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(57)【要約】
本発明は炎症関連疾患の診断のためのバイオマーカーに
関する。
【選択図】図６



(2) JP 2019-516086 A 2019.6.13

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　疾患が炎症関連疾患である、疾患のインビトロ/エクスビボ診断における、被験者から
得た試料中のN4‐アセチルシチジンおよびアデニンから成る群から選択される少なくとも
1つのヌクレオチド由来代謝物の使用。
【請求項２】
　疾患がインフラマソーム関連疾患である、請求項1に記載の使用。
【請求項３】
　疾患が慢性炎症、好ましくは低悪性慢性炎症、または心血管疾患、好ましくは高血圧症
である、請求項1か2のいずれか1項に記載の使用。
【請求項４】
　疾患が慢性炎症により誘導された心血管疾患である、請求項1か2のいずれか1項に記載
の使用。
【請求項５】
　被験者が少なくとも60歳である、請求項1～4のいずれか1項に記載の使用。
【請求項６】
　試料が血液、血清、血漿、尿であり、好ましくは血清である、請求項1～5のいずれか1
項に記載の使用。
【請求項７】
　少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度が免疫アッセイ、アプタマーに基づく
アッセイ、質量分析に基づくアッセイから成る群から選択されるアッセイを用いて測定さ
れる、請求項1～6のいずれか1項に記載の使用。
【請求項８】
　疾患が炎症関連疾患であり、方法がアデニンおよび4N4‐アセチルシチジンから成る群
から選択される少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度測定のステップを含み、
被験者から得た試料中での被験者の疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断方法。
【請求項９】
　疾患がインフラマソーム関連疾患である、請求項8に記載の方法。
【請求項１０】
　疾患が慢性炎症、好ましくは低悪性慢性炎症、または心血管疾患、好ましくは高血圧症
である、請求項8か9のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１】
　疾患が慢性炎症により誘導された心血管疾患である、請求項8か9のいずれか1項に記載
の方法。
【請求項１２】
　被験者が少なくとも60歳である、請求項8～11のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３】
　化合物が疾患の治療に有効であるかを測定するスクリーニング方法であって、かかる方
法は：
　　　　-　N4‐アセチルシチジンおよびアデニンから成る群から選択される少なくとも1
つのヌクレオチド由来代謝物を産生する細胞により、インビトロでの化合物をインキュベ
ートするステップ、および、
　　　　-　少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の産生における、かかる化合物によ
る減少の程度を測定するステップ
を包含する、前記方法。
【請求項１４】
　疾患治療中の被験者における治療有効性のモニターリング方法であって、疾患が炎症関
連疾患であり、かかる方法は：
-　時間をかけて被験者から得た試料中の、アデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成
る群から選択される少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度測定、および
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-　少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度の進展測定
を包含し、それによって：
時間をかけて少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度が低下している場合は、か
かる治療は有効であり、および
時間をかけて少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度が安定的か、または増加し
ている場合は、かかる治療は効果が無い
前記方法。
【請求項１５】
　試料中の疾患を診断するキットであって、疾患が炎症関連疾患であり、かかるキットは
：
アデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成る群から選択される少なくとも1つのヌクレ
オチド由来代謝物の検出を可能にする1つ以上の試薬
を包含する、前記キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は炎症関連疾患の診断の為のバイオマーカーに関する。
【背景技術】
【０００２】
　炎症、特に低悪性慢性炎症は心血管状態を含めた加齢による多くの疾患の特徴であるが
、そのメカニズムは不明のままである（Howcroft et al., The role of inflammation in
 age-related disease. Aging 5, 84-93, 2013; Okin et al., Evolution of inflammato
ry diseases. Current biology: CB 22, R733-740, 2012; Scrivo et al., Inflammation
 as “common soil” of the multifactorial diseases. Autoimmunity reviews 10, 369
-374, 2011）。
【０００３】
　インフラマソームは炎症の重要な決定因子である。NOD様受容体（NLRs）または「アブ
セント・イン・メラノーマ2」（AIM2）蛋白質からなる、これらの構造は病原体または細
胞ストレスの産生する特異的なサイトゾル決定因子を認識して、カスパーゼ1依存的な成
熟と、インターロイキン‐1ファミリーのサイトカイン（IL1FC）の分泌を誘発する（Mart
inon et al., The inflammasome: a molecular platform triggering activation of inf
lammatory caspases and processing of proIL-beta. Molecular cell 10, 417-426, 200
2）。
　IL1FCは一部の高齢者に高レベルで見出される強力な炎症性サイトカインを含んでおり
（Furman et al., Apoptosis and other immune biomarkers predict influenza vaccine
 responsiveness. Molecular systems biology 9, 659, 2013）、心血管疾患（Duewell e
t al., NLRP3 inflammasomes are required for atherogenesis and activated by chole
sterol crystals. Nature 464, 1357-1361, 2010）、癌（Zitvogel et al., Inflammasom
es in carcinogenesis and anticancer immune responses. Nature immunology 13, 343-
351, 2012）、機能低下（Youm et al., Canonical Nlrp3 inflammasome links systemic 
low-grade inflammation to functional decline in aging. Cell metabolism 18, 519-5
32, 2013）、その他の変性疾患（Sardi et al., Alzheimer’s disease, autoimmunity a
nd inflammation. The good, the bad and the ugly. Autoimmunity reviews 11, 149-15
3, 2011）などとのリスク増加と直接的に結合していることが示されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　老齢化ラットの近年の試験ではインフラマソームの活性化と関連した複数分子の発現レ
ベルは、IL1FCのレベルのように有意に上昇した（Song et al., The expression changes
 of inflammasomes in the aging rat kidneys. The journals of gerontology. Series 
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　しかしインフラマソームがヒトの加齢において活性化されているか、またこのような変
化が臨床的に関連するかは知られていない。
　このことから炎症関連疾患のリスクのある患者の同定に有用なバイオマーカーが必要で
ある。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　この観点から本発明の目的は炎症関連疾患の診断に有用なバイオマーカーの提供である
。
　本発明の別の目的は炎症関連疾患の診断方法の提供である。
　本発明の別の目的は治療用の化合物の有効性の測定のためのスクリーニング法の提供で
ある。
　本発明の別の目的は炎症関連疾患がある治療中の被験者において、治療有効性のモニタ
ーリング方法の提供である。
　更に別の目的は炎症関連疾患の診断キットの提供である。
【発明の効果】
【０００６】
　本発明は炎症関連疾患の診断に有用なバイオマーカーとして少なくとも1つのヌクレオ
チド由来代謝物の使用に関する。
　本発明は疾患が炎症関連疾患であり、疾患のインビトロ/エクスビボ診断における、被
験者から得た試料中のアデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成る群から選択される少
なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の使用に関する。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　本発明は2種類の循環ヌクレオチド由来代謝物、つまりアデニンおよびN4‐アセチルシ
チジンがNLRC4インフラマソーム（N4‐アセチルシチジンはNLRC4蛋白質の発現を誘導し、
またアデニンはNLRC4インフラマソームを活性化する）を刺激して活性化することで、結
果的にインターロイキンIL-1β、IL-18の産生を誘導してin vivoでのマウスの血小板の活
性化と血圧の上昇が引き起こされるという、発明者らが行った予期外の観察に基づいてい
る。
【０００８】
　本発明において用語「はプリンまたはピリミジン、それぞれから由来の窒素塩基の2種
類の群という意味である。これらの窒素塩基はリボース（リボヌクレオシド）またはデオ
キシリボース（デオキシリボヌクレオシド）に結合しても結合しなくても良い。
　とりわけアデニンは下記の式（i）で表されるプリン誘導体である：
【化１】

　とりわけN4‐アセチルシチジンは下記の式（ii）で表されるリボースに結合しているピ
リミジン誘導体である：
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【化２】

【０００９】
　本発明において用語「炎症関連疾患」とは炎症反応から直接的または間接的に生じる疾
患という意味である。かかる疾患は必ずしも炎症疾患であるわけではないが、この疾患は
疾患プロセスに有意に寄与する炎症成分を有すると認められる。
【００１０】
　１つの実施形態において本発明は、かかる疾患がインフラマソーム関連疾患である上に
定義した使用に関する。
　本発明において用語「インフラマソーム」とはNLRP3、NLRC4、AIM2、NLRP6を含む、い
くつかの蛋白質の周りに構築された蛋白質複合体という意味である。微生物、ストレス、
損傷などの多様なシグナルに応答して、この蛋白質複合体はカスパーゼ－1を活性化し、
引き続いて炎症促進性サイトカインの分泌および細胞死を誘導する。
　本発明において用語「インフラマソーム関連疾患」とは、インフラマソームが疾患の発
症と進展に重要な役割を果たす炎症関連疾患の一群という意味である。
　インフラマソームにより誘導されるIL-1βとIL-18は数多くの主要炎症性サイトカイン
（TNFα、IL-6、…）の産生を誘導するので、炎症反応の刺激と、炎症に関与する種々の
細胞型（マクロファージ、血小板、好中球など）の活性化に重要な役割を果たしている。
　インフラマソーム関連疾患としてはこれらに限定されないが慢性炎症、代謝異常に関連
する炎症（肥満、2型糖尿病、アテローム性動脈硬化）、心血管疾患（高血圧症、血管疾
患／血管収縮）、変性疾患（アルツハイマー病、パーキンソン病）が挙げられる。
【００１１】
　１つの実施形態において本発明は疾患が慢性炎症、好ましくは低悪性慢性炎症、または
心血管疾患、好ましくは高血圧症である、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が代謝異常に関連する炎症である、上に定義した
使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が変性疾患である、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が慢性炎症により誘導された心血管疾患である、
上に定義した使用に関する。
【００１２】
　本発明において用語「慢性炎症」とは新たな結合組織形成を主に特徴とする、遅延性か
つ持続性（数日間、数週間、または数か月間）の炎症という意味である。これは急性型ま
たは遅延性低悪性型の継続であり得る。
　本発明において用語「低悪性慢性炎症」とは、炎症性サイトカイン（IL-6、TNF-αまた
はIFN-γなど）および急性期蛋白質（C反応性蛋白質（CRP）など）の血漿濃度における遅
延的かつ持続的な2～3倍増加で特徴付けられる。
　本発明において用語「心血管疾患」とは、心臓と血管の機能障害を特徴とする異常とい
う意味である。これらに限定されないが高血圧症、動脈硬化、脳卒中が挙げられる。
【００１３】
　１つの実施形態において本発明は疾患が高血圧症である、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が動脈硬化である、上に定義した使用に関する。
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　１つの実施形態において本発明は疾患が脳卒中である、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が低悪性慢性炎症および／または高血圧症である
、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物がアデニン
である、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物がN4‐アセ
チルシチジンである、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物がアデニン
およびN4‐アセチルシチジンである、上に定義した使用に関する。
【００１４】
　本発明者らが示すようにN4‐アセチルシチジンおよびアデニンとの両者の存在は、イン
フラマソームの活性化とIL1FCの分泌を行う信号を供給する。このことから好ましくは、
これら2つの代謝物は炎症関連疾患の診断において組み合わせて使用される。
　好ましい実施形態において本発明は被験者がヒトである、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明はかかるヒトが少なくとも60歳である、上に定義した使
用に関する。
　好ましい実施形態において被験者は好ましくは60、65、70、75、80、85、90、95、100
歳以上の高齢者である。
【００１５】
　１つの実施形態において本発明は試料が血液、血清、血漿、尿であり、好ましくは血清
である、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度が免
疫アッセイ、アプタマーに基づくアッセイ、質量分析に基づくアッセイから成る群から選
択されるアッセイを用いて測定される、上に定義した使用に関する。
【００１６】
　１つの実施形態において本発明は慢性炎症についての、特に低悪性慢性炎症についての
インビトロ/エクスビボ診断における、被験者から得た試料中のアデニンの使用に関する
。
　１つの実施形態において本発明は心血管疾患についての、特に高血圧症、脳卒中、動脈
硬化から成る群から選択される心血管疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断におけ
る、被験者から得た試料中のアデニンの使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は代謝異常に関連する炎症についてのインビトロ/エク
スビボ診断における、被験者から得た試料中のアデニンの使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は変性疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断にお
ける、被験者から得た試料中のアデニンの使用に関する。
【００１７】
　１つの実施形態において本発明は慢性炎症についての、特に低悪性慢性炎症についての
インビトロ/エクスビボ診断における、被験者から得た試料中のN4‐アセチルシチジンの
使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は心血管疾患についての、特に高血圧症、脳卒中、動脈
硬化から成る群から選択される心血管疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断におけ
る、被験者から得た試料中のN4‐アセチルシチジンの使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は代謝異常に関連する炎症についてのインビトロ/エク
スビボ診断における、被験者から得た試料中のN4‐アセチルシチジンの使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は変性疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断にお
ける、被験者から得た試料中のN4‐アセチルシチジンの使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は慢性炎症についての、特に低悪性慢性炎症についての
インビトロ/エクスビボ診断における、被験者から得た試料中のアデニンおよびN4‐アセ
チルシチジンの使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は心血管疾患についての、特に高血圧症、脳卒中、動脈
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硬化から成る群から選択される心血管疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断におけ
る、被験者から得た試料中のアデニンおよびN4‐アセチルシチジンの使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は代謝異常に関連する炎症についてのインビトロ/エク
スビボ診断における、被験者から得た試料中のアデニンとN4‐アセチルシチジンの使用に
関する。
　１つの実施形態において本発明は変性疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断にお
ける、被験者から得た試料中のアデニンとN4‐アセチルシチジンの使用に関する。
【００１８】
　他の態様において本発明は疾患が炎症関連疾患であり、方法がアデニンおよびN4‐アセ
チルシチジンから成る群から選択される少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度
測定のステップを含み、被験者から得た試料中での被験者の疾患についてのインビトロ/
エクスビボ診断方法に関する。
　他の態様において本発明はまた、疾患がインフラマソーム関連疾患である、上に定義し
た方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が慢性炎症、好ましくは低悪性慢性炎症、または
心血管疾患、好ましくは高血圧症である、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が代謝異常に関連する炎症である、上に定義した
方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が変性疾患である、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が慢性炎症により誘導された心血管疾患である、
上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が高血圧症である、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が動脈硬化である、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が脳卒中である、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は疾患が低悪性慢性炎症および／または高血圧症である
、上に定義した方法に関する。
【００１９】
　１つの実施形態において本発明は少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物がアデニン
である、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物がN4‐アセ
チルシチジンである、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物がアデニン
およびN4‐アセチルシチジンである、上に定義した方法に関する。
【００２０】
　１つの実施形態において本発明は被験者がヒトである、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明はヒトが少なくとも60歳である、上に定義した方法に関
する。
　１つの実施形態において本発明は試料が血液、血清、血漿、尿であり、好ましくは血清
である、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度が免
疫アッセイ、アプタマーに基づくアッセイ、質量分析に基づくアッセイから成る群から選
択されるアッセイを用いて測定される、上に定義した方法に関する。
【００２１】
　１つの実施形態において本発明は疾患の診断をされる被験者から得た試料中の少なくと
も1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度を基準値と比較するステップを更に含む、上に定
義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は被験者から得た試料中の少なくとも1つのヌクレオチ
ド由来代謝物の濃度が、かかる疾患を示す少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の最
低濃度と、好ましくは疾患を有する被験者から得た試料中の少なくとも1つのヌクレオチ
ド由来代謝物の平均濃度に対応した最低濃度と比べて有意に同等かそれ以上であるのかを
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測定するステップを更に含む、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は被験者から得た試料中の少なくとも1つのヌクレオチ
ド由来代謝物の濃度が、健康な状態を示す少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の最
大濃度と、好ましくは健康な被験者から、または炎症関連疾患の無い被験者から得た試料
中の少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の平均濃度に対応した最大濃度と比べて有
意に大きいのかを測定するステップを更に含む、上に定義した方法に関する。
【００２２】
　１つの実施形態において本発明は被験者から得た血清試料中のN4‐アセチルシチジンの
濃度が200nMより大きい、好ましくは250nMより大きい、より好ましくは300nMより大きい
のかを測定するステップを更に含む、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は被験者から得た血清試料中のアデニンが100nMより大
きい、好ましくは150nMより大きい、より好ましくは200nMより大きいのかを測定するステ
ップを更に含む、上に定義した方法に関する。
　発明において、被験者の血清中での200nMより大きいN4‐アセチルシチジン濃度および
／または被験者の血清中での100nMより大きいアデニン濃度は炎症関連疾患のリスク、特
にインフラマソーム関連疾患のリスク、より詳しくは慢性炎症または高血圧症のリスクを
示す。
【００２３】
　１つの実施形態において本発明は疾患が慢性炎症、好ましくは低悪性慢性炎症から選択
される被験者の疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断方法に関するものであり、か
かる方法は被験者から得た試料中のアデニンの濃度を測定するステップを含む。
　１つの実施形態において本発明は疾患が心血管疾患であり、好ましくは高血圧症、脳卒
中、動脈硬化から成る群から選択される被験者の疾患についてのインビトロ/エクスビボ
診断方法に関するものであり、かかる方法は被験者から得た試料中のアデニンの濃度を測
定するステップを含む。
【００２４】
　１つの実施形態において本発明は疾患が代謝異常に関連する炎症である被験者の疾患に
ついてのインビトロ/エクスビボ診断方法に関するものであり、かかる方法は被験者から
得た試料中のアデニンの濃度を測定するステップを含む。
　１つの実施形態において本発明は疾患が変性疾患である被験者の疾患についてのインビ
トロ/エクスビボ診断方法に関するものであり、かかる方法は被験者から得た試料中のア
デニンの濃度を測定するステップを含む。
【００２５】
　１つの実施形態において本発明は疾患が慢性炎症であり、好ましくは低悪性慢性炎症で
ある被験者の疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断方法に関するものであり、かか
る方法は被験者から得た試料中のN4‐アセチルシチジンの濃度を測定するステップを含む
。
　１つの実施形態において本発明は疾患が心血管疾患であり、好ましくは高血圧症、脳卒
中、動脈硬化から成る群から選択される被験者の疾患についてのインビトロ/エクスビボ
診断方法に関するものであり、かかる方法は被験者から得た試料中のN4‐アセチルシチジ
ンの濃度を測定するステップを含む。
　１つの実施形態において本発明は疾患が代謝異常に関連する炎症である被験者の疾患に
ついてのインビトロ/エクスビボ診断方法に関するものであり、かかる方法は被験者から
得た試料中のN4‐アセチルシチジンの濃度を測定するステップを含む。
　１つの実施形態において本発明は疾患が変性疾患である被験者の疾患についてのインビ
トロ/エクスビボ診断方法に関するものであり、かかる方法は被験者から得た試料中のN4
‐アセチルシチジンの濃度を測定するステップを含む。
　１つの実施形態において本発明は疾患が慢性炎症であり、好ましくは低悪性慢性炎症で
ある、被験者の疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断方法に関するものであり、か
かる方法は被験者から得た試料中のアデニンおよびN4‐アセチルシチジンの濃度を測定す
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るステップを含む。
　１つの実施形態において本発明は疾患が心血管疾患であり、好ましくは高血圧症、脳卒
中、動脈硬化から成る群から選択される被験者の疾患についてのインビトロ/エクスビボ
診断方法に関するものであり、かかる方法は被験者から得た試料中のアデニンおよびN4‐
アセチルシチジンの濃度を測定するステップを含む。
　１つの実施形態において本発明は疾患が代謝異常に関連する炎症である被験者の疾患に
ついてのインビトロ/エクスビボ診断方法に関するものであり、かかる方法は被験者から
得た試料中のアデニンおよびN4‐アセチルシチジンの濃度を測定するステップを含む。
　１つの実施形態において本発明は疾患が変性疾患である被験者の疾患についてのインビ
トロ/エクスビボ診断方法に関するものであり、かかる方法は被験者から得た試料中のア
デニンおよびN4‐アセチルシチジンの濃度を測定するステップを含む。
【００２６】
　他の態様において本発明はまた、化合物が疾患の治療に有効であるかを測定するスクリ
ーニング方法に関するが、かかる方法は： 
　　　　-　アデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成る群から選択される少なくとも1
つのヌクレオチド由来代謝物を産生する細胞により、インビトロでの化合物をインキュベ
ートするステップ、および、
　　　　-　少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の産生における、かかる化合物によ
る減少の程度を測定するステップ
を包含する。
【００２７】
　１つの実施形態において本発明は化合物がアデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成
る群から選択される少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の存在下で、インビトロで
の細胞でインキュベートする上に定義したスクリーニング方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は、かかる細胞によるIL-1β分泌に対する、かかる化合
物による減少の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
関する。
　１つの実施形態において本発明は、かかる細胞によるIL-18分泌に対する、かかる化合
物による減少の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
関する。
【００２８】
　好ましい実施形態において細胞は単球、マクロファージ、好中球から成る群から選択さ
れる。
　好ましい実施形態において本発明は疾患が慢性炎症であり、好ましくは低悪性慢性炎症
である、上に定義したスクリーニング方法に関する。
　好ましい実施形態において本発明は血管疾患、好ましくは高血圧症である、上に定義し
たスクリーニング方法に関する。
【００２９】
　他の態様において本発明はまた、化合物が疾患の治療に有効であるかを測定するスクリ
ーニング方法に関するが、かかる方法は：
　　　　-　動物に化合物を投与するステップ、および
　　　　-　動物の血清中でのアデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成る群から選択
される少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度に対する、かかる化合物による減
少の程度を測定するステップ
を包含する。
【００３０】
　１つの実施形態において、本発明は化合物がアデニンおよびN4‐アセチルシチジンから
成る群から選択されるヌクレオチド由来代謝物の存在下で、動物に投与される上に定義し
たスクリーニング方法に関する。好ましくは、動物はマウス、ラット、ラビットから成る
群から選択される。
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　１つの実施形態において、かかる動物はヒトではない。
【００３１】
　１つの実施形態において本発明は動物の血清中でのIL-1βの濃度に対する、かかる化合
物による減少の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
関する。
　１つの実施形態において本発明は動物の血清中でのIL-18の濃度に対する、かかる化合
物による減少の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
関する。
　１つの実施形態において本発明は、かかる動物の血圧低下および／または動脈硬化の程
度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に関する。
【００３２】
　他の態様において本発明は化合物が炎症反応を誘導するかどうかを決定するスクリーニ
ング方法に関するが、かかる方法は：
　　　　-　アデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成る群から選択される少なくとも1
つのヌクレオチド由来代謝物を産生する細胞により、インビトロでの化合物をインキュベ
ートするステップ、および、
　　　　-　少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の産生における、かかる化合物によ
る増加の程度を測定するステップ
を包含する。
　とりわけ上に定義したスクリーニング方法はインフラマソームに関連する炎症反応を誘
導するかどうかの決定に使用することができる。
【００３３】
　１つの実施形態において本発明は化合物がアデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成
る群から選択される少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の存在下で、インビトロで
の細胞でインキュベートする、上に定義したスクリーニング方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は細胞によるIL-1β分泌に対する、化合物による増加の
程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は細胞によるIL-18分泌に対する化合物による増加の程
度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に関する。
【００３４】
　好ましい実施形態において細胞は単球、マクロファージ、好中球から成る群から選択さ
れる。
　他の態様において本発明は、化合物が炎症反応を誘導するかどうかを決定するスクリー
ニング方法に関するが、かかる方法は：
　　　　-　動物に化合物を投与するステップ、および
　　　　-　動物の血清中でのアデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成る群から選択
される少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度に対する、かかる化合物による増
加の程度を測定するステップ
を包含する。
１つの実施形態において本発明は化合物がアデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成る
群から選択されるヌクレオチド由来代謝物の存在下で、動物に投与される、上に定義した
スクリーニング方法に関する。
好ましくは、動物はマウス、ラット、ラビットから成る群から選択される。
１つの実施形態において、かかる動物はヒトではない。
【００３５】
　１つの実施形態において本発明は動物の血清中でのIL-1βの濃度に対する、かかる化合
物による増加の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
関する。
　１つの実施形態において本発明は動物の血清中でのIL-18の濃度に対する、かかる化合
物による増加の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
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関する。
　１つの実施形態において本発明は、かかる動物の血圧上昇および／または動脈硬化の程
度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に関する。
【００３６】
　他の態様において本発明は疾患治療中の被験者における治療有効性のモニターリング方
法に関連するが、疾患が炎症関連疾患であり、かかる方法は：
-　時間をかけて被験者から得た試料中の、アデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成
る群から選択される少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度測定、および
-　少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度の進展測定
を包含し、それによって：
時間をかけて少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度が低下している場合は、か
かる治療は有効であり、および
時間をかけて少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度が安定的か、または増加し
ている場合は、かかる治療は効果が無い
方法である。
【００３７】
　１つの実施形態において本発明は少なくとも1つのヌクレオチド由来代謝物の濃度が治
療前に得られた少なくとも1つの試料と、治療のための一回目の投与後に得られた少なく
とも1つの試料において測定される、上に定義した治療有効性のモニターリング方法に関
連する。
【００３８】
　他の態様において本発明は、また試料中の疾患を診断するキットに関連するが、疾患が
炎症関連疾患であり、かかるキットは：
アデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成る群から選択される少なくとも1つのヌクレ
オチド由来代謝物の検出を可能にする1つ以上の試薬
を包含する。
　他の態様において本発明は疾患がある治療中の被験者において、治療有効性のモニター
リング用キットに関連するが、疾患が炎症関連疾患であり、かかるキットは：
アデニンおよびN4‐アセチルシチジンから成る群から選択される少なくとも1つのヌクレ
オチド由来代謝物の検出を可能にする1つ以上の試薬
を包含する。
　１つの実施形態において本発明は1つ以上の試薬が少なくとも1つ以上のヌクレオチド由
来代謝物を検出するアプタマーを含む、上に定義したキットに関連する。
　１つの実施形態において本発明はアデニン検出用のアプタマーおよび／またはN4‐アセ
チルシチジン検出用のアプタマーを含む、上に定義したキットに関連する。
【００３９】
　補完的態様において本発明はまた、心血管疾患のインビトロ/エクスビボ診断における
、被験者から得た試料中のNLRC4遺伝子の使用に関連する。
　本発明はNLRC4遺伝子が心血管疾患の被験者において過剰発現されるという、発明者ら
が行った予想外の観察に基づいている。
　１つの実施形態において本発明は心血管疾患のインビトロ/エクスビボ診断における、
被験者から得た試料中の配列番号1に少なくとも90%の同一性を有する配列を含むか、また
はそれよりなる核酸の使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は心血管疾患のインビトロ/エクスビボ診断における、
被験者から得た試料中の配列番号1に少なくとも91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98
%、または99%の同一性を有する配列を含むか、またはそれよりなる核酸の使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は心血管疾患のインビトロ/エクスビボ診断における、
被験者から得た試料中の配列番号2に少なくとも90%の同一性を有する配列を含むか、また
はそれよりなる蛋白質の使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は心血管疾患のインビトロ/エクスビボ診断における、
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被験者から得た試料中の配列番号2に少なくとも91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98
%、または99%の同一性を有する配列を含むか、またはそれよりなる蛋白質の使用に関する
。
【００４０】
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【表１－２】

【００４１】
　１つの実施形態において本発明は心血管疾患が高血圧症および／または動脈硬化である
、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は被験者がヒトである、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明はヒトが少なくとも60歳である、上に定義した使用に関
する。
　好ましい実施形態において被験者は、好ましくは60、65、70、75、80、85、90、95、10
0歳以上の高齢者である。
【００４２】
　１つの実施形態において本発明は試料が血液、血清、血漿、尿またはPBMC（末梢血単核
細胞）である、好ましくは血清である、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明はRT-PCR、マイクロアレイ、またはノーザンブロットか
ら成る群から選択されるアッセイを使用してNLRC4遺伝子発現がそのmRNAの濃度測定で決
定される、上に定義した使用に関する。
　１つの実施形態において本発明は免疫ブロットまたはELISAなどの免疫アッセイを使用
してNLRC4遺伝子発現がその蛋白質の濃度測定で決定される、上に定義した使用に関する
。
【００４３】
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　他の態様において本発明は被験者の心血管疾患についてのインビトロ/エクスビボ診断
方法に関するものであり、かかる方法は被験者から得た試料中のNLRC4遺伝子発現測定の
ステップを含む。
　１つの実施形態において本発明は被験者から得た試料中のNLEC4遺伝子発現が心血管疾
患を示すNLRC4遺伝子の最低発現と、好ましくは疾患を有する被験者から得た試料中のNLR
C4遺伝子の平均濃度に対応した最低濃度と比べて有意に同等かそれ以上であるのかを測定
するステップを更に含む、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は被験者から得た試料中のNLEC4遺伝子発現が健康な状
態を示すNLRC4遺伝子の最大発現と、好ましくは健康な被験者または炎症関連疾患でない
被験者から得た試料中のNLRC4遺伝子の平均発現に対応した最大発現と比べて有意に大き
いかを測定するステップを更に含む、上に定義した方法に関する。
　１つの実施形態において本発明は、かかる被験者から得た試料中のNLRC4遺伝子発現が
被験者から得た試料中のNLRC4遺伝子発現が健康な被験者または炎症関連疾患でない被験
者から得た試料中のNLRC4遺伝子の平均発現に比べて少なくとも1.5倍高いかを測定するス
テップを更に含む、上に定義した方法に関する。
【００４４】
　本発明においてNLRC4遺伝子発現の1.5倍増加は心血管疾患のリスク、特に高血圧症を示
す。
　他の態様において本発明はまた化合物が心血管疾患の、好ましくは高血圧症の治療に有
効であるかを測定するスクリーニング方法に関するが、かかる方法は： 
　　　　-　NLRC4遺伝子を発現する細胞とインビトロでの化合物をインキュベートするス
テップ、および、
　　　　-　NLRC4遺伝子発現に対する化合物による減少の程度を測定するステップ
を包含する。
【００４５】
　１つの実施形態において本発明は、かかる細胞によるIL-1β分泌に対する、かかる化合
物による減少の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
関する。
　１つの実施形態において本発明は、かかる細胞によるIL-18分泌に対する、かかる化合
物による減少の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
関する。
　好ましい実施形態において細胞は単球、マクロファージ、好中球から成る群から選択さ
れる。
【００４６】
　他の態様において本発明はまた化合物が心血管疾患の、好ましくは高血圧症の治療に有
効であるかを測定するスクリーニング方法に関するが、かかる方法は： 
　　　　-　動物に化合物を投与するステップ、および
　　　　-　かかる動物の血中細胞（少なくとも単球）におけるNLRC4遺伝子発現に対する
、化合物による減少の程度を測定するステップ
を包含する。
　好ましくは、動物はマウス、ラット、ラビットから成る群から選択される。
　１つの実施形態において、かかる動物はヒトではない。
【００４７】
　１つの実施形態において本発明は動物の血清中でのIL-1βの濃度に対する、かかる化合
物による減少の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
関する。
　１つの実施形態において本発明は動物の血清中でのIL-18の濃度に対する、かかる化合
物による減少の程度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に
関する。
　１つの実施形態において本発明は、かかる動物の血圧低下および／または動脈硬化の程
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度を測定するステップを更に含む、上に定義したスクリーニング方法に関する。
　他の態様において本発明は化合物が高血圧症を誘導するかどうかを測定するスクリーニ
ング方法に関するが、かかる方法は：
　　　　-　NLRC4遺伝子を発現する細胞とインビトロでの化合物をインキュベートするス
テップ、および、
　　　　-　NLRC4遺伝子発現に対する、かかる化合物による増加の程度を測定するステッ
プ
を包含する。
　他の態様において本発明は化合物が高血圧症を誘導するかどうかを測定するスクリーニ
ング方法に関するが、かかる方法は：
　　　　-　動物に化合物を投与するステップ、および
　　　　-　かかる動物の血中細胞（少なくとも単球）におけるNLRC4遺伝子発現に対する
、かかる化合物による増加の程度を測定するステップ
を包含する。
【００４８】
　他の態様において本発明は心血管疾患がある治療中の被験者において、治療有効性のモ
ニターリング方法に関連するが、かかる方法は：
-　時間をかけて被験者から得た試料中のNLRC4遺伝子発現測定、および
-　NLRC4遺伝子発現の進展測定
を包含し、それによって：
時間をかけてNLRC4遺伝子発現が低下している場合は、かかる治療は有効である、および
NLRC4遺伝子発現が安定的か、または増加している場合は、かかる治療は無効である。
　１つの実施形態において本発明はNLRC4遺伝子発現が治療前に得られた少なくとも1つの
試料と、治療のための一回目の投与後に得られた少なくとも1つの試料において測定され
る、上に定義した治療有効性のモニターリング方法に関連する。
【００４９】
　他の態様において本発明はNLRC4遺伝子発現の測定を可能にする1つ以上の試薬を含む、
試料中の心血管疾患を診断するキットに関する。
　本発明は下に記載した図と実施例で示される。これらの実施例は本発明を限定するもの
ではない。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】高齢者におけるインフラマソーム遺伝子モジュールの高発現は縦方向に安定的で
ある。Stanford-Ellisonの試験（N＝89）による遺伝子発現のデータは、サイトカイン産
生に関与する年齢関連遺伝子モジュールを発見するために使用され、かつインフラマソー
ム遺伝子に関して濃縮される（図7も参照）。インフラマソーム遺伝子モジュール62およ
びモジュール78の発現における有意な差の測定については、QuSAGE遺伝子セット分析法が
使用された。ポジティブな褶曲した変化値（X軸）は高齢者でより高い発現を示す。遺伝
子モジュールそれぞれにおける結合データに基づく年齢のためのp値<10-3。
【図２】インフラマソームモジュール高（IMH）の高齢者は高い比率での高血圧症、動脈
硬化の進行、家族性長寿が不良な家族歴、および慢性炎症の兆候を示す。 (a)　ロジステ
ィクス回帰分析をIML(N=11)とIMH(N=12)カテゴリー、および高血圧症（年齢、性別、IML/
IMHステータスについて回帰係数を示す）について実施した。 (b)　合計で17個の極端な
表現型からなる追跡調査は脈波伝播速度により測定される、IMLとIMHカテゴリーの比較に
おいて動脈硬化との有意な関連性を示す。(c)　家族性長寿の頻度は少なくとも一人の家
族メンバーが90歳を超える家族にIMHよりもIMLにおいてより測定される。(d)　2013年か
らのデータ（IML N = 8, IMH N = 8）を使用して62種の異なるサイトカイン、ケモカイン
、および成長因子の血清レベルをIML被験者とIHM被験者とで比較した。各検体の年齢、性
別、IML/IMHステータスにおけるMFIについて多重回帰分析を実施（共変量の調整済み）し
て、並び替え検定により有意性（Y軸）を得た。 (e)　最大の差は2008年から2011年の間
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に収集されたデータ（各年それぞれでIML N (2008, 2009, 2010, 2011) = 10, 10, 8, 7
および各年それぞれでIMH N (2008, 2009, 2010, 2011) = 12, 11, 12, 8）の縦断的分析
で示すようにIMH群で安定的に増加するIL-1βで観察された。
【図３】IMH個人における大量の酸化ストレスおよび増加したヌクレオチド代謝物は、初
代単球におけるサイトカイン産生およびインフラマソーム遺伝子発現を誘導することがで
きる。幅広い範囲のメタボロミクスプロファイリングを2011年からの利用可能な血清試料
に関して実施した（9 IMLおよび11 IMH個人）。分析された合計で692個の代謝物から67個
がFDR < 0.2で（SAM分析により）IMHと比較してIMLで差次的に発現した（全てアップレギ
ュレートされる）。機能的注釈および経路分析はMetPAを使用して実施した。 (a)　数種
の代謝経路のための有意な濃縮が、これらの代謝物について同定された(P < 0.05)。(b)
　ROS存在下のシステインからシスチンへの変換；およびアラキドン酸から8－イソプロス
タンへの変換。（cおよびd）　IMH（bおよびc）におけるシスチンおよび8－イソプロスタ
ンの循環レベルの増加は高いレベルの酸化ストレスを示す。アデニン、DL‐4‐ヒドロキ
シ‐3‐メトキシマンデル酸（バニリルマンデル酸）（MMA）、scyllo‐イノシトール、N4
‐アセチルシチジン、N4‐アセチルシチジン（N4A）が、それらの有意性の水準（Q < 0.0
01、表5を参照）を基にして選択され、また異なる代謝経路を表し、4人の健康なドナーか
らの初代単球におけるIL1FCおよびNLRC4の発現を誘導する能力を評価する（1つの代表的
実験の結果が示されている）。アデノシンを正の対照として使用した。(e)　IL1FCの有意
な誘導がアデノシンおよびアデニンに観察されるが、他の化合物では観察されない。(e)
　最高用量の各化合物（100 μM）を使用してサイトカイン定量に使用したのと同じ試料
についてqPCRによってNLRC4とNLRP3の発現を測定した。NLRC4とNLRP3での有意な増加がN4
‐アセチルシチジンのみで示された(P < 0.01)。(f)　マウスにより上に示したようにア
デノシン治療はNLRP3遺伝子発現をアップレギュレートする(P < 0.01)。GAPDHの発現を使
用して試料の標準化をしたあとで、その結果を対照に対する変化率として表す。誤差バー
は実験変動性を反映する。
【図４】N4‐アセチルシチジンおよびアデニンはNLRC4インフラマソームを誘導する。 (a
)　分化したTHP-1細胞はATP（5mM、30分間）で処理を行うか、LPS（1 μg/ml、4時間）で
刺激を受けた後、ATPでパルスされるか；または、アデニン（Ad）かN4‐アセチルシチジ
ン（N4A）単独か組み合わせで6時間、指示濃度（mM）で処理を行った後、ATP併用または
非併用でパルスされる。サイトカインIL-1β、IL-18 、TNF-αの分泌はELISAにより細胞
培養上清から測定される。(c)　分化したTHP-1細胞は示された化合物（1mM N4A; 300 μM
 Ad）で6時間、またはATP 5mMで30分間の処理を行い、細胞は溶解され、続けて細胞溶解
物は各種抗体で免疫ブロットされて、NLRs、Casp1、proIL-1βの発現をモニターした。(d
)　分化したTHP-1細胞は上に記載したように処理を行い、細胞溶解物はBiotinyl-YVAD-fm
kペプチドを用いた免疫沈降反応を受けた。次にストレプトアビジン－セファロースビー
ズを使用して複合体を回収し、抗カスパーゼ―1 p10抗体で免疫ブロットされた。(e)　分
化したTHP-1細胞はAc-YVAD-fmkか対照DMSOの存在下または非存在下で上に記載の化合物で
処理を行い、IL-1β分泌が測定された。(f)　分化したWTまたは細胞株（1mM N4A; 300 μ
M Ad）は上に記載した化合物で処理を行い、IL-1β分泌が測定された。右側において安定
的なshTHP-1細胞株でのNLRC4のタンパク質発現を示す。 (g )　上に記載したWTかKOマウ
スからの骨髄由来マクロファージが単離され、化合物の組み合わせ（1mM N4A; 300 μM A
d）で処理を行い、IL-1β分泌が測定された。データはサイトカイン濃度で表す（pg/ml）
（mean ± SD; n = 3）。★ P< 0.05, ★★ P< 0.01.
【図５】N4‐アセチルシチジンおよびアデニンは血小板を活性化する。一次血小板は二人
のドナーの血液から単離されたらトロンビン、またはADP、または種々の濃度のアデニン
あるいはN4‐アセチルシチジンを用いて37℃で6時間、インキュベートした。血小板活性
化はフローサイトメトリーによりCD61とCD62Pの膜発現を測定し、モニターした。データ
は類似の結果となった少なくとも3つの独立した実験を表す。
【図６】IMH高齢者において同定されたヌクレオチド代謝物はマウスにおける高血圧を誘
導する。成熟マウス（12～18週齢）は1日1回、体重につき100 ul/25 gの20mMストック溶
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液でN4Aとアデニンとの併用投与をして、テイルカフ法を用いて血圧の変化をモニターし
た。N4Aおよびアデニンでの処理は初回投与後、早ければ8日目に血圧において境界域の有
意の上昇を伴う軽度の効果（前高血圧症）がでる（P = 0.02）。20日目には浸透圧ポンプ
により（化合物で処理されたマウスに）AdとN4Aを併用するか、または（対照マウスに）P
BSと併用するアンジオテンシンII（140 ng/kg/分）が皮下に埋め込まれた。対照群の112
（±3）と比較して平均で140（±7）の収縮期血圧であった処理マウスで有意な上昇が観
察された（P = 0.008）。
【図７】カフェインはインフラマソーム遺伝子モジュール62およびモジュール78の発現と
負に相関し、かつコーヒー由来代謝物はIML被験者で増加する。多重回帰分析をモジュー
ル62およびモジュール78（2008年に収集されたデータからの、N = 89）の発現レベルと、
mg/週でのカフェイン摂取（年齢、性別、BMIについて調整済み）に対して実施した。(a)
　カフェイン摂取とモジュール62（P < 0.01）およびモジュール78（P = 0.024）の発現
の間に有意な関連性が見出された。(b)　IML群とIMH群の間におけるコーヒーの循環レベ
ルとコーヒー由来代謝物との差が片側（one-tail）スチューデントt検定を使用して計算
され、またP値はFisherの組合せ確率試験を使用して統合された(P < 0.01)。
【図８】モジュール62およびモジュール78はインフラマソーム遺伝子に関して濃縮され、
その発現レベルは高い相関がある。 (a)　濃縮分析は超幾何検定を使った老化に関する以
前の研究から導かれた41個の年齢関連遺伝子モジュールで実施した。遺伝子モジュール62
およびモジュール78の両方ともインフラマソーム遺伝子に関して有意に濃縮された(P < 0
.01)。 (b)　モジュール62およびモジュール78の遺伝子発現は、2008年のデータセットか
らの89人の個人において高い相関があった(P < 0.01)。
【図９】アデノシン誘導体はIML被験者と比べてIMH 被験者で増加する。アデノシンおよ
びN1‐メチルアデノシン、N6‐メチルアデノシン、N6‐カルバモイルトレオニルアデノシ
ン、N6‐スクシニルアデノシン、5-メチルチオアデノシンを含むアデノシン誘導体のレベ
ルは多重回帰によりIML群とIMH群とで比較された（年齢と性別について調整済み）。有意
な差がN6‐メチルアデノシン、N6‐カルバモイルトレオニルアデノシン、5-メチルチオア
デノシンで見出された(P < 0.05)。バーは適合からの回帰係数の大きさを表す。
【図１０】N4‐アセチルシチジンおよびアデニンはヒトの一次血小板および好中球を活性
化する。 (a)　免疫細胞型集団（ImmGenデータベース）の分析はモジュール62およびモジ
ュール78が主としてマクロファージ、単球、顆粒球（それぞれMP、Mn、GN）で発現してい
ることを示す（P < 10-10）。(b) 一次好中球は健康なドナーの血液から単離され、アデ
ニンかN4A単体か、または組合せで種々の濃度で24時間、インキュベートしたら、RANK-L+
細胞がCD66b+集団中で測定された。(c) 一次好中球はN4A（1 mM）および／またはアデニ
ン（1mM）で処理されて、脱顆粒された集団のパーセントが各ドナーについて測定された
。(d) 一次好中球は上に記載されたのと同じ化合物で処理され、IL-1β分泌が各ドナーに
ついて細胞培養上清から測定された。データはサイトカインの濃度（pg/ml）で、または
記載のように非処理（NT）状態に対する倍増加で表される。* P <0.05, ** P < 0.01
【図１１】ヌクレオチド代謝物はマウスの腎臓におけるT細胞浸潤を誘導した。成熟雄マ
ウス（12～18週齢）は無作為に対照群（N = 4）か、処理群（N = 4）に割り振られた。こ
うした試験を同様の結果である一群当たり10匹のマウスを使用して繰り返した。処理群の
マウスは1日1回、体重につき100 ul/25 gの20mMストック溶液で、N4Aとアデニンとの併用
投与をした。(a)　大動脈ではなく肝臓における高いレベルの湿潤T細胞が対照群と比較し
て処理群で観察される。(b)　対照群（AngII単独）と比較したN4Aとアデニン－AngII併用
処理マウスからの血液細胞の分析は、シグナル伝達蛋白質のより高いリン酸化レベルによ
り示された、顆粒球と単球における免疫活性化のレベルの増加を示す（FDR Q < 0.05）。
パネルはマウスの2群を比較したSAM分析の結果を示すが、X軸はスコア（d）パラメータ（
y軸）の関数としてFDRまたは有意性（カットオフ5％）を表しており、これは2つの試料を
比較する時のT-統計値に等価である。pNFκB = NFκB (p65 Ser529)のリン酸化型、pCREB
 = CREB (Ser133)のリン酸化型、pS6 =40Sリボソーム蛋白質56のリン酸化型。
【実施例】
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【００５１】
　実施例1　高齢者においての選択的なインフラマソーム遺伝子モジュールの高発現
　ヒトの老化における免疫細胞からの遺伝子発現の変化を調べるために、遺伝子発現デー
タ用モジュールアプローチを使用してStanford-Ellisonの縦断的コホートで老化関連遺伝
子の存在が分析された。遺伝子モジュールは調節プログラムとして作用していると思われ
る共通の転写因子の制御下での一組の共発現遺伝子として定義される。このアプローチの
重要な特徴は遺伝子の機能的注釈にかかわらず、その成分の協調的な発現に従い遺伝子が
モジュール内に組織化されることであり、そのようなモジュールは機能に関与すると以前
から知られている遺伝子と、機能がまた発見されていない遺伝子を含んでいる。このアプ
ローチを使用して、2008年中に収集されたデータから導かれた合計109個の遺伝子モジュ
ールのアプローチが年齢と相関することが見出されたが（FDR Q < 0.05）、遺伝子機能的
注釈分析に従うサイトカイン産生の関与に、この内の2個（それぞれ82と17個の遺伝子か
らなるモジュール62およびモジュール78）だけに注釈をつけた（P < 0.01）。41個の年齢
関連遺伝子モジュールについて偏りのない方法で確認するために、これらの遺伝子モジュ
ールのみがインフラマソーム結合遺伝子に関して濃縮され、また超幾何検定を実施するこ
とでモジュール62およびモジュール78のみに対して有意に濃縮されることが見出された（
FDR Q < 0.01）（図8a参照）。
　NLRC4 を含有するモジュール78と、幾つかある遺伝子の中で特にNLRC5およびIL1Bを含
有するモジュール62はIL1RN、TLR6、IL1B（モジュール62）と、IFAR1、TLR5（モジュール
78）などのインフラマソーム活性に関連していた。モジュール62はまた細胞死に関与する
ために注釈をつけ（P < 0.05）、このことは炎症性カスパーゼの活性化がサイトカイン成
熟に加え、急速なパイロトーシス細胞死を引き起こすことを考えれば驚くに当たらない。
興味深いことに、この2つの遺伝子モジュールは類似した転写因子により制御されている
ようである。例えばBCL6、CEBPB、MXD4、NFIL3などの遺伝子は遺伝子モジュールの両方の
調節プログラムに存在していた（濃縮　P <0.01）。
　モジュール62およびモジュール78の年齢関連性の安定性を測定するために、Stanford-E
llisonのコホートにおいて連続の5年を通じて収集された試料からのデータを分析した。
各年とも新しい被験者と復帰できた前年からの被験者から成っており（表2）、若者と高
齢者における遺伝子モジュール62と遺伝子モジュール78の発現はQuSAGE遺伝子セット分析
方法を使用して比較された。
【００５２】
【表２】

　この分析の場合、かかる試験（N=114）における個人の最初の出現からの試料はモジュ
ール発現についての年齢関連性の分析に使用された。総合して考えると、このデータセッ
トは2つの遺伝子モジュールについてベースラインの年齢依存性増加を示す（図1、p値<10
-3）。この結果は集団レベルにおいてインフラマソーム経路の遺伝子はヒトの加齢におい
てアップレギュレートされ、かつこれらの変化は縦方向に安定的であることを示す。
【００５３】
　実施例2　インフラマソームモジュール62および78の持続的発現は高血圧症、中心動脈
硬化、自己申告家族性長寿に相関する
　慢性炎症が種々の年齢関連疾患と関連しているので、モジュール62およびモジュール78
の発現が年齢コホートにおける臨床表現型に結合しているかを調べた。このため極端な表
現型は、モジュール62およびモジュール78の発現レベルにおける大きさと慢性化に基づく
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分類を使用して定義された。被験者は分析された5年間における3年以上で、各遺伝子モジ
ュールについて、それぞれ上側四分位数であるか、または下側四分位数であるかによりイ
ンフラマソームモジュール高度（IMH）群か、またはインフラマソームモジュール低度（I
ML）群かに帰属させた。これらのカテゴリーに属しない被験者は分析には含まれていない
。モジュール62の場合は極端な表現型を示す19人の個人、つまり9人のIMHと10人のIMLが
得られ、またモジュール78の場合は16人の個人、つまり9人のIMHと7人のIMLが得られた。
各カテゴリーにおいて、モジュール62およびモジュール78の重複度が有意であると知られ
ている（6人のIMHと6人のIML、濃縮のためのP値< 0.001）。更に全ての個人における、こ
の2つの遺伝子モジュールの発現レベルは高い相関がある（R2 = 0.76, P < 10-5）（図8b
参照）。
　このことから統計的検出力を向上させるために、モジュール62およびモジュール78のIM
HまたはIMLの個人は更なる分析のために合わせられた。ロジスティクス回帰分析を実施し
て糖尿病、高血圧症、精神疾患などの臨床歴についてIMHとIMLの表現型を比較した。糖尿
病、精神疾患については有意な関連性は見出されなかった。しかし75%のIMHの被験者は高
血圧性（本態性高血圧症）であり（9/12）、IML群ではほとんどないことが見出された（1
/11または9%）。高齢者コホート（60～89歳）における全ての個人を対象とした高血圧症
の割合は52%であったが、US20における60歳を超える個人では65%であった。当該の高齢者
コホートの年齢範囲が相対的に大きいので（60～89歳）、ロジスティクス回帰モデルには
年齢と性別が含まれている。加えて分析は薬歴（表3）およびボディマスインデックス（B
MI）（方法を参照）などの別の交絡因子について調整され、高血圧症とIMH/IML状態の間
に有意な関連性がまだ見出された（P = 0.002）（図2a参照）。
【００５４】
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【表３】

　IMH群とIML群が診断された高血圧症の病歴および別の交絡因子の潜在的寄与で異なるこ
とに基づき、頸動脈‐大腿動脈脈波伝播速度（PWV）試験を使用して動脈硬化（心疾患合
併症に対する安定なリスク因子）を測定する追跡調査を実施した。中心動脈硬化の測定と
してのPWVは、IMH群（10.7 ± 2.1 m/s）と比較するとIML群（7.9 ± 2.4 m/s）において
有意に低い（P = 0.02）（図2bを参照）。
　興味深いことに少なくとも一人が90歳超えている家族に帰属していることで測定される
自己申告家族性長寿は、IMHの被験者（11%）と比較してIMLの被験者（88%）において有意
に高い（P < 10-4）（図2cを参照）。このことから高血圧症、動脈硬化、また家族性長寿
の不良な家族歴を含んでいる非成功的な加齢関連臨床表現型のクラスタはIMHの極端な表
現型で表される。
　これらの結果は（i）高血圧症発症リスクは長寿の家族において有意に低く、かつ（ii
）動脈硬化は年齢、性別、血圧と無関係の心血管疾患と脳卒中を予測することを示して、
先の臨床観察を説明する機構的結合を示唆する。
【００５５】
　実施例3　IMHの高齢者は高レベルの循環IL1FCで慢性的に炎症を起こしている
　過去10年間、高血圧症および血管リモデリングでの慢性炎症の役割への関心が高まって
いるが多くの研究はCRP、IL-6、TNF-α、IL-1βなどを含めた炎症マーカーレベルのよう
な慢性炎症に関する重要なメディエーターに注目している。このことから2013年の年1回
の訪問時に、同一の個人より収集された血清試料から得た合計で62のサイトカインとケモ
カインの循環レベルの比較を実施した。IML/IMHステータスに対する各サイトカインの回



(22) JP 2019-516086 A 2019.6.13

10

20

30

40

帰分析を実施し、年齢と性別については調整した。回帰係数の有意性を得るために500を
超える組合せで再サンプリング分析を実施した。17のサイトカインで有意な増加が認めら
れ、その内のIL-1β、IL-6、IL-23、IFN-γ、IL-17（図2dを参照）は最近、マウスでの高
血圧症の炎症モデルでも同定された。
【００５６】
【表４－１】
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【表４－２】

　最も大きい差は2008年から2011年の間に収集されたデータの回帰分析により、IMH群に
おいて安定的に増加したIL-1βで観察された（図2eを参照）。
　これらの結果はIL1FCおよび別の炎症性サイトカインの構成的産生による免疫活性化状
態がIML群と比較してIMH群の被験者を特徴付けることを示すが、これはまたNLRC4におけ
る機能獲得変異が構成的IL-1β産生を伴うマクロファージ活性化症候群を引き起こすこと
を示した2つ最近の報告とも合致している。
【００５７】
　実施例4　IMH高齢者におけるヌクレオチド代謝機能障害および酸化ストレス
　IL1FCの成熟および放出はインフラマソーム機構により制御されている。この機構のコ
ア成分は代謝物を含んでいる多量の炎症性刺激の後で転写レベル（プライミング）と転写
後レベル（活性化）で調節される。2つのステップにおける代謝制御を示唆する蓄積の証
拠を前提として，代謝機能障害はIMH群において観察されるインフラマソーム遺伝子発現
を起動させて、炎症性サイトカインの産生を増加させる潜在的循環危険関連分子パターン
（DAMPs）の生成を引き起こす仮説を立てた。仮説を実証するために11人のIML個人と91人
のIMH個人の入手可能な血清から質量分析により定量化された、合計で692個の代謝物にお
けるメタボロミクスプロファイリング分析を実施した。2つの群の間の有意な差を検索す
るためにマイクロアレイの有意差分析（SAM）を実施した。合計で67個の代謝物について
、2つの群の間で有意に異なっていた（図5を参照）。経路濃縮分析によりIMH個人でアッ
プレギュレートされると見出される代謝物はピリミジン代謝に関して（P < 10-4）高度に
濃縮され、一方、別の経路に対しては（P < 0.01）より少ない程度であることが明らかに
なった（図3aを参照）。
　続けて、この経路に関与する遺伝子発現レベルの差をカットオフP値< 0.01と、経路の
影響> 0.05を使用して分析した。分析された代謝経路にはピリミジン代謝、βアラニン代
謝、パントテン酸とCoA生合成、プリン代謝が挙げられる（図3aを参照）。この分析によ
りピリミジンおよびプリン経路（図8bを参照）に関与する遺伝子の差次的発現が明らかに
なったが、ただしβアラニン代謝において、更にパントテン酸またはCoA生合成経路にお
いてはその限りではない（P < 0.05）。特にヌクレオチド三リン酸（UTP、CTP）を分解し
てウラシル、およびCMPK1、NT5E、UPRT、ENTPD1、その他のチミン誘導性の種を生成する
重要な遺伝子のアップレギュレーションは、IMH群において認められる代謝物の種と一致
した。このことからメタボロミクスと遺伝子発現データの統合はIML個人と比較した場合
、IMH個人にはヌクレオチド代謝機能障害の兆候があることを示唆した。
　T細胞の活性化における酸化ストレスの重要性を考えて（樹状細胞上のイソケタール修
飾蛋白質の生成を通して）、酸化ストレスのマーカーの存在はIML被験者と比較してIMH被
験者において分析された（図3bを参照）。メタボロミクスのデータを使用して、循環シス
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チンのレベル（システインの酸化生成物）がIMH被験者とIML被験者とで違いが有るのか、
多重比較のための調整なしで直接的に探索した。システインからシスチンへの反応を媒介
する酵素が存在しないので、この化合物は活性酸素種（ROS）（図3bを参照）との直接反
応で生成され、従ってこれは酸化ストレスの重要なマーカーである。循環シスチンにおけ
る有意な差はIML被験者と比較してIMH被験者において見出された（図3cを参照）。
【００５８】
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【表５】

　加えて循環イソケタール（8‐イソプロスタン）を定量化してIML被験者と比較してIMH
被験者において有意な差を見出した（図3dを参照）。総合してみると、これらの発見はIM
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L個人と比較してIMH個人は高いレベルの酸化ストレスに曝露されていることを示している
。ヌクレオチド代謝の欠陥に加えて、IMH個人におけるミトコンドリア生体エネルギーの
代謝再プログラミングはROSの構成的な高レベルと、その後の慢性的酸化ストレス状態を
引き起こす仮説を立てた。
【００５９】
　実施例5　 IMH個人におけるヌクレオチド代謝物は単球でのIL1FC産生を誘導し、一次ヒ
ト血小板を活性化する
　上に記載したヌクレオチド代謝とミトコンドリア生体エネルギーにおける機能障害、循
環代謝物と慢性的酸化ストレスの生成をそれぞれ説明されうる。IML被験者と比較してIMH
被験者からの血清において高いレベルと見出された循環代謝物が、NLRC4遺伝子発現およ
び／またはサイトカイン産生をアップレギュレートするのかを試験するために、当該分析
から同定された4つの候補化合物が選択された。これらは異なる代謝経路を表している。
これにはアデニン（プリン代謝）、DL‐4‐ヒドロキシ‐3‐メトキシマンデル酸（バニリ
ルマンデル酸）（フェニルアラニンとチロシン代謝）、scyllo‐イノシトール（イノシト
ール代謝）、N4‐アセチルシチジン（N4A）（ピリミジン代謝）が挙げられる（表5）。ア
デノシンを正の対照として使用した。4人の健常ドナーからの初代単球が新鮮な血液から
単離され、示された化合物の濃度を増加させて6時間、インキュベートした。IL-1αおよ
びIL-1βでの有意な増加がアデノシンとアデニン処理で見られたが、別の化合物では観察
されなかった（図3e）。またこれらの刺激が（アデノシン刺激の正の対照として使用され
る）NLRC4とNLRP3の発現に変化を引き起こすかを見る試験も行った。予想されるようにア
デノシン処理はNLRP3の発現を増加させた（図3fを参照）。しかしNLRC4の増加は、この化
合物では観察されなかった。逆にN4Aによる処理はNLRP3とNLRC4の両方を誘導した（P < 0
.01）。アデニン、DL‐4‐ヒドロキシ‐3‐メトキシマンデル酸、scyllo‐イノシトール
では遺伝子の発現に対する効果は観察されなかった。この結果から分解の内在性ヌクレオ
チド生成物tRNA（酸化ストレスのマーカー）であるN4Aは第1のプライミング信号として作
用して、またアデノシンおよびアデニンはIL1FCの誘導と分泌のための第2の活性化信号を
生成すると示唆される。この点については更なる生化学的な研究が必要である。アデニン
処理がNLRP3またはNLRC4をアップレギュレートしないで初代単球からのIL1FC産生を誘導
する事実は少なくとも、ここで試験されたドナーからの細胞におけるインフラマソーム遺
伝子のバックグランド発現を伴うインビボプライミングの程度を示唆している。
　平行実験では単独または併用投与した代謝物N4Aおよびアデニンが、インビトロでのイ
ンフラマソーム活性化とサイトカイン分泌を誘導する可能性があるかどうかを検討するた
めに分化THP-1細胞およびヒト単球細胞株を処理した。単独でアデニンまたはN4Aをインキ
ュベーションに用いてもIL-1β、IL-18(別のIL1FC)またはTNF-αの産生に効果がないこと
が見出された（図4を参照）。しかしN4Aの存在下でのATPを添加はTNF-αではなくIL-1β
とIL-18の分泌を強力に誘導した（図4を参照）。
　またアデノシンおよびN4Aを用いた同時処理細胞は、ATPを用いた細胞のパルシング後に
更に増大したIL-1βとIL-18のレベルの有意な増加を誘導した（図4を参照）。IL-1βとIL
-18の産生に対するN4Aとアデニンの組合せ効果はTNF-αでは観察されず、このことから観
察された効果はインフラマソーム活性化に依存する可能性を示唆している。
【００６０】
　このことはN4‐アセチルシチジンおよびアデニンの二つの存在により、ヒト単球からの
IL1FCのインフラマソーム活性化と分泌に必要な二つの信号が得られることを示す。
　血小板活性化は感染と非感染病巣由来の両方の様々な炎症状態における重要な段階であ
り、蓄積証拠によると高血圧症患者が健常対照者と比較して活性化血小板の高いレベルを
示す。高血圧症における血小板活性化に寄与する推定機構は内皮機能不全、神経液（交感
神経系およびレニン‐アンジオテンシン系）過活動、血小板一酸化窒素（NO）生合成、増
加した剪断に続発する血小板の脱顆粒などを含む。血小板活性化中の重要な特徴は、感染
患者またはインビトロでのデング熱に感染した患者からの血小板がNLRP3インフラマソー
ムを活性化してカスパーゼ‐1依存性IL‐1β分泌35を誘導することが、デング熱感染に関
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する最近の試験に記載されている。このことからN4Aおよびアデニンがヒト血小板を活性
化できるかどうかを測定しようと努めることになった。そのために血小板が二人の健常ド
ナーの血液から単離され、アデニンまたはN4Aの種々の濃度において37℃で6時間、インキ
ュベートした。トロンビンおよびADPが対照として使用され、かつ血小板活性化はフロー
サイトメトリーによりCD61およびCD62P+の膜発現を測定し、モニターしたアデニンはADP
による正の対照と同程度の、（N4Aとは異なって）活性化された血小板の比率の用量依存
的増加をロバストに誘導したことが観察された（図5を参照）。このことはIMH日検査にお
いて同定された代謝物が、ヒト単球に加えて血小板を活性化できることを示している。
【００６１】
　当該明細書で試験された年齢関連遺伝子モジュールの発現に関与する様々な免疫細胞型
の分析はモジュール62およびモジュール78が単球、マクロファージ、好中球において優先
的に発現されていることを示した（P < 10-10）（図10aを参照）。加えてIMH高齢者とIML
高齢者における22個の異なる細胞サブセット（N = 22）の頻度は推定され、また別の分析
では当該頻度は若者と高齢者の間で比較された。これらの分析用にCIBERSORT（Newman et
 al. Robust enumeration of cell subsets from tissue expression profiles. Nature 
Methods 12, 453-457, 2015）が使用されたが、ここでは全血などの複雑な組織における
細胞サブセット組成物を特徴付けるのに遺伝子発現プロファイルを使用する。若者と高齢
者の間におけるCD4 T調節細胞コンパートメントだけでなく循環マスト細胞の推定頻度に
おいても有意差が見出された（P < 0.01）。しかし分析された別の細胞サブセットでは有
意差は観察されなかった。同様にしてIMH高齢者とIML高齢者の間では細胞サブセットの頻
度において有意差は無かった。総合してみると、この結果から血液細胞の画分は年齢によ
り影響を受けて、特にIMH被験者において単球、マクロファージ、好中球に対応すること
を示唆する。このことから一次ヒト好中球活性化およびIL-1β分泌におけるN4A+アデニン
の効果も調べられた。N4Aとは逆にアデニンはCD66b集団内のRANKL+細胞の大きな増加を誘
導した（図10bを参照）。加えてRANKLの発現を促進するためにN4A+アデニンの組み合わせ
は、好中球の脱顆粒された集団での増加を誘導した（図10cを参照）。最後にN4A+アデニ
ン処理好中球は、低濃度でIL-1βを分泌することができた（未処理細胞に比べて2～3倍増
加）（図10dを参照）。総合してみると、この結果はN4Aおよびアデニンの年齢関連代謝物
がRANKLの増加した発現、脱顆粒された好中球の増加、炎症性サイトカインIL-1βの分泌
亢進などを含めた様々な方法で好中球だけでなくヒト一次血小板を活性化することを示し
ている。
【００６２】
　実施例6　実験的マウスモデルにおける血圧に対するN4Aおよびアデニンの効果
　選択された化合物がインビボでの血圧に対して直接的な効果が有るのかを試験するため
に、マウスにN4Aおよびアデニンを指示濃度で毎日投与して合計で34日間、血圧の変化に
ついてテイルカフ法を使用してモニターした。N4Aおよびアデニンによる処理は初回投与
後の早くも8日目に、血圧における境界域の有意な上昇（前高血圧症）を伴った軽度の効
果があった（群の比較にP = 0.04）（図6を参照）。アンジオテンシンII（AngII）などの
前高血圧刺激と酸化ストレス依存性炎症反応が持続性高血圧中に共同で作用している前回
の観察に従って、AngIIポンプ（140 ng/kg/分）は20日目に化合物（処理マウスに）また
はPBS（対照マウスに対して）と併用して移植された。有意な増加は対照群の112（±3）m
mHgと比較して平均の心収縮期血圧が140（±7）の処理マウス群で観察された（P = 0.016
）（図6を参照）。このことから、この結果はN4Aおよびアデニンがインビボモデルでの血
圧を上げることができることを示す。
　これらデータの全体はN4Aとアデニンの両方の存在がヒト単球からのIL1FC産生、血小板
の活性化、マウスにおける血圧の上昇に必要であることを示している。
この実験は一群当たり10匹のマウスを使用して繰り返し、同一のマウスから収集され、ま
た試験の終了時点では腎臓および大動脈からの組織試料だけでなく末梢血試料も、一群当
たり合計で6/10マウスから行われた。
　組織レベルでは対象と比較してN4A+アデニン処理マウスにおいて大動脈ではなく、腎臓
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（皮質）での実質的なT細胞浸潤が観察された（P = 0.001）（図11aを参照）。この差は
腎臓髄質においては有意には至らなかったが、同様の傾向は対照マウスに見られる高いレ
ベルのT細胞浸潤している皮質においてよりも観察された（P = 0.09）（図11aを参照）。
顆粒球、単球、NK細胞、CD4とCD8T細胞、CD4 T調節細胞、B細胞を含む18の多重の血液細
胞サブセットにおける免疫活性化マーカーのレベルを調べるのに質量サイトメトリー（Cy
TOF）を使用した。これらの細胞サブセットの全てにおいて化合物処理済みマウスと対照
マウスとの間でCREB、STAT1、STAT3、STAT5、p38、S6、NFkB、ERK、MAPKAPK2を含む一連
のリン酸化細胞内シグナル伝達蛋白質だけでなくNFkB阻害剤IkBと活性化マーカーCD62Lも
比較された。単球と顆粒球とにおける高レベルのpS6およびpCREBと、単球における増加し
たpNFkBとによって証明された免疫活性化の一般的な状態が観察された（図11bを参照）。
意外なことにIkBのレベルは単球と顆粒球とにおいてもまた高かった。全てのikBレベルお
よびpNFkBレベルが対照と比較して化合物処理済みマウスで上昇している事実は、ヌクレ
オチド代謝物を用いた免疫細胞の慢性的な刺激が、以前の報告で観察された状態と類似す
る活性化状態を誘導することを示し、またこの報告は刺激が長い期間に高まってきた時に
、振動しているNFkBリン酸化反応/転座が遺伝子転写に必要であることを示している。急
性の条件下では全IkBの低減は上昇したレベルのpNFkB軌跡を進む。しかし慢性の条件下で
は刺激後のIkBシグナル伝達の初期の低減は、pNFkBがまだ高い時にベースラインに戻る。
　全般的に見れば、これらのデータはこのヌクレオチド代謝物の慢性的な存在が腎臓にT
細胞浸潤を引き起こす全身性炎症の状態を生成し、また血圧を上昇させることを示す。
【００６３】
　実施例7　カフェインはインフラマソーム遺伝子モジュール62および78に負に相関する
　
　高齢者における慢性炎症を低下させることで出現を防ぎ、多くの年齢関連疾患の臨床症
状を遅らせられる。アデニンおよびアデノシンの誘導体はIMH群において大量に見出され
、かつIL1FC産生調節に重要な役割を果たすのでカフェイン、メチルキサンチン、アデノ
シン拮抗薬がインフラマソームモジュール遺伝子発現と関連するかを探索した。そのため
にカフェインの食事源と医薬品原料に関する15項目の質問書が用意された。質問書の15項
目の各カテゴリーについて、2007年に米国で最も一般的に消費されているカフェイン入り
商品の120品からカフェインの近似値を導き出した。2008年に全て個人からのデータを使
用して（N=89）モジュール62およびモジュール78の発現およびカフェイン摂取（mg/週）
に対して多重回帰分析を実施した。この分析にあたり、カフェイン摂取に関連した既知の
交絡因子であるBMIは調整された。カフェイン摂取とモジュール62（P < 0.01）およびモ
ジュール78（P = 0.024）の発現の間に有意な年齢、性別、修正済みBMIについての関連性
が見出された（図7aを参照）。
　次にIMH被験者およびIML被験者の血清中のカフェインおよびカフェイン由来代謝物のレ
ベルを比較した。そのために前に生成されたメタボロミクスのデータを使用して多重比較
の調節をすることなくカフェインおよびその代謝物、パラキサンチン、1,3,7-トリメチル
尿酸、テオフィリン、テオブロミン、1-メチルキセンチンの血清レベルを直接的に比較し
た。総合して考えると混合された6つの化合物すべてについての差は、IML群とIMH群の間
で統計的に有意であることが見出された（P < 0.01）（図7bを参照）。
　この結果からカフェイン摂取は遺伝子モジュール62およびモジュール78の発現レベルと
、このメチルキセンチンの循環レベルとに対する負の相関が示唆され、また総合して考え
ると、この代謝物はIMH被験者と比較してIML被験者において増加した。このことからアデ
ノシンおよびアデニンの阻害に対する既知の効果により、軽度のコーヒーの消費は炎症過
程の低下に有益であり、これは死亡率の低下との報告された相関を一部で説明する。
【００６４】
　実施例8　100人の高血圧症患者コホートにおける臨床的検討
　この臨床的検討は高血圧症におけるアデニンおよびアデノシン誘導体の意義を検証する
ために設計された。
　N4‐アセチルシチジンおよびアデニンの定量化における超高速性能液体クロマトグラフ
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ィータンデム質量分析（UPLC-MS/MS）プロトコールは、その方法検証（特異性、直進性、
校正間隔、収率、精度、正確度）を行う。100人の高血圧症患者の血液試料はこのプロト
コールによるN4‐アセチルシチジンおよびアデニン定量を受ける。
この結果はインビトロでの高血圧症検出のバイオマーカーとしての、N4‐アセチルシチジ
ンおよびアデニンの統計的有意を検証するための健康な被験者の血液試料の結果に相関す
る。
【００６５】
　材料と方法
試験設計、被験者、試料収集
　2008年から2013年の1-3の期間におけるStanford-LPCHワクチンプログラムでの114人の
ドナー（年齢は20～89歳）は、インフルエンザワクチン試験に登録された。ベースライン
試料はインフルエンザワクチンを用いたワクチン接種前に全ての個人から取得された。こ
の試験のプロトコールはスタンフォード大学のInstitutional Review Board of the Rese
arch Compliance Officeにより承認される。
　インフォームドコンセントは全ての被験者から取得された。全ての個人は歩行可能であ
り、臨床評価により測定して全般的に健康である。最初の登録時点で志願者は臨床的に観
察された肝疾患、インシュリンで治療された糖尿病、軽度から重度の腎疾患、スクリーニ
ング時で血圧が150/95以上、慢性肝炎BまたはC、免疫抑制剤治療の最近か現在の使用を含
めて急性全身性または重度の併発症がなく、免疫不全の病歴がなく、既知または疑いのあ
る免疫機能障害がない。加えて年に1回のワクチン接種日には志願者は血液または血液製
剤について、それぞれ過去6か月と6週間以内でレシピエントでもドナーでもなく、またベ
ースライン採血の日に熱性疾患の兆候がない。末梢血試料は静脈穿刺から得られ、全血は
遺伝子発現分析に使用された（下に記載）。血清は凝固血液の遠心で分離されサイトカイ
ンおよびケモカイン定量前にマイナス80℃で保存した。
【００６６】
　遺伝子発現分析
　2つの異なったマイクロアレイを使用してStanford-Ellisonのコホート1－3の一部とし
て募集された合計で114人の個人からの全血試料から発現データを生成した；2008年と200
9年のhuman HT12v3 Expression Bead Chip（Illumina, San Diego, CA）および2010年、2
011年、2012年のGeneChip PrimeView Human Gene Expression Array（Affymetrix, Santa
 Clara, CA）。Illuminaのプラットフォームでは増幅し、ビオチン化した相補的なアンチ
センスRNA（cRNA）標的は増幅キット（Applied Biosystems/Ambion）を使用して200ngか
ら250ngまでの全RNAで調製された。標識cRNAの750ナノグラムが48,000個を超えるプロー
ブを含んだIllumina Human HT-12v3 BeadChip arrays（Illumina）に一晩、ハイブリタイ
ズした。続けてアレイは製造業者のプロトコールに従ってIllumina BeadStation 500にて
洗浄され、ブロックされ、着色され、スキャンされた。
　BeadStudio/GenomeStudio software (Illumina)を使用してスキャンからのシグナル強
度値を生成した。正規化のためにソフトウエアを使用して各試料についてバックグランド
およびスケール平均シグナル強度を除去し、すべての試料に全球平均シグナル強度とした
。遺伝子発現分析ソフトウエアプログラムのGeneSpring GX version 7.3.1 (Agilent Tec
hnologies)を使用して、さらなる正規化を実行した。Affymetrixプラットフォームスタン
ダードのために、Affymetrix 3'IVT Expressプロトコールを使用して50-500ngs の全RNA
からビオチン化したcRNAを生成した。DNAポリメラーゼを二重鎖DNAの産生に使用した。T7
 RNAポリメラーゼをビオチン化したcRNA のインビトロ転写（IVT）のために使用した。
　フラグメント化および標識化した標的はPrimeView Human Gene Expression Arrayカー
トリッジにハイブリタイズさせ、また各転写物の多重（十分な注釈をつけた配列で1つに
つき11プローブであり、残りでは1つにつき9プローブ）独立測定を使用することで、この
カートリッジは試料ごとに36,000を超える転写物と変異体の遺伝子発現を測定する。標準
的なAffymetrixハイブリダイゼーションプロトコールはAffymetrix GeneChip Hybridizat
ion Oven 645を用いて45℃、60rpmで16時間（一晩）ハイブリダイゼーションを含む。次
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にAffymetrix GeneChip Fluidics Station 450を用いてアレイを洗浄し、着色した。アレ
イはAffymetrix GeneChip Scanner 3000 7Gを用いてスキャンされ、遺伝子発現データ加
工と抽出にはAffymetrix GeneChip Command Console Software (AGCC)を使用した。2008
年から2012年の生データはImmunology Database and Analysis Portal (ImmPort)にそれ
ぞれ受託番号SDY314、SDY312、SDY311、SDY112、SDY315として蓄積された。
【００６７】
　IL1FC 産生とインフラマソーム活性に関連した遺伝子モジュールを同定するのに、TLRs
, NLRs, RIG-I様受容体(RLRs)、C型レクチン様受容体（CLRs）とそのアダプター；炎症性
カスパーゼとその直接調節因子；インフラマソーム遺伝子発現および活性化を調整すると
して知られているNF-kBおよびI型のインターフェロン（IFN）シグナル伝達に関与する転
写因子を包含するパターン認識受容体ファミリーとその正および負の調節因子を含む、合
計89個の遺伝子のリストは手動で精選されたデータから収集された。これら遺伝子の存在
は合計で109個の前もって定義された遺伝子モジュールにおいて検索された。遺伝子モジ
ュールは一連の共発現遺伝子共有調節プログラムに対応する。簡潔に言えばデータは分散
によりフィルタリングされ、合計で6234個の高度の変異遺伝子は発現のセンタリングとス
ケーリングにより正規化され、これにより全ての被験者における各遺伝子発現がクラスタ
リングのために1に等しいEuclideanノルムを持つ。データは正規分布に近似させるのに対
数変換された。リンケージ、euclidean距離、1.5の高さカットオフ値にて階層的集約的ク
ラスタ化を使用し、109個のモジュールを誘導した。各遺伝子モジュールについては、Aka
ike情報基準(AIC)6を使用して既知の転写因子の発現へのモジュールの遺伝子の回帰分析
に基づき、一連の調節遺伝子（調節プログラム）が割り当てられる。そのために線形回帰
がLARS-ENアルゴリズムを使用して一連の188個の転写因子への各モジュールの発現の弾性
ネットペナルティで実施された。LARS-ENの出力の中から最善のモデルを選択するために
、within-module分散によって重み付けされた試料特異的項を用いてAICにより生じたモデ
ルの質を評価した。最善のAICスコアに適合したものが各モジュール用に選択された。
　モジュール62およびモジュール78の年齢関連性の安定性を測定するためにQuSAGE遺伝子
セット分析方法を使用した。これにより一連の遺伝子の平均および標準偏差を表す確率分
布が作られ、異なる群における遺伝子セットの比較が可能になる。この分析の場合、かか
る試験における個人の最初の出現からの試料はモジュール発現についての年齢関連性の分
析に使用された。
　極端な表現型の存在は発現レベルの大きさと安定性（慢性化）に従った分類を使用して
調べた。各年についてモジュール62およびモジュール78の発現を使用して被験者を四分位
数にいれた。少なくとも3/5年間、被験者が、それぞれ上側四分位数（被験者の上位25%）
であるか、または下側四分位数（下位25%）であるかによりインフラマソームモジュール
高度（IMH）群、またはインフラマソームモジュール低度（IML）群に帰属させられた。少
なくとも3/5年間、上側または下側四分位数に属しない被験者はこの分析には含まれてい
ない。
【００６８】
　サイトカイン、ケモカイン、成長因子の定量
　I.　ポリスチレンビーズのキット：ヒト50-plex（2008年）または51-plex（2009年～20
11年）キットをAffymetrixから購入して、下に記載した修正を加えてメーカーの推奨に則
り使用した。簡潔に言えば試料は96フィルター底面プレート上に抗体結合ポリスチレンビ
ーズで混合され、4℃での一晩培養後に室温で2時間、インキュベートした。室温での培養
ステップは500～600rpmに設定してオービタルシェイカーにて実施した。プレートは真空
濾過され、洗浄緩衝液で2回洗浄されて、次に室温で2時間、ビオチニル化検出抗体でイン
キュベートした。続けて試料は濾過され、上の記載と同じく2回洗浄されたら、次にスト
レプトアビジン‐PEで懸濁された。室温で40分間の培養後、真空洗浄を2回実施してリー
ディングバッファに再懸濁された。各試料は2回測定した。プレートはサイトカインの各
試料において下限を100ビーズにしたLuminex 200の計器を使用して読まれた。Radix Bios
olutions製のカスタムアッセイ制御ビーズが全てのウエルに添加された。
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II.　磁性ビーズキット：活性標本は血液試料から採取し-80℃にてアリコートで凍結した
。eBiosciences/Affymetrixから購入したヒト63-plex（2013年）キットでは、62個の分析
物がQCを通過して下に記載した修正を加えてメーカーの推奨に則り使用した。簡潔に言え
ばビーズは96ウエルプレートに添加されBiotek ELx405洗浄機で洗浄された。試料は混合
抗体結合ビーズを含むプレートに添加され、振とうしながら4℃での一晩培養後に室温で1
時間、インキュベートした。低温および室温での培養ステップを500～600rpmでの軌道振
とう器にて実施した。一晩培養後、プレートは洗浄機で洗浄され、次に振とうしながら室
温で75分間、ビオチニル化検出抗体が添加された。プレートは上に記載した様に洗浄され
て、ストレプトアビジン‐PEが添加された。室温での30分間の培養後に上で記載した様に
洗浄がなされて、リーディングバッファがウエルに添加された。各試料は2回測定した。
プレートはサイトカインの各試料において下限を50ビーズにしたLuminex 200の計器を使
用して読まれた。Radix Biosolutions製のカスタムアッセイ制御ビーズが全てのウエルに
添加された。平均蛍光強度（MFIs）が記録され、今後の分析に使用された。公平な方法で
IHおよびIL個人の差を同定するのに、データの分析を最大数の測定された分析物がある年
である2013年から行われた（N = 62）。IH/IL状態、年齢、性別に対する各分析物につい
て多重回帰分析を実施し、500回の再サンプリングについて並び替え検定により回帰係数
についての有意性を得た。IL被験者と比較してIH被験者において観察されたIL-1αとIL-1
βの差が安定的であるのかを試験するために、多重仮説補正をすることなくIH/IL状態、
年齢、性別に対するIL-1βまたはIL-1αをもつ回帰モデルを使用して、2008年から2011年
に生成されたデータからのIL-1αとIL-1βのレベルはIH被験者とIL被験者との間で比較さ
れた。
　統合されたデータはバートレット検定により等分散性を示した。極端な表現型の個人か
らのデータが14人しかなかったので、2012年からのサイトカインデータはこの分析に含ま
れていない。独立検定からのP値を統合するための修正一般化フィッシャー法を使用して2
008年から2011年までのP値は統合された。
【００６９】
　心血管系表現型
　Stanford-Ellisonのコホートからの患者のサブグループは、Stanford Cardiovascular 
Institute Biomarker and Phenotypic Core Laboratoryにて総合的な心血管評価を受けた
。血管の研究には頚動脈内膜中膜肥厚（cIMT）および中心大動脈脈波の速度（PWV）の測
定が含まれた。9.0 MHz Philips線形アレイプローブが頸動脈および大腿動脈の測定に使
用された。cIMTは前方、側面、後方測定の平均であり、右と左の頸動脈について平均する
。大動脈PWVは伝播した経路長として計算され、大動脈脈波の移動時間で割り、動脈硬化
を反映する。経路長（D）は胸骨角から大腿動脈までの距離から、胸骨角から近位下行大
動脈までの心エコー距離を引いた値として測定された。
【００７０】
　メタボロミクスデータの生成および分析
　メタボロミクスデータについては非標的メタボロミックスプロファイリングを使用して
先に記述したメタボロンで行われた。簡潔に言えば正、負、または極性イオンモードでIM
H（N=11）およびIML（N=9）からの血清試料は超高速性能液体クロマトグラフィー/質量分
析（UHPLC/MS）により、またガスクロマトグラフィー/質量分析（GC/MS）による分析にメ
タノール抽出してアリコートに分けた。代謝物は化学標準の参照ライブラリーに対するイ
オン特性の自動比較により同定されたら、品質管理のための目視検査をする。統計的分析
およびデータ表示について欠測値は検出限界以下であると仮定され、これらの値はコンパ
ウンドミニマムで補完された（最小値補完）。統計的有意性を測定するために、共変量と
して年齢および性別を含む多重回帰モデルからの残差についてのマイクロアレイの有意性
分析（SAM）12を実施した。結果への高い信頼性の証としてQ値< 0.05が使用された。合計
で67個の特異的に調節された代謝物がIMH個人と比較してIML個人で観察された。経路分析
は874個の代謝経路における複数の先進的な経路濃縮分析を経路トポロジー特性の分析と
併せるMetPA13を使用して実施した。過剰表現および経路トポロジー分析については、そ
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れぞれ超幾何検定および相対的媒介中心性を使用した。
【００７１】
　プリンおよびピリミジン代謝遺伝子の差次的発現
　合計で104個のピリミジン代謝遺伝子（PYR）とプリン代謝（PUR）に参加する54個の遺
伝子がKEGG14から得られた。年齢と性別について調整しながら、ML/IMHステータスに対す
る2008年からのマイクロアレイデータを使用して各遺伝子発現について回帰分析が実施さ
れた。回帰係数の有意性は並び替え検定により得た。差次的に発現した遺伝子は濃縮分析
を受けた。結果への高い信頼性の証としてP値< 0.05が使用された。
【００７２】
　化合物処理、サイトカイン分泌、qPCRアッセイ
　アデノシン、アデニン、DL‐4‐ヒドロキシ‐3‐メトキシマンデル酸、scyllo‐イノシ
トールのすべてはSigma （Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）から、またN4‐アセチルシチ
ジンはSanta Cruz Biotechnology （Dallas, TX）から購入した。化合物は健常ドナーか
らの単離された単球について指示濃度で調べた。全血は静脈穿刺から（30ml）得られ、単
球はメーカーの推奨に則りRosetteSepTM Human Monocytes Enrichment Cocktail（cat # 
15068, Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canada）を使用して濃縮された。細胞
は密度を200ulのLGM-3 serum-free media (Lonza)中で3 × 10-5細胞にして96ウエルプレ
ートに播種され、37℃で6時間、インキュベートした。上清が採集されたら直ちに凍結し
て-80℃で保存する。次に試料は上に記載した63-plex Luminex systemを使用してサイト
カイン、ケモカイン、成長因子の定量のためにStanfordにあるHuman Immune Monitoring 
Coreに移送された。
　用量反応実験についての有意性を評価するために時系列または用量反応実験のためのク
ラスタリング法を使用し、かつ有意な用量依存的プロファイルの同定を可能にするShort 
Time-series Expression Miner（STEM）を使用した。
　RNAはメーカーの推奨に則りRNeasy Micro Kit（Qiagen）を使用して細胞ペレットから
抽出された。cDNAはSuperScript(R) VILOTM cDNA Synthesis Kit（Life Technologies）
を使用して調製された。NLRC4およびNLRP3発現は予備設計TaqMan(R) Gene Expression As
says（Life Technologies）を使用して定量的PCRにより測定され、またプレートはStepOn
eTM Real Time PCR System（Applied Biosciences）により実施した。GAPDHの発現は試料
の標準化に使用され、結果は対照に対する率として表される。
【００７３】
　マウスでの高血圧症研究
　成体雄マウス（12～18週齢）を2群に分けた：PBSまたは化合物処理済みマウス（PBS中
に溶解されたN4‐アセチルシチジン＋アデニン）。化合物処理済みマウスにはN4‐アセチ
ルシチジンおよびアデニン（それぞれ保存液20mM、100 ul/25 g体重、後眼窩注入で1日1
回）、またはPBSが投与された。処理から3週間後、PBSまたはN4‐アセチルシチジン＋ア
デニンを1日1回、投与し続けている間に、両群からのマウスにヒトアンジオテンシンII（
AngII, #A9525, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO）をもう2週間の注入を行った。AngII（
1分当たり140 ng/kg）100 ul 20 mM（N4A + Adenine）中か、または100 ul PBS中に溶解
され、小型の浸透圧ポンプ（Durect Corporation, Cupertino, CA, USA）に負荷した。続
けて浸透圧ポンプは麻酔（2%酸素、2.5%イソフルラン）をかけてマウスの首の周りの背面
に皮下に埋め込まれた。心収縮期血圧はテイルカフプレチスモグラフィー（Vistech Syst
em BP-2000, Apex, NC, USA）を使用して、一日おきに意識のあるマウスで測定された。
【００７４】
　ヒトTHP-1細胞および一次血小板を用いた実験
　THP-1単球細胞株を（10%ウシ胎児血清を添加した）RPMI培地中の6ウエルプレートで培
養して、かつTPA (10 ng/ml)で一晩分化した。翌日に接着細胞を新鮮培地で洗浄して種々
の濃度における作動薬LPS（1 ng/ml、4時間）およびATP（5mM、30分間）、または化合物
アデニン/N4‐アセチルシチジンで処理した。
　ヒト一次血小板を加速や中断をすることなく、1000 rpmでの20分間の遠心分離後にEDTA
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における静脈穿刺を使用して全血から調製した。次に上清を採取して1μM PGE1を添加し
た。穏やかな遠心分離後（中断なく2000 rpmで1分間）に、上清を除去してTyrode緩衝液
を添加した。
　次に血小板はトロンビン（0.5 U/mlにおける）、ADP、またはN4Aあるいはアデニンの指
示濃度で刺激して、活性化は抗CD61による膜メーカー（血小板集団のメーカー）、および
抗CD62-P（凝集に関与する活性化のメーカー）の免疫染色を使用してフローサイトメトリ
ーでモニターした。

【図１】 【図２－１】
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【手続補正書】
【提出日】平成30年11月29日(2018.11.29)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００８】
　本発明において用語「ヌクレオチド由来代謝物」はプリンまたはピリミジン、それぞれ
から由来の窒素塩基の2種類の群という意味である。これらの窒素塩基はリボース（リボ
ヌクレオシド）またはデオキシリボース（デオキシリボヌクレオシド）に結合しても結合
しなくても良い。
　とりわけアデニンは下記の式（i）で表されるプリン誘導体である：

【化１】

　とりわけN4‐アセチルシチジンは下記の式（ii）で表されるリボースに結合しているピ
リミジン誘導体である：
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