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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
少なくとも１つのアルギニン残基をシトルリン残基で置換したヒトフィブリンのα-鎖又
はβ-鎖の全部又は一部の配列から得られ、該ヒトフィブリンのα-鎖又はβ-鎖の少なく
とも５つ連続するアミノ酸を含んでなる、慢性関節リウマチ特異的抗フィラグリン自己抗
体と反応するシトルリン化ポリペプチド。
【請求項２】
担体分子で任意に標識され及び/又は担体分子と任意に接合された請求項１に記載の少な
くとも１つのシトルリン化ポリペプチドを含むことを特徴とする、生物学的サンプル中の
慢性関節リウマチ特異的自己抗体の存在を診断するための抗原性組成物。
【請求項３】
存在する可能性のある慢性関節リウマチ特異的自己抗体との抗原/抗体複合体の生成を可
能にする条件下、請求項１に記載の少なくとも１つのポリペプチドに生物学的サンプルを
接触させ；
適切ないずれかの手段で、生成される可能性のある抗原/抗体複合体を検出することから
なることを特徴とする、生物学的サンプル中の慢性関節リウマチ特異的自己抗体を検出す
るための方法。
【請求項４】
請求項１に記載の少なくとも１つのポリペプチド、また抗原/抗体複合体の生成を可能に
する反応媒質の構成に適した緩衝液及び試薬、ならびに/又は抗原/抗体複合体を検出する
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ための手段からなることを特徴とする、生物学的サンプル中の慢性関節リウマチ特異的自
己抗体を検出するためのキット。
【請求項５】
請求項１に記載の少なくとも１つのシトルリン化ポリペプチドを有効成分として含有する
ことを特徴とする医薬組成物。
【請求項６】
慢性関節リウマチに関連する自己免疫反応の中和を目的とすることを特徴とする請求項５
に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
この発明は、フィブリンのシトルリン化誘導体及び慢性関節リウマチの診断及び治療にお
けるその使用に関する。
慢性関節リウマチ（以下、"RA"に省略）は、慢性的な炎症性リウマチの最も一般的な形態
である。それは自己免疫疾患で、病気に冒された患者の血清は自己抗体を含み、一部は特
異的で、この病気のマーカーを構成し、それが初期段階でも診断を可能にしている。
発明者らのチームによる以前の研究により、これらの抗体は（プロ）フィラグリンファミ
リーの異なる分子形態を認識することが証明されている(レビュウには、例えばSERRE及び
VINCENT, In:Autoantibodies, PETER及びSHOENFIELD Eds, Elsevier Science Publishers
, 271-276, 1996を参照)。この理由のために、これらの抗体は、“抗フィラグリン自己抗
体(AFA)”と命名されている。EP出願第0511116号には、これらの抗体により認識されるフ
ィラグリンファミリー抗原の精製及び特性、ならびに慢性関節リウマチの診断のためのそ
の使用が記載されている。
【０００２】
本発明者らによって、AFAに認識されるエピトープがフィラグリン分子のいくつかの領域
にあり、その領域では少なくともアルギニンのいくつかがデイミネート化（deiminate）
されることによって、シトルリンに形質転換されること； AFAによって特異的に認識され
るシトルリン化ペプチドは、このようにしてフィラグリンの主な免疫反応性領域から得ら
れることが分かった。これらのペプチド及びRAの診断のためのその使用は、BIOMERIEUX 
名義の出願PCT/FR97/01541号 及び出願PCT/FR98/02899号の主題である。RA-特異性自己抗
体とのフィラグリンの反応性におけるシトルリン残基の役割に関する発明者らの観察は、
後に他の研究者達[SCHELLEKENSら、Arthritis Rheum., 40, no. 9 supplement, p. S276,
 summary 1471 (1997); VISSERら、Arthritis Rheum., 40, no. 9 supplement, p. S289,
 summary 1551 (1997)]により確証されている。
【０００３】
発明者らはまた、AFAが滑膜リウマチ組織の介在性免疫グロブリンについてかなりの割合
を示し、これらの組織中に存在する特定の形質細胞により局所的に合成されることを証明
したが、このことはAFAがRAと関連する自己免疫反応に関与しているという仮説を確証し
ている。この自己免疫反応を中和するためにフィラグリン又はそれに由来するシトルリン
化ペプチドを用いることは、UNIVERSITE PAUL SABATIER[Paul Sabatier University](TOU
LOUSE III)名義の出願PCT/FR98/02900号の主題である。
しかしながら、RAと関連する自己免疫反応における免疫原又は標的抗原としてのフィラグ
リンの関与は確認されていない。この反応に関わる真の抗原は、依然として同定されない
ままである。
【０００４】
本発明者はここでこの抗原の特性づけに成功し、この結果、それがフィブリンのα-及び/
又はβ-鎖のシトルリン化誘導体から構成されていることを示した。
本発明の主題は、少なくとも1つのアルギニン残基をシトルリン残基で置換した、脊椎動
物のフィブリンのα-鎖又はβ-鎖の全部又は一部の配列に由来するシトルリン化ポリペプ
チドである。
【０００５】



(3) JP 4794102 B2 2011.10.19

10

20

30

40

50

好ましくは、本発明によるポリペプチドは、哺乳動物のフィブリンのα-鎖又はβ-鎖配列
の、少なくとも１つのシトルリンを含む少なくとも5つの連続したアミノ酸及び有利には
少なくとも10個の連続したアミノ酸からなる。脊椎動物のフィブリンは哺乳動物のフィブ
リン、好ましくはヒトのフィブリンであることが有利である。
本発明によるシトルリン化ポリペプチドは、ペプチジルアルギニンデイミナーゼ(PAD)の
作用により少なくとも1つのアルギニン残基からなる、例えば天然、組換え又は合成のフ
ィブリンあるいはフィブリノゲン、又はそのフラグメントから得ることができる。それら
は、1以上のシトルリン残基を合成ペプチドに直接組み込むペプチド合成によっても得る
ことができる。
【０００６】
本発明によるシトルリン化ポリペプチドはまた、上記のα-又はβ-鎖のフィブリン又はそ
のフラグメントに由来するシトルリン化ポリペプチドと同じ三次元構造を有することによ
り、同じ免疫反応を有する偽ペプチドであってもよい。それらはまた、例えばL-アミノ酸
が再生されるべきペプチド配列の逆配列に従って結合されるレトロタイプの偽ペプチド、
又は再生されるべきペプチド配列の逆配列に従って（天然ペプチドのL-系列アミノ酸の代
わりに）結合するD-系列アミノ酸から成るレトロ-インバーソ(retro-inverso)タイプの偽
ペプチド、あるいはまたCO-NHペプチド結合の代わりにCH2-NH結合を含む偽ペプチドであ
ってもよい。これらの様々なタイプの偽ペプチドは、例えばBENKIRANE ら[J. Biol. Chem
., 270, p. 11921-11926, (1995); J. Biol. Chem., 271, p. 33218-33224, (1996)]; BR
IANDら(J. Biol. Chem., 270, p. 20686-20691, (1995); GUICHARDら[J. Biol. Chem., 2
70, p. 26057-26059, (1995)]に記載されている。
【０００７】
本発明の主題はまた、生体外のRA診断のための上記に定義されるような本発明によるポリ
ペプチドの使用である。
本発明は特に、任意に担体分子で標識された及び/又はそれと接合された少なくとも1つの
本発明のポリペプチドを含むことを特徴とする、生物学的サンプル中のRA-特異性自己抗
体の存在を診断するための抗原性組成物を包含する。
本発明の主題はまた、生物学的サンプル中のG群のRA-特異性自己抗体を検出するための方
法で、その方法は、
-存在する可能性のあるRA-特異性自己抗体との抗原/抗体の複合体の生成を可能にする条
件下、生物学的サンプルを上記に定義したような本発明による少なくとも１つのポリペプ
チドに接触させ;
-適切ないずれかの手段で、形成される可能性のある抗原/抗体の複合体を検出する
ことからなることを特徴とする。
【０００８】
この検出方法は、本発明による少なくとも1つの抗原、及び抗原/抗体の複合体の生成を可
能にする反応媒質の構成に適した緩衝液及び試薬、ならびに/又は抗原/抗体の複合体を検
出するための手段からなるキットを用いて行われてもよい。
キットはまた、適切であれば、1以上の陰性血清及び1以上の陽性血清のような標準サンプ
ルを含んでもよい。
本発明の主題はまた、医薬品、特にRAに関連する自己免疫反応を中和し、特に自己免疫反
応の体液性又は細胞性作用因子がリウマチ組織に存在するフィブリンのα-又はβ-鎖のシ
トルリン化誘導体に接着するのを阻害することを目的とする医薬品を製造するための本発
明によるシトルリン化ポリペプチドの使用である。
【０００９】
この生体内の自己免疫反応の中和は、RA又はフィブリンのα-あるいはβ-鎖のシトルリン
化誘導体と交差反応を示すエピトープに対する自己免疫反応により誘発される障害を伴う
と思われる他の疾患の治療に貢献し得る。
生体内の投与のためには、特にプロテアーゼ耐性を増すことによって生体内で有効期間を
延ばすよう修飾されたポリペプチドを選択するのが有利である。それらは特に、上記のよ
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うな偽ペプチドであってもよい。
本発明はまた、本発明による少なくとも1つのポリペプチドを有効成分として含有するこ
とを特徴とする、特に慢性関節リウマチの治療用の医薬組成物を包含する。
【００１０】
本発明による医薬組成物は、それ自体が公知である適切ないずれかの手段によって投与す
ることができる。それらは例えば、全身的、経口的、非経口的又は皮下、静脈内あるいは
筋肉内注射によって投与してもよく、炎症性滑膜組織に局部的、例えば関節内注射又は関
節鏡検査法に基づき、顕微注射によって投与してもよい。
本発明は、リウマチ組織におけるヒトフィブリンのα-鎖又はβ-鎖のデイミネート形態の
同定、及び血清サンプル中のAFA の存在を検出するためのデイミネート化フィブリノゲン
の使用に言及する以下の更なる記載を用いてより明確に理解されるであろう。
【００１１】
実施例1: リウマチ滑膜組織中のAFA によって認識される抗原性タンパク質の精製及び特
性
1) リウマチ滑膜組織の分析
材料及び方法:
タンパク質抽出のために用いた滑膜組織サンプルは、慢性関節リウマチを患った患者から
、手首又は膝の滑膜切除もしくは関節形成中に採取した。全て、従来の組織学的リウマチ
の滑膜障害の座部である組織フラグメントに相当する。それらを、液体窒素で冷却したイ
ソペンタンで凍結して保存する。
4人の患者からの滑膜組織フラグメントを、低イオン強度緩衝液、尿素緩衝液及び尿素/DT
T緩衝液中で連続的に抽出した。
【００１２】
滑膜抽出物の調製
Ultra-Turraxホモジナイザー(T25 ベーシック、IKA Labortechnik, Staufen, Germany)を
用いて組織1g当たり6 ml容量の緩衝液で抽出を行った。
以下の緩衝液； 150 mMのNaClを含む40 mMのTris-HCl、 pH 7.4[低イオン強度緩衝液]；
イオン交換樹脂(AG 501-X8, Biorad, Hercules, CA)で脱イオンした8Mの尿素を含む40 mM
のTris-HCl、pH 7.4[尿素緩衝液]；8Mの脱イオン尿素及び50 mMのジチオスレイトール(DT
T)を含む40 mMのTris-HCl 、pH 7.4 (Sigma) [尿素/DTT緩衝液]を、0℃の温度で用いた。
全ての緩衝液を20 mMのEDTA、0.02%のアジ化ナトリウム、2μg/mlのアプロチニン、10 mM
のN-エチルマレイミド及び 1 mMのフェニルメチルスルホニルフルオリド(Sigma,Saint Lo
uis, MI)で補った。各抽出後、ホモジネートを4℃の温度で20分間15,000 gで遠心分離し
た。尿素緩衝液及び尿素/ DTT緩衝液抽出物を、電気泳動及びイムノトランスファーによ
って分析する前に、水で透析した。
【００１３】
電気泳動及び免疫検出
様々な抽出物の滑膜タンパク質を、変性SDS緩衝液中の10%ポリアクリルアミドゲル(SDS-P
AGE)で電気泳動により分離し、次いで強化ニトロセルロース膜(Hybond-TMC extra, Amers
ham, Little Chalfont, UK)上で電子トランスファーした。
膜を以下の抗体調製物で免疫検出した；AFA-陽性又はAFA-陰性のリウマチのヒト血清；他
の形態の炎症性リウマチを患った患者又は健康な個体由来の非リウマチ性のヒトの対照血
清(1/100)；精製したAFA のフラクション(10μg/ml)；ヒトのフィブリン及びフィブリノ
ゲンに対するマウスのモノクローナル抗体(5μg/ml)；ヒトのフィブリノゲンの組換えα-
及びγ-鎖のそれぞれに対する2つのヒツジ抗血清(1/1000) (Cambio, Cambridge, UK)；ヒ
トのフィブリノゲンの組換えβ-鎖に対するウサギの抗血清(1/200000) (Cambio)。
【００１４】
使用されるヒト血清は、American College of Rheumatologyの基準による臨床的かつ生物
学的な観点から完全に特徴付けられる慢性関節リウマチ（RA）を患った95人の患者、非リ
ウマチ性の炎症性リウマチ又は非炎症性病理学的症状を患っている24人の患者（対照血清
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）及び10人の健康な個体に由来する。血清中の抗フィラグリン抗体(AFA)の半定量的な力
価測定は、以前公開されたプロトコル[VINCENTら、Ann. Rheum. Dis., 48, 712-722 (198
9); VINCENTら、J. Rheumatol., 25, 838-846 (1998)]にしたがって、ラットの食道上皮
細胞の凍結切片標本上での間接免疫蛍光検査法及びフィラグリン酸変異体の豊富な表皮抽
出物でのイムノトランスファーによって行った。 "AFA-陽性"血清は、双方の方法を用い
て検出した後、かなりの力価でAFAを示すものであり、"AFA-陰性" 血清は、2つの方法の
いずれか一方でも検出可能なAFAを示さないものである。
【００１５】
GIRBAL-NEUHAUSERら(J. Immunol., 162, 585-594 (1999)に記載のプロトコルにしたがっ
て、高AFA 力価を有する45個のリウマチ血清を用いて、表皮性フィラグリン酸変異体上で
アフィニティークロマトグラフィによりAFAを精製した。精製された抗体フラクションを
貯留した。
ペルオキシダーゼ接合第2分子プローブを、全ての1次抗体：タンパク質A(Sigma)、マウス
IgGに対するヒツジ抗体(Biosys, Compiegne, France)、ウサギのIgGに対するヤギFabフラ
グメント(Biosys)及びヒツジIgGに対するウサギのF(ab')2フラグメント(Southern Biotec
h. Inc)を検出し、ヒト、マウス、ウサギ及びヒツジの各IgG を検出するために使用した
。ペルオキシダーゼ活性を、製造業者により提示されたプロトコルによって、ECLTM検出
システム(Amersham International, Aylesbury, UK)を用いて可視化した。
【００１６】
結果
精製されたAFA 及びAFA-陽性リウマチ血清との特異的な反応は、尿素/ DTT 緩衝液中で生
成された抽出物でのみ観察された。
結果を図1に示す：
図1の凡例:
-　　　 AFAp = 精製AFA;
-　　　 RA 血清 = リウマチ血清:
* AFA+ = AFA-陽性;
* AFA- = AFA-陰性;
-　　　 対照血清 = RA以外の炎症性リウマチ形態を患った患者又は健康なドナー由来の
血清。
【００１７】
これらの結果は、精製AFA及びAFA-陽性リウマチ血清との特異的な反応が、およそ64 kD～
78 kD (w64～78)及び55 kD～61 kD (w55～61)のそれぞれの見掛け分子量の2つのタンパク
質バンドに関係することを示す。これらのタンパク質バンドは、AFA-陰性血清がRAを患っ
た患者又は炎症性リウマチの他の形態、あるいは健康なドナー由来のものか否かに関わら
ず、AFA-陰性血清によっては検出されなかった。
精製AFA及びAFA-陽性リウマチ血清により特に認識されたこれらのタンパク質の存在は、
研究対象の4人のリウマチ患者由来の滑膜組織の尿素/DTT抽出物中で観察された。
【００１８】
合計で48個のAFA-陽性リウマチ血清を、少なくとも1つの滑膜尿素/DTT抽出物上にイムノ
トランスファーすることによって試験した。これらの血清中、w64-78を認識したものは40
個、w55-61を認識したものは39個、w64-78とw55-61の両方を認識したものは37個、w64-78
しか認識しなかったものは3個、w55-61しか認識しなかったものは2個であった。
13個のAFA-陰性リウマチ血清を、滑膜組織の少なくとも1つの尿素/DTT抽出物上にイムノ
トランスファーすることによって試験した。これらの血清はw64-78又はw55-61のいずれも
認識しなかった。
健康なドナー由来の10個の血清及び炎症性リウマチの他の形態を患った患者由来の5つの
血清も、少なくとも1つの滑膜尿素/DTT抽出物上にイムノトランスファーすることによっ
て試験した。これらの血清は、w64-78又はw55-61のいずれも認識しなかった。
【００１９】
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2) w64-78及びw55-61の抗原性タンパク質の特徴づけ
RAを患った患者のうち1人の滑膜組織の尿素/DTT緩衝液抽出物のタンパク質を、4容量の氷
アセトンで沈殿させ、次いで初期濃度より15倍高い濃度で尿素/DTT緩衝液中で再度溶解し
た。
濃縮した抽出物のタンパク質を二次元電気泳動、等焦点分画電気泳動次いでSDS-PAGE に
よって分離した。
二次元電気泳動分離をPhastSystemTM(Pharmacia)で行った。第一の電気泳動分離をPhastG
el(等焦点分画電気泳動(IEF)ゲルで行ったが、このゲルは予め、洗浄、乾燥し、8 M の尿
素、0.5%のNonidet P-40、3～10のpH勾配をもたらす両性電解質(Pharmacia)を含む脱イオ
ン化緩衝液中で再水和化した。第二次元を7.5%のポリアクリルアミドゲルでSDS-PAGEによ
って行った。
【００２０】
次いで、タンパク質を、50 mM Tris及び50 mMのホウ酸中でポリビニルジフルオリド(PVDF
)膜(ProBlottTMmembranes, Applied Biosystems, Foster City, CA)に電子トランスファ
ーした。最後に膜を、0.1%のアミドブラック、1%の酢酸及び45%のメタノールの水溶液で
染色するか、又は上記1)に記載のプロトコルにしたがってリウマチ血清で免疫検出した。
図2は、PVDF 膜上で電子トランスファーした後に得られたプロフィルを示す：
a)　　　アミドブラックで染色; 又は
b)　　　AFA-陽性リウマチ血清で免疫検出; 又は
c)　　　AFA-陰性リウマチ血清で免疫検出。
図2の凡例:
-　　　 アミドブラック = アミドブラックで染色；
-　　　 AFA+ = AFA-陽性リウマチ血清で免疫検出;
-　　　 AFA- = AFA-陰性リウマチ血清で免疫検出。
【００２１】
アミドブラックで染色した後、64～78 kD 及び55～61 kDの見掛け分子量及びおよそ5.85
～8.45の pIを有する 2つの主なタンパク質が観察される。
これらのタンパク質をAFA-陰性リウマチ血清ではなく、AFA-陽性リウマチ血清で免疫検出
する。
二次元電気泳動後、PVDF膜上への同一の転移を用いて、各反応免疫性ゾーンの中心に相当
する膜フラグメントを切除し、次いで製造業者が推奨する方法によって、Applied Biosys
temsシーケンサー(494A又は473A)でアミノ末端塩基配列決定に付した。
配列gly-pro-arg-val-val-glu-arg-his-gln-ser-alaは、w64～78　抗原に相当する膜フラ
グメントから得られた。この配列は、ヒトフィブリノゲンの(-鎖前駆体遺伝子の産物の配
列36～46と全く同一である。 w64～78の免疫反応性ゾーンの右又は左の末端に相当する膜
フラグメントを切除し、次いでそれぞれアミノ末端塩基配列決定の各3つのサイクルに付
したところ、 gly-pro-arg配列が毎回確認され、全てのp64～78の免疫反応性ゾーンが同
一のアミノ末端を有することが示された。
【００２２】
配列gly-his-arg-pro-leu-asp-lys-lys-argは、w55～61抗原に相当する免疫反応性ゾーン
の中心に相当する膜フラグメントから得られた。この配列は、ヒトフィブリノゲンのβ-
鎖の前駆体遺伝子の産物の配列45～54と全く同一である。w55～61の免疫反応性ゾーンの
左末端に相当する膜フラグメントを切除し、次いでアミノ末端塩基配列決定の2つのサイ
クルに付したところ、gly-his配列が認められた。w55～61免疫反応性ゾーンの右末端に相
当する膜フラグメントを切除し、次いでアミノ末端塩基配列決定の6つのサイクルに付し
たところ、gly-his-arg-pro-leu-asp配列及び gly-pro-arg-val-val-glu 配列が認められ
た。これは、全てのw55～61の免疫反応性ゾーンが同一のアミノ末端を有し、部分的にはw
64～78抗原と同時に移動する（co-migrate）ことを示している。
w64～78及びw55～61 抗原性タンパク質のアミノ末端は、トロンビンによるフィブリノペ
プチド A及びBの各切断後、ヒトのフィブリノゲンのα-及びβ-鎖のアミノ末端にそれぞ
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れ相当する。したがって、w64～78及びw55～61抗原性タンパク質のアミノ末端はそれぞれ
、ヒトのフィブリンのα-鎖及びβ-鎖のアミノ末端と同一である。
【００２３】
w64～78及びw55～61抗原の見掛け分子量は、ヒトのフィブリンの(-鎖及び(-鎖についての
理論的分子量値とそれぞれ適合する。
一方のw64～78抗原とフィブリンのα-鎖との同一性及び他方のw55～61抗原とフィブリン
のβ-鎖の同一性は、これらの抗原に対する抗フィブリン（フィブリノゲン）抗体の反応
性を分析することによって確認された。尿素/ DTT中で調製された滑膜組織の抽出物を使
用するイムノトランスファーによって、「311」マウスのモノクローナル抗体（ヒトのフ
ィブリノゲン及びフィブリンの3つの鎖α、β及び弱いものであるがγを認識する）は、w
64～78及びw55～61抗原に関して主に反応性である。 同様に、それぞれ組換え型α-及び
β-鎖のフィブリノゲンに対するヒツジ及びウサギの2つの抗血清は、w64～78抗原と共に
移動するタンパク質及びw55～61抗原と共に移動するタンパク質をそれぞれ主に認識した
。
【００２４】
実施例2：生体外でのリウマチ血清及び精製AFAのデイミネート化フィブリノゲンとの反応
性
デイミネート化及び非デイミネート化フィブリノゲンに対する反応性を、イムノトランス
ファーによって研究した。精製されたAFA フラクション、力価を徐々に少なくした37 個
のAFA-陽性リウマチ血清、10 個のAFA-陰性リウマチ血清及び炎症性又は非炎症性リウマ
チの形態を患った患者由来の19 個のAFA-陰性血清を使用した（AFA力価はフィラグリン酸
変異体の豊富な表皮抽出物上でイムノトランスファーによって測定）。
結果は、非デイミネート化フィブリノゲンの場合は図3A、デイミネート化フィブリノゲン
の場合は図3Bに示す。
【００２５】
図3の凡例:
図3A:　 精製した非デイミネート化ヒトフィブリノゲン;
-　　　 311 = 抗フィブリノゲンモノクローナル抗体311;
-　　　 対照血清 = RA以外の炎症性リウマチの形態を患った患者又は健康なドナー由来
の血清;
-　　　 RA 血清 = リウマチ血清;
*　　　 AFA+ = AFA-陽性;
*　　　 AFA-　　= AFA-陰性;
図3B:PADでデイミネート化した精製したヒトフィブリノゲン；
-　　　 311 = 抗フィブリノゲンモノクローナル抗体311;
-　　　 C1 = マウスIgGに対するヒツジ抗体;
-　　　 C2 = タンパク質Aに対するヒツジ抗体;
-　　　 対照血清 = RA以外の炎症性リウマチの形態を患った患者又は健康なドナー由来
の血清;
-　　　 RA 血清 = リウマチ血清;
*　　　 AFA+ = AFA-陽性;
*　　　 AFA-　　= AFA-陰性;
【００２６】
非デイミネート化フィブリノゲン
上記実施例1に記載の条件下、SDS-PAGEで分離した後、非デイミネート化フィブリノゲン
は、タンパク質を形成するα-、β-及びγ-ポリペプチド鎖の予期された見掛け分子量に
相当する48 kDa、58 kDa及び69 kDaの各見かけ分子量を有する 3つのポリペプチドから構
成される（結果の提示なし）。 "311" 抗フィブリノゲンモノクローナル抗体は、α-及び
β-ポリペプチド鎖を強く認識し、γ-ポリペプチド鎖を非常に弱く認識する（図3A）。
フィブリノゲンのα-、β-及びγ-鎖それぞれに特異的な抗血清は、それらがそれぞれ目
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的とする鎖に対しても反応性を示した（結果は提示せず）。
【００２７】
フィブリノゲンのデイミネート化
ウサギの骨格筋から精製したペプチジルアルギニンデイミナーゼ(PAD) (Sigma, St. Loui
s, MO)を使用した。ヒトのフィブリノゲン(Calbiochem, San Diego, CA)を10 mMのCaCl2
及び5 mMのDTTを含む 0.1 M Tris-HCl緩衝液pH7.4中PAD (7 U/mgのタンパク質)の存在下
又は不在下、0.86 mg/mlの濃度、50℃で2時間インキュベートした。 これらの条件は、AF
Aにより認識されるヒトの組換えフィラグリン上でエピトープの発生を予め可能にするも
のである[GIRBAL-NEUHAUSERら、J. Immunol., 162, 585-594 (1999)]。次いで、デイミネ
ート化を2%のSDS を添加し、100℃で3分間加熱することによって止めた。
2時間デイミネート化した後、2つのα-及びβ-ポリペプチドのSDS-PAGE による電気泳動
移動度は変化したが、γ-ポリペプチドでは不変のままであった。特にα-鎖に相当するタ
ンパク質はこの時82 ～95 kDaの拡散したバンドの形状で生じ、"311"抗フィブリノゲンモ
ノクローナル抗体（図3B）ならびにα-鎖のフィブリノゲンに対する抗血清（結果は提示
せず）の両方により免疫検出された。
【００２８】
β-鎖に相当するタンパク質は、下方のバンドに対して458 kD及び上方のバンドに対して6
0 kDの分子量を有する明確なダブレットの形状で生じ、それは"311" 抗フィブリノゲンモ
ノクローナル抗体（図3B）では認識されず、ヒトのフィブリノゲンの組換えβ-鎖に対す
るウサギ抗血清によって免疫検出された（結果は提示せず）。
α-鎖又はβ-鎖に対する反応は、C1及びC2抗体で観察されない。
【００２９】
血清の反応
非デイミネート化フィブリノゲンのα-及びβ-鎖に対する血清の反応性はゼロであるか又
は非常に弱く、特定のサブグループに属さず稀にしか生じない極少数の血清に関わった。
他方では、デイミネート化後、デイミネート化α-及びβ-鎖に相当するポリペプチドは、
精製AFA（結果は提示せず）及び37個の全てのAFA-陽性リウマチ血清(最も低いAFA力価を
有するものを除く)に強く反応する。 さらに、10個のうち6個のAFA-陰性リウマチ血清は
、デイミネート化したα-又はβ-ポリペプチドも明確に認識し、2つはα-ポリペプチド又
はβ-ポリペプチドダブレットを免疫検出し、他の3つは β-ポリペプチドダブレットのみ
を検出し、1つだけはα-ポリペプチドのみを免疫検出した。他方では、β-ポリペプチド
ダブレット上で反応性のシェーグレン症候群を患った患者由来の血清を除いて、対照血清
はデイミネート化フィブリノゲンを免疫検出しなかった。
【００３０】
2つのデイミネート化α-及びβ-ポリペプチドに対するAFA-陽性リウマチ血清のアフィニ
ティーは 、血清ごとに僅かに変化することが分かった。従って、6つの血清は、βポリペ
プチドを強く検出したが、αポリペプチドについては極めて弱く認識するにすぎなかった
。同様に、α-ポリペプチドに対して高い反応性の3つの血清は、デイミネート化β-ポリ
ペプチドを検出しなかった。 さらに、2つのポリペプチドの標識化の強度は、総合的に血
清のAFA力価に比例すると思われる。フィブリノゲンのデイミネート化α-及びβ-ポリペ
プチドで反応性の血清は、フィブリノゲンのデイミネート化の間に生じた高分子量（200 
kD以上）のポリペプチドにも反応性であったことに留意されたい。抗フィブリノゲン抗体
と明らかに反応するこれらのポリペプチドは、おそらくフィブリノゲン鎖の凝集体であろ
う。
【００３１】
結論として、非デイミネート化ポリペプチドは決して認識されなかったため、リウマチ血
清によるフィブリノゲンのα-及びβ-ポリペプチドの認識は、それらのデイミネート化に
完全に依存しているだけでなく、これらの血清の抗フィラグリン反応性に明らかに関連し
ている。これらのデイミネート化ポリペプチドによって、リウマチ血清中に存在するAFA
を優れた感度で検出できることに留意されたい。
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これらの結果は、リウマチ性の滑膜性関節中のASAの抗原標的がヒトフィブリンのα-鎖及
びβ-鎖のデイミネート化形態であることを明確に立証している。
【００３２】
【図面の簡単な説明】
【図１】　図1の凡例: AFAp = 精製AFA; RA 血清 = リウマチ血清: * AFA+ = AFA-陽性; 
* AFA- = AFA-陰性; 対照血清 = RA以外の炎症性リウマチ形態を患った患者又は健康なド
ナー由来の血清。
【図２】　図2の凡例: アミドブラック = アミドブラックで染色； AFA+ = AFA-陽性リウ
マチ血清で免疫検出; AFA- = AFA-陰性リウマチ血清で免疫検出。
【図３】　図3の凡例: 図3A:精製した非デイミネート化ヒトフィブリノゲン; 311 = 抗フ
ィブリノゲンモノクローナル抗体311; 対照血清 = RA以外の炎症性リウマチの形態を患っ
た患者又は健康なドナー由来の血清; RA 血清 = リウマチ血清;*AFA+ =AFA-陽性;*AFA-=A
FA-陰性; 図3B:PADでデイミネート化した精製したヒトフィブリノゲン；311 = 抗フィブ
リノゲンモノクローナル抗体311; C1 = マウスIgGに対するヒツジ抗体; C2 = タンパク質
Aに対するヒツジ抗体; 対照血清 = RA以外の炎症性リウマチの形態を患った患者又は健康
なドナー由来の血清; RA 血清 = リウマチ血清;*AFA+=AFA-陽性;*AFA-= AFA-陰性。

【図１】

【図２】

【図３Ａ】
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