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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物における肺損傷の発症をモニターする方法であって、該哺乳動物の血液、血清
または血漿中のＳＰ－Ｂレベルの増大をスクリーニングすることを含み、該肺損傷が、１
もしくはそれ以上の侵襲性の手順を経ずしては確認できないものである、方法。
【請求項２】
　該肺損傷が早期の段階の肺損傷である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　該早期の段階の肺損傷が肺胞毛細管膜損傷である請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　哺乳動物における肺損傷の程度の変化をモニターする方法であって、該哺乳動物の血液
、血清または血漿中のＳＰ－Ｂレベルの増大をスクリーニングすることを含み、該肺損傷
が、１もしくはそれ以上の侵襲性の手順を経ずしては確認できないものである、方法。
【請求項５】
　該肺損傷が肺胞毛細管膜損傷である請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　哺乳動物における肺損傷の発症をモニターする方法であって、該哺乳動物の血液、血清
または血漿中の肺界面活性物質レベルの比率の変調をスクリーニングすることを含み、該
肺界面活性物質レベルの比率がＳＰ－Ｂ：ＳＰ－Ａ比であり、該肺損傷が、１もしくはそ
れ以上の侵襲性の手順を経ずしては確認できないものである、方法。
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【請求項７】
　該変調が増大である請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　該肺損傷が肺胞毛細管膜損傷である請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　該肺胞毛細管膜損傷が早期の段階の肺胞毛細管膜損傷である請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　哺乳動物における肺損傷の程度の変化をモニターする方法であって、該哺乳動物の血液
、血清または血漿中の肺界面活性物質レベルの比率の変調をスクリーニングすることを含
み、該肺界面活性物質レベルの比率がＳＰ－Ｂ：ＳＰ－Ａ比であり、該肺損傷が、１もし
くはそれ以上の侵襲性の手順を経ずしては確認できないものである、方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（技術分野）
本発明は、一般に、肺障害の発現を診断または予測する方法に関し、さらに詳しくは、肺
胞毛細管膜障害の発現を診断または予測する方法に関する。本発明の方法は、とりわけ、
肺障害を検出したりまたは有毒な因子によってあるいは治療剤に暴露された結果として生
じる所望でない副作用として引き起こされるものなどの肺障害の発現を予測するため、お
よび肺障害の進行をモニターするために有用である。
【０００２】
（背景技術）
本明細書の著者により参照される刊行物の参考書目の詳細は、本記載の最後にまとめてあ
る。
肺の気／液界面には、リン脂質、中性脂質および特別のタンパク質（サーファクタントタ
ンパク質Ａ、Ｂ、ＣおよびＤ（本明細書では、それぞれ、「ＳＰ－Ａ」、「ＳＰ－Ｂ」、
「ＳＰ－Ｃ」および「ＳＰ－Ｄ」と称する））を含む単分子層が並んでいる。「肺界面活
性物質（pulmonary surfactant）」の総称で知られるこれらタンパク質は、表面張力を下
げ、呼吸の労力を低減させ、さらに表面張力を変えて異なるサイズの肺胞を共存させるこ
とにより肺を安定化させる。
【０００３】
肺界面活性物質のリン脂質は肺胞II型細胞により合成され、該細胞でラメラ体（lamellar
 bodies）として知られる個々の小胞中に貯蔵される。様々な刺激、とりわけII型細胞の
物理的な歪みに応答してラメラ体の内容物が下相（hypophase）に遊離され、そこで水和
して管状ミエリン（tubular myelin）として知られる３－Ｄ格子構造を形成する。この管
状ミエリンが今度は生物物理活性を有する単分子層を気／液界面に提供する。
【０００４】
単分子層の成分は限られた寿命を有し、絶えず置き換わっている。ジ飽和リン脂質（ＤＳ
Ｐ）は表面張力を低肺容量で起こると思われる非常に低い値まで下げる性質を有すると考
えられており、一方、２番目に多量に認められる肺界面活性物質脂質であるコレステロー
ルは、吸収速度（rate of absorption）および新たに遊離された物質の流動性に影響を及
ぼすと考えられる。システムは極めてダイナミックである：ラットでは、哺乳動物の肺界
面活性物質の主要な成分であるジパルミトイルホスファチジルコリンの肺胞での半減期は
～８０分であり、その８５％もがII型細胞に取り込まれて再利用される（Nicholasら、１
９９０）。
【０００５】
今日、４つのタンパク質、ＳＰ－Ａ、ＳＰ－Ｂ、ＳＰ－ＣおよびＳＰ－Ｄは、哺乳動物の
肺界面活性物質と独特に結合していることが示されている。極めて疎水性のタンパク質（
ＳＰ－ＢおよびＳＰ－Ｃ）は単分子層の機能性成分であり、一方、より親水性のタンパク
質（ＳＰ－Ａ）は肺界面活性物質ホメオスタシスおよび宿主防御に一層関与しており、Ｓ
Ｐ－Ｄは宿主防御にのみ関与しているとの一般的なコンセンサスが存在する。
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【０００６】
成人呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ）は、気道を介した直接的な外傷かまたは血液を介した間
接的な外傷のいずれかにより引き起こされる重篤で広汎性の肺障害を代表する。ＡＲＤＳ
の顕著な特徴は、浸透性浮腫（permeability edema）の結果としての血液の酸素による飽
和および呼吸系コンプライアンスの悪化である。種々の異なる障害がＡＲＤＳを導き得る
が、共通する経路はおそらく肺障害という結果となる。酸素フリーラジカル、アラキドン
酸代謝産物、および炎症メディエーター、たとえば、インターロイキン－１、プロテアー
ゼ、および腫瘍壊死因子の遊離を伴う肺内での白血球活性化は、肺胞毛細管膜の浸透性を
高める結果となる。この巨大分子関門の喪失に伴い、肺胞には血清タンパク質が押寄せ、
これら血清タンパク質が肺の界面活性物質の機能を損なう（Saidら、１９６５；Holmら、
１９８７）。このことが状態をさらに悪化させる静水力を生み出し（Jefferiesら、１９
８８）、肺胞浮腫と同時に気体交換および肺コンプライアンスの悪化へ導く。
【０００７】
過去１０年間の間に肺の浸透性を決定するための多くの方法が評価されてきている（Stau
bら、１９９０）。一般に、これら方法は肺中へのまたは肺からの放射性標識の流量を決
定することに依存していた。しかしながら、適当なスキャナーでの記号論理学的（logist
ic）問題、安定性、および標識の特異性、および数学的なモデル形成上の不確かさのため
に、わずかしか臨床的に応用されていない（Staubら、１９９０）。さらに、有害な因子
によって引き起こされたものなどの肺障害は、気道耐性または気体交換における変化が起
こるに充分な障害が生じたときに臨床的にのみ検出可能であった。このことが比較的進行
した肺疾患を反映することはよく受け入れられている。
【０００８】
サーファクタントタンパク質は、通常、肺においてのみ相当量で認められる。気室（airs
paces）ではＳＰ－Ａはストークス半径が～３５ｎｍの高分子量（～６５０ｋＤａ）オリ
ゴマーを優勢に形成する（Vossら、１９８８）。成熟ＳＰ－Ｂは低分子量（～１８ｋＤａ
）のチオール依存性のホモダイマーとして会合し（Johanssonら、１９９１）、通常、界
面活性物質リン脂質の複合体と堅固に会合しているが（Longoら、１９９１）、単離II型
細胞におけるインビトロおよびインビボ研究は、該タンパク質の少なくとも幾つかがそれ
ぞれ～４５ｋＤａおよび～２５ｋＤａの分子量を有する親水性のモノマー性プロタンパク
質およびプロセシングを受けた中間体として肺胞中に分泌されることを示唆している（We
averおよびWhitsett、１９８９；Doyleら、１９９７）。
【０００９】
本発明に至る研究において、本発明者らは予期しないことに、血清の肺界面活性物質レベ
ルが肺障害（とりわけ、早期の段階での肺障害）かまたは肺障害を発現させる素因のいず
れかの極めて高感度の診断マーカーを提供することを見出した。
【００１０】
（発明の要約）
従って、本発明の一つの側面は哺乳動物における肺障害の診断方法に関し、該方法は、該
哺乳動物の体液中の肺界面活性物質レベルの変調をスクリーニングすることを含む。
他の側面において、哺乳動物における肺障害の診断方法が提供され、該方法は、該哺乳動
物の血液中のＳＰ－Ａ、ＳＰ－Ｂ、ＳＰ－ＣまたはＳＰ－Ｄレベルの１またはそれ以上の
変調をスクリーニングすることを含む。
【００１１】
本発明のさらに他の側面は哺乳動物における肺障害の診断方法に関し、該方法は、該哺乳
動物の血液中のＳＰ－Ｂレベルの変調をスクリーニングすることを含む。
本発明のさらに他の側面において、哺乳動物における早期の段階の肺障害の診断方法が提
供され、該方法は、該哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの変調をスクリーニング
することを含む。
【００１２】
本発明のさらに他の側面は哺乳動物における早期の段階の肺障害の検出方法に関し、該方



(4) JP 4584445 B2 2010.11.24

10

20

30

40

50

法は、該哺乳動物の血液中のＳＰ－Ｂレベルの変調をスクリーニングすることを含む。
本発明のさらに他の側面において、哺乳動物における早期の段階の肺胞毛細管膜障害の診
断方法が提供され、該方法は、該哺乳動物の血液中のＳＰ－Ｂレベルの増大をスクリーニ
ングすることを含む。
【００１３】
本発明のさらに他の側面は哺乳動物における肺障害の程度の変化をモニターする方法を提
供し、該方法は、該哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの変調をスクリーニングす
ることを含む。
本発明のさらに他の側面において、哺乳動物における肺胞毛細管膜障害の程度の増大をモ
ニターする方法が提供され、該方法は、該哺乳動物の血液中のＳＰ－Ｂレベルの増大をス
クリーニングすることを含む。
【００１４】
本発明のさらに他の側面は哺乳動物における肺胞毛細管膜障害の程度の減少をモニターす
る方法を提供し、該方法は、該哺乳動物の血液中のＳＰ－Ｂレベルの減少をスクリーニン
グすることを含む。
従って、本発明の他の側面は哺乳動物における肺障害の診断方法に関し、該方法は、該哺
乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの比率の変調をスクリーニングすることを含む。
【００１５】
本発明のさらに他の側面は哺乳動物における肺障害の程度の変化をモニターする方法に関
し、該方法は、該哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの比率の変調をスクリーニン
グすることを含む。
本発明のさらに他の側面において、肺障害因子に暴露された哺乳動物において重篤な肺障
害を発現させる素因を決定する方法が提供され、該方法は、該哺乳動物の血液中の肺界面
活性物質レベルの変調をスクリーニングすることを含み、その際、該肺界面活性物質のレ
ベルはさらに肺障害を発現させる素因を示すものである。
【００１６】
本発明のさらに他の側面は、肺障害因子に暴露されたためにＡＬＩを発現している哺乳動
物においてＡＲＤＳを発現させる素因を決定する方法を提供し、該方法は、該哺乳動物の
血液中の肺界面活性物質の変調をスクリーニングすることを含み、その際、該肺界面活性
物質のレベルはＡＲＤＳを発現させる素因を示すものである。
【００１７】
本発明のさらに他の側面において、肺障害因子に暴露されたためにＡＬＩを発現している
哺乳動物においてＡＲＤＳを発現させる素因を決定する方法が提供され、該方法は、該哺
乳動物の血液中のＳＰ－Ａおよび／またはＳＰ－Ｂのレベルをスクリーニングすることを
含み、その際、該ＳＰ－Ａおよび／またはＳＰ－ＢのレベルはＡＲＤＳを発現させる素因
を示すものである。
【００１８】
本発明のさらに他の側面は、肺障害因子に暴露された哺乳動物において重篤な肺障害を発
現させる素因を決定する方法を提供し、該方法は、該哺乳動物の血液中の肺界面活性物質
レベルの比率の変調をスクリーニングすることを含み、その際、該比率は重篤な肺障害を
発現させる素因を示すものである。
【００１９】
本発明のさらに他の側面は、肺障害因子に暴露された哺乳動物において重篤な肺障害を発
現させる素因を決定する方法を提供し、該方法は、該哺乳動物の体液中の肺界面活性物質
レベルの変調を他の肺臨床パラメーターの測定結果と相関させることを含み、その際、該
相関は重篤な肺障害を発現させる素因を示すものである。
【００２０】
本発明のさらに他の側面において、肺障害因子に暴露された哺乳動物において重篤な肺障
害を発現させる素因を決定する方法が提供され、該方法は、該哺乳動物の体液中の肺界面
活性物質レベルの変調を他の肺障害スコアと相関させることを含み、その際、該相関の結
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果は重篤な肺障害を発現させる素因を示すものである。
【００２１】
本発明のさらに他の側面は、肺界面活性物質の検出試薬を収容すべく適合させた第一の区
画と、該第一の区画中の該試薬による検出を容易にするのに有用な試薬を収容すべく適合
させた第二の区画とを区画された形態で含む、血清試料をアッセイするための診断キット
を提供する。たとえば、生物学的試料を収容するためにさらなる区画も含まれていてよい
。検出試薬は抗体または他の適当な検出分子であってよい。
【００２２】
（好ましい態様の詳細な記載）
本発明は、その一部において、血清の肺界面活性物質レベルと肺障害の発現または肺障害
の発現の素因の診断との間の相関の同定（identification）に基づいている。
従って、本発明の一つの側面は哺乳動物における肺障害の診断方法に関し、該方法は、該
哺乳動物の体液中の肺界面活性物質レベルの変調をスクリーニングすることを含む。
【００２３】
「体液」について言及するときは、該哺乳動物の体からの流体について言及することを包
含するものであり、たとえば、これらに限られるものではないが、血液（全血に由来する
成分、たとえば、血清および血漿を含む）、尿、涙、気管支分泌液または粘液および該哺
乳動物の体中に導入されてその後に除去された流体、たとえば、肺洗浄の後に肺から抽出
した塩水溶液を含む。好ましくは、体液は血液または尿であり、さらに一層好ましくは血
液である。以下、血液について言及するときは他のすべての体液について言及することを
包含するものとして読まれなければならない。
【００２４】
本明細書において使用する「哺乳動物」には、ヒト、霊長類、家畜（たとえば、ウマ、ウ
シ、ヒツジ、ブタ、ロバ）、実験室の試験動物（たとえば、マウス、ラット、ウサギ、モ
ルモット）、ペット動物（たとえば、イヌ、ネコ）および捕獲した野生動物（たとえば、
カンガルー、シカ、キツネ）が含まれる。好ましくは、哺乳動物はヒトまたは実験室の試
験動物である。さらに一層好ましくは、哺乳動物はヒトである。「肺障害」なる語は、た
とえば、自己免疫状態の開始、移植後の肺の拒絶、炎症応答という結果となる感染、肺に
おける圧力／容積関係の変化、該哺乳動物の外来因子（たとえば、タバコの煙または埃）
、有害因子または毒性因子（たとえば、溶媒または有毒ガス（fumes））への暴露、また
は治療薬剤への暴露の結果生じた所望でない副作用などの、先天的な異常または獲得され
た異常による肺障害を包含するが、これらに限られるものではない。肺障害の例としては
、これらに限られるものではないが、形態的および／または構造的な障害および／または
肺の機能に対する障害、たとえば、肺クリアランスの欠陥または肺の気体交換機構に対す
る障害によるタンパク質（たとえば、サーファクタントタンパク質）または流体の蓄積が
挙げられる。本発明の特別の態様において、該肺障害は肺胞毛細管膜障害である。
【００２５】
本明細書において「肺界面活性物質」について言及するときは、肺リン脂質、肺中性脂質
およびおよび肺サーファクタントタンパク質を含む（これらに限られるものではない）す
べての形態の肺界面活性物質およびその誘導体について参照することを包含するものとし
て読まれなければならず、たとえば、ＳＰ－Ｂの前駆体、プレプロタンパク質、プロタン
パク質および中間体形を含むすべてのサブユニット分子を包含する。肺サーファクタント
タンパク質の例としては、ＳＰ－Ａ、ＳＰ－Ｂ、ＳＰ－ＣおよびＳＰ－Ｄが挙げられる。
好ましくは、該肺サーファクタントタンパク質は、ＳＰ－Ａ、ＳＰ－Ｂ、ＳＰ－Ｃまたは
ＳＰ－Ｄである。「ＳＰ－Ａ」、「ＳＰ－Ｂ」、「ＳＰ－Ｃ」および「ＳＰ－Ｄ」につい
て言及するときは、そのすべての前駆体、プロタンパク質および中間体形を含むこれら分
子のすべての形態について言及するものと理解されなければならない。
【００２６】
従って、哺乳動物における肺障害の診断方法が提供され、該方法は、該哺乳動物の血液中
のＳＰ－Ａ、ＳＰ－Ｂ、ＳＰ－ＣまたはＳＰ－Ｄレベルの１またはそれ以上の変調をスク



(6) JP 4584445 B2 2010.11.24

10

20

30

40

50

リーニングすることを含む。
【００２７】
循環しているＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂのレベルは、該タンパク質の相対的なサイズおよび
肺の浸透性のみならず、膜関門を突破するのに利用できる形態にも依存する。ＳＰ－Ａは
、肺胞液中では遊離のものが殆ど存在しない程度までリン脂質に貪欲に結合する。対照的
に、肺胞の免疫応答性ＳＰ－Ｂの優勢な形態であるプロタンパク質およびプロセシングを
受けた中間体は表面脂質との結合が認められず、おそらく循環系へ自由に入ることが可能
となっている。さらに、血漿のＳＰ－Ｂ／ＳＰ－Ａ比が肺機能とともに変化することは、
血漿ＳＰ－Ｂの方がＳＰ－Ａよりも肺浸透性の変化の一層ダイナミックなマーカーである
ことを示唆している。
【００２８】
最も好ましい態様において、本発明は哺乳動物における肺障害の診断方法に関し、該方法
は、該哺乳動物の血液中のＳＰ－Ｂレベルの変調をスクリーニングすることを含む。
特別の側面において、該肺障害は肺胞毛細管膜障害である。
【００２９】
該界面活性物質の「誘導体」には、その断片、一部、部分、変異体およびアナログが含ま
れる。誘導体は、アミノ酸の挿入、欠失または置換によるものであってよい。アミノ酸の
挿入誘導体は、アミノおよび／またはカルボキシル末端融合および単一または複数のアミ
ノ酸の配列内挿入を含む。挿入アミノ酸配列変異体は、１またはそれ以上のアミノ酸残基
が該タンパク質中の部位に導入されたものである。欠失変異体は、配列からの１またはそ
れ以上のアミノ酸残基の除去を特徴とする。置換アミノ酸変異体は、配列中の少なくとも
１の残基が除去され、その部位に異なる残基が挿入されたものである。
【００３０】
本発明の方法は、早期の段階の肺障害を検出するうえで特に有用である。「早期の段階」
は、肺障害の開始および発現が検出できないかまたは１もしくはそれ以上の侵襲性の手順
を経ずしては確認できない期間として定義される。たとえば、本発明の方法は、喫煙者に
おける肺浸透性の早期の変化を検出することに応用できる。「早期の段階」はまた、たと
えば、穏やかだが慢性の肺障害などの低レベルの肺障害を包含するものと理解されなけれ
ばならない。好中球の漸増（recruitment）およびエラスターゼや反応性酸素種による肺
結合組織の初期破壊を伴うことのある肺浸透性の早期変化は、肺障害の目に見える兆候が
外見上存在しなくとも血漿ＳＰ－Ｂレベルの増大によりマークできる。
【００３１】
従って、哺乳動物における早期の段階の肺障害の診断方法が提供され、該方法は、該哺乳
動物の血液中の肺界面活性物質レベルの変調をスクリーニングすることを含む。
好ましくは、該肺界面活性物質は、ＳＰ－Ａ、ＳＰ－Ｂ、ＳＰ－ＣまたはＳＰ－Ｄであり
、さらに一層好ましくはＳＰ－Ｂである。
【００３２】
最も好ましい態様において哺乳動物における早期の段階の肺障害の検出方法が提供され、
該方法は、該哺乳動物の血液中のＳＰ－Ｂレベルの変調をスクリーニングすることを含む
。
とりわけ、該肺障害は、肺胞毛細管膜障害である。
【００３３】
本発明をいかなる一つの理論または作用様式に限定することを意図するものではないが、
肺胞毛細管膜障害は肺胞毛細管の浸透性の増大を引き起こす。免疫応答性のＳＰ－Ａおよ
びＳＰ－Ｂは全身の循環系には通常認めうる量では存在しないが、肺障害を患う患者の血
清中でのさらなる肺サーファクタントタンパク質の出現が肺胞毛細管の浸透性の変化の結
果として起こる。
【００３４】
従って、「変調」なる語は、正常な参照レベル（または正常な参照レベル範囲）かまたは
該哺乳動物の体液から決定された早期の界面活性物質レベルの結果と比較した血清肺界面
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活性物質レベルの増大および減少を意味する。正常な参照レベルは、肺障害を何ら有しな
い哺乳動物または哺乳動物群からの体液からの界面活性物質レベルである。該参照レベル
は別個の数字であってもよいし、または数字の範囲であってもよい。該参照レベルは界面
活性物質分子の個々のクラスで異なるかもしれない。たとえば、ＳＰ－Ａの正常レベルは
ＳＰ－Ｂまたは特定のＳＰ－Ｂサブユニットの正常レベルと異なるかもしれない。好まし
くは、該変調は血液の肺界面活性物質レベルの増大である。
【００３５】
この好ましい態様に従い、哺乳動物における肺障害の診断方法が提供され、該方法は、該
哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの増大をスクリーニングすることを含む。
詳しくは肺損傷は、早期段階の肺損傷であり、さらに詳しくは、肺胞毛細管膜損傷である
。
【００３６】
好ましい具体例は、哺乳動物の血液中のＳＰ－Ｂレベルの増加をスクリーニングすること
を特徴とする哺乳動物における早期段階の肺胞毛細管膜損傷の診断方法を提供する。好ま
しい方法は、血液中の肺界面活性物質レベルの増加を検出することであるが、特定の状況
下においては該界面活性物質レベルの減少を検出することが望まれる。たとえば、肺胞毛
細管膜損傷の患者の診断治療の過程において肺胞毛細管膜の形態における改善をモニター
すること、または呼吸困難症候群の未熟児において肺の成熟をモニターすることなどであ
る。
【００３７】
本発明のもう１つの態様は、哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの調節をスクリー
ニングすることを特徴とする、哺乳動物における肺損傷の範囲内の変化をモニターする方
法を提供する。肺界面活性物質は、ＳＰ－Ａ、－Ｂ、－Ｃまたは－Ｄが好ましく、ＳＰ－
Ｂがさらに好ましい。詳しくは肺損傷は、肺胞毛細管膜損傷である。
好ましい具体例は、哺乳動物の血液中のＳＰ－Ｂレベルの増加をスクリーニングすること
を特徴とする、哺乳動物における肺胞毛細管膜損傷の範囲内の増加をモニターする方法を
提供する。さらに別の好ましい具体例は、哺乳動物の血清中のＳＰ－Ｂレベルの減少をス
クリーニングすることを特徴とする、哺乳動物における肺胞毛細管膜損傷の範囲内の減少
をモニターする方法を提供する。
【００３８】
本発明方法に用いる肺界面活性物質について、正常な参照レベルに相対する絶対値の分析
に加えて、もう１つの別のレベルに相対する価も分析する。たとえば、肺傷害によって、
ＳＰ－Ｂ：ＳＰ－Ａの比率が肺の機能に反比例するような、血液中のＳＰ－ＡおよびＳＰ
－Ｂレベルの特異な変化がもたらされる。これらの比率は、正常な参照レベルの比率とも
比較することができる。
したがって、本発明のもう１つの態様は、哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの比
率の調節をスクリーニングすることを特徴とする、哺乳動物における肺損傷の診断方法に
関する。
【００３９】
「肺界面活性物質レベルの比率」とは、哺乳動物におけるいずれか２つまたはそれ以上の
肺界面活性物質の比率として理解すべきである。「肺界面活性物質」は、先の定義と同様
の意味をもつ。哺乳動物において、ひとつの肺界面活性物質レベルの、もう１つの肺界面
活性物質レベルに対する比率は、肺損傷を表すことができる。該肺界面活性物質レベルの
比率は、ＳＰ－Ｂ：ＳＰ－Ａの比率であるのが好ましく、ＳＰ－Ｂプレタンパク質：ＳＰ
－Ａがさらに好ましい。さらに好ましくは、該調節は比率の増加である。さらに好ましく
は、ＳＰ－Ｂ：ＳＰ－ＡまたはＳＰ－Ｂプレタンパク質：ＳＰ－Ａの比率における増加は
肺胞毛細管膜損傷を表す。
【００４０】
本発明のさらに別の態様は、哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの調節をスクリー
ニングすることを特徴とする、哺乳動物における肺損傷の範囲内の変化をモニターする方
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法に関する。本発明方法は、たとえば炎症応答、異物性作用剤、有害作用剤、毒性作用剤
への曝露、治療剤への曝露の副作用、移植後の肺拒絶、自己免疫の発症、潜在的に肺損傷
が引き起こされる、喫煙する個人、または溶接、スプレー塗布、ガラスファイバー製造な
どの職業に従事する個人、もしくは受動的喫煙者である個人といったような異物性作用剤
あるいは有害性もしくは毒性作用剤に曝露された個人の肺クリアランス作業またはガス交
換の障害および肺胞毛細管膜損傷の発症による、肺の機能的または形態的／項像的損傷（
肺胞毛細管膜損傷またはタンパク質停滞の発症）の非侵入性臨床または診断モニターとし
て広範囲に適用しうるがこれらに限定されるものではない。本発明方法は、いずれかの認
識された素因またはある程度の肺損傷を獲得する可能性に関係のない個人の肺の健康状態
にも適用しうる。
【００４１】
本発明方法は、哺乳動物の血液中の定量された肺界面活性物質レベルの分析に基いて、哺
乳動物の肺損傷の程度の診断にも適用される。たとえば、血液中の肺界面活性物質レベル
の増加の程度は、哺乳動物において進行中の肺損傷の程度のインジケーターとして用いら
れる。急性肺傷害（Acute Lung Injury）（本明細書では、以降ＡＬＩと称する）は、胃
の内容物の吸引、肺炎、敗血症、大量輸血、多数の外傷性傷害および膵臓炎といったよう
な多数の因子（これらに限定されるものではない）への曝露に引き続いて進行する。いく
らか数は少ないが、死亡率が５０～６０％の、ＡＬＩのより重篤な形態である、より重篤
な肺傷害（急性または成人呼吸窮迫症候群（Acute or Adult Respiratory Distress Synd
rome）、以降ＡＤＲＳと称する）が進行する患者もいる。ＡＲＤＳが進行中である可能性
の高い患者を予測することによって、たとえば新規な治療法のターゲッティング、および
他に正当化されようがないほどのコストがかかる複合呼吸ストラテジーの使用が可能にな
る。
【００４２】
したがって、本発明の他の態様は、哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの調節をス
クリーニングすることを特徴とする（ここで、肺界面活性物質は、さらなる肺損傷が進行
する素因を表す）、肺傷害因子に曝露された哺乳動物において重篤な肺損傷の進行する素
因を決定する方法を提供する。語句「肺傷害因子」は、新たな肺損傷を直接または間接的
に引き起こすかまたは存在する肺損傷を悪化させるいずれかの因子への言及として理解す
べきである。該因子としては、機械的換気、高酸素症、胃の内容物の吸引、肺炎、敗血症
、大量輸血、多数の外傷性傷害および膵臓炎が挙げられるが、これらに限定されるもので
はない。
【００４３】
本発明方法は、肺傷害因子に曝露されており重篤な肺傷害が進行しそうな（ＡＬＩのみで
はない）患者、または肺傷害因子への曝露の結果としてＡＬＩが進行しており重篤な肺損
傷が進行しそうな患者のいずれかの患者を予測するのに有用である。したがって、語句「
重篤な肺損傷」は、その広い意味合いで理解されるべきであり、新たな肺損傷の進行また
は重篤性の増加といったような存在する肺損傷の悪化のいずれかへの言及を意味している
。特に好ましい具体例において、哺乳動物は、肺傷害因子への曝露によるＡＬＩが進行し
ており、重篤な肺損傷はＡＲＤＳである。ＡＬＩは臨床的に明らかであってもなくてもよ
い。
本発明の好ましい具体例にしたがって、本発明は、哺乳動物の血液中の肺界面活性物質の
調節をスクリーニングすることを特徴とする（ここで、肺界面活性物質のレベルは、ＡＲ
ＤＳが進行する素因を表す）、肺傷害因子への曝露によるＡＬＩが進行している哺乳動物
においてＡＲＤＳの進行する素因を決定する方法を提供する。界面活性物質がＳＰ－Ａお
よび／またはＳＰ－Ｂであるのが最も好ましい。
【００４４】
本発明の最も好ましい具体例にしたがって、本発明は、哺乳動物の血液中のＳＰ－Ａおよ
び／またはＳＰ－Ｂのレベルをスクリーニングすることを特徴とする（ここで、ＳＰ－Ａ
および／またはＳＰ－Ｂのレベルは、ＡＲＤＳが進行する素因を表す）、肺傷害因子への
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曝露によるＡＬＩが進行している哺乳動物においてＡＲＤＳの進行する素因を決定する方
法を提供する。
本発明のさらに別の態様は、哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの比率の調節をス
クリーニングすることを特徴とする（ここで、比率は、重篤な肺損傷が進行する素因を表
す）、肺傷害因子へ曝露された哺乳動物において重篤な肺損傷の進行する素因を決定する
方法を提供する。
どのような作用の理論や形態にも制限されることなく、ＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂは、臨床
的に検出しえない疾患の重篤度の代理マーカーであると考えられる。したがって、さらな
る肺損傷の「素因」のスクリーニングへの言及は、その広い意味合いで理解されるべきで
あり、さらなる肺損傷が進行しそうな哺乳動物に対するスクリーニングおよびすでにさら
なる肺損傷が進行しているが、まだ臨床上の総合的症状を示していない哺乳動物に対する
スクリーニングの両方を意味する。
【００４５】
本発明の別の態様において、ＡＲＤＳなどの重篤な肺損傷が進行する素因は、肺傷害スコ
アといったような、肺の機能または形態学の多数の因子または臨床パラメーター（以降、
肺臨床パラメーターと称する）の測定結果を肺界面活性物質レベルと相関させることによ
って決定することができる。たとえば、ＡＲＤＳが進行する危険は、ＳＰ－ＡとＳＰ－Ｂ
レベルを相関させるモデルを利用することによって決定することができる。特定の具体例
において、該方法は、ＳＰ－Ａ、ＳＰ－Ｂおよび肺傷害スコア（ここでＰ＝０．０１２お
よびＲ2＝４６％）を相関させる。肺傷害スコアは、臨床パラメーターに基いており、疾
病の臨床重篤度を要約するのに用いられる。日射病における肺傷害スコアではＡＲＤＳの
進行の予測することはできないが、界面活性物質レベル予測インデックスと合わせると有
用である。
本発明のさらに別の態様は、哺乳動物の血液中の肺界面活性物質レベルの調節を他の肺臨
床パラメーターの測定結果と相関させることを特徴とする（ここで、相関は、重篤な肺損
傷が進行する素因を表す）、肺傷害因子へ曝露された哺乳動物において重篤な肺損傷の進
行する素因を決定する方法を提供する。好ましくは、本発明は、哺乳動物の血液中の肺界
面活性物質レベルの調節を他の肺傷害スコアと相関させることを特徴とする（ここで、相
関結果は、重篤な肺損傷が進行する素因を表す）、肺傷害因子へ曝露された哺乳動物にお
いて重篤な肺損傷の進行する素因を決定する方法を提供する。哺乳動物が、肺傷害因子に
曝露された結果としてのＡＬＩに冒されており、該重篤な肺損傷がＡＲＤＳであるのが好
ましい。界面活性物質がＳＰ－Ａおよび／またはＳＰ－Ｂであるのがより好ましい。
【００４６】
本発明のこの態様は、肺傷害スコアに関して例証されるが、肺傷害スコアならびに肺界面
活性物質レベルの評価に限定されることを意図するものではないことを理解すべきである
。むしろ、いずれかの肺臨床パラメーター（肺傷害スコアは１つの例に過ぎない）と肺界
面活性物質レベルとの相関関係にまで範囲が広げられることを理解すべきである。
哺乳動物の血清中の肺界面活性物質レベルのスクリーニングは、機能テスト、酵素テスト
または免疫学的テストなどの多数の技法を介して達成される。機能テストには、界面活性
物質の放出または再取りこみに影響を及ぼす能力によって、または宿主防衛特性を検出す
ることによって、ＳＰ－Ａまたは－Ｂを検出することが含まれる。ＳＰ－Ｃは、会合した
パルミテートを測定することによって検出される。免疫学的テストには、抗体－肺界面活
性物質複合体が形成されるのに十分な条件下で、血清サンプルを肺界面活性物質（あるい
は一群の肺界面活性物質）またはその誘導体に特異的な抗体と１回接触させ、次いで該複
合体を検出することが含まれる。
【００４７】
１つの特に好ましい方法において、血清サンプル中の標的界面活性物質分子は、リポータ
ー分子で標識されるかまたはされていない特異的抗体に曝露される。標的の量およびリポ
ーター分子のシグナル強度に応じて、結合した標的は、抗体との直接標識付けによって検
出可能である。別法として、第１の抗体に特異的な第２の標識抗体を、標的－第１抗体複
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合体に曝露して標的－第１抗体－第２抗体の三位複合体を形成させる。該複合体をリポー
ター分子が放出するシグナルによって検出する。本明細書で用いる「リポーター分子」と
は、その化学的性質によって、分析上、抗原結合抗体の検出を可能にする、検出可能なシ
グナルを提供する分子を意味する。検出は定性的または定量的のいずれかである。このタ
イプのアッセイにおいて最も一般的に用いられるリポーター分子は、分子（すなわち放射
性同位体）と化学発光分子を含む、酵素、フルオロフォアまたは放射性核種のいずれかで
ある。
【００４８】
酵素イムノアッセイの場合、一般的に過ヨウ化グルタルデヒドの手段によって酵素を第２
抗体と複合させる。しかし、容易に理解されるように、広範な異なる複合技法が存在し、
当業者であればそれらを容易に利用することができる。一般に用いられる酵素としては、
西洋ワサビペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、βガラクトシダーゼおよびアル
カリホスファターゼなどが挙げられる。特異的酵素のために用いる基質は一般に、対応す
る酵素による加水分解の際に、検出可能な色の変化を生み出すように選ばれる。適当な酵
素の例として、アルカリホスファターゼおよびペルオキシダーゼが挙げられる。蛍光生成
基質を用いることも可能であり、該基質からは前記色素生成基質とは異なり蛍光生成物が
得られる。すべてのケースにおいて、酵素標識抗体を第１抗体ハプテン複合体に加え、結
合させ、次いで過剰の試薬を洗浄する。次いで、抗体－抗原－抗体複合体に、適当な基質
を含有する溶液を加える。基質が第２抗体に結合した酵素と反応して質的視覚シグナルが
生み出され、該シグナルを、通常、分光光学的に定量分析することができ、その量がサン
プル中に存在するハプテンの量を表す
【００４９】
別法として、フルオレセインまたはローダミンといったような蛍光化合物は、抗体に対し
、その結合能力を変えることなく化学的にカップリングすることができる。特定の波長の
光を照射されることにより活性化されたとき、蛍光色素標識された抗体は光エネルギーを
吸収し、分子が励起状態になり、次いで光学顕微鏡で視覚的に検出可能な特徴のある色の
光を放出する。ＥＩＡにおいて、蛍光標識された抗体は、第１抗体－ハプテン複合体に結
合される。未結合の試薬を洗浄した後、次いで残っている三位複合体を適当な波長の光に
曝露し、観察された蛍光から、対象のハプテンの存在が示される。免疫蛍光法およびＥＩ
Ａ技法は、両者とも当業界で非常によく知られた方法であり、本発明方法に対して特に好
ましいものである。しかし、放射性同位体、化学発光または生物発光分子もまた使用する
ことができる。
本発明方法は、哺乳動物における界面活性物質レベルの測定および実験中に行われる多数
の測定（たとえば、個々の哺乳動物における肺損傷状態の進行中のモニタリングに必要な
測定）の両方を含むことを理解すべきである。
【００５０】
本発明の他の態様は、肺界面活性物質を検出するための作用剤を含むように適合された第
１コンパートメントおよび第１コンパートメントの作用剤による検出を促進するのに有用
な試薬を含むように適合された第２コンパートメントからなる仕切り形体を特徴とする、
血清サンプルをアッセイするための診断キットを提供する。生物学的サンプルを受け入れ
るためなど、他のコンパートメントをさらに含めることもできる。該作用剤は抗体または
他の適当な検出分子である。
本発明のさらなる特徴を次の実施例によりさらに詳しく説明する。しかし、この詳細な記
述は、本発明を例示する目的のためのみに記載されるものであることを理解すべきである
。上記本発明の広範な記載内容にいずれかの制限を加えるものであると理解すべきではな
い。
以下の実施例におけるＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂに関する言及は免疫応答性ＳＰ－Ａおよび
ＳＰ－Ｂへの言及として理解すべきである。
【００５１】
実施例１
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サンプルの調製および保管
血液は、血漿用には迅速にリチウムヘパリン含有チューブ（ディスポーザブル・プロダク
ツ、シドニー、オーストラリア）に入れ、血清用にはクロッツ・リトラクション・アクセ
レレーターに入れて、５０００ｒｐｍで室温にて５分間遠心分離した（Megafuge；ヘラウ
ス・クリスト、オステロデ、ドイツ）。サンプルはバッチ分析用に－２０℃で保管した。
【００５２】
実施例２
一次抗体の調製
肺胞蛋白症の患者の洗浄液からＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂを精製した。完全フロイントアジ
ュバント（ディフコ・ラボラトリーズ、デトロイト、ＭＩ）に各タンパク質を乳化し、三
匹のニュージーランド白ウサギに皮下注射した。不完全フロイントアジュバント（ディフ
コ・ラボラトリーズ）に乳化したＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂで追加免疫感作した。ウサギを
放血させ、５０％（vol/vol）飽和硫酸アンモニウムを用いて結成からＩｇＧを沈降させ
た。ＩｇＧに１３６．８ｍＭの塩化ナトリウム、８．１ｍＭのリン酸水素二ナトリウム、
２．６ｍＭの塩化カリウム、０．０２％のナトリウムアジドを含む０．７ｍＭのリン酸二
水素カリウムおよび０．０５％（vol/vol）のＴｗｅｅｎ２０（ＰＢＳＴ）を加えてもと
の血清の体積に戻し、２００ｍｌの架橋正常ヒト血清に対して４℃で一夜免疫吸着させた
。可溶性Ａ型血液の抗原決定基に対する特異性を除去するために、Ａ（＋ｖｅ）、Ａ（－
ｖｅ）、ＡＢ（＋ｖｅ）、Ｏ（＋ｖｅ）およびＯ（－ｖｅ）の血液型をもつ５体の検体か
らの等量の血漿血漿を含む貯蔵血液から、架橋血清を調製した。４℃、８０００ｇ（最大
）にて１時間遠心分離して未吸着の成分を単離し、新鮮なヒト血清免疫吸着剤を用いて免
疫吸着操作を繰り返した。最終的に、０．２μｍのAcrodyscフィルター（滅菌アクロディ
スク；ゲルマン・サイエンシズ、アン・アーバー、ＭＩ；＃４１９２）で抗体を濾過した
。両抗体は、天然および還元状態の両方の抗原に対して強く反応する。ＳＰ－Ｂに対する
抗体は、成熟ペプチドに加えて、その加工中間体およびそのプロプロテインにも反応する
。
【００５３】
実施例３
ＥＬＩＳＡ
ＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂを、標準として肺胞蛋白症患者の洗浄液から精製したＳＰ－Ａお
よびＳＰ－Ｂを用いるＥＬＩＳＡ阻害アッセイにより測定した。サンプルは、ブラインド
ランダム作法にてアッセイした。会合した血漿または界面活性物質成分からＳＰ－Ａおよ
びＳＰ－Ｂを遊離させるために、すべてのタンパク質を次の作法で処理した。１２５μｌ
のアリコートを、０．２５％のＢＳＡを含む１０ｍＭのトリス、１ｍＭのＥＤＴＡ（ｐＨ
７．４）で希釈した。室温で１０分間旋回させた後、３％ＳＤＳおよび１２％トリトンＸ
－１００（v/v）を含む溶液１２５μlを各サンプルに加えた。サンプルを再度１０分間旋
回し、サーファクタントタンパク質濃度をＥＬＩＳＡ阻害アッセイを用いて測定した。
ＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂアッセイは、２つに分けて行った。コスターＥＬＩＳＡプレート
（コスター、ケンブリッジ、ＭＡ；＃２５９５）を、１５ｍＭの炭酸ナトリウム、３５ｍ
Ｍの重炭酸ナトリウムおよび０．０２％ナトリウムアジド（ｐＨ９．６）を含む溶液中の
精製ＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂ（１μｇ／ｍｌ）で４℃にて一夜コートした。コートしたプ
レートは、使用前にＰＢＳＴで洗浄した。
別のＥＬＩＳＡプレートにて、サンプルおよび標準の希釈液（常套の方法で各プレートに
置かれたもの）をそれぞれの一次抗体のアリコートとともにインキュベートした。各処理
サンプルには、０．２５％ＢＳＡ（ＰＢＳＴ／ＢＳＡ）を含むＰＢＳＴで二倍希釈を４回
行ってアッセイした。ＰＢＳＴ／ＢＳＡ（ＳＰ－Ａ：１．９５ｎｇ／ｍｌから２５０ｎｇ
／ｍｌ；ＳＰ－Ｂ：７．８ｎｇ／ｍｌから１．０μｇ／ｍｌ）で二倍希釈を８回おこなっ
て標準曲線を作成した。サンプルは二回アッセイを繰り返し、標準は４回アッセイを繰り
返した。
【００５４】
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９０分後、アリコートをＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂでコートしたプレートに移し、室温にて
さらに９０分間インキュベートした。次いで、これらのプレートをＰＢＳＴで洗浄し、Ｐ
ＢＳＴ／ＢＳＡで希釈したアルカリホスファターゼ複合ヒツジ抗ウサギポリクローナルＩ
ｇＧ（サイレナス・ラボラトリーズ）のアリコートとともに９０分間室温にてインキュベ
ートした。ＰＢＳＴで洗浄した後、１．０Ｍジエチルアミンおよび０．５ｍＭ塩化マグネ
シウム中の１５ｍＭリン酸ニトロフェニルジナトリウム（シグマ１０４ホスファターゼ基
質タブレット；シグマ・ケミカル・コーポレイション；セントルイス、ＭＯ）で、室温に
てプレートを展開した。～１時間で、DynatechＭＲ５０００リーダー（ダイナテック・ラ
ボラトリーズ、チャンティリー、ＶＡ）を用い、４０５ｎｍにて基質の吸着を測定した。
AssayZapプログラム（バイオソフト、ファーガソン、ＭＯ）を用いて、標準曲線を作成し
、免疫応答性に基いて各サンプル中のサーファクタントタンパク質の濃度を計算した。
統計
結果を平均±ＳＥで表した。データが正常に分散しているという仮定をする理由がなかっ
たので、非パラメーター分析を用いた。マン－ホイットニーＵ検定またはウィルコクソン
・マッチド・ペア・サイン・ランク検定を用いてすべてを比較した。
【００５５】
実施例４
正常血漿サーファクタントタンパク質レベルおよび喫煙
タバコの喫煙は、肺損傷を引き起こす因子として関連付けられている。この肺損傷には、
気道および肺柔組織の損傷が含まれ、気管支炎、気腫およびある種の肺ガンといったよう
な広い範囲の身体状態として現れる。しかし、多くの喫煙者は臨床的に明らかな肺損傷を
有さず、無症候である。したがって、「正常血漿サーファクタントタンパク質レベル」は
、非喫煙者および無症候性肺損傷を意味する「正常喫煙レベル」である喫煙者について記
載する必要がある。タバコの喫煙は、煙刺激によって血管に作用するニューロペプチド（
タキキニン）が気道内の感覚神経から放出される（Germonpreら、１９９５；Geppettiら
、１９９３；Leiら、１９９３；NadelおよびBorson、１９９１）ために、急性かつ可逆的
に肺上皮浸透性を増加するので、喫煙者はスクリーニングの少なくとも４時間前に喫煙を
絶つことを要求される。２ｍｌの末梢血管血液を前腕前部の静脈から採取し、速やかにリ
チウムヘパリンチューブに入れて、５０００ｒｐｍで室温にて５分間遠心分離する（Mega
fuge；ヘラウス・クリスト、オステロデ、ドイツ）。
【００５６】
どの肺疾患をもっているかわかっていない６６人の無症候性成人から血液をサンプリング
した。被験者の年齢、性別および喫煙暦について特に留意した。結果を表１に示す。
【表１】

（平均±ＳＥ、マン－ホイットニーＵ検定）
３１人の被験者は、２０．１±２．７パック／年のタバコを吸い、このことは、３３％の
Ｒ2およびＰ値＝０．０００５にて彼らのＳＰ－Ｂレベルと相関があった。ＳＰ－Ａにつ
いてのこれらのデータから得られる９５％の信頼区間は、非喫煙者については２１９．７
－２７７．１（ng/ml）であり、喫煙者については１８１．４－３０３．２（ng/ml）であ
り、ＳＰ－Ｂでは、非喫煙者については１８４０－２２１３（ng/ml）であり、喫煙者に
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ついては２６１９－３４７３（ng/ml）であった。
血漿ＳＰ－Ｂレベルは、無症候性非喫煙者と比べて、無症候性喫煙者において上昇し、こ
れは喫煙者における損なわれた肺の健康に匹敵する。血漿ＳＰ－Ｂレベルが肺の健康の非
常に敏感なマーカーであるという主張をサポートするものである。９５％の信頼間隔を用
いて、上昇した集団に関し、肺損傷を示す、各サーファクタントタンパク質の血漿レベル
の上昇を評価する。続いてのデータは、このデータに匹敵する上昇レベルまたは個々の被
験者における縦方向の実験から得られるベースライン血漿レベルからの上昇を意味する。
【００５７】
実施例５
ヒトにおける肺胞毛細管膜バリヤーの運動誘発性傷害
１８人の被験者（平均±ＳＥ；年齢：１８～２９歳，２４．３±０．８０歳；身長：１６
２～１８８ｃｍ，１７８．６±１．７２ｃｍ；体重：５３～９５ｋｇ，７５．９±２．６
１ｋｇ）（すべて非喫煙者）は、深夜から絶食した後、肺機能研究所に午前７．００から
８．００の間に到着した。被験者の半分において、前腕前部静脈から末梢血液サンプリン
グを１回行った。残りの９人の被験者は運動養生法を行い、その後迅速に血液サンプリン
グを行った。１週間後、被験者のグループを逆にした。８週間、１３人の被験者において
手順を繰り返した。
【００５８】
急性運動手順
心拍数をモニターするために、被験者に耳脈拍酸素濃度計（Criticare５０４－ＵＳＰ、
ＣＳＩ－ＵＳＡ、ワウケシャ、ＷＩ）を装着させた。被験者は６０ｒｐｍにて自転車をこ
ぎ（エルゴメトリー・システム・モデル３８０Ｂ；シーメンスーエルマＡＢ、ソナ、スウ
ェーデン）、１０分以内に心拍数が最大心拍数（２１０－（０．６×年齢）として算出し
たもの）の約９０％になるように負荷を増やした。自転車こぎをさらに２０分間継続し、
負荷は心拍数が可能な限りこの値に近い値を維持するように継続的に調節した。すべての
ケースにおいて、期間中の負荷は徐々に減少した。
【００５９】
結果
血清ＳＰ－Ｂレベルは、運動の後、有意に上昇した（＜０．０１、ｎ＝３１；ウィルコク
ソン・マッチド・ペア・サイン・ランク検定）（休憩時：１５６５．５ｎｇ／ｍｌ±９４
．４６；運動時：１８９９．８５ｎｇ／ｍｌ±１２８．３５；平均±ＳＥ）。ヒトでは、
肺胞毛細管圧は、激しい運動中は３５ｍｍＨｇで最高になり、この圧力は血液－空気関門
の完全さを損ねるのに十分な圧力である。上記のような調査結果は、このことに一致し、
肺胞毛細管圧の急速な上昇は、肺胞毛細管にストレス性の機能不全を引き起こし、肺胞毛
細管の浸透性を増加する。
それとは逆に、ウマは、比較上、はるかに大きな心筋出力を有しており、さらに、サラブ
レッドは性能を最大化するように選択的に繁殖されている。したがって、肺胞毛細管圧は
、激しい運動中の肺のベースにおいて２００ｍｇＨｇに達する。ウマの血液－空気関門は
、多くの他の哺乳動物のものよりもストレス性機能不全に対する耐性が強いが、このよう
な圧力に直面した場合、非常に驚いたことに５歳のサラブレッドの～９０％において、少
なくともひとつの著しい肺血液漏出の症状が出現し、これは競馬業界に大きな出費を負担
させることになる。循環するＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂは、静水圧誘発性肺損傷の敏感なマ
ーカーである。
競走馬において、激しい運動中に肺血管の圧力が上昇し、その結果として肺水が増加し、
肺胞毛細管浸透性が増大するので、肺血管が破裂して、肺胞内に血液が現れる。トレーニ
ング中、レース中、および運動誘発性肺損傷からの回復期間中の血液または血液産物であ
るサーファクタントタンパク質レベルをモニターする。
【００６０】
実施例６
急性呼吸不全
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急性呼吸不全は、心肺浮腫、多外傷、多輸血、敗血症または重篤な感染、胃内容物の吸引
、肺炎、潘種性血管内凝固および膵臓炎などの複数の原因によるものである。
フリンダース・メディカル・センターのクリティカル・ケア・ユニットにいる８３人の患
者から血液のサンプルを取り、血漿を単離し、分析するまで－２０℃で保管した。年齢、
性別、および胸部レントゲンスコアから誘導した肺傷害スコア（ＬＩＳ）1、酸素の部分
圧／吸い込まれた酸素の比率（ＰａＯ2／ＦｉＯ2比率）、ポジティブエンド呼気圧の量お
よび呼吸系コンプライアンスを算出した。１０人の被験者は、呼吸不全以外の理由で機械
的に換気されており、正常な肺機能をもつと考えられた。残りの７３人の患者は、急性呼
吸不全であり、根本的な原因に応じて分けられた
【００６１】
結果
【表２】

【００６２】
換気対照被験者は、正常なＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂレベルであった（表２）。しかし、広
範囲の急性呼吸不全の原因において血漿レベルの上昇がみられる。最も高いＳＰ－Ａおよ
びＳＰ－Ｂレベルは、一般に、両者とも肺傷害の直接的原因である、吸引または肺炎によ
る急性呼吸不全の患者にみられた。最も低いレベル（しかし依然としてＳＰ－ＡおよびＳ
Ｐ－Ｂレベルは上昇）は、心肺浮腫の患者にみられた。これは、肺胞毛細管透過性の増大
を表すこれらのタンパク質の血漿レベルの上昇を意味し、この上昇は、一般に肺傷害の直
接原因において最も大きく、肺傷害の間接原因である、肺静水圧による上昇を原因とする
肺傷害においてやや少ない。
【００６３】
実施例７
メトトレキサートなどの治療的肺毒性薬物のモニタリング
メトトレキサートは、リューマチ性関節炎など、種々の身体状況の治療のために免疫抑制
薬物として通例用いられる薬物である。しかし、メトトレキサートの副作用は、現在のと
ころ、血中空気変化などの症状によって、または高度の肺機能テストによって検出されて
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いる肺損傷である。このような方法は、進行した肺損傷のみを検出する。血液または血液
産物サーファクタントタンパク質レベルを用いて、肺胞毛細管透過性の増大を検出するこ
とによって、メトトレキサート療法の安全性をモニターする。モニタリングは、予備テス
トおよびそれに続く断続的テスト（毎日、毎週または毎月）を含む。
【００６４】
実施例８
ブレオマイシン処置患者のモニタリング
ブレオマイシンは、肺毒性を引き起こすことが知られている抗ガンまたは細胞毒性薬物で
ある。ブレオマイシン誘発性肺傷害の危険因子は、投与量の増加、他の細胞毒性薬物の併
用、放射線療法および補足酸素などである。肺傷害を説明するために３つの主なメカニズ
ムが考えられる。反応性酸素からの直接細胞毒性は、急性肺傷害（ＡＬＩ）と類似してい
る透過性肺浮腫を引き起こす。肺傷害は、過敏症や特異体質応答によっても起こる。他の
細胞毒性薬物と併用せず、通例記載されている用量で患者に投与する限りは、肺毒性を起
こさない。
表３では、ブレオマイシンおよび他の細胞毒性薬物を処置した４人の患者を挙げている。
患者はどのような呼吸症状も起こしておらず、ガンに関連する肺症状を起こしておらず、
すべての患者は非喫煙者であった。安静時に血液をサンプリングし、血漿をアッセイに用
いるまで－２０℃で凍結保管した。
【００６５】
【表３】
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１）肺機能試験は肺容積を含み、化学療法前の転移因子および気管支拡張薬応答は正常で
あった。
２）１週間後、さらに３０ユニットのブレオマイシンを投与、彼のＳＰ－ＡおよびＳＰ－
Ｂレベルはまだ上昇していたが、それぞれ２９５．５および１１９９．８ng/mlまで低下
した。
３）２週間後、さらに、１８ユニットのブレオマイシンを投与する化学療法のサイクルを
繰り返した。彼のＳＰ－Ａレベルは３３９．９ng/mlに上昇し、ＳＰ－Ｂレベルは５５１
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２．８ng/mlに上昇した。
【００６６】
結果
患者３の血漿ＳＰ－Ｂレベルは上昇するが、他の患者のＳＰ－Ｂレベルは正常である。こ
れは、ブレオマイシンの肺毒性の影響に対する個々の変異性を意味する。
患者２：ブレオマイシンの追加投与（脚注３参照）によるＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂの上昇
は、肺胞毛細管透過性の増大および血漿サーファクタントタンパク質レベルの増加に至る
ブレオマイシン誘発性肺損傷を意味する。このことは、サーファクタントタンパク質レベ
ルを用いて肺毒性薬物の投与をモニターすることができるということを示している。
患者１：さらなる化学療法後、ＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂが低下したことは、ブレオマイシ
ン誘発性肺損傷の回復または消散を意味する。このことは、サーファクタントタンパク質
レベルを用いて毒性薬物による肺損傷の消散をモニターすることができるということを示
している。
【００６７】
実施例９
放射線療法誘発性肺損傷
意図的あるいは偶然に肺を曝露する放射線療法によって、肺損傷が起こり得る。これは、
しばしば相対的に無症候性であるけれども、症候を示すようになり、呼吸不全を発症する
患者もある。これは、治療の開始後数週間の内に起こる。サーファクタントタンパク質レ
ベルを用いて、この肺損傷をモニターし、放射線療法の用量および／または頻度を個人化
する。
ケース１：１９歳の非喫煙者の男性２人から、ホジキンリンパ腫に対する一連の放射線療
法の後、血液をサンプリングした。彼は、呼吸症候をあらわさず、先の化学療法は肺毒性
ではないと考えられた。彼の血漿ＳＰ－Ａレベルは４１６．９ｎｇ／ｍｌに上昇し、ＳＰ
－Ｂレベルは４０２０．６ｎｇ／ｍｌに上昇した。
ケース２：５７歳の女性から、肺の扁平上皮細胞癌に対する３週間の放射線療法の後、血
液をサンプリングした。彼女は最近禁煙しており、呼吸症候に変化はなかった。先の化学
療法は、肺毒性ではないと考えられた。彼女の血漿ＳＰ－Ａレベルは９６３．６ｎｇ／ｍ
ｌまで著しく上昇し、ＳＰ－Ｂレベルは２７４２．３ｎｇ／ｍｌに上昇した。
放射線療法誘発性肺毒性による症候は、通例、治療の数週間後に起こる。両方の患者にお
けるサーファクタントタンパク質の上昇は、放射線療法誘発性肺損傷および肺胞毛細管透
過性の増大による上昇を意味する。したがって、サーファクタントタンパク質レベルを用
いて、放射線療法をモニターし、療法を個人化し、成長因子などの処置の救助をモニター
する。
【００６８】
実施例１０
除草剤誘発性肺損傷
パラコートは、酸素ラジカルの生成により脂質細胞膜を破壊する広範に用いられている除
草剤である。またこのことは、ヒトにおいて、特にきわだって肺に対して毒性を示すメカ
ニズムであると考えられる。典型的な例では、吸引後数日で急性肺傷害が発症し、通常、
これは、著しい肺線維症をともなう急性呼吸窮迫症候群の発症による致命的呼吸不全へと
進行する。
血液は、引き続いて、サーファクタントタンパク質の循環の測定および血中酸素発生の証
拠調査のためにパラコートを吸引した患者からサンプリングした。図において、投与後６
４時間までは、吸い込まれた酸素に対する血中酸素発生の初期値の比率（ＰａＯ2／Ｆｉ
Ｏ2）は正常であり、変化はなかった。ＰａＯ2／ＦｉＯ2の比率の突然の下降は、肺損傷
の証拠である。血漿中ＳＰ－Ｂレベルも、投与時から吸引後５４時間および血中酸素発生
が変化する１０時間前に、突然に増加するまでは正常であった。このデータは、肺損傷の
サーファクタントタンパク質が早期マーカーであり、このことが肺損傷の臨床診断におい
て先行するものであることを実証している。
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実施例１１
重篤な肺損傷の予測
発症する傾向を与える原因を経験した後、患者は急性肺傷害（ＡＬＩ）を発症し、急性呼
吸不全に対する呼吸サポートを必要とするかもしれない。これがさらに重篤な肺損傷へ進
行すると、急性呼吸窮迫症候群（ＡＤＲＳ）と呼ばれるようになる。どの患者がＡＲＤＳ
を発症するかという予測をすることは、多くの治療法に密接に関連がある。
クリティカル・ケア・ユニットおよびフリンダーズ・メディカル・センターで処置した４
３人の患者の血液を、肺傷害スコア（ＬＩＳ）で＜２．５として定義されるＡＬＩの発症
後１２時間以内にサンプリングした。患者の性別、年齢，ＬＩＳおよびＡＲＤＳ（ＬＩＳ
＞２．５）の発症を記録した。血漿を単離し、アッセイに用いるまで－２０℃で冷凍保管
した。データは、平均±ＳＥで表し、マン－ホイットニーＵ検定でデータを比較した。
【００７０】
【表４】

ＳＰ－Ｂの血漿レベルは、ＡＬＩでない患者よりも、ＡＲＤＳを発症するであろうＡＬＩ
の患者において有意に高い（表４）。ＬＩＳは、２つのグループ間で相異せず、年齢また
は性別の分散に差異はないので、これは臨床分野では予測することはできない。このこと
は、サーファクタントタンパク質レベルを用いて重篤な肺傷害の発症を予測しうることを
示している。
【００７１】
実施例１２
サーファクタントタンパク質の比率
サーファクタント成分の比率は、疾患の経過を理解し、診断し、次いでモニターするのに
有用である。例として、表５に、実験を行ったいくつかの患者のグループにおけるＳＰ－
Ｂ／Ａの比率を挙げた。
【表５】
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【００７２】
非喫煙者のＳＰ－Ｂ／Ａ比率は換気対照者と同様であったが、しかしながら、喫煙者のＳ
Ｐ－Ｂ／Ａ比率はそれより高い。このことは、肺胞毛細管膜にある小さなポアを通した漏
出を反映するＳＰ－Ｂレベルと一致する。肺炎や吸引などの肺損傷の直接的原因における
ＳＰ－Ｂ／Ａ比率は、敗血症などの間接的原因に比べて著しく増加している。このことは
、この群において透過性の大きな増加と一致している。これらの結果から、実際の界面活
性物質レベルに加えて、ＳＰ－Ｂ／Ａ比率も用いることができる。
【００７３】
実施例１３
肺界面活性物質状態の代理マーカーとしての血管内ＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂレベルのモニ
ター
ＳＰ－Ａおよび－Ｂの非肺性血管および血管外レベルは肺胞毛細管透過性のみに依存する
のではなく、肺胞レベルにも依存するであろう。
【００７４】
原発性肺胞プロテイノシスは、気室（airspaces)における過剰の界面活性物質の拡散蓄積
を特徴とする、未知の病因の慢性疾患である。患者は一般的に、青年と幼児のはっきりと
した割合の４５歳以下である。肺全体洗浄が標準的治療法となっているが、臨床経過は著
しく変化する。原発性肺胞プロテイノシス患者における界面活性物質合成と分泌は正常で
あるが、肺胞内の界面活性物質の蓄積はそのクレアランスにおける損傷から起こると考え
られている。
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【００７５】
先天性肺胞プロテイノシスもまた気室における過剰の界面活性物質の拡散蓄積を特徴とす
る。原発性肺胞プロテイノシスとの相違は、先天性表現型の多くの確立した原因があるこ
とである。これらは、例えば、ＧＭ－ＣＳＦ受容体ベータ共通鎖の発現の欠乏や、ＳＰ－
Ｂ遺伝子における分子欠損を含むが、これらに限定されるものではない。
【００７６】
個別末梢血液検体を、原発性肺胞プロテイノシスと診断された患者１２人（３０歳±２.
７、平均±ＳＥ）の前腕前部の静脈から採取した。患者は臨床的にも、および気管支貫通
あるいは開放性肺生検に基づいても、特発性と診断された。個別末梢血液検体を、先天性
肺胞プロテイノシスと診断された幼児３人（１歳以下）の前腕前部の静脈からも採取した
。幼児は正常ＧＭ－ＣＳＦ受容体成分を示し、分子的にも免疫組織化学的にもＳＰ－Ｂ欠
損を示さなかった。
【００７７】
結果
血清ＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂは、原発性あるいは先天性肺胞プロテイノシスの患者におい
て、正常に比べ非常に上昇した（全ての群で、ｐ＜０.００１；マン－ホイットニーＵ検
定）（表６）。
【００７８】
【表６】

（平均±ＳＥ）
【００７９】
循環ＳＰ－Ａおよび－Ｂは原発性あるいは非ＳＰ－Ｂ欠損－先天性肺胞プロテイノシスの
患者で大きく上昇する。肺胞毛細管透過性はこれらの患者で正常であるので、これは循環
ＳＰ－Ａおよび－Ｂは肺界面活性物質レベルの変化を表すことを示唆している。
原発性肺胞プロテイノシスの約３０％のケースは自然に消散し、いくらかは延長した期間
にかけて多洗浄を必要とし、一方他は散在性肺疾患へと進行する。もし未治療のままで放
置すれば、患者の３０％が呼吸困難、低酸素血症および死に至る。肺移植がなければ、先
天性肺胞プロテイノシスの幼児の予後は悪い。
【００８０】
現在のところ、肺胞プロテイノシスの重篤度は、血中酸素などの間接的パラメーターのみ
により不完全に反映される。循環サーファクタントタンパク質レベルはこの状態をモニタ
ーする直接的非侵略的方法を提供する。この試験は、ＳＰ－Ｂは存在あるいは存在しない
状態の先天的形態の診断に特に有用である。さらに、循環サーファクタントタンパク質レ
ベルは、呼吸窮迫症候群の未熟児の界面活性物質レベルと肺成熟度のモニターの直接的非
侵略的方法を提供する。
【００８１】
実施例１４
血管内および血管外液におけるＳＰ－Ａおよび－Ｂレベルのモニター
個別胸膜液および対応する血液を、治療胸腔穿刺の症状を示す８８人の患者（６３±１４
歳；平均±ＳＥ）から採取した。この実験人口は腫瘍形成（転移癌、血腫悪性腫瘍、およ
び中皮腫）、炎症性胸膜滲出（パラ肺炎、手術後、肺気腫、横隔膜下膿瘍、コラーゲン血
管障害、および他の種々の原因）、鬱血性心不全の患者、および硬変症および水胸症の患
者から成る。
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【００８２】
結果
胸膜ＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂレベルは対応する血清検体に比べて、有意に上昇している（
両者とも、ｐ＜０.００１、ｎ＝８８；ウィルコクソン・マッチドペア・サインド・ラン
ク検定）（表７）。血清ＳＰ－ＡおよびＳＰ－Ｂレベルは共に胸膜レベルに有意に関連し
ている（ＳＰ－Ａ；ｐ＜０.００１、ｒ8＝０.５７、ｎ＝８８；ＳＰ－Ｂ；ｐ＜０.００１
、ｒ8＝０.４）。
【００８３】
【表７】

【００８４】
上皮細胞および内皮細胞は一般的にアルブミン（Ｍr６７ｋＤ、動水力学半径～３.５ｎｍ
）より大きい分子の動きを限定するが、蛋白質はその濃度勾配を肺胞ハイポフェイズ（hy
pophase)と血管と血管外コンパートメントの間から拡散する。血管および血管外両方のＳ
Ｐ－Ａおよび－Ｂのレベルは肺胞毛細管透過性と肺健康度の敏感なマーカーである。
本分野の技術者は、ここに開示の発明がここに特に開示しているもの以外の変更・修正が
可能であることを認めるであろう。本発明がすべての変更・修正をも包含することは、理
解されるべきである。本発明は、明細書に個別にあるいは総括的に引用された、あるいは
指摘された工程、特徴、組成物および化合物のすべてを、および、２個あるいはそれ以上
の工程あるいは特徴のいかなる組合せおよびすべての組合せを包含する。
【００８５】
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