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(57)【要約】
本発明は、処置の効果を評価するための材料および方法を提供する。いくつかの実施形態
では、本発明は、処置を受けた被験体の血清ゾヌリンレベルを測定することにより腹腔疾
患のための処置の効果を評価する方法を提供する。本発明は特に、状態の処置の有効性を
、そのような処置を必要とする被験体において評価する方法であって、該被験体からサン
プルを得る工程；および該サンプル中のゾヌリン濃度を決定する工程、を包含する方法を
提供する。このような方法は、代表的には、上記被験体からサンプルを得る工程、および
このサンプル中のゾヌリン濃度を決定する工程を包含する。サンプルは、当業者に公知の
任意のタイプであり得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
状態の処置の有効性を、そのような処置を必要とする被験体において評価する方法であっ
て：
　該被験体からサンプルを得る工程；および
　該サンプル中のゾヌリン濃度を決定する工程、を包含する、方法。
【請求項２】
前記サンプルが、血液サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記サンプルから血清を単離する工程；および
　該血清中のゾヌリン濃度を決定する工程、をさらに包含する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記状態が、上皮透過性の増加と関連する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
前記上皮の活性の増加が、接着結合透過性の増加と関連する、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
前記状態が、上昇した血清ゾヌリンレベルと関連する自己免疫疾患である、請求項１に記
載の方法。
【請求項７】
前記状態が、セリアック病である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
前記状態が、セリアック病と関連する疾患である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
前記セリアック病と関連する疾患が、末梢神経障害、小脳性運動失調、てんかん、片頭痛
、Ｉ型糖尿病、自己免疫性甲状腺障害、アジソン病、円形脱毛症、特発性拡張型心筋症、
自己免疫性心筋炎、原発性胆汁性肝硬変、自己免疫性肝炎、自己免疫性胆管炎、オリゴ関
節性関節炎、若年性関節炎、全身エリテマトーデス、シューグレン症候群、貧血、骨粗し
ょう症、骨減少症、ターナー症候群、ダウン症候群、歯のエナメル質の欠陥、サルコイド
ーシス、乳糖不耐症、疱疹状皮膚炎、原因不明の不妊症、流産、および再発性急性膵炎か
らなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
ゾヌリン濃度を決定する工程が：
　前記サンプルを、結合条件下でゾヌリンに結合する第１の抗体と接触させる工程；
　結合したサンプルを、結合条件下でゾヌリンを結合する第２の抗体と接触させる工程；
および
　結合した第２の抗体の存在を検出する工程、を包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
少なくとも１つの抗体が、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起され
た、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記第１の抗体が、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起された、請
求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
前記第１の抗体が、閉鎖帯毒素のΔＧフラグメントを含むタンパク質に対して惹起された
、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
前記ΔＧフラグメントが、Ｎ－末端６ヒスチジンタグを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
少なくとも１つの抗体が、閉鎖帯毒素を含むタンパク質に対して惹起された、請求項１０
に記載の方法。
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【請求項１６】
前記第２の抗体が、閉鎖帯毒素を含むタンパク質に対して惹起された、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１７】
前記第２の抗体が、検出可能な部分を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
前記検出可能な部分が、ビオチンである、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
セリアック病に対する処置の効果を評価する方法であって：
　被験体からサンプルを得る工程；および
　該サンプル中のゾヌリン濃度を決定する工程、を包含する、方法。
【請求項２０】
前記サンプルが、血液サンプルである、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
前記サンプルから血清を単離する工程；および
　該血清中のゾヌリン濃度を決定する工程、をさらに包含する、請求項１９に記載の方法
。
【請求項２２】
ゾヌリン濃度を決定する工程が：
　前記サンプルを、結合条件下でゾヌリンに結合する第１の抗体と接触させる工程；
　結合したサンプルを、結合条件下でゾヌリンを結合する第２の抗体と接触させる工程；
および
　結合した第２の抗体の存在を検出する工程、を包含する、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
少なくとも１つの抗体が、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起され
た、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
前記第１の抗体が、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起された、請
求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
前記第１の抗体が、閉鎖帯毒素のΔＧフラグメントを含むタンパク質に対して惹起された
、請求項２２に記載の方法。
【請求項２６】
前記ΔＧフラグメントが、Ｎ－末端６ヒスチジンタグを含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
少なくとも１つの抗体が、閉鎖帯毒素を含むタンパク質に対して惹起された、請求項２２
に記載の方法。
【請求項２８】
前記第２の抗体が、閉鎖帯毒素を含むタンパク質に対して惹起された、請求項２２に記載
の方法。
【請求項２９】
前記第２の抗体が、検出可能な部分を含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
前記検出可能な部分が、ビオチンである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
ゾヌリンを検出するための手段を備える、処置の効果の評価のためのキット。
【請求項３２】
前記ゾヌリンを検出するための手段が：
　第１の抗体を含む容器および第２の抗体を含む容器を備える、請求項３１に記載のキッ
ト。
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【請求項３３】
閉鎖帯毒素のΔＧフラグメントを含む容器をさらに備える、請求項３１に記載のキット。
【請求項３４】
少なくとも１つの抗体が、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起され
た、請求項３１に記載のキット。
【請求項３５】
前記第１の抗体が、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起された、請
求項３１に記載のキット。
【請求項３６】
前記第１の抗体が、閉鎖帯毒素のΔＧフラグメントを含むタンパク質に対して惹起された
、請求項３１に記載のキット。
【請求項３７】
前記ΔＧフラグメントが、Ｎ末端６ヒスジンタグを含む、請求項３６に記載のキット。
【請求項３８】
少なくとも１つの抗体が、閉鎖帯毒素を含むタンパク質に対して惹起された、請求項３１
に記載のキット。
【請求項３９】
前記第２の抗体が、閉鎖帯毒素を含むタンパク質に対して惹起された、請求項３１に記載
のキット。
【請求項４０】
前記第２の抗体が、検出可能な部分を含む、請求項３９に記載のキット。
【請求項４１】
前記検出可能な部分が、ビオチンである、請求項４０に記載のキット。
【請求項４２】
ゾヌリンを含む容器をさらに備える、請求項３１に記載のキット。
【請求項４３】
セリアック病に対する処置の効果を評価するキットであって：
　ゾヌリンを検出する手段、を備える、キット。
【請求項４４】
前記ゾヌリンを検出する手段が、第１の抗体を含む容器、および第２の抗体を含む容器を
備える、請求項４３に記載のキット。
【請求項４５】
閉鎖帯毒素のΔＧフラグメントを含む容器をさらに備える、請求項４３に記載のキット。
【請求項４６】
少なくとも１つの抗体が、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起され
た、請求項４３に記載のキット。
【請求項４７】
前記第１の抗体が、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起された、請
求項４３に記載のキット。
【請求項４８】
前記第１の抗体が、閉鎖帯毒素のΔＧフラグメントを含むタンパク質に対して惹起された
、請求項４３に記載のキット。
【請求項４９】
前記ΔＧフラグメントが、Ｎ－末端６ヒスチジンタグを含む、請求項４８に記載のキット
。
【請求項５０】
少なくとも１つの抗体が、閉鎖帯毒素を含むタンパク質に対して惹起された、請求項４３
に記載のキット。
【請求項５１】
前記第２の抗体が、閉鎖帯毒素を含むタンパク質に対して惹起された、請求項４３に記載
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のキット。
【請求項５２】
前記第２の抗体が、検出可能な部分を含む、請求項５１に記載のキット。
【請求項５３】
前記検出可能な部分が、ビオチンである、請求項５２に記載のキット。
【請求項５４】
ゾヌリンを含む容器をさらに備える、請求項４３に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願への相互参照）
　本出願は、２００５年５月１３日に出願された米国仮特許出願番号第６０／６８０，８
６８号への優先権を主張し、その内容は、参考として本明細書中に詳細に援用される。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、診断および治療様式の評価の分野に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　哺乳動物上皮は、接着結合（ＴＪ）とも称される閉鎖帯（ＺＯ）と称される構造物を含
む。これらの構造物は、上皮を通る物質の通過を上皮細胞間のスペース（傍細胞経路）へ
の通路を制御することにより調節する。上皮を支配する多くの多様な生理学的挑戦および
病理学的挑戦に遭遇するため、接着接合または閉鎖帯は、複合調節システムの存在を必要
とする、迅速、生理学的、可逆的、一時的、エネルギー依存性で、そして協調的な応答が
できなければならない。接着接合を含む内皮の例として、制限されないが、腸（特に小腸
）、および血液脳関門が挙げられる。
【０００４】
　刺激の非存在下では、接着結合は閉鎖され、傍細胞経路への通路を制限する。刺激の存
在下では、接着接合は、可逆的に開放される。特許文献１および特許文献２では、哺乳動
物接着結合の生理学的モジュレーターとして機能する新規哺乳動物タンパク質が同定され
、そして精製された。「ゾヌリン」と称されるこれらの哺乳動物タンパク質は、哺乳動物
接着結合の生理学的エフェクターとして機能する。特定の細菌は、接着結合の開放を刺激
する毒素を有することが示されている。Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅは、接着結合の
開放を引き起こすことが示された毒素（閉鎖帯毒素、ＺＯＴ）を産生する。最初の２６４
アミノ酸が欠失し、そして６つのヒスチジン精製タグで置換されたＺＯＴのＮ末端欠失、
６Ｈｉｓ－ΔＧは、接着結合を開放する能力を保持していることが示されている。
【０００５】
　腸接着結合の機能不全は、自己免疫疾患、ならびに食物アレルギー、腸感染、吸収不良
症候群（例えば、セリアック病）、および炎症性大腸疾患を含む胃腸管に影響する種々の
臨床状態で生じる。健常な、その完全な接着結合をもつ成熟消化管粘膜は、高分子の通過
に対する主要な障壁として供される。健常状態の間では、小量の免疫学的に活性なタンパ
ク質が、消化管宿主障壁を横切る。未熟にともなうか、または照射曝露、化学療法、およ
び／または毒素への曝露後のように、接着結合システムの完全性が損なわれるとき、（自
己免疫疾患および食物アレルギーを含む）周囲抗原に対する有害な応答が生じ得る。
【０００６】
　セリアック病（ＣＤ）は、グルテン（小麦、ライ麦、および大麦中に見出されるタンパ
ク質）の摂取が、腸の接着結合の透過性における異常増加を生じる状態である。セリアッ
ク病は、その他の自己免疫疾患（ＡＤ）と関連付けられ得ることが周知である。しかし、
その他のＡＤのＣＤ関連リスクが継続するグルテン摂取に関連しているか否か、または単
に一般的な遺伝的背景に依存しているか否かはなお不明瞭である。目下のところ、セリア
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ック病のために利用可能な唯一の処置は、グルテンを含まない治療食（ＧＦＤ）である。
【特許文献１】米国特許第５，９４５，５１０号明細書
【特許文献２】米国特許第５，９４８，６２９号明細書
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　異常上皮透過性に関連する疾患を処置する際の治療薬の効果を評価するために、この疾
患の進行とともに変化するマーカーを有することが有用であり得る。腸透過性の調節の原
因であるゾヌリンは、ＣＤ、および１型糖尿病のようなその他のＡＤでは上方制御される
。本発明は、ゾヌリンが異常上皮透過性に関連する疾患を処置する際の治療薬の効果を評
価するマーカーとして供され得ることを示す。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　（発明の要旨）
　本発明は、処置の有効性を評価するための材料および方法を提供する。従って、１つの
実施形態では、本発明は、状態の処置の有効性を、そのような処置を必要とする被験体に
おいて評価する方法を提供する。このような方法は、代表的には、上記被験体からサンプ
ルを得る工程、およびこのサンプル中のゾヌリン濃度を決定する工程を包含する。サンプ
ルは、当業者に公知の任意のタイプであり得る。１つの実施形態では、サンプルは血液サ
ンプルであり得る。サンプルは、当業者に周知の方法によって処理され得る。１つの実施
形態では、本発明の方法は、上記サンプルから血清を単離する工程、およびこの血清中の
ゾヌリン濃度を決定する工程を包含し得る。
【０００９】
　本発明は、広範な種類の状態の処置を評価するために用いられ得る。代表的には、本発
明は、異常な接着結合透過性によって特徴付けられる状態の処置を評価するために用いら
れ得る。従って、本発明は、上皮透過性における増加と関連する状態のための処置の有効
性を評価するために用いられ得る。評価され得る状態の処置として、制限されないが、自
己免疫疾患の処置、セリアック病の処置、セリアック病関連疾患の処置が挙げられる。
【００１０】
　１つの実施形態では、本発明の方法は、１つ以上の抗体の使用を含む方法、例えば、Ｅ
ＬＩＳＡによって、サンプル中のゾヌリン濃度を決定する工程を包含し得る。１つの実施
形態では、本発明の方法は、上記サンプルを、結合条件下でゾヌリンに結合する第１の抗
体と接触させる工程、結合したサンプルを、結合条件下でゾヌリンに結合する第２の抗体
と接触させる工程、および結合した第２の抗体の存在を検出する工程を包含し得る。この
ような方法では、上記第１の抗体は、固体支持体、例えば、ビーズまたはマイクロタイタ
ープレート中のウェルに固定され得る。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの抗体
は、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起され得、例えば、この第１
の抗体は、閉鎖帯毒素のフラグメントを含むタンパク質に対して惹起され得る。閉鎖帯毒
素の任意の適切なフラグメントを含むタンパク質、例えば、閉鎖帯毒素のΔＧフラグメン
トを含むタンパク質が使用され得る。１つの実施形態では、閉鎖帯毒素の適切なフラグメ
ントを含むタンパク質は、上記ΔＧフラグメントが、Ｎ末端６ヒスチジンタグを含むタン
パク質であり得る。本発明のいくつかの方法では、少なくとも１つの抗体は、閉鎖帯毒素
を含むタンパク質に対して惹起され得、例えば、第２の抗体は、閉鎖帯毒素を含むタンパ
ク質に対して惹起され得る。第２の抗体は、１つ以上の検出可能な部分を含み得る。１つ
の実施形態では、上記第２の抗体は、ビオチンを含み得る。
【００１１】
　１つの詳細な実施形態では、本発明は、セリアック病のための処置の効果を、そのよう
な処置を必要とする被験体中において評価するための方法を提供する。このような方法は
、この被験体からサンプルを得る工程；およびこのサンプル中のゾヌリン濃度を決定する
工程を包含し得る。いくつかの実施形態では、上記サンプルは、血液サンプルであり得る
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。このような方法は、上記サンプルから血清を単離する工程；およびこの血清中のゾヌリ
ン濃度を決定する工程をさらに包含し得る。いくつかの実施形態では、ゾヌリンリ濃度を
決定する工程は、第１の抗体を固体支持体に固定する工程、サンプル中のゾヌリンを上記
第１の抗体に結合させる条件下で、この第１の抗体をサンプルと接触させる工程、結合し
たゾヌリンを、第２の抗体と、この第２の抗体が上記第１の抗体に結合したゾヌリンを結
合する条件下で接触する工程、およびこの結合した第２の抗体を検出する工程を包含し得
る。いくつかの実施形態では、上記第２の抗体は、検出可能な部分を含み得る。検出可能
な部分は、直接検出可能であり得る（例えば、この部分が蛍光基である場合）。本発明の
いくつかの実施形態では、検出可能な部分は、この検出可能な部分に結合する試薬と接触
され得る。例えば、検出可能な部分は、ビオチンであり得、そしてビオチンに結合する試
薬（例えば、アルカリホスファターゼのような酵素に結合されたアビジンまたはストレプ
トアビジン）が添加され得る。検出可能な部分に結合する試薬が酵素を含むとき、本発明
の方法は、代表的には、結合した試薬にこの酵素のための基質を添加する工程、および生
成物を検出することによるか、または基質の減少を検出することによるかのいずれかによ
って、この基質の生成物への変換を検出する工程を包含する。
【００１２】
　本発明はまた、状態の処置（例えば、セリアック病の処置）の有効性を評価するための
キットを企図する。このようなキットは、代表的には、ゾヌリンを検出するための手段を
備える。ゾヌリンを検出するための手段は、１つ以上の抗ΔＧ抗体、ビオチン化抗ΔＧ抗
体、抗－ＺＯＴ抗体、およびビオチン化抗－ＺＯＴ抗体を含み得、それ故、本発明のキッ
トは、１つ以上の抗ΔＧ抗体、ビオチン化抗ΔＧ抗体、抗－ＺＯＴ抗体、およびビオチン
化抗－ＺＯＴ抗体を含む１つ以上の容器を備え得る。いくつかの実施形態では、本発明の
キットは、抗体を含む容器を含み得る。このような抗体は、抗ＩｇＧ抗体、抗ＩｇＡ抗体
、抗ＩｇＭ抗体、および／または抗ＩｇＥ抗体であり得る。本発明のキットにおける使用
のための抗体は、１つ以上の検出可能な部分を含み得る。いくつかの実施形態では、本発
明のキットは、ゾヌリンおよび／またはΔＧを含む容器を備え得る。本発明のキットは、
１つ以上の自己抗体のタンパク質結合パートナーを含み得る。例えば、本発明のキットは
１つ以上のヒトトランスグルタミナーゼ（ｔＴＧ）、エンドマイシアル（ＥＭＡ）、チロ
シンホスフェート（ＩＡ－２）、サイロイドペルオキシダーゼ（ＴＰＯ）、サイログロブ
リン（ＴＧ）、島細胞またはそれ由来のタンパク質、インシュリン、またはグルタミン酸
デカルボキシラーゼ（ＧＡＤ）を含む１つ以上の容器を備え得る。
【００１３】
　本発明はまた、セリアック病の処置の有効性を評価するためのキットを企図する。この
ようなキットは、代表的には、ゾヌリンを検出するための手段区を含む。ゾヌリンを検出
するための手段は、抗ΔＧ抗体、ビオチン化抗ΔＧ抗体、抗－ＺＯＴ抗体、およびビオチ
ン化抗－ＺＯＴ抗体の１つ以上を含み得、それ故、本発明のキットは、１つ以上の抗ΔＧ
抗体、ビオチン化抗ΔＧ抗体、抗－ＺＯＴ抗体、およびビオチン化抗－ＺＯＴ抗体を含む
１つ以上の容器を備え得る。いくつかの実施形態では、本発明のキットは、抗体を含む容
器を含み得る。このような抗体は、抗ＩｇＧ抗体、抗ＩｇＡ抗体、抗ＩｇＭ抗体、および
／または抗ＩｇＥ抗体であり得る。本発明のキットにおける使用のための抗体は、１つ以
上の検出可能な部分を含み得る。いくつかの実施形態では、本発明のキットは、ゾヌリン
を含む容器および／またはΔＧを含む容器を備え得る。本発明のキットは、自己抗体の１
つ以上のタンパク質結合パートナーを含み得る。例えば、本発明のキットは、１つ以上の
ヒトトランスグルタミナーゼ（ｔＴＧ）、エンドマイシアル（ＥＭＡ）、チロシンホスフ
ェート（ＩＡ－２）、サイロイドペルオキシダーゼ（ＴＰＯ）、チログロブリン（ＴＧ）
、島細胞またはそれ由来のタンパク質、インシュリン、またはグルタミン酸デカルボキシ
ラーゼ（ＧＡＤ）を含む１つ以上の容器を備え得る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　（発明の詳細な説明）
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　本明細書中で用いられるとき、被験体は、処置を受ける任意の動物、例えば、哺乳動物
である。被験体は、制限されないで、ヒトを含む。
【００１５】
　当業者は、本発明が、上昇した血清ゾヌリンレベルによって特徴付けられる任意の疾患
の処置の有効性を評価するために用いられ得ることを認識する。特に、本発明は、血清ゾ
ヌリンレベルにおける増加に関連する自己免疫疾患、例えば、セリアック病、原発性胆汁
性肝硬変、および変性性脊髄障害の処置の有効性を評価するために用いられ得る。
【００１６】
　本発明の材料および方法は、セリアック病の処置の有効性を評価するために用いられ得
る。例えば、血清ゾヌリンレベルは、処置養生法の開始の前、またはそれと同時に、セリ
アック病の処置の必要な被験体について決定され得る。処置の経過の間および／またはそ
の後の適切な時間に、１つ以上のさらなる血清ゾヌリンレベルが決定され得、そして処置
の開始に得られた血清ゾヌリンレベルと比較される。それ故、本発明のいくつかの実施形
態では、本発明の方法は、処置を受けるか、または処置を受けた被験体からサンプルの繰
り返し採取をともない得、そしてこれらサンプル中のゾヌリンレベルを決定する。本発明
の方法はまた、上記サンプル中のゾヌリンレベルを、同じ被験体（例えば、処置の開始に
採取されたサンプルから）、または異なる供給源からであり得る参照サンプルのゾヌリン
レベルとの比較を伴い得る。血清ゾヌリンレベルにおける減少は、上記状態の改善の指標
であり、そして上記処置が有効であることを示す。
【００１７】
　本発明の材料および方法は、セリアック病に関連する疾患の処置の有効性を評価するた
めに用いられ得る。当業者は、多くの疾患が、セリアック病と関連し（例えば、Ｌｅｅお
よびＧｒｅｅｎ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ　
２００６、１８：１０１～１０７の１０４頁にある表１を参照のこと）、そして本発明の
材料および方法が、セリアック病関連疾患の処置の有効性を評価するために用いられ得る
ことを知っている。セリアック病と関連する疾患は、末梢神経障害、小脳性運動失調、て
んかんおよび片頭痛のような神経学的疾患；１型糖尿病、自己免疫性甲状腺障害、アジソ
ン病、および円形脱毛症のような内分泌疾患；特発性拡張型心筋症および自己免疫性心筋
炎のような心臓疾患；原発性胆汁性肝硬変、自己免疫性肝炎、および自己免疫性胆管炎の
ような肝臓疾患；オリゴ関節性関節炎、若年性関節炎、全身エリテマトーデス、およびシ
ューグレン症候群のようなリウマチ学的疾患；および貧血、骨粗しょう症または骨減少症
、ターナー症候群、ダウン症候群、歯のエナメル質の欠陥、サルコイドーシス、乳糖不耐
症、疱疹状皮膚炎（焼けるような、かゆい、水ぶくれ発疹）およびその他の皮膚障害、原
因不明の不妊症、流産、および再発性急性膵炎を含む。
【００１８】
　本発明の材料および方法は、制限されないが、自己免疫疾患を含む種々の状態のための
処置の有効性を評価するために用いられ得る。自己免疫疾患の例として、制限されないで
、ＩｇＡ神経障害、ヴェーゲナー肉芽腫症、多発性硬化症、強皮症、全身性硬化症、慢性
関節リウマチ、クローン病、エリテマトーデス、橋本甲状腺炎（異常に不活発な甲状腺）
、グレーヴズ病（過度に活発な甲状腺）、自己免疫性内耳疾患、水疱性類天疱瘡、ドヴィ
ック症候群、グッドパスチャー症候群、ランバート－イートン症候群（ＬＥＭＳ）、自己
免疫性リンパ増殖性症候群（ＡＬＰＳ）、新生物随伴性症候群、および多腺自己免疫症候
群（ＰＧＡ）が挙げられる。
【００１９】
　本発明の材料および方法は、増加した腸透過性を生じる胃腸管炎症の処置の有効性を評
価するために用いられ得る。それ故、本発明は、例えば、蛋白喪失性腸症を引き起こす腸
状態の処置の評価で有用である。蛋白喪失性腸症は、以下に起因して生じ得る：
　感染、例えば、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ感染、腸炎、細菌性赤痢
、ウイルス胃腸炎、寄生生物外寄生、細菌過剰増殖、ホウィップル病；
　粘膜びらんまたは潰瘍、例えば、胃炎、胃癌、コラーゲン蓄積大腸炎、炎症性大腸疾患
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；および
　潰瘍なしの粘膜疾患、例えば、メネトリエ症候群、セリアック病、好酸球性胃腸炎。
【００２０】
　本発明はまた、処置の有効性を評価するためのキット、および、例えば、血清からのゾ
ヌリン濃度を決定するためのキットを含む。本発明のキットは、代表的には、本発明の実
施で有用な１つ以上の試薬を含む１つ以上の容器を含む。本発明の実施で有用な試薬は、
制限されないで、緩衝液、緩衝塩類、金属イオン、色原体化合物、抗体、酵素、蛍光化合
物などを含む。本発明のキットは、ゾヌリン、ΔＧ、または基準となるスタンダードとし
て用いられ得るその他の化合物を含む１つ以上の容器を含み得る。本発明のキットは、１
つ以上の抗体を含む容器を含み得、ここで、これら抗体は、検出可能な部分に結合体化さ
れる。検出可能な部分は、当業者に公知である、例えば、酵素（例えば、ペルオキシダー
ゼ、ルシフェラーゼ）、その他のタンパク質（例えば、グリーン蛍光タンパク質）、光学
的に検出可能な化合物（例えば、蛍光物質、発色団）、結合ペアのメンバー（例えば、ビ
オチン／ストレプトアビジン、ジゴキシゲニン／抗ジゴキシゲニン）、または当業者に公
知の任意のその他の検出可能な部分のいずれかであり得る。本発明のキットが酵素を含む
とき、このようなキットは、この酵素のための基質を含む１つ以上の容器を含み得る。
【００２１】
　以下の実施例は、例示目的のみのために提供され、そしていかなる様式においても、本
発明の範囲を制限する意図はない。
【実施例】
【００２２】
　（実施例１）
　（患者および方法：）
　患者は、ＣＤと診断された５４人の患者であった（２０人の男性および３４人の女性；
平均年齢：３９歳；生検で証明：４２／５４）。ＡＤ関連性は、８人の被験体で見出され
た（２人は１型糖尿病、１人はグレーヴズ病、５人は慢性関節リウマチ）。
【００２３】
　血清サンプルを、診断時、およびＧＦＤ（範囲１０～４９）の１７ヶ月の平均期間後集
めた。すべての血清サンプルを、ＣＤ（抗トランスグルタミナーゼ－ｔＴＧ、抗－筋内膜
－ＥＭＡ）、１型糖尿病（ＩＡ－２：チロシンホスファターゼ、ＩＡＡ：抗－インシュリ
ン抗体、ＧＡＤ：グルタミン酸デカルボキシラーゼ）、甲状腺炎（ＴＰＯ：甲状腺ペルオ
キシダーゼ抗体、ＴＧ：甲状腺グロブリン抗体）に関連する自己抗体、およびゾヌリンレ
ベルについて測定した。
【００２４】
　サンドイッチ酵素連結イムノソルベントアッセイによる血清ゾヌリン測定。ゾヌリンサ
ンドイッチ酵素連結イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）は、Ｅｌ　Ａｚｍａｒら、
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　１２３：１６０７～１６１５、２００２を、わずか
に改変して記載されるように実施した。
【００２５】
　簡単に述べれば、プラスチックマイクロタイタープレート（Ｃｏｓｔａｒ、Ｃａｍｂｒ
ｉｄｇｅ、ＭＡ）を、ウサギゾヌリン交差反応抗閉鎖帯毒素（Ｚｏｔ）誘導体ΔＧ　Ｉｇ
Ｇ抗体で被覆した（０．１ｍｏｌ／ｌ炭酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ９．０中１０μｇ／ｍ
ｌ）。これらの抗体は、標準的なプロトコールを用いてΔＧでウサギを免疫化することに
より調製された。
【００２６】
　４℃における一晩のインキュベーションの後、プレートをＴｒｉｓ緩衝化生理食塩水０
．０５％Ｔｗｅｅｎ　２０（ＴＢＳ－Ｔ）中で４回洗浄し、そしてＴＢＳ－Ｔとともに３
７℃で１時間のインキュベーションによってブロックした。４回のＴＢＳ－Ｔ洗浄の後、
５つの一連のΔＧ標準（５０、２５、１２．５、６．２、３．１、および０ｎｇ／ｍｌ）
および患者血清サンブル（ＴＢＳ－Ｔ中１：１０１希釈）を添加し、そして４℃で一晩イ
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ンキュベートした。Ｔｒｉｓ緩衝化生理食塩水０．２％Ｔｗｅｅｎ　２０緩衝液で４回洗
浄した後、プレートを、ビオチン化抗－Ｚｏｔ　ＩｇＧ抗体（米国特許番号第５，９４５
，５１０号）と４℃４時間インキュベートし、そしてストレプトアビジン結合体化アルカ
リホスファターゼと接触させた。色反応を、市販キット（ＥＬＩＳＡ増幅キット；Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）を用いることにより発色させた。４９５ｎｍにおける吸光度を、マイク
ロプレート自動読み取り器（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　Ｔｈｅｒｍｏｍａｘ
　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ）で測定した。
【００２７】
　自己抗体は、市販され入手可能なキット：抗－（ヒト）－トランスグルタミナーゼ（抗
－ｔＴＧ）酵素連結イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、Ｓｃｉｍｅｄｘ　Ｃｏｒ
ｐｏｒａｔｉｏｎ、ＮＪ；サルの食道からの組織を用いる、抗－筋内膜（抗－ＥＭＡ）間
接免疫蛍光抗体アッセイ（ＩＦＡ）、Ｓｃｉｍｅｄｘ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、ＮＪ；
抗－チロシンホスファターゼ（抗ＩＡ－２）ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、Ｋｒｏｎ
ｕｓ　Ｂｏｉｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ、Ｉｄａｈｏ、抗－甲状腺ペルオキ
シダーゼ抗体（抗－ＴＰＯ）酵素免疫アッセイ（ＥＩＡ）、Ｓｃｉｍｅｄｘ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ、ＮＪ；抗－甲状腺グロブリン（抗－ＴＧ）ＥＩＡ、Ｓｃｉｍｅｄｘ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ、ＮＪ；サルの膵臓からの組織を用いる、抗－島細胞抗体（抗－ＩＣ
Ａ）ＩＦＡ、Ｓｃｉｍｅｄｘ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、ＮＪ、抗－インシュリン抗体（
ＩＡＡ）ＲＩＡ、Ｋｒｏｎｕｓ　Ｂｏｉｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ、Ｉｄａ
ｈｏ；および抗－グルタミン酸デカルボキシラーゼ（抗－ＧＡＤ）ＲＩＡ、Ｋｒｏｎｕｓ
　Ｂｏｉｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ、Ｉｄａｈｏを用いて検出した。
【００２８】
　ＣＤ診断を有する患者は、７６％に増加した血清ゾヌリンを示し、そして自己抗体は、
３９％（ＴＰＯ：２１．７％、ＴＧ　１９．６％、ＧＡＤ　６．５％、ＩＣＡ　４．４％
およびＩＡ－２　２．５％）検出された。ＧＦＤ後、ＥＭＡおよびゾヌリンは、患者の１
３％で、そしてｔＴＧは被験体の３５％で改変されたままであった。いくつかの自己抗体
は減少し（ＴＰＯ：１０．９％、ＧＡＤ４．４％）、その一方、他は変わらないままであ
った（ＴＧ　２３．９％、ＩＣＡ　４．４％、およびＩＡ－２　２．２％）。５３人の患
者のうち７人は、ＧＦＤを開始しなかった。これらの被験体は、改変されたゾヌリン、Ｅ
ＭＡ、およびｔＴＧを有し、そしてそれらの１４％は、自己抗体陽性であった。これらの
被験体では、ゾヌリンレベルおよび血清自己抗体の両方は追跡評価で変化しなかった。
結論：非処置ＣＤは、代表的には、ゾヌリン上方制御、および血清自己抗体の増加した罹
患率を示す。ＧＦＤでの処置後、血清ゾヌリンレベルは、いくつかの自己抗体（特にＴＰ
Ｏ）の減少した罹患率をともなう状況に正常化する傾向にある。これらの結果は、腸障壁
機能の回復が、関連する自己免疫現象のリスクを低減し得ることを間接的に示唆している
。これらの結果はまた、上記ＧＦＤが初期（３０歳より若い年齢）に履行されると、自己
抗体が血清変換し、ＣＤが初期に診断され、そしてＧＦＤが開始される場合、自己免疫共
存症に対する可能な保護的役割を示唆している。
【００２９】
　（実施例２）
　図１７は、示された自己免疫疾患、ＨＣ（健常コントロール）、ＣＤ（セリアック病）
、ＡＩＨ（自己免疫性肝炎）、ＰＢＣ（原発性胆汁性肝硬変）、ＤＭ（変性性脊髄障害）
、ＡＰＳ－１（１型自己免疫多腺症候群）、ＭＳ（多発性硬化症）をもつ患者から得られ
た血清中の血清ゾヌリンレベルアッセイの結果を示す。セリアック病、自己免疫性肝炎、
原発性胆汁性肝硬変および変性性脊髄障害は、すべて高められた血清ゾヌリンレベルと関
連している。
【００３０】
　本発明を詳細に、そしてその特定の実施形態を詳細に説明したが、その特定の実施形態
に関して種々の変更および改変がそれらの中で、それらの思想および範囲から逸脱するこ
となくなされ得ることは当業者に明らかであり、そしてそのような変更および改変は、添
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付の請求項の範囲内で実施され得る。本明細書中のすべての特許および刊行物は、あたか
も、各々の個々の刊行物がそれらの全体が参考として援用されて詳細かつ個々に示される
のと同じ程度まで参考として援用される。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】図１は、ＧＦＤ治療食に従ったセリアック病患者からのセリアック病バイオマー
カーについてのアッセイの結果を示す棒グラフである。
【図２】図２は、ＧＦＤ治療食に従う、セリアック病患者からの自己抗体についてのアッ
セイの結果を示す棒グラフである。
【図３】図３は、ＧＦＤ治療食に従わなかった、セリアック病患者からのセリアック病バ
イオマーカーについてのアッセイの結果を示す棒グラフである。
【図４】図４は、ＧＦＤ治療食に従わなかった、セリアック病患者からの自己抗体につい
てのアッセイの結果を示す棒グラフである。
【図５】図５は、予め存在する自己免疫（ＡＩ）状態（１型糖尿病、グレーヴズ病または
慢性関節リウマチ）に関連する自己抗体の罹患率を示す関連ＡＩ状態を有する被験体から
の自己抗体についてのアッセイの結果を示す棒グラフである。
【図６】図６は、予め存在する自己免疫（ＡＩ）状態（１型糖尿病、グレーヴズ病または
慢性関節リウマチ）に関連する自己抗体の罹患率を示す関連ＡＩ状態を有する被験体から
の自己抗体についてのアッセイの結果を示す棒グラフである。
【図７】図７は、ＧＦＤに応答した被験体における甲状腺ペルオキシダーゼ（ＴＰＯ）に
対する自己抗体についてのアッセイの結果を示す線グラフである。
【図８】図８は、ＧＦＤに応答し、そして最初にＴＰＯ自己抗体を有していた被験体中の
ゾヌリンについてのアッセイの結果を示す線グラフである。
【図９】図９は、ＧＦＤに応答した被験体中の甲状腺ペルオキシダーゼ（ＴＧ）に対する
自己抗体についてのアッセイの結果を示す線グラフである。
【図１０】図１０は、ＧＦＤに応答し、そして最初にＴＧ自己抗体を有していた被験体中
の血清ゾヌリンレベルについてのアッセイの結果を示す線グラフである。
【図１１】図１１は、ＧＦＤに応答した被験体中の島細胞（ＩＣＡ）に対する自己抗体の
アッセイについての結果を示す線グラフである。
【図１２】図１２は、ＧＦＤに応答し、そして最初にＩＣＡ自己抗体を有していた被験体
中の血清ゾヌリンレベルのアッセイについての結果を示す線グラフである。
【図１３】図１３は、ＧＦＤに応答した被験体中のグルタミン酸デカルボキシラーゼ（Ｇ
ＡＤ）に対する自己抗体についてのアッセイの結果を示す線グラフである。
【図１４】図１４は、ＧＦＤに応答し、そして最初にＧＡＤ自己抗体を有していた被験体
中の血清ゾヌリンレベルについてのアッセイの結果を示す線グラフである。
【図１５】図１５は、ＨＬＡタイプに関連する自己抗体について陽性であると試験された
被験体の％を示すπチャートである。
【図１６】図１６は、被験体の年齢に関連する自己抗体の罹患率を示す棒グラフである。
【図１７】図１７は、示された自己免疫疾患、ＨＣ（健常コントロール）、ＣＤ（セリア
ック病）、ＡＩＨ（自己免疫性肝炎）、ＰＢＣ（原発性胆汁性肝硬変）、ＤＭ（変性性脊
髄障害）、ＡＰＳ－１（１型自己免疫多腺症候群）、ＭＳ（多発性硬化症）をもつ患者か
ら得られた血清中の血清ゾヌリンレベルアッセイの結果を示す。
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