
(57)【要約】

本発明は、個体において抗体特異的プロファイルを決定

する方法を提供する。この特異的プロファイルは、自己

抗原、アレルゲン、移植片抗原などの複数の抗原および

/またはエピトープに対する個体の免疫反応を明らかに

している。抗体特異的プロファイルは、抗体を含有する

患者試料のアレイへの結合により決定される。このアレ

イは、抗原およびエピトープを含むことができる。本発

明は更に、自己免疫疾患、アレルギーおよび移植片拒絶

反応を含む免疫関連疾患の、遺伝子によるまたは個体化

された診断および治療のいずれかの開発において使用す

ることができる、抗原またはエピトープ特異的プロファ

イルを決定する手段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 】
疾 患 が イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 で な い 、 免 疫 関 連 疾 患 患 者 に お け る 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ
ル を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
(a)少 な く と も 2種 の 疾 患 関 連 抗 原 エ レ メ ン ト を 含 む 抗 原 ア レ イ を 調 製 す る 段 階 で あ り 、 各
抗 原 エ レ メ ン ト が 少 な く と も 1種 の 免 疫 学 的 エ ピ ト ー プ を 更 に 含 む 段 階 ；
(b)段 階 (a)の 抗 原 ア レ イ を 、 抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ る 段 階 ；
(c)段 階 (b)の 患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 し て い る ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 を 同 定 す る 段 階 ；
な ら び に
(d)段 階 (c)の 疾 患 関 連 抗 原 に 結 合 し た 抗 体 を 、 (1)段 階 (a)の ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 に 結
合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が 疾 患 に 関 連 す る こ と が わ か っ て い る 段 階 、
お よ び 、 (2)段 階 (a)の ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り
、 抗 体 が 疾 患 に 関 連 し な い 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
免 疫 関 連 疾 患 が 、 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
免 疫 関 連 疾 患 が 、 ア レ ル ギ ー で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
免 疫 関 連 疾 患 が 、 移 植 片 拒 絶 反 応 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
患 者 が 、 臨 床 症 状 を 発 症 し て い な い 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
患 者 が 、 臨 床 症 状 を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
自 己 免 疫 疾 患 が 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
自 己 免 疫 疾 患 が 、 多 発 性 硬 化 症 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 原 が 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 DNA、 RNA、 脂 質 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 分
子 、 リ ン 酸 化 修 飾 を 伴 う ポ リ ペ プ チ ド 、 シ ト ル リ ン 修 飾 を 伴 う ポ リ ペ プ チ ド 、 多 糖 ま た は
他 の 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
抗 原 ア レ イ が 、 マ イ ク ロ ア レ イ で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 原 ア レ イ が 、 ア ド レ ス 指 定 可 能 な エ レ メ ン ト を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
抗 原 ア レ イ が 、 低 密 度 ア レ イ で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
抗 原 ア レ イ が 、 高 密 度 ア レ イ で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
患 者 試 料 が 、 血 液 試 料 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
患 者 試 料 が 、 脳 脊 髄 液 試 料 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
患 者 試 料 が 、 滑 液 試 料 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
患 者 試 料 が 、 自 己 免 疫 疾 患 病 変 か ら 採 取 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
抗 体 特 異 的 パ ネ ル を 含 む 、 抗 体 に 結 合 さ れ た 抗 原 を 1種 ま た は 複 数 含 有 す る 治 療 的 物 質 を
投 与 す る こ と に よ り 、 患 者 を 治 療 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
免 疫 関 連 疾 患 患 者 に お け る 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階
を 含 む 方 法 ：
(a)少 な く と も 1種 の エ ピ ト ー プ エ レ メ ン ト を 含 む エ ピ ト ー プ エ レ メ ン ト ア レ イ を 調 製 す る
段 階 ；
(b)段 階 (a)の エ ピ ト ー プ ア レ イ を 、 抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ る 段 階 ；
(c)段 階 (b)の 患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 し て い る ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る
段 階 ； な ら び に
(d)段 階 (c)の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し た 抗 体 を 、 (1)段 階 (a)の ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 エ
ピ ト ー プ に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が 疾 患 に 関 連 す る こ と が わ か っ
て い る 段 階 、 お よ び (2)段 階 (a)の ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し て い る 抗 体 と 比
較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が 疾 患 に 関 連 し な い よ う な 段 階 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ア レ イ が 、 マ イ ク ロ ア レ イ で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
免 疫 関 連 疾 患 が 、 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
免 疫 関 連 疾 患 が 、 ア レ ル ギ ー で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
免 疫 関 連 疾 患 が 、 移 植 片 拒 絶 反 応 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
患 者 が 、 臨 床 症 状 を 発 症 し て い な い 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
患 者 が 、 臨 床 症 状 を 有 す る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
(a)(1)少 な く と も 2種 の 疾 患 関 連 抗 原 を 含 む 抗 原 ア レ イ を 調 製 す る 段 階 で あ り 、 こ こ で 各
抗 原 エ レ メ ン ト が 少 な く と も 1種 の 免 疫 学 的 エ ピ ト ー プ を 更 に 含 む 段 階 、 (2)段 階 (1)の 抗
原 ア レ イ を 、 抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ る 段 階 、 (3)段 階 (2)の 患 者 試 料
内 の 抗 体 に 結 合 す る ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 を 同 定 す る 段 階 、 (4)段 階 (3)の 疾 患 関 連 抗 原
に 結 合 し た 抗 体 を 、 (i)段 階 (1)の ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る
段 階 で あ り 、 抗 体 が 疾 患 に 関 連 す る こ と が わ か っ て い る 段 階 、 お よ び 、 (ii)段 階 (1)の ア
レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が 疾 患 に 関 連 し な
い 段 階
を 含 む 、 患 者 の 抗 原 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 段 階 ；
(b)段 階 (a)の 抗 原 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 基 に 、 患 者 に 特 異 的 な 治 療 法 を 設 計 す る 段 階 で あ
り 、 (1)患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 さ れ た 抗 原 を 決 定 す る 段 階 、 お よ び (2)1種 ま た は 複 数 の
抗 原 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
患 者 に 投 与 さ れ る 抗 原 が 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 DNA、 RNA、 脂 質 、 グ リ
コ シ ル 化 さ れ た 分 子 、 リ ン 酸 化 修 飾 を 伴 う ポ リ ペ プ チ ド 、 シ ト ル リ ン 修 飾 を 伴 う ポ リ ペ プ
チ ド 、 多 糖 ま た は 他 の 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
患 者 に 投 与 さ れ る 抗 原 が 、 前 記 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
核 酸 が DNAで あ る 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
(a)(1)エ ピ ト ー プ ア レ イ を 調 製 す る 段 階 、 (2)段 階 (1)の エ ピ ト ー プ ア レ イ を 、 抗 体 を 含 有
す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ る 段 階 、 (3)段 階 (2)の 患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 す る ア レ
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イ 内 の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 段 階 、 (4)段 階 (3)の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し た
抗 体 を 、 (i)段 階 (1)の ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階
で あ り 、 抗 体 が 疾 患 に 関 連 す る こ と が わ か っ て い る 段 階 、 お よ び 、 (ii)段 階 (1)の ア レ イ
内 の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が 疾 患 に 関 連 し
な い 段 階
を 含 む 、 患 者 の エ ピ ト ー プ 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 段 階 ；
(b)段 階 (a)の エ ピ ト ー プ 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 基 に 、 患 者 に 特 異 的 な 治 療 法 を 設 計 す る 段
階 で あ り (1)患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 さ れ た エ ピ ト ー プ を 決 定 す る 段 階 、 お よ び (2)1種 ま
た は 複 数 の エ ピ ト ー プ を 患 者 に 投 与 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ １ 】
患 者 に 投 与 さ れ る エ ピ ト ー プ が 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 DNA、 RNA、 脂 質
、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 分 子 、 リ ン 酸 化 修 飾 を 伴 う ポ リ ペ プ チ ド 、 シ ト ル リ ン 修 飾 を 伴 う ポ
リ ペ プ チ ド 、 多 糖 ま た は 他 の 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
患 者 に 投 与 さ れ る エ ピ ト ー プ が 、 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 形 態 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
核 酸 が DNAで あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 (IDDM、 自 己 免 疫 性 糖 尿 病 )患 者 に お い て 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル
を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
(a)少 な く と も 4種 の IDDM関 連 抗 原 を 含 む 抗 原 ア レ イ を 調 製 す る 段 階 で あ り 、 各 抗 原 エ レ メ
ン ト が 少 な く と も 1種 の 免 疫 学 的 エ ピ ト ー プ を 更 に 含 む 段 階 ；
(b)段 階 (a)の IDDM抗 原 ア レ イ を 、 抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ る 段 階 ；
(c)段 階 (b)の 患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 す る ア レ イ 内 の IDDM関 連 抗 原 を 同 定 す る 段 階 ；
(d)段 階 (c)の 疾 患 関 連 抗 原 に 結 合 し た 抗 体 を 、 (1)段 階 (a)の ア レ イ 内 の IDDM関 連 抗 原 に 結
合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が IDDMに 関 連 す る こ と が わ か っ て い る 段 階 、
お よ び (2)段 階 (a)の ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、
抗 体 が IDDMに 関 連 し な い 段 階 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 (IDDM、 自 己 免 疫 性 糖 尿 病 )患 者 に お い て 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル
を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
(a)少 な く と も 4種 の IDDM関 連 エ ピ ト ー プ エ レ メ ン ト を 含 む エ ピ ト ー プ ア レ イ を 調 製 す る 段
階 ；
(b)段 階 (a)の エ ピ ト ー プ ア レ イ を 、 抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ る 段 階 ；
(c)段 階 (b)の 患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 す る ア レ イ 内 の IDDM関 連 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 段 階
；
(d)段 階 (c)の IDDM関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し た 抗 体 を 、 (1)段 階 (a)の ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 エ
ピ ト ー プ に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が IDDMに 関 連 し な い 段 階 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 (IDDM、 自 己 免 疫 糖 尿 病 )を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を
含 む 方 法 ：
(a)(1)少 な く と も 4種 の IDDM関 連 抗 原 を 含 む 抗 原 ア レ イ を 調 製 す る 段 階 で あ り 、 各 抗 原 エ
レ メ ン ト が 少 な く と も 1種 の 免 疫 学 的 抗 原 を 更 に 含 む 段 階 、 (2)段 階 (1)の 抗 原 ア レ イ を 、
抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ る 段 階 、 (3)段 階 (2)の 患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結
合 す る ア レ イ 内 の IDDM関 連 抗 原 を 同 定 す る 段 階 、 (4)段 階 (3)の IDDM関 連 抗 原 に 結 合 し た 抗
体 を 、 (i)段 階 (1)の ア レ イ 内 の IDDM関 連 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、
抗 体 が IDDMに 関 連 す る こ と が わ か っ て い る 段 階 、 お よ び (ii)段 階 (1)の ア レ イ 内 の IDDM関
連 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が IDDMに 関 連 し な い 段 階
を 含 む 、 患 者 の 抗 原 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 段 階 ；
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(b)段 階 (a)の 抗 原 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 基 に 、 患 者 に 特 異 的 な 治 療 法 を 設 計 す る 段 階 で あ
り 、 (1)患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 さ れ た 抗 原 を 決 定 す る 段 階 、 お よ び (2)1種 ま た は 複 数 の
抗 原 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 (IDDM、 自 己 免 疫 糖 尿 病 )を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を
含 む 方 法 ：
(a)(1)少 な く と も 4種 の IDDM関 連 エ ピ ト ー プ エ レ メ ン ト を 含 む エ ピ ト ー プ ア レ イ を 調 製 す
る 段 階 、 (2)段 階 (1)の エ ピ ト ー プ ア レ イ を 、 抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ
る 段 階 、 (3)段 階 (2)の 患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 す る ア レ イ 内 の IDDM関 連 エ ピ ト ー プ を 同 定
す る 段 階 、 (4)段 階 (3)の IDDM関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し た 抗 体 を 、 (i)段 階 (1)の ア レ イ 内 の
IDDM関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が IDDMに 関 連 す る こ
と が わ か っ て い る 段 階 、 お よ び (ii)段 階 (1)の ア レ イ 内 の IDDM関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し て
い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 が IDDMに 関 連 し な い 段 階
を 含 む 、 患 者 の エ ピ ト ー プ 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 段 階 ；
(b)段 階 (a)の エ ピ ト ー プ 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 基 に 、 患 者 に 特 異 的 な 治 療 法 を 設 計 す る 段
階 で あ り 、 (1)患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 さ れ た エ ピ ト ー プ を 決 定 す る 段 階 、 お よ び (2)1種
ま た は 複 数 の エ ピ ト ー プ を 患 者 に 投 与 す る 段 階 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
免 疫 系 の 驚 く べ き 複 雑 さ は 、 そ の 最 大 の 強 み で あ る 。 10 1 2 ～ 10 1 4 種 の 可 能 性 の あ る 抗 体 特
異 性 、 様 々 な 調 節 細 胞 と エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 間 の 精 巧 な 相 互 作 用 、 MHC抗 原 に よ る T細 胞 反
応 の 拘 束 ； こ れ ら は 全 て 、 異 物 と し て 認 識 さ れ た 感 染 性 物 質 お よ び 他 の 抗 原 に 対 し 効 果 的
に 反 応 す る 宿 主 の 能 力 に 寄 与 し て い る 。 し か し こ の 多 様 性 に は 欠 点 が あ る 。 誤 り が 生 じ ；
反 応 の 標 的 が 、 正 常 な 自 己 タ ン パ ク 質 と な り ； 炎 症 反 応 が 誤 っ て 調 節 さ れ ； か つ 、 望 ま し
く な い こ と に 、 正 常 な 反 応 が 移 植 片 お よ び 移 植 さ れ た 細 胞 に 対 し 向 け ら れ る こ と が あ る 。
こ れ ら の 状 況 下 に お い て 、 こ の シ ス テ ム の 複 雑 性 は 、 診 断 お よ び 治 療 を 極 め て 困 難 な も の
と し て い る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
ほ と ん ど の 自 己 免 疫 疾 患 、 ア ト ピ ー 症 状 お よ び 望 ま し く な い 免 疫 応 答 に つ い て 、 有 効 な 診
断 的 血 液 検 査 ま た は 治 療 薬 は 存 在 し な い 。 例 え ば 、 現 在 の 治 療 戦 略 は 、 全 身 に 及 ぶ 免 疫 抑
制 を 基 本 と す る こ と が 多 い 。 こ の 治 療 は 抗 原 特 異 性 で は な い の で 、 結 果 的 に は 、 免 疫 機 能
が 全 般 的 に 低 下 し 、 感 染 症 お よ び 疾 患 に 罹 患 し や す く な る 。 従 っ て 、 抗 原 特 異 的 な 診 断 お
よ び 特 に 望 ま し く な い 免 疫 反 応 は 停 止 す る が 、 残 り の 免 疫 系 は 無 傷 の ま ま 残 す 寛 容 療 法 の
臨 床 的 必 要 性 は 極 め て 大 き い 。 し か し 抗 原 特 異 的 療 法 を 提 供 す る に は 、 反 応 性 細 胞 の 抗 原
特 異 性 を 定 義 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
自 己 免 疫 疾 患 に お け る 抗 原 性 標 的 を 定 義 す る こ と の 重 要 性 は 、 一 部 こ れ ら の 疾 患 の 進 行 に
関 連 す る 。 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 (MS)お よ び 実 験 的 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 (EAE)の よ う な 神 経
変 性 疾 患 に お け る 免 疫 反 応 は 、 例 え ば ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 、 ミ エ リ ン 乏 突 起 膠 細 胞
糖 タ ン パ ク 質 、 プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 、 お よ び 様 々 な 他 の ミ エ リ ン 抗 原 の よ う な 、 1
種 ま た は 複 数 の ミ エ リ ン 鞘 タ ン パ ク 質 に 対 し て 方 向 づ け ら れ る 。 こ の 疾 患 が 進 行 す る に つ
れ て 、 開 始 抗 原 に 対 す る 反 応 性 は 消 失 し 、 か つ 新 た な 免 疫 反 応 性 の 整 然 と し か つ 定 義 可 能
な セ ッ ト が 生 じ る 。 時 間 経 過 と 共 に 、 抗 原 特 異 的 自 己 免 疫 反 応 が 、 「 分 子 内 エ ピ ト ー プ 伸
展 」 と 称 さ れ る よ う な ひ と つ の タ ン パ ク 質 上 の 様 々 な エ ピ ト ー プ へ と 拡 大 す る か 、 ま た は
「 分 子 間 エ ピ ト ー プ 伸 展 」 と 称 さ れ る よ う な 別 の 構 造 タ ン パ ク 質 の 別 の エ ピ ト ー プ へ と 拡
大 す る こ と が で き る 。 ひ と つ の エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 化 に よ り 開 始 さ れ た EAEの 経 過 の
間 、 分 子 内 お よ び 分 子 間 の 両 エ ピ ト ー プ 伸 展 が 、 自 己 免 疫 反 応 を 、 開 始 抗 原 上 の 他 の エ ピ
ト ー プ に 対 す る お よ び 他 の ミ エ リ ン 抗 原 に 対 す る 検 出 可 能 な T細 胞 反 応 を 包 含 す る よ う に
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発 展 さ せ る (Steinman、 、 189:1021-1024(1999)参 照 )。
【 ０ ０ ０ ４ 】
Touhyら に よ り 説 明 さ れ た よ う に ( 、 189:1033-1042(1999))、 患 者 は 、 初 期 免
疫 反 応 時 に 認 識 さ れ た ミ エ リ ン エ ピ ト ー プ に 対 す る 反 応 性 を 失 い 、 か つ 他 の ミ エ リ ン エ ピ
ト ー プ に 対 す る T細 胞 免 疫 反 応 性 を 示 し た 。 そ の 疾 患 は 、 臨 床 的 に 進 行 し 、 か つ そ の 後 慢
性 化 す る 段 階 に 侵 入 す る の で 、 自 己 免 疫 に お け る 開 始 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 は 、 結 局
は 消 失 す る 。 し か し 重 要 な 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 依 然 慢 性 疾 患 状 態 に お い て 認 め ら れ 、
か つ こ れ ら は 抗 原 特 異 的 療 法 の 手 掛 か り を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
抗 原 特 異 的 療 法 が 提 供 さ れ る 前 に 、 よ り 正 確 で ハ イ ス ル ー プ ッ ト の 診 断 法 に 加 え 、 特 異 的
免 疫 抑 制 剤 を 送 達 す る 手 段 が 必 要 と さ れ る 。 T細 胞 受 容 体 は 適 当 な 主 要 組 織 適 合 性 タ ン パ
ク 質 に 結 合 し た 場 合 の み 抗 原 を 認 識 す る た め に 、 自 己 免 疫 疾 患 に 対 す る 強 力 な T細 胞 成 分
が 存 在 す る よ う な 場 合 の 診 断 の 実 現 は 、 特 に 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
T細 胞 の 同 源 抗 原 の 正 確 な 同 定 は 依 然 難 問 で あ る が (Altmanら 、 、 274(5284):94-6(
1996)参 照 )、 抗 体 特 異 的 な 血 清 型 分 類 の た め の 技 術 は 存 在 す る 。 特 定 の 特 異 性 を 伴 う 抗 体
の 検 出 に 関 し て 、 当 技 術 分 野 に お い て 多 く の ア ッ セ イ 法 が 公 知 で あ り か つ 使 用 さ れ て お り
、 こ れ は ELISA、 RIA、 競 合 的 お よ び 非 競 合 的 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 、 例 え ば 多 孔 質 支 持
体 上 の 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 (米 国 特 許 第 5,486,452号 参 照 )な ど を 含 む 。 例 え ば 、 Atassi
ら の 米 国 特 許 第 5,578,496号 (1996)は 、 標 的 抗 原 由 来 の 重 複 す る ペ プ チ ド を 使 用 す る 固 相
放 射 免 疫 ア ッ セ イ 法 に よ り 、 自 己 抗 体 の 細 か い 特 異 性 を 定 義 し て い る 。 同 様 に Harleyの 米
国 特 許 第 5,637,454号 (1997)に よ り 、 SSAタ ン パ ク 質 に 対 す る 自 己 抗 体 の 特 異 性 を 決 定 す る
た め の 、 固 相 抗 ペ プ チ ド ア ッ セ イ 法 が 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
抗 原 特 異 的 反 応 を 目 的 と し た 療 法 が 開 発 さ れ て い る 。 場 合 に よ っ て は 、 ペ プ チ ド は 、 そ の
抗 原 に 対 す る 寛 容 を 誘 導 す る 方 法 で 宿 主 へ 送 達 さ れ る 。 例 え ば ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質
を 改 変 し た ペ プ チ ド に よ る MSの 治 療 に 関 す る 第 II相 臨 床 試 験 が 実 施 さ れ て い る 。 こ の 臨 床
試 験 の 結 果 は 、 Kapposら の 論 文 ( 、 6:1176-1182(2000))； お よ び 、 Bielek
ovaら の 論 文 ( 、 6:1167-1175(2000))に 説 明 さ れ て い る 。 変 更 さ れ た ペ プ チ ド リ
ガ ン ド と し て 作 用 す る 微 生 物 ペ プ チ ド は 、 Ruizら の 論 文 ( 、 189:1275-1283(1
999))に 説 明 さ れ て い る 。 自 己 免 疫 反 応 に よ り 標 的 化 さ れ た 精 製 ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 の 送
達 も 、 EAE治 療 に お け る 効 能 を 明 ら か に し て い る (Critchfieldら 、 、 263:1139-43(
1994))。 自 己 抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 抗 原 特 異 的 免 疫 抑 制 を 促 進 す る た め に 使 用 す
る こ と も で き る 。 Ruizら ( 、 162:3336-3341(1999))は 、 ミ エ リ ン プ ロ テ オ リ ピ
ド タ ン パ ク 質 の 優 位 な エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ミ ニ 遺 伝 子 で ワ ク チ ン 処 置 し 、 疾 患 を 予 防
す る こ と を 明 ら か に し て い る 。 Garrenら (2001)は 、 4種 の 抗 原 を コ ー ド す る ミ ニ 遺 伝 子 の
カ ク テ ル で ワ ク チ ン 処 置 し 、 活 動 期 の 疾 患 の 予 防 お よ び 治 療 を 増 強 す る こ と を 明 ら か に し
て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
臨 床 的 病 態 に お い て 免 疫 細 胞 に よ り 認 識 さ れ て い る 自 己 抗 原 レ パ ー ト リ ー の 正 確 か つ 迅 速
に 診 断 を 行 う 方 法 、 お よ び こ の 知 識 の 特 定 の 治 療 理 学 療 法 へ の 解 釈 に つ い て は 、 ま だ 満 た
さ れ て い な い 必 要 性 が 存 在 す る 。 本 発 明 は こ の 問 題 点 に 対 処 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 の 目 的 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 免 疫 関 連 疾 患 患 者 に お け る 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル
を 決 定 す る 新 規 方 法 に よ り 達 成 さ れ る ： (a)少 な く と も 2種 の 疾 患 関 連 抗 原 を 含 む 抗 原 ア レ
イ を 調 製 す る 段 階 で あ り 、 抗 原 は 、 1種 ま た は 複 数 の 免 疫 学 的 エ ピ ト ー プ を 更 に 含 む 段 階
； (b)段 階 (a)の 抗 原 ア レ イ を 、 抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ る 段 階 ； (c)
段 階 (b)の 患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 す る マ イ ク ロ ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 を 同 定 す る 段 階
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； (d)段 階 (c)の 疾 患 関 連 抗 原 に 結 合 し た 抗 体 を 、 (1)段 階 (a)の マ イ ク ロ ア レ イ 内 の 疾 患 関
連 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 は 疾 患 に 関 連 す る こ と が わ か っ て
い る 段 階 、 お よ び (2)段 階 (a)の マ イ ク ロ ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 と 比
較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 は 疾 患 に 関 連 し な い 段 階 。 本 発 明 の 目 的 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、
免 疫 関 連 疾 患 の 患 者 に お け る 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 新 規 方 法 に よ り 達 成 さ れ
る ： (a)1種 ま た は 複 数 の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ を 含 む エ ピ ト ー プ ア レ イ を 調 製 す る 段 階 ； (b
)段 階 (a)の エ ピ ト ー プ ア レ イ を 、 抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 と 物 理 的 に 接 触 さ せ る 段 階 ； (c
)段 階 (b)の 患 者 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 す る マ イ ク ロ ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ を 同 定 す
る 段 階 ； (d)段 階 (c)の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し た 抗 体 を 、 (1)段 階 (a)の マ イ ク ロ ア レ
イ 内 の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 は 疾 患 に 関 連
す る こ と が わ か っ て い る 段 階 、 お よ び (2)段 階 (a)の マ イ ク ロ ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー
プ に 結 合 し て い る 抗 体 と 比 較 す る 段 階 で あ り 、 抗 体 は 疾 患 に 関 連 し な い 段 階 。 抗 体 特 異 的
プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 新 規 方 法 は 更 に 、 当 業 者 に 、 場 合 に 応 じ 、 抗 原 プ ロ フ ァ イ ル ま た
は エ ピ ト ー プ プ ロ フ ァ イ ル も 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 免 疫 関 連 疾 患 の 診
断 な ら び に 特 異 的 療 法 の 設 計 お よ び 選 択 の た め に 使 用 さ れ る 。 よ り 詳 細 に 述 べ る と 、 抗 体
特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と に 関 連 し た 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 多 発 性 硬 化 症  (MS)
、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ (RA)、 自 己 免 疫 糖 尿 病 、 全 身 性 エ リ ス マ ト ー デ ス (SLE)、 筋 炎 、 強 皮
症 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 (PBC)、 重 症 筋 無 力 症 (MG)、 多 発 性 軟 骨 炎 、 お よ
び 組 織 移 植 片 拒 絶 反 応 な ど の 免 疫 関 連 疾 患 を 含 む 、 自 己 免 疫 疾 患 の た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。 更 に 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 方 法 は 、 ア レ ル ギ ー に お い て 使 用 さ れ る
。 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 決 定 は 、 こ れ ら の 抗 体 の 詳 細 な 結 合 分 析 に よ
る 、 患 者 血 清 中 に 存 在 す る 疾 患 関 連 抗 体 の ス ペ ク ト ル の 作 成 で あ る 。 こ の 抗 体 特 異 的 プ ロ
フ ァ イ ル は 、 1種 ま た は 複 数 の エ ピ ト ー プ を 有 す る 1種 ま た は 複 数 の 抗 原 に 向 け ら れ た 、 個
人 の 複 合 免 疫 反 応 を 明 ら か に す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 は 、 免 疫 関 連 障 害 を 発 症 し て い る 可 能 性 が 高 い が ま だ 症 状 が 顕 在 化 し て い な い 患 者
を 同 定 す る た め に 、 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
同 じ く 本 発 明 は 、 疾 患 の よ り 重 症 な 形 を 発 症 す る 可 能 性 が 高 い 患 者 を 同 定 し 、 患 者 の 抗 体
特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 基 に よ り 攻 撃 的 療 法 の 選 択 を 可 能 に す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 は 更 に 、 抗 原 特 異 的 療 法 お よ び 抗 原 非 特 異 的 療 法 を 含 む 、 治 療 法 を 設 計 す る 方 法 も
提 供 す る 。 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 抗 原 特 異 的 療 法 は 、 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 基 に 選
択 さ れ る 。 患 者 の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 B細 胞 お よ び T細 胞 の 両 方 が 媒 介 し た 反 応 に
関 す る 情 報 を 提 供 す る 。 抗 原 特 異 的 治 療 の 個 々 に 合 わ せ ら れ た カ ク テ ル は 、 患 者 の 特 異 的
プ ロ フ ァ イ ル を 基 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 に お い て 、 同 じ 免 疫 障 害 を 有 す る
患 者 間 の 共 通 の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル 一 致 の 同 定 は 、 そ の 疾 患 を 持 つ 患 者 を 治 療 す る た
め の 一 般 的 抗 原 特 異 的 療 法 の 製 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
更 に 別 の 本 発 明 の 局 面 に お い て は 、 免 疫 関 連 障 害 に 関 す る 治 療 を 受 け て い る 患 者 に お い て
治 療 的 反 応 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 方 法 が あ る 。 治
療 的 反 応 は 、 抗 体 標 的 に お け る 変 化 (す な わ ち 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ プ ロ フ ァ イ ル )、 抗
体 力 価 の 変 化 、 抗 体 ア イ ソ タ イ プ の 変 化 、 お よ び 抗 体 認 識 の 大 規 模 パ タ ー ン の 変 化 を 含 む
、 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル の 変 更 を 基 に 評 価 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 特 異 的 プ ロ
フ ァ イ ル は 、 個 々 の 患 者 に お け る 有 害 な 結 果 を 予 測 し 、 こ れ に よ り 代 替 療 法 の 選 択 を 可 能
に す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
別 の 局 面 に お い て 、 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 疾 患 に 関 連 し た 新 規 抗 原 お よ び 疾 患 に 関
連 し た 新 規 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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態 様 の 詳 細 な 説 明
ひ と つ の 態 様 に お い て 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 決 定 は 、 こ れ ら の 抗 体 の 詳 細 な 結 合 分 析 に よ り
、 患 者 血 清 中 に 存 在 す る 疾 患 関 連 抗 体 で 行 わ れ る 。 こ の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 自 己
抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 移 植 片 抗 原 な ど の 複 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 個 体 の 免 疫 反 応 を 明 ら か
に し て い る 。 こ の よ う な 抗 体 ま た は 抗 原 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ
ー お よ び 移 植 片 拒 絶 反 応 を 含 む 、 免 疫 関 連 疾 患 の 個 別 化 さ れ た 診 断 お よ び 治 療 の 開 発 に お
い て 用 い ら れ る 。 エ ピ ト ー プ 伸 展 、 抗 原 特 異 性 、 お よ び 定 量 的 結 合 デ ー タ を 追 跡 す る こ と
に よ り 、 疾 患 の 病 期 お よ び 進 行 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 は 、 自 己 反 応 性 T細 胞 反 応 の 特 異 性 と 相 関 す る こ と が で き る こ と は
わ か っ て い る 。 い く つ か の ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 、 自 己 免 疫 T細 胞 お よ び B細 胞 反 応 は
、 同 じ 免 疫 優 性 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 自 己 免 疫 疾 患 に お け る B細 胞 お よ び T細 胞 反 応 の
細 か い 特 異 性 の 間 に 不 一 致 が あ る よ う な こ れ ら の 場 合 に お い て 、 個 体 が 自 己 反 応 す る も の
に 対 す る 特 異 的 自 己 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 能 力 は 、 自 己 免 疫 反 応 の 特 異 性 お よ び 進 化 を 研
究 し 、 か つ 適 し た 抗 原 特 異 的 治 療 を 選 択 す る の に 十 分 で あ る こ と が で き る 。 個 々 の 患 者 に
お け る 自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 の 知 識 は 、 早 期 診 断 を 促 進 し 、 予 後 の 指 標 と し て 提 供 さ れ 、
か つ 適 当 な 抗 原 特 異 的 寛 容 療 法 の 開 発 お よ び 選 択 を 導 く 上 で の 助 け と な る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
自 己 免 疫 糖 尿 病 、 全 身 性 エ リ ス マ ト ー デ ス (SLE)、 重 症 筋 無 力 症 、 お よ び グ レ ー ブ ズ 病 を
含 む あ る 種 の 自 己 免 疫 疾 患 に 関 し て 、 1種 ま た は 2種 の 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 反 応 性
の 検 出 は 、 診 断 で の 実 用 性 が あ る 。 あ る 種 の 抗 体 反 応 性 は 更 に 、 予 後 判 定 で の 実 用 性 が あ
る こ と も 明 ら か に さ れ た 。 例 え ば 、 DNAに 対 す る 自 己 抗 体 は 、 SLEの 一 部 の モ デ ル に お い て
病 原 性 で あ り 、 一 般 に は 腎 の 関 与 が 関 連 づ け ら れ て お り 、 か つ そ れ ら の 力 価 は 頻 繁 に 疾 患
活 動 度 と 相 関 し て い る 。 多 発 性 筋 炎 の 場 合 、 Jo-1自 己 抗 体 は 、 数 ヶ 月 か ら 数 年 に わ た り 臨
床 疾 患 に 先 行 す る こ と が 多 く 、 か つ 間 質 性 肺 疾 患 の 発 症 お よ び 予 後 不 良 を 予 想 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 は 、 そ の 臨 床 の 症 状 発 現 に 関 し て 極 め て 雑 多 で あ る 。 例 え ば 、 SLE患 者
は 、 患 者 毎 に 変 動 す る 臨 床 疾 患 の ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 あ る 患 者 は 、 そ れ ら の 皮 膚 お よ び
関 節 の 症 状 発 現 に 主 に 関 連 す る 疾 患 を 有 す る 一 方 で 、 他 の 患 者 は 、 心 お よ び 肺 に 液 体 貯 留
(漿 膜 炎 )を 引 き 起 す 疾 患 を 有 し 、 同 時 に 他 の 患 者 は 、 主 に 腎 お よ び 脳 に 影 響 を 及 ぼ す 疾 患
を 有 す る 。 多 発 性 硬 化 症 に お い て 、 あ る 患 者 は 、 能 力 障 害 と な ら な い 良 性 の 経 過 を 辿 る 再
発 -寛 解 す る （ relapsing-remitting） 疾 患 を 有 す る 一 方 で 、 別 の 患 者 は 麻 痺 お よ び 能 力 障
害 を 引 き 起 す 慢 性 進 行 性 疾 患 に 発 展 す る 再 発 -寛 解 す る 疾 患 を 最 初 に 有 し 、 更 に 別 の 群 は
、 開 始 時 か ら 慢 性 進 行 性 疾 患 を 発 症 す る 。 お そ ら く 、 こ れ ら の 各 疾 患 の 異 な る 臨 床 形 は 、
個 別 の 疾 患 亜 型 を 表 わ し 、 こ こ で 自 己 免 疫 反 応 は 、 異 な る 自 己 抗 原 に 対 し て 方 向 付 け ら れ
、 か つ こ れ は 特 異 的 療 法 に 対 し て 示 差 的 に 反 応 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の ひ と つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 患 者 試 料 由 来 の 抗 体 の 、 ペ
プ チ ド が 抗 原 の エ ピ ト ー プ 候 補 に 対 応 し て い る ア レ イ を 含 む 抗 原 へ の 結 合 に よ り 決 定 さ れ
る 。 少 量 の 試 料 は 、 多 数 の 異 な る ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 十 分 で あ る 。 こ の ア
レ イ は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 全 タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 断 片 の 個 々 の ス ポ ッ
ト を 含 む こ と が で き 、 こ こ で こ れ ら の 断 片 は 、 完 全 な タ ン パ ク 質 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 部
分 的 代 表 を 包 含 し て い る 重 複 す る ペ プ チ ド で あ る こ と が で き 、 こ れ は 公 知 の 免 疫 優 性 な ペ
プ チ ド を 含 む こ と が あ る 。 こ の ア レ イ は 更 に 、 一 本 鎖 DNA、 二 本 鎖 DNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 RNA、 脂 質 、 糖 質 ま た は 他 の 分 子 を 含 む 他 の 分 子 の ス ポ ッ ト を 含 む こ と が あ る 。 自 己
免 疫 疾 患 の 場 合 、 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 抗 原 特 異 的 ワ ク チ ン ま た は 治 療 に 対 す る 抗
体 反 応 を モ ニ タ リ ン グ お よ び /ま た は 予 想 す る 手 段 を 提 供 し 、 こ の ワ ク チ ン も し く は 治 療
は 、 DNA、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 分 子 に 基 づ く こ と が で き る 。 こ の 抗 体 反 応 プ
ロ フ ァ イ ル は 、 有 効 な 療 法 が 患 者 に 送 達 さ れ て い る か ど う か を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
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抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル か ら 得 ら れ た 情 報 を 用 い 、 治 療 を モ ニ タ リ ン グ し 、 治 療 法 を 修 飾
し 、 か つ 更 に 治 療 薬 の 選 択 を 最 適 化 す る 。 こ の 方 法 に よ り 、 治 療 お よ び /ま た は 診 断 方 法
は 、 治 療 の 経 過 に わ た り 異 な る 時 点 で 得 ら れ た こ の 特 異 的 デ ー タ に 従 い 個 別 化 お よ び テ ー
ラ ー メ イ ド に す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 個 体 に 適 し て い る 療 法 が 提 供 さ れ る 。 加 え て 患
者 試 料 は 、 分 析 の た め に 治 療 プ ロ セ ス の 途 中 の い ず れ か の 時 点 で 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
分 析 の た め の 試 料 を 提 供 す る 哺 乳 類 種 は 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ な ど 、 な ら び
に 霊 長 類 、 特 に ヒ ト を 含 む 。 動 物 モ デ ル 、 特 に 小 型 哺 乳 類 、 例 え ば マ ウ ス 、 ウ サ ギ な ど は
、 実 験 研 究 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 関 心 対 象 の 動 物 モ デ ル は 、 自 己 免 疫 、 移 植 片
拒 絶 反 応 な ど の モ デ ル に 関 す る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
抗 体 、 自 己 抗 体 お よ び T細 胞 受 容 体 ：
免 疫 系 の 抗 原 特 異 性 は 、 抗 体 (ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン )お よ び T細 胞 受 容 体 と し て 公 知 の タ
ン パ ク 質 群 に よ り も た ら さ れ る 。 各 々 は 、 様 々 な ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス お よ び ア イ ソ タ イ プ
に お い て 産 生 さ れ 、 こ れ ら は 当 技 術 分 野 に お い て 全 て 周 知 で あ り 、 か つ 本 発 明 の 目 的 に 関
す る 定 義 に 含 ま れ る 。 遺 伝 子 組 換 え 法 、 お よ び 場 合 に よ っ て は 体 細 胞 変 異 を 通 じ 、 様 々 な
タ ン パ ク 質 配 列 の 非 常 に 大 き い レ パ ー ト リ ー が 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 可 変 領 域 に お い て
作 成 さ れ る 。 こ れ ら の 可 変 領 域 の 非 共 有 結 合 相 互 作 用 は 、 免 疫 系 が 、 多 糖 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 分 子 で あ る 抗 原 に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る 。 従 っ て 抗 体 ま た
は T細 胞 受 容 体 の 「 特 異 性 」 は 、 可 変 領 域 の 抗 原 へ 高 親 和 性 で 結 合 す る 能 力 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
抗 体 の 結 合 部 位 は 、 典 型 的 に は 複 数 の 非 共 有 的 相 互 作 用 を 利 用 し 、 高 親 和 性 結 合 を 実 現 す
る 。 抗 原 の 数 個 の 接 触 残 基 は 、 結 合 ポ ケ ッ ト に 非 常 に 近 接 す る よ う に な り 、 そ の 抗 原 分 子
の 他 の 部 分 も 、 結 合 を 可 能 に す る 立 体 配 座 の 維 持 に 必 要 と さ れ る 。 抗 体 に よ り 結 合 さ れ た
抗 原 の 部 分 は 、 エ ピ ト ー プ と 称 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 エ ピ ト ー プ
は 、 高 親 和 性 結 合 に 十 分 な 抗 原 の 一 部 分 で あ る 。 抗 原 が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 は 、 一 般 に
線 状 エ ピ ト ー プ は 、 長 さ が 少 な く と も 約 7個 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 約 15～ 22個 の ア ミ ノ 酸 長
を 超 え な い と 考 え ら れ る 。 し か し 抗 体 は 、 抗 原 上 の 非 隣 接 残 基 に よ り 形 成 さ れ た 立 体 配 座
依 存 決 定 基 も 認 識 し 、 そ の 結 果 エ ピ ト ー プ は 、 結 合 の た め に 存 在 す る 抗 原 の よ り 大 き い 断
片 を 、 例 え ば タ ン パ ク 質 ま た は リ ボ 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 ド メ イ ン 、 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 、
ま た は タ ン パ ク 質 配 列 の 実 質 的 に 全 て を 必 要 と す る 。 例 え ば ハ プ テ ン の よ う な 別 の 場 合 に
お い て 、 エ ピ ト ー プ は 、 例 え ば ジ ゴ キ シ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン な ど の 、 非 常 に 小 さ い 分 子 で
あ る こ と が で き る 。 全 身 性 エ リ ス マ ト ー デ ス お よ び 他 の 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 、 自 己 抗 体
は 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 核 酸 の 複 合 体 、 ま た は 核 タ ン パ ク 複 合 体 に 結 合 す る こ と も 良 く 確
立 さ れ て い る 。 加 え て 、 自 己 抗 体 は 、 自 己 タ ン パ ク 質 に お け る 翻 訳 後 修 飾 に 対 し て 方 向 づ
け る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 自 己 タ ン パ ク 質 は 、 ゲ ノ ム 内 に コ ー ド さ
れ か つ 生 物 に よ り 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ れ に 対 し て 自 己 抗 体 が 検 出 さ れ る 翻 訳
後 修 飾 の 例 は 、 リ ン 酸 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 お よ び シ ト ル リ ン 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 に 加 え 、 グ
リ コ シ ル 化 に お け る 差 異 を 含 む 。 あ る 疾 患 に お い て 、 自 己 免 疫 反 応 は 、 DNA、 RNA、 脂 質 お
よ び 他 の 分 子 に 対 し 方 向 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
「 特 異 的 」 で あ る と 考 え ら れ る 抗 体 結 合 の 親 和 性 レ ベ ル は 、 一 部 抗 体 ク ラ ス に よ り 決 定 さ
れ 、 例 え ば 、 IgMク ラ ス の 抗 原 特 異 的 抗 体 は 、 例 え ば IgGク ラ ス の 抗 体 よ り も 低 い 親 和 性 を
有 す る 可 能 性 が あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ た よ う に 、 「 特 異 的 」 で あ る 抗 体 相 互 作
用 を 考 慮 す る た め に は 、 こ の 親 和 性 は 、 少 な く と も 約 10 - 7 M、 通 常 約 10 - 8 ～ 10 - 9 Mで あ り 、
か つ 関 心 対 象 の エ ピ ト ー プ に つ い て は 最 大 10 - 1 1 ま た は そ れ よ り も 高 く て よ い 。 当 業 者 に
は 、 「 特 異 性 」 と い う 用 語 は 、 こ の よ う な 高 親 和 性 結 合 を 意 味 し 、 そ の 上 抗 体 が 更 に 他 の
分 子 に は 結 合 す る こ と が で き な い こ と を 意 味 す る こ と は 意 図 さ れ な い こ と が 理 解 さ れ る と
思 わ れ る 。 例 え ば 、 抗 原 の 配 列 ま た は 構 造 の 関 係 に よ り 、 も し く は 抗 体 結 合 ポ ケ ッ ト そ れ
自 身 の 構 造 に よ り 、 様 々 な エ ピ ト ー プ と の 交 差 反 応 性 を 認 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な
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交 差 反 応 性 を 示 し て い る 抗 体 は 、 依 然 と し て 本 発 明 の 目 的 に つ い て 特 異 的 で あ る と 見 な さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
T細 胞 受 容 体 は 、 抗 体 よ り も よ り 複 雑 な 構 造 を 認 識 し 、 か つ 主 要 組 織 適 合 性 抗 原 結 合 ポ ケ
ッ ト お よ び 提 示 さ れ る べ き 抗 原 性 ペ プ チ ド を 必 要 と す る 。 T細 胞 受 容 体 の 結 合 親 和 性 は 、
抗 体 の そ れ よ り も 低 く 、 か つ 一 般 に は 少 な く と も 約 10 - 4 M、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 約 1
0 - 5 Mで あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
自 己 反 応 性 抗 体 、 ま た は 自 己 抗 体 、 お よ び T細 胞 受 容 体 は 、 宿 主 に 存 在 す る 分 子 、 一 般 に
は 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 に お い て は 宿 主 に 通 常 存 在 す る 分 子 に 、 も し く は あ る 種 の 癌 症 例 に
お い て は 腫 瘍 抗 原 に 、 高 親 和 性 で 結 合 す る 抗 原 受 容 体 で あ る 。 外 来 組 織 の 移 植 片 由 来 の 存
在 す る 抗 原 は 、 一 般 に は 自 己 抗 原 と は 考 え ら れ な い 。 開 始 免 疫 原 は 、 自 己 抗 原 で あ る こ と
が で き 、 も し く は 自 己 抗 原 と 交 差 反 応 性 の 分 子 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
開 示 さ れ た 方 法 は 一 部 、 自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 と 、 自 己 免 疫 反 応 を 起 動 す る 自 己 反 応 性 ヘ
ル パ ー T細 胞 反 応 の そ れ と の 相 関 関 係 を 基 に し て い る 。 い く つ か の ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 に お
い て 、 自 己 免 疫 T細 胞 お よ び B細 胞 反 応 は 、 同 じ 免 疫 優 性 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 免 疫 優
性 な ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)エ ピ ト ー プ は 、 MSに お い て 自 己 反 応 性 T細 胞 お よ び B
細 胞 の 両 方 に よ り 認 識 さ れ る 。 B細 胞 お よ び T細 胞 反 応 の 細 か い 特 異 性 の 間 に 不 一 致 が あ る
よ う な 場 合 に お い て で さ え も 、 そ れ に 対 し 個 体 が 自 己 反 応 性 で あ る よ う な 特 異 的 自 己 タ ン
パ ク 質 を 同 定 す る 能 力 は 、 抗 原 特 異 的 寛 容 療 法 の 選 択 を 導 く の に 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
ア レ イ ：
ア レ イ は 、 ア ド レ ス 指 定 可 能 な エ レ メ ン ト の 集 合 で あ る 。 こ の よ う な エ レ メ ン ト は 、 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 内 に 含 ま れ る か 、 も し く は 各 エ レ メ ン ト が 個 別 の Xお よ び Y座 標 と し
て 存 在 す る 平 ら な 表 面 上 に プ リ ン ト さ れ た ア レ イ の よ う に 、 空 間 的 に ア ド レ ス 指 定 可 能 で
あ る 。 ま た は 、 エ レ メ ン ト は 、 タ グ 、 ビ ー ズ 、 ナ ノ 粒 子 、 ま た は 物 理 的 特 性 を 基 に ア ド レ
ス 指 定 可 能 で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 い 調 製 す る こ と が で き る
(例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,807,522号 ； Robinsonら 、 Nature Medicine、 8:295-301(2002)； Ro
binsonら 、 46:885-93(2002)参 照 )。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る ア レ イ は 、 複 数 の ア ド レ
ス 指 定 可 能 な エ レ メ ン ト を 伴 う い ず れ か の 生 物 学 的 ア ッ セ イ 法 を 意 味 す る 。 ひ と つ の 態 様
に お い て 、 ア ド レ ス 指 定 可 能 な エ レ メ ン ト は 抗 原 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ア ド レ ス 指
定 可 能 な エ レ メ ン ト は エ ピ ト ー プ で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 ア レ イ の ミ ニ チ ュ ア 型 で あ
る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 エ レ メ ン ト は 、 抗 体 に よ り 結 合 さ れ 得 る い ず れ
か の 抗 原 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 抗 原 は 、 特 異 的 に 抗 体 に 結 合 す る こ と
が で き る 任 意 の 分 子 を 意 味 す る 。 分 子 は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 RNA、 D
NA、 脂 質 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 分 子 、 糖 質 、 リ ン 酸 化 修 飾 を 伴 う ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び シ
ト ル リ ン 修 飾 を 伴 う ポ リ ペ プ チ ド 、 ア プ タ マ ー 、 酸 化 さ れ た 分 子 、 他 の 分 子 、 お よ び そ の
他 の 分 子 で あ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ア ド レ ス 指 定 可 能 性 ：
本 明 細 書 に 説 明 さ れ た エ レ メ ン ト に 関 し て 、 ア ド レ ス 指 定 可 能 性 は 、 そ の エ レ メ ン ト を 同
定 す る こ と が 可 能 で あ る 配 置 、 位 置 、 タ グ 、 切 断 可 能 な タ グ ま た は マ ー カ ー 、 識 別 子 、 ス
ペ ク ト ル 特 性 、 電 気 泳 動 特 性 、 ま た は 他 の 物 理 特 性 を 意 味 す る 。 コ ー デ ィ ン グ と し て も 知
ら れ て い る ア ド レ ス 指 定 可 能 性 の 一 例 は 、 空 間 の ア ド レ ス 指 定 可 能 性 で あ り 、 こ こ で は 分
子 の 位 置 は 固 定 さ れ 、 か つ そ の 位 置 は 、 ア イ デ ン テ ィ テ ィ と 相 関 さ れ て い る 。 こ の 種 の 空
間 ア レ イ は 、 一 般 に 平 ら な 基 板 上 に 合 成 さ れ る か ま た は ス ポ ッ ト さ れ 、 例 え ば 、 多 数 の 異
な る 分 子 が 小 さ い 領 域 に 密 に 配 列 さ れ て い る 、 例 え ば 1cm 2 当 り 少 な く と も 約 400種 の 異 な
る 配 列 を 含 む よ う な マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 し 、 お よ び 1cm 2 当 り 1000個 の 配 列 、 も し く は 多
け れ ば 1cm 2 当 り 5000個 の 配 列 ま た は そ れ 以 上 で あ る こ と も で き る 。 プ レ ー ト 内 の ウ ェ ル が
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各 々 個 別 の 抗 原 を 含 む よ う な ELISAま た は RIAプ レ ー ト に お い て 認 め ら れ る 、 密 度 の よ り 低
い ア レ イ は 、 1プ レ ー ト 当 り 約 96個 の 配 列 か ら 、 1cm 2 当 り 約 100個 の 配 列 ま で 、 マ イ ク ロ ア
レ イ 最 大 密 度 を 含 む こ と が で き る 。 別 の 空 間 的 ア レ イ は 、 光 フ ァ イ バ ー を 使 用 し 、 こ こ で
は 個 別 の 抗 原 が フ ァ イ バ ー に 結 合 さ れ 、 こ れ は そ の 後 結 合 お よ び 分 析 の た め に 束 を 形 成 す
る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 空 間 的 ア レ イ の 製 造 お よ び 使 用 の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に
お い て 公 知 で あ る 。 最 近 の 論 文 は 、 抗 原 の 連 続 希 釈 を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ に 基 づ く イ ム ノ
ア ッ セ イ 法 を 説 明 し て い る 、 Joosら の 論 文 ( 、 21(13):2641-50(2000))；
市 販 の イ ン ク ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー の 適 合 に よ り 得 ら れ か つ セ ル ロ ー ス ペ ー パ ー 上 に タ ン パ
ク 質 を 含 む ス ポ ッ ト の 一 次 元 お よ び 二 次 元 ア レ イ を 作 成 す る た め に 使 用 さ れ る シ ス テ ム を
説 明 し て い る 、 Rodaら の 論 文 ( 、 28(3):492-6(2000))； な ら び に 、 タ ン パ ク
質 -タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 -DNA、 タ ン パ ク 質 -RNAお よ び タ ン パ ク 質 -リ ガ ン ド 相 互 作 用 の
定 量 的 検 出 の た め の 、 万 能 タ ン パ ク 質 ア レ イ シ ス テ ム を 説 明 し て い る 、 Geの 論 文 (

、 28(2):e3(2000))を 含 む 。 同 じ く 、 Mendozaら 、 「 High-throughput microarr
ay-based enzyme-linked immunosorbent assay（ ELISA)」 、 27:778-780(19
99)； な ら び に 、 Luekingら 、 「 Protein microarrays for gene expression and antibody
 screening」 、 、 270:103-111(1999)も 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
こ の 種 の 空 間 的 コ ー デ ィ ン グ ア レ イ の 代 わ り に 、 標 的 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ が 、 検 出 可 能
な 標 識 に 結 合 さ れ た 分 子 「 タ グ 」 、 も し く は 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ の 配 列 に 関 す る コ ー ド
さ れ た 情 報 を 提 供 す る タ グ を 使 用 す る 。 あ る 場 合 に お い て 、 こ れ ら の タ グ は 、 そ の エ レ メ
ン ト か ら 切 断 さ れ 、 引 き 続 き そ の エ レ メ ン ト を 検 出 し 同 定 す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 に
お い て 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ の セ ッ ト は 、 コ ー ド さ れ た ビ ー ズ の セ ッ ト に 合 成 ま た は 結
合 す る こ と が で き 、 こ こ で 各 ビ ー ズ は 、 個 別 の 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 連 結 さ れ 、 か つ こ
こ で こ れ ら の ビ ー ズ は そ れ ら 自 身 結 合 し た 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ の 同 定 を 可 能 に す る 方 法
で コ ー ド さ れ て い る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 臨 床 試 料 の 分 析 の た め の 複 合 化 さ れ た
微 粒 子 セ ッ ト の 使 用 は 、 国 際 特 許 出 願 番 号 97/14028； な ら び に 、 Fultonら 、

、 43:1749-1756(1997)に 記 載 さ れ て い る 。 同 じ く 、 他 の ア ド レ ス 指 定 可 能 な 粒 子 ま
た は タ グ の 使 用 が 可 能 で あ る (Robinsonら 、 、 46:885-93(2002)に 概
説 さ れ て い る )。
【 ０ ０ ３ １ 】
抗 原 が ビ ー ズ ま た は 微 粒 子 に 結 合 さ れ て い る こ の 種 の 「 タ グ ア レ イ 」 に お い て は 、 結 合 の
検 出 の た め に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 蛍 光 コ ー デ ィ ン グ
を 有 す る 微 粒 子 が 、 当 技 術 分 野 に お い て 説 明 さ れ て お り 、 こ こ で 蛍 光 の 色 お よ び レ ベ ル は
、 特 定 の 微 粒 子 を 独 自 に 同 定 す る 。 従 っ て 抗 原 は 、 「 色 コ ー ド 化 さ れ た 」 対 象 に 共 有 結 合
す る こ と が で き る 。 標 識 さ れ た 抗 体 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 検 出 す る こ と が で き
、 か つ 微 粒 子 上 の コ ー デ ィ ン グ は 結 合 し た 抗 原 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
抗 原 ア レ イ ：
ア レ イ の ひ と つ の 態 様 は 、 抗 原 ア レ イ で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 抗 原 ア レ イ は
、 患 者 試 料 内 に 含 ま れ た 抗 体 の 特 異 性 の 同 定 を 可 能 に す る 方 法 で 配 列 さ れ て い る 抗 体 に 結
合 す る こ と が 可 能 な 個 別 の 分 子 実 体 の 空 間 的 に 分 離 さ れ た セ ッ ト を 意 味 す る 。 す な わ ち 、
標 的 抗 原 の セ ッ ト は 、 個 別 の 配 列 、 三 次 元 の 形 態 、 ま た は 分 子 構 造 を 有 し 、 こ こ で 各 標 的
抗 原 は 同 定 の た め に コ ー ド さ れ て い る 。 こ の ア レ イ は 、 1種 ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 RNA、 DNA、 脂 質 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 分 子 、 リ ン 酸 化 修 飾 を 伴 う
ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び シ ト ル リ ン 修 飾 を 伴 う ポ リ ペ プ チ ド 、 ア プ タ マ ー 、 他 の 分 子 、 お よ
び そ の 他 の 分 子 を 含 む こ と が で き 、 こ こ で 異 な る 分 子 の ク ラ ス は 、 あ る ア レ イ に お い て 組
合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
抗 原 ：
抗 原 は 、 核 酸 、 脂 質 、 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ

10

20

30

40

50

(11) JP 2004-534213 A 2004.11.11

Electrophoresis

Biotechniques

Nucleic
 Acids Res

Biotechniques

Anal. Biochem.

Clinical Che
mistry

Arthritis Rheumatism



プ チ ド 、 ペ プ チ ド の よ う な 分 子 、 な ら び に そ れ に 対 す る Tリ ン パ 球 お よ び Bリ ン パ 球 に 関 連
す る 免 疫 反 応 を 生 じ る こ と が で き る よ う な 分 子 の 天 然 の 修 飾 を 含 む 。 各 抗 原 に 関 し て 、 そ
の 抗 原 の 免 疫 学 的 決 定 基 を 表 わ し て い る エ ピ ト ー プ の パ ネ ル が 存 在 す る 。 抗 原 は 、 抗 体 ま
た は T細 胞 受 容 体 に よ り 一 部 ま た は 全 て 認 識 す る こ と が で き る 任 意 の 分 子 を 含 む 。 本 明 細
書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー ま た は 組 織 移 植 片 拒 絶 反 応 に 関
連 し た 抗 原 を 含 む 。 自 己 免 疫 疾 患 に 関 し て 、 抗 原 は 自 己 抗 体 と 称 さ れ る こ と が 多 い 。 ア レ
ル ギ ー 疾 患 に 関 し て 、 抗 原 は 、 ア レ ル ゲ ン と 称 さ れ る こ と が 多 い 。 抗 原 は 免 疫 学 的 エ ピ ト
ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
エ ピ ト ー プ ：
エ ピ ト ー プ は 、 Bリ ン パ 球 に よ り 、 お よ び 特 異 的 に 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ か つ B細 胞 に よ り 分
泌 さ れ た 抗 体 に よ り 、 認 識 さ れ る 抗 原 の 一 部 で あ る 。 エ ピ ト ー プ は 同 じ く 、 Tリ ン パ 球 上
の 特 異 的 受 容 体 に よ り 認 識 さ れ 得 る 。 個 々 の 抗 原 は 、 典 型 的 に は 複 数 の エ ピ ト ー プ を 含 む
が 、 抗 原 が 単 独 の エ ピ ト ー プ を 含 む よ う な 場 合 が あ る 。 本 発 明 の ひ と つ の 態 様 に お い て 、
全 タ ン パ ク 質 抗 原 由 来 の ペ プ チ ド 断 片 を 用 い 、 B細 胞 に よ り 産 生 さ れ た 抗 体 に よ り 標 的 化
さ れ た 個 々 の エ ピ ト ー プ を 表 わ す 。 別 の 態 様 に お い て 、 翻 訳 後 修 飾 を 示 し て い る 分 子 、 糖
質 、 脂 質 お よ び 他 の 分 子 の 部 分 は 、 個 々 の エ ピ ト ー プ を 表 わ す た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。 エ ピ ト ー プ は 、 免 疫 B細 胞 お よ び T細 胞 に よ り 認 識 さ れ た 形 態 を 表 わ し て お り 、 か つ 更
に 天 然 型 の 抗 原 内 に 存 在 す る 同 じ エ ピ ト ー プ の 形 態 を 有 す る ペ プ チ ド お よ び 他 の 分 子 に 由
来 し た 非 抗 原 に よ り 提 示 さ れ る こ と も あ る 。 エ ピ ト ー プ 形 態 を 伴 う エ レ メ ン ト の 例 は 、 ア
プ タ マ ー で あ る 。 ア プ タ マ ー は 、 免 疫 学 的 エ ピ ト ー プ を 模 倣 す る こ と が で き る 形 態 を 提 供
す る 分 子 で あ る 。 複 数 の ア プ タ マ ー を 用 い 、 エ ピ ト ー プ 形 態 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 目 的 の た め に 、 自 己 抗 原 お よ び 自 己 抗 原 由 来 の エ ピ ト ー プ の ア レ イ を 用 い 、 下 記
を 同 定 ま た は 決 定 す る た め に 、 患 者 の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と が で き る ：
1.疾 患 を 発 症 し て い る 可 能 性 の あ る 患 者 ； 2.多 か れ 少 な か れ 重 度 の 疾 患 を 発 症 し て い る 可
能 性 の あ る 患 者 ； 3.特 定 の 療 法 に 反 応 す る 、 ま た は 特 定 の 療 法 に 関 連 し た 有 害 事 象 を 有 す
る 可 能 性 の あ る 患 者 ； 4.患 者 特 異 的 療 法 ； な ら び に 、 5.特 定 の 治 療 的 介 入 が 、 成 功 し た か
、 し な か っ た か 、 ま た は 増 悪 す る か ど う か 。 自 己 抗 原 ア レ イ は 、 疾 患 に 関 連 す る こ と が 分
か っ て い る か 、 特 定 の 疾 患 に 関 連 す る こ と が 疑 わ れ る か の い ず れ か の 様 々 な 自 己 抗 原 、 ま
た は 自 己 抗 原 候 補 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 一 例 に お い て 、 自 己 抗 原 ア レ イ は 、 特 定 の 疾 患
に つ い て 最 適 化 さ れ た 自 己 抗 原 を 含 む こ と が で き る が 、 別 の 例 に お い て は 、 疾 患 を 伴 う 患
者 に お け る 抗 体 反 応 の 標 的 を 同 定 す る た め の 未 知 の 抗 原 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む こ と が で き
る 。 自 己 抗 原 の パ ネ ル か ら な る 自 己 抗 原 ア レ イ は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 目 的 に 使 用 す る こ と が
で き 、 こ こ で こ の パ ネ ル は 、 特 定 の 疾 患 に 関 連 し た 異 な る エ ピ ト ー プ を 反 映 し て い る 。 関
心 対 象 の 抗 原 エ ピ ト ー プ パ ネ ル は 、 関 心 対 象 の 特 異 的 疾 患 に つ い て 最 適 化 さ れ た パ ネ ル を
含 み 、 こ れ は 1種 ま た は 複 数 の 全 タ ン パ ク 質 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 配 列 内 の ペ プ チ ド お よ
び 重 複 す る ペ プ チ ド 、 お よ び 優 位 エ ピ ト ー プ を 表 わ し て い る ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る
。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と い う 用 語 は 、 い ず れ か の タ ン パ ク 質 お よ び
ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 短 い ペ プ チ ド が 使 用 さ れ る 場 合 、 好 ま し い ペ プ チ ド は 、 長 さ が 少 な
く と も 約 7個 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 少 な く と も 約 15個 の ア ミ ノ 酸 長 、 お よ び 22個 も の ア ミ ノ
酸 長 で あ る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 7～ 10個 の ア ミ ノ 酸 が 重 複 し 、 か つ 関 心
対 象 の タ ン パ ク 質 の 全 配 列 を 包 含 す る こ と が で き る 。 こ の ペ プ チ ド は 、 例 え ば 環 状 ペ プ チ
ド 、 核 酸 ア プ タ マ ー な ど の 、 天 然 の ペ プ チ ド 形 態 の 擬 態 で も あ り 、 も し く は 抗 体 ま た は T
細 胞 受 容 体 分 子 に よ り 認 識 さ れ た 三 次 元 の 形 態 を 模 倣 し て い る 別 の 分 子 、 薬 物 、 ま た は 有
機 分 子 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
免 疫 学 的 エ ピ ト ー プ ：
免 疫 学 的 エ ピ ト ー プ は 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 糖 質 、 ま た は 抗 体
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も し く は T細 胞 受 容 体 に よ り 認 識 さ れ る 他 の 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
自 己 抗 原 ：
こ れ は 、 免 疫 学 的 反 応 の 標 的 で あ る こ と が で き る 生 物 に よ り 生 成 さ れ た 分 子 で あ る 。 ひ と
つ の 局 面 に お い て 、 こ の よ う な 分 子 は 、 生 物 の ゲ ノ ム に お い て コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 お よ び タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 の 局 面 に お い て 、 こ の よ う な 分 子 は 、 切 断 、 リ
ン 酸 化 、 ア ル ギ ニ ン の シ ト ル リ ン へ の 脱 イ ミ ノ 化 、 な ら び に 生 理 的 お よ び 非 生 理 的 細 胞 プ
ロ セ ス を 通 し て 作 成 さ れ た 他 の 修 飾 の よ う な 、 こ れ ら の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 さ れ た も の で あ る 。 更 に 別 の 局 面 に お い て 、 こ の よ う な 分 子 は 、
生 物 に よ り 産 生 さ れ た 糖 質 、 脂 質 お よ び 他 の 分 子 を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ た 自
己 抗 原 の 例 は 、 病 原 性 免 疫 反 応 を 惹 起 す る 内 因 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 断 片 を 含 む 。
特 に 興 味 が あ る の は 、 T細 胞 で 媒 介 さ れ た 病 原 性 反 応 を 誘 導 す る 自 己 抗 原 で あ る 。 T細 胞 の
関 与 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 自 己 免 疫 疾 患 は 、 多 発 性 硬 化 症 、 実 験 的 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 、 慢
性 関 節 リ ウ マ チ 、 イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 自 己 抗 原 ま た は 自 己 抗 原 エ ピ ト ー プ の パ ネ ル を 、 ス ク リ ー ニ ン グ
目 的 に 使 用 す る こ と が で き 、 こ こ で こ の パ ネ ル は 、 特 定 疾 患 に 関 連 し た 異 な る エ ピ ト ー プ
を 反 映 し て い る 。 関 心 対 象 の 抗 原 エ ピ ト ー プ パ ネ ル は 、 関 心 対 象 の 特 異 的 疾 患 の 最 適 化 さ
れ た パ ネ ル を 含 み 、 こ れ は 1種 ま た は 複 数 の 全 タ ン パ ク 質 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 配 列 内
の ペ プ チ ド お よ び 重 複 す る ペ プ チ ド な ら び に 優 位 エ ピ ト ー プ を 示 し て い る ペ プ チ ド を 含 む
こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 お よ
び ペ プ チ ド の い ず れ か を 意 味 す る 。 短 い ペ プ チ ド が 使 用 さ れ る 場 合 、 好 ま し い ペ プ チ ド は
、 少 な く と も 約 7個 の ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 少 な く と も 約 15個 の ア ミ ノ 酸 長 、 お よ び 22個 も
の ア ミ ノ 酸 長 で あ る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 7～ 10個 の ア ミ ノ 酸 に よ り 重 複
す る こ と が で き 、 か つ 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 全 配 列 を 包 含 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
抗 原 ア レ イ は 、 自 己 タ ン パ ク 質 、 こ れ ら の 自 己 タ ン パ ク 質 の 修 飾 、 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 も
し く は 組 織 移 植 片 拒 絶 反 応 に お け る 異 常 な 免 疫 反 応 に よ り 標 的 化 さ れ た 組 織 中 に 存 在 す る
他 の 分 子 を 提 示 し て い る 抗 原 の パ ネ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
一 般 に 抗 原 の パ ネ ル ま た は ア レ イ は 、 1種 ま た は 複 数 の 異 な る 抗 原 性 分 子 、 す な わ ち 、 タ
ン パ ク 質 、 脂 質 、 多 糖 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 み 、 か つ 一 般 的 に は 2種 ま た は そ れ 以
上 の 異 な る 抗 原 を 、 よ り 一 般 的 に は 3種 ま た は そ れ 以 上 の 抗 原 を 含 み 、 か つ 5～ 10種 、 ま た
は そ れ 以 上 も の 異 な る 抗 原 を 含 む こ と が で き る 。 各 抗 原 は 、 1種 ま た は 複 数 の 異 な る エ ピ
ト ー プ 、 一 般 に は 3種 ま た は そ れ 以 上 の 、 よ り 一 般 的 に は 5種 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る エ ピ
ト ー プ に よ り 提 示 さ れ 、 か つ 10～ 20種 も の 異 な る エ ピ ト ー プ で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
特 異 的 疾 患 の た め の ア レ イ の 例 は 、 脱 髄 疾 患 、 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 お よ び EAEの た め の 抗
原 パ ネ ル ま た は ア レ イ で あ り ； か つ 、 プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 (PLP)； ミ エ リ ン 塩 基 性
タ ン パ ク 質 (MBP)； ミ エ リ ン 希 突 起 膠 細 胞 タ ン パ ク 質 (MOG)； 環 状 ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ
ス テ ラ ー ゼ (CNPase)； ミ エ リ ン 関 連 糖 タ ン パ ク 質 (MAG)、 お よ び ミ エ リ ン 関 連 希 突 起 膠 細
胞 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBOP)； α -B-ク リ ス タ リ ン (熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 )； ウ イ ル ス 性 お
よ び 細 菌 性 擬 態 ペ プ チ ド 、 例 え ば イ ン フ ル エ ン ザ 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス
な ど ； OSP(希 突 起 膠 細 胞 特 異 的 タ ン パ ク 質 )； シ ト ル リ ン 修 飾 さ れ た MBP(6位 の ア ル ギ ニ ン
が シ ト ル リ ン に 脱 イ ミ ノ 化 さ れ た MBPの C8ア イ ソ フ ォ ー ム )な ど 由 来 の 抗 原 お よ び /ま た は
エ ピ ト ー プ を 含 む こ と が で き る 。 複 合 的 膜 タ ン パ ク 質 PLPは 、 ミ エ リ ン の 優 位 自 己 抗 原 で
あ る 。 PLP抗 原 性 の 決 定 基 は 、 い く つ か の マ ウ ス 系 統 に お い て 同 定 さ れ て お り 、 こ れ は 残
基 139-151、 103-116、 215-232、 43-64お よ び 178-191を 含 む 。 少 な く と も 26種 の MBPエ ピ ト
ー プ が 報 告 さ れ て い る (Meinlら 、 .、 92:2633-2643(1993))。 注 目 す べ き
残 基 は 1-11、 59-76お よ び 87-99で あ る 。 い く つ か の マ ウ ス 系 統 に お い て 同 定 さ れ た 免 疫 優
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性 な MOGエ ピ ト ー プ は 、 残 基 1-22、 35-55、 64-96を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
パ ネ ル ま た は ア レ イ は 、 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 、 関 節 炎 、 SLEな ど の 疾 患 に つ い て 、 例 え
ば 移 植 関 連 障 害 、 ア レ ル ギ ー 障 害 な ど の 疾 患 の 種 類 に つ い て 特 異 的 で あ る こ と が で き 、 も
し く は 複 数 の 疾 患 に つ い て 広 範 な 基 礎 と な る 抗 原 性 パ ネ ル ま た は ア レ イ で あ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
疾 患 関 連 抗 原 ：
疾 患 関 連 抗 原 は 、 免 疫 関 連 疾 患 に 関 連 す る こ と が わ か っ て い る 抗 原 、 ま た は 現 在 は 関 連 す
る こ と が わ か っ て い な い が 最 終 的 に は 関 連 す る こ と が 示 さ れ て い る 抗 原 で あ る 。 自 己 免 疫
疾 患 関 連 抗 原 の 例 を 、 以 下 に 説 明 す る 。 多 発 性 硬 化 症 お よ び EAEの よ う な 脱 髄 疾 患 に 関 す
る 抗 原 の パ ネ ル ま た は ア レ イ は 、 プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 (PLP)； ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン
パ ク 質 (MBP)、 ミ エ リ ン 希 突 起 膠 細 胞 タ ン パ ク 質 (MOG)； 環 状 ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ ス テ
ラ ー ゼ (CNPase)； ミ エ リ ン 関 連 糖 タ ン パ ク 質 (MAG)、 お よ び ミ エ リ ン 関 連 希 突 起 膠 細 胞 塩
基 性 タ ン パ ク 質 (MBOP)； α -B-ク リ ス タ リ ン (熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 )； ウ イ ル ス 性 お よ び
細 菌 性 擬 態 ペ プ チ ド 、 例 え ば イ ン フ ル エ ン ザ 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス な ど
； OSP(希 突 起 膠 細 胞 特 異 的 -タ ン パ ク 質 )； シ ト ル リ ン 修 飾 さ れ た MBP(6位 の ア ル ギ ニ ン が
シ ト ル リ ン に 脱 イ ミ ノ 化 さ れ た MBPの C8ア イ ソ フ ォ ー ム )な ど 由 来 の エ ピ ト ー プ を 含 む こ と
が で き る 。 複 合 的 膜 タ ン パ ク 質 PLPは 、 ミ エ リ ン の 優 位 自 己 抗 原 で あ る 。 PLP抗 原 性 の 決 定
基 は 、 い く つ か の マ ウ ス 系 統 に お い て 同 定 さ れ て お り 、 こ れ は 残 基 139-151、 103-116、 21
5-232、 43-64お よ び 178-191を 含 む 。 少 な く と も 26種 の MBPエ ピ ト ー プ が 報 告 さ れ て い る (M
einlら 、 .、 92:2633-2643(1993))。 注 目 す べ き 残 基 は 1-11、 59-76お よ び
87-99で あ る 。 い く つ か の マ ウ ス 系 統 に お い て 同 定 さ れ た 免 疫 優 性 な MOGエ ピ ト ー プ は 、 残
基 1-22、 35-55、 64-96を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 に 関 す る 抗 原 の パ ネ ル ま た は ア レ イ は 、 IA-2、 IA-2β ； GAD； イ
ン ス リ ン ； プ ロ イ ン ス リ ン ； HSP； glima 38； ICA69； お よ び 、 p52由 来 の 抗 原 お よ び エ ピ
ト ー プ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
慢 性 関 節 リ ウ マ チ に 関 す る パ ネ ル ま た は ア レ イ は 、 II型 コ ラ ー ゲ ン ； hnRNP； A2/RA33； Sa
； フ ィ ラ グ リ ン ； ケ ラ チ ン ； シ ト ル リ ン ； gp39を 含 む 軟 骨 タ ン パ ク 質 ； I型 、 III型 、 IV型
、 V型 、 IX型 、 XI型 コ ラ ー ゲ ン ； HSP-65/60； IgM(リ ウ マ チ 因 子 )； RNAポ リ メ ラ ー ゼ ； カ ル
ジ オ リ ピ ン ； ア ル ド ラ ー ゼ A； シ ト ル リ ン 修 飾 し た フ ィ ラ グ リ ン お よ び フ ィ ブ リ ン な ど 由
来 の エ ピ ト ー プ を 含 む こ と が で き る 。 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 (脱 イ ミ ノ 化 さ れ シ ト ル
リ ン 形 成 )を 含 む フ ィ ラ グ リ ン ペ プ チ ド を 認 識 す る 自 己 抗 体 は 、 高 割 合 の RA患 者 の 血 清 に
お い て 同 定 さ れ て い る 。 自 己 反 応 性 T細 胞 お よ び B細 胞 反 応 は 両 方 共 、 一 部 の 患 者 に お い て
同 じ 免 疫 優 性 な II型 コ ラ ー ゲ ン (CII)ペ プ チ ド 257-270に 対 し て 方 向 づ け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
全 身 性 エ リ ス マ ト ー デ ス (SLE)に 関 す る 抗 原 の パ ネ ル ま た は ア レ イ は 、 DNA； リ ン 脂 質 ； 核
抗 原 ； Ro； La； U1リ ボ 核 タ ン パ ク 質 ； Ro60(SS-A)； Ro52(SS-A)； La(SS-B)； カ ル レ チ ク リ
ン ； Grp78； Scl-70； ヒ ス ト ン ； Smタ ン パ ク 質 ； お よ び 、 ク ロ マ チ ン な ど を 含 む こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
自 己 免 疫 性 ブ ド ウ 膜 炎 に 関 す る 抗 原 の パ ネ ル ま た は ア レ イ は 、 S抗 原 、 お よ び 光 受 容 体 内
レ チ ノ ド 結 合 タ ン パ ク 質 (IRBP)な ど を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
重 症 筋 無 力 症 に 関 す る 抗 原 の パ ネ ル ま た は ア レ イ は 、 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 を 伴 う エ ピ ト
ー プ を 含 む こ と が で き る 。 グ レ ー ブ ス 病 に 関 し て 、 エ ピ ト ー プ は 、 Na+/I-共 輸 送 体 ； 甲 状
腺 刺 激 ホ ル モ ン 受 容 体 ； Tg； お よ び 、 TPOを 含 む こ と が で き る 。 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 の パ
ネ ル は 、 SSA(Ro)； SSB(La)； お よ び ホ ド リ ン を 含 む こ と が で き る 。 尋 常 性 天 疱 瘡 に 関 す る
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パ ネ ル は 、 デ ス モ グ レ イ ン -3を 含 む こ と が で き る 。 筋 炎 に 関 す る パ ネ ル は 、 tRNAシ ン テ タ
ー ゼ (例 え ば 、 ト レ オ ニ ル 、 ヒ ス チ ジ ル 、 ア ラ ニ ル 、 イ ソ ロ イ シ ル 、 お よ び グ リ シ ル )； Ku
； PM/Scl； SSA； U1 sn-リ ボ 核 タ ン パ ク 質 ； Mi-1； Mi-1； Jo-1； Ku； お よ び 、 SRPを 含 む こ
と が で き る 。 強 皮 症 に 関 す る パ ネ ル は 、 Scl-70； 動 原 体 タ ン パ ク 質 ； U1リ ボ 核 タ ン パ ク 質
； お よ び 、 フ ィ ブ リ ラ リ ン を 含 む こ と が で き る 。 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 の パ ネ ル は 、 ピ ル ビ
ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ E2お よ び α -ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 成 分 を 含 む こ と が で
き る 。 悪 性 貧 血 の パ ネ ル は 、 固 有 の 因 子 ； お よ び 、 胃 の H/K ATPaseの 糖 タ ン パ ク 質 β サ ブ
ユ ニ ッ ト を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
自 己 抗 体 ：
自 己 抗 体 は 、 自 己 抗 原 ま た は 自 己 エ ピ ト ー プ を 認 識 ま た は 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 自 己 抗 原
ま た は 自 己 エ ピ ト ー プ は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 脂 質 、 多 糖 、 お よ び ゲ
ノ ム 内 に コ ー ド さ れ た ま た は 生 物 に お い て 産 生 さ れ た こ れ ら の 自 己 抗 原 の 修 飾 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
ア レ ル ゲ ン ：
こ れ は 、 易 罹 患 性 の 個 体 に お い て 、 増 強 さ れ た Th2型 T細 胞 反 応 お よ び IgE B細 胞 反 応 を 引
き 起 す 免 疫 原 性 化 合 物 で あ り 、 喘 息 関 連 ア レ ル ゲ ン を 含 む 。 関 心 対 象 の ア レ ル ゲ ン は 、 イ
チ ゴ 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 牛 乳 タ ン パ ク 質 、 卵 白 な ど の 食 物 中 に 見 出 さ れ た 抗 原 を 含 む 。 他 の 関
心 対 象 の ア レ ル ゲ ン は 、 植 物 花 粉 、 動 物 の ふ け 、 家 ダ ニ の 糞 な ど の よ う な 、 様 々 な 気 中 浮
遊 抗 原 を 含 む 。 分 子 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ア レ ル ゲ ン は 、 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ (Dermatophagoi
des pteryonyssinus)(Der P1)； ラ イ 草 花 粉 由 来 Lol p1-V； ノ ミ （ jumper ant） ミ ル メ シ
ア (Myrmecia pilosula)の 毒 液 ； ミ ツ バ チ (Apis mellifera)ハ チ 毒 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2(PLA2
お よ び 抗 原 5S)； ス ズ メ バ チ  ベ ス プ ラ  マ チ ュ リ フ ロ ン ス （ Vespula maculifrons） お よ び
ク ロ ス ズ メ  バ チ ド リ ク ベ ス プ ラ  マ キ ュ ラ ー タ （ Dolichovespula maculata） 由 来 の ホ ス
ホ リ パ ー ゼ を 含 む 、 多 く の 昆 虫 毒 ； カ バ ノ キ 花 粉 、 ブ タ ク サ 花 粉 、 パ ロ ル （ Parol） (ヒ カ
ゲ ミ ズ (Parietaria officinalis)の 主 要 ア レ ル ゲ ン )お よ び 交 差 反 応 性 ア レ ル ゲ ン Parjl(
パ リ エ タ リ ア  ジ ャ ダ イ カ （ Parietaria judaica） 由 来 )、 お よ び 他 の 大 気 中 の 花 粉 で オ リ
ー ブ (Olea europaea)、 ヨ モ ギ (Artemisia sp.)、 イ ネ (gramineae)な ど を 含 む 、 非 常 に 多
数 の 花 粉 タ ン パ ク 質 で あ る 。 他 の 関 心 対 象 の ア レ ル ゲ ン は 、 吸 血 節 足 動 物 、 例 え ば 双 翅 目
、 蚊 (ア ノ フ ェ レ ス （ Anopheles） 種 、 シ マ カ （ Aedes） 種 、 ク リ セ タ （ Culiseta） 種 、 イ
エ カ （ Culex） 種 )、 ハ エ (サ シ チ ョ ウ バ エ （ Phlebotomus） 、 ク リ コ キ エ (Culicokies))、
特 に ク ロ バ エ 、 シ カ バ エ 、 お よ び ヌ カ カ ； マ ダ ニ (カ ク マ ダ ニ (Dermacenter sp.)、 ヒ メ ダ
ニ (Ornithodoros sp.)、 オ ト ビ ウ ス (Otobius sp.))； ノ ミ 、 例 え ば そ の 他 の 隠 翅 類 で 、 ネ
ズ ミ ノ ミ (Xenopsylla)属 、 ヒ ト ノ ミ (Pulex)属 お よ び ネ コ ノ ミ (Ctenocephalides felis fe
lis)を 含 む も の に よ り 引 き 起 さ れ る ア レ ル ギ ー 性 皮 膚 炎 に 寄 与 す る も の で あ る 。 特 異 的 ア
レ ル ゲ ン は 、 多 糖 、 脂 肪 酸 部 分 、 タ ン パ ク 質 な ど で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
特 異 的 分 析 法
免 疫 関 連 疾 患 は 、 下 記 を 含 む ： 1.免 疫 反 応 が 異 常 に 自 己 抗 原 を 攻 撃 す る 自 己 免 疫 疾 患 で あ
り 、 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 (MS)、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ (RA)、 I型 自 己 免 疫 糖 尿 病 (IDDM)、 お
よ び 全 身 性 エ リ ス マ ト ー デ ス (SLE)を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い も の ； 2.
免 疫 系 が 、 花 粉 、 イ エ ダ ニ 抗 原 、 ハ チ 毒 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 お よ び 他 の 食 品 な ど の よ う な 分 子
を 異 常 に 攻 撃 す る 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 ； な ら び に 、 3.免 疫 系 が 、 例 え ば 血 液 、 骨 髄 細 胞 、
ま た は 心 臓 、 肺 、 腎 臓 お よ び 肝 臓 を 含 む 固 形 臓 器 の よ う な 、 生 着 ま た は 移 植 さ れ た 組 織 内
で 発 現 さ れ る か ま た は 拘 束 さ れ た 抗 原 を 異 常 に 攻 撃 す る 、 組 織 移 植 片 拒 絶 反 応 。 試 料 は 、
免 疫 関 連 疾 患 を 示 す 臨 床 的 症 状 を 伴 う 患 者 、 ま た は 家 族 歴 も し く は 遺 伝 子 試 験 を 基 に こ の
よ う な 疾 患 の 発 症 の 増 大 し た 可 能 性 を 有 す る 患 者 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ヒ ト 患 者 試 料 採 取 に 関 す る 様 式 は 、 疾 患 進 行 を 辿 る 時 間 経 過 、 例 え ば 発 症 初 期 、 急 性 期 、
回 復 期 な ど 同 様 の 病 期 に あ る 異 な る 患 者 の 比 較 ； 薬 物 療 法 、 ワ ク チ ン 処 置 な ど を 含 む 、 療
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法 に 対 す る 反 応 経 過 期 間 の 患 者 の 追 跡 を 含 む 。 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 サ ル な ど
の 動 物 か ら の デ ー タ は 、 疾 患 経 過 、 疾 患 に 関 連 し た 抗 原 な ど を 詳 述 す る デ ー タ ベ ー ス を 提
供 す る た め に 、 集 計 し か つ 分 析 す る こ と が で き る 。 患 者 抗 体 が 収 集 さ れ た 生 物 学 的 試 料 は
、 血 液 お よ び そ れ か ら の 誘 導 体 、 例 え ば 血 清 、 血 漿 、 血 漿 成 分 な ど を 含 む 。 他 の 試 料 の 供
給 源 は 、 滑 液 、 リ ン パ 液 、 脳 脊 髄 液 、 関 節 吸 引 液 の よ う な 体 液 で あ り 、 か つ 唾 液 、 乳 汁 、
尿 な ど を 更 に 含 ん で も 良 い 。 抗 体 お よ び T細 胞 受 容 体 は 両 方 共 、 血 液 、 脾 臓 、 胸 腺 、 リ ン
パ 節 、 胎 児 肝 の よ う な 組 織 、 例 え ば 膵 臓 、 関 節 、 腎 臓 、 脳 脊 髄 液 な ど の よ う な 自 己 免 疫 病
変 部 位 の 組 織 か ら 収 集 さ れ る 適 当 な リ ン パ 球 か ら も 得 る こ と が で き る 。 リ ン パ 球 は 、 そ の
ま ま 分 析 す る か 、 も し く は 分 析 の た め に 溶 解 液 を 調 製 す る こ と が で き る 。 患 者 試 料 は 、 抗
体 を 含 み 、 お よ び 抗 原 ア レ イ は 、 こ れ ら の 抗 体 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
典 型 的 な ア ッ セ イ 法 に お い て 、 抗 体 を 含 有 す る 患 者 試 料 は 、 抗 原 ア レ イ と 、 高 親 和 性 結 合
を も た ら す が 非 特 異 的 相 互 作 用 は 最 小 と す る よ う な 条 件 下 で 、 物 理 的 に 接 触 さ れ る 。 ひ と
つ の 態 様 に お い て 、 患 者 試 料 は 、 ア ド レ ス 指 定 可 能 な エ レ メ ン ト を 含 む ア レ イ 上 ま た は 空
間 に ピ ペ ッ テ ィ ン グ さ れ る 。 こ の ア レ イ は 、 未 結 合 の 材 料 を 洗 浄 除 去 さ れ 、 か つ 結 合 し た
抗 体 の 存 在 が 検 出 さ れ 、 同 源 抗 原 と 関 連 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
患 者 試 料 内 の 抗 体 に 結 合 し て い る ア レ イ 内 の 疾 患 関 連 抗 原 を 同 定 す る 手 段 は 、 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 の 検 出 法 を 使 用 す る 。 こ れ ら の 同 定 法 は 、 試 料 の 直 接 的 ま た は 間 接 的 事 前 標
識 ； こ れ ら の 抗 体 ま た は 間 接 標 識 物 に 結 合 す る 第 二 段 階 の 抗 体 、 例 え ば 標 識 し た ヤ ギ 抗 ヒ
ト 血 清 、 ラ ッ ト 抗 マ ウ ス な ど の 添 加 を 含 む こ と が で き る 。 他 の 同 定 法 は 、 ビ ー ズ 、 ナ ノ 粒
子 、 タ グ 、 切 断 可 能 な タ グ 、 お よ び ア レ イ 内 の エ レ メ ン ト の も し く は エ レ メ ン ト に 付 与 さ
れ た そ の 他 の 物 理 的 特 性 の よ う な ア ド レ ス 指 定 可 能 な エ レ メ ン ト の 分 析 を 含 む 。 結 合 し た
抗 体 の 定 量 を 促 進 す る た め に 、 単 独 の エ ピ ト ー プ が 変 動 す る 濃 度 で 存 在 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
有 用 な 標 識 は 、 蛍 光 色 素 、 例 え ば Cy2、 Cy3、 Cy5、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FI
TC)、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 6-カ ル ボ
キ シ フ ル オ ロ セ イ ン (6-FAM)、 2',7'-ジ メ ト キ シ -4',5'-ジ ク ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ フ ル オ ロ
セ イ ン (JOE)、 6-カ ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン (ROX)、 6-カ ル ボ キ シ -2',4',7',4,7-ヘ キ サ ク
ロ ロ フ ル オ ロ セ イ ン (HEX)、 5-カ ル ボ キ シ フ ル オ ロ セ イ ン (5-FAM)、 ま た は N,N,N',N'-テ ト
ラ メ チ ル -6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン (TAMRA)を 含 む 。 間 接 的 標 識 は 、 ハ プ テ ン 、 例 え ば ジ ゴ
キ シ ン お よ び ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ビ オ チ ン な ど を 含 み 、 こ こ で 第 二 段 階 の 結 合 パ ー ト ナ ー は
、 例 え ば 、 ア ビ ジ ン 、 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 な ど で あ り 、 酵 素 で 標 識 し て も 良 く 、 例 と し
て 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 蛍 光 色 素 、 放 射 標 識 な ど を 含 む 。 好 ま し く は 、 対 照 試 料
が 含 ま れ る 場 合 、 対 照 配 列 を 標 識 す る た め に 使 用 さ れ る 蛍 光 レ ポ ー タ ー は 、 被 験 配 列 を 標
識 す る た め に 使 用 さ れ た 蛍 光 レ ポ ー タ ー の も の と は 検 出 に よ り 識 別 で き る 、 励 起 お よ び /
ま た は 発 光 波 長 で 蛍 光 シ グ ナ ル を 放 出 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
検 出 は 、 標 識 を 必 要 と し な い 方 法 を 用 い て 行 う こ と も で き る 。 実 施 例 は 、 単 電 子 ト ラ ン ジ
ス タ 、 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ も し く は ナ ノ チ ュ ー ブ 網 に 塗 布 さ れ た タ ン パ ク 質 、 表 面 プ ラ
ズ モ ン 共 鳴 、 原 子 間 力 顕 微 鏡 の よ う な 方 法 ま た は 装 置 、 お よ び 当 業 者 に 公 知 の 他 の 方 法 を
用 い る 、 結 合 し た 自 己 抗 原 の 電 荷 ま た は 質 量 の 変 化 の 検 出 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る よ う に 、 一 般 に ア ッ セ イ 法 は 、 様 々 な 陰 性 お よ び 陽 性 対 照
を 含 む と 考 え ら れ る 。 こ れ ら は 、 疾 患 が わ か っ て い る 患 者 な ど の 公 知 の 自 己 抗 体 に よ り 「
ス パ イ ク さ れ た （ spiked） 」 試 料 の 陽 性 対 照 を 含 む こ と が で き る 。 陰 性 対 照 は 、 正 常 な 患
者 、 動 物 血 清 な ど か ら の 試 料 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
抗 体 含 有 の 試 料 の 抗 原 ア レ イ へ の 結 合 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に 従 い 実 現 さ れ
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る 。 こ の 結 合 条 件 お よ び 洗 浄 は 、 好 ま し く は 高 親 和 性 結 合 パ ー ト ナ ー の み が 維 持 さ れ る よ
う な 条 件 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
異 な る 抗 体 の 二 色 標 識 は 、 対 照 試 料 と 比 較 さ れ た 患 者 試 料 中 の 結 合 レ ベ ル を ア ッ セ イ す る
た め に 、 同 じ ア レ イ ま た は 別 の ア レ イ へ の 結 合 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 一 方 の 色
の 他 方 に 対 す る 比 か ら 、 任 意 の 特 定 の ア レ イ エ レ メ ン ト に つ い て 、 2種 の 試 料 中 の 特 定 の
特 異 性 を 伴 う 抗 体 の 相 対 的 豊 富 さ を 決 定 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 こ れ ら の 2種 の 試 料
の 結 合 の 比 較 は 、 こ の ア ッ セ イ 法 に 関 す る 内 部 対 照 を 提 供 す る 。 競 合 的 ア ッ セ イ 法 は 、 当
技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 こ こ で は 公 知 の 特 異 性 の 競 合 抗 体 、 ま た は エ ピ ト ー プ 含 有
分 子 が 、 結 合 反 応 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
Shalonら の 論 文 ( 、 6:639(1996))に 記 さ れ て い る よ う に 、 ア レ イ を 走 査 型 レ ー
ザ ー 顕 微 鏡 を 用 い て ス キ ャ ン し 、 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る 。 適 当 な 励 起 ラ イ ン
を 使 用 す る 別 の 走 査 が 、 使 用 さ れ る 蛍 光 体 の 各 々 に つ い て 行 わ れ る 。 そ の 後 こ の 走 査 か ら
形 成 さ れ た デ ジ タ ル 画 像 を 、 引 き 続 き の 分 析 と 組 合 わ せ る 。 任 意 の 特 定 の ア レ イ エ レ メ ン
ト に 関 し て 、 ひ と つ の 試 料 か ら の シ グ ナ ル 比 が 、 他 方 の 試 料 か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル と 比 較 さ
れ 、 か つ 相 対 的 な 豊 富 さ が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
様 々 な 方 法 を 用 い 、 患 者 試 料 か ら 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル が 決 定 さ れ る 。 抗 体 特 異 的 プ ロ
フ ァ イ ル は 、 最 初 に 個 々 の 患 者 に つ い て 決 定 さ れ 、 か つ こ れ は 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ
る よ う に 、 患 者 試 料 か ら の 抗 体 に よ り 結 合 さ れ る 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 意 味 す る 。 患 者
試 料 か ら 得 ら れ た 結 合 パ タ ー ン と 、 対 照 ま た は 参 照 試 料 か ら 得 ら れ た 結 合 パ タ ー ン と の 比
較 は 、 適 当 な 演 繹 プ ロ ト コ ー ル 、 AIシ ス テ ム 、 統 計 学 的 比 較 、 パ タ ー ン 認 識 ア ル ゴ リ ズ ム
な ど の 使 用 に よ り 実 現 さ れ る 。 典 型 的 に は デ ー タ マ ト リ ッ ク ス が 作 成 さ れ 、 こ こ で は デ ー
タ マ ト リ ッ ク ス の 各 点 が 、 特 定 の ア レ イ ま た は 抗 原 も し く は エ ピ ト ー プ か ら の 読 取 り 値 に
対 応 し て い る 。 参 照 パ タ ー ン か ら の 情 報 は 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ 伸 展 、 相 対 的 豊 富 さ 、
経 時 的 変 化 、 生 成 さ れ た 抗 体 ア イ ソ タ イ プ の 変 化 、 お よ び 他 の 関 連 し た 変 化 を 決 定 す る た
め の 分 析 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ の 読 取 り 値 は 、 測 定 値 に 関 連 し た 中 間 値 、 平 均 値 、 中 央 値 も し く は
偏 差 、 ま た は 他 の 統 計 学 的 も し く は 数 学 的 に 得 ら れ た 値 で あ る こ と が で き る 。 抗 原 ま た は
エ ピ ト ー プ 読 取 り 値 情 報 は 、 対 応 す る 参 照 ま た は 対 照 パ タ ー ン と の 直 接 比 較 に よ り 更 に 精
緻 化 す る こ と が で き る 。 結 合 パ タ ー ン は 、 点 の 数 に つ い て 評 価 す る こ と が で き ： デ ー タ マ
ト リ ッ ク ス 内 の 任 意 の 点 に つ い て 統 計 学 的 に 有 意 な 変 化 が 存 在 す る か ど う か ； そ の 変 化 が
、 エ ピ ト ー プ 結 合 の 増 加 ま た は 減 少 で あ る か ど う か ； そ の 変 化 が 、 1種 ま た は 複 数 の 生 理
的 状 態 に 特 異 的 で あ る か ど う か な ど を 決 定 す る 。 同 じ 条 件 下 で 各 エ ピ ト ー プ に つ い て 得 ら
れ た 絶 対 値 は 、 生 存 し て い る 生 物 学 的 シ ス テ ム に 本 来 備 わ っ て お り 、 か つ 個 体 の 抗 体 の 変
動 性 に 加 え 個 体 間 で の 本 来 備 わ っ て い る 変 動 性 も 反 映 す る 変 動 性 を 示 す と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
参 照 パ タ ー ン を 同 定 す る た め の 分 類 則 は 、 複 数 回 の 反 復 実 験 か ら 得 ら れ た ト レ ー ニ ン グ デ
ー タ (す な わ ち 、 デ ー タ マ ト リ ッ ク ス )の セ ッ ト か ら 構 築 さ れ る と 考 え ら れ る 。 分 類 則 は 、
反 復 さ れ た 参 照 パ タ ー ン を 正 確 に 同 定 し 、 か つ 別 個 の 参 照 パ タ ー ン を う ま く 識 別 す る 場 合
に 選 択 さ れ る と 考 え ら れ る 。 分 類 則 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 決 定 樹 法 、 統 計 学 的 方 法 、 ナ イ
ー ブ ベ イ ズ ア ル ゴ リ ズ ム （ naive Bayesian algorithm） な ど を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
新 規 試 験 パ タ ー ン を 効 率 よ く 同 定 お よ び 分 類 す る た め に 、 知 識 の デ ー タ ベ ー ス は 十 分 に 複
雑 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 分 類 パ タ ー ン を 十 分 に 包 含 し て い る セ ッ ト を 作 成 す る い
く つ か の 方 法 、 お よ び そ れ ら 間 を 識 別 す る の に 十 分 に 強 力 な 数 学 的 /統 計 学 的 方 法 に よ り
達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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ひ と つ の 態 様 に お い て 、 血 清 お よ び 他 の 病 理 学 的 組 織 試 料 の 分 析 か ら 得 ら れ た 情 報 は 、 抗
体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル の デ ー タ ベ ー ス を 精 緻 化 し か つ 構 成 す る た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば
、 特 異 的 結 合 部 分 の 同 定 は 、 疾 患 を 追 跡 し か つ 治 療 を 開 発 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
患 者 の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル ：
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 患 者 試 料 由 来 の 抗 体 に よ り 認 識
さ れ た 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ の 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ ア レ イ で 決 定 さ れ た ス ペ ク ト ル を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
一 旦 特 定 の 試 料 に 関 す る 特 異 性 の サ ブ セ ッ ト が 同 定 さ れ た な ら ば 、 こ の デ ー タ は 、 新 規 診
断 薬 の 開 発 、 お よ び 個 体 に 最 も 適 し た 療 法 の 選 択 に 使 用 さ れ る 。 個 々 の 基 準 で の 自 己 抗 体
特 異 性 の 分 析 に よ り 、 病 態 に お い て 存 在 す る 特 異 的 エ ピ ト ー プ 標 的 が 決 定 さ れ る 。 次 に 1
種 ま た は 複 数 の 治 療 薬 を 選 択 し 、 こ れ は 個 々 の 患 者 お よ び 疾 患 に つ い て 最 良 の 特 異 性 を 有
す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
分 析 お よ び 治 療 の 条 件
慢 性 関 節 リ ウ マ チ (RA)は 、 世 界 人 口 の 0.8％ が 罹 患 し て い る 慢 性 の 自 己 免 疫 炎 症 性 滑 膜 炎
で あ る 。 現 在 の RA療 法 は 、 免 疫 機 能 を 非 特 異 的 に 抑 制 ま た は 変 調 す る 治 療 薬 を 使 用 す る 。
最 近 開 発 さ れ た TNFα ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む こ の よ う な 療 法 は 、 根 本 的 に は 治 療 的 で は な
く 、 か つ 疾 患 活 動 度 は 、 治 療 中 断 後 迅 速 に 回 復 す る 。 全 身 の 免 疫 抑 制 ま た は 変 調 を 引 き 起
さ な い よ う な 根 本 的 治 療 法 に 関 す る 、 大 き い 臨 床 上 の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
変 性 性 関 節 疾 患 は 、 血 清 陰 性 脊 椎 関 節 炎 、 例 え ば 、 強 直 性 脊 椎 炎 お よ び 反 応 性 関 節 炎 ； 慢
性 関 節 リ ウ マ チ ； 痛 風 ； お よ び 、 全 身 性 エ リ ス マ ト ー デ ス と 同 様 に 、 炎 症 性 の 場 合 が あ る
。 変 性 性 関 節 疾 患 は 、 共 通 の 特 徴 を 有 し 、 こ れ は す な わ ち 関 節 の 軟 骨 が 腐 蝕 さ れ る と い う
こ と で あ り 、 最 終 的 に は 骨 表 面 が 露 出 す る 。 軟 骨 の 破 壊 は 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン の 崩 壊 で 始
ま り 、 ス ト ロ メ ラ イ シ ン お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ な ど の 酵 素 に よ り 媒 介 さ れ 、 圧 縮 応 力 に 抵 抗
す る 能 力 の 喪 失 を 招 く 。 CD44(Swissprot P22511)、 ICAM-1(Swissprot P05362)の よ う な 接
着 分 子 、 な ら び に フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び テ ネ イ シ ン の よ う な 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ
ク 質 の 発 現 の 変 化 が 続 く 。 最 終 的 に 線 維 性 コ ラ ー ゲ ン は 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 攻 撃
さ れ 、 か つ 膠 原 性 微 小 骨 格 が 喪 失 さ れ た 場 合 は 、 再 生 に よ る 修 復 は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
炎 症 性 関 節 炎 の 経 過 中 に 滑 膜 内 に 重 要 な 免 疫 学 的 活 性 が あ る 。 初 期 段 階 で の 治 療 が 望 ま し
い が 、 本 疾 患 の 有 害 な 症 状 は 、 更 に 後 期 段 階 で の 治 療 に よ り 、 少 な く と も 部 分 的 に 改 善 さ
れ う る 。 関 節 炎 の 重 症 度 に 関 す る 臨 床 的 指 標 は 、 疼 痛 、 腫 脹 、 疲 労 お よ び 早 朝 強 直 を 含 み
、 か つ パ ン ヌ ス （ Pannus） 判 定 基 準 に よ り 定 量 的 に モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 動 物
モ デ ル に お け る 疾 患 進 行 は 、 罹 患 し た 関 節 炎 症 の 測 定 に よ り 辿 る こ と が で き る 。 炎 症 性 関
節 炎 の 療 法 は 、 従 来 型 NSAID治 療 に よ る 主 治 療 と 組 合 わ せ る こ と が で き る 。 一 般 に こ の 主
治 療 は 、 サ イ ク ロ ス ポ リ ン A、 メ ト ト レ キ セ ー ト な ど の 疾 患 を 変 更 す る 薬 物 と は 一 緒 に す
る こ と は な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
IFN-γ を 分 泌 す る 能 力 を 伴 う ミ エ リ ン 自 己 反 応 性 T細 胞 に お け る 定 量 的 増 加 は 、 MSお よ び E
AEの 病 理 進 行 に 関 連 づ け ら れ 、 こ れ は MS患 者 の 末 梢 血 中 の 自 己 免 疫 イ ン デ ュ ー サ ー /ヘ ル
パ ー Tリ ン パ 球 が 、 MS患 者 に お け る 脱 髄 過 程 を 開 始 お よ び /ま た は 調 節 し 得 る こ と を 示 し て
い る 。 こ の 顕 性 疾 患 は 、 筋 肉 の 衰 弱 、 腹 壁 反 射 の 喪 失 、 視 野 欠 損 お よ び 感 覚 異 常 に 関 連 す
る 。 前 徴 の 期 間 に 、 脳 脊 髄 液 へ の 白 血 球 浸 潤 、 炎 症 お よ び 脱 髄 が 存 在 す る 。 家 族 歴 お よ び
HLAハ プ ロ タ イ プ DRB1 * 1501、 DQA1 * 0102、 DQB1 * 0602の 存 在 は 、 本 疾 患 の 易 罹 患 性 の 指 標 で
あ る 。 疾 患 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る マ ー カ ー は 、 脳 脊 髄 液 中 の 抗 体 の 存 在 、
視 覚 皮 質 お よ び 脳 幹 の 脳 波 記 録 法 に よ り 認 め ら れ る 「 誘 発 電 位 」 、 お よ び MRIま た は コ ン
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ピ ュ ー タ ー 画 像 診 断 に よ る 脊 髄 欠 損 の 存 在 で あ る 。 本 疾 患 の 初 期 の 治 療 は 、 更 な る 神 経 機
能 の 喪 失 を 遅 延 ま た は 抵 抗 性 と す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
ヒ ト IDDMは 、 イ ン ス リ ン 分 泌 す る β 細 胞 の 破 壊 お よ び 顕 性 の 高 血 糖 に つ な が る 、 細 胞 媒 介
型 自 己 免 疫 障 害 で あ る 。 Tリ ン パ 球 は 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 を 侵 襲 し 、 イ ン ス リ ン 産 生 β -細
胞 を 特 異 的 に 破 壊 す る 。 β 細 胞 の 枯 渇 に よ り 、 血 糖 値 が 調 節 不 能 に な る 。 顕 性 糖 尿 病 は 、
血 糖 値 が 特 定 の レ ベ ル 、 通 常 約 250mg/dlを 超 え る 場 合 に 生 じ る 。 ヒ ト に お い て 、 糖 尿 病 の
開 始 に 先 立 ち 長 い 前 徴 期 間 が あ る 。 こ の 期 間 に は 、 膵 の β 細 胞 機 能 が 段 階 的 に 喪 失 さ れ る
。 本 疾 患 の 進 行 は 、 家 族 歴 お よ び 遺 伝 子 解 析 に よ り 易 罹 患 性 で あ る と 診 断 さ れ た 個 体 に お
い て 経 過 観 察 す る こ と が で き る 。 最 も 重 要 な 遺 伝 子 作 用 は 、 主 要 組 織 適 合 性 遺 伝 子 座 (IDD
M1)の 遺 伝 子 に お い て 認 め ら れ る が 、 イ ン ス リ ン 遺 伝 子 領 域 (IDDM2)を 含 む 他 の 遺 伝 子 座 も
、 本 疾 患 と の 連 鎖 を 示 し て い る (Daviesら 、 前 掲 、 お よ び Kennedyら 、 Nature Genetics、 9
:293-298(1995))。
【 ０ ０ ７ ３ 】
前 徴 期 間 に お い て 評 価 す る こ と が で き る マ ー カ ー は 、 膵 内 の イ ン ス リ ン 炎 の 存 在 、 島 細 胞
抗 体 、 島 細 胞 表 面 抗 体 の レ ベ ル お よ び 頻 度 、 膵 β 細 胞 上 の ク ラ ス II MHC分 子 の 異 常 な 発 現
、 血 中 の 糖 濃 度 、 お よ び 血 漿 中 イ ン ス リ ン 濃 度 で あ る 。 膵 に お け る Tリ ン パ 球 数 、 島 細 胞
抗 体 お よ び 血 糖 の 増 加 は 、 イ ン ス リ ン 濃 度 の 低 下 同 様 、 本 疾 患 の 指 標 で あ る 。 顕 性 糖 尿 病
の 発 症 後 、 イ ン ス リ ン C-ペ プ チ ド の 血 漿 中 維 持 に よ り 証 明 さ れ る β 細 胞 機 能 が 残 っ て い る
患 者 も 、 機 能 の 更 な る 喪 失 を 防 ぐ た め に 、 本 治 療 の 恩 恵 を 受 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ア レ ル ギ ー ま た は ア ト ピ ー は 、 IgEに 基 づ く 感 度 の 増 加 傾 向 で あ り 、 免 疫 原 に 対 す る 、 特
に 昆 虫 毒 、 イ エ ダ ニ 、 花 粉 、 カ ビ ま た は 動 物 の フ ケ の よ う な 通 常 の 環 境 的 ア レ ル ゲ ン に 対
す る 特 異 的 IgE抗 体 の 産 生 を 生 じ る 。 ア レ ル ギ ー 反 応 は 、 抗 原 特 異 性 で あ る 。 更 に 抗 原 に
対 す る 免 疫 反 応 は 、 反 応 性 T細 胞 に よ る 、 Th2型 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば IL-4、 IL-5お よ び IL
-10の 過 剰 産 生 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 感 作 は 、 遺 伝 的 素 因 の あ る ヒ ト に お い て 、 低 濃 度
の ア レ ル ゲ ン へ の 曝 露 後 に 生 じ ； 煙 草 の 煙 お よ び ウ イ ル ス 感 染 症 は 、 こ の 感 作 過 程 を 補 助
す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
喘 息 関 連 ア レ ル ギ ー の ヒ ト は 、 ア ト ピ ー に 罹 患 し て い る 患 者 群 に 含 ま れ る 。 こ の 集 団 の 約
40％ が ア ト ピ ー 性 で あ り 、 こ の 群 の ほ ぼ 半 分 は 、 取 る に 足 り な い 鼻 炎 か ら 生 命 を 脅 か す よ
う な 喘 息 ま で の 臨 床 疾 患 を 発 症 し て い る 。 感 作 後 、 ア レ ル ゲ ン へ の 継 続 曝 露 は 、 喘 息 罹 患
率 の 顕 著 な 増 加 に つ な が る 。 喘 息 は 小 児 の 90％ お よ び 成 人 の 80％ が ア ト ピ ー 性 で あ る 。 一
旦 感 作 が 生 じ る と 、 ア レ ル ゲ ン へ の 再 曝 露 は 、 喘 息 増 悪 の リ ス ク 因 子 で あ る 。 ア レ ル ギ ー
性 喘 息 の 有 効 な 管 理 は 、 薬 理 療 法 お よ び ア レ ル ゲ ン 回 避 を 含 む 。 ア レ ル ギ ー 関 連 し た 喘 息
の 特 異 的 生 理 的 作 用 は 、 気 道 炎 症 、 好 酸 球 増 加 症 、 お よ び 粘 液 産 生 、 な ら び に 抗 原 特 異 的
IgEお よ び IL-4産 生 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
ア レ ル ギ ー に 罹 患 し て い る ヒ ト 集 団 に 加 え 、 非 ヒ ト 哺 乳 類 も 、 ア レ ル ギ ー 状 態 に 罹 患 す る
こ と が わ か っ て い る 。 ネ コ ノ ミ お よ び そ の 他 の ノ ミ が 、 哺 乳 類 の 生 理 的 障 害 の 主 な 原 因 と
し て 新 た に 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 昆 虫 は 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 お よ び ヒ ト を 攻 撃 す る 外 部 寄 生 生
物 で あ る 。 一 定 の 種 (す な わ ち イ ヌ お よ び ネ コ )、 な ら び に こ れ ら の 種 の 個 体 は 、 他 の も の
よ り も ノ ミ の 咬 傷 に 対 し て よ り ア レ ル ギ ー 性 で あ り 、 ノ ミ ア レ ル ギ ー 性 皮 膚 炎 (FAD)ま た
は ノ ミ の 咬 傷 に 対 す る 過 敏 症 と 称 さ れ る 臨 床 障 害 を も た ら す 。 FADの 顕 著 な 特 徴 は 、 ノ ミ
の 咬 傷 部 位 の み で は な く 、 明 確 に 体 中 に も 分 散 す る よ う な 強 い 掻 痒 (痒 み )で あ る 。 こ の ア
レ ル ギ ー 反 応 は 、 ノ ミ が 咬 ん だ 時 に 皮 内 に 注 入 さ れ た 経 口 分 泌 物 中 の 様 々 な タ ン パ ク 質 物
質 に 対 す る 全 身 の 反 応 で あ る 。 慢 性 の FADは 、 瘢 痕 お よ び 永 久 脱 毛 箇 所 に つ な が り 、 脂 漏
に 関 連 す る こ と が 多 く 、 イ ヌ の 家 中 に 充 満 す る 悪 臭 を 生 じ る 。 ノ ミ ア レ ル ギ ー は 、 丘 疹 状
じ ん ま 疹 と し て 知 ら れ て い る ヒ ト の 一 般 的 皮 膚 炎 の 有 力 な 原 因 と し て も 認 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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抗 原 特 異 的 療 法
前 述 の よ う な 、 患 者 試 料 中 に 存 在 す る 抗 体 に よ り 認 識 さ れ た 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ は 、 抗
原 ま た は エ ピ ト ー プ 特 異 的 治 療 薬 の 投 与 を 含 む 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ 特 異 的 療 法 の 開 発
お よ び 選 択 に 使 用 す る こ と が で き 、 こ こ で こ の 薬 物 は 、 患 者 抗 体 の ア レ イ 上 の ア ド レ ス 指
定 可 能 な エ レ メ ン ト へ の 結 合 に よ り 定 義 さ れ る 。 患 者 の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 下 記
を 含 む 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ 特 異 的 療 法 の 開 発 、 選 択 お よ び こ れ に 対 す る 反 応 の モ ニ タ
リ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る ： (1)「 経 口 寛 容 」 と 称 さ れ る 、 特 異 的 抗 原 の 経 口 投 与 (An
nu Rev Immunol.、 12:809-37)； (2)天 然 型 ペ プ チ ド の 投 与 (Science、 258:1491-4； J Neur
ol Sci.、 152:31-8)； (3)変 更 さ れ た ペ プ チ ド リ ガ ン ド の 投 与 (Nature、 379:343-5)； (4)
全 タ ン パ ク 質 の 投 与 ( 、 263:1139)； 融 合 -タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 投 与 ； DNA
、 ま た は 花 粉 、 チ リ ダ ニ 、 ネ コ の 唾 液 の 抗 原 を 含 む ア レ ル ゲ ン の よ う な 他 の 分 子 の 投 与 (

、 28:257-65)； 標 的 化 さ れ た 自 己 タ ン パ ク 質 ま た は ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 投 与 (J. Immunol、 162:3336-41； Curr. Dir. Autoimmun、 2:20
3-16)。 こ れ ら の 療 法 の 全 て に つ い て 、 免 疫 抑 制 を 目 的 と し て 投 与 さ れ た (ま た は DNA中 に
コ ー ド さ れ た )抗 原 は 、 抗 体 に よ り 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ の 全 て ま た は 一 部 を 含 み 得 る 。
ひ と つ の 態 様 に お い て 、 こ う し て 同 定 さ れ た 1種 ま た は 複 数 の エ ピ ト ー プ が 投 与 さ れ 、 通
常 2種 ま た は そ れ 以 上 、 よ り 一 般 的 に は 3種 ま た は そ れ 以 上 が 投 与 さ れ 、 か つ 10種 も の ま た
は そ れ 以 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 含 む こ と も で き る 。 個 々 の ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ
ー ド す る DNAを 投 与 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 全 タ ン パ ク 質 、 ま た は 全 て も し く は 実 質
的 に 全 て の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 、 投 与 す る こ と も で き る 。 従 っ て 1種 ま た
は 複 数 の 、 通 常 2種 ま た は そ れ 以 上 の 、 お よ び 3種 も の ま た は そ れ よ り も 多 い 異 な る タ ン パ
ク 質 抗 原 を 投 与 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 抗 原 特 異 的 療 法 は 、 本 発
明 の 新 規 方 法 に よ り 決 定 さ れ た 抗 原 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 基 に し た 治 療 法 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
別 の 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 先 に 説 明 さ れ た 知 識 に 基 づ く 方 法 を 使 用 し 、 疾 患 パ タ ー ン を
同 定 し 、 こ こ で 特 定 の 患 者 試 料 は 、 疾 患 進 行 の パ タ ー ン に マ ッ ピ ン グ す る こ と が で き る 。
こ の よ う な 場 合 に 、 抑 制 的 エ ピ ト ー プ は 、 患 者 抗 体 に よ り 現 在 認 め ら れ た エ ピ ト ー プ を 含
む の み で は な く 、 疾 患 の 進 行 を 予 測 し 、 お よ び 本 疾 患 の 後 期 に お い て お そ ら く 疾 患 に 関 連
す る ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と も で き 、 従 っ て 多 く の 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 観 察 さ れ た エ ピ
ト ー プ 伸 展 を 防 ぐ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ひ と つ の 態 様 に お い て 、 治 療 は 、 例 え ば 国 際 特 許 出 願 番 号 PCT出 願 US00/0623号 に 記 載 さ れ
て い る よ う な 、 例 え ば 筋 肉 ま た は 皮 膚 の よ う な 宿 主 組 織 へ 注 射 さ れ た DNA発 現 カ セ ッ ト の
投 与 に よ る 、 抗 原 特 異 性 、 抑 制 性 T-細 胞 反 応 を 誘 導 す る こ と を 含 む 。 こ の ベ ク タ ー は 、 少
な く と も 一 部 の 自 己 抗 原 、 移 植 抗 原 な ど を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む 。 こ の ワ ク チ ン 処 置
に 対 す る 反 応 に お い て 、 抑 制 反 応 が 惹 起 さ れ る 。 抗 原 特 異 的 T細 胞 増 殖 は 阻 害 さ れ 、 か つ T
h1サ イ ト カ イ ン 産 生 が 低 減 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
標 的 化 さ れ た 抗 原 に 関 与 す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 は 、 顕 性 疾 患 の 発 症 前 の ワ ク チ ン の 投 与
に よ り 実 現 さ れ る 。 抑 制 性 の ワ ク チ ン 処 置 が 患 者 の 臨 床 症 状 を 安 定 化 ま た は 改 善 す る よ う
な 、 進 行 中 の 疾 患 の 治 療 は 、 特 に 興 味 深 い 。 こ の よ う な 治 療 は 、 罹 患 し た 組 織 の 機 能 が 完
全 に 失 わ れ る 前 に 行 わ れ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
通 常 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 、 抗 原 の 全 て 、 実 質 的 に 全 て 、 ま た は 一 部 を コ ー ド し 、 少 な く
と も ひ と つ の 完 全 な エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る DNA発 現 カ セ ッ ト が 、 レ シ ピ エ ン ト の 組 織 に
導 入 さ れ る 。 遺 伝 子 ま た は ミ ニ 遺 伝 子 は 、 こ の 組 織 に お い て 発 現 さ れ 、 か つ コ ー ド さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 、 ま た は 抗 原 と し て 作 用 す る 。 CD80お よ び CD86の よ う な 共 刺 激 分
子 を 欠 い て い る 、 「 非 プ ロ フ ェ ッ シ ョ ナ ル 」 細 胞 に よ る 抗 原 配 列 の 提 示 は 、 抑 制 性 T細 胞
反 応 を 刺 激 す る と 仮 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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こ の DNA発 現 カ セ ッ ト は 、 抗 原 断 片 を コ ー ド す る 配 列 の ほ と ん ど ま た は 全 て を 含 む と 考 え
ら れ る 。 こ の コ ー ド 配 列 は 、 5'ま た は 3'末 端 で 切 断 す る こ と が で き 、 完 全 な ポ リ ペ プ チ ド
配 列 の 断 片 で あ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ひ と つ の 態 様 に お い て 、 配 列 は 、 例 え ば 宿 主 の
ク ラ ス II MHC分 子 に よ り 提 示 さ れ た ペ プ チ ド の よ う な 、 病 原 性 T細 胞 に 対 し て 提 示 さ れ る
こ と が 分 か っ て い る ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 文 献 に お い て 説
明 さ れ て お り 、 か つ 典 型 的 に は 約 8～ 約 30個 の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 こ
の 配 列 は 、 完 全 な 抗 原 性 タ ン パ ク 質 、 ま た は 実 質 的 に 全 て の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 配 列 は 、 注 入 さ れ た 場 合 に 劣 化 さ れ 得 る か 、 も し く は 寛
容 化 療 法 の 効 能 を 低 下 し 得 る よ う な 自 己 タ ン パ ク 質 の 一 部 が 取 り 除 か れ た よ う な 自 己 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
こ の ワ ク チ ン は 、 1種 の エ ピ ト ー プ ま た は エ ピ ト ー プ 配 列 の カ ク テ ル と 共 に 製 剤 化 す る こ
と が で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 複 数 の 配 列 を 含 む こ と が 望 ま し く 、 こ こ で 各 々 は 、 異 な る
エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 。 例 え ば Leadbetterら の 論 文 (J. Immunol.、 161:504-512(1998))
を 参 照 の こ と 。 別 個 の エ ピ ト ー プ の 複 数 の コ ー ド 配 列 で 構 成 さ れ た 製 剤 を 使 用 し 、 よ り 強
力 お よ び /ま た は よ り 持 続 し た 抑 制 反 応 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 製 剤 は 、 複
数 の 自 己 反 応 性 T細 胞 集 団 を 特 異 的 に 標 的 化 す る こ と に よ り 、 自 己 抗 原 抵 抗 性 の 発 症 を 遅
延 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
自 己 抗 原 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 加 え 、 免 疫 反 応 は 、 Kriegら の 論 文 (

、 6:23-27(1998))に 説 明 さ れ た CpG配 列 の 含 有 、 お よ び Kingら の 論 文 (
、 4:1281-1286(1998))に 説 明 さ れ た ヘ ル パ ー 配 列 の 含 有 に よ り 増 強 す る こ と が で き

る 。 メ チ ル 化 さ れ な い CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な DNAモ チ ー フ の 生 物 学 的 作 用 は 、 特 に 塩
基 の 状 況 に お い て (CpG-Sモ チ ー フ )、 動 物 に 注 射 さ れ た 場 合 に 先 天 的 免 疫 反 応 を 変 調 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
抗 原 配 列 は 、 適 当 な 発 現 カ セ ッ ト に 挿 入 さ れ る 。 こ の 発 現 構 築 物 は 、 通 常 の 方 法 で 調 製 さ
れ る 。 こ の カ セ ッ ト は 、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 に お け る こ の 配 列 の 発 現 の た め に 適 当 な 転 写 お
よ び 翻 訳 調 節 配 列 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 こ の カ セ ッ ト は 、 一 般 に ベ ク タ ー の 一 部 で あ り
、 こ れ は レ シ ピ エ ン ト へ の そ の 導 入 前 に 、 ベ ク タ ー の 増 殖 、 増 幅 お よ び 操 作 に 必 要 で あ る
よ う な 、 適 当 な 複 製 起 点 、 お よ び 選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 。 適 当 な
ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 YAC、 BAC、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス な ど を 含 む 。 発 現 ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド で あ る こ と が 好 都 合 で あ る と 考 え ら れ る 。 レ
シ ピ エ ン ト へ の 導 入 前 に 、 こ の カ セ ッ ト は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る よ う に 、 切 断
、 増 幅 な ど に よ り ベ ク タ ー 配 列 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 注 入 に 関 し て 、 DNAは 、 ス ー
パ ー コ イ ル 状 ま た は 線 状 で あ る こ と が で き 、 好 ま し く は ス ー パ ー コ イ ル 状 で あ る 。 こ の カ
セ ッ ト は 、 宿 主 細 胞 に お い て 延 長 さ れ た 期 間 維 持 さ れ る か 、 も し く は 一 過 性 で あ る こ と が
で き 、 一 般 に は 一 過 性 で あ る 。 安 定 し た 維 持 は 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 EBVベ
ク タ ー な ど の 組 込 み お よ び /ま た は 維 持 を 提 供 す る 配 列 を 含 む こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
発 現 カ セ ッ ト は 、 一 般 に 外 因 性 転 写 開 始 領 域 、 す な わ ち 通 常 存 在 す る 染 色 体 内 で T細 胞 受
容 体 に 会 合 さ れ る プ ロ モ ー タ ー 以 外 の プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 、 宿
主 細 胞 に お い て 、 特 に カ セ ッ ト に よ り 標 的 化 さ れ る 宿 主 細 胞 に お い て 機 能 す る 。 プ ロ モ ー
タ ー は イ ン ビ ト ロ 組 換 え 法 に よ り 、 も し く は 、 適 当 な 宿 主 細 胞 に よ る 配 列 の 、 相 同 的 組 込
み の 結 果 と し て 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 、 抗 原 の コ ー ド 配 列 に 機 能 的
に 連 結 さ れ て お り 、 翻 訳 可 能 な mRNA転 写 産 物 を 作 製 す る 。 発 現 ベ ク タ ー は 都 合 の 良 い こ と
に 、 抗 原 配 列 の 挿 入 を 促 進 す る た め に プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 近 傍 に 配 置 さ れ た 制 限 部 位 を 有
す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
発 現 カ セ ッ ト は 、 構 成 性 ま た は 誘 導 性 で あ る こ と が で き る 転 写 開 始 領 域 、 抗 原 配 列 を コ ー
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ド す る 遺 伝 子 、 お よ び 転 写 終 結 領 域 を 含 む よ う に 調 製 さ れ る 。 こ の 発 現 カ セ ッ ト は 、 様 々
な ベ ク タ ー に 導 入 す る こ と が で き る 。 関 心 対 象 の プ ロ モ ー タ ー は 、 誘 導 性 ま た は 構 成 性 で
あ る こ と が で き 、 通 常 構 成 性 で あ り 、 か つ レ シ ピ エ ン ト 細 胞 に お い て 転 写 を 提 供 す る と 考
え ら れ る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 型 に お い て の み 活 性 が あ る か 、 も し く
は 多 く の 様 々 な 細 胞 型 に お い て 広 範 に 活 性 が あ る こ と が で き る 。 哺 乳 類 細 胞 の た め の 多 く
の 強 力 な プ ロ モ ー タ ー が 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 こ れ は β -ア ク チ ン プ ロ モ ー タ
ー 、 SV40初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ
ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス LTRな ど を 含 む 。 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー は 、 エ ン
ハ ン サ ー に 会 合 し て も し な く と も 良 く 、 こ こ で エ ン ハ ン サ ー は 、 特 定 の プ ロ モ ー タ ー に 自
然 に 会 合 さ れ る か 、 も し く は 異 な る プ ロ モ ー タ ー に 会 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
終 結 領 域 は 、 コ ー ド 領 域 の 3'側 に 提 供 さ れ 、 こ こ で 終 結 領 域 は 、 可 変 領 域 ド メ イ ン に 天 然
に 会 合 さ れ る か 、 ま た は 異 な る 供 給 源 に 由 来 す る こ と が で き る 。 多 種 多 様 な 終 結 領 域 を 、
有 害 に 作 用 す る 発 現 を 伴 わ ず に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
一 般 に は 20個 を 超 え な い 、 よ り 一 般 的 に は 15個 を 超 え な い よ う な 、 少 数 の ヌ ク レ オ チ ド を
、 自 己 抗 原 配 列 の 末 端 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 ま た は 挿 入 は 、 通 常
構 築 の 必 要 性 の 結 果 で あ り 、 都 合 の 良 い 制 限 部 位 、 プ ロ セ シ ン グ シ グ ナ ル の 追 加 、 コ ザ ッ
ク 共 通 配 列 の 追 加 、 操 作 の 容 易 さ 、 発 現 レ ベ ル の 改 善 な ど を 提 供 す る と 考 え ら れ る 。 加 え
て 、 同 様 の 理 由 の た め に 1種 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 異 な る ア ミ ノ 酸 と の 置 換 を 望 む こ と
が で き 、 通 常 は こ の 領 域 で は 約 5個 よ り も 多 い ア ミ ノ 酸 は 置 換 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
DNAベ ク タ ー は 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る 緩 衝 液 、 一 般 に は 水 溶 液 、 例 え ば 通 常 の 生 理 食 塩 水
、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 水 な ど の 中 に 浮 遊 さ れ る 。 安 定 化 剤 、 湿 潤 剤 お よ び 乳 化 剤 、 浸
透 圧 を 変 動 す る た め の 塩 、 ま た は 至 適 pH値 を 確 実 に す る た め の 緩 衝 液 、 お よ び 皮 膚 浸 透 増
強 剤 を 、 補 助 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 DNAは 通 常 、 濃 度 が 少 な く と も 約 1ng/mlで
あ り 、 約 10mg/mlを 超 え な い よ う に 存 在 し 、 通 常 約 100μ g～ 1mg/mlで あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
DNA寛 容 療 法 は 、 2回 ま た は そ れ よ り も 多 い 投 与 量 に 分 け る こ と が で き 、 1回 の 投 与 量 に つ
き 少 な く と も 約 1μ g、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 約 100μ g、 お よ び 好 ま し く は 少 な く と も
約 1mgで あ り 、 約 4日 か ら 1週 間 空 け て 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の 一 部 の 態 様 に お い て 、 個 体 に
は 、 完 全 で 広 範 な 免 疫 反 応 を 生 じ る た め に 、 一 連 の ワ ク チ ン 処 置 が 施 さ れ る 。 本 方 法 に 従
い 、 少 な く と も 2回 お よ び 好 ま し く は 4回 の 注 射 が 、 時 間 を か け て 行 わ れ る 。 注 射 の 間 の 時
間 は 、 24時 間 間 隔 か ら 2週 間 ま た は そ れ よ り も 長 い 注 射 の 間 隔 を 含 む こ と が で き 、 好 ま し
く は 1週 間 間 隔 で あ る 。 ま た は 、 少 な く と も 2回 か ら 最 大 4回 の 別 個 の 注 射 を 、 体 の 異 な る
部 位 に 同 時 に 与 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
DNA治 療 薬 は 、 筋 肉 ま た は 他 の 組 織 に 皮 下 、 皮 内 、 静 脈 内 、 経 口 に よ り ま た は 髄 液 も し く
は 滑 液 へ 直 接 注 入 さ れ る 。 特 に 関 心 が あ る の は 、 骨 格 筋 へ の 注 射 で あ る 。 遺 伝 子 治 療 薬 は
、 直 接 免 疫 処 置 さ れ る 個 体 へ 、 ま た は 投 与 後 再 移 植 さ れ る 個 体 か ら 取 り 出 さ れ た 細 胞 に エ
ク ス ビ ボ で 投 与 す る こ と が で き る 。 い ず れ の 経 路 に よ っ て も 、 遺 伝 的 物 質 は 、 個 体 の 体 内
に 存 在 す る 細 胞 へ 導 入 さ れ る 。 ま た は 、 遺 伝 子 治 療 薬 は 、 個 体 か ら 取 り 出 さ れ た 細 胞 へ 様
々 な 手 段 に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 手 段 は 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 、 電 気 穿 孔 お よ び 微 量 射 出 可 能 な 遺 伝 子 銃 を 含 む 。 遺 伝 子 構 築 物 を 細 胞 か ら 取 り 出 し た
後 、 こ れ ら は 個 体 へ 再 移 植 さ れ る 。 さ も な け れ ば そ の 中 に 組 込 ま れ た 遺 伝 子 構 築 物 を 有 す
る 非 免 疫 原 性 細 胞 が 、 1つ の 個 体 か ら 採 取 さ れ 、 か つ 別 の 個 体 へ 移 植 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ブ ピ バ カ イ ン ま た は 機 能 的 類 似 性 を 有 す る 化 合 物 は 、 ワ ク チ ン の 前 に ま た は こ れ と 同 時 に
投 与 す る こ と が で き る 。 ブ ピ バ カ イ ン は 、 メ ピ バ カ イ ン の 相 同 体 で あ り 、 リ ド カ イ ン に 関
連 す る 。 こ れ は 筋 肉 組 織 電 位 を 、 ナ ト リ ウ ム チ ャ レ ン ジ に 対 し て 感 受 性 と し 、 細 胞 内 イ オ

10

20

30

40

50

(22) JP 2004-534213 A 2004.11.11



ン 濃 度 に 作 用 す る 。 ブ ピ バ カ イ ン 、 メ ピ バ カ イ ン 、 リ ド カ イ ン お よ び 他 の 同 様 に 作 用 す る
化 合 物 に 加 え 、 他 の 企 図 さ れ た 細 胞 を 刺 激 す る 物 質 は 、 レ ク チ ン 、 増 殖 因 子 、 サ イ ト カ イ
ン お よ び リ ン ホ カ イ ン 、 例 え ば 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 (PDGF)、 gCSF、 gMCSF、 表 皮 増 殖 因 子 (
EGF)お よ び IL-4が あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
DNA寛 容 化 の 代 替 と し て 、 ま た は こ れ に 加 え て 、 特 異 的 ペ プ チ ド 、 変 更 さ れ た ペ プ チ ド 、
ま た は タ ン パ ク 質 が 、 自 己 免 疫 を 治 療 す る た め の 抗 原 特 異 的 寛 容 を 誘 導 す る た め に 、 治 療
的 に 投 与 さ れ る 。 自 己 免 疫 反 応 に よ り 標 的 化 さ れ た 天 然 型 ペ プ チ ド は 、 抗 原 特 異 的 寛 容 を
誘 導 す る た め に 送 達 す る こ と が で き る (Science、 258:1491-4)。 天 然 型 ペ プ チ ド は 、 静 脈
内 に 送 達 さ れ 、 免 疫 寛 容 を 誘 導 す る (J Neurol Sci.、 152:31-8)。
【 ０ ０ ９ ５ 】
天 然 型 ペ プ チ ド か ら 変 更 さ れ た ペ プ チ ド の 送 達 も 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 天 然
型 ペ プ チ ド の 重 要 な 残 基 の 選 択 的 変 化 に よ る 変 更 (変 更 さ れ た ペ プ チ ド リ ガ ン ド ま た は 「 A
PL」 )は 、 抗 原 特 異 的 自 己 反 応 性 T細 胞 の 不 応 答 ま た は 応 答 の 変 化 を 誘 導 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
「 ペ プ チ ド 類 似 体 」 は 、 長 さ が 少 な く と も 7個 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 か つ 類 似 体 と 天 然 型 抗
原 性 ペ プ チ ド の 間 に ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 少 な く と も 1個 の 違 い を 含 む 。 天 然 型 ペ プ チ ド
由 来 の L-ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 に お い て 通 常 認 め ら れ る 20個 の L-ア ミ ノ 酸 の い ず れ か 他
の ひ と つ 、 対 応 す る D-ア ミ ノ 酸 の い ず れ か ひ と つ 、 稀 な ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 4-ヒ ド ロ キ シ プ
ロ リ ン 、 お よ び ヒ ド ロ キ シ リ シ ン 、 ま た は 非 タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば β -ア ラ ニ ン お
よ び ホ モ セ リ ン に 変 更 す る こ と が で き る 。 メ チ ル 化 (例 え ば 、 α -メ チ ル バ リ ン )、 エ チ ル
ア ミ ン 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 お よ び エ チ レ ン ジ ア ミ ン な ど の ア ル キ ル ア ミ ン に よ る C-末 端
ア ミ ノ 酸 の ア ミ ド 化 、 な ら び に ア ミ ノ 酸 側 鎖 機 能 の ア シ ル 化 ま た は メ チ ル 化 (例 え ば 、 リ
シ ン の ε ア ミ ノ 基 の ア シ ル 化 )、 ア ル ギ ニ ン か ら シ ト ル リ ン へ の 脱 イ ミ ノ 化 、 イ ソ ア ス パ
ル チ ル 化 、 ま た は セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン も し く は ヒ ス チ ジ ン 残 基 の リ ン 酸 化 な ど
の 化 学 的 手 段 に よ り 変 更 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
ど の よ う に 変 更 さ れ た ペ プ チ ド リ ガ ン ド が 有 効 で あ る か と い う 作 用 の 機 序 は 、 T細 胞 受 容
体 (TCR)の 不 完 全 な 動 員 に 関 与 し 得 る 。 APLが 誘 導 す る こ と が で き る い く つ か の 可 能 性 の あ
る 機 能 的 変 更 が あ り 、 こ れ は 以 下 を 含 む ： 簡 単 な ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 こ こ で APLは 、 MHC結 合
に つ い て 抗 原 提 示 細 胞 上 の 天 然 型 ペ プ チ ド と 競 合 し 、 か つ 完 全 な T細 胞 活 性 化 を も た ら さ
な い 。 こ れ は 、 APLに よ り T細 胞 受 容 体 を 介 し て シ グ ナ ル 伝 達 さ れ な い こ と を 暗 示 し て い る
。 ア ネ ル ギ ー 、 こ こ で APLは T細 胞 に お け る 完 全 な 不 応 答 の 状 態 を 誘 導 し 、 そ の 結 果 T細 胞
は 天 然 型 ペ プ チ ド に 反 応 し な い 。 表 現 型 ス イ ッ チ ン グ 、 こ こ で APLが T細 胞 に お け る 機 能 的
ス イ ッ チ を 誘 導 し 、 そ の 結 果 こ れ は 、 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 減 少 し 、 お よ び /ま
た は IL-4ま た は IL-10の よ う な 非 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 増 加 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 自 動 化 さ れ た 手 法 に よ る 合 成 を 含 む 、 標 準 の 化 学 技 術
に よ り 、 合 成 す る こ と が で き る 。 一 般 に ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 C-末 端 ア ミ ド を 伴 う ペ プ チ ド
を 得 る た め の ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド に よ る 活 性 化 に よ る 、 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸
残 基 の 各 々 の 、 好 ま し く は 4-メ チ ル ベ ン ズ ヒ ド リ ル ア ミ ン 樹 脂 で あ る 樹 脂 支 持 体 へ の カ ッ
プ リ ン グ を 含 む 固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 に よ り 調 製 さ れ る 。 ま た は 、 ク ロ ロ メ チ ル 樹 脂 (メ リ
フ ィ ー ル ド 樹 脂 )を 用 い 、 C-末 端 に 遊 離 カ ル ボ ン 酸 を 伴 う ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。
最 後 の 残 基 が 結 合 さ れ た 後 、 保 護 さ れ た ペ プ チ ド 樹 脂 は 、 フ ッ 化 水 素 で 処 理 さ れ 、 ペ プ チ
ド を 樹 脂 か ら 切 断 し 、 更 に 側 鎖 官 能 基 を 脱 保 護 す る 。 粗 生 成 物 は 更 に 、 ゲ ル ろ 過 、 HPLC、
分 配 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
候 補 ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 MHCへ の 競 合 的 結 合 を 測 定 す る ア ッ セ イ 法 、 お よ び T細 胞 増 殖 を 測
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定 す る ア ッ セ イ 法 に よ り 、 疾 患 を 治 療 す る そ れ ら の 能 力 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る 。 天 然 型 ペ プ チ ド の 結 合 を 阻 害 し か つ 自 己 反 応 性 T細 胞 の 増 殖 を 刺 激 し な い こ れ
ら の 類 似 体 は 、 有 用 な 治 療 薬 で あ る 。 候 補 ペ プ チ ド 類 似 体 は 更 に 、 直 接 的 様 式 で こ の 類 似
体 が T細 胞 増 殖 を 引 き 起 す 能 力 を 測 定 す る か 、 ま た は ペ プ チ ド 類 似 体 が 天 然 型 ペ プ チ ド に
よ り 誘 導 さ れ た T細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 能 力 を 測 定 す る こ と に よ り 、 T細 胞 増 殖 を 刺 激 ま た は
阻 害 す る そ れ ら の 特 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 1種 の ま た は 異 な る エ ピ ト ー プ の カ ク テ ル と し て 、 例 え ば 静 脈 内 ま
た は 皮 下 の 経 路 に よ り 、 患 者 へ 投 与 さ れ 、 免 疫 反 応 の 抑 制 を 提 供 す る 。 APLお よ び 天 然 型
ペ プ チ ド は 、 用 量 0.5～ 100mg/投 与 で 二 週 間 毎 か ら 毎 月 を 基 本 に 静 脈 内 お よ び 皮 下 の 両 方
で 送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
別 の 態 様 に お い て 、 自 己 免 疫 反 応 に よ り 標 的 化 さ れ た 全 タ ン パ ク 質 抗 原 は 、 自 己 免 疫 の 治
療 に 対 す る 免 疫 寛 容 を 回 復 す る た め に 送 達 す る こ と が で き る (Science、 263:1139)。
【 ０ １ ０ ２ 】
ア レ ル ゲ ン 免 疫 療 法 、 ま た は 減 感 作 は 、 通 常 維 持 療 法 と し て 維 持 さ れ る 用 量 ま で の 漸 増 用
量 範 囲 で 、 一 定 間 隔 毎 の 、 抗 原 と し て の ア レ ル ゲ ン 抽 出 物 の 非 経 口 投 与 で あ る 。 免 疫 療 法
の 適 応 は 、 前 述 の よ う な 抗 体 特 異 性 の 診 断 に よ り 決 定 さ れ る 。 ア レ ル ゲ ン 免 疫 療 法 は 、 ア
レ ル ギ ー 反 応 の 症 状 お よ び 徴 候 の 低 減 、 ま た は 昆 虫 毒 、 ペ ニ シ リ ン な ど の よ う な 抗 原 に 対
す る 将 来 の ア ナ フ ィ ラ キ シ ー の 予 防 を 目 標 と し 、 ア レ ル ギ ー 患 者 へ ア レ ル ゲ ン の 注 射 を 規
則 的 に 提 供 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 こ れ は 、 通 常 最 初 に 低 用 量 で 行 わ れ 、 用 量 は 1週 間
か け て 漸 増 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
免 疫 療 法 は 、 注 射 さ れ た ア レ ル ゲ ン に 対 し 特 異 的 で あ る 。 こ れ は 、 下 記 の 免 疫 学 的 変 化 を
生 じ る ： サ イ ト カ イ ン 産 生 に お け る 対 応 す る 変 化 を 伴 う Th2型 反 応 か ら Th1型 反 応 へ の T細
胞 反 応 の シ フ ト 、 低 下 し た ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgE産 生 、 増 加 し た ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgG産 生
、 減 少 し た 炎 症 細 胞 、 減 少 し た 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー お よ び 減 少 し た ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 。
こ れ ら の 変 化 は 、 標 的 臓 器 に お け る ア レ ル ゲ ン に 対 す る 反 応 性 の 低 下 を 生 じ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
注 射 さ れ る ア レ ル ゲ ン の 量 は 、 経 験 に 由 来 し 、 か つ レ シ ピ エ ン ト の サ イ ズ に よ っ て 決 ま り
、 一 般 に 体 重 1kg当 り 少 な く と も 約 100ngの ア レ ル ゲ ン で あ り 、 体 重 1kg当 り 約 1mgの ア レ ル
ゲ ン を 超 え る こ と は な い 。 頻 繁 に 用 量 は 、 注 射 の 経 過 を 通 じ て 、 約 10倍 か ら 1,000,000倍
ま で も 増 大 さ れ る 。 注 射 の ス ケ ジ ュ ー ル は 、 個 々 の 患 者 で 変 動 す る 。 例 え ば ア ル ピ ラ ル （
Allpyral） 調 製 物 は 、 維 持 量 に 達 す る ま で は 、 1～ 2週 間 毎 に 投 与 さ れ る 。 維 持 注 射 は 、 2
～ 4週 間 毎 に 投 与 さ れ る 。 免 疫 療 法 ス ケ ジ ュ ー ル は 個 別 化 さ れ 、 か つ 固 定 さ れ た ス ケ ジ ュ
ー ル は 推 奨 さ れ な い こ と は 再 度 強 調 さ れ る べ き で あ る 。 ア レ ル ギ ー 注 射 は 、 「 永 久 」 に 継
続 さ れ る こ と は 稀 で あ り 、 通 常 は 患 者 が ア レ ル ギ ー 症 状 を 経 験 せ ず 、 か つ 維 持 ス ケ ジ ュ ー
ル の 期 間 に 連 続 18～ 24ヶ 月 間 投 薬 を 必 要 な く な っ た 後 に 、 終 了 す る こ と が で き る 。 平 均 的
患 者 の 治 療 期 間 は 、 3～ 5年 で あ る が 、 あ る 種 の 臨 床 状 況 に お い て は よ り 長 い こ と が あ る 。
免 疫 療 法 の 中 断 後 6～ 12ヶ 月 間 の 経 過 観 察 期 間 の 後 に 症 状 が 再 発 し た 場 合 は 、 再 評 価 が 望
ま れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
ア レ ル ゲ ン 免 疫 療 法 は 、 下 記 の 適 応 症 に 適 し て い る ： 最 適 な ア レ ル ゲ ン 回 避 お よ び 投 薬 が
症 状 の 制 御 に 十 分 有 効 で は な い 、 重 症 の 季 節 性 (2年 ま た は そ れ 以 上 続 く )ま た は 1年 中 の Ig
E依 存 型 ア レ ル ギ ー 性 鼻 結 膜 炎 ； IgE媒 介 型 ア レ ル ギ ー 性 喘 息 ； 特 に 、 ア レ ル ゲ ン 曝 露 と 喘
息 の 徴 候 お よ び 症 状 の 間 に 明 ら か な 時 間 的 関 係 が あ る も の 、 な ら び に 症 状 が 毎 年 ふ た つ ま
た は そ れ よ り も 多 い ア レ ル ギ ー の 季 節 に 生 じ る も の 。 チ リ ダ ニ ま た は ブ タ ク サ 花 粉 に よ り
惹 起 さ れ た IgE媒 介 型 喘 息 は 、 ア レ ル ゲ ン 免 疫 療 法 に よ り 治 療 す る こ と が で き る 。 IgE媒 介
型 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー は 、 昆 虫 の 刺 創 に 対 し て 反 応 す る 。 ス ズ メ バ チ 、 キ イ ロ ス ズ メ バ チ 、
ク ロ ス ズ メ バ チ 、 ジ ガ バ チ お よ び ミ ツ バ チ の 毒 、 フ シ ア リ の 全 身 の 抽 出 物 に よ る 免 疫 療 法
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は 有 効 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
組 織 移 植 片 拒 絶 反 応
肺 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 膵 臓 、 な ら び に 他 の 臓 器 お よ び 組 織 を 含 む 組 織 移 植 片 の 免 疫 拒 絶
反 応 は 、 移 植 さ れ た 臓 器 に 対 す る 移 植 レ シ ピ エ ン ト に お け る 免 疫 反 応 に よ り 媒 介 さ れ る 。
同 種 移 植 し た 臓 器 は 、 移 植 レ シ ピ エ ン ト の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た 場 合 に 、 ア ミ ノ 酸 配 列
の 変 化 を 伴 う タ ン パ ク 質 を 含 む 。 移 植 さ れ た 臓 器 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 移 植 レ シ ピ エ ン ト の
も の と は 異 な る の で 、 こ れ ら は 頻 繁 に レ シ ピ エ ン ト に お い て 移 植 さ れ た 臓 器 に 対 す る 免 疫
反 応 を 惹 起 す る 。 移 植 さ れ た 臓 器 の 拒 絶 反 応 は 、 大 き い 合 併 症 で あ り 、 組 織 移 植 の 制 限 で
あ り 、 レ シ ピ エ ン ト に お い て は 移 植 臓 器 の 機 能 不 全 を 引 き 起 し 得 る 。 拒 絶 反 応 の 結 果 で あ
る 慢 性 の 炎 症 は 、 移 植 さ れ た 臓 器 の 機 能 障 害 に つ な が る こ と が 頻 繁 で あ る 。 移 植 レ シ ピ エ
ン ト は 現 在 、 拒 絶 反 応 を 防 止 お よ び 抑 制 す る た め に 、 様 々 な 免 疫 抑 制 剤 で 処 置 さ れ て い る
。 こ れ ら の 物 質 は 、 糖 質 コ ル チ コ イ ド 、 サ イ ク ロ ス ポ リ ン A、 Cellcept、 FK-506、 お よ び O
KT3を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 は 、 特 定 の 方 法 、 プ ロ ト コ ー ル 、 細 胞 株 、 動 物 種 ま た は 属 、 な ら び に 説 明 さ れ た 試
薬 に 限 定 さ れ ず 、 こ れ ら は 変 動 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ る は ず で あ る 。 本 明 細 書
に お い て 使 用 さ れ る 用 語 は 、 特 定 の 態 様 を 説 明 す る こ と の み を 目 的 と し 、 本 発 明 の 範 囲 を
制 限 す る こ と は 意 図 し て お ら ず 、 こ れ は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て の み 制 限 さ れ る こ
と も 理 解 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 単 数 形 (「 a」 、 「 an」 、 「 the」 )は 、 本 文 で 別 に 明 確 に 記 さ
な い 限 り は 、 複 数 の 意 味 も 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学
用 語 は 、 特 に 別 に 明 確 に 記 さ な い 限 り は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 の 業 者 に よ り 通 常 理 解
さ れ る も の 同 じ 意 味 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
下 記 の 実 施 例 は 、 当 業 者 に い か に し て 本 発 明 を 作 製 し か つ 使 用 す る か と い う 完 全 な 開 示 お
よ び 説 明 を 提 供 す る た め に 示 し て お り 、 本 発 明 と み な さ れ る も の の 範 囲 を 制 限 す る こ と は
意 図 さ れ て い な い 。 使 用 し た 数 字 (例 え ば 、 量 、 温 度 、 濃 度 な ど )に 関 す る 精 度 を 確 実 に す
る た め に 努 力 が 払 わ れ て い る が 、 若 干 の 実 験 誤 差 お よ び 偏 差 は 、 許 さ れ る べ き で あ る 。 別
に 特 に 記 さ な い 限 り は 、 部 は 質 量 部 で あ り 、 分 子 量 は 平 均 分 子 量 で あ り 、 温 度 は 摂 氏 で あ
り 、 か つ 圧 力 は 大 気 圧 ま た は そ の 近 傍 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 全 て の 刊 行 物 お よ び 特 許 出 願 は 、 各 々 個 々 の 刊 行 物 お よ び 特 許 出 願
が 具 体 的 か つ 個 別 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る こ と が 示 さ れ る の と 同 様 に 、 参 照 と し て
組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
実 験 例

EAE動 物 の 血 清 中 の 自 己 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る た め に 、 血 清 抗 体 の タ ン パ ク
質 マ イ ク ロ ア レ イ へ の 結 合 を 試 験 す る ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
表 1に 列 記 し た よ う な 、 免 疫 優 性 な ミ エ リ ン ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ お よ び 精 製 し た 天 然 型 ミ
エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 を ス ポ ッ ト す る こ と に よ り 抗 原 ア レ イ を 作 成 し た 。 図 1A-Dは 、 正
常 な 対 照 ラ ッ ト (A)、 お よ び 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の 異 な る ミ エ リ ン タ ン パ ク 質
ペ プ チ ド に よ り EAEを 発 症 す る よ う に 誘 導 し た 3匹 の ル イ ス （ Lewis） ラ ッ ト (B-D)の 血 清 で
、 そ の 後 Cy-3標 識 し た 抗 ラ ッ ト Ig二 次 抗 体 に よ り プ ロ ー ブ し た ア レ イ の 走 査 し 画 像 化 し た
も の で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
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実 施 例 1
ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の EAEに お け る 自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 の 抗 原 ア レ イ 特 徴 決 定



走 査 し た 画 像 の 定 量 的 コ ン ピ ュ ー タ 解 析 を 、 表 1に 示 し た 。 報 告 さ れ た 数 値 は 、 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド レ ベ ル に つ い て 調 節 し 、 対 照 血 清 に 対 す る EAE動 物 由 来 の 血 清 に よ り 認 識 さ れ た
抗 原 の 蛍 光 強 度 の 比 で 表 わ し 、 そ の 結 果 1よ り 大 き い ま た は 小 さ い 比 は (1＝ 差 な し )は 、 ＞
95％ 信 頼 区 間 で の 統 計 学 的 有 意 差 を 示 し て い る 。 結 果 は 、 ELISAに よ り 確 認 し た 。 こ れ ら
の 結 果 は 、 抗 原 ア レ イ が EAEに お け る 自 己 抗 体 反 応 の ペ プ チ ド 特 異 性 を 強 力 に 同 定 す る こ
と を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
（ 表 １ ） ル イ ス ラ ッ ト に お け る EAEの 自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 の 抗 原 ア レ イ 特 徴 決 定
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ５ 】

自 己 抗 原 ア レ イ は 、 8種 の 別 個 の ヒ ト 自 己 免 疫 リ ウ マ チ 疾 患 の 自 己 抗 体 プ ロ フ ァ イ ル 特 性
を 同 定 す る
50種 を 超 え る 高 度 に 特 徴 決 定 さ れ た 自 己 免 疫 血 清 試 料 の 自 己 抗 原 ア レ イ 分 析 の 代 表 的 実 施
例 を 示 す (図 2)。
【 ０ １ １ ６ 】
整 列 さ れ た 自 己 抗 原 ア レ イ を 、 ロ ボ ッ ト 型 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 を 用 い る 4つ 組 の セ ッ ト に
お い て 192種 の 別 個 の 推 定 自 己 抗 原 を ス ポ ッ ト す る こ と に よ り 作 製 し 、 1152種 の 特 性 の リ
ウ マ チ 疾 患 自 己 抗 原 ア レ イ を 作 製 し た 。 ス ポ ッ ト し た 抗 原 は 、 以 下 を 含 む ： 36種 の 組 換 え
ま た は 精 製 し た タ ン パ ク 質 、 Ro52、 La、 ヒ ス チ ジ ル -tRNAシ ン テ タ ー ゼ (Jo-1)、 SRタ ン パ
ク 質 、 ヒ ス ト ン H2A(H2A)、 Sm-B/B'、 U1小 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 70kDaお よ び C成 分 (
U1-7OkDa、 U1snRNP-C)、 Sm-B/B'、 hnRNP-B1、 Sm/RNP複 合 体 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I(topo I)
、 動 原 体 タ ン パ ク 質 B(CENP B)、 お よ び ピ ル ビ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (PDH)； 数 種 類 の 型 の
哺 乳 類 二 本 鎖 DNA(dsDNA)お よ び 合 成 一 本 鎖 DNA(ssDNA)を 含 む 、 6種 の 核 酸 に 基 づ く 推 定 抗
原 ； な ら び に 、 snRNPタ ン パ ク 質 、 Smタ ン パ ク 質 、 お よ び ヒ ス ト ン H1、 H2A、 H3お よ び H4が
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実 施 例 2
自 己 免 疫 リ ウ マ チ 疾 患 に お け る 患 者 の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定



代 表 例 で あ る 154種 の ペ プ チ ド 。 加 え て 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト IgGお よ び IgM(α -IgGお よ び
α -IgM)； イ ン フ ル エ ン ザ Aお よ び 肺 炎 球 菌 (ニ ュ ー モ バ ッ ク ス （ Pneumovax） )に 対 す る ワ
ク チ ン ； な ら び に 、 ア レ イ を 方 向 付 け る た め に マ ー カ ー ス ポ ッ ト と し て 使 用 す る た め の Cy
-3お よ び Cy-5で 予 め 標 識 し 抗 体 混 合 物 (黄 色 特 徴 )に 関 す る 抗 体 特 異 性 を ス ポ ッ ト し た 。 自
己 抗 原 ア レ イ は 、 (a)特 異 的 自 己 抗 体 反 応 性 が 検 出 さ れ な か っ た 健 常 個 体 (正 常 )； (b)Ro52
お よ び Laに 対 す る 自 己 抗 体 反 応 性 を 示 し て い る 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 ； (c)DNA、 ヒ ス ト ン
H2A、 U1-7OkDa、 お よ び SRタ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る SLE； (d)Jo-1お よ び Ro5
2に 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る PM； (e)DNA、 ヒ ス ト ン H2A、 Ro52、 お よ び U1-7OkDaに 対 す る
反 応 性 を 示 し て い る MCTD； (f)PDHに 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る PBC； (g)topo Iに 対 す る 反
応 性 を 示 し て い る sclero-D ； (h)CENP Bに 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る sclero-L； な ら び に
、 (i)hnRNP-B1に 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る RA由 来 の 希 釈 し た 患 者 血 清 試 料 と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 各 ア レ イ の プ ロ ー ビ ン グ に 使 用 し た 自 己 免 疫 疾 患 血 清 は 、 図 の 上 側 に
示 し 、 か つ 灰 色 ボ ッ ク ス 中 に 含 ま れ た 抗 原 特 性 を 切 貼 り し た 各 行 は 、 単 独 の ア レ イ か ら の
代 表 的 抗 原 特 性 で あ る 。 実 験 的 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 の 齧 歯 類 由 来 の 血 清 中 の 自 己 抗 体 に よ り
ア レ イ 上 で 認 識 さ れ た ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド を 、 代 表 的 陰 性 対 照 (MBP 68-86
)と し て 含 ん だ 。 結 合 し た 抗 体 は 、 Cy-3標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgM/IgGを 用 い て 検 出 し 、 そ の 後 走
査 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
公 開 さ れ た よ う に 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 SLE、 PM、 混 合 結 合 組 織 病 (MCTD)、 PBC、 び ま ん
性 お よ び 限 局 性 強 皮 症 (sclero-Dお よ び sclero-L)、 お よ び 慢 性 関 節 リ ウ マ チ (RA)の 患 者 由
来 の 高 度 に 特 徴 付 け ら れ た 血 清 試 料 は 、 識 別 で き か つ 診 断 的 な 自 己 抗 体 特 異 的 パ タ ー ン を
同 定 し て い る 。 例 え ば 、 DNAお よ び ヒ ス ト ン に 対 す る SLE特 異 的 自 己 抗 体 が 検 出 さ れ た (図 2
c)。 DNA特 異 的 自 己 抗 体 は 、 一 部 の モ デ ル に お い て は 病 原 性 で あ り 、 か つ そ れ ら の 力 価 は
、 疾 患 活 動 度 と 相 関 す る こ と が 多 い 。 Jo-1自 己 抗 体 (図 2d)は 、 臨 床 上 の PMに 数 ヶ 月 か ら 数
年 先 行 す る こ と が 多 く 、 間 質 性 肺 疾 患 の 発 症 お よ び 予 後 不 良 を 予 測 す る 。 び ま ん 性 お よ び
限 局 性 の い ず れ か の 強 皮 症 患 者 由 来 の 自 己 抗 体 は 、 各 々 、 topo Iお よ び CENP Bを 独 自 に 標
的 と し て い る (図 2gお よ び h)。 CENP B自 己 抗 体 は 、 間 質 性 肺 疾 患 お よ び 腎 疾 患 の 低 い 発 生
率 と 関 連 づ け ら れ る 一 方 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 自 己 抗 体 の 存 在 は 、 肺 線 維 症 の リ ス ク 上 昇 お
よ び 生 存 率 低 下 と 相 関 し て い る 。 自 己 抗 原 反 応 性 は 、 10名 の 健 常 個 人 由 来 の 血 清 が プ ロ ー
ブ と し て 使 用 さ れ る 場 合 に は 認 め ら れ な か っ た に も 関 わ ら ず 、 肺 炎 球 菌 お よ び イ ン フ ル エ
ン ザ に 対 す る 抗 体 は 再 現 性 を 伴 い 検 出 さ れ た (図 2a)。 こ れ ら の ア レ イ プ ロ フ ァ イ ル は 、 先
に 説 明 さ れ た 従 来 型 の ア ッ セ イ 法 の 結 果 と 正 確 に 相 関 し て い た 。
【 ０ １ １ ８ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 抗 原 ア レ イ は 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 抗 原 、
お よ び タ ン パ ク 質 複 合 体 に 特 異 的 で あ る 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と を 明 ら か に し て い る 。 こ
の よ う な 情 報 は 、 診 断 、 予 後 判 定 、 治 療 に 対 す る 反 応 の モ ニ タ リ ン グ 、 な ら び に 抗 原 特 異
的 療 法 の 開 発 お よ び 選 択 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】

ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 含 む 抗 原 ア レ イ を 用 い 、 多 発 性 硬 化 症 の ヒ ト 患 者 由
来 の 脳 脊 髄 液 試 料 中 の 自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 を 特 徴 決 定 し た (図 3)。 図 3の ア レ イ は 、 全 ミ
エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)、 MBPペ プ チ ド 1-20(MBPの ア ミ ノ 酸 1-20に 相 当 )、 MBPペ プ チ
ド 68-86、 全 ミ エ リ ン 希 突 起 膠 細 胞 タ ン パ ク 質 (MOG)、 MOGペ プ チ ド 35-55、 お よ び プ ロ テ オ
リ ピ ド タ ン パ ク 質 (PLP)ペ プ チ ド 139-151に 特 異 的 で あ る 脳 脊 髄 液 自 己 抗 体 の 検 出 を 明 ら か
に し て い る 。 実 施 例 2の よ う に 、 こ の よ う な 情 報 は 、 診 断 、 な ら び に 特 異 的 療 法 の 開 発 、
モ ニ タ リ ン グ お よ び 選 択 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
2400ス ポ ッ ト の 「 ミ エ リ ン プ ロ テ オ ー ム 」 ア レ イ を 、 ロ ボ ッ ト 型 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 を 用
い こ れ ら の 推 定 ミ エ リ ン 抗 原 を ス ポ ッ ト す る こ と に よ り 作 製 し 、 脳 脊 髄 液 で 、 引 き 続 き Cy
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実 施 例 3
ヒ ト 多 発 性 硬 化 症 患 者 の 脳 脊 髄 液 か ら の 自 己 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定



-3標 識 し た 抗 ヒ ト Ig二 次 抗 体 で プ ロ ー ブ し 、 ジ ー ン ピ ッ ク ス （ GenePix） ス キ ャ ナ ー を 用
い 走 査 し 、 か つ ジ ー ン ピ ッ ク ス ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 画 像 解 析 し 、 各 ス ポ ッ ト に 結 合 し て
い る 自 己 抗 体 の レ ベ ル を 決 定 し た 。 こ れ ら の ア レ イ は 、 MBP、 プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 (
PLP)、 ミ エ リ ン 希 突 起 膠 細 胞 タ ン パ ク 質 (MOG)、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 表 わ し て い る 重 複
し て い る ペ プ チ ド 、 な ら び に 環 状 ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ (CNPase)、 ミ エ リ ン
関 連 糖 タ ン パ ク 質 (MAO)、 お よ び ミ エ リ ン 関 連 希 突 起 膠 細 胞 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBOP)を 含
む 追 加 の ミ エ リ ン 自 己 抗 原 か ら 優 位 エ ピ ト ー プ を 表 わ し て い る ペ プ チ ド を 含 ん で い る 、 40
0種 の 異 な る ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ １ ２ １ 】
対 照 患 者 に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス お よ び 肺 炎 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus pneumo
nia） を 含 む 共 通 か つ 遍 在 的 な ヒ ト 病 原 体 に 対 し 特 異 的 な 抗 体 は 、 検 出 さ れ る が 、 ミ エ リ
ン タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 は 、 検 出 さ れ な い 。 MS患 者 1に お い て 、 抗 原
ア レ イ は 、 全 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)、 全 ミ エ リ ン 希 突 起 膠 細 胞 タ ン パ ク 質 (MOG)
に 特 異 的 な 自 己 抗 体 に 加 え 、 MOGペ プ チ ド 35-55、 MBPペ プ チ ド 1-20、 な ら び に MBPペ プ チ ド
68-86を 認 識 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る 。 対 照 的 に 、 MS患 者 2に お い て 、 自 己 抗 体 は 、 MOGタ
ン パ ク 質 お よ び MOGペ プ チ ド 25-42に 対 し て 検 出 さ れ る 。 MS患 者 3に お い て 、 自 己 抗 体 は 、  
プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 (PLP)ペ プ チ ド 139-151に 対 し て 特 異 性 で あ る 抗 体 は 同 定 さ れ る
。
【 ０ １ ２ ２ 】

慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 コ ラ ー ゲ ン 誘 導 型 関 節 炎 (CIA)の 動 物 モ デ ル に お け る 自 己 抗 体 反 応 の
抗 原 ア レ イ 分 析
図 5は 、 II型 コ ラ ー ゲ ン (CII)、 I型 、 III型 、 IV型 、 V型 、 IX型 お よ び XI型 コ ラ ー ゲ ン 、 GP-
39、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 Sa、 カ ル パ ス タ チ ン 、 RA33、 ア ル ド ラ ー ゼ A、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク
質 60お よ び 65、 グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 分 子 シ ャ ペ ロ ン BiP、 な ら び に シ ト ル
リ ン 修 飾 し た フ ィ ブ リ ン お よ び フ ィ ラ グ リ ン ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 を 含 む 、 お よ そ 45
0種 の 異 な る 関 節 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 備 え た RA/CIAア レ イ の 画 像 を 表 わ し て い る
。
【 ０ １ ２ ３ 】
図 5は 、 CIAに お け る 自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 を 決 定 す る た め に 、 関 節 由 来 の 抗 原 お よ び エ ピ
ト ー プ の ア レ イ を 用 い 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 示 し て い る 。 2000ス ポ ッ ト の 「 滑 膜 プ ロ
テ オ ー ム 」 ア レ イ を 、 ロ ボ ッ ト 型 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 を 用 い 推 定 関 節 抗 原 を ス ポ ッ ト し 、
CIAマ ウ ス 血 清 で 、 引 き 続 き Cy-3標 識 し た 抗 マ ウ ス Ig二 次 抗 体 で プ ロ ー ブ す る こ と に よ り
作 製 し 、 ジ ー ン ピ ッ ク ス ス キ ャ ナ ー を 用 い 走 査 し 、 か つ ジ ー ン ピ ッ ク ス ソ フ ト ウ ェ ア を 用
い 画 像 解 析 し 、 各 ス ポ ッ ト に 結 合 し て い る 自 己 抗 体 の レ ベ ル を 決 定 し た 。 A-Bは 、 対 照 DBA
/1LacJマ ウ ス (A)お よ び CIAの DBA/1LacJマ ウ ス (B)由 来 の 血 清 で プ ロ ー ブ し た ア レ イ の 走 査
画 像 を 示 し て い る 。 II型 コ ラ ー ゲ ン お よ び 免 疫 優 性 な II型 コ ラ ー ゲ ン ペ プ チ ド 257-270に
対 す る 自 己 抗 体 反 応 性 を 観 察 す る 。 結 果 は 、 ELISAに よ り 確 認 し 、 か つ 追 加 の マ ウ ス で 認
め ら れ た 自 己 抗 体 反 応 性 を 代 表 し て い る 。 診 断 お よ び 治 療 を 目 的 と し 、 放 射 免 疫 ア ッ セ イ
法 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法 (ELISA)、 蛍 光 に 基 づ く 自 己 抗 体 試 験 、 お よ び /ま た は ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 含 む 、 通 常 の 方 法 を 用 い 、 自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 の 決 定 も 行 う こ
と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
同 定 さ れ た 抗 原 ア レ イ を コ ー ド す る DNAの 抗 原 特 異 的 DNA寛 容 治 療 に よ る CIAの 治 療 は CIAに
お い て 自 己 抗 体 反 応 を 標 的 と す る
DNA寛 容 治 療 は 、 本 発 明 に 従 い 図 5に お い て 決 定 さ れ た エ ピ ト ー プ 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 基
に 設 計 し た 。 CIAは 、 図 5に 示 さ れ た 抗 原 ア レ イ を 用 い 、 自 己 抗 体 反 応 に よ り 標 的 化 さ れ る
も の と し て 同 定 さ れ た II型 コ ラ ー ゲ ン (CII)、 CIIp257-270エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る DNA寛
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実 施 例 4
慢 性 関 節 リ ウ マ チ 治 療 の た め の 抗 原 特 異 的 療 法 の 選 択 指 針 の た め の 患 者 自 己 抗 体 特 異 的 プ
ロ フ ァ イ ル の 使 用



容 治 療 を 用 い 、 予 防 ま た は 治 療 し た 。 加 え て 、 図 5に 示 し た 抗 原 ア レ イ を 使 用 し CIAに お け
る 自 己 免 疫 反 応 の 標 的 と し て も 同 定 さ れ て い る 全 II型 コ ラ ー ゲ ン を コ ー ド す る DNAの 寛 容
化 は 、 同 じ く CIAを 効 果 的 に 予 防 お よ び 治 療 し た 。 表 5は 、 代 表 的 実 験 の デ ー タ を 示 し て い
る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
（ 表 ５ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
DBA/1LacJマ ウ ス に 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 化 し た CIIに よ る CIAの 誘 導 前 に
、 II型 コ ラ ー ゲ ン (CII)を コ ー ド す る DNAを 、 1週 間 に 1回 、 各 DNAプ ラ ス ミ ド 用 量 100μ gで
、 2回 に 分 け て 筋 肉 内 投 与 し た 。 動 物 は 、 20日 目 に 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の C
IIで 追 加 免 疫 し た 。 各 マ ウ ス は 、 肉 眼 に よ る ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム を 用 い 、 関 節 炎 に つ い
て 毎 日 ス コ ア 化 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】

多 発 性 硬 化 症 、 EAEの 動 物 モ デ ル に お け る 自 己 抗 体 反 応 の 抗 原 ア レ イ 分 析
図 4は 、 MBP、 プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 (PLP)、 ミ エ リ ン 希 突 起 膠 細 胞 タ ン パ ク 質 (MOG)、
こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 表 わ し て い る 重 複 し て い る ペ プ チ ド 、 お よ び 環 状 ヌ ク レ オ チ ド ホ ス
ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ (CNPase)、 ミ エ リ ン 関 連 糖 タ ン パ ク 質 (MAG)、 お よ び ミ エ リ ン 関 連 希 突
起 膠 細 胞 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBOP)を 含 む 追 加 の ミ エ リ ン 自 己 抗 原 由 来 の 優 位 エ ピ ト ー プ を
表 わ し て い る ペ プ チ ド を 含 む 、 お よ そ 400種 の 異 な る ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド
エ ピ ト ー プ を 備 え る 2400ス ポ ッ ト の MS/EAEア レ イ の 画 像 を 表 わ し て い る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
図 4は 、 EAEに お け る 自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 を 研 究 す る た め に 、 ミ エ リ ン 抗 原 お よ び エ ピ ト
ー プ の ス ペ ク ト ル を 含 む こ の ア レ イ の 使 用 を 示 し て い る 。 2400ス ポ ッ ト の 「 ミ エ リ ン プ ロ
テ オ ー ム 」 ア レ イ を 、 ロ ボ ッ ト 型 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 を 用 い 推 定 ミ エ リ ン 抗 原 を ス ポ ッ ト
す る こ と に よ り 作 製 し 、 EAEマ ウ ス 血 清 で 、 引 き 続 き Cy-3標 識 し た 抗 マ ウ ス Ig二 次 抗 体 で
プ ロ ー ブ し 、 ジ ー ン ピ ッ ク ス ス キ ャ ナ ー を 用 い 走 査 し 、 か つ ジ ー ン ピ ッ ク ス ソ フ ト ウ ェ ア
を 用 い 画 像 解 析 し 、 各 ス ポ ッ ト に 結 合 し て い る 自 己 抗 体 の レ ベ ル を 決 定 し た 。 A-Cは 、 対
照 マ ウ ス (A)、 お よ び 再 発 性 疾 患 を 発 症 し た PLPp139-151に よ る EAE誘 導 後 87日 目 の 2匹 の SJ
Lマ ウ ス (Bお よ び C)由 来 の 血 清 で プ ロ ー ブ し た ア レ イ の 走 査 し た 画 像 を 表 わ し て い る 。 誘
導 ペ プ チ ド PLPp139-151に 対 す る 自 己 抗 体 反 応 性 は 、 対 照 と 比 べ 2匹 の EAEマ ウ ス に お い て
有 意 に 強 力 で あ り 、 隣 接 分 子 内 エ ピ ト ー プ PLPp89-106に 対 す る 自 己 抗 体 反 応 性 は 、 マ ウ ス
-2に お い て 認 め ら れ た が 、 マ ウ ス -1ま た は 対 照 に お い て は 認 め ら れ ず 、 か つ MOGタ ン パ ク
質 、 MOGp66-78、 CNPase p343-373、 お よ び MBPp1-20を 含 む 分 子 間 タ ン パ ク 質 お よ び エ ピ ト
ー プ に 対 す る 自 己 抗 体 反 応 性 は 、 両 方 の EAEマ ウ ス に お い て 認 め ら れ た が 、 対 照 に お い て
は 認 め ら れ な い 。 結 果 は 、 ELISAに よ り 確 認 し 、 か つ 追 加 の マ ウ ス で 認 め ら れ た 自 己 抗 体
反 応 性 の 典 型 と し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト (CFA)中 の PLPp139-151で EAEを 発 症 す る よ う 誘 導 さ れ た SJLマ
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実 施 例 5
多 発 性 硬 化 症 治 療 の た め の 抗 原 特 異 的 療 法 の 開 発 お よ び 選 択 の 指 針 と な る 抗 体 特 異 的 プ ロ
フ ァ イ ル の 使 用



ウ ス は 、 PLP上 の 隣 接 エ ピ ト ー プ に 対 す る 、 な ら び に MBP、 MOGお よ び CNPaseを 含 む 3種 の 追
加 の ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 上 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 、 そ れ ら の 自 己 抗 体 反 応 の 分 子 間 お よ び
分 子 内 の 伸 展 を 受 け る (図 4Bお よ び C)。 EAEの SJLマ ウ ス に お い て 、 よ り 少 な い 臨 床 的 再 発
を 伴 う マ ウ ス は 、 自 己 抗 体 反 応 の 有 意 に 少 な い 伸 展 を 有 す る (図 5)。 追 加 の ミ エ リ ン 抗 原
に 対 す る 自 己 抗 体 反 応 の 増 大 し た エ ピ ト ー プ 伸 展 は 、 再 発 お よ び よ り 重 症 の 疾 患 に 関 連 す
る と い う こ の 知 見 は 、 抗 原 ア レ イ を 用 い る 自 己 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ リ ン グ で 、 個 々 の 動
物 に お け る 臨 床 結 果 を 推 定 す る こ と が で き る こ と の 更 な る 証 拠 を 提 供 す る 。 並 行 し て 、 酵
素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)分 析 で 同 定 さ れ か つ 確 認 さ れ た 抗 原 ア レ イ は 、 自 己 抗 体
反 応 の 特 異 性 を 決 定 し た 。 自 己 抗 体 反 応 の 伸 展 お よ び そ の EAE、 T細 胞 媒 介 型 疾 患 に お け る
よ り 重 症 な 疾 患 と の 相 関 関 係 は 、 先 に 説 明 さ れ て お り 、 か つ 自 己 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル
決 定 の 診 断 的 お よ び 予 後 判 定 的 実 用 性 が 明 ら か に さ れ て い る 。 診 断 お よ び 治 療 を 目 的 と し
て 、 自 己 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 は 、 放 射 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ
セ イ 法 (ELISA)、 蛍 光 に 基 づ く 自 己 抗 体 試 験 、 お よ び /ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 含
む 、 通 常 の 方 法 を 用 い 実 行 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
抗 原 特 異 的 療 法 の 例 と し て の 抗 原 特 異 的 DNA寛 容 治 療
慢 性 的 に 再 発 す る EAEは 、 PLPの エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る DNAプ ラ ス ミ ド ミ ニ 遺 伝 子 の 導 入
に よ り 予 防 お よ び 治 療 す る こ と が で き る ( 、 162:3336-41；

、 2:203-16； 表 2)。 全 ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAワ ク チ ン は 、 EAE治 療 に お
い て 更 に よ り 効 果 的 で あ っ た (表 2お よ び 3)。 両 ミ エ リ ン 抗 原 を コ ー ド す る DNAワ ク チ ン の I
L-4と 組 合 わ せ た 送 達 は 、 予 防 的 作 用 を 更 に 増 強 し た (表 3)。
【 ０ １ ３ ０ 】
（ 表 ２ ） 慢 性 再 発 性 EAEを 治 療 す る た め の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 用 い る 同 定 さ れ た 抗
原 を コ ー ド す る 抗 原 特 異 的 DNA寛 容 療 法
　
　
　
　
　
　
　
　
1 　 カ ク テ ル 療 法 を 投 与 さ れ た マ ウ ス は 、 1週 間 に 1回 、 4種 の 主 要 ミ エ リ ン プ ラ ス ミ ド 、 MB
P、 MOG、 MAGお よ び PLPの 各 々 に つ い て 用 量 50μ gで 、 筋 肉 内 に 投 与 し た 。 カ ク テ ル は 、 こ
れ ら 4種 の ミ エ リ ン 抗 原 を コ ー ド す る DNAか ら な る 。 治 療 は 、 EAEの 初 期 急 性 発 症 か ら 回 復
直 後 に 開 始 し た 。 マ ウ ス を 87日 目 に 屠 殺 し た 時 点 で 、 血 清 を 収 集 し 、 か つ ミ エ リ ン タ ン パ
ク 質 ア レ イ 上 で 使 用 し た 。 各 マ ウ ス を 、 87日 間 臨 床 麻 痺 (再 発 )の 増 悪 に つ い て 毎 日 ス コ ア
化 し か つ こ れ の 平 均 数 を 、 各 マ ウ ス 群 に つ い て 示 し て い る 。 p値 は 、 両 側 独 立 ス チ ュ ー デ
ン ト t検 定 を 用 い て 計 算 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
（ 表 ３ ） 慢 性 再 発 性 EAEを 治 療 す る た め の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 用 い る 同 定 さ れ た 抗
原 を コ ー ド す る 抗 原 特 異 的 DNA寛 容 療 法 、 IL-4を コ ー ド す る DNAプ ラ ス ミ ド の 封 入 は こ の 作
用 を 増 強 す る
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1 　 カ ク テ ル を 投 与 さ れ た マ ウ ス は 、 1週 間 に 1回 、 4種 の 主 要 ミ エ リ ン プ ラ ス ミ ド 、 MBP、 M
OG、 MAGお よ び PLPの 各 々 に つ い て 用 量 25μ gで 、 筋 肉 内 に 投 与 し た 。 こ の カ ク テ ル は 、 こ
れ ら 4種 の ミ エ リ ン 抗 原 を コ ー ド す る DNAか ら な る 。 全 て の 他 の DNAは 、 1週 間 に 1回 、 動 物 1
匹 当 り プ ラ ス ミ ド 50μ gの 用 量 で 投 与 し た 。 治 療 は 、 EAEの 初 期 急 性 発 症 か ら 回 復 直 後 に 開
始 し た 。 各 マ ウ ス を 、 81日 間 臨 床 麻 痺 (再 発 )の 増 悪 に つ い て 毎 日 ス コ ア 化 し か つ こ れ の 平
均 数 を 、 各 マ ウ ス 群 に つ い て 示 し て い る 。 p値 は 、 両 側 独 立 ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 を 用 い て
計 算 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
EAEの よ り 効 率 的 治 療 の た め の 選 択 さ れ た 抗 原 特 異 的 寛 容 療 法 に 対 す る 自 己 抗 体 反 応 の 特
異 性 の 使 用
本 発 明 者 ら は 、 抗 原 ア レ イ で 決 定 さ れ た 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル に よ り 同 定 さ れ た 様 々 な
ミ エ リ ン 抗 原 を コ ー ド す る DNAプ ラ ス ミ ド を 用 い 、 SJLマ ウ ス に お い て 慢 性 再 発 性 EAEを 治
療 し た 。 表 4は 、 (1)EAEの 誘 導 を 防 ぐ た め 、 お よ び (2)確 立 さ れ た EAEを 治 療 す る た め に 、
抗 原 特 異 的 DNA寛 容 療 法 を 用 い る 複 数 回 の 実 験 か ら の 最 終 的 結 果 を 表 わ し て い る 。 表 4は 、
多 数 の タ ン パ ク 質 ア レ イ を コ ー ド す る 抗 原 特 異 的 DNAプ ラ ス ミ ド が 自 己 免 疫 過 程 に よ り 標
的 化 さ れ た 自 己 抗 原 を 同 定 し 、 EAE治 療 に お い て 、 標 的 化 さ れ た 自 己 抗 原 の ひ と つ を コ ー
ド す る (ま た は 、 標 的 化 さ れ な い ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る )プ ラ ス ミ ド 単 独 と 比 べ
優 れ た 効 能 を 有 す る こ と を 表 わ し て い る 。 決 定 さ れ た 抗 原 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 さ れ
た 抗 原 ア レ イ を 基 に 開 発 さ れ か つ 選 択 さ れ た 抗 原 特 異 的 療 法 の 使 用 は 、 よ り 効 能 の あ る 療
法 を も た ら す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
（ 表 ４ ） 抗 原 特 異 的 DNA寛 容 療 法 に よ る EAEの 予 防 お よ び 治 療 の 最 終 結 果
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ４ 】

DNAプ ラ ス ミ ド に よ り EAEに 対 し て 予 防 ま た は 治 療 さ れ た 動 物 の 分 析 は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ
分 析 に お け る 自 己 抗 体 反 応 の 低 下 し た エ ピ ト ー プ 伸 展 を 表 わ す (図 6)。 個 々 の マ ウ ス を X軸
に 列 記 し 、 か つ 「 ミ エ リ ン プ ロ テ オ ー ム 」 ア レ イ 上 の ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 抗 原 を Y
軸 上 に 表 わ す 。 緑 は 、 反 応 性 の 欠 損 を 表 わ し 、 赤 は 自 己 抗 体 反 応 性 を 示 す 。 抗 原 ア レ イ 上
の 類 似 性 を 基 に し た マ ウ ス 群 の ク ラ ス タ ー 解 析 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 そ れ ら の 自 己 抗 体 反 応 の
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実 施 例 6
療 法 に 対 す る 反 応 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル の 使 用



特 異 性 を 決 定 し た 。 こ の 画 像 は 、 全 ク ラ ス タ ー の 小 領 域 を 表 わ し て い る 。 正 常 マ ウ ス (NMS
)ク ラ ス タ ー お よ び 緑 の 支 配 性 は 、 列 記 さ れ た 抗 原 に 対 す る 自 己 抗 体 反 応 性 の 欠 如 を 示 し
て い る 。 慢 性 再 発 性 EAEを 伴 う SJLマ ウ ス は 、 対 照 ベ ク タ ー ま た は 緩 衝 液 (Bお よ び C)ク ラ ス
タ ー で 治 療 し 、 か つ 赤 で 示 し た 様 々 な ミ エ リ ン 抗 原 に 対 す る 有 意 な 自 己 抗 体 反 応 性 を 有 し
て い る 。 こ れ ら の マ ウ ス に お け る 自 己 抗 体 反 応 の こ の 観 察 さ れ た 伸 展 は 、 そ れ ら の よ り 重
症 の 疾 患 経 過 に 相 関 し 、 87日 間 に 平 均 2.4～ 3.5回 再 発 し て い る 。 麻 痺 (再 発 )の 臨 床 的 増 悪
の 平 均 回 数 は 、 図 の 一 番 上 に マ ウ ス 関 連 群 を 示 す 線 上 の 数 値 で 表 わ す 。 対 照 的 に 、 ミ エ リ
ン タ ン パ ク 質 カ ク テ ル DNA寛 容 療 法 (自 己 免 疫 反 応 の 標 的 を 同 定 し た 多 数 の 抗 原 ア レ イ を 含
み 、 か つ EAE治 療 に お け る 最 大 の 効 能 を 示 し て い る [表 4])に よ り 治 療 し た マ ウ ス を ク ラ ス
タ ー 化 し 、 か つ 他 の 群 と 比 較 し て 増 大 し た 緑 で 示 さ れ る よ う に 、 そ れ ら の 自 己 抗 体 反 応 の
伸 展 の 有 意 な 低 下 を 有 す る 。 こ の 自 己 免 疫 反 応 の 伸 展 の 低 下 は 、 そ れ ら の 臨 床 重 症 度 の 低
い 臨 床 経 過 に 相 関 し て お り 、 87日 間 に つ い て 平 均 1.5回 再 発 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
図 6は 、 抗 原 特 異 的 DNA寛 容 療 法 で 治 療 し た EAEマ ウ ス か ら の 結 果 の 抗 原 ア レ イ の ク ラ ス タ
ー 分 析 を 示 し て い る 。 自 己 抗 体 反 応 に よ り 標 的 化 さ れ た 抗 原 ア レ イ に よ り 同 定 さ れ た 4種
の ミ エ リ ン 抗 原 を コ ー ド す る ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 カ ク テ ル DNA寛 容 化 療 法 は 、 B細 胞 エ ピ ト
ー プ 伸 展 を 強 力 に 低 下 し た (図 6)。 こ れ は 、 再 発 率 で 測 定 し た 疾 患 活 動 度 の 有 意 な 低 下 と
相 関 し て い る (表 2お よ び 3、 図 6)。 従 っ て 、 抗 原 ア レ イ に 基 づ く 自 己 抗 体 プ ロ フ ァ イ リ ン
グ は 、 抗 原 特 異 的 療 法 の 選 択 の 指 針 に お い て 利 用 性 が あ る こ と に 加 え 、 抗 原 特 異 的 療 法 に
対 す る 反 応 の モ ニ タ リ ン グ に も 使 用 す る こ と が で き る 。 示 し て は い な い が 、 ア レ イ 上 の 個
々 の 抗 原 特 性 に 結 合 し て い る 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ 分 析 は 、 治 療 反 応 の よ り 詳 細 な 分 析 お よ
び 予 測 を 可 能 に す る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 療 法 に お い て 、 効 能 を 、 組
織 損 傷 に 関 連 し た Th1ア イ ソ タ イ プ サ ブ ク ラ ス IgG1お よ び IgG3か ら 、 自 己 免 疫 疾 患 の 組 織
損 傷 に 対 す る 保 護 に 関 連 し た Th2ア イ ソ タ イ プ サ ブ ク ラ ス IgG2お よ び IgG4ま で の 、 抗 体 ア
イ ソ タ イ プ サ ブ ク ラ ス に お け る シ フ ト の 抗 原 ア レ イ 同 定 に よ り 示 す こ と が で き る 。 抗 原 特
異 的 療 法 を 選 択 す る た め の 自 己 抗 体 反 応 の 特 異 性 の 利 用 は 、 自 己 免 疫 反 応 の 伸 展 を 抑 制 す
る こ と に よ り 、 自 己 免 疫 プ ロ セ ス を 根 本 的 に 治 療 し 、 か つ こ れ は 疾 患 活 動 度 の 低 下 に 相 関
し て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】

組 織 移 植 の 大 き い 制 限 は 、 レ シ ピ エ ン ト 免 疫 系 に よ る 組 織 移 植 片 の 拒 絶 反 応 で あ る 。 組 織
移 植 片 は 、 心 臓 、 肺 、 腎 臓 、 肝 臓 お よ び 他 の 臓 器 を 含 む 、 固 形 臓 器 に 加 え 、 血 液 お よ び 血
液 由 来 の 細 胞 の 移 植 を 含 む 。 免 疫 拒 絶 反 応 は 、 組 織 移 植 片 タ ン パ ク 質 内 の 対 立 遺 伝 子 変 異
を 認 識 す る レ シ ピ エ ン ト の 免 疫 系 に よ り 媒 介 さ れ る 。 組 織 移 植 片 拒 絶 反 応 は 、 組 織 移 植 片
内 の MHCク ラ ス Iお よ び IIタ ン パ ク 質 に 対 す る 、 な ら び に 他 の 組 織 適 合 性 お よ び レ シ ピ エ ン
ト に 比 べ 組 織 移 植 片 内 の 対 立 遺 伝 子 変 異 を 伴 う 追 加 の 抗 原 に 対 す る 、 レ シ ピ エ ン ト 免 疫 反
応 に よ り 媒 介 さ れ る 。 移 植 片 レ シ ピ エ ン ト の 免 疫 系 が 移 植 片 に 対 し て 反 応 す る 場 合 、 こ れ
は 、 移 植 片 内 の 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
Balb/c(H-2 d )お よ び Balb/k(H-2 k )マ ウ ス の 間 の 組 織 移 植 を 用 い 、 H-2 d ク ラ ス Iお よ び ク ラ
ス II MHC分 子 を 示 し て い る 抗 原 お よ び エ ピ ト ー プ を 含 む 抗 原 ア レ イ を 用 い 、 抗 体 プ ロ フ ァ
イ ル を 決 定 す る 。 標 準 の プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し 、 心 臓 を 、 H-2 d マ ウ ス か ら H-2 k マ ウ ス の 異
所 的 な 腹 部 位 置 に 移 植 す る (異 所 性 移 植 は 、 簡 単 な 触 診 に よ る 移 植 さ れ た 心 臓 の 密 な モ ニ
タ リ ン グ を 可 能 に す る )。 レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス 由 来 の 血 清 を 、 説 明 さ れ た 抗 原 ア レ イ を 用
い 分 析 し 、 ド ナ ー MHC分 子 に 対 す る 抗 体 反 応 性 を 同 定 す る 。 抗 体 プ ロ フ ァ イ ル の 同 定 は 、
移 植 さ れ た 心 臓 に 対 し て 拒 絶 す る レ シ ピ エ ン ト 動 物 を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る 。 抗 体 プ
ロ フ ァ イ ル は 更 に 、 予 後 判 定 の た め の 拒 絶 反 応 の 重 症 度 の 評 価 も 可 能 に し 、 か つ 非 特 異 的
療 法 の 選 択 の 指 針 と な る 。 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 移 植 さ れ た 組 織 の 消 滅 を 防 ぐ た め
の 組 織 移 植 片 拒 絶 反 応 の 治 療 用 の 、 抗 原 特 異 的 療 法 の 開 発 お よ び 選 択 に 使 用 す る こ と も で

10

20

30

40

50

(32) JP 2004-534213 A 2004.11.11

実 施 例 7
組 織 移 植 の た め の 患 者 の 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ く 療 法



き る 。 こ の 例 に お い て 、 移 植 片 の 生 存 は 、 移 植 し た 心 臓 の 触 診 に よ り モ ニ タ リ ン グ さ れ る
。
【 ０ １ ３ ８ 】

ア レ ル ギ ー 疾 患 は 、 患 者 が 曝 さ れ る 外 因 性 ア レ ル ゲ ン に 対 し て 方 向 づ け ら れ た 異 常 な 免 疫
反 応 に よ り 媒 介 さ れ る 。 実 施 例 と し て 、 花 粉 、 イ エ ダ ニ 抗 原 、 ハ チ 毒 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 、 お
よ び 外 界 に 存 在 す る 他 の 分 子 に 対 す る ア レ ル ギ ー 反 応 を 含 む 。 ア レ ル ギ ー 反 応 に お い て 、
患 者 は 、 攻 撃 す る ア レ ル ゲ ン に 対 し 方 向 づ け ら れ た 抗 体 を 産 生 す る 。 ア レ ル ゲ ン 、 お よ び
免 疫 エ ピ ト ー プ 提 示 す る ア レ ル ゲ ン を 含 む ア レ イ を 作 製 し 、 か つ ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体
特 異 性 の 患 者 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 に 使 用 す る 。 患 者 の 抗 体 プ ロ フ ァ イ ル の 同 定 は 、 ア レ ル
ギ ー 性 疾 患 の 診 断 お よ び 患 者 が 反 応 し て い る ア レ ル ゲ ン の 同 定 を 促 進 す る と 考 え ら れ る 。
患 者 抗 体 特 異 性 は 更 に 、 患 者 の 寛 容 化 の た め に 使 用 す る 適 当 な ア レ ル ゲ ン の 開 発 お よ び 選
択 に 使 用 す る こ と が で き る 。 患 者 の 寛 容 化 は 、 不 快 な ア レ ル ゲ ン に 対 す る 患 者 の 異 常 な ア
レ ル ギ ー 性 免 疫 反 応 を 停 止 す る 方 法 で 、 こ の ア レ ル ゲ ン を 投 与 す る こ と を 含 む 。 患 者 の 抗
体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 抗 ア レ ル ゲ ン 抗 体 の 反 応 性 の 変 化 、 抗 ア レ ル ゲ ン 抗 体 の 力 価 、
お よ び /ま た は 抗 ア レ ル ゲ ン 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ サ ブ ク ラ ス の 使 用 を 基 に し た 、 ア レ ル ゲ
ン 寛 容 療 法 に 対 す る 患 者 の 反 応 の モ ニ タ リ ン グ に も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ９ 】
【 図 １ 】 ラ ッ ト に お け る EAEの 自 己 抗 体 反 応 の ミ エ リ ン ペ プ チ ド 特 異 性 の 抗 原 ア レ イ 特 徴
決 定 (抗 原 ア レ イ プ ロ フ ァ イ ル )を 含 む 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 抗 原 ア レ イ は 、 免
疫 優 性 な ミ エ リ ン ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ お よ び 精 製 さ れ た 天 然 型 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質
を ス ポ ッ ト す る こ と に よ り 作 製 し た (表 1に 列 記 )。 A-Dは 、 正 常 対 照 ラ ッ ト (A)、 お よ び 完
全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の 異 な る ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド に よ り EAE発 症 を 誘 導
し た 3匹 の ル イ ス ラ ッ ト (B-D)か ら の 血 清 で 、 引 き 続 き Cy-3標 識 し た 抗 ラ ッ ト Ig二 次 抗 体 に
よ り プ ロ ー ブ し た ア レ イ の 走 査 し た 画 像 (imaged)を 表 わ し て い る 。 結 果 は 、 ELISAに よ り
確 認 し た 。 走 査 し た 画 像 の 定 量 的 コ ン ピ ュ ー タ 解 析 は 、 表 1に 示 し た 。 報 告 さ れ た 数 値 は
、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル に つ い て 調 節 し 、 対 照 血 清 に 対 す る 、 SLEに よ り 認 識 さ れ た 抗
原 の 蛍 光 強 度 の 比 を 表 わ し 、 そ の 結 果 1よ り 大 き い ま た は 小 さ い 比 (1＝ 差 な し )は 、 ＞ 95％
信 頼 区 間 で の 統 計 学 的 有 意 差 を 表 わ し て い る 。 抗 原 ア レ イ は 、 EAEに お け る 自 己 抗 体 反 応
の ペ プ チ ド 特 異 性 を 強 力 に 同 定 す る 。
【 図 ２ 】 8種 の 異 な る ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 に お け る 自 己 抗 体 特 異 性 の 抗 原 ア レ イ の 同 定 お よ
び 特 徴 決 定 (抗 原 ア レ イ プ ロ フ ァ イ ル )を 含 む 、 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 示 し て い る 。 整
列 さ れ た 自 己 抗 原 ア レ イ を 、 ロ ボ ッ ト 型 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 を 用 い 、 4つ 組 セ ッ ト で の 192
種 の 個 別 の 推 定 自 己 抗 原 の ス ポ ッ ト に よ り 作 製 し 、 1152種 の 特 性 の リ ウ マ チ 疾 患 自 己 抗 原
ア レ イ を 作 製 し た 。 ス ポ ッ ト し た 抗 原 は 、 以 下 を 含 む ： 36種 の 組 換 え ま た は 精 製 し た タ ン
パ ク 質 、 Ro52、 La、 ヒ ス チ ジ ル -tRNAシ ン テ タ ー ゼ (Jo-1)、 SRタ ン パ ク 質 、 ヒ ス ト ン H2A(H
2A)、 Sm-B/B'、 U1小 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 70kDaお よ び C成 分 (U1-7OkDa、 U1snRNP-C
)、 Sm-B/B'、 hnRNP-B1、 Sm/RNP複 合 体 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I(topoI)、 動 原 体 タ ン パ ク 質 B(
CENP B)、 お よ び ピ ル ビ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (PDH)； 数 種 類 の 型 の 哺 乳 類 二 本 鎖 DNA(dsDN
A)お よ び 合 成 一 本 鎖 DNA(ssDNA)を 含 む 、 6種 の 核 酸 に 基 づ く 推 定 抗 原 ； な ら び に 、 snRNPタ
ン パ ク 質 、 Smタ ン パ ク 質 、 お よ び ヒ ス ト ン H1、 H2A、 H3お よ び H4を 表 わ し て い る 、 154種 の
ペ プ チ ド 。 加 え て 本 発 明 者 ら は 、 下 記 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を ス ポ ッ ト し た ： ヒ ト IgGお
よ び IgM(α -IgGお よ び α -IgM)； イ ン フ ル エ ン ザ Aお よ び 肺 炎 球 菌 (ニ ュ ー モ バ ッ ク ス )の ワ
ク チ ン ； な ら び に 、 ア レ イ を 方 向 付 け る た め の マ ー カ ー ス ポ ッ ト と し て 使 用 す る た め の Cy
-3-お よ び Cy-5で 予 め 標 識 し た 抗 体 の 混 合 物 (黄 色 特 徴 )。 自 己 抗 原 ア レ イ を 、 (a)特 異 的 自
己 抗 体 反 応 性 が 検 出 さ れ な か っ た 健 常 個 体 (正 常 )； (b)Ro52お よ び Laに 対 す る 自 己 抗 体 反
応 性 を 示 し て い る シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 ； (c)DNA、 ヒ ス ト ン H2A、 U1-7OkDa、 お よ び SRタ ン
パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る SLE； (d)Jo-1お よ び Ro52に 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る
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PM； (e)DNA、 ヒ ス ト ン H2A、 Ro52、 お よ び U1-7OkDaに 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る MCTD； (f)
PDHに 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る PBC； (g)topoIに 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る sclero-D； (h
)CENP Bに 対 す る 反 応 性 を 示 し て い る sclero-L； な ら び に 、 (i)hnRNP-B1に 対 す る 反 応 性 を
示 し て い る RA由 来 の 、 希 釈 し た 患 者 血 清 試 料 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 各 ア レ イ を プ ロ
ー ブ す る た め に 使 用 し た 自 己 免 疫 疾 患 血 清 は 、 図 の 上 側 に 示 し 、 な ら び に 灰 色 ボ ッ ク ス 内
に 含 ま れ た 抗 原 特 性 を 切 貼 り し た 各 行 は 、 単 独 の ア レ イ か ら の 代 表 的 抗 原 特 性 で あ る 。 実
験 的 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 の 齧 歯 類 由 来 の 血 清 中 の 自 己 抗 体 に よ り ア レ イ 上 で 認 識 さ れ た ミ エ
リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド を 、 代 表 的 陰 性 対 照 と し て 含 ん だ (MBP 68-86)。 結 合 し た
抗 体 は 、 Cy-3標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgM/IgGを 用 い 、 走 査 前 に 検 出 し た 。
【 図 ３ 】 ヒ ト 多 発 性 硬 化 症 患 者 か ら の 脳 脊 髄 液 中 の 自 己 抗 体 反 応 の 抗 原 ア レ イ 特 徴 決 定 (
抗 原 ア レ イ プ ロ フ ァ イ ル )を 含 む 、 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 2400ス ポ ッ ト の 「 ミ
エ リ ン プ ロ テ オ ー ム 」 ア レ イ を 、 ロ ボ ッ ト 型 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 を 用 い 推 定 ミ エ リ ン 抗 原
(本 文 中 で 説 明 )を ス ポ ッ ト す る こ と に よ り 作 製 し 、 脳 脊 髄 液 で 、 引 き 続 き Cy-3標 識 し た 抗
ヒ ト Ig二 次 抗 体 で プ ロ ー ブ し 、 ジ ー ン ピ ッ ク ス ス キ ャ ナ ー を 用 い 走 査 し 、 か つ ジ ー ン ピ ッ
ク ス ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 画 像 解 析 し 、 各 ス ポ ッ ト に 結 合 し て い る 自 己 抗 体 の レ ベ ル を 決 定
し た 。 こ れ ら の ア レ イ は 、 MBP、 プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 (PLP)、 ミ エ リ ン 希 突 起 膠 細 胞
タ ン パ ク 質 (MOG)、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 示 す 重 複 し て い る ペ プ チ ド 、 な ら び に 環 状 ヌ ク
レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ (CNPase)、 ミ エ リ ン 関 連 糖 タ ン パ ク 質 (MAG)、 お よ び ミ エ
リ ン 関 連 希 突 起 膠 細 胞 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBOP)を 含 む 追 加 の ミ エ リ ン 自 己 抗 原 か ら の 優 位
エ ピ ト ー プ を 表 わ す ペ プ チ ド を 含 む 、 400種 の 異 な る ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド
エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る 。 対 照 患 者 に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス お よ び 肺 炎 連 鎖 球
菌 を 含 む 共 通 か つ 偏 在 性 の ヒ ト 病 原 体 に 特 異 的 な 抗 体 は 検 出 さ れ て い る が 、 ミ エ リ ン タ ン
パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 は 検 出 さ れ て い な い 。 MS患 者 1に お い て 、 抗 原 ア レ
イ は 、 全 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)、 全 ミ エ リ ン 希 突 起 膠 細 胞 タ ン パ ク 質 (MOG)に 特
異 的 な 自 己 抗 体 、 更 に は MOGペ プ チ ド 35-55、 MBPペ プ チ ド 1-20、 お よ び MBPペ プ チ ド 68-86
を 認 識 す る 自 己 抗 体 を 検 出 し て い る 。  対 照 的 に 、 MS患 者 2に お い て 、 自 己 抗 体 は 、 MOGタ
ン パ ク 質 お よ び MOGペ プ チ ド 25-42に 対 し て 検 出 さ れ る 。 MS患 者 3に お い て 、 プ ロ テ オ リ ピ
ド タ ン パ ク 質 (PLP)ペ プ チ ド 139-151に 特 異 的 な 自 己 抗 体 が 同 定 さ れ る 。
【 図 ４ 】 実 験 的 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 (EAE)の マ ウ ス に お け る 自 己 抗 体 反 応 の 多 様 性 お よ び 類
似 性 の 抗 原 ア レ イ 特 徴 決 定 (抗 原 ア レ イ プ ロ フ ァ イ ル )を 含 む 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 示
す 。 2400ス ポ ッ ト の 「 ミ エ リ ン プ ロ テ オ ー ム 」 ア レ イ を 、 ロ ボ ッ ト 型 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置
を 用 い 、 推 定 ミ エ リ ン 抗 原 を ス ポ ッ ト す る こ と に よ り 作 製 し 、 EAEマ ウ ス 血 清 で 、 引 き 続
き Cy-3標 識 し た 抗 マ ウ ス Ig二 次 抗 体 で プ ロ ー ブ し 、 ジ ー ン ピ ッ ク ス ス キ ャ ナ ー を 用 い 走 査
し 、 か つ ジ ー ン ピ ッ ク ス ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 画 像 解 析 し 、 各 ス ポ ッ ト に 結 合 し て い る 自 己
抗 体 の レ ベ ル を 決 定 し た 。 図 4A-Cは 、 対 照 マ ウ ス 由 来 の 血 清 (A)、 お よ び 再 発 疾 患 を 発 症
し た PLPp139-151に よ る EAE誘 導 後 87日 目 の 2匹 の SJLマ ウ ス 由 来 の 血 清 (Bお よ び C)で プ ロ ー
ブ し た ア レ イ の 走 査 し た 画 像 を 示 し て い る 。 誘 導 ペ プ チ ド PLPp139-151に 対 す る 自 己 抗 体
反 応 性 は 、 EAEの 2匹 の マ ウ ス に お い て 、 対 照 と 比 べ 有 意 に 強 力 で あ り 、 隣 接 す る 分 子 内 エ
ピ ト ー プ PLPp89-106に 対 す る 自 己 抗 体 反 応 性 が 、 マ ウ ス -2に お い て 認 め ら れ た が 、 マ ウ ス
-1ま た は 対 照 に お い て は 認 め ら れ ず 、 か つ MOGタ ン パ ク 質 、 MOGp66-78、 CNPase p343-373
、 お よ び MBPpI-20を 含 む 分 子 間 タ ン パ ク 質 お よ び エ ピ ト ー プ に 対 す る 自 己 抗 体 反 応 性 は 、
EAEの 両 マ ウ ス に お い て 認 め ら れ た が 、 対 照 に お い て は 認 め ら れ な か っ た 。 結 果 は 、 ELISA
に よ り 確 認 し 、 か つ 追 加 の マ ウ ス に お い て 認 め ら れ た 自 己 抗 体 反 応 性 の 典 型 で あ る 。 従 っ
て 、 PLPペ プ チ ド 139-151で 誘 導 し た SJLマ ウ ス は 、 そ れ ら の 自 己 免 疫 反 応 の 、 PLP上 の 隣 接
ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ に 加 え 、 MBP、 MOGお よ び CNPaseを 含 む 3種 の 追 加 の ミ エ リ ン タ ン パ ク
質 の エ ピ ト ー プ へ の 伸 展 を 受 け る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 自 己 抗 体 反 応 に よ り 標 的 化 さ れ た 特
異 的 自 己 抗 原 の 抗 原 ア レ イ の 同 定 を 明 ら か に し て い る 。 自 己 抗 体 反 応 の よ り 多 い 数 の 抗 原
ア レ イ 同 定 し た 標 的 を コ ー ド す る 抗 原 特 異 的 DNA寛 容 ワ ク チ ン は 、 自 己 抗 体 標 的 単 独 ま た
は 標 的 化 さ れ な い ミ エ リ ン 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン よ り も 、 EAEの 予 防 お よ び 治 療 に 関
し て よ り 大 き い 効 能 を 有 し た 。
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【 図 ５ 】 コ ラ ー ゲ ン 誘 導 型 関 節 炎 (CIA)の マ ウ ス に お け る 自 己 抗 体 反 応 の 抗 原 ア レ イ 特 徴
決 定 (抗 原 ア レ イ プ ロ フ ァ イ ル )を 含 む 抗 体 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 抗 原 ア レ イ は 、 ロ
ボ ッ ト 型 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 装 置 を 用 い て 作 製 し 、 ポ リ -L-リ シ ン -被 覆 し た 顕 微 鏡 ス ラ イ
ド 上 の 整 列 さ れ た ア レ イ に RA中 の 推 定 滑 液 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 自 己 抗 原 を 、 ス ポ ッ
ト し た 。 ス ポ ッ ト し た 抗 原 は 、 I、 IIお よ び III型 コ ラ ー ゲ ン 、 CIIp257-270、 Ro52、 La、
ヒ ス チ ジ ル -tRNAシ ン テ タ ー ゼ (Jo-1)、 U1小 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 70kDaお よ び C成
分 (U1-7OkDa、 U1snRNP-C)、 hnRNP-B1、 お よ び GP39の 重 複 し て い る ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発
明 者 ら は 、 こ れ ら の ア レ イ を 方 向 づ け る た め に 、 「 マ ー カ ー 特 徴 」 と し て Cy-3で 予 め 標 識
し た 抗 体 を ス ポ ッ ト し た (緑 の 特 徴 の 巨 大 な 大 部 分 )。 ア レ イ は 、 (a)正 常 な DBA/1LacJ血 清
、 ま た は (b)CFAに お け る チ ッ ク CIIに よ り CIAを 発 症 す る よ う に 誘 導 し た DBA/1LacJマ ウ ス
か ら 疾 患 開 始 時 (29日 目 )に 得 た 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 結 合 し た 抗 体 は 、 Cy
-3標 識 し た ロ バ 抗 マ ウ ス IgM/IgGを 用 い 検 出 し た 。 CIIお よ び CIIp257-270の 自 己 抗 体 特 異
性 は 、 CIA血 清 試 料 中 の み で 検 出 さ れ る 。
【 図 ６ 】 EAE中 で 自 己 抗 原 を 同 定 さ れ た 抗 原 ア レ イ か ら の 複 数 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る D
NA寛 容 療 法 は 、 臨 床 疾 患 活 性 を 低 下 し 、 か つ 自 己 免 疫 反 応 の 伸 展 を 低 下 す る こ と を 明 ら か
に し て い る ク ラ ス タ ー 解 析 を 提 供 す る 。 個 々 の マ ウ ス は X軸 上 に 列 記 し 、 な ら び に 「 ミ エ
リ ン プ ロ テ オ ー ム 」 ア レ イ 上 の ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 抗 原 は 、 Y軸 上 に 表 わ し た 。 緑
は 、 反 応 性 の 欠 損 を 表 わ し 、 お よ び 赤 は 、 自 己 抗 体 反 応 性 を 示 し て い る 。 抗 原 ア レ イ の 類
似 性 を 基 に し た マ ウ ス 群 の ク ラ ス タ ー 解 析 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 そ れ ら の 自 己 抗 体 反 応 の 特 異
性 を 決 定 し た 。 こ の 画 像 は 、 全 ク ラ ス タ ー の 小 領 域 を 表 わ し て い る 。 正 常 マ ウ ス (NMS)ク
ラ ス タ ー お よ び 緑 の 支 配 性 は 、 列 記 さ れ た 抗 原 に 対 す る 自 己 抗 体 反 応 性 の 欠 如 を 示 し て い
る 。 慢 性 再 発 性 EAEを 伴 う SJLマ ウ ス は 、 対 照 ベ ク タ ー ま た は 緩 衝 液 (Bお よ び C)ク ラ ス タ ー
で 治 療 し 、 か つ 赤 で 示 し た 、 様 々 な ミ エ リ ン 抗 原 に 対 す る 顕 著 な 自 己 抗 体 反 応 性 を 有 す る
。 こ れ ら の マ ウ ス に お け る 自 己 抗 体 反 応 の こ の 観 察 さ れ た 伸 展 は 、 そ れ ら の よ り 重 症 な 疾
患 経 過 に 相 関 し 、 87日 間 に 平 均 2.4～ 3.5回 再 発 す る 。 麻 痺 (再 発 )の 臨 床 増 悪 の 平 均 回 数 は
、 図 の 一 番 上 に 、 マ ウ ス の 関 連 群 を 示 す 線 の 上 の 数 字 で 表 わ し て い る 。 対 照 的 に 、 ミ エ リ
ン タ ン パ ク 質 カ ク テ ル DNA寛 容 化 ワ ク チ ン (多 数 の 自 己 免 疫 反 応 の 標 的 を 同 定 さ れ た 抗 原 ア
レ イ を 含 み 、 か つ EAE治 療 に お け る 最 大 の 効 能 を 示 し て い る [表 4])に よ り 治 療 し た マ ウ ス
を 、 ク ラ ス タ ー 化 し 、 か つ 他 の 群 と 比 較 し て 増 大 し た 緑 に よ り 示 さ れ る よ う な 、 そ れ ら の
自 己 抗 体 反 応 の 伸 展 の 有 意 な 低 下 を 有 す る 。 こ の 自 己 免 疫 反 応 の 伸 展 の 低 下 は 、 そ れ ら の
よ り 重 症 度 の 低 い 臨 床 経 過 と 相 関 し 、 87日 間 に 平 均 1.5回 再 発 す る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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