
(57)【要約】
【課題】　自己抗原のスクリーニング法を提供することにある。
【解決手段】　正常なヒトおよび患者各々由来の抗体を精製する工程；該正常なヒトおよ
び患者の精製された抗体を異なるカラムに固定化して、正常な抗体を充填したカラムと、
患者の抗体を充填したカラムとを得る工程；サンプルを得る工程；該サンプルを、該正常
な抗体を充填したカラムに通す工程；該正常な抗体を充填したカラムに通した該サンプル
を、該患者の抗体を充填したカラムに通す工程；該患者の抗体を充填したカラムに保持さ
れた抗原を、排出する工程；および該患者の抗体を充填したカラムから得た、該精製され
た抗原を同定する工程、を含むことを特徴とする、自己抗原をスクリーニングする方法。
【選択図】　　　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 正 常 な ヒ ト お よ び 患 者 各 々 由 来 の 抗 体 を 精 製 す る 工 程 、
　 該 正 常 な ヒ ト お よ び 患 者 の 精 製 さ れ た 抗 体 を 異 な る カ ラ ム に 固 定 化 し て 、 正 常 な 抗 体 を
充 填 し た カ ラ ム と 、 患 者 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム と を 得 る 工 程 、
　 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
　 該 サ ン プ ル を 、 該 正 常 な 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 通 す 工 程 、
　 該 正 常 な 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 通 し た 該 サ ン プ ル を 、 該 患 者 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム
に 通 す 工 程 、
　 該 患 者 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 保 持 さ れ た 抗 原 を 、 排 出 す る 工 程 、 お よ び
　 該 患 者 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム か ら 得 た 、 該 精 製 さ れ た 抗 原 を 同 定 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 自 己 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 正 常 な ヒ ト お よ び 患 者 の 精 製 さ れ た 抗 体 が 、 夫 々 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 、 正
常 な ヒ ト お よ び 患 者 の 血 清 サ ン プ ル か ら 得 た も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム が 、 プ ロ テ イ ン -Gア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ま た は プ ロ テ イ ン -Aア
フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム が 、 プ ロ テ イ ン -Gア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で あ る 、 請 求 項 3記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 抗 体 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン A(IgA)、 免 疫 グ ロ ブ リ ン G(IgG)ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン M(IgM)
を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 患 者 の 血 清 サ ン プ ル が 、 単 一 の 患 者 由 来 の 血 清 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 患 者 の 血 清 サ ン プ ル が 、 複 数 の 患 者 由 来 の 混 合 血 清 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 抗 体 が 、 該 血 清 か ら 精 製 さ れ た 抗 体 (IgG)と 、 該 カ ラ ム 内 の 化 学 官 能 基 と の 間 の 、 化
学 結 合 を 介 し て 各 カ ラ ム 内 で 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 化 学 官 能 基 が 、 N-ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド -(NHS-)、 シ ア ノ ブ ロ ミ ド -(CNBR-)ま た
は エ ポ キ シ -を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 サ ン プ ル が 、 疾 患 関 連 細 胞 系 ま た は 病 態 組 織 の 抽 出 液 で あ る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 サ ン プ ル を カ ラ ム に 通 す 前 に 、 該 サ ン プ ル の 予 備 処 理 段 階 を 、 更 に 含 む 、 請 求 項 10記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 精 製 さ れ た 抗 原 の 同 定 が 、 タ ン パ ク の 定 量 的 ま た は 定 性 的 分 析 用 の 、 マ ス ス ペ ク ト ル
技 術 を 利 用 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 サ ン プ ル を 、 該 正 常 な 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 通 す 目 的 が 、 非 -特 異 的 抗 原 を 捕 捉 し
、 か つ 除 去 す る こ と で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 正 常 な 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 通 さ れ た サ ン プ ル を 、 該 患 者 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム
に 通 す 目 的 が 、 該 サ ン プ ル 中 の 自 己 抗 原 を 同 定 し 、 か つ 捕 捉 す る こ と に あ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 自 己 抗 原 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 開 示 し 、 該 方 法 で は 、 正 常 な ヒ ト 由 来 の 抗 体
を 利 用 し て 、 非 -特 異 的 抗 原 を 除 去 し 、 次 い で 特 異 的 自 己 抗 原 を 、 患 者 由 来 の 抗 体 を 用 い
て 得 、 か つ マ ス ス ペ ク ト ル 技 術 を 利 用 し て 同 定 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 損 な わ れ た 免 疫 機 能 を 持 つ 人 々 は 、 免 疫 疾 患 に 進 展 す る 傾 向 が あ る 。 多 く の ヒ ト 疾 患 に
関 連 す る 病 因 は 、 以 下 に 記 載 す る 3つ の 状 態 の 何 れ か に お け る 、 我 々 の 欠 陥 の あ る 免 疫 系
に 起 因 す る も の で あ り 得 る 。 そ の 第 一 の 状 態 は 、 身 体 が 侵 入 し た バ ク テ リ ア 、 ウ イ ル ス ま
た は カ ビ を 撃 退 す る こ と が で き ず 、 伝 染 性 の 疾 患 、 例 え ば 感 冒 、 流 感 、 肺 炎 、 腸 炎 、 ま た
は 肝 炎 お よ び AIDSに さ え も 罹 り 易 く な る 、 免 疫 性 の 低 下 、 免 疫 細 胞 の よ り 低 い 活 性 、 ま た
は 免 疫 細 胞 量 の 低 下 で あ る 。 第 二 の 状 態 は 、 免 疫 不 全 ま た は 該 免 疫 系 の 過 剰 反 応 で あ り 、
そ こ で は 侵 入 し た 物 質 は 微 生 物 で は な い が 、 摂 取 し た 食 物 中 の 小 さ な 花 粉 ま た は 巨 大 分 子
と し て の タ ン パ ク 質 で あ り 、 こ れ ら に 対 し て 該 免 疫 系 が 多 量 の 抗 体 を 放 出 す る 。 こ の よ う
な 攻 撃 お よ び 防 御 は 、 我 々 の 細 胞 内 で 起 こ っ て お り 、 ア レ ル ギ ー と も 呼 ば れ る 連 鎖 反 応 に
導 く 。 実 際 の 病 原 体 、 例 え ば バ ク テ リ ア 、 ウ イ ル ス ま た は カ ビ 等 が 、 こ の 時 点 で 身 体 を 攻
撃 し た 場 合 に は 、 該 免 疫 系 は 、 最 早 抵 抗 力 を 高 め る こ と が で き な い 。 損 な わ れ た 免 疫 系 の
第 三 の 状 態 は 、 該 免 疫 細 胞 が 、 身 体 中 の 正 常 な 細 胞 を 攻 撃 し た 場 合 で あ り 、 リ ュ ウ マ チ 性
関 節 炎 、 紅 斑 性 狼 そ う 、 お よ び ヘ ル ペ ス の 場 合 に お け る よ う に 、 自 己 免 疫 疾 患 と 呼 ば れ る
。 こ の よ う な 免 疫 疾 患 は 、 自 己 抗 体 が 身 体 自 身 の 細 胞 に 対 し て 製 造 さ れ 、 組 織 の 損 傷 お よ
び 疾 病 を も た ら す と い う 、 認 識 に 係 る 問 題 を 持 つ 我 々 自 身 の 免 疫 系 に 起 因 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 今 で は 、 自 己 抗 体 が 、 自 己 免 疫 疾 患 の み に 存 在 す る わ け で は な い こ と を 知 っ て い る 。 次
第 に 増 加 す る 研 究 が 、 癌 に 対 す る 免 疫 応 答 に お い て 、 (腫 瘍 由 来 の )自 己 抗 原 お よ び (身 体
由 来 の )自 己 抗 体 が 、 幾 つ か の 場 合 に お い て 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 従 っ て 、 身 体 の
応 答 を 引 出 す 、 腫 瘍 自 己 抗 原 の 検 出 は 、 癌 の テ ス ト 、 診 断 、 ま た は 予 後 お よ び 更 に は 疾 患
の 治 療 を 行 い 、 か つ こ れ ら に 応 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 自 己 抗 原 の 検 出 に お い て 通 常 使 用 さ れ る 方 法 は 、 患 者 血 清 中 の 抗 体 と 疾 患 (癌 )関 連 細 胞
系 ま た は 病 態 組 織 の 抽 出 液 と を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 反 応 さ せ る こ と で あ る 。 し か し
、 電 気 泳 動 は 、 高 度 に 酸 性 ま た は 塩 基 性 条 件 に お い て は 、 あ る い は 該 タ ン パ ク が 極 端 に 大
き な ま た は 小 さ な 分 子 量 ま た は 極 め て 低 い 発 現 レ ベ ル を 示 す 場 合 、 あ る い は 該 タ ン パ ク が
膜 タ ン パ ク で あ る 場 合 に は 、 そ の 低 い 感 度 お よ び 再 現 性 の た め に 、 特 定 の タ ン パ ク の 分 離
お よ び 同 定 に 制 限 さ れ る 。 米 国 特 許 第 5,723,343号 に 記 載 さ れ て い る 方 法 は 、 後 天 性 上 皮
小 体 機 能 低 下 症 (AH)に 罹 患 し た 患 者 由 来 の 血 清 (自 己 抗 体 を 含 む )お よ び 新 鮮 な ヒ ト 細 胞 過
多 甲 状 腺 の 抽 出 液 を 用 い た 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 、 自 己 抗 原 を 検 出 し て い る 。 し か し
、 正 常 な コ ン ト ロ ー ル の 不 足 、 特 異 性 の 低 さ お よ び 患 者 組 織 サ ン プ ル の 限 ら れ た 供 給 量 の
た め に 、 こ の 方 法 で は 大 規 模 な ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き ず 、 ま た 該 自 己 抗 原 を 捉
え 損 な う 傾 向 が あ る た め に 、 自 己 抗 原 の 検 出 率 は 低 い 。 更 に 、 こ の 方 法 は 、 著 し く 複 雑 な
細 胞 抽 出 液 由 来 の タ ン パ ク を 反 応 さ せ 、 こ れ を 分 析 の た め に マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ に 送 る
と い う 、 直 接 的 な 回 収 処 理 を 含 む 。 従 っ て 、 自 己 抗 原 の 同 定 は 、 該 サ ン プ ル の 複 雑 さ の た
め に 更 に 一 層 困 難 と な る 。 こ の よ う に 、 自 己 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 、 系 統 的 な
、 か つ よ り 効 率 的 な 方 法 を 開 発 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 身 体 内 の 自 己 抗 体 を 用 い て 、 自 己 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法
を 開 示 し 、 そ こ で は 、 自 己 抗 体 を 充 填 し た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 、 自 己 抗 体 と 自 己 抗
原 と の 間 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 お よ び 疾 患 関 連 細 胞 系 ま た は 病 態 組 織 を 使 用 す る こ と に よ り
、 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ プ ラ ッ ト ホ ー ム を 確 立 す る 。
　 本 発 明 の 目 的 は 、 自 己 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と に あ り 、 こ
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の 方 法 は 、 正 常 な ヒ ト お よ び 患 者 各 々 由 来 の 抗 体 を 精 製 す る 工 程 ； 該 正 常 な ヒ ト お よ び 患
者 由 来 の 精 製 さ れ た 抗 体 を 異 な る カ ラ ム に 固 定 化 し て 、 正 常 な 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム と 、
患 者 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム と を 得 る 工 程 ； サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； 該 サ ン プ ル を 、 該 正 常
な 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 通 す 工 程 ； 該 正 常 な 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 通 し た 該 サ ン プ ル
を 、 該 患 者 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 通 す 工 程 ； 該 患 者 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 保 持 さ
れ た 抗 原 を 、 排 出 す る 工 程 ； お よ び 該 患 者 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム か ら 得 た 、 該 精 製 さ れ
た 抗 原 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 正 常 な ヒ ト お よ び 患 者 各 々 由 来 の 血 清 サ ン プ ル か ら 得 た 抗 体 を 精 製 す
る 方 法 は 、 抗 体 を 捕 捉 で き る ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 使 用 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ ず 、
こ こ で 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 プ ロ テ イ ン -Gア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ま た は プ ロ テ イ ン
-Aア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 好 ま し く は プ ロ テ イ ン -Gア フ ィ
ニ テ ィ ー カ ラ ム で あ る 。
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 該 サ ン プ ル を 該 カ ラ ム に 通 す 前 に 、 該 サ ン プ ル の 予 備 処 理
段 階 を 含 む こ と が で き 、 こ れ に よ り 不 溶 分 、 例 え ば 該 カ ラ ム を 閉 塞 し 、 も し く は 損 傷 す る
恐 れ の あ る 、 細 胞 片 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と 、 疾 患 関 連 細 胞 系 と 、 お よ び 公
知 の 技 術 と 比 較 し て 、 よ り 大 き な ス ク リ ー ニ ン グ 効 率 お よ び 速 度 を 与 え る 、 完 成 し た マ ス
ス ペ ク ト ル 分 析 技 術 と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 自 己 抗 原 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 組 み 立
て る 。 細 胞 系 に 継 続 的 な 供 給 を 行 う と 、 自 己 抗 原 が 希 に 放 出 さ れ 続 け 、 結 果 と し て 大 幅 に
自 己 抗 原 検 出 の 機 会 が 増 え る こ と に な る 。 本 発 明 は 、 先 ず 正 常 な ヒ ト 由 来 の 抗 体 を 充 填 し
た カ ラ ム を 用 い て 、 非 -特 異 的 な 抗 原 を 除 去 し 、 次 い で 患 者 由 来 の 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム
を 使 用 し て 、 該 患 者 由 来 の 抗 体 に 対 し て ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 自 己 抗 原 を 得 る 。 こ の 方
法 は 、 自 己 抗 体 に よ る 特 異 的 自 己 抗 原 の 同 定 率 を 高 め 、 そ の 後 の マ ス ス ペ ク ト ル 法 に よ る
分 析 を 、 更 に 正 確 な も の と す る の み な ら ず 、 複 数 の 患 者 由 来 の 、 混 合 血 清 サ ン プ ル の 使 用
を 可 能 と し 、 そ れ に よ っ て 抗 原 の 出 現 率 を 高 め る こ と を も 可 能 と す る 。 こ の 方 法 に よ り 検
出 さ れ た 、 こ の 得 ら れ る 自 己 抗 原 は 、 確 か に 疾 患 と の 関 連 性 を 持 ち 、 か つ 該 患 者 の サ ン プ
ル 中 に 共 存 し て お り 、 従 っ て こ れ は 診 断 手 段 と し て 十 分 に 機 能 す る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 図 1に 示 す よ う に 、 自 己 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供
す る も の で あ り 、 以 下 に 記 載 す る 諸 工 程 を 含 む ： 先 ず 正 常 な ヒ ト お よ び 患 者 か ら 血 清 サ ン
プ ル を 得 、 各 サ ン プ ル を 、 抗 体 を 捕 獲 で き る ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム (例 え ば 、 プ ロ テ イ ン G
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ま た は プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム )に 通 し て 、 該 サ ン プ ル 中
に 含 ま れ る 抗 体 を 精 製 す る 工 程 ； 次 に 、 こ れ ら の 正 常 な ヒ ト お よ び 患 者 由 来 の 、 こ の よ う
に し て 得 た 精 製 抗 体 夫 々 を 、 カ ラ ム に 充 填 し て 、 正 常 な ヒ ト 由 来 の 抗 体 を 含 む カ ラ ム (正
常 抗 体 充 填 カ ラ ム )お よ び 患 者 由 来 の 抗 体 を 含 む カ ラ ム (患 者 抗 体 充 填 カ ラ ム )を 得 、 こ れ
ら の 抗 体 と 該 カ ラ ム 内 の 化 学 的 な 官 能 基 と の 間 に 形 成 さ れ る 化 学 的 結 合 を 通 し て 、 該 カ ラ
ム 内 に 、 該 抗 体 を 固 定 化 す る 工 程 ； 上 記 官 能 基 は N-ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド 基 (NHS-)、
シ ア ノ ブ ロ ミ ド 基 (CNBR-)ま た は エ ポ キ シ 基 を 含 む が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ ず ； 疾 患 関 連 細
胞 系 ま た は 病 態 組 織 の 抽 出 液 で あ り 得 る 、 サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； 上 記 血 清 サ ン プ ル は 、 単
一 の 患 者 由 来 の 血 清 サ ン プ ル 、 ま た は 複 数 の 患 者 由 来 の 血 清 を 含 む 、 混 合 サ ン プ ル で あ り
得 る 。 捕 捉 さ れ た 抗 体 の 種 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン A(IgA)、 免 疫 グ ロ ブ リ ン G(IgG)ま た は 免 疫
グ ロ ブ リ ン M(IgM)を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 手 順 を 続 け る た め に 、 疾 患 関 連 細 胞 系 ま た は 病 態 組 織 の 抽 出 液 か ら 得 た サ ン プ ル を
、 非 -特 異 的 な 抗 原 が 、 正 常 な 抗 体 の 特 異 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 介 し て 捕 捉 さ れ 、 か つ 保 持
さ れ る 、 正 常 抗 体 充 填 カ ラ ム に 通 す 。 こ の 工 程 は 、 該 サ ン プ ル 中 の 自 己 抗 原 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る た め に 、 該 患 者 抗 体 充 填 カ ラ ム を 使 用 す る 前 の 、 該 サ ン プ ル の 予 備 処 理 と 考 え る
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こ と が で き る 。 非 -特 異 的 抗 原 を 除 去 し た 後 、 こ の サ ン プ ル は 特 異 的 抗 原 の み で 構 成 さ れ
る 。 次 に 、 該 患 者 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム に 、 該 サ ン プ ル を 通 し て 、 疾 患 関 連 自 己 抗 原 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 。 該 正 常 抗 体 充 填 カ ラ ム に よ っ て 、 非 -特 異 的 抗 原 が 除 去 さ れ て い る と
い う 事 実 に 照 ら し て 、 患 者 の 自 己 抗 体 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る よ う な 該 自 己 抗 原 は 、
よ り 特 異 性 の 高 い も の と な る 。
　 最 後 に 、 該 患 者 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム か ら 排 出 さ れ た 該 自 己 抗 原 は 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ
ー タ に よ る 同 定 処 理 に 付 さ れ る が 、 上 記 同 定 処 理 は 、 マ ス ス ペ ク ト ロ グ ラ フ か ら の シ グ ナ
ル を 、 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 該 自 己 抗 原 に 関 す る 情 報 を 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 利 点 は 、 更 に 実 施 例 の 説 明 に よ り 示 す こ と が で き る が 、 以 下 の 実 施 例 に お け る
記 載 は 、 本 発 明 の 実 際 の 適 用 に お け る 限 定 と 捉 え る べ き で は な い 。
実 施 例 ： 本 発 明 の 方 法 を 用 い た 肝 癌 自 己 抗 原 の ス ク リ ー ニ ン グ

　 図 2に 示 す よ う な 血 清 中 の 自 己 抗 体 を 精 製 す る 工 程 に 従 っ て 、 結 合 バ ッ フ ァ ー (20mM PBS
、 pH 7.0)に よ り 、 1:10の 比 率 で 該 血 清 を 希 釈 し 、 次 い で こ の 希 釈 し た 血 清 を 、 0.45μ mの
フ ィ ル タ 膜 で 濾 過 し て 、 以 下 の 段 階 に お け る カ ラ ム の 閉 塞 を 防 止 し 、 次 い で プ ロ テ イ ン G
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 、 1ml/分 な る 割 合 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 10倍 の 結 合 バ ッ フ ァ ー で 洗
浄 し 、 次 に 該 濾 過 し た 血 清 サ ン プ ル を 、 0.2 ml/分 な る 割 合 で 、 該 プ ロ テ イ ン Gア フ ィ ニ テ
ィ ー カ ラ ム に 通 し て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ り 該 抗 体 を 該 カ ラ ム に 保 持 し 、 こ の プ ロ テ イ ン
Gア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 、 再 度 1ml/分 な る 割 合 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 5-10倍 の 結 合 バ ッ フ
ァ ー を 用 い て 洗 浄 し て 、 該 血 清 サ ン プ ル 中 の 、 該 カ ラ ム と ア フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 を 形 成 し な
い 物 質 を 除 去 し た 。 1ml/分 な る 割 合 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 2-5倍 の 溶 出 バ ッ フ ァ ー (0.1M グ
リ シ ン -HCl、 pH 2.7)を 用 い て 、 該 カ ラ ム か ら 抗 体 を 溶 出 し 、 こ の 溶 出 さ れ た 抗 体 を 、 予
め 60-200μ lの ト リ ス (Tris)-HCl溶 液 (1M、 pH 9.0)を 添 加 し て あ る 試 験 管 に 集 め た 。 最 後
に 、 該 サ ン プ ル を カ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー (0.2M NaHCO 3 、 0.5M NaCl、 pH 8.3)に 移 し て 、
該 血 清 サ ン プ ル 中 の 自 己 抗 体 (IgG)の 精 製 を 完 了 し た 。
　 本 発 明 の 方 法 は 、 各 一 つ の 正 常 IgGお よ び 患 者 IgGカ ラ ム を 必 要 と す る 。 従 っ て 、 正 常 な
ヒ ト お よ び 患 者 由 来 の 血 清 は 、 上 記 の 精 製 段 階 に よ っ て 得 る べ き で あ り 、 ま た こ の 段 階 に
掛 け る べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】

　 図 3に 示 す よ う な 、 自 己 抗 体 を 含 む カ ラ ム の 製 造 段 階 に 従 っ て 、 酸 性 化 溶 液 (1mM HCl、
氷 浴 処 理 し た も の )一 滴 を 、 NHS-活 性 化 カ ラ ム に ピ ペ ッ ト で 加 え て 、 泡 の 生 成 を 防 止 し た
。 カ ラ ム の 上 端 と 注 射 器 ま た は ポ ン プ と 接 続 し た 後 、 該 カ ラ ム 底 部 の ア ダ プ タ を 外 し た 。
該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 の 酸 性 化 溶 液 を 用 い て 、 該 カ ラ ム 内 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 洗 い 流 し た
。 こ の 洗 浄 工 程 を 3回 繰 り 返 し た 後 、 自 己 抗 体 を 含 む 該 サ ン プ ル を こ の カ ラ ム に 注 入 し た
。 精 製 さ れ た 自 己 抗 体 を 含 む 上 記 の カ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー を 、 該 カ ラ ム 体 積 と 等 体 積 を
持 ち 、 か つ 0.5-10mg/mlな る 濃 度 を 持 つ 溶 液 に し た 。 自 己 抗 体 を 含 む 該 サ ン プ ル を 、 該 カ
ラ ム に 通 し た 後 、 該 カ ラ ム を 封 止 し 、 該 反 応 を 25℃ に て 15-30分 間 、 ま た は 4℃ に て 4時 間
進 行 さ せ て 、 該 カ ラ ム 中 の 該 自 己 抗 体 を 、 化 学 的 結 合 を 介 し て 固 定 化 し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 該 自 己 抗 体 と 該 カ ラ ム と を 結 合 さ せ た 後 、 該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 の 、 遮 断 バ ッ フ ァ ー (0.5M
エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 0.5M NaCl、 pH8.3)で 該 カ ラ ム を 溶 出 し 、 こ れ ら の 段 階 を 3回 繰 り 返 し
た 。 該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 の 、 上 記 遮 断 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 、 再 度 こ の カ ラ ム を 3回 溶 出 し た
後 、 該 カ ラ ム を 15-30分 間 反 応 さ せ て 、 自 己 抗 体 と 結 合 し て い な い 、 該 カ ラ ム 中 の 官 能 基
を 遮 断 し 、 か つ 不 活 化 し た 。 こ の 阻 害 反 応 を 完 了 し た 後 、 該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 の 、 上 記 洗
浄 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 、 こ の カ ラ ム を 3回 濯 ぎ 、 次 い で 該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 の 、 上 記 遮 断 バ
ッ フ ァ ー を 用 い て 、 こ の カ ラ ム を 3回 溶 出 し て 、 自 己 抗 体 と 結 合 し な か っ た 全 て の 官 能 基
を 、 確 実 に 遮 断 さ せ た 。 各 時 点 に お い て 、 該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 用 い て
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、 該 カ ラ ム を 3回 洗 浄 し た 。 最 後 に 、 該 カ ラ ム 体 積 の 2-5倍 の 中 性 pHバ ッ フ ァ ー を 用 い て 、
こ の カ ラ ム を 溶 出 し て 、 自 己 抗 体 を 充 填 し た カ ラ ム を 調 製 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 図 4に 示 し た 段 階 に 従 っ て 、 先 ず 2.68mgの HepG2 C3A細 胞 を 、 氷 浴 で 処 理 し た ト リ ス 塩 溶
液 (50mMの ト リ ス 、 pH 7.5、 150mM NaCl、 1.5mM PMSF、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 阻 害 剤 )で 2回 濯 い
で 、 培 地 を 除 去 し 、 次 い で 1mlの ト ラ イ ト ン 抽 出 (Triton Extraction)溶 液 (15mMの ト リ ス
、 pH 7.5、 120mM NaCl、 25mM KCl、 2mM EGTA、 0.1mM DTT、 0.5％ ト ラ イ ト ン X-100、 10μ g
/mlの ロ イ ペ ク チ ン 0.5mM PMSF、 お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ 阻 害 剤 )に 添 加 し 、 こ れ を 4℃ に て 3
0分 間 放 置 し た 。 こ の 時 点 で 、 細 胞 は 分 解 し か つ タ ン パ ク を 遊 離 し 始 め た 。 こ の 溶 液 を 14,
000rpmに て 、 4℃ で 15分 間 遠 心 分 離 処 理 (テ ー ブ ル ト ッ プ 式 遠 心 分 離 機 )し 、 固 体 の 、 不 溶
性 細 胞 構 成 物 質 を 除 去 し た 。 上 澄 み を 集 め て 、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
を 行 っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の 集 め ら れ た 細 胞 抽 出 物 を 、 1:10の 比 率 で 、 結 合 バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た 後 、 0.45μ m
の フ ィ ル タ に 通 し て 、 後 の 段 階 に お け る カ ラ ム の 詰 ま り を 防 止 し た 。 こ の サ ン プ ル を IgG
カ ラ ム に 投 入 す る 前 に 、 該 正 常 抗 体 お よ び 患 者 抗 体 充 填 カ ラ ム を 、 1ml/分 な る 流 量 で 、 該
カ ラ ム 体 積 の 10倍 の 結 合 バ ッ フ ァ ー で 洗 っ た 。 次 に 、 こ の 濾 過 処 理 し た 細 胞 抽 出 物 を 、 0.
2ml/分 な る 割 合 で 、 正 常 抗 体 充 填 カ ラ ム に 通 し た 。 該 正 常 抗 体 充 填 カ ラ ム を 、 1ml/分 な る
割 合 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 5-10倍 の 結 合 バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し た 。 こ の 時 点 で 、 該 正 常 抗 体 に
よ り 同 定 さ れ 、 か つ 捕 捉 さ れ た 、 該 細 胞 抽 出 物 中 の 抗 原 は 、 該 カ ラ ム 内 に 残 さ れ て い る で
あ ろ う 。 こ の 段 階 の 目 的 は 、 該 HepG2 C3A細 胞 内 の 非 -特 異 的 抗 原 を 除 去 す る こ と で あ る 。
結 果 と し て 、 こ の カ ラ ム を 通 過 し た 該 細 胞 抽 出 物 は 、 非 -特 異 的 抗 原 を 含 ま な い も の で あ
る 。 得 ら れ た 細 胞 抽 出 液 を 、 患 者 抗 体 充 填 カ ラ ム に 注 入 し た 。 こ の カ ラ ム を 、 1ml/分 な る
割 合 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 5-10倍 の 結 合 バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し た 。 こ の 時 点 で 、 該 細 胞 抽 出 液
中 に 存 在 す る 自 己 抗 原 は 、 患 者 由 来 の 抗 体 に よ っ て 捕 捉 さ れ 、 該 カ ラ ム 内 に 保 持 さ れ る で
あ ろ う 。 図 5に 示 し た よ う に 、 該 細 胞 抽 出 液 を 正 常 抗 体 充 填 カ ラ ム に 通 し た 際 に 、 該 正 常
抗 体 に よ っ て 捕 捉 さ れ た 該 抗 原 は 、 該 カ ラ ム 内 に 保 持 さ れ 、 一 方 正 常 抗 体 に よ り 同 定 か つ
捕 捉 で き る 抗 原 を 含 ま な い 、 該 細 胞 抽 出 液 を 、 患 者 抗 体 充 填 カ ラ ム に 通 し た 際 に は 、 患 者
抗 体 に よ っ て 同 定 か つ 捕 捉 で き る 抗 原 の み が 、 こ の カ ラ ム に よ り 保 持 さ れ る で あ ろ う 。 該
患 者 抗 体 充 填 カ ラ ム に 保 持 さ れ た 該 抗 原 は 、 1ml/分 な る 割 合 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 2-5倍 の
溶 出 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 溶 出 し 、 か つ 回 収 し た 。 ト リ プ シ ン を 用 い た 流 通 式 タ ン パ ク 加 水
分 解 に 掛 け て 、 得 ら れ た ペ プ チ ド を 、 マ ス ス ペ ク ト ル 技 術 を 用 い て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 総 括 す る と 、 本 発 明 は 、 自 己 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 患 者 内 の 自 己 抗 体 を 使
用 し 、 か く し て ス ク リ ー ニ ン グ プ ラ ッ ト ホ ー ム シ ス テ ム を 、 自 己 抗 体 を 充 填 し た ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 、 自 己 抗 体 と 自 己 抗 原 と の 間 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 お よ び 疾 患 関 連 細 胞 系
ま た は 病 態 組 織 由 来 の 抽 出 液 を 用 い て 確 立 す る 。 こ の 方 法 は 、 あ る 疾 患 に 関 連 す る 特 異 的
自 己 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に 応 用 で き る 。 こ の よ う に し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 該
自 己 抗 原 は 、 免 疫 不 全 の 診 断 お よ び 治 療 、 疾 患 の テ ス ト 、 に お い て 広 く 利 用 で き る 。
　 上 記 の よ う な 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 味 す る も の で は な い
。 本 発 明 の 精 神 並 び に 添 付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と 無 し に 、 当 業 者 に よ っ て
な し 得 る あ ら ゆ る 改 良 並 び に 変 更 が 、 本 発 明 の 保 護 範 囲 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る
も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ５ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に よ る 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 説 明 す る た め の 、 フ ロ ー チ ャ ー ト で あ
る 。
【 図 ２ 】 血 清 由 来 の 自 己 抗 体 の 精 製 に つ い て 説 明 す る た め の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ３ 】 自 己 抗 体 を 含 む カ ラ ム の 調 製 を 説 明 す る た め の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
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【 図 ４ 】 本 発 明 に よ る 、 細 胞 抽 出 液 由 来 の 自 己 抗 原 の 精 製 並 び に 同 定 を 説 明 す る た め の フ
ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 調 製 し た 、 正 常 抗 体 充 填 カ ラ ム お よ び
患 者 抗 体 充 填 カ ラ ム の 、 ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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