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(57)【要約】
　本発明は、自己免疫疾患を検出およびモニタリングす
るのに有用な組成物および方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗モエシン自己抗体と結合できるモエシン断片を含む組成物であって、
　モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質ドメイン由来の少なくとも１０個の連続した
アミノ酸残基を含み、ヒトモエシンタンパク質ドメインが、Ｎ末端ＦＥＲＭドメイン（配
列番号２）、ヘリックスドメイン（配列番号４）およびＣ末端テールドメイン（配列番号
５）からなる群から選択され、モエシン断片が、全長ヒトモエシンタンパク質ではない、
組成物。
【請求項２】
　モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸領域２～２９７、３～２９７、４
～２９７、１～２９４、１～２９５または１～２９６から選択される少なくとも１０個の
連続したアミノ酸残基を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸領域２９９～４７０、３００～４
７０、２９８～４６８または２９８～４６９から選択される少なくとも１０個の連続した
アミノ酸残基を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸領域４７２～５７７、４７３～５
７７、４７１～５７５または４７１～５７６から選択される少なくとも１０個の連続した
アミノ酸残基を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸領域１～９４、９５～２０１また
は２０２～２９７から選択される少なくとも１０個の連続したアミノ酸残基を含む、請求
項１に記載の組成物。
【請求項６】
　モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質の全Ｎ末端ＦＥＲＭドメイン（配列番号２）
を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質の全ヘリックスおよびＣ末端テールドメイン
（配列番号３）を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質の全ヘリックスドメイン（配列番号４）を含
む、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質の全Ｃ末端テールドメイン（配列番号５）を
含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項１０】
　対象から得たサンプル中の抗モエシン自己抗体の検出のための診断用組成物の製造にお
ける、請求項１から９のいずれかに記載のモエシン断片の使用であって、モエシン断片が
、抗モエシン自己抗体と結合できる、使用。
【請求項１１】
　サンプルが、ヒト対象から得られた全血、血清または血漿である、請求項１０に記載の
使用。
【請求項１２】
　対象が、自己免疫障害を有するか、または有すると疑われる、請求項１１に記載の使用
。
【請求項１３】
　自己免疫障害が、結合組織病（ＣＴＤ）、全身性硬化症、シェーグレン症候群、関節リ
ウマチおよび全身性紅斑性狼瘡から選択される、請求項１２に記載の使用。
【請求項１４】
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　ＣＴＤが、肺の合併症と関連している、請求項１３に記載の使用。
【請求項１５】
　ＣＴＤが、肺動脈性肺高血圧症（ＰＡＨ）、間質性肺疾患（ＩＬＤ）、肺線維症、慢性
閉塞性肺疾患、気管支拡張症および肺感染からなる群から選択される１種または複数の症
状と関連している、請求項１４に記載の使用。
【請求項１６】
　自己免疫障害が、異常な上皮細胞または異常な血管内皮細胞と関連している、請求項１
２に記載の使用。
【請求項１７】
　自己免疫障害が、上皮細胞または血管内皮細胞の異常な増殖と関連している、請求項１
６に記載の使用。
【請求項１８】
　自己免疫障害が、上皮細胞または血管内皮細胞の異常なアポトーシスと関連している、
請求項１６に記載の使用。
【請求項１９】
　自己免疫障害が、対象の組織または臓器の線維症と関連している、請求項１２に記載の
使用。
【請求項２０】
　ａ）請求項１から９のいずれかに記載のモエシン断片と、ｂ）モエシン断片が固定され
る基板、場合により、固相とを含む、サンプル中の抗モエシン自己抗体を検出するための
抗体検出パネル。
【請求項２１】
　ａ）請求項１から９のいずれかに記載の第１のモエシン断片と、ｂ）請求項１から９の
いずれかに記載の第２のモエシン断片とを含み、ここで、第１および第２のモエシン断片
が、異なるモエシンドメインに由来し、ｃ）前記２種のモエシン断片が別個に固定される
固相とを含む、サンプル中の抗モエシン自己抗体を検出するための抗体検出パネル。
【請求項２２】
　ａ）各々が請求項１から９のいずれかに記載され、異なるモエシンドメインに相当する
３種のモエシン断片と、ｂ）３種のモエシン断片が別個に固定される固相とを含む、サン
プル中の抗モエシン自己抗体を検出するための抗体検出パネル。
【請求項２３】
　請求項２０から２２のいずれかに記載の抗体検出パネルと、検出パネルを使用するため
の使用説明書とを含む、キット。
【請求項２４】
　ａ）請求項１から９のいずれかに記載のモエシン断片を提供するステップと、ｂ）抗原
－抗体結合のための条件下で、前記モエシン断片を、前記サンプルと反応させるステップ
と、ｃ）サンプル中の抗モエシン自己抗体を検出するステップとを含む、サンプル中の抗
モエシン自己抗体を検出する方法。
【請求項２５】
　自己免疫障害を有すると疑われる対象において、前記自己免疫障害を診断する方法であ
って、以下のステップ：
　ａ）請求項１から９のいずれかに記載のモエシン断片を提供するステップと、
　ｂ）抗原－抗体結合条件下で、前記モエシン断片を、前記対象から得られたサンプルと
接触させるステップと、
　ｃ）前記サンプル中の抗モエシン自己抗体レベルが、正常参照サンプル中の抗モエシン
自己抗体レベルよりも有意に高いかどうかを決定し、それによって、対象が自己免疫障害
を有することを示すステップと
を含む、方法。
【請求項２６】
　自己免疫障害を有する患者の病的状態を決定する方法であって、以下のステップ：



(4) JP 2014-503467 A 2014.2.13

10

20

30

40

50

　ａ）請求項１から９のいずれかに記載のモエシン断片を提供するステップと、
　ｂ）抗原－抗体結合条件下で、前記モエシン断片を、前記対象から得られたサンプルと
接触させるステップと、
　ｃ）前記サンプル中の抗モエシン自己抗体レベルを測定するステップと、
　ｄ）ステップｃ）から得たレベルと、抗モエシン自己抗体レベルを自己免疫障害の病的
状態と相関させる参照データベースとの比較に従って患者の病的状態を決定するステップ
と
を含む、方法。
【請求項２７】
　自己免疫障害療法を受けている対象において治療応答をモニタリングする方法であって
、以下のステップ：
　ａ）請求項１から９のいずれかに記載のモエシン断片を提供するステップと、
　ｂ）抗原－抗体結合条件下で、前記モエシン断片を、前記対象から得られたサンプルと
接触させるステップと、
　ｃ）前記サンプル中の抗モエシン自己抗体レベルを測定するステップと、
　ｄ）ステップｃ）から得たレベルを、療法の前に同一対象から得られた参照サンプル中
の抗モエシン自己抗体レベルと比較するステップとを含み、
　力価の低下が、治療に対する対象の陽性応答を示す、方法。
【請求項２８】
　対象から得られたサンプルを分析する方法であって、以下のステップ：
　ａ）請求項２０から２２のいずれかに記載の抗体検出パネルを提供するステップと、
　ｂ）抗原－抗体結合条件下で、前記抗体検出パネルを、前記サンプルと接触させるステ
ップと、
　ｃ）前記サンプル中の抗モエシン自己抗体の存在を検出するステップと、
　ｄ）抗モエシン自己抗体レベルを測定するステップと
を含む、方法。
【請求項２９】
　ステップｅ）ステップｄ）から得たレベルを、参照サンプルまたは参照データベースの
ものと比較するステップをさらに含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　疾患診断、疾患の進行、疾患の予後または治療応答からなる群から選択される目的のた
めに実施される、請求項２８または２９に記載の方法。
【請求項３１】
　対象が、自己免疫疾患を有するか、または有すると疑われるヒト対象である、請求項２
８または２９に記載の方法。
【請求項３２】
　抗体検出パネルが、請求項２１または２２に記載の２種または３種のモエシン断片を含
み、以下のステップ：
　ｆ）検出パネル中の異なるモエシン断片に対する自己抗体レベルを比較するステップと
、
　ｇ）ステップｅ）から得たレベルの差を、対象の疾患の種類、疾患のステージまたは治
療応答と相関させるステップと
をさらに含む、請求項２８または２９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、概して、自己免疫疾患の診断および治療に関する。より具体的には、本願は、
自己免疫疾患の種々の態様と関連している抗原特異的自己抗体の存在およびレベルに基づ
いた方法および組成物に関する。
【背景技術】
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【０００２】
　自己免疫疾患は、自身の物質および組織に対する免疫系の異常な応答に起因する疾患で
ある。８０を超える種々の種類の自己免疫疾患があり、まとめると、慢性疾患の２番目の
原因になっており、６４歳までのすべての年齢層の女性において上位１０の死因のうちの
１つである。
【０００３】
　自己免疫疾患の機序を理解し、それに対する効果的な診断および治療を見出すために、
かなりの医学研究努力が費やされてきた。今では、多数の自己免疫疾患が、自己抗体の存
在および望ましくない活性によって特徴付けられている。これらの自己抗体は、正常な、
健康な自己抗原を認識し、それらに結合することも多く、それによって、関連組織および
臓器の重大な損傷および不全を引き起こす。
【０００４】
　多数の自己免疫抗原が、自己免疫疾患の患者から得た血清を用いるイムノアッセイによ
って同定されている。このような標的抗原の１種として、関節リウマチ（ＲＡ）の患者に
おいて自己抗体に対して反応性であるとわかっているモエシン－膜組織化伸張スパイクタ
ンパク質（ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｏｒｇａｎｉｚｉｎｇ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　ｓｐｉｋｅ
　ｐｒｏｔｅｉｎ）がある。Ｗａｇａｔｓｕｍａら、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｏｌ．、３３：１
１７１～６頁（１９９６年）。モエシンは最初、ウシ子宮において同定され、ヘパリンの
可能性ある受容体として特性決定された。Ｌａｎｋｅｓら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ．２５１
：８３１～４２頁（１９８８年）。さらなる研究によって、モエシンは、エズリン－ラデ
ィキシン－モエシン（ＥＲＭ）タンパク質ファミリーのメンバーとして特性決定された。
これらは、主に細胞質において発現され、アクチンリッチな細胞表面構造において濃縮さ
れるタンパク質である。それらは、細胞膜とアクチン細胞骨格間の構造的リンカーとして
作用し、微絨毛の形成、細胞間接着、細胞形状の維持、細胞移動度および膜輸送において
役割を果たす。その後の研究によって、それらが、生理的および病的シグナル伝達にも関
与していることが示された。Ｌｏｕｖｅｔ－Ｖａｌｌｅｅ、Ｂｉｏｌ．Ｃｅｌｌ９２：３
０５～１６頁（２０００年）。
【０００５】
　ＥＲＭタンパク質の配列および構造解析によって、それらが高度の種間および分子間相
同性を共有することが示された。ＥＲＭタンパク質は、３つのドメイン：バンド４．１タ
ンパク質とのその相同性のためにＦＥＲＭドメイン（バンド４．１、エズリン、ラディキ
シン、モエシン（ｂａｎｄ　ｆｏｕｒ－ｐｏｉｎｔ－ｏｎｅ，　ｅｚｒｉｎ，　ｒａｄｉ
ｘｉｎ，　ｍｏｅｓｉｎ）相同性ドメイン）と呼ばれるＮ末端ドメインと、中央のヘリッ
クスドメインと、Ｃ末端のテールドメインとを有する。Ｃ末端テールドメインが、Ｆ－ア
クチンと結合する一方で、Ｎ末端ＦＥＲＭドメインは、細胞膜において接着分子との結合
に関与している。Ｌｏｕｖｅｔ－Ｖａｌｌｅｅ（２０００年）。
【０００６】
　Ｗａｇａｔｓｕｍａら（１９９６年）は、ＲＡ患者における抗ＥＲＭ自己抗体の検出を
報告した。試験された７１人の患者の血清のうち、２４サンプル（３３．８％）が、組換
えＥＲＭ抗原のうち少なくとも１種と反応し、１０サンプル（１４％）が、組換えモエシ
ンだけと反応した。しかし、その研究は、抗ＥＲＭ抗体の存在と、疾患の期間またはステ
ージなどの臨床症状の間に有意な相関を見出さなかった。さらに、原発性シェーグレン症
候群（ＰＳＳ）および全身性紅斑性狼瘡（ＳＬＥ）などのその他の自己免疫疾患の患者か
ら得た血清は、３種のＥＲＭタンパク質との反応性を全く示さなかった。
【０００７】
　Ｔａｋａｍａｔｓｕらは、後天性再生不良性貧血（ＡＡ）の患者の血清におけるモエシ
ンに対する特異的抗体の検出を報告した。Ｔａｋａｍａｔｓｕら、Ｂｌｏｏｄ　１０９：
２５１４～２０頁（２００７年）。ＥＬＩＳＡを使用して、６７人中２５人（３７％）の
ＡＡ患者において、高力価の抗モエシン抗体が示された。さらなるｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究
によって、ＡＡ患者から得た抗モエシン抗体が、ＴＮＦ－αおよびＩＦＮ－γなどの炎症
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性サイトカインを誘導することが示され、このことは、疾患の病態生理におけるその役割
を示唆した。Ｅｓｐｉｎｏｚａら、Ｉｎｔｌ．Ｉｍｍｕ．２１：９１３～２３頁（２００
９年）；Ｔａｋａｍａｔｓｕら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１８２：７０３頁（２００９年）
。
【０００８】
　自己免疫疾患の臨床的対応における課題の１つは、患者における疾患の正確な、早期の
同定である。このために、患者における疾患の存在および／または程度を客観的に同定す
るために使用できる分子ベースの診断ツールを有することは高度に有利となる。本明細書
に記載された本願は、これらのツールおよびその他の利益を提供する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本願は、少なくとも幾分かは特定のモエシン機能的ドメインからのモエシン断片の作製
に基づいて、自己免疫障害を診断およびモニタリングするための組成物および方法ならび
にその存在およびレベルが自己免疫障害の患者における疾患の種類およびステージと相関
する、生体サンプルにおける抗モエシン自己抗体を検出するためのその使用を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　一態様では、本願は、抗モエシン自己抗体と結合できるモエシン断片を含む組成物であ
って、モエシン断片が、ヒトモエシンタンパク質ドメインに由来する少なくとも１０個の
連続したアミノ酸残基を含み、ヒトモエシンタンパク質ドメインが、ヒトモエシンタンパ
ク質の、Ｎ末端ＦＥＲＭドメイン、ヘリックスドメインおよびＣ末端テールドメインから
なる群から選択され、モエシン断片が、全長ヒトモエシンタンパク質ではない、組成物を
提供する。ある特定の実施形態では、Ｎ末端ＦＥＲＭドメインは、ヒトモエシンタンパク
質のアミノ酸残基１～２９７からなり、ヘリックスドメインは、ヒトモエシンタンパク質
のアミノ酸残基２９８～４７０からなり、Ｃ末端テールドメインは、ヒトモエシンタンパ
ク質のアミノ酸残基４７１～５７７からなる。
【００１１】
　ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質の、Ｎ末端
ＦＥＲＭドメイン、ヘリックスドメインまたはＣ末端テールドメインの少なくとも１０、
２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０または１００個の連続したアミノ酸残
基を含む。ある特定の実施形態では、モエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質の、Ｎ末
端ＦＥＲＭドメイン、ヘリックスドメインまたはＣ末端テールドメインの少なくとも９、
１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２
３、２４、２５、２６、２７、２８、２９または３０個の連続したアミノ酸残基を含む。
【００１２】
　ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸
残基２～２９７、３～２９７、４～２９７、１～２９４、１～２９５、１～２９６、２９
９～４７０、３００～４７０、２９８～４６８、２９８～４６９、４７２～５７７、４７
３～５７７、４７１～５７５または４７１～５７６の間の領域に由来する少なくとも１０
個の連続したアミノ酸残基を含む。ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、ヒ
トモエシンタンパク質のアミノ酸残基１～９４、９５～２０１、２０２～２９７、４７１
～４７８、４８８～５０１または５０２～５７７の間の領域に由来する少なくとも１０個
の連続したアミノ酸残基を含む。一実施形態では、モエシン断片は、ヒトモエシンタンパ
ク質の全Ｎ末端ＦＥＲＭドメインを含み、別の実施形態では、モエシン断片は、ヒトモエ
シンタンパク質の全ヘリックスおよびＣ末端テールドメインを含み、さらに別の実施形態
では、モエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質の全ヘリックスドメインを含み、なお別
の実施形態では、モエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質の全Ｃ末端テールドメインを
含む。
【００１３】
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　ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、本質的に、ヒトモエシンタンパク質
のＮ末端ＦＥＲＭドメインまたはその断片からなる。ある特定の実施形態では、本願のモ
エシン断片は、本質的に、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸残基１～２９７、１～９４
、９５～２０１または２０２～２９７またはその断片からなる。ある特定の実施形態では
、本願のモエシン断片は、本質的に、ヒトモエシンタンパク質のヘリックスドメインまた
はその断片からなる。ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、本質的に、ヒト
モエシンタンパク質のアミノ酸残基２９８～４７０またはその断片からなる。ある特定の
実施形態では、本願のモエシン断片は、本質的に、ヒトモエシンタンパク質のＣ末端テー
ルドメインまたはその断片からなる。ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、
本質的に、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸残基４７１～５７７、４７１～４７８、４
８８～５０１または５０２～５７７またはその断片からなる。
【００１４】
　ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質のＮ末端Ｆ
ＥＲＭドメインの少なくとも１０個の連続したアミノ酸を含み、ここで、モエシン断片は
、ヒトモエシンタンパク質のヘリックスドメインおよびＣ末端テールドメインの実質的な
部分を全く含有しない。本明細書において使用される場合、用語「実質的な部分」とは、
全関連ドメイン（ヘリックスドメインまたはＮ末端ＦＥＲＭドメインまたはＣ末端テール
ドメイン）と結合できる抗体との特異的結合について、関連ドメイン（ヘリックスドメイ
ンまたはＮ末端ＦＥＲＭドメインまたはＣ末端テールドメイン）と競合できる、このよう
なドメイン（ヘリックスドメインまたはＮ末端ＦＥＲＭドメインまたはＣ末端テールドメ
イン）の一部を指す。
【００１５】
　ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質のヘリック
スドメインの少なくとも１０個の連続したアミノ酸を含み、ここで、モエシン断片は、ヒ
トモエシンタンパク質のＮ末端ＦＥＲＭドメインおよびＣ末端テールドメインの実質的な
部分を全く含有しない。
【００１６】
　ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質のＣ末端テ
ールドメインの少なくとも１０個の連続したアミノ酸を含み、ここで、モエシン断片は、
ヒトモエシンタンパク質のＮ末端ＦＥＲＭドメインおよびヘリックスドメインの実質的な
部分を全く含有しない。
【００１７】
　ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質のＮ末端Ｆ
ＥＲＭドメインもしくはその断片またはヒトモエシンタンパク質のヘリックスドメインも
しくはその断片またはヒトモエシンタンパク質のＣ末端テールドメインもしくはその断片
と、少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９
８％または９９％のアミノ酸配列同一性を共有する。ある特定の実施形態では、モエシン
断片は、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸残基１～９４、９５～２０１、２０２～２９
７、４７１～４７８、４８８～５０１または５０２～５７７からなる群から選択されるア
ミノ酸配列と、少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、
９７％、９８％または９９％のアミノ酸配列同一性を共有する。ある特定の実施形態では
、本願のモエシン断片は、ヒトモエシンタンパク質の全Ｎ末端ＦＥＲＭドメインまたは全
ヘリックスドメインまたは全Ｃ末端テールドメインと、少なくとも７０％、７５％、８０
％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％のアミノ酸配列同一
性を共有する。
【００１８】
　ある特定の実施形態では、本願のモエシン断片は、担体ポリペプチドをさらに含む。用
語「担体ポリペプチド」とは、本願のモエシン断片にコンジュゲートされ得る任意のペプ
チドまたはポリペプチドを指す。担体ポリペプチドは、例えば、本願のペプチドの安定性
、溶解度、特異的もしくは非特異的結合親和性および／または機能を促進するために、本
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願のペプチドにとって有益であり得る。しかし、本願のペプチドに任意の利益を、または
生体機能でさえも付与するのに、担体ポリペプチドは必要ではない。よく使用される担体
ポリペプチドとして、それだけには限らないが、ヒト血清アルブミン、ウシ血清アルブミ
ン、抗体定常領域などの抗体断片が挙げられる。
【００１９】
　一態様では、本願は、対象から得たサンプルにおける抗モエシン自己抗体の検出のため
の診断用組成物の製造における、本明細書に記載されたモエシン断片またはその抗体の使
用を提供する。
【００２０】
　サンプルは、例えば、物理的、生化学的、化学的および／または生理学的特徴に基づい
て特性決定および／または同定されるべき細胞実体および／またはその他の分子実体を含
有する注目する対象から得たかまたはそれに由来する任意の生体組成物であり得る。ある
特定の実施形態では、サンプルは、対象から得られた全血、血清または血漿を含む血液サ
ンプルである。対象は、ヒトまたは動物対象であり得る。ある特定の態様では、ヒト対象
は、結合組織病（ＣＴＤ）、全身性硬化症、シェーグレン症候群、関節リウマチおよび全
身性紅斑性狼瘡などの自己免疫障害を有するか、または有すると疑われている。一態様で
は、ＣＴＤは、それだけには限らないが、肺動脈性肺高血圧症（ＰＡＨ）、間質性肺疾患
（ＩＬＤ）、肺線維症、慢性閉塞性肺疾患、気管支拡張症および肺感染などの肺の合併症
と関連している。検出は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで実施しても、ｉｎ　ｖｉｖｏで実施しても
、ｅｘ　ｖｉｖｏで実施してもよい。
【００２１】
　一態様では、本願によって診断されるべき自己免疫障害は、異常な上皮細胞または異常
な血管内皮細胞と関連している。ある特定の実施形態では、疾患関連上皮細胞または血管
内皮細胞は、異常な増殖を起こし、その他の実施形態では、これらの細胞は、異常なアポ
トーシスを起こす。一部のその他の態様では、本願によって診断されるべき自己免疫障害
は、対象の組織または臓器の線維症と関連している。
【００２２】
　一態様では、自己抗体は、血漿または血清を含めたさまざまな組織およびサンプルをア
ッセイするためのウエスタンブロッティングおよびＥＬＩＳＡ手順によってなど、いくつ
かの方法で検出され得る。このようなアッセイ形式を使用する広範なイムノアッセイ技術
が利用可能である。これらは、非競合タイプの、ならびに伝統的な競合結合アッセイにお
ける単一部位および２つの部位のまたは「サンドイッチ」アッセイの両方を含む。これら
のアッセイはまた、標識された抗原の標的自己抗体との直接結合を含む。
【００２３】
　一態様では、本願は、モエシン断片およびモエシン断片が固定される基板を含む、サン
プルにおいて抗モエシン自己抗体を検出するための抗体検出パネルを提供する。一態様で
は、基板は、固相である。一実施形態では、本願の抗体検出パネルは、異なるモエシンド
メインの自己抗体レベルの相対的差を算出し、比較する目的で、２種の異なるモエシンド
メインに相当する２種のモエシン断片を含む。別の実施形態では、本願の抗体検出パネル
は、自己抗体レベルの相対的差を算出するために、３種の異なるモエシンドメイン（Ｎ末
端ＦＥＲＭドメイン、ヘリックスドメイン、Ｃ末端テールドメイン）に相当する３種のモ
エシン断片を含む。本願の抗体検出パネルは、検出パネルの使い方についての使用説明書
とともに検出キットに製造できる。
【００２４】
　一態様では、抗体検出パネルは、抗モエシン自己抗体と結合できる検出剤として二次抗
体をさらに含む。一部の実施形態では、二次抗体を化学的に標識する。ヤギ抗ヒトＩｇＧ
など、多数の抗体を二次抗体として使用できる。別の態様では、検出剤として二次抗体を
使用せずに、自己抗体を検出できる。抗原－抗体結合を直接検出するための多数の公知の
技術が利用可能であり、本願を実施するために使用できる。
【００２５】
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　一態様では、本願は、上記のモエシン断片と結合できる抗モエシン抗体を提供する。こ
のような抗体は、対象において特異的モエシン断片との結合についてモエシン自己抗体と
競合できる。このような抗体は、競合結合アッセイにおいて使用でき、ここで、結合シグ
ナルの低減は、対応する自己抗体の存在およびレベルを示し得る。
【００２６】
　一態様では、本願は、上記のモエシン断片を、サンプルと接触させて、抗原－抗体結合
を可能にすることと、モエシン断片との抗体結合を検出することとを含む、サンプルにお
いて抗モエシン自己抗体を検出する方法を提供する。
【００２７】
　一態様では、本願は、対象において自己免疫障害を診断する方法であって、上記のモエ
シン断片を、対象から得られたサンプルと、抗原－抗体結合条件下で接触させることと、
サンプルの抗モエシン自己抗体レベルが、正常な参照サンプルのものよりも有意に高いか
どうかを決定し、それによって、対象が自己免疫障害を有することを示すこととを含む、
方法を提供する。
【００２８】
　一態様では、本願は、上記の第１のモエシン断片および第２のモエシン断片を、サンプ
ルと接触させて、第１のモエシン断片および第２のモエシン断片それぞれとの抗原－抗体
結合を可能にすることと、それらのモエシン断片との抗体結合を検出することとを含む、
サンプルにおいて抗モエシン自己抗体を検出する方法であって、第１および第２のモエシ
ン断片が、ヒトモエシンタンパク質の異なるドメインに由来するアミノ酸配列を含む、方
法を提供する。第１および第２のモエシン断片それぞれとの抗モエシン自己抗体結合の異
なるレベルを、対象における自己免疫障害の異なるステージおよび重症度の程度と相関さ
せることができる。ある特定の実施形態では、サンプルを、第１のモエシン断片の抗モエ
シン抗体との結合について試験し、その後、第２のモエシン断片の抗モエシン抗体との結
合について試験する。ある特定の実施形態では、サンプルを、第１および第２のモエシン
断片の抗モエシン抗体との結合について一度に試験する。ある特定の実施形態では、サン
プルを、第２のモエシン断片の抗モエシン抗体との結合について試験した後に、第１のモ
エシン断片の抗モエシン抗体との結合について試験し、次いで、第２のモエシン断片の抗
モエシン抗体との結合について、再度、より高濃度のサンプルで試験する。
【００２９】
　一態様では、本願は、上記の第１、第２および第３のモエシン断片を、サンプルと接触
させて、第１、第２および第３のモエシン断片それぞれとの抗原－抗体結合を可能にする
ことと、それらのモエシン断片との抗体結合を検出することとを含む、サンプルにおいて
抗モエシン自己抗体を検出する方法であって、第１、第２および第３のモエシン断片が、
ヒトモエシンタンパク質の異なるドメインに由来するアミノ酸配列を含む、方法を提供す
る。ある特定の実施形態では、サンプルを、第１、第２および第３のモエシン断片の、抗
モエシン抗体との結合について、逐次試験する。ある特定の実施形態では、サンプルを、
第１、第２および第３のモエシン断片の、抗モエシン抗体との結合について一度に試験す
る。
【００３０】
　一態様では、本願は、自己免疫障害を有する患者の病的状態を決定する方法であって、
抗原－抗体結合条件下で、上記のモエシン断片を、患者から得られたサンプルと接触させ
ることと、サンプルにおいてモエシン断片に対して反応性である抗モエシン自己抗体のレ
ベルを測定することと、抗モエシン自己抗体レベルと、抗モエシン自己抗体レベルを自己
免疫障害の病的状態と相関させる参照データベースとの比較に従って患者の病的状態を決
定することとを含む、方法を提供する。
【００３１】
　一実施形態では、本願は、自己免疫障害療法を受けている患者において治療の進行をモ
ニタリングする方法であって、抗原－抗体結合条件下で、モエシン断片を、患者から得ら
れたサンプルと接触させることと、前記サンプルにおいて抗モエシン自己抗体レベルを測
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定することと、自己抗体レベルを療法の前に同一患者から得られた参照サンプルのものと
比較することとを含み、力価の低下が、治療に対する対象の陽性応答を示す、方法を提供
する。
【００３２】
　一部の実施形態では、本願は、以下のステップ：ａ）上記の抗体検出パネルを提供する
ステップと、ｂ）抗原－抗体結合条件下で、抗体検出パネルをサンプルと接触させるステ
ップと、ｃ）サンプル中の抗モエシン自己抗体の任意の存在を検出するステップと、ｄ）
ステップｃ）において抗モエシン自己抗体レベルを測定するステップとを含む、対象から
得られたサンプルを分析する方法を提供する。場合により、方法は、ｅ）ステップｄ）か
ら得たレベルを、参照サンプルまたは参照データベースのものに対して比較するステップ
をさらに含む。一部の態様では、疾患診断、疾患の進行、疾患の予後または治療応答を目
的として、本願に従ってサンプルを分析する方法が使用される。一態様では、対象は、自
己免疫疾患を有するか、または有すると疑われるヒト患者であり得る。異なるモエシンド
メインに相当する２種以上のモエシン断片が、抗体検出パネル（ＥＬＩＳＡアッセイなど
）において使用される場合には、方法は、異なるモエシン断片の相対自己抗体レベルを比
較するステップと、差を対象患者の疾患の種類、疾患のステージまたは治療応答と相関さ
せるステップとをさらに含み得る。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】全長ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸配列を示す図である（配列番号１、モエ
シン－５とも呼ばれる）。
【図２】モエシン断片：モエシン－１（配列番号２）、モエシン－２（配列番号３）、モ
エシン－３（配列番号４）、モエシン－４（配列番号５）のアミノ酸配列を示す図である
。
【図３】全長ヒトモエシンタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列を示す図である（配列番
号６）。
【図４】ｐＥＴ３２ａ（＋）発現ベクターのクローニングマップを示す図である。
【図５】ｐＥＴ２８ａ（＋）発現ベクターのクローニングマップを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　本願の実施では、別段に示されない限り、当技術分野の技術の範囲内である、分子生物
学（組換え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学および免疫学の従来技術を使用
する。このような技術は、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、第２版（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９年）；「Ｏｌｉｇｏｎ
ｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編、１９８４年）；「Ａ
ｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ」（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編、１９８７年）
；「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ」シリーズ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら編、１９８７年および定期的更新）；
「ＰＣＲ：Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ」（Ｍｕｌｌ
ｉｓら編、１９９４年）などの文献において十分に説明されている。本願において使用さ
れるプライマー、ポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、当技術分野で公知の標準技術
を使用して作製できる。
【００３５】
　別段の定義のない限り、本明細書において使用される技術用語および科学用語は、本発
明が属する技術分野において当業者によって一般に理解されるものと同一の意味を有する
。Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎら、Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａ
ｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ第２版、Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．１９９４年）およびＭａｒｃｈ、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａ
ｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ，Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｓ
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ｔｒｕｃｔｕｒｅ第４版、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ
．Ｙ．１９９２年）は、当業者に、本願において使用される用語の多くの一般指針を提供
する。
【００３６】
定義
　用語「モエシン」は、ＬａｎｋｅｓおよびＦｕｒｔｈｍａｙｒ（１９９１年）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、８８：８２９７～８３０１頁に記載されるように、ｍ
ｅｍｂｒａｎｅ－ｏｒｇａｎｉｚｉｎｇ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　ｓｐｉｋｅ　ｐｒｏｔｅ
ｉｎを表す。全長ヒトモエシンタンパク質は、図１に示されるアミノ酸配列（配列番号１
）を有する５７７個のアミノ酸のポリペプチドである。モエシンタンパク質は、以下に詳
細に定義される、３つのドメイン：Ｎ末端ＦＥＲＭドメイン、ヘリックスドメインおよび
Ｃ末端テールドメインからなる。それは、ＥＲＭ（エズリン－ラディキシン－モエシン）
ファミリーに属する。３種のＥＲＭタンパク質は、細胞膜のすぐ下の細胞質において主に
発現され、高度の配列相同性を共有し、細胞膜とアクチン細胞骨格間を連結するタンパク
質として作用する。さらに、ヒトモエシンタンパク質は、マウスおよびウシモエシンなど
のその他の種に由来するモエシンと高度の配列相同性を共有する。Ｓａｔｏら（１９９２
年）Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ．１０３：１３１～１４３頁。
【００３７】
　用語「モエシン断片」とは、抗モエシン自己抗体と結合できる、全長野生型モエシンタ
ンパク質よりも短いモエシンポリペプチドの一部を指す。ドメイン特異的抗モエシン自己
抗体と結合できるこのようなモエシン断片は、本願において有用である。モエシン断片の
「断片」とは、抗モエシン自己抗体と結合する能力を保持する、このようなモエシン断片
よりも短いモエシン断片の一部を意味する。
【００３８】
　ヒトモエシンタンパク質の「Ｎ末端ＦＥＲＭドメイン」とは、タンパク質のアミノ末端
に構造的に近接し、タンパク質の細胞膜への局在化および接着分子との相互作用に機能的
に関与する野生型ヒトモエシンタンパク質の球状部分を指す。ＦＥＲＭドメインは、バン
ド４．１タンパク質とのその相同性のために、ｂａｎｄ　ｆｏｕｒ－ｐｏｉｎｔ－ｏｎｅ
，ｅｚｒｉｎ，ｒａｄｉｘｉｎ，ｍｏｅｓｉｎ相同性ドメインを表し、バンド４．１スー
パーファミリーのメンバーを定義し、これは、赤血球バンド４．１、タリンおよびエズリ
ン－ラディキシン－モエシン（ＥＲＭ）タンパク質ファミリーなどの細胞骨格タンパク質
ならびにいくつかのチロシンキナーゼおよびホスファターゼおよび腫瘍抑制タンパク質マ
ーリンを含む。具体的には、この用語は、成熟型のヒトモエシンタンパク質の最初の約２
９７個のアミノ酸残基（例えば、アミノ酸残基１～２９７（配列番号２））を指す。ある
特定の文献では、同じドメインが、Ｎ－ＥＲＭ関連ドメイン（Ｎ－ＥＲＭＡＤ）としても
知られており、これは本明細書における定義に含まれる。Ｂｒｅｔｓｃｈｅｒら（１９９
５年）Ｂｉｏｃｈｅｍ．３４、１６８３０～７頁。
【００３９】
　ヒトモエシンタンパク質の「Ｃ末端テールドメイン」とは、タンパク質のカルボキシ末
端に構造的に近接し、アクチンフィラメントとの結合およびそれとの相互作用に機能的に
関与している野生型ヒトモエシンタンパク質の一部を指す。モエシンのテールドメインは
、正に帯電しており、伸びた、メアンダー（ｍｅａｎｄｅｒｉｎｇ）構造をとる。具体的
には、この用語は、ヒトモエシンタンパク質の最後の約１０７個のアミノ酸残基（例えば
、アミノ酸残基４７１～５７７（配列番号５））を指す。ある特定の文献では、同じドメ
インが、Ｃ－ＥＲＭ関連ドメイン（Ｃ－ＥＲＭＡＤ）としても知られており、これは本明
細書における定義に含まれる。Ｂｒｅｔｓｃｈｅｒら（１９９５年）。Ｃ末端テールドメ
インの最後の３４個のアミノ酸残基は、ＥＲＭタンパク質の中で高度に保存されており、
Ｆ－アクチンとの結合のための領域を形成する。Ｆ－アクチン結合領域内には、タンパク
質の活性化の間にリン酸化されるトレオニン残基が存在する（野生型ヒトモエシン中のＴ
ｈｒ５５８）。
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【００４０】
　ヒトモエシンタンパク質の「ヘリックスドメイン」とは、Ｎ末端ＦＥＲＭドメインとＣ
末端テールドメインの間に存在する野生型ヒトモエシンの中央部分を指す。伸びたαヘリ
ックス構造をとり、２つの末端ドメインの間のリンカーとして作用する。具体的には、こ
の用語は、ヒトモエシンタンパク質のおよそアミノ酸残基２９８～４７０（配列番号４）
を包含する領域を指す。
【００４１】
　用語「抗モエシン自己抗体」とは、このような個体自身のモエシンタンパク質またはそ
の断片を認識し、それらに結合する個体の免疫系によって産生される抗モエシン抗体を指
す。抗モエシン自己抗体の存在は、自己免疫障害と関連していることがあり、身体におけ
るこのような抗モエシン自己抗体の力価は、自己免疫障害の病的状態と相関し得る。
【００４２】
　用語「診断」は、本明細書において、分子状態もしくは病的状態、疾患または状態の同
定、例えば、自己免疫疾患の同定を指すか、または特定の治療レジメンから利益を受け得
る自己免疫疾患の患者の同定を指すよう使用される。一実施形態では、診断とは、特定の
種類の自己免疫障害の同定を指す。さらに別の実施形態では、診断とは、対象における抗
モエシン自己抗体の、正常よりも高い存在と関連している自己免疫障害の同定を指す。
【００４３】
　用語「予後」は、本明細書において、例えば、疾患の再発、再燃および薬物抵抗性を含
めた疾患症状の結果の見込みの予測を指すよう使用される。この用語はまた、療法から得
る臨床上の利益の見込みの予測も指す。
【００４４】
　用語「予測」は、本明細書において、患者が、薬物または薬物セットまたは特定の療法
経過に対して有利にまたは不利にのいずれかで応答する見込みを指すよう使用される。一
実施形態では、予測は、それらの応答の程度に関する。一実施形態では、予測は、治療、
例えば、特定の治療薬を用いる治療後に、疾患の再発を伴わずにある特定の期間、患者が
生存するか、または改善するかどうか、および／またはその確率に関する。本願の予測方
法を臨床的に使用して、任意の特定の患者にとって、最も適当な治療様式を選択すること
によって治療の決定を行うことができる。本願の予測方法は、患者が、例えば、所与の治
療薬または組合せの投与、外科的介入、ステロイド治療などを含めた所与の治療レジメン
などの治療レジメンに対して有利に応答する可能性が高いかどうか、または治療レジメン
後に患者の長期の生存の可能性が高いかどうかの予測において価値あるツールである。
【００４５】
　本明細書において「自己免疫障害」または「自己免疫疾患」とは、個体自身の物質およ
び組織に対して向けられた免疫応答から生じる疾患または障害である。自己免疫疾患また
は障害の例として、それだけには限らないが、乾癬および皮膚炎（例えば、アトピー性皮
膚炎）を含めた炎症性皮膚疾患などの炎症応答；全身性強皮症および硬化症；炎症性腸疾
患（クローン病および潰瘍性大腸炎など）と関連する応答；呼吸窮迫症候群（成人性呼吸
窮迫症候群；ＡＲＤＳを含む）；皮膚炎；髄膜炎；脳炎；ブドウ膜炎；大腸炎；糸球体腎
炎；湿疹および喘息などのアレルギー状態ならびにＴ細胞の浸潤および慢性炎症応答に関
与するその他の状態；アテローム性動脈硬化症；白血球接着欠乏症；関節リウマチ；全身
性紅斑性狼瘡（ＳＬＥ）（それだけには限らないが、ループス腎炎、皮膚ループスを含む
）；真性糖尿病（例えば、Ｉ型真性糖尿病またはインスリン依存性真性糖尿病）；多発性
硬化症；レイノー症候群；自己免疫性甲状腺炎；橋本甲状腺炎；アレルギー性脳脊髄炎；
シェーグレン症候群；若年発症糖尿病；ならびに結核、サルコイドーシス、多発性筋炎、
肉芽腫症および脈管炎において通常見られるサイトカインおよびＴリンパ球によって媒介
される急性および遅延型過敏症と関連している免疫応答；悪性貧血（アジソン病）；白血
球血管外漏出に関与する疾患；中枢神経系（ＣＮＳ）炎症性障害；多臓器損傷症候群；溶
血性貧血（それだけには限らないが、クリオグロブリン血症（ｃｒｙｏｇｌｏｂｉｎｅｍ
ｉａ）またはクームス陽性貧血を含む）；重症筋無力症；抗原抗体複合体媒介性疾患；抗
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糸球体基底膜疾患；抗リン脂質症候群；アレルギー性神経炎；グレーブス病；ランバート
・イートン筋無力症候群；水疱性類天疱瘡（ｐｅｍｐｈｉｇｏｉｄ　ｂｕｌｌｏｕｓ）；
天疱瘡；自己免疫多腺性内分泌障害；ライター病；全身硬直症候群；ベーチェット病；巨
細胞性動脈炎；免疫複合体腎炎；ＩｇＡ腎症；ＩｇＭ多発ニューロパチー；免疫血小板減
少性紫斑病（ＹＩＰ）または自己免疫血小板減少症などが挙げられる。
【００４６】
　本明細書において、「サンプル」または「試験サンプル」とは、例えば、物理的、生化
学的、化学的および／または生理学的特徴に基づいて、特性決定および／または同定され
るべき細胞実体および／またはその他の分子実体を含有する注目する対象から得られたか
、またはそれに由来する組成物を指す。一実施形態では、この定義は、血液および生体起
源のその他の液体サンプルおよび生検検体などの組織サンプルまたは組織培養物またはそ
れに由来する細胞または細胞培養物を包含する。組織サンプルの供給源は、新鮮な、凍結
された、および／または保存された臓器または組織サンプルまたは生検または吸引物から
得たような固体組織；血液または血漿もしくは血清などの任意の血液成分；体液；および
対象の妊娠または発達における任意の時点から得た細胞または血漿であり得る。別の実施
形態では、サンプルは、対象から得られた全血、血清または血漿である。対象は、ヒトま
たは動物対象であり得る。別の実施形態では、対象は、自己免疫障害を有するか、または
有すると疑われている。別の実施形態では、この定義は、試薬での処理、可溶化またはタ
ンパク質もしくはポリヌクレオチドなどのある特定の成分の濃縮などによって、その獲得
後に任意の方法で操作された生体サンプルを含む。
【００４７】
　一実施形態では、サンプルを、任意の治療の前に対象または患者から得る。別の実施形
態では、試験サンプルを、自己免疫障害療法などの治療の間または治療後に得る。一実施
形態では、試験サンプルは、臨床サンプルである。別の実施形態では、試験サンプルを、
診断アッセイにおいて使用する。別の実施形態では、サンプルを、本願の方法で試験する
前に、その他の公知の臨床技術を用いて事前に試験する。ある特定の実施形態では、サン
プルを、例えば、全血球数、肝臓酵素、腎機能、ビタミンＢ12レベル、葉酸レベル、赤血
球沈降速度、末梢血スメア、骨髄生検などのために事前に試験する。
【００４８】
　本明細書において使用される場合、「参照サンプル」、「参照細胞」または「参照組織
」とは、同定するために本願の方法または組成物が使用されている疾患または状態に苦し
んでいないことが知られているか、そう考えられる供給源から得られたサンプル、細胞ま
たは組織を指す。一実施形態では、参照サンプル、参照細胞または参照組織は、疾患また
は状態が本願の組成物または方法を使用して同定されている同一対象または患者の身体の
健康な部分から得る。一実施形態では、参照サンプル、参照細胞または参照組織は、疾患
または状態が本願の組成物または方法を使用して同定されている対象または患者ではない
個体の身体の健康な部分から得る。
【００４９】
　本明細書において使用される場合、「参照データベース」とは、1種または複数の参照
サンプルまたは疾患参照サンプルから得たデータ、標準またはレベルの収集物を指す。一
実施形態では、データ、標準またはレベルのこのような収集物を、それらを、1種または
複数のサンプルから得たデータと比較する目的で使用できるよう正規化する。「正規化す
る」または「正規化」は、測定生データを、その他のそのように正規化されたデータと直
接比較できるデータに変換するプロセスである。正規化は、アッセイ毎に変わり得る因子
によって引き起こされるアッセイ特異的エラー、例えば、負荷される量、結合効率、検出
感度の変動およびその他の種々のエラーを克服するために使用される。一実施形態では、
参照データベースは、1種または複数の参照サンプルまたは疾患参照サンプルから得た、
抗モエシン自己抗体の力価、血小板数、血液細胞数および／またはその他の実験室および
臨床データを含む。一実施形態では、参照データベースは、参照サンプルまたは疾患参照
サンプルと同一条件下で試験される、対照サンプルの抗モエシン自己抗体のレベル（例え
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ば、既知量の抗モエシン自己抗体）のパーセントとして各々正規化される抗モエシン自己
抗体のレベルを含む。抗モエシン自己抗体のこのような正規化されたレベルと比較するた
めに、試験サンプルの抗モエシン自己抗体のレベルもまた、測定され、試験サンプルと同
一条件下で試験された対照サンプルの抗モエシン自己抗体のレベルのパーセントとして算
出される。一実施形態では、参照データベースは、健康な対象および／または疾患もしく
は状態が本願の組成物もしくは方法を使用して同定されている同一対象または患者の身体
の非疾患部分から得た参照サンプルデータをコンパイルすることによって確立される。一
実施形態では、参照データベースは、自己免疫疾患の治療下にある個体から得た疾患参照
サンプルから得たデータをコンパイルすることによって確立される。一実施形態では、参
照データベースは、例えば、種々のレベルの血小板数およびその他の臨床指標によって証
明されるような自己免疫疾患の種々のステージの個体から得た疾患参照サンプルから得た
データをコンパイルすることによって確立される。
【００５０】
　ある特定の実施形態では、用語「増大する」とは、参照サンプルまたは疾患参照サンプ
ルと比較して、本明細書に記載されたものなどの標準的な技術分野で公知の方法によって
検出される、自己抗体のレベルの５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、４０
％、５０％、６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％またはそれ以上の全体的な増大を指す。ある特定の実施形態では、用語増大は
、サンプル中の自己抗体のレベルの増大を指し、ここで、増大は、参照サンプル中の自己
抗体のレベルの少なくとも約１．２５×、１．５×、１．７５×、２×、３×、４×、５
×、６×、７×、８×、９×、１０×、２５×、５０×、７５×または１００×である。
【００５１】
　ある特定の実施形態では、本明細書において、用語「低減する」とは、参照サンプルま
たは疾患参照サンプルと比較して、本明細書に記載されたものなどの標準的な技術分野で
公知の方法によって検出される、自己抗体のレベルの５％、１０％、１５％、２０％、２
５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７
５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以
上の全体的な低減を指す。ある特定の実施形態では、用語低減は、サンプル中の自己抗体
のレベルの低減を指し、ここで、低減は、参照サンプル中の自己抗体のレベルの少なくと
も約０．９×、０．８×、０．７×、０．６×、０．５×、０．４×、０．３×、０．２
×、０．１×、０．０５×または０．０１×である。
【００５２】
　用語「検出抗体」とは、検出手段によって増幅された標識を介して直接的にか、または
例えば、標識されている別の抗体を介して間接的にのいずれかで検出され得る抗体を指す
。直接標識のためには、抗体は、通常、何らかの手段によって検出可能である部分にコン
ジュゲートされる。一実施形態では、検出可能な抗体は、ビオチン化抗体である。
【００５３】
　用語「検出手段」とは、本明細書においてＥＬＩＳＡにおいて検出可能な抗体の存在を
検出するために使用される部分または技術を指し、マイクロタイタープレート上に捕獲さ
れた標識などの固定された標識を増幅する検出剤を含む。一実施形態では、検出手段は、
アビジンまたはストレプトアビジン－ＨＲＰなどの比色検出剤である。別の実施形態では
、検出手段は、Ｈ2Ｏ2／ＴＭＢ呈色システムである。
【００５４】
　用語「捕獲試薬」とは、適した条件下で、捕獲試薬－標的分子複合体を、サンプルの残
部から分離できるような、サンプル中の標的分子と結合し、捕獲できる試薬を指す。通常
、捕獲試薬は、固定されるか、または固定可能である。サンドイッチイムノアッセイでは
、捕獲試薬は、標的抗原に対する抗体または種々の抗体の混合物であることが好ましい。
【００５５】
　「相関させる（ｃｏｒｒｅｌａｔｅ）」または「相関させる（ｃｏｒｒｅｌａｔｉｎｇ
）」とは、第１の分析またはプロトコールの性能および／または結果を、第２の分析また
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はプロトコールの性能および／または結果と任意の方法で比較することを意味する。例え
ば、第２のプロトコールの実施において第１の分析またはプロトコールの結果を使用して
もよく、かつ／または、第１の分析またはプロトコールの結果を使用して、第２の分析ま
たはプロトコールが実施されるべきかどうかを決定してもよい。自己抗体検出の実施形態
に関しては、検出分析またはプロトコールの結果を使用して、特定の治療レジメンが実施
されるべきかどうかを決定してもよい。
【００５６】
　単語「標識」とは、本明細書において使用される場合、核酸プローブまたは抗体などの
試薬に直接的または間接的にコンジュゲートまたは融合されており、それがコンジュゲー
トまたは融合されている試薬の検出を容易にする化合物または組成物を指す。標識は、そ
れ自体が検出可能である場合もあり（例えば、放射性同位元素標識または蛍光標識）、ま
たは、酵素標識の場合には、検出可能である基質化合物または組成物の化学的変化を触媒
し得る。
【００５７】
　「単離」ポリペプチドは、同定され、その天然の環境の混入成分から分離および／また
は回収されたものである。その天然の環境の混入成分は、ポリペプチドの診断的または治
療的使用に干渉するであろう材料であり、酵素、ホルモンおよびその他のタンパク質性ま
たは非タンパク質性溶質を含み得る。ある特定の実施形態では、ポリペプチドは、（１）
ローリー法によって決定される、９５重量％超のポリペプチドに、または９９重量％超に
、（２）スピニングカップシークエネーターの使用によってＮ末端または内部アミノ酸配
列の少なくとも１５個の残基を得るのに十分な程度に、または（３）クーマシーブルーま
たは銀染色を使用する還元または非還元条件下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによって均一性に精
製される。単離ポリペプチドは、組換え細胞内にポリペプチドを含むが、これは、ポリペ
プチドの天然環境の少なくとも１種の混入成分が存在しないからである。しかし、通常、
単離ポリペプチドは、少なくとも１つの精製ステップによって調製される。
【００５８】
　本願のモエシンドメインまたは断片に関して、用語「アミノ酸配列同一性パーセント（
％）」とは、配列をアラインし、必要に応じて、最大の配列同一性パーセントを達成する
ようギャップを導入した後に、保存的アミノ酸置換はいずれも配列同一性の一部として考
慮せずに、モエシンドメインまたは断片中のアミノ酸残基と同一である、注目する配列中
のアミノ酸残基のパーセンテージとして定義される。アミノ酸配列同一性パーセントを決
定することを目的としたアラインメントは、例えば、ＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬ
ＩＧＮまたはＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウェアなどの公的に入手可能な
コンピュータソフトウェアを使用して当技術分野の技術の範囲内の種々の方法で達成でき
る。例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８
９～３４０２頁（１９９７年）；Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ　２６６：４６０～４８０頁（１９９６年）参照のこと。当業者ならば、比
較されている配列の全長にわたって最大アラインメントを達成するために必要な任意のア
ルゴリズムを含め、アラインメントを測定するための適当なパラメータを決定できる。
【００５９】
　用語「抗体」は、広い意味で使用され、具体的には、モノクローナル抗体（全長または
インタクトなモノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多価抗体、少なくとも
２つのインタクトな抗体から形成される多重特異性抗体（例えば、二重特異性抗体）およ
び所望の抗原結合活性を示す限り、抗体断片に及ぶ。
【００６０】
　「治療」とは、治療的治療および予防的（ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ）または予防的（
ｐｒｅｖｅｎｔａｔｉｖｅ）処置の両方を指す。治療を必要とするものとして、すでに障
害を有するものならびに障害が予防されるべきものが挙げられる。
【００６１】
　患者の応答性は、限定するものではないが、（１）減速および完全停止を含めた疾患進
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行の、ある程度までの阻害、（２）疾患のエピソードおよび／または症状の数の低減、（
３）病変の大きさの低減、（４）隣接する末梢臓器および／または組織への疾患細胞浸潤
の阻害（すなわち、低減、減速または完全停止）、（５）疾患拡大の阻害（すなわち、低
減、減速または完全停止）、（６）障害と関連している１種または複数の症状の、ある程
度までの軽減、（７）治療後に疾患がないことを提示する長さの増大、（８）疾患の病変
の退縮または消失、例えば、無増悪生存期間をもたらすことがあるが、もたらさなければ
ならないわけではない自己免疫応答の低減、（９）全生存期間の増大、（１０）より高い
応答率および／または（１１）治療後の所与の時点での死亡率の低減を含めた患者への利
益を示す任意のエンドポイントを使用して評価できる。
【００６２】
　用語「利益」は、広い意味で使用され、任意の望ましい効果を指し、具体的には、臨床
上の利益を含む。
【００６３】
本発明の典型的な方法および材料
　本願は、抗モエシン自己抗体の存在および力価と関連している自己免疫障害を診断およ
びモニタリングするための組成物および方法を提供する。当業者に公知の従来方法を使用
して、本願を実施できる。
【００６４】
ベクター、宿主細胞および組換え方法
　本願のポリペプチドは、容易に入手可能である技術および材料を使用して組換えによっ
て製造され得る。本願のポリペプチド、例えば、本願のタンパク質、本願のタンパク質の
抗体の組換え製造のためには、それをコードする核酸を単離し、さらなるクローニング（
ＤＮＡの増幅）のためまたは発現のために複製可能ベクターへ挿入する。本願のポリペプ
チドをコードするＤＮＡは、従来手順を使用して容易に単離され、配列決定される。例え
ば、タンパク質をコードする遺伝子と特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを
使用することによって、ヒトモエシンタンパク質をコードするＤＮＡを単離し、配列決定
する。多数のベクターが利用可能である。ベクター構成要素は、一般に、それだけには限
らないが、以下：シグナル配列、複製起点、１種または複数の選択遺伝子、エンハンサー
エレメント、プロモーターおよび転写終結配列のうち１種または複数を含む。
【００６５】
シグナル配列成分
　本願のポリペプチドは、直接的だけでなく、通常、成熟タンパク質またはポリペプチド
のＮ末端に特定の切断部位を有するシグナル配列またはその他のポリペプチドである異種
ポリペプチドとの融合ポリペプチドとして組換えによって製造され得る。通常選択される
異種シグナル配列は、宿主細胞によって認識され、プロセシングされる（すなわち、シグ
ナルペプチダーゼによって切断される）ものである。原核生物の宿主細胞に対しては、シ
グナル配列は、例えば、アルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐまたは熱安定
性エンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択される原核生物のシグナル配列であり得る
。酵母分泌のためには、天然シグナル配列は、例えば、酵母インベルターゼリーダー、α
因子リーダー（サッカロミセス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）およびクルイベロマイセ
ス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）α因子リーダーを含む）または酸性ホスファターゼリ
ーダー、Ｃ．アルビカンス（ａｌｂｉｃａｎｓ）グルコアミラーゼリーダーまたはＷＯ９
０／１３６４６に記載されたシグナルであり得る。哺乳類細胞発現では、哺乳類シグナル
配列ならびにウイルス分泌リーダー、例えば、単純ヘルペスｇＤシグナルが利用可能であ
る。
【００６６】
　このような前駆体領域のＤＮＡは、リーディングフレームで、本願のポリペプチドをコ
ードするＤＮＡにライゲーションされる。
【００６７】
複製起点成分
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　発現およびクローニングベクターの両方とも、ベクターが、１種または複数の選択され
た宿主細胞において複製するのを可能にする核酸配列を含有する。一般に、クローニング
ベクターでは、この配列は、ベクターが、宿主染色体ＤＮＡとは独立に複製するのを可能
にするものであり、複製起点または自立複製配列を含む。このような配列は、種々の細菌
、酵母およびウイルスについて周知である。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製起点
が、ほとんどのグラム陰性菌に適しており、２μプラスミド起点は、酵母に適しており、
種々のウイルス起点（ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶまたはＢＰＶ）は
、哺乳類細胞におけるクローニングベクターにとって有用である。一般に、複製起点成分
は、哺乳類発現ベクターには必要ではない（ＳＶ４０起点は、ただ初期プロモーターを含
有するので、通常、使用され得る）。
【００６８】
選択遺伝子成分
　発現およびクローニングベクターは、選択マーカーとも呼ばれる、選択遺伝子を含有し
得る。典型的な選択遺伝子は、（ａ）抗生物質またはその他の毒素、例えば、アンピシリ
ン、ネオマイシン、メトトレキサートまたはテトラサイクリンに対する耐性を付与するか
、（ｂ）栄養要求性欠乏を補完するか、または（ｃ）複合培地から得られない重大な栄養
素を供給するタンパク質をコードする、例えば、遺伝子は、バチルスのためのＤ－アラニ
ンラセマーゼをコードする。
【００６９】
　選択スキームの一例では、薬物を利用して宿主細胞の増殖を停止する。異種遺伝子で成
功裏に形質転換された細胞は、薬物抵抗性を付与するタンパク質を産生し、したがって、
選択レジメンを生き残る。このような優性選択の例では、薬物ネオマイシン、ミコフェノ
ール酸およびハイグロマイシンを使用する。
【００７０】
　哺乳類細胞のための適した選択マーカーの別の例として、ＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ
、メタロチオネイン－Ｉおよび－ＩＩ、通常、霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシ
ンデアミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼなどの核酸を取り込む能力のある細胞の
同定を可能にするものがある。
【００７１】
　例えば、メトトレキサート（Ｍｔｘ）、ＤＨＦＲの競合的拮抗薬を含有する培養培地に
おいて形質転換体のすべてを培養することによって、ＤＨＦＲ選択遺伝子で形質転換され
た細胞をまず同定する。野生型ＤＨＦＲが使用される場合には、適当な宿主細胞として、
ＤＨＦＲ活性が欠損したチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株がある。
【００７２】
　あるいは、本願のポリペプチド、野生型ＤＨＦＲタンパク質およびアミノグリコシド３
’－ホスホトランスフェラーゼ（ＡＰＨ）などの別の選択マーカーをコードするＤＮＡ配
列で形質転換または同時形質転換された宿主細胞（特に、内因性ＤＨＦＲを含有する野生
型宿主）は、アミノグリコシド系抗生物質、例えば、カナマイシン、ネオマイシンまたは
Ｇ４１８などの選択マーカーの選択剤を含有する培地での細胞増殖によって選択され得る
。米国特許第４，９６５，１９９号参照のこと。
【００７３】
　酵母における使用に適した選択遺伝子として、酵母プラスミドＹｒｐ７中に存在するｔ
ｒｐ１遺伝子がある（Ｓｔｉｎｃｈｃｏｍｂら、Ｎａｔｕｒｅ、２８２：３９（１９７９
年））。ｔｒｐ１遺伝子は、トリプトファンにおいて増殖する能力を欠く酵母の突然変異
体株、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６またはＰＥＰ４－１の選択マーカーを提供する。
Ｊｏｎｅｓ、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、８５：１２（１９７７）。酵母宿主細胞ゲノム中にｔｒ
ｐ１損傷が存在すると、トリプトファンの不在下で増殖させることによって形質転換を検
出するのに有効な環境を提供する。同様に、Ｌｅｕ２欠損酵母株（ＡＴＣＣ２０，６２２
または３８，６２６）は、Ｌｅｕ２遺伝子を有する公知のプラスミドによって補完される
。
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【００７４】
プロモーター成分
　発現およびクローニングベクターは、普通、宿主生物によって認識され、本願のポリペ
プチドをコードする核酸と作動可能に連結されているプロモーターを含有する。原核生物
の宿主とともに使用するのに適したプロモーターとして、ｐｈｏＡプロモーター、β－ラ
クタマーゼおよびラクトースプロモーター系、アルカリホスファターゼ、トリプトファン
（ｔｒｐ）プロモーター系およびｔａｃプロモーターなどのハイブリッドプロモーターが
挙げられる。しかし、その他の公知の細菌プロモーターは適している。細菌系において使
用するためのプロモーターはまた、本願のポリペプチドをコードするＤＮＡに作動可能に
連結されたシャイン・ダルガーノ（Ｓ．Ｄ．）配列を含有する。
【００７５】
　真核生物については、プロモーター配列は公知である。事実上すべての真核性遺伝子が
、転写が開始される部位からおよそ２５～３０塩基上流に位置するＡＴリッチ領域を有す
る。多数の遺伝子の転写の開始から７０～８０塩基上流に見られる別の配列として、ＣＮ
ＣＡＡＴ領域（ここで、Ｎは任意のヌクレオチドであり得る）がある。ほとんどの真核性
遺伝子の３’末端には、コード配列の３’末端へのポリＡテールの付加のシグナルであり
得るＡＡＴＡＡＡ配列がある。これらの配列のすべてが、真核細胞の発現ベクター中に適
宜挿入されている。
【００７６】
　酵母宿主とともに使用するための適したプロモーティング配列の例として、３－ホスホ
グリセリン酸キナーゼまたはその他の解糖酵素、例えば、エノラーゼ、グリセルアルデヒ
ド－３－リン酸脱水素酵素、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフ
ルクトキナーゼ、グルコース－６－リン酸イソメラーゼ、３－ホスホグリセリン酸ムター
ゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラー
ゼおよびグルコキナーゼのプロモーターが挙げられる。
【００７７】
　増殖条件によって制御される転写という追加の利点を有する、誘導プロモーターである
その他の酵母プロモーターとして、アルコール脱水素酵素２、イソシトクロムＣ、酸性ホ
スファターゼ、窒素代謝と関連している分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデ
ヒド－３－リン酸脱水素酵素ならびにマルトースおよびガラクトース利用に関与している
酵素のプロモーター領域がある。酵母発現において使用するための適したベクターおよび
プロモーターは、ＥＰ７３，６５７にさらに記載されている。酵母エンハンサーもまた、
酵母プロモーターとともに有利に使用される。
【００７８】
　哺乳類宿主細胞においてベクターからの本願のポリペプチドの転写は、例えば、ポリオ
ーマウイルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（アデノウイルス２など）、ウシパピロー
マウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイ
ルスおよびシミアンウイルス４０（ＳＶ４０）などのウイルスのゲノムから得られたプロ
モーターによって、異種哺乳類プロモーター、例えば、アクチンプロモーターまたは免疫
グロブリンプロモーターから、熱ショックプロモーターから、このようなプロモーターが
、宿主細胞系と適合するという条件で制御される。
【００７９】
　ＳＶ４０ウイルスの初期および後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルスの複製起点も含
有するＳＶ４０制限断片として好都合に得られる。ヒトサイトメガロウイルスの前初期プ
ロモーターは、ＨｉｎｄＩＩＩ　Ｅ制限断片として好都合に得られる。ベクターとしてウ
シパピローマウイルスを使用して哺乳類宿主においてＤＮＡを発現させる系が、米国特許
第４，４１９，４４６号に開示されている。この系の改変は、米国特許第４，６０１，９
７８号に記載されている。単純ヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼプロモーターの
制御下での、マウス細胞におけるヒトβ－インターフェロンｃＤＮＡの発現に関しては、
Ｒｅｙｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ　２９７：５９８～６０１頁（１９８２年）も参照のこと。
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あるいは、ラウス肉腫ウイルスの長い末端反復配列を、プロモーターとして使用してもよ
い。
【００８０】
エンハンサーエレメント成分
　高等真核生物による、本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡの転写は、ベクター中
にエンハンサー配列を挿入することによって増大されることが多い。今では、哺乳類遺伝
子（グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェトプロテインおよびインスリン）由
来の多数のエンハンサー配列が、公知である。通常、真核細胞ウイルス由来のエンハンサ
ーを使用する。例として、複製起点の後側にある（ｂｐ１００～２７０）ＳＶ４０エンハ
ンサー、サイトメガロウイルス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の後側にあるポ
リオーマエンハンサーおよびアデノウイルスエンハンサーが挙げられる。真核細胞プロモ
ーターの活性化のためのエンハンシングエレメントに関しては、Ｙａｎｉｖ、Ｎａｔｕｒ
ｅ　２９７：１７～１８頁（１９８２年）も参照のこと。エンハンサーは、ポリペプチド
をコードする配列の５’または３’位置でベクター中にスプライシングされ得るが、通常
、プロモーターから５’側に位置する。
【００８１】
転写終結成分
　真核細胞の宿主細胞（酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒトまたはその他の多細胞生物
由来の有核細胞）において使用される発現ベクターはまた、転写の終結およびｍＲＮＡの
安定化に必要な配列も含有する。このような配列は、真核生物またはウイルスのＤＮＡま
たはｃＤＮＡの５’および、場合により、３’非翻訳領域から一般に入手可能である。こ
れらの領域は、本願のポリペプチドをコードするｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化
断片として転写されるヌクレオチドセグメントを含有する。１つの有用転写終結成分とし
て、ウシ成長ホルモンポリアデニル化領域がある。ＷＯ９４／１１０２６およびそれに開
示される発現ベクターを参照のこと。
【００８２】
宿主細胞の選択および形質転換
　本明細書におけるベクターにおける本願のポリペプチドをコードするＤＮＡのクローニ
ングまたは発現に適した宿主細胞として、上記の原核生物、酵母または高等真核生物細胞
がある。この目的に適した原核生物として、グラム陰性またはグラム陽性生物などの真正
細菌、例えば、エシェリキア属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）、例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏ
ｌｉ）、エンテロバクター（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、エルウィニア（Ｅｒｗｉｎｉ
ａ）、クレブシエラ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、プロテウス（Ｐｒｏｔｅｕｓ）、サルモ
ネラ属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、例えば、サルモネラ・チフィムリウム（Ｓａｌｍｏｎ
ｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）、セラチア属（Ｓｅｒｒａｔｉａ）、例えば、セラ
チア・マルセセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃａｎｓ）および赤痢菌属（Ｓｈ
ｉｇｅｌｌａ）ならびにバチルス属（Ｂａｃｉｌｌｉ）、例えば、枯草菌（Ｂ．ｓｕｂｔ
ｉｌｉｓ）およびＢ．リケニフォルミス（Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）（例えば、
１９８９年４月１２日に公開されたＤＤ２６６，７１０に開示されたＢ．リケニフォルミ
ス４１Ｐ）など、シュードモナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、例えば、緑膿菌（Ｐ．
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）およびストレプトマイセス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）など
の腸内細菌科が挙げられる。一般に、大腸菌クローニング宿主として、大腸菌２９４（Ａ
ＴＣＣ３１，４４６）があるが、大腸菌Ｂ、大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）、大腸菌Ｘ１７７
６（ＡＴＣＣ３１，５３７）および大腸菌Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ２７，３２５）などのそ
の他の株が適している。これらの例は、制限ではなく例示である。
【００８３】
　原核生物に加えて、糸状菌または酵母などの真核生物微生物が、本願のポリペプチドを
コードするベクターをコードするベクターの適したクローニングまたは発現宿主である。
サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ま
たは一般的なパン酵母は、下等真核細胞宿主微生物の中で最もよく使用される。しかし、
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シゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）
；クリベロマイセス属（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）宿主、例えば、Ｋ．ラクチス（ｌ
ａｃｔｉｓ）、Ｋ．フラギリス（ｆｒａｇｉｌｉｓ）（ＡＴＣＣ１２，４２４）、Ｋ．ブ
ルガリクス（ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）（ＡＴＣＣ１６，０４５）、Ｋ．ウィッケラミイ（
ｗｉｃｋｅｒａｍｉｉ）（ＡＴＣＣ２４，１７８）、Ｋ．ワルティイ（ｗａｌｔｉｉ）（
ＡＴＣＣ５６，５００）、Ｋ．ドロソフィラルム（ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｒｕｍ）（ＡＴ
ＣＣ３６，９０６）、Ｋ．サーモトレランス（ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ）およびＫ
．マルキシアヌス（ｍａｒｘｉａｎｕｓ）など；ヤロウィア属（ｙａｒｒｏｗｉａ）（Ｅ
Ｐ４０２，２２６）；ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）（ＥＰ１
８３，０７０）；カンジダ属；トリコデルマ・リーシア（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅ
ｅｓｉａ）（ＥＰ２４４，２３４）；アカパンカビ（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｃｒａｓｓ
ａ）；シュワニオミセス属（Ｓｃｈｗａｎｎｉｏｍｙｃｅｓ）、例えば、シュワニオミセ
ス・オキシデンタリス（Ｓｃｈｗａｎｎｉｏｍｙｃｅｓ　ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ）；
および糸状菌、例えば、アカパンカビ属（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）、アオカビ属（Ｐｅｎ
ｉｃｉｌｌｉｕｍ）、トリポクラジウム属（Ｔｏｌｙｐｏｃｌａｄｉｕｍ）およびアスペ
ルギルス属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）宿主、例えば、Ａ．ニデュランス（ｎｉｄｕｌａ
ｎｓ）およびＡ．ニガー（ｎｉｇｅｒ）などの、いくつかのその他の属、種および株が、
一般に利用可能であり、本明細書において有用である。
【００８４】
　本願のポリペプチドの発現に適した宿主細胞は、多細胞生物に由来する場合もある。無
脊椎動物細胞の例として、植物および昆虫細胞が挙げられる。多数のバキュロウイルス株
および変異体ならびにスポドプテラ・フルギペルダ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉ
ｐｅｒｄａ）（イモムシ）、ネッタイシマカ（Ａｅｄｅｓ　ａｅｇｙｐｔｉ）（蚊）、ヒ
トスジシマカ（Ａｅｄｅｓ　ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ）（蚊）、キイロショウジョウバエ（
Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）（ショウジョウバエ）およびカイコ
（Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ）などの宿主に由来する対応する許容昆虫宿主細胞が同定され
ている。トランスフェクションのための種々のウイルス株が公的に入手可能である。例え
ば、オートグラファ・カリフォルニカ（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ
）ＮＰＶのＬ－１変異体およびカイコＮＰＶのＢｍ－５株およびこのようなウイルスが、
特に、スポドプテラ・フルギペルダ細胞のトランスフェクションのための、本願に従う本
明細書におけるウイルスとして使用され得る。綿、トウモロコシ、ジャガイモ、ダイズ、
ペチュニア、トマトおよびタバコの植物細胞培養物も、宿主として利用され得る。
【００８５】
　しかし、脊椎動物細胞が最も注目されてきており、培養（組織培養）における脊椎動物
細胞の増殖は、日常的な手順となった。有用な哺乳類宿主細胞株の例として、ＳＶ４０に
よって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株（ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５１）；
ヒト胎児由来腎臓株（２９３または懸濁培養における増殖のためにサブクローニングされ
た２９３細胞、Ｇｒａｈａｍら、Ｊ．Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．３６：５９（１９７７年））
；ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１０）；チャイニーズハムス
ター卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ、Ｕｒｌａｕｂら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：４２１６（１９８０年））；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４、Ｍａ
ｔｈｅｒ、Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．２３：２４３～２５１頁（１９８０年）；サル腎臓
細胞（ＣＶ１　ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７０）；アフリカミドリサル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－７
６、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５８７）；ヒト子宮頸癌細胞（ＨＥＬＡ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　
２）；イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　３４）；バッファローラット肝臓細
胞（ＢＲＬ　３Ａ、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１４４２）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　
ＣＣＬ　７５）；ヒト肝臓細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２、ＨＢ　８０６５）；マウス乳房腫瘍（Ｍ
ＭＴ　０６０５６２、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５１）；ＴＲＩ細胞（Ｍａｔｈｅｒら、Ａｎｎａ
ｌｓ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．３８３：４４～６８頁（１９８２年））；ＭＲＣ　５
細胞；ＦＳ４細胞；およびヒト肝細胞腫株（Ｈｅｐ　Ｇ２）が挙げられる。
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【００８６】
　本願のポリペプチドの製造のために、宿主細胞を、上記の発現またはクローニングベク
ターで形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、または所望の配列をコ
ードする遺伝子を増幅するのに適当なように改変された従来の栄養培地中で培養する。
【００８７】
宿主細胞の培養
　本願のポリペプチドを製造するために使用される宿主細胞は、種々の培地中で培養でき
る。宿主細胞の培養には、ハムＦ１０（Ｓｉｇｍａ）、最小必須培地（（ＭＥＭ）、（Ｓ
ｉｇｍａ）、ＲＰＭＩ－１６４０（Ｓｉｇｍａ）およびダルベッコ改変イーグル培地（（
ＤＭＥＭ）、Ｓｉｇｍａ）などの市販の培地が適している。さらに、Ｈａｍら、Ｍｅｔｈ
．Ｅｎｚ．５８：４４（１９７９年）、Ｂａｒｎｅｓら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１
０２：２５５（１９８０年）、米国特許第４，７６７，７０４号；同４，６５７，８６６
号；同４，９２７，７６２号；同４，５６０，６５５号；または同５，１２２，４６９号
；ＷＯ９０／０３４３０；ＷＯ８７／００１９５；または米国再発行特許第３０，９８５
号に記載された培地のいずれも、宿主細胞のための培養培地として使用してもよい。これ
らの培地のいずれも、必要に応じて、ホルモンおよび／またはその他の増殖因子（インス
リン、トランスフェリンまたは上皮成長因子など）、塩（塩化ナトリウム、カルシウム、
マグネシウムおよびリン酸塩など）、バッファー（ＨＥＰＥＳなど）、ヌクレオチド（ア
デノシンおよびチミジンなど）、抗生物質（ＧＥＮＴＡＭＹＣＩＮ（商標）薬など）、微
量元素（普通、マイクロモル範囲の終濃度で存在する無機化合物として定義される）およ
びグルコースまたは同等のエネルギー供給源で補給され得る。任意のその他の必要な栄養
補助剤も、当業者に公知であろう適当な濃度で含まれ得る。温度、ｐＨなどの培養条件は
、発現のために選択された宿主細胞とともにこれまでに使用されたものであり、当業者に
は明らかであろう。
【００８８】
ペプチドの化学的合成
　本願のペプチドはまた、化学的合成、例えば、Ｊ．Ａ．Ｃ．Ｓ．８５：２１４９～２１
５４頁（１９６３年）においてＭｅｒｒｉｆｉｅｌｄによって記載された固相合成法およ
びその変法によって、そうでなければ、Ｂｏｄａｎｓｚｋｙらによる「Ｐｅｐｔｉｄｅ　
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」、第２版、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ、１９７６年
に記載された標準溶液合成法およびその変法によっても製造され得る。これらの刊行物は
、参照により全文が本明細書に組み込まれる。
【００８９】
　手短には、固相合成法を使用することによるペプチドの合成は、最初に、ペプチドの保
護されたＣ末端アミノ酸を樹脂に付着させることを含む。付着後、樹脂を濾過し、洗浄し
、Ｃ末端アミノ酸のαアミノ基上の保護基（例えば、ｔ－ブチルオキシカルボニル）を除
去する。この保護基の除去は、当然、アミノ酸と樹脂の間の結合を破壊することなく行わ
れなくてはならない。次いで、得られた樹脂ペプチドに、最後から２番目のＣ末端保護さ
れたアミノ酸をカップリングする。このカップリングは、第２のアミノ酸の遊離カルボキ
シ基と、樹脂に付着した第１のアミノ酸のアミノ基の間のアミド結合の形成によって起こ
る。ペプチドのすべてのアミノ酸が樹脂に付着するまで、連続するアミノ酸を用いてこの
一連の事象を反復する。最後に、保護されたペプチドを、樹脂から切断し、保護基を除去
して所望のペプチドを得る。ペプチドを樹脂から分離するために、また保護基を除去する
ために使用する切断技術は、樹脂および保護基の選択に応じて変わり、ペプチド合成の技
術に精通している人には公知である。
【００９０】
　上記の樹脂は、任意の適したポリマーであり得、第１の保護されたアミノ酸が共有結合
によって堅く連結され得る官能基を含有しなくてはならない。セルロース、ポリビニルア
ルコール、ポリメチルメタクリレートおよびポリスチレンなど、種々のポリマーが、この
目的に適している。固相合成において使用できる適当な保護基として、ｔ－ブチルオキシ
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カルボニル（ＢＯＣ）、ベンジル（ＢＺＬ）、ｔ－アミルオキシカルボニル（ＡＯＣ）、
トシル（ＴＯＳ）、ｏ－ブロモフェニルメトキシカルボニル（ＢｒＺ）、２，６－ジクロ
ロベンジル（ＢＺＬＣｌ．ｓｕｂ．２）およびフェニルメトキシカルボニル（ＺまたはＣ
ＢＺ）が挙げられる。さらなる保護基はまた、Ｊ．Ｆ．Ｗ．ＭｃＯｍｉｅ、「Ｐｒｏｔｅ
ｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」、Ｐｌｅｎｕ
ｍ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９７３年に記載されている。この書籍は、参照に
より全文が本明細書に組み込まれる。
【００９１】
　標準溶液合成法は、アミド結合形成の化学的または酵素的方法を使用する、アミノ酸ま
たはペプチド断片の段階的またはブロックカップリングのいずれかによって実施できる。
これらの溶液合成法は、当技術分野で周知である。
【００９２】
ポリペプチド精製
　本願のポリペプチドまたはタンパク質は、対象から回収してもよい。組換え技術を使用
する場合には、本願のポリペプチドは、細胞膜周辺腔において細胞内で製造されるか、ま
たは培地中に直接的に分泌され得る。本願のポリペプチドは、培養培地からか、または宿
主細胞溶解物から回収してもよい。膜結合型の場合には、適した界面活性剤溶液（例えば
、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００）を使用してか、または酵素的切断によって膜から放出され得
る。本願のポリペプチドの発現において使用される細胞は、凍結－解凍サイクル、音波処
理、機械的破壊または細胞溶解剤などの種々の物理的または化学的手段によって破壊され
得る。
【００９３】
　ペプチドが化学的に合成される場合には、本願のペプチドは、培地中のその他の成分か
ら注目するペプチドを分離できる任意の適した技術によって反応培地から回収され得る。
固相合成のためには、適した切断溶液を使用して、樹脂から保護されたペプチドをまず切
断する。切断溶液の選択は、樹脂およびそれに結合しているアミノ酸（ＦＭＯＣ法のため
のトリフルオロ酢酸など）の特性に応じて変わる。切断は、普通、酸性条件下で実施され
る。切断が完了すると、次いで、解離性ペプチドが得られ、任意の適した技術（以下に記
載される方法など）を使用してさらに精製される。
【００９４】
　以下の手順は、適したタンパク質精製手順の例示である：イオン交換カラムでの分画；
エタノール沈殿法；逆相ＨＰＬＣ；シリカでのクロマトグラフィー、ヘパリンＳＥＰＨＡ
ＲＯＳＥ（商標）でのクロマトグラフィー、陰イオンまたは陽イオン交換樹脂（例えば、
ポリアスパラギン酸カラム、ＤＥＡＥ等）でのクロマトグラフィー；クロマトフォーカシ
ング；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例えば、セファデックスＧ－７５；Ｉ
ｇＧなどの混入物を除去するためのプロテインＡセファロースカラム；およびエピトープ
タグが付いた形態の本願のポリペプチドと結合するための金属キレート化カラムを使用す
るゲル濾過によるもの。タンパク質精製の種々の方法を使用してもよく、このような方法
は、当技術分野で公知であり、例えば、Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅ
ｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、１８２（１９９０年）；Ｓｃｏｐｅｓ，　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ、Ｓｐｒｉｎｇ
ｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８２年）に記載されている。選択される精
製ステップ（複数可）は、例えば、使用される製造プロセスおよび製造される本願の特定
のポリペプチドの性質に応じて変わる。
【００９５】
検出方法
　本願の方法では、自己免疫障害を有すると疑われる対象から、生体サンプルを得、１種
または複数の抗モエシン自己抗体の発現について調べる。サンプル中の種々の抗モエシン
自己抗体の発現は、いくつかの方法論によって分析でき、それだけには限らないが、酵素
結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、酵素結合イムノフローアッセイ（ＥＬＩＦＡ）、免疫ブ
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ロット法、ウエスタンブロット解析、免疫組織化学分析法、免疫沈降法、分子結合アッセ
イなどを含め、その多くは当技術分野で公知であり、当業者によって理解されている。Ｒ
ｕｌｅｓ　Ｂａｓｅｄ　ＭｅｄｉｃｉｎｅまたはＭｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅ
ｒｙ（ＭＳＤ）から入手できるものなどのマルチプレックスイムノアッセイを使用しても
よい。これらの方法は、非競合タイプの、ならびに伝統的な競合結合アッセイにおける単
一部位および２つの部位のまたは「サンドイッチ」アッセイの両方を含む。検出は、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏで実施しても、ｉｎ　ｖｉｖｏで実施しても、ｅｘ　ｖｉｖｏで実施しても
よい。
【００９６】
　サンドイッチアッセイは、最も有用な、よく使用されるアッセイの一つである。サンド
イッチアッセイ技術のいくつかの変法が存在し、すべて本願に包含されるものとする。手
短には、典型的なフォワードサンドイッチアッセイでは、標識されていない捕獲試薬（例
えば、モエシン断片）が、固体基板上に固定されており、標的タンパク質（例えば、抗モ
エシン自己抗体）について試験されるサンプルを、結合している分子と接触させる。適し
たインキュベーション期間の後、抗体－抗原複合体の形成を可能にするのに十分な期間、
検出可能なシグナルを生じることができるリポーター分子で標識された、標的タンパク質
に対して特異的な検出抗体（例えば、抗モエシン自己抗体のＦｃ領域との結合によって）
を加え、インキュベートし、捕獲試薬－標的タンパク質－検出抗体の別の複合体の形成に
十分な時間を与える。反応していない材料はいずれも洗浄除去し、リポーター分子によっ
て生じたシグナルの観察によって、標的タンパク質の存在を決定する。結果は、可視シグ
ナルの簡単な観察による定性的なものである場合も、既知量のリポーター分子を含有する
対照サンプルとの比較によって定量化される場合もある。
【００９７】
　典型的なフォワードサンドイッチアッセイでは、標的タンパク質に対して特異性を有す
る捕獲試薬は、固体支持体に共有結合によってか、または受動的にのいずれかで結合され
る。固体支持体は、通常、ガラスまたはポリマーであり、最もよく使用されるポリマーは
、セルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン、ポリ塩化ビニルまたはポ
リプロピレンである。固体支持体は、チューブ、ビーズ、マイクロプレートのディスクま
たはイムノアッセイの実施に適した任意のその他の支持体の形態であり得る。
【００９８】
　フォワードアッセイに関する変法として、サンプルおよび検出抗体の両方が捕獲試薬に
同時に添加される同時アッセイが挙げられる。これらの技術は、当業者に周知であり、容
易に明らかとなるように、任意のわずかな変法を含む。別の代替法は、サンプル中の標的
タンパク質を固定すること、次いで、固定された標的タンパク質を、リポーター分子で標
識されている場合も、されていない場合もある本願のペプチドに曝露することを含む。標
的タンパク質の量およびリポーター分子シグナルの強度に応じて、結合している標的タン
パク質が、捕獲試薬（例えば、モエシン断片）で直接標識することによって検出され得る
。あるいは、捕獲試薬に特異的な第２の検出抗体が、標的タンパク質－捕獲試薬複合体に
曝露され、標的タンパク質－捕獲試薬－検出抗体三次複合体を形成する。複合体は、リポ
ーター分子によって発せられるシグナルによって検出される。
【００９９】
　本明細書において使用される場合、用語「リポーター分子」は、その化学的性質によっ
て、分析的に同定可能なシグナルを提供し、それによって、抗原と結合している抗体の検
出が可能となる分子を意味する。この種のアッセイにおいて最もよく使用されるリポータ
ー分子は、酵素、フルオロフォアまたは放射性核種を含有する分子（すなわち、放射性同
位元素）および化学発光分子のいずれかである。
【０１００】
　ある特定の実施形態では、リポーター分子は、検出抗体にコンジュゲートされた酵素で
ある。酵素は、一般に、種々の技術を使用して測定され得る発色基質の化学的変化を触媒
する。例えば、酵素は、分光光度的に測定され得る基質の色の変化を触媒し得る。あるい
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は、酵素は、基質の蛍光または化学発光を変更し得る。蛍光色素は、特定の波長の光の照
射によって活性化されると、光エネルギーを吸収し（ａｄｓｏｒｂｓ）、分子において興
奮性へ状態を誘導し、続いて、光学顕微鏡を用いて可視的に検出可能な特徴的な色で光を
放出する。化学発光基質は、化学反応によって電子的に励起されたようになり、次いで、
測定できる（例えば、ケミルミノメーターを使用して）光を発し得るか、またはエネルギ
ーを蛍光アクセプターへ供与し得る。酵素標識の例として、ルシフェラーゼ（例えば、ホ
タルルシフェラーゼおよび細菌ルシフェラーゼ；米国特許第４，７３７，４５６号）、ル
シフェリン、２，３－ジヒドロフタラジンジオン、リンゴ酸脱水素酵素、ウレアーゼ、ペ
ルオキシダーゼ、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰＯ）、アルカリホスファ
ターゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、糖オキシダーゼ（例え
ば、グルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼおよびグルコース－６－リン酸
脱水素酵素）、複素環式オキシダーゼ（ウリカーゼおよびキサンチンオキシダーゼなど）
、ラクトペルオキシダーゼ、マイクロペルオキシダーゼなどが挙げられる。酵素を抗体へ
コンジュゲートするための技術は、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍ．（Ｊ．Ｌａｎｇ
ｏｎｅ　＆　Ｈ．Ｖａｎ　Ｖｕｎａｋｉｓ編）、Ａｃａｄｅｍｉｃ　ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ、７３：１４７～１６６頁（１９８１年）中の、Ｏ’Ｓｕｌｌｉｖａｎら、Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｅ－Ａｎｔ
ｉｂｏｄｙ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｆｏｒ　ｕｓｅ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎ
ｏａｓｓａｙに記載されている。
【０１０１】
　酵素－基質の組合せの例として、例えば、（ｉ）西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ
Ｏ）と基質としての水素ペルオキシダーゼ（ここでは、水素ペルオキシダーゼが、色素前
駆体（例えば、オルトフェニレンジアミン（ＯＰＤ）または３，３’，５，５’－テトラ
メチルベンジジンヒドロクロリド（ＴＭＢ））を酸化する）、（ｉｉ）アルカリホスファ
ターゼ（ＡＰ）と発色基質としてのパラ－ニトフェニルホスフェート、（ｉｉｉ）β－Ｄ
－ガラクトシダーゼ（β－Ｄ－Ｇａｌ）と発色基質（例えば、ｐ－ニトロフェニル－β－
Ｄ－ガラクトシダーゼ）または蛍光基質（例えば、４－メチルウンベリフェリル－β－Ｄ
－ガラクトシダーゼ）が挙げられる。多数のその他の酵素－基質の組合せが、当業者に利
用可能である。これらの総説については、米国特許第４，２７５，１４９号および同４，
３１８，９８０号を参照のこと。
【０１０２】
　ある特定の実施形態では、リポーター分子は、それだけには限らないが、希土類キレー
ト（ユウロピウムキレート）、テキサスレッド、ローダミン、フルオレセイン、ダンシル
、リサミン、ウンベリフェロン、フィコクリセリン（ｐｈｙｃｏｃｒｙｔｈｅｒｉｎ）、
フィコシアニンまたはＳＰＥＣＴＲＵＭ　ＯＲＡＮＧＥ７およびＳＰＥＣＴＲＵＭ　ＧＲ
ＥＥＮ７などの市販のフルオロフォアおよび／または上記のうちの任意の１種または複数
の誘導体を含めたフルオロフォアである。フルオロフォアは、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第１および２巻、Ｃｏｌｉｇｅｎら
編Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｐｕｂｓ．（１９９１年
）に開示された技術を使用して抗体にコンジュゲートできる。蛍光は、蛍光光度計を使用
して定量化できる。
【０１０３】
　ある特定の実施形態では、レポート分子は、35Ｓ、14Ｃ、125１、3Ｈおよび131Ｉなど
の放射性同位元素である。検出抗体または捕獲試薬は、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、前掲に記載された技術を使用して放射性同
位元素で標識でき、放射活性は、シンチレーション計数を使用して測定できる。
【０１０４】
　標識は、検出抗体または捕獲試薬と間接的にコンジュゲートされることもある。当業者
ならば、これを達成するための種々の技術を承知している。例えば、検出抗体をビオチン
とコンジュゲートでき、標識をアビジンとコンジュゲートできる、またはその逆も同様で
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ある。ビオチンは、アビジンと選択的に結合し、したがって、標識はこの間接的な方法で
検出抗体とコンジュゲートできる。あるいは、標識の検出抗体との間接的なコンジュゲー
ションを達成するために、検出抗体を小ハプテンとコンジュゲートし、標識を抗ハプテン
抗体とコンジュゲートする。このようにして、標識の抗体との間接的コンジュゲーション
が達成できる。
【０１０５】
　ある特定の実施形態では、検出方法は、競合抗モエシン抗体が使用される競合結合アッ
セイである。このような競合抗体は、本願のペプチドとの結合について、モエシン自己抗
体と競合できる。競合結合アッセイでは、結合シグナルの低減は、対応する自己抗体の存
在および力価を示し得る。
【０１０６】
診断キット
　上記で記載され、または示唆される用途において使用するために、本願によって製造の
キットまたは物品も提供される。このようなキットは、厳重な制限で１種または複数のバ
イアル、チューブなどの容器手段を受け取るよう区分されているキャリア手段を含むこと
ができ、各容器手段は、方法において使用される別個の要素のうち１つを含む。例えば、
容器手段の１つは、検出可能に標識されているか、標識され得るプローブを含み得る。こ
のようなプローブは、抗モエシン自己抗体に特異的なモエシン断片であり得る。
【０１０７】
　本願のキットは、通常、上記の容器、およびバッファー、希釈剤、フィルター、ニード
ル、シリンジおよび使用説明書を含む添付文書を含めた、商業上の観点からおよびユーザ
ーの観点から望ましい材料を含む、１種または複数のその他の容器を含む。組成物が特定
の治療または非治療的用途のために使用されることを示すよう、ラベルが容器上に存在し
得、ラベルはまた、上記のものなどのｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏ使用法も示
し得る。
【０１０８】
　本願のキットは、いくつかの実施形態を有する。典型的な実施形態は、容器と、前記容
器上のラベルと、前記容器内に含有される組成物とを含み、ここで、組成物は、抗モエシ
ン自己抗体と結合できる本願のペプチドを含み、前記容器上のラベルは、サンプル中の抗
モエシン自己抗体の存在を評価するために組成物を使用できることを示し、サンプル中の
抗モエシン自己抗体の存在を評価するために本願のペプチドを使用するための使用説明書
を含むキットである。キットは、組織サンプルを調製し、本願のペプチドをサンプルに適
用するための使用説明書および材料のセットをさらに含み得る。キットは、二次抗体を含
むことがあり、ここで、二次抗体は標識、例えば、酵素標識にコンジュゲートされている
。
【０１０９】
　キット中のその他の任意選択の構成要素として、１種または複数のバッファー（例えば
、ブロッキングバッファー、洗浄バッファー、基質バッファーなど）、酵素標識によって
化学的に変更される基質（例えば、色素原）などのその他の試薬、エピトープ回収溶液、
対照サンプル（陽性および／または陰性対照）、対照スライド（複数可）などが挙げられ
る。
【０１１０】
　以下は、本願の方法および組成物の実施例である。上記で提供された一般的な説明を考
えると、種々のその他の実施形態が実施され得ることは理解される。
【実施例】
【０１１１】
[実施例１]
モエシン断片シリーズの作製
　以下の５種のモエシン断片が製造される：
　ａ．モエシン－１、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸１～２９７（配列番号２）を含
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有、ヒトモエシンタンパク質のＮ末端ドメイン付近；
　ｂ．モエシン－２、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸２９８～５７７（配列番号３）
を含有、ヒトモエシンタンパク質のヘリックスおよびＣ末端テールドメイン付近；
　ｃ．モエシン－３、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸２９８～４７０（配列番号４）
を含有、ヒトモエシンタンパク質のヘリックスドメイン付近；
　ｄ．モエシン－４、ヒトモエシンタンパク質のアミノ酸４７１～５７７（配列番号５）
を含有、ヒトモエシンタンパク質のＣ末端テールドメイン付近；および
　ｅ．モエシン－５：全長ヒトモエシンタンパク質、アミノ酸１～５７７（配列番号１）
。
【０１１２】
　全長モエシンｃＤＮＡ配列（１～１７４３ｂｐ）は、Ｇｅｎｅｂａｎｋ（受託番号Ｍ６
９０６６）から入手し、図３に示されている。上記のモエシン断片を作製するために、Ｐ
ＣＲを使用して上記の種々のアミノ酸断片に対応するｃＤＮＡ断片を増幅した。
【０１１３】
　ＰＣＲによって増幅されたモエシンＤＮＡ断片を、ｐＥＴ３２ａ（＋）およびｐＥＴ２
８ａ（＋）から選択された発現ベクター中にクローニングした。次いで、構築されたベク
ターを使用して、培養および発現のために大腸菌宿主細胞株ＢＬ２１（ＤＥ３）を形質転
換した。ｐＥＴ３２ａ（＋）およびｐＥＴ２８ａ（＋）の制限およびクローニングマップ
は、それぞれ、図４および５に示されている。種々のモエシン断片のための構築された発
現系は、制限酵素消化を用いて検証し、それに続いて配列決定して、モエシン断片の発現
のための正しいリーディングフレームを確認した。
【０１１４】
　十分に培養した後、標準タンパク質発現プロトコールに従って、発現されたモエシン断
片を有する宿主細胞を、モエシン断片を収集および精製するために回収した。得られたタ
ンパク質断片を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いてアッセイして、その同一性および純度を確認
した。
【０１１５】
[実施例２]
自己免疫障害の患者の血清における特異的抗モエシン自己抗体の検出および測定
　種々のステージの自己免疫疾患の患者から血清または血漿サンプルを集め、モエシンタ
ンパク質の特定の領域を認識し、それらに結合する抗モエシン自己抗体の存在について試
験した。患者のプロフィールおよび臨床情報を使用して、その疾患の種類およびステージ
に基づいてそれらを分類した。
【０１１６】
　実施例１から得られたモエシン断片を、抗モエシン抗体に対するＥＬＩＳＡアッセイに
おける抗原として使用した。具体的には、ＥＬＩＳＡプレートの各マイクロウェルを、約
４００ｎｇのモエシン断片を用いて、２℃～８℃で１２～１６時間コーティングし、次い
で、ＰＢＳを用いて１回洗浄し、その後、ブロッキング溶液を用いてブロッキングし、保
存および後の使用のために真空乾燥させた。そのように高度に精製されたモエシン断片抗
原を、抗原をその天然状態で保存する条件下でポリスチレンマイクロウェルプレートのウ
ェルに結合させた。
【０１１７】
　後のＥＬＩＳＡ試験のために６つの異なる患者群および３つの対照群から血清サンプル
を集め、調製した。ＣＴＤと臨床的に診断された３００人の患者、全身性硬化症と臨床的
に診断された５０人の患者、ＰＡＨと臨床的に診断された７０人の患者、シェーグレン症
候群と臨床的に診断された３００人の患者、関節リウマチと臨床的に診断された８０人の
患者および後天性再生不良性貧血と臨床的に診断された４５人の患者を含めて、患者群中
の患者はすべて免疫障害を患っていた。個体が健康であるか、または非免疫疾患を患って
いるのいずれかである３つの対照群は、肺疾患と臨床的に診断された８３人の患者（対照
－１）と、腫瘍と臨床的に診断された６５人の患者（対照－２）と、１５０人の健康なド
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ナー（対照－３）とを含んでいた。
【０１１８】
　対照および患者血清を、ＰＢＳ－Ｔバッファー（すなわち、０．０５％（ｖ／ｖ）のＴ
ｗｅｅｎ－２０を含有するＰＢＳバッファー）を使用して希釈し、次いで、１００μｌの
このような希釈した対照および希釈した患者血清を各ウェルに添加し、存在する任意の抗
モエシン抗体を固定された抗原と結合させた。ＰＢＳ－Ｔバッファーを使用して結合して
いないサンプルを洗浄除去し、各ウェルに酵素標識した抗ヒトＩｇＧコンジュゲートを添
加した。第２のインキュベーションによって、酵素標識した抗ヒトＩｇＧを、マイクロウ
ェルに付着するようになった任意の抗モエシン抗体と結合させた。結合していない酵素標
識された抗ヒトＩｇＧをいずれも洗浄除去した後、発色基質（Ｈ2Ｏ2／ＴＭＢ）を添加す
ることおよび生じる色の強度を測定することによって残存する酵素活性を測定した。次い
で、各ウェルに１００μｌのＨＲＰ停止溶液（例えば、２Ｍ　Ｈ2ＳＯ4）を添加した。Ｈ
ＲＰ停止溶液を添加および維持することの順序およびタイミングは、ＴＭＢ色素原に従っ
た。各ＥＬＩＳＡプレートを指で穏やかにたたき、ウェルを完全に混合した。
【０１１９】
　アッセイは、分光光度計を使用して評価し、患者のウェルにおいて生じた色の強度を測
定し、対照ウェルにおける色と比較した。具体的には、２色測定値を使用して色の強度を
測定および比較し、ここで、各ウェルのＯＤ450値およびＯＤ630値（参照として）の両方
とも反応の停止の１５分内に読み取った。ＯＤ630値を用いてＯＤ450値を差し引くことに
よって各試験または対照サンプルのＯＤ値を算出した。
【０１２０】
　サンプルのどのバッチとも、ＥＬＩＳＡ低陽性対照、ＥＬＩＳＡ高陽性対照およびＥＬ
ＩＳＡ陰性対照を実施し、すべての試薬および手順が適切に実施されたことを確実にした
。ＥＬＩＳＡ陰性対照は、健康な個体から集めた血清であった。５０人の健康な個体から
集めた血清のＯＤ値を各々測定し、それら５０サンプルから平均ＯＤ値（「対照ＯＤ値」
）および標準偏差（「対照標準偏差」）を算出した。このような対照ＯＤ値および対照標
準偏差を使用して、ＥＬＩＳＡ低陽性対照および高陽性対照の濃度を求めた。ＥＬＩＳＡ
低陽性対照は、対照ＯＤ値プラス３倍の対象標準偏差に匹敵するＯＤ値を示すよう十分に
希釈した、免疫血小板減少症の患者から得た血清を含有する。ＥＬＩＳＡ高陽性対照は、
ＥＬＩＳＡ低陽性対照の３倍のＯＤ値に匹敵するＯＤ値を示すよう希釈した、免疫血小板
減少症の患者から得た血清を含有する。希釈は、０．０１Ｍ　ＰＢＳ－Ｔバッファーを使
用して行った。
【０１２１】
　２連のサンプルの各セットの平均ＯＤ値をまず決定し、サンプルの力価として使用し、
平均ＯＤ値が、ＥＬＩＳＡ低陽性対照の平均ＯＤ値よりも高い場合に、サンプルを陽性と
決定した（表１に示されるように）。
【０１２２】
　当業者には明らかであろうが、マーカーレベルを、特定の疾患の有無と相関させるステ
ップは、種々の方法で実施し、達成できる。一般に、参照集団を選択し、正常範囲を確立
する。適当な参照集団を使用して抗モエシン抗体の正常範囲を確立することは、ほぼ日常
的なことである。正常範囲が、ある特定のではあるが限定された範囲まで、それが確立さ
れる参照集団に応じて変わることは一般に認められている。一態様では、参照集団は、数
が多く、例えば、数百から数千、年齢、性別および場合により、その他の注目する変数に
ついて一致している。所与の濃度のような絶対値の観点から正常範囲はまた、使用される
アッセイおよびアッセイの作成において使用される標準化に応じて変わる。
【０１２３】
　抗モエシン抗体のレベルは、実施例の節において示されたアッセイ手順を用いて測定し
、確立できる。異なるアッセイが、異なるカットオフ値をもたらし得るということは理解
されなければならない。
【０１２４】
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　実験室試験の臨床性能は、その診断精度または対象を臨床的に関連するサブグループに
正しく分類する能力に応じて変わる。診断精度は、試験の、調べられる対象の異なる状態
を正しく区別する能力を評価するものである。このような状態は、例えば、健康および疾
患または良性対悪性疾患である。すなわち、ある特定の患者集団から得られた有意により
高い値は、対応する抗モエシン自己抗体の陽性の存在を示す。
【０１２５】
　以下の表に、ある特定のモエシン断片に対して特異的な種々の抗モエシン抗体の陽性の
存在について種々の患者群を比較する、実験の結果を列挙する（表１）：
【０１２６】
表1.患者群および対照群の血清における特定のモエシン断片に対する抗モエシン自己抗体
の陽性の存在の比較
【表１】

【０１２７】
　表１に示されるように、モエシンのＮ末端ＦＥＲＭドメイン（モエシン－１）を特異的
に認識し、それらに結合する抗モエシン自己抗体の正常より高い存在（すなわち、陽性率
）は、ＣＴＤの発生率（約４１％）と有意に相関している。それは、モエシン－１のアミ
ノ酸を含むモエシン断片を、ＣＴＤを有するか、または有すると疑われる患者を同定する
ための診断または予後マーカーとして使用できることを示す。
【０１２８】
　種々のモエシン断片の自己抗体力価も、対照および種々の疾患群において測定した。表
２には、シェーグレン症候群患者の血清における、特定のモエシン断片に対する自己抗体
の平均力価および標準偏差が列挙されている。
【０１２９】
表2.シェーグレン症候群患者の血清における特定のモエシン断片に対する自己抗体の力価
(300人の患者) 

【表２】



(29) JP 2014-503467 A 2014.2.13

10

20

30

40

50

【０１３０】
　表２に示されるように、モエシンのヘリックスドメイン（モエシン－３）に対して特異
的な自己抗体が、最高の力価を有し、Ｃ末端テールドメイン（モエシン－４）が僅差で続
く。表２中のデータの統計的分析は、モエシン断片の平均力価は、統計的有意差を有する
ことを示す。表３中の結果を参照のこと。
【０１３１】
表3.表2中の自己抗体力価間の差の統計的有意性
【表３】

【０１３２】
　したがって、モエシンのヘリックスまたはテールドメインのいずれか、または両方のア
ミノ酸を含むモエシン断片は、シェーグレン症候群を有するか、または有すると疑われる
患者を同定するための診断または予後マーカーとして使用できる。
【０１３３】
　患者におけるその存在のパーセンテージおよびそのレベルの点で、ドメイン特異的自己
抗体の同様の分析を、その他の疾患群について実施した。
【０１３４】
[実施例３]
自己抗体レベルと疾患の種類および疾患の状態の相関
　自己免疫疾患の既存の患者および種々の対照群から得られた自己抗体データを、参照デ
ータ点として個別に使用するか、またはまとめて使用して参照データベースを確立する。
次いで、これらの参照データを使用して、試験サンプル中の自己抗体の存在／レベルと、
試験サンプルが得られた個々の対象と関連している特定の自己免疫疾患およびその疾患状
態の相関を確立する。試験サンプル中の自己抗体の検出および測定は、実施例２において
上記で記載されるＥＬＩＳＡアッセイを使用して実施する。
【０１３５】
　一実験では、自己免疫疾患を有すると疑われる個体から得た血清サンプルを、異なるモ
エシンドメインに相当する複数のモエシン断片に対して特異的な自己抗体の存在およびレ
ベルについて試験する。具体的には、ＥＬＩＳＡプレートの第１セットのマイクロウェル
を、Ｎ末端ＦＥＲＭドメインに由来するモエシン断片でコーティングし、第２のセットの
マイクロウェルを、ヘリックスドメインに由来するモエシン断片でコーティングし、第３
セットのマイクロウェルを、Ｃ末端テールドメインに由来するモエシン断片でコーティン
グする。モエシン断片が、その別個のウェルに固定され、安定化されると、抗体－抗原結
合を可能にする条件下で、各ウェルに希釈した患者血清を加える。一連の洗浄および標識
ステップの後、ＯＤ450値について各ウェルを測定して、特定のモエシン断片と結合して
いる抗体を検出および定量化する。
【０１３６】
　特定のモエシンドメインに対する自己抗体に相当するウェルのセットから得たＯＤ450

値をコンパイルし、参照データベースまたは参照サンプルデータと比較して、対象患者の
疾患状態－特定の種類の自己免疫疾患および疾患のステージを有するかどうかを決定する
。対象の疾患状態の決定を補助するために、異なるモエシンドメインに対する自己抗体の
相対レベルのマトリックス解析も使用する。患者が、Ｎ末端ＦＥＲＭドメインに対して低
レベルの自己抗体を有するが、ヘリックスまたはＣ末端テールドメインに対して高レベル
の自己抗体を有する場合には、シェーグレン症候群または全身性硬化症などの線維症関連
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障害を発症している可能性が高い。患者が、Ｃ末端テールドメインに対して高レベルの自
己抗体を、単独でか、またはＮ末端ＦＥＲＭドメインおよびヘリックスドメインに対する
低レベルの自己抗体と組み合わせてのいずれかで有する場合には、再生不良性貧血などの
上皮細胞または内皮細胞の異常なアポトーシスと関連している病的状態を発症している可
能性が高い。定量的に、異なるモエシンドメインに対する自己抗体のレベルの相対倍数の
差もまた、疾患の種類および疾患の状態と相関させるために使用される。

【図１】
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