
(57)【要約】

本発明は、自然にプロセシングされた新規なMHCクラスI

I抗原ペプチドを提供する；これらは、インターフェロ

ン-γ-誘導型リソソーム性チオール還元酵素、インテグ

リンβ-2、ホスファチジルイノシトール-4,5-二リン酸3

-キナーゼ、ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因

子、免疫グロブリン重鎖V-III領域（VＨ 26）、DJ-1タン

パク質、アポリポタンパク質B-100、26Sプロテアソーム

非ATPアーゼ調節性サブユニット8、インターロイキン-1

受容体、フィブロモジュリン、GM-CSF／IL-3／IL-5受容

体、ソーティングネキシン3、インター-α-トリプシン

インヒビター重鎖H4、補体C4、補体C3（α鎖）、補体C3

（β鎖）、SH3ドメイン結合性グルタミン酸リッチライ

クタンパク質3、インターロイキン-4-誘導型タンパク質

1、ヘモペキシン、Hsc70相互作用性タンパク質、インバ

リアント鎖（Ii）、レチノイン酸受容体応答タンパク質

2、フィブロネクチン、カテプシンB、トリペプチジル-

ペプチダーゼII、レグマイン、血小板活性化因子受容体

、ポリ-α-2.8-シアリルトランスフェラーゼ、およびra

s関連タンパク質Rab-11Bを源とする。また、これらの抗
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 39お よ び SEQ ID NO. 58
～ 102か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア
ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID N
O. 1～ 3か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た
ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 103の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 103の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 58お よ び 59の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 104の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 104の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 60の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 105の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 105の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 61の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 106の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 106の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 62の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 107の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 107の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 63の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 50の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 50の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID N
O. 5の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 108の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 108の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 64～ 67の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ０ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 109の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 109の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 68の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 110の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 110の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 69お よ び 70の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 111の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 111の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 72の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 112の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
　 （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 112の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID 
NO. 73の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
を 含 む 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 MHCク ラ ス II分 子 と 結 合 し た 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 一 項 記 載 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 発 現 ベ ク タ ー と 機 能 的 に 結 合 し た 請 求 項 16記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 17記 載 の 核 酸 構 築 物 を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド を 生 産 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 請 求 項 18記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 前 記 ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 培 養 す る 段
階 、 お よ び 細 胞 ま た は 培 地 か ら ペ プ チ ド を 回 収 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 フ ェ ム ト モ ル 量 の MHCク ラ ス II会 合 性 RA抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 お よ び 同 定 す る た め の 方 法
で あ っ て 、
　 （ a） 未 熟 樹 状 細 胞 を 、 0.1～ 5μ gの MHCク ラ ス II分 子 を 含 む よ う な 数 量 で 提 供 す る 段 階
；
　 （ b） （ a） の 細 胞 を 血 清 ま た は 滑 液 と 接 触 さ せ 、 TNFα を 添 加 す る こ と に よ っ て 樹 状 細
胞 の 成 熟 を 誘 導 す る 段 階 ；
　 （ c） 細 胞 の 可 溶 化 、 お よ び 免 疫 沈 降 ま た は イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ る MHCク ラ ス II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 の 隔 離 を 含 む 方 法 に よ り 、 細 胞 か ら ク
ラ ス II MHC分 子 -抗 原 ペ プ チ ド 複 合 体 を 単 離 す る 段 階 ；
　 （ d） 隔 離 さ れ た MHCク ラ ス II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 限 外 濾 過 用 チ ュ ー ブ 内 で
水 に よ り 洗 浄 す る 段 階 ；
　 （ e） 会 合 性 抗 原 ペ プ チ ド を 37℃ で 希 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 に よ り MHCク ラ ス II分 子 か ら 溶 出
さ せ る 段 階 ； な ら び に
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　 （ f） 単 離 さ れ た ペ プ チ ド を 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 に よ っ て 分 離 、
検 出 お よ び 同 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 の 段 階 （ f） に お い て 、 ペ プ チ ド 溶 出 段 階 の 前 に 、 混 入 物 を
溶 出 さ せ る の に 十 分 な 容 積 を と も な う 逆 相 材 料 か ら の 第 1の 直 線 溶 出 段 階 を 含 む 、 請 求 項 2
0記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 同 定 さ れ た ペ プ チ ド を 、 多 数 の デ ー タ セ ッ ト に わ た る 比 較 デ ー タ 分 析 を 行 う た め に 開 発
さ れ た デ ー タ ベ ー ス お よ び ソ フ ト ウ エ ア を 含 む 方 法 に よ っ て 分 析 す る 段 階 (g)を さ ら に 含
む 、 請 求 項 20お よ び 21の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 、 ま
た は SEQ ID NO. 40～ 48お よ び SEQ ID NO. 123～ 141か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド を 含 み 、 か つ 任 意 に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 も 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 15記 載 の 抗 体 を 含 む 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が び ら ん 性 お よ び ／ ま た は 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と な る 、 請 求 項
1記 載 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド の 使 用 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と な る 、 請 求 項 2～ 7の い ず れ か 一 項 記 載
の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド の 使 用 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と な る 、 請 求 項 8～ 13の い ず れ か 一 項 記 載
の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド の 使 用 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 RAの た め の 、 好 ま し く は び ら ん 性 お よ び ／ ま た は 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て
の 、 SEQ ID NO. 40～ 48お よ び SEQ ID NO. 123～ 141か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド の 使 用 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 実 質 的 に は 、 特 に 前 記 の 実 施 例 を 参 照 し な が ら 、 本 明 細 書 に 前 述 し た 通 り の 、 抗 原 ペ プ
チ ド 、 抗 体 、 核 酸 、 宿 主 細 胞 、 方 法 、 組 成 物 お よ び 使 用 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 び ら ん 性 お よ び 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー の 候 補 と な る 、 自 然 に プ ロ セ
シ ン グ さ れ た 新 規 な RA抗 原 ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ れ ら の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 ヒ ト MHCク ラ
ス II HLA-DR分 子 に よ っ て 提 示 さ れ る 。 さ ら に 、 MHCク ラ ス II分 子 と 結 合 し た こ れ ら の 抗 原
ペ プ チ ド 、 さ ら に は 前 記 抗 原 ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 、 前 記 抗 原 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 、 な ら び に 前 記 抗 原 ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め の 核 酸 構 築 物 お よ び 宿 主 細 胞 も 提 供 す る
。 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド 、 な ら び に そ れ ら の 由 来 と な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 RAの 診 断 に お け
る マ ー カ ー と し て 、 さ ら に は 治 療 に お け る 抗 RAワ ク チ ン と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 関 節 リ ウ マ チ （ RA） （ こ れ は 当 初 、 慢 性 多 発 関 節 炎 と 命 名 さ れ た ） は 、 全 身 性 の 自 己 免
疫 疾 患 で あ り 、 関 節 炎 症 の 中 で 最 も 廃 疾 度 の 高 い 型 の 一 つ で あ る （ Feldmann, M. et al.,
 Cell 85 (1996) 307-310； Dedhia, H.V. & DiBartolomeo, A., Critical care clinics 
18 (2002) 841-854） 。 一 般 に 、 RAは 関 節 の 疼 痛 、 変 形 お よ び 高 度 の 関 節 硬 直 を 引 き 起 こ
す 。 ま た 、 本 疾 患 は 関 節 以 外 の 症 状 発 現 を 示 す こ と も あ り 、 こ れ は 特 に 「 リ ウ マ チ 因 子 」
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（ RF） と 呼 ば れ る 自 己 抗 体 に 関 し て 陽 性 で あ る 患 者 の 場 合 に そ う で あ る （ Mageed, R.A.,i
n： van Venrooij, W.J. & Maini, R.N. eds.,「 疾 患 の 生 物 マ ー カ ー の マ ニ ュ ア ル （ Manua
l of biological markers of disease） 」 、 Kluwer Academic Publishers (1996) 1-18）
。 RAは 白 人 集 団 に 極 め て 高 頻 度 に 起 こ り 、 RAに 対 す る 感 受 性 は 遺 伝 因 子 お よ び 環 境 因 子 に
よ っ て 影 響 さ れ る 。 こ の 2つ は い ず れ も 、 こ の 自 己 免 疫 疾 患 の 発 生 お よ び 進 行 に 決 定 的 な
影 響 を 及 ぼ す 。 全 人 口 の 約 4％ は RAに 対 す る 遺 伝 的 感 受 性 が 高 く 、 そ の う ち 概 ね 20％ （ 全
人 口 の 1％ 前 後 ） が 、 現 時 点 で は ま だ 解 明 さ れ て い な い 非 遺 伝 性 因 子 の 結 果 と し て RAを 発
症 す る 。 そ れ に 加 え て 、 RAは 性 比 の 点 で 大 き な 偏 り が み ら れ る ： RAに 対 す る リ ス ク は 女 性
が 男 性 の 3倍 の 大 き さ で あ り 、 こ の こ と は そ の 発 生 に 性 ホ ル モ ン も 関 与 し て い る 可 能 性 を
示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 最 初 の う ち 、 RAは 緩 徐 に 進 行 す る 。 典 型 的 な 初 期 の 症 状 は 、 手 掌 の 発 汗 、 手 指 の 朝 の こ
わ ば り 、 お よ び 対 称 的 な 関 節 炎 症 で あ る 。 加 え て 、 関 節 以 外 の 組 織 障 害 の 徴 候 で あ る リ ウ
マ チ 結 節 が 現 れ る こ と も あ る 。 単 純 化 し た モ デ ル で は 、 免 疫 系 が 健 常 組 織 に 対 す る 自 己 抗
体 を 産 生 す る 。 こ れ ら の 自 己 抗 体 は 関 節 内 の 関 節 軟 骨 を 攻 撃 し て 、 そ の 炎 症 を 招 き 、 後 に
は そ の 破 壊 を 招 く 。 こ の 破 壊 は 、 よ り 多 く の 抗 体 を 産 生 す る よ う に 免 疫 系 を 刺 激 す る 。 さ
ら に 、 炎 症 反 応 を さ ら に 増 強 す る 腫 瘍 壊 死 因 子 α （ TNF-α ） お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン -1（
IL-1） な ど の サ イ ト カ イ ン が 産 生 さ れ る （ Houssiau, F.A., Clin Rheumatol 14 Suppl 2 
(1995) 10-13） 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び T細 胞 と い っ た 免 疫 系 の 別 の 細 胞 の 浸 潤 が 原 因 と
な っ て 滑 膜 が 腫 脹 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 さ ら な る 細 胞 死 を 引 き 起 こ す こ と 、 お よ び 関 節
炎 症 を 推 進 さ せ る こ と に 積 極 的 に 関 与 す る （ Fox, D.A., Arthritis Rheum40 (1997) 598-
609； Choy, E.H. & Panayi, G.S., N Engl J Med 344 (2001) 907-916） 。 こ の プ ロ セ ス
は 、 自 己 抗 体 の 産 生 、 関 節 炎 症 お よ び 関 節 破 壊 と い う 悪 循 環 に 似 て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 通 常 、 RAは 慢 性 的 に 進 行 し 、 全 RA患 者 の う ち 85～ 90％ は 軽 度 な い し 中 等 度 の 疾 患 進 展 性
を 示 す 。 障 害 等 級 に 達 す る 関 節 機 能 の 完 全 喪 失 を 招 く 急 速 進 行 型 の 疾 患 は 患 者 の 10～ 15％
に み ら れ る 。 こ の 進 行 期 RAの 状 態 で は 、 患 者 は 持 続 的 な 関 節 炎 症 を 有 し 、 リ ウ マ チ 結 節 を
示 す 。 彼 ら は 強 い 慢 性 疼 痛 に 冒 さ れ 、 炎 症 は 高 度 の 手 指 硬 直 お よ び 非 可 逆 的 な 関 節 変 形 ま
た は 転 位 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
診 断
　 本 疾 患 の 早 期 で の 治 療 的 介 入 に よ っ て 関 節 障 害 の 程 度 が 軽 減 し う る と い う 知 見 が 増 え つ
つ あ る （ Egsmose, C. et al., J Rheumatol 22 (1995) 2208-2213； Van der Heide, A. e
t al., Ann Intern Med 124 (1996) 699-707） 。 疾 患 修 飾 性 抗 リ ウ マ チ 薬 （ DMARD） に よ
る 治 療 は 、 リ ス ク ： 便 益 比 ま た は 費 用 ： 効 果 比 が 好 ま し い 場 合 に の み 正 当 化 さ れ る た め 、
疾 患 の 発 現 か ら 間 も な い 時 期 に RAと 他 の 形 態 の 関 節 炎 を 鑑 別 し う る こ と が 必 須 で あ る （ Ki
rwan, J.R. & Quilty, B., Clin Exp Rheumatol 15 (1997) 15-25） 。 診 断 は 、 病 歴 、 身
体 所 見 お よ び 臨 床 検 査 に 基 づ く 確 立 さ れ た 基 準 に よ っ て 行 わ れ る 。 米 国 リ ウ マ チ 学 会 （ Am
erican Society of Rheumatism） は 、 RAの た め の 客 観 的 証 拠 を 得 る た め の 基 準 の カ タ ロ グ
を 発 行 し て い る （ Arnett, F.C. et al., Arthritis Rheum31 (1987) 315-324） 。 し か し
、 今 ま で の と こ ろ 、 RAに 関 し て 特 異 的 な 検 査 は 全 く 得 ら れ て い な い 。 い く つ か の 生 物 マ ー
カ ー お よ び 生 化 学 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 C反 応 性 タ ン パ ク 質 （ CRP） 、 赤 血 球 沈 降 速 度 （ ESR
） 、 抗 核 抗 体 （ ANA） ま た は RFな ど が RAの 評 価 の た め に 利 用 さ れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら
の マ ー カ ー は 他 の 炎 症 性 疾 患 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 で も 出 現 す る た め 、 非 特 異 的 で あ る 。 例
え ば 、 RFは 、 RA患 者 の 約 50％ の 血 清 中 に 存 在 す る 自 己 抗 体 で あ る 。 こ れ と 同 じ 自 己 抗 体 の
レ ベ ル の 上 昇 は 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 心 内 膜 炎 ま た は 慢 性 肝 炎 と い っ た 他 の 炎 症 性 疾 患
の 状 況 で も 認 め ら れ る こ と が あ る た め 、 RFは 、 RAの た め の 診 断 マ ー カ ー と し て 利 用 す る に
は 不 適 で あ る 。 上 記 の 生 化 学 マ ー カ ー お よ び 生 物 マ ー カ ー は 、 診 断 的 な 価 値 自 体 が あ る と
い う よ り は 、 疾 患 の 活 動 性 お よ び 予 後 を 評 価 す る た め に 、 さ ら に は RA患 者 の 治 療 お よ び 管
理 に お い て 有 用 で あ る （ Nakamura, R.M., J Clin Lab Anal 14 (2000) 305-313） 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 近 、 自 然 収 束 性 （ Self-limiting） 、 持 続 型 非 び ら ん 性 お よ び 持 続 型 び ら ん 性 の RAを
早 期 の 状 態 で 識 別 す る と 主 張 さ れ て い る 臨 床 的 お よ び 生 化 学 的 な 諸 様 相 か ら な る 、 診 断 用
の 一 組 の 基 準 が 開 発 さ れ た （ Visser, H. et al., Arthritis Rheum 46 (2002) 357-365）
。 自 然 収 束 性 関 節 炎 は 自 然 寛 解 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ て い る ： す な わ ち 、 患 者 に は あ る 期
間 に わ た っ て 検 査 上 、 関 節 炎 が み ら れ な い 。 び ら ん 性 関 節 炎 は 、 手 指 お よ び ／ ま た は 足 に
X線 検 査 上 、 び ら ん が 存 在 す る こ と に 基 づ い て 定 義 さ れ て い る 。 特 に 、 環 状 シ ト ル リ ン ペ
プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 の 使 用 は 有 望 と 思 わ れ 、 こ の こ と は び ら ん 性 RAの 早 期 診 断 お よ び 予
後 判 定 に シ ト ル リ ン 抗 原 が 重 要 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 を 示 唆 し て い る （ Schellekens, G.A
. et al., J Clin Invest 101 (1998) 273-281； Vincent, C. et al., J Rheumatol 25 (
1998) 838-846） 。 び ら ん 性 RAの 早 期 の 認 識 は DMARDに よ る 早 期 介 入 を 可 能 に し 、 こ れ は よ
り 早 期 の 疾 患 管 理 お よ び 疾 患 の 転 帰 の 改 善 に つ な が る と 考 え ら れ る （ Symmons, D.P.M. et
 al, J Rheumatol 25. (1998) 1072-1077； Anderson, J.J. et al, Arthritis Rheum 43 
(2000) 22-29） 。 同 様 に 、 自 然 収 束 性 お よ び 非 び ら ん 性 の 関 節 炎 の 早 期 の 認 識 に よ り 、 有
害 な 可 能 性 の あ る 治 療 薬 に よ る 不 必 要 な 治 療 が 防 止 さ れ る と 考 え ら れ る （ Fries, J.F. et
 al., Arthritis Rheum 36 (1993) 297-306。
【 ０ ０ ０ ７ 】
治 療 法
　 あ ら ゆ る 抗 リ ウ マ チ 療 法 の 目 標 は 、 日 常 生 活 動 作 を 容 易 に す る 目 的 で 疼 痛 を 緩 和 す る こ
と で あ る 。 現 時 点 で は 、 RAの 完 全 治 癒 は 不 可 能 で あ る が 、 最 新 の 治 療 法 を 適 用 す る こ と に
よ り 、 疾 患 の 進 行 を 遅 ら せ る こ と 、 場 合 に よ っ て は 停 止 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 個 人 差
が あ る た め 、 各 患 者 は 個 別 化 さ れ た 治 療 法 を 必 要 と し て お り 、 前 述 し た よ う に 早 期 診 断 が
望 ま し い 。 RAの 治 療 法 は 複 合 的 で あ り 、 こ れ に は 一 生 続 く 薬 物 療 法 の ほ か 、 理 学 療 法 お よ
び 放 射 線 療 法 が 含 ま れ る 。 RA療 法 に 用 い ら れ る DMARDは 、 基 本 的 な 治 療 薬 （ 例 え ば 、 メ ト
ト レ キ サ ー ト 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ
ン ） 、 コ ル チ ゾ ン 、 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 （ NSAID） で あ る か 、 ま た は 炎 症 誘 発 性 サ イ
ト カ イ ン TNF-α 、 IL-1β も し く は そ の そ れ ぞ れ の 受 容 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
る （ http://rheuma-online.de） 。 こ れ ら の 薬 剤 は い ず れ も 免 疫 応 答 を 抑 制 す る こ と に よ
る 炎 症 の 阻 害 薬 で あ る 点 で 共 通 し て い る 。 そ の 主 な 欠 点 は 、 RAに 対 す る 特 異 性 が な い こ と
、 そ の 有 害 作 用 、 お よ び 、 RAの 原 因 を 有 効 に 標 的 化 で き な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
自 己 免 疫
　 自 己 免 疫 は 、 自 己 の 抗 原 （ 自 己 抗 原 ） に 対 す る 特 異 的 な 適 応 的 免 疫 応 答 が 惹 起 さ れ た 場
合 に 始 ま り 、 こ れ は 自 己 反 応 性 T細 胞 ま た は B細 胞 の 発 生 と し て 現 れ る 。 外 来 抗 原 に 対 す る
適 応 的 免 疫 応 答 の 通 常 の 結 果 は 、 体 内 か ら の 抗 原 の 排 除 で あ る 。 し か し 、 適 応 的 免 疫 応 答
が 自 己 抗 原 に 対 し て 生 じ た 場 合 、 抗 原 は ほ と ん ど の 場 合 は 体 内 か ら 完 全 に は 除 去 不 能 で あ
り 、 こ の た め 持 続 的 な 免 疫 応 答 が 起 こ る 。 そ の 結 果 と し て 、 免 疫 の エ フ ェ ク タ ー 機 構 が 、
組 織 に 対 す る 慢 性 的 炎 症 性 損 傷 を 引 き 起 こ す 。 自 己 免 疫 疾 患 に お け る 組 織 障 害 の 機 序 は 、
防 御 免 疫 お よ び 過 敏 性 反 応 に お け る も の と 本 質 的 に は 同 じ で あ る 。 何 が 自 己 免 疫 の 引 き 金
と な る か に つ い て は 十 分 に は 解 明 さ れ て い な い が 、 自 己 免 疫 疾 患 の 誘 発 お よ び 自 己 抗 原 性
標 的 の 選 択 に 寄 与 す る と 現 在 考 え ら れ て い る い く つ か の イ ベ ン ト の 概 要 が ご く 最 近 述 べ ら
れ て い る （ Marrack, P. et al., Nat Med 7 (2001) 899-905） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 は 、 各 個 人 の 特 定 の 遺 伝 子 お よ び 環 境 因 子 の 諸 特 性 質 に よ っ て 制 御 さ れ る
。 宿 主 の 遺 伝 子 は 、 自 己 免 疫 に 対 す る 感 受 性 に 対 し て 、 少 な く と も 3つ の レ ベ ル で 影 響 を
及 ぼ す 。 第 1に 、 い く つ か の 遺 伝 子 は 免 疫 系 の 全 体 的 な 反 応 性 に 影 響 を 及 ぼ し 、 そ れ に よ
り 、 特 定 の タ イ プ ま た は い く つ か の 異 な る タ イ プ の 自 己 免 疫 疾 患 に 対 す る 素 因 を 個 体 に 与
え る 。 第 2に 、 こ の 変 化 し た 免 疫 反 応 性 は 、 T細 胞 に よ る 抗 原 ペ プ チ ド の 認 識 に 影 響 を 及 ぼ
す 他 の 遺 伝 子 に よ り 、 特 定 の 自 己 抗 原 お よ び 組 織 へ と 向 け ら れ る 。 第 3に 、 さ ら に 別 の 遺
伝 子 は 、 例 え ば 、 自 己 侵 襲 性 攻 撃 を 開 始 す る よ う に 定 め ら れ た 免 疫 系 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞
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の 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ り 、 標 的 組 織 が 免 疫 攻 撃 を 調 節 す る 能 力 に 対 し て 作 用 す る
。 後 者 の 二 組 の 遺 伝 子 は 、 ど の 抗 原 が 自 己 免 疫 の 標 的 と な る か 、 さ ら に そ れ 故 に ど の 臓 器
が 攻 撃 さ れ 、 ど の よ う な 障 害 が 起 こ る か を 指 示 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 加 え て 、 環 境 か ら の シ グ ナ ル も 、 免 疫 系 の 全 体 的 な 反 応 性 、 抗 原 特 異 性 お よ び 潜 在 的 な
標 的 組 織 の 状 態 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ り 、 同 じ 3つ の レ ベ ル で 自 己 免 疫 の 発 生 に 影 響 す
る 。 さ ら に ま た 、 遺 伝 因 子 と 環 境 因 子 と の 間 の 相 互 干 渉 も あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ MHC）
　 集 団 調 査 、 遺 伝 子 型 判 定 お よ び 分 子 レ ベ ル で の 最 新 の ア プ ロ ー チ に よ り 、 主 要 組 織 適 合
遺 伝 子 複 合 体 （ MHC） に よ っ て コ ー ド さ れ る あ る 種 の 遺 伝 子 が 、 RAの 発 症 に 対 し て 有 意 に
大 き い リ ス ク を 付 与 す る こ と が 一 貫 し て 示 さ れ て い る （ Stastny, P.、 Tissue Antigens 4
 (1974) 571-579； Wordsworth, P. et al., PNAS 86 (1989) 10049-10053； Wordsworth, 
P. & Bell, J.、 Springer Semin Immunopathol 14 (1992) 59-78） 。 特 に 、 ク ラ ス II MHC
ア レ ル で あ る HLA-DRB1 * 0101、 * 0401、 * 0404お よ び * 0405は 、 い く つ か の 民 族 群 に お い て 、
RAに 対 す る 感 受 性 を 増 大 さ せ る （ Reveille, J., Curr Opin Rheumatol 10 (1998) 187-20
0） 。 例 え ば 、 RF陽 性 RA患 者 の 90％ 超 は こ れ ら の こ れ ら の 感 受 性 ア レ ル の 1つ を 保 有 し て い
る 。 HLAク ラ ス II分 子 は 、 細 胞 内 の 抗 原 ペ プ チ ド と 結 合 し て 、 そ れ ら を 抗 原 提 示 細 胞 の 表
面 に 提 示 し て CD4＋ ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 の T細 胞 受 容 体 と 相 互 作 用 さ せ 、 そ れ に よ っ て 細 胞
性 免 疫 応 答 を 惹 起 す る MHC表 面 タ ン パ ク 質 で あ る （ Banchereau, J. & Steinman, R.M., Na
ture 392 (1998) 245-252） 。 RAと 特 定 の HLAク ラ ス II分 子 と の 関 連 性 に 加 え て 、 多 数 の 活
性 化 CD4＋ T細 胞 が 滑 膜 組 織 に 存 在 す る こ と は 、 疾 患 関 連 HLA-DR分 子 が 疾 患 と 関 係 す る （ 例
え ば 、 滑 膜 ） 自 己 抗 原 を 提 示 し て 、 滑 膜 T細 胞 の 賦 活 お よ び 増 殖 を 引 き 起 こ し 、 そ れ が 続
い て 炎 症 プ ロ セ ス を 推 進 さ せ る 疾 患 の 誘 発 モ デ ル を 支 持 す る も の で あ る （ Striebich, C.C
. et al., J Immunol 161 (1998) 4428-4436） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 MHCク ラ ス II HLA-DR（ 略 称 ： DR） タ ン パ ク 質 は 、 単 型 性 の α 鎖 お よ び 極 め て 多 型 性 の 高
い β 鎖 か ら な る ヘ テ ロ 二 量 体 で あ り 、 ペ プ チ ド 結 合 溝 で ペ プ チ ド 抗 原 と 結 合 す る 。 こ の 溝
に は 一 般 に 、 ペ プ チ ド の 相 対 位 置 1、 4、 6お よ び 9に あ る 側 鎖 を 受 容 す る た め の 4つ の 主 な
ポ ケ ッ ト が あ る （ Stern, L.J. et al., Nature 368 (1994) 215-221） 。 HLAク ラ ス II分 子
の ア レ ル の 違 い は 、 抗 原 ペ プ チ ド と の 結 合 能 力 の 違 い の 原 因 と な る 。 こ れ は 、 HLAア レ ル
が 異 な る 個 人 が な ぜ 多 様 な 抗 原 ペ プ チ ド レ パ ー ト リ ー を 有 し 、 そ の た め 免 疫 応 答 の 質 の 違
い を 招 く か と い う こ と の 根 拠 と な る （ Messaoudi, I. et al., Science 298 (2002) 1797-
1800） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ク ラ ス II MHC分 子 に よ っ て 結 合 さ れ る ペ プ チ ド は 通 常 、 ク ラ ス I MHC分 子 に よ っ て 結 合
さ れ る ペ プ チ ド （ 8～ 10ア ミ ノ 酸 ） よ り も 長 く 、 サ イ ズ の 点 で 不 均 一 で あ る （ 11～ 25ア ミ
ノ 酸 ） 。 こ の 違 い は 、 ク ラ ス IIタ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 結 合 溝 が 開 放 状 態 に あ り 、 ペ プ チ ド
が 中 心 部 に 捉 え ら れ た 時 に そ の 両 端 が さ ま ざ ま な 様 式 で 溝 の 外 に 広 が り う る こ と が 理 由 で
生 じ る （ Jones, E.Y., Curr Opin Immunol 9 (1997) 75-79） 。 そ の 結 果 と し て 、 ク ラ ス I
I分 子 は 通 常 、 「 T細 胞 エ ピ ト ー プ 」 と 呼 ば れ る 共 通 の コ ア 配 列 を 有 す る も の の 、 長 さ の 点
で は 異 な る 、 部 分 的 に 重 複 す る ペ プ チ ド の セ ッ ト と 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 RAと 関 連 性 の あ る DRB1ア レ ル に よ っ て コ ー ド さ れ る DRβ 鎖 が す べ て 、 多 型 に よ る 違 い は
示 す も の の 、 「 共 通 エ ピ ト ー プ 」 と し て 知 ら れ る 67～ 74位 に 同 一 ま た は ほ ぼ 同 一 な ア ミ ノ
酸 の 連 鎖 を 共 通 し て 有 す る こ と は 、 10年 以 上 前 に 認 識 さ れ て い る （ Gregersen, P.K. et a
l., Arthritis Rheum 30 (1987) 1205-1213） 。 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 は 、 RAの 発 生 機 序
の 中 心 を な す と み な さ れ て い る た め 、 こ の 共 通 エ ピ ト ー プ は 少 な く と も 2種 類 の 機 序 ： す
な わ ち 、 第 一 に 関 係 す る 自 己 抗 原 ペ プ チ ド を 提 示 の た め に 選 択 す る こ と に よ り 、 第 二 に 個
体 発 生 時 に 適 切 な 自 己 反 応 性 T細 胞 の 特 異 性 を 選 択 す る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ の DR分 子 に
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疾 患 と の 関 連 性 を も た ら す と 仮 定 さ れ た 。 DR分 子 の 三 次 元 構 造 か ら 、 共 通 エ ピ ト ー プ が 、
ペ プ チ ド 結 合 溝 の 一 方 の 側 に 隣 接 す る α -ヘ リ ッ ク ス の 中 心 部 に 位 置 す る こ と が 実 際 に 判
明 し た （ Stern, L.J. et al., Nature 368 (1994) 215-221） 。 こ の よ う に 、 戦 略 的 に は
、 こ の 共 通 エ ピ ト ー プ 領 域 は 、 結 合 ペ プ チ ド お よ び T細 胞 受 容 体 の 両 方 と 相 互 作 用 し う る
よ う な 様 式 で 配 置 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し か し 、 リ ウ マ チ 学 の 研 究 に お け る 未 解 明 の 謎 の 一 つ は 、 RAの 発 生 お よ び 発 症 の 引 き 金
と な る 、 主 要 な 関 節 炎 発 生 性 の 抗 原 お よ び エ ピ ト ー プ は 何 で あ る の か と い う 疑 問 で あ る 。
異 な る 特 異 性 を 有 す る 自 己 抗 体 が 患 者 の 血 清 中 お よ び 滑 液 中 に 同 定 さ れ て い る も の の 、 軟
骨 破 壊 時 に 放 出 さ れ る 抗 原 が 発 病 を 惹 起 す る の か 、 そ れ と も そ れ ら は 単 に 炎 症 の 結 果 と し
て の 抗 原 の 広 が り の 結 果 に 過 ぎ な い の か は 、 多 く の 場 合 、 は っ き り し て い な い （ Corrigal
l, V.M. & Panayi G.S., Crit Rev Immunol 22 (2002) 281-293） 。 さ ら に 、 抗 原 が 関 節
を 含 む 全 身 に 存 在 し な が ら も 、 病 態 は も っ ぱ ら ま た は 圧 倒 的 に 関 節 を 標 的 と す る と い う 発
病 機 序 を 明 確 に す る こ と も 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
自 己 抗 原
　 RAに お い て 想 定 さ れ て い る 多 数 の 自 己 抗 原 は 、 確 定 し た 慢 性 RAの 患 者 か ら の 血 清 、 ま た
は 頻 度 は 落 ち る も の の T細 胞 を 用 い た 研 究 か ら 得 ら れ て い る 。 DR分 子 と の 関 連 で 提 唱 さ れ
て い る 、 最 も 確 実 な 関 節 特 異 的 抗 原 は 、 関 節 軟 骨 中 の 主 要 な タ ン パ ク 質 で あ る II型 コ ラ ー
ゲ ン （ CII） で あ る 。 cIIに 対 す る 自 己 抗 体 は 、 RA患 者 の 血 清 中 お よ び 関 節 内 に 高 濃 度 で 認
め ら れ る が 、 抗 CII抗 体 が RAの 病 因 で あ る か 否 か は ま だ 明 ら か で は な い （ Banerjee, S. et
 al., Clin Exp Rheumatol 6（ 373-380） 。 Snowdenら は 、 RA患 者 由 来 の 末 梢 血 T細 胞 が CII
に 反 応 し て 増 殖 し 、 抗 CII抗 体 を 有 す る 患 者 で 最 も 顕 著 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。 し か
し 、 こ の 応 答 は 患 者 の 50％ に し か 認 め ら れ な か っ た （ Snowden, N. et al., Rheumatology
 40 (1997) 1210-1218） 。 マ ウ ス モ デ ル へ の CIIに よ る 免 疫 処 置 は 、 ク ラ ス II MHCア レ ル D
RB1 * 0401お よ び * 0101を 発 現 す る マ ウ ス で 関 節 炎 を 誘 発 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Rosloni
ec, E.F. et al., J Exp Med 185 (1997) 1113-1122； Rosloniec, E.F. et al., J immun
ol 160 (1998) 2573-2578） 。 * 0401お よ び * 0101ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の い ず れ に お
い て も 、 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト （ immunodominant） エ ピ ト ー プ は ヒ ト CIIの 残 基 261～ 273内 部
の ペ プ チ ド に 局 在 し て い た （ Fugger, L. et al., Eur J Immunol 26 (1996) 928-933） 。
CIIの 同 じ エ ピ ト ー プ は 、 RA患 者 、 特 に 疾 患 が 早 期 の 段 階 に あ る 患 者 に お い て 、 T細 胞 応 答
を 誘 発 す る こ と が で き た 。 滑 液 T細 胞 は 特 に 応 答 性 が 高 か っ た （ Kim, H.Y. et al., Arthr
itis Rheum 42 (1999) 2085-2093） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 軟 骨 タ ン パ ク 質 も RA抗 原 の 候 補 と し て 提 唱 さ れ て い る が 、 DR4結 合 エ ピ ト ー プ が 明
確 に さ れ て い る の は 、 ヒ ト 軟 骨 糖 タ ン パ ク 質 39（ HCgp39） に 関 し て の み で あ る 。 こ の タ ン
パ ク 質 は 滑 膜 細 胞 お よ び 関 節 軟 骨 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ 、 炎 症 の 際 に は そ の 発 現 が 血 漿 中
お よ び 関 節 内 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る （ Vos, K. et al., Ann Rheum Dis 59 (2000) 
544-548） 。 CIIと 同 様 に 、 HCgp39の 投 与 は マ ウ ス に お け る 関 節 炎 を 誘 発 す る 。 加 え て 、 RA
患 者 由 来 の 末 梢 血 T細 胞 の HCgp39応 答 も 検 出 さ れ て い る （ Verheijden, G.F. et al., Arth
ritis Rheum 40 (1997) 1115-1125） 。 DR4患 者 に お い て T細 胞 に よ り 認 識 さ れ る 主 要 な エ
ピ ト ー プ は 、 残 基 263～ 275の 間 に あ る こ と が 明 確 に さ れ て お り 、 こ れ は 天 然 の HCgp39に よ
る 免 疫 処 置 後 に DRB1 * 0401ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で 認 め ら れ る イ ム ノ ド ミ ナ ン ト エ ピ
ト ー プ と 同 一 で あ る （ Cope, A.P. et al., Arthritis Rheum 42 (1999) 1497-1507） 。 疾
患 特 異 的 で は な い も の の 、 こ の ペ プ チ ド に 対 す る 応 答 は RA患 者 に お け る 疾 患 活 動 性 と 相 関
し た （ Baeten, D. et al., Arthritis Rheum 43 (2000) 1233-1243） 。 し か し 、 HCgp39に
対 す る 抗 体 は 、 RAに お け る レ ベ ル よ り も 低 い も の の 、 炎 症 性 腸 疾 患 お よ び 全 身 性 エ リ テ マ
ト ー デ ス （ SLE） な ど の 炎 症 性 疾 患 の 患 者 の 血 清 中 に も 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 RAに お け る 抗 原 特 異 的 T細 胞 の 状 況 を 把 握 す る た め の 試 み と し て 、 可 溶 性 ペ プ チ ド -DR4
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四 量 体 複 合 体 が 、 DR4＋ 患 者 に お け る CIIま た は HCgp39と 反 応 す る 滑 膜 CD4＋ T細 胞 を 検 出 す
る 目 的 で 用 い ら れ て い る （ Kotzin, B.L. et al., PNAS 97 (2000) 291-296） 。 CII-DR4複
合 体 は CIIペ プ チ ド 反 応 性 T細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ と 特 異 的 な 様 式 で 結 合 し た が 、 滑 膜 CD4＋

細 胞 を 検 出 可 能 な 割 合 と し て は 染 色 し な か っ た 。 HCgp39-DR4複 合 体 を 用 い た 場 合 も ほ ぼ 同
様 の 結 果 が 得 ら れ て お り 、 こ の こ と は RA関 節 に 存 在 す る オ リ ゴ ク ロ ー ナ ル CD4＋ T細 胞 の 増
殖 が 上 記 の CIIお よ び HCgp39イ ム ノ ド ミ ナ ン ト 決 定 基 に 対 し て 特 異 的 で な い こ と を 示 唆 し
て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 以 上 を ま と め る と 、 CIIお よ び HCgp39と RAと の 関 連 性 に つ い て は い く つ か 有 力 な 徴 候 は
あ る も の の 、 そ れ ら が RAに お け る 重 要 な 抗 原 で あ る と い う 証 拠 は 不 十 分 で あ る 。 CIIま た
は HCgp39の ペ プ チ ド が 抗 原 提 示 細 胞 に よ っ て ク ラ ス II MHC拘 束 的 な 様 式 で 提 示 さ れ 、 そ れ
に 続 い て 滑 膜 CD4＋ T細 胞 の 賦 活 お よ び 活 性 化 が 起 こ る と い う 直 接 的 な 証 明 は 依 然 と し て な
さ れ て い な い 。 さ ら に 、 動 物 モ デ ル の 大 き な 問 題 は 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の 免 疫 処 置 に よ
る CII誘 発 性 関 節 炎 は 多 く の 点 で RAと は 異 な る た め 、 RAと の 関 連 性 が 不 明 な 点 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
自 然 に プ ロ セ シ ン グ さ れ た MHCク ラ ス II会 合 ペ プ チ ド
　 RA特 異 的 な 自 己 抗 体 お よ び T細 胞 の 同 定 に 向 け て の 代 替 的 な 戦 略 は 、 MHCク ラ ス II分 子 と
結 合 し た 、 自 然 に プ ロ セ シ ン グ さ れ た ペ プ チ ド 抗 原 の 配 列 解 析 に 依 拠 し て い る 。 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し て 、 RAに 対 す る 感 受 性 を 付 与 す る ク ラ ス II MHC分 子 を 同 系 細 胞 か ら 精
製 す る こ と が で き る 。 RAと 関 連 性 の あ る ペ プ チ ド 抗 原 を 精 製 し た HLAク ラ ス II分 子 か ら 酸
溶 出 さ せ る 。 こ の 低 分 子 ペ プ チ ド の 混 合 物 を HPLCに よ っ て 分 離 し 、 ペ プ チ ド 配 列 を エ ド マ
ン シ ー ク エ ン シ ン グ ま た は 質 量 分 析 に よ っ て 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ペ プ チ ド 精 製 お
よ び シ ー ク エ ン シ ン グ の 手 法 に 伴 う 限 界 の た め に 、 ペ プ チ ド 配 列 は 現 在 の と こ ろ 、 培 養 B
細 胞 株 ま た は 大 量 の 組 織 か ら 単 離 さ れ た MHC分 子 か ら し か 得 ら れ て お ら ず 、 分 析 は 少 数 の
存 在 量 の 多 い ペ プ チ ド に 限 定 さ れ て い る （ Kropshofer et al., J.Exp.Med. 175 (1992) 1
799-1803； Chicz, R.M. et al., J Exp Med 178 (1993) 27-47） 。 高 分 解 能 マ イ ク ロ キ ャ
ピ ラ リ ー HPLCカ ラ ム お よ び さ ら に 感 度 の 高 い 質 量 分 析 装 置 の 開 発 の 結 果 と し て 、 MHC結 合
ペ プ チ ド を よ り 効 率 的 に 分 析 す る こ と が 可 能 と な っ て い る （ Dongre, A.R. et al., Eur J
 Immunol 31 (2001) 1485-1494； Engelhard, V.H. et al., Mol Immunol 39 (2002) 127-
137） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 で は 、 改 良 さ れ た ペ プ チ ド 単 離 お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ の 手 法 を 用 い て 、 RA患 者
由 来 の 血 清 ま た は 滑 液 に よ る パ ル ス 刺 激 を 受 け た 自 己 樹 状 細 胞 （ DC） に 由 来 す る HLA-DR4
分 子 の ペ プ チ ド 抗 原 レ パ ー ト リ ー を 調 べ た 。 こ の 革 新 的 ア プ ロ ー チ の 主 な 利 点 は 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 モ デ ル ま た は 人 工 的 な B細 胞 株 を 用 い る の で は な く 、 RA関 連 抗 原 の プ ロ
セ シ ン グ お よ び 提 示 を 実 際 に 担 っ て い る ヒ ト DCを 用 い る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 DCは リ ウ マ チ 性 の 滑 液 お よ び 組 織 に 多 く 存 在 し 、 流 血 中 の 未 熟 前 駆 細 胞 に 由 来 す る （ Th
omas, R. et al., J Immunol 152 (1994) 2613-2623） 。 こ れ は 種 々 の ア ク セ サ リ ー 分 子
と と も に MHC分 子 を 高 レ ベ ル で 発 現 す る 最 も 強 力 な 抗 原 提 示 細 胞 で あ る （ Mellman, I. et 
al., Trends Cell Biol 8 (1998) 231-237） 。 ご く 最 近 の 1件 の 研 究 で は 、 RA滑 膜 関 節 由
来 の 抗 原 提 示 細 胞 と 表 現 型 の 点 で 類 似 し て い る 、 エ ク ス ビ ボ で 分 化 さ せ た ヒ ト DCお よ び マ
ク ロ フ ァ ー ジ が 、 CIIお よ び HCgp39由 来 の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ を 生 成 し て 提 示 す
る こ と が 可 能 で あ っ た こ と が 示 さ れ て い る （ Tsark, E.C, et al., J Immunol 169 (2002)
 6625-6633） 。 DCは 、 CD4＋ ヘ ル パ ー T細 胞 の プ ラ イ ミ ン グ を 行 う と と も に 、 細 胞 傷 害 性 CD
8＋ T細 胞 を 効 果 的 に 活 性 化 す る 能 力 を 有 す る （ Ridge, T. et al., Nature 393 (1998) 47
4-478） 。 し た が っ て 、 MHCク ラ ス II分 子 と 結 合 し 、 DCに よ っ て 提 示 さ れ る ペ プ チ ド は 、 T
細 胞 に よ っ て 主 導 さ れ る 免 疫 応 答 が か か わ る 疾 患 の 発 生 に お い て さ ら に 大 き な 役 割 を 果 た
す 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の た め 、 RAの た め の MHCク ラ ス II拘 束 性 抗 原 ペ プ チ ド が 解 明 さ れ て い な い こ と に 起 因
す る 問 題 は 、 自 然 に プ ロ セ シ ン グ さ れ た 新 規 な MHCク ラ ス II会 合 性 RA抗 原 ペ プ チ ド お よ び
そ れ ら の 由 来 と な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 RAの た め の マ ー カ ー と し て 提 供 す る こ と に よ っ て 解
決 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RAに お け る RAマ ー カ ー の 候 補 と な る 、 自 然 に プ
ロ セ シ ン グ さ れ た 新 規 な 抗 原 ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ れ ら の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 確 立 し た び
ら ん 性 RAま た は 非 び ら ん 性 RAの 患 者 由 来 の 血 清 ま た は 滑 液 に よ る パ ル ス 刺 激 を 受 け た 樹 状
細 胞 に 由 来 す る ヒ ト MHCク ラ ス II HLA-DR分 子 に よ っ て 提 示 さ れ る 。 本 発 明 の MHCク ラ ス II
抗 原 ペ プ チ ド は （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ
 ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ
ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 39ま た は SEQ ID NO. 58～ 102か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の を 含 み 、 こ れ ら は イ ン タ
ー フ ェ ロ ン -γ -誘 導 型 リ ソ ソ ー ム 性 チ オ ー ル 還 元 酵 素 、 イ ン テ グ リ ン β -2、 ホ ス フ ァ チ ジ
ル イ ノ シ ト ー ル -4,5-二 リ ン 酸 3-キ ナ ー ゼ 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 V-III領 域 （ VＨ 26） 、 DJ-1タ ン パ ク 質 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 B-100
、 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム 非 ATPア ー ゼ 調 節 性 サ ブ ユ ニ ッ ト 8、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1受 容 体 、 フ
ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン 、 GM-CSF／ IL-3／ IL-5受 容 体 、 ソ ー テ ィ ン グ ネ キ シ ン 3、 イ ン タ ー -α -
ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖 H4、 補 体 C4、 補 体 C3（ α 鎖 ） 、 補 体 C3（ β 鎖 ） 、 SH3ド メ イ
ン 結 合 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ ラ イ ク タ ン パ ク 質 (glutamic acid-rich-like protein)3、 イ
ン タ ー ロ イ キ ン -4-誘 導 型 タ ン パ ク 質 1、 ヘ モ ペ キ シ ン 、 Hsc70相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質 、 イ
ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ii） 、 レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 応 答 タ ン パ ク 質 2、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 カ テ
プ シ ン B、 ト リ ペ プ チ ジ ル -ペ プ チ ダ ー ゼ II、 レ グ マ イ ン 、 血 小 板 活 性 化 因 子 受 容 体 、 ポ リ
-α -2.8-シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び ras関 連 タ ン パ ク 質 Rab-11Bを 源 と す る 。 本 発
明 は ま た 、 び ら ん 性 RAお よ び ／ ま た は 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て の こ れ ら の 抗
原 ペ プ チ ド お よ び そ の 由 来 と な っ た タ ン パ ク 質 も 提 供 す る 。 さ ら に 、 MHCク ラ ス II分 子 と
結 合 し た こ れ ら の 抗 原 ペ プ チ ド の ほ か 、 前 記 抗 原 ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 、 前 記 抗 原 ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 な ら び に 前 記 抗 原 ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め の 核 酸 構 築 物 、 宿 主
細 胞 お よ び 方 法 も 提 供 す る 。 さ ら に RA抗 原 ペ プ チ ド の 単 離 お よ び 同 定 の た め の 方 法 も 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 MHC分 子 と 会 合 し て そ れ に よ っ て 提 示 さ れ 、 そ の こ と に よ っ
て T細 胞 を 活 性 化 ま た は 寛 容 化 す る 能 力 を 有 し う る ペ プ チ ド で あ る 。 こ の た め 、 MHCク ラ ス
II分 子 に よ っ て 提 示 さ れ る 抗 原 ペ プ チ ド は 、 MHCク ラ ス II会 合 性 抗 原 ペ プ チ ド ま た は MHCク
ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド で あ り 、 一 方 、 MHCク ラ ス I分 子 に よ っ て 提 示 さ れ る 抗 原 ペ プ チ ド は MH
Cク ラ ス I会 合 性 抗 原 ペ プ チ ド ま た は MHCク ラ ス I抗 原 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 身 体 ま た は APCの ゲ ノ ム 中 に コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド は 「 自 己
ペ プ チ ド 」 と し て 表 さ れ る 。 末 梢 リ ン パ 系 器 官 に お い て DCに よ っ て 提 示 さ れ る 自 己 ペ プ チ
ド の 主 な 機 能 は 、 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る T細 胞 寛 容 の 誘 導 に あ る と 考 え ら れ て い る 。 免
疫 寛 容 と は 、 抗 原 に 対 す る 応 答 が 起 こ ら な い こ と で あ る ； そ の 抗 原 が 、 自 己 組 織 が 有 す る
も の で あ る 場 合 、 免 疫 寛 容 は 自 己 寛 容 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 個 体 の 自 ら の 身 体 に 由 来 す る 抗 原 は 、 「 自 己 抗 原 （ self antigen） 」 ま た は 「 自 己 抗 原
（ autoantigen） 」 と 呼 ば れ る 。 自 己 抗 原 に 向 け ら れ る 適 応 的 免 疫 応 答 は 、 自 己 免 疫 応 答
と 呼 ば れ る 。 同 様 に 、 自 己 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 適 応 的 免 疫 は 、 自 己 免 疫 と 呼 ば れ る 。 自
己 反 応 性 と は 、 自 己 抗 原 に 向 け ら れ る 免 疫 応 答 の こ と を 述 べ て い る 。 RAは お そ ら く 、 自 己
反 応 性 T細 胞 お よ び ／ ま た は 自 己 反 応 性 抗 体 の 関 与 を 基 盤 と す る 自 己 免 疫 応 答 に 起 因 す る
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と 考 え ら れ る 。 免 疫 原 性 ペ プ チ ド に は 、 細 胞 性 ま た は 体 液 性 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と 、
ま た は 賦 活 さ せ る こ と が 可 能 な 抗 原 ペ プ チ ド が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 こ の 種 の ペ プ チ ド が
抗 体 と 反 応 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 細 菌 、 ウ イ ル ス ま た は 他 の 外 来 性 侵 入 物 の ゲ ノ ム 中 に コ ー ド さ れ 、 し か も 自 己 タ ン パ ク
質 と は 異 な る タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド は 、 「 外 来 抗 原 性 」 ま た は 「 外 来 」 ペ プ チ ド
と 呼 ば れ る 。 そ れ ら は そ の 由 来 と な っ た 外 来 タ ン パ ク 質 に 対 す る T細 胞 応 答 を 誘 発 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 RA抗 原 ペ プ チ ド と は 、 自 己 抗 原 と し て 働 き 、 そ の 疾 患 の 結 果 と し て 、 自 己 組 織 に 対 す る
自 己 反 応 性 を 誤 っ て 誘 発 さ せ る 自 己 ペ プ チ ド の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ I
D NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー
フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 39お よ び SEQ ID NO. 58～ 102か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ ス II抗 原
ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド は 26ア ミ ノ 酸 未 満 の 長 さ で
あ り 、 よ り 好 ま し く は 11～ 25ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し い も の は 、 長 さ が
11～ 19ア ミ ノ 酸 で あ る 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド で あ る 。 最 も 好 ま し い も の は 、 4つ の ア ン カ
ー ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ か ら な る 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配
列 、 ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、
SEQ ID NO. 1～ 3か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が
加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 103の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 103の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 58お よ び 59の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む
MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 104の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 104の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 60の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 105の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 105の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 61の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 106の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 106の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 62の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 107の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 107の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 63の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
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ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 50の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま
た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 50の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID
 NO. 5の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ ス II
抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 108の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 108の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 64～ 67の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHC
ク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 109の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 109の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 68の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 110の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 110の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 69お よ び 70の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む
MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 111の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 111の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 72の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 112の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 112の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 73の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 新 規 な MHCク ラ ス II会 合 性 抗 原 ペ プ チ ド は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ -誘 導 型 リ ソ
ソ ー ム 性 チ オ ー ル 還 元 酵 素 （ SEQ ID NO. 1～ 3） 、 イ ン テ グ リ ン β -2（ SEQ ID NO. 58お よ
び 59） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -4,5-二 リ ン 酸 3-キ ナ ー ゼ （ SEQ ID NO. 60） 、 ウ ロ
キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 （ SEQ ID NO. 61） 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 V-III領
域 （ VＨ 26） （ SEQ ID NO. 62） 、 DJ-1タ ン パ ク 質 （ SEQ ID NO. 63） 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク
質 B100（ SEQ ID NO. 4お よ び 5） 、 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム 非 ATPア ー ゼ 調 節 性 サ ブ ユ ニ ッ ト 8（
SEQ ID NO. 64～ 67） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1受 容 体 （ SEQ ID NO. 68） 、 フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ
ン （ SEQ ID NO.： 69お よ び 70） 、 GM-CSF／ IL-3／ IL-5受 容 体 （ SEQ ID NO. 71お よ び 72）
、 ソ ー テ ィ ン グ ネ キ シ ン 3（ SEQ ID NO. 73） 、 イ ン タ ー -α -ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖
H4（ SEQ ID NO. 6～ 12） 、 補 体 C4（ SEQ ID NO. 13～ 18） 、 補 体 C3（ α 鎖 ） （ SEQ ID NO. 
19～ 23、 74お よ び 75） 、 補 体 C3（ β 鎖 ） （ SEQ ID NO. 76お よ び 77） 、 SH3ド メ イ ン 結 合 性
グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ ラ イ ク タ ン パ ク 質 3（ SEQ ID NO. 24～ 27） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4-誘
導 型 タ ン パ ク 質 1（ SEQ ID NO. 28～ 30） 、 ヘ モ ペ キ シ ン （ SEQ ID NO. 31～ 35お よ び 78）
、 Hsc70相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質 （ SEQ ID NO. 36～ 39） 、 イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ii） （ SEQ ID
 NO. 79～ 83） 、 レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 応 答 タ ン パ ク 質 2（ SEQ ID NO. 84～ 86） 、 フ ィ ブ ロ
ネ ク チ ン （ SEQ ID NO. 87～ 91） 、 カ テ プ シ ン B（ SEQ ID NO: 92） 、 ト リ ペ プ チ ジ ル -ペ プ
チ ダ ー ゼ II（ SEQ ID NO. 93お よ び 94） 、 レ グ マ イ ン （ SEQ ID NO: 95） 、 血 小 板 活 性 化 因
子 受 容 体 （ SEQ ID NO: 96） 、 ポ リ -α -2.8-シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ SEQ ID NO. 97
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） 、 お よ び ras関 連 タ ン パ ク 質 Rab-11B（ SEQ ID NO. 98～ 102） を 源 と す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 MHCク ラ ス II分 子 の 単 一 の ペ プ チ ド 結 合 溝 は 約 25Å 長 で あ る が 、 MHCク ラ ス I分 子 と は 対
照 的 に 、 そ の 両 側 が 開 放 状 態 に あ る （ Stern LJ et al., Nature 1994； 368、 215-221） 。
こ の た め 、 ヒ ト MHCク ラ ス II分 子 か ら 溶 出 さ れ る 、 自 然 に プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗 原 ペ プ チ
ド は 、 最 短 の 長 さ が 約 11残 基 で あ り 、 最 大 の 長 さ は 約 25残 基 に 達 す る （ Chicz RM et al.,
 J Exp Med 1993; 178, 27-47） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 MHC-ペ プ チ ド 相 互 作 用 の 安 定 性 は 、 ペ プ チ ド 骨 格 に か か わ る 数 十 を 上 回 る 水 素 結 合 、 お
よ び 、 結 合 溝 の 特 異 性 ポ ケ ッ ト と ペ プ チ ド の 適 切 に 配 置 さ れ た ア ミ ノ 酸 側 鎖 と の 間 の 相 補
性 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の ポ ケ ッ ト 内 に 嵌 合 す る ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 は 、 「 ア ン
カ ー 」 残 基 と 命 名 さ れ て い る 。 ほ と ん ど の HLA-DRア レ ル に 関 し て 、 こ れ ら の ア ン カ ー は 相
対 位 置 P1、 P4、 P6お よ び P9に 位 置 す る 。 こ れ ら の 4つ の ア ン カ ー 位 置 で の ア ミ ノ 酸 の 組 み
合 わ せ は 、 そ れ ぞ れ の HLA-DRア レ ル 産 物 に 安 定 性 の 高 い 結 合 を も た ら し 、 こ れ は ア レ ル 毎
に 異 な る 。 ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ は 、 本 明 細 書 に お い て 、 4つ の ア ン カ ー ア ミ ノ 酸 を 含 む 9
ア ミ ノ 酸 配 列 と 定 義 さ れ る 。 本 発 明 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ
は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ -誘 導 型 リ ソ ソ ー ム 性 チ オ ー ル 還 元 酵 素 に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SE
Q ID NO. 1～ 3） に 関 し て は SEQ ID NO. 49に 、 イ ン テ グ リ ン β -2に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SE
Q ID NO. 58お よ び 59） に 関 し て は SEQ ID NO. 103に 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -4,5
二 リ ン 酸 3-キ ナ ー ゼ に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO: 60） に 関 し て は SEQ ID NO. 104に
、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO: 61） に
関 し て は SEQ ID NO. 105に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 V-III領 域 （ VＨ 26） に 由 来 す る ペ プ チ ド
（ SEQ ID NO: 62） に 関 し て は SEQ ID NO. 106に 、 DJ-1タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド （ S
EQ ID NO: 63） に 関 し て は SEQ ID NO. 107に 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 B-100に 由 来 す る ペ プ
チ ド （ SEQ ID NO. 4お よ び 5） に 関 し て は SEQ ID NO. 50に 、 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム 非 ATPア ー
ゼ 調 節 性 サ ブ ユ ニ ッ ト 8に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 64～ 67） に 関 し て は SEQ ID NO.
 108に 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1受 容 体 に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 68） に 関 し て は SEQ
 ID NO. 109に 、 フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO.： 69お よ び 70） に
関 し て は SEQ ID NO. 110に 、 GM-CSF／ IL-3／ IL-5受 容 体 に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO.
 71お よ び 72） に 関 し て は SEQ ID NO. 111に 、 ソ ー テ ィ ン グ ネ キ シ ン 3に 由 来 す る ペ プ チ ド
（ SEQ ID NO. 73） に 関 し て は SEQ ID NO. 112に 、 イ ン タ ー -α -ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー
重 鎖 H4に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 6～ 12） に 関 し て は SEQ ID NO. 51に 、 補 体 C4に
由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 13～ 18） に 関 し て は SEQ ID NO. 52に 、 補 体 C3（ α 鎖 ） に
由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 19～ 23、 74お よ び 75） に 関 し て は SEQ ID NO. 53に 、 補 体
C3（ β 鎖 ） に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 76お よ び 77） に 関 し て は SEQ ID NO. 113に
、 SH3ド メ イ ン 結 合 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ ラ イ ク タ ン パ ク 質 3に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID
 NO. 24～ 27） に 関 し て は SEQ ID NO. 54に 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4-誘 導 型 タ ン パ ク 質 1に 由
来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 28～ 30） に 関 し て は SEQ ID NO. 55に 、 ヘ モ ペ キ シ ン に 由 来
す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 31～ 35お よ び 78） に 関 し て は SEQ ID NO. 56に 、 Hsc70相 互 作
用 性 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 36～ 39） に 関 し て は SEQ ID NO. 57に 、
イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ii） に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 79～ 83） に 関 し て は SEQ ID NO
. 114に 、 レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 応 答 タ ン パ ク 質 2に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 84～ 86
） に 関 し て は SEQ ID NO. 115に 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 87
～ 91） に 関 し て は SEQ ID NO. 116に 、 カ テ プ シ ン Bに 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 92）
に 関 し て は SEQ ID NO. 117に 、 ト リ ペ プ チ ジ ル -ペ プ チ ダ ー ゼ IIに 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ
 ID NO. 93お よ び 94） に 関 し て は SEQ ID NO. 118に 、 レ グ マ イ ン に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SE
Q ID NO. 95） に 関 し て は SEQ ID NO. 119に 、 血 小 板 活 性 化 因 子 受 容 体 に 由 来 す る ペ プ チ
ド （ SEQ ID NO. 96） に 関 し て は SEQ ID NO. 120に 、 ポ リ -α -2.8-シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ に 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 97） に 関 し て は SEQ ID NO. 121に 、 さ ら に 、 Ras
関 連 タ ン パ ク 質 Rab-11Bに 由 来 す る ペ プ チ ド （ SEQ ID NO. 98～ 102） に 関 し て は SEQ ID NO
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. 122に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ が 、 改 変 さ れ て い な い ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の 結 合 能 を 依 然 と し
て 獲 得 し な が ら 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 1つ 、 少 な く と も 2つ 、 少 な く と も 3つ 、 少 な
く と も 4つ 、 ま た は 少 な く と も 5つ の 改 変 を 含 ん で も よ い 。 改 変 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー
フ は 、 改 変 さ れ て い な い ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の 4つ の ア ン カ ー ア ミ ノ 酸 の う ち 少 な く と
も 3つ を 含 む こ と が 好 ま し い 。 ア ミ ノ 酸 の 改 変 は 、 以 下 に 述 べ る よ う な 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置
換 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 P1ア ン カ ー の 前 方 お よ び P9ア ン カ ー の 後 方 に あ る 残 基 が 関 与 す る 水 素 結 合 に よ り 、 付 加
的 な 結 合 エ ネ ル ギ ー が 得 ら れ る 。 こ の こ と に 一 致 し て 、 自 然 に プ ロ セ シ ン グ さ れ た 大 部 分
の ペ プ チ ド で は 、 九 量 体 コ ア 領 域 （ P1-P9） の N末 端 お よ び C末 端 に 3～ 4残 基 が 隣 接 し て い
る 。 こ の た め 、 ペ プ チ ド の 大 半 は 15～ 17merで あ る 。 さ ら に 長 い ペ プ チ ド は 溝 か ら 突 出 し
、 そ の こ と に よ り 、 両 端 を 切 り 詰 め る エ キ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ の 到 達 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド は 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49
～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ
ノ 酸 配 列 、 ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 39お よ び
SEQ ID NO. 58～ 102か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列
が 加 わ っ た も の を 含 み 、 好 ま し く は 、 付 加 的 な 結 合 エ ネ ル ギ ー を も た ら す 付 加 的 な N末 端
お よ び C末 端 隣 接 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド は 、 対 応 す る MHCク ラ ス II分 子 に 対 し て
、 SEQ ID NO. 1～ 39お よ び SEQ ID NO. 58～ 102か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 対 応 す る ペ プ チ
ド の IC 5 0 の 10分 の 1～ 10倍 の 範 囲 に あ る 結 合 能 を 有 す る 。 ペ プ チ ド の 結 合 能 は 、 標 識 さ れ
た レ ポ ー タ ー ペ プ チ ド の 結 合 を 50％ 低 下 さ せ る た め に 必 要 な 濃 度 を 決 定 す る こ と に よ っ て
測 定 さ れ る 。 こ の 値 は IC 5 0 と 呼 ば れ る 。 本 発 明 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド は 、 確 立 さ れ
た 基 準 ペ プ チ ド の IC 5 0 の 10分 の 1～ 10倍 の 範 囲 に あ る IC 5 0 値 を そ れ が 達 成 し て い る 限 り 、
関 係 す る HLAク ラ ス II分 子 に 対 す る 結 合 能 を 維 持 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ペ プ チ ド の 切 り 詰 め は 、 ペ プ チ ド 結 合 溝 へ の 結 合 の 前 お よ び 後 に 個 別 の 様 式 で 起 こ る た
め 、 共 通 の 九 量 体 コ ア 領 域 を 有 す る い く つ か の 短 縮 変 異 体 が 生 じ る こ と が 、 MHCク ラ ス II
結 合 ペ プ チ ド に 共 通 の 特 徴 で あ る 。 重 要 な こ と と し て 、 同 一 の エ ピ ト ー プ の C末 端 ま た は N
末 端 短 縮 変 異 体 は 、 多 様 な T細 胞 応 答 を 誘 発 す る （ Arnold et al., (2002) J. Immunol. 1
69、 739-749） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 特 定 の エ ピ ト ー プ の 短 縮 変 異 体 の 相 対 的 存 在 量 に 影 響 を 及 ぼ す パ ラ メ ー タ ー は い く つ か
想 定 す る こ と が で き 、 こ れ に は 例 え ば 、 当 該 の 抗 原 の 存 在 量 お よ び 完 全 性 、 抗 原 会 合 性 タ
ン パ ク 質 、 プ ロ テ ア ー ゼ の 存 在 量 、 利 用 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ の タ イ プ 、 な ら び に 競 合 性 抗
原 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド の 供 給 が あ る 。 抗 原 の 供 給 性 は 、 試 料 の 出 所 と 相 関 す る 可 能 性
の あ る 主 な 特 性 で あ る た め 、 エ ピ ト ー プ の 特 定 の 短 縮 変 異 体 の 比 に は 診 断 的 価 値 が あ る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る 対 応 物 が な い か （ 例 え ば 、 変 異 し た ペ プ チ ド 抗 原
な ど ） 、 ま た は 、 例 え ば 膵 臓 、 肝 臓 、 脾 臓 、 卵 巣 、 精 巣 、 筋 肉 、 関 節 組 織 、 神 経 組 織 、 胃
腸 組 織 も し く は 体 液 （ 血 液 、 血 清 、 滑 液 ま た は 尿 な ど ） と い っ た 組 織 に お い て 、 そ れ に 自
然 下 で 付 随 し て い る 成 分 か ら 単 離 さ れ て い る 、 す な わ ち 分 離 も し く は 精 製 さ れ て い る か の
い ず れ か で あ る 。 一 般 に 、 ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を 含 む 調 製 物 の 、 重 量 比 に し て
少 な く と も 70％ が 前 記 ペ プ チ ド か ら な り 、 そ れ に 自 然 下 で 付 随 し て い る タ ン パ ク 質 お よ び
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天 然 の 有 機 分 子 が 30％ 未 満 で あ る 場 合 に 「 単 離 さ れ て い る 」 と み な さ れ る 。 本 発 明 の ペ プ
チ ド の 調 製 物 は 、 好 ま し く は 重 量 比 に し て 少 な く と も 80％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90
％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99％ が 本 発 明 の ペ プ チ ド か ら な る 。 化 学 合 成 さ れ る ペ プ チ
ド は 、 そ の 性 質 上 、 そ れ に 自 然 下 で 付 随 し て い る 成 分 か ら 分 離 さ れ て い る た め 、 合 成 ペ プ
チ ド は 単 離 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド の 類 似 体 も 提 供 す る 。 類 似 体 と い う 用 語 に は 、
結 合 能 IC 5 0 な ら び に 抗 体 お よ び 免 疫 系 の 細 胞 に よ る 認 識 を 含 む 、 こ れ ら の 抗 原 ペ プ チ ド の
機 能 的 諸 様 相 を 呈 す る 任 意 の ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 類 似 体 は 、 対 応 す る 基 準 ペ プ チ ド と 本
質 的 に は 同 一 の IC 5 0 を 示 す 。 ま た 、 類 似 体 と い う 用 語 に は 、 ペ プ チ ド の 保 存 的 置 換 物 ま た
は 化 学 誘 導 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 類 似 体 」 と い う 用 語 に は 、 1つ ま た は 複 数 の 残 基 が 機 能 的 に 類 似 し た 残 基 に よ っ て 保
存 的 に 置 換 さ れ て い て 、 し か も 本 明 細 書 に 記 載 し た ペ プ チ ド の 機 能 的 諸 様 相 を 呈 す る 、 本
明 細 書 に 記 載 し た 配 列 と 実 質 的 に 同 一 な ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 有 す る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド が
含 ま れ る 。 保 存 的 置 換 の 例 に は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、
ロ イ シ ン も し く は メ チ オ ニ ン な ど の 1つ の 非 極 性 （ 疎 水 性 ） 残 基 に よ る 別 の も の の 置 換 、 1
つ の 極 性 （ 親 水 性 ） 残 基 に よ る 別 の も の の 置 換 、 例 え ば ア ル ギ ニ ン と リ ジ ン と の 間 、 グ ル
タ ミ ン と ア ス パ ラ ギ ン と の 間 、 ト レ オ ニ ン と セ リ ン と の 間 で の 置 換 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン
も し く は ヒ ス チ ジ ン な ど の 1つ の 塩 基 性 残 基 に よ る 別 の も の の 置 換 、 ま た は 、 ア ス パ ラ ギ
ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 な ど の 1つ の 酸 性 残 基 に よ る 別 の も の の 置 換 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 「 保 存 的 置 換 」 と い う 語 句 に は 、 化 学 的 に 誘 導 体 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 非 誘 導 体 化
ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に 用 い る こ と も 含 ま れ る 。 「 化 学 的 誘 導 体 」 と は 、 官 能 性 側 基 の 反 応 に
よ っ て 化 学 的 に 誘 導 体 化 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 対 象 ポ リ ペ プ チ ド の こ
と を 指 す 。 こ の よ う な 誘 導 体 化 さ れ た 分 子 の 例 に は 、 例 え ば 、 遊 離 ア ミ ノ 基 が 誘 導 体 化 さ
れ て 、 ア ミ ン 塩 酸 塩 、 p-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル 基 、 カ ル ボ ベ ン ゾ キ シ 基 、 t-ブ チ ル オ キ シ カ
ル ボ ニ ル 基 、 ク ロ ロ ア セ チ ル 基 、 ア セ チ ル 基 ま た は ホ ル ミ ル 基 を 生 成 し た 分 子 が 含 ま れ る
。 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 を 誘 導 体 化 し て 、 塩 、 メ チ ル エ ス テ ル お よ び エ チ ル エ ス テ ル も し く
は そ の 他 の 種 類 の エ ス テ ル 、 ま た は ヒ ド ラ ジ ド を 生 成 さ せ る こ と も で き る 。 遊 離 ヒ ド ロ キ
シ ル 基 を 誘 導 体 化 し て 、 O-ア シ ル ま た は O-ア ル キ ル 誘 導 体 を 生 成 さ せ る こ と も で き る 。 ヒ
ス チ ジ ン の イ ミ ダ ゾ ー ル 窒 素 を 誘 導 体 化 し て 、 N-im-ベ ン ジ ル ヒ ス チ ジ ン を 生 成 さ せ る こ
と も で き る 。 同 じ く 化 学 的 誘 導 体 に 含 ま れ る も の に は 、 20種 類 の 標 準 的 な ア ミ ノ 酸 の 1つ
ま た は 複 数 の 天 然 の ア ミ ノ 酸 誘 導 体 を 含 む 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド が あ る 。 例 え ば ：
4ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン に よ っ て プ ロ リ ン を 置 換 し て も よ い ； 5-ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン に よ っ て
リ ジ ン を 置 換 し て も よ い ； 3-メ チ ル ヒ ス チ ジ ン に よ っ て ヒ ス チ ジ ン を 置 換 し て も よ い ； ホ
モ セ リ ン に よ っ て セ リ ン を 置 換 し て も よ い ； さ ら に オ ル ニ チ ン ま た は シ ト ル リ ン に よ っ て
リ ジ ン を 置 換 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド お よ び そ の 由 来 と な る タ ン パ ク 質 は 、 RAの 診 断 に お
け る マ ー カ ー と し て 、 さ ら に は 治 療 に お け る 抗 RAワ ク チ ン と し て 用 い る こ と が で き る 。 本
明 細 書 で 用 い る マ ー カ ー と い う 用 語 は 、 診 断 が な さ れ た 疾 患 （ 例 え ば 、 RA） を 有 す る 患 者
の 群 に お い て 発 現 さ れ 、 し か も 対 照 群 に 比 し て 有 意 に 増 加 ま た は 減 少 す る 存 在 量 を 有 す る
生 体 分 子 、 好 ま し く は ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の マ ー カ ー を 、 疾 患 に 対 す る 感 受 性 を 予 測 す る た め の （ 例 え ば 、 RAに 対 す る 感 受
性 を 予 測 す る た め の ） 予 後 判 定 マ ー カ ー と し て 、 疾 患 の 診 断 の た め の （ 例 え ば 、 RAの 診 断
の た め の ） 診 断 マ ー カ ー と し て 、 疾 患 の 複 数 の 異 な る 形 態 を 鑑 別 す る た め の （ RAの 複 数 の
異 な る 形 態 を 鑑 別 す る た め の ） 鑑 別 診 断 マ ー カ ー と し て 、 疾 患 の 転 帰 の 予 測 の た め の （ 例
え ば 、 RAの 予 後 判 定 の た め の ） 予 後 判 定 マ ー カ ー と し て 、 さ ら に 、 治 療 レ ジ メ ン の 有 効 性
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を 判 定 す る た め の 反 応 マ ー カ ー と し て （ 例 え ば 、 RAの 治 療 に お け る 反 応 マ ー カ ー と し て ）
用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 さ ら に も う 1つ の 態 様 に お い て 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO
. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は （ b
） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 39お よ び SEQ ID NO. 58～ 102か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含
む MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド は 、 び ら ん 性 お よ び ／ ま た は 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー
と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら に も う 1つ の 態 様 に お い て 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49の ペ プ チ ド 結 合 モ チ
ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の
ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 3か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び
C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド は 、 非 び ら ん 性 RAの た め
の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 103の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 103の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 58お よ び 59の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む
MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 104の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 104の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 60の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 105の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 105の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 61の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 106の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 106の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 62の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 107の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 107の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 63の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 50の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま
た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 50の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID
 NO. 5の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ ス II
抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 108の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 108の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
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 ID NO. 64～ 67の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHC
ク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 109の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 109の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 68の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 110の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 110の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 69お よ び 70の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む
MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 111の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 111の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 72の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 112の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 112の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ
 ID NO. 73の 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 さ ら に も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 MHCク ラ ス II分 子 と 結 合 し た 、 上 記 の 本 発 明 の MHCク
ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 に 結 合 し た 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド を 含 む 、 ク ラ ス II MHC分 子 の 多
量 体 （ 例 え ば 、 二 量 体 、 三 量 体 、 四 量 体 、 五 量 体 、 六 量 体 ま た は オ リ ゴ マ ー ） は 、 検 出 可
能 な 標 識 （ 例 え ば 、 蛍 光 成 分 、 放 射 性 核 種 、 ま た は 定 ま っ た 波 長 の 光 を 吸 収 も し く は 放 出
す る 生 成 物 が 生 じ る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 ） と 結 合 さ せ た な ら ば 、 こ の よ う な 複 合 体 に 対 し
て 特 異 的 で あ っ て 、 そ れ 故 に そ れ と 結 合 す る と 考 え ら れ る 細 胞 表 面 受 容 体 を 有 す る 対 象 （
例 え ば 、 ヒ ト 患 者 ） か ら の T細 胞 を 定 量 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 種 の T細 胞 の
数 の 相 対 的 な 多 さ は 、 疾 患 の 診 断 材 料 と な る 、 ま た は 疾 患 に 対 す る 免 疫 に T細 胞 が 関 与 し
て い る こ と の 指 標 と な る 可 能 性 が 高 い 。 加 え て 、 多 量 体 結 合 性 T細 胞 の 相 対 数 の 連 続 モ ニ
タ リ ン グ は 、 疾 患 の 経 過 ま た は 治 療 の 効 果 を 立 証 す る に も 有 用 で あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ
イ は 、 HIV-1由 来 ま た は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス -15由 来 の ペ プ チ ド を 含 む ク ラ ス I MHC分
子 の 四 量 体 を 用 い て 開 発 さ れ て お り （ Altman et al. (1996), Science 274: 94-96； Ogg 
et al. (1998), Science 279: 2103-21061） 、 対 応 す る ク ラ ス II MHC多 量 体 も 同 様 に 有 用
で あ る と 予 想 さ れ る 。 こ の よ う な 複 合 体 は 、 関 心 対 象 の ペ プ チ ド の 存 在 下 で 構 築 さ れ た 精
製 ク ラ ス II MHC分 子 の 化 学 架 橋 に よ り 、 ま た は 、 規 定 さ れ た 単 一 の ペ プ チ ド を 含 む ク ラ ス
II MHC分 子 の 作 製 を 目 的 と す る す で に 確 立 さ れ た 組 換 え 手 法 に よ り 、 作 製 し う る と 考 え ら
れ る （ Kazono et al. (1994), Nature 369: 151-154； Gauthier et al. (1998), Proc. N
atl. Acad. Sci. U.S.A. 95: 11828-118331） 。 こ の よ う な 多 量 体 の ク ラ ス II MHC分 子 単
量 体 は 、 完 全 長 の α 鎖 お よ び β 鎖 か ら 構 成 さ れ る 天 然 状 態 の 分 子 で あ っ て も よ い 。 ま た は
、 こ れ ら は 、 α 鎖 お よ び β 鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 ま た は ペ プ チ ド 結 合 窩 の 「 壁 」 お よ び 「
底 面 」 を 形 成 す る α 鎖 お よ び β 鎖 の ド メ イ ン の い ず れ か を 含 む 分 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド を 標 的 と し て そ れ ら と 反 応 す る 、 抗 体
、 そ れ ら の 断 片 ま た は 誘 導 体 に も 関 す る 。 抗 体 を 作 製 す る た め の 一 般 的 な 方 法 は 周 知 で あ
り 、 例 え ば 、 Kohler and Milstein, 1975、 Nature 256, 494ま た は J.G.R. Hurrel,「 モ ノ
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ク ロ ー ナ ル ハ イ ブ リ ド ー マ 抗 体 ： 技 法 お よ び 応 用 （ Monoclonal Hybridoma Antibodies: T
echniques and Applications） 」 , CRC Press Inc., Boco Raron, FL (1982)に 開 示 さ れ
て い る 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も し く は 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も
よ く 、 ま た は F(ab')2、 Fab、 Fvも し く は scFvな ど の 抗 体 断 片 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 本 発
明 の 抗 体 は ヒ ト 化 さ れ て い て も よ く （ Merluzzi S. et al., (2000), Adv. Clin. Path., 
4(2): 77-85） 、 ま た は ヒ ト 抗 体 で あ っ て も よ い （ Aujame L. et al., Hum. Antibodies, 
(1997), 8(4): 155-168） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は （ b） 少 な く と も 、 S
EQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ
チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 39お よ び SEQ ID NO. 58～ 102か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の を 含 む 、 本 発 明 の MHC
ク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 も 提 供 す る 。 こ の 核 酸 分 子 は DNA分 子 で あ る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 、 MHCク ラ ス II分 子 と 結 合 し た 本 発 明 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 分 子 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 発 現 ベ ク タ ー と 機 能 的 に 結 合 し た 上 記 の 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え 核 酸 構 築
物 も 提 供 す る 。 本 発 明 に お け る 使 用 に 適 し た 発 現 ベ ク タ ー は 、 抗 原 ペ プ チ ド ま た は MHCク
ラ ス II分 子 と 結 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 機 能 的 に 結 合 し た 、 少 な く と
も 1つ の 発 現 制 御 エ レ メ ン ト を 含 む 。 組 換 え 発 現 構 築 物 は DNA構 築 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 発 現 制 御 エ レ メ ン ト は 、 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 発 現 を 制 御 お よ
び 調 節 す る 目 的 で ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る 。 発 現 制 御 エ レ メ ン ト の 例 に は 、 lac系 、 λ フ
ァ ー ジ の オ ペ レ ー タ ー 領 域 お よ び プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 酵 母 プ ロ モ ー タ ー 、 な ら び に 、 ポ リ
オ ー マ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は SV40に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー が
非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 そ の ほ か の 好 ま し い 、 ま た は 必 要 な 作 動 エ レ メ ン ト に は 、 リ ー ダ ー
配 列 、 終 止 コ ド ン 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 な ら び に 宿 主 系 に お け る 核 酸 配 列 の 適 切 な
転 写 お よ び そ の 後 の 翻 訳 の た め に 必 要 な 、 ま た は 好 ま し い 任 意 の 他 の 配 列 が 非 制 限 的 に 含
ま れ る 。 必 要 な 、 ま た は 好 ま し い 発 現 制 御 エ レ メ ン ト の 正 し い 組 み 合 わ せ が 、 選 択 さ れ る
宿 主 系 に 依 存 す る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 発 現 ベ ク タ ー が
、 宿 主 系 に お け る 、 核 酸 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 移 行 お よ び そ の 後 の 複 製 の た め に 必 要
な ほ か の エ レ メ ン ト を 含 む 必 要 が あ る こ と も 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な エ レ メ
ン ト の 例 に は 、 複 製 起 点 お よ び 選 択 マ ー カ ー が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な
ベ ク タ ー が 、 従 来 の 方 法 （ 「 DNAの 単 離 お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ （ DNA Isolation and Seq
uencing） 」 、 Bruce A. Roe, Judy S. Crabtree and Akbar S. Khan, John Wiley & Sons
に よ り 刊 行 、 1996） を 用 い て 容 易 に 構 築 さ れ る こ と 、 ま た は 市 販 さ れ て い る こ と も 、 当 業
者 に は 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 発 現 ベ ク タ ー と 機 能 的 に 結 合 し た 上 記 の 核 酸 分 子 を 含 む 組
換 え 核 酸 構 築 物 が 挿 入 さ れ た 宿 主 生 物 ま た は 宿 主 細 胞 に 関 す る 。 本 発 明 に 含 ま れ る 核 酸 構
築 物 に よ る 形 質 転 換 を 受 け る 宿 主 細 胞 に は 、 真 核 生 物 、 例 え ば 動 物 、 植 物 、 昆 虫 お よ び 酵
母 の 細 胞 、 な ら び に 原 核 生 物 、 例 え ば 大 腸 菌 が 含 ま れ る 。 核 酸 配 列 を 有 す る 核 酸 構 築 物 を
細 胞 内 に 導 入 す る た め の 手 段 に は 、 微 量 注 入 法 、 電 気 穿 孔 法 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン を 用 い
る 形 質 導 入 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 ま た
は 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の 手 順 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る （ Sambrook et al. (1989)、 「 分 子 ク
ロ ー ニ ン グ ． 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning. A Laboratory Manual） 」 中 、 Cold S
pring Harbor Press, Plainview, New York） 。
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【 ０ ０ ７ ９ 】
　 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 真 核 生 物 細 胞 で 機 能 す る 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー が 用 い
ら れ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー の 例 に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ
ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 鶏 痘 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、
プ ラ ス ミ ド ま た は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 導 入 ベ ク タ ー が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 好 ま し い 真 核 生
物 細 胞 株 に は 、 COS細 胞 、 CHO細 胞 、 HeLa細 胞 、 NIH／ 3T3細 胞 、 293細 胞 （ ATCC# CRL15731
） 、 T2細 胞 、 樹 状 細 胞 、 単 球 、 ま た は Epstein-15 Barrウ イ ル ス に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た B
細 胞 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 天 然 の 源 か ら の 抽 出 に よ り （ 例 え ば 、 MHC II分 子 か
ら の 溶 出 ） ； ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 の 発 現 に よ り ； ま た は 化 学 合 成 に よ り 、 入
手 し う る 。 自 然 下 で 生 じ る 源 と は 異 な る 細 胞 系 で 産 生 さ れ る ペ プ チ ド は 、 そ れ に 自 然 下 で
付 随 す る 成 分 か ら 分 離 さ れ て い る と 考 え ら れ る た め 、 「 単 離 」 さ れ て い る 。 宿 主 生 物 に よ
っ て 発 現 さ れ る 組 換 え ペ プ チ ド は 、 粗 溶 解 物 と し て 入 手 す る こ と も で き 、 ま た は 当 技 術 分
野 で 知 ら れ た 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 法 に よ っ て 精 製 す る こ と も で き 、 こ れ に は 分 別 沈 殿
、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 等 電 点 電 気 泳 動 、 ゲ
ル 電 気 泳 動 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー な ど が 含 ま れ う る 。 単 離 の 程 度 ま た は 純 度 は 、 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ り 、 例 え ば
、 質 量 分 析 ま た は HPLC分 析 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド を 、 Merrifield, (1
986) Science 232: 341-347、 お よ び Barany and Merrifield,「 ペ プ チ ド （ The Peptides
） 」 、 Gross and Meienhofer, eds（ N. Y., Academic Press） , pp.1-284 (1979)に 記 載
さ れ た 手 順 に よ っ て 合 成 的 に 調 製 す る こ と も で き る 。 合 成 は 、 溶 液 中 も し く は 固 相 中 で 行
う こ と も で き 、 ま た は 自 動 合 成 装 置 を 用 い る こ と も で き る （ Stewart and Young, 「 固 相
ペ プ チ ド 合 成 （ Solid Phase Peptide Synthesis） 」 、 2nd ed., Rockford Ill., Pierce 
Chemical Co.(1984) ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO.
 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は （ b）
少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ
プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 39お よ び SEQ ID NO. 58～ 102か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の を 含 む 、
MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド を 作 製 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 上 記 の 組 換 え 核 酸 構 築 物 を 含
む 宿 主 細 胞 を 、 前 記 ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 培 養 す る 段 階 、 お よ び 細 胞 ま た
は 培 地 か ら ペ プ チ ド を 回 収 す る 段 階 を 含 む 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 フ ェ ム ト モ ル 量 の MHCク ラ ス II会 合 性 RA抗 原
ペ プ チ ド を 単 離 お よ び 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 （ a） 未 熟 樹 状 細 胞 を 、 0.1～ 5μ gの
MHCク ラ ス II分 子 を 含 む 数 と し て 提 供 す る こ と ； （ b） （ a） の 細 胞 を 血 清 ま た は 滑 液 と 接
触 さ せ 、 TNFα を 添 加 す る こ と に よ っ て 樹 状 細 胞 の 成 熟 を 誘 導 す る こ と ； （ c） 細 胞 の 可 溶
化 、 お よ び 免 疫 沈 降 ま た は イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る MHCク ラ ス II
分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 の 隔 離 を 含 む 方 法 に よ り 、 細 胞 か ら ク ラ ス II MHC分 子 -抗
原 ペ プ チ ド 複 合 体 を 単 離 す る こ と ； （ d） 隔 離 さ れ た MHCク ラ ス II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の
複 合 体 を 限 外 濾 過 用 チ ュ ー ブ 内 で 水 に よ り 洗 浄 す る こ と ； （ e） 会 合 性 抗 原 ペ プ チ ド を 37
℃ の 希 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 に よ り MHCク ラ ス II分 子 か ら 溶 出 さ せ る こ と ； な ら び に （ f） 単 離
さ れ た ペ プ チ ド を 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 に よ っ て 分 離 、 検 出 お よ び 同
定 す る こ と 、 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 本 方 法 の 段 階 （ f） に お い て 、 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 ペ プ チ ド 溶 出 段 階 の 前 に 、 混 入 物 を 溶 出 さ せ る の に 十 分 な 容 積 を 用 い
る 逆 相 材 料 か ら の 第 1の 直 線 溶 出 段 階 を 含 む 。 そ の 上 、 本 方 法 は さ ら に 、 （ g） 同 定 さ れ た
ペ プ チ ド を 、 多 数 の デ ー タ セ ッ ト に わ た る 比 較 デ ー タ 分 析 を 行 う た め に 開 発 さ れ た デ ー タ
ベ ー ス お よ び ソ フ ト ウ エ ア を 含 む 方 法 に よ っ て 分 析 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 例 え ば 100ngの MHCク ラ ス II分 子 を 入 手 す る た め に 必 要 な 組 織 ま た は 体 液 の 量 は 、 MHCク
ラ ス IIを 発 現 す る 細 胞 の 数 、 お よ び MHCク ラ ス II分 子 の 発 現 率 に 依 存 す る ： 例 え ば 、 100ng
の MHCク ラ ス IIは 、 約 50mlの 血 液 か ら 入 手 し う る 、 約 2× 10 5 個 の 成 熟 DC、 ま た は 5～ 10× 10
6 個 の 末 梢 血 単 球 、 ま た は 約 5× 10 7 個 の 末 梢 血 単 核 細 胞 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 細 胞 ま た は 組 織 か ら の ク ラ ス II MHC分 子 -抗 原 ペ プ チ ド 複 合 体 の 精 製 の た め に は 、 細 胞
ま た は 組 織 の 膜 を 可 溶 化 し な け れ ば な ら な い 。 細 胞 の 溶 解 は 、 例 え ば 、 凍 結 融 解 サ イ ク ル
、 界 面 活 性 剤 の 使 用 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ と い っ た 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い
て 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い 溶 解 方 法 は 、 界 面 活 性 剤 、 好 ま し く は TX-100、 NP4O、 n-オ
ク チ ル グ ル コ シ ド 、 Zwittergent、 ル ブ ロ ー ル 、 CHAPS、 最 も 好 ま し く は TX-100ま た は Zwit
tergent 3-12を 用 い る 可 溶 化 で あ る 。 細 胞 片 お よ び 核 は 、 可 溶 化 さ れ た 受 容 体 -ペ プ チ ド
複 合 体 を 含 む 細 胞 溶 解 物 か ら 遠 心 処 理 に よ っ て 除 去 し な け れ ば な ら な い 。 そ の 結 果 、 ク ラ
ス II MHC分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 は 、 界 面 活 性 剤 に よ る 可 溶 化 を 含 む 方 法 に よ っ て
細 胞 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 さ ら に 、 MHCク ラ ス II分 子 -ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 免 疫 沈 降 法 ま た は イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 方 法 に よ り 、 細 胞 溶 解 物 か ら 精 製 さ れ る 。 免 疫 沈 降 法 ま た は イ
ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の た め に は 、 MHCク ラ ス II分 子 に 対 し て 特 異 的 で
あ っ て 、 こ れ ら の 方 法 に 適 し た 抗 体 が 用 い ら れ る 。 特 異 抗 体 は 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で あ り 、 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 に 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Aを 介 し て 、 ビ ー ズ 、 例 え ば セ
フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ ま た は ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ と 結 合 し て い る 。 先 行 技 術 に 用 い ら れ て い る 広
範 囲 に わ た る 抗 HLA抗 体 の 選 択 肢 に は 以 下 の も の が 含 ま れ る ： 抗 HLA-DR抗 体 ： L243、 TU36
、 DA6.147、 好 ま し く は L243； 抗 HLA-DQ抗 体 ： SPVL3、 TU22、 TU169、 好 ま し く は TU22お よ
び TU169； 抗 HLA-DP抗 体 B7/21な ら び に 抗 HLA-A,B,C抗 体 W6/32お よ び B9.12。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 種 々 の MHCク ラ ス II分 子 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 販 売 元 か ら 入 手 す る
こ と も で き （ 例 え ば 、 Pharmingen、 Dianova） 、 ま た は そ れ ぞ れ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の
上 清 か ら プ ロ テ イ ン A-も し く は プ ロ テ イ ン G-ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て
精 製 す る こ と も で き る 。 精 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の さ ま ざ ま
な 方 法 に よ り 、 好 ま し く は 、 抗 体 の ア ミ ノ 基 を CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス と 共 有 結 合 さ せ る
こ と に よ り 、 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 MHC分 子 の 免 疫 学 的 単 離 は 、 抗 体 ビ ー ズ を 細 胞 溶 解 物 と と も に 回 転 下 で 数 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る こ と に よ り 、 ま た は 細 胞 溶 解 物 を マ イ ク ロ カ ラ ム に 注 入 し て 通 過 さ せ る こ と に
よ っ て ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 的 に 、 行 う こ と が で き る 。 抗 体 ビ ー ズ の 洗 浄 は 、 エ ッ ペ ン ド ル
フ チ ュ ー ブ 内 で 、 ま た は マ イ ク ロ カ ラ ム 中 で 行 い う る 。 免 疫 沈 降 法 の 有 効 性 は 、 変 性 MHC
分 子 を 認 識 す る 抗 体 （ 抗 HLA-DRalpha： 1B5； 抗 HLAク ラ ス I： HC10ま た は HCA2） を 用 い る SD
S-PAGEお よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 分 析 し う る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 隔 離 さ れ た MHCク ラ ス II分 子 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 溶 出 の 前 に 、 残 存 す る 界 面 活 性 剤 の 混
入 物 を 除 去 す る 目 的 で 水 ま た は 低 塩 濃 度 緩 衝 液 を 用 い て 洗 浄 す る 。 低 塩 濃 度 緩 衝 液 は 、 濃
度 の 範 囲 が 0.5～ 10mMで あ る 、 好 ま し く は 濃 度 が 0.5mMで あ る 、 Tris、 リ ン 酸 ま た は 酢 酸 緩
衝 液 で あ っ て よ い 。 さ ら に 好 ま し い 1つ の 態 様 に お い て は 、 MHCク ラ ス II分 子 -ペ プ チ ド 複
合 体 を 、 HPLC分 析 の た め に 従 来 よ り 用 い ら れ て い る 超 純 水 （ シ ー ク エ ン シ ン グ 用 グ レ ー ド
） に よ っ て 、 好 ま し く は MERCK社 製 の 超 純 水 （ シ ー ク エ ン シ ン グ 用 グ レ ー ド ） に よ っ て 洗
浄 す る 。 洗 浄 の 段 階 を 限 外 濾 過 に よ っ て 行 っ て も よ い 。 限 外 濾 過 は 、 限 外 濾 過 用 チ ュ ー ブ
に よ り 、 カ ッ ト オ フ 値 を 30kD、 20kD、 10kDま た は 5kDと し て 、 好 ま し く は 30kDと し て 、 チ
ュ ー ブ 容 量 0.5～ 1.0ml（ 「 Ultrafree」 チ ュ ー ブ ； Millipore） で 行 う こ と が で き る 。 限 外
濾 過 用 チ ュ ー ブ 内 で の 洗 浄 は 、 受 容 体 ペ プ チ ド 複 合 体 を 保 持 す る ビ ー ズ の 容 積 の 10～ 20倍
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の 容 積 を 用 い て 、 好 ま し く は ビ ー ズ の 15倍 の 容 積 を 用 い て 、 4～ 12回 、 好 ま し く は 6～ 10回
行 う こ と が で き る 。 溶 出 さ れ た ペ プ チ ド を 、 残 り の MHCク ラ ス II分 子 か ら 、 同 じ 限 外 濾 過
用 チ ュ ー ブ を 用 い て 分 離 し て も よ い 。 続 い て 、 溶 出 さ れ た ペ プ チ ド を 凍 結 乾 燥 し て も よ い
。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ペ プ チ ド を MHCク ラ ス II分 子 か ら 溶 出 さ せ る こ と に よ っ て 、 抗 原 候 補 の 源 に 由 来 す る 、
さ ら に は 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 を 出 所 と す る ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る 、 自 然 に プ ロ セ シ ン グ
さ れ た ペ プ チ ド の 複 合 混 合 物 が 得 ら れ る 。 溶 出 の 後 に の み 、 ペ プ チ ド を 分 離 さ せ て 配 列 解
析 に 供 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お け る 抗 原 ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の さ ま ざ ま な 方 法 に よ っ て 、
好 ま し く は 希 酸 、 例 え ば 希 ア セ ト ニ ト リ ル （ Jardetzky TS et al., Nature 1991 353, 32
6-329） 、 希 酢 酸 お よ び 加 熱 （ Rudensky AY et al., Nature 1991, 353, 622-626； Chicz 
RM et al., Nature 1992, 358, 764-768） ま た は 37℃ の 希 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Kropshofer
 H et al., J Exp Med 1992, 175, 1799-1803） を 用 い る こ と に よ っ て 、 溶 出 さ せ る こ と
が で き る 。 ペ プ チ ド を 、 希 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い て 37℃ で 溶 出 さ せ る こ と が 最 も 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド を 、 続 い て 分 離 、 検 出 お よ び 同 定 す る 。 検 出 す る と は 、 単 離 さ
れ た 抗 原 ペ プ チ ド 混 合 物 中 の 個 々 の ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 フ ェ ム ト モ ル 量 の ペ プ チ
ド の 検 出 お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ の た め に 妥 当 な 方 法 に よ っ て 解 明 さ れ る こ と で あ る と 解
釈 さ れ る 。 同 定 す る と は 、 抗 原 ペ プ チ ド の 由 来 と な る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド か ら
、 さ ら に は そ れ ら が こ れ ら の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 内 部 を 構 成 す る 配 列 か ら 、
そ れ が 立 証 さ れ る こ と で あ る と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 第 1の 段 階 で は 、 溶 出 さ れ た ペ プ チ ド の 複 合 混 合 物 を 、 可 能 な さ ま ざ ま な ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 法 の い ず れ か に よ っ て 、 例 え ば 、 逆 相 、 陰 イ オ ン 交 換 、 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 分 離 す る こ と が で き る 。 分 離 は 、 C18逆 相 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 ま た は 、 MudPitと 命 名 さ れ て い る 逆 相 ／ 陽 イ オ ン 交 換 二 次 元 HP
LCに よ っ て 行 わ れ る こ と が 好 ま し い （ Washburn MP et al., Nat Biotechnol., (2001), 1
9,242-247） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 分 離 は 、 質 量 分 析 装 置 の ナ ノ 流 量 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 源 、 ま た は MALDI分 析 用 の プ レ ー
ト 上 に 画 分 を ス ポ ッ ト 化 す る 微 量 分 画 （ micro-fractionation） 装 置 の い ず れ か と 接 続 さ
れ た 溶 融 シ リ カ マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー カ ラ ム を 利 用 し た HPLC方 式 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に は 、 強 イ オ ン 交 換 性 材 料 お よ び 疎 水 性 逆 相 材 料 の 使 用 に よ る
ペ プ チ ド の 分 画 が 含 ま れ る 。 イ オ ン 交 換 性 材 料 お よ び 逆 相 材 料 か ら の ペ プ チ ド の 溶 出 の た
め に は 、 塩 に よ る 溶 出 お よ び 有 機 溶 媒 （ 例 え ば ア セ ト ニ ト リ ル ） に よ る 溶 出 を 含 む 、 異 な
る 溶 出 プ ロ グ ラ ム を 交 互 に 行 う 。 逆 相 材 料 か ら の 溶 出 は 、 長 さ お よ び 傾 斜 度 の 異 な る 直 線
的 勾 配 に よ る 複 数 の 段 階 と し て 行 わ れ る 。 分 画 し よ う と す る 試 料 中 の 混 入 物 は 、 そ の 溶 出
が 質 量 分 析 装 置 に お け る ペ プ チ ド ピ ー ク の 検 出 と 競 合 す る 任 意 の 混 入 物 で あ り う る 。 こ の
た め 、 同 時 の 溶 出 を 防 止 す る 目 的 で 、 ペ プ チ ド 溶 出 段 階 の 前 に 、 十 分 な 容 積 の 溶 媒 を 用 い
て 混 入 物 を 溶 出 さ せ な け れ ば な ら な い 。 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の た め に 用 い る カ ラ ム に
よ る が 、 ペ プ チ ド 溶 出 段 階 の 前 に 混 入 物 を 溶 出 さ せ る の に 十 分 な 溶 媒 容 積 は 、 カ ラ ム 容 積
の 100～ 200倍 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 さ ま ざ ま な 質 量 分 析 法 が 適 し て い る が 、 MALDI-ポ ス ト ソ ー ス 分 解 （ PSD） MS法 ま た は エ
レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 タ ン デ ム 質 量 分 析 （ ESI-MS） 法 が 好 ま し く 、 イ オ ン ト ラ ッ プ ES
I-MS法 が 最 も 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　 個 々 の ペ プ チ ド の 配 列 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 手 段 に よ っ て 決 定 し う る 。 配 列 解 析 は 、
ペ プ チ ド の 断 片 化 、 お よ び ア ル ゴ リ ズ ム （ 例 え ば 、 MASCOTま た は SEQUEST） を 用 い た 断 片
ス ペ ク ト ル の コ ン ピ ュ ー タ 支 援 に よ る 解 釈 に よ っ て 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。 ど ち ら の コ
ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム も 、 タ ン パ ク 質 お よ び ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 利 用 し
て 、 実 験 的 お よ び 理 論 的 に 生 成 さ れ た タ ン デ ム 質 量 ス ペ ク ト ル の 相 互 相 関 解 析 を 行 う 。 こ
れ に よ り 、 自 動 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 配 列 解 析 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 単 離 お よ び 同 定 さ れ た 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 MHC結 合 モ チ ー フ 、 MHC結 合 能 お よ び ／
ま た は T細 胞 認 識 に よ っ て 検 証 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
MHC結 合 モ チ ー フ
　 特 定 の MHC分 子 （ ア レ ル 変 異 体 ） と 会 合 し た ペ プ チ ド は 、 MHC分 子 と 安 定 し た 複 合 体 を 形
成 す る た め に 必 要 な 、 結 合 モ チ ー フ と 呼 ば れ る 共 通 の 構 造 的 特 徴 を 有 す る 。 MHCク ラ ス I分
子 か ら 溶 出 さ れ る ペ プ チ ド リ ガ ン ド は 比 較 的 短 く 、 8～ 11ア ミ ノ 酸 の 範 囲 で あ る 。 さ ら に
、 ペ プ チ ド の 2つ ま た は 3つ の 側 鎖 に 結 合 に か か わ る 。 そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 位 置 は HL
Aア レ ル に よ っ て 異 な る が 、 こ れ ら の い わ ゆ る 「 ア ン カ ー 」 残 基 の う ち 2つ は 2位 お よ び 9位
に 位 置 す る こ と が 最 も 多 い 。 個 々 の ア ン カ ー 位 置 に 関 し て は 、 ア ン カ ー ア ミ ノ 酸 と し て 通
常 働 く の は 1つ ま た は 2つ の ア ミ ノ 酸 の み で あ り 、 例 え ば 、 HLA-A2の 場 合 に は 2位 の ロ イ シ
ン ま た は バ リ ン Vで あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 MHCク ラ ス II分 子 の 場 合 に は 、 ペ プ チ ド 結 合 溝 の 両 端 が 開 放 状 態 に あ る こ と か ら 、 よ り
長 い ペ プ チ ド が 結 合 し う る た め 、 ペ プ チ ド の 長 さ は 11～ 25ア ミ ノ 酸 の 範 囲 で あ る 。 ほ と ん
ど の HLAク ラ ス II分 子 は 、 九 量 体 の コ ア 領 域 に 含 ま れ る 相 対 位 置 P1、 P4、 P6お よ び P9に 最
大 4つ の ア ン カ ー 残 基 を 収 容 す る 。 し か し 、 こ の コ ア 領 域 の ペ プ チ ド の N末 端 か ら の 距 離 は
さ ま ざ ま で あ る 。 大 半 の 場 合 に は 、 コ ア 領 域 の 前 に 2～ 4個 の N末 端 残 基 が 存 在 す る 。 こ の
た め 、 ほ と ん ど の HLAク ラ ス II会 合 性 ペ プ チ ド で は 、 P1ア ン カ ー 残 基 は 3位 、 4位 ま た は 5位
に 位 置 す る 。 HLA-DRク ラ ス II分 子 か ら 溶 出 さ れ る ペ プ チ ド は 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ま た は バ リ ン に よ っ て 代 表 さ
れ る 大 型 の 疎 水 性 P1ア ン カ ー を 共 通 に 有 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ア ン カ ー 残 基 の 位 置 お よ び 厳 密 な タ イ プ に よ り 、 高 頻 度 に 存 在 す る HLAク ラ ス IIア レ ル
産 物 の 大 部 分 に 関 し て 知 ら れ て い る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ が 構 成 さ れ る 。 ペ プ チ ド 配 列 中
の モ チ ー フ の 検 証 を 可 能 に す る コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム の 一 つ は 、 vaccinome社 に よ っ
て 販 売 さ れ て い る 「 Tepitope」 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
MHCの 結 合 能
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 、 例 え ば
、 単 離 さ れ た MHCク ラ ス II分 子 お よ び 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た も の と 同 一 な ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 用 い て 、 適 切 な MHCク ラ ス II分 子 と 結 合 す る 能 力 に 関 し
て 検 討 す る こ と が で き る （ Kropshofer H et al., J. Exp. Med. 1992; 175, 1799-1803；
Vogt AB et al., J. Immunol. 1994; 153, 1665-1673； Sloan VS et al., Nature 1995; 
375, 802-806） 。 ま た は 、 MHCク ラ ス IIを 発 現 す る 細 胞 系 お よ び ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド を 用
い る 細 胞 結 合 ア ッ セ イ を 、 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ を 検 証 す る た め に 用 い る こ と も で き る （
Arndt SO et al., EMBO J., 2000; 19, 1241-1251） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 い ず れ の ア ッ セ イ に お い て も 、 標 識 さ れ た レ ポ ー タ ー ペ プ チ ド の 結 合 を 50％ 低 下 さ せ る
た め に 必 要 な 濃 度 を 決 定 す る こ と に よ り 、 ペ プ チ ド の 相 対 的 結 合 能 を 測 定 す る 。 こ の 値 は
IC50と 呼 ば れ る 。 関 係 す る HLAク ラ ス II分 子 に 対 す る 妥 当 な 親 和 性 を 有 す る ペ プ チ ド 結 合
で は 、 確 立 さ れ た 基 準 ペ プ チ ド の IC50の 10倍 を 上 回 ら な い IC50値 が 得 ら れ る 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 同 じ 結 合 ア ッ セ イ を 、 ペ プ チ ド が 、 別 の ク ラ ス II MHC分 子 、 す な わ ち 本 発 明 の 方 法 を 用
い て 溶 出 さ れ た も の 以 外 の ク ラ ス II MHC分 子 と 結 合 す る 能 力 を 検 討 す る た め に 用 い る こ と
も で き る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド を 用 い る 本 発 明 の 診 断 方 法 、 お よ び ペ プ チ ド ま た は そ れ ら
に 由 来 す る ペ プ チ ド を 用 い る 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 こ の よ う な 別 の ク ラ ス II MHC分 子 を 発
現 す る 対 象 に 対 し て 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
T細 胞 認 識
　 エ ピ ト ー プ の 検 証 手 順 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た ペ プ チ ド を 、 CD4+T細 胞 集
団 を 活 性 化 す る 能 力 に 関 し て 試 験 す る こ と を 含 み う る 。 本 発 明 で 同 定 さ れ た も の と 同 一 で
あ る か 、 ま た は 本 発 明 で 同 定 さ れ た ペ プ チ ド の ネ ス テ ッ ド 基 （ nested group） に 由 来 す る
コ ア 配 列 に 対 応 す る か の い ず れ か で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 合 成 す る 。 続 い
て 、 合 成 ペ プ チ ド を 、 （ a） 関 心 対 象 の MHCク ラ ス II分 子 を 発 現 し 、 疾 患 の 少 な く と も 1つ
の 症 状 を 有 す る 被 験 対 象 ； お よ び （ b） 関 心 対 象 の MHCク ラ ス II分 子 を 発 現 し 、 疾 患 の 症 状
を 有 し な い 対 照 対 象 、 か ら の CD4+T細 胞 を 活 性 化 す る 能 力 に 関 し て 試 験 す る 。 そ の ほ か の
対 照 対 象 と し て は 、 疾 患 の 症 状 を 有 し て お り 、 し か も 関 心 対 象 の MHCク ラ ス II分 子 を 発 現
し な い も の が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 い く つ か の 疾 患 （ 例 え ば 、 自 己 免 疫 の 要 素 を 有 す る も の ） に お い て は 、 （ b） に 記 載 さ
れ た 対 照 対 象 の CD4+T細 胞 で は な く 、 被 験 対 象 の CD4+T細 胞 に 反 応 性 が み ら れ る こ と に よ り
、 当 該 ペ プ チ ド が 、 当 該 疾 患 を 惹 起 、 促 進 ま た は 悪 化 さ せ う る CD4+T細 胞 を 活 性 化 す る エ
ピ ト ー プ で あ る と い う 確 定 的 な 証 拠 が 得 ら れ る 。 ま た 別 の 疾 患 （ 例 え ば 、 自 己 免 疫 の 要 素
が な い 癌 ま た は 感 染 症 ） に お い て は 、 前 の 文 章 に 記 載 し た も の と 同 様 な パ タ ー ン の 反 応 性
お よ び 反 応 性 の な さ に よ り 、 当 該 ペ プ チ ド が 、 疾 患 に 対 す る 免 疫 、 ま た は 少 な く と も 疾 患
の 症 状 の 軽 減 を 媒 介 し う る CD4+T細 胞 を 活 性 化 す る エ ピ ト ー プ で あ る こ と が 示 さ れ る と 考
え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 CD4+T細 胞 の 反 応 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の さ ま ざ ま な イ ン ビ ト ロ 方 法 に よ っ て 測 定 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 全 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） 全 体 を 候 補 合 成 ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た
は 非 存 在 下 で 培 養 し 、 増 殖 反 応 を 、 例 え ば DNA中 へ の [3H]-チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ っ て 測
定 す る 。 増 殖 性 T細 胞 が CD4+T細 胞 で あ る こ と は 、 ア ッ セ イ の 前 に PBMCか ら CD4+T細 胞 を 除
去 す る こ と に よ り 、 ま た は T細 胞 表 面 の CD4+分 子 と 結 合 し て そ の 増 殖 を 阻 害 す る 阻 害 性 抗
体 を 添 加 す る こ と に よ り 、 検 証 す る こ と が で き る 。 い ず れ の 場 合 に も 、 増 殖 反 応 は 、 CD4+
T細 胞 が 増 殖 性 細 胞 で あ る 場 合 に の み 阻 害 さ れ る と 考 え ら れ る 。 ま た は 、 CD4+T細 胞 を PBMC
か ら 精 製 し 、 適 切 な MHCク ラ ス II分 子 を 発 現 す る APCの 存 在 下 で 、 ペ プ チ ド に 対 す る 増 殖 反
応 に 関 し て 調 べ る こ と も で き る 。 こ の よ う な APCは 、 Bリ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ も
し く は 樹 状 細 胞 、 ま た は 全 PBMCで あ り う る 。 ま た 、 APCが 、 Bリ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ
ー ジ ま た は 樹 状 細 胞 に 由 来 す る 不 死 化 細 胞 株 で も あ り う る 。 APCに 関 心 対 象 の MHCク ラ ス II
分 子 を 内 因 性 に 発 現 さ せ る こ と も で き 、 ま た は そ れ ら に そ の よ う な 分 子 を コ ー ド す る ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 い ず れ の 場 合 に も 、 例
え ば 電 離 放 射 線 ま た は マ イ ト マ イ シ ン -Cで 処 理 す る こ と に よ り 、 APCを ア ッ セ イ の 前 に 非
増 殖 性 に す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 細 胞 増 殖 を 測 定 す る 代 わ り に 、 当 業 者 に 公 知 の 手 順 に よ っ て 、 CD4+T細 胞 に よ る サ イ ト
カ イ ン 産 生 を 測 定 す る こ と も で き る 。 サ イ ト カ イ ン に は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ IL-2） 、
イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ （ IFN-γ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4（ IL-4） 、 TNF-α 、 イ ン タ ー ロ イ
キ ン -6（ IL-6） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10（ IL-10） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -12（ IL-12） ま た は
TGF-β が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 そ れ ら を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ に は 、 ELISA、 お よ び 当
該 サ イ ト カ イ ン に 反 応 す る 細 胞 を 被 験 試 料 の 存 在 下 で の 反 応 性 （ 例 え ば 、 増 殖 ） に 関 し て
調 べ る バ イ オ ア ッ セ イ が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 ま た は 、 CD4+リ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 を 、 細 胞 内 免 疫 蛍 光 染 色 お よ び フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー に よ っ て 直 接 描 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド を RAの 診 断 に 用 い る こ と も で き る 。 し た が
っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 本 発 明 に よ る 抗 原 ペ プ チ ド を RAの た め の マ ー カ ー と し て
用 い る こ と で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 好 ま し く は 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は （ b） 少 な く と も 、 SEQ
 ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ
ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 39お よ び SEQ ID NO. 58～ 102か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の 、 を 含 む MHCク ラ ス II抗
原 ペ プ チ ド が 、 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 治 療 レ ジ メ ン の 有 効 性 を 追 跡 す る
た め の 反 応 マ ー カ ー と し て 用 い る こ と も で き る 。 本 質 的 に は 、 抗 原 ペ プ チ ド に 関 す る ベ ー
ス ラ イ ン 値 を 決 定 し て 、 続 い て 所 定 の 治 療 薬 を 投 与 し 、 そ の 後 の 抗 原 ペ プ チ ド の レ ベ ル を
モ ニ タ ー す る こ と が で き 、 抗 原 ペ プ チ ド の レ ベ ル の 変 化 に よ っ て 治 療 投 与 の 有 効 性 が 示 さ
れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 さ ら に 、 疾 患 の 、 好 ま し く は RAの 、 あ る 特 定 の 病 期 ま た は 段 階 の み に 認 め ら れ る 抗 原 ペ
プ チ ド を 、 病 期 特 異 的 マ ー カ ー と し て 利 用 す る こ と も で き る 。 本 質 的 に は 、 あ る 特 定 の 疾
患 病 期 と 関 連 づ け ら れ て い る 抗 原 ペ プ チ ド の レ ベ ル を 定 期 的 に モ ニ タ ー し 、 そ れ に よ っ て
疾 患 の 病 期 お よ び そ の 進 行 に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 RA抗 原 ペ プ チ ド の 由 来 と な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 疾 患 の 、 好 ま し く は RAの
、 特 に び ら ん 性 RAと 非 び ら ん 性 RAと を 区 別 し て の 、 診 断 お よ び モ ニ タ リ ン グ の た め の マ ー
カ ー と し て 、 用 い る こ と も 含 む 。 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と の 根 拠 は 、 DCが ほ と
ん ど の 組 織 に 存 在 し 、 そ こ で そ れ ら が 特 異 的 受 容 体 お よ び 特 化 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス 機
構 （ 例 え ば 、 マ ク ロ 飲 作 用 ） を 介 し て 外 因 性 抗 原 を 捕 捉 し た 後 で 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗
原 を MHCク ラ ス II分 子 上 の ペ プ チ ド と し て 提 示 す る こ と に あ る 。 以 前 の 研 究 に よ り 、 MHCク
ラ ス II分 子 と の 関 連 下 で 認 め ら れ る ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 、 例 え ば 、 RA抗 原 ペ プ チ ド の 頻 度
は 、 大 半 の 場 合 、 こ の 特 定 の ペ プ チ ド の 由 来 と な っ た タ ン パ ク 質 の 存 在 量 を 反 映 す る こ と
が 知 ら れ て い る 。 こ の た め 、 RA抗 原 ペ プ チ ド だ け で な く 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 も 、 RAの た
め の マ ー カ ー と し て 役 立 つ 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て は 、 以 下 の も の か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド の 、 RAの た め の マ ー カ ー と し て の 使 用 法 が 提 供 さ れ る ： イ ン タ ー フ ェ ロ ン -
γ -誘 導 型 リ ソ ソ ー ム 性 チ オ ー ル 還 元 酵 素 （ SEQ ID NO. 40） 、 イ ン テ グ リ ン β -2（ SEQ ID
 NO. 123） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -4,5二 リ ン 酸 3-キ ナ ー ゼ （ SEQ ID NO. 124） 、
ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 （ SEQ ID NO. 125） 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 V-
III領 域 （ VＨ 26） （ SEQ ID NO. 126） 、 DJ-1タ ン パ ク 質 （ SEQ ID NO. 127） 、 ア ポ リ ポ タ
ン パ ク 質 B-100（ SEQ ID NO. 41） 、 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム 非 ATPア ー ゼ 調 節 性 サ ブ ユ ニ ッ ト 8
（ SEQ ID NO. 128） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1受 容 体 （ SEQ ID NO. 129） 、 フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ
ン （ SEQ ID NO. 130） 、 GM-CSF／ IL-3／ IL-5受 容 体 （ SEQ ID NO. 131） 、 ソ ー テ ィ ン グ ネ
キ シ ン 3（ SEQ ID NO. 132） 、 イ ン タ ー -α -ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖 H4（ SEQ ID NO. 
42） 、 補 体 C4（ SEQ ID NO. 43） 、 補 体 C3（ SEQ ID NO. 44） 、 SH3ド メ イ ン 結 合 グ ル タ ミ
ン 酸 リ ッ チ ラ イ ク タ ン パ ク 質 3（ SEQ ID NO. 45） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4-誘 導 型 タ ン パ ク
質 1（ SEQ ID NO. 46） 、 ヘ モ ペ キ シ ン （ SEQ ID NO. 47） 、 Hsc70相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質 （
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SEQ ID NO. 48） 、 イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ii） （ SEQ ID NO. 133） 、 レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 応
答 タ ン パ ク 質 2（ SEQ ID NO. 134） 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン （ SEQ ID NO. 135） 、 カ テ プ シ ン B
（ SEQ ID NO. 136） 、 ト リ ペ プ チ ジ ル -ペ プ チ ダ ー ゼ II（ SEQ ID NO. 137） 、 レ グ マ イ ン
（ SEQ ID NO. 138） 、 血 小 板 活 性 化 因 子 受 容 体 （ SEQ ID NO. 139） 、 ポ リ -α -2.8-シ ア リ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ SEQ ID NO. 140） 、 ras関 連 タ ン パ ク 質 Rab-11B（ SEQ ID NO. 141
） 。 好 ま し く は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る 。 ま
た 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド を 非 び ら ん 性 RAの た め の マ ー カ ー と し て 用 い る こ と も 好 ま し い 。 特
に 好 ま し い の は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4-誘 導 型 タ ン パ ク 質 1（ SEQ ID NO. 46） を 、 RAの た
め の マ ー カ ー と し て 用 い る こ と で あ る 。 図 1の ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ ま で は RAの た め の マ
ー カ ー と し て 知 ら れ て い な か っ た が 、 現 時 点 で は RAの た め の 重 要 な マ ー カ ー 候 補 で あ る と
考 え ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 RAの 診 断 は 、 RAの た め の ポ リ ペ プ チ ド ま た は マ ー カ ー の 発 現 お よ び ／ ま た は 組 成 を 、 固
相 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ ELISA） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 沈 降 法 お よ び 免 疫 蛍 光 法 を
含 む 、 さ ま ざ ま な 方 法 に よ っ て 検 討 す る こ と に よ り 、 下 す こ と が で き る 。 個 体 か ら の 被 験
試 料 を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 発 現 の 変 化 お よ び ／ ま た は 組 成 の 変 化 の
存 在 に 関 し て 評 価 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 発 現 の 変 化 は 、 例 え ば 、 量 的 な ポ
リ ペ プ チ ド 発 現 （ す な わ ち 、 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 量 ） の 変 化 で あ り う る ； ポ リ ペ プ
チ ド の 組 成 の 変 化 は 、 質 的 な ポ リ ペ プ チ ド 発 現 （ 例 え ば 、 変 異 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 異 な る
ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 の 発 現 ） の 変 化 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ の よ う な 変 化 の 両 方 （ 量 的 お よ び 質 的 ） が 存 在 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 ま た は 組 成 の 「 変 化 」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 対 照 試 料 に お け る ペ プ チ ド ま
た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 組 成 と 比 較 し て の 、 被 験 試 料 に お け る 発 現 ま た は 組 成 の 変
化 の こ と を 指 す 。 対 照 試 料 と は 、 被 験 試 料 に 対 応 し （ 例 え ば 、 同 じ 種 類 の 細 胞 か ら の も の
で あ り ） 、 し か も RAに 罹 患 し て い な い 個 体 か ら の も の で あ る 試 料 の こ と で あ る 。 対 照 試 料
と 比 較 し て 、 被 験 試 料 に お け る ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 組 成 に 変 化 が あ
る こ と に よ り 、 RAま た は RAに 対 す る 感 受 性 が 示 さ れ る 。 分 光 法 、 比 色 法 、 電 気 泳 動 法 、 等
電 点 電 気 泳 動 法 お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ （ イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 （ 「 分 子 生 物 学 に お け る 最 新 プ
ロ ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology） 」 、 特 に 10章 も 参 照 ） な ど ） を
含 め 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 組 成 を 検 討 す る さ ま ざ ま な 手 段
を 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 David et al, 米 国 特 許 第 4,376,110号 ） 。 例 え ば 、 1つ
の 態 様 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 上 記 の も の ） と 結 合 し う る 抗 体 、 好 ま し く は
検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 性 で も よ く 、
ま た は 最 も 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 性 で あ る 。 完 全 な 抗 体 ま た は そ の 断 片 （ 例 え ば 、 Fa
bま た は F(ab')2） を 用 い う る 。 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に 関 す る 「 標 識 さ れ た 」 と い う 用 語 は
、 検 出 可 能 な 物 質 を プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 と 結 合 さ せ る こ と （ す な わ ち 、 物 理 的 に 連 結 す る
こ と ） に よ る プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 直 接 標 識 の ほ か 、 直 接 標 識 さ れ た 別 の 試 薬 と の 反 応 性
に よ る プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 間 接 的 標 識 も 含 む も の と す る 。 間 接 的 標 識 の 例 に は 、 蛍 光 標
識 さ れ た 二 次 抗 体 を 用 い る 一 次 抗 体 の 検 出 、 お よ び 、 蛍 光 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
を 用 い て 検 出 し う る よ う に す る ビ オ チ ン に よ る DNAプ ロ ー ブ の 末 端 標 識 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 上 記 の 抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 被 験 試 料 中 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル ま た は 量 を 測 定 し
て 、 そ れ を 対 照 試 料 中 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル ま た は 量 と 比 較 す る た め に
用 い る こ と が で き る 。 被 験 試 料 中 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 均 一 系 ま た は 不 均 一 系
イ ム ノ ア ッ セ イ で 測 定 す る こ と が 好 ま し い 。 被 験 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル ま た
は 量 が 、 対 照 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル ま た は 量 よ り も 高 い ま た は 低 く 、 そ の 差
が 統 計 学 的 に 有 意 で あ る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 変 化 が 示 さ れ 、 RAま た は RAに
対 す る 感 受 性 が 診 断 さ れ る 。
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【 ０ １ １ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の MHCク ラ ス II抗 原 ペ プ チ ド と 反 応 す る 診 断 用 組 成
物 に も 関 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 さ ら に も う 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド ま た は そ の 由 来 と な る タ ン パ ク
質 を 、 疾 患 の 、 好 ま し く は RAの 予 防 お よ び 治 療 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 治 療 目 的 で あ り 、 こ の 場 合 に は 、 同 定 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド の 1つ ま
た は 複 数 を 用 い て 、 RAに 対 す る 、 好 ま し く は び ら ん 性 お よ び ／ ま た は 非 び ら ん 性 RAに 対 す
る ワ ク チ ン 接 種 を 患 者 に 行 う 。 ワ ク チ ン 接 種 の 過 程 で 、 抗 原 ペ プ チ ド は 患 者 に お い て 抗 原
特 異 的 T細 胞 寛 容 を 誘 導 す る と 考 え ら れ 、 こ れ は 最 終 的 に は 疾 患 の 消 退 ま た は 疾 患 の 進 展
の 減 衰 を も た ら す と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 将 来 の 臨 床 試 験 に お い て 特 異 的 免 疫 寛 容 を 誘 導 す る た め の 有 望 な 戦 略 の 一 つ は 、 DNA寛
容 化 ワ ク チ ン （ 寛 容 化 vaccine） の 使 用 で あ る 。 自 己 抗 原 を コ ー ド す る DNA寛 容 化 ワ ク チ ン
は 単 独 で T細 胞 増 殖 反 応 を 低 下 さ せ る こ と が 示 さ れ て お り （ Ruiz, P. et al., J Immunol 
162 (1999) 3336-3341） 、 一 方 、 自 己 抗 原 お よ び IL-4を 同 時 送 達 す る DNA寛 容 化 ワ ク チ ン
も 防 御 的 TＨ 2反 応 を 誘 導 し て い る （ Garren, H. et al., Immunity 15 (2001) 15-22） 。
開 発 中 の 非 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 寛 容 化 療 法 の 例 に は 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 自 然 に プ ロ セ
シ ン グ さ れ た ペ プ チ ド 、 改 変 さ れ た ペ プ チ ド リ ガ ン ド 、 他 の 生 体 分 子 、 例 え ば DNAな ど 、
ま た は 翻 訳 後 修 飾 を 含 む タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド 、 な ら び に 「 経 口 寛 容 」 を 誘 導 す る た
め に 経 口 投 与 さ れ る 抗 原 が 含 ま れ る （ Robinson, W.H. et al., Clin Immunol 103 (2002)
 7-12に 総 説 が な さ れ て い る ） 。 寛 容 化 療 法 に 関 し て 考 え ら れ る 有 害 作 用 に は 自 己 免 疫 の
発 生 が あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 こ の 目 的 の た め に は 、 当 該 の RA抗 原 ペ プ チ ド を 、 ペ プ チ ド が MHC分 子 と 結 合 し 、 T細 胞 の
末 梢 性 寛 容 を 誘 発 す る の に 十 分 な 量 と し て 患 者 に 直 接 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド を 、 DCを 用 い る ワ ク チ ン の 作 製 の た め に 利 用 す る こ と も
で き る 。 こ の 場 合 に は 、 患 者 の 単 球 由 来 の 自 己 DCに 対 し て 、 当 該 ペ プ チ ド ま た は 当 該 ペ プ
チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 に よ る パ ル ス 刺 激 を 加 え る と よ い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 （ a） 少 な く と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～
122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は （ b） 少 な く
と も 、 SEQ ID NO. 49～ 57お よ び SEQ ID NO. 103～ 122か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド
結 合 モ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 SEQ ID NO. 1～ 39お よ び SEQ ID NO. 58～ 102か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 対 応 す る 配 列 の N末 端 お よ び C末 端 隣 接 配 列 が 加 わ っ た も の を 含 む MHCク ラ
ス II抗 原 ペ プ チ ド 、 前 記 抗 原 ペ プ チ ド ま た は SEQ ID NO. 40～ 48お よ び SEQ ID NO. 123～ 1
41か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 、 さ ら に 任 意 に は 薬 学 的 に 許 容
さ れ る 添 加 剤 、 希 釈 剤 ま た は 担 体 も 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。 抗 原 ペ プ チ ド は 、 特
異 的 リ ン パ 球 を 寛 容 化 す る の に 十 分 な 量 と し て 存 在 し な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 量 は
、 用 い る ペ プ チ ド 、 投 与 、 治 療 し よ う と す る 疾 患 の 重 症 度 、 お よ び 患 者 の 全 身 状 態 に 依 存
す る と 考 え ら れ 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド を 樹 状 細 胞 表 面 に ロ ー ド さ せ る 場 合 に は 、 通 常 は 1～ 5
0mg／ mlの 範 囲 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 許 容 さ れ る 添 加 剤 、 希 釈 剤 ま た は 担 体 は 、 イ ン ビ ト ロ 試 験 の 目 的 に は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水
で あ っ て よ く 、 イ ン ビ ボ 用 途 に は 生 理 的 塩 溶 液 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に お け る 「 ワ ク チ ン 接 種 」 と は 、 能 動 的 免 疫 処 置 、 す な わ ち 患 者 に お け る イ ン
ビ ボ 免 疫 寛 容 を 直 接 誘 発 す る た め の ペ プ チ ド の イ ン ビ ボ 投 与 、 お よ び 、 受 動 的 免 疫 処 置 、
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す な わ ち イ ン ビ ト ロ で CD4+Tリ ン パ 球 を 寛 容 化 す る 目 的 ま た は 自 己 も し く は 同 種 の 樹 状 細
胞 を 刺 激 す る 目 的 で ペ プ チ ド を 用 い る こ と （ そ れ ら は 後 に 患 者 に 再 び 接 種 さ れ る ） の 両 方
を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 実 質 的 に は 、 特 に 実 施 例 を 参 照 し な が ら 、 本 明 細 書 に 前 述 し た 通 り の 、
抗 原 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 核 酸 、 宿 主 細 胞 、 方 法 、 組 成 物 お よ び 使 用 法 も 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ こ ま で 本 発 明 の 一 般 的 な 説 明 を 行 っ て き た が 、 具 体 的 な 実 施 例 （ た だ し 、 そ れ ら は 例
示 の み を 目 的 と し て お り 、 別 に 指 定 さ れ る 場 合 を 除 き 、 限 定 を 意 図 し た も の で は な い ） を
、 以 下 の 図 面 と と も に 参 照 す る こ と に よ り 、 そ れ は さ ら に 良 く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 以 下 の 実 施 例 は 、 上 述 し た 図 面 と の 関 連 に お い て 、 以 下 に 述 べ る よ う な 、 図 1に 概 要 を
示 し た 方 法 に 基 づ い て 説 明 さ れ て い る 。 実 施 例 で 言 及 さ れ て い る 市 販 の 試 薬 は 、 別 に 指 定
す る 場 合 を 除 き 、 製 造 元 の 指 示 に 従 っ て 用 い た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
本 発 明 の 方 法
樹 状 細 胞 お よ び 培 養
　 検 討 は 、 以 下 に 述 べ る よ う に 、 単 球 か ら 分 化 さ せ た ヒ ト 樹 状 細 胞 を 用 い て 行 っ た 。 単 球
は ヒ ト 末 梢 血 か ら 精 製 し た 。 血 液 は 、 以 下 の ハ プ ロ タ イ プ を 有 す る 健 常 ド ナ ー か ら 採 取 し
た ： （ 1） HLA-DRB1 * 0401、 * 03011、 （ 2） HLA-DRB1 * 0401、 * 0304、 （ 3） HLA-DRB1 * 0401、 *

1301、 （ 4） HLA-DRB1 * 0401、 * 0701、 HLA-DRB1 * 0401、 * 0407。
【 ０ １ ３ １ 】
　 細 胞 は す べ て 、 1mMピ ル ビ ン 酸 、 2mMグ ル タ ミ ン お よ び 10％ 熱 非 働 化 ウ シ 胎 仔 血 清 （ Gibc
o BRL, Rockville, MD） を 加 え た RPMI 1640培 地 （ 略 称 ： RPMI） 中 で 培 養 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） の 単 離
　 末 梢 血 は マ ン ハ イ ム （ Mannheim, Germany） の 血 液 バ ン ク か ら 標 準 的 な バ フ ィ ー コ ー ト
調 製 物 と し て 入 手 し た 。 ヘ パ リ ン （ 200 I.U.／ 血 液 ml、 Liquemine, Roche） を 、 凝 固 を 防
ぐ た め に 用 い た 。 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） は 、 LSM（ 登 録 商 標 ） （ 1.077～ 1.080g／ ml； IC
N, Aurora, OH） 中 で の 800g（ 室 温 ） で の 30分 間 の 遠 心 処 理 に よ っ て 単 離 し た 。 PBMCを 間
期 の も の か ら 収 集 し 、 20mM Hepesを 含 む RPMIで 2回 洗 浄 し た （ 500gで 15分 間 、 300gで 5分 間
） 。 赤 血 球 を 除 去 す る た め に 、 PBMCを ALT緩 衝 液 （ 140mM塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 20mM Tris、 p
H 7.2） に よ り 37℃ で 3分 間 処 理 し た 。 PBMCを 20mM Hepesを 含 む RPMIで 2回 洗 浄 し た （ 200g
で 5分 間 ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
末 梢 血 単 球 か ら の 樹 状 細 胞 の 作 製
　 抗 CD14磁 気 ビ ー ズ （ Miltenyi Biotech, Auburn, CA） を 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て
用 い る 陽 性 選 別 に よ り 、 単 球 を PBMCか ら 単 離 し た 。 単 球 は 、 1％ 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ Gibco, 
BRL, Rockville, MD） 、 50ng／ ml組 換 え ヒ ト 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 （ GM-CSF
； S.A.1.1× 10 7  U／ mg） （ Leucomax； Novartis, Basel, Switzerland） お よ び 3ng／ ml組
換 え ヒ ト IL-4（ S.A. 2.9× 10 4  U／ μ g） （ R&D Systems, Minneapolis, MN） を 加 え た RPMI
中 で 培 養 し た 。 単 球 を 0.3× 10 6 個 ／ mlで 6ウ ェ ル プ レ ー ト （ Costar） に 播 い て 5日 間 お き 、
未 熟 樹 状 細 胞 を 入 手 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 単 球 由 来 の 未 熟 樹 状 細 胞 の 質 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ っ て ル ー チ ン 的 に モ ニ タ
ー し 、 そ れ ら が 以 下 の 表 現 型 を 示 し た 場 合 に は 適 切 で あ る と 評 価 し た ： CD1a（ 高 ） 、 CD3
（ 陰 性 ） 、 CD14（ 低 ） 、 CD19（ 陰 性 ） 、 CD56（ 陰 性 ） 、 CD80（ 低 ） 、 CD83（ 陰 性 ） 、 CD86
（ 低 ） お よ び HLA-DR（ 高 ） 。 こ れ に 対 し て 、 成 熟 樹 状 細 胞 （ 以 下 を 参 照 の こ と ） は 、 以 下
の 表 現 型 を 示 す ： CD1a（ 低 ） 、 CD80（ 高 ） 、 CD83（ 高 ） 、 CD86（ 高 ） お よ び HLA-DR（ 高 ）
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。 CD1a、 CD3、 CD14、 CD19、 CD56、 CD80、 CD83、 CD86に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら
び に そ れ ぞ れ の ア イ ソ タ イ プ 対 照 物 は Pharmingen社 （ San Diego、 CA） か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
血 清 ま た は 滑 液 に 対 す る 樹 状 細 胞 の 曝 露
　 血 清 お よ び 滑 液 に 対 し て 、 1 3 7 Cs（ 70 TBq） に よ る 放 射 線 照 射 を 30分 間 行 っ た 。 樹 状 細
胞 に 血 清 ま た は 滑 液 由 来 の 抗 原 を 与 え る た め に 、 6× 10 6 個 の 未 熟 樹 状 細 胞 に 対 し て 、 1ml
の 血 清 ま た は 0.6mlの 滑 液 に よ る パ ル ス 刺 激 を 加 え た 。 同 時 に 、 10ng／ mlの 組 換 え ヒ ト 腫
瘍 壊 死 因 子 α （ TNFα ； S.A. 1.1× 10 5  U／ μ g） を 添 加 す る こ と に よ り 、 樹 状 細 胞 の 成 熟
を 誘 導 し た 。 対 照 と し て 、 6× 10 6 個 の 未 熟 樹 状 細 胞 を TNFα の み と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 24時 間 の 培 養 後 に 、 成 熟 樹 状 細 胞 を 、 300gで の 10分 間 の 遠 心 処 理 に よ っ て 収 集 し た 。 細
胞 を PBSで 洗 浄 し た 上 で エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し た 。 400gで 3分 間 遠 心 し た 後 に 、 上
清 を 完 全 に 除 去 し 、 細 胞 を -70℃ で 凍 結 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
抗 HLAク ラ ス IIビ ー ズ の 作 製
　 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） L243（ ATCC, Manassas, VA） を 、 そ れ ぞ れ の マ ウ
ス ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 を 培 養 す る こ と に よ っ て 産 生 さ せ た 。 mAb L243は プ ロ テ イ ン Aセ
フ ァ ロ ー ス （ Pharmacia, Uppsala, Sweden） を 用 い て 精 製 し 、 CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ビ
ー ズ （ Pharmacia） に 対 し て 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 最 終 濃 度 2.5mg／ mlで 固 定 化
し た 。 L243ビ ー ズ は 、 0.1％ Zwittergent 3-12（ Calbiochem, La Jolla, CA） を 含 む PBS中
に 保 存 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
HLA-DR-ペ プ チ ド 複 合 体 の ナ ノ ス ケ ー ル 精 製
　 凍 結 し た 樹 状 細 胞 の ペ レ ッ ト を 、 10倍 容 積 の 氷 冷 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー （ 1％ Triton-X-100
、 20mM Tris、 pH 7.8、 5mM MgCl2、 さ ら に プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 薬 で あ る キ モ ス タ チ ン 、 ペ プ
ス タ チ ン 、 PMSFお よ び ロ イ ペ プ チ ン （ Roche, Mannheim, Germany） を 含 む ） 中 に 再 懸 濁 さ
せ 、 水 平 式 振 盪 器 に よ り 1000rpm、 4℃ で 1時 間 か け て 溶 解 さ せ た 。 細 胞 溶 解 物 か ら 10000g
、 4℃ で の 10分 間 の 遠 心 処 理 に よ っ て 細 胞 片 お よ び 核 を 除 去 し た 。 こ の 溶 解 物 を 、 L243ビ
ー ズ （ 細 胞 溶 解 物 100μ l当 た り L243ビ ー ズ が 5～ 10μ l） と と も に 水 平 式 振 盪 器 に て 1000rp
m、 4℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 L243ビ ー ズ と 結 合 し た 免 疫 沈 降 性 HLA-DR-ペ プ チ ド 複
合 体 を 1000g、 4℃ で の 1分 間 の 遠 心 処 理 に よ っ て 沈 殿 さ せ 、 0.1％ Zwittergent 3-12（ Calb
iochem） を 含 む PBS 500μ lで 4回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 HLA-DR-ペ プ チ ド 複 合 体 の 除 去 の 有 効 性 は 、 免 疫 沈 降 の 前 後 の そ れ ぞ れ の 細 胞 溶 解 物 、
お よ び ビ ー ズ の ア リ コ ー ト を 、 抗 HLA-DRα 特 異 的 mAb 1B5を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
を 用 い て 分 析 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー し た （ Adams, T.E. et al., Immunology 50 (198
3) 613-624） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
HLA-DR会 合 性 ペ プ チ ド の 溶 出
　 L243ビ ー ズ と 結 合 し た HLA-DR-ペ プ チ ド 複 合 体 を 100μ lの H2O（ HPLCグ レ ー ド ； Merck, D
armstadt, Germany） 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 限 外 濾 過 用 チ ュ ー ブ （ Ultrafree MC、 カ ッ ト オ フ
値 30kD） （ Millipore, Bedford, MA） に 移 し た 上 で 、 100μ l H2O（ HPLCグ レ ー ド ） を 用 い
て 、 10000g、 室 温 で の 1～ 2分 間 の 遠 心 処 理 に よ っ て 10回 洗 浄 し た 。 結 合 し た ペ プ チ ド を 溶
出 さ せ る た め に 、 0.1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Fluka, Buchs, Switzerland） を 含 む H2O（ HPL
Cグ レ ー ド ） 60μ lを 添 加 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 37℃ で 30分 間 行 っ た 。 溶 出 し た ペ プ チ
ド を 、 Ultrafreeユ ニ ッ ト の 10000g、 室 温 で の 3分 間 の 遠 心 処 理 に よ っ て 新 た な エ ッ ペ ン ド
ル フ チ ュ ー ブ に 収 集 し 、 Speed-Vac（ 商 標 ） 真 空 遠 心 機 に て 直 ち に 凍 結 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
二 次 元 ナ ノ 流 量 LCに よ る 分 画
　 ペ プ チ ド 複 合 混 合 物 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 う 目 的 に は 、 液 体 ク ロ マ
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ト グ ラ フ ィ ー 分 画 後 に 質 量 分 析 に よ る 配 列 決 定 を 行 う こ と を 基 盤 と す る 、 MudPIT（ 多 次 元
タ ン パ ク 質 同 定 技 術 ） を 用 い た （ Washburn, M.P. et al., Nat Biotechnol 19 (2001), 2
42-247） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 こ の 目 的 の た め 、 HLA分 子 か ら 溶 出 し た 凍 結 乾 燥 ペ プ チ ド を 、 5％ （ v／ v） ア セ ト ニ ト リ
ル （ ACN） 、 0.5％ （ v／ v） 酢 酸 、 0.012％ （ v／ v） ヘ プ タ フ ル オ ロ 酪 酸 （ HFBA） お よ び 1％
（ v／ v） ギ 酸 を 含 む 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 ペ プ チ ド 混 合 物 は 、 Model P-2000レ ー ザ ー
式 プ ラ ー （ Sutter Instrument Co., Novato, CA） に よ っ て 作 製 し た 溶 融 シ リ カ マ イ ク ロ
キ ャ ピ ラ リ ー カ ラ ム （ 内 径 100μ m× 375μ m） で 分 画 し た 。 マ イ ク ロ カ ラ ム に は 3μ m／ C18
逆 相 材 料 （ C18-ACE 3μ m [ProntoSlL 120-3-C18 ACE-EPS, Leonberg, Germany]） を 充 填
し 、 そ の 後 に 5μ m陽 イ オ ン 交 換 材 料 （ Partisphere SCX； Whatman、 Clifton、 USA） を 3cm
分 充 填 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 LC Packings UltiMate HPLC（ LC Packings, San Francisco, USA） に よ る 完 全 自 動 化 式
の 8段 階 の 勾 配 分 離 を 、 以 下 の 緩 衝 液 を 用 い て 行 っ た ： 5％ ACN／ 0.012％ HFBA／ 0.5％ 酢 酸
（ 緩 衝 液 A） 、 80％ ACN／ 0.012％ HFBA／ 0.5％ 酢 酸 （ 緩 衝 液 B） 、 250mM酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム ／
5％ ACN／ 0.012％ HFBA／ 0.5％ 酢 酸 （ 緩 衝 液 C） お よ び 1.5M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム ／ 5％ ACN／ 0.0
12％ HFBA／ 0.5％ 酢 酸 （ 緩 衝 液 D） 。 116分 間 に わ た る 第 1の 段 階 は 、 0か ら 40％ ま で の 緩 衝
液 Bに よ る 75分 間 の 勾 配 、 そ れ に 続 く 40％ か ら 80％ ま で の 緩 衝 液 Bに よ る 10分 間 の 勾 配 、 80
％ の 緩 衝 液 Bに よ る 6分 間 の 維 持 、 お よ び 100％ の 緩 衝 液 Aに よ る 10分 間 の 平 衡 化 段 階 か ら な
る 。 次 の 5つ の 段 階 （ そ れ ぞ れ 146分 間 ） は 、 以 下 の プ ロ フ ィ ー ル を 特 徴 と す る ： 100％ の
緩 衝 液 Aを 5分 間 、 0か ら x％ ま で の 緩 衝 液 Cに よ る 5分 間 の 勾 配 、 100％ の 緩 衝 液 Aを 5分 間 、 0
か ら 10％ ま で の 緩 衝 液 Bに よ る 30分 間 の 勾 配 、 10％ か ら 35％ ま で の 緩 衝 液 Bに よ る 55分 間 の
勾 配 、 35％ か ら 50％ ま で の 緩 衝 液 Bに よ る 20分 間 の 勾 配 、 50％ か ら 80％ ま で の 緩 衝 液 Bに よ
る 10分 間 の 勾 配 、 80％ の 緩 衝 液 Bに よ る 6分 間 の 維 持 、 お よ び 100％ の 緩 衝 液 Aに よ る 10分 間
の 平 衡 化 段 階 。 段 階 2～ 6に お け る 緩 衝 液 Cの パ ー セ ン テ ー ジ （ x） は 以 下 の 通 り と し た ： 20
、 40、 60、 80お よ び 90％ 。 逆 相 材 料 か ら の 最 初 の 直 線 的 溶 出 段 階 で あ る 、 0か ら 10％ ま で
の 緩 衝 液 Bに よ る 30分 間 の 勾 配 は 、 ペ プ チ ド の 溶 出 を 主 要 な 混 入 物 （ m／ z＝ 945） の 溶 出 と
十 分 に 分 離 す る た め に 必 要 で あ り 、 こ れ が な け れ ば 親 水 性 の 高 い ペ プ チ ド の ピ ー ク の 喪 失
を 招 く と 考 え ら れ た 。 段 階 7は 以 下 の プ ロ フ ィ ー ル か ら な っ た ： 100％ の 緩 衝 液 Aを 5分 間 、
100％ の 緩 衝 液 Cを 20分 間 、 0か ら 10％ ま で の 緩 衝 液 Bに よ る 5分 間 の 勾 配 、 10％ か ら 35％ ま
で の 緩 衝 液 Bに よ る 35分 間 の 勾 配 、 35％ か ら 50％ ま で の 緩 衝 液 Bに よ る 50分 間 の 勾 配 、 50％
か ら 80％ ま で の 緩 衝 液 Bに よ る 10分 間 の 勾 配 、 80％ の 緩 衝 液 Bに よ る 5分 間 の 維 持 、 お よ び 1
00％ の 緩 衝 液 Aに よ る 10分 間 の 平 衡 化 段 階 。 段 階 8は 、 緩 衝 液 Cの 代 わ り に 緩 衝 液 Dを 用 い た
点 を 除 き 、 段 階 7と 同 一 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
イ オ ン ト ラ ッ プ MS／ MS質 量 分 析
　 HPLCカ ラ ム を 、 nano-LCエ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 源 が 装 着 さ れ た Finnigan LCQ Deca
 XP Plusイ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 装 置 （ Thermo Finnigan, San Jose, USA） と 直 接 接 続 し
た 。 MS／ MSモ ー ド で の 質 量 分 析 を 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 っ た 。 ペ プ チ ド は SEQU
ESTア ル ゴ リ ズ ム （ 米 国 特 許 第 6,017,693号 お よ び 第 5,538,897号 ） に よ っ て 同 定 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
MALDI-TOF質 量 分 析
　 AnchorChipプ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト 化 し た ペ プ チ ド を 、 マ ト リ ッ ク ス （ 5mg／ ml； α -シ ア
ノ -4-ヒ ド ロ キ シ -ケ イ 皮 酸 （ Merck, Darmstadt, Germany） 、 50％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 0.1％
ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ） と と も に 結 晶 化 さ せ た 。 全 ペ プ チ ド レ パ ー ト リ ー の 定 性 分 析 の た め に
、 試 料 を 、 Ultraflex（ 商 標 ） MALDI-TOF質 量 分 析 装 置 （ Bruker, Bremen, Germany） に よ
り 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
SEQUESTに よ る 配 列 同 定 お よ び デ ー タ セ ッ ト の 鑑 別 分 析
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　 MS／ MS断 片 化 デ ー タ を 、 ソ フ ト ウ エ ア SEQUEST（ Thermo Finnigan, San Jose, USA） を
用 い て 分 析 し た 。 公 開 デ ー タ ベ ー ス Swiss-Protお よ び TrEMBLに 基 づ い て 作 成 さ れ た 社 内 の
タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス か ら 、 SEQUESTは 、 各 ス ペ ク ト ル に 関 し て 、 親 イ オ ン の 分 子 質 量
に 対 応 す る す べ て の ペ プ チ ド 配 列 を 抽 出 し 、 実 験 ス ペ ク ト ル と 理 論 的 に イ ン シ リ コ で 生 成
さ れ た ス ペ ク ト ル と の 間 の 類 似 性 の 度 合 い を 計 測 し た 。 ス コ ア が 上 位 に あ る 候 補 配 列 の み
を リ ス ト 化 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 SEQUEST解 析 に よ っ て 得 ら れ た ペ プ チ ド 配 列 、 な ら び に 質 量 の 精 度 、 ス コ ア 化 パ ラ メ ー
タ ー お よ び ペ プ チ ド の 源 に 関 す る そ れ ら の 付 随 情 報 を 、 適 切 に デ ザ イ ン さ れ た リ レ ー シ ョ
ナ ル デ ー タ ベ ー ス に 記 録 し 、 さ ら に 処 理 を 行 っ た 。 十 分 な SEQUESTス コ ア を 有 す る 意 味 の
あ る 配 列 の み が 確 実 に 記 録 さ れ る よ う に 、 い く つ か の 制 約 を 課 し た 。 制 約 の う ち 最 も 重 要
な 2つ は 以 下 の も の で あ る ： （ i） 相 互 相 関 係 数 （ CC） が あ る 特 定 の 値 を 上 回 る 配 列 の み を
保 存 す る 、 お よ び （ ii） 残 っ た 配 列 か ら 、 あ ら か じ め 定 め た デ ル タ 相 互 相 関 係 数 （ Δ CC）
を 有 す る も の を 保 存 す る 。 ど ち ら の 基 準 に 関 し て も 、 選 択 さ れ る 最 小 値 は 、 SEQUESTの 結
果 の 解 釈 に 関 す る 経 験 的 な 知 識 に 基 づ く 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 デ ー タ セ ッ ト は 、 ス ペ ク ト ル の 特 定 の セ ッ ト か ら の デ ー タ の 総 体 と し て 定 義 し た 。 こ の
デ ー タ ベ ー ス お よ び ソ フ ト ウ エ ア の デ ザ イ ン に よ り 、 多 数 の デ ー タ セ ッ ト の 比 較 に 加 え て
、 単 一 の デ ー タ セ ッ ト の ク エ リ ー も 可 能 と な っ た 。 こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス お よ び ソ フ ト
ウ エ ア の デ ザ イ ン に よ り 、 SEQUESTに は 用 意 さ れ て い な い 比 較 サ ン プ ル 分 析 が 可 能 と な る
。 例 え ば 、 単 一 の デ ー タ セ ッ ト に 対 し て 想 定 し う る ク エ リ ー に よ り 、 記 録 さ れ た ス ペ ク ト
ル 間 の ス コ ア 分 布 、 別 の 配 列 長 変 異 体 も し く は 共 通 の 部 分 配 列 、 ま た は ペ プ チ ド 配 列 の 源
と な る タ ン パ ク 質 に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。 同 一 エ ピ ト ー プ の 短 縮 変 異 体 の
存 在 は ク ラ ス II MHC結 合 ペ プ チ ド の 一 般 的 な 特 徴 で あ る た め 、 デ ー タ セ ッ ト 中 に 複 数 の 長
さ 変 異 体 （ length variant） が 存 在 す る こ と に よ り 、 ス ペ ク ト ル の セ ッ ト に お け る エ ピ ト
ー プ の 存 在 に 関 し て さ ら に 強 い 証 拠 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 多 数 の デ ー タ セ ッ ト の 分 析 に お い て 最 も 重 要 な 特 徴 は 、 あ る 所 定 の 基 準 を 満 た す 、 配 列
の 共 通 サ ブ セ ッ ト を 抽 出 す る こ と が 可 能 な 点 で あ る 。 こ の よ う な 基 準 は 、 配 列 類 似 性 （ 例
え ば デ ー タ セ ッ ト の 集 成 物 の 全 配 列 の 内 部 で の ） に 基 づ く こ と が 可 能 と 考 え ら れ 、 少 な く
と も 1つ の 部 分 配 列 を 任 意 の 他 の 配 列 と 共 通 し て 有 す る よ う な 配 列 が 選 択 さ れ る 。 複 数 の
異 な る デ ー タ セ ッ ト に わ た る こ の よ う な 比 較 は 鑑 別 的 ア プ ロ ー チ （ RA試 料 と 対 照 試 料 と の
比 較 ） を な し 、 そ の こ と に よ り 、 RAマ ー カ ー ペ プ チ ド の 候 補 の 探 索 を 最 適 化 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 配 列 間 の ペ ア ワ イ ズ 類 似 性 ス コ ア を 、 標 準 的 な ス ト リ ン グ 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 実 行 す る
ソ フ ト ウ エ ア ル ー チ ン に よ っ て 計 算 し た 。 続 い て 、 こ れ ら の ス コ ア を 用 い て 、 密 接 に 関 連
し た 配 列 （ 共 通 の 部 分 配 列 を 有 す る 配 列 ） を 、 十 分 に 確 立 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム （ 階 層 ク ラ
ス タ ー 化 、 UPGMA） に 基 づ く 別 に 開 発 し た ソ フ ト ウ エ ア ル ー チ ン に よ り 、 十 分 に 分 離 さ れ
た ク ラ ス タ ー と し て グ ル ー プ 化 し た 。 続 い て 、 生 成 さ れ た ク ラ ス タ ー （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド
短 縮 変 異 体 の も の ） を 用 い て 、 密 接 に 関 連 し た 配 列 を 複 数 の 異 な る デ ー タ セ ッ ト に わ た っ
て 同 定 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 全 体 と し て 、 こ の デ ー タ 評 価 ソ フ ト ウ エ ア に よ り 、 以 下 の こ と を 迅 速 か つ 再 現 性 を 伴 っ
て 行 う 能 力 が 得 ら れ た ：
　 ‐ SEQUESTに よ っ て 生 成 さ れ た 配 列 出 力 か ら 、 信 頼 性 の あ る 経 験 的 基 準 を 満 た す 配 列 を
選 択 す る こ と 。
　 ‐ デ ー タ を 、 手 持 ち の 探 索 プ ロ セ ス 用 に 適 切 に デ ザ イ ン さ れ た デ ー タ ベ ー ス に 記 録 す る
こ と 。
　 ‐ 記 録 さ れ た 各 デ ー タ セ ッ ト の 配 列 内 容 に 関 す る 情 報 を 抽 出 す る こ と 。 こ の 情 報 は 、 所
定 の デ ー タ セ ッ ト の 内 部 に お け る 個 々 の 配 列 の 重 要 性 を 評 価 し 、 そ の 結 果 と し て 多 数 の デ
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ー タ セ ッ ト に わ た る そ れ を 評 価 す る の に 有 用 で あ る 。
　 ‐ 多 数 の デ ー タ セ ッ ト の 比 較 に よ り 、 鑑 別 的 ア プ ロ ー チ を 、 す な わ ち 、 1つ の サ ン プ ル
の 実 際 の 配 列 内 容 と 他 の も の と の 比 較 検 討 を 実 現 す る ツ ー ル を 提 供 す る こ と 。
【 ０ １ ５ ２ 】
HLA-DR分 子 の 精 製
　 HLA-DR分 子 を 、 以 前 の 記 載 の 通 り に （ Kropshofer H. et al., PNAS 92 (1995) 8313-83
17） 、 抗 DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 L243を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、
10 1 0 個 の EBV形 質 転 換 B細 胞 株 ま た は T2ト ラ ン ス フ ェ ク ト 体 か ら 単 離 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
イ ン ビ ト ロ ペ プ チ ド 結 合 ア ッ セ イ
　 HA（ 307-319） す な わ ち PKYVKQNTLKLATは 、 HLA-DR4分 子 と 良 好 に 結 合 す る イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス 血 球 凝 集 素 由 来 の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ で あ り 、 こ れ を イ ン ビ ト ロ ペ プ
チ ド 結 合 ア ッ セ イ に お け る レ ポ ー タ ー ペ プ チ ド と し て 用 い た （ Rothbard, J.B. et al., C
ell (1988) 52: 515-523） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 精 製 し て 界 面 活 性 剤 で 可 溶 化 し た HLA-DR4分 子 （ 200nM） を 、 ビ オ チ ン 化 HA（ 307-319）
ペ プ チ ド （ 200nM） お よ び 段 階 的 な 量 の 競 合 ペ プ チ ド （ 100nM-10μ M） と と も に 、 結 合 バ ッ
フ ァ ー （ 50nMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 50mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 4.8、 0.1％  Zwittergent 
3-12） 中 に て 、 合 計 容 積 50μ lと し て 37℃ で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 競 合 ペ プ チ ド は
本 検 討 で 同 定 さ れ た RA抗 原 候 補 に 由 来 し た も の で あ り 、 Medprobe社 （ Lund, Sweden） か ら
合 成 ペ プ チ ド と し て 購 入 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 続 い て 、 そ の 3× 10μ lを 、 0.05％  Tween-20お よ び 1％  BSAを 含 む PBSで 10倍 に 希 釈 し 、
抗 DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 L243を 一 晩 か け て コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （
Nalge Nunc） 中 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 に 、 0.1μ g／ mlの EU標 識 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン （ Wallay Oy, Turku, Finland） と と も に 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 45分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 試 料 の 現 像 処 理 を 行 っ た 。 0.05％  Tween-20を 含 む PBSで
十 分 に 洗 浄 し た 後 に 、 ビ オ チ ン 化 HA（ 307-319） ペ プ チ ド と HLA-DR4分 子 と の 結 合 を 定 量 す
る た め に 、 ユ ー ロ ピ ウ ム の 蛍 光 を 時 間 分 解 蛍 光 測 定 装 置 （ VICTOR 1420, Wallac／ Perkin 
Elmer Life Sciences） に よ っ て 測 定 し た （ Arndt、 S.O. et al., EMBO J. 19 (2000) 124
1-1251） 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 本 実 施 例 で は 、 非 び ら ん 性 RAの 患 者 の 血 清 お よ び 滑 液 に 由 来 す る 新 規 HLA-DR会 合 性 ペ プ
チ ド マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 、 図 1に 記 し た 手 法 を 用 い た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 6× 10 6 個 の 未 熟 樹 状 細 胞 を 、 非 び ら ん 性 RAの 患 者 の 血 清 1ml（ 5件 の 試 料 ） ま た は 滑 液 0.
6ml（ 2件 の 試 料 ） で パ ル ス 刺 激 し た 上 で 、 10ng／ ml TNFα の 存 在 下 で 24時 間 培 養 し た 。 対
照 と し て 、 6× 10 6 個 の 樹 状 細 胞 を 、 血 清 は 加 え ず に PBS 1mlを 添 加 す る こ と に よ り 、 TNFα
（ 10ng／ ml） の 存 在 下 で 培 養 し た 。 さ ら に も う 1つ の 実 験 で は 、 6× 10 6 個 の 樹 状 細 胞 を 、 2
例 の 健 常 被 験 者 か ら の 血 清 1mlで パ ル ス 刺 激 し た 上 で 、 TNFα （ 10ng／ ml） の 存 在 下 で 24時
間 培 養 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 樹 状 細 胞 を 界 面 活 性 剤 TX-100で 溶 解 さ せ 、 mAb L243を 用 い て HLA-DR分 子 を 単 離 し た 。 HL
A-DR会 合 性 ペ プ チ ド を 0.1％ TFAで 溶 出 さ せ て 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 2D-LC-MS／ MS技 術 に よ り
分 析 し た 。 ペ プ チ ド の 同 定 は SEQUESTア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る こ と に よ っ て 行 っ た 。 SEQUEST
解 析 に よ っ て 得 ら れ た ペ プ チ ド 配 列 、 な ら び に 質 量 の 精 度 、 ス コ ア 化 パ ラ メ ー タ ー お よ び
ペ プ チ ド の 源 に 関 す る そ れ ら の 付 随 情 報 を デ ー タ ベ ー ス に 記 録 し 、 さ ら に 処 理 を 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 パ ル ス 刺 激 を 受 け て い な い DC（ 対 照 1） お よ び 健 常 被 験 者 の 血 清 に よ る パ ル ス 刺 激 を 受
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け た DC（ 対 照 2） か ら 同 定 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 を 、 非 び ら ん 性 RA患 者 の 血 清 に よ る パ ル ス
刺 激 を 受 け た DCか ら 同 定 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 し た 。 RA特 異 的 配 列 の 中 か ら 、 5件 の
非 び ら ん 性 RA試 料 の 少 な く と も 3件 に 重 複 し て 存 在 し た ペ プ チ ド の み を 以 後 の 評 価 の た め
に 選 択 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 各 血 清 試 料 に お い て 、 お お よ そ 600± 150種 の 個 別 の ペ プ チ ド 配 列 （ 相 互 相 関 係 数 CC＞ 3.
0お よ び Δ CC＞ 0.15） が 同 定 さ れ た 。 滑 液 試 料 に お け る 個 別 の ペ プ チ ド 配 列 の 数 は 幾 分 少
な か っ た （ 400± 30） 。 RA試 料 中 に 認 め ら れ た ペ プ チ ド の 約 80～ 85％ は 対 照 試 料 で も 同 定
さ れ 、 分 析 の 再 現 性 の 高 さ が 強 く 示 さ れ た 。 大 半 の 場 合 に は 同 一 エ ピ ト ー プ の 複 数 の 長 さ
変 異 体 が 同 定 さ れ た が 、 こ れ は ク ラ ス II MHC結 合 抗 原 の 典 型 的 な 特 徴 で あ り 、 結 果 の 妥 当
性 を 裏 づ け る も の で あ る （ Jones, E.Y., Curr Opin Immunol 9 (1997) 75-79） 。 さ ら に
、 デ ー タ の 質 に 対 す る さ ら な る 信 頼 性 は 、 同 定 さ れ た ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の い く つ
か が 、 MHCク ラ ス II分 子 と の 関 連 で す で に 記 載 さ れ て い る 点 に 依 拠 し て い る ： Hsp70、 エ ノ
ラ ー ゼ 、 ア ネ キ シ ン II、 カ テ プ シ ン Cま た は コ ラ ー ゲ ン IIな ど の 遍 在 性 タ ン パ ク 質 に 、 さ
ら に は MHC分 子 （ HLA-A、 -B、 -C、 -E、 -Gお よ び β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン ） お よ び CLIP（ Chic
z, R.M. et al., J Exp Med 178 (1993) 27-47； Sinigaglia, F. & Hammer, J. Curr Opi
n Immunol 6 (1994) 52-56； Arnold-Schild, D. et al., J Immunol 162 (1999) 3757-37
60； Vogt, A.B. & Kropshofer, H., Trends Biochem Sci 4 (1999) 150-154） に 由 来 す る
エ ピ ト ー プ が 、 高 い 頻 度 で 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 RA特 異 的 ペ プ チ ド 配 列 を 、 TEPITOPEソ フ ト ウ エ ア （ Hammer, J. et al., Adv Immunol 6
6 (1997) 67-100） を 用 い る こ と に よ り 、 RA感 受 性 ア レ ル DRB1 * 0401に 対 す る 結 合 に 関 し て
さ ら に 検 証 し た 。 こ の ソ フ ト ウ エ ア は 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 質 的 な 量 的 な 予 測 の た め の 手
段 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 こ の 検 討 の 結 果 は 、 1件 の 例 外 を 別 と し て 非 び ら ん 性 RA試 料 の み に 存 在 し た 1つ の エ ピ ト
ー プ か ら な る （ 表 1） 。
【 ０ １ ６ ３ 】
イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ -誘 導 型 リ ソ ソ ー ム 性 チ オ ー ル 還 元 酵 素
　 血 清 お よ び 滑 液 由 来 の 7件 の 非 び ら ん 性 RA試 料 の う ち 3件 で 同 定 さ れ た 、 非 常 に 興 味 深 い
エ ピ ト ー プ の 1つ は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ -誘 導 型 リ ソ ソ ー ム 性 チ オ ー ル 還 元 酵 素 （ GILT
） に 由 来 す る ： こ れ は SEQ ID NO. 3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 16mer GILT（ 192-207） で あ
る （ 表 1） 。 他 の 3件 の 試 料 中 に 別 の 長 さ 変 異 体 ： 14mer GILT（ 192-205； SEQ ID NO. 1）
お よ び 17mer GILT（ 192-208； SEQ ID NO. 2） が 存 在 し た こ と は 、 こ の エ ピ ト ー プ の 妥 当
性 の 裏 づ け と な る （ 表 1） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 最 も 短 い 長 さ 変 異 体 で あ る GILT（ 192-205） か ら の 判 断 で は 、 こ の エ ピ ト ー プ は RA感 受
性 ア レ ル DRB1 * 0401に 対 す る 結 合 の 点 で 適 し た 結 合 モ チ ー フ を 含 む ： 196Mは P1ア ン カ ー と
し て 、 199Mは P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 201Aは P6ア ン カ ー と し て 働 く 。 TEPITOPEス コ ア 法
に よ れ ば 、 こ の エ ピ ト ー プ の 結 合 ス コ ア （ 閾 値 ） は 1％ で あ り 、 こ れ は 強 い DRB1 * 0401結 合
体 で あ る こ と が 示 さ れ て い る イ ン フ ル エ ン ザ 血 球 凝 集 素 由 来 の エ ピ ト ー プ （ 307-319） の
結 合 ス コ ア と 同 程 度 で あ る （ 表 1） （ Rothbard, J.B. et al., Cell 52 (1988) 515-523）
。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 GILTは 、 樹 状 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び B細 胞 な ど の 抗 原 提 示 細 胞 に お い て 恒 常 的 に
発 現 さ れ て お り 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 酵 素 的 に 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 MHCク ラ ス II含 有
区 画 （ MIIC） に お け る エ ン ド サ イ ト ー シ ス 抗 原 の ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 促 進 す る （ Phan
, U.T. et al., J Biol Chem 275 (2000) 25907-25914） 。 GILTと HLA-DR分 子 と の 直 接 結
合 が B細 胞 に 関 し て 報 告 さ れ て い る （ Arunachalam, B. et al., J Immunol 160 (1998) 57
97-5806） 。 GILTの 長 め の 第 2の エ ピ ト ー プ ： ア ミ ノ 酸 配 列 SPLQALDFFGNGPPVNYKTGNLを 有 す
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る 22mer GILT（ 38-59） は 、 HLA-DR3分 子 と 結 合 す る （ Chicz, R.M. et al., J Exp Med 17
8 (1993) 27-47） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 GILT（ 192-207） の ほ か に 、 こ の 同 じ タ ン パ ク 質 か ら も う 1つ の エ ピ ト ー プ ： ア ミ ノ 酸 配
列 QPPHEYVPWVTVNGKPLEを 有 す る GILT（ 210-227） が い く つ か の RA試 料 で 同 定 さ れ た が 、 こ
れ は 対 照 試 料 で も 同 定 さ れ た 。 こ の エ ピ ト ー プ は 他 に 3種 類 の 長 さ 変 異 体 を 伴 っ て い た ： 1
6mer GILT（ 210-225） 、 17mer GILT（ 210-226） お よ び 19mer GILT（ 210-228） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 そ の 名 称 に よ っ て 示 さ れ て い る よ う に 、 GILTの 発 現 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 内 皮 細 胞 お よ
び 線 維 芽 細 胞 を 含 む 、 さ ま ざ ま な 種 類 の 細 胞 に お い て 、 炎 症 誘 発 性 サ イ ト カ イ ン で あ る イ
ン タ ー フ ェ ロ ン γ （ IFN-γ ） に よ り 誘 導 さ れ う る （ Luster, A.D. et al., J Biol Chem 2
63 (1988) 12036-12043） 。 IFN-γ は RA患 者 の 炎 症 関 節 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る た
め 、 GILTは 滑 液 中 お よ び 血 清 中 で 過 剰 発 現 さ れ る よ う に な り 、 こ の た め に 外 因 性 抗 原 と し
て DCに よ っ て 取 り 込 ま れ る 可 能 性 が あ る 。 GILT（ 192-207） は 外 因 性 GILTに 由 来 す る と 思
わ れ る 。 対 照 試 料 に も 存 在 す る 他 の GILTエ ピ ト ー プ は 、 DCに よ っ て 発 現 さ れ る 内 因 性 GILT
に 由 来 す る と 思 わ れ る 。 ま た は 、 GILTの プ ロ セ シ ン グ お よ び GILT由 来 の エ ピ ト ー プ の DCに
よ る 提 示 が 、 RA随 伴 材 料 と の 接 触 に よ っ て 決 定 的 に 変 化 す る 場 合 に は 、 GILT（ 192-207）
お よ び GILT（ 210-227） が と も に 内 因 性 GILTに 由 来 す る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 す で に 詳 細 に 述 べ た 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ -誘 導 型 リ ソ ソ ー ム 性 チ オ ー ル 還 元 酵 素 の 同
定 さ れ た エ ピ ト ー プ 、 GILT (192-205)を 、 合 成 GILT（ 192-205） ペ プ チ ド お よ び 精 製 HLA-D
R4分 子 を 用 い る イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 さ ら に 分 析 し た （ 図 3） ： TEPITOPEス
コ ア 法 の 場 合 と 一 致 し て 、 こ の ペ プ チ ド は 、 ウ イ ル ス HA（ 307-319） ペ プ チ ド に 匹 敵 す る
高 い 親 和 性 で HLA-DR4と 結 合 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
イ ン テ グ リ ン β -2
　 広 範 囲 に わ た る 分 析 に よ り 、 血 清 お よ び 滑 液 由 来 の 7件 の 非 び ら ん 性 RA試 料 の う ち 2件 で
同 定 さ れ た 、 イ ン テ グ リ ン の β サ ブ ユ ニ ッ ト （ ITB2） に 由 来 す る エ ピ ト ー プ の 存 在 が 明 ら
か に な っ た ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 NIQPIFAVTSRMVKTYEを 有 す る 17mer ITB2（ 315-331； SEQ 
ID NO. 58） で あ る （ 表 1） 。 1つ の 長 さ 変 異 体 ： 19mer ITB2（ 313-331； SEQ ID NO. 59）
が 見 い だ さ れ 、 こ の こ と か ら 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ の 妥 当 性 が 裏 づ け ら れ た （ 表 1） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ の ペ プ チ ド 配 列 は 、 中 程 度 の 強 さ の HLA-DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ を 含 み 、 316Iお よ び
319Iが そ れ ぞ れ P1お よ び P4ア ン カ ー と し て 働 く （ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 2％ ） 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 イ ン テ グ リ ン は 、 胚 発 生 、 創 傷 治 癒 、 免 疫 応 答 お よ び 細 胞 接 着 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 細
胞 表 面 受 容 体 の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 ITB2は 細 胞 間 接 着 分 子 お よ び 血 管 接 着 分 子 （ ICAMお よ
び YCAM） に 関 す る ヘ テ ロ 二 量 体 受 容 体 で あ り 、 白 血 球 表 面 の み に 発 現 さ れ る 。 ICAMお よ び
VCAMは 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 体 液 性 お よ び 細 胞 性 の 免 疫
応 答 に お い て 中 心 的 な 機 能 を 果 た す 。 RAな ど の 炎 症 性 疾 患 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ
れ る 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 、 IL-1お よ び TNFα な ど の 多 く の サ イ ト カ イ ン は 、 内 皮 細 胞 の
表 面 で の ICAMの 発 現 を 誘 導 す る 。 RA患 者 の 滑 膜 組 織 に お け る ICAM-1お よ び VCAM-1の 発 現 は
、 変 形 性 関 節 症 の 患 者 と 比 較 し て 高 度 で あ る （ Furuzawa-Carballeda, J. et al., Scand 
J Immunol 50 (1999) 215-222） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ITB2お よ び 他 の イ ン テ グ リ ン と ICAMと の 結 合 に よ り 、 白 血 球 が そ の 標 的 組 織 、 例 え ば 炎
症 部 位 に 侵 入 す る こ と が 可 能 に な る 。 非 接 着 的 ま た は 循 環 的 な 様 式 で 機 能 す る た め に 、 白
血 球 は ITB2お よ び リ ガ ン ド 結 合 能 の 低 い 他 の イ ン テ グ リ ン を 恒 常 的 に 発 現 す る 。 ITB2／ IC
AM-1相 互 作 用 は 、 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 癌 に 対 処 す る た め の 重 要 な 戦 略 的 標 的
と な っ て お り （ Yusuf-Makagiansar, H. et al., Med Res Rev 22 (2002) 146-167） 、 こ
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の た め 、 こ れ ら の 知 見 は 、 同 定 さ れ た ITB2エ ピ ト ー プ の 、 RAの た め の マ ー カ ー 候 補 と し て
の 妥 当 性 を 強 く 裏 づ け る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -4,5-二 リ ン 酸 3-キ ナ ー ゼ
　 中 程 度 の 強 さ の HLA-DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ を 有 す る も う 1つ の エ ピ ト ー プ が 、 2件 の 非
び ら ん 性 血 清 試 料 で 同 定 さ れ た ： ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 3-キ ナ ー ゼ （ PI3K） に 由 来
す る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 NKVFGEDSVGVIFKNGDを 有 す る 17mer PI3K（ 792-808； SEQ ID NO. 60）
で あ る （ 表 1） 。 こ の ペ プ チ ド で は 、 794Vが 疎 水 性 P1ア ン カ ー と し て 、 797Eが 負 に 荷 電 し
た P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 799Sが 典 型 的 な DR4-P6ア ン カ ー と し て 働 く と 考 え ら れ る （ TE
PITOPE結 合 ス コ ア ： 3％ ） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 PI3Kは 多 く の 種 類 の 細 胞 で 遍 在 性 に 発 現 さ れ 、 脂 質 、 主 と し て ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル -4,5-二 リ ン 酸 を リ ン 酸 化 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 増 殖 因 子 、 サ イ ト カ イ ン お よ び
イ ン テ グ リ ン を 含 む 生 存 因 子 受 容 体 に か か わ る 重 要 な シ グ ナ ル 伝 達 物 質 と し て 登 場 し た （
Toker, A. & Cantley, L, Nature 387 (1997) 673-676に 概 説 さ れ て い る ） 。 加 え て 、 PI3
Kは 、 病 原 体 関 連 分 子 パ タ ー ン （ PAMP） と 総 称 さ れ る 種 々 の 微 生 物 産 物 を 認 識 す る Toll-li
ke受 容 体 （ TLR） の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て も 重 要 な 役 割 を 果 た す （ Fukao, T. & Koyas
u, S., Trends Immunol 24 (2003) 358-363） 。 リ ポ 多 糖 （ LPS） （ エ ン ド ト キ シ ン ） な ど
の PAMPに よ っ て TLRが 刺 激 さ れ る と 、 TLRを 介 し た Th1応 答 に お け る 重 要 な サ イ ト カ イ ン で
あ る IL-12を 含 む 、 種 々 の サ イ ト カ イ ン の 産 生 が 誘 発 さ れ る 。 PI3Kは TLRを 介 し た IL-12産
生 の 内 因 性 サ プ レ ッ サ ー で あ り 、 過 度 の Th1極 性 化 を 抑 え る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の た
め 、 PI3Kは 、 宿 主 に 対 し て 有 害 な 先 天 免 疫 の 長 期 的 活 性 化 を 防 ぐ た め の 、 先 天 的 免 疫 反 応
の 負 の 調 節 因 子 で あ る と 推 定 さ れ て い る 。 RAに お け る 自 己 免 疫 反 応 が Th1サ イ ト カ イ ン に
依 拠 す る と い う 知 見 か ら 、 最 終 的 に 、 PI3Kは RAと 結 び 付 け ら れ る 。 RAの 発 症 と 常 に 関 連 づ
け ら れ る 特 定 の 病 原 体 は な い も の の 、 RAは 初 期 反 応 外 来 抗 原 に よ っ て 初 期 反 応 が 誘 導 さ れ
、 そ の 後 に 自 己 維 持 的 な 自 己 免 疫 反 応 が 起 こ る と い う 二 段 階 で 発 症 す る と 考 え ら れ て い る
（ Klinman, D., Arthritis Rheum 48 (2003) 590-593） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子
　 非 び ら ん 性 RA試 料 の み に 認 め ら れ た も う 1つ の エ ピ ト ー プ は 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ
ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 （ uPA） に 由 来 す る も の で あ っ た ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 YPEQLKMTVVKLI
SHRを 有 す る 16mer uPA（ 328-343； SEQ ID NO. 61） で あ る （ 表 1） 。 HLA-DRB1 * 0401結 合 に
関 し て 、 こ の 配 列 に は 中 程 度 の 強 さ の 結 合 モ チ ー フ が 認 め ら れ る ： 332L、 335Tお よ び 337V
が 、 そ れ ぞ れ P1、 P4お よ び P6ア ン カ ー と 推 定 さ れ る （ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 2％ ） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 （ PA） は 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン か ら プ ラ ス ミ ン を 生 成 す る 特
異 性 の 高 い セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 哺 乳 動 物 で は 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 （ uPA） お よ び 組
織 型 （ tPA） と い う 2種 類 の PAが 同 定 さ れ て い る 。 PAの 活 性 は 天 然 の 阻 害 因 子 （ PAI） に よ
っ て 制 御 さ れ る 。 プ ラ ス ミ ン は TGFβ な ど の サ イ ト カ イ ン を 誘 導 す る こ と に よ っ て 炎 症 反
応 に 関 与 し 、 軟 骨 お よ び フ ィ ブ リ ン の 分 解 に も 関 与 す る 。 リ ウ マ チ 関 節 内 部 で 持 続 的 な 凝
固 が み ら れ 、 関 節 炎 性 の 関 節 で は uPA合 成 お よ び 活 性 化 が 増 強 す る と い う 知 見 を 総 合 す る
こ と に よ り 、 PA／ プ ラ ス ミ ン 系 は 関 節 炎 の 臨 床 的 重 症 度 と 関 連 す る と い う 仮 説 が 導 か れ て
い る （ Busso, N. & Hamilton, J.A., Arthritis Rheum 46 (2002) 2268-2279に 概 説 さ れ
て い る ） 。 イ ン ビ ト ロ で の 研 究 に よ れ ば 、 RA患 者 の 炎 症 性 関 節 に は い く つ か の 種 類 の 細 胞
が 存 在 し 、 特 に PAお よ び PAIを 発 現 し 、 そ れ 故 に そ の イ ン ビ ボ レ ベ ル に 寄 与 し う る と 考 え
ら れ る 単 球 お よ び 滑 膜 線 維 芽 細 胞 が 存 在 す る 。 PA（ す な わ ち 、 uPA） の 活 性 は IL-1お よ び T
NFα な ど の サ イ ト カ イ ン に よ っ て 賦 活 さ れ 、 こ れ ら は RA患 者 の 血 清 な ら び に 滑 液 中 で 高 度
に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 一 連 の 証 拠 か ら み て 、 uP
A（ 328-343） は RAの た め の ペ プ チ ド マ ー カ ー と 推 定 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
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免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 V-III領 域 （ VＨ 26）
　 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ の う ち 、 HLA-DRB1 * 0401結 合 に 関 し て 非 常 に 強 い 結 合 モ チ ー フ が
認 め ら れ る も の の 1つ は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の VＨ 26遺 伝 子 セ グ メ ン ト に 由 来 す る ： こ れ
は ア ミ ノ 酸 配 列 KNTLYLQMNSLRAEDTを 有 す る 16mer VＨ 26（ 95-110； SEQ ID NO. 62） で あ る
（ 表 1） 。 そ の 高 い TEPITOPE結 合 ス コ ア （ 1％ ） は 、 非 常 に 強 力 な P1ア ン カ ー と し て 機 能 す
る 99Y、 中 程 度 の P4ア ン カ ー と し て の 102M、 お よ び 典 型 的 な HLA-DR4 P6ア ン カ ー と し て の 1
04Sに よ っ て 実 現 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） は 抗 原 と の 結 合 を 担 っ て お り 、 例 え ば ア イ ソ タ イ プ 特 異 的 Fc受 容
体 と 結 合 す る こ と に よ り 、 さ ら な る 免 疫 反 応 も 刺 激 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 ヒ ト VＨ 26遺
伝 子 セ グ メ ン ト は 、 結 合 性 の 高 い 滑 膜 リ ウ マ チ 因 子 を コ ー ド す る よ う に 思 わ れ 、 こ の た め
、 RAの 進 行 に 影 響 を 及 ぼ す と 思 わ れ る （ Wong, A. et al., Autoimmunity 20 (1995) 191-
199） 。 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ VＨ 26（ 95-110） が 、 2例 の 血 清 陽 性 RA患 者 の 血 清 中 に 認 め
ら れ た と い う 事 実 （ 表 1） は 、 以 上 の 観 察 所 見 と 互 い に 関 連 性 が あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
DJ-1タ ン パ ク 質
　 本 発 明 者 ら の 引 き 続 い て の 検 討 に よ り 、 2件 の 非 び ら ん 性 RA試 料 に お い て 、 DJ-1と 命 名
さ れ て い る タ ン パ ク 質 に 由 来 す る エ ピ ト ー プ の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配
列 NGGHYTYSENRVEKDGを 有 す る 16mer DJ-1（ 135-150； SEQ ID NO. 63） で あ る （ 表 1） 。 TEP
ITOPEス コ ア 法 に よ れ ば 、 こ の ペ プ チ ド は や や 弱 い HLA-DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ を 含 み 、 13
9Yが P1ア ン カ ー と し て 、 142Sが P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 144Nが お そ ら く P6ア ン カ ー と し
て 働 く （ 結 合 ス コ ア ： 8％ ） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 DJ-1は ThiJ／ PfpIタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 そ の メ ン バ ー は 進 化 的 に み て 古 細 菌 か
ら 真 核 生 物 ま で に 分 布 し て い る 。 ThiJ／ PfpIタ ン パ ク 質 は 、 I型 グ ル タ ミ ン ア ミ ド ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ ド メ イ ン と 構 造 的 な 関 連 性 の あ る 、 保 存 さ れ た 共 通 の ThiJド メ イ ン を 有 す る
（ Lee, S.J. et al., J Biol Chem 25 (2003)、 刊 行 に 先 立 っ て Epubで み ら れ る ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 DJ-1は 精 巣 で 選 好 的 に 発 現 さ れ 、 他 の 組 織 で も あ る 程 度 発 現 さ れ る が 、 こ れ は 当 初 、 ra
sと の 協 同 作 用 に よ っ て マ ウ ス NIH3T3細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る 癌 遺 伝 子 産 物 の 新 規 候 補 と し
て 同 定 さ れ た 。 そ の う ち に 、 パ ー キ ン ソ ン 病 お よ び 精 子 受 精 と の 強 い 相 関 を 含 む 、 DJ-1の
そ の ほ か の 生 理 的 役 割 が 明 ら か に な っ た 。 DJ-1は 数 多 く の 機 能 を 有 す る よ う に 思 わ れ る ―
今 回 、 本 発 明 者 ら は DJ-1と RAと の 関 連 性 を 初 め て 示 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】

　 本 実 施 例 で は 実 施 例 1に 詳 述 し た も の と 同 じ 技 術 を 用 い た 。 こ の ケ ー ス で は 、 び ら ん 性 R
Aと 診 断 さ れ た 患 者 の 血 清 （ 6件 の 試 料 ） お よ び 滑 液 （ 2件 の 試 料 ） を 、 び ら ん 性 RAに 対 し
て 特 異 的 な 候 補 マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 利 用 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 び ら ん 性 RAの 試 料 中 に 認 め ら れ た ペ プ チ ド 配 列 を 、 パ ル ス 刺 激 を 受 け て い な い DC（ 対 照
1） お よ び 健 常 被 験 者 の 血 清 に よ る パ ル ス 刺 激 を 受 け た DC（ 対 照 2） に お い て 同 定 さ れ た ペ
プ チ ド 配 列 と 比 較 し た 。 RA特 異 的 配 列 の 中 か ら 、 6件 の び ら ん 性 RA試 料 の 少 な く と も 3件 に
重 複 し て 存 在 し た ペ プ チ ド の み を 以 後 の 評 価 の た め に 選 択 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 こ の 検 討 で は 、 1件 の 例 外 を 別 と し て び ら ん 性 RA試 料 の み に 存 在 し た 1つ の エ ピ ト ー プ を
見 い だ し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 B-100
　 び ら ん 性 RAの 血 清 中 に 主 と し て 認 め ら れ た エ ピ ト ー プ の 1つ （ 8件 の び ら ん 性 RA試 料 の う
ち 4件 ） は 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 B-100に 由 来 す る ： こ れ は SEQ ID NO. 4の ア ミ ノ 酸 配 列 を
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有 す る 16mer ApoB（ 2877-2892） で あ る （ 表 2） 。 加 え て 、 同 じ エ ピ ト ー プ の 長 さ 変 異 体 ：
17mer ApoB（ 2877-2893； SEQ ID NO. 5） が 同 定 さ れ た （ 表 2） 。 以 下 の DRB1 * 0401結 合 モ
チ ー フ を 予 測 す る こ と が で き た ： P1ア ン カ ー と し て の 2881L、 P4ア ン カ ー と し て の 2884D、
お よ び P6ア ン カ ー と し て の 2886N（ 結 合 ス コ ア 3％ ） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 EBV-B細 胞 に 関 す る 以 前 の 検 討 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 し た エ ピ ト ー プ と 部 分 的 に 重
複 す る エ ピ ト ー プ ApoB（ 2885-2900） が 、 HLA-DR4と の 関 連 下 で 見 い だ さ れ て い る （ Chicz,
 R.M. et al., J Exp Med 178 (1993) 27-47） 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 B-100は 、 超 低 比 重 リ ポ タ ン パ ク 質 （ VLDL） お よ び 低 比 重 リ ポ タ ン
パ ク 質 （ LDL） の 構 成 要 素 で あ り 、 細 胞 と の 結 合 お よ び ApoB／ E受 容 体 に よ る LDL粒 子 の 内
部 取 り 込 み の た め の 認 識 シ グ ナ ル と し て 働 く （ Yang, C.Y. et al, Nature 323 (1986) 73
8-742） 。 興 味 深 い こ と に 、 新 た に 診 断 さ れ た RA患 者 で は 、 LDLコ レ ス テ ロ ー ル と HDLコ レ
ス テ ロ ー ル と の 比 が 増 大 す る こ と が 観 察 さ れ て い る （ Park, Y.B. et al., J Rheumatol 2
6 (1999) 1701-1704） 。 活 動 性 RAに お け る こ の 好 ま し く な い 脂 質 プ ロ フ ィ ー ル は 、 RA患 者
を 、 脂 質 低 下 薬 を 用 い ず に DMARDで 治 療 す る こ と に よ っ て 改 善 し う る と 考 え ら れ る （ Park,
 Y.B. et al., Am J Med 113 (2002) 188-193） 。 RAな ど の 慢 性 的 な 炎 症 性 疾 患 の 患 者 に
お け る 心 血 管 死 亡 率 の 高 さ は 十 分 に 実 証 さ れ て い る た め （ Symmons, D.P. et al., J Rheu
matol 25 (1998) 1072-1077） 、 RAに お け る 局 所 炎 症 が 血 中 脂 質 レ ベ ル の 変 化 を 招 き 、 そ
れ に よ っ て ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 の リ ス ク を 増 大 さ せ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る 。 リ ポ タ
ン パ ク 質 代 謝 の 構 成 要 素 が RAの 発 生 の 原 因 と な る の か 、 そ れ と も 単 に RA発 症 時 の 持 続 的 な
免 疫 反 応 に よ っ て 影 響 さ れ る の に 過 ぎ な い の か と い う 疑 問 に 、 現 時 点 で は 答 え る こ と は で
き な い 。 し か し 、 RA患 者 で 好 ま し く な い 脂 質 プ ロ フ ィ ー ル が 観 察 さ れ る こ と は 、 提 示 さ れ
た ApoBエ ピ ト ー プ の 、 血 清 由 来 の RAマ ー カ ー 候 補 と し て の 妥 当 性 の 裏 づ け と な る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 長 さ 変 異 体 ApoB（ 2877-2892） は 、 2例 の 健 常 対 照 の 試 料 中 に 同 定 さ れ た が 、 ApoB（ 2877
-2893） は 同 定 さ れ な か っ た （ 表 2） 。 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Bは 全 血 漿 タ ン パ ク 質 の う ち 1％
を 占 め る た め 、 健 常 対 照 試 料 に お け る ApoBエ ピ ト ー プ の 存 在 は 驚 く に は 当 た ら な い 。 こ れ
ら の 結 果 は 、 長 さ 変 異 体 ApoB（ 2877-2893； SEQ ID NO. 5） の み が び ら ん 性 RAに 対 し て 特
異 的 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
26Sプ ロ テ ア ソ ー ム 非 ATPア ー ゼ 調 節 性 サ ブ ユ ニ ッ ト 8
　 血 清 お よ び 滑 液 の 両 方 か ら 、 ほ と ん ど の び ら ん 性 RA試 料 で 非 常 に 高 い 頻 度 で 同 定 さ れ た
1つ の エ ピ ト ー プ は 、 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム の 調 節 性 サ ブ ユ ニ ッ ト 8（ PSMD8） に 由 来 す る ： こ
れ は ア ミ ノ 酸 配 列 GPNNYYSFASQQQKPを 有 す る 15mer PSMD8（ 218-232； SEQ ID NO. 64） で あ
る （ 表 2） 。 さ ら に 3つ の 長 さ 変 異 体 ： 16mer PSMD8（ 218-233； SEQ ID NO. 65） 、 17mer P
SMD8（ 218-234； SEQ ID NO. 66） お よ び 18mer PSMD8（ 218-234； SEQ ID NO. 67） が 同 定
さ れ た （ 表 2） 。 こ れ ら の 長 さ 変 異 体 の 存 在 は 、 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ の ク ラ ス II MHC由
来 の 抗 原 ペ プ チ ド と し て の 妥 当 性 を 裏 づ け る 。 こ の ペ プ チ ド に は 、 DRB1 * 0401結 合 に 関 し
て 中 程 度 の 強 さ の 結 合 モ チ ー フ が 認 め ら れ る （ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 3％ ） 。 HLA-DR4に 対
す る 結 合 は 、 合 成 PSMD8（ 218-233） ペ プ チ ド お よ び 精 製 HLA-DR4分 子 を 用 い る イ ン ビ ト ロ
結 合 ア ッ セ イ で 確 か め る こ と が で き た （ 図 3） ： レ ポ ー タ ー ペ プ チ ド HA（ 308-319） に 対 す
る そ の IC 5 0 値 に よ れ ば 、 PSMD8（ 218-233； SEQ ID NO. 65） は HLA-DR4と 中 等 度 の 親 和 性 で
結 合 し 、 こ の こ と か ら TEPITOPE予 測 が 裏 づ け ら れ た 。 15mer PSMD8（ 218-232； SEQ ID NO.
 64） は 、 パ ル ス 刺 激 を 受 け て い な い 1件 の 対 照 試 料 で も 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム は 細 胞 質 タ ン パ ク 質 プ ー ル の 約 1％ を 占 め 、 ユ ビ キ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質
の ATP依 存 的 な 分 解 に 関 与 す る 。 さ ら に 、 プ ロ テ ア ソ ー ム は 、 い く つ か の 転 写 因 子 （ す な
わ ち 、 核 因 子 -κ B） の プ ロ セ シ ン グ 、 細 胞 周 期 制 御 お よ び MHCク ラ ス I拘 束 性 抗 原 の 生 成 の
原 因 と も な る 。 プ ロ テ ア ソ ー ム の 調 節 性 サ ブ ユ ニ ッ ト は タ ン パ ク 質 分 解 の 選 択 性 の た め に
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重 要 で あ る 。 特 に 、 非 ATPア ー ゼ 調 節 性 サ ブ ユ ニ ッ ト 8は 、 酵 母 に お い て 必 須 な 細 胞 周 期 調
節 因 子 で あ る 細 胞 分 裂 制 御 タ ン パ ク 質 28（ Cdc28） の た め に 必 要 で あ る こ と が 知 ら れ て い
る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 重 要 な こ と と し て 、 RAを 含 む さ ま ざ ま な 全 身 性 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 か ら 得 ら れ た 血 清 試
料 に お い て 、 流 血 中 プ ロ テ ア ソ ー ム （ cプ ロ テ ア ソ ー ム ） レ ベ ル の 著 し い 上 昇 が 検 出 さ れ
て い る （ Egerer, K. et al., J Reumatol 29 (2002) 2045-2052） 。 重 症 RAの 患 者 に お い
て 、 cプ ロ テ ア ソ ー ム の レ ベ ル 、 疾 患 活 動 性 お よ び C反 応 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 の 間 に は 密 接
な 相 関 が あ る よ う に 思 わ れ る 。 cプ ロ テ ア ソ ー ム は そ の 後 に 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が 論
じ ら れ て お り 、 こ れ は 抗 原 に よ り 作 動 す る 機 構 を 示 す と 考 え ら れ る 。 放 出 さ れ る プ ロ テ ア
ソ ー ム 抗 原 の 濃 度 は 自 己 免 疫 疾 患 に お け る 細 胞 障 害 の 程 度 を 反 映 す る よ う に 思 わ れ る 。 Eg
ererら は 自 ら の 所 見 か ら 、 cプ ロ テ ア ソ ー ム が 自 己 免 疫 プ ロ セ ス に お け る 疾 患 重 症 度 に 関
す る 新 規 マ ー カ ー で あ る 可 能 性 が あ る と 結 論 し た 。 エ ピ ト ー プ PSMD8（ 218-232； SEQ ID N
O. 64） は 主 と し て び ら ん 性 RA試 料 で 同 定 さ れ た こ と か ら 、 本 発 明 者 ら の 分 析 は こ の 結 論
を 裏 づ け る も の で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
イ ン タ ー ロ イ キ ン -1受 容 体
　 び ら ん 性 RAの た め の も う 1つ の 候 補 マ ー カ ー は イ ン タ ー ロ イ キ ン -1受 容 体 （ IL-1R） で あ
り 、 こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 EKLWFVPAKVEDSGHYを 有 す る そ の ペ プ チ ド IL-1R（ 79-94； SEQ ID N
O. 68） に よ り 、 2件 の び ら ん 性 血 清 試 料 中 に 同 定 さ れ た （ 表 2） 。 IL-1R（ 79-94； SEQ ID 
NO. 68） は 、 83Fを P1ア ン カ ー と し て 、 86Aを P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 88Vを P6ア ン カ ー
と し て 有 し 、 RA感 受 性 ア レ ル DRB1 * 0401と の 結 合 に 関 し て は 強 い 結 合 モ チ ー フ を 含 む （ TEP
ITOPE結 合 ス コ ア ： 1％ ） 。 イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ で 、 そ の 合 成 ペ プ チ ド は 、 HA（ 309-31
9） ペ プ チ ド と 同 程 度 に 高 い 親 和 性 で HLA-DR4分 子 と 結 合 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 3） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1（ IL-1） は 炎 症 誘 発 性 サ イ ト カ イ ン で あ り 、 さ ま ざ ま な 感 染 性 免 疫
応 答 、 な ら び に RAお よ び 他 の 炎 症 性 疾 患 に お け る 関 与 が 指 摘 さ れ て い る （ Dinarello, C.,
 Blood 87 (1996) 2095-2147） 。 こ れ は シ グ ナ ル 伝 達 物 質 と し て 機 能 す る そ れ ぞ れ の 受 容
体 と 結 合 し て 、 細 胞 増 殖 を 誘 発 す る 、 ま た は タ ン パ ク 質 合 成 を 賦 活 化 す る 。 RA患 者 で は IL
-1産 生 の 増 大 が 観 察 さ れ て お り 、 こ れ は そ の 臨 床 症 状 発 現 に お い て 極 め て 重 要 な 役 割 を 果
た す （ Dayer, J.M., Rheumatology 42 (2003) ii3-ii19） 。 IL-1は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ な ら
び に T-お よ び B-リ ン パ 球 の 活 性 化 を 媒 介 す る 、 RAに お け る 主 要 な メ デ ィ エ ー タ ー と み ら れ
て い る 。 加 え て 、 IL-1は 、 細 胞 接 着 分 子 、 他 の サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン の 発 現 を 誘
導 す る こ と に よ り 、 炎 症 に も 寄 与 す る 。 さ ら に 、 IL-1は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー
ゼ の 産 生 を 刺 激 す る こ と に よ り 、 RAに お け る 骨 お よ び 軟 骨 の 破 壊 に も 中 心 的 な 役 割 を 果 た
す 。 以 上 よ り 、 IL-1／ IL-1R複 合 体 は 抗 炎 症 治 療 薬 の 第 一 級 の 標 的 で あ る 。 組 換 え ヒ ト IL-
1受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト （ IL-1RA） の 使 用 が 、 RA患 者 の 治 療 を 目 的 と し て 承 認 さ れ て い る
。
【 ０ １ ９ ４ 】
フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン
　 3件 の び ら ん 性 RA試 料 か ら 、 分 泌 性 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 で あ る フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン
（ FM） に 由 来 す る エ ピ ト ー プ が 得 ら れ た ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 LRELHLDHNQISRを 有 す る 13m
er FM（ 178-190； SEQ ID NO. 70） で あ る （ 表 2） 。 さ ら に 、 14mer FM（ 177-190； SEQ. ID
） NO： 69） が 同 定 さ れ 、 こ れ は パ ル ス 刺 激 を 受 け て い な い 対 照 の 実 験 で も 1件 で 認 め ら れ
た 。 こ の エ ピ ト ー プ に は 強 い DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ が 認 め ら れ 、 181Lが P1ア ン カ ー と し
て 、 184Dが P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 186Nが P6ア ン カ ー と し て 働 く （ TEPITOPE結 合 ス コ ア
： 1％ ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン は 、 TGFβ お よ び コ ラ ー ゲ ン な ら び に 他 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子
と 結 合 す る 低 分 子 ロ イ シ ン リ ッ チ プ ロ テ オ グ リ カ ン （ SLRP） の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 イ ン
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ビ ト ロ で 、 SLRPは 、 発 生 、 組 織 修 復 お よ び 転 移 に お い て 必 須 な プ ロ セ ス で あ る コ ラ ー ゲ ン
細 線 維 形 成 を 調 節 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 SLRPの イ ン ビ ボ で の 機 能 を さ ら に 解 明 す る た
め に SLRP欠 損 マ ウ ス が 作 製 さ れ て お り 、 こ れ が 多 様 な 疾 患 （ 例 え ば 、 骨 粗 鬆 症 お よ び 変 形
性 関 節 症 ） を 発 症 し 、 そ れ が 主 と し て 異 常 な コ ラ ー ゲ ン 原 線 維 形 成 に 起 因 す る こ と が 示 さ
れ て い る （ Ameye, L. & Young, M.F., Glycobiology 12 (2002) 107R-116R） 。 RA患 者 の
炎 症 性 関 節 で は コ ラ ー ゲ ン の 形 成 お よ び 分 解 が 著 し く 増 強 し て い る た め 、 フ ィ ブ ロ モ ジ ュ
リ ン レ ベ ル の 上 昇 が 予 想 さ れ る 。 同 定 さ れ た FMエ ピ ト ー プ は 主 と し て 滑 膜 由 来 の RA試 料 （
4件 の 滑 液 試 料 の う ち 3件 ） で 認 め ら れ た と い う 事 実 は 、 こ の 考 察 に 合 致 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
GM-CSF／ IL-3／ IL-5受 容 体
　 び ら ん 性 RA患 者 か ら の 8件 の 試 料 の う ち 5件 で は 、 多 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 CYRBの β 鎖 由 来
の エ ピ ト ー プ を 同 定 す る こ と が で き た ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 ETMKMRYEHIDHTFEを 有 す る 15m
er CYRB（ 359-373； SEQ ID NO. 71） と そ の 長 さ 変 異 体 で あ る 17mer CYRB（ 359-375； SEQ 
ID NO. 72） で あ る （ 表 2） 。 イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 合 成 CYRB（ 359-375） ペ
プ チ ド は HLA-DR4分 子 と 中 等 度 の 親 和 性 で 結 合 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 3） 。 こ れ は 、 DRB1
* 0401結 合 に 関 し て 中 程 度 の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ を 予 測 し た TEPITOPEの 結 果 に 一 致 す る
（ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 3％ ） 。 こ の エ ピ ト ー プ は 、 健 常 被 験 者 の 血 清 で は 1例 の み で 同 定
さ れ た こ と か ら 、 RA試 料 に 明 ら か に 多 く 存 在 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 GM-CSF／ IL-3／ IL-5受 容 体 は I型 膜 タ ン パ ク 質 で あ り 、 造 血 器 系 の 全 体 を 通 じ て 差 異 を
伴 っ て 発 現 さ れ る （ Geijsen, N. et al., Cytokine Growth Factor Rev 12 (2001) 19-25
に 概 説 さ れ て い る ） 。 そ の リ ガ ン ド で あ る IL-3お よ び GM-CSFは CD4+T細 胞 に よ っ て 分 泌 さ
れ 、 こ れ ら は 骨 髄 中 の 前 駆 細 胞 か ら 生 じ る 樹 状 細 胞 の 形 成 の た め の 重 要 な 刺 激 と な る 。 免
疫 応 答 の 惹 起 お よ び 発 生 に お け る 樹 状 細 胞 の 決 定 的 な 役 割 か ら 、 こ れ ら は 、 自 己 抗 原 を 流
入 領 域 リ ン パ 節 に 輸 送 し 、 そ こ で DCと の 遭 遇 お よ び ナ イ ー ブ T細 胞 の プ ラ イ ミ ン グ を 行 わ
せ る こ と に よ り 、 RAな ど の 自 己 免 疫 性 炎 症 疾 患 の 発 症 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が
示 唆 さ れ る 。 GM-CSFの 活 性 は RAに お け る 炎 症 誘 発 作 用 と 関 連 づ け ら れ て お り 、 こ の こ と は
同 定 さ れ た 受 容 体 エ ピ ト ー プ CYRB（ 359-373； SEQ ID NO. 71） が RA診 断 用 の ペ プ チ ド マ ー
カ ー の 候 補 で あ る こ と の 裏 づ け と な る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
ソ ー テ ィ ン グ ネ キ シ ン 3
　 び ら ん 性 RAの 指 標 と な る よ う に 思 わ れ る も う 1つ の エ ピ ト ー プ は 、 ソ ー テ ィ ン グ ネ キ シ
ン 3（ SNX3） と 命 名 さ れ て い る タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 HMFLQDEIIDKSY
TPSを 有 す る 16mer SNX3（ 142-157； SEQ ID NO. 73） で あ る （ 表 2） 。 こ の エ ピ ト ー プ で は
、 144F、 147Dお よ び 149Iが そ れ ぞ れ 、 RA感 受 性 ア レ ル DRB1 * 0401の ペ プ チ ド 結 合 溝 に お い
て 、 P1、 P4お よ び P6ア ン カ ー と し て 働 く （ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 2％ ） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 ソ ー テ ィ ン グ ネ キ シ ン は 、 共 通 の リ ン 脂 質 結 合 モ チ ー フ を 有 す る 多 様 な 一 群 の 細 胞 輸 送
性 タ ン パ ク 質 で あ る （ Worby, C.A. & Dixon, J.E., Nat Rev Mol Cell Biol 3 (2002) 91
9-31に 概 説 さ れ て い る ） 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 が 特 定 の リ ン 脂 質 と 結 合 す る 能 力 、 な ら び
に タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 性 質 は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 膜 輸 送 お よ び
タ ン パ ク 質 ソ ー テ ィ ン グ に お け る 関 与 を 示 し て い る 。 特 に 、 ソ ー テ ィ ン グ ネ キ シ ン 3は サ
イ ト ゾ ル お よ び エ ン ド ソ ー ム に 存 在 し 、 初 期 エ ン ド ソ ー ム か ら リ サ イ ク リ ン グ エ ン ド ソ ー
ム へ の 膜 輸 送 に 関 与 す る よ う に 思 わ れ る 。 ソ ー テ ィ ン グ ネ キ シ ン 3が 、 例 え ば 抗 原 提 示 経
路 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ り 、 RAに お け る 役 割 を 果 た す か 否 か は 、 現 時 点 で は 不 明 で あ る
。 本 検 討 で 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ SNX3（ 142-157； SEQ ID NO. 73） は 、 ソ ー テ ィ ン グ ネ キ
シ ン と 自 己 免 疫 と の 間 に つ な が り が あ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】

　 こ の 実 施 例 で は 、 実 施 例 1お よ び 2に お い て 非 び ら ん 性 RAお よ び び ら ん 性 RAの 試 料 か ら 同
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定 さ れ た す べ て の ペ プ チ ド 配 列 を 、 両 方 の RAタ イ プ と 関 係 す る 共 通 マ ー カ ー を 探 索 す る た
め に 用 い た 。 RA特 異 的 配 列 を 対 照 試 料 （ パ ル ス 刺 激 を 加 え て い な い DC、 お よ び 2件 の 健 常
被 験 者 の 血 清 で パ ル ス 刺 激 し た DC） の ペ プ チ ド 配 列 と 再 び 比 較 し 、 合 計 15件 の RA試 料 の う
ち 少 な く と も 3件 （ び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） に 重 複 し て 存 在 し た ペ プ チ ド の み を
、 以 後 の 評 価 の た め に 選 択 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
イ ン タ ー -α -ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー
　 11件 の 血 清 試 料 の う ち 10件 （ び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） か ら 、 イ ン タ ー -α -ト リ
プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー の 重 鎖 H4に 由 来 す る エ ピ ト ー プ が 得 ら れ た ： こ れ は SEQ ID NO. 8の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ITIH4（ 271-287） で あ る （ 表 3） 。 ITIH4エ ピ ト ー プ の こ の 主 要 な 長 さ
変 異 体 の ほ か に 、 同 じ ITIH4エ ピ ト ー プ の 6つ の 長 さ 変 異 体 ： 19mer ITIH4（ 271-289； SEQ 
ID NO. 6） 、 18mer ITIH4（ 271-288； SEQ ID NO. 7） 、 16mer ITIH4（ 274-289； SEQ ID N
O. 12） 、 15mer ITIH4（ 273-287； SEQ ID NO. 10） 、 15mer（ 274-288； SEQ ID NO. 11）
お よ び 14mer ITIH4（ 274-287； SEQ ID） NO： 9） を 同 定 す る こ と が で き た （ 表 3） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 最 も 短 い 長 さ 変 異 体 で あ る ITIH4（ 274-287） か ら の 判 断 で は 、 こ の エ ピ ト ー プ は RA感 受
性 ア レ ル DRB1 * 0401と の 結 合 に 関 し て 非 常 に 強 い 結 合 モ チ ー フ を 含 む ： 277Fは P1ア ン カ ー
と し て 、 280Dは P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 282Sは P6ア ン カ ー と し て 働 く （ 結 合 ス コ ア ： 1
％ ） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ITIH4は 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 （ HA） と 結 合 す る 血 清 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 一 群 で あ る
イ ン タ ー -α -イ ン ヒ ビ タ ー （ Iα I） フ ァ ミ リ ー に 属 し て お り 、 急 性 期 反 応 に 関 与 す る よ う
に 思 わ れ る （ Sailer, J.P. et al., Biochemical Journal 315 (1996) 1-9） 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 HAは 体 内 の す べ て の 組 織 、 特 に 関 節 液 な ど の 疎 性 結 合 組 織 中 に 認 め ら れ る 多 糖 で あ る （
Evered, D. & Whelan, J. eds.,「 ヒ ア ル ロ ナ ン の 生 物 学 （ The Biology of Hyaluronan）
」 、 John Wiley & Sons (1989)） 。 HAは 軟 骨 お よ び 他 の 組 織 に お い て 重 要 な 構 造 的 機 能 を
有 し て お り 、 そ こ で プ ロ テ オ グ リ カ ン と 凝 集 物 を 形 成 す る こ と に よ っ て 細 胞 外 マ ト リ ッ ク
ス を 安 定 化 す る 。 こ れ は ま た 、 CD44お よ び ICAM-1な ど の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 介
し て 細 胞 活 性 を 調 節 す る こ と に よ り 、 重 要 な 生 物 機 能 を 果 た し て い る （ Knudson, C.B. & 
Knudson, W., FASEB J 7 (1993) 1233-1241； Hall, C.L. et al., J Cell Biol 126 (199
4) 575-588） 。 RAに は 関 節 液 中 お よ び 血 清 中 の 総 HAの 大 幅 な 増 加 が 伴 っ て お り 、 こ の こ と
は 流 血 中 HAが リ ウ マ チ 関 節 か ら 生 じ る こ と を 示 唆 す る （ Engstrom-Laurent, A. et al., S
cand J Clin Lab Invest 45 (1985) 497-504） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 RA患 者 の 滑 液 中 に は 、 HAと い く つ か の Iα Iフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と の 複 合 体 が 大 量 に 観
察 さ れ て い る （ Jessen, T.E. et al., Biological Chemistry Hoppe-Seyler 375 (1994) 
521-526） 。 炎 症 反 応 に お け る Iα I-HA複 合 体 の 役 割 は 、 白 血 球 の 活 性 化 お よ び 侵 入 を 媒 介
す る CD44-HA相 互 作 用 を 調 節 す る こ と に あ る 可 能 性 が あ る （ Isacke, C.M. & Yarwood, H.,
 Int J Biochem Cell Biol 34 (2002) 718-721） 。 さ ら に 、 RA患 者 の 滑 液 は 、 抗 炎 症 性 糖
タ ン パ ク 質 で あ り 、 HA結 合 タ ン パ ク 質 の ヒ ア ル ア ド ヘ リ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で も あ る
TSG-6を 高 レ ベ ル で 含 ん で い る （ Wisniewski, H.G. et al., J Immunol 151 (1993) 6593-
6601） 。 TSG-6と Iα Iフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と の 複 合 体 は 、 炎 症 関 連 酵 素 の 活 性 化 に お け
る 中 心 的 な 分 子 で あ る プ ラ ス ミ ン の 活 性 を 阻 害 す る （ Wisniewski, H.G. et al., J Immun
ol 156 (1996) 1609-1615） 。 炎 症 性 関 節 の 滑 液 に お け る HA、 TSG-6お よ び Iα Iフ ァ ミ リ ー
の メ ン バ ー の 含 有 量 の 多 さ か ら み て 、 い く つ か の 急 性 期 血 漿 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち TSG-6
お よ び Iα Iフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に よ る プ ラ ス ミ ン 活 性 の 調 節 は 、 RAに お い て 重 で あ る こ
と が 証 明 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 こ の 知 見 を 、 同 じ エ ピ ト ー プ の 多 数 の 長 さ 変 異 体 お よ び 強 い HLA-DR4結 合 モ チ ー フ が 同
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定 さ れ た こ と と 総 合 す る こ と に よ り 、 提 示 さ れ た ITIH4エ ピ ト ー プ が 血 清 由 来 の RAマ ー カ
ー 候 補 で あ る こ と の 妥 当 性 が 強 く 裏 づ け ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
補 体 C4
　 11件 の 被 験 RA血 清 の う ち 8件 （ び ら ん 性 お よ び 非 び ら ん 性 ） に お い て 、 補 体 C4に 由 来 す
る も う 1つ の ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ た ： こ れ は SEQ ID NO. 13の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る 15mer C4（ 1697-1711） で あ る （ 表 3） 。 こ の ほ か に 同 じ エ ピ ト ー プ の 5つ の 長 さ 変
異 体 ： 12mer C4（ 1697-1708； SEQ ID NO. 18） 、 13mer C4（ 1698-1710； SEQ ID NO. 17）
、 14mer C4（ 1697-1710； SEQ ID NO. 15） 、 16mer C4（ 1697-1712； SEQ ID NO. 14） お よ
び 18mer C4（ 1697-1714； SEQ ID NO. 16） が 見 い だ さ れ た （ 表 3） 。 さ ら に 、 提 示 さ れ た
エ ピ ト ー プ に は 、 強 い DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ ： P1ア ン カ ー と し て の 1700Y、 P2ア ン カ ー と
し て の 1704D、 お よ び P6ア ン カ ー と し て の 1706Nが 認 め ら れ た （ 結 合 ス コ ア ： 1％ ） 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 C4は 血 漿 タ ン パ ク 質 の 質 量 の 約 0.5％ を な し 、 補 体 系 の 中 心 的 経 路 の 誘 発 に 決 定 的 な 役
割 を 果 た す 。 こ の タ ン パ ク 質 は 一 本 鎖 前 駆 体 と し て 合 成 さ れ 、 分 泌 の 前 に 酵 素 的 に 切 断 さ
れ て 、 同 一 で な い α 鎖 、 β 鎖 お よ び γ 鎖 に よ る 三 量 体 を 形 成 す る 。 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ
C4（ 1697-1711） は 、 C4γ 鎖 の 最 も C末 端 側 に 位 置 す る 。 C4α 鎖 は さ ら に 活 性 化 C1に よ る タ
ン パ ク 質 加 水 分 解 を 受 け て 、 局 所 炎 症 プ ロ セ ス の メ デ ィ エ ー タ ー で あ る C4aア ナ フ ィ ラ ト
キ シ ン を 形 成 す る （ Moon, K.E. et al., J Biol Chem 256 (1981) 8685-8692） 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 一 般 に 、 補 体 カ ス ケ ー ド は 炎 症 反 応 の 誘 導 お よ び 進 行 に 関 与 し 、 こ れ は 細 菌 、 ウ イ ル ス
お よ び 他 の 抗 原 を 含 む 、 さ ま ざ ま な 病 原 体 に 対 す る 主 な 防 御 系 で あ る （ Morgan, B.P., Me
thods Mol Biol 150 (2000) 1-13） 。 し か し 、 そ の 不 適 切 な 活 性 化 は 、 組 織 障 害 お よ び 疾
患 の 発 現 に つ な が る 恐 れ が あ る （ Speth, C. et al., Wien Klin Wochenschr 111 (1999) 
378-391） 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 RA患 者 の 血 漿 、 滑 液 お よ び 滑 膜 組 織 で 、 C4お よ び C4aを 含 む 補 体 代 謝 産 物 レ ベ ル の 上 昇
が 認 め ら れ る こ と に 基 づ き 、 RAの 発 生 に お け る 補 体 系 の 活 性 化 の 関 与 は 繰 り 返 し 指 摘 さ れ
て い る （ Neumann, E. et al., Arthritis Rheum 46 (2002) 934-945） 。 さ ら に 、 マ ウ ス
に お け る コ ラ ー ゲ ン 誘 発 性 関 節 炎 （ CIA） は 、 補 体 活 性 化 産 物 の 存 在 を 特 徴 と す る （ Linto
n, S.M. & Morgan, B.P., Mol Immunol 36 (1999) 905-914） 。 CIAは 、 抗 C5モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 投 与 に よ り （ Wang, Y. et al., PNAS 92 (1995) 8955-8959） 、 ま た は 補 体 系 阻
害 因 子 で あ る 可 溶 性 CR1の 遺 伝 子 療 法 に よ る 送 達 （ Dreja, H. et al., Arthritis Rheum 4
3 (2000) 1698-1709） に よ っ て 阻 止 さ れ る 。 関 節 に お け る 補 体 因 子 の 活 性 化 は お そ ら く 種
々 の 免 疫 複 合 体 の 存 在 に よ っ て 誘 導 さ れ る と 考 え ら れ 、 感 染 病 原 体 お よ び サ イ ト カ イ ン に
よ る 先 天 免 疫 系 の 賦 活 が RAの 惹 起 に 寄 与 す る の で は な い か と い う 仮 説 が 立 て ら れ て い る （
Friese, M.A. et al., Clin Exp Immunol 121 (2000) 406-414） 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 提 示 さ れ た 6種 の C4エ ピ ト ー プ の う ち 2つ 、 す な わ ち 15merお よ び 18merは 健 常 対 照 試 料 で
も 同 定 さ れ （ 表 3） 、 こ の こ と は 、 こ の C4エ ピ ト ー プ の い く つ か の 長 さ 変 異 体 、 す な わ ち S
EQ ID NO. 14、 15、 17お よ び 18の 抗 原 ペ プ チ ド の み が RA特 異 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
補 体 C3
　 び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RAの 試 料 に 認 め ら れ た も う 1つ の エ ピ ト ー プ は 、 補 体 C3（
α 鎖 ） に 由 来 す る ： こ れ は SEQ ID NO. 21の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 14mer C3（ 1431-1444）
で あ る （ 表 3） 。 こ の ほ か に 同 じ エ ピ ト ー プ の 6つ の 長 さ 変 異 体 ： 13mer C3（ 1431-1443； S
EQ ID NO. 23） 、 14mer C3（ 1429-1442； SEQ ID NO. 74） 、 15mer C3（ 1431-1445； SEQ I
D NO. 22） 、 15mer C3（ 1429-1443； SEQ ID NO. 20） 、 17mer C3（ 1427-1443； SEQ ID NO
. 75） お よ び 19mer C3（ 1426-1444； SEQ ID NO. 19） が 血 清 中 に 同 定 さ れ た （ 表 3） 。 最
も 短 い 長 さ 変 異 体 で あ る C3（ 1431-1443） か ら の 判 断 で は 、 DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ ： P1ア
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ン カ ー と し て の 1434Y、 P4ア ン カ ー と し て の 1437D、 お よ び P6ア ン カ ー と し て の 1439Aを 想
定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RAの 試 料 で 、 補 体 C3（ β 鎖 ） に 由 来 す る さ ら に も う 1つ の
エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ た ： こ れ は SEQ ID NO. 76の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 19mer C3（ 157-1
75） で あ る （ 表 3） 。 さ ら に 同 じ エ ピ ト ー プ の も う 1つ の 長 さ 変 異 体 ： 20mer C3（ 157-176
； SEQ ID NO. 77） が 血 清 中 に 同 定 さ れ た （ 表 3） 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 補 体 C3は 血 漿 タ ン パ ク 質 の 質 量 の 約 1～ 2％ を な し 、 補 体 系 の 活 性 化 に お い て 中 心 的 な 役
割 を 果 た し て お り 、 急 性 期 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 C3コ ン バ タ ー ゼ に よ る C3a
ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン お よ び C3bへ の そ の プ ロ セ シ ン グ は 、 古 典 的 補 体 経 路 お よ び 副 経 路 の
い ず れ に お い て も 中 心 的 な 段 階 で あ る （ Barrington, R. et al., Immunol Rev 180 (2001
) 5-15） 。 活 性 化 の 後 に 、 C3bは 反 応 性 チ オ エ ス テ ル を 介 し て 細 胞 表 面 の 糖 質 ま た は 免 疫
凝 集 物 と 共 有 結 合 す る こ と が で き る （ Isaac, L. & Isenman, D.E., J Biol Chem 267 (19
92) 10062-10069） 。 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ C3（ 1431-1444） は C3bの C末 端 に 位 置 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 補 体 エ ピ ト ー プ C4（ 1697-1711） に 関 し て す で に 考 察 し た よ う に 、 RAの 発 生 に お け る 補
体 カ ス ケ ー ド 成 分 の 重 要 な 役 割 を 示 す 証 拠 は 増 え つ つ あ る 。 補 体 C3お よ び C4に 由 来 す る 2
つ の 主 要 な エ ピ ト ー プ が RA患 者 の 血 清 中 に 同 定 さ れ た と い う 本 検 討 の 結 果 は 、 活 性 化 さ れ
た 補 体 系 と RAの 発 生 と の 間 に 密 接 な つ な が り が あ る こ と を 強 く 示 し て い る 。 こ れ が 併 せ て
認 め ら れ た こ と は 、 提 示 さ れ た C3／ C4エ ピ ト ー プ が 血 清 由 来 の RAマ ー カ ー 候 補 で あ る こ と
の 有 力 な 論 拠 に な る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
SH3ド メ イ ン 結 合 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ ラ イ ク タ ン パ ク 質 3
　 RA患 者 の 血 清 中 に 非 常 に 高 い 頻 度 で 認 め ら れ た も う 1つ の エ ピ ト ー プ （ 11件 の び ら ん 性 R
Aお よ び 非 び ら ん 性 RA試 料 の う ち 6件 ） は 、 SH3ド メ イ ン 結 合 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ ラ イ ク タ
ン パ ク 質 3（ SH3BGRL3） に 由 来 す る ： こ れ は SEQ ID NO. 25の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る SH3BGR
L3（ 15-26） で あ る （ 表 3） 。 同 じ エ ピ ト ー プ の 3つ の 長 さ 変 異 体 ： 14mer SH3BGRL3（ 13-26
； SEQ ID NO. 26） 、 14mer SH3BGRL3（ 15-28； SEQ ID NO. 27） お よ び 16mer SH3BGRL3（ 1
3-28； SEQ ID NO. 24） が 同 定 さ れ た （ 表 3） 。 DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ は 以 下 の 通 り で あ
る ： P1ア ン カ ー と し て の 17I、 P4ア ン カ ー と し て の 20Q、 お よ び P6ア ン カ ー と し て の 22S（
結 合 ス コ ア 4％ ） 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 SH3BGRL3は 、 SH3BGRフ ァ ミ リ ー に 属 す る 低 分 子 量 の 10kDタ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の タ ン パ
ク 質 の 正 確 な 機 能 は 不 明 で あ る が 、 グ ル タ レ ド キ シ ン 生 物 活 性 の 調 節 因 子 と し て の 役 割 が
想 定 さ れ て い る （ Mazzocco, M. et al., Biochem Biophys Res Commun 285 (2001) 540-5
45） 。 こ れ ま で に 、 SH3BGRL3が RAと の 関 連 で 述 べ ら れ た こ と は な か っ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 本 分 析 に よ り 、 同 じ タ ン パ ク 質 の 第 2の エ ピ ト ー プ が 解 明 さ れ 、 こ れ
は す べ て の RA試 料 お よ び 対 照 試 料 に 多 く 存 在 し た ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 DGKRIQYQLVDISQDN
を 有 す る 16mer SH3BGRL3（ 29-44） で あ る 。 加 え て 、 同 じ エ ピ ト ー プ の 多 数 の 長 さ 変 異 体
も 大 部 分 の 試 料 中 に 見 い だ さ れ た 。 最 も 短 い 長 さ 変 異 体 で あ る SH3BGRL3（ 31-42） か ら の
判 断 で は 、 こ の エ ピ ト ー プ は 、 SH3BGRL3（ 15-26） と の 比 較 で 、 ほ ぼ 類 似 し た DRB1 * 0401ア
ン カ ー 残 基 を 含 む ： 33Iが P1ア ン カ ー と し て 、 36Qが P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 38Vが P6ア
ン カ ー と し て 働 く （ 結 合 ス コ ア は -2） 。 こ の 類 似 性 は 結 合 ス コ ア の 同 等 性 に 反 映 さ れ て い
る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 こ の 第 2の SH3BGRL3エ ピ ト ー プ の 存 在 は 、 こ の 両 方 の ペ プ チ ド が 同 じ タ ン パ ク 質 に 由 来
す る こ と か ら 、 SH3BGRL3（ 15-26） エ ピ ト ー プ の 妥 当 性 の 裏 づ け と な る が 、 RA特 異 的 な 様
式 で 生 じ る の は 、 こ の う ち 一 方 で あ る エ ピ ト ー プ SH3BGRL3（ 15-26） の み で あ る よ う に 思
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わ れ る 。 同 様 の 観 察 所 見 は 、 実 施 例 1に お い て GILTに 関 し て す で に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 SH3BGRL3の 4種 類 の 長 さ 変 異 体 の う ち 、 最 も 長 い 変 異 体 で あ る SH3BGRL3（ 13-28） は 健 常
対 照 試 料 で も 同 定 さ れ た （ 表 3） 。 し か し 、 こ の 長 さ 変 異 体 が 認 め ら れ た の は 1回 の み で あ
り 、 こ の こ と は RAの 状 況 下 で SH3BGRL3エ ピ ト ー プ が 有 意 に 多 い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
イ ン タ ー ロ イ キ ン -4（ IL-4） 誘 導 型 タ ン パ ク 質 1
　 検 討 し た す べ て の 滑 液 （ び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） お よ び 11件 の 血 清 の う ち 8件
（ び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） に お い て 、 IL-4誘 導 型 タ ン パ ク 質 1の ヒ ト ホ モ ロ グ （ F
ig1） に 由 来 す る 高 ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ た ： こ れ は SEQ ID NO. 28の ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る Fig1（ 293-309） で あ る （ 表 3） 。 こ の エ ピ ト ー プ の 妥 当 性 は 、 い く つ か の 試
料 に お け る 別 の 長 さ 変 異 体 ： す な わ ち 16mer Fig1（ 293-308； SEQ ID NO. 30） お よ び 19me
r Fig1（ 293-311； SEQ ID NO. 29） の 存 在 に よ っ て さ ら に 裏 づ け ら れ た （ 表 3） 。 さ ら に
、 ア ミ ノ 酸 配 列 に は 典 型 的 な DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ が 認 め ら れ る ： 299Vが P1ア ン カ ー と
し て 、 302Eが P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 304Sが P6ア ン カ ー と し て 働 く （ 結 合 ス コ ア 1％ ）
。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 同 じ エ ピ ト ー プ の 2つ の 長 さ 変 異 体 で あ る Fig1（ 293-308） お よ び Fig1（ 293-309） は 、
パ ル ス 刺 激 を 受 け て い な い 1件 の 試 料 お よ び 1件 の 健 常 対 照 試 料 で も 同 定 さ れ た （ 表 3） 。
し か し 、 Fig1エ ピ ト ー プ は ほ ぼ す べ て の RA試 料 中 に 存 在 す る が 、 被 験 対 照 試 料 で は す べ て
に は 存 在 し な か っ た こ と は 、 RAの 状 況 下 で の 多 さ を 強 く 示 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ヒ ト fig1遺 伝 子 は IL-4で 刺 激 さ れ た B細 胞 培 養 物 で 最 初 に 同 定 さ れ た （ Chu, C.C. & Pau
l, W.E., PNAS 94 (1997) 2507-2512） 。 ヒ ト fig1は 、 SLE、 関 節 炎 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び
イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 を 含 む 自 己 免 疫 疾 患 に 対 す る 感 受 性 に 関 与 す る こ と が 以 前 に 同 定
さ れ て い る 領 域 で あ る 染 色 体 19q13.3-19q13.4に 存 在 す る （ Becker K.G. et al., PNAS 95
 (1998) 9979-9984） 。 そ の 発 現 が ほ と ん ど 免 疫 組 織 に 限 定 さ れ 、 そ の 調 節 が 免 疫 応 答 の
調 節 因 子 で あ る IL-4に 依 存 す る こ と か ら 、 fig1は 自 己 免 疫 疾 患 感 受 性 の 有 力 な 候 補 遺 伝 子
で あ る （ Chavan, S.S. et al., Biochim Biophys Acta 1576 (2002) 70-80） 。 Fig1エ ピ
ト ー プ が HLA-DR4拘 束 性 に 提 示 さ れ る こ と は 、 RAに お い て Fig1タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ 、 お
そ ら く は そ の 発 症 に 関 与 す る と 考 え ら れ る こ と を 初 め て 示 し た も の で あ る 。 Fig1ポ リ ペ プ
チ ド は こ れ ま で は RAの た め の マ ー カ ー と し て 知 ら れ て い な か っ た が 、 RAの た め の 重 要 な マ
ー カ ー 候 補 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
ヘ モ ペ キ シ ン
　 血 清 試 料 （ 11件 の 試 料 の う ち 10件 ） お よ び 滑 液 試 料 （ 4件 の 試 料 の う ち 2件 ） （ び ら ん 性
RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） に お い て 高 頻 度 に 同 定 さ れ た も う 1つ の RAマ ー カ ー 候 補 は 、 ヘ モ
ペ キ シ ン （ HPX） に 由 来 す る ： こ れ は SEQ ID NO. 32の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る HPX（ 351-367
） で あ る （ 表 3） 。 い く つ か の 長 さ 変 異 体 が 見 い だ さ れ 、 こ れ に よ っ て こ の エ ピ ト ー プ の
妥 当 性 が 裏 づ け ら れ た （ 表 3） ： す な わ ち 、 13mer HPX（ 351-363； SEQ ID NO. 33） 、 14me
r HPX（ 350-363； SEQ ID NO. 34） 、 15mer HPX（ 351-365； SEQ ID NO. 35） 、 18mer HPX
（ 351-368； SEQ ID NO. 31） お よ び 18mer HPX（ 350-367； SEQ ID NO. 78） で あ る 。 さ ら
に 、 こ の エ ピ ト ー プ は 非 常 に 強 い DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ を 含 む ： 355Iが P1ア ン カ ー と し
て 、 358Dが P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 360Vが P6ア ン カ ー と し て 働 く （ 結 合 ス コ ア ： 1％ ）
。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 同 じ エ ピ ト ー プ の 2つ の 長 さ 変 異 体 で あ る HPX（ 351-367； SEQ ID NO. 32） お よ び HPX（ 3
51-365； SEQ ID NO. 35） は 健 常 対 照 試 料 で も 同 定 さ れ （ 表 3） 、 こ の こ と は い く つ か の 長
さ 変 異 体 、 す な わ ち SEQ ID NO. 31、 33、 34お よ び 78抗 原 ペ プ チ ド の み が RAに 対 し て 特 異
的 で あ る こ と を 示 し て い る 。
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【 ０ ２ ２ ６ 】
　 HPXは 、 ヘ ム に 対 し て 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 60kD血 漿 糖 タ ン パ ク 質 で あ る （ Muller-Eb
erhard, U., Methods Enzymol 163 (1988) 536-565） 。 こ れ は 主 に 肝 臓 で 発 現 さ れ る も の
で 、 炎 症 性 状 況 下 で 合 成 が 誘 導 さ れ る 急 性 期 タ ン パ ク 質 に 属 す る 。 RAは 慢 性 的 な 炎 症 性 自
己 免 疫 疾 患 で あ り 、 C反 応 性 タ ン パ ク 質 お よ び 血 清 ア ミ ロ イ ド Aを 含 む い く つ か の 急 性 期 タ
ン パ ク 質 の レ ベ ル 上 昇 が 報 告 さ れ て い る （ Nakamura, R., J Clin Lab Anal 14 (2000) 30
5-313） 。 HPXは 、 RAに 罹 患 し た 患 者 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る サ イ ト カ イ ン IL-1お よ び
IL-6に 反 応 す る （ Feldmann, M. & Maini, R.N.,Rheumatology 38、 Suppl 2 (1999) 3-7）
。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 HPXは 、 血 漿 中 で の ヘ ム の 輸 送 の た め の 主 な 媒 体 で あ り 、 そ の 最 も 重 要 な 役 割 は 、 ヘ ム
に よ り 媒 介 さ れ る 酸 化 ス ト レ ス お よ び ヘ ム 結 合 鉄 の 喪 失 を 防 止 す る こ と に あ る （ Tolosano
, E. & Altruda, F., DNA Cell Biol 21 (2002) 297-306） 。 こ れ は ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ
、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン お よ び フ ェ リ チ ン な ど の 細 胞 内 抗 酸 化 物 質 の 発 現 を 誘 導 す る こ と に よ
り 、 細 胞 を 酸 化 ス ト レ ス か ら 防 御 す る こ と が で き る 。 メ タ ロ チ オ ネ イ ン は 特 に 滑 膜 線 維 芽
細 胞 で 発 現 さ れ る 細 胞 質 タ ン パ ク 質 で あ る （ Backman, J.T. et al., Virchows Arch 433 
(1998) 153-160） 。 RA患 者 の 滑 膜 組 織 に お け る 酸 化 ス ト レ ス の 存 在 に 関 し て は か な り 実 験
的 証 拠 が あ る （ Schett, G. et al., Arthritis Res 3 (2000) 80-86に 概 説 さ れ て い る ）
。 さ ら に 、 HPXが ヒ ト Tリ ン パ 球 の 増 殖 を 促 進 す る こ と も 報 告 さ れ て い る （ Smith, A. et a
l., Exp Cell Res 232 (1997) 246-254） 。 こ れ ら の 研 究 か ら み て 、 HPXは RA患 者 の 血 清 中
お よ び 滑 液 中 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 可 能 性 が 高 く 、 こ の こ と は 、
HPX（ 351-367） が RA特 異 的 マ ー カ ー 候 補 で あ る こ と の 妥 当 性 の 根 拠 を 与 え る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
Hsc70相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質
　 血 清 試 料 （ 11件 の び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RAの 試 料 の う ち 4件 ） で 主 と し て 同 定 さ
れ 、 ス ト レ ス 応 答 に も 関 係 す る 1つ の エ ピ ト ー プ は 、 Hsc70相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質 Hipに 由
来 す る ： こ れ は SEQ ID NO. 38の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Hip（ 83-98） で あ る （ 表 3） 。 こ の
エ ピ ト ー プ の 2つ の 長 さ 変 異 体 ： 18mer Hip（ 83-100； SEQ ID NO. 36） お よ び 15mer Hip（
84-98； SEQ ID NO. 39） も 同 定 さ れ た （ 表 3） 。 さ ら に も う 1つ の 長 さ 変 異 体 ： 15mer Hip
（ 85-99； SEQ ID NO. 37） が 1件 の び ら ん 性 滑 液 試 料 で 見 い だ さ れ た （ 表 3） 。 最 も 短 い 長
さ 変 異 体 で あ る Hip（ 84-98） か ら の 判 断 で は 、 8％ と い う 中 等 度 の ス コ ア を 有 す る DRB1 * 04
01結 合 モ チ ー フ ： P1ア ン カ ー と し て の 89I、 P4ア ン カ ー と し て の 92D、 お よ び P6ア ン カ ー と
し て の 94Dを 想 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 真 核 生 物 細 胞 の サ イ ト ゾ ル 中 で 、 Hipタ ン パ ク 質 お よ び Hopタ ン パ ク 質 は Hsc70と 会 合 し
、 Hsc70シ ャ ペ ロ ン 活 性 の 調 節 に 関 与 す る （ Frydman, J. & Hohfeld, J., Trends Biochem
 Sci 22 (1997) 87-92） 。 42kDの Hipタ ン パ ク 質 は Hsc70の ATPア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 す る
。 Hipは シ ャ ペ ロ ン -基 質 複 合 体 の 半 減 期 を 延 長 さ せ 、 Hsc70と 下 流 シ ャ ペ ロ ン 系 と の 効 率
的 な 協 同 作 用 の た め の 分 子 的 基 盤 を 与 え る と 想 定 さ れ て い る 。 Hsc70お よ び Hsp90は 、 イ ン
ビ ト ロ で の タ ン パ ク 質 フ ォ ー ル デ ィ ン グ （ Jakob, U. & Buchner, J., Trends Biochem Sc
i 19 (1994) 205-211； Freeman, B.C. & Morimoto, R.I., EMBO J 15 (1996) 2969-2979
） お よ び 熱 変 性 （ Schneider, C. et al., PNAS 93 (1996) 14536-14541） に 際 し て 協 同 的
に 働 く こ と が 示 さ れ て い る 。 Hsc70お よ び Hsp90と ス ト レ ス 適 応 と の 関 連 性 か ら 、 Hipは 最
終 的 に 、 RA患 者 の 滑 膜 組 織 に お け る 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 誘 導 を 含 む ス ト レ ス 応 答 と 結
び 付 け ら れ る （ Schett, G. et al., Arthritis Res 3 (2001) 80-86） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
ITIH4、 C4、 C3、 SH3BGRL3、 Fig1、 HPXお よ び Hipの 結 合 特 性
　 ITIH4、 C4、 C3、 SH3BGRL3、 Fig1、 HPXお よ び Hipの 上 記 の 抗 原 ペ プ チ ド の HLA-DR4分 子 に
対 す る 結 合 特 性 を さ ら に 調 べ る た め に 、 イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ を 行 っ た （ 図 3） ： レ ポ
ー タ ー ペ プ チ ド HA（ 309-317） に 対 す る IC 5 0 値 に よ れ ば 、 合 成 ペ プ チ ド ITIH4（ 2742-87）
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、 SH3BGRL3（ 13-26） お よ び Fig1（ 293-309） は HLA-DR4と 高 い 親 和 性 で 結 合 す る （ 図 3） 。
合 成 ペ プ チ ド C4（ 1696-1709） お よ び HPX（ 351-365） に 関 し て は 、 HLA-DR4に 対 す る 中 等 度
の 結 合 性 が 測 定 さ れ た 。 合 成 ペ プ チ ド C3（ 1431-1444） は HLA-DR4と 弱 く し か 結 合 せ ず 、 こ
れ は TEPITOPEス コ ア と 一 致 し た （ 9％ ） 。 Hip（ 84-98） ペ プ チ ド に 関 し て は 結 合 が 測 定 さ
れ な か っ た （ 非 提 示 デ ー タ ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ii）
　 び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RAの 指 標 と な る よ う に 思 わ れ る マ ー カ ー 候 補 ペ プ チ ド の 1
つ に 、 HLA-DR会 合 性 イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ii） に 由 来 す る エ ピ ト ー プ が あ る ： こ れ は ア ミ ノ
酸 配 列 ATPLLMQALPMGALPを 有 す る 15mer Ii（ 110-124； SEQ ID NO. 83） で あ る （ 表 3） 。 さ
ら に 4つ の 長 さ 変 異 体 ： す な わ ち 、 16mer Ii（ 109-124； SEQ ID NO. 81） 、 17mer Ii（ 109
-125； SEQ ID NO. 80） 、 18mer Ii（ 109-126； SEQ ID NO. 79） お よ び 21mer Ii（ 109-129
； SEQ ID NO. 82） も 同 定 さ れ た （ 表 3） 。 長 さ 変 異 体 の 存 在 に よ り 、 中 程 度 の DRB1 * 0401
結 合 モ チ ー フ （ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 5％ ） が 認 め ら れ 、 114Lが P1ア ン カ ー と し て 、 117A
が P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 119Pが P6ア ン カ ー と し て 働 く 、 同 定 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 の 信
頼 性 が 得 ら れ た 。 こ の エ ピ ト ー プ は 2件 の び ら ん 性 RA試 料 お よ び 3件 の 非 び ら ん 性 RA試 料 で
同 定 さ れ た 。 2つ の Ii長 さ 変 異 体 は 、 パ ル ス 刺 激 を 加 え て い な い 1件 の 試 料 お よ び 2件 の 健
常 被 験 者 の 試 料 で も 認 め ら れ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 MHCク ラ ス II分 子 の ペ プ チ ド 負 荷 は 、 ク ラ ス II経 路 に お け る 2つ の ア ク セ サ リ ー 分 子 、 す
な わ ち イ ン バ リ ア ン ト 鎖 Iiお よ び HLA-DMに よ っ て 調 節 さ れ る （ Bakke, O. & Nordeng T.W.
, Immunol Rev 172 (1999) 171-187お よ び Kropshofer, H. et al., Immunol Today 18 (1
997) 77-82に 概 説 さ れ て い る ） 。 Ii三 量 体 は 粗 面 小 胞 体 （ ER） 内 で 新 生 MHCク ラ ス II分 子
と 結 合 し 、 ペ プ チ ド 結 合 溝 を 遮 断 し 、 ク ラ ス II分 子 を 安 定 化 す る と と も に 、 ER内 に 存 在 す
る リ ガ ン ド の 結 合 を 阻 止 す る 。 ク ラ ス II／ Ii複 合 体 は ゴ ル ジ 装 置 を 介 し て エ ン ド ソ ー ム へ
と 輸 送 さ れ 、 そ こ で Iiは 分 解 さ れ て 、 収 容 さ れ た ク ラ ス II会 合 性 Iiペ プ チ ド （ CLIP） の セ
ッ ト と な る 。 CLIPの 放 出 に よ り 、 エ ン ド ソ ー ム 性 ペ プ チ ド が MHCク ラ ス II分 子 と 結 合 す る
こ と が 可 能 と な り 、 こ れ が 細 胞 表 面 に T細 胞 受 容 体 に 対 し て 提 示 さ れ る 。 同 定 さ れ た エ ピ
ト ー プ Ii（ 110-124） に は CLIPの C末 端 部 分 と の 重 複 が み ら れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 CLIPと
RA関 連 HLA-DRア レ ル と の 相 互 作 用 の 低 下 が 記 載 さ れ て お り （ Patil, N.S. et al., J Immu
nol 167 (2001) 7157-7168） 、 こ の こ と は 相 互 作 用 の 低 下 が RAに お け る 自 己 免 疫 の 発 生 に
寄 与 す る 可 能 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 応 答 タ ン パ ク 質 2
　 11件 の 血 清 試 料 の う ち 4件 （ び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） で 、 レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体
応 答 タ ン パ ク 質 2（ RAPRES2） に 由 来 す る エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ た ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 HP
PVQWAFQETSVESAVDTPFPを 有 す る 22mer RARRES2（ 40-61； SEQ ID NO. 86） で あ る （ 表 3） 。
こ の エ ピ ト ー プ の C末 端 部 分 で 、 2つ の 長 さ 変 異 体 ： 23mer RARRES2（ 40-62； SEQ ID NO. 8
4） お よ び 24mer RARRES2（ 40-63； SEQ ID NO. 85） を 同 定 す る こ と が で き た （ 表 3） 。 こ
の エ ピ ト ー プ は 、 45Wを P1ア ン カ ー と し て 、 48Qを P4ア ン カ ー と し て 、 50Tを P6ア ン カ ー と
し て 有 し 、 DRB1 * 0401と の 関 連 に お い て 中 程 度 の 結 合 モ チ ー フ を 示 す （ TEPITOPE結 合 ス コ
ア ： 3％ ） 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 RARRES2は 低 分 子 量 の 18.6kDタ ン パ ク 質 で あ り 、 ほ と ん ど が 内 皮 お よ び 表 皮 で 発 現 さ れ
る 。 そ の 発 現 は ホ ル モ ン 依 存 的 で あ る よ う に 思 わ れ 、 皮 膚 に お け る レ チ ノ イ ン 酸 に 対 す る
応 答 、 お よ び 骨 髄 由 来 ス ト ロ マ 細 胞 に お け る い く つ か の 骨 栄 養 性 ホ ル モ ン に お け る 応 答 が
同 定 さ れ て い る （ Nagpal, S. et al., J Invest Dermatol 109 (1997) 91-95お よ び Adams
, A.E. et al., J Cell Biochem 74 (1999) 587-595） 。 RARRES2の 機 能 は ほ と ん ど 分 か っ
て い な い が 、 例 え ば 破 骨 細 胞 形 成 の 障 害 に よ る RAと の 関 連 性 も 想 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
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フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
　 4件 の 滑 液 試 料 の う ち 3件 （ び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） の み で 認 め ら れ た も う 1つ
の HLA-DR4会 合 性 ペ プ チ ド は 、 血 漿 お よ び 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に お け る 主 要 な 糖 タ ン パ ク
質 で あ る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン （ Fn） に 由 来 す る ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 IYLYTLNDNARSSPVを 有
す る 15mer Fn（ 1881-1895； SEQ ID NO. 90） で あ る （ 表 3） 。 こ の エ ピ ト ー プ は 非 常 に 優
れ た DRB1 * 0401結 合 体 で あ る よ う に 思 わ れ 、 1885Yが 疎 水 性 P1ア ン カ ー と し て 、 1888Nが P4
ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 1890Nが P6ア ン カ ー と し て 働 く （ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 1％ ） 。 4
つ の 長 さ 変 異 体 ： 16mer Fn（ 1881-1896； SEQ ID NO. 91） 、 16mer Fn（ 1880-1895； SEQ I
D NO. 88） 、 17mer Fn（ 1881-1897； SEQ. ID NO： 89） お よ び 17mer Fn（ 1880-1896； SEQ 
ID NO. 87） が さ ら に 同 定 さ れ 、 こ の こ と は 同 定 さ れ た Fnエ ピ ト ー プ の 妥 当 性 を 強 く 裏 づ
け る （ 表 3） 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は 、 細 胞 接 着 、 細 胞 運 動 お よ び オ プ ソ ニ ン 作 用  に お い て 重 要 な 役 割
を 果 た す 。 こ れ は コ ラ ー ゲ ン お よ び フ ィ ブ リ ン と 結 合 し 、 線 維 芽 細 胞 の コ ラ ー ゲ ン 細 線 維
と の 接 着 を 媒 介 す る 。 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は RA患 者 お よ び 変 形 性 関 節 症 患 者 の 滑 膜 内 層 に お
い て 強 発 現 さ れ 、 罹 患 関 節 の 過 形 成 と 相 関 す る 。 エ ピ ト ー プ Fn（ 1881-1895） が 滑 膜 由 来
の 試 料 の み で 同 定 さ れ た こ と は こ れ ら の 所 見 と 一 致 し 、 こ の こ と は 非 常 に 多 く 存 在 す る フ
ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 自 己 免 疫 に お け る 役 割 を 推 定 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
カ テ プ シ ン B
　 15件 の RA試 料 の う ち 3件 （ び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） か ら 、 カ テ プ シ ン B（ CatB）
に 由 来 す る エ ピ ト ー プ が 得 ら れ た ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 YNSYSVSNSEKDIMAを 有 す る 15mer C
atB（ 227-241； SEQ ID NO. 92） で あ る （ 表 3） 。 こ の ペ プ チ ド に は 中 程 度 の DRB1 * 0401結
合 モ チ ー フ が 認 め ら れ 、 230Yが 疎 水 性 P1ア ン カ ー と し て 、 233位 お よ び 235位 の セ リ ン 残 基
が 推 定 的 な P4お よ び P6ア ン カ ー と し て 働 く （ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 6％ ） 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 カ テ プ シ ン Bは チ オ ー ル ペ プ チ ダ ー ゼ で あ り 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば コ ラ ー ゲ ン ） の 細 胞
内 分 解 お よ び 代 謝 回 転 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る 。 こ れ は 白 血 球 を 含 む さ ま ざ ま な 種 類
の 細 胞 の リ ソ ソ ー ム 内 に 存 在 す る 。 炎 症 お よ び 疾 患 の 状 況 下 で は 、 カ テ プ シ ン Bが 変 形 性
関 節 症 に お け る 軟 骨 破 壊 、 な ら び に RAお よ び 癌 に お け る 病 的 な タ ン パ ク 質 分 解 に 寄 与 す る
こ と が 示 さ れ て い る （ Cunnane, G. et al., Arthritis Rheum 44 (2001) 1744-1753） 。
カ テ プ シ ン Bお よ び 他 の リ ソ ソ ー ム ペ プ チ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 は RAの 進 行 と 相 関 し 、 こ の こ
と は エ ピ ト ー プ CatB（ 227-241） が 推 定 的 な RAマ ー カ ー ペ プ チ ド で あ る こ と の 妥 当 性 を 裏
づ け る （ Sohar, N. et al., Biol Chem 383 (2002) 865-869） 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
ト リ ペ プ チ ジ ル -ペ プ チ ダ ー ゼ II
　 15件 の RA試 料 の う ち 3件 （ び ら ん 性 お よ び 非 び ら ん 性 RA） で 認 め ら れ た も う 1つ の ペ プ チ
ダ ー ゼ 由 来 の エ ピ ト ー プ は 、 ト リ ペ プ チ ジ ル -ペ プ チ ダ ー ゼ II（ TPP2） に 由 来 す る ： こ れ
は ア ミ ノ 酸 配 列 AGSLTLSKTELGKKAを 有 す る 15mer TPP2（ 970-984； SEQ ID NO. 93） で あ る
（ 表 3） 。 加 え て 、 長 さ 変 異 体 TPP2（ 970-985； SEQ ID NO. 94） も 同 定 さ れ た 。 こ の ペ プ
チ ダ ー ゼ エ ピ ト ー プ は 典 型 的 な DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ を 含 み 、 973L、 976Sお よ び 978Tを
そ れ ぞ れ P1、 P4お よ び P6ア ン カ ー と し て 有 す る （ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 3％ ） 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 カ テ プ シ ン Bと 同 様 に 、 ト リ ペ プ チ ジ ル -ペ プ チ ダ ー ゼ IIは リ ソ ソ ー ム で の タ ン パ ク 質 分
解 に 関 与 す る 。 RAの 状 況 下 で エ ピ ト ー プ TPP2（ 970-984） が 同 定 さ れ た こ と は 、 TPP2が 炎
症 お よ び RAの 状 況 下 で の タ ン パ ク 質 分 解 障 害 に 関 与 す る 可 能 性 を 初 め て 示 し た も の で あ る
。
【 ０ ２ ４ １ 】
レ グ マ イ ン
　 レ グ マ イ ン （ LGMN） は 、 今 回 の 検 討 で 見 い だ さ れ た 3種 類 の ペ プ チ ダ ー ゼ の セ ッ ト の う
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ち 最 後 の も の で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 VPKDYTGEDVTPQNを 有 す る 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ LGMN（
99-112； SEQ ID NO. 95） （ 表 3） に は 、 HLAア レ ル DRB1 * 0401に 対 す る 典 型 的 な 結 合 モ チ ー
フ が 認 め ら れ 、 103Yが P1ア ン カ ー と し て 、 106Eが P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に お よ び 108Vが
P6ア ン カ ー と し て 働 く と 考 え ら れ る （ TEPITOPE結 合 ス コ ア ： 1％ ） 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 レ グ マ イ ン は 、 樹 状 細 胞 な ど の 抗 原 提 示 細 胞 の エ ン ド ソ ー ム 画 分 お よ び リ ソ ソ ー ム 画 分
に 存 在 す る （ Schwarz, G. et al., Biol Chem 383 (2002) 1813-1816） 。 こ れ は ア ス パ ラ
ギ ニ ル 結 合 の 加 水 分 解 に 対 す る 厳 密 な 特 異 性 を 有 し 、 MHCク ラ ス II提 示 の た め の 細 菌 抗 原
の プ ロ セ シ ン グ に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 示 さ れ て い る （ Manoury, B. et al., Nature
 396 (1998) 695-699） 。 レ グ マ イ ン が RAな ど の 自 己 免 疫 疾 患 に 関 与 す る か 否 か は 未 だ に
不 明 で あ る が 、 今 回 の 検 討 で 3種 類 の リ ソ ソ ー ム ペ プ チ ダ ー ゼ が GILTお よ び 26Sプ ロ テ ア ソ
ー ム と と も に 同 定 さ れ た と い う 事 実 は 、 抗 原 プ ロ セ シ ン グ を 促 進 す る タ ン パ ク 質 分 解 機 構
が 、 RAの 状 況 で は 著 し く 変 化 し て い る 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
血 小 板 活 性 化 因 子 受 容 体
　 11件 の 血 清 RA試 料 の う ち 3件 （ び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） で 同 定 さ れ た エ ピ ト ー
プ は 、 血 小 板 活 性 化 因 子 の 受 容 体 （ PAFR） に 由 来 す る ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 DSKFHQAINDAH
Qを 有 す る 13mer PAFR（ 264-276； SEQ ID NO. 96） で あ る （ 表 3） 。 TEPITOPEス コ ア （ 3％
） に よ れ ば 、 こ の エ ピ ト ー プ は 中 程 度 の DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ を 含 み 、 267Fを P1ア ン カ
ー と し て 、 270Aを P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 272Nを P6ア ン カ ー と し て 有 す る （ 表 3） 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 血 小 板 活 性 化 因 子 （ PAF） は 、 広 範 囲 に わ た る 種 類 の 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る Gタ ン パ ク 質
共 役 性 7回 膜 貫 通 型 受 容 体 と 結 合 す る 、 炎 症 誘 発 性 脂 質 メ デ ィ エ ー タ ー で あ る 。 受 容 体 の
結 合 に よ り 、 PAFは 細 胞 運 動 、 平 滑 筋 収 縮 な ら び に サ イ ト カ イ ン の 合 成 お よ び 放 出 を 含 む
多 面 的 な 機 能 を 伝 達 す る （ Honda, Z. et al., J Biochem 131 (2002) 773-779に よ っ て 概
説 さ れ て い る ） 。 薬 理 試 験 お よ び PAFR（ -/-） マ ウ ス の 樹 立 に よ り 、 PAFは ア レ ル ギ ー 、 炎
症 、 神 経 機 能 、 生 殖 お よ び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 を 含 む さ ま ざ ま な 状 況 で 機 能 す る こ と が
示 唆 さ れ て い る 。 興 味 深 い こ と に 、 PAFは 、 RA患 者 の 滑 液 に お け レ ベ ル 上 昇 が 認 め ら れ て
い る ほ か 、 リ ウ マ チ 性 滑 膜 炎 で 高 頻 度 に 観 察 さ れ る 血 管 新 生 を 誘 導 す る こ と も 示 さ れ て い
る （ Lupia, E. et al., Eur J lmmnunol 26 (1996) 1690-1694） 。 こ の 種 の 知 見 は 、 エ ピ
ト ー プ PAFR（ 264-276） が RA関 連 マ ー カ ー ペ プ チ ド で あ る と い う 信 頼 性 を さ ら に 与 え る も
の で あ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
ポ リ -α -2,8-シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
　 11件 の 血 清 試 料 の う ち 3件 （ び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RA） で 認 め ら れ た も う 1つ の エ
ピ ト ー プ は 、 ポ リ シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ PST） に 由 来 す る ： こ れ は MPLEFKTLNVLHN
RGを 有 す る 15mer PST（ 333-347； SEQ ID NO. 97） で あ り （ 表 3） 、 DRB1 * 0401結 合 に 関 し
て 中 程 度 の 結 合 モ チ ー フ を 示 す （ TEPITOPEス コ ア ： 2％ ） 。 337Fが P1ア ン カ ー と し て 、 340
Lが P4ア ン カ ー と し て 、 さ ら に 342Vが P6ア ン カ ー と し て 働 く と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 ポ リ シ ア ル 酸 は α -2,8-結 合 し た シ ア ル 酸 残 基 の 直 鎖 状 ホ モ 重 合 体 に よ っ て 構 成 さ れ る
糖 質 で あ る 。 こ の グ リ カ ン は 主 と し て 神 経 細 胞 接 着 分 子 （ N-CAM） に 付 着 し て お り 、 N-CAM
の 接 着 特 性 を 調 節 す る こ と に よ っ て 神 経 細 胞 の 多 く の 形 態 形 成 プ ロ セ ス に 関 与 す る と 考 え
ら れ て い る 。 膜 タ ン パ ク 質 で あ る ポ リ シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は シ ア ル 酸 残 基 の 重 縮
合 を 触 媒 し 、 こ れ は 胎 児 の 脳 、 肺 お よ び 腎 臓 、 成 人 の 心 臓 、 脾 臓 お よ び 胸 腺 で 高 度 に 発 現
さ れ 、 そ れ ら よ り は 程 度 が 落 ち る も の の 末 梢 血 白 血 球 で も 発 現 さ れ る （ Nakayama, J. et 
al., Proc Natl Acad Sci 92 (1995) 7031-7035） 。 転 移 性 腫 瘍 を 有 す る 患 者 の 血 清 で は P
STレ ベ ル の 上 昇 が 観 察 さ れ て お り 、 そ の 酵 素 活 性 の 増 大 は 関 節 リ ウ マ チ に も 伴 っ て み ら れ
る （ Berge, P.G. et al., Klin Wochenschr 60 (1982) 445-449） 。 エ ピ ト ー プ PST（ 333-
347） が い く つ か の RA試 料 で 同 定 さ れ た こ と は 、 こ れ ら の 観 察 所 見 に 一 致 す る と と も に 、 R
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Aに お け る PSTの 役 割 を 推 定 さ せ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
Ras関 連 タ ン パ ク 質 Rab-11B
　 RA試 料 の 今 回 の 分 析 で 提 示 さ れ た 最 後 の エ ピ ト ー プ は 、 Ras関 連 タ ン パ ク 質 Rab-11Bに 由
来 す る ： こ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 RSIQVDGKTIKAQを 有 す る 13mer Rab-11B（ 51-63； SEQ ID NO. 
102） で あ る （ 表 3、 こ の ペ プ チ ド 配 列 は 、 TEPITOPEソ フ ト ウ エ ア （ Hammer, J. et al., A
dv Immunol 66 (1997) 67-100） を 用 い る こ と に よ り 、 RA感 受 性 ア レ ル DRB1 * 0301に 対 す る
結 合 に 関 し て 検 証 さ れ て い る ） 。 こ の エ ピ ト ー プ お よ び さ ら に 4つ の 長 さ 変 異 体 、 す な わ
ち 14mer Rab-11B（ 50-63； SEQ ID NO. 100） 、 15mer Rab-11B（ 49-63； SEQ ID NO. 98）
、 17mer Rab-11B（ 49-65； SEQ ID NO. 101） お よ び 18mer Rab-11B（ 49-66； SEQ ID NO. 9
9） が 、 3件 の び ら ん 性 RA試 料 お よ び 2件 の 非 び ら ん 性 RA試 料 で 見 い だ さ れ た （ 表 3） 。 15me
r Rab-11B（ 49-63） は 、 12件 の 対 照 試 料 の う ち 1件 で も 同 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 Rabタ ン パ ク 質 は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス お よ び エ ク ソ サ イ ト ー シ ス 経 路 に よ る 膜 輸 送 に
お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 低 分 子 量 GTPア ー ゼ で あ る 。 Rab-11Bは 、 内 部 取 り 込 み を 受 け た
ト ラ ン ス フ ェ リ ン の リ サ イ ク リ ン グ 区 画 か ら 原 形 質 膜 へ の 輸 送 に 必 須 で あ る と 推 定 さ れ て
い る 。 さ ら に Rab-11Bは ラ ッ ト 破 骨 細 胞 で も 同 定 さ れ て お り 、 こ れ は 骨 再 吸 収 に お い て さ
ら な る 役 割 を 果 た す 可 能 性 が あ る 。 エ ピ ト ー プ Rab-11B（ 51-63） は 、 RA発 症 に お け る Rab-
11Bの 役 割 を 初 め て 示 し た も の で あ る 。
（ 表 １ ） 主 と し て 非 び ら ん 性 RAの 患 者 の 血 清 お よ び 滑 液 か ら の HLA-DR会 合 性 ペ プ チ ド 抗 原
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） RA
b  リ ウ マ チ 因 子
c  試 料 の 説 明 ： 血 清 （ S） ま た は 滑 液 （ Syn） に よ る パ ル ス 刺 激 を 受 け た 樹 状 細 胞
d  バ フ ィ ー コ ー ト (buffy coat)の ハ プ ロ タ イ プ ： （ 1） HLA-DRB1 * 0401、 * 03011； （ 2） HLA
-DRB1 * 0401、 * 0304； （ 3） HLA-DRB1 * 0401、 * 1301； （ 4） HLA-DRB1 * 0401、 * 0701； （ 5） HL
A-DRB1 * 0401、 * 0407、 * 0401、 * 1301； （ 4） HLA-DRB1 * 0401、 * 0701
e  一 文 字 コ ー ド に よ る RA由 来 ペ プ チ ド の 配 列 。 HLA-DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ は 灰 色 の 枠 で
囲 ま れ て い る 。
f  TEPITOPEプ ロ グ ラ ム （ Hammer, J. et al., Adv lmmunol 66 (1997) 67-100） に 基 づ く
、 HLA-DRB1 * 0401ア レ ル と の 関 連 で の エ ピ ト ー プ の ス コ ア
g  Swiss-Prot／ TrEMBLデ ー タ ベ ー ス に 従 っ た タ ン パ ク 質 の 名 称 。 括 弧 内 の 数 字 は 、 そ れ ぞ
れ の エ ピ ト ー プ の う ち 、 長 さ が 最 も 短 い 変 異 体 を 表 し て い る 。
h  （ i ） Rothbard J. B. et al., Cell 52 (1988) 515-523。 h （ i i ） Chicz, R.M. et al.,
 J Exp Med 178 (1993) 27-47。 h （ i i i ） van Schooten, W.C. et al., Eur J lmmunol 19
 (1989) 2075-2079。

（ 表 ２ ） 主 と し て び ら ん 性 RAの 患 者 の 血 清 お よ び 滑 液 か ら の HLA-DR会 合 性 ペ プ チ ド 抗 原
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） RA
b  リ ウ マ チ 因 子

c  試 料 の 説 明 ： 血 清 （ S） ま た は 滑 液 （ Syn） に よ る パ ル ス 刺 激 を 受 け た 樹 状 細 胞
d  バ フ ィ ー コ ー ト の ハ プ ロ タ イ プ ： （ 1） HLA-DRB1 * 0401、 * 03011； （ 2） HLA-DRB1 * 0401、
* 0304； （ 3） HLA-DRB1 * 0401、 * 1301； （ 4） HLA-DRB1 * 0401、 * 0701； （ 5） HLA-DRB1 * 0401
、 * 0407
e  一 文 字 コ ー ド に よ る RA由 来 ペ プ チ ド の 配 列 。 HLA-DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ は 灰 色 の 枠 で
囲 ま れ て い る 。
f  TEPITOPEプ ロ グ ラ ム （ Hammer, J. et al., Adv lmmunol 66 (1997) 67-100） に 基 づ く
、 HLA-DRB1 * 0401ア レ ル と の 関 連 で の エ ピ ト ー プ の ス コ ア
g  Swiss-Prot／ TrEMBLデ ー タ ベ ー ス に 従 っ た タ ン パ ク 質 の 名 称 。 括 弧 内 の 数 字 は 、 そ れ ぞ
れ の エ ピ ト ー プ の う ち 、 長 さ が 最 も 短 い 変 異 体 を 表 し て い る 。
*  1件 の 健 常 試 料 で も 同 じ く 同 定 さ れ た 、 そ れ ぞ れ の エ ピ ト ー プ の 長 さ 変 異 体
*  * 2件 の 健 常 試 料 で も 同 じ く 同 定 さ れ た 、 そ れ ぞ れ の エ ピ ト ー プ の 長 さ 変 異 体

（ 表 ３ ） び ら ん 性 RAお よ び 非 び ら ん 性 RAの 患 者 の 血 清 お よ び 滑 液 か ら の HLA-DR会 合 性 ペ プ
チ ド 抗 原
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） RA
b  リ ウ マ チ 因 子
c  試 料 の 説 明 ： 血 清 （ S） ま た は 滑 液 （ Syn） に よ る パ ル ス 刺 激 を 受 け た 樹 状 細 胞
d  バ フ ィ ー コ ー ト の ハ プ ロ タ イ プ ： （ 1） HLA-DRB1 * 0401、 * 03011； （ 2） HLA-DRB1 * 0401、
* 0304； （ 3） HLA-DRB1 * 0401、 * 1301； （ 4） HLA-DRB1 * 0401、 * 0701； （ 5） HLA-DRB1 * 0401
、 * 0407
e  一 文 字 コ ー ド に よ る RA由 来 ペ プ チ ド の 配 列 。 HLA-DRB1 * 0401（ † * 0301） 結 合 モ チ ー フ と
推 定 さ れ る も の は 灰 色 の 枠 で 囲 ま れ て い る 。
f  TEPITOPEプ ロ グ ラ ム （ Hammer, J. et al., Adv lmmunol 66 (1997) 67-100） に 基 づ く
、 HLA-DRB1 * 0401（ † * 0301） ア レ ル と の 関 連 で の エ ピ ト ー プ の ス コ ア
g  Swiss-Prot／ TrEMBLデ ー タ ベ ー ス に 従 っ た タ ン パ ク 質 の 名 称 。 括 弧 内 の 数 字 は 、 そ れ ぞ
れ の エ ピ ト ー プ の う ち 、 長 さ が 最 も 短 い 変 異 体 を 表 し て い る 。
* ( * * )1件 （ 2件 ） の 健 常 試 料 で も 同 じ く 同 定 さ れ た 、 そ れ ぞ れ の エ ピ ト ー プ の 長 さ 変 異 体

　 (表 ４ )RAマ ー カ ー 候 補 の 概 要
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b  RA試 料 に お け る 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ の 頻 度 。 RAの タ イ プ は 臨 床 診 断 に 基 づ く ： 持 続 型
び ら ん 性 （ E） ま た は 持 続 型 非 び ら ん 性 （ N） RA
c  Swiss-Protデ ー タ ベ ー ス に 関 す る
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ９ 】
【 図 １ 】 樹 状 細 胞 （ DC） を 介 し た 組 織 試 料 の 分 析 の 概 略 図 ： 最 も 特 化 し た 抗 原 提 示 細 胞 （
APC） で あ る 樹 状 細 胞 （ DC） を 、 抗 原 の 源 （ 例 え ば 、 滑 液 ） と 、 抗 原 取 り 込 み お よ び 抗 原
プ ロ セ シ ン グ の た め に 最 適 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 。 対 照 と し て 、 DCを 同 じ 条 件 下 で 、 滑 液
抗 原 の 非 存 在 に お い て 培 養 す る 。 DCの 成 熟 後 に 、 抗 原 が 負 荷 さ れ た MHCク ラ ス II分 子 を 精
製 し 、 そ れ ぞ れ の MHCク ラ ス II会 合 性 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 し て 同 定 す る 。
【 図 ２ Ａ 】 RA患 者 の 血 清 に よ る パ ル ス 刺 激 を 受 け た 樹 状 細 胞 か ら 単 離 し た MHCク ラ ス II会
合 性 抗 原 ペ プ チ ド の イ オ ン ト ラ ッ プ MS基 準 ピ ー ク ク ロ マ ト グ ラ ム 。 ペ プ チ ド は 、 RP-C18-H
PLCカ ラ ム か ら 、 即 時 的 な MS／ MS同 定 の た め に イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 装 置 に 直 接 溶 出 さ
せ た 。 数 字 は 、 そ れ ぞ れ の 時 点 で の 混 合 物 中 の 最 も 主 要 な ペ プ チ ド ピ ー ク の 保 持 時 間 （ 上
の 値 ） お よ び 分 子 質 量 （ 下 の 値 ） を 示 し て い る 。
【 図 ２ Ｂ 】 保 持 時 間 65.4分 の 抗 原 ペ プ チ ド の イ オ ン ト ラ ッ プ MSス ペ ク ト ル 。 印 を 付 し た ピ
ー ク は さ ら に 断 片 化 さ れ て お り 、 こ れ は イ ン タ ー -α -ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー ITIH4か ら
の 二 重 荷 電 ペ プ チ ド イ オ ン に 対 応 す る （ 表 3参 照 ） 。
【 図 ２ Ｃ 】 m／ z 977.1の 二 重 荷 電 ペ プ チ ド イ オ ン の イ オ ン ト ラ ッ プ MS／ MSス ペ ク ト ル 。 SE
QUESTア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る こ と に よ り 、 断 片 化 さ れ た 質 量 お よ び 親 イ オ ン の 質 量 の 検 索
を と も に 、 非 冗 長 性 ヒ ト デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 行 っ た 。 抽 出 さ れ た 配 列 MPKNVVFVIDKSGSMS
GR（ 一 文 字 コ ー ド ） は 、 イ ン タ ー -α -ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー の ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ IT
IH4（ 271-288） に 対 応 し た 。 指 定 し た 一 連 の N末 端 Bイ オ ン お よ び C末 端 Yイ オ ン の 位 置 を 表
示 し て い る 。
【 図 ３ 】 HLA-DRB1 * 0401ア レ ル と の 結 合 と い う 状 況 に お け る 被 験 RA抗 原 候 補 の 結 合 能 の 違
い の 概 要 。 HLA-DRB1 * 0401結 合 モ チ ー フ と 推 定 さ れ る も の は グ レ ー の 枠 で 囲 ま れ て い る 。
親 和 性 の 指 標 と し て 、 一 定 量 の ビ オ チ ン 化 HA（ 307-319） ペ プ チ ド の 結 合 を 競 合 に よ っ て 5
0％ 低 下 さ せ る た め に 必 要 な ペ プ チ ド 濃 度 （ IC 5 0 ） を 決 定 し た 。 そ の 逆 数 （ 1／ IC 5 0 ） は ペ
プ チ ド 親 和 性 と 直 接 相 関 す る 。 レ ポ ー タ ー と し て 、 イ ン フ ル エ ン ザ 血 球 凝 集 素 （ Rothbard
, J.B. et al., Cell 52 (1988) 515-523） 由 来 の ビ オ チ ン 化 HA（ 307-319） ペ プ チ ド を 試
験 に 含 め た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ２ Ｃ 】
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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【要約の続き】
原ペプチドおよびそれらの由来となるタンパク質も、びらん性および／または非びらん性RAのためのマーカーとして
提供される。さらに、MHCクラスII分子と結合したこれらの抗原ペプチド、該抗原ペプチドと反応する抗体、該抗原
ペプチドをコードする核酸、ならびに該抗原ペプチドを発現させるための核酸構築物、宿主細胞および方法も提供す
る。本発明の抗原ペプチドは、RAの診断におけるマーカーとして、さらには治療における抗RAワクチンとして用いる
ことができる。
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