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(57)【要約】
　本発明は、臨床サンプル中の抗環状シトルリン化ペプチド抗体をアッセイする方法であ
って、前記サンプルを、抗ＣＣＰ抗体の特異的バインダーを少なくとも１つ含む少なくと
も１つのホモジニアス試薬に接触させることで、ホモジニアスサンプル混合物において抗
ＣＣＰ結合パートナー複合体の溶液または懸濁液を形成する工程と、ホモジニアス液相の
前記抗ＣＣＰ結合パートナー複合体の存在またはレベルを検出する工程とを含む方法に関
する。本発明はまた、対象におけるＲＡの存在、リスク、可能性または傾向を評価する方
法であって、本発明に係るホモジニアスアッセイにおいて前記対象の身体サンプル中の抗
ＣＣＰをアッセイすることで、前記サンプル中の抗ＣＣＰ抗体のレベルを測定する工程と
、このように測定されたレベルを前記対象におけるＲＡの存在、リスク、可能性または傾
向と関連付ける工程とを含む方法に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　臨床サンプル中の抗ＣＣＰ抗体をアッセイする方法であって、前記サンプルを、抗ＣＣ
Ｐ抗体の特異的バインダーを少なくとも１つ含む少なくとも１つのホモジニアス試薬に接
触させることで、ホモジニアスサンプル混合物において抗ＣＣＰ結合パートナー複合体の
溶液または懸濁液を形成する工程と、ホモジニアス液相の前記抗ＣＣＰ結合パートナー複
合体の存在またはレベルを検出する工程とを含む、方法。
【請求項２】
　対象におけるＲＡの存在、リスク、可能性または傾向を評価する方法であって、請求項
１に記載のホモジニアスアッセイにおいて前記対象の身体サンプル中の抗ＣＣＰをアッセ
イすることで、前記サンプル中の抗ＣＣＰ抗体のレベルを測定する工程と、このように測
定されたレベルを前記対象におけるＲＡの存在、リスク、可能性または傾向と関連付ける
工程とを含む、方法。
【請求項３】
　抗ＣＣＰの存在または１つ以上の閾値を超える抗ＣＣＰの濃度を、ＲＡの存在、重篤度
増大、リスク増大、可能性増大および／または傾向増大と関連付け、抗ＣＣＰの非存在ま
たは１つ以上の閾値未満の抗ＣＣＰの濃度を、ＲＡの非存在、重篤度低下、リスク低下、
可能性低下および／または傾向低下と関連付ける、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記閾値は、アクシスシールド・ＤＩＡＳＴＡＴ（ＴＭ）抗ＣＣＰ　ＥＬＩＳＡアッセ
イにより測定される５Ｕ／ｍｌであり、前記閾値を超える抗ＣＣＰの濃度を、ＲＡの存在
、リスク増大、可能性増大および／または傾向増大と関連付ける、請求項３に記載の方法
。
【請求項５】
　抗ＣＣＰの評価と組み合わせて、リウマチ因子（ＲＦ）等のその他の生化学的マーカー
の評価を行う、請求項２～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　抗ＣＣＰ抗体の前記特異的バインダーは、少なくとも１つのシグナル生成部分に結合す
る、請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　前記シグナル生成部分と、同じまたは異なる種類の少なくとも１つのその他のシグナル
生成部分とを含む複合体を形成することで、検出可能なシグナルが生成される、請求項６
に記載の方法。
【請求項８】
　前記シグナル生成部分は、ナノ粒子である、請求項６または７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ナノ粒子は、抗ＣＣＰ抗体の２つ以上の特異的バインダーに結合する、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
　抗ＣＣＰ抗体の前記特異的バインダーは、少なくとも１つのＣＣＰペプチドである、請
求項１～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記臨床サンプルは、血液、血液製剤、血清、血漿、尿、脳脊髄液、口腔液、滑液およ
び気腫液から選択される、請求項１～１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記検出は、タービジメトリーにより行われる、請求項１～１１のいずれかに記載の方
法。
【請求項１３】
　不透明化エンハンサーを添加する工程をさらに含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
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　この方法を、アクシスシールド・ＤＩＡＳＴＡＴ（ＴＭ）抗ＣＣＰ　ＥＬＩＳＡアッセ
イにより測定される抗ＣＣＰ含有量が０～２０００Ｕ／ｍｌの較正サンプルに対して行う
工程をさらに含む、請求項１～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　前記対象は、高齢の対象、骨の損傷または障害を患った対象、高まるまたは異常な関節
疲労を患った対象、炎症性および／または自己免疫性疾患を有する対象、ＲＡの家族歴を
有する対象、遺伝子検査によりＲＡの傾向増大が指摘された対象、およびＲＡを示すもの
であるか疑わしい臨床症状を有する対象からなる対象群から選択される対象である、請求
項２～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　本発明に係る方法を行うキットであって、抗ＣＣＰ抗体の少なくとも１つのホモジニア
ス特異的バインダーと、少なくとも１つのホモジニアスシグナル生成部分とを含み、前記
少なくとも１つのホモジニアスシグナル生成部分は、任意に前記特異的バインダーに結合
するかまたは前記特異的バインダーに固有のホモジニアスシグナル生成部分である、キッ
ト。
【請求項１７】
　本発明に係る方法を行うキットであって、少なくとも１つのホモジニアス特異的バイン
ダーを含み、そのホモジニアス特異的バインダーと抗ＣＣＰ抗体との結合反応によりシグ
ナルが生成される、キット。
【請求項１８】
　少なくとも１つのシグナル生成部分と、
　既知濃度の少なくとも抗ＣＣＰ溶液と、
　少なくとも１つの不透明化エンハンサーと、
　光透過容器と、
　検出器という任意の構成要素のうち、少なくとも１つをさらに含む、請求項１６に記載
のキット。
【請求項１９】
　抗ＣＣＰ含有体液サンプルを受け、シグナル生成部分（例えば、ナノ粒子）に結合した
抗ＣＣＰ特異的バインダーを加え、任意に不透明化エンハンサーを加え、そして抗ＣＣＰ
含有量を評価するように配置された、自動化装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、対象における関節リウマチ（ＲＡ）の存在、可能性または傾向を検出するイ
ンビトロアッセイ方法に関する。本発明は特に、自動化されたアッセイ、特に、対象にお
ける環状シトルリン化ペプチドに特異性を有する内因性抗体（抗ＣＣＰ）の存在またはレ
ベルを測定することを含む関節リウマチ（ＲＡ）を評価するアッセイ方法に関する。本発
明はまた、対象における環状シトルリン化ペプチドに特異性を有する内因性抗体（抗ＣＣ
Ｐ）の存在またはレベルを測定する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　関節リウマチ（ＲＡ）は、成人人口の０．５～１％を襲う一般的な全身性自己免疫疾患
である。ＲＡは、滑膜関節の炎症を特徴とする。これにより、関節破壊が進行し、その結
果、生活の質が損なわれる可能性がある。不可逆的な関節損傷を防止する上で早期の介入
が不可欠であることは一般的に認められており、そのため、疾患のできるだけ早い段階で
ＲＡの診断を行うことが重要である。１９８７年米国リウマチ学会（ＡＣＲ）の分類は、
早期の関節リウマチ（ＲＡ）の診断にはあまり適していないものの、ＲＡの診断において
広く用いられている。これは、ＡＣＲの基準が臨床症状の発現に大きく依存したもので、
早期ＲＡにおいてこれらは明白でないことが多いためである。理想的には、積極的な治療
養生法の対象として恩恵を受けると思われる患者をリウマチ学者が特定することができる
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よう、特異性および感度の高いＲＡの血清学的マーカーが求められる。現在、ＲＡの血清
学的マーカーとして、リウマチ因子（ＲＦ）試験が広く用いられているが、この試験は特
異性に欠け、また疾患に存在しない（血清反応陰性関節リウマチ）ことが多いことが認め
られている。
【０００３】
　ここ数年に渡り、ＲＡ患者に対して高特異性（＞９５％）かつ高感度（＞８０％）であ
ることが報告されている新規な抗体マーカーが記載されている。ＲＡを有する対象は、環
状シトルリン化ペプチドに対する内因性自己抗体（抗ＣＣＰ）を発達させることが分かっ
ており、これらが早期ＲＡの診断におけるマーカーとして用いられている。血中に存在し
、アミノ酸シトルリンを含む合成ペプチドと反応する抗体は、ＲＡに高い特異性を有して
いるという１９９８年の第１回目の報告以来、患者の血液、血清または血漿中の抗ＣＣＰ
抗体を測定することが、この疾患の早期かつ正確な診断における選り抜きの方法となって
いる。
【０００４】
　ＣＣＰに特異的な内因性抗体（抗ＣＣＰ）のアッセイは、リウマチ因子試験と同様の感
度を有しているが、特異性がはるかに高いものである。その上、抗ＣＣＰの試験が陽性で
ある場合、無症候性個体および未分化関節炎患者の両方において、今後ＲＡが発症するこ
との予測が可能となる。また、発現時の抗体レベルをびらん性疾患への進行と関連付け得
ることが示されている。早期診断および治療を、好ましくは症状の発現から最初の数ヶ月
以内に行うことは、不可逆的な関節損傷の防止に役立ち得る。
【発明の概要】
【０００５】
　先行技術において、抗ＣＣＰ抗体を測定するためにヘテロジニアスイムノアッセイが提
案されている。このようなヘテロジニアス測定は、直接または間接的にＣＣＰを固相にコ
ーティングし、この固相を、抗ＣＣＰ抗体がＣＣＰに結合し得る条件下で、抗ＣＣＰ抗体
を含むと認識または推測されるサンプルとインキュベートし、直接または間接的に抗ＣＣ
Ｐ抗体の結合を検出することに基づくものである。さらなるアッセイ形式は、いわゆる二
重抗原架橋アッセイで、抗ＣＣＰを測定する場合、このイムノアッセイの固相側および検
出側の両方でＣＣＰを用い、患者サンプル中の自己抗体がこれら「二重」抗原間に架橋を
形成するものである。通常、ヘテロジニアスイムノアッセイが行われる間、数回の洗浄工
程が含まれる。このような方法は効果的であるが、比較的時間がかかり、要求される試薬
および装置の点で厳しい。また、このようなアッセイを自動化することは困難で、自動化
すると信頼性が比較的低くなる。
【０００６】
　上記に鑑み、特に生化学的パラメータに基づいた、関節リウマチの評価に役立つ方法が
明確に必要とされている。さらに、ＲＡの可能性または傾向を診断または指摘する選り抜
きの試験として抗ＣＣＰが出現したことに伴い、ますます多くの患者に対して抗ＣＣＰ抗
体の存在の試験をすることが明確に必要とされている。このため、身体サンプル中の抗Ｃ
ＣＰ抗体を検出および／または定量化するための、簡素化、高速化、高感度化、精密化、
ハイスループット化および／またはより自動化されたアッセイ方法が必要である。
【０００７】
　本発明者らは、驚いたことに、本明細書に示されるように身体サンプル中の抗ＣＣＰ抗
体のホモジニアスアッセイ（homogeneous assay）を行うことにより、上記要素の一部ま
たは全部のバランスが向上し、より効果的な臨床アッセイを行い得ることを確証した。
【０００８】
　よって、第１の局面において、本発明は、臨床サンプル中の抗ＣＣＰ抗体をアッセイす
る方法であって、前記サンプルを、抗ＣＣＰ抗体の結合パートナーを少なくとも１つ含む
少なくとも１つのホモジニアス試薬(homogeneous reagent)に接触させることで、ホモジ
ニアスサンプル混合物(homogeneous sample mixture)において抗ＣＣＰ結合パートナー複
合体(binding partner complex)の溶液または懸濁液を形成する工程と、前記抗ＣＣＰ結
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合パートナー複合体の存在またはレベルを検出する工程とを含む方法を提供する。
【０００９】
　本発明の抗ＣＣＰ抗体の評価の主な用途は、現在のところ、臨床サンプルを採取した対
象におけるＲＡの存在、リスク、可能性および／または傾向を分析することである。
【００１０】
　したがって、第２の局面において、本発明は、対象におけるＲＡの存在、リスク、可能
性または傾向を評価する方法であって、本発明に係るホモジニアスアッセイ(homogeneous
 assay)において前記対象の身体サンプル中の抗ＣＣＰをアッセイすることで、前記サン
プル中の抗ＣＣＰ抗体のレベル（例えば、存在、非存在または関連性もしくは絶対濃度）
を測定する工程と、このように測定されたレベルを前記対象におけるＲＡの存在、リスク
、可能性または傾向と関連付ける工程とを含む方法を提供する。
【００１１】
　この方法において、抗ＣＣＰの存在または１つ以上の閾値を超える抗ＣＣＰの濃度を、
ＲＡの存在、リスク増大、可能性増大および／または傾向増大と関連付け、抗ＣＣＰの非
存在または１つ以上の閾値未満の濃度を、ＲＡの非存在、リスク低下、可能性低下および
／または傾向低下と関連付けることが好ましい。
【００１２】
　対象におけるＲＡの評価に関する本発明の全ての局面において、この方法は、上記に示
した抗ＣＣＰの評価と組み合わせて、任意に、リウマチ因子（ＲＦ）等のその他の生化学
的マーカーの評価を行っても良い。そして、測定された各因子に適切な重み付けを行うこ
とで、ＲＡの存在、リスク、可能性および／もしくは傾向の確率または度合いを測定して
も良い。２つ以上の独立した因子を用いた場合も、評価として予測を信頼し得る余地があ
る。全ての因子が一致すれば、例えば、高い信頼性が存在する。しかしながら、因子が一
致しなければ、個々の各因子が偽陽性または偽陰性を示す傾向が考慮され得る（例えば、
ＲＡ患者の約２０％は、ＲＦが陰性であることが知られている）。
【００１３】
　本発明の第２の局面の方法において、ＲＡの治療を受けているまたは受けた患者におい
て、抗ＣＣＰの非存在または少なくとも１つの閾値（例えば、本明細書に示したような絶
対値もしくは相対値、または同じ対象に対して本方法により行われた先のアッセイで確立
された値（治療の有無により予測される疾患の進行の補正因子を含む））未満の濃度によ
り、効果的な治療を示しても良い。反対に、抗ＣＣＰの存在または少なくとも１つの閾値
（例えば、本明細書に示したような絶対もしくは相対値、または同じ対象に対して本方法
により行われた先のアッセイで確立された値（治療の有無により予測される疾患の進行の
補正因子を含む））を超える濃度により、効果の低いまたは効果のない治療を示しても良
い。よって、この方法は、ＲＡを患っている患者における治療の有効性のモニタリング、
またはＲＡを患うリスクもしくは傾向の高い対象における予防にも役立つ。
【００１４】
　さらなる局面において、本発明はまた、本発明に係る方法を行うキットであって、抗Ｃ
ＣＰ抗体の少なくとも１つのホモジニアス特異的バインダー(homogeneous specific bind
er)を含むキットを提供する。本発明のキットは、任意に、測定を行うための補助試薬を
含んでいても良い。
【００１５】
　シトルリン化ペプチドは、ＲＡ患者の血清中に見られる重要な自己抗体の抗原である。
ＲＡの臨床的可能性の高い自己抗体は、シトルリン含有エピトープに対する抗シトルリン
化タンパク質抗体である。シトルリンは、酵素ペプチジルアルギニンデアミナーゼ（ＰＡ
Ｄ）によるアルギニン残基の翻訳後修飾により生成された非標準アミノ酸であって、この
プロセスをシトルリン化と称する。
【００１６】
　本発明のアッセイ方法は、少なくとも１つの特異的バインダーを利用し、バインダーと
サンプルからの抗ＣＣＰ抗体とを含む複合体を生成する。そして、この複合体を検出する
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。好ましい実施形態において、抗ＣＣＰは、１つ以上のＣＣＰを抗原バインダーとして用
いることで測定される。そして、適切な手段により、サンプルに含まれる抗ＣＣＰ抗体の
ＣＣＰ抗原に対する結合を検出する。もう一つの方法として、または抗原バインダーと組
み合わせて、抗ＣＣＰ抗体自体に対して産出された抗体（抗抗ＣＣＰ(anti-anti-CCP)）
を特異的バインダーとして用いることもできる。
【００１７】
　本明細書で用いられる「結合パートナー」および「特異的バインダー」という語は、当
該成分（概して、抗ＣＣＰ）に特異的に結合するバインダー、パートナーまたはリガンド
を示すために用いられている。このようなバインダーは、一般的に、サンプルのその他の
成分、例えば、その他のペプチド、タンパク質または抗体に対して結合親和性をほとんど
または全く示さない。例えば、同じ対象からの非抗ＣＣＰ抗体に対する親和性は、バイン
ダーまたはリガンドの抗ＣＣＰに対する親和性の１／１００以下、好ましくは１／１，０
００以下、最も好ましくは１／１０，０００以下であるべきである。非抗ＣＣＰ抗体に対
する相対的親和性は、１／１０4～１／１０8であることが特に好ましい。
【００１８】
　本発明のアッセイはホモジニアス(homogeneous)であり、方法の簡素化、自動化の容易
化、試薬および反応工程数の削減ならびに信頼性の向上において大きなメリットを提供す
る。しかしながら、過剰または未結合の試薬を洗い流す機会がないため、アッセイの設計
には多大な要求が課される。
【００１９】
　本発明者らは、適切な結合および検出技術により、ヘテロニジアス相の洗浄および分離
を必要とすることなく高感度および高信頼性を実現する、抗ＣＣＰ抗体のホモジニアスア
ッセイを設計し得ることを認識した。
【００２０】
　本明細書で用いられる「ホモジニアス(homogeneous)」という語は、サンプル試薬また
はその他の混合物が、安定した単一の液相であることを示している。よって、十分に小さ
い微粒子の懸濁液が、少なくとも実験を行うための所要時間、好ましくは１時間、より好
ましくは３時間に渡り、バルク液相に沈澱したり、有意に浮遊したりしないものを、分子
溶液はホモジニアスであると考える。最も好ましいのは、より長期間、例えば、少なくと
も１週間、好ましくは少なくとも１ヶ月に渡り安定した浮遊物である。タービジメトリー
等により検出するに当たり、本発明の方法はホモジニアス技術を用いる。この場合、正確
な測定を行うために混合物が十分な時間（通常、２０秒～３時間、より好ましくは２～６
０分）、ホモジニアスを保つことのみが必要である。
【００２１】
　上記と対応し、本明細書で用いられる「ホモジニアスアッセイ(homogeneous assay)」
という語は、サンプルと少なくとも１つの試薬とを混合してシグナルを生成し、相分離を
伴う分離または洗浄工程を行うことなく、そのシグナルを検出するアッセイ方法である。
よって、本発明のホモジニアスアッセイ方法において、固体支持体に対する結合または捕
獲により、サンプルの抗ＣＣＰ抗体成分または抗ＣＣＰ抗体成分を含む複合体がバルク液
相から分離されることはない。よって、相分離工程の必要がなく、この方法のプロセスは
著しく簡素化される。本発明の方法に先立ち、相分離による抗ＣＣＰの予備濃縮を行うこ
とができるが、工程数およびアッセイの全体的な複雑性が増加するため、これは好適さに
劣る実施形態である。本明細書に詳細に記載されるように、このようなホモジニアスアッ
セイ方法において洗浄工程を不要とすることができるため、これを念頭において方法、バ
インダーおよびシグナル生成部分を選択しなければならないことは明白である。
【００２２】
　例えば、固体表面を必要とするホモジニアスではない技術の自動化と比較して、適切で
ホモジニアスアッセイの自動化は、比較的容易である。また、その結果自動化されたホモ
ジニアスプロセスは、信頼性が高く、必要とされる計器装備がより簡素であるため、例え
ば、故障しにくいことが多い。また、自動化されたホモジニアスアッセイは、高速で、サ
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ンプルのハイスループットを可能にし、比較的廉価で作動する。
【００２３】
　ホモジニアスアッセイを行うため、様々な種類の周知のアッセイ形式を適用しても良く
、特に有用であるのは、サンプルの成分を集約することでシグナルを生成するアッセイ形
式である。抗体は、その多価（特に、二価）性により架橋剤として機能するため、それら
のバインダーを２個ずつ集約したり、また特異的バインダーの少なくともいくつかが多価
である場合は、より大きな集合体に集約したりする。したがって、抗ＣＣＰ結合パートナ
ー複合体は、抗体または結合パートナーを単独で著しく検出することのない手段によって
検出可能であることが好ましい。適切な方法として、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ
－２つの蛍光団を別々に２つの抗ＣＣＰ結合パートナーに付着させる）、シンチレーショ
ン近接アッセイ（ＳＰ－放射性標識およびシンチラントを別々に２つの抗ＣＣＰ結合パー
トナーに付着させる）、蛍光偏光（ＦＰ－より大きな複合体を形成することで、少なくと
も１つの特異的バインダーに付着した蛍光団の転回(tumbling)そして偏光解消を減速させ
る）および特に、凝集（サンプル中の小粒子および／または成分の凝集により入射放射（
特に、レーザ光等の光）の吸収または散乱を増加させ、小粒子／成分により形成され、そ
れらの総効果よりも大きな散乱効果を有するより大きな粒子を生成する）が挙げられる。
粒子凝集は、通常、タービジメトリーまたはネフェロメトリーにより測定される。
【００２４】
　よって、本発明の非常に好ましい実施形態は、ＣＣＰペプチドおよび／または抗ＣＣＰ
結合アプタマー等の抗ＣＣＰバインダーでコーティングされるか、または抗ＣＣＰバイン
ダーに付着した粒子（ラテックス粒子等）の凝集を伴うホモジニアスアッセイ形式により
、抗ＣＣＰ抗体を評価することである。
【００２５】
　閾値および基準範囲は、多くの実用技術により決定され得る。閾値は、最終的に、様々
なステージの患者を試験し、その結果を健康ボランティアの対照群と比較したものに基づ
いていなければならない。これは周知の慣習であり、試験が行われる地域における当該人
口群のプロフィールを確立するため、本発明のアッセイ方法に関して直接的に行われるこ
とが好ましい。好ましい閾値とは、臨床的にＲＡであると確認された患者の少なくとも８
０％が、その選択された値を超えるシグナルを生成するサンプルを提供する（好ましくは
、少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、例えば９５％～略１００％）よ
うな値である。同様に、好ましい閾値は、健康な対照被験者の少なくとも８０％、好まし
くは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％（例えば、９５％～略１００％
）が、その閾値を超えるシグナルを生成するサンプルを提供するように選択される。
【００２６】
　抗ＣＣＰおよびそのＲＡとの相関性を測定する既存の方法が利用可能かつ有効であるた
め、上記方法に対する代替的または補完的な手法は、本方法から生成されたシグナルを、
１つ以上の既存の抗ＣＣＰ　ＲＡアッセイ方法のスケールに対して較正するものである。
一例として、英国Ｄｕｎｄｅｅのアクシスシールド・ダイアグノスティックス(Axis-Shie
ld Diagnostics)社より入手可能なＤＩＡＳＴＡＴ（ＴＭ）抗ＣＣＰ　ＥＬＩＳＡ(DIASTA
T (TM) Anti-CCP ELISA)アッセイは、市販され広く利用可能な抗ＣＣＰのヘテロジニアス
アッセイ方法で、Ｕ／ｍｌと呼ばれる１ｍｌ当たりの任意の単位でアッセイ結果が提供さ
れる。一連のサンプルを両方の方法を用いて処理し、２つのスケールを関連付ける較正曲
線を作成することで、本発明の方法をこのような方法に対して較正し得ることは明白であ
る。これにより、閾値および基準値を周知の基準から本発明の新規なホモジニアス方法に
変換することができる。
【００２７】
　本発明の方法を上記ＤＩＡＳＴＡＴ（ＴＭ）抗ＣＣＰ　ＥＬＩＳＡアッセイに対して較
正した場合、（健康個体に関して）抗ＣＣＰ濃度の値が一般的に確認される相当基準範囲
は、＜１．０～２．９Ｕ／ｍＬである。血清または血漿中の抗ＣＣＰ濃度が５．０Ｕ／ｍ
Ｌを超える（例えば、３．５～２０００、好ましくは５．０～５００、特に８．０～２０
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０（以上）Ｕ／ｍｌ）場合、一般的に、ＲＡの可能性またはＲＡの傾向を非常に強く示し
ている。一実施形態において、抗ＣＣＰ値が閾値（例えば、３Ｕ／ｍｌ、好ましくは５Ｕ
／ｍｌ）を超えて高いほど、ＲＡの傾向が強いと考えられる。
【００２８】
　本発明において抗ＣＣＰの濃度を評価する特に好ましいアッセイ方法は、粒子ベースの
イムノアッセイである。これは、抗ＣＣＰ抗体により仲介された懸濁液中のナノ粒子の凝
集をタービジメトリー検出し、それに応じて抗ＣＣＰ濃度を決定することに基づく感度の
高い技術である。このアッセイにより提供される感度には、体液（例えば、血漿または血
清）サンプル中の比較的低濃度の抗ＣＣＰを高水準の精度で測定できるという利点がある
。同時に、比較的高濃度の抗ＣＣＰも正確に測定することができる。
【００２９】
　通常、抗ＣＣＰの含有量が広範囲に渡る較正サンプルを用いてアッセイ方法の較正およ
び標準化が行われる。最も効果的かつ代表的な較正サンプルは、一般的に、抗ＣＣＰ抗体
の総数が非常に多い患者から採取され、較正範囲を形成するため必要に応じて希釈された
臨床サンプルから得られる。上記ＤＩＡＳＴＡＴ（ＴＭ）抗ＣＣＰ　ＥＬＩＳＡアッセイ
に対して標準化された較正範囲０～２０００Ｕ／ｍＬが非常に適切であるが、実際には、
０～２００Ｕ／ｍＬの範囲で十分に必要な臨床情報が得られ得る。この検体には国際的な
参照基準傾向が存在しないため、このアッセイは、本明細書に詳細に記載される任意のア
クシスシールド単位（Ｕ／ｍＬ）を用いる。本発明のアッセイ方法は、濃度０．５Ｕ／ｍ
ｌまでのＣＣＰ、好ましくは０．１Ｕ／ｍｌまでのＣＣＰに対して感度を有することが好
ましい。よって、検出可能な範囲は、約０．１～２０００Ｕ／ｍｌ、例えば０．１～２０
０Ｕ／ｍｌとなる。
【００３０】
　上記に示したように、本発明の方法を標準サンプルに対して直接的に較正することが好
都合であり、患者群および健康個体の対照群を試験することで適切な閾値を決定すべきで
ある。多くの場合、抗ＣＣＰ抗体の絶対的な濃度と特定の閾値または検出値との相関関係
を知る必要はない。再現性があり、好ましくは、結果の直接比較を可能にするため、上記
に述べたＤＩＡＳＴＡＴ方法等のその他の一般的な方法で用いられるスケールとの関連付
けが可能であれば、任意のスケールで十分である。全ての局面における本発明のアッセイ
方法は、定性的、半定量的または完全定量的であり得るが、１つ以上の対照サンプルに対
してレベルを評価する定性アッセイが最も容易に行われる実施形態である。しかしながら
、標準曲線への補間等の適切な方法により、任意または絶対的なスケールに対する半定量
または完全定量アッセイを行い得る。
【００３１】
　上記目盛り０．１～２００Ｕ／ｍｌは、約１０ｎｇ／ｍｌ～２０μｇ／ｍｌの抗ＣＣＰ
抗体に対応すると考えられるが、これは異なる抗体の親和性の相違に左右される。よって
、ＲＡを有する対象およびＲＡを有さない対象の個体群を参照することで１つ以上の閾値
を決定することは、好適かつ幾分必要であるが、これをヒト対象に関する適切な検出範囲
および閾値の指針として用いることができる。よって、ＲＡの存在または非存在の適切な
閾値は、約０．１μｇ／ｍｌ～約５μｇ／ｍｌ、特に約０．２μｇ／ｍｌ～約２μｇ／ｍ
ｌ、最も好ましくは約０．４μｇ／ｍｌ～約１μｇ／ｍｌであり得る。それに対応し、適
切な検出範囲および標準液または較正液の適切な範囲は、約１ｎｇ／ｍｌ～約２００μｇ
／ｍｌ、好ましくは１０ｎｇ／ｍｌ～約１００μｇ／ｍｌである。
【００３２】
　上記に述べたように、タービジメトリー法は本発明の非常に好ましい実施形態であり、
このようなアッセイを自動化するのに必要な設備は周知であるため、主にタービジメトリ
ー法を参照して本発明を説明する。しかしながら、当該技術における従来の標識／検出シ
ステムを用いて以下に開示される方法を適合させることで、本明細書において上記したよ
うな、成分を集約して新たなシグナルを生成することに基づくアッセイ方法も同等に用い
られ得る。混濁液は、吸着（タービジメトリー）法または散乱（ネフェロメトリー）法に
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より分析され得るため、本明細書で用いられる「タービジメトリー」という語は、文脈が
許す場合、ネフェロメトリー検出を含む。
【００３３】
　本発明におけるタービジメトリー測定はホモジニアスであるため、アッセイにおける物
理的分離に固体表面が不要で、多数の洗浄および／または分離工程が不要であるという利
点もある。よって、先行技術（例えば、ＥＬＩＳＡ）と比較して、本発明のホモジニアス
方法において、抗ＣＣＰの測定は迅速かつ容易に実施され、例えば、簡単に自動化され得
る。
【００３４】
　上記に述べたように、自動化されたホモジニアスタービジメトリーアッセイも、高速で
あり、サンプルのハイスループットを可能にし、比較的廉価で作動する。通常、例えば、
ロシュ・ダイアグノスティックス(Roche Diagnostics)社より入手可能なCobas Miraまた
はHitachi  ７１１等の市販のロボットを用いて行うことができる。このような自動化さ
れたアッセイは、ＲＡの可能性または傾向に関し、個体（例えば、本明細書に記載される
高リスク群の個体）を定期的に検査することが予想される場合に、特に魅力的である。
【００３５】
　本発明の全ての方法において、重要な工程は、抗ＣＣＰ濃度の測定であり、抗ＣＣＰ含
有サンプルは、一般的に、体液、例えば、尿、脳脊髄液、口腔液、滑液(synovial fluid)
または気腫液(emphysema fluid)、より好ましくは全血または血液由来サンプルである。
血液由来サンプルを用いる場合、分析に用いられるサンプルは、細胞が減少したもの（例
えば、血清または血漿）であることが好ましい。通常、細胞欠乏(cell depletion)は、細
胞の少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９０％
をサンプルから除去することによるものである。実質的に１００％までの細胞を除去し得
る。血液および血液製剤を含むサンプル液は、アッセイされていない細胞および／または
サンプル成分が除去されるように処理され得る。サンプルは、（例えば、抗ＣＣＰ抗体を
別個の（例えば、個体基質）媒体に移し、分離し、そしてより高濃度で再懸濁させること
で）濃縮または希釈されるように処理されても良い。必要に応じ、遠心分離、特定成分の
分離または抗凝固剤等の防腐剤の添加を含む、その他の周知のサンプル前処理方法も適切
である。例えば、水、緩衝液またはその他の水性媒体を添加することでサンプルを希釈し
ても良い。あるいは、サンプル、特に全血、血清または血漿サンプルを直接用いることも
好ましい。本発明の方法に用いられるサンプルは、一般的に、「抗ＣＣＰ含有サンプル」
で、これは、本明細書において、特にＲＡまたはＲＡの傾向を有する対象における、抗Ｃ
ＣＰを通常含むサンプルを示すために用いられている。よって、このようなサンプルにお
ける抗ＣＣＰの存在はある程度想定されるが、アッセイ方法により測定される。それに対
応し、このようなサンプルにおいて抗ＣＣＰが適切な検出レベルで非存在であることは、
ＲＡの欠如またはＲＡのリスクもしくは傾向の低下を示すものと見なすことができる。
【００３６】
　サンプルを採取してリスクまたは可能性の診断または分析を行う対象は、ヒトまたは非
ヒト動物対象、特に哺乳類、好ましくはヒト、イヌ科またはネコ科の哺乳類である。ヒト
対象が最も好ましい。対象は、ＲＡの臨床症状が存在している対象であっても存在してい
ない対象であっても良い。いかなる対象も試験に適しているが、最も適しているのは、Ｒ
Ａの既知のリスクまたは徴候を多少有する個体や、リスクのある群に含まれる個体、例え
ば、高齢の対象（例えば、５０歳、特に６０歳、最も特に６５歳を超えるヒト対象、例え
ば、５０～１００歳の対象）、骨の損傷または障害を患った対象、高まるもしくは異常な
関節疲労を患った対象（例えば、運動選手）または関節疲労を罹患しやすい職業に就いて
いるもしくは就いていた対象である。ＲＡを罹患しやすいその他の条件を有する対象、特
に、炎症性および／または自己免疫性疾患を有する対象、ＲＡの家族歴を有する対象およ
び／または遺伝子検査によりＲＡを発症しやすい素質であることが指摘された対象も非常
に適している。その他の可能性のある対象群として、ＲＡを示し得るがその他の症状を示
している可能性がある臨床症状、例えば、関節硬直や関節痛を有する対象が挙げられる。
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この方法は、症状のない患者（例えば、高リスク群に含まれる外見上は健康な対象）や、
ＲＡの軽度または初期の症状しかない患者において特に有益で、不可逆的な損傷が発生す
る前に、診断が実施、確認または支持され、適切な治療が開始され得る。
【００３７】
　本発明の重要な一局面は、抗ＣＣＰ抗体の特異的バインダーとして、少なくとも１つの
ＣＣＰペプチド抗原を用いることに関する。合成ＣＣＰペプチドは既知で、一般的な技術
または商業的ペプチド合成を用いて利用可能である。組換えペプチドを形成し、必要に応
じて修飾することでＣＣＰペプチドを生成することもできる。適切なＣＣＰペプチドおよ
びそれらの類似体の配列および性状は、ＷＯ９８／２２５０３より入手可能で、その全開
示を本願に引用して援用する。適切なＣＣＰペプチドは、（直接または間接的に）シグナ
ル生成部分に結合、連結またはリンクすることで、ＣＣＰ／抗ＣＣＰ結合の程度に対応し
たシグナルを生成するように用いられ得る。例えば、従来のペプチド形成技術により得ら
れたＣＣＰペプチドを本発明の方法に用いても良い。
【００３８】
　　抗ＣＣＰ抗体は、環状シトルリン化ペプチドおよびそれらの環状類似体だけでなく、
適切な配列の直鎖状ペプチドとも特異的に反応することが示されている（例えば、ＷＯ９
８／２２５０３を参照）。よって、本発明に用いられるＣＣＰペプチドは、環状であり得
るが、環状であれ直鎖状であれ、少なくとも１つの修飾アルギニン残基、特にシトルリン
化するよう修飾されたアルギニンを有するペプチドまたはその類似体である。このような
ペプチドは、鎖内にジスルフィド結合が存在することで環状となり得るが、その他の形式
の架橋が用いられても良い。適切なペプチドは、任意の大きさであり得るが、長さが約５
～２００残基、好ましくは８～８０残基、より好ましくは約１０～３０残基のペプチドで
あることが好ましい。特に好ましいシトルリン化部分および特に好ましいＣＣＰペプチド
配列の定義を含む上記ＷＯ９８／２２５０３のFORMULA SHEETおよびその請求項２を特に
参照する。よって、ＷＯ９８／２２５０３のFORMULA SHEETおよびその請求項２を本発明
の開示に特に援用する。
【００３９】
　シグナル生成部分は、例えば、タービジメトリーアッセイの場合は粒子であり、ＦＰア
ッセイの場合は第１のシグナル生成部分として蛍光団で、また任意に、第２のシグナル生
成部分として粒子や高分子等のより大きな分子であり、ＦＲＥＴアッセイの場合は所要の
蛍光団の一方または両方であり、ＳＰアッセイではシンチラントおよび／または放射性同
位体であり得る。サンプル中の抗ＣＣＰ抗体による結合、特に二重結合／架橋の作用によ
って様々なシグナル生成部分が集約されると、対応するシグナルが生成され、対応する方
法により検出され得る。ＦＲＥＴやＳＰ等の特定の場合、２つ以上のシグナル生成部分が
必要とされ、特定の比率（例えば、１：１）または制御された方法で集約されることが最
も好都合である。このような場合、比率および結合が制御されるよう、抗ＣＣＰ抗体の単
一の特異的バインダーを各種類のシグナル生成部分に付着させることが好都合であり得る
。これらは、よく制御された組み合わせで抗ＣＣＰ抗体がシグナル生成部分を集約するよ
う、非重複的（例えば、ＣＣＰペプチドと適切な抗ＣＣＰ結合アプタマー）であり得る。
これらの場合、各シグナル生成部分は、通常、単一の特異的バインダーに付着する。
【００４０】
　タービジメトリー等のその他の方法において、いくつかのシグナル結合部分を集約して
拡張ネットワークを形成することが非常に有用であり得る。これは、２つ以上（例えば、
２～１０００、特に２～１００）の特異的バインダーを単一のシグナル生成部分に結合さ
せることで達成され得る。本発明の一実施形態において、シグナル生成部分は、別個の存
在物(entity)ではなく、特異的バインダー自体であっても良い。このような場合、シグナ
ルを生成するのは結合作用であって、このようなシグナルは、通常、サンプルの散乱特性
の違い等の物理的変化または放出された結合エネルギーによるサンプル温度の非常に小さ
な変化である。特異的バインダーが抗体のように本質的に多価（例えば、二価）であり、
特に、抗ＣＣＰ抗体の異なる領域（エピトープ）を認識する様々なバインダー（例えば、
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異なる領域を認識する少なくとも２つの異なる抗ＣＣＰ結合アプタマー）が存在する場合
、特異的バインダーが集約されると、検出可能な大きさの生成凝集体が架橋ネットワーク
により形成されるため、バインダー自体の大部分がシグナル生成部分となり得る。同様に
、いくつかのＣＣＰ抗原配列が、単一のペプチドにおいて、または骨格分子もしくは粒子
に付着した抗原として相互にリンクしている場合、検出可能な大きさの生成凝集体が架橋
ネットワークにより形成される。
【００４１】
　タービジメトリーアッセイにおいて、抗ＣＣＰ含有サンプルまたはそのアリコートを、
好ましくはナノ粒子等の不透明化発生部分に結合したＣＣＰペプチド抗原に接触させるこ
とで、不透明化が発生し得る。特に好ましい方法において、２つ以上（例えば、２～１０
００、特に２～１００）の抗ＣＣＰペプチドを各粒子に結合し得る。
【００４２】
　抗ＣＣＰ濃度を測定する本発明の方法において有用なＣＣＰペプチドは、溶離液中に存
在し得るその他の血液タンパク質との交差反応を全くまたはほとんど示さないことが好ま
しい。いかなる場合においても、ペプチドの使用量は、当然、抗ＣＣＰ含有標準サンプル
に対して最適化され得る。これは、タービジメトリー等の方法や架橋／オリゴマー化を伴
うその他の方法において特に重要である。なぜなら、これらの効果は非線形であり得るか
らである。タービジメトリーに関し、付着効果に起因して不透明化が発生することで、抗
ＣＣＰの多重結合により不透明化中心が生じる。しかしながら、この効果に要する結合の
程度は、シグナル生成部分の大きさや、これらの各々にリンクした特異的バインダーの平
均数等の因子に左右される。
【００４３】
　タービジメトリーの好ましい一実施形態において、ＣＣＰペプチドは、均一なタービジ
メトリーアッセイにおける固定化に広く用いられている周知の固体支持体またはマトリッ
クスに、結合または連結により、直接または間接的に固定化されても良い。
【００４４】
　本発明の全てのタービジメトリー方法において（ネフェロメトリー検出を用いる方法を
含む）、固体支持体またはマトリックスは、粒子形態であることが好ましく、水性媒体に
懸濁し得る、赤色光、好ましくは青色光、より好ましくは紫外線光の波長よりも小さい（
例えば、２５０ｎｍ未満）粒子形態であることが最も好ましい。ナノ粒子、特に、直径が
０．５～８００ｎｍ、好ましくは２～２５０ｎｍ、より好ましくは１０～１００ｎｍの粒
子が最も好ましい。固体支持体は、ガラス、シリカ、ラテックス、金属（例えば、金）ま
たは高分子材料（例えば、ポリエチレン）で形成され得ることが便利である。固体支持体
は、ポリエチレン等の高分子材料で形成されることが好ましい。
【００４５】
　タービジメトリーの実施形態において、特異的バインダー（例えば、ＣＣＰペプチド、
抗体、抗体断片またはアプタマー）が結合し得る粒子は、通常、球形である。このアッセ
イに用いられる粒子の大きさは、抗ＣＣＰ濃度の測定精度に影響し得る。粒子が大きいと
、低濃度の抗ＣＣＰの検出が可能であるが、それらの表面積が減少することは、結合能が
低下することを意味する。例えば、粒径を２倍にすると、粒子の質量単位の結合能は半減
する。
【００４６】
　さらに、粒形を大きくすると、このようなアッセイで通常用いられる波長（例えば、３
３０～６００ｎｍ）におけるバックグラウンド光吸収および光懸濁のレベルが増加する。
よって、粒子が大きいとアッセイの感度は増加するが、これにより精度が幾分低下し、特
に、偽陰性結果の数が増加し得る。これは、特に、比較的高濃度の抗ＣＣＰを含むサンプ
ル（例えば、ＲＡの可能性または傾向が高い個体から得られたサンプル）に見られる可能
性が高く、この場合、ナノ粒子が結合した結合部位は、全ての抗ＣＣＰが結合することな
く飽和し得る。しかしながら、アッセイを適切に設計することで、臨床診断における当該
閾値を十分に超える濃度でこの飽和点に達するようにすることができる。この非常に高い
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レベルを定量化する必要がある場合、より高い抗ＣＣＰ濃度範囲に適した別の試薬を用い
るか、より好ましくは単に周知の倍数（例えば、１０または１００）で元のサンプルを希
釈して再度それを元のアッセイ方法にかけることにより、第２の試験を行うようにアッセ
イ操作者を促すことができる。
【００４７】
　粒径の変化に伴うこれらの反作用的効果（例えば、粒径を大きくすると感度は増加する
が、精度は低下する）は、体液中に存在する抗ＣＣＰレベルの範囲をタービジメトリーに
より検出する高感度アッセイの発展において克服すべき重大な問題を表している。しかし
ながら、このようなアッセイを本明細書において記載し、添付の実施例において説明する
。
【００４８】
　本発明のアッセイ方法において、使用される粒子および方法は、広範囲の抗ＣＣＰ濃度
の正確な測定を可能にするものであることがさらに好ましい。これは、高い信頼性は、陰
性結果（すなわち、閾値を下回る濃度）および陽性結果の両方に起因し得るものであるこ
とを意味し得る。本発明のアッセイ方法において、１ｐｇ／ｍｌ～１００μｇ／ｍｌ、好
ましくは１ｎｇ／ｍｌ～５０μｇ．ｍｌ、より好ましくは１０ｎｇ／ｍｌ～１０μｇ／ｍ
ｌ（例えば、０．０５Ｕ／ｍＬ～２００Ｕ／ｍＬまたは０．５～２００Ｕ／ｍＬに略対応
する、例えば、１０ｎｇ／ｍｌ～１μｇ／ｍｌまたは１００ｎｇ／ｍｌ～１０μｇ／ｍｌ
）の範囲の抗ＣＣＰ濃度を有するサンプルを測定可能であることが特に好ましい。
【００４９】
　ＣＣＰペプチド、アプタマー等の抗ＣＣＰバインダーが結合し得る粒子は、通常、直径
が１～１５０ｎｍ、例えば１０～９０ｎｍまたは１５～６０ｎｍ、例えば４４ｎｍの球形
である。本発明の特に好ましいアッセイ方法において、ＣＣＰペプチド等の抗ＣＣＰバイ
ンダーが結合し得る粒子は、直径が５５～１４０ｎｍ、より好ましくは６５～１１０ｎｍ
、例えば７０～９０ｎｍである。
【００５０】
　粒子は、「裸」の状態およびコーティングされた状態の両方において、分光光度測定に
用いられる光の波長をそれ自体で吸収することができない直径を有することが好ましい。
よって、コーティングされたナノ粒子の懸濁液は、抗ＣＣＰに誘導された凝集体形成が生
じ、その結果より大きな直径の凝集体が形成されるまで、略（例えば、実質的に）透明で
ある。このような凝集体は、分光光度計に用いられる光の波長を吸収および散乱させる能
力を有する。
【００５１】
　さらに、粒子は、実質的に全て同じ大きさ、すなわち全て同じ直径であることが好まし
い。したがって、１％未満の粒子が平均の２倍を超える直径を有する場合があり得る。単
分散金属（例えば、金）または高分子粒子を用いることが好ましい。単分散高分子粒子は
、ノルウェー、オスロのダイナル・バイオテックＡＳ(Dynal Biotech AS)社より入手可能
である。
【００５２】
　理論に縛られることを望まないが、実質的に全て同じ大きさの固体支持体またはマトリ
ックス（例えば、ナノ粒子）を用いることで、タービジメトリーアッセイの感度が増加し
得ると考えられている。
【００５３】
　ＣＣＰペプチドまたはその他のペプチド特異的バインダーの結合または固定化は、任意
の従来技術を用いて達成し得る。例えば、アビジン（ピアース・ケミカル社(Pierce Chem
ical Company)より入手可能）を、緩衝液中で攪拌する（例えば、室温で２４時間）こと
でクロロメチル活性ポリスチレンナノ粒子（米国インターフェイシャル・ダイナミック社
(Interfacial Dynamic Corporation)より入手可能）上に固定化し、ビオチン標識ＣＣＰ
ペプチド（当該技術における従来技術に従って調製）と共に使用しても良い。よって、例
えば、分光光度計の石英容器内におけるアビジンでコーティングされたナノ粒子の溶液に



(13) JP 2011-514517 A 2011.5.6

10

20

30

40

50

、試験対象から採取した血漿を添加した後、ビオチン標識ＣＣＰペプチドを添加する。そ
の後、濁度の読み取りを行う。このような方法の結果を図１に示す。
【００５４】
　あるいは、血漿または血清を添加する前に、ビオチン標識ペプチドを添加しても良い。
換言すると、濁度検出に用いられる計器に関わらず、通常同じ試薬が用いられるが、様々
な試薬が添加される正確な順序は異なり得る。一般的に、用いられる順序は、使用される
分光光度計（例えば、シマヅ(Shimadzu)ＵＶ－１６０分光光度計）に付随する説明書に従
うべきである。
【００５５】
　濁度の読み取りを行い（すなわち、適切な周波数における光吸収または光散乱を一定間
隔で測定し）、基準に対する測定値を求める。当該技術において周知であるように、その
他の検出方法に類似の方法が用いられる。任意に、多波長計器を用いて濁度の読み取りを
行い、より正確な結果を提供しても良い。濁度の読み取りを行う適切な計器として、Coba
s Mira、ロシュインテグラ(Roche Integra)およびメルクのタービクァント(Merck's Turb
iquant)が挙げられる。
【００５６】
　別の実験装置において、粒状透明化発生部分に対するＣＣＰペプチドの結合または固定
化を、その他の従来技術を用いて達成しても良い。例えば、非特異的ＩｇＧまたは疎水性
タンパク質を、緩衝液中で攪拌する（例えば、室温で２４時間）ことでクロロメチル活性
ポリスチレンナノ粒子（米国インターフェイシャル・ダイナミック社より入手可能）上に
固定化し、ナノ粒子に対するＩｇＧ分子の結合前または後に、架橋試薬（米国ピアース社
より入手可能、当該技術における従来技術に従って調製）を用いてＣＣＰペプチドに連結
しても良い。よって、例えば、分光光度計の石英容器内におけるコーティングされたナノ
粒子の溶液に、ＲＡの可能性または傾向を試験する対象から採取した血漿を添加する。そ
の後、濁度の読み取りを行う。図２および図３を参照のこと。
【００５７】
　濁度検出に用いられる計器に関わらず、通常同じ試薬が用いられるが、様々な試薬が添
加される正確な順序は異なり得る。一般的に、用いられる順序は、使用される分光光度計
（例えば、シマヅＵＶ－１６０分光光度計）に付随する説明書に従うべきである。
【００５８】
　本発明の濁度アッセイ方法に従って濁度の読み取りを行うのに適した自動化ロボットと
して、例えば、ロシュ・ダイアグノスティックス社より入手可能なCobas MiraおよびHita
chi７１１が挙げられる。
【００５９】
　上記に示したように、実質的に全て同じ大きさの固体支持体またはマトリックス（例え
ば、ナノ粒子）を用いることで、タービジメトリーアッセイの感度がさらに増加し得る。
【００６０】
　本発明のアッセイ方法の様々な特徴を最適化して結果を向上させても良い。これらには
、以下の好ましい特徴（全て、任意かつ単独で使用可能）が含まれる。
【００６１】
　　任意に、抗ＣＣＰ濃度を測定する際、キネティック読み取りモードを用いても良い。
この方法は、本発明の全ての局面、特にタービジメトリー技術において用いられることが
好ましい。
【００６２】
　　一般的に、アッセイ方法を実施する際、評価中のサンプルに加え、周知の抗ＣＣＰ含
有量を有する較正サンプルも評価される。このような測定を用いることで、評価中のサン
プルの抗ＣＣＰ含有量を測定可能な較正曲線を描くことができる。
【００６３】
　　抗ＣＣＰ含有量が１０μｇ／ｍｌ（例えば、０、１、２、４、５、８および１０μｇ
／ｍｌのいずれかから選択、またはその他の中間値）までの較正サンプルを用いることが
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好ましい。
【００６４】
　　シグナル（例えば、ＦＲＥＴまたはＦＰの蛍光団のシグナル）の刺激が必要である場
合、この刺激は、通常、電磁放射線、特に、レーザ光を含む単色光等の光によるものであ
る。適切な波長は、例えば１００～８００ｎｍ、好ましくは２５０～６００ｎｍ、最も好
ましくは３００～６００ｎｍである。検出は、（ＦＲＥＴの場合は単独で）同様の範囲で
行われ得る。
【００６５】
　好ましいタービジメトリー検出方法において、アッセイ方法を最高のパフォーマンスと
するため、いくつかの追加的特徴を最適化しても良い。
【００６６】
　　タービジメトリーアッセイにおいて慣例化しているように、ポリエチレングリコール
等の高分子不透明化エンハンサー(opacity enhancer)も溶離液に添加することが好ましい
。
【００６７】
　　タービジメトリー測定を行う前に、好ましくはナノ粒子に結合し、任意に不透明化エ
ンハンサーを含む分画、抗体または抗体断片を、短期間、例えば５分～１時間、好ましく
は８～２０分間（例えば、約１０分間）室温でインキュベートしても良い。
【００６８】
　　不透明化の測定に用いられる光は、適切な波長、例えば３００～６００ｎｍを有する
べきである。この点に関し、３００～４５０ｎｍのフィルター、好ましくは３４０ｎｍま
たは４０５ｎｍのフィルターを用いると、特に良い結果が得られることが分かった。５６
０ｎｍのフィルターを用いても特に良い結果が得られ得る。
【００６９】
　抗ＣＣＰを測定する上記アッセイ方法（特に、タービジメトリー法により測定する方法
）は、驚くほど信頼性が高く、迅速、安価かつ容易で、自動化し易い。これは、比較的複
雑で、診断研究所で一般的に用いられている自動化マルチタスク診断装置に直接適用する
ことができない現在利用可能なアッセイ方法とは対照的である。
【００７０】
　自動化は、多数の混合、添加および／または希釈工程が含まれる場合に特に望ましい。
なぜなら、これらをより高精度で達成し得るからである。ロボットも、より高度の信頼性
および／または再現性を提供し得る。自動化は、スループットも向上させる。
【００７１】
　しかしながら、妥当な水準の精度を提供し得る現在利用可能なアッセイ方法（例えば、
ＥＬＩＳＡ）は、自動化が困難である。この理由として、少なくとも一つには、通常、そ
れらには多数の洗浄および分離工程（例えば、固体表面への付着）が含まれ、不均一なプ
ロセスの自動化には問題があることが多いことが挙げられる。また、これらのプロセスに
は、通常、自動化プロトコルを複雑化する比較的多数の工程が含まれる。
【００７２】
　よって、非常に好ましい実施形態によると、本発明は、抗ＣＣＰ含有体液における抗Ｃ
ＣＰを測定するアッセイ方法であって、（ａ）前記液または前記液由来の抗ＣＣＰ含有液
体サンプルを取得する工程と、（ｂ）任意にナノ粒子が結合したＣＣＰペプチドに前記体
液の前記サンプルを接触させ、前記抗ＣＣＰを結合させる工程と、（ｃ）任意に、不透明
化エンハンサー(opacity enhancer)を添加する工程と、（ｄ）タービジメトリーにより抗
ＣＣＰ含有量を評価する工程とを含む方法を提供する。
【００７３】
　このようなアッセイは、異常なレベル（例えば、高レベル）の抗ＣＣＰを特徴とするＲ
Ａの症状の診断に有用であり得る。よって、抗ＣＣＰの上昇、例えば、測定可能レベルの
抗ＣＣＰの上昇や、本明細書に示したような所定の閾値を超える抗ＣＣＰの上昇は、本明
細書に示した任意の個体を含む任意の個体群またはそれら個体群の組み合わせにおけるＲ
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Ａ発症のリスクファクターと見なされ得る。よって、本発明は、ＲＡが存在するリスク、
ＲＡの可能性があるリスクおよび／またはＲＡの傾向があるリスクを含む、対象における
ＲＡのリスクを評価するための対応する方法を提供する。抗ＣＣＰの上昇は、単独のリス
クファクターとして、またはその他のリスクファクターと組み合わせて用いられ得る。本
発明に係る抗ＣＣＰの評価は、ＲＡと考えられる症状を有しているか、ＲＡのリスクがあ
る対象におけるＲＡの存在を検証または支持する際にも用いられ得る。適切な個体群は、
本明細書において言及された全ての任意の組み合わせを含む。
【００７４】
　タービジメトリーアッセイ方法に用いられる身体サンプルは、任意の抗ＣＣＰ含有サン
プルまたは抗ＣＣＰ抗体を含んでいるかもしれない任意のサンプル、例えば、体液もしく
は組織サンプルまたは懸濁液等であり得る。好ましいサンプルの種類は、本明細書におい
て上記した。
【００７５】
　一局面において、本発明は、本発明に係るアッセイ方法を行うキットであって、抗ＣＣ
Ｐのホモジニアス特異的バインダーを少なくとも１つ含むキットを提供する。このキット
はまた、少なくとも１つのシグナル生成部分と、好ましくは既知濃度の抗ＣＣＰ溶液、よ
り好ましくは様々な抗ＣＣＰ濃度を有する一連のこのような溶液と、好ましくは光透過容
器と、好ましくは検出器とを含むことが好ましい。
【００７６】
　抗ＣＣＰ抗体特異的バインダーは、少なくとも１つのＣＣＰペプチドおよび／または少
なくとも１つの抗抗ＣＣＰ抗体であることが好ましい。
【００７７】
　この方法がタービジメトリーである場合、抗ＣＣＰ抗体特異的バインダーは、固体支持
体（例えば、ナノ粒子）上に固定化されることが好ましく、キットは、ＰＥＧや本明細書
に記載したもののような不透明化エンハンサーをさらに含むことが好ましい。
【００７８】
　必要に応じ、抗ＣＣＰ含有体液サンプルを受け、シグナル生成部分（例えば、ナノ粒子
）に結合した抗ＣＣＰ特異的バインダーを加え、任意に不透明化エンハンサーを加え、そ
して抗ＣＣＰ含有量を評価するように自動化装置を配置しても良い。このような装置も本
発明の範囲内に含まれるものと見なされる。
【００７９】
　例示目的で示され、本発明を限定するものではない以下の実施例を参照し、本発明を説
明する。添付の図面により、本発明をさらに説明する。
【図面の簡単な説明】
【００８０】
【図１】図１は、アビジンでコーティングされたナノ粒子およびビオチン標識ＣＣＰペプ
チドの溶液における抗ＣＣＰによる架橋を概略的に示している。
【図２】図２は、ＣＣＰが結合した第２の抗体でコーティングされたナノ粒子の溶液にお
ける抗ＣＣＰによる架橋を概略的に示している。
【図３】図３は、ＣＣＰが結合した疎水性タンパク質でコーティングされたナノ粒子の溶
液における抗ＣＣＰによる架橋を概略的に示している。
【実施例】
【００８１】
　実施例１
　抗ＣＣＰのタービジメトリーアッセイ
　（ａ）アビジンでコーティングされたナノ粒子の調製
　米国インターフェイシャル・ダイナミック社より入手可能な４．２％ｗ／ｖのクロロメ
チル活性ナノ粒子（直径４４ｎｍ）６００μｌを、孔径が３００，０００Ｄａの膜を用い
て、水に対して透析する。
【００８２】
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　ホウ酸塩（１０ｍＭ）および塩化ナトリウム（１５ｍＭ）のｐＨ９．０の溶液０．５ｍ
ｌを加えて混合する。１０ｍＭのホウ酸塩および１５ｍＭのＮａＣｌのｐＨ９．０の溶液
０．５ｍｌ中に溶解された１０ｍｇのアビジン（ピアース・ケミカル社より入手可能）を
加え、その混合物を室温で２４時間攪拌する。その後、グリシン溶液（２Ｍ、ｐＨ９．０
）４０μｌを添加し、その混合物を室温でさらに４時間攪拌する。
【００８３】
　その後、粒子を体積が１００ｍｌとなるよう希釈し、ペリコンＸＬフィルター(Pellico
n XL Filter)（cut off ３００，０００）およびラボスケールＴＴＦシステム(labscale 
TTF system)（ミリポア(Millipore)社より入手可能）を用いて、計器の供給業者から提供
される説明書に従い、初めに１０ｍＭのホウ酸塩および１５ｍＭの塩化ナトリウムのｐＨ
９．０の溶液５００ｍｌで、次に２５ｍＭのトリス、１５０ｍＭの塩化ナトリウムおよび
０．０１％のツイーン(Tweens)２０のｐＨ７．４の溶液（米国シグマ(Sigma)社より入手
可能）でダイアフィルトレーションする。アビジンでコーティングされたナノ粒子の所望
の濃度は、最終的に、２５ｍＭのトリス、１５０ｍＭの塩化ナトリウムおよび０．０１％
のツイーン２０の溶液中の粒子の遠心分離および再懸濁により得られる。この調製手順に
おいて形成された凝集体は、遅い遠心分離によって除去しても良い。
【００８４】
　（ｂ）アビジンでコーティングされたナノ粒子を用いた抗ＣＣＰのアッセイ
　上記アビジンでコーティングされたナノ粒子の粒子濃度が１ｍｌ当たり約０．３０ｍｇ
である懸濁液を、２５ｍＭのトリス、１５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のツイーン２０お
よび２％のＰＥＧ６０００のｐＨ７．４の溶液（シグマ社より入手可能）中の上記調製物
の遠心分離および再懸濁により調製する。この粒子懸濁液５００μｌを、記録分光光度計
（例えば、シマヅＵＶ－１６０）の読み取り石英容器内において、ＲＡの傾向を試験して
いる対象から採取した血漿サンプル（約２０μｌ）と混合する。
【００８５】
　３４０ｎｍの単色光の吸収を記録し、６０秒後、１．０ｎｍｏｌのビオチンで標識した
ＣＣＰペプチド（例えば、ビオチン標識ＣＣＰペプチド）１．５μｇを２５ｍＭのトリス
、１５０ｍＭのＮａＣｌおよび０．１％のツイーン２０のｐＨ７．４の溶液５０μｌに希
釈して石英容器に添加し、混合する。３４０ｎｍの単色光の吸収は、２５ｍＭのトリス、
１５０ｍＭのＮａＣｌおよび０．１％のツイーン２０のｐＨ７．４の溶液を含む参照キュ
ベットを用いて迅速に記録され、約１５分経過するまで一定間隔で（例えば、２分毎に）
再度記録される。各時点における光吸収の増加は、キネティックモードでの標準的な濁度
読み取りまたは「エンドポイント」読み取りに従い計算される。すなわち、各時点におけ
る光吸収の増加は、ＣＣＰでコーティングされたナノ粒子の添加前および／または記録の
終盤に行われる読み取りに対して計算される。
【００８６】
　既知濃度の抗ＣＣＰを有する基準に対して同一の手順を行うことで、較正曲線が作成さ
れる。その後、較正曲線からサンプル中の抗ＣＣＰの濃度を計算する。
【００８７】
　実施例２：抗ＣＣＰの別のタービジメトリーアッセイ
　（ａ）ＣＣＰペプチドでコーティングされたナノ粒子の調製
　米国インターフェイシャル・ダイナミック社より入手可能な４．２％ｗ／ｖのクロロメ
チル活性ナノ粒子（直径４４ｎｍ）１ｍｌを、孔径が３００，０００Ｄａの膜を用いて、
水に対して透析する。
【００８８】
　その後、１０ｍＭのホウ酸塩および１５ｍＭの塩化ナトリウムのｐＨ９．０の溶液０．
５ｍｌを添加する。精製ＣＣＰペプチド（例えば、アフィニティー精製ＣＣＰペプチド）
１．５μｇを１０ｍＭのホウ酸塩および１５ｍＭの塩化ナトリウムのｐＨ９．０の溶液に
対して透析する。
【００８９】
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　ナノ粒子を精製ＣＣＰペプチドに添加した後、その混合物を室温で２４時間攪拌する。
その後、グリシン溶液（２Ｍ、ｐＨ９．０）４０μｌを添加し、その混合物を室温でさら
に４時間攪拌する。
【００９０】
　その後、粒子を全体積が１００ｍｌとなるよう希釈し、ペリコンＸＬフィルター（cut 
off ３００，０００）およびラボスケールＴＦＦシステム（ミリポア社より入手可能）を
用いて、計器の供給業者から提供される説明書に従い、０．１０％のツイーン２０および
３ｍｇ／ｍｌの卵白アルブミンが添加された、１０ｍＭのホウ酸塩および１５ｍＭの塩化
ナトリウムのｐＨ９．０の溶液１０００ｍｌでダイアフィルトレーションする。
【００９１】
　ＣＣＰペプチドでコーティングされたナノ粒子の所望の濃度は、最終的に、溶液中の粒
子の遠心分離および再懸濁により得られる。この調製手順において形成された凝集体は、
任意に、遅い遠心分離によって除去される。
【００９２】
　（ｂ）ＣＣＰペプチドでコーティングされたナノ粒子を用いた抗ＣＣＰのアッセイ
　１０ｍＭのホウ酸塩、１５ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のツイーン２０、３ｇ／ｌの卵白
アルブミンのｐＨ９．０の溶液５０μｌ中に上記ＣＣＰペプチドでコーティングされたナ
ノ粒子４００μｇを含む懸濁液を調製する。
【００９３】
　同時に、アッセイ緩衝液（２５ｍＭのトリス、１５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のツイ
ーン２０および２％のＰＥＧ６０００、ｐＨ７．４（シグマ社より入手可能））５００μ
ｌ中における、ＲＡの可能性を試験している対象から採取した血漿２０μｌを、記録分光
光度計（例えば、シマヅＷ－１６０）の読み取り石英容器に入れ、３４０ｎｍの単色光の
光吸収を測定する。
【００９４】
　６０秒後、ＣＣＰペプチドでコーティングされたナノ粒子４００μｇを含む上記懸濁液
を添加し、キュベット内で混合する。ＣＣＰでコーティングされたナノ粒子を添加した直
後の光吸収を記録し、約１５分経過するまで一定間隔で（例えば、２分毎に）再度記録す
る。各時点における光吸収の増加は、ＣＣＰでコーティングされたナノ粒子の添加前およ
び／または記録の終盤に行われる読み取りに対して計算される。換言すると、キネティッ
クモードでの濁度読み取りまたは「エンドポイント」読み取りが行われる。
【００９５】
　既知濃度の抗ＣＣＰを有する基準に対して同一の手順を行うことで、較正曲線も作成さ
れる。その後、曲線からサンプル中の抗ＣＣＰの濃度を計算する。
【００９６】
　実施例３：抗ＣＣＰのタービジメトリーアッセイ
　（ａ）ストレプトアビジンでコーティングされたナノ粒子の調製
　米国インターフェイシャル・ダイナミック社より入手可能な４．２％ｗ／ｖのクロロメ
チル活性ナノ粒子（直径６７ｎｍ）６００μｌを、孔径が３００，０００Ｄａの膜を用い
て、水に対して透析する。
【００９７】
　リン酸塩（１０ｍＭ）および塩化ナトリウム（１５０ｍＭ）のｐＨ７．４の緩衝液０．
５ｍｌをストレプトアビジン１０ｍｇと共に添加し、１０ｍＭのリン酸塩および１５０ｍ
ＭのＮａＣｌのｐＨ７．４の緩衝液（ピアース・ケミカル社より入手可能）０．５ｍｌ中
に溶解し、その混合物を室温で２４時間攪拌する。その後、グリシン溶液（２Ｍ、ｐＨ９
．０）４０μｌを添加し、その混合物を室温でさらに４時間攪拌する。
【００９８】
　その後、粒子を体積が１００ｍｌとなるよう希釈し、ペリコンＸＬフィルター（cut of
f ３００，０００）およびラボスケールＴＴＦシステム（ミリポア社より入手可能）を用
いて、計器の供給業者から提供される説明書に従い、初めに１０ｍＭのホウ酸塩および１
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５ｍＭの塩化ナトリウムのｐＨ９．０の溶液５００ｍｌで、次に２５ｍＭのトリス、１５
０ｍＭの塩化ナトリウムおよび０．０１％のツイーン２０のｐＨ７．４の溶液（米国シグ
マ社より入手可能）でダイアフィルトレーションする。ストレプトアビジンでコーティン
グされたナノ粒子の所望の濃度は、最終的に、２５ｍＭのトリス、１５０ｍＭの塩化ナト
リウムおよび０．０１％のツイーン２０の溶液中の粒子の遠心分離および再懸濁により得
られる。この調製手順において形成された凝集体は、遅い遠心分離によって除去しても良
い。
【００９９】
　ストレプトアビジンでコーティングされたナノ粒子の平均粒形の測定値は、８２ｎｍで
ある。
【０１００】
　（ｂ）ストレプトアビジンでコーティングされたナノ粒子を用いた抗ＣＣＰのアッセイ
　上記ストレプトアビジンでコーティングされたナノ粒子の粒子濃度が１ｍｌ当たり約０
．６０ｍｇである懸濁液を、２５ｍＭのトリス、１５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のツイ
ーン２０および１％のＰＥＧ６０００のｐＨ７．４の溶液（シグマ社より入手可能）中の
上記調製物の遠心分離および再懸濁により調製する。この粒子懸濁液５００μｌを、記録
分光光度計（例えば、シマヅＷ－１６０）の読み取り石英容器内において、ＲＡの傾向を
試験している対象から採取した血漿サンプル（約５μｌ）と混合する。
【０１０１】
　５６０ｎｍの単色光の吸収を記録し、６０秒後、１．０ｎｍｏｌのビオチンで標識した
ＣＣＰペプチド（例えば、ビオチン標識ＣＣＰペプチド）１．５μｇを２５ｍＭのトリス
、１５０ｍＭのＮａＣｌおよび０．１％のツイーン２０のｐＨ７．４の溶液５０μｌに希
釈して石英容器に添加し、混合する。３４０ｎｍの単色光の吸収は、２５ｍＭのトリス、
１５０ｍＭのＮａＣｌおよび０．１％のツイーン２０のｐＨ７．４の溶液を含む参照キュ
ベットを用いて迅速に記録され、約１５分経過するまで一定間隔で（例えば、２分毎に）
再度記録される。各時点における吸収の増加は、キネティックモードでの標準的な濁度読
み取りまたは「エンドポイント」読み取りに従い計算される。すなわち、各時点における
光吸収の増加は、ＣＣＰでコーティングされたナノ粒子の添加前および／または記録の終
盤に行われる読み取りに対して計算される。
【０１０２】
　既知濃度の抗ＣＣＰを有する基準に対して同一の手順を行うことで、較正曲線が作成さ
れる。その後、較正曲線からサンプル中の抗ＣＣＰの濃度を計算する。
【０１０３】
　実施例４：抗ＣＣＰのタービジメトリーアッセイ
　（ａ）疎水性タンパク質でコーティングされたナノ粒子の調製
　米国インターフェイシャル・ダイナミック社より入手可能な４．２％ｗ／ｖのクロロメ
チル活性ナノ粒子（直径６７ｎｍ）６００μｌを、孔径が３００，０００Ｄａの膜を用い
て、水に対して透析する。
【０１０４】
　リン酸塩（１０ｍＭ）および塩化ナトリウム（１５０ｍＭ）のｐＨ７．４の緩衝液０．
５ｍｌを疎水性タンパク質（例えば、ウシ血清アルブミン）１０ｍｇと共に添加し、１０
ｍＭのリン酸塩および１５０ｍＭのＮａＣｌのｐＨ７．４の緩衝液（ピアース・ケミカル
社より入手可能）０．５ｍｌ中に溶解し、その混合物を室温で２４時間攪拌する。その後
、グリシン溶液（２Ｍ、ｐＨ９．０）４０μｌを添加し、その混合物を室温でさらに４時
間攪拌する。
【０１０５】
　その後、粒子を体積が１００ｍｌとなるよう希釈し、ペリコンＸＬフィルター（cut of
f ３００，０００）およびラボスケールＴＴＦシステム（ミリポア社より入手可能）を用
いて、計器の供給業者から提供される説明書に従い、初めに１０ｍＭのホウ酸塩および１
５ｍＭの塩化ナトリウムのｐＨ９．０の溶液５００ｍｌで、次に２５ｍＭのトリス、１５
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０ｍＭの塩化ナトリウムおよび０．０１％のツイーン２０のｐＨ７．４の溶液（米国シグ
マ社より入手可能）でダイアフィルトレーションする。疎水性タンパク質でコーティング
されたナノ粒子の所望の濃度は、最終的に、２５ｍＭのトリス、１５０ｍＭの塩化ナトリ
ウムおよび０．０１％のツイーン２０の溶液中の粒子の遠心分離および再懸濁により得ら
れる。この調製手順において形成された凝集体は、任意に、遅い遠心分離によって除去さ
れる。
【０１０６】
　疎水性タンパク質でコーティングされたナノ粒子の平均粒形の測定値は、８２ｎｍであ
る。
【０１０７】
　ＣＣＰペプチドは、従来技術により調製された架橋試薬（米国ピアース社より入手可能
）を用いて疎水性タンパク質ナノ粒子に連結する。
【０１０８】
　（ｂ）疎水性タンパク質でコーティングされたナノ粒子を用いた抗ＣＣＰのアッセイ
　上記疎水性タンパク質でコーティングされたナノ粒子の粒子濃度が１ｍｌ当たり約０．
６０ｍｇである懸濁液を、２５ｍＭのトリス、１５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のツイー
ン２０および１％のＰＥＧ６０００のｐＨ７．４の溶液（シグマ社より入手可能）中の上
記調製物の遠心分離および再懸濁により調製する。この粒子懸濁液５００μｌを、記録分
光光度計（例えば、シマヅＷ－１６０）の読み取り石英容器内において、ＲＡの傾向を試
験している対象から採取した血漿サンプル（約５μｌ）と混合する。３４０ｎｍの単色光
の吸収は、２５ｍＭのトリス、１５０ｍＭのＮａＣｌおよび０．１％のツイーン２０のｐ
Ｈ７．４の溶液を含む参照キュベットを用いて迅速に記録され、約１５分経過するまで一
定間隔で（例えば、２分毎に）再度記録される。各時点における吸収の増加は、キネティ
ックモードでの標準的な濁度読み取りまたは「エンドポイント」読み取りに従い計算され
る。すなわち、各時点における光吸収の増加は、ＣＣＰでコーティングされたナノ粒子の
添加前および／または記録の終盤に行われる読み取りに対して計算される。
【０１０９】
　既知濃度の抗ＣＣＰを有する基準に対して同一の手順を行うことで、較正曲線が作成さ
れる。その後、較正曲線からサンプル中の抗ＣＣＰの濃度を計算する。
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