
(57)【要約】

　本発明は、体液または組織由来の新規な可溶性サイト

ケラチン1断片を、炎症および感染の経過および予後の

診断的検出、および経過調節のためのマーカーペプチド

として、かつ/または炎症および/または感染の経過に治

療的な影響を及ぼすためのターゲットとして使用するこ

とに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 炎 症 お よ び 感 染 の 経 過 を 診 断 、 予 後 お よ び 監 視 す る た め の マ ー カ ー ペ プ チ ド と し て 、 か
つ /ま た は 炎 症 お よ び /ま た は 感 染 の 経 過 に 治 療 的 な 影 響 を 及 ぼ す た め の タ ー ゲ ッ ト と し て
の 、 体 液 ま た は 体 組 織 か ら の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 患 者 の 生 体 液 ま た は 組 織 試 料 中 の 選 択 さ れ た 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 定 量 に よ る
、 敗 血 症 お よ び 重 症 感 染 、 特 に 、 敗 血 症 様 全 身 性 感 染 の 鑑 別 早 期 診 断 お よ び 予 後 診 断 、 重
度 評 価 お よ び 経 過 の 治 療 付 随 評 価 に お け る 、 請 求 項 1に 記 載 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片
の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 定 量 さ れ る 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 が 、 完 全 サ イ ト ケ ラ チ ン 1(SEQ ID NO:3)の ア ミ
ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 151か ら 510ま で の 範 囲 か ら な る 断 片 、 ま た は 前 記 断 片 の ア ミ ノ 酸 配
列 と 少 な く と も 75%、 好 ま し く は 少 な く と も 90%の 相 同 性 を 有 す る ペ プ チ ド で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 が 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1(SEQ ID NO:3)の 完 全 ア ミ ノ 酸 配 列 中
の ア ミ ノ 酸 185～ 297(SEQ ID NO:5)お よ び サ イ ト ケ ラ チ ン 1の 完 全 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 隣 接 ア
ミ ノ 酸 20個 ま で の 配 列 を 有 し 、 そ の 分 子 量 が 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 測 定 し て 、 15700± 500
ダ ル ト ン で あ る か 、 ま た は 、 前 記 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 75%、 好 ま し く は 少 な
く と も 90%の 相 同 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1か ら 3の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 人 間 医 学 お よ び 獣 医 学 に お け る 治 療 目 的 の 薬 物 と し て の 、 請 求 項 1か ら 4の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 天 然 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン 1分 離 物 ま た は 濃 縮 物 の 酵 素 的 加 水 分 解 で 調 製 さ れ た 、 可 溶 性
サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 請 求 項 5に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 酵 素 的 加 水 分 解 を 受 け た サ イ ト ケ ラ チ ン 1分 離 物 ま た は 濃 縮 物 が 、 治 療 さ れ る 患 者 の 自
己 サ イ ト ケ ラ チ ン 1を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 6に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 予 防 ま た は 治 療 に よ り 、 炎 症 性 疾 患 お よ び 感 染 の 経 過 に 影 響 を 及 ぼ す 薬 剤 と し て の 、 請
求 項 5に 記 載 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 ま た は 前 記 断 片 に 結 合 す る 特 異 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 サ イ ト ケ ラ チ ン 1に 富 む 天 然 ヒ ト 材 料 か ら 、 純 粋 形 態 ま た は 富 化 形 態 の ヒ ト サ イ ト ケ ラ
チ ン 1を 得 る こ と 、 純 粋 ま た は 富 化 さ れ て い る 該 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン 1を 、 適 切 な エ ン ド プ
ロ テ ア ー ゼ で 酵 素 分 解 す る こ と 、 生 じ た 加 水 分 解 生 成 物 か ら 個 々 の 断 片 ま た は 断 片 混 合 物
を 得 る こ と 、 そ の 後 、 該 断 片 ま た は 断 片 混 合 物 を 任 意 に 超 精 製 お よ び /ま た は 乾 燥 さ せ る
こ と を 特 徴 と す る 、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 1か ら 9の い ず れ か 一 項 に 従 っ て 使 用 さ れ る よ う な 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 お
よ び 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 全 身 性 炎 症 を 含 め た 炎 症 を
治 療 す る た め の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 に 結 合 す る 特 異 抗 体 お よ び 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 を 含
有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 全 身 性 炎 症 を 含 め た 炎 症 を 治 療 す る た め の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 敗 血 症 お よ び 重 症 感 染 、 特 に 、 敗 血 症 様 全 身 性 感 染 を 鑑 別 早 期 診 断 お よ び 診 断 す る た め
の 、 予 後 す る た め の 、 重 度 評 価 す る た め の 、 な ら び に 経 過 を 治 療 付 随 評 価 す る た め の 方 法
に お い て 、 患 者 の 生 体 液 ま た は 組 織 試 料 中 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 存 在 お よ び /ま

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-509143 A 2005.4.7



た は 量 を 決 定 し 、 決 定 し た 断 片 の 存 在 お よ び /ま た は 量 か ら 、 敗 血 症 ま た は 感 染 の 存 在 、
重 度 ま た は 予 測 さ れ る 経 過 に つ い て の 結 論 を 導 き 出 す こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 定 量 さ れ る 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 が 、 完 全 サ イ ト ケ ラ チ ン 1(SEQ ID NO:3)の ア ミ
ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 151か ら 510ま で の 範 囲 か ら な る 断 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 定 量 さ れ る 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 が 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1(SEQ ID NO:3)の 完 全 ア ミ
ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 配 列 185～ 297(SEQ ID NO:5)お よ び サ イ ト ケ ラ チ ン 1の 完 全 ア ミ ノ 酸
配 列 中 の 隣 接 ア ミ ノ 酸 20個 ま で の 配 列 を 有 し 、 そ の 分 子 量 が 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 測 定 し
て 、 15700± 500ダ ル ト ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 12ま た は 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 免 疫 診 断 的 定 量 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 12か ら 14の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を 医 学 的 診 断 お よ び 治 療 で 使 用 す る こ と
に 関 す る 。 こ れ は 、 病 的 過 程 、 特 に 、 霊 長 類 で 実 験 的 に 生 じ さ せ た 敗 血 症 ま た は 全 身 性 炎
症 に 関 連 し て 、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 形 の 一 定 の ペ プ チ ド が 生 理 学 的 に 生 じ る こ
と が 初 め て 検 出 さ れ た こ と に 基 づ く 。 「 ペ プ チ ド 」 と の 用 語 は 本 出 願 で は 、 生 じ た 鎖 の 長
さ に 関 わ ら ず 、 ア ミ ノ 酸 の 縮 合 物 、 即 ち 特 に 、 そ の 鎖 長 を 考 慮 す る と 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、
ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ っ て よ い 生 成 物 を 含 む こ と を 意 図 さ れ て い る 一 般 的 な
名 称 に 関 連 し て 使 用 さ れ て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 由 来 は 、 炎 症 お よ び 感 染 、 特 に 感 染 性 病 原 お よ び 敗 血 症 の 炎 症 の 診 断 お よ び 治
療 を さ ら に 改 善 す る こ と に 関 す る 本 出 願 人 に よ る 集 中 的 な 研 究 に あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 炎 症 は 、 ご く 一 般 的 に は 、 様 々 な タ イ プ の 外 部 作 用 、 例 え ば 、 外 傷 、 や け ど 、 ア レ ル ゲ
ン 、 バ ク テ リ ア お よ び 真 菌 お よ び ウ イ ル ス な ど の 微 生 物 に よ る 感 染 に 対 す る か 、 拒 絶 反 応
を も た ら す 外 来 組 織 に 対 す る か 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 お よ び ガ ン で の 体 の 一 定 の 炎 症 性 内
因 条 件 に 対 す る 生 体 の 一 定 の 生 理 的 反 応 と 定 義 さ れ る 。 炎 症 は 、 体 の 無 害 な 局 所 反 応 と し
て 生 ず る こ と も あ る が 、 個 々 の 組 織 、 臓 器 、 臓 器 部 分 お よ び 組 織 部 分 の 数 多 く の 深 刻 な 慢
性 お よ び 急 性 疾 患 の 典 型 的 な 形 態 で も あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 局 所 性 炎 症 は 通 常 、 有 害 な 作 用 に 対 す る 体 の 健 全 な 免 疫 反 応 の 一 部 で あ り 、 体 の 救 命 防
御 機 構 の 一 部 に よ る 。 し か し な が ら 、 炎 症 が 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 の よ う に 、 一 定 の 内 因
性 過 程 に 対 す る 体 の 誤 っ た 反 応 の 一 部 を な し 、 お よ び ／ ま た は 慢 性 的 な も の で あ る 場 合 、
あ る い は 、 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 (SIRS)の 症 例 ま た は 感 染 で 起 こ る 重 症 敗 血 症 の 症 例 の よ
う に 、 炎 症 が 全 身 性 に な る 場 合 に は 、 炎 症 反 応 に 典 型 的 な 生 理 的 過 程 が 制 御 で き な く な り
、 実 際 に 往 々 に し て 生 命 を 脅 か す 病 的 過 程 と な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 の と こ ろ 、 炎 症 過 程 の 原 因 お よ び 経 過 は 、 主 に タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 特 性 を 有
し 、 多 か れ 少 な か れ 限 ら れ た 時 間 で 一 定 の 生 体 分 子 の 出 現 を 伴 う 数 多 く の 物 質 に よ り 制 御
さ れ る こ と が 判 明 し て い る 。 炎 症 反 応 に 関 与 す る 内 因 性 物 質 に は 特 に 、 サ イ ト カ イ ン 、 伝
達 物 質 、 血 管 作 動 性 物 質 お よ び 急 性 期 応 答 タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は ホ ル モ ン 性 調 節 物 質
か ら 挙 げ る こ と が で き る 物 質 が 含 ま れ る 。 炎 症 反 応 は 、 複 雑 な 生 理 反 応 で あ り 、 こ れ に は
、 炎 症 過 程 を 活 性 化 さ せ る 内 因 性 物 質 (例 え ば 、 TNF-α )お よ び 物 質 を 失 活 化 さ せ る 内 因 性
物 質 (例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10)の 両 方 が 関 与 し て い る 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 敗 血 症 ま た は 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク の 場 合 の よ う な 全 身 性 炎 症 で は 、 炎 症 特 異 的 反 応 カ ス ケ
ー ド は 、 制 御 さ れ ず に 、 体 全 体 に 広 が り 、 過 剰 な 免 疫 応 答 状 況 で 、 生 命 を 脅 か す も の と な
る 。 炎 症 特 異 的 内 因 性 物 質 の 個 々 の 群 の 出 現 お よ び 考 え ら れ る そ の 役 割 に 関 す る 最 近 の 知
識 に 関 し て は 、 例 え ば 、 A. Beishuizen et al.、 "Endogenous Mediators in Sepsis and 
Septic Shock", Advances in Clinical Chemistry, Vol. 33, 1999年  55-131頁 お よ び C. 
Gabay et al.、 "Acute Phase Proteins and Other Systemic Responses to Inflammation
", The New England Journal of Medicine, Vol. 340, No. 6, 1999年 、 448-454頁 を 参 照
す る こ と が で き る 。 敗 血 症 お よ び 関 連 す る 全 身 性 炎 症 疾 患 の 理 解 、 し た が っ て さ ら に 認 識
さ れ て い る そ の 定 義 が 、 近 年 に な っ て 変 化 し た の で 、 K. Reinhart et al.、 "Sepsis und 
septischer Schock" [Sepsis and septic shock]、 Intensivmedizin, Georg Thieme Verl
ag, Stuttgart, New York, 2001年 、 56-760頁 も 参 照 す る こ と が で き 、 こ こ に 、 敗 血 症 の
最 新 の 定 義 が 示 さ れ て い る 。 本 出 願 で は 、 使 用 さ れ る 敗 血 症 お よ び 炎 症 性 疾 患 と の 用 語 は
、 前 記 の 3つ の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る 定 義 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 少 な く と も ヨ ー ロ ッ パ で は 、 陽 性 血 液 培 養 に よ り 検 出 可 能 な 全 身 性 細 菌 感 染 が 、 「 敗 血
症 」 と い う 用 語 の 特 徴 で あ る と 長 い 間 見 な さ れ て い た が 、 今 で は 敗 血 症 は 主 と し て 感 染 で
起 き る が 、 病 的 過 程 と し て は 、 他 の 原 因 で 引 き 起 こ さ れ る 全 身 性 炎 症 と 多 大 な 類 似 性 を 有
す る 全 身 性 炎 症 で あ る と 解 さ れ て い る 。 敗 血 症 の 理 解 に お け る 前 記 の 変 化 が 、 診 断 手 法 に
変 化 を も た ら し た 。 し た が っ て 、 細 菌 病 原 体 の 直 接 的 な 検 出 は 、 生 理 学 的 パ ラ メ ー タ の 複
合 的 な 監 視 、 お よ び 、 さ ら に 近 年 で は 、 特 に 、 敗 血 症 過 程 ま た は 炎 症 過 程 に 関 与 す る 一 定
の 内 因 性 物 質 、 即 ち 特 異 的 「 バ イ オ マ ー カ ー 」 の 検 出 に 切 り 替 え ら れ た か 、 そ れ ら に よ っ
て 補 足 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 炎 症 過 程 に 関 与 し て い る こ と が 判 明 し て い る 数 多 く の 調 節 物 質 お よ び 急 性 期 応 答 タ ン パ
ク 質 の う ち 、 診 断 目 的 に 適 し て い る も の は 特 に 、 そ の 出 現 が 炎 症 性 疾 患 ま た は 炎 症 性 疾 患
の 特 定 期 間 に 非 常 に 特 異 的 で 、 そ の 濃 度 が 劇 的 か つ 診 断 的 に 顕 著 に 変 化 し 、 さ ら に 、 定 期
的 な 検 出 に 必 要 な 安 定 性 を 有 し 、 高 濃 度 に 達 す る も の で あ る 。 診 断 目 的 で は 、 病 的 過 程 (
炎 症 、 敗 血 症 )と 個 々 の バ イ オ マ ー カ ー と の 信 頼 で き る 相 関 作 用 が 、 第 一 に 重 要 で あ り 、
こ の 際 、 炎 症 過 程 に 関 与 す る 内 因 性 物 質 の 複 合 的 カ ス ケ ー ド で の そ の 役 割 を 知 る 必 要 は な
い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 敗 血 症 バ イ オ マ ー カ ー と し て 特 に 適 し て い る こ の よ う な 内 因 性 物 質 は 特 に 、 プ ロ カ ル シ
ト ニ ン で あ る 。 プ ロ カ ル シ ト ニ ン は 、 感 染 性 病 原 の 全 身 性 炎 症 (敗 血 症 )の 条 件 下 で は 、 そ
の 血 清 濃 度 が 非 常 に 高 い 値 に 達 す る が 、 健 康 な ヒ ト で は 実 質 的 に 検 出 不 可 能 で あ る プ ロ ホ
ル モ ン で あ る 。 プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 高 い 値 は 、 敗 血 症 の 比 較 的 早 い 段 階 で 達 成 さ れ る の で
、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 測 定 は 、 敗 血 症 を 早 期 に 診 断 し 、 感 染 に よ り 生 じ た 敗 血 症 と 、 他 に
原 因 が あ る 重 度 の 炎 症 と を 早 期 に 区 別 す る た め に も 適 し て い る 。 敗 血 症 マ ー カ ー と し て の
プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 検 出 は 、 刊 行 物 M. Assicot et al.、 "High serum procalcitonin con
centrations in patients with sepsis and infection"、 The Lancet, Vol. 341, No. 88
44, 1993年 、 515～ 518頁 お よ び 特 許 の DE第 4227454C2号 お よ び EP第 0656121B1号 お よ び US第
5639617号 の 主 題 で あ る 。 こ こ で 、 本 出 願 を 補 足 す る た め に 、 前 記 の 特 許 お よ び 前 記 の 刊
行 物 中 に 挙 げ ら れ て い る 先 行 す る 参 考 文 献 を 参 照 す る こ と が で き る 。 近 年 で は 、 プ ロ カ ル
シ ト ニ ン を 主 題 と す る 刊 行 物 の 数 が 、 著 し く 増 え て い る 。 こ の た め に さ ら に 、 W. Karzai 
et al.、 "Procalcitonin - A New Indicator of the Systemic Response to Severe Infe
ction", Infection, Vol. 25, 1997年 、 329-334頁 お よ び M. Oczenski et al., "Procalci
tonin: a new parameter for diagnosis of bacterial infection in the peri-operativ
e period", European Journal of Anaesthesiology 1998年 , 15, 202-209頁 お よ び さ ら に
、 H. Redl et al., "Procalcitonin release patterns in a baboon model of trauma an
d sepsis: Relationship to cytokines and neopterin", Crit Care Med 2000, Vol. 28,
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 No. 11, 3659-3663頁 お よ び H. Redl et al., "Non-Human Primate Models of Sepsis", 
in: Sepsis 1998年 、 2:243-253頁 お よ び 最 近 出 版 さ れ た 概 要 な ど の よ う な こ れ ら で 挙 げ ら
れ て い る 他 の 参 考 文 献 を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 敗 血 症 マ ー カ ー と し て プ ロ カ ル シ ト ニ ン を 利 用 で き る こ と が 、 敗 血 症 研 究 に か な り の 弾
み を も た ら し 、 現 在 で は 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 検 出 を 補 足 す る こ と が で き る か 、 か つ /ま た
は 精 密 な 診 断 ま た は 鑑 別 診 断 の 目 的 に 更 な る 情 報 を も た ら し う る 他 の バ イ オ マ ー カ ー を 発
見 す る た め に 集 中 的 な 努 力 が な さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 新 規 の 強 力 な 敗 血 症 バ イ オ マ
ー カ ー に 関 す る 研 究 は 、 炎 症 ま た は 敗 血 症 過 程 に 関 与 す る 一 定 の 内 因 性 物 質 が 出 現 す る こ
と の 正 確 な 機 能 ま た は 正 確 な 理 由 が 往 々 に し て ほ と ん ど 知 ら れ て い な い か 、 全 く 知 ら れ て
い な い と い う 事 実 に よ り 、 複 雑 に な っ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら な る 強 力 な 敗 血 症 マ ー カ ー を 決 定 す る た め の 有 益 で 、 純 粋 に 仮 定 的 な 手 法 を 実 験 的
に 試 験 し た 結 果 を 、 DE第 19847690A1号 お よ び WO00/22439号 に 見 る こ と が で き る 。 こ こ で は
、 敗 血 症 の 場 合 に は 、 プ ロ ホ ル モ ン プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 濃 度 が 高 ま る だ け で は な く 、 ペ プ
チ ド プ ロ ホ ル モ ン に 含 ま れ る 他 の 物 質 で も 、 著 し い 濃 度 上 昇 が 観 察 さ れ う る こ と が 示 さ れ
て い る 。 前 記 の 現 象 は 十 分 に 記 録 さ れ て い る が 、 敗 血 症 で プ ロ ホ ル モ ン 濃 度 が 上 昇 す る 理
由 に つ い て は 、 十 分 に は 説 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 出 願 で は 、 更 な る 炎 症 特 異 的 ま た は 敗 血 症 特 異 的 生 体 分 子 を 探 索 す る 、 も う 1つ の 、
純 粋 に 実 験 的 な 手 法 の 結 果 を こ れ か ら 報 告 す る 。 こ れ ら の 実 験 的 研 究 も 、 感 染 性 病 原 の 全
身 性 炎 症 反 応 に 関 連 し た プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 測 定 で 始 め て い る 。 す る と 、 非 常 に 早 い 段 階
で は 、 ホ ル モ ン カ ル シ ト ニ ン の 前 駆 体 の 場 合 と 同 様 に は 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン は 敗 血 症 で は
顕 著 に は 生 じ な い こ と が 観 察 さ れ た 。 そ し て 、 甲 状 腺 を 切 除 さ れ て い る 患 者 で は 、 高 い プ
ロ カ ル シ ト ニ ン レ ベ ル が 観 察 さ れ た 。 し た が っ て 、 甲 状 腺 は 、 敗 血 症 の 間 に プ ロ カ ル シ ト
ニ ン が そ の 中 で 産 生 ま た は 分 泌 さ れ る 臓 器 で は あ り え な い 。 刊 行 物 の H. Redl et al., "P
rocalcitonin release patterns in a baboon model of trauma and sepsis: Relationsh
ip to cytokines and neopterin", Crit Care Med 2000, Vol. 28, No. 11, 3659～ 3663
頁 お よ び H. Redl et al., "Non-Human Primate Models of Sepsis", Sepsis 1998; 2:243
-253頁 で は 、 敗 血 症 で の プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 生 成 の 説 明 を 意 図 し て い る と 記 載 さ れ て い る
実 験 研 究 の 結 果 が 報 告 さ れ て い る 。 前 記 の 研 究 で は 、 人 工 敗 血 症 を 、 霊 長 類 (ヒ ヒ )に 内 毒
素 を 投 与 す る こ と に よ り 生 じ さ せ 、 血 中 で 最 も 高 い プ ロ カ ル シ ト ニ ン 濃 度 を 達 成 し た 実 験
に よ り 生 じ た 状 態 を 決 定 す る 。 前 記 の 研 究 に 記 載 さ れ て い る 実 験 動 物 モ デ ル の 更 な る 展 開
は 、 本 出 願 に 関 連 し て 、 そ の 出 現 が 、 敗 血 症 ま た は 敗 血 症 の 一 定 の 形 態 に 特 徴 的 で 、 し た
が っ て 、 そ れ に よ り 、 敗 血 症 の 特 異 的 診 断 が 可 能 で あ る 消 化 性 ま た は タ ン パ ク 質 特 性 を 有
す る 新 規 の 敗 血 症 特 異 的 内 因 性 バ イ オ マ ー カ ー を 決 定 す る た め に 役 立 つ 。 霊 長 類 と ヒ ト と
の 非 常 に 高 い 生 理 的 類 似 性 お よ び 多 く の 治 療 的 お よ び 診 断 的 ヒ ト 試 薬 と の 高 い 交 差 感 受 性
に よ り 、 霊 長 類 モ デ ル を 選 択 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 炎 症 の 間 に 生 じ る 内 因 性 物 質 は 、 体 の 複 雑 な 反 応 カ ス ケ ー ド の 一 部 で あ る の で 、 こ の よ
う な 物 質 は 、 診 断 的 に 重 要 で あ る だ け で な く 、 現 在 、 可 能 な 限 り 早 期 に 炎 症 が 全 身 的 に 広
が る こ と を 止 め る た め に (こ の 広 が り は 、 例 え ば 、 敗 血 症 の 間 に 観 察 さ れ る )、 こ の タ イ プ
の 個 々 の 物 質 の 産 生 お よ び /ま た は 濃 度 に 影 響 を 与 え る こ と に よ り 、 炎 症 過 程 に 治 療 的 に
介 入 す る 試 み が 、 か な り の 努 力 で 試 み ら れ て い る 。 こ の よ う な 状 況 で は 、 炎 症 過 程 に 関 与
す る こ と が 判 明 し て い る 内 因 性 物 質 は 、 強 力 な 治 療 タ ー ゲ ッ ト と も 見 な す こ と が で き る 。
炎 症 過 程 の 一 定 の 調 節 物 質 に 基 づ き 、 前 記 の 過 程 に 肯 定 的 治 療 効 果 を 有 す る と 考 え ら れ て
い る 試 み が 例 え ば 、 E.A. Panacek, "Anti-TNF strategies", Journal fur Anasthesie un
d Intensivbehandlung; No. 2, 2001年 、 4～ 5頁 、 T. Calandra et al., "Protection fro
m septic shock by neutralization of macrophage migration inhibitory factor", Nat
ure Medicine, Vol. 6, No. 2, 2000年 、 164～ 170頁 ま た は  K. Garber, "Protein C may 
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be sepsis solution", Nature Biotechnology, Vol. 18, 2000年 、 917～ 918頁 に 記 載 さ れ
て い る 。 こ れ ら の 治 療 的 手 法 は 、 炎 症 促 進 物 質 の 濃 度 を 低 下 さ せ る か 、 前 記 の 物 質 の 産 生
を 阻 害 し 、 特 に 、 特 異 的 抗 体 を 用 い て 、 そ の よ う な こ と を 行 う か (TNF-α ま た は MIFに 対 し
て ;E.A. Panacek, "Anti-TNF strategies", Journal fuer Anaesthesie und Intensivbeh
andlung; No. 2, 2001年 、 4～ 5頁 、 T. Calandra et al., "Protection from septic shoc
k by neutralization of macrophage migration inhibitory factor", Nature Medicine,
 Vol. 6, No. 2, 2000年 164-170頁 参 照 )、 炎 症 カ ス ケ ー ド に お い て 阻 害 効 果 を 有 す る 内 因
性 物 質 の 濃 度 を 高 め る (タ ン パ ク 質  C; K. Garber, "Protein C may be sepsis solution"
, Nature Biotechnology, Vol. 18, 2000年 、 917～ 918頁 )こ と を 目 的 と し て い る 。 最 後 に
挙 げ た 刊 行 物 は 、 選 択 さ れ た 内 因 性 タ ー ゲ ッ ト 分 子 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ り 、 炎 症 過 程
に 治 療 的 影 響 を 及 ぼ す こ の よ う な 試 み の 概 観 を 記 載 し て い る が 、 残 念 な が ら こ の 試 み は 、
現 在 の 所 、 僅 か な 成 功 し か 収 め て い な い 。 現 在 ま で の む し ろ 残 念 な 治 療 的 手 法 の 観 点 で は
、 可 能 な 限 り 炎 症 特 異 的 ま た は 敗 血 症 特 異 的 で あ り 、 治 療 タ ー ゲ ッ ト と し て 、 炎 症 の 撲 滅
の 成 功 に 新 た な 展 望 を 開 く 更 な る 内 因 性 生 体 分 子 を 同 定 す る こ と に 、 多 大 な 関 心 が 寄 せ ら
れ て い る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 A. Beishuizen et al.、 "Endogenous Mediators in Sepsis and Septic
 Shock", Advances in Clinical Chemistry, Vol. 33, 1999年 55～ 131頁
【 非 特 許 文 献 ２ 】 C. Gabay et al.、 "Acute Phase Proteins and Other Systemic Respon
ses to Inflammation", The New England Journal of Medicine, Vol. 340, No. 6, 1999
年 、 448～ 454頁
【 非 特 許 文 献 ３ 】 K. Reinhart et al.、 "Sepsis and septischer Schock" [Sepsis and s
eptic shock]、 Intensivmedizin, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, New York, 2001年 5
6～ 760頁
【 非 特 許 文 献 ４ 】 M. Assicot et al.、 "High serum procalcitonin concentrations in p
atients with sepsis and infection"、 The Lancet, Vol. 341, No. 8844, 1993年 、 515
～ 518頁
【 特 許 文 献 １ 】 DE第 4227454C2号
【 特 許 文 献 ２ 】 EP第 0656121B1号
【 特 許 文 献 ３ 】 US第 5639617号
【 非 特 許 文 献 ５ 】 W. Karzai et al.、 "Procalcitonin - A New Indicator of the System
ic Response to Severe Infection", Infection, Vol. 25, 1997年 、 329-334頁
【 非 特 許 文 献 ６ 】 M. Oczenski et al., "Procalcitonin: a new parameter for diagnosi
s of bacterial infection in the peri-operative period", European Journal of Anae
sthesiology 1998年 , 15, 202-209頁
【 非 特 許 文 献 ７ 】 H. Redl et al., "Procalcitonin release patterns in a baboon mode
l of trauma and sepsis: Relationship to cytokines and neopterin", Crit Care Med 
2000, Vol. 28, No. 11, 3659-3663頁
【 非 特 許 文 献 ８ 】 H. Redl et al., "Non-Human Primate Models of Sepsis", in: Sepsis
 1998年 、 2:243-253頁
【 特 許 文 献 ４ 】 DE第 19847690A1号
【 特 許 文 献 ５ 】 WO00/22439号
【 非 特 許 文 献 ９ 】 E.A. Panacek, "Anti-TNF strategies", Journal fur Anasthesie und 
Intensivbehandlung; No. 2, 2001年 、 4～ 5頁
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 T. Calandra et al., "Protection from septic shock by neutraliz
ation of macrophage migration inhibitory factor", Nature Medicine, Vol. 6, No. 2
, 2000年 、 164～ 170頁
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 K. Garber, "Protein C may be sepsis solution", Nature Biotechn
ology, Vol. 18, 2000年 、 917～ 918頁
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 L. Johnson et al., Structure of a gene for the human epidermal
 67-kDa keratin Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.; 82:1896-1900頁 (1985年 )
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 感 染 に よ っ て 生 じ た 炎 症 の 間 に 、 霊 長 類 お よ び ヒ ト で 生 じ 、 炎 症 診 断 お よ び
/ま た は 敗 血 症 診 断 の 両 方 に 、 新 規 の 治 療 タ ー ゲ ッ ト と し て 適 し て い る 新 規 の 可 溶 性 ペ プ
チ ド 断 片 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を 開 示 し 、 こ れ は 、 霊 長 類 に 内 毒 素 を 投 与 す る
こ と に よ り 引 き 起 こ さ れ る 人 工 的 敗 血 症 の 後 に 特 異 的 に 生 ず る こ と に よ り 、 敗 血 症 特 異 的
ま た は 炎 症 特 異 的 ヒ ト ペ プ チ ド で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 敗 血 症 で 、 一 定 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を 、 そ の 最 初 に 検 出 さ れ た 出 現 に 基 づ く
診 断 お よ び 治 療 で 使 用 す る こ と を 、 請 求 項 1か ら 8で 請 求 し て い る 。 診 断 方 法 の 形 で は 、 特
定 の タ イ プ の 使 用 を 、 請 求 項 12か ら 15で 請 求 し て お り 、 薬 剤 処 方 物 の 形 で は 、 そ の よ う な
可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 可 能 な 治 療 的 使 用 を 、 請 求 項 10お よ び 11で 請 求 し て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 請 求 項 9は 、 特 に 、 治 療 用 途 の た め に 、 簡 単 な 方 法 で か な り の 量 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ
ン 1を そ れ に よ り 調 製 す る こ と が で き る 特 定 の プ ロ セ ス に 関 し 、 こ こ で は 、 自 己 (自 生 )生
体 出 発 原 料 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 実 験 セ ク シ ョ ン で さ ら に 詳 述 す る よ う に 、 本 発 明 は 、 内 毒 素 投 与 (サ ル モ ネ ラ チ フ ィ ム
リ ウ ム ;Salmonella typhimuriumか ら の LPS)を 投 与 す る こ と に よ り 、 ヒ ヒ に 人 工 的 敗 血 症
を 実 験 的 に 惹 起 し 、 処 置 さ れ た 動 物 の 肝 臓 組 織 を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 処 理 し た 後 に 、 治 療
さ れ た 動 物 で の み 、 同 定 可 能 な ペ プ チ ド ま た は プ ロ テ イ ン が 発 見 さ れ た と い う 事 実 に 基 づ
く 。 こ の 特 異 的 生 成 物 を 、 電 気 泳 動 ゲ ル か ら 単 離 し 、 そ れ 自 体 既 知 の 方 法 で の 質 量 分 析 法
に よ り 調 べ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 692.39の 質 量 m/zを 有 す る 12個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 単 離 さ れ た 、 ト リ プ シ ン 消 化 さ れ た
タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 第 1の 部 分 配 列 (SEQ ID NO:1)お よ び 633.4の 質 量 m/zを 有 す る 11個 の
ア ミ ノ 酸 か ら な る 第 2の 部 分 配 列 (SEQ ID NO:2)を 、 明 ら か に 同 定 す る こ と が で き 、 こ れ ら
の 配 列 は 、 こ れ ら の 部 分 ペ プ チ ド の 配 列 と 、 既 知 の タ ン パ ク 質 配 列 を 備 え た ヒ ト デ ー タ ベ
ー ス の デ ー タ を 比 較 す る こ と に よ り 、 既 知 だ が 、 基 本 的 に は 完 全 に 不 溶 性 の 細 胞 骨 格 タ ン
パ ク 質 サ イ ト ケ ラ チ ン 1(SEQ ID NO:3;L. Johnson et al., Structure of a gene for the
 human epidermal 67-kDa keratin Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.; 82:1896-1900頁 (19
85年 ); database NiceProt View of SWISS-PROT: Accession number P04264参 照 )の 断 片
と し て 同 定 す る こ と が で き た 。 SEQ ID NO:1お よ び SEQ ID NO:2に よ る 2種 の 断 片 は そ れ ぞ
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れ 、 完 全 サ イ ト ケ ラ チ ン 1の ア ミ ノ 酸 185～ 196お よ び 277～ 287の 配 列 に 対 応 す る 。 999.49
の 質 量 m/z(z=1)を 有 す る 質 量 ス ペ ク ト ル の 更 な る 断 片 は 、 9個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 断 片 (SE
Q ID NO:4;算 出 質 量 999.45)に 対 応 し 、 こ れ は 、 完 全 サ イ ト ケ ラ チ ン 1(SEQ ID NO:3)の ア
ミ ノ 酸 289～ 297の 部 分 配 列 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 形 で 電 気 泳 動 ゲ ル か ら 単 離 さ れ た ペ プ チ ド
は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1の ア ミ ノ 酸 185～ 297(SEQ ID NO:5)の 配 列 を 有 す る と 、 確 実 に 結 論 す
る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 こ の 配 列 に 対 応 す る 断 片 (SEQ ID NO:5)は 、 13615の 分 子
量 の み を 有 す る の に 対 し て 、 判 明 し た 断 片 で の ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 決 定 さ れ た 分 子 量 は 、
15700± 500ダ ル ト ン で あ っ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 と
し て 見 な す こ と が で き る 断 片 は 、 特 に 、 断 片 185～ 297(SEQ ID NO:5)が そ の 末 端 の 一 方 ま
た は 両 方 で 、 全 部 で 20個 ま で の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 延 長 さ れ て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 肝 臓 中 で 敗 血 症 の 間 に 生 じ る 一 定 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 同 定 は 、 科 学 的 、 診
断 的 お よ び 治 療 的 に か な り 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 サ イ ト ケ ラ チ ン 1は 、 構 造 タ ン パ ク 質 (硬 タ ン パ ク 質 )か ら な る 群 か ら の 1タ ン パ ク 質 で あ
り 、 こ れ は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン ま た は 「 軟 質 」 ケ ラ チ ン と 称 さ れ 、 細 胞 骨 格 の 成 分 で あ り 、
い わ ゆ る 中 間 径 細 糸 (IF)を 形 成 す る 。 こ れ ら は 、 細 胞 に 形 態 の 安 定 性 を 付 与 し 、 高 い 機 械
的 お よ び 化 学 的 安 定 性 を 特 徴 と す る 。 通 常 の 生 理 学 的 条 件 下 で は 、 全 て の ケ ラ チ ン と 同 様
に 、 こ れ ら は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て 安 定 で あ り 、 ケ ラ チ ン を 分 解 し 、 こ れ ら を 栄 養 源 と
し て 使 用 し う る 酵 素 系 を 有 す る 生 物 は 、 数 少 な く 、 例 え ば 、 イ ガ お よ び 真 菌 の Tritirachi
um albumで あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 サ イ ト ケ ラ チ ン は 、 約 310～ 315個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る α -ヘ リ ッ ク ス 中 心 部 お よ び そ れ
に 隣 接 す る 末 端 部 を 含 有 す る 構 造 を 有 す る 。 サ イ ト ケ ラ チ ン は 、 そ こ に 生 じ て い る ア ミ ノ
酸 配 列 お よ び そ の 電 荷 に 基 づ き 、 2つ の タ イ プ に 分 け る こ と が で き る 。 サ イ ト ケ ラ チ ン 9～
20は 、 タ イ プ 1に 属 し 、 こ れ は 、 酸 性 タ ン パ ク 質 を 含 み 、 他 方 で 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1～ 8は
、 タ イ プ IIに 属 し 、 こ れ は 、 塩 基 性 ま た は 中 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 タ イ プ Iお よ び タ イ プ I
Iの サ イ ト ケ ラ チ ン は 、 一 定 の 対 合 を な し た ヘ テ ロ 二 量 体 の 形 成 に よ り 生 じ る が 、 こ の 対
合 は 、 一 定 の タ イ プ の 上 皮 細 胞 、 し た が っ て 組 織 に も 特 徴 的 な も の で あ る 。 こ れ に 関 し て
は 、 例 え ば 、 R.B. Presland et al.、 Crit Rev Oral Biol Med, 11(4):383～ 408頁 (2000
年 )ま た は M. Bishr Omary et al.、 "Keratin Modifications and Solubility Properties
 in Epithelial Cells and in vitro"(Subcellular Biochemistry, Vol. 31: Intermedia
te Filaments, N.Y. 1998年 、 105～ 150頁 )に よ る 概 要 論 文 を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 サ イ ト ケ ラ チ ン を 含 む IFタ ン パ ク 質 の 測 定 は 、 今 日 で は 主 に 、 腫 瘍 診 断 に 伴 っ て 実 施 さ
れ て い る 。 転 移 ま た は 組 織 病 巣 中 の 一 定 の IFタ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と に よ り 、 こ れ ら を
、 本 来 の 組 織 ま た は 原 発 腫 瘍 に 分 け る こ と が で き る た め で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 EP-A第 0163304号 で は 、 こ の よ う な 決 定 を 、 適 切 な 特 異 的 抗 体 を 使 用 し て 、 組 織 診 断 法
に よ り 実 施 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 前 記 の タ イ プ を 決 定 す る た め の 手 順 を 簡 略 化 す る た め に 、 EP-B1第 0267355号 は 、 不 溶 性
IFタ ン パ ク 質 を 、 そ の 分 解 を も た ら す 処 理 に 掛 け 、 次 い で 、 こ の 方 法 で 人 工 的 に 生 じ さ せ
た 可 溶 性 断 片 を 測 定 す る こ と を 提 案 し て い る 。 さ ら に 、 細 胞 病 巣 は 、 不 溶 性 構 造 タ ン パ ク
質 の タ ン パ ク 分 解 性 分 解 を 伴 う こ と が あ る の で 、 一 定 の 条 件 下 で は 、 α -ヘ リ ッ ク ス 断 片
が 、 体 液 中 で も 発 見 さ れ う る こ と が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 EP-B1第 0267356号 は 、 類 似 し て い る が 、 IFタ ン パ ク 質 の 可 溶 性 断 片 を 直 接 的 に 測 定 す る
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こ と に 関 す る の で は な く 、 血 清 中 で こ の よ う な 断 片 に 対 し て 生 じ る 抗 体 を 測 定 す る こ と に
関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 EP-B1第 0337057号 は さ ら に 、 EP-B1第 0267355号 か ら の 方 法 を 、 提 案 さ れ て い る 測 定 で 使
用 す る た め の 一 定 の 標 準 で あ る 細 胞 試 料 ま た は 組 織 試 料 の 由 来 を 同 定 す る 方 法 と し て 展 開
し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 気 管 支 ガ ン の 治 療 で 、 鑑 別 診 断 、 予 後 、 治 療 効 率 監 視 お よ び 予 後 観 察 の た め に 可 溶 性 サ
イ ト ケ ラ チ ン 19断 片 を 測 定 す る こ と も 、 P. Stieber、 CYFRA 21-1 (サ イ ト ケ ラ チ ン 19断 片
)(L. Thomas, Labor and Diagnose、 987～ 992頁 )に 記 載 さ れ て い る 。 腫 瘍 マ ー カ ー と し て
の サ イ ト ケ ラ チ ン 、 こ の 場 合 に も 特 に 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 8、 18お よ び 19の 融 通 性 は 、 Torgn
y Stigbrand, The Versatility of Cytokeratins as Tumor Markers, Tumor Biol 2001年
、 22:1～ 3頁 で も 検 討 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 の ケ ー ス は い ず れ も 主 に 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 8、 18お よ び 19の 断 片 の 測 定 に 関 し て い
る 。 文 献 中 で 検 討 さ れ て い る 全 て の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 断 片 に は 、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ
ン 1断 片 は 存 在 せ ず 、 一 定 の 病 的 状 態 で 、 こ の よ う な サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 が 出 現 し う る こ
と に つ い て の 情 報 も 、 全 く 欠 け て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 サ イ ト ケ ラ チ ン 1は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 10と 共 に 、 実 質 的 に 、 単 一 の 、 免 疫 に よ り 単 離 さ
れ た 細 胞 タ イ プ 中 に の み 、 即 ち 、 超 強 塩 基 性 (suprabasal)ウ ェ ル 分 化 ケ ラ チ ノ サ イ ト に の
み 存 在 す る と 、 長 く 信 じ ら れ て い た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 病 原 過 程 で の サ イ ト ケ ラ チ ン 1の 異 常 出 現 お よ び 予 期 せ ぬ 関 与 は 、 Steven D. Lucas et 
al.に よ り Identification of a 35 kD Tumor-Associated Autoantigen in Papillary Thy
roid Carcinoma(Anticancer Research 16:2493～ 2496頁 (1996年 ))に 、 お よ び 乳 頭 状 甲 状
腺 ガ ン (PTC)に 関 連 し て Steven D. Lucas et al.に よ り Aberrantly Expressed Cytokerati
n 1, A Tumor-Associated Autoantigen in Papillary Thyroid Carcinoma(Int. J. Cance
r 73, 171～ 177頁 (1997年 ))に 文 書 で 記 載 さ れ て い る 。 サ イ ト ケ ラ チ ン 1は 、 患 者 血 清 を 用
い る 免 疫 沈 降 に よ り 、 PTC細 胞 の 可 溶 化 質 中 で 35kDの 形 で 検 出 す る こ と が で き る 。 サ イ ト
ケ ラ チ ン 1に 対 す る (自 己 )抗 体 が 、 患 者 血 清 中 で 見 出 さ れ る 。 体 液 お よ び /ま た は 体 組 織 か
ら の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 に 対 す る 言 及 は な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 毒 素 投 与 に よ り 人 工 的 に 敗 血 症 を 惹 起 し た 霊 長 類 の 肝 臓 中 で は 、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン
1断 片 が 本 発 明 に よ り 検 出 さ れ る が 、 同 時 に 、 対 照 動 物 の 完 全 に 同 一 に 処 理 さ れ た 試 料 中
に は こ の よ う な 断 片 が 全 く 存 在 し な い と い う こ と は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1の 出 現 、 特 性 お よ
び 役 割 つ い て の 現 在 の 全 て の 知 識 か ら 見 る と 、 極 め て 意 外 で あ る 。 そ の 出 現 は 、 処 置 さ れ
た 動 物 で の み 、 特 に は 、 毒 素 投 与 に よ り 敗 血 症 が 惹 起 さ れ た す ぐ 後 で 観 察 さ れ る の で 、 こ
の 事 実 を 、 生 物 に よ り 産 生 さ れ た こ の 断 片 を 測 定 す る こ と に よ り 、 敗 血 症 、 感 染 お よ び 炎
症 を 診 断 す る た め の 有 望 な 方 法 を 提 供 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 敗 血 症 特 異 的 ま た は 炎 症 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 高 ま る こ と (お よ び /ま た は 調 節 に 通
常 関 与 す る プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 に よ る こ の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 阻 害 が 低 減 す る こ と
)に よ り 、 検 出 さ れ た 断 片 は 、 対 応 す る 遺 伝 子 の 変 更 発 現 に よ る の で は な く 、 完 全 サ イ ト
ケ ラ チ ン 1か ら タ ン パ ク 質 分 解 経 路 に よ り 生 じ る と 推 測 す る こ と が で き る の で 、 タ ン パ ク
質 分 解 に よ り 分 解 さ れ た 完 全 サ イ ト ケ ラ チ ン 1の 「 残 り の 」 領 域 に 、 特 に は そ の α -ヘ リ ッ
ク ス 領 域 に 対 応 す る 他 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 も 、 前 記 の 断 片 と 同 様 に 見 い だ す こ
と が で き 、 こ れ も 検 出 に 適 し て い る と 予 測 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 更 な る 断 片 の 測
定 も 明 ら か に 、 本 発 明 の 1変 法 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 サ イ ト ケ ラ チ ン 1は 、 一 般 に サ イ ト ケ ラ チ ン 10と 共 に 個 々 の 細 胞 中 で 見 出 さ れ る の で 、 2
種 の サ イ ト ケ ラ チ ン 1お よ び 10を 含 む 細 胞 の 病 巣 を 伴 う 生 体 で 感 染 ま た は 炎 症 に 関 連 し て
タ ン パ ク 分 解 活 性 が 高 ま っ た 場 合 に は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 10断 片 も 、 生 じ う る で あ ろ う し 、
こ れ は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 と 同 様 に 測 定 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 サ イ ト ケ ラ チ ン 1
断 片 は 、 可 溶 性 付 加 体 ま た は 凝 集 体 と し て 、 例 え ば 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 10断 片 と の 凝 集 体 の
形 で 存 在 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 配 列 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:2お よ び SEQ ID NO:5の 範 囲 で 、 特 に は 、 前 記 の
配 列 範 囲 内 で 、 個 々 の 患 者 に 特 異 的 な 逸 脱 ま た は 多 型 性 が 観 察 さ れ る 場 合 の よ う に 、 前 記
の 特 異 的 ア ミ ノ 酸 部 分 配 列 か ら の 一 定 の 逸 脱 を 示 す サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を 測 定 す る こ と
も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 し か し な が ら 、 前 記 の 特 異 的 配 列 と の 一 致 は 、 75%よ り も 高
く 、 特 に は 、 90%ま た は 95%よ り も 高 い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 望 ま し い 適 切 な 検 出 方 法 の い ず れ か に よ り 、 測 定 は 行 う こ と が で き る が 、 適 切 な 選 択 的
抗 体 を 使 用 す る 免 疫 診 断 方 法 に よ り 、 患 者 の 体 液 中 で 測 定 す る こ と が 、 実 際 的 な 観 点 か ら
は 最 も 有 利 な よ う で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 実 質 的 に 完 全 に 不 溶 性 の サ イ ト ケ ラ チ ン 1の 一 定 の 可 溶 性 断 片 が 、 実 験 的 に 惹 起 さ れ た
敗 血 症 で 初 め て 検 出 す る こ と が で き た と い う 事 実 に よ り 、 診 断 お よ び /ま た は 治 療 目 的 の
た め に 、 こ の よ う な サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を 利 用 す る 可 能 性 が 提 供 さ れ る 。 こ の 目 的 の た
め に 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を 必 要 な 場 合 に は 特 に 、 先 行 技 術 の 一 部 で あ る 方 法 に よ り 、
合 成 、 遺 伝 子 工 学 ま た は 加 水 分 解 、 特 に タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 、 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 患 者 の 体 液 中 で サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を 診 断 的 に 測 定 す る た め の 補 助 物 質 と し
て 、 か つ /ま た は さ ら に 考 え う る 治 療 薬 と し て 適 切 な 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び 特 に
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る た め に 、 先 行 技 術 の 既 知 の 過 程 で 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片
ま た は そ の 適 切 な 部 分 配 列 を 使 用 す る こ と が で き る 。 既 知 の ペ プ チ ド 部 分 配 列 に 対 す る 適
切 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 は 、 一 般 的 な 先 行 技 術 の 一 部 で あ り 、 特 に 記 載 す る 必 要 は
な い 。 さ ら に 、 対 応 す る DNAを 用 い る 直 接 的 な 遺 伝 子 免 疫 の 技 術 を 使 用 す る 抗 体 製 造 を 、
特 に は 挙 げ る べ き で あ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 免 疫 の た め に サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の cDN
Aを 使 用 す る こ と は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 そ れ と い う の も 、 従 来 、 入 手 可 能 な 抗 体 の
種 類 は 、 こ の よ う な 免 疫 技 術 の 使 用 に よ り 広 が り え た た め で あ る 。 し か し な が ら 、 知 ら れ
て い て 、 市 販 さ れ て い る サ イ ト ケ ラ チ ン に 対 す る 抗 体 を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 免 疫 学 的 測 定 で は 、 原 則 的 に 、 例 え ば 、 選 択 的 プ ロ カ ル
シ ト ニ ン 測 定 で は 、 P.P. Ghillani et al., "Monoclonal antipeptide antibodies as to
ols to dissect closely related gene products", the Journal of Immunology, Vol. 1
41, No. 9, 1988年 、 3156～ 3163頁 お よ び P.P. Ghillani et al., "Identification and M
easurement of Calcitonin Precursors in Serum of Patients with Malignant Diseases
", Cancer Research, Vol. 49, No. 23, 1989年 、 6845～ 6851頁 に 記 載 さ れ て い る よ う に
処 理 す る こ と が で き 、 こ こ に 記 載 さ れ て い る 免 疫 技 術 も 、 明 ら か に 付 加 的 に 参 照 す る こ と
も で き 、 こ れ ら は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 部 分 配 列 に 対 し て も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得
る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。 当 技 術 分 野 の 専 門 家 で あ れ ば 、 関 連 す る 標 準 的 な
著 作 お よ び 刊 行 物 を 、 様 々 な 記 載 さ れ て い る 技 術 お よ び /ま た は 更 な る 免 疫 技 術 に 関 し て
参 照 す る こ と が で き 、 こ れ ら を 適 用 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 前 記 で 検 出 さ れ 、 同 定 さ れ た 断 片 に 加 え て 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:4
お よ び /ま た は SEQ ID NO:5に よ る 部 分 配 列 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド を 有 す る サ イ ト ケ ラ チ
ン 1断 片 あ る い は サ イ ト ケ ラ チ ン 1の α ヘ リ ッ ク ス 部 分 の タ ン パ ク 質 分 解 で 生 じ た サ イ ト ケ
ラ チ ン 1断 片 も 、 利 用 可 能 な 結 果 を 元 に 、 炎 症 お よ び 感 染 (特 に 敗 血 症 タ イ プ の 全 身 性 感 染
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)の 経 過 を 診 断 、 予 後 お よ び 監 視 す る た め の 特 異 的 マ ー カ ー ペ プ チ ド (バ イ オ マ ー カ ー )と
し て 使 用 す る こ と が で き る 。 プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 測 定 の 場 合 と 同 様 に 、 見 い だ さ れ た 少 な
く と も 特 異 的 な 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 測 定 を 、 敗 血 症 お よ び 感 染 の 経 過 を 早 期 鑑
別 診 断 ま た は 診 断 お よ び 予 後 、 重 度 評 価 お よ び 治 療 付 随 評 価 の た め に 実 施 す る こ と が で き
、 こ の よ う な 方 法 で は 、 一 定 の サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 含 有 率 を 、 患 者 の 生 体 液 ま た は 組
織 の 試 料 中 で 測 定 し 、 炎 症 、 重 症 感 染 ま た は 敗 血 症 の 存 在 を 、 一 定 の ペ プ チ ド の 立 証 さ れ
た 存 在 お よ び /ま た は 量 か ら 結 論 付 け 、 得 ら れ た 結 果 を 、 敗 血 症 の 重 度 と 相 関 さ せ て 、 可
能 な 治 療 お よ び /ま た は 治 療 の 展 望 を 確 立 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 し か し な が ら 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 (ま た は 前 記 の 断 片 を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト )を
予 防 医 学 ま た は 治 療 で 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 サ イ ト ケ ラ チ ン 1が 、 ブ ラ ジ キ ニ ン カ ス ケ ー ド を 惹 起 す る 際 に 、 そ の 結 合 が 重 要 な ス テ
ッ プ で あ る い わ ゆ る 高 分 子 量 キ ニ ン (HK)の た め の 表 面 受 容 体 の 1タ イ プ と し て 重 要 な 役 割
を 果 た し て い る こ と が 最 近 判 明 し た と い う 事 実 が 、 本 発 明 に よ る 新 規 の 発 明 を 治 療 的 に 現
実 化 す る た め に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 こ れ に 関 し て は 、 次 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る
結 果 を 参 照 す る こ と が で き る :(a) Zia Shariat-Madar et al., Kininogen-Cytokeratin 1
 Interactions in Endothelial Cell Biology, TCM Vol. 9, No. 8, 1999年 、 238～ 244頁
; (b) Zia Shariat-Madar et al., Mapping Binding Domains of Kininogens on Endothe
lial Cell Cytokeratin 1; J. Biol. Chem. 273, No. 11, 7137～ 7145頁 、 1999年 ; (c) K
. Joseph et al., Factor XII-dependent Contact Activation on Endothelial Cells an
d Binding Proteins gC1gR and Cytokeratin 1, Thromb. Haemost. 85:119～ 124頁 、 2001
年 ; (d) K. Joseph et al., Activation of the Kinin-Forming Cascade on the Surface
 of Endothelial Cells, Biol. Chem. Vol. 382:71～ 75頁  (2001年 ); (e) A. Kaplan et 
al., Activation of the Plasma Kinin Forming Cascade along Cell Surfaces, Int Arc
h Allergy Immunol 2001年 ; 124:339～ 342頁 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 前 記 の 刊 行 物 (b)で は 、 配 列 SEQ ID NO:5を 伴 う 実 験 的 に 検 出 さ れ た サ イ ト ケ ラ チ ン 1断
片 の 直 接 エ ッ ジ 領 域 に 位 置 す る 配 列 範 囲 が 、 前 記 HKの サ イ ト ケ ラ チ ン 1へ の 結 合 位 置 で あ
る と 決 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 い わ ゆ る ブ ラ ジ キ ニ ン カ ス ケ ー ド の キ ニ ン は 、 特 に 、 血 管 拡 張 、 降 圧 お よ び 血 管 透 過 性
増 大 作 用 を 有 す る 。 こ の よ う な 症 状 は 、 敗 血 症 で 観 察 さ れ 、 患 者 の 臨 界 的 な 生 理 学 的 過 程
で あ る の で 、 前 記 の 臨 床 的 症 状 と 、 敗 血 症 に よ り 惹 起 さ れ 、 ブ ラ ジ キ ニ ン カ ス ケ ー ド に 直
接 的 な 作 用 を 伴 う 血 中 で の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 突 然 の 出 現 と の 間 に 因 果 関 係 が
あ る こ と を 、 否 定 す る こ と は で き な い 。 活 性 化 HK受 容 体 の 高 い 、 も は や 局 所 的 で な い 供 給
と い う 意 味 で の 増 大 作 用 お よ び 例 え ば 、 過 剰 に 分 泌 さ れ た キ ニ ン の 結 合 お よ び 失 活 化 に よ
る 拮 抗 作 用 と い う 意 味 で の 作 用 の 両 方 が 考 え ら れ 、 こ れ ら の よ う な 作 用 は 、 濃 度 依 存 的 に
生 じ る と い う こ と も 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ れ に よ っ て 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 は 、 敗 血 症 お よ び 同 様 の 重 症 の 炎 症 を 治 療 す る た
め の 強 力 で 有 望 な 治 療 タ ー ゲ ッ ト と な る 。 こ の 場 合 に 、 前 記 の 効 果 の い ず れ が 、 よ り 重 要
な 効 果 で あ る か に 応 じ て 、 敗 血 症 を 患 っ て い る か 、 敗 血 症 か ら の リ ス ク に 曝 さ れ て い る 患
者 に 、 薬 物 の 形 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を 投 与 す る か 、 あ る い は 結 合 抗 体 を 投 与 す
る か 、 血 液 の 洗 浄 ま た は 親 和 性 吸 収 に よ る 血 漿 交 換 療 法 (plasmapheresis)を 介 し て 、 こ の
よ う な 断 片 を 体 外 除 去 す る こ と に よ り 、 こ の よ う な 断 片 の 濃 度 を 低 下 さ せ る こ と が で き る
。 キ ニ ン カ ス ケ ー ド に こ う し て 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き 、 こ の こ と は 、 救 命 的 で あ る と 判
明 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を そ の ま ま 、 薬 物 中 で 治 療 目 的 の た め に 使 用 す る 場 合 、 こ
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れ ら を 、 適 切 な エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ を 使 用 す る タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 、 特 に 、
緩 衝 液 中 で の 様 々 な サ イ ト ケ ラ チ ン の 既 知 の 可 溶 性 特 性 を 利 用 し て 、 容 易 に 入 手 可 能 な 原
料 か ら 調 製 す る こ と が で き る サ イ ト ケ ラ チ ン 1分 離 物 ま た は 濃 縮 物 を 使 用 し て 、 合 成 す る
こ と も で き る 。 患 者 の 内 因 性 物 質 (自 己 ま た は 自 家 物 質 )を 出 発 原 料 と し て 使 用 す る 場 合 に
、 最 適 な 許 容 性 お よ び 効 果 が 保 証 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 翻 訳 後 に 修 飾 さ れ た 形 、 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 ま た は リ ン 酸 化 さ れ た 形 、 ま た は 薬 剤 用
賦 形 剤 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 基 に よ り 置 換 さ れ た 形 で 、 選 択 さ れ た ケ ラ チ ン
1断 片 を 含 有 す る 分 子 も 、 治 療 的 に 使 用 す る こ と が で き る サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 と 見 な す べ
き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 特 異 的 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 発 見 お よ び 同 定 を 下 記 で 詳 述 す る が 、 付 記 さ れ て い る 配
列 リ ス ト を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 1. 動 物 モ デ ル (ヒ ヒ )に 内 毒 素 投 与 す る こ と に よ る 、 感 染 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
　 内 毒 素 注 射 に よ り プ ロ カ ル シ ト ニ ン 分 泌 を 刺 激 す る た め に ヒ ヒ で 実 施 さ れ た 実 験 を も と
に (H. Redl et al., "Procalcitonin release patterns in a baboon model of trauma a
nd sepsis: Relationship to cytokines and neopterin", Crit Care Med 2000, Vol. 28
, No. 11, 3659-3663頁 お よ び H. Redl et al., "Non-Human Primate Models of Sepsis",
 in: Sepsis 1998年 、 2:243-253年 参 照 )、 ヒ ヒ (オ ス 、 約 2歳 、 体 重 27か ら 29kg)に 、 そ れ
ぞ れ 静 脈 内 で 、 体 重 1kg当 た り LPS(Salmonella Typhimuriumuか ら の リ ポ 多 糖 類 、 供 給 元 :S
igma)100μ gを 投 与 し た 。 注 射 の 5か ら 5.5時 間 後 に 、 ド レ タ ー ル (doletal)10mlを 静 脈 内 投
与 す る こ と に よ り 、 動 物 を 死 亡 さ せ た 。 死 亡 の 60分 以 内 に 、 全 て の 臓 器 お よ び 組 織 を 解 剖
し 、 液 体 窒 素 中 で 凍 結 さ せ る こ と に よ り 、 安 定 化 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 さ ら に 処 理 す る 間 に 、 窒 素 で 冷 却 し な が ら 、 緩 衝 液 A(ト リ ス /HCl50mM、 pH7.1、 KCl100m
M、 グ リ セ ロ ー ル 20%)1.5mlを 、 個 々 の 凍 結 さ れ た 組 織 の 試 料 (1g)に 加 え 、 試 料 を 、 磁 性 モ
ル タ ル 中 で 粉 砕 し て 、 粉 末 を 得 た (J. Klose, "Fractionated Extraction of Total Tissu
e Proteins from Mouse and Human for 2-D Electrophoresis"(Methods in Molecular Bi
ology, Vol. 112: 2-D Proteome Analysis Protocols, Humana Press Inc., Totowa, NJ)
参 照 )。 続 い て 、 100000gお よ び +4℃ で 1時 間 遠 心 分 離 し た 後 に 、 得 ら れ た 上 澄 み を 回 収 し
、 更 な る 加 工 が 必 要 と な る ま で 、 -80℃ で 貯 蔵 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ う し て 得 ら れ た 組 織 抽 出 物 を 使 用 し て 、 最 初 に 、 調 査 さ れ た 組 織 の う ち の い ず れ で 、
既 知 の 敗 血 症 バ イ オ マ ー カ ー で あ る プ ロ カ ル シ ト ニ ン が 大 量 に 、 内 毒 素 投 与 に よ り 生 じ る
か を 決 定 す る た め に 、 調 査 を 実 施 し た 。 次 い で 、 最 も 高 い レ ベ ル の プ ロ カ ル シ ト ニ ン 生 成
を 示 す と 決 定 さ れ た 組 織 中 で 、 内 毒 素 投 与 の 後 に の み 生 じ た 、 以 前 に は 同 定 さ れ て い な か
っ た タ ン パ ク 質 生 成 物 を 、 鑑 別 プ ロ テ オ ー ム 分 析 に よ り 探 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 未 処
置 ヒ ヒ の 組 織 試 料 を 、 対 照 組 織 試 料 と し て 使 用 し た が 、 こ の 際 、 試 料 の 犠 牲 お よ び 入 手 は
、 処 理 動 物 の 場 合 の 条 件 と 同 一 の 条 件 下 に 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 2. 内 毒 素 注 射 の 後 に 最 も 高 レ ベ ル の プ ロ カ ル シ ト ニ ン 形 成 を 示 す ヒ ヒ 組 織 の 決 定
　 個 々 の 組 織 の 試 料 を 、 免 疫 発 光 試 験 (immunoluminometric)を 用 い て 行 っ た が 、 こ れ は (
ヒ ト プ ロ カ ル シ ト ニ ン を 測 定 す る た め に 開 発 さ れ た 本 出 願 人 の LU-MItest(登 録 商 標 )PCTと
同 様 )、 一 方 で は 、 ポ リ ス チ レ ン 管 に 固 定 化 さ れ た ヒ ヒ カ ル シ ト ニ ン に 対 す る 抗 体 お よ び
ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で 標 識 さ れ 、 ヒ ヒ プ ロ カ ル シ ト ニ ン の N-末 端 を 対 象 と す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 行 わ れ る 。 こ の テ ス ト を 用 い て 、 個 々 の 試 料 中 の ヒ ヒ プ ロ カ ル シ ト
ニ ン の 含 有 率 を 、 組 換 え ヒ ト プ ロ カ ル シ ト ニ ン を 使 用 す る 試 験 の 校 正 の 後 に 、 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 験 に よ っ て 、 肝 臓 組 織 が 、 最 も 大 量 の プ ロ カ ル シ ト ニ ン を も た ら す こ と が 示 さ れ た 。
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し た が っ て 、 前 記 の 方 法 で 得 ら れ た ヒ ヒ 肝 臓 か ら の タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 、 新 規 の 敗 血 症 特
異 的 バ イ オ マ ー カ ー を 探 す た め に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 3. ヒ ヒ の 細 胞 質 肝 臓 細 胞 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て の プ ロ テ オ ー ム 分 析
　 一 方 で は 健 康 な ヒ ヒ (対 照 )の 、 か つ 他 方 で は LPSを 注 射 さ れ た ヒ ヒ の 細 胞 質 肝 臓 細 胞 タ
ン パ ク 質 抽 出 物 を 、 プ ロ テ オ ー ム 分 析 で 使 用 し た 。 当 初 分 析 2Dゲ ル 電 気 泳 動 で 、 タ ン パ ク
質 100μ gを 含 有 す る 肝 臓 抽 出 物 を 、 9Mの 尿 素 、 70mMの DTT、 両 性 電 解 質 (pH2～ 4)2%で 安 定
化 さ せ 、 次 い で 、 J. Klose et al.、 "Two-dimensional electrophoresis of proteins: A
n updated protocol and implications for a functional analysis of the genome", El
ectrophoresis 1995年 、 16, 1034-1059頁 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 分 析 2Dゲ ル 電 気 泳 動
に よ り 分 離 す る 。 2D塩 基 英 道 ゲ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 可 視 化 を 、 銀 染 色 法 に よ り 行 っ た (J. 
Heukeshoven et al.、 "Improved silver staining procedure for fast staining in Pha
stSystem Development Unit. I. Staining of sodium dodecyl gels", Electrophoresis 
1988年 、 9, 28～ 32頁 参 照 )。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 評 価 の た め に 、 未 処 置 動 物 の 試 料 の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト パ タ ー ン を 、 処 置 動 物 の 肝 臓 組
織 試 料 か ら 得 た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト パ タ ー ン と 比 較 し た 。 対 照 動 物 試 料 で は 生 じ な か っ た
が 、 処 置 動 物 の 全 て で 生 じ た 物 質 を 、 更 な る 分 析 的 調 査 の た め に 選 択 し た 。 図 1は 、 対 照
試 料 (A)で の 、 お よ び 処 置 動 物 の 試 料 (B)で の 2D電 気 泳 動 ゲ ル の 比 較 を 示 し て お り 、 こ の 際
、 (B)中 の 付 加 的 な タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト が 、 新 規 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1に 対 応 し 、 そ の
位 置 は 、 矢 印 お よ び 円 で 選 ば れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 分 析 2Dゲ ル 電 気 泳 動 の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト パ タ ー ン で 同 定 さ れ た 新 規 の 特 異 的 タ ン パ ク
質 を 次 い で 、 タ ン パ ク 質 350μ gを 使 用 す る 調 製 用 2Dゲ ル 電 気 泳 動 に よ り (こ の 場 合 も (10)
参 照 )、 調 製 し た 。 調 製 用 2Dゲ ル 電 気 泳 動 で は 、 Coomassie Brilliant Blue G250を 用 い て
、 染 色 を 行 っ た (V. Neuhoff et al., "Improved staining of proteins in polyacrylami
de gels including isoelectric focusing gels with clear background at nanogram se
nsitivity using Coomassie Brilliant Blue G-250 and R-250", Electrophoresis 1988
年 、 9, 255～ 262頁 参 照 )。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 A. Otto et al.、 "Identification of human myocardial proteins separated by two-
dimensional electrophoresis using an effective sample preparation for mass spect
rometry"(Electrophoresis 1996年 、 17, 1643～ 1650頁 )に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 使 用 し て
、 さ ら に 分 析 す る た め に 予 め 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 を ゲ ル か ら 切 除 し 、 ト リ プ シ ン 消 化 さ
せ 、 次 い で 、 特 に 、 例 え ば G. Neubauer et al.、 "Mass spectrometry and EST-database 
searching allows characterization of the multi-protein spliceosome complex"(natu
re genetics vol. 20, 1998年 、 46～ 50頁 )、 J. Lingner et al.、 "Reverse Transcriptas
e Motifs in the Catalytic Subunit of Telomerase"(Science, Vol. 276, 1997年 、 561
～ 567頁 )、 M. Mann et al.、 "Use of mass spectrometry-derived data to annotate nuc
leotide and protein sequence databases"(TRENDS in Biochemical Sciences, Vol. 26,
 1, 2001年 、 54～ 61頁 )に 記 載 お よ び 検 討 さ れ て い る よ う な 質 量 分 析 調 査 を 用 い て 質 量 分
析 に よ り 分 析 す る 。 ESI(エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 )の 後 に 、 ト リ プ シ ン 消 化 試 料 を 、
タ ン デ ム 質 量 分 析 に 掛 け た 。 Micromass(イ ギ リ ス )か ら の い わ ゆ る ナ ノ フ ロ ー -Z-ス プ レ ー
イ オ ン 源 を 有 す る Q-TOF質 量 分 析 計 を 使 用 し た 。 手 順 は 、 装 置 製 造 業 者 の 作 業 指 示 に 従 っ
た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 4. 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 同 定
　 図 1(A)お よ び 1(B)に 示 さ れ て い る よ う に 、 LPS注 射 を 投 与 さ れ た ヒ ヒ の 肝 細 胞 抽 出 物 は
特 に 、 既 知 の 分 子 量 を 有 す る マ ー カ ー 物 質 と 比 較 し て 、 約 15700± 500ダ ル ト ン の 分 子 量 が
ゲ ル 電 気 泳 動 デ ー タ を も と に 推 定 さ れ て い て 、 か つ 約 5.5か ら 6.5の 等 電 点 が 、 第 1の 次 元
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か ら の タ ン パ ク 質 の 相 対 位 置 か ら 推 測 さ れ て い る 新 規 の タ ン パ ク 質 を 含 有 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の タ ン パ ク 質 を 、 前 記 の よ う に 、 質 量 分 析 に よ り 分 析 し た が 、 こ れ に よ り 、 図 3aお よ
び 3bに 示 さ れ て い る よ う に 2種 の ト リ プ シ ン 断 片 、 ア ミ ノ 酸 配 列 SEQ ID NO:1お よ び SEQ ID
 NO:2に 分 け る こ と が で き 、 こ れ ら は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1の 既 知 の 配 列 (SEQ ID NO:3;L. Jo
hnson et al., Structure of a gene for the human epidermal 67-kDa keratin; Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A.; 82:1896～ 1900頁 (1985年 )参 照 ;NiceProt View of SWISS-PROT
デ ー タ ベ ー ス :受 入 番 号 P04264)の 部 分 配 列 で あ る こ と が 判 明 し た 。 SEQ ID NO:1お よ び SEQ
 ID NO:2に よ る 2種 の 断 片 は そ れ ぞ れ 、 完 全 サ イ ト ケ ラ チ ン 1の ア ミ ノ 酸 配 列 185～ 196お よ
び 277～ 287に 対 応 す る 。 999.49の 質 量 m/z(z=1)を 有 す る 質 量 ス ペ ク ト ル の 更 な る 断 片 は 、
9個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 断 片 (SEQ ID NO:4;算 出 質 量 999.45)に 対 応 し 、 こ れ は 、 完 全 サ イ
ト ケ ラ チ ン 1の ア ミ ノ 酸 289～ 297の 部 分 配 列 (SEQ ID NO:3)に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 電 気 泳 動 ゲ ル か ら 単 離 さ れ た サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 形 の ペ プ チ
ド は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 1の ア ミ ノ 酸 185～ 297(SEQ ID NO:5)の 配 列 を 有 す る と 、 確 実 に 結 論
付 け る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 こ の 配 列 に 対 応 す る 断 片 (SEQ ID NO:5)は 、 13615の
分 子 量 し か 有 さ な い が 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 見 い だ さ れ 、 測 定 さ れ た 断 片 の 分 子 量 は 、 15
700± 500ダ ル ト ン で あ っ た 。 し た が っ て 、 断 片 185～ 297(SEQ ID NO:5)が そ の 末 端 の 一 方
ま だ 両 方 で 20個 ま で の ア ミ ノ 酸 で 延 長 さ れ て い る 断 片 も 、 本 発 明 に よ る 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ
チ ン 1断 片 と 見 な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 5. 血 清 中 で の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 測 定
　 前 記 の 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 血 清 濃 度 を 、 敗 血 症 マ ー カ ー で あ る プ ロ カ ル シ ト
ニ ン (PCT)に 関 し て 高 い 値 が 見 ら れ た 敗 血 症 患 者 か ら の 20の 血 清 で 測 定 し た 。 敗 血 症 血 清
の 95%で 、 著 し く 高 い 濃 度 (3ng/ml以 上 )が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 敗 血 症 血 清 中 で の 探 索 測 定 の た め に 、 こ の 目 的 た め に 特 別 に 開 発 さ れ た 競 合 的 発 光 イ ム
ノ ア ッ セ イ を 使 用 し た が 、 こ の 場 合 に 、 SEQ ID NO:3の ア ミ ノ 酸 214か ら 229を 含 む サ イ ト
ケ ラ チ ン 1断 片 の 部 分 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に 対 す る イ ム ノ ア ッ セ イ 用 ヒ ツ ジ 抗 体 を 使 用
し た 。 抗 体 を 得 る た め に 、 競 合 物 質 と し て 使 用 し た 合 成 ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド PLY17(Jeri
ni BioTools GmbH)の 名 称 で 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 測 定 を 実 施 す る た め に 、 次 の 手 順 を 使 用 し た :
　 ポ リ ス チ レ ン 管 (Greiner製 )を 、 PBS300μ l中 の ペ プ チ ド (PLY17;SEQ ID NO:1)100ngで 被
覆 し た 。 室 温 で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 BSA1%を 含 有 す る PBS2× 4mlで 洗 浄 し
た 。 次 い で 、 ペ プ チ ド 被 覆 さ れ た 管 を 、 続 く 測 定 を 実 施 す る た め の 固 体 相 と し て 使 用 し 、
こ の 測 定 で 、 固 定 化 ペ プ チ ド お よ び 試 料 か ら の サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 を 、 前 記 の 部 分 配 列
に 対 す る ヒ ツ ジ 抗 体 と 競 合 さ せ た が 、 こ の 際 、 こ の 抗 体 を 、 抗 血 清 の 形 で 加 え た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 測 定 の た め に 、 次 の 手 順 を 使 用 し た :
1. 試 料 100μ g(敗 血 症 結 成 ま た は 対 照 血 清 ま た は 校 正 物 質 溶 液 )を 前 記 の 管 に ピ ペ ッ ト 注
入 し ;
2. 抗 血 清 200μ l(PBSで 1:5000に 希 釈 )を ピ ペ ッ ト 注 入 し ;
3. 振 盪 し な が ら 、 室 温 で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し ;
4. 管 か ら 、 未 結 合 の 抗 体 を 洗 い 流 し (PBS1mlを 4回 充 填 し 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン す る );
5. 固 体 相 -結 合 抗 体 を 調 製 す る た め に 、 PBS300ml、 BSA1%中 の ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 標
識 さ れ た ロ バ 抗 ヒ ツ ジ 抗 体 (B.R.A.H.M.S　 Diagnostica)を 加 え ;
6. 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 未 結 合 の 標 識 抗 体 を 除 去 し 、 4と 同 様 に 洗
い 流 し ;
7. ル ミ ノ メ ー タ ー (luminometer、 Berthold製 )を 用 い て 、 既 知 の 方 法 で 、 固 体 相 に 結 合 し
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て い る ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 校 正 曲 線 を 調 製 す る た め に 、 既 知 の 量 の 前 記 の 合 成 ペ プ チ ド を 含 有 す る 溶 液 を 使 用 し 、
可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 濃 度 を 、 敗 血 症 血 清 で 測 定 さ れ た 値 と 校 正 曲 線 と を 比 較 す
る こ と に よ り 、 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 測 定 結 果 の グ ラ フ を 図 4に 示 す 。 前 記 し た 仮 の 、 非 常 に 簡 単 で 、 鈍 い 競 合 測 定 手 順 で も
、 血 清 の 場 合 の サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 測 定 の 非 常 に 良 好 な 感 度 は 、 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 発 見 さ れ た サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 は 、 新 規 の タ ン パ ク 質 (ま た は ペ プ チ ド )と 称 す る こ と
が で き 、 そ の 、 お そ ら く タ ン パ ク 分 解 に よ る 生 成 は 、 投 与 さ れ た 内 毒 素 と 霊 長 類 生 物 が 接
触 し た 後 に 初 め て 観 察 さ れ た 。 現 在 、 こ の 断 片 の 考 え ら れ る 本 来 の 役 割 に つ い て は 、 推 測
す る こ と し か で き な い 。 し か し な が ら 、 初 め て そ れ が 同 定 さ れ 、 高 い 特 異 度 で 記 録 さ れ た
こ と に よ り 、 こ れ は 、 有 望 な 診 断 タ ー ゲ ッ ト に 、 さ ら に 治 療 的 介 入 の た め の 新 規 の 重 要 な
タ ー ゲ ッ ト に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 同 定 さ れ た サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 ま た は 関 連 断 片 、 さ ら に 場 合 に よ っ て は 部 分 断 片 を 薬
学 的 活 性 物 質 と し て 使 用 す る こ と も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 実 際
の 活 性 物 質 と し て 、 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド に 対 し て 製 造 さ れ 、 患
者 に 投 与 す る た め に 調 製 さ れ た 抗 体 の い ず れ か を 、 適 切 な 薬 学 的 担 体 と 共 に 含 有 す る 薬 剤
組 成 物 に も 関 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 図 １ 】 健 康 な ヒ ヒ の 肝 細 胞 細 胞 質 タ ン パ ク 質 の ス ポ ッ ト パ タ ー ン (A)と LPS投 与 に よ り 敗
血 症 を 惹 起 さ せ た 5時 間 後 の ヒ ヒ の 肝 細 胞 タ ン パ ク 質 の ス ポ ッ ト パ タ ー ン (B)と を そ れ に よ
り 比 較 す る こ と が で き る 2D電 気 泳 動 ゲ ル を 示 す 図 で あ る 。 矢 印 は 、 本 発 明 に よ る 敗 血 症 特
異 的 生 成 物 (サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 )の 位 置 を 示 し て い る が 、 こ れ は 、 図 (B)で は 、 円 で 区 別
さ れ て い る 。
【 図 ２ 】 2Dゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 同 定 さ れ た 、 ト リ プ シ ン 消 化 さ れ た 単 離 生 成 物 の 質 量 ス ペ
ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ａ 】 電 荷 /質 量 比 692.39を 有 す る 、 ト リ プ シ ン 消 化 か ら の 選 択 ペ プ チ ド 断 片 の タ ン
デ ム 電 気 泳 動 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ｂ 】 電 荷 /質 量 比 633.38を 有 す る 、 ト リ プ シ ン 消 化 か ら の 別 の 選 択 ペ プ チ ド 断 片 の
タ ン デ ム 電 気 泳 動 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 16人 の 対 照 ヒ ト (血 液 ド ナ ー )の 群 と 比 較 し て の 、 20人 の 敗 血 症 患 者 の 血 清 中 の 可
溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 1断 片 の 測 定 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ ａ 】 【 図 ３ ｂ 】
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【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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