
(57)【要約】

　ヒト患者の血清または血漿試料中のアポリポ蛋白質C-

Iおよび/またはその誘導体の量を測定し、正常な健康人

で測定された値の範囲から有意に変動している結果に基

づいて、疾患、特に腫瘍疾患または敗血症の存在に関し

て判断を下すことを可能にする疾患の診断、早期検出、

危険性評価および疾患経過の管理のための方法。本発明

はまた、病人の血液中のアポリポ蛋白質C-Iの量または

結合能力が正常人と有意に異なる疾患の治療および予防

におけるアポリポ蛋白質C-Iの使用に関する。

JP 2007-506075 A 2007.3.15



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 試 料 中 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iお よ び /ま た は そ の 誘 導 体 の 含 量
を 測 定 し 、 正 常 な 健 康 人 で 測 定 さ れ た 値 の 範 囲 と 有 意 に 異 な る 測 定 結 果 に 基 づ い て 疾 患 の
存 在 の 判 断 を 下 す 疾 患 の 診 断 、 早 期 検 出 、 危 険 性 評 価 お よ び 疾 患 経 過 の モ ニ タ ー の た め の
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 疎 水 性 分 子 構 造 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 、 試 料 中 に 存 在 す る 全 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 画
分 (「 遊 離 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I」 )を 測 定 す る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 サ ン ド イ ッ チ 型 の 免 疫 測 定 法 を 使 用 し て 試 料 中 で 直 接 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 可 能 な
、 試 料 中 に 存 在 す る 全 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 画 分 (「 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I免 疫 反 応 」 )を 測 定
す る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 癌 疾 患 、 敗 血 症 、 急 性 心 疾 患 、 糖 尿 病 、 グ レ ー ブ ス 病 お よ び ク ロ ー ン 病 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ た 疾 患 の 診 断 、 早 期 検 出 、 危 険 性 評 価 お よ び 疾 患 経 過 の モ ニ タ ー の た め に 実 施 す
る 請 求 項 1か ら 3の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 敗 血 症 の 診 断 、 早 期 検 出 、 危 険 性 評 価 お よ び 疾 患 経 過 の モ ニ タ ー の た め に 実 施 さ れ 、 敗
血 症 状 態 の 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 試 料 中 に お け る 、 正 常 な 健 康 人 と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し
て お り 且 つ 疎 水 性 分 子 構 造 と 結 合 す る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I(「 遊 離 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I」 )の
割 合 、 お よ び /ま た は 低 下 し た ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I免 疫 反 応 性 と 関 連 づ け ら れ る 、 請 求 項 1
か ら 4の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 癌 疾 患 の 診 断 、 早 期 検 出 、 危 険 性 評 価 お よ び 疾 患 経 過 の モ ニ タ ー の た め に 実 施 さ れ 、 癌
疾 患 の 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 試 料 中 に お け る 、 正 常 な 健 康 人 と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し て お
り 且 つ 疎 水 性 分 子 構 造 と 結 合 す る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I(「 遊 離 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I」 )の 割 合
、 お よ び /ま た は 増 加 し た ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I免 疫 反 応 性 と 関 連 づ け ら れ る 、 請 求 項 1か ら 4
の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 試 料 中 で リ ポ 蛋 白 質 C-I免 疫 反 応 性 の 増 加 が 認 め ら れ た 場 合 に 、
測 定 値 を 追 加 の 対 照 測 定 に よ っ て 検 査 し 、 前 記 検 査 は 試 料 中 の 測 定 可 能 な 免 疫 反 応 性 の 値
が 疎 水 性 表 面 を 備 え た 吸 着 剤 で 試 料 を 処 理 す る こ と に よ っ て 有 意 に 変 化 す る か ど う か を 測
定 す る た め に 実 施 さ れ 、 前 記 値 が 元 の 測 定 値 か ら 変 動 し な い か 、 ま た は 有 意 に 変 動 し な い
と き 、 癌 疾 患 の 存 在 が 高 い 確 率 で 結 論 さ れ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 血 清 ま た は 血 漿 試 料 を 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け る こ と （ こ こ で 、 ア ポ
リ ポ 蛋 白 質 C-Iは ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 物 質 に 結 合 さ れ る ） 、 お よ び 次 に 、 溶 出 さ れ た 蛋 白
質 画 分 中 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 測 定 す る こ と に よ っ て 、 疎 水 性 分 子 構 造 に 結 合 す る ア ポ
リ ポ 蛋 白 質 C-I(「 遊 離 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I」 )が 測 定 さ れ る 請 求 項 1か ら 7の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 物 質 と し て オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス が 使 用 さ れ 、 試 料 の 非 結 合 成 分 が
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 物 質 を 洗 浄 す る こ と に よ っ て 除 去 さ れ 、 前 記 結 合 蛋 白 質 が 希 釈 酸 、 特
に 酢 酸 に よ っ て 溶 出 さ れ 、 溶 出 液 中 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 量 が 次 に HPLCお よ び /ま た は 免
疫 診 断 法 に よ っ て 測 定 さ れ る 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ 、 敗 血 症 ま た は 癌 疾 患 を 治 療 す る こ と を 目 的 と す る 医 薬 を 調 製 す
る た め の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 蛋 白 質 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを ヒ ト 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 試 料 中 の バ イ オ マ
ー カ ー と し て 測 定 す る 、 疾 患 の 診 断 、 早 期 検 出 、 危 険 性 評 価 お よ び 経 過 モ ニ タ ー の た め の
方 法 、 な ら び に 治 療 上 活 性 の あ る 物 質 と し て の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 「 診 断 法 」 と い う 用 語 を 一 般 的 に 以 下 の 説 明 で 使 用 す る と き 、 こ の 用 語 は 、 個 々 の 点 で
特 定 の 限 定 さ れ た 目 標 を 有 す る 測 定 値 の み が 意 味 さ れ る こ と が 具 体 的 な 状 況 か ら 明 ら か で
な い 限 り 、 通 例 と し て 、 簡 単 の た め に 、 疾 患 の 診 断 、 早 期 検 出 、 危 険 性 評 価 お よ び 、 治 療
の 経 過 モ ニ タ ー を 含 め た 経 過 モ ニ タ ー の た め の 方 法 を 表 現 す る た め も の で あ る こ と に 最 初
に 注 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 の 文 脈 で は 、 「 疾 患 」 と い う 用 語 は 、 通 例 、 重 篤 で 慢 性 な 、 特 に 急 性
の 疾 患 の た め に 使 用 さ れ 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 発 症 の 危 険 因 子 と し て 見 な す こ と が で き
る よ う な 脂 肪 代 謝 障 害 に 関 す る も の で は な い こ と に 留 意 さ れ た い 。 特 に 、 癌 疾 患 お よ び 敗
血 症 は 、 「 疾 患 」 と し て 指 摘 さ れ る べ き も の で あ る 。 し か し 、 本 発 明 に よ る 測 定 は ま た 、
そ の 他 の 疾 患 、 特 に 、 心 筋 梗 塞 、 狭 心 症 お よ び 動 脈 閉 塞 性 疾 患 な ど の 急 性 心 疾 患 ま た は 糖
尿 病 、 グ レ ー ブ ス 病 お よ び ク ロ ー ン 病 に 罹 患 し た 患 者 の 状 態 に つ い て の よ り 詳 細 な 情 報 を
提 供 す る こ と を 企 図 し た 診 断 方 法 に 関 連 し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 脂 質 (ト リ グ リ セ リ ド 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 リ ン 脂 質 )と 一 緒 に リ ポ 蛋 白 質 を 形 成 す る 蛋 白
質 は 、 「 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 」 と 称 さ れ る 。 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 の 重 要 な 機 能 は 、 血 清 お よ び 血 漿
中 に お い て 水 に 不 溶 な 脂 質 の 輸 送 を 可 能 に す る こ と で あ る 。 超 遠 心 の 密 度 勾 配 で の 移 動 性
に 基 づ い て 、 リ ポ 蛋 白 質 は 密 度 の 異 な る 4つ の 種 類 、 カ イ ロ ミ ク ロ ン 、 VLDL(超 低 密 度 リ ポ
蛋 白 質 )、 LDL(低 密 度 リ ポ 蛋 白 質 )お よ び HDL(高 密 度 リ ポ 蛋 白 質 )に 振 り 分 け ら れ る 。 さ ら
に 、 リ ポ 蛋 白 質 (a)と 称 す る 群 が 区 別 さ れ る 。 リ ポ 蛋 白 質 の 脂 質 画 分 は 、 そ れ ら の 密 度 が
高 く な る に つ れ て 小 さ く な る 。 密 度 の 異 な る リ ポ 蛋 白 質 種 は 、 一 緒 に 存 在 す る 脂 質 画 分 の
量 に 基 づ い て だ け で な く 、 そ れ ら の 組 成 に 関 し て 異 な る 。 さ ら に 、 一 般 的 な ア ポ リ ポ 蛋 白
質 の 特 性 を 、 そ れ ぞ れ の 密 度 の 種 類 に 割 り 当 て る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 は 、 長 さ お よ び ア ミ ノ 酸 組 成 が 異 な る 蛋 白 質 で 、 A～ Hと 称 す る 群 に 振 り
分 け ら れ 、 個 々 の 群 内 で は 次 に 、 そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 は 書 き 添 え た 数 字 に よ っ て 特 徴 付 け ら
れ 、 区 別 さ れ る 。 例 え ば 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 A-Iと 完 全 に 示 す 代 わ り に 、 ア ポ A-Iと し て の み
示 す こ と も ま た 慣 例 で あ る 。 様 々 な ア ポ リ ポ 蛋 白 質 の 1次 構 造 (ア ミ ノ 酸 配 列 )が 知 ら れ て
い る が 、 多 く の 様 々 な ア ポ リ ポ 蛋 白 質 に つ い て 、 3次 元 構 造 に 関 す る デ ー タ ま た は 具 体 的
な 概 念 が 、 特 に 脂 質 に 関 連 し て さ ら に 存 在 し て い る 。 よ り 詳 細 な 情 報 は 、 関 連 す る 科 学 論
文 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 は ま た 、 特 に 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 の 危 険 性 を 早 期 に 発 見 し た り 、 脂
質 を 低 下 さ せ る 薬 物 で 患 者 を 処 置 す る と き に 、 治 療 を モ ニ タ ー し た り す る た め に 、 患 者 の
脂 肪 代 謝 に 関 す る 測 定 デ ー タ の 入 手 と 関 連 し て 明 確 に 測 定 で き る こ と が 知 ら れ て い る 。 前
述 し た も の の 中 で 、 個 々 の リ ポ 蛋 白 質 密 度 種 の リ ポ 蛋 白 質 に お い て 、 あ る 種 の ア ポ リ ポ 蛋
白 質 が 排 他 的 に 生 じ る か 、 ま た は 少 な く と も 優 先 的 に 生 じ 、 そ の 特 異 性 を 測 定 す る 環 境 を
使 用 し て 、 リ ポ 蛋 白 質 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 画 分 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 患 者 の 血 清 ま た は
血 漿 中 に お け る リ ポ 蛋 白 質 の 割 合 を 決 定 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 形 成 ま た は ア ポ リ ポ 蛋 白 質 切 断 酵 素 ま た は 受 容 体 欠 如 時 の ア ポ リ ポ 蛋 白
質 出 現 に 及 ぼ さ れ る 影 響 が 多 大 な た め に 、 正 常 な 場 合 と は 異 な る リ ポ 蛋 白 質 お よ び ア ポ リ
ポ 蛋 白 質 プ ロ フ ィ ー ル が ま た 、 そ れ ぞ れ の 患 者 で 見 い だ さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 脂 肪
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代 謝 の 障 害 (二 次 的 異 リ ポ 蛋 白 血 症 )は ま た 、 一 時 的 な 症 状 で 、 疾 患 が 治 癒 す る と 再 び 消 失
し て し ま う が 、 そ の 他 の 疾 患 の 結 果 と し て 生 じ る 可 能 性 が あ る (参 考 (20)、 186～ 189ペ ー
ジ 、 括 弧 内 の 数 字 の 参 照 文 献 は 、 参 照 文 献 の 添 付 リ ス ト と 関 連 し て い る )。 脂 質 代 謝 の 変
化 が ま た 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 組 成 の 変 化 と し て 表 れ る 場 合 に つ い て は 、 こ の 科 学 文 献 は 主 に
、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 A-Iお よ び A-IIに 関 連 し 、 通 例 、 HDLの 異 常 な 形 態 お よ び 濃 度 を も た ら す
よ う な 変 化 に つ い て 報 告 し て い る 。 し か し 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 は 、 脂 肪 代 謝 の 障 害 が 伴 う こ
と が ま た 知 ら れ て い る 疾 患 を 診 断 す る た め の バ イ オ マ ー カ ー と し て 、 顕 著 で 実 用 的 な い か
な る 役 割 も 演 じ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 は 、 診 断 を 目 的 と し た ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 測 定 に 関 す る 。 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I
は 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 ア ポ C-I、 ア ポ C-IIお よ び ア ポ C-IIIと 称 す る 、 分 子 量 が 比 較 的 低 い ア
ポ リ ポ 蛋 白 質 の 群 に 属 す る 。 こ れ ら 3種 類 の 蛋 白 質 の 1次 構 造 は 公 知 で あ る (参 考 、 ア ポ リ
ポ 蛋 白 質 C-Iに 関 し て は 、 (1)、 (2)お よ び 、 特 に (3))。 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iお よ び C-IIIの
機 能 に つ い て 分 か っ て い る こ と は 比 較 的 少 な く 、 あ る 種 の 病 理 状 態 に 応 じ て 、 ヒ ト 血 清 中
ま た は 血 漿 中 に お け る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 量 ま た は 形 態 お よ び 会 合 形 態 の 変 化 に つ い て
報 告 さ れ た 知 見 は 得 ら れ て い な い 。 (1)か ら (18)の 報 告 は 、 C群 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 ま た は ア
ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iに 関 す る 科 学 文 献 の 中 で も 代 表 的 な 報 告 で 、 特 に (11)の 研 究 は 、 リ ポ 蛋
白 質 代 謝 に お け る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 Cの 役 割 に つ い て 知 ら れ て い る こ と に 関 す る 優 れ た 概 説
を 提 供 し て い る 。 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iに つ い て 記 載 さ れ た 生 物 学 的 効 果 に は 主 に 、 コ レ ス
テ ロ ー ル エ ス テ ル 転 送 蛋 白 質 (CETP)の 阻 害 、 LDL受 容 体 (LDLR)に 関 連 し た 蛋 白 質 (LRP)の 阻
害 お よ び LDLR自 体 の 阻 害 お よ び VLDL受 容 体 (VLDLR)の 阻 害 、 な ら び に レ シ チ ン コ レ ス テ ロ
ー ル ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (LCAT)の 活 性 化 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 例 え ば 、 敗 血 症 も し く は 癌 な ど の 疾 患 を 診 断 す る た め の バ イ オ マ ー カ ー と し て の ア ポ リ
ポ 蛋 白 質 C-Iの 測 定 を 可 能 に す る 、 ま た は 前 記 診 断 の 流 れ に お い て ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 測
定 を 示 唆 す る 知 見 は 、 前 記 の 出 版 物 の 内 容 か ら は 得 る こ と は で き な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 EP656121B1
【 特 許 文 献 ２ 】 EP1121600A2
【 特 許 文 献 ３ 】 WO02/085937
【 特 許 文 献 ４ 】 WO03/005035
【 特 許 文 献 ５ 】 WO03/002600
【 特 許 文 献 ６ 】 EP1355158A1
【 特 許 文 献 ７ 】 EP1318406A1
【 特 許 文 献 ８ 】 EP1318407A1
【 特 許 文 献 ９ 】 EP1355159A1
【 特 許 文 献 １ ０ 】 EP1318402A1
【 特 許 文 献 １ １ 】 EP1318403A1
【 特 許 文 献 １ ２ 】 EP1318404A1
【 特 許 文 献 １ ３ 】 EP1318405A1
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 敗 血 症 患 者 の 蛋 白 質 組 成 の 変 化 を 調 査 す る こ と 、 お よ び 得 ら れ た 結 果 を 敗 血
症 お よ び 炎 症 の 診 断 に 具 体 的 に 使 用 で き る よ う に す る こ と を 目 的 と す る 本 出 願 人 に よ る 系
統 だ っ た 研 究 の 結 果 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ れ ら の 研 究 の 出 発 点 は 、 敗 血 症 の 場 合 、 プ ロ ホ ル モ ン で あ る プ ロ カ ル シ ト ニ ン が 劇 的
に 増 加 す る こ と 、 お よ び 敗 血 症 の バ イ オ マ ー カ ー と し て プ ロ カ ル シ ト ニ ン を 測 定 す る こ と
は 、 診 断 お よ び 治 療 に 伴 う モ ニ タ リ ン グ の た め に 非 常 に 実 用 的 な 意 義 が あ る と い う 発 見 で
あ っ た (参 考 、 例 え ば 、 EP656121B1)。 さ ら に 、 出 願 人 が 研 究 に 対 し て 様 々 な 取 り 組 み を 始
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め て か ら 得 ら れ た 、 敗 血 症 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 に お け る 蛋 白 質 組 成 の 変 化 に 関 す る 発 見
は 、 例 え ば 、 公 開 さ れ た 特 許 出 願 EP1121600A2お よ び さ ら に 最 近 の 日 付 の 公 開 特 許 出 願 、
例 え ば 、 WO02/085937、 WO03/005035、 WO03/002600、 EP1355158A1、 EP1318406A1、 EP13184
07A1お よ び EP1355159A1、 お よ び さ ら に 関 連 の あ る ま だ 公 開 さ れ て い な い 出 願 人 の 特 許 出
願 に 見 い だ さ れ る 。 特 に 、 敗 血 症 と い う 用 語 の 最 近 の 理 解 の 説 明 、 お よ び 敗 血 症 の 場 合 の
バ イ オ マ ー カ ー の 測 定 の 重 要 性 に 関 し て 、 前 記 特 許 出 願 の 内 容 を 参 照 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 い く つ か の 研 究 に よ っ て 、 伝 統 的 に 典 型 的 な 癌 マ ー カ ー と し て の み 考 え ら れ て き た い く
つ か の バ イ オ マ ー カ ー (参 考 、 EP1318402A1、 EP1318403A1、 EP1318404A1お よ び EP1318405A
1)は 敗 血 症 の 場 合 で も 有 意 に 増 加 し て い る こ と が 示 さ れ た の で 、 敗 血 症 患 者 の 試 料 の 研 究
と 共 に 様 々 な 悪 性 腫 瘍 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 の 血 漿 お よ び 血 清 試 料 に つ い て 一 層 検 討 を 行 っ
た 。 多 く の 研 究 例 に お い て 、 敗 血 症 の 症 例 で 濃 度 の 上 昇 が 認 め ら れ た 個 々 の バ イ オ マ ー カ
ー は 、 癌 患 者 の 症 例 に お い て も 有 意 に 上 昇 し て い る こ と が わ か っ た 。 し か し 、 多 く の 症 例
は ま た 、 敗 血 症 疾 患 と 悪 性 腫 瘍 疾 患 を 簡 略 化 す る た め に 概 し て 基 本 的 に 同 様 に 扱 う こ と を
妨 げ る か な り の 差 異 を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 明 細 書 で 説 明 し た 本 発 明 は 、 診 断 目 的 の バ イ オ マ ー カ ー と し て 潜 在 的 に 適 し た 蛋 白 質
は 、 敗 血 症 患 者 お よ び そ の 他 の 重 篤 な 疾 患 、 特 に 、 炎 症 性 疾 患 ま た は 癌 疾 患 に 罹 患 し て い
る 可 能 性 の あ る 患 者 で は 健 康 人 と 比 べ て そ の 測 定 値 が 有 意 に 変 化 し て い る の で 、 そ れ ら を
決 定 す る た め に さ ら 取 り 組 ん だ 研 究 の 結 果 で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 敗 血 症 患 者 の 血 清
ま た は 血 漿 画 分 の HPLCプ ロ フ ィ ー ル を 見 か け 上 正 常 な 健 康 人 の HPLCプ ロ フ ィ ー ル と 比 較 し
、 HPLCク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ ロ フ ィ ー ル の 有 意 な 変 化 を さ ら に 綿 密 に 調 べ た 。 こ れ ら の 研
究 に よ っ て 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 結 果 が 得 ら れ た 。 す な わ ち 、 試 料 の 疎 水 性 ま た は 親 油 性
構 成 要 素 と 相 互 作 用 で き 、 こ の よ う な 構 成 要 素 を 選 択 的 に 結 合 で き る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
物 質 を 含 有 す る カ ラ ム (「 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 」 )で こ れ ら の 試 料 を 予 め 分
離 し た と き 、 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 試 料 の HPLC溶 出 プ ロ フ ィ ー ル の 有 意 な 変 化 が 検 出 可 能
で あ る 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 物 質 に 結 合 し て 分 離 さ れ た 試 料 の 構 成 要 素 が 適 切 な 方 法 で そ
の 後 溶 出 さ れ る な ら ば 、 疎 水 性 表 面 と 相 互 作 用 で き る 構 成 要 素 、 特 に 蛋 白 質 特 性 の 構 成 要
素 が 選 択 的 に 濃 縮 さ れ た 、 元 の 血 清 ま た は 血 漿 試 料 の 亜 画 分 が 得 ら れ る 。 リ ポ 蛋 白 質 に 適
用 し た こ の よ う な 方 法 の 変 形 は (19)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 敗 血 症 お よ び そ の 他 の 疾 患 の 患 者 の 血 漿 ま た は 血 清 の こ の よ う な 画 分 の 高 速 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)に よ る 分 離 に よ っ て 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 驚 く べ き 発 見 、 す な わ ち 、
正 常 な 健 康 人 の 血 清 お よ び 血 漿 中 で 十 分 な 濃 度 で 見 い だ さ れ る べ き 構 成 要 素 が 敗 血 症 患 者
お よ び あ る 種 の そ の 他 の 患 者 の 血 清 で は 非 常 に 減 少 し て い る か 、 見 か け 上 完 全 に な く な っ
て い る と い う 発 見 が 導 か れ た 。 以 下 に さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 こ の よ う な 構 成 要 素 の 特
性 を さ ら に 研 究 す る と 、 著 し く 減 少 し た 構 成 要 素 は ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iで あ る こ と が 示 さ
れ た 。 同 様 に 、 以 下 に さ ら に 詳 細 に 説 明 し た そ の 後 の 研 究 に よ っ て 次 に 、 最 初 の 暫 定 評 価
で は 敗 血 症 お よ び 癌 患 者 に お い て 変 化 の 類 似 性 を 示 し た 結 果 が 、 実 際 に は 互 い に 明 確 に 区
別 さ れ 、 ヒ ト 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 中 に お い て 、 そ れ 自 体 診 断 目 的 の た め に 利 用 で き る 発
見 を 構 成 す る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 測 定 す る こ と に よ っ て 、 癌 疾 患 か ら の 敗 血 症 疾 患 の 明
確 な 区 別 す る こ と を 可 能 に で き る と い う さ ら に 驚 く べ き 結 果 が 導 か れ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 診 断 測 定 に 適 し た 新 規 蛋 白 質 バ イ オ マ ー カ ー を 発 見 す る こ と 、 お よ び
そ れ を 診 断 目 的 に 利 用 で き る よ う に す る こ と で 、 ヒ ト 血 清 ま た は 血 漿 中 の こ の バ イ オ マ ー
カ ー の 定 量 的 な 出 現 頻 度 は 、 見 か け 上 正 常 な 健 康 人 で 見 い だ さ れ る 値 と は 有 意 に 異 な っ て
お り 、 し た が っ て 、 そ の 測 定 値 は 診 断 手 段 と し て 価 値 が あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の 目 的 は 、 請 求 項 1で 請 求 し た と お り の 方 法 に よ っ て 実 現 さ れ る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 特 に 、 敗 血 症 患 者 、 癌 患 者 お よ び そ の 他 の 疾 患 の 患 者 の 場 合 に お け る 診 断 適 用 に 関 し て
、 好 ま し い 応 用 は 下 位 請 求 項 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 ま た は 請 求 項 に お い て 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iに 加 え て 、 「 そ れ ら の 誘 導 体 」 が
ま た 測 定 す べ き 種 と し て 述 べ ら れ る 場 合 は 、 こ れ ら は 特 に 断 片 お よ び 集 合 体 、 特 に 、 そ れ
ぞ れ の 選 択 し た 測 定 法 に お い て 遊 離 蛋 白 質 で あ る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iと 同 様 の 挙 動 を 示 す
も の を 意 味 す る と 理 解 す べ き で あ る 。 「 誘 導 体 」 は 、 例 え ば 、 個 々 の ア ミ ノ 酸 も し く は ア
ミ ノ 酸 配 列 の 分 、 短 く な っ た ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I分 子 、 ま た は 、 例 え ば 、 凝 集 に よ っ て 立
体 的 に 、 も し く は 構 造 的 に 改 変 さ れ た 完 全 な ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I分 子 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー と し て の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 使 用 を 可 能 に す る 今 回 の 新 規 な 発 見 に よ
っ て 、 関 連 す る 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 に お い て 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 検 出 量 は 見 か け
上 正 常 な 健 康 人 と 比 較 し て 非 常 に 減 少 し て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の こ と か ら 、 ア ポ リ
ポ 蛋 白 質 C-Iは 、 上 記 疾 患 の 場 合 、 不 十 分 な 量 で 形 成 さ れ 、 消 費 さ れ 、 か つ /ま た は 異 常 に
結 合 し て い る と 結 論 づ け る こ と が 可 能 で あ り 、 健 康 人 と 比 較 し て の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの
欠 乏 と し て 解 釈 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 し た が っ て 、 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は ま た 、 疾 患 に 関 連 し た ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I欠 乏 状
態 を 治 療 す る た め 、 お よ び 診 断 レ ベ ル で 測 定 可 能 な 量 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 著 し い 減 少
と し て 表 れ る 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 を 調 製 す る た め 、 治 療 剤 と し て の ア ポ リ ポ 蛋 白 質
C-Iの 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 態 様 は 、 請 求 項 10の 主 題 と な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 記 載 し た 導 入 部 分 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 再 現 さ れ た 保 護 す べ き す べ て の 事 実 お
よ び 教 示 で は 、 実 験 デ ー タ お よ び 関 連 図 を 参 考 に し て 以 下 に 詳 細 に 説 明 し 、 本 発 明 の 記 述
で 使 用 し た 個 々 の 用 語 の 意 味 を さ ら に 説 明 す る 。 し た が っ て 、 特 許 請 求 の 範 囲 を 解 釈 す る
た め 、 お よ び 今 ま で に 記 載 さ れ た 一 般 的 な 記 述 の よ り 正 確 な 解 釈 の た め に 、 以 下 の 記 述 を
明 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 実 施 し た 実 験 の 説 明 お よ び 得 ら れ た 結 果
　 A.ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 調 査
　 1.疎 水 性 表 面 に 結 合 し 、 そ こ か ら 溶 出 す る こ と が で き る ヒ ト 血 清 /血 漿 の 構 成 要 素 を 含
有 す る 血 清 ま た は 血 漿 画 分 の 取 得
　 見 か け 上 正 常 な 健 康 人 お よ び 独 立 し て 医 学 的 に 診 断 さ れ た い く つ か の 疾 患 に 罹 患 し た 患
者 の 血 清 /血 漿 の 試 料 そ れ ぞ れ 0.5mlを PBSに 溶 か し た オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 物 質 (販 売 元 :フ ァ ル マ シ ア 、 充 填 材 料 0.25ml、 PBSで 洗 浄 )0.5mlと 混 合 し 、 ゆ っ く
り 振 盪 し な が ら 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 混 合 物 を ポ リ プ ロ ピ レ ン カ ラ
ム (直 径 5mm)に 入 れ 、 PBS 20mlで 洗 浄 す る こ と に よ っ て 、 オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス 物 質 に 結
合 し た 物 質 か ら 結 合 し な か っ た 物 質 を 分 離 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス 物 質 に 結 合 し た 物 質 (蛋 白 質 )の 脱 離 は 、 酢 酸 (pH 2.5)50mMに よ る
溶 出 に よ っ て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 2.逆 相 C18 HPLC
　 オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム か ら 得 ら れ た 酢 酸 溶 出 物 は そ れ ぞ れ の 場 合 に 、 μ Bondapak
C18カ ラ ム (3.9× 300mm、 Millipore、 Waters)の 逆 相 C18 HPLCに よ っ て 直 接 分 析 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 移 動 相 A(水 の 体 積 95部 、 ア セ ト ニ ト リ ル の 体 積 5部 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 の 体 積 0.1部 の 混
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合 物 )お よ び 移 動 相 B(水 の 体 積 10部 、 ア セ ト ニ ト リ ル の 体 積 90部 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 の 体
積 0.1部 )の 勾 配 を HPLCク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 HPLCカ ラ ム に 酢 酸 溶 出 物 を チ ャ ー ジ し た 後 、 以 下 の 移 動 相 A/移 動 相 Bの 勾 配 で 分 析 を 実
施 し た 。
　 t=0～ 5分 100/0(A/B)か ら 65/35(A/B)
　 t=5～ 20分 65/35(A/B)か ら 40/60(A/B)
　 t=20～ 22分 40/60(A/B)か ら 0/100(A/B)
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 流 速 は 1ml/分 で あ っ た 。 カ ラ ム か ら の 流 出 物 は 、 214nmで の 吸 光 度 を 継 続 的 に 測 定 し た
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 1は 、 見 か け 上 正 常 で 健 康 な 患 者 (a)、 様 々 な 腫 瘍 疾 患 の 患 者 (b)お よ び 敗 血 症 患 者 (c)
か ら の 試 料 の 画 分 の 一 般 的 な 3種 類 の 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 上 記 グ ル ー プ の 人 の HPLC溶 出 プ ロ フ ィ ー ル は 、 実 質 的 か つ 系 統 的 に 互
い に 異 な る こ と が 発 見 さ れ た 。 本 明 細 書 に と っ て 重 要 な バ ン ド は 、 17.05分 に 溶 出 す る バ
ン ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の バ ン ド は 、 調 査 し た 血 清 お よ び 血 漿 の 全 試 料 の ピ ー ク を 集 積 す る こ と に よ っ て 、 相
対 的 に 定 量 さ れ 、 こ の 方 法 で 測 定 さ れ た 物 質 の 相 対 的 な 量 は 、 多 数 の 対 照 お よ び 患 者 試 料
に つ い て 、 図 2に グ ラ フ で 示 し て あ る 。 具 体 的 に 、 以 下 の 試 料 を 調 査 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 腫 瘍 患 者 42試 料 (腸 癌 9試 料 、 気 管 支 癌 7試 料 、 乳 癌 13試 料 、 卵 巣 癌 8試 料 、 膵 臓 癌 5試 料 )
、 敗 血 症 患 者 22試 料 、 心 筋 梗 塞 患 者 (Ci)7試 料 、 狭 心 症 患 者 (APe)4試 料 、 動 脈 閉 塞 性 疾 患 (
AOD)5試 料 、 ク ロ ー ン 病 患 者 (CD)6試 料 、 グ レ ー ブ ス 病 患 者 11試 料 、 自 己 免 疫 甲 状 腺 炎 (AIT
)4試 料 、 I型 糖 尿 病 患 者 (D-I型 )10試 料 、 II型 糖 尿 病 患 者 (D-II型 )6試 料 、 関 節 リ ウ マ チ 患
者 (RA)3試 料 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 (AD)2試 料 お よ び HIV陽 性 患 者 6試 料 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 2か ら 直 ち に 明 ら か な よ う に 、 17.05分 で 測 定 さ れ た ピ ー ク に 対 応 す る 物 質 に つ い て 、
実 質 的 に 高 い 値 は 、 正 常 な 健 康 人 の 試 料 に 認 め ら れ る 。 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 の 試 料 で は 、
と り わ け 敗 血 症 患 者 、 腫 瘍 患 者 、 顕 性 /急 性 心 疾 患 の 患 者 (Ci、 APe、 AOD)お よ び ク ロ ー ン
病 の 患 者 の 試 料 で は 明 ら か に 同 物 質 の 比 率 の 極 め て 著 し い 減 少 が 測 定 さ れ て い る 。 I型 糖
尿 病 お よ び II型 糖 尿 病 の 患 者 で も 健 康 人 と 比 較 し て 有 意 に 値 が 減 少 し て い た が 、 同 様 の 程
度 ま で は 減 少 し て い な い 。 グ レ ー ブ ス 病 、 自 己 免 疫 甲 状 腺 炎 、 関 節 リ ウ マ チ 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 の 患 者 お よ び HIV陽 性 患 者 で は 、 対 応 す る 濃 度 の 変 動 は 小 さ く 、 統 計 学 的 に は 有 意
で は な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 個 々 の 試 料 群 に つ い て 得 ら れ た 相 対 量 の 平 均 値 を 以 下 の 表 に ま と め て 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 3.試 料 を 特 徴 付 け る た め の バ ン ド の 同 定 (17.05分 に 溶 出 す る バ ン ド )
　 同 定 を す る た め に 、 こ の バ ン ド に 対 応 す る 溶 出 物 質 を 収 集 し 、 乾 燥 さ せ (speed vac)、
ペ プ チ ド 分 析 を 行 っ た 。 N末 端 の 配 列 分 析 で は 、 配 列 TPDVSが 決 定 さ れ た 。 質 量 分 析 (ESIMS
)に よ っ て 測 定 さ れ た 分 子 量 は 、 6630± 15 Dで あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ヒ ト ア ポ リ ポ 蛋
白 質 C-Iの 公 知 の デ ー タ と 明 ら か に 相 関 し て お り (参 考 、 例 え ば (3))、 配 列 番 号 1に 記 載 さ
れ た ペ プ チ ド 配 列 を 有 し (SWISS PROT寄 託 番 号 3660227も ま た 参 考 の こ と )、 理 論 的 な 分 子
量 は 6627 Dで あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 上 記 物 質 の ト リ プ シ ン 消 化 、 お よ び そ の 後 の 質 量 分 析 (ESIMS、 「 ト リ プ シ ン フ ィ ン ガ ー
プ リ ン ト 」 )の 後 で 、 行 っ た 同 定 が 完 全 に 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 説 明 し た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ っ て 測 定 で き る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iは ま た 、 本 明 細
書 の 文 脈 で は 、 「 遊 離 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I」 の こ と で あ る 。 そ れ は 、 (PBSで 希 釈 し た )血 清
ま た は 血 漿 試 料 か ら 疎 水 性 分 子 構 造 、 例 え ば 、 疎 水 性 オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 物 質 の オ ク チ ル 基 に 結 合 し 、 蛋 白 質 の 溶 出 に 対 す る 一 般 的 条 件 の 下 で 、 特 に 希 釈 酢
酸 で 溶 出 さ れ る こ と が で き る 特 性 を 有 す る 。 し か し 、 「 遊 離 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I」 と い う
用 語 を 使 用 す る 場 合 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 離 で き る 物 質 が 元 の
試 料 に お い て 完 全 に 遊 離 の 形 態 で 存 在 し な く て は な ら な い こ と を 必 ず し も 意 味 す る わ け で
は な い 。 実 験 条 件 下 で オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス と 接 触 し て 切 断 さ れ る 脂 質 も 備 え た 、 ア ポ リ
ポ 蛋 白 質 C-Iを ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 物 質 に 結 合 さ せ る 結 合 物 ま た は 凝 集 物 は ま た 、 本 明 細
書 で こ の 用 語 を 使 用 す る 文 脈 で は 、 「 遊 離 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I」 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 し た が っ て 、 「 疎 水 性 分 子 構 造 」 は ま た 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 物 質 の 表 面 の 一 部
で あ る こ と が で き る 。 し か し 、 こ れ ら は ま た 、 こ の よ う な 分 子 と ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iと を
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結 合 さ せ る こ と が で き る 疎 水 性 構 造 領 域 を 有 す る 個 々 の 分 子 、 例 え ば 、 標 識 可 能 な 疎 水 性
構 造 を 有 す る 分 子 で あ っ て よ く 、 例 え ば 、 試 料 液 体 中 で ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 標 識 す る た
め の 均 一 系 測 定 法 に お い て 使 用 で き る 。 「 疎 水 性 分 子 構 造 」 に 結 合 す る 能 力 は 、 こ の よ う
な 結 合 に 使 用 で き る 試 料 中 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 領 域 が そ の 他 の 物 質 、 例 え ば 、 リ ポ 蛋
白 質 の 脂 質 に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ て い な い と き 、 表 れ る 。 例 え ば 、 オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス
に 結 合 す る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの そ の よ う な 画 分 が 測 定 さ れ る と 記 述 さ れ て い る と き で も
、 そ の 測 定 に お い て 実 際 に オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス へ の 結 合 を 利 用 す る 必 要 が あ る こ と を 意
味 し な い 。 む し ろ 、 こ の よ う な 記 述 は 、 ま っ た く 異 な る 方 法 に よ っ て 測 定 さ れ る 場 合 で あ
っ て も 、 測 定 す る 物 質 の 特 性 と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 例 え ば 、 対 応 す る ア ポ リ ポ 蛋
白 質 C-Iは 、 以 下 に 説 明 す る よ う に 、 免 疫 測 定 法 に よ っ て も 測 定 さ れ る も の と 同 じ で あ っ
て よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 B.血 清 /血 漿 中 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 直 接 免 疫 診 断 測 定 法
　 1.ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 免 疫 測 定 法
　 血 清 中 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 直 接 免 疫 診 断 測 定 法 に つ い て は 、 サ ン ド イ ッ チ 型 の 免 疫
測 定 法 を 以 下 に 説 明 し た 部 分 で 提 示 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 a)コ ー テ ィ ン グ 試 験 管 :ポ リ ス チ レ ン 試 験 管 (Greiner)は 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iに 対 す る
市 販 の ポ リ ク ロ ー ナ ル ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 抗 体 (販 売 元 、 Acris Antibody、 Bad Neuheim、
ド イ ツ )で コ ー テ ィ ン グ し た 。 製 造 者 の 情 報 に よ れ ば 、 抗 体 は ヒ ト ア ポ C-Iで ウ サ ギ を 免 疫
す る こ と に よ っ て 得 ら れ 、 ヒ ト ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 結 合 さ せ た セ フ ァ ロ ー ス ア フ ィ ニ テ
ィ ー カ ラ ム で 精 製 さ れ て い る 。 コ ー テ ィ ン グ で は 、 PBS 300μ lに 溶 か し た 抗 体 0.2μ gを 、
ヒ ツ ジ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 (Sigma)で コ ー テ ィ ン グ し た ポ リ ス チ レ ン 試 験 管 (Greiner、 ド イ ツ
)に 結 合 さ せ た 。 本 結 合 は 、 室 温 で 18時 間 後 に 完 了 し た 。 次 に 、 試 験 管 を 、 PBSに 溶 か し た
0.5%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)で 3mlず つ 2回 洗 浄 し た 。 真 空 中 で 乾 燥 さ せ た 後 、 試 験 管 を
ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I免 疫 測 定 法 の 固 相 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 b)ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で 標 識 し た 抗 体 :PBS 100μ lに 溶 か し た ヒ ト ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C
-Iに 対 す る 別 の 抗 体 (ウ サ ギ 由 来 、 販 売 元 :Academie Bio-Medical Company、 Texas、 USA)1
00μ gを (ア セ ト ニ ト リ ル 10μ lに 溶 か し た )ア ク リ ジ ニ ウ ム NHSエ ス テ ル 10μ gと 反 応 さ せ た
。 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 標 識 し た 抗 体 は 、 SW 300(Waters)に よ る HPLCに よ
っ て 反 応 混 合 物 の 未 変 換 構 成 成 分 を 分 離 し て 精 製 し た 。 こ れ を 免 疫 測 定 法 で 使 用 す る た め
に は 、 試 験 管 壁 を 飽 和 さ せ る た め に 、 0.5% BSAお よ び ウ サ ギ IgG 1mg/mlを 含 む PBSに 溶 か
し た 上 記 標 識 抗 体 を 約 100万 RLU/300il(RLU=相 対 光 ユ ニ ッ ト )に 調 節 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 2.血 清 ま た は 血 漿 試 料 中 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 免 疫 診 断 測 定 の 実 施
　 血 清 ま た は 血 漿 試 料 は 、 PBS、 0.5% BSAで 1:10000に 希 釈 し た 。 い ず れ の 場 合 で も 、 そ れ
ら の 300μ lを 前 述 の 固 定 し た 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し た 試 験 管 に ピ ペ ッ ト で 入 れ 、 次 に 室 温
で 振 盪 し な が ら 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た (Heidolph回 転 式 振 盪 機 で 300rpm)。 次 に 、 試 験
管 の 内 容 物 を PBSで 洗 浄 し (そ れ ぞ れ に つ い て PBS 1mlの 充 填 お よ び デ カ ン テ ー シ ョ ン を 4回
行 う )、 試 験 管 壁 に 結 合 し た ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 試 験 管 当 た り 300μ lの ア ク リ ジ ン エ ス テ
ル 標 識 抗 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I抗 体 と 室 温 で 300rpmで 20時 間 か け て 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 未
結 合 の 標 識 抗 体 は PBS 1mlで 5回 洗 浄 す る こ と よ っ て 除 去 し 、 残 存 す る 化 学 ル ミ ネ セ ン ス を
、 Berthold 952 T照 度 計 で 公 知 の 方 法 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 測 定 法 の 較 正 に 合 成 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 使 用 し た 。 上 記 方 法 で 得 ら れ た 一 般 的 な 標 準
曲 線 を 図 3に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 3.結 果
　 説 明 し た サ ン ド イ ッ チ 型 免 疫 測 定 法 を 使 用 し て 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 検 討 で 使 用
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し た よ う に ま た 、 見 か け 上 正 常 な 健 康 人 の 対 照 血 清 お よ び 敗 血 症 お よ び 腫 瘍 の 試 料 を 測 定
し た 。 敗 血 症 患 者 の 試 料 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iで は 、 正 常 人 と 比
較 し て 有 意 な 測 定 値 の 減 少 が 得 ら れ た と い う HPLC検 討 の 結 果 が 実 質 的 に 確 認 さ れ た 。 腫 瘍
患 者 の 試 料 を 測 定 し た と こ ろ 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 検 討 で は 同 様 に 濃 度 の 減 少 が 測
定 さ れ た が 、 得 ら れ た 測 定 値 に は 増 加 の 傾 向 が あ っ た 。 そ の 結 果 を 図 4に 図 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 腫 瘍 患 者 の 結 果 が 一 方 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 測 定 と 他 方 の 免 疫 診 断 測 定 で 異 な る の は
、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 前 述 の 選 択 段 階 に よ る の か ど う か と い う 疑 問
を 調 べ る た め に 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 「 遊 離 」 画 分 の 結 合 を さ ら に 測 定 す る 前 に 、 免 疫
測 定 法 で 測 定 し た 試 料 を オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス で 処 理 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 4.オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス に よ る 試 料 の 処 理
　 免 疫 測 定 法 で 説 明 し た よ う に 測 定 し た 同 じ 血 清 ま た は 血 漿 試 料 150μ lを オ ク チ ル セ フ ァ
ロ ー ス (フ ァ ル マ シ ア 、 PBSに ゲ ル 50μ lを 溶 か し た も の )200μ lと 混 合 し 、 室 温 で ゆ っ く り
振 盪 し な が ら 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス と そ こ に 結 合 し た
ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I画 分 を 遠 心 (2000Gで 15分 )に よ っ て 分 離 し た 。 得 ら れ た 上 清 を PBS/0.5%
 BSAで 1:5000に 希 釈 し 、 次 に 前 述 の よ う に 免 疫 測 定 法 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 5(fig.5)に 示 す 。 オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス 処 理 の 結 果 と し て 、 記 載 し た
サ ン ド イ ッ チ 型 免 疫 測 定 法 に よ る 測 定 で 検 出 可 能 な 「 遊 離 」 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iは す べ
て 、 オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス に 結 合 し 、 し た が っ て 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iは も は や 上 清 で は
検 出 さ れ な か っ た の は 明 ら か で あ る 。 同 様 の 所 見 が 処 理 し た 敗 血 症 試 料 で も 認 め ら れ 、 正
常 試 料 と 比 較 し て 既 に 非 常 に 減 少 し て い た 測 定 可 能 な ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 量 の 大 部 分 が
オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス 処 理 に よ っ て 試 料 か ら 取 り 除 か れ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 し か し 、 驚 く べ き こ と に 、 記 載 し た 型 の 免 疫 測 定 法 で 測 定 可 能 な ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iは
、 オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス 処 理 に よ っ て も 腫 瘍 患 者 の 試 料 か ら は 除 去 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 C.考 察
　 説 明 し た 発 見 に よ っ て 示 さ れ る こ と は 、 腫 瘍 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 中 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質
C-Iの 少 な く と も 大 部 分 は 、 疎 水 性 表 面 に 結 合 す る 能 力 は 失 わ れ て い る が 、 免 疫 測 定 法 に
お い て 免 疫 反 応 性 と し て ま だ 測 定 で き る 形 態 で 存 在 す る と い う こ と で あ る 。 こ れ ら の 観 察
の 可 能 性 あ る 説 明 は 、 腫 瘍 患 者 の 血 清 に 生 じ る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 場 合 、 疎 水 性 相 互 作
用 で 利 用 さ れ る 分 子 領 域 は 、 特 に オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス に よ っ て 置 換 で き な い 結 合 相 手 に
よ っ て 、 飽 和 ま た は ブ ロ ッ ク さ れ る と い う こ と で あ ろ う 。 こ れ ら の 結 合 相 手 の 特 性 に つ い
て は 現 在 の と こ ろ 分 か っ て い な い 。 し か し 、 そ れ 自 体 と し て 、 ま た は 疎 水 性 結 合 相 手 、 例
え ば 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iな ど の 不 活 性 化 に 基 づ い て 、 例 え ば 、 本 来 の 免 疫 応 答 に 悪 影 響
を 及 ぼ し た り 、 腫 瘍 増 殖 を 活 発 に 促 進 し た り す る こ と に よ っ て 、 腫 瘍 の 発 症 に 重 要 な 役 割
を 果 た す 腫 瘍 特 異 的 物 質 で あ る と い う こ と を 除 外 す る こ と は で き な い 。 免 疫 診 断 法 に よ っ
て 調 べ た 試 料 で は ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I画 分 の 有 意 な 減 少 は 検 出 で き な か っ た が 、 並 行 し て
調 べ た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で は 、 こ れ は 前 述 の 意 味 で は 「 遊 離 」 で は な い が 、 疎 水 性 結 合
相 手 に 結 合 す る 能 力 が 減 少 し た 別 の 形 態 で 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 「 遊 離 」 の ア ポ リ
ポ 蛋 白 質 C-I、 す な わ ち 、 疎 水 性 結 合 相 手 に 結 合 す る ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iは 、 他 方 で 、 腫 瘍
患 者 の 血 清 で は 、 そ の 他 の 疾 患 、 例 え ば 、 敗 血 症 の 場 合 の よ う に 、 減 少 し て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 説 明 し た 発 見 に 基 づ い て 、 腫 瘍 患 者 に 対 し て は 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 外 部 か ら 供 給 す
る こ と に よ っ て 「 遊 離 」 リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 減 少 し た 割 合 に つ い て 撹 乱 さ れ た 平 衡 を 補 い 、
し た が っ て 、 例 え ば 、 外 部 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iに よ っ て 腫 瘍 に 一 般 的 な 結 合 相 手 を 飽 和
し 、 遊 離 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 追 加 供 給 す る こ と に よ っ て 、 病 理 過 程 に 良 い 影 響 を も た ら
す こ と は 有 益 で あ る も の と 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ ５ ２ 】
　 同 様 の 考 え 方 、 す な わ ち 、 「 遊 離 」 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 撹 乱 さ れ た 濃 度 を 補 う た め
に 外 部 か ら ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 供 給 す る こ と は 有 益 で あ る と い う 考 え 方 は ま た 、 他 の 疾
患 、 例 え ば 、 敗 血 症 の 場 合 に も 適 用 さ れ る 。 敗 血 症 の 場 合 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 産 生 が
撹 乱 さ れ る な ら ば 、 外 部 か ら の 供 給 に よ っ て そ れ に よ っ て 生 じ た 欠 乏 を 補 う こ と が で き る
。 敗 血 症 の 場 合 、 患 者 の 血 清 /血 漿 中 の 「 遊 離 」 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 減 少 が 、 病 理 組 織
構 造 ま た は 存 在 す る 可 能 性 の あ る 不 溶 性 細 菌 構 造 に 結 合 す る こ と に よ っ て ア ポ リ ポ 蛋 白 質
C-Iが 循 環 か ら 取 り 除 か れ る こ と に 起 因 す る と 考 え ら れ る な ら ば 、 外 部 か ら の ア ポ リ ポ 蛋
白 質 C-Iの 供 給 に よ っ て 、 生 じ た 欠 乏 を 補 う か 、 ま た は 病 理 組 織 内 ま た は 細 菌 構 造 上 の 結
合 部 位 の 飽 和 を 実 施 す る こ と が で き る 。 外 部 供 給 に よ っ て 増 加 し た 遊 離 の ア ポ リ ポ 蛋 白 質
、 ま た は 処 理 し た 患 者 の 血 液 試 料 中 に お け る 免 疫 反 応 性 で 測 定 可 能 な ア ポ リ ポ 蛋 白 質 の 濃
度 を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に 必 要 な 量 を 簡 単 な 方 法 で モ ニ タ ー す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 癌 、 敗 血 症 、 お よ び 健 康 人 と 比 較 し て 検 出 可 能 な 遊 離 の ア
ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iが 減 少 し て い る こ と に 関 連 し た そ の 他 の 疾 患 を 治 療 す る た め に 、 ア ポ リ
ポ 蛋 白 質 C-I、 ま た は 適 切 な 誘 導 体 、 ま た は そ の 生 理 学 的 作 用 を 模 倣 す る 化 合 物 の 新 た な
治 療 的 使 用 を 可 能 に す る 。
［ 参 考 文 献 ］
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
【 図 １ 】 (a)見 か け 上 正 常 な 健 康 人 、 (b)様 々 な 悪 性 腫 瘍 疾 患 の 患 者 お よ び (c)敗 血 症 患 者
の 血 清 ま た は 血 漿 を チ ャ ー ジ し た オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム か ら 、
リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 (PBS)で 前 記 チ ャ ー ジ し た カ ラ ム を 中 間 洗 浄 し た 後 で 、 酢 酸 (50
mM)で 溶 出 可 能 な 血 清 お よ び 血 漿 画 分 の 逆 相 C18 HPLCの 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し た 図 で あ
る 。
【 図 ２ Ａ 】 見 か け 上 正 常 な 健 康 人 お よ び 様 々 な 種 類 の 疾 患 (敗 血 症 、 腫 瘍 、 そ れ ぞ れ の 場
合 に つ い て 、 独 立 し て 、 臨 床 的 に 診 断 を 確 認 し た )に 罹 患 し た 患 者 の 試 料 中 の 溶 出 可 能 な
ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 図 1で 示 し た 種 類 の HPLC溶 出 プ ロ フ ィ ー ル の ピ ー ク 集 積 に よ っ て 得 ら
れ た 相 対 量 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ Ｂ 】 見 か け 上 正 常 な 健 康 人 お よ び 様 々 な 種 類 の 疾 患 (心 筋 梗 塞 、 狭 心 症 、 動 脈 閉 塞
性 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に つ い て 、 独 立 し て 、 臨 床 的 に 診 断 を 確 認 し た )に
罹 患 し た 患 者 の 試 料 中 の 溶 出 可 能 な ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 図 1で 示 し た 種 類 の HPLC溶 出 プ ロ
フ ィ ー ル の ピ ー ク 集 積 に よ っ て 得 ら れ た 相 対 量 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ Ｃ 】 見 か け 上 正 常 な 健 康 人 お よ び 様 々 な 種 類 の 疾 患 (グ レ ー ブ ス 病 、 自 己 免 疫 甲 状
腺 炎 、 I型 糖 尿 病 、 II型 糖 尿 病 、 関 節 リ ウ マ チ 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 HIV陽 性 血 清 、 そ れ ぞ
れ の 場 合 に つ い て 、 独 立 し て 、 臨 床 的 に 診 断 を 確 認 し た )に 罹 患 し た 患 者 の 試 料 中 の 溶 出
可 能 な ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iの 図 1で 示 し た 種 類 の HPLC溶 出 プ ロ フ ィ ー ル の ピ ー ク 集 積 に よ っ
て 得 ら れ た 相 対 量 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 標 準 と し て 合 成 ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 使 用 し て 得 ら れ た 、 2種 類 の ア フ ィ ニ テ ィ ー
精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-I抗 体 で 行 っ た サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 法 の 標 準 曲 線
を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 典 型 的 な 較 正 曲 線 を 図 3で 示 し た ア ポ リ ポ 蛋 白 質 C-Iサ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 を 使 用
し て 、 見 か け 上 正 常 な 健 康 人 、 敗 血 症 患 者 お よ び 腫 瘍 患 者 の 血 清 お よ び 血 漿 に お け る ア ポ
リ ポ 蛋 白 質 C-Iを 直 接 測 定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 そ れ ぞ れ の 試 料 を オ ク チ ル セ フ ァ ロ ー ス で 処 理 し た 後 に 測 定 （ 測 定 結 果 を 図 ４ に
示 し た も の ） を 繰 り 返 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ２ Ｃ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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