル、ロジスティック回帰モデル、線形判別分析（LDA）モデル、最近傍モ
デル及びマイクロアレイの予測分析（PAM）からなる群から選択される統計モデルを用い
ることによって実施され、より好ましくは、ステップ（3）において、前記差異値の統計
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分析は、ロジスティック回帰モデルを用いることによって実施され、
　好ましくは、ステップ（1）において、前記対象由来の1つ又は2つ以上の試料を、少な
くとも2つの特異的刺激薬を一緒に又は個別に用いて刺激し、及び前記1つ又は2つ以上の
試料を前記検査試料として用い、前記特異的刺激薬は各々独立して、RV0183、PlcD、及び
これらの抗原性フラグメントからなる群から選択され、より好ましくは、ステップ（1）
において、少なくとも2つの試料をRV0183とPlcDとで個別に刺激し、及び前記少なくとも2
つの試料を検査試料として使用することであって、前記特異的刺激薬は各々独立して、RV
0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択されること、より好ま
しくは、ステップ（1）において、少なくとも2つの試料をRV0183及びPlcDを個別に用いて
刺激し、前記少なくとも2つの試料を前記検査試料として使用すること、あるいは前記ス
テップ（1）において、少なくとも1つの試料をRV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメ
ントを一緒に用いて刺激し、前記少なくとも1つの試料を前記検査試料として使用するこ
と、
　好ましくは、前記ステップ（1）はさらに、少なくとも1つの試料を非特異的刺激薬で刺
激すること、及び前記少なくとも1つの試料を陽性対照試料として使用することを含み、
より好ましくは、前記非特異的刺激薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンAを
含み、
　好ましくは、前記ステップ（1）の前に、前記方法はさらに、次のステップ、すなわち
（a）血液収集装置を用いることによって、前記対象から前記試料を得ること、（b）前記
血液収集装置を又は前記対象由来の前記試料を抗凝血剤を用いて処理すること、（c）前
記対象由来の前記試料を培養溶液又は培地を用いて処理すること、及び（d）前記対象由
来の前記試料を希釈剤で希釈すること、のうちの1つ又は2つ以上を含む。
【請求項３】
　活動性結核に及ぼす療法の治療効果を判定するためのキットの製造における特異的刺激
薬の使用であって、前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメン
トからなる群から選択される1つ又は2つ以上であり、以下を含むもの；
　好ましくは、前記RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列を有し、かつ／又は、
前記PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有し、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの組み合わせからなる群
から選択され、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、RV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントを含
み、より好ましくは、前記抗原性フラグメントは、配列番号5～25から選択されるアミノ
酸配列を有し、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有
する抗原性フラグメントを含み、任意に、前記特異的刺激薬は、次の抗原性フラグメント
、すなわち
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号7～8及び11～12に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　3）配列番号5～7、11～12、22、及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグ
メント、又は
　4）配列番号5、8～10、12、15、及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント
の組み合わせをさらに含み、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、配列番号5～25に示されるアミノ酸配列を有する抗
原性フラグメントを含み、
　好ましくは、前記キットは、IL-6へ特異的に結合することのできる抗体、ターゲティン
グポリペプチド又はアプタマーなど、IL-6を検出することのできる試薬を含み、任意に、
前記試薬はさらに、検出可能な標識を含み、
　好ましくは、前記試薬は、免疫学的アッセイによって前記試料におけるIL-6のレベルを
測定し、より好ましくは、前記免疫学的アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、
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ウェスタンブロット、及び表面プラズモン共鳴からなる群から選択され、
　好ましくは、前記試薬は、抗IL-6抗体又はその抗原結合フラグメントを含み、より好ま
しくは、前記試薬は、IL-6のレベルをELISAによって測定し、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であり、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、IgG抗体又はIgM抗体であり、
　好ましくは、前記キットはさらに、1）～5）、すなわち
　1）血液収集装置、例えば、発熱物質非含有真空血液収集管、
　2）抗凝血剤、例えば、ヘパリン、
　3）培養溶液又は培地、
　4）非特異的刺激薬、例えば、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンA、
　5）希釈剤、例えば、リン酸塩緩衝液又は生理学的塩類溶液
から選択される1つ又は2つ以上の装置又は試薬を含み、
　好ましくは、前記キットは、活動性結核に及ぼす療法の治療効果を、次のステップ、す
なわち、
　（1）前記療法を対象へ投与する前に、前記対象由来の少なくとも2つの試料を療法前試
料として得ること、
　（2）前記対象由来の少なくとも1つの療法前試料を、特異的刺激薬を用いて刺激し、前
記少なくとも1つの療法前試料を検査試料として使用すること、及び前記対象由来の少な
くとも1つの非刺激療法前試料を陰性対照試料として使用し、前記特異的刺激薬は、RV018
3、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上で
あること、
　（3）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、前記検査試料と前記陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第一の差異値として算出することによって、前記ステップ（2
）における前記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、
　（4）前記療法を前記対象へ投与すること、
　（5）前記療法を前記対象へ投与した後、少なくとも2つの試料を前記対象から療法後試
料として得ること、
　（6）前記対象由来の少なくとも1つの療法後試料を特異的刺激薬で刺激すること、なら
びに前記少なくとも1つの療法後試料を検査試料として使用すること、ならびに前記対象
由来の少なくとも1つの非刺激療法後試料を陰性対照試料として使用することであって、
前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選
択される1つ又は2つ以上であること、
　（7）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、前記検査試料と前記陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第二の差異値として算出することによって、前記ステップ（6
）における前記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、
　（8）前記第二の差異値を前記第一の差異値と比較すること、又は前記第一の差異値及
び前記第二の差異値を統計分析へ個別に供して、前記第一の差異値の統計分析値及び前記
第二の差異値の統計分析値を得ること、ならびに前記第二の差異値の前記統計分析値を前
記第一の差異値の前記統計分析値と比較して、前記療法が活動性結核の治療において有効
であるかどうかを判定すること
を含む方法によって活動性結核に及ぼす療法の治療効果を判定し、前記試料は、末梢血単
核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）、末梢血単核球（PBMC）
、又は末梢血バフィーコートを含み、
　好ましくは、前記ステップ（8）において、前記第一の差異値及び前記第二の差異値の
統計分析は、線形組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回帰モデル、線形判別分
析（LDA）モデル、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（PAM）からなる群から選
択される統計モデルを用いることによって実施され、より好ましくは、ステップ（8）に
おいて、前記第一の差異値及び前記第二の差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデ
ルを用いることによって実施され、
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、前記療法前試料及び前記療法
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後試料を同じ処理へ供し、好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、前記
対象由来の1つ又は2つ以上の試料を少なくとも2つの特異的刺激薬で一緒に又は個別に刺
激して、前記1つ又は2つ以上の試料を検査試料として使用することであって、前記特異的
刺激薬は各々独立して、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から
選択されること、より好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、少なくと
も2つの試料をRV0183及びPlcDで個別に刺激して、前記少なくとも2つの試料を前記検査試
料として用いること、あるいは、ステップ（2）及びステップ（6）において、少なくとも
1つの試料をRV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントで一緒に刺激して、前記少な
くとも1つの試料を前記検査試料として使用することであって、
　好ましくは、前記対象は、ヒトなどの哺乳類であり、
　好ましくは、前記療法は、イソニアジド、リファンピシン、ストレプトマイシン   、
ピラジナミド、エタンブトール又はこれらの何らかの組み合わせなどの抗結核薬を前記対
象へ投与することを含み、
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）はさらに、少なくとも1つの試料を非特
異的刺激薬で刺激して、前記少なくとも1つの試料を陽性対照試料として使用することを
含み、より好ましくは、前記非特異的刺激薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリ
ンAを含み、
　好ましくは、前記ステップ（1）において、前記対象由来の前記療法前試料は、血液収
集装置を用いることによって得られ、
　好ましくは、前記ステップ（5）において、前記対象由来の前記療法後試料は、血液収
集装置を用いることによって得られ、
　好ましくは、前記ステップ（1）の前に、前記方法はさらに、次のステップ、すなわち
（a）前記血液収集装置又は前記対象由来の前記試料を抗凝血剤で処理すること、（b）前
記対象由来の試料を培養溶液又は培地で処理すること、及び（c）前記対象由来の前記試
料を希釈剤で希釈することのうちの1つ又は2つ以上を含み、
　好ましくは、前記ステップ（5）の前に、前記方法はさらに、次のステップ、すなわち
、（a）前記血液収集装置又は前記対象由来の前記試料を抗凝血剤で処理すること、（b）
前記対象由来の前記試料を培養溶液又は培地で処理すること、及び（c）前記対象由来の
前記試料を希釈剤で希釈すること、を含む。
【請求項４】
　活動性結核を治療することのできる候補薬をスクリーニングするためのキットの製造に
おける特異的刺激薬の使用であって、前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの
抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上であり、以下を含むもの；
　好ましくは、前記RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列を有し、かつ／又は前
記PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有し、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの組み合わせからなる群
から選択され、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、RV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントから
なる群から選択され、より好ましくは、前記抗原性フラグメントは、配列番号5～25から
選択されるアミノ酸配列を有し、
　好ましくは、前記特異的刺激薬は、配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有
する抗原性フラグメントを含み、任意に、前記特異的刺激薬はさらに、次の抗原性フラグ
メント、すなわち、
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号7～8及び11～22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　3）配列番号5～7、11～12、22及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、又は
　4）配列番号5、8～10、12、15及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラ
グメント、
の組み合わせを含み、
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　好ましくは、前記特異的刺激薬は、配列番号5～25に示されるアミノ酸配列を有する抗
原性フラグメントを含み、
　好ましくは、前記キットは、IL-6へ特異的に結合できる抗体、ターゲティングポリペプ
チド又はアプタマーなど、IL-6を検出することのできる試薬を含み、任意に、前記試薬は
さらに、検出可能な標識を含み、
　好ましくは、前記試薬は、免疫学的アッセイによって前記試料におけるIL-6のレベルを
測定し、より好ましくは、前記免疫学的アッセイは、ELISAアッセイ、Epispotアッセイ、
ウェスタンブロット、及び表面プラズモン共鳴からなる群から選択され、
　好ましくは、前記試薬は、抗IL-6抗体又はその抗原結合フラグメントを含み、より好ま
しくは、前記試薬は、IL-6のレベルをELISAによって測定し、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であり、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、IgG抗体又はIgM抗体であり、
　好ましくは、前記キットは、1）～5）、すなわち
　1）血液収集装置、例えば、発熱物質非含有真空血液収集管、
　2）抗凝血剤、例えば、ヘパリン、
　3）培養溶液又は培地、
　4）非特異的刺激薬、例えば、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンA、
　5）希釈剤、例えば、リン酸塩緩衝液又は生理学的塩類溶液
から選択される1つ又は2つ以上の装置又は試薬をさらに含み、
　好ましくは、前記キットは、次のステップ、すなわち
　（1）前記候補薬をモデル動物へ投与する前に、前記動物由来の少なくとも2つの試料を
療法前試料として得ること、
　（2）前記動物由来の少なくとも1つの療法前試料を、特異的刺激薬を用いて刺激し、前
記少なくとも1つの療法前試料を検査試料として使用すること、及び前記動物由来の少な
くとも1つの非刺激療法前試料を陰性対照試料として使用し、前記特異的刺激薬は、RV018
3、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上で
あること、
　（3）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、前記検査試料と前記陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第一の差異値として算出することによって、前記ステップ（2
）における前記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、
　（4）前記候補薬を前記動物へ投与すること、
　（5）前記候補薬を前記動物へ投与した後、少なくとも2つの試料を前記動物から療法後
試料として得ること、
　（6）前記動物由来の少なくとも1つの療法後試料を特異的刺激薬で刺激すること、なら
びに前記少なくとも1つの療法後試料を検査試料として使用すること、ならびに前記対象
由来の少なくとも1つの非刺激療法後試料を陰性対照試料として使用することであって、
前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選
択される1つ又は2つ以上であること、
　（7）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、前記検査試料と前記陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第二の差異値として算出することによって、前記ステップ（6
）における前記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、
　（8）前記第二の差異値を前記第一の差異値と比較すること、又は前記第一の差異値及
び前記第二の差異値を統計分析へ個別に供して、前記第一の差異値の統計分析値及び前記
第二の差異値の統計分析値を得ること、ならびに前記第二の差異値の前記統計分析値を前
記第一の差異値の前記統計分析値と比較して、前記療法が活動性結核の治療において有効
であるかどうかを判定すること、
を含む方法によって活動性結核を治療することのできる候補薬をスクリーニングし、
　前記試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球（PBMC）、又は末梢血バフィーコートを含み、
　好ましくは、前記ステップ（8）において、前記第一の差異値及び前記第二の差異値の
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統計分析は、線形組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回帰モデル、線形判別分
析（LDA）モデル、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（PAM）からなる群から選
択される統計モデルを用いることによって実施され、より好ましくは、ステップ（8）に
おいて、前記第一の差異値及び前記第二の差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデ
ルを用いることによって実施され、
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、前記療法前試料及び前記療法
後試料を同じ処理へ供し、好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、前記
対象由来の1つ又は2つ以上の試料を少なくとも2つの特異的刺激薬で一緒に又は個別に刺
激して、前記1つ又は2つ以上の試料を検査試料として使用することであって、前記特異的
刺激薬は各々独立して、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から
選択されること、より好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、少なくと
も2つの試料をRV0183及びPlcDで個別に刺激して、前記少なくとも2つの試料を前記検査試
料として用いること、あるいは、ステップ（2）及びステップ（6）において、少なくとも
1つの試料をRV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントで一緒に刺激して、前記少な
くとも1つの試料を前記検査試料として使用することであって、
　好ましくは、前記対象は、非ヒト哺乳類、例えば、マウス、モルモット、ウサギ、又は
非ヒト霊長類（例えば、カニクイザル又はアカゲザル）であり、
　好ましくは、前記対象は、ヒトなどの哺乳類であり、
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）はさらに、少なくとも1つの試料を非特
異的刺激薬で刺激して、前記少なくとも1つの試料を陽性対照試料として使用することを
含み、より好ましくは、前記非特異的刺激薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリ
ンAを含み、
　好ましくは、前記ステップ（1）において、前記対象由来の前記療法前試料は、血液収
集装置を用いることによって得られ、
　好ましくは、前記ステップ（5）において、前記対象由来の前記療法後試料は、血液収
集装置を用いることによって得られ、
　好ましくは、前記ステップ（1）の前に、前記方法はさらに、次のステップ、すなわち
（a）前記血液収集装置又は前記対象由来の前記試料を抗凝血剤で処理すること、（b）前
記対象由来の試料を培養溶液又は培地で処理すること、及び（c）前記対象由来の前記試
料を希釈剤で希釈することのうちの1つ又は2つ以上を含み、
　好ましくは、前記ステップ（5）の前に、前記方法はさらに、次のステップ、すなわち
、（a）前記血液収集装置又は前記対象由来の前記試料を抗凝血剤で処理すること、（b）
前記対象由来の前記試料を培養溶液又は培地で処理すること、及び（c）前記対象由来の
前記試料を希釈剤で希釈すること、のうちの1つ又は2つ以上を含む。
【請求項５】
　以下のステップを含む、対象が活動性結核に罹患しているかどうかを診断するための方
法：
　（1）前記対象由来の少なくとも2つの試料を提供すること、
　（2）前記対象由来の少なくとも1つの試料を特異的刺激薬で刺激して、前記少なくとも
1つの試料を検査試料として用いること、ならびに非刺激試料を陰性対照試料として使用
し、前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群か
ら選択される1つ又は2つ以上であること、
　（3）前記ステップ（2）における前記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定し、前記
検査試料と前記陰性対照試料の間のIL-6のレベルにおける差異値を算出すること、ならび
に
　（4）前記差異値を基準値と比較すること、又は前記差異値を統計分析へ供して統計分
析値を得ること、ならびに前記統計分析値を基準値と比較すること、ならびに前記対象が
活動性結核に罹患しているかどうかを判定すること、であって、以下を含むもの；
　好ましくは、前記対象は、ヒトなどの哺乳類であり、
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）はさらに、少なくとも1つの試料を非特
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異的刺激薬で刺激して、前記少なくとも1つの試料を陽性対照試料として使用することを
含み、より好ましくは、前記非特異的刺激薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリ
ンAを含み、
　好ましくは、前記ステップ（1）において、前記対象由来の前記療法前試料は、血液収
集装置を用いることによって得られ、
　好ましくは、前記ステップ（5）において、前記対象由来の前記療法後試料は、血液収
集装置を用いることによって得られ、
　好ましくは、前記ステップ（1）の前に、前記方法はさらに、以下のステップのうちの1
つまたは2つ以上を含む：（a）前記血液収集装置又は前記対象由来の前記試料を抗凝血剤
で処理すること、（b）前記対象由来の試料を培養溶液又は培地で処理すること、及び（c
）前記対象由来の前記試料を希釈剤で希釈することのうちの1つ又は2つ以上を含み、
　好ましくは、前記ステップ（5）の前に、前記方法はさらに、次のステップ、すなわち
、（a）前記血液収集装置又は前記対象由来の前記試料を抗凝血剤で処理すること、（b）
前記対象由来の前記試料を培養溶液又は培地で処理すること、及び（c）前記対象由来の
前記試料を希釈剤で希釈すること。
【請求項６】
　以下のステップを含む、活動性結核に及ぼす療法の治療効果を判定するための方法：
　（1）前記療法を対象へ投与する前に、少なくとも2つの試料を前記対象から療法前試料
として得ること、
　（2）前記対象由来の少なくとも1つの療法前試料を特異的刺激薬で刺激し、前記少なく
とも1つの療法前試料を検査試料として用いること、及び前記対象由来の少なくとも1つの
非刺激療法前試料を陰性対照試料として使用し、前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及
びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上であること、
　（3）前記ステップ（2）における前記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること
、及び前記検査試料と前記陰性対照試料の間のIL-6の前記レベルにおける差異値を第一の
差異値として算出すること、
　（4）前記療法を前記対象へ投与すること、
　（5）前記療法を前記対象へ投与した後、前記対象由来の少なくとも2つの試料を療法後
試料として得ること、
　（6）前記対象由来の少なくとも1つの療法後試料を特異的刺激薬で刺激し、前記少なく
とも1つの療法後試料を検査試料として使用すること、及び前記対象由来の少なくとも1つ
の非刺激療法後試料を陰性対照試料として用い、前記特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及
びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上であること、
　（7）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、前記検査試料と前記陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第二の差異値として算出することによって、前記ステップ（6
）における前記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、ならびに
　（8）前記第二の差異値を前記第一の差異値と比較すること、又は前記第一の差異値及
び前記第二の差異値を統計分析へ個別に供して、前記第一の差異値の統計分析値及び前記
第二の差異値の統計分析値を得ること、ならびに前記第二の差異値の前記統計分析値を前
記第一の差異値の前記統計分析値と比較して、前記療法が活動性結核の治療において有効
であるかどうかを判定すること；であって、以下を含む；
　前記試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球（PBMC）、又は末梢血バフィーコートを含み、
　好ましくは、前記ステップ（8）において、前記第一の差異値及び前記第二の差異値の
統計分析は、線形組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回帰モデル、線形判別分
析（LDA）モデル、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（PAM）からなる群から選
択される統計モデルを用いることによって実施され、より好ましくは、ステップ（8）に
おいて、前記第一の差異値及び前記第二の差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデ
ルを用いることによって実施され、
　好ましくは、前記RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列を有し、及び／又は前
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記PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有し、
　好ましくは、前記抗原性フラグメントは、RV0183の抗原性フラグメントであり、より好
ましくは、前記抗原性フラグメントは、配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列を有
し、
　好ましくは、前記対象は、ヒトなどの哺乳類であり、
　好ましくは、前記療法は、イソニアジド、リファンピシン、ストレプトマイシン、ピラ
ジナミド、エタンブトール又はこれらの何らかの組み合わせなどの抗結核薬を前記対象へ
投与することを含み、
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、前記療法前試料及び前記療法
後試料を同じ処理へ供し、好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、前記
対象由来の1つ又は2つ以上の試料を少なくとも2つの特異的刺激薬で一緒に又は個別に刺
激して、前記1つ又は2つ以上の試料を検査試料として使用することであって、前記特異的
刺激薬は各々独立して、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から
選択されることであって、
　好ましくは、前記ステップ（2）及び前記ステップ（6）において、少なくとも2つの試
料をRV0183及びPlcDで個別に刺激して、前記少なくとも2つの試料を前記検査試料として
用いること、あるいは、前記ステップ（2）及び前記ステップ（6）において、少なくとも
1つの試料を前記抗原性フラグメントで一緒に刺激して、前記少なくとも1つの試料を前記
検査試料として使用すること、より好ましくは、前記ステップ（2）及び前記ステップ（6
）において、少なくとも1つの試料を以下の抗原性フラグメントの組み合わせで刺激する
こと：
　1）配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号5、11、13～14、19及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、
　3）配列番号7～8及び11～14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメン
ト、
　4）配列番号5～7、11～14、19、22、及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント、
　5）配列番号5、8～10、12、15、及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント、又は
　6）配列番号5～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
の組み合わせで刺激して、前記少なくとも1つの試料を検査試料として使用すること；で
あって、以下を含む；
　好ましくは、前記ステップ（3）において、前記試料におけるIL-6のレベルは、免疫学
的アッセイによって測定され、より好ましくは、前記免疫学的アッセイは、ELISAアッセ
イ、Elispotアッセイ、ウェスタンブロット、及び表面プラズモン共鳴からなる群から選
択され、
　好ましくは、前記ステップ（3）において、前記IL-6のレベルは、抗IL-6抗体又はその
抗原結合フラグメントを使用することによって、例えば、ELISAによって測定され、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であり、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、IgG抗体又はIgM抗体であり、
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）はさらに、少なくとも1つの試料を非特
異的刺激薬で刺激して、前記少なくとも1つの試料を陽性対照試料として使用することを
含み、より好ましくは、前記非特異的刺激薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリ
ンAを含み、
　好ましくは、前記ステップ（1）の前に、前記方法は、以下のステップのうちの1つ又は
2つ以上をさらに含み：（a）ヘパリンなどの抗凝血剤を前記療法前試料へと添加すること
、（b）前記療法前試料からPBMC又はPBMC含有血液成分（例えば、末梢血バフィーコート
）を得ること、（c）培養溶液又は培地を前記療法前試料へと添加すること、及び（d）前
記療法前試料を希釈すること、のうちの1つ又は2つ以上を含む、
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　好ましくは、前記ステップ（5）の前に、前記方法は、以下のステップのうちの1つ又は
2つ以上をさらに含む：（a）ヘパリンなどの抗凝血剤を前記療法後試料へ添加すること、
（b）前記療法後試料からPBMC又はPBMC含有血液成分（例えば、末梢血バフィーコート）
を得ること、（c）培養溶液又は培地を前記療法後試料へ添加すること、及び（d）前記療
法後試料を希釈すること。
【請求項７】
　以下のステップを含む、活動性結核を治療することのできる候補薬をスクリーニングす
るための方法：
　（1）前記候補薬をモデル動物へ投与する前に、前記動物由来の少なくとも2つの試料を
療法前試料として得ること、
　（2）前記動物由来の少なくとも1つの療法前試料を、特異的刺激薬を用いて刺激し、前
記少なくとも1つの療法前試料を検査試料として使用すること、及び前記動物由来の少な
くとも1つの非刺激療法前試料を陰性対照試料として使用し、前記特異的刺激薬は、RV018
3、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上で
あること、
　（3）前記ステップ（2）における前記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定し、前記
検査試料と前記陰性対照試料の間のIL-6レベルの差異値を第一の差異値として算出するこ
と、
　（4）前記候補薬を前記動物へ投与すること、
　（5）前記候補薬を前記動物へ投与した後、少なくとも2つの試料を前記動物から療法後
試料として得ること、
　（6）前記動物由来の少なくとも1つの療法後試料を特異的刺激薬で刺激し、前記少なく
とも1つの療法後試料を検査試料として使用すること、ならびに前記動物由来の少なくと
も1つの非刺激療法後試料を陰性対照試料として使用し、前記特異的刺激薬は、RV0183、P
lcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上である
こと、
　（7）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、前記検査試料と前記陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第二の差異値として算出することによって、前記ステップ（6
）における前記試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、ならびに
　（8）前記第二の差異値を前記第一の差異値と比較すること、又は前記第一の差異値及
び前記第二の差異値を統計分析へ個別に供して、前記第一の差異値の統計分析値及び前記
第二の差異値の統計分析値を得ること、ならびに前記第二の差異値の前記統計分析値を前
記第一の差異値の前記統計分析値と比較して、前記療法が活動性結核の治療において有効
であるかどうかを判定すること；であって、以下を含む；
　前記試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球（PBMC）、又は末梢血バフィーコートを含み、
　好ましくは、前記ステップ（8）において、前記第一の差異値及び前記第二の差異値の
統計分析は、線形組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回帰モデル、線形判別分
析（LDA）モデル、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（PAM）からなる群から選
択される統計モデルを用いることによって実施され、より好ましくは、ステップ（8）に
おいて、前記第一の差異値及び前記第二の差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデ
ルを用いることによって実施され、
　好ましくは、前記RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列を有し、かつ／又は前
記PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有し、
　好ましくは、前記抗原性フラグメントは、RV0183の抗原性フラグメントであり、より好
ましくは、前記抗原性フラグメントは、配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列を有
し、
　好ましくは、前記モデル動物は、非ヒト哺乳類、例えば、マウス、モルモット、ウサギ
、又は非ヒト霊長類（例えば、カニクイザル又はアカゲザル）であり、
　好ましくは、前記対象は、ヒトなどの哺乳類であり、
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　好ましくは、前記ステップ（2）及び前記ステップ（6）において、前記療法前試料及び
前記療法後試料を同じ処理へ供し、好ましくは、前記ステップ（2）及び前記ステップ（6
）において、前記対象由来の1つ又は2つ以上の試料を少なくとも2つの特異的刺激薬で一
緒に又は個別に刺激して、前記1つ又は2つ以上の試料を検査試料として使用し、前記特異
的刺激薬は各々独立して、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群か
ら選択されること、
　好ましくは、前記ステップ（2）及び前記ステップ（6）において、少なくとも2つの試
料をRV0183及びPlcDで個別に刺激して、前記少なくとも2つの試料を前記検査試料として
用いること、あるいは、前記ステップ（2）及び前記ステップ（6）において、少なくとも
1つの試料をRV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントで一緒に刺激して、前記少な
くとも1つの試料を前記検査試料として使用すること、より好ましくは、前記ステップ（2
）及び前記ステップ（6）において、少なくとも1つの試料を以下の抗原性フラグメントの
組み合わせで一緒に刺激して、前記少なくとも1つの試料を前記検査試料として使用する
こと：
　1）配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号5, 11, 13～14、19及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、
　3）配列番号7～8、11～14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント
、
　4）配列番号5～7、11～14、19、22及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラ
グメント、
　5）配列を5、8～10、12～15、19及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント、又は
　6）配列番号5～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント；であって、以
下を含む；
　好ましくは、前記ステップ（3）において、前記試料におけるIL-6のレベルは、免疫学
的アッセイによって測定され、より好ましくは、前記免疫学的アッセイは、ELISAアッセ
イ、Elispotアッセイ、ウェスタンブロット、及び表面プラズモン共鳴からなる群から選
択され、
　好ましくは、前記ステップ（3）において、前記IL-6のレベルは、抗IL-6抗体又はその
抗原結合フラグメントを使用することによって、例えば、ELISAによって測定され、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であり、
　好ましくは、前記抗IL-6抗体は、IgG抗体又はIgM抗体であり、
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）はさらに、少なくとも1つの試料を非特
異的刺激薬で刺激して、前記少なくとも1つの試料を陽性対照試料として使用することを
含み、より好ましくは、前記非特異的刺激薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリ
ンAを含み、
　好ましくは、前記ステップ（1）の前に、前記方法は、以下のステップのうちの1つ又は
2つ以上をさらに含み：（a）ヘパリンなどの抗凝血剤を前記療法前試料へと添加すること
、（b）前記療法前試料からPBMC又はPBMC含有血液成分（例えば、末梢血バフィーコート
）を得ること、（c）培養溶液又は培地を前記療法前試料へと添加すること、及び（d）前
記療法前試料を希釈すること、ならびに
　好ましくは、前記ステップ（5）の前に、前記方法は、以下のステップのうちの1つ又は
2つ以上をさらに含む：（a）ヘパリンなどの抗凝血剤を前記療法後試料へ添加すること、
（b）前記療法後試料からPBMC又はPBMC含有血液成分（例えば、末梢血バフィーコート）
を得ること、（c）培養溶液又は培地を前記療法後試料へ添加すること、及び（d）前記療
法後試料を希釈すること。
【請求項８】
　以下を含む、ポリペプチドライブラリ：
　配列番号13に示されるアミノ酸配列を有する第一のペプチド、
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　配列番号14に示されるアミノ酸配列を有する第二のペプチド、及び
　配列番号19に示されるアミノ酸配列を有する第三のペプチド、
であって、任意に、前記ポリペプチドライブラリは、以下のポリペプチドの組み合わせを
さらに含み：
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、
　2）配列番号7～8及び11～12に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、
　3）配列番号5～7、11～12、22及び24に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、
又は
　4）配列番号5、8～10、12、15及び22～25に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチ
ド；以下を含む；
　好ましくは、前記ポリペプチドライブラリは、配列番号5～25に示されるアミノ酸配列
を有する抗原性フラグメントを含み、
　好ましくは、前記ポリペプチドライブラリは、試料におけるIL-6の発生を誘導すること
ができ、前記試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した
全血）、末梢血単核球（PBMC）、又は末梢血バフィーコートを含み、
　好ましくは、前記ポリペプチドライブラリは、活動性結核を診断するために、活動性結
核に及ぼす療法の治療効果を判定するために、又は活動性結核を治療することのできる候
補薬をスクリーニングするために有用である。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
技術分野
　本発明は、分子生物学、免疫学及び疾患の診断の分野に属する。特に、本発明は、対象
が活動性結核に罹患しているかどうかを診断するための方法、活動性結核に及ぼす療法の
治療効果を判定するための方法、及び活動性結核を治療することのできる候補薬をスクリ
ーニングするための方法に関する。本発明はさらに、特異的刺激薬及びIL-6のレベルを検
出するための試薬を含むキットに関する。
【０００２】
背景技術
　マイコバクテリウム・ツベルクローシス（Mycobacterium tuberculosis（M. tuberculo
sis））によって発症する慢性感染性疾患である結核（TB）は、世界中で非常に重症な健
康問題である。世界中で毎年約900万人の新たなTB患者があり、最多170万人の人々が結核
で死亡した。さらに、世界人口の約1/3が、潜伏活動性結核（aTB）患者の源であるM. tub
erculosisに潜在的に感染している。
【０００３】
　結核を制御するために主要なことは、感染性結核患者を発見及び治癒させることである
。そのことは、X線を臨床検査において適用した後、TB患者を発見するための単純で、簡
便で、迅速で、高感度な方法を提供する。しかしながら、X線検出は、装置の必要性が高
いこと、特異性が低いこと、及び過剰診断の割合の高いことなどの不利な点を有する。さ
らに、X線検出は、肺における疑わしい影を検出することしかできないが、感染性患者を
検出する目的を達成することはできない。それゆえ、集団における胸部X線検査による患
者の積極的な発見が実行不可能であり、先進国だけでなく、発展途上国においても廃止さ
れなければならないというWHO結核専門委員会の第9次報告書（1974）において明白に指摘
されている
【０００４】
　喀痰スミア試験は、感染性TB患者を検出することができ、高い特異性、単純な装置、低
コスト、及び低い技術的要求などの利点を有する。しかしながら、喀痰収集が難しいこと
に関する問題もあり、例えば、多くの患者は、喀痰なしの乾燥した咳に苦しんでおり、又
は喀痰に分泌される微量の細菌は検出されるのが容易ではない。広範に使用される喀痰ス
ミア試験の感度は、34％～80％である。喀痰培養検査は、喀痰スミア試験よりも高感度で
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あるが、長時間を要し、診断用実験室の必要性が高い。多数の結核患者を持つ多くの国々
では、当該方法に必要とされる実験条件を満たすことができない。イムノアッセイ技術は
、特に迅速な診断及びベッドサイドでの診断の実現後に、結核の診断において大いなる応
用価値を有し得る。
【０００５】
　IFN-γ放出アッセイ（IGRA）は、TBのために広範に使用されている免疫診断法である。
M. tuberculosis感染の検出において適用する価値があることが立証されており、TST（ツ
ベルクリン皮膚検査）よりも有意に優れている。しかしながら、IGRAもTSTも潜伏結核感
染（LTBI）を活動性結核と区別することはできない。多数の結核患者を持つ国々において
、IGRAの適用は、潜在的に感染した人々の比率が高いことにより、制限されており、IGRA
は、補助的な診断ツールとして使用されることができるに過ぎない。診療所において通常
使用される結核診断は今なお、臨床的症状、画像診断及び病因学的診断に主として依存し
ている。結核が早期に正確かつ迅速に診断することができる場合、TB患者の害の減少及び
TB感染の制御に対する大いなる価値があろう。
【０００６】
　それゆえ、活動性結核を単純に、簡便にかつ迅速に診断するための、高い正確性及び特
異性を持つ方法を開発することは、当該分野における必要性である。
【０００７】
本発明の内容
　本発明において、別段の具体的な指定がない限り、本明細書で使用される科学用語及び
技術用語は、当業者によって概して理解されるような意味を有する。その上、本明細書で
使用される細胞培養、生化学、核酸化学及び免疫学の実験操作は、対応する分野において
広く使用されている常用操作である。その一方で、本発明をより良好に理解するために、
関連用語の定義及び説明は、以下のように提供される。
【０００８】
　本明細書で使用する場合、「RV0183」又は「RV0183タンパク質」という用語は、モノア
シルグリセロールリパーゼ（MAGL）又はリゾホスホリパーゼに属するM. tuberculosisに
おいて天然に生じるタンパク質を指す。RV0183タンパク質の配列は、当該技術分野で周知
であり、種々の公共データベース（例えば、NCVIデータベースにおける受託番号CP009480
.1、AIR12906.1、CCP42909.1、NP_214697.2、又はWP_003401112.1）において認めること
ができる。
【０００９】
　本発明において、RV0183のアミノ酸配列が記載されている場合、配列番号1に示される
アミノ酸配列に対する参照によって説明される。しかしながら、当業者は、M. tuberculo
sisが標準株H37Rvだけでなく、種々の単離株も含み、種々の単離株においてRV0183タンパ
ク質のアミノ酸配列に差があり得ることを理解している。さらに、当業者は、配列に差が
あり得るものの、M. tuberculosisの異なる単離株由来のRV0183タンパク質がアミノ酸配
列において非常に高い同一性を有し、かつ実質的に同じ生物学的機能を有することを理解
している。加えて、当業者は、RV0183タンパク質のアミノ酸配列において、変異又は変化
（置換、欠失及び／又は付加を含むがこれらに限定しない）が、これらの生物学的機能に
影響することなく、天然に生じ得又は人工的に導入され得ることを理解している。それゆ
え、本発明において、「RV0183」という用語は、配列番号1に示されるタンパク質だけで
なく、M. tuberculosisの種々の単離株由来のRV0183タンパク質（例えば、BAL64025.1、A
OE34503.1、EGE52872.1、又はCDM08372.1に示されるRV0183タンパク質）、及びこれらの
天然の又は人工のバリアントも含む。その上、RV0183タンパク質の配列フラグメントを説
明する場合、当該フラグメントは、配列番号1の配列フラグメントだけでなく、M. tuberc
ulosisの種々の単離株由来のRV0183タンパク質の対応する配列フラグメント、及び配列番
号1の天然の又は人工のバリアントの対応する配列フラグメントも含む。それゆえ、「RV0
183タンパク質の位置1～20のアミノ酸残基」という表現は、配列番号1の位置1～20のアミ
ノ酸残基、M. tuberculosisの種々の単離株由来のRV0183タンパク質の対応するフラグメ



(15) JP 2019-508684 A 2019.3.28

10

20

30

40

50

ント、及びRV0183タンパク質の天然の又は人工のバリアントの対応するフラグメントを含
む。本発明において、「対応するフラグメント」という表現は、配列が最適化された整列
へ供される場合、すなわち、配列が最高百分率の同一性を得るために整列させられる場合
、当該配列の等価の位置にあるフラグメントを指す。
【００１０】
　本発明において、「RV0183」又は「RV0183タンパク質」という用語は、タンパク質合成
のためのいかなる特定の方法によっても制限されることはなく、当業者によって公知の従
来技術、例えば、組換えDNA技術又は化学合成技術によって生じることができる。
【００１１】
　本明細書で使用する場合、「PlcD」又は「PlcDタンパク質」という用語は、ホスホリパ
ーゼCファミリーに属するM. tuberculosisにおいて天然に生じるタンパク質を指す。PlcD
タンパク質の配列は、当該技術において周知であり、例えば、Andersen STら, Nature, 1
998. 393(6685): 537～544（参照により本明細書に組み込まれる）、及びNCBIデータベー
スにおける受託番号CCP44521.1を参照されたい。
【００１２】
　本発明において、PlcDのアミノ酸配列が記載されている場合、配列番号3に示されるア
ミノ酸配列に対する参照によって説明される。しかしながら、当業者は、M. tuberculosi
sが標準株H37Rvだけでなく、種々の単離株も含み、種々の単離株においてRV0183タンパク
質のアミノ酸配列に差があり得ることを理解している。さらに、当業者は、配列に差があ
り得るものの、M. tuberculosisの異なる単離株由来のPlcDタンパク質がアミノ酸配列に
おいて非常に高い同一性を有し、かつ実質的に同じ生物学的機能を有することを理解して
いる。加えて、当業者は、PlcDタンパク質のアミノ酸配列において、変異又は変化（置換
、欠失及び／又は付加を含むがこれらに限定しない）が、これらの生物学的機能に影響す
ることなく、天然に生じ得又は人工的に導入され得ることを理解している。それゆえ、本
発明において、「PlcD」という用語は、配列番号3に示されるタンパク質だけでなく、M. 
tuberculosisの種々の単離株由来のPlcDタンパク質、及びこれらの天然の又は人工のバリ
アントも含む。その上、PlcDタンパク質の配列フラグメントを説明する場合、当該フラグ
メントは、配列番号3の配列フラグメントだけでなく、M. tuberculosisの種々の単離株由
来のPlcDタンパク質の対応する配列フラグメント、及び配列番号3の天然の又は人工のバ
リアントの対応する配列フラグメントも含む。本発明において、「対応するフラグメント
」という表現は、配列が最適化された整列へ供される場合、すなわち、配列が最高百分率
の同一性を得るために整列する場合、当該配列の等価の位置にあるフラグメントを指す。
【００１３】
　本発明において、「PlcD」又は「PlcDタンパク質」という用語は、タンパク質合成のた
めのいかなる特定の方法によっても制限されることはなく、当業者によって公知の従来技
術、例えば、組換えDNA技術又は化学合成技術によって生じることができる。
【００１４】
　本明細書で使用する場合、「RV0183又はPlcDの抗原性フラグメント」という表現は、RV
0183タンパク質又はPlcDタンパク質の切り詰めによって得られたアミノ酸配列フラグメン
ト（すなわち、ポリペプチド）であって、対応する全長タンパク質と同じ生物活性、すな
わち、aTB患者由来の末梢血を刺激して、IL-6を生じることにより、aTB集団を非aTB集団
（例えば、潜伏結核感染に罹患している個体、慢性結核に罹患している患者又は結核感染
に罹患していない個体）と識別するという能力を有する、アミノ酸配列フラグメント（す
なわち、ポリペプチド）を指す。例えば、本発明において、配列番号5～25に示されるア
ミノ酸配列フラグメントは、RV0183の抗原性フラグメントである。本発明において、抗原
性フラグメントは、ポリペプチドの合成のためのいかなる特定の方法によっても制限され
ることはなく、当業者によって公知の従来技術、例えば、組換えDNA技術又は化学合成技
術によって生じることができる。
【００１５】
　本発明において、RV0183、PlcD、又はこれらの抗原性フラグメント（すなわち、ポリペ
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プチド）は、組換えDNA技術によって得ることができ、例えば、これらのタンパク質又は
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドから、無細胞発現系（無細胞発現系は、例え
ば、網膜球溶解液を基にした発現系、コムギ胚芽抽出物を基にした発現系、及びE. coli
抽出物を基にした発現系を含む）を用いることによって得ることができ、又はこれらのタ
ンパク質もしくはポリペプチドをコードするポリヌクレオチドから、インビボ発現系（例
えば、E. coli原核生物発現系、酵母真核生物発現系）を用いることによって得ることが
できる。代替例として、RV0183、PlcD、又はこれらの抗原性フラグメント（すなわち、ポ
リペプチド）は、化学合成によって生成することができる。タンパク質又はポリペプチド
の化学的な合成全体についての方法は、当該技術分野で周知であり（例えば、参照により
本明細書に組み込まれるRaibaut Lら, Top Curr Chem. 2015; 363: 103～154、Thapa Pら
, Molecules. 2014; 19(9):14461～14483、Dawson PEら, Science, 1994; 266(5186): 77
6～779、及びWang Pら, Tetrahedron Lett, 1998, 39(47): 88711～88714）を参照された
い）、固相ペプチド合成（SPPS）又は液相セグメント連結反応合成（例えば、ネイティブ
化学連結反応（NCL）、アジ化物法、移動性エステル縮合（Transfer Active Ester Conde
nsation）（TAEC））を含むが、これらに限定されない。
【００１６】
　本明細書で使用する場合、「配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗
原性フラグメント」は、配列番号13に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント
、配列番号14に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、及び配列番号19に示
されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメントの組み合わせを指す。他の類似の表現は
、類似の意味を有する。
【００１７】
　本明細書で使用する場合、「IL-6を検出することのできる試薬」という用語は、IL-6へ
特異的に結合することのできる物質を指す。このような物質は、当該技術分野で周知であ
り、又は当該技術分野で周知の方法によって調製されることができ、例えば、抗体、ター
ゲティングポリペプチド又はアプタマーなどである。概して、このような試薬が免疫学的
アッセイによって試料におけるIL-6のレベルを測定することができることは特に好ましい
。免疫学的アッセイの使用は、抗原と抗体の間の特異的相互作用／結合親和性を利用する
ので、特に有利である。それゆえ、試薬がIL-6へ特異的に結合する反応性を保有する限り
、当該試薬は、免疫学的アッセイによって試料におけるIL-6のレベルを測定することがで
きる（すなわち、当該試薬は、IL-6を検出することのできる試薬として使用することがで
きる）。IL-6へ特異的に結合する反応性を保有する種々の試薬は、当業者によって容易に
想像することができ、簡単に得ることができ、抗IL-6抗体又はその抗原結合フラグメント
、例えば、IgG抗体又はIgM抗体など、IL-6に対するポリクローナル抗体又はモノクローナ
ル抗体を含むが、これらに限定されない。代替例として、IL-6を検出することのできる試
薬は、参照により本明細書に組み込まれるPCT国際出願WO2014159669及び「Gupta Sら, J 
Biol Chem. 2014; 289(12): 8706～8719」において説明されるアプタマーを含むがこれら
に限定されない、IL-6へ結合するアプタマーでもあり得る。
【００１８】
　本明細書で使用する場合、「特異的結合／特異的に結合する」という用語は、2つの分
子（すなわち、結合分子及び標的分子）の間の非無作為的結合反応、例えば、抗体と、当
該抗体が向かう抗原の間の反応を指す。2つの分子間の結合親和性は、KD値によって説明
することができ、KD値は、kd（特異的結合分子と標的分子との相互反応の解離速度であり
、koffとも呼ぶ）とka（特異的結合分子と標的分子との相互作用の会合速度であり、kon
とも呼ぶ）の比である解離定数を指し、又はモル濃度（M）として表されるkd/kaを指す。
KD値が低ければ低いほど、当該2つの分子の結合はより密接であり、親和性はより高い。
いくつかの実施形態において、ある特定の抗原へ特異的に結合する抗体（又はある特定の
抗原に特異的な抗体）は、当該抗体が約10-5M未満の、例えば、約10-6M未満、10-7M未満
、10-8M未満、10-9M未満もしくは10-10M未満又はこれらに満たない親和性（KD）で抗原へ
結合することを意味する。KD値は、当該技術分野で周知の方法によって、例えば、BIACOR



(17) JP 2019-508684 A 2019.3.28

10

20

30

40

50

E機における表面プラズモン共鳴（SPR）によって測定することができる。
【００１９】
　本明細書で使用する場合、「免疫学的アッセイ」という用語は、試料における特異的な
抗原又は抗体の存在又はレベルを判定するために概して使用される、抗原と抗体の間の特
異的相互作用／結合親和性を利用するアッセイを指す。このような免疫学的アッセイは、
当業者に周知であり、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、ウェスタンブロット、表面プラ
ズモン共鳴、及びこれらに類するものを含むが、それらに限定されない。免疫学的アッセ
イの詳細な説明は、例えば、Fundamental Immunology, 第7章 Paul, W.編, 第2版, Raven
 Press, N.Y. (1989)において認めることができる。
【００２０】
　本明細書で使用する場合、「抗体」という用語は概して、2対のポリペプチド鎖（各々
軽（L）鎖及び重（H）鎖を有する）からなる免疫グロブリン分子を指す。抗体の軽鎖は、
κ軽鎖及びλ軽鎖へと分類され得る。重鎖は、それぞれIgM、IgD、IgG、IgA及びIgEとし
て抗体のアイソタイプを規定するμ、δ、γ、α及びεへと分類され得る。軽鎖及び重鎖
において、可変部は、約12個又は13個以上のアミノ酸からなる「J」部を介して定常部へ
連結され、重鎖は、約3個又は4個以上のアミノ酸からなる「D」部をさらに含む。各重鎖
は、重鎖可変部（VH）及び重鎖定常部（CH）からなる。重鎖定常部は、3つのドメイン（C
H1、CH2及びCH3）からなる。各軽鎖は、軽鎖可変部（VL）及び軽鎖定常部（CL）からなる
。軽鎖定常部は、ドメインCLからなる。抗体の定常部は、免疫系の種々の細胞（例えば、
エフェクター細胞）及び従来の補体系の第一の成分（C1q）を含む宿主組織又は宿主因子
への免疫グロブリンの結合を仲介することができる。VH部及びVL部は、比較的保存された
領域（フレームワーク領域（FR）と呼ばれる）によって間を置かれた超可変部（相補性決
定領域（CDR）と呼ばれる）へと分割することもできる。各VH及びVLは、次の順序、すな
わち、N末端からC末端へとFR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4において3つのCDR及び
4つのFRからなる。各重鎖／軽鎖対の可変部（VH及びVL）はそれぞれ、抗原結合部位を形
成する。各部又は各ドメインにおけるアミノ酸の分布は、免疫学的関心対象のタンパク質
に関するKabat配列における定義（National Institutes of Health, Bethesda, Md.(1987
及び1991)）、又はChothia & Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917、Chothia et al.
, (1989) Nature342:878-883に従っている。「抗体」という用語は、抗体を産生するため
のいかなる特定の方法によっても制限されるものではない。例えば、抗体は、特に、組換
え抗体、モノクローナル抗体及びポリクローナル抗体を含む。抗体は、異なる抗体アイソ
タイプ、例えば、IgG抗体（例えば、IgG1サブタイプ、IgG2サブタイプ、IgG3サブタイプ
又はIgG4サブタイプ）、IgA1抗体、IgA2抗体、IgD抗体、IgE抗体又はIgM抗体であり得る
。
【００２１】
　本明細書で使用する場合、抗体の「抗原結合フラグメント」は、全長の抗体が抗原に対
して特異的に結合するための全長の抗体へ結合して、これと競合する同じ抗原（例えば、
IL-6）へ結合する能力を保有する全長の抗体の1つ又は2つ以上の部分に関する。概して、
すべての目的のために参照により本明細書に組み込まれるFundamental Immunology, 第7
章(Paul, W. 編, 第2版, Raven Press, N.Y. (1989)を参照されたい。抗原結合フラグメ
ントは、組換えDNA技術によって又は未処置の抗体の酵素によるもしくは化学的な切断に
よって生成され得る。いくつかの条件下で、抗原結合フラグメントは、Fabフラグメント
、Fab'フラグメント、F(ab')2フラグメント、Fdフラグメント、Fvフラグメント、dAbフラ
グメント及び相補性決定領域（CDR）フラグメント、一本鎖抗体（例えば、scFv）、キメ
ラ抗体、二重特異性抗体、及びこのようなポリペプチドに及ぼす特異的抗原結合能を与え
るのに十分な抗体の少なくとも一部分を含む当該ポリペプチドを含む。
【００２２】
　本明細書で使用する場合、「アプタマー」という用語は、高い親和性及び高い特異性を
有する標的タンパク質又は他の生物学的標的分子へ結合することのできる、かつステム・
ループ、ヘアピン、シュードノット又はGテトラマーなどの熱力学的に安定した3次元構造



(18) JP 2019-508684 A 2019.3.28

10

20

30

40

50

へと折りたためる、かつ相補性構造、塩基スタッキング力、ファンデルワールス力、水素
結合又は静電相互作用を介して、標的タンパク質又は他の生物学的標的分子へ特異的に結
合する、一本鎖オリゴヌクレオチドを指す。アプタマーは、DNA又はRNAであり得、核酸類
似体（例えば、ロックされた核酸（LNA）、ペプチド核酸（PNA）、グリコール核酸（GNA
）又はトレオース核酸（TNA））を含み得る。特異的標的タンパク質へ結合するアプタマ
ーを得るための方法は、当該技術分野で周知であり、例えば、SELEX（指数関数的濃縮に
よるリガンドの系統的進化）スクリーニング技術である。
【００２３】
　本明細書で使用する場合、「ターゲティングポリペプチド」という用語は、標的タンパ
ク質へ特異的に結合することのできるポリペプチド分子を指す。本発明において、ターゲ
ティングポリペプチドは、天然アミノ酸、合成アミノ酸、又は天然アミノ酸が作用するの
と類似の様式で作用するアミノ酸模倣薬を含み得る。天然アミノ酸は、遺伝暗号によって
コードされかつ後に修飾されたアミノ酸であり、例えば、ヒドロキシプロリン、γ－ヒド
ロキシグルタミン酸、O-ホスホセリン、ホスホトレオニン又はホスホチロシンである。本
発明において、ターゲティングポリペプチドとその標的タンパク質の間の「特異性」は、
親和性を基にして決定することができ、親和性は、ターゲティングポリペプチドとそこへ
結合する標的タンパク質の間の解離平衡定数（すなわち、KD値）によって説明することが
できる。KD値が低ければ低いほど、ターゲティングポリペプチドとそこへ結合する標的タ
ンパク質の間の結合はより密接である。約10-3Mを上回るKD値は概して、結合がないこと
又は非特異的結合とみなされることは、当該技術分野で周知である。特定の標的タンパク
質を基に、標的タンパク質へ特異的に結合するターゲティングポリペプチドは、当業者に
公知の方法、例えば、ファージディスプレイ技術又はタンパク質マイクロアレイ技術によ
るスクリーニングによって得ることができる。
【００２４】
　本明細書で使用する場合、「検出可能な標識」という用語は、蛍光手段、分光手段、光
化学的手段、生化学的手段、免疫学的手段、電気的手段、光学的手段又は化学的手段によ
って検出することのできる何らかの組成物を指す。本発明において、このような標識が免
疫学的アッセイ（例えば、酵素結合免疫吸着検定法、ラジオイムノアッセイ、蛍光イムノ
アッセイ、化学発光イムノアッセイなど）へ適用することができることは特に好ましい。
このような標識は、当該技術分野で周知であり、酵素（例えば、セイヨウワサビペルオキ
シダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼ、グルコースオ
キシダーゼなど）、放射性核種（例えば、3H、125I、35S、14C又は32P）、蛍光色素（例
えば、フルオレセインイソチオシアナート（FITC）、フルオレセイン、テトラメチルロー
ダミンイソチオシアナート（TRITC）、フィコエリトリン（PE）、テキサスレッド、ロー
ダミン、量子ドット又はシアニン色素誘導体（例えば、Cy7、アレクサ750））、アクリジ
ニウムエステル化合物、磁気ビーズ（例えば、Dynabeads（登録商標））、コロイド金な
どの熱量測定標識、又は有色のガラスもしくはプラスチック（例えば、ポリスチレン、ポ
リプロピレン、ラテックスなど）のビーズ、及び当該標識が修飾されるアビジン（例えば
、ストレプトアビジン）への結合のためのビオチンを含むがこれらに限定されない。標識
の使用を教示する特許は、米国特許第3,817,837号、第3,850,752号、第3,939,350号、第3
,996,345号、第4,277,437号、第4,275,149号、及び第4,366,241号を含むがこれらに限定
されない（それらはすべて、参照により本明細書に組み込まれる）。本発明において網羅
される標識は、当該技術分野で公知の方法によって検出することができる。例えば、放射
性標識は、写真用フィルム又はシンチレーションカウンタを用いて検出することができ、
蛍光標識は、光検出器を用いて発光を測定することによって検出することができる。酵素
標識は概して、酵素のための基質を提供して、当該酵素と当該基質の間の反応から結果的
に生じる反応産物を検出することによって検出され、熱量測定標識は、染色した標識の単
純な可視化によって検出される。
【００２５】
　本明細書で使用する場合、「特異的刺激薬」という用語は、aTB患者由来のPBMCを刺激
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することのみでIL-6を生じるが、非aTB集団（例えば、潜伏結核感染（LTBI）に罹患して
いる個体、慢性結核に罹患している患者又は結核感染に罹患していない個体（IGRAにおい
て陰性と検査された））由来のPBMCを刺激してIL-6を生じることのできない物質を指し、
あるいはaTB患者由来のPBMCを刺激して、非aTB集団（例えば、潜伏結核感染（LTBI）に罹
患している個体、慢性結核に罹患している患者又は結核感染に罹患していない個体（IGRA
において陰性と検査された））由来のPBMCよりも有意に多量にIL-6を生じるこのような物
質を指す。本発明による特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、又はこれらの抗原性フラグメン
トを含む。本発明の好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、内毒素をまったく又は
ほぼまったく含有しない。内毒素を当該特異的刺激薬から除去するための方法は、当該技
術分野で周知であり、例えば、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマト
グラフィー又は抽出である。
【００２６】
　本明細書で使用する場合、「非特異的刺激薬」という用語は、リンパ球のほとんど又は
全部を刺激することのできる物質を指し、TCR又はBCRの特異性によって制限されることは
ない。活性化型リンパ球は、多くのサイトカイン（例えば、IL-6）を分泌することができ
きる。非特異的刺激薬として使用することのできる物質は、当該技術分野で周知であり、
有糸分裂促進因子、フィトヘマグルチニン（PHA）、コンカナバリンA（ConA）、アメリカ
ヤマゴボウ有糸分裂促進因子（PWM）、リポ多糖（LPS）、又はスタフィロコッカスプロテ
インA（SPA）を含むが、これらに限定されない。いくつかの実施形態において、非特異的
刺激薬は、培地（例えば、RPMI-1640培地及びDMEM培地などの細胞培地）中に含まれ得る
。
【００２７】
　本明細書で使用する場合、「統計分析値」という用語は、種々の検出方法によって得ら
れた結果の統計分析によって得られた値を指す。種々の統計分析方法は、当該技術分野で
周知であり（例えば、PCT国際出願WO2009064901を参照されたい）、検出結果の線形組み
合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回帰モデル、線形判別分析（LDA）モデル、最
近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（PAM）を含むが、これらに限定されない。概
して、統計分析値が、ロジスティック回帰モデルを用いた統計分析によって得られた値で
あることが特に好ましい。ロジスティック回帰モデルは、例えば、「Hu Chunyan. Serum 
level of four tumor markers in women with ovarian cancer [D]. Guangzhou: Sun Yat
-sen University, 2008: 1～39」において詳細に説明されている。
【００２８】
　本明細書で使用する場合、「基準値」（至適診断臨界値とも呼ばれる）という用語は、
非aTB集団の状態を反映することのできる値を指す。本発明において、基準値は、例えば
、特異的刺激薬による刺激の前後の非aTB集団（例えば、潜伏結核感染に罹患している個
体、慢性結核に罹患している患者又は結核感染に罹患していない個体（IGRAにおいて陰性
と検査された））とは異なる、IL-6レベルにおける値、及び非aTB集団の試料から得られ
た判定された値（例えば、先に説明したIL-6レベルにおける差異値）の統計分析によって
得られた値（統計分析値）に応じて判定された正常値又は正常範囲を含む。至適診断臨界
値を判定するための方法は、当該技術分野で周知であり、例えば、「Habibzadeh Fら, Bi
ochem Med (Zagreb). 2016; 26(3):297～307」及び「Chen Weizhongら, Selection of op
timal operating point for ROC curve [J]. Chinese Journal of Health Statistics, 2
006, 23:157～158」において詳細に説明されている受信者動作特性（ROC）曲線分析を含
むが、これに限定されない。
【００２９】
　本明細書で使用する場合、「末梢血単核球（PBMC）」という用語は、リンパ球（T細胞
、B細胞、NK細胞）及び単球又は樹状細胞を含むがこれらに限定されない末梢血における
単一の核を有する細胞についての一般名である。末梢血からPBMCを得るための方法は、当
該技術分野で周知であり、Ficoll法又はPercoll法を含むが、これらに限定されない。
【００３０】
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　本明細書で使用する場合、「末梢血バフィーコート」という用語は、凝固防止処理した
末梢血の自然沈降、遠心分離又は密度勾配遠心分離後に形成され、かつ白血球（末梢血単
核球を含む）及び血小板から主としてなる成分を指す。凝固防止処理した血液の遠心分離
後、血漿の上部層、赤血球の底部層、及びこれらの間にあり、全血の1体積％を占める白
色薄層（バフィーコートと呼ばれる）がある。
【００３１】
　本明細書で使用する場合、「対象（又は被験者）」という用語は、種々の動物、特に哺
乳類、例えばヒトを含むがこれらに限定されない。
【００３２】
　本明細書で使用する場合、「抗凝血剤」という用語は、凝血を防止することのできる薬
剤又は物質を指す。このような物質は、当該技術分野で周知であり、ヘパリン、EDTA、シ
ュウ酸塩（例えば、シュウ酸ナトリウム、シュウ酸カリウム、シュウ酸アンモニウム）、
及びクエン酸ナトリウムを含むがこれらに限定されない。
【００３３】
　本発明において、「希釈剤」という用語は好ましくは、細胞浸透圧を保有することので
きる、かつ必要な場合、生理学的pH値を保有するよう作用することもできる、電解質溶液
である。このような溶液は、当該技術分野で周知であり、Alsever溶液、Earle平衡塩溶液
（EBSS）、Gey平衡塩溶液（GBSS）、Hanks平衡塩溶液（HBSS）、リン酸緩衝塩類溶液（PB
S）、Dulbeccoリン酸緩衝塩類溶液（DPBS）、Puck平衡塩溶液、Ringer平衡塩溶液（RBSS
）、Simm平衡塩溶液（SBSS）、TRIS緩衝塩類溶液（TBS）、Tyrode平衡塩溶液（TBSS）、
生理学的塩類溶液又はRinger溶液を含むが、これらに限定されない。
【００３４】
　本明細書で使用する場合、「培養溶液」又は「培地」という用語は、細胞の生存率を維
持することのできる栄養素を指す。通常、栄養素は、アミノ酸、ビタミン、炭水化物、無
機塩などを含有する。このような栄養素は、当該技術分野で周知であり、RPMI-1640培地
又はDMEM培地を含むが、これらに限定されない。本発明において、培養溶液又は培地を対
象由来の試料へ添加する目的は、刺激薬による刺激の間、細胞の生存率、特に試料におけ
るPBMCを維持することである。血液成分における細胞の生存率を維持するための方法は、
当該技術分野で周知であり、実用的な需要に応じて当業者によって選択されることができ
る。いくつかの実施形態において、試料が全血の場合、適切な量のグルコース、塩化ナト
リウム、塩化カリウム、及びこれらに類するものが添加されたリン酸塩緩衝液又は生理学
的塩類溶液であり得る培養溶液を添加することができる。いくつかの実施形態において、
培養溶液は、適切な量のグルコース及び塩化カリウムが添加されたリン酸塩緩衝液である
。いくつかの実施形態において、試料が末梢血単核球（PBMC）である場合、PBMC、培地、
例えば、細胞培地（例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地など、血液細胞、特にPBMCの生
存率を維持するのに適した細胞培地）を含有する末梢血バフィーコート又は他の血液成分
を添加することができる。
【００３５】
　本明細書で使用する場合、「活動性結核（aTB）」という用語は、結核の病巣が活発で
ある、例えば、喀痰スミア試験において陽性と検査され、又は微熱、咳、体重減少、疲労
、食欲不振などの関連症状が伴うことを意味する。本発明において、結核は、肺結核及び
肺外結核を含む。肺外結核は、例えば、リンパ性結核、結核性髄膜炎、結核性腹膜炎、腸
結核、腎結核、精巣上体結核、雌性生殖系器官の結核（ファロピー管、子宮内膜、卵巣の
結核を含む）、骨関節結核などを含む。
【００３６】
　本願の発明者らは、M. tuberculosisのRD部の多数の抗原をスクリーニングし、驚くべ
きことに、RV0183、PlcD、又はこれらの抗原性フラグメントがaTB患者由来の末梢血を刺
激して、多量のIL-6を生じることができ、それゆえ、aTB集団を非aTB集団（例えば、潜伏
結核感染（LTBI）に罹患している個体、慢性結核に罹患している患者又は結核感染に罹患
していない個体）と区別することができることを発見した。しかしながら、本願よりも前
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では、当該技術分野で通常使用されるIGRA及びTSTが潜伏結核感染（LTBI）を活動性結核
と区別することができていない。この発見を基に、本発明者らは、活動性結核を診断する
ための新たな方法を開発する。
【００３７】
　それゆえ、一態様において、本発明は、RV0183、PlcD、又はこれらの抗原性フラグメン
トのうちの1つ又は2つ以上と、IL-6を検出することのできる試薬とを含むキットを提供す
る。
　いくつかの好ましい実施形態において、RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列
を有し、かつ／又はPlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、RV0183及び／又はPlcDを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、RV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フ
ラグメントを含む。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、抗原性フラグメント
は、配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列を有する。
【００３８】
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、配列番号13、14及び19に示されるア
ミノ酸配列を有する抗原性フラグメントを含む。
【００３９】
　任意に、キットは、以下の抗原性フラグメントの組み合わせをさらに含む：
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号7～8及び11～12に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　3）配列番号5～7、11～12、22及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、又は
　4）配列番号5、8～10、12、15及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラ
グメント。
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、配列番号5～25に示されるアミノ酸
配列を有する抗原性フラグメントを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、IL-6を検出することのできる試薬は、IL-6へ特
異的に結合することのできる物質、例えば、抗体、ターゲティングポリペプチド又はアプ
タマーである。
　任意に、試薬は、検出可能な標識をさらに含む。
【００４０】
　いくつかの好ましい実施形態において、試薬は、免疫学的アッセイによって、試料にお
けるIL-6のレベルを測定する。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、免疫学的
アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、ウェスタンブロット、及び表面プラズモ
ン共鳴からなる群から選択される。
【００４１】
　いくつかの好ましい実施形態において、試薬は、抗IL-6抗体又はその抗原結合フラグメ
ントを含む。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、試薬は、IL-6のレベルをEL
ISAによって測定する。
【００４２】
　いくつかの好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリク
ローナル抗体である。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、Ig
G抗体又はIgM抗体である。
【００４３】
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、1）～5）、すなわち
　1）血液収集装置、例えば、発熱物質非含有真空血液収集管、
　2）抗凝血剤、例えば、ヘパリン、
　3）培養溶液又は培地、
　4）非特異的刺激薬、例えば、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンA、
　5）希釈剤、例えば、リン酸塩緩衝液又は生理学的塩類溶液、
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から選択される1つ又は2つ以上の装置又は試薬をさらに含む。
【００４４】
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、活動性結核を診断するために、活動
性結核に及ぼす療法の治療効果を判定するために、又は活動性結核を治療することのでき
る候補薬をスクリーニングするために有用である。
【００４５】
　別の態様において、本発明は、活動性結核を診断するためのキットの製造における特異
的刺激薬の使用であって、特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメ
ントからなる群から選択される1つ又は2つ以上である、使用を提供する。
　いくつかの好ましい実施形態において、RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列
を有し、かつ／又は、PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの
組み合わせからなる群から選択される。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、RV0183の1つ又は2つ以上のフ
ラグメントから選択される。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、抗原性フラ
グメントは、配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、配列番号13、14及び19に示さ
れるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメントを含む。
【００４６】
　任意に、特異的刺激薬は、以下の抗原性フラグメントの組み合わせをさらに含む：
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号7～8及び11～12に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　3）配列番号5～7、11～12、22及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、又は
　4）配列番号5、8～10、12、15及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラ
グメント。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、配列番号5～25に示されるア
ミノ酸配列を有する抗原性フラグメントを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、IL-6へ特異的に結合することのでき
る抗体、ターゲティングポリペプチド又はアプタマーなど、IL-6を検出することのできる
試薬を含む。
　任意に、試薬は、検出可能な標識をさらに含む。
【００４７】
　いくつかの好ましい実施形態において、試薬は、免疫学的アッセイによって、試料にお
けるIL-6のレベルを測定する。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、免疫学的
アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、ウェスタンブロット、及び表面プラズモ
ン共鳴からなる群から選択される。
　いくつかの好ましい実施形態において、試薬は、抗IL-6抗体又はその抗原結合フラグメ
ントを含む。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、試薬は、IL-6のレベルをEL
ISAによって測定する。
　いくつかの好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリク
ローナル抗体である。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、Ig
G抗体又はIgM抗体である。
【００４８】
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、1）～5）、すなわち
　1）血液収集装置、例えば、発熱物質非含有真空血液収集管、
　2）抗凝血剤、例えば、ヘパリン、
　3）培養溶液又は培地、
　4）非特異的刺激薬、例えば、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンA、
　5）希釈剤、例えば、リン酸塩緩衝液又は生理学的塩類溶液、
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から選択される1つ又は2つ以上の装置又は試薬をさらに含む。
【００４９】
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、対象が活動性結核に罹患しているか
どうかを、以下のステップを含む方法によって診断し：
　（1）対象由来の少なくとも1つの試料を特異的刺激薬を用いて刺激しかつ当該少なくと
も1つの試料を検査試料として使用すること、及び当該対象由来の非刺激試料を陰性対照
試料として使用し、当該特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメン
トからなる群から選択される1つ又は2つ以上であること、
　（2）IL-6を検出することのできる試薬を使用すること、及び検査試料と陰性対照試料
の間のIL-6のレベルにおける差異値を算出することによって、ステップ（1）における当
該試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、ならびに
　（3）当該差異値を基準値と比較すること、又は当該差異値を統計分析へ供して、統計
分析値を得ること、及び当該統計分析値を基準値と比較すること、及び当該対象が活動性
結核に罹患しているかどうかを判定すること；であって、以下を含む；
　当該試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球、又は末梢血バフィーコート、及び任意にさらなる成分、例えば、抗凝血
剤、希釈剤などを含む。
【００５０】
　いくつかの好ましい実施形態において、当該差異値又は当該差異値から得られた統計分
析値が基準値よりも大きな場合、このことは、試料を提供する対象が、活動性結核に罹患
していることを示し、当該差異値又は当該差異値から得られた統計分析値が基準値以下の
場合、このことは、試料を提供する対象が活動性結核に罹患していないことを示す。
【００５１】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（3）において、当該差異値は、線形
組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回帰モデル、線形判別分析（LDA）モデル
、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（PAM）からなる群から選択される統計モ
デルを用いることによって、統計分析へ供される。いくつかのさらなる好ましい実施形態
において、ステップ（3）において、当該差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデ
ルを用いることによって実施される。
【００５２】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）において、当該対象由来の1つ又
は2つ以上の試料を、少なくとも2つの特異的刺激薬で一緒に又は個別に刺激すること、及
び当該1つ又は2つ以上の試料を当該検査試料として用いることであって、当該特異的刺激
薬は各々独立して、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択
される。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、ステップ（1）において、少な
くとも2つの試料をRV0183とPlcDとで個別に刺激すること、及び当該少なくとも2つの試料
を検査試料として使用することである。あるいは、いくつかの好ましい実施形態において
、ステップ（1）において、少なくとも1つの試料をRV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラ
グメントで刺激すること、及び当該少なくとも1つの試料を当該検査試料として使用する
ことである。
【００５３】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）において、当該特異的刺激薬を
、培地、例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地などの細胞培地中に含有し、次いで、当該
特異的刺激薬を使用して対象由来の試料を刺激し、それにより検査試料を生じる。
【００５４】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）は、少なくとも1つの試料を非特
異的刺激薬で刺激すること、及び当該少なくとも1つの試料を陽性対照試料として使用す
ることをさらに含む。いくつかの好ましい実施形態において、当該非特異的刺激薬は、フ
ィトヘマグルチニン又はコンカナバリンAを含む。
【００５５】
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　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）において、対象由来の試料を、
特異的刺激薬も非特異的刺激薬（例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地などの細胞培地）
も含有しない培地とともにインキュベートして、又は当該培地で希釈して、陰性対照試料
を生じる。
【００５６】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）の前に、方法は、次のステップ
、すなわち（a）血液収集装置を用いることによって、対象から試料を得ること、（b）血
液収集装置を又は当該対象由来の試料を抗凝血剤で処理すること、（c）当該対象由来の
試料を培養溶液又は培地で処理すること、及び（d）当該対象由来の試料を希釈剤で希釈
すること、のうちの1つ又は2つ以上をさらに含む。
【００５７】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）において、対象由来の試料を刺
激薬で、細胞（PBMCなど）が高い活性を有する温度（例えば、36～38℃、例えば約37℃）
で刺激する。
【００５８】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）において、対象由来の試料を刺
激薬で少なくとも12時間、例えば、15～24時間、例えば、20～24時間刺激する。
　別の態様において、本発明は、活動性結核に及ぼす療法の治療効果を判定するためのキ
ットの製造における特異的刺激薬の使用を提供し、特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及び
これらの抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上である。
　いくつかの好ましい実施形態において、RV0183は、配列番号禹1に示されるアミノ酸配
列を有し、かつ／又はPlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの
組み合わせからなる群から選択される。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、RV0183の1つ又は2つ以上の抗
原性フラグメントから選択される。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、抗原
性フラグメントは、配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、配列番号13、14及び19に示さ
れるアミノ酸を有する抗原性フラグメントを含む。
【００５９】
　任意に、特異的刺激薬は、以下の抗原性フラグメントの組み合わせをさらに含む：
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号7～8及び11～12に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　3）配列番号5～7、11～12、22及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、又は
　4）配列番号5、8～10、12、15及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラ
グメント。
【００６０】
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、配列番号5～25に示されるア
ミノ酸配列を有する抗原性フラグメントを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、IL-6へ特異的に結合することのでき
る抗体、ターゲティングポリペプチド又はアプタマーなど、IL-6を検出することのできる
試薬を含む。
　任意に、試薬は、検出可能な標識をさらに含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、試薬は、免疫学的アッセイによって、試料にお
けるIL-6のレベルを測定する。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、免疫学的
アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、ウェスタンブロット、及び表面プラズモ
ン共鳴からなる群から選択される。
　いくつかの好ましい実施形態において、試薬は、抗IL-6抗体又はその抗原結合フラグメ
ントを含む。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、試薬は、IL-6のレベルをEL
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ISAによって測定する。
　いくつかの好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリク
ローナル抗体である。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、Ig
G抗体又はIgM抗体である。
【００６１】
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、1）～5）、すなわち
　1）血液収集装置、例えば、発熱物質非含有真空血液収集管、
　2）抗凝血剤、例えば、ヘパリン、
　3）培養溶液又は培地、
　4）非特異的刺激薬、例えば、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンA、
　5）希釈剤、例えば、リン酸塩緩衝液又は生理学的塩類溶液、
から選択される1つ又は2つ以上の装置又は試薬をさらに含む。
【００６２】
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、活動性結核に及ぼす療法の治療効果
を、以下のステップを含む方法によって判定する：
　（1）当該療法を対象へ投与する前に、当該対象由来の少なくとも2つの試料を療法前試
料として得ること、
　（2）当該対象由来の少なくとも1つの療法前試料を、特異的刺激薬を用いて刺激するこ
と、及び当該少なくとも1つの療法前試料を検査試料として使用すること、及び当該対象
由来の少なくとも1つの非刺激療法前試料を陰性対照試料として使用することであって、
以下を含む；当該特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントから
なる群から選択される1つ又は2つ以上である、
　（3）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、当該検査試料と当該陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第一の差異値として算出することによって、ステップ（2）に
おける試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、
　（4）当該療法を当該対象へ投与すること、
　（5）当該療法を当該対象へ投与した後、少なくとも2つの試料を当該対象から療法後試
料として得ること、
　（6）当該対象由来の少なくとも1つの療法後試料を特異的刺激薬で刺激すること、当該
少なくとも1つの療法後試料を検査試料として使用すること、及び当該対象由来の少なく
とも1つの非刺激療法後試料を陰性対照試料として使用することであって、以下を含む；
当該特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選
択される1つ又は2つ以上である、
　（7）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、当該検査試料と当該陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第二の差異値として算出することによって、ステップ（6）に
おける当該試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、ならびに
　（8）当該第二の差異値を当該第一の差異値と比較すること、又は当該第一の差異値及
び当該第二の差異値を統計分析へ個別に供して、当該第一の差異値の統計分析値及び当該
第二の差異値の統計分析値を得ること、ならびに当該第二の差異値の統計分析値を当該第
一の差異値の統計分析値と比較して、当該療法が活動性結核の治療において有効であるか
どうかを判定すること；であって、以下を含む；
　当該試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球、又は末梢血バフィーコートを含み、及び任意にさらなる成分、例えば、
抗凝血剤、希釈剤などを含む。
【００６３】
　いくつかの好ましい実施形態において、当該第二の差異値が当該第一の差異値よりも大
きな場合、又は当該第二の差異値の統計分析値が当該第一の差異値の統計分析値よりも大
きな場合、当該療法は、活動性結核の治療において有効ではないことを示し、当該第二の
差異値が当該第一の差異値よりも小さな場合、又は当該第二の差異値の統計分析値が当該
第一の差異値の統計分析値よりも小さな場合、当該療法は、活動性結核の治療において有
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効であることを示す。
【００６４】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（8）において、当該第一の差異値及
び当該第二の差異値の統計分析は、線形組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回
帰モデル、線形判別分析（LDA）モデル、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（P
AM）からなる群から選択される統計モデルを用いることによって実施される。いくつかの
さらにより好ましい実施形態において、ステップ（8）において、当該第一の差異値及び
当該第二の差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデルを用いることによって実施さ
れる。
【００６５】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、療
法前試料及び療法後試料を同じ処理へ供する（例えば、同じ条件下で同じ特異的刺激薬で
処理する）。いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）に
おいて、当該対象由来の1つ又は2つ以上の試料を少なくとも2つの特異的刺激薬で一緒に
又は個別に刺激すること、及び当該1つ又は2つ以上の試料を検査試料として使用すること
であって、当該特異的刺激薬は各々独立して、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグ
メントからなる群から選択される。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、ステ
ップ（2）及びステップ（6）において、少なくとも2つの試料をRV0183及びPlcDで個別に
刺激すること、及び当該少なくとも2つの試料を当該検査試料として用いることである。
あるいは、いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）にお
いて、少なくとも1つの試料をRV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントで一緒に刺
激すること、及び当該少なくとも1つの試料を当該検査試料として使用することである。
【００６６】
　いくつかの好ましい実施形態において、対象は、ヒトなどの哺乳類である。
　いくつかの好ましい実施形態において、当該療法は、イソニアジド、リファンピシン、
ストレプトマイシン、ピラジナミド、エタンブトール又はこれらの何らかの組み合わせな
どの抗結核薬を当該対象へ投与することを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、特
異的刺激薬を、培地、例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地などの細胞培地中に含有し、
次いで、当該特異的刺激薬を対象由来の試料を使用して刺激し、それにより検査試料を生
じる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）は、少なくと
も1つの試料を非特異的刺激薬で刺激すること、及び当該少なくとも1つの試料を陽性対照
試料として使用することをさらに含む。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、
非特異的刺激薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンAを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、対
象由来の試料を、特異的刺激薬も非特異的刺激薬（例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地
などの細胞培地）も含有しない培地とともにインキュベートし、又は当該培地で希釈し、
それにより陰性対照試料を生じる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）において、対象由来の療法前試
料は、血液収集装置を用いることによって得られる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（5）において、対象由来の療法後試
料は、血液収集装置を用いることによって得られる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）の前に、方法は、以下のステッ
プのうちの1つ又は2つ以上をさらに含む：（a）血液収集装置又は対象由来の試料を抗凝
血剤で処理すること、（b）当該対象由来の試料を培養溶液又は培地で処理すること、及
び（c）当該対象由来の試料を希釈剤で希釈すること。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（5）の前に、方法は、以下のステッ
プをさらに含む：（a）血液収集装置又は対象由来の試料を抗凝血剤で処理すること、（b
）当該対象由来の試料を培養溶液又は培地で処理すること、及び（c）当該対象由来の試
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料を希釈剤で希釈すること。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、対
象由来の試料を刺激薬で、細胞（PBMCなど）が高い活性を有する温度（例えば、36～38℃
、例えば約37℃）で刺激する。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、対
象由来の試料を刺激薬で少なくとも12時間、例えば、15～24時間、例えば、20～24時間刺
激する。
【００６７】
　別の態様において、本発明は、活動性結核を治療することのできる候補薬をスクリーニ
ングためのキットの製造における特異的刺激薬の使用を提供し、当該特異的刺激薬は、RV
0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上
である。
【００６８】
　いくつかの好ましい実施形態において、RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列
を有し、かつ／又は、PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの
組み合わせからなる群から選択される。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、RV0183の1つ又は2つ以上の抗
原性フラグメントから選択される。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、抗原
性フラグメントは、配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、配列番号13、14及び19におい
て示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメントを含む。
【００６９】
　任意に、特異的刺激薬は、以下の抗原性フラグメントの組み合わせをさらに含む：
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号7～8及び11～12に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　3）配列番号5～7、11～12、22及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、又は
　4）配列番号5、8～10、12、15及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラ
グメント。
【００７０】
　いくつかの好ましい実施形態において、特異的刺激薬は、配列番号5～25に示されるア
ミノ酸配列を有する抗原性フラグメントを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、IL-6へ特異的に結合することのでき
る抗体、ターゲティングポリペプチド又はアプタマーなど、IL-6を検出することのできる
試薬を含む。
　任意に、試薬は、検出可能な標識をさらに含む。
【００７１】
　いくつかの好ましい実施形態において、試薬は、免疫学的アッセイによって、試料にお
けるIL-6のレベルを測定する。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、免疫学的
アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、ウェスタンブロット、及び表面プラズモ
ン共鳴からなる群から選択される。
　いくつかの好ましい実施形態において、試薬は、抗IL-6抗体又はその抗原結合フラグメ
ントを含む。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、試薬は、IL-6のレベルをEL
ISAによって測定する。
　いくつかの好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリク
ローナル抗体である。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、Ig
G抗体又はIgM抗体である。
【００７２】
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、1）～5）、すなわち
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　1）血液収集装置、例えば、発熱物質非含有真空血液収集管、
　2）抗凝血剤、例えば、ヘパリン、
　3）培養溶液又は培地、
　4）非特異的刺激薬、例えば、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンA、
　5）希釈剤、例えば、リン酸塩緩衝液又は生理学的塩類溶液、
から選択される1つ又は2つ以上の装置又は試薬をさらに含む。
【００７３】
　いくつかの好ましい実施形態において、キットは、以下のステップを含む方法によって
、活動性結核に及ぼす療法の治療効果を判定する：
　（1）候補薬をモデル動物へ投与する前に、当該動物由来の少なくとも2つの試料を療法
前試料として得ること、
　（2）当該動物由来の少なくとも1つの療法前試料を特異的刺激薬で刺激すること、及び
当該少なくとも1つの療法前試料を検査試料として使用すること、及び当該動物由来の少
なくとも1つの非刺激療法前試料を陰性対照試料として使用することであって、以下を含
む；当該特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群か
ら選択される1つ又は2つ以上である、
　（3）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、当該検査試料と当該陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第一の差異値として算出することによって、ステップ（2）に
おける当該試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、
　（4）当該候補薬を当該動物へ投与すること、
　（5）当該候補薬を前記動物へ投与した後、少なくとも2つの試料を当該動物から療法後
試料として得ること、
　（6）当該動物由来の少なくとも1つの療法後試料を特異的刺激薬で刺激すること、及び
当該少なくとも1つの療法後試料を検査試料として使用すること、及び当該対象由来の少
なくとも1つの非刺激療法後試料を陰性対照試料として使用することであって、以下を含
む；当該特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群か
ら選択される1つ又は2つ以上である、
　（7）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、当該検査試料と当該陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第二の差異値として算出することによって、ステップ（6）に
おける当該試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、
　（8）当該第二の差異値を当該第一の差異値と比較すること、又は当該第一の差異値及
び当該第二の差異値を統計分析へ個別に供して、当該第一の差異値の統計分析値及び当該
第二の差異値の統計分析値を得ること、ならびに当該第二の差異値の統計分析値を当該第
一の差異値の統計分析値と比較して、当該療法が活動性結核の治療において有効であるか
どうかを判定すること；であって、以下を含む；
　当該試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球、又は末梢血バフィーコート、及び任意にさらなる成分、例えば、抗凝血
剤、希釈剤などを含む。
【００７４】
　いくつかの好ましい実施形態において、当該第二の差異値が当該第一の差異値よりも大
きな場合、又は当該第二の差異値の統計分析値が当該第一の差異値の統計分析値よりも大
きな場合、このことは、当該療法が活動性結核の治療において有効ではないことを示し、
当該第二の差異値が当該第一の差異値よりも小さな場合、又は当該第二の差異値の統計分
析値が当該第一の差異値の統計分析値よりも小さな場合、このことは、当該療法が活動性
結核の治療において有効であることを示す。
【００７５】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（8）において、当該第一の差異値及
び当該第二の差異値の統計分析は、線形組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回
帰モデル、線形判別分析（LDA）モデル、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（P
AM）からなる群から選択される統計モデルを用いることによって実施される。いくつかの
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さらにより好ましい実施形態において、ステップ（8）において、前記第一の差異値及び
前記第二の差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデルを用いることによって実施さ
れる。
【００７６】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、療
法前試料及び療法後試料を同じ処理へ供する（例えば、同じ条件下で同じ特異的刺激薬で
処理する）。いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）に
おいて、当該対象由来の1つ又は2つ以上の試料を少なくとも2つの特異的刺激薬で一緒に
又は個別に刺激すること、及び当該1つ又は2つ以上の試料を検査試料として使用すること
であって、当該特異的刺激薬は各々独立して、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグ
メントからなる群から選択される。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、ステ
ップ（2）及びステップ（6）において、少なくとも2つの試料をRV0183及びPlcDで個別に
刺激して、当該少なくとも2つの試料を当該検査試料として用いる。あるいは、いくつか
の好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、少なくとも1
つの試料をRV0183の1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントで一緒に刺激すること、及び当
該少なくとも1つの試料を当該検査試料として使用することである。
【００７７】
　いくつかの好ましい実施形態において、対象は、ヒトなどの哺乳類である。
　いくつかの好ましい実施形態において、療法は、抗結核薬、例えば、イソニアジド、リ
ファンピシン、ストレプトマイシン、ピラジナミド、エタンブトール又はこれらの何らか
の組み合わせを対象へ投与することを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、特
異的刺激薬を、培地、例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地などの細胞培地中に含有し、
次いで、当該特異的刺激薬を使用して対象由来の試料を刺激し、それにより検査試料を生
じる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）は、少なくと
も1つの試料を非特異的刺激薬で刺激すること、及び当該少なくとも1つの試料を陽性対照
試料として使用することをさらに含む。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、
非特異的刺激薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンAを含む。
【００７８】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、対
象由来の試料を、特異的刺激薬も非特異的刺激薬（例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地
などの細胞培地）も含有しない培地とともにインキュベートし、又は当該培地で希釈し、
それにより陰性対照試料を生じる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）において、対象由来の療法前試
料は、血液収集装置を用いることによって得られる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（5）において、対象由来の療法後試
料は、血液収集装置を用いることによって得られる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）の前に、方法は、以下のステッ
プのうちの1つ又は2つ以上をさらに含む：（a）血液収集装置又は対象由来の試料を抗凝
血剤で処理すること、（b）当該対象由来の試料を培養溶液又は培地で処理すること、及
び（c）当該対象由来の試料を希釈剤で希釈すること。
【００７９】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（5）の前に、方法は、以下のステッ
プのうちの1つ又は2つ以上をさらに含む：（a）血液収集装置又は対象由来の試料を抗凝
血剤で処理すること、（b）当該対象由来の試料を培養溶液又は培地で処理すること、及
び（c）当該対象由来の試料を希釈剤で希釈すること。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、対
象由来の試料を当該刺激薬で、細胞（PBMCなど）が高い活性を有する温度（例えば、36～
38℃、例えば約37℃）で刺激する。
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　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、対
象由来の試料を当該刺激薬で少なくとも12時間、例えば、15～24時間、例えば、20～24時
間刺激する。
【００８０】
　別の態様において、本発明は、以下のステップを含む、対象が活動性結核に罹患してい
るかどうかを診断するための方法を提供し：
　（1）当該対象由来の少なくとも2つの試料を提供すること、
　（2）当該対象由来の少なくとも1つの試料を特異的刺激薬で刺激して、当該少なくとも
1つの試料を検査試料として使用すること、及び非刺激試料を陰性対照試料として使用sる
ことであって、以下を含む；当該特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フ
ラグメントからなる群から選択される1つ又は2つ以上である、
　（3）ステップ（2）における試料の各々におけるIL-6のレベルを測定し、当該検査試料
と当該陰性対照試料の間のIL-6のレベルにおける差異値を算出すること、ならびに
　（4）当該差異値を基準値と比較すること、又は当該差異値を統計分析へ供して統計分
析値を得ること、及び当該統計分析値を基準値と比較すること、及び当該対象が活動性結
核に罹患しているかどうかを判定すること；であって、以下を含む；
　当該試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球（PBMC）、又は末梢血バフィーコート、及び任意にさらなる成分、例えば
、抗凝血剤、希釈剤などを含む、方法を提供する。
【００８１】
　いくつかの好ましい実施形態において、当該差異値又は当該差異値から得られた統計分
析値が基準値よりも大きな場合、このことは、試料を提供する対象が活動性結核に罹患し
ていることを示し、当該差異値又は当該差異値から得られた統計分析値が基準値以下の場
合、このことは、試料を提供する対象が活動性結核に罹患していないことを示す。
【００８２】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（4）において、当該差異値は、線形
組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回帰モデル、線形判別分析（LDA）モデル
、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（PAM）からなる群から選択される統計モ
デルを用いることによって、統計分析へ供される。いくつかのさらなる好ましい実施形態
において、ステップ（4）において、当該差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデ
ルを用いることによって実施される。
【００８３】
　いくつかの好ましい実施形態において、RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列
を有し、かつ／又は、PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、抗原性フラグメントは、RV0183の抗原性フラグ
メントである。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、当該抗原性フラグメント
は、配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、対象は、ヒトなどの哺乳類である。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）において、対象由来の1つ又は2
つ以上の試料を少なくとも2つの特異的刺激薬で一緒に又は個別に刺激すること、及び当
該1つ又は2つ以上の試料を当該検査試料として用いることであって、以下を含む；当該特
異的刺激薬は各々独立して、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群
から選択される。
【００８４】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）において、少なくとも2つの試料
をRV0183とPlcDとで個別に刺激すること、及び当該少なくとも2つの試料を検査試料とし
て使用することである。あるいは、いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2
）において、少なくとも1つの試料を1つ又は2つ以上の抗原性フラグメントで一緒に刺激
すること、及び当該少なくとも1つの試料を当該検査試料として使用することである。い
くつかのさらなる好ましい実施形態において、ステップ（2）において、少なくとも1つの
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試料を以下の抗原性フラグメントの組み合わせで一緒に刺激すること、及び当該少なくと
も1つの試料を検査試料として使用することである：
　1）配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号5、11、13～14、19及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、
　3）配列番号7～8及び11～14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメン
ト、
　4）配列番号5～7、11～14、19、22、及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント、
　5）配列番号5、8～10、12、15、及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント、又は
　6）配列番号5～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント。
【００８５】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）において、特異的刺激薬を、培
地、例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地などの細胞培地中に含有し、次いで、当該特異
的刺激薬を用いて対象由来の試料を刺激し、それにより検査試料を生じる。
【００８６】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）において、対象由来の試料を、
特異的刺激薬も非特異的刺激薬（例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地などの細胞培地）
も含有しない培地とともにインキュベートし、又は当該培地で希釈し、それにより陰性対
照試料を生じる。
　いくつかのさらなる好ましい実施形態において、ステップ（3）において、当該試料に
おけるIL-6のレベルを、免疫学的アッセイによって測定する。いくつかのさらなる好まし
い実施形態において、当該免疫学的アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、ウェ
スタンブロット、及び表面プラズモン共鳴からなる群から選択される。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（3）において、IL-6のレベルを、抗I
L-6抗体又はその抗原結合フラグメントを使用することによって、例えば、ELISAによって
測定する。
　いくつかの好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリク
ローナル抗体である。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、当該抗IL-6抗体は
、IgG抗体又はIgM抗体である。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）は、少なくとも1つの試料を非特
異的刺激薬で刺激すること、及び当該少なくとも1つの試料を陽性対照試料として使用す
ることをさらに含む。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、当該非特異的刺激
薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンAを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）の前に、方法は、以下のステッ
プのうちの1つ又は2つ以上をさらに含む：（a）当該対象から試料を得ること、（b）ヘパ
リンなどの抗凝血剤を当該試料へと添加すること、（c）当該試料からPBMC又はPBMC含有
血液成分（例えば、末梢血バフィーコート）を得ること、（d）培養溶液又は培地を当該
試料へと添加すること（e）当該試料を希釈すること。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）において、対象由来の試料を刺
激薬で、細胞（PBMCなど）が高い活性を有する温度（例えば、36～38℃、例えば約37℃）
で刺激する。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）において、対象由来の試料を刺
激薬で少なくとも12時間、例えば、15～24時間、例えば、20～24時間刺激する。
【００８７】
　別の態様において、本発明は、以下のステップを含む、活動性結核に及ぼす療法の治療
効果を判定するための方法を提供し：
　（1）当該療法を対象へ投与する前に、当該対象由来の少なくとも2つの試料を療法前試
料として得ること、
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　（2）当該対象由来の少なくとも1つの療法前試料を、特異的刺激薬を用いて刺激し、当
該少なくとも1つの療法前試料を検査試料として使用すること、及び当該対象由来の少な
くとも1つの非刺激療法前試料を陰性対照試料として使用することであって、以下を含む
；当該特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から
選択される1つ又は2つ以上である、
　（3）IL-6を検出することのできる試薬を用いて、当該検査試料と当該陰性対照試料の
間のIL-6レベルの差異値を第一の差異値として算出することによって、ステップ（2）に
おける試料の各々におけるIL-6のレベルを測定すること、
　（4）当該療法を当該対象へ投与すること、
　（5）当該療法を当該対象へ投与した後、少なくとも2つの試料を当該対象から療法後試
料として得ること、
　（6）当該対象由来の少なくとも1つの療法後試料を特異的刺激薬で刺激し、当該少なく
とも1つの療法後試料を検査試料として使用すること、及び当該対象由来の少なくとも1つ
の非刺激療法後試料を陰性対照試料として使用することであって、以下を含む；当該特異
的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択される
1つ又は2つ以上である、
　（7）IL-6を検出することのできる試薬を使用すること、及び当該検査試料と当該陰性
対照試料の間のIL-6レベルの差異値を第二の差異値として算出することによって、ステッ
プ（6）における当該試料の各々におけるIL-6のレベルを判定すること、ならびに
　（8）当該第二の差異値を当該第一の差異値と比較すること、又は当該第一の差異値及
び当該第二の差異値を統計分析へ個別に供して、当該第一の差異値の統計分析値及び当該
第二の差異値の統計分析値を得ること、ならびに当該第二の差異値の統計分析値を当該第
一の差異値の統計分析値と比較して、当該療法が活動性結核の治療において有効であるか
どうかを判定すること；であって、以下を含む；
　当該試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球（PBMC）、又は末梢血バフィーコートを含み、及び任意にさらなる成分、
例えば、抗凝血剤、希釈剤などを含む。
【００８８】
　いくつかの好ましい実施形態において、当該第二の差異値が当該第一の差異値よりも大
きな場合、又は当該第二の差異値の統計分析値が当該第一の差異値の統計分析値よりも大
きな場合、このことは、当該療法が活動性結核の治療において有効ではないことを示し、
当該第二の差異値が当該第一の差異値よりも小さな場合、又は当該第二の差異値の統計分
析値が当該第一の差異値の統計分析値よりも小さな場合、このことは、当該療法が活動性
結核の治療において有効であることを示す。
【００８９】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（8）において、当該第一の差異値及
び当該第二の差異値の統計分析は、線形組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回
帰モデル、線形判別分析（LDA）モデル、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（P
AM）からなる群から選択される統計モデルを用いることによって実施される。いくつかの
さらに好ましい実施形態において、ステップ（8）において、当該第一の差異値及び当該
第二の差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデルを用いることによって実施される
。
【００９０】
　いくつかの好ましい実施形態において、RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列
を有し、かつ／又は、PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、抗原性フラグメントは、RV0183の抗原性フラグ
メントである。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、抗原性フラグメントは、
配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、対象は、ヒトなどの哺乳類である。
　いくつかの好ましい実施形態において、当該療法は、抗結核薬、例えば、イソニアジド
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、リファンピシン、ストレプトマイシン、ピラジナミド、エタンブトール又はこれらの何
らかの組み合わせを当該対象へ投与することを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、療
法前試料及び療法後試料を同じ処理へ供する（例えば、同じ条件下で同じ特異的刺激薬で
処理する）。いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）に
おいて、当該対象由来の1つ又は2つ以上の試料を少なくとも2つの特異的刺激薬で一緒に
又は個別に刺激すること、及び当該1つ又は2つ以上の試料を検査試料として使用すること
であって、以下を含む；当該特異的刺激薬は独立して、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原
性フラグメントからなる群から選択される。
【００９１】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、少
なくとも2つの試料をRV0183とPlcDとで個別に刺激すること、及び当該少なくとも2つの試
料を検査試料として使用することである。あるいは、いくつかの好ましい実施形態におい
て、ステップ（2）及びステップ（6）において、少なくとも1つの試料を1つ又は2つ以上
の抗原性フラグメントを一緒に用いて刺激すること、及び当該少なくとも1つの試料を当
該検査試料として使用することである。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、
ステップ（2）及びステップ（6）において、少なくとも1つの試料を以下の抗原性フラグ
メントの組み合わせで一緒に刺激すること、及び当該少なくとも1つの試料を検査試料と
して使用することである：
　1）配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号5、11、13～14、19及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、
　3）配列番号7～8及び11～14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメン
ト、
　4）配列番号5～7、11～14、19、22、及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント、
　5）配列番号5、8～10、12、15、及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント、又は
　6）配列番号5～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント。
【００９２】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、特
異的刺激薬を、培地、例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地などの細胞培地中に含有し、
次いで、当該特異的刺激薬を使用して対象由来の試料を刺激し、それにより検査試料を生
じる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、対
象由来の試料を、特異的刺激薬も非特異的刺激薬（例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地
などの細胞培地）も含有しない培地とともにインキュベートし、又は当該培地で希釈して
、それにより陰性対照試料を生じる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（3）において、試料におけるIL-6の
レベルは、免疫学的アッセイによって判定される。いくつかのさらなる好ましい実施形態
において、当該免疫学的アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、ウェスタンブロ
ット、及び表面プラズモン共鳴からなる群から選択される。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（3）において、IL-6のレベルは、抗I
L-6抗体又はその抗原結合フラグメントを使用することによって、例えば、ELISAによって
判定される。
　いくつかの好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリク
ローナル抗体である。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、当該抗IL-6抗体は
、IgG抗体又はIgM抗体である。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）は、少なくと
も1つの試料を非特異的刺激薬で刺激すること、及び当該少なくとも1つの試料を陽性対照
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試料として使用することをさらに含む。さらに、当該非特異的刺激薬は、フィトヘマグル
チニン又はコンカナバリンAを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）の前に、方法は、以下のステッ
プのうちの1つ又は2つ以上をさらに含む：（a）ヘパリンなどの抗凝血剤を当該療法前試
料へと添加すること、（b）当該療法前試料からPBMC又はPBMC含有血液成分（例えば、末
梢血バフィーコート）を得ること、（c）培養溶液又は培地を当該療法前試料へと添加す
ること、及び（d）当該療法前試料を希釈すること。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（5）の前に、方法は、以下のステッ
プのうちの1つ又は2つ以上をさらに含む：（a）ヘパリンなどの抗凝血剤を当該療法後試
料へと添加すること、（b）当該療法後試料からPBMC又はPBMC含有血液成分（例えば、末
梢血バフィーコート）を得ること、（c）培養溶液又は培地を当該療法後試料へと添加す
ること、及び（d）当該試料を希釈すること。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）において、対象由来の試料を刺
激薬で、細胞（PBMCなど）が高い活性を有する温度（例えば、36～38℃、例えば約37℃）
で刺激する。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）において、対象由来の試料を刺
激薬で少なくとも12時間、例えば、15～24時間、例えば、20～24時間刺激する。
【００９３】
　別の態様において、本発明は、以下のステップを含む、活動性結核を治療することので
きる候補薬をスクリーニングするための方法を提供する：
　（1）候補薬をモデル動物へ投与する前に、当該動物由来の少なくとも2つの試料を療法
前試料として得ること、
　（2）当該動物由来の少なくとも1つの療法前試料を、特異的刺激薬を用いて刺激するこ
と、及び当該少なくとも1つの療法前試料を検査試料として使用すること、及び当該動物
由来の少なくとも1つの非刺激療法前試料を陰性対照試料として使用することであって、
以下を含む；当該特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントから
なる群から選択される1つ又は2つ以上である、
　（3）ステップ（2）における試料の各々におけるIL-6を判定すること、及び当該検査試
料と当該陰性対照試料の間のIL-6レベルの差異値を第一の差異値として算出すること、
　（4）当該候補薬を当該動物へ投与すること、
　（5）当該候補薬を前記動物へ投与した後、少なくとも2つの試料を当該動物から療法後
試料として得ること、
　（6）当該動物由来の少なくとも1つの療法後試料を特異的刺激薬で刺激すること、及び
当該少なくとも1つの療法後試料を検査試料として使用すること、及び当該対象由来の少
なくとも1つの非刺激療法後試料を陰性対照試料として使用することであって、以下を含
む；当該特異的刺激薬は、RV0183、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群か
ら選択される1つ又は2つ以上である、
　（7）IL-6を検出することのできる試薬を用いること、及び当該検査試料と当該陰性対
照試料の間のIL-6レベルの差異値を第二の差異値として算出することによって、ステップ
（6）における当該試料の各々におけるIL-6のレベルを判定すること、ならびに
　（8）当該第二の差異値を当該第一の差異値と比較すること、又は当該第一の差異値及
び当該第二の差異値を統計分析へ個別に供して、それにより当該第一の差異値の統計分析
値及び当該第二の差異値の統計分析値を得ること、ならびに当該第二の差異値の統計分析
値を当該第一の差異値の統計分析値と比較すること、ならびに当該療法が活動性結核の治
療において有効であるかどうかを判定すること；であって、以下を含む；
　当該試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例えば、凝固防止処理した全血）
、末梢血単核球（PBMC）、又は末梢血バフィーコート、及び任意にさらなる成分、例えば
、抗凝血剤、希釈剤などを含む、方法を提供する。
【００９４】
　いくつかの好ましい実施形態において、当該差異値又は当該差異値から得られた統計分
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析値が基準値よりも大きな場合、このことは、試料を提供する対象が活動性結核に罹患し
ていることを示し、当該差異値又は当該差異値から得られた統計分析値が基準値以下の場
合、このことは、試料を提供する対象が活動性結核に罹患していないことを示す。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（8）において、当該差異値は、線形
組み合わせ、線形回帰モデル、ロジスティック回帰モデル、線形判別分析（LDA）モデル
、最近傍モデル及びマイクロアレイの予測分析（PAM）からなる群から選択される統計モ
デルを用いることによって、統計分析へ供される。いくつかのさらなる好ましい実施形態
において、ステップ（8）において、当該差異値の統計分析は、ロジスティック回帰モデ
ルを用いることによって実施される。
　いくつかの好ましい実施形態において、RV0183は、配列番号1に示されるアミノ酸配列
を有し、かつ／又は、PlcDは、配列番号3に示されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、抗原性フラグメントは、RV0183の抗原性フラグ
メントである。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、当該抗原性フラグメント
は、配列番号5～25から選択されるアミノ酸配列を有する。
　いくつかの好ましい実施形態において、モデル動物は、非ヒト哺乳類、例えば、マウス
、モルモット、ウサギ、又は非ヒト霊長類（例えば、カニクイザル又はアカゲザル）であ
る。
　いくつかの好ましい実施形態において、対象は、ヒトなどの哺乳類である。
【００９５】
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、療法前試料及び療法後試料を
同じ処理へ供する（例えば、同じ条件下で同じ特異的刺激薬で処理）。いくつかの好まし
い実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、当該対象由来の1つ又
は2つ以上の試料を少なくとも2つの特異的刺激薬で一緒に又は個別に刺激して、当該1つ
又は2つ以上の試料を検査試料として使用し、当該特異的刺激薬は各々独立して、RV0183
、PlcD、及びこれらの抗原性フラグメントからなる群から選択される。
【００９６】
　好ましくは、ステップ（2）及びステップ（6）において、少なくとも2つの試料をRV018
3及びPlcDで個別に刺激して、当該少なくとも2つの試料を検査試料として用いる。あるい
は、ステップ（2）及びステップ（6）において、少なくとも1つの試料を1つ又は2つ以上
の当該抗原性フラグメントで一緒に刺激して、当該少なくとも1つの試料を当該検査試料
として使用する。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、ステップ（2）及びス
テップ（6）において、少なくとも1つの試料を以下の抗原性フラグメントの組み合わせで
刺激すること、及び当該少なくとも1つの試料を検査試料として使用することである；
　1）配列番号13、14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント、
　2）配列番号5, 11, 13～14、19及び22に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメ
ント、
　3）配列番号7～8、11～14及び19に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント
、
　4）配列番号5～7、11～14、19、22及び24に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラ
グメント、
　5）配列を5、8～10、12～15、19及び22～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フ
ラグメント、又は
　6）配列番号5～25に示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメント。
【００９７】
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、特
異的刺激薬を、培地、例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地などの細胞培地中に含有し、
次いで、対象由来の試料を刺激するために使用し、それにより検査試料を生じる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、動
物由来の試料を、特異的刺激薬も非特異的刺激薬（例えば、RPMI-1640培地又はDMEM培地
などの細胞培地）も含有しない培地とともにインキュベートし、又は当該培地で希釈し、
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それにより陰性対照試料を生じる。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（3）において、試料におけるIL-6の
レベルを免疫学的アッセイによって測定する。いくつかのさらなる好ましい実施形態にお
いて、当該免疫学的アッセイは、ELISAアッセイ、Elispotアッセイ、ウェスタンブロット
、及び表面プラズモン共鳴からなる群から選択される。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（3）において、IL-6のレベルは、抗I
L-6抗体又はその抗原結合フラグメントを使用することによって、例えば、ELISAによって
判定される。
　いくつかの好ましい実施形態において、抗IL-6抗体は、モノクローナル抗体又はポリク
ローナル抗体である。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、当該抗IL-6抗体は
、IgG抗体又はIgM抗体である。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）は、少なくと
も1つの試料を非特異的刺激薬で刺激して、当該少なくとも1つの試料を陽性対照試料とし
て使用することをさらに含む。いくつかのさらなる好ましい実施形態において、当該非特
異的刺激薬は、フィトヘマグルチニン又はコンカナバリンAを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（1）の前に、方法は、以下のステッ
プのうちの1つ又は2つ以上をさらに含む：（a）ヘパリンなどの抗凝血剤を当該療法前試
料へと添加すること、（b）当該療法前試料からPBMC又はPBMC含有血液成分（例えば、末
梢血バフィーコート）を得ること、（c）培養溶液又は培地を当該試料へと添加すること
、及び（d）当該療法前試料を希釈すること。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（5）の前に、方法は、以下のステッ
プのうちの1つ又は2つ以上をさらに含む：（a）ヘパリンなどの抗凝血剤を当該療法前試
料へと添加すること、（b）当該療法前試料からPBMC又はPBMC含有血液成分（例えば、末
梢血バフィーコート）を得ること、（c）培養溶液又は培地を当該試料へと添加すること
、及び（d）当該療法後試料を希釈すること。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、対
象由来の試料を刺激薬で、細胞（PBMCなど）が高い活性を有する温度（例えば、36～38℃
、例えば約37℃）で刺激する。
　いくつかの好ましい実施形態において、ステップ（2）及びステップ（6）において、動
物由来の試料を刺激薬で少なくとも12時間、例えば、15～24時間、例えば、20～24時間刺
激する。
【００９８】
　別の態様において、本発明jは、以下を含むポリペプチドライブラリを提供する：
　配列番号13に示されるアミノ酸配列を有する第一のペプチド、
　配列番号14に示されるアミノ酸配列を有する第二のペプチド、及び
　配列番号19に示されるアミノ酸配列を有する第三のペプチド。
【００９９】
　任意に、ポリペプチドライブラリは、以下のポリペプチドの組み合わせをさらに含む：
　1）配列番号5、11及び22に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、
　2）配列番号7～8及び11～12に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、
　3）配列番号5～7、11～12、22及び24に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、
又は
　4）配列番号5、8～10、12、15及び22～25に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチ
ド。
　いくつかの好ましい実施形態において、ポリペプチドライブラリは、配列番号5～25に
示されるアミノ酸配列を有する抗原性フラグメントを含む。
　いくつかの好ましい実施形態において、ポリペプチドライブラリは、試料におけるIL-6
の発生を誘導することができ、当該試料は、末梢血単核球（PBMC）、例えば、全血（例え
ば、凝固防止処理した全血）、末梢血単核球（PBMC）、又は末梢血バフィーコートを含み
、任意にさらなる成分、例えば、抗凝血剤、希釈剤などを含む。
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　いくつかの好ましい実施形態において、ポリペプチドライブラリは、活動性結核を診断
するために、活動性結核に及ぼす療法の治療効果を判定するために、又は活動性結核を治
療することのできる候補薬をスクリーニングするために有用である。
【０１００】
本発明の有益な効果
　本発明における多数の試行錯誤を通じて、特異的刺激薬（RV0183、PlcD、又はこれらの
抗原性フラグメント）がaTB患者由来の末梢血を刺激して、多量のIL-6を生じることがで
き、それゆえ、aTB集団を非aTB集団（例えば、潜伏結核感染（LTBI）に罹患している個体
、慢性結核に罹患している患者又は結核感染に罹患していない個体）と区別することがで
き、それにより活動性結核を診断するための単純で、簡便で、かつ迅速な、高い正確性及
び特異性を有する方法を確立することができる。
【０１０１】
　いくつかの好ましい実施形態において、対象由来の試料の刺激は、全血を収集すること
、特異的刺激薬を添加すること、次いで適切な条件下でインキュベートすることによって
達成することができる。実験条件、個人の技能、装置及び環境についての高い要求はない
。結核診断のための従来の手段（例えば、細菌培養、喀痰スミア試験、X線検出など）と
比較すると、aTB患者の検出についてのより高い感度及び特異性を有し、診断に必要とさ
れる時間を大いに短縮し、費用は高くなく、広く使用することができる。
【０１０２】
　本発明の実施形態は、次の図面及び例に対する参照によって詳細に説明される。しかし
ながら、当業者は、次の図面及び例が本発明の範囲を規定するよりもむしろ、本発明を説
明する目的のためにのみ使用されることを理解するであろう。次の図面及び好ましい実施
形態の詳細な説明によると、本発明の種々の目的及び利点は、当業者にとって明らかであ
る。
【図面の簡単な説明】
【０１０３】
【図１】E. coil ER2566における有効な発現後のNi-NTA及びDEAEカラムを用いた2工程精
製によって得られた組換え抗原RV0183のSDS-PAGE分析の結果を示し、レーン1は、タンパ
ク質分子量標準物質を表し、レーン2は、2工程精製後のタンパク質RV0183を表す。
【図２】E. coil ER2566における有効な発現後のNi-NTA精製及び封入体復元によって得ら
れた組換え抗原PlcdのSDS-PAGE分析の結果を示し、レーンMは、タンパク質分子量標準物
質を表し、レーン1は、変性した封入体を表し、レーン2は、アフィニティカラムクロマト
グラフィー後のタンパク質Plcdを表し、レーン4は、透析および復元後のタンパク質Plcd
を表す。
【図３】組換え抗原RV0183で刺激した対象の全血におけるIL-6レベルの分析結果を示す。
1μgの組換え抗原RV0183による500μl全血の20±2時間の刺激後、血漿試料を2倍希釈した
。結果は、aTB患者におけるIL-6分泌レベルが潜伏感染集団におけるIL-6分泌レベルより
も有意に高かったことを示す（注：***はp＜0.001を表す）。
【図４】組換え抗原RV0183で刺激した対象の全血におけるIL-6レベルの分析結果を示す2
μgの組換え抗原RV0183による1ml全血の20±2時間の刺激後、血漿試料を5倍希釈した。結
果は、aTB患者におけるIL-6分泌レベルがM. tuberculosisに潜伏感染した集団（LTBI（身
体検査においてIGRA＋））におけるIL-6分泌レベル及び非感染集団（身体検査においてIG
RA－）におけるIL-6分泌レベルよりも有意に高かったことを示す（注：***はp＜0.001を
表す）。
【図５】組換え抗原RV0183で刺激した対象の全血におけるIL-6のレベルの分析結果を示す
。2μgの組換え抗原RV0183による1ml全血の20±2時間の刺激後、血漿試料を5倍希釈した
。結果は、診療所におけるaTB患者におけるIL-6分泌レベルが、M. tuberculosisに感染し
ていない個体におけるIL-6分泌レベルよりも有意に高かったことを示す（注：***はp＜0.
001を表す）。
【図６】RV-0183の抗原フラグメントで刺激した対象の全血におけるIL-6レベルの分析結
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果を示す。結果は、RV0183の抗原性フラグメント21個全部がaTB患者の全血におけるIL-6
分泌レベルをインビトロ刺激によって亢進することができたのに対し、健常対照において
はIL-6応答がほぼなかったことを示し、緑色対赤色は、応答強度の増大を示す。
【図７】組換え抗原RV0183及び組換え抗原PlcDでそれぞれ刺激した対象の全血におけるIL
-6レベルの分析結果を示す。2μgの組換え抗原RV0183又は2μgの組換え抗原Plcdによる1m
l全血の20±2時間の刺激後、血漿試料を5倍希釈した。結果は、組換え抗原RV0183又は組
換え抗原PlcDによる刺激後、aTB患者におけるIL-6分泌レベルが潜伏感染集団及び非感染
集団におけるIL-6分泌レベルよりも有意に高かったことを示し、aTBは、活動性結核を表
し、HCは、健常対照を表す。
【図８】組換え抗原RV0183及び組換え抗原Plcdを併用したアッセイのROC分析結果を示す
。結果は、組換え抗原RV0183及び組換え抗原Plcdを併用したアッセイがaTB集団を検出す
るための感度及び特異度を亢進することができたことを示す。
【図９】RV0183のポリペプチドライブラリで刺激した対象の全血におけるIL-6レベルの分
析結果を示す。診療所におけるTB患者、慢性結核に罹患している個体、及びTB肺疾患に罹
患していない患者に由来する全血試料を、RV0183の21個の抗原性フラグメントからなるポ
リペプチドライブラリで同時刺激した。結果は、aTB患者におけるIL-6分泌レベルが非aTB
試料におけるIL-6分泌レベルよりも有意に高かったことを示す（注：**はp＜0.01を表し
、***はp＜0.001を表す）。
【発明を実施するための形態】
【０１０４】
配列情報
　本発明に関与する配列の情報を次の表１に提供する。
【表１】

【０１０５】
　組換えタンパク質RV0183のアミノ酸配列（配列番号1）
　MTTTRTERNFAGIGDVRIVYDVWTPDTAPQAVVVLAHGLGEHARRYDHVAQRLGAAGLVTYALDHRGHGRSGGKRVLV
RDISEYTADFDTLVGIATREYPGCKRIVLGHSMGGGIVFAYGVERPDNYDLMVLSAPAVAAQDLVSPVVAVAAKLLGVVV
PGLPVQELDFTAISRDPEVVQAYNTDPLVHHGRVPAGIGRALLQVGETMPRRAPALTAPLLVLHGTDDRLIPIEGSRRLV
ECVGSADVQLKEYPGLYHEVFNEPERNQVLDDVVAWLTERL
【０１０６】
　組換えタンパク質RV0183のヌクレオチド配列（配列番号2）
　GGATCCATGACTACCACCCGGACTGAACGGAATTTCGCGGGCATCGGCGATGTGCGCATCGTCTACGACGTCTGGACG
CCGGACACCGCGCCGCAAGCGGTGGTCGTGCTGGCCCATGGTCTGGGCGAGCATGCCCGCCGCTACGACCATGTCGCGCA
GCGGCTCGGCGCGGCCGGCCTGGTCACCTATGCGCTTGACCACCGCGGGCATGGCCGCTCGGGTGGCAAACGGGTGCTAG
TGAGAGACATCTCCGAGTACACCGCTGACTTCGACACCCTCGTTGGGATCGCCACCCGGGAATATCCCGGGTGCAAGCGC
ATCGTGCTCGGGCACAGCATGGGCGGCGGCATTGTGTTCGCTTACGGTGTCGAACGTCCAGACAACTACGACCTGATGGT
GCTTTCGGCGCCGGCGGTGGCGGCACAGGACCTGGTGAGCCCGGTAGTGGCGGTTGCCGCCAAGCTTCTGGGCGTCGTGG
TGCCCGGCCTGCCGGTGCAGGAACTGGATTTTACTGCCATCTCTCGCGACCCTGAGGTGGTCCAGGCTTACAACACCGAC
CCACTCGTGCACCACGGACGGGTTCCGGCCGGGATTGGCCGCGCGCTGCTGCAGGTGGGCGAGACCATGCCGCGGCGAGC
ACCGGCATTGACCGCGCCGCTGCTAGTGCTGCACGGCACCGATGACCGGCTGATCCCCATCGAGGGCAGCCGTCGCCTGG
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TCGAATGTGTGGGATCGGCCGACGTGCAGCTGAAGGAGTATCCCGGGCTGTACCACGAGGTGTTCAACGAGCCGGAGCGC
AACCAGGTGCTCGACGATGTGGTCGCCTGGCTCACCGAGCGGTTGTAAGAATTC
【０１０７】
　組換えタンパク質Plcdのアミノ酸配列（配列番号3）
　DAGVSWKVYRNKTLGPISSVLTYGSLVTSFKQSADPRSDLVRFGVAPSYPASFAADVLANRLPRVSWVIPNVLESEHP
AVPAAAGAFAIVNILRILLANPAVWEKTALIVSYDENGGFFDHVVPATAPAGTPGEYVTVPDIDQVPGSGGIRGPIGLGF
RVPCFVISPYSRGPQMVHDTFDHTSQLRLLETRFGVPVPNLTAWRRSVTGDMTSTFNFAVPPNSSWPNLDYPGLHALSTV
PQCVPNAALGTINRGIPYRVPDPQIMPTQETTPTRGIPSGPC
【０１０８】
　組換えタンパク質Plcdのヌクレオチド配列（配列番号4）
　GATGCCGGCGTCAGCTGGAAGGTGTATCGCAACAAGACACTCGGGCCCATCTCCTCGGTTCTTACTTACGGCTCGCTT
GTGACGTCTTTCAAACAGTCAGCCGATCCCAGGTCAGATCTTGTCCGCTTTGGCGTGGCACCAAGCTATCCCGCGAGCTT
CGCGGCCGACGTCTTAGCCAATAGACTGCCGCGGGTCTCCTGGGTGATTCCCAATGTTCTCGAATCCGAACATCCTGCGG
TTCCAGCCGCGGCCGGGGCTTTCGCAATCGTCAACATCTTAAGAATATTGCTTGCCAATCCTGCGGTGTGGGAAAAGACG
GCGCTGATCGTCAGCTACGACGAAAACGGCGGCTTTTTCGACCACGTTGTTCCTGCTACCGCGCCGGCCGGGACTCCCGG
CGAATATGTCACGGTGCCTGACATCGATCAGGTGCCGGGCTCCGGCGGAATACGCGGGCCGATCGGTTTGGGCTTTCGCG
TTCCCTGCTTCGTCATTTCGCCGTACAGCCGTGGCCCGCAGATGGTTCACGACACGTTTGACCACACCTCACAGCTGAGA
TTGCTCGAAACTCGGTTCGGGGTGCCAGTTCCCAACCTCACGGCTTGGCGGCGCAGTGTGACCGGCGACATGACGTCAAC
GTTCAACTTCGCTGTCCCGCCCAACTCATCATGGCCCAACCTGGATTATCCCGGGCTGCACGCGCTATCAACGGTGCCGC
AGTGCGTGCCCAACGCGGCGCTGGGCACGATAAACCGTGGAATCCCGTATCGGGTTCCTGATCCACAGATCATGCCCACG
CAGGAAACCACGCCTACCCGTGGTATTCCGAGCGGTCCGTGCTAA
【０１０９】
　RV0183のポリペプチドライブラリのペプチド配列（P1～P21）（配列番号5～25）
　RV0183-p1: MTTTRTERNFAGIGDVRIVY（配列番号5）
　RV0183-p2: GDVRIVYDVWTPDTAPQAVV（配列番号6）
　RV0183-p3: TAPQAVVVLAHGLGEHARRY（配列番号7）
　RV0183-p4: GEHARRYDHVAQRLGAAGLV（配列番号8）
　RV0183-p5: LGAAGLVTYALDHRGHGRSG（配列番号9）
　RV0183-p6: RGHGRSGGKRVLVRDISEYT（配列番号10）
　RV0183-p7: RDISEYTADFDTLVGIATRE（配列番号11）
　RV0183-p8: VGIATREYPGCKRIVLGHSM（配列番号12）
　RV0183-p9: IVLGHSMGGGIVFAYGVERP（配列番号13）
　RV0183-p10: AYGVERPDNYDLMVLSAPAV（配列番号14）
　RV0183-p11: VLSAPAVAAQDLVSPVVAVA（配列番号15）
　RV0183-p12: SPVVAVAAKLLGVVVPGLPV（配列番号16）
　RV0183-p13: VVPGLPVQELDFTAISRDPE（配列番号17）
　RV0183-p14: AISRDPEVVQAYNTDPLVHH（配列番号18）
　RV0183-p15: TDPLVHHGRVPAGIGRALLQ（配列番号19）
　RV0183-p16: IGRALLQVGETMPRRAPALT（配列番号20）
　RV0183-p17: RRAPALTAPLLVLHGTDDRL（配列番号21）
　RV0183-p18: HGTDDRLIPIEGSRRLVECV（配列番号22）
　RV0183-p19: RRLVECVGSADVQLKEYPGL（配列番号23）
　RV0183-p20: LKEYPGLYHEVFNEPERNQV（配列番号24）
　RV0183-p21: EPERNQVLDDVVAWLTERL（配列番号25）
【０１１０】
　プライマー（5’-3’）（配列番号26～29）
　plcD-1-F:　TTCAACCATCGCCGCCTCTACCA（配列番号26）
　plcD-1-R:　CCATCGCCGCCTCTACCAGT（配列番号27）
　plcD-2-F:　GGATCCATGGATGCCGGCGTCAG（配列番号28）
　plcD-2-R:　AAGCTTTTAGCACGGACCGCTCG（配列番号29）
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【０１１１】
本発明を実施するための具体的な様式
　本発明は、次の例（本発明の保護範囲を制限するよう企図するものではない）に対する
参照によって説明される。
【０１１２】
　別段の記載がない限り、例において説明される実験及び方法（例えば、分子生物学的実
験法及び免疫学的アッセイ）は、当該技術分野で周知の従来法によって、種々の参考文献
において説明されるように実質的に実施される。例えば、参照により本明細書に組み込ま
れるSambrookら, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 第2版, Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)、及びAusubelら, Current Prot
ocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992)を参照されたい。
酵素反応及び精製技術は、製造元の説明書に従って、例えば、当該技術分野で概して使用
されるように又は本明細書に説明されるように実施される。製造元が記載していない試薬
又は機器は、市販の従来製品である。当業者は、例が本発明を説明するために使用される
が、本発明の保護範囲を制限するよう企図するものではないことを理解している。本明細
書に記載の開示された解決策及び他の参考文献はすべて、参照により本明細書に組み込ま
れる。
【０１１３】
例1．組換えタンパク質RV0183のクローニング、発現及び内毒素除去精製
1.　組換えタンパク質RV0183をコードする配列を含む発現ベクターの構築
1.1.1　関心対象の遺伝子フラグメントの入手
　関心対象の遺伝子フラグメントを人工的に合成した。発現ベクターを簡便に導入するた
めに、関心対象の遺伝子フラグメントを合成するとき、BamHIについての酵素開裂部位を5
'末端に付加し、EcoRIについての酵素開裂部位を3'末端に付加した。使用するベクターは
、pMD18Tとした。それゆえ、2つの末端に酵素開裂部位含有するRV0183プラスミドを得た
。
【０１１４】
　酵素開裂：人工的に構築したRV0183をBamHI／EcoRIによる二重酵素消化へ供した。酵素
開裂産物をアガロースゲル電気泳動法によって回収した。
【０１１５】
1.1.2　関心対象の遺伝子フラグメントの融合及び発現ベクターの構築
　BamHI／EcoRIによる二重酵素消化へ供しておいたpTO-T7ベクター（当該ベクターの情報
は、Luo Wenxin, Zhang Jun, Yang Haijieら, Construction and application of an Esc
herichia coli high effective expression vector with an enhancer, Chinese Journal
 of Biotechnology, 2000, 16(5): 578～581において認めることができる）を、RV0183を
コードする酵素開裂産物へライゲートし、それにより、RV0183の遺伝子フラグメントを含
む発現ベクターpTO-T7-RV0183を得た。
【０１１６】
2.　組換えタンパク質RV0183の発現及び内毒素除去精製
　構築した発現ベクターpTO-T7-RV0183で形質転換したE.coliであるER2566（ライブラリ
において保存）を、カナマイシン（Kan）（100μg／mlの終濃度）を含有する固相LB培地
（LB培地の成分：10g／Lペプトン、5g／L酵母粉末、及び10g／L　NaCl、以後同じ）上に
延展した。静置培養を37℃で、単一のコロニーが明確に得られるまで実施した。単一のコ
ロニーを拾い上げ、液相LB培地（100μg／mlのカナマイシンを含有）へと移した。培養物
を３７℃で180rpmの振盪インキュベータの中で8時間インキュベートした。次いで、この
細菌溶液を培養フラスコ中の500ｍLの液相LB培地（100μg／mlのカナマイシン含有）へと
移し、37℃、180rpmの振盪インキュベータの中でインキュベートした。培養フラスコ中の
液体のOD600が約0.6～0.8に到達すると、IPTGを0.2mM/Lの終濃度で添加し、インキュベー
ションをさらに37℃、180rpmで4時間実施した。この培養物を5000rpmで10分間遠心分離し
た後、この細菌を回収した。
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　組換えタンパク質RV0183を使用して全血を刺激したので、内毒素は、このタンパク質生
成物から除去される必要があった。組換えタンパク質を精製して、内毒素を細菌タンパク
質から除去するための方法は、当業者に周知である。例において、次の例示的な方法を使
用した。
　回収した細菌を緩衝液（50mM TB8.0）の中で懸濁し、氷浴中に置き、超音波によって破
砕した後、12000rpmで10分間遠心分離して、封入体を回収した。
【０１１７】
　Ni-NTAカラム精製：関心対象の発現したタンパク質の上清を自己集合したNi-NTAのカラ
ム（溶媒の製造元：Qiagen）によって精製した。簡潔には、試料をNi-NTAカラムへ負荷し
た後、200mlの50mM TB8.0で溶出して、デオキシコール酸ナトリウムを除去し、最終的に
は、関心対象のタンパク質を100mlの溶離剤（150mMイミダゾール、50mM TB8.0）で溶出し
た。
　DEAEカラム精製：溶出したタンパク質をさらに、DEAEカラムによって精製した。ローデ
ィングバッファは、50mM TB8.0とし、溶離剤は、400ｍM NaCl、50mM TB8.0とした。溶出
したタンパク質を50mM TB8.0に対して透析し、保存した。
　このタンパク質の精製の間、使用した緩衝液を注射用に水で調製し、使用した実験容器
を乾燥させ、200℃で2時間を越えて焼灼した。
　2ステップ精製によって得られた組換えタンパク質RV0183をSDS-PAGEによって検出し、
結果を図１に示す。結果は、組換えタンパク質RV0183が約30kDの分子量を有し、2ステッ
プ精製の後、組換えタンパク質RV0183が、95％を越える純度を有していることを示した。
　リムルス試薬を使用して、精製した組換えタンパク質RV0183における内毒素を検出した
。結果は、2ステップ精製後に、組換えタンパク質RV0183が、100EU/mgを下回る内毒素量
を有していることを示した。
【０１１８】
例2.　組換えタンパク質Plcdのクローニング、発現及び内毒素除去精製
2.1　組換えタンパク質PlcDをコードする配列を含む発現ベクターの構築
　関心対象の遺伝子フラグメントをPCR増幅によって得た。
【０１１９】
　M. tuberculosisのゲノムフラグメントが長く、GC塩基量がより高かったので、関心対
象のフラグメントを直接増幅することは困難であった。それゆえ、関心対象のフラグメン
トを、M. tuberculosis H37/RvのゲノムDNAをテンプレートとして用いる2回のPCR増幅を
通じてのネスティッドPCR法によって得た。
【０１２０】
2.1.1　PCRプライマーの設計
　NCBIにおいて記録されているようなM. tuberculosis H37RvのPlcDタンパク質に対応す
る遺伝子配列により、プライマーをソフトウェアによって評価及びスクリーニングし、対
応する酵素開裂部位を付加した。設計したプライマーを次の通り示した。
【表２】

【０１２１】
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2.1.2　1回目のPCR増幅反応
　以下の表に従って、成分を0.5mlのエッペンドルフチューブ（Ependorf tube）の中で均
質に混合し、20μlのPCR反応系を確立した。
【表３】

【０１２２】
　増幅プログラム：前変性を95℃で10分間、本反応開始後、変性を95℃で1分間、アニー
リングを55℃で1分間、伸長を72℃で3分間を30周期、伸長を72℃で10分間行った。
【０１２３】
2.1.3　2回目のPCR増幅反応
　初回のPCR産物をテンプレートとして使用し、次の表に従って、成分を0.5mlエッペンド
ルフチューブ（Ependorf tube）の中で均質に混合して、50μlのPCR反応系を形成した。
【表４】

【０１２４】
　増幅プログラム：前変性を95℃で10分間、変性を95℃で1分間、アニーリングを55℃で1
分間、及び伸長を72℃で3分間を30周期、伸長を72℃で10分間行った。増幅産物を1％アガ
ロースゲル電気泳動法によって識別及び回収した。
【０１２５】
2.1.4　クローニングベクターの構築
　以下の成分を0.5mlエッペンドルフチューブ（Ependorf tube）の中に入れて混合し、16
℃で12時間反応させ、それにより関心対象の遺伝子フラグメントへライゲートしたpMD18-
Tクローニングベクターを得た。
【表５】

【０１２６】
2.1.5　クローニングベクターをライゲートした産物を用いた形質転換
　40μlのコンピテントDH5α細胞及び10μLのクローニングベクターライゲート産物を混
合し、氷上で15分間インキュベートして、吸着させておいた。42℃で90秒間の熱ショック
の後、反応を氷浴によって即時終止させた。200μLの抗生物質非含有LB培地を添加し、こ
の培養物を振盪インキュベータにおいて37℃で45分間インキュベートした。200μLの培養
溶液を、アンピシリンを含有する固相培地上へ延展し、この培養物を37℃で12時間インキ
ュベートした。
【０１２７】
2.1.6　クローニングベクタープラスミドの回収
　単一クローンコロニーを拾って、アンピシリンを含有する5mLの液体LB培地中に播種し
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、振盪インキュベータの中で37℃で一晩インキュベートした。1.5mLの細菌溶液を1.5mLの
エッペンドルフチューブの中に入れ、12000gで1分間遠心分離し、上清を廃棄した。250μ
Lの溶液Iを添加し、沈殿物を振盪下で完全に懸濁した。250μLの溶液IIを添加し、このチ
ューブを数回穏やかに上下転倒させ、それにより細菌を溶解した。350μLの溶液IIIを添
加し、結果として生じる混合物を均質に混合し、氷浴中に15分間置いた。12000rpmで10分
間遠心分離後、原形質回収のための平衡化しておいた吸着カラムへ上清を移し、室温で5
分間静置させておいた。その後の回収操作は、ゲル抽出におけるステップと同じであった
。
【０１２８】
　回収した産物を1％アガロースゲル電気泳動法によって識別し、回収が成功したことを
確認した。関心対象の遺伝子フラグメントを含有する得られたpMD18-Tを酵素によって開
裂させ、関心対象のクローン化したフラグメントを回収し、クローニングベクターの一部
を送って、配列決定した。
【０１２９】
2.1.7　PlcDを発現するクローニングベクターの構築
　pMD-18Tの酵素開裂によって得られた関心対象の遺伝子フラグメントを、酵素で開裂さ
せたPTO-T7ベクターへとライゲートし、このライゲーション系は、以下の通りであった：
総反応容積10μlにおけるPTO-T7ベクター（1μl）、関心対象の遺伝子フラグメント（6μ
l）、10×T4 DNAリガーゼ緩衝液（1μl）、及びT4 DNAリガーゼ（1μl）。ライゲーショ
ンのための時間は、2時間とした。
【０１３０】
2.2　発現のためのクローニングベクターを用いた形質転換ならびにタンパク質の発現及
び精製
2.2.1　発現ベクターをライゲートした産物を用いた形質転換
　このステップは、上述のライゲーションのステップと同じとした。ER2566コンピテント
細胞を形質転換に使用し、形質転換したER2566を、カナマイシン含有LB耐性培地上へと延
展した。
2.2.2　PlcDタンパク質の発現及び精製
関心対象のタンパク質の抽出
　関心対象の正しいタンパク質を少量で発現させるために識別された細菌を活性化した。
37℃で4時間のインキュベーション後、1mmol/LのIPTGを添加し、培養物を37℃で4時間維
持した。細菌を9000gで6分間の遠心分離によって回収した。この細菌をすすいだ後、再度
遠心分離して、沈殿物を回収した。この沈殿物を200mLの細菌溶液と5mLのTB8.0緩衝液と
の比で再懸濁した。再懸濁した細菌溶液を超音波処理によって破砕し、処理のための時間
を500ｍLの細菌溶液あたり3分間で算出した。超音波処理後の試料を12000gで10分間遠心
分離して、破砕した沈殿物を回収した。破砕した産物である沈殿物をTB8.0溶液で3回反復
してすすぎ、各懸濁の後、37℃のインキュベータの中での振盪へ15分間供した。6M尿素を
含有する15mLのTB8.0溶液中で再懸濁した後、この沈殿物を十分に通気した。沈殿物のほ
とんどを通気したとき、12000gで10分間の遠心分離を実施して、上清を回収し、これを後
続の精製ステップにおいて使用した。
【０１３１】
ニッケルイオンカラムアフィニティークロマトグラフィー
　Ni-NTAカラム精製：関心対象のタンパク質の発現のための上清を、自己集合したNi-NTA
カラムによって精製した（媒質の製造元：Qiagen）。試料をNi-NTAカラム上へと負荷し、
0.2％のデオキシコール酸ナトリウム、50mMのTB8.0＋6M尿素で溶出して、内毒素の一部を
除去した後、200mlの50mM TB8.0＋6M尿素で洗浄して、デオキシコール酸ナトリウムを除
去し、最終的に、関心対象のタンパク質を100mlの溶離剤（150mMのイミダゾール、50mMの
TB8.0、6Mの尿素）で溶出した。
【０１３２】
タンパク質の復元
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　plcDタンパク質を封入体の形態で発現させた。それゆえ、本実験では、6M尿素を使用し
て、この封入体を変性させ、溶解し、アフィニティークロマトグラフィー精製後にこの変
性体を勾配透析法を用いることによって徐々に除去した。透析の間、ジチオトレイトール
（DTT）を添加して、誤ったジスルフィド結合の形成を防止し、可溶性状態を保持する。
透析ステップを以下の表に示した。結果を図２に示した。
【表６】

【０１３３】
内毒素の除去及び検出
　Shigui Liuら（Liu SG, Tobias R. Removal of endotoxin from recombinant protein 
preparations [J]. Clinical Biochem, 1997, 30: 455～463）の方法によると、本実験に
おいて非イオン性界面活性剤を用いた抽出によって、内毒素を組換えタンパク質から除去
した。
　トリトンX-114をこのタンパク質溶液へと1％（w/v）の終濃度で添加し、これら2相を4
℃で均質に混合した。15分間振盪した後、トリトンX-114を含有するタンパク質溶液を37
℃の水浴中に10分間入れ、濁り系を観察し、油滴がこの溶液中に現れた。25℃、12000gで
10分間の遠心分離後、水相を注意深く取り出した。先のステップを1回反復して、水相を
収集した。処理されたタンパク質溶液中の内毒素量は、リムルス試薬ゲル法によって測定
した。
【０１３４】
例3．RV0183特異的T細胞応答のためのマーカーのスクリーニング
3.1　刺激された試料の収集及び処理
3.1.1　インビトロ刺激のための試料の収集
　凝固防止ヘパリンチューブを用いて、IGRAにおいて陽性であると検査された4名のaTB入
院患者から5mlの末梢血を収集し、IGRAにおいて陽性であると検査されかつ臨床徴候のな
い4名の潜伏感染した個体から5mlの末梢血を収集した。
【０１３５】
3.1.2　試料の刺激及び収集
　試料を9本の内毒素非含有2mlエッペンドルフチューブの中へと、エッペンドルフチュー
ブあたり500μlの末梢血で分注し、このエッペンドルフチューブの各々へ、培養溶液（15
μl）を添加した（培養溶液は、次の通り調製した。30μlのPBSへ133.33mg/mlのD型グル
コース及び166.67mM KClを添加し、PBSは次の通り調製した。2.9gのNa2HPO4・12H2O、, 0
.24 g のKH2PO4、8 g のNaCl、及び0.2 gのKClへ、超純水を1Lの終容積となるよう添加し
た。）。このエッペンドルフチューブをN、Ta、及びPと命名し、Nチューブは、いかなる
刺激薬も含有せず、Taチューブは、刺激抗原RV0183（1μg）を含有し、PチューブはPHA（
20μg）を含有した。
　末梢血をエッペンドルフチューブへ添加した後、結果として生じる混合物を、チューブ
を上下転倒させることによって均質に混合し、37℃のインキュベータの中で20～24時間イ
ンキュベートし、血漿試料を5000rpmで収集し、血漿中のサイトカイン量を測定した。
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【０１３６】
3.2　血漿中のサイトカイン量の測定
　収集した血漿試料中のサイトカインを、市販のMilliplex Kit（Merck Millipore, 米国
ミズーリ州セントチャールズ市）（バッチ番号：HCYTMAG-60K-PX38、HCP2MAG-62K-PX23、
HCP3MAG-63K-PX11）を用いることによって定量し、検出指数は、EGFを含む69種のサイト
カインを含んでおり（表２を参照されたい）、検査プラットフォームはLuminex 200とし
た（以下のステップにおける洗浄溶液、標準試料、基準試料、及び磁気ビーズを当該キッ
トから得た）。
【０１３７】
　検査ステップは、1）洗浄溶液（200μl）を96穴検査プレートにおける各ウェルへ入れ
、室温で10分間振盪し、及び洗浄溶液を取り出すこと、2）対応するウェルへ標準試料（2
5μl）及び基準試料（25μl）を別個に入れ、2つのウェルを各試料について設定したこと
、3）アッセイ緩衝液（25μl）を各試料ウェルへ添加すること、4）標準試料ウェル、基
準試料ウェル及びブランク対照ウェルの各々へ、血漿マトリックス（25μl）を添加する
こと（このマトリックスは、キットにおける試料希釈剤を指す）、5）血漿試料（25μl）
を各ウェルへ添加すること、6）磁気ビーズ（25μl）を各ウェルへ添加し、2～8℃で一晩
インキュベートすること、7）ウェルの中の液体を取り出し、このウェルをウェルあたり2
00μlの洗浄溶液で2回洗浄すること、8）検出抗体（25μl）を各ウェルへ入れ、室温で1
時間インキュベートすること、9）ストレプトアビジン（Steptavidin）－フィコエリトリ
ン（25μl）を各ウェルへ添加し、室温で30分間反応させること、10）ウェル中の液体を
取り出し、プレートを2回洗浄すること、11）シース液（150μl）を各ウェルへ入れ、振
盪下で均質に混合すること、11）このプレートをLuminex 200プラットフォームにおいて
読み取ること、ならびに12）各試料について、Nチューブの実測値をTaチューブの実測値
から減算して、差分値を最終結果として得ること（すなわち、Ta－Nによって表される、
サイトカインの実際の増分値）を含んでいた（この方法は、二重抗体サンドイッチ法であ
った）。
【０１３８】
　結果を表３に示した。サイトカインを、aTB患者及び潜伏感染集団におけるサイトカイ
ンの異なる応答について分析し、TB感染個体が活動性結核（aTB）の状態にあるか又は潜
伏結核感染（LTBI）の状態にあるかは、IL-6が有効に判定することができるスクリーニン
グによって認められた（臨床症状を有する入院TB患者はaTB患者とし、IGRAにおいて陽性
と検査されかつ臨床症状を有さない対象は潜伏感染個体とした）。
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【表７－１】
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【表７－２】

【０１３９】
例4.　RV0183を用いることによるTB感染集団からのaTB患者のスクリーニング
4.1　コホート対象情報
　4.1.1　aTB患者：活動性結核と臨床診断された79名の患者、2）潜伏結核感染（LTBI）
集団及び健常集団：このコホートへと参加した37名の医療従事者であって、IGRAにおいて
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陽性と検査されたが、結核の臨床症状を有さずかつ結核歴のない14名のヒースケア従事者
を潜伏感染個体と診断し、IGRAにおいて陰性と検査されたその他の23名のヒースケア従事
者を、M.tuberculosisに感染していない健常個体と診断した。
【０１４０】
4.2　試料収集ならびに試料刺激及び培養のためのシステム
　4.2.1　全血試料を3本の2mlエッペンドルフチューブの中へと、1本あたり500μl全血で
分注し、この3本のエッペンドルフチューブをN、Ta及びPと命名し、Nチューブは、抗原を
含有していない（例4において説明される通り調製された）培養溶液（15μl）を含んでお
り、Taチューブは、組換え抗原RV0183（1μg）を含有する培養溶液（15μl）を含んでお
り、Pチューブは、PHA（20μg）を含有する培養溶液（15μl）を含んでいた。
　4.2.2　分注後、チューブを穏やかに上下転倒させることによって、全血を均質に混合
し、37℃のインキュベータの中で20±2時間インキュベートした。
【０１４１】
　4.2.3　インキュベーション後、血漿を5000rpmで10分間の遠心分離によって収集し、IL
-6レベルを測定した。
【０１４２】
4.3　血漿中のIL-6レベルの測定
　IL-6 ELISA Kit（Xiamen Innovax Biotech CO., LTD.）を用いて、血漿中のIL-6レベル
を測定した。
【０１４３】
　1）血漿試料の処理：試料を20％新生児ウシ血清（NBS）で2倍希釈し、2）試料添加及び
インキュベーション：96穴IL-6検査プレートの各ウェルへ、処理した血漿（100μl）を入
れ、反応を37℃で40分間実施し、このプレートを5回洗浄した後、洗浄物を取り出し、3）
酵素添加及びインキュベーション：酵素標識済み二次抗体（100μl）を各ウェルへ入れ、
反応を37℃インキュベータの中で40分間実施し、プレートを5回洗浄した後、洗浄物を取
り出し、4）発色：発色溶液を入れ、反応を10分間実施し、終止溶液（50μl）を添加して
反応を終止させ、5）測定：450nmでの吸光値をELISA機器によって測定し、ならびに6）各
試料について、Nチューブの実測値をTaチューブの実測値から減算して、差分値を最終結
果として得た（すなわち、Ta－Nによって表される、サイトカインの実際の増分値）。
【０１４４】
　結果を図３に示した。500μlの末梢血細胞を1μgの組換え抗原で刺激し、aTB患者とM. 
tuberculosisに潜伏感染した集団の間のIL-6分泌レベルに有意差があった。
【０１４５】
例5.　RV0183を用いることによる一般集団からのaTB患者のスクリーニング
5.1　コホート被験者情報
　5.1.1　aTB患者：活動性結核と臨床診断された207名の患者、
　5.1.2　健康診断を受ける被験者、及び医療従事者：一般部門で健康診断を受けた65名
の被験者であって、IGRAにおいて陽性と検査されかつ臨床症状を有さない被験者をM. tub
erculosisに潜伏感染した個体と診断し、IGRAにおいて陰性と検査された被験者をM. tube
rculosisに感染していない個体と診断した。82名の医療従事者のうち、IGRAにおいて陽性
と検査されかつ臨床症状を有さない医療従事者をM. tuberculosisに潜伏感染した個体と
診断し、IGRAにおいて陰性と検査された医療従事者をM. tuberculosisに感染していない
個体と診断した。
【０１４６】
5.2　試料収集ならびに試料刺激及び培養のためのシステム
　5.2.1　3mlの末梢血を各被験者から収集し、全血を3本の2mlエッペンドルフチューブへ
1本あたり1ml全血で分注し、この3本のエッペンドルフチューブをN、Ta及びPと命名した
。各エッペンドルフチューブへ、（例4において説明した通り調製された）培養溶液（30
μl）を入れ、Nチューブへ抗原を含有しない培養溶液を入れ、Taチューブへ組換え抗原RV
0183（2μg）を含有する培養溶液（30μl）を入れ、PチューブへPHA（40μg）を含有する
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培養溶液（30μl）を入れ、
【０１４７】
　5.2.2　分注後、チューブを上下転倒させることによって全血を均質に混合し、37℃の
インキュベータの中で20±2時間静的にインキュベートし、
　5.2.3　インキュベーション後、これらのエッペンドルフチューブを遠心分離器の中に
入れ、血漿試料を5000rpmで10分間の遠心分離によって収集し、IL-6分泌レベルを測定し
、
【０１４８】
5.3　血漿中のIL-6分泌レベルの測定
　IL-6 ELISA Kit（Xiamen Innovax Biotech CO., LTD.）を用いて、血漿中のIL-6レベル
を測定した。
【０１４９】
　IL-6を測定するための方法は、例4において説明した方法と同じであった。
【０１５０】
　結果を図４に示した。RV0183を用いた末梢血細胞の刺激後、aTB患者とM. tuberculosis
に潜伏感染した集団の間には、IL-6分泌レベルに有意差があった。aTB患者とM. tubercul
osisに感染していない個体の間にも、IL-6レベルに有意差があり、結果を図５に示した。
先の結果は、RV0183がaTB患者を検出するために使用することができることを示した。
【０１５１】
例6．RV0183の抗原性フラグメントを用いることによるaTB患者のスクリーニング
6.1　コホート被験者情報
　例5と同じ。
【０１５２】
6.2　試料収集ならびに試料の刺激及び培養のためのシステム
　6.2.1　診療所におけるaTB被験者を集め、15mlの全血を各被験者から収集し、この全血
を22本のエッペンドルフチューブへ、1本あたり500μlの全血で分注した。これらのうち
、1本のエッペンドルフチューブを陰性対照チューブ（N）として用い、その他の21本のエ
ッペンドルフチューブをP1、P2、P3～P21と命名した。P1チューブへペプチドフラグメン
トRV0183-p1（1μg）を入れ、P2チューブへペプチドフラグメントRV0183-p2（1μg）を入
れるなどし、最後にはペプチドフラグメントRV0183-p21（1μg）をP21チューブへ入れた
。
　6.2.2　分注後、チューブを上下転倒させることによって全血を均質に混合し、37℃の
インキュベータの中で20±2時間静的にインキュベートし、
　6.2.3　インキュベーション後、このエッペンドルフチューブを遠心分離器の中に入れ
、血漿試料を5000rpmで10分間の遠心分離によって収集し、IL-6分泌レベルを測定し、
【０１５３】
6.3　血漿中のIL-6分泌レベルの測定
　IL-6 ELISA Kit（Xiamen Innovax Biotech CO., LTD.）を用いて、血漿中のIL-6レベル
を測定した。
　IL-6を測定するための方法は、例4において説明した方法と同じであった。
【０１５４】
　結果を図６に示した。RV0183の抗原性フラグメント（p1～p21）で刺激したaTB患者の全
血において、IL-6分泌レベルは、異なる程度まで増大したのに対し、健常被験者において
、IL-6応答はほぼなかった。この結果は、抗原性フラグメントが活動性結核を診断するた
めに使用することができることを示した。
【０１５５】
例7．RV0183及びPlcDを併用することによるaTB患者のスクリーニング
7.1　コホート被験者情報
　aTB（IGRA＋）は、TB-IGRAにおいて陽性と検査されかつ活動性結核と診断された患者を
表し、aTB（IGRA－）は、TB-IGRAにおいて陰性と検査されかつ活動性結核と診断された患
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者を表した。HC（IGRA＋）は、TB-IGRAにおいて陽性と検査された健常被験者を表し、HC
（IGRA－）は、TB-IGRAにおいて陰性と検査された健常被験者を表した。aTB（IGRA＋）に
ついては55名、aTB（IGRA－）については9名、HC（IGRA＋）については13名、及びHC（IG
RA－）については52名の被験者がいた。
【０１５６】
7.2　試料収集ならびに試料の刺激及び培養のためのシステム
　7.2.1　4mlの末梢血を各被験者から収集し、全血を4本の2mlエッペンドルフチューブへ
、1本あたり1ml全血で分注し、この4本のエッペンドルフチューブをN、Ta1、Ta2、及びP
と命名し、（例4において説明通り調製された）培養溶液（30μl）を各エッペンドルフチ
ューブへ入れ、Nチューブへ抗原を含有しない培養溶液を入れ、Ta1チューブへ組換え抗原
RV0183（2μg）を含有する培養溶液（30μl）を入れ、Ta2チューブへ組換え抗原Plcd（2
μg）を含有する培養溶液（30μl）を入れ、PチューブへPHA（40μg）を含有する培養溶
液（30μl）を入れ、
　7.2.2　分注後、チューブを上下転倒させることによって全血を均質に混合し、37℃の
インキュベータの中で20±2時間静的にインキュベートし、
【０１５７】
　7.2.3　インキュベーション後、このエッペンドルフチューブを遠心分離器の中に入れ
、血漿試料を5000rpmで10分間の遠心分離によって収集し、IL-6分泌レベルを測定し、
【０１５８】
7.3　血漿中のIL-6分泌レベルの測定
　IL-6 ELISA Kit（Xiamen Innovax Biotech CO., LTD.）を用いて、血漿中のIL-6分泌レ
ベルを測定した。
　IL-6を測定するための方法は、例4において説明した方法と同じであった。
　結果を図７Ａ～図７Ｂに示した。RV0183及びPlcdを用いた被験者の全血の刺激から結果
として生じた実際に変化したIL-6レベルは、aTB患者のスクリーニングにおいて相補的な
効果を有していた。ROC分析をさらに用いて、活動性結核の診断において、RV018もしくは
Plcdを単独で用いた効果、又はRV0183及びPlcDを併用した効果を検査した。ROC曲線は、
アッセイにおけるRV0183及びPlcDの併用が、このアッセイの感度及び特異度を亢進させる
ことができることを示し、結果を図８に示した。
　先の結果からわかるように、RV0183又はPlcdを用いた刺激から結果的に生じた実際に変
化したIL-6レベルは、aTB患者の検出のために単独で使用することができ又は併用するこ
とができ、高い感度及び特異度を有していた。
【０１５９】
例8．M. tuberculosisの他の抗原が活動性結核をスクリーニング又は診断する能力の評価
8.1　コホート被験者情報
　活動性結核と臨床診断された5名の患者、及び臨床症状を有さない5名の潜伏感染した個
体から、全血試料を収集した。
【０１６０】
8.2　試料収集及び試料刺激培養のためのシステム
　8.2.1　10mlの全血試料を収集し、9本のエッペンドルフチューブへ1本あたり1mlの全血
で分注した。これらのうち、1本のエッペンドルフチューブを陰性対照チューブ（N）とし
て用い、その他の8本のエッペンドルフチューブへ、表３に列挙されるような7種の抗原の
うちの1種を1本あたり2μgで入れ、
【０１６１】
　8.2.2　分注後、チューブを上下転倒させることによって全血を均質に混合し、37℃の
インキュベータの中で20±2時間静的にインキュベートし、
【０１６２】
　8.2.3　インキュベーション後、このエッペンドルフチューブを遠心分離器の中に入れ
、血漿試料を5000rpmで10分間の遠心分離によって収集し、IL-6分泌レベルを測定し、
【０１６３】
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8.3　血漿中のIL-6分泌レベルの測定
　IL-6 ELISA Kit（Xiamen Innovax Biotech CO., LTD.）を用いて、血漿中のIL-6レベル
を測定した。
【０１６４】
　IL-6を測定するための方法は、例4において説明した方法と同じであった。
【０１６５】
　結果を表４に示した。ESAT-6、CFP-10、RV1009、RV1884c、RV2389c、RV2450c、RV3097c
、及びRV3542などの抗原を用いた刺激後、aTB試料とLTBI試料の間にIL-6レベルの有意な
変化はなく、すなわち、これらの抗原を使用して活動性結核を潜伏結核感染と区別するこ
とはできなかった。
【表８】

【０１６６】
例9．RV0183のポリペプチドライブラリを用いることによる、異なる肺疾患に罹患してい
る患者からのaTB患者のスクリーニング
9.1　コホート被験者情報
　9.1.1　活動性TB症例：活動性結核と臨床診断された101名の患者、
　9.1.2　慢性結核の症例：臨床症状を有さなかった19名の慢性結核患者、
　9.1.3　診療所における非TB肺疾患を有する症例：IGRAにおいて陽性と検査され、M. tu
berculosisに潜伏感染した個体である症例；IGRAにおいて陰性と検査され、M. tuberculo
sisに感染していなかった個体である症例。
【０１６７】
9.2　試料収集ならびに試料の刺激及び培養のためのシステム
　9.2.1　試料収集：試料の収集及び処理は、例5において説明したのと同じであった。
　9.2.2　試料の刺激及び培養：RV0183の21個の抗原性フラグメント（配列番号5～25）を
含むポリペプチドライブラリを刺激薬（Ta）として用いて、全血を刺激した。このポリペ
プチドライブラリの各ポリペプチドを1μg/mLの濃度の溶液として製剤し、これらの溶液
を等量で混合した後、30μLを本実験において用いた。他の操作は、例5において説明した
ものと同じであった。
【０１６８】
9.3　IL-6レベルの測定
　例5と同じ。
【０１６９】
　結果を図９に示した。RV0183のポリペプチドライブラリを用いた全血試料の刺激後、aT
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B患者におけるIL-6レベルは、慢性肺結核患者及び他の肺疾患患者におけるIL-6レベルよ
りも有意に高く、このポリペプチドライブラリがaTB患者をスクリーニングするために使
用することができることを示した。
【０１７０】
　本発明の具体的な実施形態を詳細に説明してきたが、当業者は、開示された教示全部に
より、種々の修正及び変更を行うことができること、ならびにこのような修正及び変更が
本発明の範囲内であることを理解するであろう。本発明の範囲は、添付の特許請求の範囲
及びその何らかの等価物によって与えられる。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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【図５】

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】
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