
JP 5495159 B2 2014.5.21

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試験試料中の抗体を検出することを含み、前記試験試料が哺乳動物対象由来の体液を含
み、前記抗体が疾患状態又は疾患感受性の生物学的マーカーであり、
（ａ）前記試験試料の２種以上の異なる希釈液を調製し、各試験試料希釈液について以下
のステップ（ｉ）及び（ｉｉ）：
　（ｉ）前記試験試料希釈液を、前記抗体に特異的な、複数の異なる量の抗原と接触させ
るステップ、
　（ｉｉ）ステップ（ｉ）で使用した各抗原量に対する、前記抗体と前記抗原の特異的結
合の量を検出するステップ
を実施するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）で使用した各試験試料希釈液に関する、前記特異的結合の量対前記
抗原量の個別の曲線をプロット又は計算するステップと、を含む、
　各試験試料希釈液に関する、前記特異的結合の量及び前記抗原量に基づいて、前記疾患
状態又は疾患感受性の有無を判定するためのデータを収集する方法。
【請求項２】
　前記曲線を、１つ又は複数の一般的なＳ字形曲線又はシグモイド曲線の存在に関して評
価することによって、前記疾患状態又は疾患感受性の有無を判定するためのデータを収集
する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
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　前記試験試料中の前記抗体の存在が、前記試験試料の少なくとも２種の異なる希釈液に
関する一般的なＳ字形曲線又はシグモイド曲線の存在によって示唆される、請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　哺乳動物対象由来の体液を含む試験試料中の抗体を検出する方法であって、前記抗体が
疾患状態又は疾患感受性の生物学的マーカーであり、
（ａ）前記試験試料の２種以上の異なる希釈液を調製し、各試験試料希釈液について以下
のステップ（ｉ）及び（ｉｉ）：
　（ｉ）前記試験試料希釈液を、前記抗体に特異的な、複数の異なる量の抗原と接触させ
るステップ、
　（ｉｉ）ステップ（ｉ）で使用した各抗原量に対する、前記抗体と前記抗原の特異的結
合の量を検出するステップ
を実施するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）で使用した各試験試料希釈液に関する、前記特異的結合の量対前記
抗原量の個別の曲線をプロット又は計算し、アッセイに使用した前記抗原と反応性である
抗体の有無を判定するステップと、
を含む方法。
【請求項５】
　アッセイに使用した前記抗原と反応性である抗体が前記試験試料中に存在することが、
前記試験試料の少なくとも２種の異なる希釈液に関して一般的なＳ字形曲線又はシグモイ
ド曲線によって示唆される、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記抗体が自己抗体である、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記自己抗体が腫瘍マーカータンパク質に特異的である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗原が腫瘍マーカータンパク質又はそれらの抗原性断片若しくはエピトープを含む
、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記腫瘍マーカータンパク質が、ＭＵＣ１、ＭＵＣ１６、ｃ－ｍｙｃ、ＥＧＦＲ、ｐ５
３、ｒａｓ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＡＰＣ、ＨＥＲ２－ｎｅｕ、ＰＳＡ、ＣＥＡ、Ｃ
Ａ１９．９、ＮＹ－ＥＳＯ－１、４－５、ＣＡＧＥ、ＰＳＭＡ、ＰＳＣＡ、ＥｐＣａｍ、
サイトケラチン、リカバリン、カリクレイン、アネキシン、ＡＦＰ、ｂ－ＨＣＧ、ＧＲＰ
７８、ＣＡ１２５、マンマグロビン、ｒａｆ、ＮＹ－ＢＲ－１、リビン、サバイビン、Ｍ
ＵＣ２、エンドスタチン、Ｂｃｌ－２、ＢＩＲＣ７、ＨＳＰ７０、Ｎｏ５５、ｕＰＡ、テ
トラネクチン、プロラクチン、オステオポンチン、ＨＥ４、ＴＡＴＩ、インヒビン、ビメ
ンチン、ｃｏｘ－１及びｃｏｘ－２からなる群から選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　癌の診断、予後予測又はモニターにおけるデータを収集するための、請求項７～９のい
ずれか一項に記載の方法の使用。
【請求項１１】
　前記方法を使用して試験される前記試料が前記対象から採取された体液の試料であり、
正常対照個体と比較して自己抗体のレベルが上昇している対象が、癌の発症の危険性があ
るとして特定される、癌の発症の危険性が増大している対象を特定するための無症候性ヒ
ト対象集団のスクリーニングにおけるデータを収集するための、請求項７～９のいずれか
一項に記載の方法の使用。
【請求項１２】
　前記方法を使用して試験される前記試料が前記対象から採取された体液の試料であり、
正常対照個体と比較して自己抗体のレベルが上昇していることが、前記対象における早期
腫瘍性又は早期発癌性の変化を示唆するものと解釈される、無症候性ヒト対象における早
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期腫瘍性又は早期発癌性の変化の検出におけるデータを収集するための、請求項７～９の
いずれか一項に記載の方法の使用。
【請求項１３】
　前記方法を使用して試験される前記試料が前記対象から採取された体液の試料であり、
正常対照個体と比較して自己抗体のレベルが上昇している対象が癌を有すると診断される
、癌を発症している対象を特定するための無症候性ヒト対象集団のスクリーニングにおけ
るデータを収集するための、請求項７～９のいずれか一項に記載の方法の使用。
【請求項１４】
　前記方法を使用して試験される前記試料が前記対象から採取された体液の試料であり、
正常対照個体と比較して自己抗体のレベルが上昇している対象が癌を有すると診断される
、癌を発症している対象を特定するための症候性ヒト対象集団の試験におけるデータを収
集するための、請求項７～９のいずれか一項に記載の方法の使用。
【請求項１５】
　前記方法を使用して試験される前記試料がヒト患者から採取された体液の試料であり、
正常対照と比較して自己抗体のレベルが上昇していることが、前記患者における癌の存在
を示唆するものと解釈される、患者における癌又は他の腫瘍性疾患の進行のモニターにお
けるデータを収集するための、請求項７～９のいずれか一項に記載の方法の使用。
【請求項１６】
　前記方法を使用して試験される前記試料が前記患者から採取された体液の試料であり、
正常対照と比較して前記患者において自己抗体のレベルが上昇していることが、疾患が再
発したことを示唆するものと解釈される、以前に癌を有すると診断され、存在する癌の量
を減少させるために抗癌治療を受けたことがあるヒト患者における再発疾患の検出におけ
るデータを収集するための、請求項７～９のいずれか一項に記載の方法の使用。
【請求項１７】
　前記方法を使用して試験される前記試料がヒト患者から採取された体液の試料であり、
正常対照と比較して自己抗体のレベルが上昇していることが、癌からの前記患者の予後を
示唆すると解釈される、癌からの予後の評価におけるデータを収集するための、請求項７
～９のいずれか一項に記載の方法の使用。
【請求項１８】
　前記方法を使用して試験される前記試料がヒト患者から採取された体液の試料であり、
自己抗体のレベルと起こりそうな治療結果との関係があらかじめ確立されている、前記患
者における自己抗体のレベルの比較を使用することにより、このような抗癌治療に対して
前記患者が応答するかどうかが示唆される、抗癌治療に対する応答の予測におけるデータ
を収集するための、請求項７～９のいずれか一項に記載の方法の使用。
【請求項１９】
　前記抗癌治療が、ワクチン接種、抗成長因子又はシグナル伝達療法、放射線治療、内分
泌療法、ヒト抗体療法、又は化学療法である、請求項１８に記載の使用。
【請求項２０】
　前記方法を使用して試験される前記試料が前記患者から採取された体液の試料であり、
治療後の自己抗体のレベルにおける変化が、前記患者が前記治療に対して応答しているか
否かを示唆するものと解釈される、抗癌治療に対するヒト癌患者の応答のモニターにおけ
るデータを収集するための、請求項７～９のいずれか一項に記載の方法の使用。
【請求項２１】
　前記治療が、ワクチン接種、抗成長因子又はシグナル伝達療法、放射線治療、内分泌療
法、ヒト抗体療法、又は化学療法であり、治療後の自己抗体のレベルにおける変化が、前
記患者が前記治療に対して正に応答していることを示唆するものと解釈される、請求項２
０に記載の使用。
【請求項２２】
　前記抗体が、自己免疫疾患に特有であり、又は自己免疫疾患に関連する自己抗体である
、請求項６に記載の方法。
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【請求項２３】
　前記自己免疫疾患が、関節リウマチ、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、原発性胆汁
性肝硬変（ＰＢＣ）、自己免疫性甲状腺炎、橋本甲状腺炎、自己免疫性胃炎、悪性貧血、
自己免疫性副腎炎、アジソン病、自己免疫性副甲状腺機能低下症、自己免疫性糖尿病又は
重症筋無力症である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記抗体が、腎臓又は肝臓の疾患に特有であり、又は腎臓若しくは肝臓の疾患に関連し
、どちらかの器官の機能不全又は不全をもたらす自己抗体である、請求項６に記載の方法
。
【請求項２５】
　前記抗体が、前記哺乳動物対象に移植された組織に存在するエピトープを対象とする、
請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　哺乳動物対象由来の体液を含む試験試料中の抗体を検出する方法であって、前記抗体が
、前記哺乳動物対象に導入された外来物質を対象とし、
（ａ）前記試験試料の２種以上の異なる希釈液を調製し、各試験試料希釈液について以下
のステップ（ｉ）及び（ｉｉ）：
　（ｉ）前記試験試料希釈液を、前記抗体に特異的な、複数の異なる量の抗原と接触させ
るステップ、
　（ｉｉ）ステップ（ｉ）で使用した各抗原量に対する、前記抗体と前記抗原の特異的結
合の量を検出するステップ
を実施するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）で使用した各試験試料希釈液に関する、前記特異的結合の量対前記
抗原量の個別の曲線をプロット又は計算し、アッセイに使用した前記抗原と反応性である
抗体の有無を判別するステップと、
を含む方法。
【請求項２７】
　アッセイに使用した前記抗原と反応性である抗体が前記試験試料中に存在することが、
前記試験試料の少なくとも２種の異なる希釈液に関して一般的なＳ字形曲線又はシグモイ
ド曲線によって示唆される、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記哺乳動物対象がヒトである、請求項２６又は請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記外来物質が治療薬である、請求項２６～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記治療薬が、薬剤、プロドラッグ又は抗体療法薬である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記外来物質が、ワクチンである、請求項２６～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　前記外来物質が、治療薬又はワクチンの非標的部分である、請求項２９又は請求項３０
に記載の方法。
【請求項３３】
　前記非標的部分がビオチンである、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記外来物質が、真菌、細菌、ウィルス又は寄生虫などの感染作用因子である、請求項
２６～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　哺乳動物対象由来の体液を含む試験試料中の２種以上の抗体を検出する方法であって、
前記抗体の少なくとも１種が疾患状態又は疾患感受性の生物学的マーカーであり、
（ａ）前記試験試料の２種以上の異なる希釈液を調製し、各試験試料希釈液について以下
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のステップ（ｉ）及び（ｉｉ）：
　（ｉ）前記試験試料希釈液を、２種以上の抗原セットと接触させるステップであり、前
記抗原セットのそれぞれ１種が、前記試験試料中の検出される前記抗体の１種に特異的で
あり、各抗原セットが複数の異なる量の同じ抗原を含むステップ、
　（ｉｉ）ステップ（ｉ）で使用した各抗原セットにおける各抗原量に対する、前記抗体
と前記抗原の特異的結合の量を検出するステップ
を実施するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）で使用した各試験試料希釈液と各抗原セットに関する、前記特異的
結合の量対前記抗原量の個別の曲線をプロット又は計算し、アッセイに使用した前記抗原
セットのいずれか１種と反応性である抗体の有無を判定するステップと、
を含む方法。
【請求項３６】
　アッセイに使用した前記抗原セットのいずれか１種と反応性である抗体が前記試験試料
中に存在することが、前記試験試料の少なくとも２種の異なる希釈液と前記抗原セットに
関する、一般的なＳ字形曲線又はシグモイド曲線によって示唆される、請求項３５に記載
の方法。
【請求項３７】
　前記２種以上の抗体の少なくとも１種が、自己抗体である、請求項３５又は請求項３６
に記載の方法。
【請求項３８】
　前記２種以上の抗体の少なくとも１種が、腫瘍マーカータンパク質に特異的な自己抗体
である、請求項３７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
［発明の分野］
　本発明は全般に、診断又は予後予測のアッセイの分野に関し、具体的には、患者の体液
を含む試料中の抗体の検出のためのアッセイであって、このような抗体を、疾患状態又は
疾患感受性の生物学的マーカーとして使用するアッセイに関する。
【０００２】
［発明の背景］
　多くの診断、予後予測及び／又はモニター用アッセイは、特定の疾患状態又は疾患感受
性の生物学的マーカーの検出を利用するものである。このような生物学的マーカーは、一
般に、特定の疾患に特有であり、又は疾患に対する感受性と関連するタンパク質又はポリ
ペプチドである。
【０００３】
　近年、抗体、特に自己抗体、もまた疾患又は疾患感受性の生物学的マーカーとなりうる
ことが明らかになった。自己抗体は、たとえ抗原が実際にはその個体に由来していても、
個体の免疫系が外来として認識する抗原を対象とする天然に存在する抗体である。それら
は遊離の循環自己抗体として、又はそれらの標的抗原に結合した自己抗体からなる循環免
疫複合体の形態で循環の中に存在し得る。「正常」細胞によって発現する野生型のタンパ
ク質と、疾患細胞によって、又は疾患の過程において産生される変化した形のタンパク質
との違いから、場合によっては個体の免疫系により「非自己」として認識される変化した
タンパク質がもたらされ、それによりその個体において免疫反応が誘発される可能性があ
る。これは、変化したタンパク質に対して免疫学的に特異的な自己抗体の産生をもたらす
、液性（すなわち、Ｂ細胞により媒介される）免疫応答であり得る。
【０００４】
　国際公開第９９／５８９７８号パンフレットは、２種以上の異なる腫瘍マーカーに対す
る個体の免疫応答の評価に基づく、癌の検出／診断における使用方法を記載している。こ
れらの方法は、一般的に、個体から採取された体液の試料と、それぞれ別の腫瘍マーカー
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タンパク質に由来する、２種以上の異なる腫瘍マーカー抗原のパネルとを接触させるステ
ップと、腫瘍マーカー抗原と、腫瘍マーカータンパク質に免疫学的に特異的な循環自己抗
体とが結合した複合体の形成を検出するステップとを含む。このような循環自己抗体の存
在が、癌の存在の指標として見なされる。
【０００５】
　自己抗体の産生に関する、腫瘍マーカータンパク質の存在に対する個体の免疫応答を測
定するアッセイは、体液中の腫瘍マーカータンパク質の直接の測定又は検出の代わりとな
る方法を提供する。このようなアッセイが、腫瘍マーカータンパク質の存在の間接的な検
出を本質的に構成する。免疫応答の性質により、自己抗体は、非常に少量の循環腫瘍マー
カータンパク質により誘発でき、したがって、腫瘍マーカーに対する免疫応答の検出を利
用する間接的方法は、体液中の腫瘍マーカーの直接的測定方法より高感度である可能性が
高い。したがって、自己抗体の検出に基づくアッセイ方法は、疾患過程の早期において特
に有用であり得、無症候性患者のスクリーニングに関して、例えば、無症候性個体の集団
の中の疾患を発症する「危険性がある」個体を特定するための、又は無症候性個体の集団
の中の疾患を発症している個体を特定するためのスクリーニングにおいてもまた有用であ
り得る。さらに、自己抗体の検出に基づくアッセイ方法は、疾患過程の早期において特に
有用であり得、無症候性個体の集団の中の、疾患を発症している個体を特定するためにも
また使用できる。さらに、それらは再発疾患の早期検出のために有用であり得る。本アッ
セイ方法は、疾患のための治療法の選択又はモニタリングにおいてもまた有用であり得る
。
【０００６】
　抗体及び自己抗体は、他の疾患状態又は疾患感受性の生物学的マーカーとしての役目を
果たすこともでき、関節リウマチ、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、原発性胆汁性肝
硬変（ＰＢＣ）、自己免疫性甲状腺炎（例えば、橋本甲状腺炎）、自己免疫性胃炎（例え
ば、悪性貧血）、自己免疫性副腎炎（例えば、アジソン病）、自己免疫性副甲状腺機能低
下症、自己免疫性糖尿病（例えば、１型糖尿病）、重症筋無力症は例に過ぎない。
【０００７】
　本発明者らは、抗体の検出に基づくアッセイを、集団の中の個体の疾患状態、疾患の進
行又は疾患感受性を評価するために診断的又は予後予測的に使用した場合、存在する抗体
の絶対量が個体ごとに劇的に変化するため、スクリーニングされる対象の全集団に関して
適切な標準化アッセイ手順の立案において困難が生じ得ることを認識していた。これは、
例えば、少量の抗体を有する個体の中で、偽陰性結果の高発生率をもたらし得る。同様に
、個体ごとの抗体の絶対量の変動は、スクリーニングされた集団の中の全個体に適切な、
アッセイの陽性結果に関する閾値を設定することが難しいことを意味するので、真陽性結
果を得ることは困難である。
【０００８】
　本発明者らは、疾患の生物学的マーカーとしての抗体、特に自己抗体の検出に基づくア
ッセイの性能、より具体的には臨床的有用性及び信頼性が、抗原の滴定ステップを包含す
ることにより劇的に改善できることを見出した。異なる抗原量の系列に対して抗体を含む
ことが疑われる試料を試験すること及び滴定曲線を作図することにより、試料中に存在す
る抗体の絶対量とは独立して、真陽性のスクリーニング結果を確実に特定できる。このよ
うな取り組みは、実際の患者の試料における抗体を検出するために使用する、最も適切な
抗原濃度を特定可能にするための較正曲線を作成するためだけに抗原を滴定する、従来技
術の方法に反する。これらの方法において、実際の診断のためには、一点のみ測定するこ
とが提案される。それ故に、これらの方法は、偽陽性及び偽陰性の発生をもたらす、個体
ごとの検出される抗体量の変動を考慮に入れられないであろう。本発明者らは、抗原の滴
定に基づくアッセイ方法が、１つの抗原濃度での自己抗体の反応性を測定するより、高い
特異性及び感受性を示すことを見出した。
【０００９】
　本発明者らは、抗原滴定と、試験試料の同時滴定とを組み合わせたアッセイ方法が、特



(7) JP 5495159 B2 2014.5.21

10

20

30

40

50

に自己抗体の検出との関連で、抗原滴定単独に基づく方法より実に大きな利点を示すこと
をさらに見出した。これらのいわゆる「交差滴定（ｃｒｏｓｓ－ｔｉｔｒａｔｉｏｎ）」
法が、本発明の主題となる。
【００１０】
［発明の概要］
　本発明の第１の態様によれば、試験試料中の抗体を検出することを含み、試験試料が哺
乳動物対象由来の体液を含み、前記抗体が疾患状態又は疾患感受性の生物学的マーカーで
ある、前記哺乳動物対象における疾患状態又は疾患感受性を検出する方法であって、
（ａ）前記試験試料の２種以上の異なる希釈液を調製し、各試験試料希釈液について以下
のステップ（ｉ）及び（ｉｉ）：
　（ｉ）試験試料希釈液を、前記抗体に特異的な、複数の異なる量の抗原と接触させるス
テップ、
　（ｉｉ）ステップ（ｉ）で使用した各抗原量に対する、抗体と抗原の特異的結合の量を
検出するステップ
を実施するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）で使用した各試験試料希釈液に関する、特異的結合量対抗原量の個
別の曲線をプロット又は計算するステップと、
（ｃ）各試験試料希釈液に関する前記抗体と前記抗原の特異的結合の量及び被験抗原の量
に基づいて、前記疾患状態又は疾患感受性の有無を判定するステップと、
を含む方法を提供する。
【００１１】
　本発明の第２の態様によれば、哺乳動物対象由来の体液を含む試験試料中の抗体を検出
する方法であって、前記抗体が疾患状態又は疾患感受性の生物学的マーカーであり、
（ａ）前記試験試料の２種以上の異なる希釈液を調製し、各試験試料希釈液について以下
のステップ（ｉ）及び（ｉｉ）：
　（ｉ）試験試料希釈液を、前記抗体に特異的な、複数の異なる量の抗原と接触させるス
テップ、
　（ｉｉ）ステップ（ｉ）で使用した各抗原量に対する、抗体と抗原の特異的結合の量を
検出するステップ
を実施するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）で使用した各試験試料希釈液に関する、特異的結合量対抗原量の個
別の曲線をプロット又は計算するステップであり、このアッセイに使用した抗原と反応性
のある抗体が試験試料中に存在することが、試験試料の少なくとも２種の異なる希釈液に
関して一般的なＳ字型又はシグモイド曲線によって示唆されるステップと
を含む方法を提供する。
【００１２】
　本発明の第３の態様によれば、哺乳動物対象由来の体液を含む試験試料中の抗体を検出
する方法であって、前記抗体が、前記哺乳動物対象に導入された外来物質を対象とし、
（ａ）前記試験試料の２種以上の異なる希釈液を調製し、各試験試料希釈液について以下
のステップ（ｉ）及び（ｉｉ）：
　（ｉ）試験試料希釈液を、前記抗体に特異的な、複数の異なる量の抗原と接触させるス
テップ、
　（ｉｉ）ステップ（ｉ）で使用した各抗原量に対する、抗体と抗原の特異的結合の量を
検出するステップ
を実施するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）で使用した各試験試料希釈液に関する、特異的結合量対抗原量の個
別の曲線をプロット又は計算するステップであり、このアッセイに使用した抗原と反応性
のある抗体が試験試料中に存在することが、試験試料の少なくとも２種の異なる希釈液に
関して一般的なＳ字型又はシグモイド曲線によって示唆されるステップと
を含む方法を提供する。
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【００１３】
　本発明の全態様において、哺乳動物対象は、好ましくはヒトである。
【００１４】
　本発明の全態様において、抗体は自己抗体であってよい。
【００１５】
　本発明の全態様において、本方法は、哺乳動物対象から得た、又は調製された体液を含
む試験試料に対して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで実施されることが好ましい。
【００１６】
　本発明の全態様において、アッセイのステップ（ａ）は、試験試料希釈液と抗原量の全
ての可能な組合せが試験されるように、アッセイに使用した、試験試料のありとあらゆる
希釈液と、抗原のありとあらゆる量とを接触させるステップを含むことが好ましいであろ
う。
【００１７】
　本発明の全態様において、本発明の格別な特徴は、関連する抗体が試験試料中に存在す
るか、又は存在しないかどうかの判断が、１つの抗原濃度において、又は１つの試験試料
希釈液に関してのみ読み取るのではなく、試験試料希釈液と被験抗原の濃度とのありとあ
らゆる異なる組合せにおいて観察される特異的結合の量に基づく、言い換えれば集合的評
価である。それ故に、疾患状態又は疾患感受性或いは患者の試料中の外来物質に対する抗
体の有無の判定は、これらの集合的評価に直接基づくことができる。一実施形態において
、特異的結合の量が、試験試料の少なくとも２種の異なる希釈液に関する抗原量に対して
プロットされた場合、この判断は一般的Ｓ字型又はシグモイド曲線の存在に基づいて実施
される。本明細書中の実施例から明らかなように、本発明者らは、本発明の方法が、抗原
滴定単独に基づく診断又は検出の方法と少なくとも同等の特異性で、より高い感受性を有
し、偽陽性及び偽陰性の判定の発生を減少させることを観察した。
【００１８】
　本発明を、ここからさらに説明する。以下の節において、本発明の様々な態様の様々な
特徴をより詳細に定義する。本発明の一態様と関連させてさらに定義したそれぞれの特徴
を、そうではないことを明記していない限り、本発明の任意の他の態様と関連させて記載
した特徴と組み合わせることができる。具体的には、好ましい又は有利であることが示唆
される任意の特徴を、そうではないことを明記していない限り、好ましい又は有利である
ことが示唆される任意の他の１つ又は複数の特徴と組み合わせることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１ａ】図１は、乳癌を有する患者から採取した血清試料中の、ｐ５３（図１、ａから
ｄ）及びｃ－ｍｙｃ（図１、ｅからｈ）に対する自己抗体を検出するための交差滴定曲線
の系列を示す。各実験において、患者の血清の６種の異なる希釈液を、さまざまな量の組
換えｐ５３又はｃ－ｍｙｃ抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した（
１／１０，０００の血清希釈液が「非血清」対照として有効である）。各抗原に関して、
特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別の曲線を、患者
の血清の各希釈液に関してプロットした。
【図１ｂ】図１は、乳癌を有する患者から採取した血清試料中の、ｐ５３（図１、ａから
ｄ）及びｃ－ｍｙｃ（図１、ｅからｈ）に対する自己抗体を検出するための交差滴定曲線
の系列を示す。各実験において、患者の血清の６種の異なる希釈液を、さまざまな量の組
換えｐ５３又はｃ－ｍｙｃ抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した（
１／１０，０００の血清希釈液が「非血清」対照として有効である）。各抗原に関して、
特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別の曲線を、患者
の血清の各希釈液に関してプロットした。
【図１ｃ】図１は、乳癌を有する患者から採取した血清試料中の、ｐ５３（図１、ａから
ｄ）及びｃ－ｍｙｃ（図１、ｅからｈ）に対する自己抗体を検出するための交差滴定曲線
の系列を示す。各実験において、患者の血清の６種の異なる希釈液を、さまざまな量の組
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換えｐ５３又はｃ－ｍｙｃ抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した（
１／１０，０００の血清希釈液が「非血清」対照として有効である）。各抗原に関して、
特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別の曲線を、患者
の血清の各希釈液に関してプロットした。
【図１ｄ】図１は、乳癌を有する患者から採取した血清試料中の、ｐ５３（図１、ａから
ｄ）及びｃ－ｍｙｃ（図１、ｅからｈ）に対する自己抗体を検出するための交差滴定曲線
の系列を示す。各実験において、患者の血清の６種の異なる希釈液を、さまざまな量の組
換えｐ５３又はｃ－ｍｙｃ抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した（
１／１０，０００の血清希釈液が「非血清」対照として有効である）。各抗原に関して、
特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別の曲線を、患者
の血清の各希釈液に関してプロットした。
【図１ｅ】図１は、乳癌を有する患者から採取した血清試料中の、ｐ５３（図１、ａから
ｄ）及びｃ－ｍｙｃ（図１、ｅからｈ）に対する自己抗体を検出するための交差滴定曲線
の系列を示す。各実験において、患者の血清の６種の異なる希釈液を、さまざまな量の組
換えｐ５３又はｃ－ｍｙｃ抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した（
１／１０，０００の血清希釈液が「非血清」対照として有効である）。各抗原に関して、
特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別の曲線を、患者
の血清の各希釈液に関してプロットした。
【図１ｆ】図１は、乳癌を有する患者から採取した血清試料中の、ｐ５３（図１、ａから
ｄ）及びｃ－ｍｙｃ（図１、ｅからｈ）に対する自己抗体を検出するための交差滴定曲線
の系列を示す。各実験において、患者の血清の６種の異なる希釈液を、さまざまな量の組
換えｐ５３又はｃ－ｍｙｃ抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した（
１／１０，０００の血清希釈液が「非血清」対照として有効である）。各抗原に関して、
特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別の曲線を、患者
の血清の各希釈液に関してプロットした。
【図１ｇ】図１は、乳癌を有する患者から採取した血清試料中の、ｐ５３（図１、ａから
ｄ）及びｃ－ｍｙｃ（図１、ｅからｈ）に対する自己抗体を検出するための交差滴定曲線
の系列を示す。各実験において、患者の血清の６種の異なる希釈液を、さまざまな量の組
換えｐ５３又はｃ－ｍｙｃ抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した（
１／１０，０００の血清希釈液が「非血清」対照として有効である）。各抗原に関して、
特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別の曲線を、患者
の血清の各希釈液に関してプロットした。
【図１ｈ】図１は、乳癌を有する患者から採取した血清試料中の、ｐ５３（図１、ａから
ｄ）及びｃ－ｍｙｃ（図１、ｅからｈ）に対する自己抗体を検出するための交差滴定曲線
の系列を示す。各実験において、患者の血清の６種の異なる希釈液を、さまざまな量の組
換えｐ５３又はｃ－ｍｙｃ抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した（
１／１０，０００の血清希釈液が「非血清」対照として有効である）。各抗原に関して、
特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別の曲線を、患者
の血清の各希釈液に関してプロットした。
【図２】図２は、実施例３に従った、最適血清及び抗原濃度（ＯＳＡＡＣ）のアッセイを
実施するために使用した滴定プレートのレイアウトの例を例示する。注：血清及び抗原の
希釈液は別のプレート上に示すが、実際には血清及び抗原の希釈液は、同じ１つのプレー
トの対応するウェルに加える。
【図３ａ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図３は、原発性乳癌患者（パネ
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ルａ）又は正常対照である対象（パネルｂ）の血清中の、抗ｐ５３自己抗体を検出するた
めの代表的な滴定曲線を示す。
【図３ｂ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図３は、原発性乳癌患者（パネ
ルａ）又は正常対照である対象（パネルｂ）の血清中の、抗ｐ５３自己抗体を検出するた
めの代表的な滴定曲線を示す。
【図４ａ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図４は、原発性乳癌患者（パネ
ルａ）又は正常対照である対象（パネルｂ）の血清中の、抗ＥＣＤ６自己抗体（ＥＣＤ６
抗原を使用）を検出するための代表的な滴定曲線を示す。
【図４ｂ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図４は、原発性乳癌患者（パネ
ルａ）又は正常対照である対象（パネルｂ）の血清中の、抗ＥＣＤ６自己抗体（ＥＣＤ６
抗原を使用）を検出するための代表的な滴定曲線を示す。
【図５ａ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図５は、原発性乳癌患者（パネ
ルａ）又は正常対照である対象（パネルｂ）の血清中の、抗ＥＣＤ６自己抗体（ＥＣＤ６
　３’抗原を使用）を検出するための代表的な滴定曲線を示す。
【図５ｂ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図５は、原発性乳癌患者（パネ
ルａ）又は正常対照である対象（パネルｂ）の血清中の、抗ＥＣＤ６自己抗体（ＥＣＤ６
　３’抗原を使用）を検出するための代表的な滴定曲線を示す。
【図６ａ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
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実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図６は、ｐ５３抗原（パネルＡ
）、ＥＣＤ６抗原（パネルＢ）又はＥＣＤ６　３’抗原（パネルＣ）を使用して、同じ原
発性乳癌患者の血清中の、抗ｐ５３自己抗体又は抗ＥＣＤ６自己抗体を検出するための代
表的な滴定曲線を示す。
【図６ｂ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図６は、ｐ５３抗原（パネルＡ
）、ＥＣＤ６抗原（パネルＢ）又はＥＣＤ６　３’抗原（パネルＣ）を使用して、同じ原
発性乳癌患者の血清中の、抗ｐ５３自己抗体又は抗ＥＣＤ６自己抗体を検出するための代
表的な滴定曲線を示す。
【図６ｃ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図６は、ｐ５３抗原（パネルＡ
）、ＥＣＤ６抗原（パネルＢ）又はＥＣＤ６　３’抗原（パネルＣ）を使用して、同じ原
発性乳癌患者の血清中の、抗ｐ５３自己抗体又は抗ＥＣＤ６自己抗体を検出するための代
表的な滴定曲線を示す。
【図７ａ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図７は、実施例４において参照
する、さらなる滴定曲線を示す（パネルａからｄ）。
【図７ｂ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図７は、実施例４において参照
する、さらなる滴定曲線を示す（パネルａからｄ）。
【図７ｃ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図７は、実施例４において参照
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する、さらなる滴定曲線を示す（パネルａからｄ）。
【図７ｄ】図３～７は、原発性乳癌を有する患者及び正常対照である対象から採取した血
清試料中の、ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）及び
ＥＣＤ６の３’断片に対する自己抗体を検出するための、交差滴定曲線の系列を示す。各
実験において、患者の血清の６種の希釈液を、さまざまな量の組換えｐ５３、ＥＣＤ６、
又はＥＣＤ６の３’断片抗原の滴定系列に対する特異的結合に関して個別に試験した。各
抗原に関して、特異的結合（６５０ｎｍにおける吸光度として表した）対抗原濃度の個別
の曲線を、患者の血清の各希釈液に関してプロットした。図７は、実施例４において参照
する、さらなる滴定曲線を示す（パネルａからｄ）。
【００２０】
［発明の詳細な説明］
　大まかに言えば、本発明は、抗体（試験試料）の存在に関して試験する試料の２種以上
の希釈液を、抗体に特異的な異なる量の抗原に対する特異的結合に関してそれぞれアッセ
イし、抗体／抗原の結合量対被験抗原量の個別の滴定曲線を、試験試料の異なる希釈液そ
れぞれに関して作成することを特徴とする、疾患状態又は疾患感受性のための生物学的マ
ーカーとなる抗体を検出するためのイムノアッセイ法を提供する。簡単に言えば、本アッ
セイは、試験試料及びイムノアッセイにおいて試薬として使用した抗原の両方の交差滴定
に基づく。
【００２１】
　イムノアッセイ、例えばＥＬＩＳＡ、放射イムノアッセイなどの一般的特徴は、当業者
には公知である（Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ、Ｅ．Ｄｉａｍａｎｄｉｓ及びＴ．Ｃｈｒｉｓ
ｔｏｐｏｕｌｕｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃ
Ａ、１９９６年を参照されたい）。特定の免疫学的特異性を有する抗体を検出するための
イムノアッセイは、一般に試験において抗体と特異的な免疫学的反応性を示す試薬（抗原
）の使用を必要とする。このアッセイのフォーマットにより、この抗原は、固体支持体に
固定されていてよい。抗体の存在に関して試験する試料を、抗原と接触させ、必要な免疫
学的特異性の抗体が試料中に存在する場合、それらは抗原と免疫学的に反応し、その後検
出又は定量的に測定され得る、抗体抗原複合体を形成するであろう。
【００２２】
　本発明の方法は、抗体の存在に関して試験される試料の、２種以上の異なる希釈液を、
複数の異なる量の抗原（本明細書中において抗原滴定系列とも称する）に対してそれぞれ
試験することを特徴とする。本アッセイは、試験試料の少なくとも２種の異なる希釈液を
試験することを含まなければならないが、３、４、５種又は６から１０種又はさらにそれ
以上の試験試料の異なる希釈液を試験することを含んでもよい。試験試料のそれぞれの個
別の希釈液は、少なくとも２種及び好ましくは少なくとも３、４、５、６、７、又はそれ
以上の異なる量の抗原に対して試験される。典型的なアッセイは、いかなる抗原も含まな
い陰性対照及び／又は陰性試験試料対照、例えば試験試料の１／１０，０００希釈液など
もまた含んでもよい。
【００２３】
　本文脈において、「抗原」という用語は、検出されることを希望する標的抗体と特異的
に相互作用できる、少なくとも１種の抗原決定基又はエピトープを含む物質或いは前記抗
体の可変領域又は相補性決定領域と特異的に相互作用する任意の捕捉剤を指す。抗原は、
典型的には、例えばタンパク質若しくはペプチド、多糖類又は核酸などの天然に存在する
若しくは合成の生物学的巨大分子であり、抗イディオタイプ抗体などの抗体又はそれらの
断片を含み得る。
【００２４】
　熟練した読者は、本発明の方法において、標的抗体への結合に利用できる抗原決定基又
はエピトープの量が、滴定系列を確立するために重要であることを理解するであろう。多
くのアッセイのフォーマットにおいて、結合に利用できる抗原決定基又はエピトープの量
は、存在する抗原分子の量と直接相関する。しかし、特定の固相アッセイ系などの他の実
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施形態において、露出された抗原決定基又はエピトープの量は、抗原の量と直接相関しな
いことがあり、固体表面への付着などの他の因子に依存することがある。これらの実施形
態において、滴定系列における「異なる量の抗原」に対する本明細書での言及は、異なる
量の抗原決定基又はエピトープを指すと解釈できる。
【００２５】
　（試験試料希釈液中に存在する）抗体と、抗原との特異的結合の、相対的又は絶対的な
量は、試験試料希釈液と被験抗原（抗原決定基又はエピトープ）の量とのそれぞれの異な
る組合せに関して判定される。結果を、特異的結合の（相対的又は絶対的）量対被験抗原
のそれぞれの量に関する抗原量の曲線の系列、アッセイに使用したそれぞれの試験試料希
釈液に関して作図された個別の曲線のプロット又は計算に、その後使用する。典型的な結
果を、単に例として、多くの異なる抗体の検出に関する添付の図に例示する。アッセイに
使用した抗原と反応する抗体の試験試料中の存在は、アッセイに使用するそれぞれの試験
試料希釈液に関するそれぞれの抗原量において観察される特異的結合量に基づいて判定し
、通常は、少なくとも２種の異なる試験試料希釈液に関する一般的Ｓ字型又はシグモイド
曲線の存在により示される。
【００２６】
　抗体と抗原との特異的結合の絶対量は、定量的測定の実行を望まない限り、一般的には
重要ではない。抗体の有無の単純なイエス／ノー判定では、正しい形状の曲線が、本アッ
セイにおける異なる被験試験試料希釈液の少なくとも２種に関して作成されるだけで十分
である。任意の被験試験試料希釈液に関する、異なる量の被験抗原にわたって、検出可能
な結合に変動がない場合、このことは検出可能な抗体量は不在として判定され得る。本発
明の好ましい実施形態において、本方法は非定量的である。それ故に、本方法は、シグナ
ル強度に独立した無次元の比例関係を使用して、抗体の有無のイエス／ノー判定をもたら
し得る。
【００２７】
　所望であれば、特定の試料に存在する抗体量の測定は、交差滴定アッセイの結果から導
き得る。患者集団の臨床試験を含む非限定的実施形態において、特定の患者の結果を陽性
として判定するためのカットオフ（ｃｕｔ－ｏｆｆ）は、正常対象の対照グループから得
られた結果と比較して確立でき、例えば、正常グループの平均＋２標準偏差のカットオフ
を確立できる。標的抗体に対する抗原の特異的結合（例えば、非特異的結合に関して修正
した後に得られた値）が、少なくとも１種の抗原濃度に関してこのカットオフより上に収
まる患者試料を、陽性として判定できる。
【００２８】
　本発明の他の非限定的実施形態において、較正システムは、未知の試験試料を陽性又は
陰性と判定するために使用できる。１つのこのような較正システムは、既知の陽性対照試
料又は陰性対照試料の使用に基づくことができる。陽性及び陰性の対照／較正試料は、本
発明のアッセイ方法論を使用して、試験試料と並行して分析できる。未知の試験試料は、
較正因子として使用した既知の陽性及び陰性の対照試料と比較することによって、陽性又
は陰性として判断する。
【００２９】
　本発明の方法は、存在する標的抗体の絶対量が、患者ごとに大きく変動し得る場合、臨
床的診断、予後予測、予測及び／又はモニター用アッセイにおける使用に有利である。本
発明者らは、このようなアッセイが、試験抗原の単一の量／濃度を使用した抗体結合の検
出に基づく場合、集団にわたって、（抗体の量の）標準的な生理学的範囲の最低限度又は
最高限度の抗体の量を含む患者試料が、アッセイの方法論の限界のため見逃される可能性
があり、抗体量の低い試料は偽陰性結果として判定され得、一方抗体レベルが非常に高い
試料は、選択されたアッセイ方法論の正確な検出のための尺度から外れてしまうことがあ
ることを観察した。
【００３０】
　本発明の全実施形態において、交差滴定アッセイ方法論を使用して検出された抗体は、
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自己抗体であってよい。
【００３１】
　本発明の交差滴定アッセイ方法は、患者に存在する抗体／自己抗体の絶対量と、抗体／
自己抗体の特異性、特に抗体／自己抗体の、その標的抗原に対する親和性との両方におい
て患者ごとに相当量の変動がある場合、疾患状態又は感受性の生物学的マーカーとしての
抗体／自己抗体の検出に特に適している。それらの本来の性質による自己抗体応答は、患
者ごとに有意に変動し得、変動は、存在する自己抗体の絶対量と、自己抗体の特異性／親
和性との両方において発生する。本発明の方法は、この患者ごとの変動を考慮に入れるこ
とができ、それ故に、任意の所与の抗体／自己抗体のための（集団内の全個体を試験する
ための使用に適した）標準的アッセイフォーマットを確立できる。
【００３２】
　自己抗体とそれらの標的抗原との相互作用は一般的に親和性が低いが、上に要約したよ
うに、結合強度は患者ごとに変動し得る。陽性結果は、本アッセイに使用したそれぞれの
試験試料希釈液に関して作成される滴定曲線の形状から推測できるので、本発明の方法は
、低親和性結合の検出に特に適している。
【００３３】
　本発明の方法は、抗原滴定単独に基づくアッセイ方法（すなわち、抗原滴定系列に対し
て１つの試験試料を試験することを含むアッセイ）とは、本方法でなければ試験試料中の
非標的成分との（本アッセイに使用される抗原の）非特異的結合によりマスクされるであ
ろう、少量及び／又は低親和性の抗体の結合によるシグナルの検出が可能であるという点
で異なる。
【００３４】
　本発明者らは、標的抗体の最適な検出に必要とされる最適試験試料希釈液における、抗
原間及び抗原内のかなりの変動を観察した。それ故に、同じ患者の試験試料は、第１の抗
原に対する抗体の検出のための第１の最適希釈及び、異なるタンパク質に由来する第２の
抗原に対する抗体の検出のための異なる最適希釈を有し得る（抗原間の変動）。異なるタ
ンパク質に由来する２種の抗原に関する最適試験試料希釈液における「差」は、数桁であ
ってもよい。例えば、第１抗原（タンパク質Ａ）に対する抗体の検出のための所与の試験
試料の最適希釈は１：８００であってよいが、同じ試験試料が、第２の抗原（タンパク質
Ｂ）に対する抗体の検出のためには１：５０の最適希釈を必要としてもよい。使用抗原が
、同じタンパク質の異なる断片又は完全長タンパク質及びこのタンパク質の小断片（抗原
内の変動）である場合、同様の効果が観察できる。それ故に、試験試料を、（異なるタン
パク質又は１種のタンパク質の断片或いはそれらの組合せに由来する）異なる抗原のパネ
ルに対する反応性に関して試験した場合、パネル内の各抗原に必要とされる試験試料の最
適な希釈液は、異なるであろう。本発明の方法は、この問題を、本方法が臨床の場で実施
されるたびに、パネル内の各抗原の様々な希釈液に対して、試験試料の異なる希釈液を試
験することによって回避した。それ故に、パネル内の各抗原は、その「最適」試験試料希
釈液で自動的に試験されるであろう。
【００３５】
　本発明者らは、特定の抗原に関する最適試験試料希釈液において、個体差が発生し得る
ことも観察した。それ故に、任意の所与の抗原に関して、第１の対象に由来する試験試料
が、第１の試験試料希釈液（例えば、１：１００）で最適な結果を得ることができ、一方
、第２の対象に由来する試験試料を同じ抗原を使用して試験した場合に、異なる希釈の試
験試料（１：５００）が最適であることもある。本発明の方法は、各被験抗原に関して、
臨床の場においてアッセイを実施するたびに、抗原希釈液の範囲に対して試験試料希釈液
の範囲を試験するので、このような患者と患者との変動を考慮に入れることができる。そ
れ故に、本発明の方法は、各試験試料に対する各被験抗原に関して、常に最適試験試料希
釈液を使用する。
【００３６】
　本発明の方法はまた、診断、予後予測及び／又は（疾患状態又は療法の）モニターの目
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的のために自己抗体／抗体を検出するために使用されるイムノアッセイの実施において、
日々の変動に対するセーフガードを提供する。患者の体液を含む試料中の抗体を検出する
ためにイムノアッセイを実施する場合、シグナル強度に相当な日々の変動があり得ること
がしばしば観察される。このような変動は、例えば、試料を得た方法、及び試験前の保存
方法の違いなどにより発生し得る。このような因子により、例えば、抗体／抗原の結合の
単純な閾値に基づいて、確実性のある臨床的アッセイの結果を判定することが難しくなる
。本発明は、抗体の存在に関する陽性結果が、シグナル強度に独立して、アッセイに使用
した各試験試料希釈液に関して作成された滴定曲線の形状からはっきりと明確になるため
、このような日々の変動の影響を最小にする。
【００３７】
　本発明の方法のなおさらなる利点は、患者の試料の希釈液であっても矛盾のない結果を
出すことができ、また、１個体の異なる供給源（例えば、血液又は血清対腹水又は胸水）
からの体液を使用して、抗体の絶対濃度が、異なる体液においては異なることがあるにも
かかわらず、全般に同じ定量的スクリーニング結果（陽性／陰性）を出すことである。
【００３８】
　本発明の方法は、抗体を含むことが疑われる試料の複数の希釈液と、複数の異なる量の
抗原とを接触させることができる任意の適切なフォーマットを実施し得る。都合のよいこ
とには、試料の異なる希釈液と異なる量の抗原との接触は、マイクロタイタープレートの
ウェルなどの、個別であるが並行した反応チャンバーにおいて行うことができる。異なる
量の抗原を、マイクロタイタープレートのウェル上に、抗原のストックからの系列の希釈
液を調製することによって、マイクロタイタープレートのウェルにわたってコートするこ
とができる。抗原のストックは、既知の又は未知の濃度であってよい。調製した試験試料
の希釈液のアリコートをその後プレートのウェルに加えることができ、試験試料の容量は
各ウェル中で一定に保つ。マイクロタイタープレートのウェルに加える抗原の絶対量は、
当業者により理解されるように、標的抗体の性質、試験下の試料の性質、試験試料の希釈
液、などの因子により変動させ得る。一般的に、抗原量及び試験試料希釈液は、本方法に
おいて抗体／抗原結合の検出のために選択される、読み取り可能な検出範囲に収まるシグ
ナル強度範囲を作り出すように選択される。抗腫瘍マーカーの自己抗体を含むことが疑わ
れるヒト血清試料の試験のための代表的な量及び希釈は、添付の実施例において示す。単
なる例としてであるが、試験試料の代表的な希釈は、１／３０から１／１０，０００（又
は１：５０から１：１６００）までの範囲で変動可能である。抗原の被験量は、これに限
定するつもりはないが、典型的には０．０１μｇ／ｍｌから１０μｇ／ｍｌ（又は０．１
６ｎＭから１６０ｎＭ）の範囲で変動可能である。
【００３９】
　前述のように、ストックにおける抗原の絶対濃度が未知である場合にも、抗原の１つの
ストックから出発して試験試料の２種以上の希釈液に関する滴定曲線を構築することが可
能である。同じ１つのストック溶液を使用して、同じ様式で系列として希釈するという条
件で、異なる出発試験試料において実行したこの抗原に関する個別の滴定アッセイの結果
を比較することが可能である。
【００４０】
　本アッセイのさらなる実施形態において、異なる量の抗原（抗原決定基又はエピトープ
）は、固体支持体の別個の場所又は反応部位に固定されていてもよい。反応部位のサブフ
ラクション（ｓｕｂ－ｆｒａｃｔｉｏｎ）を含む全支持体又はその別個の領域を、その後
試験試料の希釈液と接触させ、抗体と抗原との結合を、別個の場所又は反応部位のそれぞ
れにおいて個別に検出又は測定できる。適切な固体支持体はまた、マイクロアレイ、例え
ば、アレイ上の別個の部位又はスポットが異なる量の抗原を含むアレイを含む。マイクロ
アレイは、異なる量の特定の抗原を、アレイ上の別個の、分解可能な反応部位に固定する
ことによって調製できる。他の実施形態において、固定化抗原分子の実際の量は、実質的
に一定に保つことができるが、利用可能な結合エピトープの量を変えるためにアレイ上の
部位又はスポットのサイズは変動しえ、異なる量の利用可能な結合エピトープを有する部
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位又はスポットの滴定系列を提供する。このような実施形態において、抗原の結合エピト
ープの二次元表面濃度は、抗原の絶対量ではなく滴定系列の調製において重要である。タ
ンパク質／ペプチドマイクロアレイの調製及び照合に関する技術は、当分野において一般
的に公知である。
【００４１】
　上の議論から、本発明の全実施形態において、抗原量の変動は、試験試料希釈液に対し
て試験した抗原又はエピトープの濃さを変更することによって、或いは抗原又はエピトー
プの濃さを維持するが、抗原が固定された表面面積を増加することによって、或いは両方
によって達成できることが理解されるであろう。
【００４２】
　マイクロアレイは、異なる特異性の抗体に関する複数のアッセイを並行して実施するた
めに使用できる。これは、異なる抗原の多数のセットを含むアレイを使用して実施でき、
各セットは特定の抗原を複数の異なる量又は濃度で含む。「異なる抗原」という用語は、
異なるタンパク質又はポリペプチド（異なる遺伝子によってコードされる関連のないタン
パク質に由来する抗原など）に由来する抗原、及びさらに１つのタンパク質又はポリペプ
チドの異なるペプチドエピトープに由来する抗原を包含する。所与のマイクロアレイは、
異なるタンパク質又はポリペプチドに由来する異なる抗原のセットを排他的に、或いは１
つのタンパク質又はポリペプチドの異なるペプチドエピトープに由来する異なる抗原のセ
ットを排他的に、或いはこの２つの任意の比率の混合物を含み得る。本発明の全実施形態
において、それぞれの個々の抗原滴定系列は、たった１種の抗原のみの異なる量又は濃度
を含み、抗原の混合物は含まないことが好ましいことに留意すべきである。
【００４３】
　本明細書中で使用する場合、「体液」という用語は、本発明の方法を使用して抗体の存
在に関して試験される物質を指す場合、血漿、血清、全血液、尿、汗、リンパ液、排泄物
、脳脊髄液、腹水、胸水、精液、唾液、乳頭吸引液、術後漿液又は創傷排出液を含む。前
述のように、本発明の方法は、試験対照から取り出した体液を含む試験試料の希釈液につ
いてｉｎ　ｖｉｔｒｏで実施することが好ましい。使用する体液の種類は、試験される抗
体の同一性及びアッセイが使用される臨床的状況により変えることができる。一般的に、
血清又は血漿の試料についてアッセイを実施することが好ましい。試験試料は、体液に加
えてさらなる成分、例えば、希釈剤、保存料、安定剤、バッファーなどを含み得る。試験
試料の希釈液は、任意の適切な希釈剤を使用して調製できる。熟練した読者には、試験試
料の希釈液を調製する理由が、単に、イムノアッセイにおいて検出されるべき標的抗体の
異なる絶対量をそれぞれ含む試験試料の系列を作製するためであることが理解されるであ
ろう。異なる量の標的抗体を含む「試験試料」を得る他の手段を排除する意図のものでは
ない。例として、患者から取り出した試験試料を、天然に存在するより高い濃度の抗体を
含む試験試料を得るために、希釈する代わりに、実際には、例えば透析を使用して「濃縮
」することもあり得る。他の実施形態において、患者から取り出した体液が標的抗体に関
して相対的に薄い場合など、体液をまず濃縮し（例えば、透析又は同様の技術により）、
後で本発明に従ったアッセイに使用するための、希釈液の系列を調製するために使用する
濃縮ストックを調製してもよい。
【００４４】
　本明細書中で使用する場合、「抗原」という用語は、広い意味で、検出されるべき標的
抗体と特異的免疫学的反応性を示す任意の物質を指す。適切な抗原は、限定するものでは
ないが、天然に存在するタンパク質、組換え又は合成のタンパク質又はポリペプチド、合
成ペプチド、ペプチド模倣体など、さらに多糖類及び核酸を含み得る。具体的には、本明
細書中で「抗原」を使用する場合は、ヒト由来、哺乳動物由来であるかどうかにかかわら
ず、検出されるべき抗体の可変領域又は相補性決定領域と特異的免疫学的相互作用が可能
な任意の捕捉剤を包含することが意図される。例えば、抗イディオタイプ抗体は、ファー
ジディスプレイによって作製された抗原がそうであるのと同様に、本目的に関して抗原と
してみなすことができる。
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【００４５】
　特定の抗原は、限定するものではないが、患者の組織又は体液から単離されたタンパク
質又はポリペプチドを含む、天然供給源から単離されたタンパク質又はポリペプチドを含
み得る又はそれに由来し得る。このような実施形態において、抗原は、実質的に全ての天
然に存在するタンパク質、すなわち、実質的に天然供給源から単離された形態のタンパク
質を含み得、又は天然に存在するタンパク質の断片を含み得る。本発明の方法において抗
原として有効であるためには、任意のこのような「断片」が、試験に使用される抗体と免
疫学的反応性を維持していなければならない。適切な断片は、例えば、単離タンパク質の
化学的又は酵素的な切断によって調製されていてよい。
【００４６】
　使用されるアッセイの正確な性質に依存して、抗原は、生体分子には天然には存在しな
い、いくつかの所望の特徴を授ける、１つ又は複数のさらなる分子と連結した天然に存在
する生体分子（例えば、タンパク質又はそれらの断片）を含み得る。例えば、生体分子（
例えば、タンパク質又はポリペプチド断片）は、例えば蛍光標識、色素標識、発光標識、
放射標識又はコロイド金などの重金属などの明示標識と接合できる。他の実施形態におい
て、タンパク質又は断片は、融合タンパク質として発現できる。例としては、融合タンパ
ク質は、Ｎ末端又はＣ末端にタグペプチドを含むことができ、組換え的に発現した抗原の
精製において役立つ。
【００４７】
　使用されるアッセイのフォーマットにより、抗原は例えばマイクロタイタープレートの
ウェル、マイクロアレイのビーズ又はチップ或いは磁気ビーズなどの固体支持体に固定さ
れていてもよい。固定は、非共有吸着又は共有結合を介して達成できる。
【００４８】
　抗原が標的抗体と免疫学的に反応する能力に対して、著しい不利な影響を与えなければ
、任意の適切な結合手段が使用できる。
【００４９】
　本発明は、固相のアッセイに限定されるものではなく、液相、例えば溶液相のビーズア
ッセイにおいて、全体又は部分的に実施されるアッセイもまた包含する。
【００５０】
　一実施形態において、抗原は、ビオチンなどの、固定化を容易にするであろうリガンド
を用いて標識できる。抗原は、その後、適切な滴定範囲に希釈でき、その後溶液において
患者の試料内の自己抗体と反応させることが可能である。得られた免疫複合体をその後、
リガンドと受容体の相互作用（例えばビオチン－ストレプトアビジン）を介して固体支持
体に固定でき、以下に記載のようにアッセイの残りを実施できる。
【００５１】
　本発明のアッセイ方法における使用のための、ビオチン化ポリペプチド抗原の産生を容
易にするために、完全長ポリペプチド抗原、それらの切断型又はそれらの抗原性断片をコ
ードするｃＤＮＡは、ビオチン補因子が酵素反応を介して結合できるタンパク質又はポリ
ペプチドのタグで標識された、融合タンパク質として発現できる。組換えビオチン化抗原
の産生のためのベクターは、多くの供給業者から市販されている。
【００５２】
　ビオチン化抗原を用いた交差滴定の取り組みの使用のさらなる利点は、本アッセイが、
ビオチン成分と抗ビオチン抗体との結合と、抗原とその同種抗体との真の結合とを識別で
きることである。本発明者らは、多くのヒト集団が、ビオチン化抗原の使用に基づくアッ
セイにおいて偽陽性結果の発生をもたらし得る抗ビオチン抗体を天然に産生することを観
察した。
【００５３】
　前述のように、本発明に従った抗体を検出するために使用される「イムノアッセイ」は
、複数の量の抗原が、選択された試験試料の複数の異なる希釈液と反応できる滴定系列を
作製するために使用されることを除けば、当分野において公知の標準的技術に基づくこと
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ができる。最も好ましい実施形態において、イムノアッセイはＥＬＩＳＡであってよい。
ＥＬＩＳＡは、当分野において一般的に周知である。典型的な「間接的」ＥＬＩＳＡにお
いて、試験下の抗体に特異性を有する抗原を、固体表面（例えば、標準的マイクロタイタ
ーアッセイプレートのウェル或いはマイクロビーズ又はマイクロアレイの表面）に固定し
、抗体の存在に関して試験される体液を含む試料を、固定化抗原と接触させる。試料中に
存在する所望の特異性の任意の抗体は、固定化抗原と結合するであろう。抗体／抗原の結
合複合体は、その後、任意の適切な方法を使用して検出できる。好ましい一実施形態にお
いて、１種又は複数種のヒト免疫グロブリンに共通のエピトープを特異的に認識する、標
識二次抗ヒト免疫グロブリン抗体を、抗体／抗原複合体の検出に使用する。典型的には、
二次抗体は、抗－ＩｇＧ又は抗－ＩｇＭとなる。二次抗体は、通常、検出可能なマーカー
、典型的には、例えばペルオキシダーゼ又はアルカリホスファターゼなどの酵素的なマー
カーを用いて標識し、検出可能な生成物、例えば、色素性、化学的発光性又は蛍光性生成
物を産生する酵素の基質を加えることによって定量的検出を可能にする。当分野で公知の
、検出可能な他の型の標識も使用できる。
【００５４】
　本発明は、疾患状態又は疾患感受性の生物学的マーカーである抗体の検出方法に関する
。本発明のこの特別な態様は、癌のマーカーを伴うワクチン接種以外のワクチンのチャレ
ンジ又は免疫化プロトコルの結果として産生された抗体に関して試験するように設計され
たアッセイは除くことが好ましい。したがって、本発明のこの態様に従ったアッセイは、
ワクチン接種／免疫化の後の抗ウィルス抗体又は抗菌抗体の存在に関して試験するように
設計されたアッセイは含まないことが好ましい。
【００５５】
　本発明の特定の実施形態において、抗体は自己抗体であってよい。上記のように、「自
己抗体」という用語は、抗原が実際には個体の中で発生しているにもかかわらず、個体の
免疫系が外来として認識する抗原を対象とする天然に存在する抗体を指す。自己抗体は、
疾患細胞によって、又は疾患の過程において産生された、天然に存在するタンパク質の変
化形態を対象とする抗体を含む。タンパク質の変化形態は個体の中で発生するが、個体の
免疫系によって「非自己」としてみなされることがあり、それ故に、変化したタンパク質
に対して免疫学的に特異的な自己抗体の形態で、その個体の中で免疫応答を誘発する。こ
のようなタンパク質の変化形態は、例えば、場合により二次、三次又は四次構造に変化を
伴う変化したアミノ酸配列、短縮型、スプライス変異体、変化した糖鎖などを有する突然
変異体を含み得る。他の実施形態において、自己抗体は、疾患状態において、例えば、遺
伝子増幅又は異常な転写制御の結果として、過剰発現したタンパク質を対象とし得る。通
常は、免疫系の細胞が有意な量では遭遇しないタンパク質の過剰発現は、自己抗体の産生
をもたらす免疫応答を誘発し得る。尚さらなる実施形態において、自己抗体は、疾患状態
において発現するようになった、胎児型のタンパク質を対象とし得る。免疫系が機能する
前の発達の早期にのみ正常に発現する胎児性タンパク質が、疾患状態において発現するよ
うになった場合、胎児型は免疫系によって「外来」として認識されることがあり、自己抗
体の産生をもたらす免疫応答を誘発し得る。
【００５６】
　一実施形態において、抗体は、腫瘍マーカータンパク質に特異的な自己抗体であってよ
く、より具体的には「癌関連」抗腫瘍自己抗体であってよい。
【００５７】
　「癌関連」抗腫瘍自己抗体という用語は、癌の疾患状態において選択的に発現する腫瘍
マーカータンパク質の形態に存在するエピトープを対象とする自己抗体を指す。このよう
な自己抗体の存在が、癌の疾患状態又は無症候性患者における癌に対する素因の特徴であ
る。
【００５８】
　好ましい適用において、本発明の方法は、ヒト対象又は患者に由来する試験試料におい
て癌関連抗腫瘍自己抗体の存在を検出するために使用され（本方法は、他の非ヒトの哺乳
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動物に由来する試験試料についても使用できるが）、最も好ましくは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
のイムノアッセイの形態をとり、対象／患者から採取した体液の試料を含む試験試料の２
種以上の希釈液について実施されるであろう。体液の試料は、任意の適切なバッファーで
希釈でき、長期保存のため、又は試験前に処理され得る。
【００５９】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏのイムノアッセイは、非侵襲的であり、「危険性のある」個体のスク
リーニングにおいてなどの疾患発症の前、又は疾患の過程を通してのいずれかの、患者に
おいて自己抗体の産生のプロフィールを作成することが必要であると思われるたびに反復
可能である（本方法の好ましい適用に関しては、以下にさらに述べる）。
【００６０】
　特定の、しかし非限定の実施形態において、本発明の方法は、それぞれが、同じ又は関
連する腫瘍マーカータンパク質（例えば、異なるアイソタイプ又は１つの遺伝子によりコ
ードされる変異体）の異なるエピトープに、又は異なる腫瘍マーカータンパク質（異なる
遺伝子によりコードされるタンパク質を意味する）のエピトープに特異性を有する、２種
以上の自己抗体を（同時に）検出するためのイムノアッセイを含み得る。これらの方法は
、典型的には２種以上の抗原セットのパネル使用を含み、上記のように抗原セットは、同
じ腫瘍マーカータンパク質の異なるエピトープもまた含むことができるが、各抗原セット
は、通常異なる腫瘍マーカータンパク質（本文脈において異なるは、異なる遺伝子の産物
であるタンパク質を意味する）に由来する。抗原の「セット」は、本発明の方法において
、異なる量／濃度で試験される単一の抗原を指す。これ以降「パネルアッセイ」と称し得
るこれらの方法は、２種以上の抗原セットのパネルを利用して、腫瘍又は他の発癌性／腫
瘍性変化に対する個体の全免疫応答をモニターする。それ故に、これらの方法は、所与の
個体の免疫応答の「プロフィール」を検出し、どの腫瘍マーカーが自己抗体の産生をもた
らす免疫応答を誘発するかを示唆する。２種以上の異なる腫瘍マーカーに対する自己抗体
の産生をモニターするための、２種以上の抗原のパネルの使用は、単一のマーカーに対す
る自己抗体の検出より一般的に感度が高く、偽陰性をもたらす頻度がかなり低い（国際公
開第９９／５８９７８号パンフレット及び国際公開第２００４／０４４５９０号パンフレ
ットを参照されたい、これらの内容は参照によりその全体を本明細書に組込む）。
【００６１】
　したがって、非限定的な実施形態において、本発明は、哺乳動物対象由来の体液を含む
試験試料中の２種以上の抗体を検出する方法であって、前記抗体の少なくとも１種が疾患
状態又は疾患感受性の生物学的マーカーであり、
（ａ）前記試験試料の２種以上の異なる希釈液を調製し、各試験試料希釈液について以下
のステップ（ｉ）及び（ｉｉ）：
　（ｉ）試験試料希釈液を、２種以上の抗原セットと接触させるステップであり、前記抗
原セットのそれぞれ１種が、試験試料中の検出される前記抗体の１種に特異的であり、各
抗原セットが複数の異なる量の同じ抗原を含むステップ、
　（ｉｉ）ステップ（ｉ）で使用した各抗原セットにおける各抗原量に対する、抗体と抗
原の特異的結合の量を検出するステップ
を実施するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）で使用した各試験試料希釈液と各抗原セットに関する、特異的結合
量対抗原量の個別の曲線をプロット又は計算するステップであり、このアッセイに使用し
た抗原セットのいずれか１種と反応性である抗体が試験試料中に存在することが、試験試
料の少なくとも２種の異なる希釈液とその抗原セットに関する、一般的なＳ字型又はシグ
モイド曲線によって示唆されるステップと
を含む方法を提供する。
【００６２】
　本方法の一実施形態において、前記２種以上の抗体それぞれが疾患状態又は疾患感受性
の生物学的マーカーである、しかしながら、疾患マーカー抗原に関する交差滴定アッセイ
と、同じ試験試料中の、疾患マーカーである、又は疾患マーカーでない可能性がある任意
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の他の型の抗体に関する交差滴定アッセイとを組み合わせることも本発明の範囲内である
。
【００６３】
　どちらにしても、試験試料中に関連抗体が存在するか否かの判定は、試験における異な
る抗原それぞれについての異なる抗原濃度それぞれにおいて観察される特異的結合の量に
基づく、言いかえれば各抗原に関する単一の濃度で読み取るのではなく各抗原の集合的評
価に基づく。それ故に、患者の試料中の２種以上の抗体の存在に基づく、疾患状態又は疾
患感受性の有無の判定は、各抗原に関するこれらの集合的評価に基づくことができる。好
ましくは、この判定は、試験において存在する、任意の又はすべての抗原に関する少なく
とも２種の異なる試験試料希釈液に関する、一般的なＳ字型又はシグモイド曲線の表示に
基づいて実施される。
【００６４】
　疑念を回避するために、抗体の検出のための単一の型の抗原の使用に基づくアッセイを
、本明細書中で「シングルマーカーアッセイ」と称し、一方、２種以上の抗原パネルの使
用に基づくアッセイを「パネルアッセイ」と称することができる。
【００６５】
　パネルアッセイ法の好ましい実施形態において、アッセイにおいて検出された抗体の少
なくとも１種及び好ましくは全てが、腫瘍マーカータンパク質と反応性の自己抗体である
。
【００６６】
　本発明に従った交差滴定アッセイは、適切な抗原がシングルマーカーアッセイとして、
又はパネルアッセイの要素として調製され得る、任意の腫瘍マーカータンパク質に対する
自己抗体の検出における使用に原則的に適用できる。特に、本方法は、以下の腫瘍マーカ
ータンパク質のいずれか１種又は２種以上の任意の組合せに対して免疫学的に特異的な自
己抗体を、対応する抗原の使用によって、検出／測定するために適合できる：
【００６７】
　上皮成長因子受容体タンパク質ＥＧＦＲ（Ｄｏｗｎｗａｒｄ他、（１９８４）Ｎａｔｕ
ｒｅ．３０７：５２１～５２７；Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ他、（２００１）Ａｒｃｈｉｖｅｓ
　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１２
６；１７７～８１）；
【００６８】
　ＭＵＣ１（Ｂａｔｒａ，Ｓ．Ｋ．他、（１９９２）Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐａｎｃｒｅａｔｏｌ
ｏｇｙ．１２：２７１～２８３）；
【００６９】
　Ｍｙｃ（ｃ－ｍｙｃ）（Ｂｌａｃｋｗｏｏｄ，Ｅ．Ｍ．他、（１９９４）Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ　５：５９７～６０９）；
【００７０】
　ｐ５３（Ｍａｔｌａｓｈｅｗｓｋｉ，Ｇ．他．（１９８４）ＥＭＢＯ　Ｊ．３：３２５
７～３２６２；Ｗｏｌｆ，Ｄ．他、（１９８５）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．５：１８
８７～１８９３）；
【００７１】
　ｒａｓ（又はＲａｓ）（Ｃａｐｅｌｌａ，Ｇ．他、（１９９１）Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｈｅ
ａｌｔｈ　Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ．９３：１２５～１３１）；
【００７２】
　ＢＲＣＡ１（Ｓｃｕｌｌｙ，Ｒ．他、（１９９７）ＰＮＡＳ　９４：５６０５～１０）
；
【００７３】
　ＢＲＣＡ２（Ｓｈａｒａｎ，Ｓ．Ｋ．他、（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ．３８６：８０４
～８１０）；
【００７４】
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　ＡＰＣ（Ｓｕ，Ｌ．Ｋ．他、（１９９３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５３：２７２８～２
７３１；Ｍｕｎｅｍｉｔｓｕ，Ｓ．他、（１９９５）ＰＮＡＳ　９２：３０４６～５０）
；
【００７５】
　ＣＡ１２５（Ｎｏｕｗｅｎ，Ｅ．Ｊ．他、（１９９０）Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏ
ｎ．４５：１９２～８；Ｎｏｒｕｍ　ＬＦ，他、Ｔｕｍｏｕｒ　Ｂｉｏｌ．２００１　Ｊ
ｕｌ～Ａｕｇ；２２（４）：２２３～８；Ｐｅｒｅｙ　Ｌ，他、Ｂｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ
．１９９０　Ｏｃｔ；６２（４）：６６８～７０；Ｄｅｖｉｎｅ　ＰＬ，他、Ａｎｔｉｃ
ａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１９９２　Ｍａｙ～Ｊｕｎ；１２（３）：７０９～１７）；
【００７６】
　ＰＳＡ（Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ，Ｒ．Ｓ．他、（１９９８）Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．２４８：９３５～９３９）；
【００７７】
　癌胎児性抗原ＣＥＡ（Ｄｕｆｆｙ，Ｍ．Ｊ．（２００１）Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ，Ａｐｒ
　４７（４）：６２４～３０）；
【００７８】
　ＣＡ１９．９（Ｈａｇａ，Ｙ．他、（１９８９）Ｃｌｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ（１９８９
）Ｏｃｔ　２２（５）：３６３～８）；
【００７９】
　ＮＹ－ＥＳＯ－１（癌／精巣抗原；Ｃｈｅｎ，Ｙ．－Ｔ．他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．９４：１９１４～１９１８，１９９７）；
【００８０】
　ＰＳＭＡ（前立腺特異的膜抗原；Ｉｓｒａｅｌｉ，Ｒ．Ｓ．他、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ
．５３：２２７～２３０，１９９３）；
【００８１】
　ＰＳＣＡ（前立腺幹細胞抗原；Ｒｅｉｔｅｒ，Ｒ．Ｅ．他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．９５：１７３５～１７４０，１９９８）；
【００８２】
　ＥｐＣａｍ（上皮細胞接着分子；Ｓｚａｌａ，Ｓ．他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．８７：３５４２～３５４６，１９９０）；
【００８３】
　ＨＥＲ２－ｎｅｕ（ｃ－ｅｒｂＢ２としても知られる）（Ｃｏｕｓｓｅｎｓ，Ｌ．他、
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３０：１１３２～１１３９，１９８５）；
【００８４】
　ＥＤＣ６、これはＨＥＲ２の細胞外ドメインの別称である。
【００８５】
　ＣＡＧＥ（Ｊａｇｅｒ　Ｄ，他、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１９９９　Ｄｅｃ　１５；５
９（２４）：６１９７～２０４；Ｍａｓｈｉｎｏ　Ｋ，他、Ｂｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ．２
００１　Ｓｅｐ　１；８５（５）：７１３～２０）；
【００８６】
　サイトケラチン（Ｍｏｌｌ　Ｒ，他、Ｃｅｌｌ．１９８２　Ｎｏｖ；３１（１）：１１
～２４；Ｂｒａｕｎ　Ｓ，他、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．２０００；３４２：５２５～
５３３）。「サイトケラチン」という用語は、対応する自己抗体が腫瘍マーカーとして機
能する、サイトケラチンファミリーの任意の一員を指すために、総称的に使用される。好
ましい例は、サイトケラチン５／１４、８／１８（Ｋｉｍ　ＭＪ，Ｒｏ　ＪＹ，Ａｈｎ　
ＳＨ，Ｋｉｍ　ＨＨ，Ｋｉｍ　ＳＢ．，Ｇｏｎｇ　Ｇ　Ｈｕｍ　Ｐａｔｈｏｌ．２００６
　Ｓｅｐ；３７（９）：１２１７～２６．Ｅｐｕｂ　２００６　Ｊｕｌ　１８）；サイト
ケラチン７、２０（Ｖａｎｇ　Ｒ，Ｇｏｗｎ　ＡＭ，Ｂａｒｒｙ　ＴＳ，Ｗｈｅｅｌｅｒ
　ＤＴ，Ｙｅｍｅｌｙａｎｏｖａ　Ａ，Ｓｅｉｄｍａｎ　ＪＤ，Ｒｏｎｎｅｔｔ　ＢＭ．
Ａｍ　Ｊ　Ｓｕｒｇ　Ｐａｔｈｏｌ．２００６　Ｓｅｐ；３０（９）：１１３０～１１３
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９）；及びサイトケラチン８／１８／１９（Ｂａｒａｋ　Ｖ，Ｇｏｉｋｅ　Ｈ，Ｐａｎａ
ｒｅｔａｋｉｓ　ＫＷ，Ｅｉｎａｒｓｓｏｎ　Ｒ．Ｃｌｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．２００４
　Ｊｕｌ；３７（７）：５２９～４０）である。
【００８７】
　リカバリン（Ｍａｅｄａ　Ａ，他、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２０００　Ａｐｒ　１；６
０（７）：１９１４～２０）；
【００８８】
　カリクレイン（Ｋｉｍ　Ｈ，他、Ｂｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　２００１；８４：６４３～
６５０；Ｙｏｕｓｅｆ　ＧＭ，他、Ｔｕｍｏｒ　Ｂｉｏｌ　２００２；２３：１８５～１
９２）。「カリクレイン」という用語は、対応する自己抗体が腫瘍マーカーとして機能す
る、カリクレインファミリーの任意の一員を指すために、総称的に使用される。好ましい
例は、カリクレイン１から１５（ＫＬＫ１～１５／Ｈｋ１～Ｈｋ１５）（Ｏｂｉｅｚｕ　
ＣＶ，Ｄｉａｍａｎｄｉｓ　ＥＰ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｌｅｔｔ．２００５　Ｊｕｎ　１６；
２２４（１）：１～２２；Ｄｉａｍａｎｄｉｓ　ＥＰ，Ｙｏｕｓｅｆ　ＧＭ．Ｃｌｉｎ　
Ｃｈｅｍ．２００２　Ａｕｇ；４８（８）：１１９８～２０５）、特にＫＬＫ４～７（Ｐ
ｒｅｚａｓ　Ｐ，Ａｒｌｔ　ＭＪ，Ｖｉｋｔｏｒｏｖ　Ｐ，Ｓｏｏｓａｉｐｉｌｌａｉ　
Ａ，Ｈｏｌｚｓｃｈｅｉｔｅｒ　Ｌ，Ｓｃｈｍｉｔｔ　Ｍ，Ｔａｌｉｅｒｉ　Ｍ，Ｄｉａ
ｍａｎｄｉｓ　ＥＰ，Ｋｒｕｇｅｒ　Ａ，Ｍａｇｄｏｌｅｎ　Ｖ．Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．
２００６　Ｊｕｎ；３８７（６）：８０７～１１；Ｄｉａｍａｎｄｉｓ　ＥＰ，Ｙｏｕｓ
ｅｆ　ＧＭ，Ｌｕｏ　ＬＹ，Ｍａｇｋｌａｒａ　Ａ，Ｏｂｉｅｚｕ　ＣＶ．Ｔｈｅ　ｎｅ
ｗ　ｈｕｍａｎ　ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ　ｇｅｎｅ　ｆａｍｉｌｙ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ　ｉｎ　ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ．Ｔｒｅｎｄｓ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　
Ｍｅｔａｂ．２０００　Ｍａｒ；１１（２）：５４～６０．Ｒｅｖｉｅｗ．）；
【００８９】
　アネキシン（Ｈｕｄｅｌｉｓｔ　Ｇ，他、Ｂｒｅｓｔ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　Ｔｒｅ
ａｔ．２００４　Ａｕｇ；８６（３）：２８１～９１；．Ｇｅｒｋｅ，Ｖ．＆Ｍｏｓｓ，
Ｓ．Ｅ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　２００２　８２：３３１～３７
１）。「アネキシン」という用語は、対応する自己抗体が腫瘍マーカーとして機能する、
アネキシンファミリーの任意の一員を指すために、総称的に使用される。好ましい例は、
アネキシン１及び２（Ｐｅｄｒｅｒｏ，Ｊ．Ｍ．Ｇ．，Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ，Ｍ．Ｐ．，
Ｍｏｒｇａｎ，Ｏ．，Ｚａｐａｔｅｒｏ，Ａ．Ｈ．，Ｇｏｎｚａｌｅｚ，Ｍ．Ｖ．，Ｎｉ
ｅｔｏ，Ｃ．Ｓ．＆Ｒｏｄｒｉｇｏ，Ｊ．Ｐ．Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ
　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　２００４　１６４（１）：７３～７９；Ｂｒｉｃｈｏｒｙ，Ｆ．
Ｍ．，Ｍｉｓｅｋ，Ｄ．Ｅ．，Ｙｉｍ，Ａ．，Ｋｒａｕｓｅ，Ｍ．Ｃ．，Ｇｉｏｒｄａｎ
ｏ，Ｔ．Ｊ．，Ｂｅｅｒ，Ｄ．Ｇ．，Ｈａｎａｓｈ，Ｓ．Ｍ．２００１　Ｍｅｄｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　９８（１７）：９８２４～９８２９）並びにアネキシンＸＩ－Ａ（
Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｍａｄｒｉｄ，Ｆ．，Ｔａｎｇ，Ｎ．，Ａｌａｎｓａｒｉ，Ｈ．，
Ｇｒａｎｄａ，Ｊ．Ｌ．，Ｔａｉｔ，Ｌ．，Ａｍｉｒｉｋｉａ，Ｋ．Ｃ．，Ｍｏｒｏｉａ
ｎｕ，Ｍ．，Ｗａｎｇ，Ｘ．＆Ｋａｒｖｏｎｅｎ，Ｒ．Ｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ　２００４　６４：５０８９～５０９６）である；
【００９０】
　α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）（Ｓｔｉｌｌｅｒ　Ｄ，他、Ａｃｔａ　Ｈｉｓｔｏｃ
ｈｅｍ　Ｓｕｐｐｌ．１９８６；３３：２２５～３１）；
【００９１】
　ＧＲＰ７８（Ｂｌｏｃｋ　ＴＭ，他、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ
．２００５　Ｊａｎ　１８；１０２（３）：７７９～８４；Ｈｓｕ　ＷＭ，他、Ｉｎｔ　
Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ．２００５　Ｍａｒ　１；１１３（６）：９２０～７）；
【００９２】
　マンマグロビン（Ｚｅｈｅｎｔｎｅｒ　ＢＫ，他、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ．２００４　Ｎ
ｏｖ；５０（１１）：２０６９～７６；Ｚｅｈｅｎｔｎｅｒ　ＢＫ，Ｃａｒｔｅｒ　Ｄ．
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Ｃｌｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．２００４、Ａｐｒ；３７（４）：２４９～５７）；
【００９３】
　ｒａｆ（Ｃａｌｌａｎｓ　ＬＳ．他、Ａｎｎ　Ｓｕｒｇ　Ｏｎｃｏｌ．１９９５、Ｊａ
ｎ；２（１）：３８～４２；Ｐｒａｔｔ　ＭＡ，他、Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ
．１９９８、Ｄｅｃ；１８９（１－２）：１１９～２５）；
【００９４】
　β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン　ｂ－ＨＣＧ（Ａｙａｌａ　ＡＲ，他、Ａｍ　Ｊ　Ｒｅ
ｐｒｏｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９８３、Ａｐｒ－Ｍａｙ；３（３）：１４９～５１；Ｇｒ
ｅｇｏｒｙ　ＪＪ　Ｊｒ，他、Ｄｒｕｇｓ．１９９９　Ａｐｒ；５７（４）：４６３～７
）；
【００９５】
　４－５抗原（Ｋｒａｕｓｅ　Ｐ，他、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２００３
、Ｄｅｃ；２８３（１－２）：２６１～７）；
【００９６】
　ＮＹ－ＢＲ－１（Ｊａｇｅ　Ｄ，Ｓｔｏｃｋｅｒｔ　Ｅ，Ｇｕｒｅ　ＡＯ，Ｓｃｅｎｌ
ａｎ　ＭＪ，Ｋａｒｂａｃｈ　Ｊ，Ｊａｇｅ　Ｅ，Ｋｎｕｔｈ　Ａ，Ｏｌｄ　ＬＪ，Ｃｈ
ｅｎ　ＹＴ．（２００１）Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｔｉｓｓｕｅ－ｓ
ｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｕｔａｔｉｖｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ｉｎ
　ｂｒｅａｓｔ　ｔｉｓｓｕｅ　ｂｙ　ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　
ｏｆ　ａ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ　ｌｉｂｒａｒｙ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６１
（５）：２０５５～６１）；
【００９７】
　リビン（Ｋａｓｏｆ　ＧＭ，Ｇｏｍｅｓ　ＢＣ（２００１）Ｌｉｖｉｎ，ａ　ｎｏｖｅ
ｌ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆａｍｉｌｙ．
Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，２７６（５）：３２３８～４６）；
【００９８】
　サバイビン（Ａｍｂｒｏｓｉｎｉ　Ｇ，Ａｄｉｄａ　Ｃ，Ａｌｔｉｅｒｉ　ＤＣ（１９
９７）Ａ　ｎｏｖｅｌ　ａｎｔｉ－ａｐｏｐｔｏｉｓ　ｇｅｎｅ，ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｅ
ｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　ｃａｎｃｅｒ　ａｎｄ　ｌｙｍｐｈｏｍａ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｍ
ｅｄ，３（８）：９１７～２１）；
【００９９】
　ＭＵＣ２（糖タンパク質）
　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　Ｂ，Ｍａｔｔｈｅｗｓ　ＤＪ，Ｗｅｓｔ　Ｌ，Ａｔｔｗｏｏｄ　
Ｊ，Ｐｏｖｅｙ　Ｓ，Ｓｗａｌｌｏｗ　ＤＭ，Ｇｕｍ　ＪＲ　Ｋｉｍ　ＹＳ（１９９０）
Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
　ｍｕｃｉｎ　ｇｅｎｅ　ＭＵＣ２　ｔｏ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ－１１ｐ１５．Ａｎｎ
　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅｔ，５４：２７７～８５．
【０１００】
　エンドスタチン（Ｓｔａｎｄｋｅｒ　Ｌ，Ｓｃｈｒａｄｅｒ　Ｍ，Ｋａｎｓｅ　ＳＭ，
Ｊｕｒｇｅｎｓ　Ｍ，Ｆｏｒｓｓｍａｎｎ　ＷＧ，Ｐｒｅｉｓｓｎｅｒ　ＫＴ（１９９７
）Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃ
ｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　ｆｏｒｍ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ．ＦＥＢＳ
　Ｌｅｔｔ，４２０（２－３）：１２９～３３；
【０１０１】
　Ｂｃｌ－２（Ｔｓｕｊｉｍｏｔｏ　Ｙ，Ｃｒｏｃｅ　ＣＭ（１９８６）Ａｎａｌｙｓｉ
ｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ，ａｎｄ　ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　Ｂｃｌ－２，ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉ
ｎ　ｈｕｍａｎ　ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ　ｌｙｍｐｈｏｍａ．ＰＮＡＳ　ＵＳＡ，８３（
１４）：５２１４－８）；
【０１０２】
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　ＢＩＲＣ７（Ｗｕ　Ｈｙ，Ｍａ　Ｙｈ，Ｚｈｕ　Ｙｋ，Ｓｈｅｎ　Ｙ，Ｇｕ　ＣＭ，Ｙ
ｅ　ＺＹ，Ｌｉｎ　ＨＬ（２００６）Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＢＩＲＣ７
　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｍＲＮＡ　ｉｎ　ｎｏｎ－Ｈｏｄｇｋｉｎ’ｓ　ｌｙｍｐｈ
ｏｍａ．Ｌｅｕｋｅｍｉａ＆Ｌｙｍｐｈｏｍａ　４７（６）：１１１０～６）；
【０１０３】
　熱ショックタンパク質（熱ショックタンパク質という用語は、対応する自己抗体が腫瘍
マーカーとして機能する、任意の熱ショックタンパク質を指すために、総称的に使用され
る）は排他的ではないが、ＨＳＰ７０（Ｔａｕｃｈｉ　Ｋ，Ｔｓｕｔｓｕｍｉ　Ｙ，Ｈｏ
ｒｉ　Ｓ，Ｙｏｓｈｉｍｕｒａ．Ｓ，Ｏｓａｍｕｒａ　Ｒｙ，Ｗａｔａｎａｂｅ　Ｋ（１
９９１）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｈｅａｔ　ｓｈｏｃｋ　ｐｒｏｔｅｉｎ－７０　
ａｎｄ　ｃ－ｍｙｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｂｒｅａｓｔ－ｃａｎｃｅｒ
－ａｎ　ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔｕｄｙ．Ｊａｐ　Ｊ　Ｃｌｉｎ
　Ｏｎｃｏｌ，２１（４）：２５６～６３）；ＨＳＰ２７（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ａｌｐｈａＢ－ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎ　ａｎｄ　Ｈｓｐ２
７－１　ｉｎ　ａｎａｐｌａｓｔｉｃ　ｔｈｙｒｏｉｄ　ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ　ｂｅｃ
ａｕｓｅ　ｏｆ　ｔｕｍｏｒ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｌｐｈａＢ－ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎ
　ｇｅｎｅ（ＣＲＹＡＢ）ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ．Ｍｉｎｅｖａ　Ｉ，Ｇａｒｔｎｅｒ　Ｗ
，Ｈａｕｓｅｒ　Ｐ，Ｋａｉｎｚ　Ａ，Ｌｏｆｆｌｅｒ　Ｍ，Ｗｏｌｆ　Ｇ，Ｏｂｅｒｂ
ａｕｅｒ　Ｒ，Ｗｅｉｓｓｅｌ　Ｍ，Ｗａｇｎｅｒ　Ｌ．Ｃｅｌｌ　Ｓｔｒｅｓｓ　Ｃｈ
ａｐｅｒｏｎｅｓ．２００５　Ａｕｔｕｍｎ；１０（３）：１７１～８４）；及びＣＲＹ
ＡＢ（Ｓｅｉｔｚ　Ｓ，Ｋｏｒｓｃｈｉｎｇ　Ｅ，Ｗｅｉｍｅｒ　Ｊ，Ｊａｃｏｂｓｅｎ
　Ａ，Ａｒｎｏｌｄ　Ｎ，Ｍｅｉｎｄｌ　Ａ，Ａｒｎｏｌｄ　Ｗ，Ｇｕｓｔａｖｕｓ　Ｄ
，Ｋｌｅｂｉｇ　Ｃ，Ｐｅｔｅｒｓｅｎ　Ｉ，Ｓｃｈｅｒｎｅｃｋ　Ｓ．Ｇｅｎｅｓ　Ｃ
ｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ．２００６　Ｊｕｎ；４５（６）：６１２～２７）
を含む。
【０１０４】
　Ｎｏ５５（Ｆｏｓｓａ　Ａ，Ｓｉｅｂｅｒｔ　Ｒ，Ａａｓｈｅｉｍ　ＨＣ，Ｍａｅｌａ
ｎｄｓｍｏ　ＧＭ，Ｂｅｒｎｅｒ　Ａ，Ｆｏｓｓａ　ＳＤ，Ｓｍｅｌａｎｄ　ＥＢ　Ｇａ
ｕｄｅｒｎａｃｋ　Ｇ（２０００）Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｎｕｃｌ
ｅｏｌａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｎｏ５５　ａｓ　ａ　ｔｕｍｏｕｒ－ａｓｓｏｃｉａｔｅ
ｄ　ａｕｔｏ－ａｎｔｉｇｅｎ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｐｒｏｓｔａｔｅ
　ｃａｎｃｅｒ．Ｂｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　８３（６）：７４３～９）．
【０１０５】
　ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子（ｕＰＡ）（Ｂｏｏｙｓｅ　ＦＭ，Ｏｓｉ
ｋｏｗｉｃｚ　Ｇ，Ｆｅｄｅｒ　Ｓ，Ｓｃｈｅｉｎｂｕｋｓ　Ｊ（１９８４）Ｉｓｏｌａ
ｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｕｒｏｋｉｎａｓｅ
－ｔｙｐｅ　ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ　ａｃｔｉｖａｔｏｒ（ＭＲ＝５４，０００）ｆｒ
ｏｍ　ｃｕｌｔｕｒｅｓ　ｈｕｍａｎ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎｄｉｓ
ｔｉｎｇｕｉｓｈａｂｌｅ　ｆｒｏｍ　ｕｒｉｎａｒｙ　ｕｒｏｋｉｎａｓｅ．Ｊ　Ｂｉ
ｏｌ　Ｃｈｅｍ　２５９（１１）：７１９８～２０５）；
【０１０６】
　テトラネクチン（プラスミノーゲン結合タンパク質）（Ｃｌｅｍｍｅｎｓｅｎ　Ｉ，Ｐ
ｅｔｅｒｓｅｎ　ＬＣ，Ｋｌｕｆｔ　Ｃ（１９８６）Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ
　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｎｏｖｅｌ，Ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃ，
Ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ　Ｋｒｉｎｇｌｅ　４　ｂｉｎｄｉｎｇ－ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒ
ｏｍ　ｈｕｍａｎ　ｐｌａｓｍａ　－Ｔｅｔｒａｎｅｃｔｉｎ．Ｅｕｒ　Ｊ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ　１５６（２）：２３７～３３３）；
【０１０７】
　プロラクチン（Ｒｉｄｄｌｅ　Ｏ，ｂａｔｅｓ　ＲＷ，Ｄｙｋｓｈｏｒｎ　ＳＷ（１９
３３）Ｔｈｅ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａｓ
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ｓｅｙ　ｏｆ　ｐｒｏｌａｃｔｉｎ－Ａ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｎｔｅｒｉ
ｏｒ　ｐｉｔｕｉｔａｒｙ．Ａｍ　Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　１０５（１）：１９１～２１６
）；
【０１０８】
　オステオポンチン（Ｂｕｔｌｅｒ　ＷＴ，Ｍａｒｔｉｎ　ＴＪ，Ｒａｉｓｚ　ＬＧ，Ｓ
ｌａｖｋｉｎ　ＨＣ　Ｔｅｒｍｉｎｅ　ＪＤ，Ｒｏｄａｎ　ＧＡ，Ｖｅｉｓ　Ａ（１９８
８）Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａ
ｃｔｉｖｉｔｙ．ＣＢＡ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　Ｓｙｍｐｏｓｉａ　１３６：２０３～
２０６；Ｋｉｅｆｅｒ　ＭＣ，Ｂａｕｅｒ　ＤＭ，Ｂａｒｒ　ＰＪ（１９８９）Ｔｈｅ　
ＣＤＮＡ　ａｎｄ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ａｍｉｎｏ－ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｆｏｒ
　ｈｕｍａｎ　Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ．Ｎｕｃｌｅｉ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１７（８
）：３３０６～３３０６）；
【０１０９】
　ヒト精巣特異的タンパク質（ＨＥ４）Ｋｉｒｃｈｏｆｆ　Ｃ，Ｈａｂｂｅｎ　Ｉ，Ｉｖ
ｅｌｌ　Ｒ，Ｋｒｕｌｌ　Ｎ（１９９１）Ａ　ｍａｊｏｒ　ｈｕｍａｎ　ｅｐｉｄｉｄｙ
ｍｉｓ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｃＤＮＡ　ｅｎｃｏｄｅｓ　ａ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｗｉｔｈ
　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｔｏ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｒｏｔ
ｅｉｎａｓｅ－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ．Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏ
ｎ　４５（２）：３５０～３５７）；
【０１１０】
　腫瘍関連トリプシン阻害因子（ＴＡＴＩ）（Ｈｕｈｔａｌａ　ＭＬ，Ｋａｈａｎｐａａ
　Ｋ，Ｓｅｐｐａｌａ　Ｍ，Ｈａｌｉｌａ　Ｈ，Ｓｔｅｎｍａｎ　ＵＨ（１９８３）Ｅｘ
ｃｒｅｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｔｕｍｏｕｒ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｔｒｙｐｓｉｎ－ｉ
ｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＴＡＴＩ）ｉｎ　ｕｒｉｎｅ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　
Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍａｌｉｇｎａｎｃｙ．Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　３１
（６）：７１１～７１４，１９８３；
【０１１１】
　インヒビン（Ｃｈａｒｉ　Ｓ，Ｈｏｐｋｉｎｓｏｎ　ＣＲＮ，Ｆｒｉｔｚｅ　Ｅ，Ｓｔ
ｕｒｍ　Ｇ，Ｈｉｒｓｃｈｈａｕｓｅｒ　Ｃ．（１９７７）Ｐａｒｔｉａｌ－Ｐｕｒｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｎｈｉｂｉｎ　ｆｒｏｍ　Ｈｕｍａｎ　Ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ
　Ｅｘｔｒａｃｔｓ．ＡＣＴＡ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｉａ　８５（Ｓｕｐｐｌ　２
１２）：２１５～２１９）；
【０１１２】
　ビメンチン（Ｙａｎｇ　ＹＣ，Ｌｉ　Ｘ，Ｃｈｅｎ　Ｗ．Ａｃｔａ　Ｂｉｏｃｈｉｍ　
Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｓｉｎ（Ｓｈａｎｇｈａｉ）．２００６　Ｓｅｐ；３８（９）：６０２
～１０）；
【０１１３】
　Ｃｏｘ－１及びＣｏｘ－２（Ｘｕ　Ｚ，Ｃｈｏｕｄｈａｒｙ　Ｓ，Ｖｏｚｎｅｓｅｎｓ
ｋｙ　Ｏ，Ｍｅｈｒｏｔｒａ　Ｍ，Ｗｏｏｄａｒｄ　Ｍ，Ｈａｎｓｅｎ　Ｍ，Ｈｅｒｓｃ
ｈｍａｎ　Ｈ，Ｐｉｌｂｅａｍ　Ｃ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２００６　Ｊｕｌ　１；６
６（１３）：６６５７～６４；Ｃｅｒｖｅｌｌｏ　Ｍ，Ｍｏｎｔａｌｔｏ　Ｇ．Ｗｏｒｌ
ｄ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．２００６　Ａｕｇ　２８；１２（２８）：５１１
３～５１２１）。
【０１１４】
　本発明が、上記の特異的腫瘍マーカーに対する自己抗体の検出に限定する意図のもので
はなく、単なる例であることは理解されるであろう。
【０１１５】
　（シングルマーカー又はパネルアッセイの形態における）抗腫瘍マーカー自己抗体の検
出に基づく、本発明に従ったアッセイ方法は、様々な異なる臨床状況において用いること
ができる。具体的には、本方法は、特定の患者における使用のための、症候性又は無症候
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性のヒト対象における癌の検出又は診断に、癌と診断された患者の予後の評価に、療法に
対する応答の予測に、患者における癌又は他の腫瘍性疾患の進行のモニターに、無症候性
ヒト対象における早期腫瘍性又は早期発癌性変化の検出に、癌の発症の危険性が増大して
いる対象を特定するため、又は癌の存在を診断するためのどちらかのための、無症候性ヒ
ト対象集団のスクリーニングに、抗癌治療（例えば、ワクチン接種、抗成長因子又はシグ
ナル伝達療法、放射線治療、内分泌療法、ヒト抗体療法、化学療法）に対する癌患者の応
答の予測に、抗癌治療（例えば、ワクチン接種、抗成長因子又はシグナル伝達療法、放射
線治療、内分泌療法、ヒト抗体療法、化学療法）に対する癌患者の応答のモニターに、存
在する癌の量を減少させるため抗癌治療を受けたことがある、癌を有すると以前に診断さ
れた患者における再発疾患の検出に、又は抗癌治療（例えば、ワクチン、抗成長因子又は
シグナル伝達療法、放射線治療、内分泌療法、ヒト抗体療法、化学療法）の選択に使用で
きる。
【０１１６】
　本発明者らは、癌関連自己抗体のレベルが疾患状態と正相関を示すことを一般的に観察
している（国際公開第９９／５８９７９号パンフレットもまた参照されたい、この内容は
参照により本明細書に組込む）。したがって、本発明の方法が臨床適用で使用される場合
、適切な対照と比較した抗腫瘍マーカー自己抗体のレベルの上昇は、本明細書中で特に明
記しない限り、癌の疾患状態を示唆するものと一般的に解釈される。
【０１１７】
　イムノアッセイを、ヒト個体（癌に関して症候性又は無症候性のいずれか）において癌
の診断に使用する場合、「正常な」対照個体と比較して自己抗体レベルが上昇しているこ
とが、個体が癌を有することを示唆するものと通常解釈される。「正常な」対照個体は、
臨床的、画像的及び／又は生化学的基準に基づく癌の診断を受けたことがない、年齢の合
った対照であることが好ましいであろう。本方法の特に有用な適用は、癌の診断の実施又
は確認に役立てるための、すでに癌の症状を示す（例えば、臨床的、画像的及び／又は生
物学的基準に基づいて）ヒト対象の試験においてである。
【０１１８】
　イムノアッセイを抗癌治療（例えば、ワクチン接種、抗成長因子又はシグナル伝達療法
、放射線治療、内分泌療法、ヒト抗体療法、化学療法）に対する癌患者の応答の予測に使
用する場合、「正常な」対照個体と比較して自己抗体レベルが上昇していることが、個体
が抗癌治療に応答し得るか否かを示唆するものと解釈できる。「正常な」対照個体は、臨
床的、画像的及び／又は生化学的基準に基づく癌の診断を受けたことがない、年齢の合っ
た対照であることが好ましいであろう。上記の治療それぞれに関して、対照と比較した自
己抗体レベルと、治療の成功の可能性との関係は、自己抗体の状況が治療の間中モニター
された患者において、このような治療の結果を観察することによって確立できる。あらか
じめ確立された関係を、その後自己抗体の状況の評価に基づいて、所与の患者における各
治療の成功の可能性を予測するために使用できる。
【０１１９】
　イムノアッセイを、患者において癌又は他の腫瘍性疾患の進行をモニターするために使
用する場合、「正常な対照」と比較して自己抗体レベルが上昇していることが、患者にお
ける癌の存在を示唆するものと解釈される。「正常な対照」は、好ましくは、臨床的、画
像的及び／又は生化学的基準に基づく癌の診断を受けたことがない、年齢の合った対照個
体に存在する自己抗体のレベルであってよい。或いは、「正常な対照」は試験下の特定の
患者に関して確立された「ベースライン」のレベルであってよい。「ベースライン」のレ
ベルは、例えば、癌の初回診断又は再発癌の診断のいずれかが為された時に存在する自己
抗体のレベルであってよい。ベースラインレベルを超えていくらか上昇することから、患
者に存在する癌の量が増加したことを示唆するものと解釈され、一方ベースラインを下回
りいくら減少することから、患者に存在する癌の量が減少したことを示唆するものと解釈
される。「ベースライン」の値はまた、例えば、新しい治療を始める前のレベルであって
もよい。自己抗体のレベルの変化は、治療の有効性を示唆するものと解釈することになる
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。治療に対する陽性応答を示唆する「変化」（すなわち、上昇と減少）の方向は、治療の
正確な性質に依存する。任意の所与の治療に関して、陽性結果を示唆する自己抗体レベル
の「変化」の方向は、例えば、治療に対する応答の、他の臨床的又は生化学的指標と比較
して自己抗体レベルをモニターすることによって容易に判定できる。
【０１２０】
　イムノアッセイを、無症候性ヒト対象集団のスクリーニングに使用する場合、これは、
癌発症の危険性が増大している対象を特定することであってよく、「正常な」対照個体と
比較して自己抗体のレベルが上昇した個体を、癌発症の「危険性」があるとして特定する
。「正常」対照個体は、癌発症の素因、又は癌発症の危険性の有意な上昇が全くないと特
定される、年齢の合った対照であることが好ましいであろう。年齢そのものが主要な危険
因子である場合は例外である。
【０１２１】
　イムノアッセイを、無症候性ヒト対象集団のスクリーニングにおいて使用する場合、こ
れは、癌をすでに発症している対象における癌の診断であってよく、「正常な」対照個体
と比較して自己抗体のレベルが上昇した個体を、癌又はいくつかの腫瘍性形態の変化を有
すると判定する。「正常」対照個体は、癌発症の素因、又は癌発症の危険性の有意な上昇
が全くないと特定される、年齢の合った対照であることが好ましいであろう。年齢そのも
のが主要な危険因子である場合は例外である。或いは、「正常対照」は、試験下の特定の
患者に対して確立された「ベースライン」レベルであってよい。「ベースライン」のレベ
ルは、例えば、患者をまず試験し、「正常対照」集団よりレベルが上昇していないことが
見いだされた場合に存在する自己抗体のレベルであってよい。その後のこのベースライン
測定に対するいくらかの上昇から、その個体における癌の存在を示唆するものと解釈され
る。それ故に、このようなベースライン試験を経た個体は、将来の自己抗体測定に関する
それら自身の対照になる。
【０１２２】
　イムノアッセイを抗癌治療（例えば、ワクチン接種、抗成長因子又はシグナル伝達療法
、放射線治療、内分泌療法、ヒト抗体療法、化学療法）に対する癌患者の応答のモニター
に使用する場合、治療後の自己抗体のレベルに変化があることから、患者がその治療に正
に応答したことを示唆するものと解釈される。治療開始前に採取された自己抗体のベース
ラインレベルは、治療が、自己抗体レベルに上昇又は減少をもたらすかどうかを判定する
ための比較目的のために使用できる。自己抗体レベルの変化から、療法の有効性を示唆す
るものと解釈される。治療に対する陽性応答を示唆する「変化」（すなわち、上昇と減少
）の方向は、治療の正確な性質に依存するであろう。任意の所与の治療に関して、陽性結
果を示唆する自己抗体のレベルの「変化」の方向は、例えば、治療に対する応答の他の臨
床的又は生化学的指標との比較において自己抗体レベルをモニターすることによって、容
易に判定できる。
【０１２３】
　本発明の方法は、基本的に任意の公知の抗癌治療に対する個体の応答の予測及び／又は
モニターに使用できる。これは、例えば、モノクロナール抗体又はポリクロナール抗体が
患者に注入されるヒト抗体療法、非限定的具体例である抗成長因子抗体のＨｅｒｃｅｐｔ
ｉｎ（商標）（Ｂａｓｅｌｇａ，Ｊ．，Ｄ．Ｔｒｉｐａｔｈｙ他、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃ
ｏｌ．，１４（３），７３７～７４４，１９９６）を用いた治療を含む。天然自己抗体応
答の存在が、人工的に注入された治療抗体を用いた治療の有効性を増強又は阻害すること
がある。本発明の方法を使用して、抗体療法を含む任意の抗癌治療に対する応答と、治療
過程の前及び治療過程にわたって、任意の患者又は患者グループの自己抗体の天然レベル
とを相関させることが可能である。その後、この情報を、今度は、他の患者（又は反復治
療の場合は同じ患者）が同じ治療に対してどのように応答するかを予測するために使用で
きる。
【０１２４】
　イムノアッセイを、再発疾患の検出に使用する場合、「正常対照」と比較して患者にお
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いて自己抗体のレベルが上昇していることが、疾患が再発したことを示唆するものと解釈
される。「正常対照」は、対照個体、好ましくは、臨床的、画像的及び／又は生化学的基
準に基づく癌の診断を受けたことがない、年齢の合った対照個体に存在する自己抗体のレ
ベルであってよい。或いは、「正常対照」は、試験下の特定の患者に関して確立された「
ベースライン」レベルであってよい。「ベースライン」レベルは、例えば、臨床的、画像
的及び／又は生化学的基準に基づく、疾患からの回復期に存在する自己抗体のレベルであ
ってよい。
【０１２５】
　本発明のアッセイ方法は、多くの異なる型の癌の検出に適用でき、これらの例は、乳癌
、膀胱癌、結腸直腸癌、前立腺癌、肺癌、膵臓癌及び卵巣癌である。本アッセイは、従来
のスクリーニング及び調査の方法を補足できる。例えば、原発性乳癌の場合、自己抗体に
関する免疫測定は、臨床医に警告を発し、Ｘ線写真上疑わしいと思われないマンモグラム
での小型の病変に生検を行う、又は乳腺画像化を実施する、又は計画より早く画像化を繰
り返すために使用できる。臨床において、本発明のアッセイ方法は、成功がオペレーター
に依存し得る、現在の画像化技術（すなわち、マンモグラフィー及び超音波）と比較して
より客観的及び再現可能であることが期待される。
【０１２６】
　「パネルアッセイ」は、特定の臨床適用を考慮して調整できる。少なくともｐ５３及び
ＨＥＲ２－ｎｅｕ（ｃ－ｅｒｂＢ２）に対する自己抗体の検出のための抗原のパネルは、
多くの癌型に特に有用であり、任意選択で、検出されるべき特定の癌又は特定の癌の病期
に関連することが公知である他のマーカーを補足できる。例えば、乳癌に関しては、パネ
ルはＭＵＣ１及び／又はｃ－ｍｙｃ及び／又はＢＲＣＡ１及び／又はＢＲＣＡ２及び／又
はＰＳＡ及び／又はマンマグロビン及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はＥＧＦＲ及び／又は
サイトケラチン及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／又はＮＹ－ＢＲ－１及び／又はアネキ
シン１１Ａ及び／又はサバイビンをさらに含むことができ、一方膀胱癌に関しては、パネ
ルは、任意選択でＭＵＣ１及び／又はｃ－ｍｙｃ、結腸直腸癌に関しては、ｒａｓ及び／
又はＡＰＣ及び／又はＭＵＣ２、前立腺癌に関しては、ＰＳＡ及び／又はＢＲＣＡ１及び
／又はＢＲＣＡ２及び／又はｐ６２、卵巣癌に関しては、ＢＲＣＡ１及び／又はＢＲＣＡ
２及び／又はＣＡ１２５及び／又はβ－ＨＣＧ及び／又はカリクレイン及び／又はＡＰＣ
並びに肺癌に関しては、リビン及び／又はサバイビン及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はリ
カバリン及び／又はサイトケラチン及び／又はｌ－ｍｙｃ及び／又はＣＥＡ及び／又はＭ
ＵＣ１及び／又はリカバリン、肝細胞癌に関しては、ＡＦＰ及び／又はβ－ＨＣＧ及び／
又はｇｐ７８及び／又はｐ６２及び／又はサバイビンを含むことができる。ｐ５３又はＨ
ＥＲ２－ｎｅｕが必ずしも必須ではない他の好ましい実施形態がある。
【０１２７】
　乳癌の場合、適切なパネルは以下から選択できる：
　ｐ５３及びＭＵＣ１と、任意選択でＨＥＲ２－ｎｅｕ及び／又はｃ－ｍｙｃ，及び／又
はＢＲＣＡ１及び／又はＢＲＣＡ２及び／又はＰＳＡ及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／
又はＮＹ－ＢＲ－１及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はマンマグロビン及び／又はサバイビ
ン及び／又はアネキシン１１Ａ及び／又はサイトケラチン及び／又はＥｐＣａｍ；
　ｐ５３及びｃ－ｍｙｃと、任意選択でＨＥＲ２－ｎｅｕ及び／又はＭＵＣ１及び／又は
ＢＲＣＡ１及び／又はＢＲＣＡ２及び／又はＰＳＡ及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／又
はＮＹ－ＢＲ－１及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はマンマグロビン及び／又はサバイビン
及び／又はアネキシン１１Ａ及び／又はサイトケラチン及び／又はＥｐＣａｍ；
　ｐ５３及びＢＲＣＡ１と、任意選択でｃ－ｅｒＢ２及び／又はＭＵＣ１及び／又はｃ－
ｍｙｃ及び／又はＢＲＣＡ２及び／又はＰＳＡ及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／又はＮ
Ｙ－ＢＲ－１及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はマンマグロビン及び／又はサバイビン及び
／又はアネキシン１１Ａ及び／又はサイトケラチン及び／又はＥｐＣａｍ；
　ｐ５３及びＢＲＣＡ２と、任意選択でＨＥＲ２－ｎｅｕ及び／又はＭＵＣ１及び／又は
ｃ－ｍｙｃ及び／又はＢＲＣＡ１及び／又はＰＳＡ及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／又
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はＮＹ－ＢＲ－１及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はマンマグロビン及び／又はサバイビン
及び／又はアネキシン１１Ａ及び／又はサイトケラチン及び／又はＥｐＣａｍ；
　ＨＥＲ２－ｎｅｕ及びＭＵＣ１と、任意選択でｐ５３及び／又はｃ－ｍｙｃ及び／又は
ＢＲＣＡ１及び／又はＢＲＣＡ２及び／又はＰＳＡ及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／又
はＮＹ－ＢＲ－１及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はマンマグロビン及び／又はサバイビン
及び／又はアネキシン１１Ａ及び／又はサイトケラチン及び／又はＥｐＣａｍ；
　ＨＥＲ２－ｎｅｕ及びｃ－ｍｙｃと、任意選択でｐ５３及び／又はＭＵＣ１及び／又は
ＢＲＣＡ１及び／又はＢＲＣＡ２及び／又はＰＳＡ及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／又
はＮＹ－ＢＲ－１及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はマンマグロビン及び／又はサバイビン
及び／又はアネキシン１１Ａ及び／又はサイトケラチン及び／又はＥｐＣａｍ；
　ＨＥＲ２－ｎｅｕ及びＢＲＣＡ１と、任意選択でｐ５３及び／又はＭＵＣ１及び／又は
ｃ－ｍｙｃ及び／又はＢＲＣＡ２及び／又はＰＳＡ及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／又
はＮＹ－ＢＲ－１及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はマンマグロビン及び／又はサバイビン
及び／又はアネキシン１１Ａ及び／又はサイトケラチン及び／又はＥｐＣａｍ；
　ＨＥＲ２－ｎｅｕ及びＢＲＣＡ２と、任意選択でｐ５３及び／又はＭＵＣ１及び／又は
ｃ－ｍｙｃ及び／又はＢＲＣＡ１及び／又はＰＳＡ及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／又
はＮＹ－ＢＲ－１及び／又はＥｐＣａｍ及び／又はマンマグロビン及び／又はサバイビン
及び／又はアネキシン１１Ａ及び／又はサイトケラチン及び／又はＥｐＣａｍ。
　このようなパネルは、ｐ５３及び／又はｃ－ｍｙｃ及び／又はＮＹ－ＥＳＯ－１及び／
又はＢＲＣＡ２もまた含むことができる。
【０１２８】
　結腸直腸癌の場合、適切なパネルは、例えば以下から選択することができる：
　ｐ５３及びｒａｓと、任意選択でＨＥＲ２－ｎｅｕ及び／又はＡＰＣ及び／又はＭＵＣ
２；
　ｐ５３及びＡＰＣと、任意選択でＨＥＲ２－ｎｅｕ及び／又はＲａｓ及び／又はＭＵＣ
２；
　Ｒａｓ及びＡＰＣと、任意選択でｐ５３及び／又はＨＥＲ２－ｎｅｕ及び／又はＭＵＣ
２。
　このようなパネルは、ＣＥＡ及び／又はＣＡ１９－９もまた含むことができる。
【０１２９】
　前立腺癌の場合、適切なパネルは、例えば以下から選択することができる：
　ｐ５３及びＰＳＡと、任意選択でＢＲＣＡ１及び／又はＢＲＣＡ２及び／又はＨＥＲ２
－ｎｅｕ及び／又はｐ６２；
　ＨＥＲ２－ｎｅｕ及びＰＳＡと、任意選択でｐ５３及び／又はＢＲＣＡ１及び／又はＢ
ＲＣＡ２及び／又はｐ６２。
　このようなパネルは、ＰＳＭＡ及び／又はＰＳＣＡ及び／又はカリクレインもまた含む
ことができる。
【０１３０】
　卵巣癌の場合、適切なパネルは、例えば以下から選択することができる：
　ｐ５３及びＣＡ１２５と、任意選択でＨＥＲ２－ｎｅｕ及び／又はＢＲＣＡ１及び／又
はＢＲＣＡ２及び／又はＡＰＣ；
　ＨＥＲ２－ｎｅｕ及びＣＡ１２５と、任意選択でｐ５３及び／又はＢＲＣＡ１及び／又
はＢＲＣＡ２及び／又はＡＰＣ。
　このようなパネルは、アネキシン及び／又はＣＡＧＥ及び／又は４－５もまた含むこと
ができる。
【０１３１】
　肺癌の場合、適切なパネルは、
　ｐ５３及びＮＹ－ＥＳＯ－１、任意選択でさらなるマーカー；
　ＨＥＲ２、アネキシン、リビン、サバイビン、リカバリン、ＭＵＣ１、ｃ－ｍｙｃ、ｌ
－ｍｙｃ、ＣＥＡ、β－ＨＣＧ、ＣＡＧＥ及び４－５から選択することができる。
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【０１３２】
　本発明の方法を、異なるタンパク質に由来する２種以上の腫瘍マーカー抗原に基づく「
パネルアッセイ」を実施するために使用する場合、パネル内の抗原の少なくとも１種は、
複数の異なる抗原量に対する２種以上の試験試料希釈液の試験に基づき、使用した試験試
料希釈液それぞれに関して１つの滴定曲線の系列を作成する、本発明に従った交差滴定ア
ッセイで試験しなければならない。パネルを形成する各抗原は、本発明の交差滴定アッセ
イに従って試験し、滴定曲線の系列は、パネル内の個々の抗原それぞれに関してプロット
／計算することが好ましい。
【０１３３】
　本発明は、少なくとも１種の抗腫瘍マーカー抗体の検出のための交差滴定アッセイが、
同じ患者試料の中の少なくとも１種の腫瘍マーカータンパク質（交差滴定アッセイに使用
する抗原と関連があっても関連がなくてもよい）を検出するために設計されたアッセイと
組み合わせて使用できることもまた企図する。それ故に、抗腫瘍マーカー自己抗体のため
のアッセイ及び腫瘍マーカータンパク質のためのアッセイは、単一の患者試料について並
行して実施できる。
【０１３４】
　さらなる実施形態において、本発明のイムノアッセイ法は、特定の患者に使用するため
の抗癌ワクチンの選択に使用できる。この実施形態において、患者から採取した体液試料
は、異なる腫瘍マーカータンパク質それぞれに対応する２種以上の抗原のパネルを使用し
て、異なる腫瘍マーカータンパク質それぞれに対する患者の免疫応答の相対的強度を判定
するために、試験する。所与の腫瘍マーカータンパク質又は複数の腫瘍マーカータンパク
質に対する「免疫応答の強度」は、イムノアッセイを使用して検出されるその腫瘍マーカ
ータンパク質に特異的な癌関連自己抗体の存在及び／又は量によって示唆され、自己抗体
を定量する場合、癌関連自己抗体のレベルが高いほど、免疫応答の強度が強い。患者にお
いて、最も強い免疫応答又は強い応答を誘発する（すなわち、自己抗体の最も高いレベル
）として特定された腫瘍マーカータンパク質又は複数の腫瘍マーカータンパク質は、その
後患者に使用するための抗癌ワクチンの基礎原料を形成するために選択される。
【０１３５】
　本発明の方法の有用性は、抗腫瘍自己抗体の検出に限定されるものではないが、本アッ
セイはこの目的に特に有用である。癌は、自己抗体の検出を疾患状態／疾患感受性のため
の生物学的マーカーとして使用できる疾患の単に１つの例である。本発明者らは、実質的
有利性が、患者試料の中の自己抗体を検出するための交差滴定の取り組みの使用によって
得られることを示した。したがって、同様の有利性が、癌以外の疾患のための生物学的マ
ーカーである自己抗体を検出するための交差滴定の取り組みの使用によって得られるであ
ろうと結論することは妥当である。したがって、本方法は、自己抗体の産生に関連するこ
とが示されている（又は示され得る）任意の疾患において、疾患状態又は疾患感受性のた
めの生物学的マーカーとなる、任意の自己抗体の検出に適用できる。
【０１３６】
　本発明の方法の他の適用は、限定するものではないが、例えば関節リウマチ、全身性エ
リテマトーデス（ＳＬＥ）、原発性胆汁性肝硬変（ＰＢＣ）、自己免疫性甲状腺炎（例え
ば、橋本甲状腺炎）、自己免疫性胃炎（例えば、悪性貧血）、自己免疫性副腎炎（例えば
、アジソン病）、自己免疫性副甲状腺機能低下症、自己免疫性糖尿病（例えば、Ｉ型糖尿
病）又は重症筋無力症などの自己免疫疾患の生物学的マーカーである自己抗体の検出、並
びにいずれかの器官の機能不全又は不全をもたらす腎臓又は肝臓の疾患に関する患者試料
のスクリーニング、並びに疾患組織（移植後ｉｎ－ｓｉｔｕに残っている）に対する、又
は移植組織に対する抗体の存在を検出するための、移植後の患者試料のスクリーニングを
含む。
【０１３７】
　本発明のさらなる態様において、哺乳動物対象由来の体液を含む試験試料中の抗体を検
出する方法であって、前記抗体が前記哺乳動物対象に導入された外来物質を対象とし、
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（ａ）前記試験試料の２種以上の異なる希釈液を、前記抗体に特異的な抗原の複数の異な
る量と個別に接触させるステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）で使用した試験試料と抗原の各組合せに関する、抗体と抗原の特異
的結合の量を検出するステップと、
（ｃ）ステップ（ａ）で使用した各試験試料希釈液に関する、特異的結合量対抗原量の個
別の曲線をプロット又は計算するステップであり、このアッセイに使用した抗原と反応性
である抗体が試験試料中に存在することが、試験試料の少なくとも２種の異なる濃度に関
して一般的なＳ字型又はシグモイド曲線によって示唆されるステップと、
を含む方法を提供する。
【０１３８】
　本発明のこの態様において、交差滴定方法論は、哺乳動物対象、及び好ましくはヒト対
象の、前記対象に導入された任意の外来物質に対する免疫応答を評価するために使用でき
る。
【０１３９】
　一実施形態において、外来物質は、例えば薬剤又はプロドラッグ、ヒト抗体療法薬又は
ワクチンなどの治療薬であってよい。本発明の方法は、患者に対する治療薬の投与が、治
療薬のエピトープ又は治療薬と共に投与される送達媒体、賦形剤、担体などの成分に特異
的な抗体の産生をもたらす免疫応答を誘発するかどうかを評価するために使用できる。
【０１４０】
　本発明のこの実施形態に使用する抗原は、合成の又は天然に存在するものでよい。
【０１４１】
　治療薬の正確な性質は本発明を限定するものではない。非限定的実施形態において、本
発明の方法は、合成小分子、天然に存在する物質、天然に存在し又は合成により作製され
た生物剤、又は任意選択で賦形剤、担体又は送達媒体と組み合わせて、前述の２種以上の
任意の組合せに対する免疫応答を評価するために使用できる。
【０１４２】
　有用な一実施形態において、本発明の方法は、治療薬又はワクチンの非標的部分に対す
る免疫応答を評価するために使用できる。「非標的」部分は、治療薬の場合、治療活性に
直接貢献しない、又はワクチンの場合、宿主において抗体の産生を誘発するものではない
、投与する治療薬又はワクチンの成分を意味する。非標的部分は、例えば、治療薬若しく
はワクチンの精製を容易にするために存在でき、又は治療薬／ワクチンの送達、取り込み
若しくは標的化を助けるために設計され得る。このような「非標的」部分の例は、限定す
るものではないが、ビオチン標識、ヒスチジンタグなどの、組換え的に発現するポリペプ
チドに共通に結合するリンカー又はマーカーを含む。
【０１４３】
　本発明のこの態様の別の実施形態において、外来物質は、真菌、細菌、ウィルス又は寄
生生物などの感染作用因子であってよい。
【０１４４】
　本発明は、以下の非限定的な実施例を参照すると、さらに理解されるであろう。
【０１４５】
実施例１－自己抗体アッセイにおける抗原の最適血清及び抗原濃度（ＯＳＡＡＣ）の滴定
に関する一般的プロトコル
　腫瘍マーカー抗原の試料は、国際公開第９９／５８９７８号パンフレットに記載のもの
に類似した方法に従った組換え発現によって調製できる。
【０１４６】
　簡潔に言うと、対象となるマーカー抗原をコードするｃＤＮＡを、発現タンパク質の精
製を助けるため、ビオチンタグ及び６×ヒスチジンタグをコードするように修飾されたｐ
ＥＴ２１ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にクローン化した。得られたクローンを、適
切な細菌宿主細胞（封入体において）において成長させ、細菌を溶解し、変性させ、発現
した抗原をニッケルキレートアフィニティカラム（Ｈｉ－ｔｒａｐ、Ａｍｅｒｓｈａｍか
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適切なバッファーで透析することによって復元し、発現タンパク質の収率をＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ、ウェスタンブロット及びＥＬＩＳＡによって評価し、保存の前に定量した。明記し
ない限り、以下の実施例に使用した全抗原は、修飾ｐＥＴ２１ベクターから組換え発現に
よって調製し、したがって、Ｎ末端ビオチン化タグ（ｐＥＴ２１由来）及びＣ末端Ｈｉｓ
タグを含む融合タンパク質として発現させた。
【０１４７】
　マーカーｃＤＮＡ（又はコードされたタンパク質）の番号に関するＧｅｎＢａｎｋアク
セッション番号は以下の通りである：
　Ｐ５３：Ｂ００３５９６
　ｃ－ｍｙｃ：Ｖ００５６８
　ＨＥＲ２（ｅｒｂＢ－２）アイソフォームａ：ＮＰ＿００４４３９
【０１４８】
　１．抗原を、０．１Ｍ炭酸バッファーで適切な濃度に希釈し、その後、片対数滴定範囲
を形成するように系列希釈した（表１を参照されたい）。抗原希釈液を、５０μｌ／ウェ
ルで、Ｆａｌｃｏｎのマイクロタイタープレートの列に、プレートレイアウトに従って、
Ｔｅｃａｎ　Ｅｖｏｌｙｚｅｒのピぺットステーションロボットを使用して分注した。プ
レートにふたをし、４℃において４８時間保存した。
　２．プレートを、ＰＢＳ＋０．１％ツィーン２０で、自動プレートウォシャーを使用し
て１度洗浄し、その後ティッシュペーパーの上で軽くたたいて乾燥させた。
　３．プレートを、高塩濃度インキュベーションバッファー（ＨＳＢ、ＰＢＳ＋０．５Ｍ
ＮａＣｌ＋０．１％カゼイン）を用いて、２００μｌ／ウェルで９０分ブロックした（ふ
たをして、４℃において保存）。
　４．ブロッキングインキュベーションの間、血清試料を解凍し、ボルテックスにかけ、
ＨＳＢで１／３０から１／１０，０００の片対数系列に、室温において、チューブ内で系
列希釈した。
　５．プレートを空にし、ティッシュペーパーの上で軽くたたいて乾燥させた。希釈した
血清試料を、５０μｌ／ウェルでマイクロタイタープレートの全ウェルに、電動マルチチ
ャンネルピペットを使用して分注し、片対数滴定範囲を形成した（表１を参照されたい）
。プレートにふたをして、９０分間室温において振とうさせながらインキュベートした。
　６．洗浄ステップ：プレートを、ＰＢＳ＋０．１％ツィーン２０で、自動プレートウォ
ッシャーを使用して３回洗浄し、その後ティッシュペーパーの上で軽くたたいて乾燥させ
た。
　７．ホースラディッシュペルオキシダーゼ結合ウサギ抗ヒトＩｇ（Ｊａｃｋｓｏｎ、Ｈ
ＳＢで１／１０，０００）を、５０μｌ／ウェルでマイクロタイタープレートの全ウェル
に分注した。ＨＲＰ結合ウサギ抗マウスＩｇ（ＨＳＢで１／１０００）を、抗抗原抗体を
含む対照ウェルに分注した。次いでプレートを室温において１時間、振とうさせながらイ
ンキュベートさせた。
　８．プレートをステップ６のように洗浄した。
　９．予め調製したＴＭＢ基質を、５０μｌ／ウェルで加え、プレートをベンチで１０分
間インキュベートした。プレートを穏やかに軽く叩いて混合した。
　１０．ウェルの吸光度を、６５０ｎｍにおいて、標準的プレートリーダーのプロトコル
を使用して判定した。
【０１４９】
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【表１】

【０１５０】
　抗原滴定曲線を、血清希釈液の範囲にわたって、各試料に関するデュプリケートの平均
値を使用して作成した。各血清希釈液に関する非特異的結合のレベルに対応する値は、各
血清希釈液に関する抗原に結合しなかった値から、バックグラウンドレベル（１／１０，
０００の血清及び抗原なし）を差し引くことによって計算した。その後、これをデュプリ
ケートの各セットにおける非特異的結合を修正するために使用した。
【０１５１】
実施例２－原発性乳癌における自己抗体の検出
　以下のデータは、原発性乳癌（ＰＢＣ）における交差滴定自己抗体アッセイ（ＯＳＡＡ
Ｃ）のパネルの感受性及び再現性を評価するためのパイロット試験から得た。この研究は
、癌の兆候のない１４例の女性由来の血清及び原発性乳癌を有する１４例の女性由来の術
前の血清試料を含んだ。正常及び癌の試料は、年齢を合わせた。
【０１５２】
　アッセイは、抗原ｐ５３及びｃ－ｍｙｃを使用して実施例１に示されたプロトコルに従
って実施した。２例の正常試料（１例はｐ５３に関する）は、血清及び抗原の濃度の範囲
にわたって持続的な及び非常に高いレベルの自己抗体結合を示したため、研究から取り除
かなければならなかった。
【０１５３】
　図１は、交差滴定アッセイを血清中のｐ５３及びｃ－ｍｙｃ自己抗体を測定するために
使用した場合、得られる曲線の例を示す。いくつかの試料（例えば、試料１７１７９及び
１８７８１）では、予想通りに、最も高濃度の血清が最も強いシグナルを示す滴定範囲を
得たことが見られる。しかし、他の試料（例えば、試料１９１５０及び１８０５７）にお
いて、曲線は基本的に平坦であったが、血清濃度が上がるに従ってシグナルも増加した。
これは、血清免疫グロブリンの非特異的結合によると考えられ、上記のような非特異的結
合の是正によって補正した。
【０１５４】
　自己抗体レベルは、試験抗原との結合に関する吸光度（６５０ｎｍ）から、非特異的結
合に関する吸光度を減じて表した。標準的なカットオフを、正常グループの９５パーセン
タイル（平均＋２標準偏差）として計算した。試料を、１／３０から１／１０００の少な
くとも２種の血清希釈液及び１０μｇ／ｍｌから１μｇ／ｍｌの２種の抗原濃度において
カットオフを超えるレベルを示した場合に、陽性として見なした。陽性試料を表２に特定
した。
【０１５５】
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【表２】

【０１５６】
実施例３－抗原滴定単独と比較した、交差滴定アッセイの感受性及び特異性の分析
　自己抗体（ＡＡｂ）測定を、交差滴定アッセイ（ＯＳＡＡＣ）及び自己抗体の測定を、
１／１００の血清希釈液のみにおいて実施するだけの、抗原のみの滴定法の両方を使用し
て、原発性乳癌（ＰＢＣ）を有する１４例の女性について実施した。それらが、抗原滴定
曲線について１０及び３μｇ／ｍｌの両方においてカットオフレベルを超えた場合、試料
を陽性と見なした。下の表２は、２つの方法の直接の比較を示す。
【０１５７】
【表３】

【０１５８】
　抗原濃度及び血清濃度の両方が変動する、抗原滴定曲線の系列を使用することによって
、抗原濃度のみが変動する滴定曲線と比較して、より高い感受性及び少なくとも同等の特
異性の両方が得られることが見られる。
【０１５９】
　自己抗体測定のための交差滴定アッセイ（ＯＳＡＡＣ）が、原発性乳癌の検出に関する
感受性に関して、１種の血清希釈液に対する抗原滴定に基づくアッセイより優れているこ
とを示している。これは、ｐ５３及びｃ－ｍｙｃ自己抗体の両方に関する事例であり、こ
れが抗原の範囲に関して事実ではないと評価する理由はない。理論に縛られるものではな
いが、本出願人らは、抗原及び試験試料の交差滴定に基づくアッセイの、より高い感度が
観察されたことには多くの理由があると考えている。
【０１６０】
（ｉ）本アッセイのフォーマットは、非常に広い動的な範囲を有する。これは、高い抗原
濃度において親和性の低い抗体、並びに逆に高い抗原濃度において引き寄せられる多量の
抗体の両方を検出するための範囲を提供する。
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【０１６１】
（ｉｉ）高レベルの非特異的結合によってマスクされることがある少量の抗体を、低濃度
の血清で検出できる。
【０１６２】
（ｉｉｉ）本明細書に適用した、試料を陽性として定義するためのストリンジェントな基
準（少なくとも２種の抗原濃度及び２種の血清希釈液に関する正常集団の平均＋２ＳＤを
超える）は、技術者が、陽性測定が真陽性であることにさらに自信を持てることを意味す
る。
【０１６３】
実施例４－抗原の交差滴定による原発性乳癌の血清の検出
　原発性乳癌（ＰＢＣ、ｎ＝８（６例のＰＢＣ血清は全抗原において同じであり、２例の
ＰＢＣ血清はｐ５３又はＥＣＤ６タンパク質のどちらかに特異的であった））を有する女
性及び悪性疾患の兆候がない女性（ｎ＝１０）由来の血清を、本研究において使用した。
本アッセイは、実施例１に記載の一般的プロトコルの変形を使用してデュプリケートで実
施した。簡潔に言うと、マイクロタイタープレートのセットを、抗原タンパク質：組換え
ｐ５３、ＥＣＤ６（ＨＥＲ２の細胞外ドメインとしても知られている）又はＥＣＤ６　３
’断片を用いてコートした。ＥＣＤ６抗原は、Ｎ末端ビオチン化配列及びＣ末端Ｈｉｓタ
グと融合した、アクセッション番号ＮＭ＿００４４３９で示される完全長ＨＥＲ２（ｅｒ
ｂＢ－２）アミノ酸配列のアミノ酸１～６４７を含む。ＥＣＤ６　３’断片抗原は、Ｎ末
端ビオチン化配列及びＣ末端Ｈｉｓタグと再度融合した、アクセッション番号ＮＭ＿００
４４３９で示される完全長ＨＥＲ２（ｅｒｂＢ－２）アミノ酸配列のアミノ酸３６１～６
４７を含む。
【０１６４】
　抗原を、１６０ｎＭ、５０ｎＭ、１６ｎＭ、５ｎＭ、１．６ｎＭ、０．５ｎＭ、０．１
６ｎＭの濃度（上から下に）で各プレートを連続して滴定した。バッファーだけの「抗原
を含まない」対照を、各プレートの最下列として含んだ。抗原を４８時間吸着可能にし、
その後プレートを洗浄し、カゼイン（０．１％　ｗ／ｖ）及びＮａＣｌ（０．５Ｍ）を含
むＰＢＳで９０分間ブロックした。
【０１６５】
　ブロッキングインキュベーションの間、血清滴定系列のセットを、１：１６００、１：
８００、１：４００、１：２００、１：１００及び１：５０の希釈でチューブ内に調製し
た。ブロッキングバッファーを取り除いた後、これらを抗原によりコートされたプレート
（プレートの左から右にかけて希釈：１：１６００、１：８００、１：４００、１：２０
０、１：１００及び１：５０を加えた）に加え、９０分間インキュベートした。アッセイ
の残りを、実施例１に記載のように実施した（プレートのレイアウトを図２に要約した）
。
【０１６６】
　抗原滴定曲線を、血清希釈液の範囲にわたって各試料に関するデュプリケートの平均値
を使用して作成した。自己抗体応答のレベルに対応する値を、非特異的バックグラウンド
（０．１６ｎＭの抗原に対する血清応答）を差し引くことによって得た。
【０１６７】
結果
　代表的な滴定曲線を図３から７に示す。いくつかの試料（例えば、ＥＣＤ６に関して試
料２０６４２及び２０６２０）では、予想通りに、最も高濃度の血清が最も強いシグナル
を示す滴定範囲を得たことが見られる。しかし、他の試料（例えば、ＥＣＤ６　３’断片
に関して試料ＭＶＶ２７２及びＥＡＯ２２０）では、曲線は基本的に平坦であったが、血
清濃度が上がるに従ってシグナルも増加した。これは、血清免疫グロブリンの非特異的結
合によると考えられる。
【０１６８】
　陽性のカットオフを、正常集団の平均＋２ＳＤとして計算した。両試行及び１６０ｎＭ
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又は５０ｎＭの抗原濃度のどちらかにおいてカットオフを超えるレベルを示した場合に、
試料を陽性であると見なした。表４は、自己抗体の検出のために現在使用した１：１００
の血清希釈液が、必ずしも最適ではないことを実証している。さらに、この表は、最適血
清希釈液の抗原間の変動があることを示している。血清を１：５０に希釈した場合、ＥＣ
Ｄ６に関する感受性の最も高いレベルは７５％であった。これは、１：５０では感受性が
０％である、ＥＣＤ６　３’断片と反対であった。これは、部分的には、分析した正常試
料（例えば、試料ＭＭＶ２７２及びＥＡＯ２２０）におけるＥＣＤ６　３’断片に対する
シグナルが上昇したためであった。
【０１６９】
【表４】

【０１７０】
　表５は、血清を異なる濃度に希釈した場合の本アッセイの特異性を要約している。この
アッセイにおいて分析した試料を使用して、アッセイの特異性に差は観察されなかった。
【０１７１】

【表５】

【０１７２】
　表６において、最適血清希釈を、全抗原に対して分析した６例のＰＢＣ血清に関して比
較する。最適血清希釈は、自己抗体応答が検出できる最も高い希釈である。例としては、
血清２０６２８は１：８００まで希釈でき、ｐ５３に対する応答（すなわち、自己抗体）
を検出できるが、同じ血清を、ＥＣＤ６に対する自己抗体の検出のためには１：５０に希
釈することが必要とされる。したがって、この抗原に関する最適希釈は、全陽性自己抗体
応答が特定できるように１：５０であろう。
【０１７３】
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【０１７４】
　表７は、各被験抗原に対する自己抗体を検出するために交差滴定法を使用した場合、原
発性乳癌の検出のための全アッセイの感受性が増加したことを要約している。
【０１７５】

【表７】

【０１７６】
結論
　自己抗体測定のためのＯＳＡＡＣアッセイが、原発性乳癌の検出のための感受性に関し
て、抗原滴定単独よりも優れていることを示した。これはｐ５３、ＥＣＤ６及びＥＣＤ６
　３’自己抗体に関する事例であり、これが全腫瘍マーカー自己抗体に関して事実でない
であろうと評価する理由はない。これは、このアッセイフォーマットが非常に広い動的な
範囲を有するという事実によると思われる。これは、高い抗原濃度において親和性の低い
自己抗体、並びに逆に高い抗原濃度において引き寄せられる多量の自己抗体の両方を検出
するための範囲を提供する。さらに、高レベルの非特異的結合によってマスクされること
がある少量の自己抗体を、低い血清濃度において検出できると思われる。
【０１７７】
　本明細書中に引用された、全ての特許、特許出願及び公開文献を、参照によりその全体
をここに組込む。本発明は、好ましい実施形態を参照することにより具体的に示し、説明
したが、形式及び詳細の多様な変更が特許請求の範囲により包含される本発明の範囲から
逸脱することなく実施可能であることは、当業者により理解されるであろう。
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