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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
対象又は細胞における細胞増殖又は細胞分解速度を決定するためのインビトロの方法であ
って、
DNAのプリンデオキシリボヌクレオシド又はその誘導体の中に組込まれた安定なアイソト
ープラベルの量をマススペクトルにより検出し、ここで当該DNAは、当該対象又は細胞で
あってde novoヌクレオチド経路を介して前記DNAの中に前記安定なアイソトープラベルが
組込まれるのに十分な時間にわたり当該安定なアイソトープラベルを含んで成る組成物の
投与された対象又は細胞から獲得され、そして、
当該対象又は細胞における細胞増殖又は細胞分解速度を決定するために前記プリンデオキ
シリボヌクレオシド又はその誘導体に由来するマススペクトル分率を分析すること、
を含んで成る方法。
【請求項２】
前記ラベルがデオキシリボースの前駆体に付加されており、当該前駆体がデオキシリボー
スの中に組込まれる、請求項１記載の方法。
【請求項３】
前記前駆体がグルコースであり、そして前記ラベルが当該グルコースに付加されている、
請求項２記載の方法。
【請求項４】
前記DNAをデオキシリボヌクレオシドに加水分解してからそのDNA内のラベルを検出する、
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請求項３記載の方法。
【請求項５】
前記対象がヒトである、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
DNAを癌細胞又は前記対象の癌細胞から抽出する、請求項１～４のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項７】
DNAをリンパ球細胞又は前記対象のリンパ球から抽出する、請求項１～４のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項８】
前記リンパ球細胞がCD４+細胞を含んで成る、請求項７記載の方法。
【請求項９】
前記ヒトがヒト免疫不全ウィルス（HIV）で感染している、請求項５記載の方法。
【請求項１０】
前記安定なアイソトープラベルがＴ細胞のDNAのプリンデオキシリボヌクレオシドに組み
込まれ、そして増殖又は分解速度がT細胞のそれである、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
前記Ｔ細胞がCD４+又はCD８+細胞を含んで成る、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
前記方法を、前記ヒトのHIV感染症のための抗レトロウィルス処置の前に実施する、請求
項11記載の方法。
【請求項１３】
前記方法を前記ヒトのHIV感染症のための抗レトロウィルス処置の後に実施する、請求項1
1記載の方法。
【請求項１４】
細胞増殖を誘導又は阻害する能力について薬剤をスクリーニングするインビトロの方法で
あって：
（ａ）細胞を当該薬剤と接触させる；
（ｂ）当該細胞を安定なアイソトープラベルと、de novoヌクレオチド合成経路を介して
当該細胞のDNAのプリンデオキシリボヌクレオシドの中に当該アイソトープラベルが組込
まれるのに十分な時間にわたり、接触させる；
（ｃ）当該DNA内に組み込まれた安定なアイソトープラベルの量をマススペクトルにより
検出する、そして
（ｄ）前記プリンデオキシリボヌクレオシド由来のマススペクトル分率を分析する、ここ
で当該薬剤に曝露していない細胞におけるコントロール適用と比べての当該ラベルの量は
当該薬剤の細胞増殖を誘導又は阻害する能力を示唆する；
ことを含んで成る方法。
【請求項１５】
前記段階（ａ）を段階（ｂ）の前に実施する、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
前記前駆体がグルコースであり、そして前記ラベルが当該グルコースに付加されている、
請求項14又は15に記載の方法。
【請求項１７】
前記DNAをデオキシリボヌクレオシドに加水分解してからそのDNA内のラベルを検出する、
請求項14～16のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
薬剤に曝露された対象において細胞増殖を誘導又は阻害する能力について当該薬剤をイン
ビトロでスクリーニングする方法であって：
試料中の注目の細胞のDNAのプリンデオキシリボヌクレオシド内に組み込まれた安定なア
イソトープラベルの量をマススペクトルにより検出し、ここで当該試料は、対象であって
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前記薬剤に対し曝露した後にde novoヌクレオチド経路を介して当該対象のDNAの中に安定
なアイソトープラベルが組込まれるのに十分な時間にわたり検出可能な量の当該安定なア
イソトープラベルの投与された対象から獲得したものであり、ここで当該薬剤に曝露して
いない対象におけるコントロール適用と比べての当該ラベルの量は、プリンデオキシリボ
ヌクレオシド由来のマススペクトル分率の分析により決定された細胞増殖の程度、それ故
当該薬剤が当該対象における細胞集団を誘導又は阻害するかどうかを示唆する；
ことを含んで成る方法。
【請求項１９】
前記注目の細胞を前記薬剤に直接曝露する、請求項18記載の方法。
【請求項２０】
前記前駆体がグルコースであり、そして前記ラベルが当該グルコースに付加されている、
請求項18又は19に記載の方法。
【請求項２１】
前記DNAをデオキシリボヌクレオシドに加水分解してからそのDNA内のラベルを検出する、
請求項18～20のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
前記対象がヒトである、請求項18～21のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
前記注目の細胞が癌のおそれにあり、そしてDNAを癌のおそれのある当該細胞から抽出す
る、請求項18～22のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
前記注目の細胞が前記対象に由来するリンパ球であり、そしてDNAを前記リンパ球から抽
出する、請求項18～22のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
前記リンパ球が前記対象に由来するCD４+細胞であり、そしてDNAが前記CD４+細胞から抽
出されたものである、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
増殖中の細胞集団における細胞増殖を決定するためのインビトロの方法であって：
（ａ）増殖中の細胞集団を検出可能な量の第一ラベルと、当該第一ラベルがde novoヌク
レオチド合成経路を介してDNAのプリンデオキシリボヌクレオシドの中に組込まれるのに
十分な時間にわたり接触させ、ここで当該第一ラベルは安定なアイソトープを含んで成り
；
（ｂ）前記DNAの中に組込まれた前記第一ラベルの量をマススペクトルにより検出して細
胞増殖を測定し；
（ｃ）前記増殖中の細胞集団のプリンデオキシリボヌクレオシド由来のマススペクトル分
率を分析し、
（ｄ）前記増殖中の細胞集団をde novoヌクレオチド合成経路を介してDNAの中に組込まれ
る放射性アイソトープラベルを含んで成る検出可能な量の第二ラベルと接触させ；そして
（ｅ）このDNA内に組込まれた前記第二ラベルを検出し、この増殖中の細胞集団における
細胞増殖を測定する；
ことを含んで成る方法。
【請求項２７】
段階（ａ）及び（ｂ）を段階（ｃ）及び（ｄ）の前に実施する、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
前記安定なアイソトープラベル及び放射性アイソトープラベルがそれぞれde novoヌクレ
オチド合成経路においてデオキシリボースの前駆体に付加され、各々の当該前駆体がデオ
キシリボースに組込まれる、請求項26又は27に記載の方法。
【請求項２９】
前記安定なアイソトープ及び前記放射性アイソトープラベルが各々のラベル化グルコース
を含んで成る、請求項26～28のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項３０】
前記安定なアイソトープの組込まれたDNA又は前記放射性アイソトープラベルの組込まれ
たDNAをデオキシリボヌクレオチドに加水分解してから、前記増殖中の細胞集団における
細胞増殖を測定するために当該DNA内のラベルを検出する、請求項26～29のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項３１】
前記放射性アイソトープラベルをアクセレレーターマススペクトル、液体シンチレーショ
ンカウンティング又はガンマーカウンティングにより検出する、請求項26～30のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項３２】
疾患に対する前記対象又は細胞の感受性をさらに決定するための請求項１記載の方法であ
って、ここで当該対象又は細胞は前記疾患を惹起し得、かつ当該対象又は細胞における細
胞増殖速度の変化を誘導する条件又は薬剤に曝露され、ここで当該疾患は癌、後天性免疫
不全症候群（AIDS）、白血球不全、貧血、骨髄増殖性障害、組織白血球浸潤障害、リンパ
増殖障害、モノクローナルガンモパシー、アルコール性肝炎、ウィルス性肝炎、糖尿病ニ
ューロパシー、筋栄養症状、早期性腺不全、骨粗しょう症、筋炎、糖尿病、甲状腺機能低
下症、甲状腺機能亢進症、上皮小体機能亢進症、多嚢胞卵巣、結核、細菌感染症、膿瘍、
ウィルス感染症；糖尿病足炎、壊疸、アテローム発生、心筋症、黒色肺及び日光又は化学
薬品に関連する皮膚病からなる群から選択され、
前記細胞増殖を前記条件又は薬剤に曝露していない対象又は細胞のコントロール適用と比
較することをさらに含んでなる方法。
【請求項３３】
疾患に対する前記対象又は細胞の感受性をさらに決定するための請求項１記載の方法であ
って、ここで当該対象又は細胞は前記疾患を惹起し得、かつ当該対象又は細胞における細
胞分解速度の変化を誘導する条件又は薬剤に曝露され、ここで当該疾患は癌、後天性免疫
不全症候群（AIDS）、白血球不全、貧血、骨髄増殖性障害、組織白血球浸潤障害、リンパ
増殖障害、モノクローナルガンモパシー、アルコール性肝炎、ウィルス性肝炎、糖尿病ニ
ューロパシー、筋栄養症状、早期性腺不全、骨粗しょう症、筋炎、糖尿病、甲状腺機能低
下症、甲状腺機能亢進症、上皮小体機能亢進症、多嚢胞卵巣、結核、細菌感染症、膿瘍、
ウィルス感染症；糖尿病足炎、壊疸、アテローム発生、心筋症、黒色肺及び日光又は化学
薬品に関連する皮膚病からなる群から選択され、
前記細胞増殖を前記条件又は薬剤に曝露していない対象又は細胞のコントロール適用と比
較することをさらに含んでなる方法。
【請求項３４】
前記プリンデオキシリボヌクレオシド由来のマススペクトル分率が規定値アバンダンス差
し引きのために用いた標準線との適合をさらに含んでなる、請求項１記載の方法。
【請求項３５】
前記対象が動物である、請求項１記載の方法。
【発明の詳細な説明】
１．序　論
本発明はデオキシリボ核酸（DNA）合成を測定することにより細胞の増殖及び分解速度を
測定するための方法に関する。詳しくは、この方法は細胞におけるde novoヌクレオチド
合成経路を介して合成されたDNAを内因性式にラベルするための非放射性安定アイソトー
プを利用する。DNAの中に組込まれたラベルの量を細胞増殖の指標として測定する。かか
る方法は放射性又は潜在的に毒性な代謝物を必要とせず、そしてin vitro及びin vivoの
双方において利用するために適当である。従って、本発明は細胞増殖又は分解が関与する
様々な疾患又は症状の診断のため、ヒトにおける細胞増殖及び／又は細胞分解を測定する
のに有用である。本発明は更に細胞増殖又は細胞分解を誘導又は阻害する能力について薬
剤をスクリーニングする方法、及びヒト免疫不全ウィルス（HIV）で感染された被検体に
おけるＴ細胞の増殖又は分解を測定するための方法を提供する。
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２．発明の背景
細胞増殖の調節は多細胞生体において重要である。数多くの病理学的過程、例えば癌及び
後天性免疫不全症候群（AIDS）（Hoら、1995,Nature 373：123-126；Weiら、1995,Nature
 373：117-122；Adamiら、1995,Mutat.Res.333：29-35）は細胞代謝回転の正常な調節不
良を特徴とする。細胞のin vivo代謝回転の測定はそれ故、適当な方法が獲得できたとし
たら、幅広い用途を有する。本発明に先行して、細胞増殖又は分解を測定するための直接
及び間接的な技術が存在していたが、両タイプとも欠点を有していた。
細胞増殖の直接的測定は一般にゲノムDNAへのラベル化ヌクレオシドの組込みを包含する
。その例にはトリチウム化チミジン（3Ｈ－dT）及びブロモデオキシウリジン（BrdU）法
（Waldmanら、1991,Modern Pathol. ４：718-722；Gratzner,1982,Science 218：474-475
）が挙げられる。しかしながら、このような技術は、前者では放射線誘導型DNA損傷（Ash
erら、1995,Leukemia and Lymphoma 19：107-119）を理由に、そして後者ではヌクレオシ
ド類似体の毒性（Rochaら、1990,Eur.J.Immunol. 20：1697-1708）を理由にヒトへのその
用途が制限されている。
間接的な方法は特殊なケースにおいても利用されている。例えば、AIDSにおけるCD４+Ｔ
リンパ球代謝回転における近年の関心は、有効な抗レトロウィルス治療の開始後の循環系
におけるＴ細胞の累積速度に基づくＴ細胞増殖の間接的な評価により刺激されている（Ho
ら、1995,Nature 373：123-126；Weiら、1995,Nature 373：117-122）。残念ながら、か
かる間接的な技術は、プールサイズの変化に依存し、決定的なものではない。血液Ｔ細胞
のプールサイズの増大は真の増殖よりも、他のプールから血液に至る再分配を反映してし
まうことがある（Sprent and Tough,1995,Nature 375：194；Mosier,1995,Nature 375：1
93-194）。細胞増殖の直接的測定の欠如において、これら及びその他の代替物を区別する
ことは不可能である（Wolthersら、1996,Science 274：1543-1547）。
細胞増殖の測定は癌の如き疾患において重大な診断価値をもつ。抗癌療法の目的は腫瘍細
胞増殖を抑制することにあり、これは腫瘍DNAが合成されているか分解されているかによ
り決定できる。現在、化学療法、免疫療法又は放射線療法に関係なく、治療の効能は直接
且つ不正確な方法、例えば腫瘍のＸ線による見かけ上のサイズにより評価されている。治
療の効能及び治療の合理的な組合せの選択は様々な介入に対する個体の腫瘍生合成及び異
化作用応答を基準にほとんどが直接決定されている。臨床医薬品における細菌感染症のた
めに利用されるモデル（生体を培養し、そして抗生物質に対する感受性を決定し、次いで
それが感受性である抗生物質を選定する）が癌療法のために同様に利用できる。しかしな
がら、現状実施されている処置はどの程度治療剤が効いているかを直接測定することなく
行われている。
癌学者の長期的な展望は、抗生物質が選定されるようにして（即ち、注目の被検体の腫瘍
による各薬剤に対する測定感受性を基準に）化学療法剤を選定できることにある。癌細胞
の複製を測定する能力は化学療法及びリサーチを抗生物質の選定と同等の基準に置き、向
上した結果の偉大なる能力が備わるであろう。
従って、有害でなく、且つ臨床業界に適用できる細胞増殖を測定するための汎用の方法に
ついてのニーズが残っている。
３．発明の概要
本発明はDNA合成による細胞増殖及び／又は分解速度を測定するための方法に関する。詳
しくは、本発明は細胞におけるde novoヌクレオチド合成により合成されたDNAを内因性式
にラベルするための非放射性安定アイソトープの利用に関連する。DNA合成の際にDNAに組
込まれるラベルは当業界において周知の方法により容易に検出できる。組込まれたラベル
の量は細胞増殖及び分解速度の指標として測定及び計算できうる。
本発明は、ある程度、DNA合成が、de novoヌクレオチド合成経路を介してデオキシリボー
ス環を安定なアイソトープラベルでラベル化することにより測定されうるとの出願人の発
見に基づく。細胞増殖はin vitroで、動物モデル及びヒトにおいて測定できる。in vitro
で、対数増殖期にある２種類の細胞系を本発明の方法により測定し、そして細胞増殖の最
もあいまいさの低い手段と考えられている直接細胞計測による細胞の増加数と非常に定量
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的に一致することが示された。動物では、本発明の方法は独立の技術により予め評価した
値とも一致することが示された。例えば、胸腺及び腸内上皮は迅速代謝回転組織であるこ
とが示され、一方肝細胞の代謝回転ははるかに遅い。ヒトでは、対数増殖期、それに続く
ラベル化顆粒球の集団の急速な出現の観察パターンも従来の観察と一致した。
この方法は慣用のラベル化技術とは３つの大きな点で異なる。第一に、慣用のアイソトー
プ方法はDNAを既知のヌクレオシドサルベージ経路を介してラベルするが、本発明の方法
はDNA内のデオキシリボヌクレオチドを、プリン及びピリミジンヌクレオチドが形成され
る既知のde novoヌクレオチド生合成経路（図１）を介してラベルする。簡単には、de no
voヌクレオチド合成経路においては、リボヌクレオチドはまず小さな前駆体分子（例えば
グルコース、グルコース－６－リン酸、リボース－５－リン酸、プリン及びピリミジン塩
基、等）から生成され、そしてその後リボヌクレオチドリダクターゼによりデオキシリボ
ヌクレオチドへと還元される。例えば、図１：Reichard,1988,Ann.Rev.Biochem. 57：349
-374（例えばFigs.１及び２）；THOMAS SCOTT & MARY EAGLESON,CONCISE ENCYCLOPEDIA B
IOCHEMISTRY 406-409,501-507（2d ed.1988）；及びTEXTBOOK OF BIOCHEMISTRY WITH CLI
NICAL CORRELATIONS（Thomas M.Devlin ed.,3d ed.1992）を参照のこと。それぞれは引用
することで本明細書に組入れる。リボヌクレオチドリダクターゼの作用を通じて、３つの
デオキシリボヌクレオチド、dADP,dCDP及びdGDPが直接生成される。これらのデオキシリ
ボヌクレオチドは次いでヌクレオシド二リン酸キナーゼによりリン酸化されて対応のデオ
キシリボヌクレオチド三リン酸、dATP,dCTP及びdGTPとなる。第４のデオキシリボヌクレ
オチドdTTPも追加の再造形を経てリボヌクレオチドリダクターゼから生成される。４種類
のデオキシリボヌクレオチド三リン酸、dATP,dCTP,dGTP及びdTTPはDNAの合成のために利
用される。de novoヌクレオチド生合成経路を示している図１は安定なアイソトープラベ
ル化グルコースからのDNAの内因性式ラベル化についての経路も示す。
de novoヌクレオチド生合成経路を介するラベル化が好都合であり、なぜなら細胞周期の
Ｓ期に入る細胞のほとんどにおいて、デオキシリボヌクレオチド三リン酸（dNTP）のde n
ovo合成を調節する重要な酵素、特にリボヌクレオチドリダクターゼ（RR）は上昇調節さ
れ、一方ヌクレオシドサルベージ経路（プリン及びピリミジンヌクレオチドの生成のため
の別の経路）の酵素は抑制されるからである（Reichard,1978,Fed.Proc. 37：9-14；Reic
hard,1988,Ann Rev.Biochem. 57：349-374；Cohenら1983,J.Biol.Chem. 258：12334-1234
0；THOMAS SCOTT & MARY EAGLESON,CONCISE ENCYCLOPEDIA BIOCHEMISTRY 543-544（2d ed
.1988）。
第二に、ラベルは本発明の方法では、ピリミジンではなく、プリンデオキシリボヌクレオ
シドにおいて検出されうる（例えば、3Ｈ－dT又はBrdU）。これは有利であり、なぜならd
e novo合成経路はピリミジンdNTPよりもプリンに対してより活性な傾向にあるからである
（Reichard,1978,Fed.Proc. 37：9-14；Reichard,1988,Ann Rev.Biochem. 57：349-374；
Cohenら1983,J.Biol.Chem. 258：12334-12340）。事実、調節性デオキシリボヌクレオチ
ドはリンパ球において、ピリミジンdNTPについてはRRに対してネガティブフィードバック
を、しかしながらプリンdNTP合成に対してはポジティブフィードバックを発揮することが
示されており（Reichard,1978,Fed.Proc. 37：9-14；Reichard,1988,Ann Rev.Biochem. 5
7：349-374）、de novo合成経路がプリンに対しては常に活性であるが、ピリミジンに対
しては変動的であることが確認されている。
更に、不安定なラジオアイソトープの代わりに安定なアイソトープラベルを使用する本発
明の方法はヒトへの利用に関して安全である。従って、本発明により多種多様な用途、例
えば限定することなく、細胞増殖及び／又は分解の情報が診断価値を有する症状、例えば
癌、AIDS、血液疾患、エンドクリン障害、骨障害及び器官不全における細胞増殖及び／又
は分解の速度の測定を包括する。無毒な安定アイソトープを採用すると、かかる細胞増殖
及び分解速度は対象においてin vivoで測定できる。
一の観点において、本発明は細胞増殖又は細胞分解速度を測定するための方法であって、
細胞を、de novoヌクレオチド合成経路を介してDNAの中に組込まれる検出可能な量の安定
アイソトープラベルと接触させ、そしてDNA内のラベルを検出することを含んで成る方法
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を提供する。
本発明は更に対象の細胞増殖及び／又は細胞分解の速度を測定するための方法も提供する
。かかる方法は、細胞を、de novoヌクレオチド合成経路を介してDNAの中に組込まれる検
出可能な量の安定アイソトープラベルと接触させ、そして対象のDNA内のこのラベルを検
出することを含んで成る。
本発明の別の観点において、ヒト免疫不全ウィルス（HIV）で感染した対象のＴ細胞の増
殖及び／又は分解速度を測定するための方法を提供する。かかる方法は、対象に検出可能
な量の安定アイソトープラベルを投与することを含んで成り、ここでこのラベルはde nov
oヌクレオチド合成経路を介して対象のＴ細胞のDNAの中に組込まれる。対象のＴ細胞のDN
A中のラベルは対象のＴ細胞の増殖及び／又は分解速度を測定するために検出する。
本発明は更に細胞増殖を誘導又は阻害する能力について薬剤をスクリーニングする方法も
提供する。かかる方法は細胞を薬剤と接触させ、この細胞を、de novoヌクレオチド合成
経路を介して当該細胞のDNAの中に組込まれる検出可能な量の安定アイソトープラベルと
接触させることを含んで成る。細胞を薬剤に対して曝露していないコントロール適用と比
較したラベルの量は細胞増殖の程度を示唆し、それ故その薬剤が細胞増殖を誘導又は阻害
するかを示唆する。
別の観点において、本発明は薬剤についての、その薬剤に曝露された対象における細胞増
殖を誘導又は阻害する能力についてスクリーニングする方法を提供する。かかる方法は、
当該薬剤に対象を曝露させる；検出可能な量の安定アイソトープをこの対象に投与する（
ここで、このラベルはde novoヌクレオチド合成経路を介してこの対象のDNAの中に組込ま
れる）；そしてこの対象の細胞増殖を示唆するこの対象における注目の細胞のDNA内のラ
ベルを検出する；ことを含んで成る。対象を薬剤に曝露していないコントロール適用と比
べたラベルの量は細胞増殖の程度を示唆し、それ故その薬剤が対象の細胞増殖を誘導又は
阻害するかを示唆する。
本発明の更なる別の観点において、増殖中又は分裂中の細胞集団における細胞増殖を測定
するための方法を提供する。これらの方法は：（ａ）増殖中の細胞集団を検出可能な量の
第一ラベルと接触させる（ここでこの第一ラベルはde novoヌクレオチド合成経路を介し
てDNAの中に組込まれる安定アイソトープラベルを含んで成る）；（ｂ）DNAの中に組込ま
れた第一ラベルを検出して増殖中の細胞集団の細胞増殖を測定する；（ｃ）この増殖中の
細胞集団を検出可能な量の第二ラベルと接触させる（ここでこの第二ラベルはde novoヌ
クレオチド合成経路を介してDNAの中に組込まれる放射性アイソトープラベルを含んで成
る）；そして（ｄ）DNAに組込まれた第二ラベルを検出し、増殖中の細胞集団の細胞増殖
を測定する；ことを含んで成る。放射性及び非放射性アイソトープラベルの双方を採用す
るいくつかのかかる方法においては、段階（ａ）及び（ｂ）を段階（ｃ）及び（ｄ）の前
に実施する。放射性及び非放射性アイソトープラベルの双方を利用するその他のかかる方
法においては、段階（ｃ）及び（ｄ）を段階（ａ）及び（ｂ）の前に実施する。他方、か
かる方法のいくつかにおいては、段階（ａ）及び（ｃ）を同時に実施してよく、そして段
階（ｂ）及び（ｄ）を同時に実施してよい。
本発明は更に対象の疾患又は障害（例えばそれ自体は疾患ではないが、疾患に対象をかか
り易くする障害）を決定するための方法であって、対象の細胞増殖速度において変化を誘
導する方法も含む。かかる方法は、対象をこの疾患又は障害を惹起する又は誘導すること
のできる条件又は薬剤に委ね、次いで検出可能な量の安定なアイソトープラベルをその対
象に投与することを含んで成る。このラベルはde novoヌクレオチド合成経路を介して対
象のDNAの中に組込まれる。対象のDNA内のラベルを検出する。上記条件又は薬剤に委ねて
いない対象のコントロール適用と比べての対象のDNAにおけるラベルの増加は、対象の細
胞増殖の速度の上昇及び対象の疾患又は障害に対する感受性を示唆する。
本発明は更に、対象の細胞分解の速度において変化を誘導する疾患（それ自体は疾患では
ないが、対象を疾患にかかり易くする障害を含む）に対する対象の感受性を決定するため
の方法も含む。このような方法は、対象を疾患を惹起しうる条件又は薬剤に委ね、検出可
能な量の安定アイソトープラベルを対象に投与し（ここでこのラベルはde novoヌクレオ
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チド合成経路を介して対象のDNAの中に組込まれる）、そして対象のDNA内のラベルを検出
することを含んで成る。対象を上記条件又は薬剤に委ねていないコントロール適用と比べ
ての対象のDNA内のラベルの損失は細胞分解速度の上昇及び疾患に対する対象の感受性を
示唆する。
別の観点において、本発明は細胞内でDNAをラベル化する方法であって、細胞をde novoヌ
クレオチド合成経路を介してDNAの中に組込まれる検出可能な量の安定アイソトープラベ
ルと接触させることを含んで成る方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
図１：DNA合成の生化学及びラベル侵入のルート。中間体全てを示しているのではない。
Ｇ６Ｐ、グルコース－６－リン酸；Ｒ５Ｐ、リボース－５－リン酸；PRPP、ホスホリボー
スピロリン酸；DNNS、de novoヌクレオチド合成経路；NDP、リボヌクレオシド－二リン酸
；RR、リボヌクレオシドリダクターゼ；dN、デオキシリボヌクレオシド；dNTP、デオキシ
リボヌクレオシド－三リン酸；3Ｈ－dT、トリチウム化チミジン；BrdU、ブロモデオキシ
ウリジン。
図２：［６，６－2Ｈ2］グルコースの組込みによるDNA合成の測定のための特定の典型的
な方法を概要図。
図３：DNA消化物のGC－MS（総イオン電流）。プリンデオキシリボヌクレオシドdA及びdG
のマススペクトルピークを挿入図として示す。
図４Ａ－４Ｄ：in vitroでの対数増殖期の際の組織培養細胞のラベル化。［６，６－2Ｈ2

］グルコースの富んだ培地中で増殖させた肝細胞（HepG２）（４Ａ）及びリンパ球（Ｈ９
）（４Ｂ）細胞系内の細胞DNA由来のdAの富化。リンパ球データーは２種類のグルコース
富化での実験由来の結果を含む。図４Ｃ及び４Ｄは、dA／培地グルコースのＭ2富化から
計算したHepG２細胞（４Ｃ）及びＨ９細胞（４Ｄ）によるDNA合成分率と、カウンティン
グによる細胞数の増加との対比である。
図５Ａ－５Ｂ：反復継代培しながら長期間100％の［６，６－2Ｈ2］グルコースを含む培
地中で増殖させた（図５Ａ）肝細胞（HepG２）及び（図５Ｂ）リンパ球（Ｈ９）細胞系の
DNA由来のdAの富化。
図６Ａ－６Ｂ：図６Ａは約20％の［Ｕ－13Ｃ6］グルコース中で増殖させた肝細胞系（Hep
G２）細胞のDNA由来のデオキシアデノシンのＭ5イオンの富化を示す。図６ＢはＭ5ラベル
化に由来するDNA合成分率、対、直接カウンティングによる新細胞の比率の対比である。
図７：０時から開始する、［６，６－2Ｈ2］グルコースの２日間の点滴を経た４対象から
の末梢血液中の顆粒球の合成分率。白抜き記号はコントロール対象；黒記号はHIV感染対
象である。新細胞の分率は、dA富化、対、平均血漿グルコース富化の対比、その後の推定
35％の細胞内希釈で補正することにより計算した。
図８：２日間の［６，６－2Ｈ2］グルコース点滴を経たHIV感染被検体の末梢血液から得
た混合リンパ球（Ｂ及びＴ細胞を含む）の合成分率。
図９Ａ－９Ｃ：図９Ａは精製末梢血液CD４+及びCD８+Ｔリンパ球の蛍光活性化セル－ソー
ティング（FASC）単離を示す。FACSによる分離のため、50～70mlの末梢血液をフィコール
－ヒパク勾配沈降により分画し、約50～100×106個の末梢血液単核細胞（PBMC）を得た。
これらの細胞をフィコエリトリン－チクローム５（PE-Cy5）－接合抗CD４及びアロフィコ
シアニン（APC）接合抗CD８抗体で４時間以内で染色し、そして生きたHIV－１感染細胞を
伴う生体含有手順のために備った二重レーザー（アルゴン310nm、アルゴン488nm）FACS V
antage（Becton Dickinson Immunocytometry Systems,San Jose,CA）上でのソート精製に
かけた（上パネル）。GC－MSによる動力分析のため、精製CD４+及びCD８+Ｔ細胞サブ集団
それぞれ少なくとも数百万個得ることが最適であった。再ソート分析は＞98％のソート純
度を示した（CD４+及びCD８+Ｔ細胞それぞれ中央パネル及び下パネル）。図９ＢはＴ細胞
DNAから調製した誘導dAのGC－MSを示す。DNAはQUlamp blood kit（Quiagen,Valencia,CA
）により細胞から抽出した。DNAをヌクレアーゼＰ１、その後のヘビ毒ホスホジエステラ
ーゼＩ及びアルカリ性ホスファターゼを用いる酵素加水分解にかけた（Macallanら、1998
,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 95：708）。消化したDNAをHPLC（逆相Ｃ－18 Vydacカラム；バ
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ッファーＡ、2.5％のメタノール；バッファーＢ、50％のメタノール；１ml／minの流速で
０％のＢから８％のＢに至る10分かけての勾配、その後の８％のＢから100％のＢに至る1
0分かけての勾配、及び10％のＢで最終的に10分間の維持；OD（光学密度）260nmをモニタ
ー）により分け、そしてdAピークを集めた（約20minにて）。Ｎ2下でのメタノールのエバ
ポレーション後、dAをアセトニトリル：無水酢酸：Ｎ－メチルイミダゾール（100：10：
１）により室温で60分かけてアセチル化し、乾くまでエバポレーションし、そしてCH3Cl
でメチル化することにより誘導化した。dAのGC－MSについて、5890 GC及びオートサンプ
ラーの付いたHPモデル5971 MS（Hewlett-Packard,Palo Alto,CA）をDB－５MS又はRestek 
Rtx－５アミンカラムと共に用いた。インジェクター温度は320℃とし、初期オーブン温度
は140℃で20分とし、次いで300℃に40°／分で上昇させ、そして300℃で10分維持した。
電子衝撃電離及び選定イオンモニターモードを利用した。モニターされたイオンはｍ／ｚ
 276及び278であり、アセチル化dAから１個の酢酸を差し引いた分子性イオンを意味する
。図９Ｃは2Ｈ－dAの標準曲線を示す。サンプル富化はアバンダンスに対する対比により
計算した－［2Ｈ2］dAを利用して標準曲線を補正。標準［2Ｈ2］dAの秤量済み混合物（Is
otec,Miamisburg,OH）及び天然アバンダンスdAを様々な容量で注射し、サンプル中に潜在
的に存在するdAのアバンダンスを目測した。次に標準曲線を各サンプルの測定されたアバ
ンダンスと対合させた。
図10：2Ｈ－グルコースの48hrのiv点滴の後のCD４+Ｔ細胞ラベル化の経時変化（示す結果
はグループIIIから。このグループは最大の反復測定を実施した対象）。観察される最高
の値を置換分率（存在する新細胞）を計算するために用いた。１リットルの0.45％の食塩
水中の［６，６－2Ｈ2］グルコース（60～100ｇ、Isotec Inc,Miamisburg,OH）を1.25～2
.0ｇ／ｈの速度で48hr点滴i.v.投与した。対象をカロリー良好（eucaloric）の炭水化物
制限ダイエット（１日当り＜50ｇの炭水化物）で48hrの点滴期間維持して、最大血漿グル
コース富化を得た。
図11Ａ－11Ｂ：図11Ａは様々なグループにおける血液CD４+及びCD８+Ｔ細胞の絶対増殖速
度（細胞／μＬ／日）を示す。数値はグループ当りの対象の数を表わす。図11Ｂは様々な
グループ内の血液CD４+及びCD８+Ｔ細胞についてのk（d-1）（測定定数）の値を示す。数
値はグループ当りの対象の数を表わす。記号：ａ、ｐ＜0.05、対、正常；ｂ、ｐ＜0.05、
対、HIV＋（HIV陽性）；ｃ、ｐ＜0.05、対、短期間高活性抗レトロウィルス療法（HAART
）；ｄ、ｐ＜0.05、対、短期間HAART、ウィルス応答体。CD４+、対、CD８+Ｔ細胞の比較
について、唯一の有意差は短期HAART及び短期間HAARTウィルス応答体における絶対増殖に
ついてであった（ｐ＜0.05）。
図12：HAART療法を開始して最初の６週間（リトナビル／サキナビルの付加）にわたるCD
４+Ｔ細胞の正味の累積速度、対、HAARTの12週目でのCD４+Ｔ細胞の定常絶対置換速度の
比較。正味の累積速度は基底CD４カウント（２～３の値の平均）と６週目のCD４カウント
との差から計算した。これは６週間にわたる平均累積速度を表わし、未だ実測定常置換速
度（19.2±15.4細胞／μＬ／日）よりも遅かった。別の記号（例えば、黒塗り四角、白抜
きダイヤ、白抜き三角、白抜き丸、「×」記号）は個々の対象を示す。各個々の対象につ
いての２通りの方法により得た値を線分でつなげた。２本の中実水平棒は２通りの方法そ
れぞれの平均値を表わす。
図13Ａ－13Ｇ：図13ＡはHIV＋、短期間HAART及び長期間HAART対象における血液CD４+及び
CD８+Ｔ細胞の絶対増殖速度間の相関を示す（ｒ2＝0.69、ｐ＜0.001）。HIV＋対象（グル
ープII）、黒塗りダイヤ記号；短期間HAART対象（グループIII）、白抜き四角記号；長期
間HAART対象（グループIV）、黒塗り四角記号。図13ＢはHIV＋、短期間HAART及び長期間H
AART対象における血液CD４+及びCD８+Ｔ細胞についての相関を示す（ｒ2＝0.66、ｐ＜0.0
01）。記号は図13Ａのものと同じである。図13ＣはHIV＋対象における血液CD４+Ｔ細胞の
絶対増殖速度とカウントとの相関を示す（グループII、ｒ2＝0.96、ｐ＜0.001）。図13Ｄ
は短期間HAART対象の血液CD４+Ｔ細胞の絶対増殖速度とカウントとの相関を示す（グルー
プIII、ｒ2＝0.55、ｐ＜0.001）。図13ＥはHIV＋（黒塗り四角）及び短期間HAARTグルー
プ（黒塗りダイヤ）における血液CD４+Ｔ細胞のｋ（速度定数（時間-1））とカウントと
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の相関を示す。有意義な相関はなかった。図13ＦはHIV＋、短期間HAART及び長期間HAART
対象（グループII、III及びIV、表４）の血液CD４+Ｔ細胞の血漿ウィルス負荷と絶対増殖
速度との関係を示す。対象は３つのサブグループに分けた：ウィルス負荷＜500、500～30
,000、及び30,000コピー／ml）。サブグループ間での差はなかった。図13ＧはグループII
、III及びIVにおけるCD４+Ｔ細胞の血漿ウィルス負荷とｋ（速度定数（時間-1））との関
係を示す。対象を上記13Ｆと同じように３つのサブグループにわけた。サブグループ間で
の差はなかった。
図14：HIV－１感染症におけるCD４+Ｔ細胞枯渇の「高代謝回転」（加速化分解）及び「低
代謝回転」（再生不良）の動力学的予想。CD４+Ｔ細胞の置換速度（代謝回転）とカウン
トとの予測の関係、及びHAARTの効果を模式的に示す（その論点については本明細書を参
照のこと）。
５．発明の詳細な説明
新細胞生産の生化学的関係はDNA合成である。DNA合成は細胞分裂に比較的特異的でもあり
、なぜなら「無計画」なDNA合成は量的に少ないからである（Sanadaら、1995,Mutat.Res.
 344：109-116）。従って、新DNA合成の測定は細胞増殖の測定と本質的に同義である。
本発明の一の観点において、細胞増殖及び／又は細胞分解の速度を測定するための方法を
提供する。かかる方法は細胞を、de novoヌクレオチド合成経路を介してDNAの中に組込ま
れる検出可能な量の安定アイソトープラベルと接触させ、次いでDNAに組込まれたそのラ
ベルを検出することを含んで成る。当業者により理解されている通り、安定なアイソトー
プラベルは非放射性アイソトープラベルである。放射性アイソトープラベルはラジオアイ
ソトープを含んで成るラベルである。放射性アイソトープは放射能活性を示す元素（自然
又は人工的）のアイソトープ形態である。いくつかの核の特性はガンマー線又は亜原子粒
（例えばアルファー及びベーター線）の自発的放射である。
いくつかのかかる方法により、増殖中の細胞集団の細胞増殖速度が測定できる。増殖中の
細胞集団は分裂して子孫を供する細胞のグループである。DNA内に組込まれたラベルの量
は細胞増殖の指標として測定される。経時的なラベル化DNAの衰弱の測定（即ち、DNA内に
組込まれたラベルのシグナルの傾きの測定）は細胞分解の指標を担う。
DNA合成及び／又は分解、それ故本明細書に記載の細胞増殖及び／又は分解速度を測定す
るための方法は従来有用とされていた方法と比べいくつかの利点を有する。3Ｈ－チミジ
ンは分裂中の細胞を殺すのに用いられている有能な抗代謝物である（Asherら、1995,Leuk
emie and Lymphoma 19：107-119）；DNAに放射性アイソトープを導入する毒性は非放射性
な安定アイソトープを利用する本発明の方法により回避される。かくして、非放射性安定
アイソトープを採用する本発明の方法は安全であり、且つ細胞増殖又は細胞分解を誘導又
は阻害する疾患又は障害の診断、予防又は処置のため、ヒトにおける細胞増殖及び／又は
細胞分解速度を測定するために極めて有用である。
ヌクレオシド類似体、例えばBrdUの毒性も、内因性合成経路を通じて無毒な生理基質によ
るラベル化（例えば安定ラベル）を可能にする本発明の方法を利用することにより回避さ
れる。
非Ｓ期DNA合成によるアイソトープ汚染は、Ｓ期の際に主として活性であるde novoヌクレ
オチド合成経路を介するラベル化によっても最少限とされる。ラベル化されたピリミジン
ヌクレオシドサルベージ取り込みの変動性はde novoヌクレオチド合成経路を介するプリ
ンdNTPのラベル化により解決され、ピリミジンヌクレオチドサルベージ経路は事前に使用
されたラベル、例えば3Ｈ－デオキシチミジン又はBrdUがDNAへと移行しなければならない
ルートとなり（図１）、従来の欠点（ヌクレオシドサルベージ経路に由来するプリンdNTP
のラベルのしにくさ）を長所にする（de novo合成による高い、且つ一定なプリンdNTPラ
ベル化）。このことは、デオキシリボヌクレオシドの超生理学的細胞外濃度の存在におい
てさえものDNAへの［６，６－2Ｈ2］グルコースの組込みの一定性により実証される（表
１）。遊離プリン又はピリミジン塩基サルベージからの可能な流入はNTPのリボース成分
は希釈せず、なぜなら遊離塩基のためのサルベージ経路は、塩基のde novo合成と同様、
グルコースから合成されるPRPPとの組合せを包含するからである（図１）。
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更に、異化作用されたDNAからのラベルの再利用はプリンデオキシリボヌクレオチドを分
析することにより回避でき、なぜならデオキシリボヌクレオシドサルベージ経路はプリン
に対しては弱いからである。従って、ラベル化の停止の後のDNA内のラベル化dA又はdGの
弱った曲線はアイソトープ再利用により比較的妨害されず、そして細胞代謝回転は衰退曲
線及び組込み曲線から測定可能であろう（Hellerstein and Neese,1992,Am.J.Physiol. 2
63：E988-E1001）。
更に、本発明の方法は、コントロールとの比較として細胞数の増加又は減少のみを検出す
る慣用の方法に反して、新細胞の増加数を測定する正確な定量的手段を提供する。
本発明は更にHIVで感染された対象のＴ細胞の増殖又は枯渇を測定するためのin vivo方法
も提供する。このような方法は、HIVウィルスで感染した及び／又はAIDSに苦しむヒトを
含む様々な対象におけるCD４+及びCD８+細胞を含むＴ細胞の増殖又は分解の速度を確認す
るうえで有利である。かかる方法は、本明細書及び下記の実施例において詳細するマスス
ペクトル技術により非放射性（安定アイソトープ）を利用してDNA合成を測定するための
内因性式ラベル化方法を含んで成る。詳しくは、かかる方法は検出可能な量の安定非放射
性アイソトープラベルを対象に投与することを含んで成り、ここでこのラベルはde novo
ヌクレオチド合成経路を介して対象のDNAの中に組込まれる。このDNA内のラベルをＴ細胞
の増殖又は分解の測定のために検出する。かかる方法はHIV感染症についての対象の抗レ
トロウィルス処置の前又は後に実施してよい。このようにして、Ｔ細胞増殖又は分解速度
に対するかかる処置の効果が分析できる。
本発明は更に細胞増殖を誘導又は阻害する能力について薬剤又は化合物をスクリーニング
するためのin vitro及びin vivo方法も提供する。かかるスクリーニング方法は細胞増殖
を刺激又は阻害する特定の薬剤又は化合物を同定するうえで有用である。このような方法
は更に細胞増殖又は新細胞生産を刺激又は強化する薬剤又は化合物である「プロリフェロ
ゲン」を同定するうえでも有用である。更に、かかるスクリーニング方法は特定の薬剤、
物質又は化合物が潜在的に発癌物質であるかを確認するのに役立ち、なぜなら細胞増殖を
誘導する薬剤、物質又は化合物の能力は、DNAを損傷させるその能力とは別に又は独立し
て、それが発癌物質でありうることを示唆する重要な基準である（例えば、物質又は化合
物の発癌性についてのAmes検査；Amesら、1973,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 70：2281）。か
くして、このようなスクリーニング方法は薬剤又は化合物の発癌性の好適な指標を担う。
本発明のスクリーニング方法は、本発明のその他の方法に関して概略したものを含む様々
な理由のため、従来有用とされた方法よりも有利である。詳しくは、かかるスクリーニン
グ方法は毒性な不安定放射性アイソトープの利用を必要としないことを理由に有用である
；対照的に、無毒で安定なアイソトープを本発明のスクリーニング方法に採用してよい。
更に、本発明は細胞内でDNAをラベル化する方法を提供する。かかる方法は細胞を、de no
voヌクレオチド合成経路を介してDNAに組込まれる検出可能な量の安定アイソトープラベ
ルと接触させることを含んで成る。DNAをラベル化するためのかかる方法は本発明のその
他の方法について本明細書に記載の理由のために有用である。詳しくは、かかる方法はヒ
トを含む対象におけるDNA検出を必要とするin vivo用途にとって有用であり、なぜならこ
れらは毒性の不安定な放射性アイソトープラベルの利用を必要としないからである。かか
るDNAラベル化方法は、in vitro及びin vivoで細胞増殖及び細胞分解速度を測定するため
の方法に関して本明細書で前述及び後述する技術及び手順を利用して実施する（例えば、
細胞を検出可能な量の安定なアイソトープラベルと接触させ、当該ラベルをde novo合成
経路を介してDNAの中に組込み、そして細胞のDNA内のラベルを検出する）。かかる方法に
より、投与の方式、安定なアイソトープラベルのタイプ（例えば［６，６－2Ｈ2］グルコ
ース）、及びかかるラベルの検出のための技術（例えばマススペクトル）は細胞増殖及び
分解速度の測定に関する本発明のその他の方法について記載のものと類似する。
本明細書に記載の特定の手順及び方法は前駆体としてラベル化グルコースを用い、そして
プリンデオキシリボヌクレオシドを分析することによりラベルを検出することで例示して
いるが、これらは本発明の実施の例示にすぎない。類似の手順及び技術、並びに機能的に
均等なラベルが当業者に自明であり、そして本発明の範囲に含まれる。
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５．１　ヌクオチドのde novo生合成の際にDNAをラベル化するうえで利用するための安定
アイソトープラベル
本発明は細胞増殖を測定する方法であって、細胞を、de novoヌクレオチド合成経路を介
してDNAの中に組込まれるように安定なアイソトープラベルを接触させることによる方法
に関する。組込まれたラベルの検出はDNA合成の尺度として利用される。de novoヌクレオ
チド合成（内因性）経路を介するDNAのラベル化はヌクレオシドサルベージ（外因性）経
路を介する慣用のラベル化方法よりもいくつかの長所を有する。それには無毒性、細胞周
期のＳ期に対する特異性、及び異化作用されたDNAからのラベルの再組込みのなさが挙げ
られる。非放射性ラベルの利用は更に突然変異のおそれを回避する。
後述の第６章で例示した特定の態様において、［６，６－2Ｈ2］グルコース、［Ｕ－13Ｃ

6］グルコース及び［２－13Ｃ2］グリセロールをDNAのデオキシリボース環をラベル化す
るために用いた。デオキシリボースのラベル化はDNA内の情報担持窒素塩基のラベル化よ
りも優れ、なぜならそれは様々な希釈化起源を回避するからである。この安定アイソトー
プラベルはマススペクトル技術により容易に検出可能である。
本発明の好適な態様において、安定なアイソトープラベルはグルコース由来のDNAのデオ
キシリボース環、グルコース－６－リン酸の前駆体又はリボース－５－リン酸の前駆体を
ラベル化するために用いる。グルコースを出発材料として用いた態様においては、適当な
ラベルには、限定することなく、重水素ラベル化グルコース、例えば［６，６－2Ｈ2］グ
ルコース、［１－2Ｈ1］グルコース、［３－2Ｈ1］グルコース、［2Ｈ7］グルコース、等
；13Ｃ－１ラベル化グルコース、例えば［１－13Ｃ］グルコース、［Ｕ－13Ｃ6］グルコ
ース等；及び18Ｏ－ラベル化グルコース、例えば［１－18Ｏ2］グルコース等が挙げられ
る。
グルコース－６－リン酸前駆体又はリボース－５－リン酸前駆体が所望される態様におい
ては、糖新生系前駆体又はグルコース－６－リン酸もしくはリボース－５－リン酸へと変
換できる代謝物が利用できうる。糖新生系前駆体には限定することなく、13Ｃ－ラベル化
グリセロール、例えば［２－13Ｃ1］グリセロール等、13Ｃ－ラベル化アミノ酸、亜水素
水（2H2O）及び13Ｃ－ラベル化ラクテート、アラニン、ピルベート、プロピオネート又は
その他の糖新生用非アミノ酸前駆体が挙げられる。グルコース－６－リン酸又はリボース
－５－リン酸へと変換される代謝物には、限定することなく、ラベル化（2Ｈ又は13Ｃ）
ヘキソース、例えば［１－2Ｈ1］ガラクトース、［Ｕ－13Ｃ］フルクトース等；ラベル化
（2Ｈ又は13Ｃ）ペントース、例えば［１－13Ｃ1］リボース、［１－2Ｈ1］キシリトール
等、ラベル化（2Ｈ又は13Ｃ）ペントースリン酸経路代謝物、例えば［１－2Ｈ1］セドヘ
プタロース等、及びラベル化（2Ｈ又は13Ｃ）アミノ糖、例えば［Ｕ－13Ｃ］グルコミン
、［１－2Ｈ1］Ｎ－アセチルグルコサミン等が挙げられる。
本発明は更に、de novoヌクレオチド合成経路を介してDNAのプリン及びピリミジン塩基を
ラベル化する安定なアイソトープラベルも包括する。内因性プリン合成のための様々な構
成単位がプリンをラベルするのに利用でき、そしてそれらには、限定することなく、15Ｎ
－ラベル化アミノ酸、例えば［15Ｎ］グリシン、［15Ｎ］グルタミン、［15Ｎ］アスパル
テート等、13Ｃ－ラベル化前駆体、例えば［１－13Ｃ1］グリコン、［３－13Ｃ1］ラクテ
ート、［13Ｃ］HCO3、［13Ｃ］メチオニン等、及び2Ｈ－ラベル化前駆体、例えば2H2Oが
挙げられる。内因性ピリミジン合成のための様々な構成単位がピリミジンをラベルするた
めに利用でき、そしてそれらには特定することなく、15Ｎ－ラベル化アミノ酸、例えば［
15Ｎ］グルタミン等、13Ｃ－ラベル化前駆体、例えば［13Ｃ］HCO3、［Ｕ－13Ｃ4］アス
パルテート等、及び2Ｈ－ラベル化前駆体（2H2O）が挙げられる。
当業者は上記のリストに加えて、DNAの内因性ラベル化を供する任意の経路のための基質
又は前駆体であるその他の安定なアイソトープラベルが本発明の範囲に包括されることを
理解する。本発明において利用するのに適当なラベルは一般に商業的に入手でき、そして
当業界周知の方法により合成できうる。
５．２　DNA内に組込まれたラベルの検出
細胞のDNAへの安定なアイソトープラベルの組込みのレベルは注目の細胞集団からDNAを単



(13) JP 4510942 B2 2010.7.28

10

20

30

離し、そしてアイソトープ含有量について標準の分析技術、例えばマススペクトル、核磁
気共鳴、等を利用して内因性ラベル化経路よりラベルを組込むことのできるDNA分子の化
学部分を分析することにより決定される。サンプル調製の方法はアイソトープラベルの存
在を検出するのに用いられている特定の分析技術に依存するが、それは当業者に自明であ
ろう。
本発明の好適な態様において、ラベルの存在はマススペクトルにより検出される。この検
出方法のため、注目の組織又は細胞を集め（例えば組織生検、採血、身体からの分泌液又
は排泄物の回収、等を介して）、そしてDNAを当業者に周知の標準の技術を利用して抽出
する。むろん、DNA単離の実際の方法は特定の細胞タイプに依存するが、それは当業者に
とって自明であろう。細胞は任意的にDNAの抽出の前に標準の技術、例えばイムノアフィ
ニティークロマトグラフィー、蛍光活性化セルソーティング、溶出、磁気ビーズ分離、密
度勾配遠心分離、等を利用して更に精製してよい。
所望するなら、DNAは当業界に周知の加水分解の標準技術を利用してデオキシリボヌクレ
オシドにまで加水分解してよい。例えば、DNAは例えばヌクレアーゼもしくはホスファタ
ーゼにより酵素的に、又は酸、塩基もしくはその他の化学加水分解により非酵素的に加水
分解してよい。他方、DNA内のラベルを検出する前に、安定なアイソトープラベルの組込
むDNAを検出し、そしてデオキシリボヌクレオシドへと加水分解せずにインタクトDNAポリ
マーにおいて測定する。
次いでデオキシリボヌクレオシドを標準の技術（例えばトリメチルシリル、メチル、アセ
チル等の誘導体の合成；液体クロマトグラフィーのための直接注入；直接プローブサンプ
ル導入、等）を利用してマススペクトル分析のための用意をし、そしてデオキシリボヌク
レオシドへのラベルの組込みのレベルを決定する。
マススペクトル分析は内因性ラベル化経路により導入された安定なアイソトープラベルを
潜在的に含む分率（fraction）の分析である。例えば、デオキシアデノシンマススペクト
ルのｍ／ｚ 467-469分率又はデオキシグアノシンｍ／ｚ 557及び559分率（それはインタ
クトデオキシリボース環を含む）は電子衝撃電離及び選定のイオン記録モードのもとでガ
スクロマトグラフィー／マススペクトルを利用し、［６，６－2Ｈ2］グルコース投与の後
に分析できる。又は、デオキシアデノシンマススペクトルのｍ／ｚ 103及び104分率（そ
れはデオキシリボースのＣ－５位を含む）は［６，６－2Ｈ］グルコース又は［６－13Ｃ1

］グルコースの投与を経て分析できる。好適な態様において、分析するマススペクトル分
率はピリミジンデオキシリボヌクレオシドではなく、プリンデオキシリボヌクレオシドに
由来する。
新たに合成されたDNA、それ故新たに分裂した細胞（細胞増殖又は流入（input）速度）又
は除去されたばかりの細胞（細胞死又は流出（exit）速度）の分率が計算できる（表１）
。
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アバンダンスは３回の獲得の平均値である。［６，６－2Ｈ2］グルコースを550 CD４+Ｔ
細胞／血液mm3により健康なヒト対象に48hrかけて1.25ｇ／hrで静脈内点滴した。血漿グ
ルコース富化＝11.9％；dA*＝［５，５－2Ｈ2］デオキシアデノシンのアバンダンス補正
済み標準曲線との比較に基づくデオキシアデノシン富化；ｆ未補正；血漿グルコース富化
で除したdA富化として計算；ｆ補正済み：0.65×血漿グルコース富化で除したdA富化とし
て計算（Macallanら、1998 Proc.Natl.Acad.Sci.USA,95：708-713）。集団全体内の算定
増殖速度：3.93％／日（１日当り21.6細胞／血液mm3）。分裂したばかりの細胞の算定除
去（分解）速度：36.3％／日（半減期＝2.2日）。
５．３　用　途
５．３．１　in vitro用途
後述の第６章で例示する特定の態様において、デオキシアデノシン（dA）の富化は安定な
アイソトープラベルとインキュベーションし、そして単層として増殖させた、懸濁物中の
２種類の細胞タイプにおいて観察された。dA富化は直接カウンティングによる細胞数の増
加と非常に相関していた。従って、本発明の方法は様々な増殖アッセイにおいて細胞増殖
を測定するために利用できる。例えば、細胞増殖を成長因子、ホルモン、サイトカイン又
は阻害因子に応答する測定値として利用するバイオアッセイはde novoヌクレオチド合成
経路を標的とする安定なアイソトープラベルを利用することにより開発できうる。かかる
アッセイの例には、抗原及び抗原提示細胞によるリンパ球活性化、腫瘍壊死因子により誘
導される標的細胞のアポプトシス、並びに細胞分解リンパ球による腫瘍細胞の細胞障害能
が挙げられる。
５．３．２　in vivo用途
安定なアイソトープラベルを利用する本発明の方法は放射性及び潜在的な毒性代謝物を包
含しないため、かかる方法はヒトを含む対象のin vivoでの細胞増殖及び分解速度の測定
の診断手段として極めて有用である。ヒトにおける慣用の方法と比較して、本発明の方法
は安全であり、より幅広い用途を有し、より簡単に実施でき、より高感度であり、細胞又
は組織解剖を必要とせず、そして放射能活性を包含せず、そしてより正確な結果を提供し
、なぜならde novoヌクレオチド合成は一定であり、そして優先的であり、希釈されず、
そしてDNAを潜在的に毒性な非生理学的代謝物ではなく生理学的基質を介してラベル化す
るからである。
細胞増殖及び分解が重要な役割を担う多種多様な医療用途が本発明により包括される。詳
しくは、本発明の方法は癌、感染疾患、免疫及び血液症状、器官不全、並びに骨、筋肉及
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びエンドクリン器官の障害における増殖及び分解速度を決定するために利用できる。
５．３．２．１　癌の処置
本発明の一の態様において、被検体にde novoヌクレオチド合成経路のための安定なアイ
ソトープラベル化前駆体を化学療法の開始前、そして再び化学療法を開始してから１～２
週間後に全身又は局部投与を施す（例えば、［６，６－2Ｈ2］グルコースを24～48hrかけ
て1.25ｇ／hrで静脈内投与する）。腫瘍細胞分裂の阻害を反映するDNAの合成速度におけ
る安定なアイソトープ投与の各々の期間が任意の療法を選定するための処置終点として利
用できるようになったら、代謝回転の小検体採取を実施する（例えば、細い針アスピレー
ションによる）。典型的には、アイソトープ前駆体の用量はデオキシリボヌクレオシドへ
の組込みがマススペクトル検出限界を超えるのに十分な量とする。サンプルはトレーサー
希釈及び細胞の代謝回転速度に依存して採取する。
５．３．２．２　癌の予防
乳癌、結腸癌及びその他の癌のおそれは組織内の増殖性ストレスと強く相関し、即ち、細
胞増殖を改変するホルモン、炎症又は食餌因子は癌の割合に影響を及ぼす。女性の根本的
な乳腺細胞の増殖ストレス、及び例えば若年期における予防的介入（例えばタモキシフェ
ン）に対するその応答を特性決定する能力は乳癌の予防を劇的に改変する。これは結腸癌
、肺癌及びその他の癌にも適用される。
５．３．２．３　AIDS
AIDSにおける抗レトロウィルス剤はCD４+Ｔ細胞の死及び代謝回転を抑制するようウィル
ス複製（生合成過程）を阻止することを意図する。AIDS処置における近年の進歩はこのよ
うな動力過程をまさに焦点としていたが、直接的な動力測定はなかった。このような処置
終点を直接測定する能力はHIV療法の本質を劇的に変えることができる。医師は各患者に
ついての疾患において早期に積極的な抗レトロウィルス処置を開始するかどうかを迅速に
決定できる。後述の第６章において例示する特定の態様において、本発明の方法はヒト免
疫不全ウィルス（HIV）感染患者におけるCD４+細胞の増殖及び／又は分解速度を正確に測
定するのに利用される。
後述の第６章において例示する別の特定の態様において、本発明の方法はヒト免疫不全ウ
ィルス（HIV）で感染した対象においてin vivoでCD４+及びCD８+細胞等のＴ細胞の増殖又
は分解速度を正確且つ直接的に測定するために用いている。かかる方法はHIV感染症につ
いての対象の抗レトロウィルス処置の前、最中、又は後に実施してよい。
５．３．２．４　細胞増殖が関与する症状
多種多様な症状が改変された細胞増殖速度を特徴とすることで知られ、それ故本発明の方
法によりモニターできる：
癌：任意のタイプの悪性腫瘍（例えば乳、肺、結腸、皮膚、リンパ腫、白血病、等）；前
癌症状（例えばアデノ腫、ポリープ、前立腺肥大、潰瘍性大腸炎、等）；一般の癌につい
てのおそれを媒介する因子（例えばエストロゲンと乳上皮細胞；食餌脂肪と結腸細胞；喫
煙又は酸化防止剤と気管支上皮細胞；ホルモンと前立腺細胞、等）。上記の特定の細胞並
びに上記の特定の組織及び器官の細胞はとりわけ癌にかかるおそれのある細胞である。
免疫障害：AIDSにおけるCD４+及びCD８+Ｔリンパ球；ワクチン－非応答性のＴ及びＢリン
パ球；自己免疫疾患におけるＴ細胞；低ガンマグロブリン血症におけるＢ細胞；一次免疫
不全（胸腺細胞）；ストレス関連免疫不全（リンパ球）；等。
血液症状：白血球不全（例えば、顆粒球減少症）；任意のタイプの貧血；骨髄増殖性障害
（例えば一次赤血球増加症）；組織白血球浸潤障害（例えば肺間隙性好酸球増加症、リン
パ球性申状腺炎、等）；リンパ増殖障害；モノクローナルガンモパシー；等。
器官不全：アルコール性及びウィルス性肝炎（肝細胞）；糖尿病ニューロパシー（糸球体
又は糸球体間質細胞）；筋栄養症状（筋細胞）；早期性腺不全（卵細胞、卵巣のストロマ
細胞、精母細胞、ライジグ細胞、等）；等。
骨及び筋肉の症状：運動又は肉体治療に対する応答（筋細胞又は筋細胞内のミトコンドリ
ア；骨粗しょう症（破骨細胞、骨芽細胞、上皮小体細胞）筋炎；等。
エンドクリン症状：糖尿病（半島β－細胞）；甲状腺機能低下症及び甲状腺機能亢進症（
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甲状腺細胞）；上皮小体機能亢進症（上皮小体細胞）；多嚢胞卵巣（卵巣のストロマ細胞
）；等。
感染性疾患：結核（単球／マクロファージ）；細菌感染症（顆粒球）；膿瘍及びその他の
局部組織感染症（顆粒球）；ウィルス感染症（リンパ球）；糖尿病足炎及び壊疽（白血球
）；等。
血管障害：アテローム発生（動脈壁における平滑筋増殖）；心筋症（心筋細胞増殖）；等
。
職業病及び曝露：黒色肺についてのコールダストに対する感受性（コール作業者じん肺症
）及び茶色肺（繊維芽細胞増殖応答）；日光又は化学薬品に関連する皮膚病に対する感受
性（皮膚細胞）；等。
in vivoで利用するために適当なアイソトープラベルは生理学的及び臨床学的に許容され
る溶液を利用して当業界に慣用の方法に従って調製される。適当な溶液は選定の投与ルー
トに依存する。適当な投与ルートは、例えば、経口、直腸、経粘膜、経皮、又は腸内投与
；非経腸デリバリー、例えば筋肉内、皮下、骨髄内注射、並びに鞘内、直接心室内、静脈
内、腹腔内、鼻内又は眼内注射でありうる。
他方、ラベルは全身的ではなく、局部的に、例えば特定の組織へのラベルの直接注射を介
して、往々にしてデポット又は持放製剤により投与してよい。検出可能な量のラベルの決
定は当業者の能力の範囲内にある。
５．４　細胞増殖を誘導又は阻害する能力についての薬剤のスクリーニング方法
本発明は更に細胞増殖を誘導又は阻害する能力について薬剤又は化合物をスクリーニング
するための方法も提供する。かかる方法は細胞を推定の毒性薬剤又は化合物と接触又はそ
れに曝露することを含んで成る。細胞を、細胞増殖及び分解速度を測定するための他の方
法に関して本明細書において記載した通り、de novoヌクレオチド合成経路を介して細胞
のDNAの中に組込まれる検出可能な量の安定なアイソトープラベルと接触させる。いくつ
かのかかる方法において、細胞はアイソトープラベルと接触させる前に注目の薬剤又は化
合物と接触又はそれに曝露させる。他方、この細胞はアイソトープラベルと接触させた後
にかかる薬剤又は化合物と接触させてよい。薬剤に曝露していない細胞におけるコントロ
ール適用と比べてのDNAの中に組込まれたラベルの量は細胞増殖の程度を示唆し、それ故
この薬剤が細胞増殖を誘導又は阻害するかを示唆する。前述及び後述の本発明のその他の
方法と同様、ラベルは典型的にはde novoヌクレオチド合成経路においてデオキシリボー
スの前駆体に付加し、その前駆体がデオキシリボースの中に組込まれる。いくつかのかか
る方法において、本発明のその他の方法と同様に、前駆体はグルコースとし、そしてラベ
ルをグルコースに付加する。かかる方法に利用できる安定なアイソトープラベルのタイプ
は細胞増殖及び分解速度を測定することに関する本発明のその他の方法について記載した
ものと類似する。
検出手順は当業界において周知のもの並びにマススペクトル等の細胞増殖及び分解速度を
測定するための方法に関する本明細書に記載のものが挙げられる。本発明のその他の方法
と同様に、DNAは典型的には（必須ではないが）、DNA内のラベルを検出する前にデオキシ
リボヌクレオシドへと加水分解する。このラベルはインタクトDNAポリマーの中で検出で
きる。
本発明は薬剤に曝露された対象の細胞増殖を誘導又は阻害する能力について薬剤をスクリ
ーニングするin vivo方法も提供する。かかる方法は薬剤に対象（又は対象の細胞）を曝
露し、そして対象に検出可能な量の安定なアイソトープラベルを投与することを含んで成
る。ラベルは対象のDNAの中にde novoヌクレオチド合成経路を介して組込まれる。対象に
おける注目の細胞のDNAの中に組込まれたラベルは対象の注目の細胞の細胞増殖の度合い
を決定するために検出する。DNAの中で検出されたラベルの量（同対象が同薬剤に曝露さ
れていないコントロール適用に対して、又は同薬剤に曝露していない同等の対象のコント
ロールグループと比べて）は細胞集団の程度、それ故同薬剤が対象の細胞増殖を誘導又は
阻害するかどうかを示唆する。投与の方式、安定なアイソトープラベルのタイプ、及び検
出の方法は細胞増殖及び分解速度の測定に関する本発明の他の方法に記載のものと類似す
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る。
このようなスクリーニング方法により、細胞の細胞増殖を直接誘導又は阻害する薬剤の能
力は、注目の細胞を同薬剤に直接曝露し、次いで細胞の増殖を測定することにより決定で
きる。
本発明は更に細胞増殖を間接的に誘導又は阻害する能力について薬剤をスクリーニングす
る方法も提供する。かかる方法は、対象の分裂細胞の１個の細胞又は集団を同薬剤に曝露
し、次いでこの第一細胞とは別の第二細胞又は第二細胞集団の細胞増殖の速度をモニター
することを含んで成る。例えば、同薬剤に直接曝露した細胞は対象の一の組織に由来し得
、一方注目の細胞は第二組織に由来し得る。他方、同薬剤に直接曝露した細胞は第一タイ
プの細胞系を含んで成ってよく、一方注目の細胞は第一の細胞系とは別の第二タイプの細
胞系を含んで成る。注目の第二細胞において間接的に細胞増殖を誘導又は阻害する同薬剤
の能力は第二細胞のDNAへのラベルの組込みを検出することにより決定される。かかる方
法において、第二細胞の細胞増殖は典型的には同薬剤に曝露された第二細胞と第一細胞（
又は第一細胞の生成物）との接触又は合体により媒介される。
本発明のスクリーニング方法により、細胞増殖は細胞増殖を測定するための本発明の方法
について本明細書の中で詳細に説明した通りに動物及びヒトにおいてin vitro及びin viv
oで測定できる。この化合物又は薬剤は例えばin vitroで細胞もしくは組織に、又はin vi
voで生体に投与し、しかる後細胞増殖の測定を行ってよい。
本発明のいくつかのスクリーニング方法において、ラベルはデオキシリボースの前駆体の
中に組込まれてよく、そしてこのラベルは本明細書を通じて説明した細胞増殖を測定する
本発明のその他の方法と同様にラベル化グルコースを含んで成りうる。更に、いくつかの
かかるスクリーニング方法において、DNAをデオキシリボヌクレオシドを加水分解し、そ
してラベルをマススペクトルにより検出する。更に、前述及び後述の細胞増殖の測定のた
めの他の方法と同様に、DNAは、様々な細胞、特に癌のおそれのある細胞（例えば、乳、
結腸又は気管支上皮細胞）、リンパ球、CD４+Ｔ細胞、又はCD８+Ｔ細胞から抽出できる。
本発明のスクリーニング方法は、細胞増殖を測定するための方法に採用される本明細書に
記載のものを含む非放射能活性安定アイソトープラベル又は放射能活性ラベルのいずれを
採用してもよい。非放射能活性安定アイソトープラベルは極めて有利であり、なぜならこ
れらは無毒であり、それ故本明細書に詳しく前述及び後述した通り動物及びヒトにおいて
利用するのに安全である。
本発明のスクリーニング方法は多種多様な化合物をその細胞増殖を誘導する関連の能力に
ついて試験するために利用できる。かかる化合物及び薬剤には、限定することなく、例え
ば発癌物質、推定の毒性薬剤、化学化合物、突然変異誘発剤、医薬品、食品、吸入粒子、
溶媒、粒子、気体、及び煙中の有害化合物（例えばタバコ及び葉巻の煙、並びに工業的過
程により発生する煙）、食品添加剤、溶剤、生化学物質、ホルモン、薬剤、殺虫剤、土壌
－水毒素、環境公害、細胞増殖を刺激するプロリフェロゲン、並びに癌のおそれを高める
ことで知られる又は推定される任意のその他の化合物又は薬剤が挙げられる。細胞増殖を
及ぼす能力についてスクリーニングできる薬剤には、限定することなく、例えばラドン、
マイクロ波線、電磁線、電磁場、セルラー電話により生ずる放射線、熱、並びに工業又は
職務環境において発生又は存在する有害物質及び状況が挙げられる。
本発明のスクリーニング方法により、注目の薬剤又は化合物に曝露されていない細胞の増
殖速度は注目の薬剤又は化合物に曝露された細胞の増殖速度と比べることができる。更に
、かかるスクリーニング方法は、本明細書に記載のものを含む注目の特定の薬剤又は化合
物に曝露する前後の注目の特定の細胞における細胞増殖速度を比較するために用いること
ができる。
前述の通り、in vivoで利用するのに適当なアイソトープラベルは生理学的及び臨床学的
に許容される溶液を利用して当業界慣用の方法に従って調製される。適当な溶液は選定の
投与ルートに依存する。適当な投与ルートは、例えば経口、直腸、経粘膜、経皮、又は腸
内投与；非経腸デリバリー、例えば筋肉内、皮下、骨髄内注射、並びに鞘内、直接心室内
、静脈内、腹腔内、鼻内又は眼内注射でありうる。
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他方、ラベルは全身的ではなく、局部的に、例えば特定の組織へのラベルの直接注射を介
して、往々にしてデポット又は持放製剤により投与してよい。
検出可能な量のラベルの決定は当業者の能力の範囲内にある。
５．５　細胞増殖を誘導又は阻害する疾患にかかる対象の感受性及びおそれを決定するた
めの方法
本発明は更に、動物及びヒトを含む対象の、細胞増殖を誘導又は阻害する疾患に対する感
受性を評価又は測定するための方法も提供する。かかる方法は、対象を疾患を惹起又は刺
激する条件又は薬剤に委ね、次いで本明細書を通じて説明した通りに対象の注目の細胞に
おける細胞増殖を測定するためのin vivo方法により対象の細胞増殖速度を測定すること
を含んで成る。対象の細胞増殖を測定するための方法は、例えば検出可能な量の安定なア
イソトープラベルを対象に投与することを含んで成る。ラベルはde novoヌクレオチド合
成経路を介して対象のDNAの中に組込まれる。対象の注目の細胞のDNAの中のラベルは注目
の細胞の細胞増殖を決定するために検出される。本明細書を通じて詳しく説明してきた細
胞増殖を測定する方法を参照のこと。
５．６　疾患についての医療危険性評価の個別化：個人の危険性評価
別の観点において、本発明は細胞増殖又は細胞分解が関与又は誘導する特定の疾患又は医
療症状にかかる個々の個人的なおそれを決定するための方法を提供する。個体は疾患危険
因子に対するその曝露のみならず、危険因子に対する感受性においても相違することがよ
く知られている。危険の低下に関する現行の公共健康推奨は真に個性化されているという
よりは概して集約的である；即ち、個人は既知の流行病変異因子に従って分類され（例え
ば、軽い体重及び２回妊娠した閉経後の北欧州民族由来のコーカシア女性）、そして特定
の症状（例えば乳癌、子宮癌、骨粗しょう症、等）が評価される。疾患のおそれの決定及
び予防手段の潜在的有益性（例えば乳癌のおそれを下げるためのタモキシフェンの使用）
は統計学的おそれを基準とするよりは個人的とするのが理想的であろう。
一の態様において、本発明は対象の細胞増殖及び／又は細胞分解の速度を改変又は変化さ
せる（例えば、細胞増殖及び／又は細胞分解の速度を誘導又は阻害する）疾患又は障害に
対する対象の感受性を決定するための方法を提供する。かかる方法は対象を、疾患又は障
害を惹起しうる条件又は薬剤に委ね、検出可能な量の安定なアイソトープラベルをその対
象に投与し（そのラベルはde novoヌクレオチド合成経路を介して対象のDNAの中に組込ま
れる）、そして対象のDNA内のラベルを検出することを含んで成る。対象は、その対象が
一過性又は温和な形態の疾患のみにかかるようにかかる疾患又は障害を惹起する薬剤又は
条件に委ねてよい。例えば、この薬剤は温和な形態の疾患又は障害のみを惹起するよう低
用量で投与してよい。疾患又は障害が細胞増殖を誘導する場合、対象のDNA内のラベルの
増加は（この条件もしくは薬剤に対象を委ねていないコントロール適用又はこの条件もし
くは薬剤に委ねていない同等の対象のコントロールグループと比べ）は細胞増殖速度の上
昇を示唆し、そして疾患又は障害に対する個々の対象の感受性を証明する。かかる情報は
疾患又は障害に対する対象の感受性の予測を供与する。対応して、対象のDNA内のラベル
の損失又は衰退速度は細胞分解の速度の変化を示唆する。疾患又は障害が細胞分解を誘導
する場合、対象のDNA内のラベルの損失（例えば急速損失）（この条件もしくは薬剤に対
象を委ねていないコントロール適用又はこの条件もしくは薬剤に委ねていない同等の対象
のコントロールグループと比べ）は対象の細胞分解の速度の上昇又はその疾患に対する感
受性を実証する。かかる情報は、細胞分解の速度を上昇させるかかる疾患又は障害につい
ての対象の危険性の推定を供する。
かかる方法は、個々の対象における細胞増殖及び／又は分解の実際の速度の測定を介し、
改変した細胞増殖又は分解速度に関与する疾患又は症状にかかる危険性の評価の個人化を
可能にする。このような方法は有用であり、なぜならこれらは個人が彼ら又は彼女らの生
活様式（例えば食事、職業、嗜好、医療処置、等）及び／又は医療介入（例えば医薬品、
ホルモン、ビタミン、等）に関する重要な決定をできるようにするからである。細胞増殖
又は分解の速度の改変に関与する疾患に対する個人の特異的な感受性を測定することによ
り、ある者の生活様式又は医療処置を維持する決定は、一般個人集団についての集約的危
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険性推定統計学を基準とするのではなく、特定の疾患にかかる個々の対象の実際の危険性
を基準としうる。かかる方法により、医療介入、生活様式介入、又はその他の個人におけ
る介入の効果も、推定ではなく、直接測定することができる（例えば、介入、例えばタモ
キシフェン療法が実際に、乳癌について高い危険性にある特定の女性対象における乳上皮
細胞の増殖を有効に抑制するかを確認するため）。
前述の第５章及び後述の第６章に記載のものを含む多種多様な疾患及び症状についての医
療危険性評価を行うことができる。例えば、本発明のかかる方法は黒色肺又は茶色肺炎（
炭鉱の作業者についての職業病）にかかる特定の個体の危険性を評価するうえで有用であ
る。炭鉱作業者じん肺症（黒色肺）に関する古典的な所見の一つは炭鉱作業者間にある感
受性の個体間差にある（Balaanら1993,Occup.Med. 8（1）：19-34；Bormら1992,Toxicol.
Lett. 64/65：767-772；Liddell and Miller,1983,Scand.J.Work Environ.Health. ９：1
-8；Katsnelsonら1986,Environ.Health Perspect. 68：175-185）。この疾患を起こさせ
うる条件に曝露された個体における肺性変化の速度は著しく様々である。一部の者は10年
間の塵曝露を経て軽いせき及びたんのみが発生するが、他の者は迅速に繊維症肺、深刻な
短呼吸及び低血液酸素を発症する。
黒色肺病進行の速度に影響を及ぼすいくつかの要因が知られているが（例えば喫煙（Bala
anら、1993,Occup.Med. 8（1）：19-341））、高度に感受性な個体を同定することは現状
可能ではない。一部の研究者は肺機能が加速低下した作業者の早期同定及びかかる作業者
の作業所の配置転換の重要性を強調している（Balaanら、1993,Occup.Med. 8（1）：19-3
41）。感受性個体の同定はあらゆる公共健康問題のための理想的な予防戦略であるが、刺
激因子自体の除去はされない。黒色肺病又は関連の症状を惹起する薬剤に対する環境的曝
露及び黒色肺疾患に対する個体の感受性（遺伝、栄養状態、補因子、等に基づく）が共に
疾患を惹起するのに必要である。黒色肺病又は関連の症状は線維素形成（肺瘢痕）を引き
起こす。
全ての個体について線維症肺を招く最終的な一般経路は瘢痕を分けて瘢痕を構成するタン
パク質（コラーゲン）を生み出す細胞の活性化である。かかる肺損傷は本発明の方法を利
用して危険性のあるヒトにおいて直接測定できる。繊維芽細胞の増殖は細胞増殖過程であ
るため、この病原性は細胞増殖を測定するための本発明のin vivo方法を利用する観察に
理想的に適合する。本発明の方法はこの点で極めて有用であり、なぜならこれは医師又は
研究者が細胞増殖を個人（例えば炭鉱作業者）において正確且つ直接的に測定することを
可能にするからである（線維症及び瘢痕が発症する間接的なサインを探す並びに／又はＸ
線により不可逆性瘢痕を処置するまで又は機能的変化まで待つのとは異なる）。
細胞増殖が関与する特定の疾患又は症状に対する対象の危険性又は感受性を決定するため
の方法は一般に対象を疾患を惹起、誘導又は刺激する薬剤又は条件に委ね、そして対象の
細胞増殖速度を本明細書を通じて説明した細胞増殖を測定するためのin vivo方法により
測定することを含んで成る。対象の黒色肺病に対する感受性又はおそれの評価は例えば対
象にマーカー栄養溶液（即ち、本明細書に記載のその他の細胞増殖測定方法と同様、個体
のDNAの中に最終的に組込まれるラベル化合物を含む溶液）を経口投与し、次いでだ液を
集める（又は肺洗浄）ことにより決定できる。この手順は職業曝露に入る前（即ち、炭鉱
で働き始める前）及び適当な期間にわたるかかる曝露の後（例えば６ケ月）の双方にて対
象に対して実施してよい。急速に増殖する繊維芽細胞の存在（Hellerstein and Neese,19
92,Am.J.Physiol. 263：E988-E1001）又は合成されたばかりのコラーゲンの存在（Heller
stein and Neese,1992,Am.J.Physiol. 263：E988-E1001；Papageorgopoulos et al.,1993
,FASEB J. 7（3）：A177；Caldwellら1993,Am.Soc.Mass Spectrom.Conf. p.7）は線維症
及び組織瘢痕が、永久且つ不可逆的な損傷が発症する前に活発に生ずることを示唆する。
個人の肺における繊維芽細胞の増殖を直接測定する能力は黒色肺病に対する個体の感受性
を決定するのに有用である。かかる測定は黒色肺病の如き疾患に苦しむ患者における標準
の処置療法の効果を追跡又は確認するうえで、又はかかる疾患のための新たな処置療法（
例えば酸化防止剤、抗線維症因子、サイトカインブロッカー、等（Lapp and Castranova,
1993,Occup.Med. 8（1）：35-56））の評価のために極めて有用である。本発明のかかる
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方法は往々にして現在採用されている方法よりも明らかな利点を供す；例えば、かかる方
法により、個人の処置療法の調整を行うまでに不可逆性Ｘ線変化又は肺機能の損失を待つ
ことを必要としない。事後応答ではなく初期先行段が決定でき、そして実行できる。
かかる方法から得られる情報は医療専門家が疾患又は症状に対して抵抗性である個体及び
疾患に感受性である個体に指示を与えることを可能にするであろう。疾患又は症状に対し
て感受性ではない個体は疾患にかかるおそれなくその環境において作業し続けるようアド
バイスされることができ、一方疾患感受性である個体は転職をするよう又は肺損傷を抑制
もしくは予防しうる医療介入を試みるようカウンセリングを受けることができうる（上記
文献参照のこと）。
５．７　細胞増殖を測定するための方法において利用するための放射性アイソトープラベ
ル
本発明は更に細胞内のde novoヌクレオチド合成経路を介してDNAを内因性式にラベルする
よう不安定な放射性アイソトープラベルを採用する細胞増殖及び分解速度を測定するため
の方法を提供する。かかる方法は、非放射性安定アイソトープを利用する方法について前
述した通り、de novoヌクレオチド合成経路を介してDNAの中に組込まれる検出可能な量の
放射性アイソトープを細胞と接触させることを含んで成る。次いで放射性アイソトープラ
ベルをDNAにおいて検出し、細胞増殖又は分解速度を測定する。
放射性アイソトープを利用する方法は特定の利点及び用途を供し、なぜならかかるラベル
及びかかるラベルを検出するための技術は往々にして不安定なアイソトープラベル及び安
定なアイソトープラベルを検出するための対応の技術よりも安価だからである。例えば、
放射性ラベルを検出するための放射能活性測定技術は典型的には、安定なアイソトープラ
ベルを検出するために利用される標準のマススペクトル技術を実施するよりもはるかに経
済的である。本発明は更に、de novoヌクレオチド合成経路を介してDNAを内因性式にラベ
ルする放射性アイソトープラベル及び安定なアイソトープの双方を採用する分裂中及び子
孫を生産中の増殖中又は分裂中の細胞集団における細胞増殖を測定するための方法を提供
する。かかる方法は、増殖中の細胞をde novoヌクレオチド合成経路を介してDNAの中に組
込まれる検出可能な量の安定なアイソトープラベルと接触させることを含んで成る。DNA
の中に組込まれた安定なアイソトープラベルを、マススペクトル技術を含む本明細書に記
載の技術により細胞集団における細胞増殖の速度を決定するために検出する。増殖中の細
胞集団を、de novoヌクレオチド合成経路を介してDNAの中に組込まれる検出可能な量の放
射性アイソトープラベルとも接触させる。DNAの中に組込まれた放射性アイソトープラベ
ルは増殖中の細胞集団における細胞増殖を測定するために標準の放射性カウンティング技
術により検出する。増殖中の細胞集団をまず安定なアイソトープラベル又は放射性アイソ
トープラベルのいずれかと接触させ、次いでかかるラベルをDNAに組込ませ、そのDNA内の
かかるラベルの量を本明細書に記載の検出手順により測定して決定する。他方、いくつか
のかかる方法において、細胞集団を安定及び放射性アイソトープラベルと同時に接触させ
、そしてかかる双方のアイソトープの検出を同時に実施してよい。
非放射性の安定なアイソトープラベル及び放射性アイソトープラベルを利用する本発明の
方法は二重ラベル化試験を実施するため、及び経時的（たとえ短期間、例えば数分又は数
時間であっても）に細胞増殖速度を測定するために有用である。特に、放射性アイソトー
プラベル及び非放射性安定アイソトープラベルを検出するのに一般に様々な技術が利用さ
れるため、DNAの中に組込まれる各タイプのラベルの量は、あるタイプのラベルの測定が
他のタイプのラベルの測定を妨害しうるおそれなく、独立して測定されうる。
安定及び放射性アイソトープラベルの双方を利用する分裂中の細胞集団における細胞増殖
速度を測定するためのいくつかの方法では、この安定ラベル及び放射性アイソトープラベ
ルをde novoヌクレオチド合成経路においてデオキシリボースの前駆体にそれぞれ付加さ
せる。次いで各前駆体はDNAのデオキシリボースの中に組込まれる。好適な態様において
、この安定なアイソトープ及び放射性アイソトープラベルはそれぞれラベル化グルコース
を含んで成る。
例えば、一の態様において、細胞増殖の基底測定は、まず細胞をde novoヌクレオチド合
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成経路を介してDNAの中に組込まれる検出可能な量の安定なアイソトープラベルと接触さ
せた後に実施する。次いで細胞増殖の測定を、細胞をこれもde novoヌクレオチド合成経
路を介してDNAの中に組込まれる放射性アイソトープラベルと接触させた後に繰り返す。
このようにして、経時的な細胞増殖速度の変化が初期の安定なアイソトープラベル化物質
による妨害又はキャリーオーバー抜きで決定される。更に、放射性アイソトープラベルを
利用する第二細胞増殖測定は、第一細胞増殖測定のすぐ後に、この安定なアイソトープラ
ベルがこのシステムから除去又は洗浄されるのを待つことなく実施でき、なぜならこの安
定なアイソトープラベルは放射性ラベルの正確な測定による妨害のおそれがないからであ
る。安定なアイソトープラベルの組込まれたDNA及び／又は放射性アイソトープラベルの
組込まれたDNAは、DNA内のラベルを検出する前にデオキシリボヌクレオシドへと加水分解
するか、又はインタクトDNAポリマーにおいて検出及び測定されうる。
増殖中の様々な細胞集団、例えば癌細胞及びリンパ球（例えばCD４+及びCD８+細胞）等の
細胞増殖速度はこれらの方法により測定できる。
放射性アイソトープラベルを採用する本発明の方法において、細胞のDNAへの放射性ラベ
ルの組込みは様々な周知の技術、例えば放射性測定技術、例えば液体シンチレーションカ
ウンティング又はガンマーカウンティング、並びにアクセレレーターマススペクトルによ
り測定できる。アクセレレーターマススペクトルが細胞DNAへと所定の放射性ラベル（例
えば14Ｃ）の組込みを測定するうえで極めて有用である。特に、アクセレレーターマスス
ペクトルは細胞DNAへの安定なアイソトープラベルの組込み（例えば13Ｃの組込み）を測
定するには利用できない。アクセレレーターマススペクトルは一般に高価であるが、これ
は細胞DNAへの極めて低レベルの放射性アイソトープの組込み（特に、14Ｃの組込み）の
検出を可能にする。この技術によりDNA内の極端に少量の放射性ラベル（例えば14Ｃ）が
検出できることで、ほんの少量の放射性ラベルの使用で足り、かくしてかかるラベルに関
連する潜在的な毒性は少なくなる又はなくなる。放射性及び安定アイソトープラベルの双
方を採用する方法において、この安定なアイソトープラベルは本発明のその他の方法につ
いて記載したのと同様に、マススペクトルを含む標準の周知の技術により検出できる。
本発明の方法に利用するために適切な放射性アイソトープは当業者に公知のものである。
その例には、トリチウム化チミジン（3Ｈ－dT）及びブロモデオキシウリジン（BrdU）が
挙げられる（Waldmanら、1991,Modern Pathol. ４：718-722；Gratzner,1982,Science 21
8：474-475）。かかる放射性アイソトープラベルは、生理学及び臨床学的に許容される溶
液を用い、当業界の慣用の方法に従って安定なアイソトープラベルについて前述した通り
に調製できる。適正な溶液は選定の投与ルートに依存する。
DNAの前駆体、例えばデオキシリボースを放射性アイソトープラベルでラベル化し、そし
てかかる放射性アイソトープラベルをde novoヌクレオチド経路を介してDNAに組込む手順
は、細胞増殖及び分解を測定するための方法に関して本明細書に記載のものと類似し、そ
して本明細書において提供する詳細な開示に基づき当業者に自明であろう。
放射性アイソトープ又は安定アイソトープラベルのいずれかの検出可能な量の決定は当業
者の能力の範囲内にある。
本発明は下記の実施例により更に説明する。これらの実施例は本発明の単なる例示であり
、本発明を限定するものではない。
６．実施例：DNAを安定なアイソトープラベル化グルコースによりラベル化することによ
る細胞増殖の測定
６．１　材料と方法
６．１．１　DNAからのデオキシリボヌクレオシドの単離
DNAを細胞懸濁物又は組織ホモジネート物のフェノール－クロロホルム－イソアミルアル
コール抽出により細胞又は組織から調製した。収率及び純度は光学密度により確認した。
熱変性の後、DNAをCrainら（Crain,1990,Methods Enzymol. 193：782-790）に記載の通り
にしてヌクレアーゼＰ１、ホスホジエステラーゼ及びアルカリホスファターゼによる順次
の消化によりデオキシリボヌクレオシドへと酵素的に加水分解した。ヌクレオシドの収率
及び純度はＣ－18カラム及び水－エタノール勾配（Shigenagaら、1994 Methods Enzymol.
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234：16-33）を利用するHPLCにより確認した。
６．１．２　デオキシリボヌクレオシドの誘導化及びガスクロマトグラフィーマススペク
トル（GC－MS）による分析
ヌクレオシドのトリメチルシリル誘導体を凍結乾燥した加水分解物とBSTFA：ピリミジン
（４：１）の100℃で１時間のインキュベーションにより合成した。サンプルをGC－MSに
より分析した（DB－17 HTカラム、J & W Scientific,Folsom CA：HP 5890 GC及び5971 MS
,Hewlett Packard,Palo Alto,CA）。質量、対、電荷比（ｍ／ｚ）467及び469でのイオン
のアバンダンスをデオキシアデノシン（dA）についての選定のイオン記録モードのもとで
定量し；そしてｍ／ｚ 555及び557はデオキシグアノシン（dG）についてモニターした。
採用する誘導化及びGC－MS条件下で、プリン（dA及びdG）はピリミジンよりも大きめのピ
ークを供し（図３）、より高い感度及び高いシグナル、対、ノイズ比をもたらした。グル
コースの富化を測定するため、血漿又は培養培地をパーコール酸で脱プロトン化し、そし
てアニオン及びカチオン交換カラムに通した（Neeseら、1995,J.Biol.Chem. 270：14452-
14463）。グルコースペンター酢酸誘導体はピリジン中での無水酢酸とのインキュベーシ
ョンにより生成した。GC－MS分析は前述の通り、選定のイオン記録のもとでｍ／ｚ 331及
び333をモニターすることで実施した（Neeseら、1995,J.Biol.Chem. 270：14552-14663）
。
６．１．３　in vitro試験
［６，６－2Ｈ2］グルコースから細胞DNAへのラベルの組込みの初期の研究を組織培養細
胞内で実施した。２系列の細胞系を利用した：肝細胞系HepG２及びリンパ球細胞系Ｈ９（
これはCD４+Ｔ細胞系である）。HepG２細胞を10mlのディッシュの中でアルファー改良Dul
becco最少必須培地（MEM）で増殖させた。Ｈ９細胞をRPMI 1640の中で懸濁増殖させた。
双方を10％の透析胎児牛血清及び抗生物質の存在下で増殖させた（試薬は全て何らかのこ
とわりのない限りGibco-BRL,Gaithusburg,MDより入手した）。双方のケースにおいて、存
在する細胞の数はCoulter ZM0901細胞カウンターでアリコートをカウンティングすること
により測定した。HepG２細胞に関しては、プレーティング効率は各ラベル化段階の始めに
同一のプレートをカウンティングすることにより補正した。細胞は、［６，６－2Ｈ2］グ
ルコース（Cambridge Isotope Laboratories,Andover,MA）をそのラベル化グルコースが
存在する総グルコース重量の10～20％の占めるように添加することによってラベルした（
MEM－ａについては100mg／Ｌ、そしてRPMI 1640については200mg／Ｌ）。一部の実験にお
いては、グルコースフリー培地を使用し、そして培地の中に100％ラベル化グルコースの
みを存在させた。［Ｕ－13Ｃ6］グルコース及び［２－13Ｃ1］グリセロールの存在下（Ca
mbridge Isotope Laboratories,Andover,MA）で別の実験を実施した。
６．１．４　動物試験
４匹のラット（約250ｇ）にラベル化グルコースを点滴した。静脈カヌーレを麻酔しなが
ら装着した（Hellersteinら、1986,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,83：7044-7048）。24～48hr
の回収期間の後、［６，６－2Ｈ2］グルコースを無菌46mg／ml溶液として0.5ml／hrで約2
4時間点滴した。餌をアイソトープ点滴の始めに抜き取った。この用量は絶食ラットにお
ける予備試験に基づき（Neeseら、1995,J.Biol.Chem. 270：14452-14463）、約10％の平
均血漿グルコース富化が達成されるものと予測される。点滴期間の終了時に動物を殺した
。血漿グルコース富化のための血液及びDNA抽出のための組織を集め、そして分析するま
で凍結した。長さ約30cmの小腸の区画を各ラットの十二指腸の真下から切り取った。この
小腸区画をめくり返し、そして洗浄した。上皮細胞を粘膜下組織から、５mMのEDTAを含む
バッファーの中でTraberら（Traberら、1991,Am.J.Physiol. 260：G895-G903）に記載の
通りにして37℃で10分振盪させながらインキュベーションすることにより遊離させた。DN
Aを細胞調製物から抽出し、次いでヌクレオシドへと加水分解し、そしてGC－MSにより分
析した（図２）。
６．１．５　ヒト対象における顆粒球動態試験
臨床的条件における本発明の方法の適用を調べるため、サン・フランシスコのGeneral Ho
spitalのGeneral Clinical Research Centerにおいて４人のボランティアに［６，６－2
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Ｈ2］グルコースの静脈点滴を与えた（60ｇを48ｈかけて）。一人の対象は健全な正常ボ
ランティアであり、そして他の３人はHIV血清陽性男性であり、彼らはリンパ球動態試験
に参加していた（血液CD４Ｔ細胞カウント値は215－377／mm3の範囲にある）。誰も点滴
時には臨床的に明瞭な感染症を有していなかった。血漿グルコースの高い且つ比較的定常
な富化を得るため及び細胞DNAのラベル化を最大にするため、点滴の２日間の間は食餌炭
水化物を制限した（平均摂取量46ｇ／日）。ヘパリン処理血液サンプルを基底において採
血し、そして血漿グルコース富化の評価のために点滴の間にhr毎に採血した。48hrの点滴
の後、血液を10日間毎日集め、そして顆粒球及び単核細胞を勾配遠心分離（Vacutainer C
PT,Becton Dickinson,Franklin Lakes,NJ）により分離した。顆粒球DNAを抽出し、ヌクレ
オシドへと加水分解し、そして前述の第６．１．２章に記載の通りにしてGC－MSにより分
析した。手順は全てUniversity of California,San Francisco Committee on Human Rese
arch及びUniversity of California,Berkeley Committee for the Protection of Human 
Subjectsによる事前承認を受けており、そして実施した全ての手順について対象から文書
で告知した同意書を得ている。
６．２　結　果
６．２．１　分析方法の開発
誘導化はGC－MS分析のためにデオキシリボヌクレオシドを揮発性にするために必要である
（Blau and Halket,1993,Handbook of Derivatives for Chromatography 第２版）。メチ
ル化又はアセチル化と比べ、TMS誘導化により最大のアバンダンスが観察された。電子衝
撃電離化のもとで分析した典型的なTMS－誘導化サンプルのGC－MSスキャンを示す（図３
）。GCカラムから溶出させたdA及びdGははっきりとしたピークを示した。既に発表の通り
（McCloskey,1990,Methods Enzymol. 193：825-841）、スペクトル中の主要イオンは［６
，６－2Ｈ2］グルコースでラベルされていない塩基成分に由来した。親イオン、即ちdA－
TMS3及びdG－TMS4のそれぞれについてのｍ／ｚ 467及び557ははっきり示され、そしてわ
ずかなバックグランドを伴ってマススペクトルの領域の中に存在していた。ラベル化サン
プルは過剰のＭ＋２イオン469及び557を含んだ；469、対、467及び557、対、559を定量の
ために利用した。
アイソトープ比のアバンダンス感度（濃度依存性）がGC－MSについて説明されている通り
（Neeseら、1995,J.Biol.Chem. 270：14452-14463；Patterson and Wolfe,1993,Biol.Mas
s.Spectrom. 22：481-486）、dA及びdGについて観察された。従って、サンプルは、アイ
ソトープ富化を計算するとき、常に基底値（自然アバンダンス）を差し引くために用いた
標準におけるものと合うアバンダンスにおいて分析した。富化サンプルにおいて、dAの実
測富化は予想通りdGと有意差がなかった。dAからのデーターのみを下記に示す。
６．２．２　in vitro細胞増殖試験
10～15％の［６，６－2Ｈ2］グルコースを含む培地の中で増殖させた細胞由来のdAの富化
は時間と共に漸進的に上昇した（図４Ａ及び４Ｂ）。これはプレート上で単層として増殖
させた肝細胞系（HepG２）及び懸濁物中で増殖させたＴ－リンパ球細胞系（Ｈ９）の双方
について実証された。直接カウンティングにより測定した細胞数と比べると、dA富化は直
接カウンティングによる細胞の増大と非常に相関していた（図４Ｃ及びＤ）。新たなDNA
の分率（dAのＭ２富化、対、培地グルコースの比から計算）と直接カウンティングによる
新細胞の比率との間での相関係数はHepG２細胞では0.984、そしてＨ９細胞では0.972であ
った。
増殖中の細胞を利用するDNA合成のための真の細胞内dATP前駆体プールの富化は理論上100
％の新細胞（即ち、ラベル化DNAのみが存在するとき）でのDNAのdA富化と等しかった。ラ
ベル化経時実験の新細胞100％への外挿は、HepG２細胞についての培地グルコース富化で
は0.725の推定プラトーdA富化、そしてＨ９細胞については0.525を示した（図４Ａ－４Ｄ
）。
細胞外グルコースと細胞内DNA前駆体の富化と間の関係を直接試験するため、細胞を100％
の［６，６－2Ｈ2］グルコースを含む培地の中で長期にわたり、細胞の繰り返し再プレー
ティング又は継代培養をしながら、HepG２細胞については全部で53日、そしてＨ９細胞に
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ついては25日増殖させた。実験の終了時に、＜0.1％の存在DNAが初期未ラベル細胞により
算定されうる。dAの最大富化はHepG２及びＨ９細胞の双方について約65％であった（図５
Ａ及びＢ）。この細胞外ラベル化グルコースの希釈についての一の考えられる解釈は細胞
内でのグルコースの合成、例えば糖新生（GNG）であり、なぜならGNGのための未ラベルの
アミノ酸前駆体が培養培地の中に存在するからである。他方、ラベルの多少の変化がグル
コースの細胞内代謝の間、即ち、解糖及びトリカルボン酸回路の通過の間、又はペントー
スリン酸経路の非酸化的部分の間のいずれかにて生ずる（Woodら、1963,Biochemische Ze
itschrift 338：809-847）。
糖新生からの細胞内未ラベルグルコースが希釈の主だった起源であるなら、Ｈ９細胞由来
のdAは培地グルコース富化がHepG２細胞よりも100％に近づくであろう。しかしながら、
これは認められなかった（図４Ａ－４Ｄ、図５Ａ及び５Ｂ）。より直接的な試験はHepG２
細胞によるDNA内のdAへのGNG前駆体の組込みであろう。この仮説を調べるため、HepG２及
びＨ９の双方を［２－13Ｃ1］グリセロールの存在下で培養した。組合せ確率の理論又は
マスイソトポマー分布分析（MIDA）技術（Neeseら、1995,J.Biol.Chem. 270：14452-1446
3；Hellersteinら、1992,Am.J.Physiol. 263：E988-E1001）の適用により、GNGに由来す
るdAのデオキシリボースの分率が計算できる。HepG２細胞を、［２－13Ｃ1］グリセロー
ルが20μｇ／mlの濃度で添加された培地の中で増殖させると、dAへの13Ｃの無視可能な組
込みが観察された。100μｇ／mlの［２－13Ｃ1］グリセロールの存在下では（血漿グリセ
ロール濃度の約２～３倍）、Ｍ+1及びＭ+2イオンの双方の富化がdAにおいて観察された。
MIDAの適用は、dAペントース環合成の17.8％が、細胞外グルコースの利用ではなく、GNG
に由来することが明らかとされた。100μｇ／mlの［２－13Ｃ1］グリセロールの存在下で
増殖させたＨ９細胞は予想通り有意なGNGを示さなかった。
二重ペアーの細胞培養物を10％の［６，６－2Ｈ2］グルコースの存在下で、未ラベルのグ
リセロール（100μｇ／ml）を伴って又は伴わないで増殖させた。かかる未ラベルのグリ
セロールはＨ９細胞におけるラベル化に影響を与えなかった；HepG２細胞では、dAへの組
込みは７％減少した。かくして、GNG前駆体の有用性はGNG可能な細胞におけるDNAのラベ
ル化にはわずかな作用しか及ぼさず、従ってGNGはdAの細胞内希釈の完璧な理由ではなか
った。
細胞外グルコース及びDNA内のdA間での大まかに35％の希釈が細胞内グルコース回路にお
ける2Ｈの1Ｈによる交換によるなら、［Ｕ－13Ｃ6］グルコース中の炭素ラベルは転位を
受けていることになる。従って、HepG２及びＨ９細胞を10％の［Ｕ－13Ｃ6］グルコース
の存在下で増殖させた。ペントースリン酸経路の非酸化的部分の如き経路を通る代謝がな
いなら、この前駆体由来のdNTPは５個のラベル化炭素全てを保持し、そしてＭ5の質量を
有するであろう。Ｍ5富化は、［６，６－2Ｈ2］グルコール由来のＭ2イオンで観察された
ものと似たようにして増大した。約80％の細胞外富化の漸近線がHepG２細胞において達成
され（図６Ａ及び６Ｂ）、一方Ｈ９細胞においては漸近線は約60％の細胞外グルコース富
化にあった。Ｍ0～Ｍ5スペクトルを分析したとき、Ｍ2，Ｍ3及びＭ4イオンの富化がＭ5の
予測の富化に加えて認められた。この現象はＨ９及びHepG２細胞の双方で観察されたが、
これらのイオンの相対的なアバンダンスはＨ９細胞よりも大きかった。
上記の細胞培養実験を培地中のデオキシリボヌクレオシドの非存在下で実施した。リンパ
球細胞系による従来の研究（Reichard,1978,Fed.Proc. 37：9-14；Reichard,1988,Ann.Re
v.Biochem. 57：349-374）は細胞外デオキシリボヌクレオシドの有用性を増大させること
は、リボヌクレオシドリダクターゼの活性及びプリンdNTPについての内因性合成経路の活
性を下げず、むしろ高めうることが示した（図１）。細胞外デオキシリボヌクレオシドの
高まった有用性の効果を直接試験するため、HepG２及びＨ９細胞を当モル量の混合物の存
在下で増殖させた。２通りの濃度20及び100μＭをその組織内での広がりを再現又は超過
するように選定した；血漿濃度は通常１μＭ程度であり、そして組織濃度は１～100μＭ
の範囲にありうる（Cohenら、1983,J.Biol.Chem. 258：12334-12340）。Ｈ９細胞のフラ
スコ６本を約10％の［６，６－2Ｈ2］グルコースでラベルした培地の中で平行に増殖させ
た（表２）。
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２本はデオキシリボヌクレオシドを添加せずに増殖させ、２本はより低めの、そして２本
はより高めのデオキシリボヌクレオシド濃度で増殖させた。90時間後、85％の細胞がカウ
ンティングにより新しいとされた。この実験をHepG２細胞でも実施し、新細胞約58％を示
す細胞数の平均増加が得られた。Ｈ９細胞において、20又は100μＭのいずれかでの細胞
外デオキシリボヌクレオシドの存在はdAへのグルコースからのラベルの組込みを減少させ
ず、それ故de novoヌクレオシド合成経路の活性を抑制しなかった。HepG２細胞において
は、20μＭにおいて組込みの有意な低下はなく、しかしながら100μＭではわずかな（約1
2％）の低下があった。Ｈ９細胞においては、100％の新細胞でのdA／グルコースの外挿比
（細胞カウンティングに基づく）は62～64％で再現された。HepG２細胞については、比は
54～71％に範囲した。
６．２．３　DNAのin vivoラベル化：動物試験
［６，６－2Ｈ2］グルコースの静脈点滴を受けたラット（ｎ＝４）において、殺したとき
の血漿グルコース富化は13.2±0.9％であった。全24時間の点滴期間の平均血漿グルコー
ス富化はこの値よりも低く、なぜなら血漿グルコース富化は絶食の間漸進的に増大し、Ra
グルコースは漸進的に低下したからである（Rochaら、1990,Eur.J.Immunol. 20：1697-17
08）。平均血漿グルコース富化は、ラベル化グルコース点滴を与え、そして反復して血液
サンプルを動脈採血ラインを介して採取した２匹のラットから推定した。24hrの絶食期間
にわたる平均富化は0.70の最終富化であった。従って、この値を４匹の実験ラットについ
ての平均グルコース富化を計算するために用いた（9.2±0.6％）。
様々な富化が試験した３つの組織由来のdAにおいて認められた（表３）。
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陰窩から絨毛端にかけての小腸上皮細胞の進行を表わす小腸上皮細胞に関して、ライフス
パン（線形）動態モデルを、新細胞が分裂し、一定時間生存し、そして形成される順に死
ぬとの仮定を基準に採用した（Lipkin,1987,Physiol.Gastrointest.Tract pp 255-284,Jo
hnson L.R.編）。2.8±0.4ｄ（未補正、細胞内dATPを表わすために血漿グルコース富化を
利用）又は1.8±0.2ｄ（補正済み、35％の細胞内希釈係数の血漿グルコースを利用）の代
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謝回転時間が計算された。胸腺及び肝臓についてはランダム置換（対数期）モデルを適用
した。胸腺は肝臓よりも10倍速く代謝回転した。
６．２．４　ヒト対象における顆粒球動態臨床試験
AIDSにおけるＴリンパ球動態試験の一部として、３名のHIV応答性男性及び１名のHIV血清
陰性男性に［６，６－2Ｈ2］グルコース（1.25ｇ／hrを48hr）の点滴を与えた。全員試験
時では臨床的に安定であった。絶対顆粒球カウント数はHIV陽性対象においてはそれぞれ1
.5、0.9及び2.4×109／Ｌであり、そしてコントロール対象では2.4×109／Ｌであった。
点滴は十分に寛容であった。15.3±2.4モル％超過の平均血漿グルコース富化が達成され
た（約２mg／kg／minのグルコース出現速度）。顆粒球を単離し、そしてDNA由来のdA富化
を測定した。点滴してから最初の６日間ではごくわずかな比率のラベル化細胞が循環系に
おいて認められ（図７）、ラベル化細胞の出現は６～８日から始まった。８日目での富化
は約25％の新細胞の存在（補正済み）を示唆した。
６．２．５　HIV感染症におけるＴ細胞増殖の測定
ヒト免疫不全ウィルス（HIV）で感染した個体のＴ細胞増殖を本発明の方法により測定し
た。［６，６－2Ｈ2］グルコースの静脈内点滴をCD４+Ｔ細胞数の十分に維持された（＞5
00／mm3）又は低いCD４+カウント数（＜200／mm3）の男性で実施した。点滴は48hr 1.25
ｇの［６，６－2Ｈ2］グルコース／hrとし、血漿中で10～15％の比率のラベル化グルコー
ス分子が達成された（10～15％の富化）。血液（20～30cc）を点滴の間及び10日後まで毎
日集めた。
単核細胞をPT（登録商標）チューブを用いて単離した；そしてCD４+細胞は磁性ビーズ免
疫分離（Dynabeads（登録商標））又は蛍光活性化セルソーティングのいずれかを利用し
て単離し、106個の細胞が単離された。単離細胞由来のDNAを市販のキット（Quiagen（登
録商標））を用いて回収した。DNAをヌクレアーゼＰ１、ホスホジエステラーゼ、及びア
ルカリホスファターゼにより酵素的に加水分解してデオキシリボヌクレオシドを遊離させ
た。加水分解物をFSTFAで誘導化してデオキシリボヌクレオシドのトリメチルシリル誘導
体にし、それを卓上GC－MS装置にインジェクトした。GC溶出物からのdA及びdGピークを選
定のイオン記録マススペクトルによりモニターし、そしてｍ／ｚ 467及び469（dAのため
）並びにｍ／ｚ 555及び557（dGのため）を同時に分析する市販のラベル化物質の標準曲
線（例えばCIL,Cambridge,MAより購入した［５，５－2Ｈ2］dA）との対比を通じて定量し
た。アイソトープ比の濃度感度を補正するため、標準曲線を標準品とセンデス（sendes）
との間でアバンダンス対合させた。CD４+及びCD８+Ｔ細胞からのdA及びdGにおける富化は
0.00～1.50％ラベル化物質の割合にあった。血漿グルコースアイソトープ富化（10～15％
のラベル化物質）と35％の希釈補正との比較及び前駆体－生成物関係の適用（Hellerstei
n and Neese,1992,Am.J.Physiol. 263：E988-1001）により、新たに合成されたDNA鎖の調
製が定量された。ピーク値は［６，６－2Ｈ2］グルコース点滴を開始して２～３日後にあ
り、そして15～20％の新たに合成されたDNA鎖、それ故15～20％の新たに増殖中の細胞が
達成された（図８）。４～10日目のdA又はdGラベル化の衰退曲線はラベルの分解速度、そ
れ故分裂したばかりの細胞集団を示す（Hellerstein and Neese,1992,Am.J.Physiol. 263
：E988-1001）。ラベル化細胞の分解速度は一般の細胞集団よりも一般に高く、分裂した
ばかりの活性化細胞の選択死を意味する。抗レトロウィルス療法のCD４+Ｔ細胞増殖及び
分解の効果を治療の８～12週後に［６，６－2Ｈ2］グルコース点滴を繰り返すことにより
決定した。
まとめると、安定なアイソトープラベル及びマススペクトルを利用するDNA合成の測定方
法が細胞増殖の測定のために開発された。この方法には放射活性を及び潜在的な毒性代謝
物が関与せず、それ故ヒトにおいて利用するのに適当である。
６．３　ヒトにおけるＴリンパ球動態測定：HIV感染症及び抗レトロウィルス療法の効果
全ての生化学及び細胞系と同様、Ｔリンパ球プールは動態状態で存在する：細胞は死に、
そして新たに分裂した細胞が置き代わる。CD４+Ｔ細胞プールの枯渇はHIV－１感染症にお
いて生ずるが、この変化の劇的な基準は不明のままである。
AIDSにおけるCD４枯渇の高度な代謝回転動態モデルが提唱されている（Hoら、1995,Natur
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e 373：123-126；Weiら、1995,Nature 373：117-122）。このモデルの中心的な主張はHIV
－１が高速のCD４+Ｔ細胞分解を引き起こすこと（１～２×109細胞／日）、そしてCD４再
生系に対する高い需要が何年もの後にリンパ球産生余力の消失及びCD４+Ｔ細胞プールの
崩壊を招くとのことである。このモデルはその後の研究のための強力な刺激剤を担ったが
、間接的な証拠に基づくものにすぎない：進行したHIV－１疾患における高度に活性な抗
レトロウィルス療法（HAART）の開始の後、CD４+Ｔ細胞は血液の中で４～８細胞／μＬ／
日の速度で蓄積する。この値の１～２×109細胞／日の全身累積速度への外挿及び処置後
のＴ細胞累積速度が処置前のＴ細胞分解の速度を反映するとの仮説（即ち、抗レトロウィ
ルス療法はＴ細胞分解を完璧に阻害し、そして増殖に対して全く効果を有さない）により
、このモデルの著者は後期段階の疾患に非常に高速なＴ細胞代謝回転が伴うと結論づけた
。
しかしながら、何人かの研究者は循環中のCD４+Ｔ細胞数の変化は「ウィルストラッピン
グ」、サイトカイン、ストレスホルモン又はその他の因子に基づく組織と血液との間での
分布の変化であり、Ｔ細胞の代謝回転（増殖及び分解）の変化ではないと指摘している（
Dimitrov and Martin,1995,Nature,375,194：Mosier,1995,Nature,375：193；Sprent and
 Tough,1995,Nature,375；193）。もしそうなら、増殖及び分解についての推論は循環中
の細胞数の測定のみからは正当化されないであろう。HAARTを経たリンパ組織のCD４+Ｔ細
胞含量のその後の研究はＴ細胞分布が事実上抗レトロウィルス療法により改変され、そし
て血液CD４カウント値の初期の上昇が主に全身Ｔ細胞蓄積ではなく再分布を表わすことを
確認した（Zhangら1998,Proc Natl.Acad.Sci.USA 95：1154；Gorochovら1998,Nature Med
. ４：215；Bucyら1998,5th Conference on Retroviral and Opportunistic Infections,
Abstr.519：177）。更に、他の研究者は、Ｔ細胞動態を評価するための別の間接的な方法
を利用し（即ち、Ｔ細胞染色体の末端制限フラグメント（TRF）長）、高い代謝回転状態
がHIV－感染症にはないことを結論づけた（Wolthersら、1996,Science 274：1543；Palme
rら、1996 J.Exp.Med. 185：1381）。ところで、複製履歴の指数としてのTRFを短くする
速度の利用も特にHIV感染において利用するために考えられている（Hellerstein and McC
une,1997,Immunity ７：583）。
正常人におけるＴ細胞動態についての定量データーの欠如はHIV－１感染症のＴ細胞動態
結果についての不確実性に更に寄与する。例えばCD４+Ｔ細胞についての１～２×109細胞
／日（４～８細胞／μＬ血液／日）の増殖速度（Hoら1995,Nature 373：123-126；Weiら1
995,Nature 373：117-122；Perelsonら1996,Science 271：1582；Perelsonら1997,Nature
 387：188；Wain-Hobson,1995,Nature 373：102）が、たとえそれが正しいとしても、正
常値よりも高いかどうか、それ故Ｔリンパ細胞生産系に対する異常な増殖負担であるかど
うかが不明である。
Ｔ細胞動態についてのこのような不確実性は従来の方法論の制約により大きい。最近まで
、ヒトにおいて使用するためのＴ細胞動態を直接且つ正確に測定するための技術は存在し
なかった。本発明の方法により、ヒトに含む対象の細胞の増殖及び置換速度が測定できる
。本発明の方法は安定なアイソトープによる内因性式ラベル化（図１）、しかる後の細胞
DNAの単離、デオキシリボヌクレオシドの酵素的加水分解、及びガスクロマトグラフィー
／マススペクトル（GC－MS）によるアイソトープ富化の分析による、放射性又は潜在的に
毒性な代謝物を使用することのない、DNA複製及び細胞増殖の測定を可能にする。このよ
うな技術を蛍光活性化セルソーティング（FACS）と組合せて選定の細胞サブ集団を精製す
ることにより（図９Ａ）、Ｔ細胞の増殖速度及び生存期間をヒトにおいて測定できる。
本実施例において、我々は本発明の安定なアイソトープ／FACS／GC－MS法を利用し、HIV
－１感染症を伴って及び伴わないでヒトにおける循環中のＴ細胞の動態（増殖及び置換速
度）を測定した。我々はＴ細胞動態に関する一定の基本的な疑問を焦点とした：HIV－１
血清陰性人における循環中のCD４+及びCD８+Ｔ細胞に関して何が正常増殖速度及び分率置
換速度定数であるか？これらの値は有意な血漿ウィルス負荷をもつHIV－１感染患者にお
いて変動するか？短期間（例えば３ケ月）又は長期間（例えば＞12ケ月）療法のいずれか
の後の高度に活性な抗レトロウィルス療法（HAART）養生法の効果は何か？このような条
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６．３．１　方　法
６．３．１．１　ヒト対象
動態測定を４グループの対象で実施した（表４）。対象は全員ボランティアであり、広告
又は口コミで募った。
（Ｉ）正常。HIV－１血清陰性対象（ｎ＝９；男性６人、女性３人）。対象は健康、体重
安定、無熱性であり、そして任意の医薬品を摂取していない。
（II）HIV－１感染対象。プロテアーゼインヒビター療法は受けておらず、有意な血漿ウ
ィルス負荷を示す（HIV＋グループ、ｎ＝６；男性５人、女性１人）。対象は今までにプ
ロテアーゼインヒビターを摂取したことがなく、臨床的に安定であり、そして無熱性であ
る。試験時のCD４カウント値を示す（表４）。
（III）ヌクレオシドと組合せた12週間のリトナビル／サキナビル療法を経て試験した対
象（短期間HAARTグループ、ｎ＝男性８人）。登録のための入会基準はヌクレオシドもし
くは非ヌクレオシド療法（ｎ＝６）に基づく有意なウィルス負荷又はヌクレオシドを伴う
プロテアーゼインヒビターに基づく有意なウィルス負荷とした（ｎ＝２）。臨床的に安定
；その他の医療条件なし；そしてリトナビル／サキナビル療法を始めて12週間にわたり追
跡されることを歓迎。９人の対象が登録；８人が12週間の試験を完了。基底及び12週目の
Ｔ細胞カウント値を示す（表４）。
（IV）12～24ケ月のHAART養生法を受けた対象。ウィルス負荷は検出限界よりも一貫して
低い（長期間HAARTグループ、ｎ＝男性５人）。これらの対象は臨床的に安定であり、そ
して12～24ケ月のウィルス負荷の記録抑制を有した。各患者の沈滞期でのCDカウント値及
び試験時での値を示す（表４）。
任意の手順の前に全ての対象から文書による告知同意書を得た。このプロトコールはUS S
an Francisco Committee on Human Researchにより承認されている。
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６．３．１．２　Ｔ細胞動態の測定
本明細書に記載の細胞増殖及び代謝回転を測定するための安定アイソトープ／MS法に関す
る本発明の方法をこれらの試験のために採用した。まとめると、かかる方法は下記の４つ
の段階を包含する：
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（１）in vivoでの［６，６－2Ｈ2］グルコースの投与。ラベル化グルコースの48hrの定
常静脈点滴を実施し、Ｔ細胞動態の代表的な時期のサンプルを確保した。血漿グルコース
の富化を点滴の間12時間毎に測定した。点滴はGeneral Clinical Research Center of Sa
n Francisco General Hospitalで実施した。血漿［2Ｈ2］グルコース富化は不連続静脈点
滴の１～２hr以内に＜10％の定常値にまで衰退した。
（２）血液からのCD４+及びCD８+Ｔ細胞集団の単離。採血を一般に２回行った（50～70ml
づつ）。１回目は［2Ｈ］グルコース点滴の５～７日目の間、そして２回目は10～14日目
の間とした。末梢血液単核細胞をまずCD４+及びCD８+Ｔ細胞サブ集団へとイムノアフィニ
ティービーズ［Dynabeads（Dynal；Oslo,Norway）又はMACS分離カラム（Miltenyi Biotec
,Auburn,CA）］により分けた。再分析により、これらの細胞調製物は平均して、純度がわ
ずか70～90％であり、そしてGC－MSにより不定の動態測定値を供することが見い出された
。従って、マルチパラメーターフローサイトメトリーを利用してCD４+及びCD８+Ｔ細胞サ
ブ集団を＞98％の純度にまで単離する必要があった。
（３）Ｔ細胞DNAからのdAの調製。プリンデオキシリボヌクレオシド（dA及びdG）をその
後のGC－MS分析のためにＴ細胞DNAから単離した（図９Ｂ）。一般に、大まかに106個の細
胞を占める≧５μｇのDNAがGC－MS測定のために十分なdAを回収するのに要した。
（４）dAの2Ｈ－富化のマススペクトル測定。dAのアイソトープ富化のGC－MS分析は［2Ｈ

2］dAの標準曲線との対比により行った（図９Ｃ）。
６．３．１．３　Ｔ細胞動態パラメーターの計算
本明細書に記載のラベル化物質により未ラベル物質の交換又は置換を表わす動態計算は前
駆体－生成物関係の数学、又はNewtonの冷却の法則に基づく（Macallanら1998 Proc.Natl
.Acad.Sci.USA 95：708-713；Zilversmitら1974,J.Gen.Physiol. 26：325；Hellerstein 
and Neese,1992,Am.J.Physiol. 263：E988-E1001；WaterlowらPROTEIN TURNOVER IN MAMM
ALIAN TISSUES AND IN THE WHOLE BODY 216-219（North-Holland Publishing Co.,Amster
dam,1978））。分率置換速度（ｋ，ｄ-1）又は流入速度定数及び存在の定常もしくは偽定
常条件は、前駆体（血液グルコース；デオキシリボヌクレオシドプール中の細胞内希釈に
ついて補正）と比較しての生成物（Ｔ細胞dA）へのラベル組込みの比から計算した：式（
１）：dB／dT＝ｋ（Ａ－Ｂ）
式中、Ａは前駆体のアイソトープ富化であり、そしてＢは生成物のアイソトープ富化であ
る。
Ａが一定なら、積分は次の式をもたらす：
式（２）：

並び換えると
式（３）：ｋ＝－ln（１－［Ｂ／Ａ］）／ｔ
となる。ここでｔは２日（アイソトープラベル化期間）であり、そして富化は存在する［
2Ｈ2］ラベル化分子の分率を示す。絶対Ｔ細胞増殖速度を次いで（ｋ×プールサイズ）と
して計算し、ここでプールサイズは実測血液カウント値（Ｔ細胞／μＬ）に等しい。全身
Ｔ細胞絶対増殖速度への外挿は（106μＬ／Ｌ）×（５Ｌの血液容量）×（50）を乗じる
ことにより、発表の通り（Hoら、1995,Nature 373：123-126；Weiら、1995,Nature 373：
117-122）実施できうる。
これらの計算は下記に基づく：ラベル化期間の間循環中のＴ細胞カウント値は安定であり
、従って分裂したばかりの細胞の循環への参入は他の細胞の流出によりバランスがとれて
いる（定常仮定）；増殖中のＴ細胞及び非増殖中のＴ細胞は組織及び血液を似たように横
行し、従って血液中の分裂したばかりの細胞の分率が組織内を占める；そして細胞外グル
コースからＴ細胞内のdATP成分への代謝的寄与（図１）は全てのリンパ増殖性組織におい
て均一であり、そして本明細書におけるin vitroで予め計算した値であった（表２；また
Macallanら、1998,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 95：708-713を参照）。Ｔ細胞分解の代表と
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しての循環中のＴ細胞の置換速度の解釈は、組織Ｔ細胞プールサイズがラベル化期間中一
定であり、従って分裂したばかりの細胞の生産が他の細胞の分解によりバランスどりされ
ているものと仮定される。循環中のＴ細胞の絶対増殖速度の全身への外挿は、組織と血液
との間での分布比が一定であり、そして推定された値である（50：１）と仮定する（Hoら
、1995,Nature 373：123-126；Weiら、1995,Nature 373：117-122）１）。
６．３．１．４　統計学的分析
グループを一方向ANOVOにより、Dunn／Bonferroniフォローアップで、５％の手順誤差率
において比較した。CD４+を対合し検定によりグループ内のCD８+Ｔ細胞と比較した。
６．３．２　結　果
循環中のリンパ球の動態測定は、サンプリングした画分（血液）が、細胞増殖が起こるも
のと信じられている区画ではない点、若干異常なフィーチャーである。循環中のＴ細胞に
おけるラベルの組込みの判断はこの区分けを念頭に置かなくてはならない。図10における
結果は、循環中のCD４+Ｔ細胞において測定されたラベル組込みの経時的な識見を供する
。短期間HAARTに基づく８人の対象のこのグループにおいて（グループIII）、ほとんど（
６人）が５日及び14日目に同等のレベルのラベル組込みを示した。３人の対象も６又は７
日目のサンプルでこの間隔の間ラベル組込みの安定性を示した。これらの観察は中心のサ
ンプリングしていない区画におけるＴ細胞増殖、それに続く５～14日間にわたる循環プー
ルへの急速交換（混合）モデルと一致する。血液CD４プールは１日何回も再循環するため
（Gowansら、1998,Blood 91：1653）、循環中のＴ細胞中の富化の見かけ上の安定性（図1
0）は交換するプールが十分に混合されることを示唆する。ラベルを中断して２週間の間
のCD４+Ｔ細胞富化の落下の欠如は、循環中のラベル化細胞の分解を相殺する組織由来の
ラベル化細胞の残留的なゆっくりとした流入を反映するようである。もし血液及び組織の
混合が100％に満たないなら、又は一部のラベル化細胞が血流中で出現する前に破壊され
るなら、血液中の実測置換速度は、たとえそれが血流中に存在する細胞の置換及び増殖を
正確に反映していようと、組織Ｔ細胞増殖の真の速度を下まわって見積られてしまうであ
ろう。実測の代謝回転速度はかくして、組織に外挿すると、最小値と見られうる。
グループIIIで試験した２人の対象において、たとえラベル投与を長い間中断したとして
も、最初及び最後の時点の間で実測の組込みは増大した。このような状況において、増殖
中の細胞（最初の２日間の間にラベル化）は他の６人の対象で観察されるよりも遅い速度
で末梢循環へと交換されたにちがいない。以下に示すデーターの目的のため、このような
個体由来の実測組込み値を、最高値をもつ日と解釈した。上記の通り、これらの結果は組
織Ｔ細胞増殖速度の最小推定値である循環中のCD４+Ｔ細胞へのラベル組込みの似たよう
な経過がグループＩ、II及びIV由来の対象で観察された（表４）。
６．３．２．１　CD４+及びCD８+Ｔ細胞動態
正常なHIV－１血清陰性対象におけるCD４+Ｔ細胞についての分率置換速度（ｋ）は0.0089
±0.0052ｄ-1であった（表４、グループＩ）。CD８+Ｔ細胞についてのｋの値は0.0100±0
.0130ｄ-1であった。循環中の絶対増殖速度はCD４+及びCD８+Ｔ細胞それぞれについて11.
4±7.0及び6.4±8.3細胞／μＬ／日であった。組織：血液Ｔ細胞分布の標準推定値（50：
１）を適用すると（Hoら1995,Nature 373：123-126；Weiら1995,Nature 373：117-122；P
erelsonら1996,Science 271：1582；Perelsonら1997,Nature 387：188；Wain-Hobson,199
5,Nature 373；102）、血液中のこれらの速度は全身においてそれぞれ2.8±1.8×109及び
1.6±2.1×109細胞／日へと外挿される。このようなHIV－１血清陰性対象において、CD４
+Ｔ細胞についての増殖速度はCD８+Ｔ細胞について認められた値よりも約２倍高い。特に
、このようなHIV－１血清陰性対象におけるCD４+代謝回転速度は、間接手段を利用して後
期HIV－１疾患の間に流出するものと従来推定されたものよりも高い（Hoら、1995,Nature
 373：123-126；Weiら、1995,Nature 373：117-122）。
有意な血漿ウィルス負荷（平均105.0±5.2；CD４カウント値360±267）をもつHIV－１血
清陽性男性（ｎ＝６）における動態結果を示す（表４、グループII）。CD４+Ｔ細胞につ
いてのｋの値は正常コントロールと比べ、HIV－１感染対象において約３倍高かった（0.0
31±0.006ｄ-）（図11Ａ及び11Ｂ）。循環プールへの分裂したばかりの細胞の流入を表わ
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す循環中のCD４+Ｔ細胞の絶対増殖速度9.9±5.7細胞／μＬ／日（又は2.5±1.4×109細胞
／日の全身速度）は無秩序なHIV－１感染症において正常値よりも高くならなかった（図1
1Ａ及び11Ｂ）。対照的に、循環中のCD８+Ｔ細胞増殖の絶対速度は正常コントロールと比
べてHIV－１感染症において高まり（全身で28.3±17.4細胞／μＬ／日又は7.1±4.4×109

細胞／日、図11Ａ及び11Ｂ）、そしてCD４+Ｔ細胞について認められたものより、低いの
ではなく、高かった。
８人の対象を12週間のHAART養生法（従前のヌクレオシド又は非ヌクレオシドに加えてリ
トナビル／サキナビル）を含む併合プロテアーゼインヒビターにかけた後、経時血液CD４
カウント値が比較的安定なときに試験した。（表４；Hoら1995,Nature 373：123-126；We
iら1995,Nature 373：117-122；Perelsonら1996,Science 271：1582；Perelsonら1997,Na
ture 387：188；Wain-Hobson,1995,Nature 373：102；Zhangら1998,Proc Natl.Acad.Sci.
USA 95：1154）。この時期での血流中の実測Ｔ細胞置換速度を最初の６週間の非定常期中
の血液内のCD４+Ｔ細胞の平均累積速度（即ち、基底及び６週目の血液CD４カウント値と
の差から推定；図12の備考参照）と比較した。初期非定常期の際の平均累積速度は定常時
の真の置換速度より下まわって見積もられ、そして定量的にも実測値とよく相関しなかっ
た（図12）。例えば一部の対象はHAARTによる血液CD４カウント値の任意の上昇を示さず
、従って代謝回転は累積法によっては推定できなかったにもかかわらず、これらの対象は
12週間の治療でCD４+Ｔ細胞の活発な代謝回転を示した（図12）。
プロテアーゼ－インヒビター含有養生法にかいていないHIV－１血清陰性コントロール及
びHIV－１感染対象の両者と比べ、Ｔ細胞動態における数多くの有意差が短期間HAART養生
法を経た患者において記録された（図11Ａ及び11Ｂ）。ウィルス負荷が減少しようとしな
かろうと、ｋについての値並びにCD４+及びCD８+Ｔ細胞の絶対増殖速度は一般に高かった
。グループIIIにおけるＴ細胞動態はウィルス学応答体（ウィルス負荷＜500コピー／ml）
及びウィルス不全体（ウィルス負荷＞500コピー／ml、表４、図11Ａ及び11Ｂ）について
有意に相違しなかった。長期HAART（グループIV、12～24ケ月のウィルス負荷の持続抑制
をもつ）は異なる動態を示し続けた（図11Ａ及び11Ｂ）。この５人の個人のグループにお
いて、ｋについての値並びにCD４+及びCD８+Ｔ細胞についての絶対増殖速度は本質的にHI
V－１血清陰性対象において観察された正常値に逆もどりしていた。
CD４+及びCD８+Ｔ細胞絶対増殖速度（図13Ａ、ｒ2＝0.69、ｐ＜0.001）並びにｋ（図13Ｂ
、ｒ2＝0.66、ｐ＜0.001）間の強い相関が観察された。HIV－１血清陽性（図13Ｃ、ｒ2＝
0.96、ｐ＜0.0001）及び短期間HAARTグループ（図13Ｄ、ｒ2＝0.55、ｐ＜0.01）の双方に
おけるCD４+Ｔ細胞の絶対増殖速度及び血液カウント値との間での強い相関も認められ、
一方ｋとCD４カウント値（図13Ｅ）との間では相関はなかった。血漿ウィルス負荷とHIV
－１感染グループにおける循環中のCD４+Ｔ細胞の絶対増殖速度（図13Ｆ）又はｋ（図13
Ｇ）のいずれかとの間の相関もなく、即ち、高血漿ウィルス負荷には血流中の分率又は絶
対のいずれもの高速CD４+Ｔ細胞代謝回転が伴わなかった。
６．３．３　分　析
Ｔリンパ球動態は本明細書に記載の安定なアイソトープ／FACS／GC－MS法を利用してヒト
対象において直接測定できる。HIV－１免疫病原に関する数多くの問題がこれにより解決
される。
疑問（１）：正常人における循環中のＴ細胞の代謝回転（置換及び絶対増殖速度の速度定
数）の動態は何であるか？
HIV－１－未感染正常コントロールにおける循環中のＴ細胞代謝回転速度についての情報
がないため、かかる速度がHIV－１疾患の経過の間変化すると結論づけることは不可能で
ある。間接的な方法が、放射線療法を経たＴ細胞における不安定な染色体損傷の持続の測
定を含む正常な代謝回転速度を評価するために今まで利用されてきた（McLean and Michi
e,1995,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 92：3707；Michieら、1992,Nature 360：264）。このア
プローチにより得られた評価（記憶Ｔ細胞についてはｋ＝0.01ｄ-1、そしてナイーブＴ細
胞については0.001ｄ-1）は、本明細書に記載の混合Ｔ細胞プールについての約0.009ｄ-1

の実測値と近いが、やや低い。このやや低い日常の代謝回転評価（我々のアプローチによ
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り測定された４～８細胞／μＬ／日、対、11細胞／μＬ／日）は、放射線療法を経たリン
パ球減少症「正常」対象における長期Ｔ細胞生存を反映しうる（McLean and Michie,1995
,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 92：3707；Michieら、1992,Nature 360：264）。
HIV－１感染症との関係において、本明細書に記載の結果又は従来の結果（McLean and Mi
chie,1995,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 92：3707；Michieら、1992,Nature 360：264）は、A
IDSにおける４～８細胞／μＬ／日（１～２×109細胞／日）のCD４+Ｔ細胞再生速度が異
常に高いという所見を裏付けする。この範囲において循環するCD４+Ｔ細胞プール中の増
殖速度を擬態したモデルはリンパ球産生貯蔵体（reserve）上に慢性ストレインを負荷し
（Hoら1995,Nature 373：123-126；Weiら1995,Nature 373：117-122；Perelsonら1996,Sc
ience 271：1582；Perelsonら1997,Nature 387：188；Wain-Hobson,1995,Nature 373：10
2）、それ故正常人についての有用な対照データーとは一致しなかった。
疑問（２）：進行したHIV－１疾患におけるCD４+Ｔ細胞枯渇が加速化分解（高代謝回転モ
デル）、再生不良（低代謝回転モデル）又は両方に原因するか？
「代謝回転」なる語をどのように使用しているかを明確に定義することは重要であり、な
ぜならこの語は往々にして細胞置換の過程の２通りの態様を意味するために利用されてい
るからである。「代謝回転」とは：（ｉ）細胞が形成及び死ぬ絶対速度（絶対増殖速度、
細胞／日）；又は（ii）１日当り置換される細胞のプールの分率（ｋ，ｄ-1）のいずれか
を意味する。生化学システムにおいて、プールサイズは一般に絶対産生速度（一般に最終
産物との関連で０次元）及び除去の定常速度（これは一般に最終産物との関連で一次元）
により決定される（WaterlowらPROTEIN TURNOVER IN MAMMALIAN TISSUES AND IN THE WHO
LE BODY 198-211（North-Holland Publishing Co.,Amsterdam,1978）;Schimke,MAMMALIAN
 PROTEIN METABOLISM 178-228（H.N.Munro ed.,Acad.Press,New York,1970）。HIV－１感
染症における関連の疑問はＴ細胞の加速化分解及び／又は損われた生産がCD４+Ｔ細胞枯
渇を誘導するかどうかにある。２通りのモデルが対立した動態推測を供する：加速化分解
モデル（Hoら1995,Nature 373：123-126；Weiら1995,Nature 373：117-122；Perelsonら1
996,Science 271：1582；Perelsonら1997,Nature 387：188；Wain-Hobson,1995,Nature 3
73：102）は未処置のHIV－１疾患における高度なCD４+Ｔ細胞代謝回転、代謝回転とCD４
カウント値との負の（inverse）相関、及びHAART後の代謝回転速度における低下を予測せ
しめる（図14、左側参照のこと）。対照的に、再生不良モデル（Wolthersら1996,Science
 274：1543；Palmerら1996,J.Exp.Med. 185：1381；Hellerstein and McCune,1997,Immun
ity ７：583）は未処置のHIV－１疾患における低CD４+Ｔ細胞代謝回転、代謝回転とCD４
カウント値との間での正の（direct）相関、及びHAARTの開始後の代謝回転の増大を予測
せしめる（図14、右側参照）。
CD４+Ｔ細胞についてのｋはHIV－１陰性対象におけるよりもHIV－１陽性において３倍高
いが、所見はＴ細胞生産速度又は再生能力が、少なくとも本発明において研究した進行HI
V－１集団において、循環中のCD４+Ｔ細胞カウント値を決定するうえで定量的により重要
な役割を果たすことを示唆する：
（ｉ）短期間HAARTには循環CD４+Ｔ細胞についての分率及び絶対置換速度の双方の、低い
のではなく、高い値が伴う（図11Ａ及び11Ｂ）。これらのデーターは短期間HAARTの後に
観察されるCD４カウント値における定常増加が循環中のCD４+Ｔ細胞の長い生存に基づく
のではなく（事実、生存時間又は半減期は短い）、その代わり循環プールへの新たに生産
されたＴ細胞の流入速度の上昇を反映する。
（ii）循環中のCD４+Ｔ細胞の絶対増殖速度は高ウィルス負荷されたHIV－１感染対象にお
いては高くなく（図13Ｆ）、そして正常な血清陰性コントロールと比べ未処置のHIV－１
血清陽性対象において高くなかった（表４、図11Ｂ）。これらの所見は、少なくとも進行
したHIV－１疾患においては、ウィルス誘導リンパ球産生負担のモデルを支持しない。
（iii）血液CD４+Ｔ細胞の絶対代謝回転速度が高いほど、CD４+カウント値は高いが、ｋ
との相関はなかった（図13Ｃ－13Ｅ）。この結果は、加速化分解モデルにより推定される
動態とは対立しており（図14）、それによれば最も急速なCD４+Ｔ細胞代謝回転を有するH
IV－１血清陽性個体は最低のCD４カウント値を有するはずである（図13Ｃ及び13Ｄを図14
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と比較）。
（iv）短期間HAARTはCD８+Ｔ細胞の増殖をCD４+Ｔ細胞と同程度に増大させ（図11Ａ及び1
1Ｂ）、そして低CD４増殖速度のHIV－１感染対象も低いCD８+増殖速度を有する（図13Ａ
）。かくして、CD８+Ｔ細胞はCD４+Ｔ細胞と進行したHIV－１疾患における見かけ上の再
生制限を有した。
これらの所見は、CD４+及びCD８+Ｔ細胞の双方の再生がHIV－１疾患に制限され、そして
かかる制限は抗ウィルス療法により軽減される。末梢リンパ組織についての近年の所見（
Zhangら、1998,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 95:1154）は、Ｔ細胞再生系がHAARTの後に改善
される見解と一致する。小胞樹状ネットワークの部分的修復はリンパ組織において急速に
認められ、新生リンパ小胞及び細胞浸潤物の出現が伴った（Zhangら、1998,Proc.Natl.Ac
ad.Sci.USA 95：1154）。初期CD４カウント値が低いほど、リンパ構造における変化がよ
り劇的であった。本明細書において紹介する動態データーは、末梢リンパ組織、そしてお
そらくは胸腺におけるＴ細胞増殖のための微小環境が抗レトロウィルス療法により改善さ
れうるとの知見を支持する。
疑問（３）：HIV－１感染症におけるＴ細胞についての「目かくして（blind）ホメオスタ
シス」についての証拠があるか？
「目かくしホメオスタシス」モデルがHIV－１疾患の進行の際の循環CD４+及びCD８+Ｔ細
胞カウント値における往復変化を説明するために提唱されている（Roederer,1995,Nature
 Med. 1（7）：621；Margolickら、1995,Nature Med. 1（7）：674-680）。このモデルは
CD４+とCD８+Ｔ細胞とを区別しないＴ細胞カウンターを要する：CD４+Ｔ細胞が破壊され
ると、CD８+Ｔ細胞が大量に生産され、有用なＴ細胞空間を充満する。環境的観点におい
て、CD４+及びCD８+Ｔ細胞再生は共有及び制限資源（例えば抗原提示細胞、補刺激因子、
等）について競合するものと考えられている。
ここに示すデーターはこのモデルとある程度一致する。このモデルと替同するのは、CD８
：CD４絶対増殖速度の比がHIV－１による感染後に逆転することにある（表４、図11Ｂ）
。正常な対象において、絶対増殖速度又は循環CD４+Ｔ細胞は循環CD８+Ｔ細胞の絶対増殖
速度の２倍であり、HIV－１感染グループにおいては、CD８速度はCD４速度の少なくとも
２倍であり、血液中のCD８+Ｔ細胞プールサイズにおける変化と平行している（表４）。
他方、HAARTによる処置はCD４+及びCD８+Ｔ細胞絶対増殖速度の双方の同等上昇が伴う（
図11Ａ及び11Ｂ）。更に、HIV＋グループ内で、CD４+とCD８+増殖速度との間での強い直
接相関があった（図13Ａ）。このような所見は、少なくとも後期HIV－１疾患の状況にお
いて、CD４+及びCD８+Ｔ細胞の双方の生産は共有因子の欠如により制限される。
このような結果は、起源についての競合要素が進行したHIV－１疾患に存在するが、共通
の再生欠陥は重複していることを示唆する。HIV－１感染症の自然履歴にわたるCD４及びC
D８動態の縦軸研究がこの問題の解決に必要とされる。
疑問（４）：ほとんどのCD４代謝回転が直接HIV－１媒介殺傷によるのか？
HIV－１がin vivoでCD４+（そして可能としてはCD８+Ｔ細胞）に直接感染してそれを破壊
できることが明確であるが（Flamandら、1998,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 95：3111）、動
態分析は循環CD４+Ｔ細胞の死のほとんどが循環HIV－１とは正に相関しない状況で起こる
ことを示した。
ｉ）短期間HAARTに基づく５人の「ウィルス応答体」において（表４、グループIIIＡ）、
CD４+Ｔ細胞についてのｋは、有意なウィルス負荷を有するHIV－１感染対象（グループII
）において認められるものよりも、低いのではなく、高かった。即ち、より高い分率のCD
４+Ｔ細胞が低級循環ウィルス負荷に直面して死滅した（図11Ｂ）。この結果は、短期間H
AARTをCD４+Ｔ細胞増殖のレベル増大、それ故活性化誘導細胞死（AICD）のレベル増大に
結びつけるＴ細胞再生の脱抑制に反映しうる（Murali-Krishnaら、1998,Immunity ８：17
7）。低級ウィルス負荷はまずCD４+Ｔ細胞死の全体レベルを上昇させることがあり、なぜ
ならよく多くのCD４+Ｔ細胞が産生されるからである。
ii）似かよった見解がCD８+Ｔ細胞の代謝回転を支持する。このような細胞は、活発なウ
ィルス複製を有するHIV－１感染対象者（グループII）においてよりも、「ウィルス応答
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体」（グループIII）において高めのｋ又は短めの生存期間を有する。CD８+Ｔ細胞の半減
期（１／ｋ）は様々なHIV－１感染グループ間でのCD４+Ｔ細胞についてのそれと同じであ
り（図11Ａ）、そしてグループ内では強く相関していた（図13Ｂ）。CD８+Ｔ細胞がin vi
voで感染及び破壊されていなければ、そのｋについての高まった値及び絶対増殖速度がHI
V－１の直接作用に原因するとすることは困難である。
iii）最後に、循環中のウィルス負荷とCD４+Ｔ細胞増殖速度又はｋとの相関は認められな
かった（図13Ｆ及び13Ｇ）。血漿ウィルス負荷は今まで身体におけるCD４+Ｔ細胞分解速
度の指数として解釈されていた（Perelsonら1996,Science 271：1582；Perelsonら1997,N
ature 387：188；Wain-Hobson,1995,Nature 373：102；Mellorsら1996,Science 272：116
7；Mellorsら1995,Ann.Int.Med. 122：573）。我々はＴ細胞分解がリンパ組織において起
こる可能性を否定できないが、我々のデーターは血漿ウィルス負荷が循環中のCD４+Ｔ細
胞の分解速度の反映であるとの認識を支持しない。
このような動態発見はウィルス媒介型CD４+（又はCD８+）Ｔ細胞殺傷の発生に対する反論
とならない。むしろ、これらは循環プール中のほとんどの死滅するCD４+（及びCD８+）Ｔ
細胞が未感染でありうることを実証する（Oyaizu and Pahwa,1995,J.Clin.Immunol. 15：
217；Casella and Finkel,1997,Curr.Op.Hematol. ４：24；Andersonら1998,J.AIDS Hum.
Retrovirol. 17：245）。
疑問（５）：何が進行したHIV－１疾患においてＴ細胞増殖を誘導するか？
３組のHIV－１感染グループにおけるＴ細胞増殖速度の対比（図11Ｂ）は、Ｔ細胞再生が
この条件において著しく抗原誘導性であることを示す。短期間HAARTを経たCD４+及びCD８
+Ｔ細胞の双方の極端に高い増殖（HAARTを受けていないHIV－１感染対象及びHIV－１血清
陰性コントロールと比べ）は12～24ケ月のHAARTを経て、分率及び絶対の双方において、
著しく低い代謝回転と相違する。後者の状況は抗原負担の標準化を反映し得、一方前者の
状況は、HIV－１自体及び病原性生物を含む抗原刺激を満たす。この解釈は、Ｔ細胞増殖
における早期増大がほとんどの記憶Ｔ細胞を反映し（即ち、抗原駆動細胞増殖）、そして
より多彩なＴ細胞レセプター（TCR）レパートリーが伴わないであろうことを予測せしめ
る（Connorsら、1997,Nature Med. ３：533）。対照的に、長期ウィルス抑制は、抗原駆
動性でないなら、そして特に胸腺内成熟を包括しないなら（McCune,1997,Sem.Immunol. 
９：397）、TCRレパートリー多彩性の拡大が付随したナイーブＴ細胞の構築を含みうる。
AIDSにおける免疫細胞動態についてのパズル化した疑問の一つは、なぜCD４カウント値が
HAARTを経て急上昇し、骨髄移植又は放射線療法誘導リンパ球減少症の後にはるかにゆっ
くりと回復するかにある（Mackallら1994,Blood 84：2221；Mackallら1997,Immunol.Toda
y 18：245；Mackallら1997,Blood 89：3700）。HIV－１感染症がＴリンパ球産生を何らか
に刺激するという考えを生物学的に合理化するのは困難である。抗原駆動モデル（AIDSに
おける損傷の少ない又はより可逆的に損傷を受けた微小環境との組合せ）はこのような条
件間での相違の説明となりうる。12週間の併合プロテアーゼインヒビター処置（表４）を
経た患者の大まかに５～47　CD４+Ｔ細胞／μＬ／日及び27～81　CD８+Ｔ細胞／μＬ／日
の置換速度は、この条件における循環中のＴ細胞プールサイズの比較的急な変化を担うに
は、たとえ分率分解速度でさえもが高まったとしても、十分すぎる。12～24ケ月のHAART
を経た患者における著しく低い置換速度（２～７　CD４細胞／μＬ／日及び４～26　CD８
細胞／μＬ／日）は後骨髄移植又は放射線療法条件における動態に一層近似しうる。この
ような非HIV－関連リンパ球減少状態におけるリンパ球動態の測定は興味深い。
疑問（６）：長期抗レトロウィルス療法は短期間療法とは異なるＴ細胞動態に対する効果
を有するか？
最近の研究はＴ細胞集団の表現型が、初期の３～６ケ月の処置の際よりも12～18ケ月のプ
ロテアーゼインヒビター含有養生法を経て異なった風に影響されることを示唆した（Autr
anら1997,Science 277：112；Connickら1998,5th Conference on Retroviral and Opport
unistic Infections,Abstr.LB14：225）。特に興味深いのは、ナイーブ表現型（CD45RA＋
CD62L＋）Ｔ細胞において遅い増大が報告されていることである。我々の結果（表４、図1
1Ａ及び11Ｂ）は、短期間療法と比べ、長期間療法の後に非常に異なるＴ細胞動態を示し
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た。12～24ケ月後、CD４+Ｔ細胞の分率及び絶対代謝回転は、３ケ月のHAART後に存在する
はるかに高い値と比べ、正常コントロールのそれを下げた。HAART後最初の４～６週間の
間の動態が組織と血液との間での分配を主に反映しうるとの報告と共に（Zhangら1998,Pr
oc Natl.Acad.Sci.USA 95：1154；Gorochovら1998,Nature Med. ４：215；Bucyら1998,5t
h Conference on Retroviral and Opportunistic Infections,Abstr.519：177）、これら
のデーターは後HAART期間が少なくとも３つの動態期に分けられることを示した：最初の
０～２ケ月の間での初期非定常状態（又は分配）期、２～６ケ月の間での加速化増殖及び
分解期、並びにおそらくはナイーブＴ細胞再生及び免疫再構築を特徴とするその後の低代
謝回転期。Ｔ細胞動態のこのモデルは本明細書に記載の方法を利用し、将来試験可能であ
る。
疑問（７）：何がＴ細胞動態を評価するためのその他の技術についての暗示であるか？
Ｔ細胞代謝回転の直接測定値と初期非定常状態における循環Ｔ細胞の蓄積速度とを対比す
る本明細書において紹介する結果は、後者のアプローチが循環Ｔ細胞プールでさえも、真
の代謝回転に関して情報性でないことを示唆する。評価中の定常状態代謝回転の他に、真
の置換速度間での信頼できる相関はなく、そして早期蓄積に対する分配の効果は否定でき
ない。更に、蓄積方法はＴ細胞カウント値が安定なら適用できず、そしてグループIIIに
おける一部のより注目される対象がこのカテゴリーに属した（表４）。CD４+Ｔ細胞分解
がウィルス複製の急性抑制の後にゼロにまで低下するとの仮説（Hoら1995,Nature 373：1
23-126；Weiら1995,Nature 373：117-122；Perelsonら1996,Science 271：1582；Perelso
nら1997,Nature 387：188；Wain-Hobson,1995,Nature 373：102）は本明細書において紹
介するデーターとは一致せず、なぜなら正常HIV－１陰性対象は約11.4細胞／μＬ／日（
又は全身において2.8×109細胞／ｄ）のCD４+Ｔ細胞代謝回転を有するからである。かく
して、血流中の後HAART CD４蓄積は血液CD４+Ｔ細胞の前HAART又は後HAART増殖又は分解
速度のいずれも示さなかった。
テロマーTRF短縮速度はHIV－１感染症におけるＴ細胞複製履歴指数としても利用されてい
る（Wolthersら、1996,Science 274：1543；Palmerら、1996,J.Exp.Med. 185：1381）。
この方法は増殖中の細胞集団に対する潜在的な選択バイアスを理由にHIV－１感染症にお
いて特に問題である（更には、Hellerstein and McCune,1997,Immunity ７：583を参照の
こと）。この問題はもしHIV－１が活性化細胞に優先的に侵入して殺傷するなら、生存細
胞のTRF長は一般集団の複製履歴を反映しないことがあることにある。WolthersらもPalme
rらも、HIV－１血清陰性コントロールと比べてHIV－１感染化患者におけるCD４+Ｔ細胞の
高速TRF短縮を見い出していない（Wolthersら、1996,Science 274：1543；Palmerら、199
6,J.Exp.Med. 185：1381）が、Wolthersらはそれ以来正常値よりも３倍高いCD４+Ｔ細胞
分率代謝回転の上昇が、もしHIV－１が増殖中のCD４+Ｔ細胞の感染及び分解について30％
の効率を有するなら、彼らのTRFデーターと適用するであろうことを認識している（Wolth
ersら、1998,Immunol.Today 19：44）。この形態に従うと、HIV＋対象における我々の約
３倍高いｋの発見はTRFデーターと一致した。HIV－１血清陰性コントロールにおけるHIV
－１感染対象における高めのCD８+Ｔ細胞代謝回転の報告（Wolthersら、1996,Science 27
4：1543；Palmerら、1996,J.Exp.Med. 185：1381）も、増殖中のCD８+Ｔ細胞がHIV－１に
より優先的に感染されて破壊されるなら、本明細書において紹介する結果と一致する。
疑問（８）：我々の発見はHIV－１感染患者の臨床処置と何らかの関連を有するか？
このような動態結果の重要な特徴は各グループにおける特にHAARTに対する動態応答の観
点で著しく不均質であった（表４）。多くの要因、例えば疾患の段階、ウィルス複製の抑
制、患者の年齢、抗原負担、胸腺機能、及び抗原依存性Ｔ細胞再生を支持するリンパ組織
の能力がＴ細胞動態に影響を及ぼすようである。疾患集団内の不均質性は病原的に異なる
臨床サブグループを同定する可能性を上昇させる。本発明において試験した一定の個体は
臨床サブグループが存在し得、そして同定可能であることを示唆する。以下の２つの症例
は短期間HAARTグループに由来する（グループIII、表４）：
患者＃４（AIDSを患う年令43才の男性）。血漿ウィルス負荷はHAARTにより157,000から＜
500に落下したがCD４カウント値においてはわずかな上昇しかなかった（83から135のCD４
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、わずか4.4細胞／μＬ／ｄ（1.1×109細胞／ｄ）であった。このタイプの患者はＴリン
パ産生系に対する一層進行した損傷を反映し得、そしてアジュバント免疫刺激療法の候補
でありうる（例えば、インターロイキン－２、胸腺組織又は始祖細胞の移植）。
患者＃６（AIDSを患う年令48才の男性）。この患者は今まで他のプロテアーゼインヒビタ
ーでは不良に終わり（インディナビル、ウィルス負荷＝28,000）、そして不良となる前に
リトナビル／サキナビルに対する一過性応答を有した（ウィルス負荷＝47,000）。
にもかかわらず、彼はCDカウント値を450細胞／μＬ前後で維持し、そして47.1細胞／μ
Ｌ／ｄ（12.5×109細胞／ｄ）の絶対増殖速度を有した。かくして、彼の血液CD４細胞の
半減期はわずか6.5日（ｋ＝0.105ｄ-1）であり、循環中のCD４プールは非常に高いＴ細胞
再生速度により維持された。これらの発見は血漿ウィルス負荷の測定値から明らかでない
Ｔ細胞再生系の能力を示し、そしてそれは「ウィルス学不全」に直面した抗レトロウィル
ス療法の有益な作用をも指摘しうる（例えば、おそらくはＴリンパ球再生に対する局部作
用に対して二次的に、ウィルスの病原性を改変させる）。
動態は抗レトロウィルス療法を開始する時間についての臨床学的に有用な情報も提供する
。Ｔ細胞動態における改変（「ストレス」）がＴ細胞プールサイズにおける変化（「スト
レイン」）に先行するなら、前者の測定は後者の予防を助長しうる。
まとめると、本発明はヒトにおけるＴ細胞動態を測定するための方法を提供する。かかる
方法により、HIV－１の免疫病原性についての基本的な問題は解決できる。本明細書に示
す結果はHIV－１疾患の病原における及び抗レトロウィルス療法に対する応答におけるＴ
細胞再生系を焦点とする。これらの結果は直接HIV－１－媒介CD４+Ｔ細胞殺傷以外のメカ
ニズムが進行したHIV－１疾患における最大のＴ細胞代謝回転の原因であり、そしてＴ細
胞代謝回転は後HAART条件において抗原駆動性である。本明細書の開示に基づき当業者に
明らかな通り、本発明の方法は他の観点のHIV－１免疫病原性及びin vivo療法に幅広く適
用できる。
以上から、多くの記載の方法は下記の通りに簡潔に表現できるいくつかの一般的特徴を有
する：細胞のDNAをラベル化するための安定なアイソトープラベルのin vitro及びin vivo
用途。de novoヌクレオチド合成経路を介して細胞のDNAをラベルするための安定なアイソ
トープラベルのin vitro及びin vivo用途。細胞増殖及び／又は細胞分解速度を測定する
ためのde novoヌクレオチド合成経路を介する細胞のDNAをラベルするための安定なアイソ
トープラベルのin vitro及びin vivo用途。de novoヌクレオチド合成系を介して細胞をラ
ベルすることを含む、細胞のDNAをラベルするための安定なアイソトープラベル及び不安
定な放射性アイソトープラベルの利用。細胞増殖及び／又は細胞分解速度を測定するため
のde novoヌクレオチド合成経路を介する細胞のDNAをラベルするための安定なアイソトー
プラベル又は放射性アイソトープラベルの利用。細胞増殖を誘導又は阻害するための能力
について薬剤をスクリーニングするためのde novoヌクレオチド合成経路を介してDNAに組
込まれた安定なアイソトープラベルの利用。細胞増殖もしくは細胞分解を誘導する又は細
胞増殖もしくは細胞分解を変化させる疾患に対する対象の感受性を確認するためのde nov
oヌクレオチド合成経路を介してDNAに組込まれた安定なアイソトープラベルの利用。
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