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(57)【要約】
【課題】回帰性リウマチの検査用マーカーを提供する。
また回帰性リウマチの検査のための測定方法を提供する
。
【解決手段】PYCARD（ASC）遺伝子のうち、エクソン２
部分が欠失したポリヌクレオチドからなるバイオマーカ
ーによる。また、PYCARD（ASC）遺伝子のうち、エクソ
ン２部分が欠失した遺伝子から発現したPYCARD（ASC）
タンパク質からなるバイオマーカーによる。これらのマ
ーカーを指標とした検査方法による。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、位置92のグリシンから110のプロリンまで、又は
位置93のセリンから111のグリシンまでのアミノ酸配列を欠失したPYCARD（ASC）タンパク
質をマーカーとする、回帰性リウマチの検査用バイオマーカー。
【請求項２】
配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、位置92のグリシンから110のプロリンまで、又は
位置93のセリンから111のグリシンまでのアミノ酸配列を欠失するPYCARD（ASC）タンパク
質のアミノ酸配列が、配列番号２に示すアミノ酸配列を含む配列である、請求項１に記載
の回帰性リウマチの検査用バイオマーカー。
【請求項３】
配列番号２に示すアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチドをマーカ
ーとする回帰性リウマチの検査用バイオマーカー。
【請求項４】
配列番号３に示す塩基配列で特定されるポリヌクレオチドのうち、位置381－437位のヌク
レオチドを欠損してなるポリヌクレオチドをマーカーとする、回帰性リウマチの検査用バ
イオマーカー。
【請求項５】
配列番号２に示すアミノ酸配列をコードする塩基配列が、配列番号４に示す塩基配列で特
定されるポリヌクレオチドからなる、請求項３に記載の回帰性リウマチの検査用バイオマ
ーカー。
【請求項６】
位置381－437位のヌクレオチドを欠損してなるポリヌクレオチドが、配列番号４に示す塩
基配列で特定されるポリヌクレオチドを含む、請求項４に記載の回帰性リウマチの検査用
バイオマーカー。
【請求項７】
生体から採取された検体より、請求項１～６のいずれか１に記載の検査用バイオマーカー
を検出することを特徴とする、回帰性リウマチ診断の補助のための検査方法。
【請求項８】
請求項１又は２に記載の検査用バイオマーカー、あるいは請求項３～６のいずれか１に記
載の検査用バイオマーカーの転写産物を、免疫学的手法により検出することを特徴とする
、請求項７に記載の検査方法。
【請求項９】
請求項３～６のいずれか１に記載の検査用バイオマーカーを、遺伝子増幅手段により検出
することを特徴とする、請求項７に記載の検査方法。
【請求項１０】
検査が、回帰性リウマチ発症の判定又は発症予測のための検査である、請求項７～９のい
ずれか１に記載の検査方法。
【請求項１１】
請求項１～６のいずれか１に記載の検査用バイオマーカーと相互作用しうる物質を含む、
回帰性リウマチの検査用試薬。
【請求項１２】
検査用バイオマーカーと相互作用しうる物質が抗体、プライマー、プローブから選択され
る、請求項１１に記載の検査用試薬。
【請求項１３】
請求項２～６のいずれか１に記載の検査用バイオマーカーを増幅しうるプライマーセット
を少なくとも含む回帰性リウマチの検査用キット。
【請求項１４】
請求項１２に示す検査用バイオマーカーと相互作用しうる物質のいずれかを、少なくとも
２種以上含む、回帰性リウマチの検査用キット。
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【請求項１５】
正常型PYCARD（ASC）タンパク質又は正常型PYCARD（ASC）タンパク質を産生するためのPY
CARD（ASC）タンパク質遺伝子を有効成分として含む、抗回帰性リウマチ剤。
【請求項１６】
配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、位置92のグリシンから110のプロリンまでのアミ
ノ酸配列、又は位置93のセリンから111のグリシンまでのアミノ酸配列を欠失したPYCARD
（ASC）タンパク質の機能抑制物質を有効成分として含む、抗回帰性リウマチ剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、回帰性リウマチの検査用バイオマーカーに関し、更には該バイオマーカーを
指標とする回帰性リウマチの検査方法及び回帰性リウマチの治療剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　回帰性リウマチ（Palindromic rheumatism: PR）は、手指や手関節、膝や肩などに関節
炎が生じる炎症期と炎症が自然に消失する非炎症期を繰り返す特徴を持つ疾患である。病
因は明らかになっておらず、30-60歳で発症することが多い。また回帰性リウマチの診断
を受けた患者のうち、30%程度が関節リウマチに移行するとされている他、関節炎の発作
持続は半日から数日におよぶこともあり、本疾患患者は身体的にも精神的にも大きな苦痛
を生涯に亘って背負うことになる。回帰性リウマチでは基本的に非発作時の全身状態は良
好であるが、関節外症状として関節に近い軟部組織に発赤や熱感、腫脹や痛みが出現する
ことがある。また、手の腱や指腹に圧痛を伴う辺縁不明瞭な小さな皮下結節が一時的に生
じることもある。
【０００３】
　現在、回帰性リウマチの診断は、Paseroの提唱する基準などを参考に病歴や局所の所見
や検査所見より総合して行われている。すなわち、短時間の突発性・単関節炎の既往があ
ること、最低１回の発作を医師が確認すること、過去２年間に５回以上の発作があること
、発作毎に罹患関節が異なり少なくとも３つの別の関節が侵されること、X線・炎症所見
が正常であること、痛風、軟骨石灰化症、間欠性関節水腫症等が否定できること、の６項
目である（非特許文献１：Pasero G et al., Clin. Exp. Rheumatol. 4: 197, 1986）。
しかしながら受診時に症状がない場合は診断が困難であるだけでなく、関節リウマチや痛
風との鑑別が重要であるにも関わらず、疾患マーカーなどによる明確な診断基準は存在し
ない。
【０００４】
　回帰性リウマチの治療については、発作時には非ステロイド抗炎症薬がある程度有効で
あることが知られているが、症状の軽減はみられるものの十分な効果が得られているとは
いえない。繰り返す発作を予防する最良の治療法は現在のところ知られておらず、回帰性
リウマチでは不定周期な発作を繰り返すため、発作を抑制する為の薬剤効果を評価するこ
とは困難である。
【０００５】
　インフラマソーム（inflammasome）は細胞質に存在するタンパク質の複合体で、炎症に
際して活性化され、主にはIL-1βやIL-18の分泌を引き起こさせる作用を示す。インフラ
マソームとして、NLRP1 (NALP1) Inflammasome、NLRP3 (NALP3) Inflammasome、IPAF (NL
RC4) Inflammasome、AIM2 Inflammasome等が報告されており、バクテリア生菌，微生物由
来毒素、生体異物、PAMPs（病原体関連分子パターン）、DAMPs（ダメージ関連分子パター
ン）など様々な刺激により活性化されることが知られている。インフラマソームに関連す
るMEFV遺伝子及びNALP3遺伝子を解析し、遺伝子多型やエクソンの欠損が回帰性リウマチ
の発症と関連していることが示唆されたことが報告されている（非特許文献２、３）。し
かしながら、これまでの変異報告は単一民族に限定されていることに加え、健常対照にお
いても一部に認められることから未だ決定的な要因と断定することはできず、今後さらな
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る大規模な症例-対象検討が必要である。
【０００６】
　インフラマソームを構成する連結因子の一種であるPYCARD (PYD and CARD domain cont
aining) （同義でASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing caspase 
recruitment domain)ともいう。以下、「PYCARD（ASC）」という。）は、アポトーシス、
炎症、自然免疫において機能するタンパク質であり、癌の抑制にも寄与しているといわれ
ており、pyrinドメインとカルボキシ末端のcaspase-recruitmentドメイン（CARD）を有す
る。すなわちPYCARD（ASC）タンパク質はNLRP3などの外因性物質の受容体とCaspase-1な
どのエフェクターを連結するアダプターとして機能することで外因性物質刺激に応じたCa
spase-1依存性のIL-1βやIL-18分泌のための信号伝達を介在する。例えば、乳癌組織でPY
CARD（ASC）遺伝子のDNAメチル化によりにより発現が抑制された遺伝子の産物としてTMS
（target of methylation-induced silencing）1が命名されている。また、培養細胞（in
 vitro）におけるエクソン２脱落型PYCARD（ASC）タンパク質の機能について報告がある
（非特許文献４、５）。非特許文献４では、エクソン２脱落型PYCARD（ASC）タンパク質
が過剰応答することによる炎症について報告されており、非特許文献５ではエクソン２脱
落型はPYCARD（ASC）タンパク質の機能が低下することが報告されている。しかしながら
、エクソン２脱落型PYCARD（ASC）タンパク質と回帰性リウマチとの関係については一切
言及されていない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Pasero G et al., Clin. Exp. Rheumatol. 4: 197, 1986
【非特許文献２】日本リウマチ学会総会・学術集会プログラム抄録集(2014) 58th, 574
【非特許文献３】日本リウマチ学会総会・学術集会プログラム抄録集(2013) 58th, 540
【非特許文献４】Mediators of Inflammation, Vol. 2009, Article ID 287387, 6 pages
, doi:10.1155/2009/287387
【非特許文献５】Journal of Inflammation 2010, 7:23, http://www.journal-inflammat
ion.com/content/7/1/23
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、回帰性リウマチ（PR）の検査用マーカーを提供することを課題とし、また回
帰性リウマチの検査のための測定方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意検討を重ねた結果、回帰性リウマチ患者
において、部分欠失型PYCARD（ASC）mRNAが検出されることを初めて見出した。さらに研
究を重ね、部分欠失型PYCARD（ASC）mRNAによって発現が予想されるタンパク質を構成す
るアミノ酸配列を解析すると、PYCARD（ASC）遺伝子のうちエクソン２部分が欠失した遺
伝子から発現したタンパク質であることが確認された。そこで、部分欠失型PYCARD（ASC
）mRNA及びタンパク質が回帰性リウマチ検査用マーカーになりうることを見出し、本発明
を完成した。さらに、係るマーカーを検出することによる回帰性リウマチの診断の補助の
ための検査方法に係る発明を完成した。
【００１０】
　すなわち本発明は、以下よりなる。
１．配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、位置92のグリシンから110のプロリンまで、
又は位置93のセリンから111のグリシンまでのアミノ酸配列を欠失したPYCARD（ASC）タン
パク質をマーカーとする、回帰性リウマチの検査用バイオマーカー。
２．配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、位置92のグリシンから110のプロリンまで、
又は位置93のセリンから111のグリシンまでのアミノ酸配列を欠失するPYCARD（ASC）タン
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パク質のアミノ酸配列が、配列番号２に示すアミノ酸配列を含む配列である、前項１に記
載の回帰性リウマチの検査用バイオマーカー。
３．配列番号２に示すアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチドをマ
ーカーとする回帰性リウマチの検査用バイオマーカー。
４．配列番号３に示す塩基配列で特定されるポリヌクレオチドのうち、位置381－437位の
ヌクレオチドを欠損してなるポリヌクレオチドをマーカーとする、回帰性リウマチの検査
用バイオマーカー。
５．配列番号２に示すアミノ酸配列をコードする塩基配列が、配列番号４に示す塩基配列
で特定されるポリヌクレオチドからなる、前項３に記載の回帰性リウマチの検査用バイオ
マーカー。
６．位置381－437位のヌクレオチドを欠損してなるポリヌクレオチドが、配列番号４に示
す塩基配列で特定されるポリヌクレオチドを含む、前項４に記載の回帰性リウマチの検査
用バイオマーカー。
７．生体から採取された検体より、前項１～６のいずれか１に記載の検査用バイオマーカ
ーを検出することを特徴とする、回帰性リウマチ診断の補助のための検査方法。
８．前項１又は２に記載の検査用バイオマーカー、あるいは前項３～６のいずれか１に記
載の検査用バイオマーカーの転写産物を、免疫学的手法により検出することを特徴とする
、前項７に記載の検査方法。
９．前項３～６のいずれか１に記載の検査用バイオマーカーを、遺伝子増幅手段により検
出することを特徴とする、前項７に記載の検査方法。
１０．検査が、回帰性リウマチ発症の判定又は発症予測のための検査である、前項７～９
のいずれか１に記載の検査方法。
１１．前項１～６のいずれか１に記載の検査用バイオマーカーと相互作用しうる物質を含
む、回帰性リウマチの検査用試薬。
１２．検査用バイオマーカーと相互作用しうる物質が抗体、プライマー、プローブから選
択される、前項１１に記載の検査用試薬。
１３．前項２～６のいずれか１に記載の検査用バイオマーカーを増幅しうるプライマーセ
ットを少なくとも含む回帰性リウマチの検査用キット。
１４．前項１２に示す検査用バイオマーカーと相互作用しうる物質のいずれかを、少なく
とも２種以上含む、回帰性リウマチの検査用キット。
１５．正常型PYCARD（ASC）タンパク質又は正常型PYCARD（ASC）タンパク質を産生するた
めのPYCARD（ASC）タンパク質遺伝子を有効成分として含む、抗回帰性リウマチ剤。
１６．配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、位置92のグリシンから110のプロリンまで
のアミノ酸配列、又は位置93のセリンから111のグリシンまでのアミノ酸配列を欠失したP
YCARD（ASC）タンパク質の機能抑制物質を有効成分として含む、抗回帰性リウマチ剤。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明の回帰性リウマチの検査用マーカーにより、従来は患者の症状のみから診断され
ていた回帰性リウマチを、より正確に早期に診断可能となった。従来のPaseroの提唱する
基準などでは、既往を医師が確認できない場合には診断がつけられず、また長期の観察を
要することから、診断できた時点で症状が進行している場合も考えられた。しかしながら
、本発明の回帰性リウマチの検査用マーカーの発明により、早期に診断することができ、
発症の予測も可能である。患者にとって、発作等の苦痛が少ない段階で早期に診断される
ことで治療も早期に開始することができ、患者の苦痛も早期に軽減化でき、有利である。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】PYCARD（ASC）ゲノムDNA構造模式を示す図である。
【図２】末梢血由来PYCARD（ASC）遺伝子RT-PCR産物（cDNA）の電気泳動結果を示す写真
図である。（実施例１）
【図３】末梢血由来PYCARD（ASC）遺伝子RT-PCR産物の配列分析結果を示す図である。（



(6) JP 2016-101092 A 2016.6.2

10

20

30

40

50

実施例１）
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明は、回帰性リウマチの検査用バイオマーカーに関し、更には該バイオマーカーを
指標とする回帰性リウマチの検査方法及び回帰性リウマチの治療剤に関する。本明細書に
おいて、特にことわらない限り、A、C、G及びTは、各々アデニン、シトシン、グアニン及
びチミンの各塩基を示す。アミノ酸及びアミノ酸残基は、IUPAC及びIUBの定める１文字又
は３文字表記を使用する。転写産物とは、ゲノムが転写及び翻訳される結果生じる産物で
あり、例えばmRNA、cDNA及びタンパク質などが挙げられる。
【００１４】
　インフラマソームを構成する連結因子の一種であるPYCARD（ASC）タンパク質は、アポ
トーシス、炎症、自然免疫において機能するタンパク質であり、癌の抑制にも寄与してい
るといわれており、pyrinドメインとカルボキシ末端のcaspase-recruitment ドメイン（C
ARD）を有し、PYCARD（ASC）遺伝子（Genbank Accession No. NG_029446）より生合成さ
れる。本遺伝子はヒト第16染色体に位置し、３つのエクソンから構成されている（図１参
照）。これらが全て使用されてmRNAに転写、翻訳されると正常型PYCARD（ASC）タンパク
質が産生される。
【００１５】
　本発明の回帰性リウマチの検査用バイオマーカーは、PYCARD（ASC）遺伝子のうち、エ
クソン２が欠失した遺伝子より生合成された部分欠失型PYCARD（ASC）タンパク質である
。本発明の回帰性リウマチの検査用バイオマーカーとしては、以下の配列番号１に示すア
ミノ酸配列のうち、位置92のグリシンから110のプロリンまで、又は位置93のセリンから1
11のグリシンまでのアミノ酸配列を欠失したPYCARD（ASC）タンパク質、以下の配列番号
２に示すアミノ酸配列を含むPYCARD（ASC）タンパク質が挙げられる。ここで、PYCARD（A
SC）タンパク質とは、アポトーシス、炎症、自然免疫において機能するタンパク質であり
、癌の抑制にも寄与しているといわれており、pyrinドメインとカルボキシ末端のcaspase
-recruitment ドメイン（CARD）を有する。すなわちPYCARD（ASC）タンパク質はNLRP3な
どの外因性物質の受容体とCaspase-1などのエフェクターを連結するアダプターとして機
能することで外因性物質刺激に応じたCaspase-1依存性のIL-1βやIL-18分泌のための信号
伝達を介在する。PYCARD（ASC）遺伝子のエクソン２はPYCARD（ASC）タンパク質内のpyri
nドメイン（PYD）とcaspase recruit domain（CARD）を接続するPGR（proline and glyci
ne-rich）ドメインをコードしており、エクソン２脱落によりPGRドメインを欠くタンパク
質は活性状態と非活性状態の切り替えが不安定になっていることが示唆されている（非特
許文献４）。
【００１６】
　配列番号１（正常型PYCARD（ASC）タンパク質のアミノ酸配列）：下線部はエクソン２
によってコードされる部分を示す。
MGRARDAILDALENLTAEELKKFKLKLLSVPLREGYGRIPRGALLSMDALDLTDKLVSFYLETYGAELTANVLRDMGLQE
MAGQLQAATHQGSGAAPAGIQAPPQSAAKPGLHFIDQHRAALIARVTNVEWLLDALYGKVLTDEQYQAVRAEPTNPSKMR
KLFSFTPAWNWTCKDLLLQALRESQSYLVEDLERS
【００１７】
　配列番号２（エクソン２欠失型PYCARD（ASC）タンパク質のアミノ酸配列）
MGRARDAILDALENLTAEELKKFKLKLLSVPLREGYGRIPRGALLSMDALDLTDKLVSFYLETYGAELTANVLRDMGLQE
MAGQLQAATHQGLHFIDQHRAALIARVTNVEWLLDALYGKVLTDEQYQAVRAEPTNPSKMRKLFSFTPAWNWTCKDLLLQ
ALRESQSYLVEDLERS
【００１８】
　本発明の回帰性リウマチのさらなる検査用バイオマーカーとしては、配列番号２に示す
アミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチドが挙げられる。アミノ酸配
列をコードするポリヌクレオチドの例として、配列番号３に示す塩基配列で特定されるポ
リヌクレオチドのうち、位置381-437位のヌクレオチドを欠損してなるポリヌクレオチド
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をマーカーとすることができる。具体的には、配列番号４に示す塩基配列で特定されるポ
リヌクレオチドが挙げられる。配列番号２に示すアミノ酸配列をコードする塩基配列とし
て、上記配列番号４に示す塩基配列の他、さらにコドンの縮重性（degeneracy）により予
測されるどのような塩基配列であってもよい。これらの塩基配列は全て本発明に包含され
る。
【００１９】
　配列番号３（正常型PYCARD（ASC）mRNA由来cDNA）：下線部を付したATGは開始コドンを
意味し、TGAは終止コドンを意味する。その他の下線部はエクソン２領域を示す。
gagtgggagg aaggcgggga gtccaggttc cgccccggag ccgacttcct cctggtcggc ggctgcagcg ggg
tgagcgg cggcagcggc cggggatcct ggagccATGg ggcgcgcgcg cgacgccatc ctggatgcgc tggaga
acct gaccgccgag gagctcaaga agttcaagct gaagctgctg tcggtgccgc tgcgcgaggg ctacgggcg
c atcccgcggg gcgcgctgct gtccatggac gccttggacc tcaccgacaa gctggtcagc ttctacctgg a
gacctacgg cgccgagctc accgctaacg tgctgcgcga catgggcctg caggagatgg ccgggcagct gcag
gcggcc acgcaccagg gctctggagc cgcgccagct gggatccagg cccctcctca gtcggcagcc aagccag
gcc tgcactttat agaccagcac cgggctgcgc ttatcgcgag ggtcacaaac gttgagtggc tgctggatgc
 tctgtacggg aaggtcctga cggatgagca gtaccaggca gtgcgggccg agcccaccaa cccaagcaag at
gcggaagc tcttcagttt cacaccagcc tggaactgga cctgcaagga cttgctcctc caggccctaa gggag
tccca gtcctacctg gtggaggacc tggagcggag cTGAggctcc ttcccagcaa cactccggtc agcccctg
gc aatcccacca aatcatcctg aatctgatct ttttatacac aatatacgaa aagccagctt gaacttgtgt 
gt
【００２０】
　配列番号４（エクソン２欠失型PYCARD（ASC）mRNA由来cDNA）：下線部を付したATGは開
始コドンを意味し、TGAは終止コドンを意味する。
gagtgggagg aaggcgggga gtccaggttc cgccccggag ccgacttcct cctggtcggc ggctgcagcg ggg
tgagcgg cggcagcggc cggggatcct ggagccATGg ggcgcgcgcg cgacgccatc ctggatgcgc tggaga
acct gaccgccgag gagctcaaga agttcaagct gaagctgctg tcggtgccgc tgcgcgaggg ctacgggcg
c atcccgcggg gcgcgctgct gtccatggac gccttggacc tcaccgacaa gctggtcagc ttctacctgg a
gacctacgg cgccgagctc accgctaacg tgctgcgcga catgggcctg caggagatgg ccgggcagct gcag
gcggcc acgcaccagg gcctgcactt tatagaccag caccgggctg cgcttatcgc gagggtcaca aacgttg
agt ggctgctgga tgctctgtac gggaaggtcc tgacggatga gcagtaccag gcagtgcggg ccgagcccac
 caacccaagc aagatgcgga agctcttcag tttcacacca gcctggaact ggacctgcaa ggacttgctc ct
ccaggccc taagggagtc ccagtcctac ctggtggagg acctggagcg gagcTGAggc tccttcccag caaca
ctccg gtcagcccct ggcaatccca ccaaatcatc ctgaatctga tctttttata cacaatatac gaaaagcc
ag cttgaacttg tgtgt
【００２１】
　本発明は、生体から採取された検体より、上記の検査用バイオマーカーを検出する、回
帰性リウマチの検査のための測定方法にも及ぶ。本明細書において、「生体から採取され
た検体」としては、特に限定されるものではなく、被検者の遺伝子（ゲノム）、遺伝子の
転写産物、例えばmRNA、cDNA及びタンパク質など本発明のバイオマーカーを含む可能性の
ある生体検体であれば良い。例えば、唾液、血液、血漿、血清、尿、汗、涙、鼻汁、痰及
び／又は咽頭ぬぐい液等の体液、毛髪、各臓器等が挙げられる。また、被験者のゲノムは
、常法により生体の全ての細胞より得ることが可能である。例えば、毛髪、各臓器、末梢
リンパ球などから得ることができる。
【００２２】
　本発明は、生体から採取された検体より上記本発明の検査用バイオマーカーを検出する
ことによる、回帰性リウマチの検査方法にも及ぶ。さらには、生体から採取された検体よ
り、上記本発明の検査用バイオマーカーを検出する、回帰性リウマチの検査のための測定
方法にも及ぶ。本発明の回帰性リウマチの検査や測定は、回帰性リウマチの診断の補助の
ために行われ、具体的には回帰性リウマチ発症しているか、又は回帰性リウマチの発症危
険性があるか否かを判定し、診断するための補助のために行うことができる。
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【００２３】
　本発明の回帰性リウマチの検査方法において、回帰性リウマチの検査のための検査用バ
イオマーカーは、例えば免疫学的手法、質量分析、アミノ酸シークエンスの解析等により
検出することができる。具体的には、変異型タンパク質のみを認識する抗体を作製し、EL
ISA法等の免疫学的手法で検出する方法、タンパク質を単離し、直接又は必要に応じ、酵
素等で切断し、プロテインシークエンサーを利用して変異を検出する方法、アミノ酸の等
電点の変異を検出する方法及び質量分析により質量の差を検出する方法が挙げられ、好ま
しくは、変異型タンパク質のみを認識する抗体を作製し、ELISA法で検出する方法が挙げ
られる。
【００２４】
　本発明の回帰性リウマチの検査方法において、回帰性リウマチの検査のための検査用バ
イオマーカーが、ポリヌクレオチドからなる回帰性リウマチの検査用バイオマーカーの場
合は、mRNA、cDNA及びタンパク質などの転写産物の測定により検出することができる。
【００２５】
　例えば、転写産物としてmRNAを検出する場合は必要に応じてcDNAに変換して検出するこ
ともできる。配列番号３の位置381-437位の欠失変異は、例えば以下の欠失領域を挟んだ
位置に対するプライマーセットを用いて、例えばリアルタイムPCR法（RT-PCR法）による
増幅産物を測定することで検出することができる。増幅産物の測定は常法に従って行うこ
とができ、例えばインターカレーター法や蛍光標識プローブ等を用いて測定することがで
きる。また、増幅産物について、直接シークエンスする方法などによって変異を検出する
ことができる。プライマーやプローブは、配列番号３に示す塩基配列の情報や、配列番号
３の位置381-437位の欠失部位の塩基配列の情報に基づいて、自体公知の方法により設計
し、作製することができる。配列番号３の位置381-437位の欠失部位を挟んだ領域に位置
するプライマーの例として、具体的には例えば配列番号３の位置159-178位のセンスプラ
イマーと配列番号３の位置732-749のアンチセンスプライマー等を例示することができる
が、本明細書において使用可能なプライマーは、これらの部位に対応するプライマーに限
定されるものではない。ゲノムの変異の他の検出方法として、例えば、アリル特異的オリ
ゴヌクレオチドプローブ法、オリゴヌクレオチドライゲーションアッセイ（Oligonucleot
ide Ligation Assay）法、PCR_SSCP法、PCR_CFLP法、PCR_PHFA法、インベーダー法、RCA
（Rolling Circle Amplification）法、プライマーオリゴベースエクステンション（Prim
er Oligo Base Extension）法などを適用することができる。尚、配列番号３の位置381-4
37の塩基配列は、cDNAとしてジーンバンクに登録されている配列（Genbank Accession No
. NG_029446）の5574-5630番目である。
【００２６】
　転写産物の内、タンパク質については、上記回帰性リウマチの検査のための検査用バイ
オマーカー、即ち配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、位置92のグリシンから110のプ
ロリンまで、又は位置93のセリンから111のグリシンまでのアミノ酸配列を欠失したPYCAR
D（ASC）タンパク質からなる回帰性リウマチの検査用バイオマーカーや、配列番号２に示
すアミノ酸配列を含む配列からなる回帰性リウマチの検査用バイオマーカーと同様に、例
えば免疫学的手法、質量分析、アミノ酸シークエンスの解析等により検出することができ
る。免疫学的手法の例として、例えばイムノブロッティングが挙げられる。
【００２７】
　本発明の回帰性リウマチの検査方法や回帰性リウマチの検査のための測定方法により、
被験者から採取された検体より上記本発明の検査用バイオマーカーが検出された場合に、
被験者は回帰性リウマチが発症しているか、又は回帰性リウマチの発症危険性があるもの
と予測することができる。例えば、手指や手関節、膝や肩などに関節炎が生じる炎症期と
炎症が自然に消失する非炎症期を繰り返す特徴を持つ症状が現れた場合であっても、回帰
性リウマチか否か診断がつかないような場合に、本発明のバイオマーカーを検出すること
で回帰性リウマチと診断することができる。また、症状が認められない場合でも、本発明
のバイオマーカーを検出することで、回帰性リウマチの発症可能性があることが予測され
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、症状が悪化する前に早期に対策を講じることが可能となる。
【００２８】
　本発明は、本発明の回帰性リウマチの検査方法や回帰性リウマチの検査のための測定方
法に使用するための検査用試薬にも及ぶ。検査用試薬は、本発明の検査用バイオマーカー
と相互作用しうる物質を含む。当該本発明の検査用バイオマーカーと相互作用しうる物質
の例として、配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、位置92のグリシンから110のプロリ
ンまで、又は位置93のセリンから111のグリシンまでのアミノ酸配列を欠失したPYCARD（A
SC）タンパク質、又は配列番号２に示すアミノ酸配列を含むPYCARD（ASC）タンパク質等
の変異型タンパク質のみを認識する抗体、配列番号２に示すアミノ酸配列をコードする塩
基配列からなるポリヌクレオチドを増幅しうるプライマー、配列番号２に示すアミノ酸配
列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチドを認識しうるプローブなどが挙げられ
る。
【００２９】
　本発明は、本発明の回帰性リウマチの検査方法や回帰性リウマチの検査のための測定方
法に使用するための検査用試薬キットにも及ぶ。当該検査用キットには、上述の検査用試
薬のうち少なくとも１種を含み、さらにその他の試薬を含んでいてもよい。例えば遺伝子
を増幅させるための少なくとも一組のプライマーセットを含むキットであってもよい。プ
ライマーセットとしては、例えば配列番号３の位置159-178のセンスプライマーと配列番
号４の位置732-749のアンチセンスプライマーのセットが挙げられる。その他の試薬の例
としては、配列番号２に示すアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチ
ドからなるRNAを検出できるように設計されたプローブ、制限酵素、マクサムギルバート
法及びチェーンターミネーター法などの塩基配列決定法に利用される試薬などが挙げられ
る。また、好ましくは、蛍光標識されたダイデオキシヌクレオチドを含むキットであって
もよい。さらに、プライマー成分に加えて、本発明にかかる変異の存在の検出に応じた１
～複数個の試薬を組み合わせたものであってもよい。なお、かかる試薬は、採用される検
出方法に応じて適宜選択採用されるが、例えばdATP、dUTP、dTTP、dGTPDNA合成酵素、RNA
合成酵素等を挙げることができる。さらに、変異の検出の妨げとならない適当な緩衝液及
び洗浄液等が含まれていてもよい。
【００３０】
　本発明は、正常型PYCARD（ASC）タンパク質又は正常型PYCARD（ASC）タンパク質を産生
するためのPYCARD（ASC）遺伝子を有効成分として含む、抗回帰性リウマチ剤にも及ぶ。
回帰性リウマチ患者においては、上記部分欠失型PYCARD（ASC）タンパク質の発現が認め
られることから、正常なPYCARD（ASC）タンパク質の発現量は健常人に比べ低いものと考
えられる。そこで、正常なPYCARD（ASC）タンパク質又は正常型PYCARD（ASC）タンパク質
を産生するためのPYCARD（ASC）遺伝子を有効成分として含む、抗回帰性リウマチ剤によ
り、必要なPYCARD（ASC）タンパク質が補充され、有効である。また、回帰性リウマチ患
者は、上記異常型の部分欠失型PYCARD（ASC）タンパク質が存在し、何らかの機能を有す
ることで、回帰性リウマチの症状を呈するものと考えられる。そこで、上記部分欠失型PY
CARD（ASC）タンパク質の機能を抑制しうる物質についても抗回帰性リウマチ効果を発揮
しうると考えられる。本発明は、例えば配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、位置92の
グリシンから110のプロリンまで、若しくは位置93のセリンから111のグリシンまでのアミ
ノ酸配列を欠失したPYCARD（ASC）タンパク質の機能抑制物質を有効成分として含む、抗
回帰性リウマチ剤にも及ぶ。
【００３１】
　本発明の抗回帰性リウマチ剤は、投与経路としては、皮下注射、静脈注射、局所投与等
のいずれでもよい。また、製剤としては、通常、製薬的に許容される担体や賦形剤、その
他添加剤を用いて製造した注射剤や経皮製剤等の非経口剤が挙げられる。製薬的に許容さ
れる担体や賦形剤、その他添加剤としては、グルコース、ラクトース、ゼラチン、マンニ
トール、でんぷんペースト、トリケイ酸マグネシウム、コーンスターチ、ケラチン、コロ
イド状シリカ等があり、さらには、安定剤、増量剤、着色剤及び芳香剤の様な補助剤を含
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【実施例】
【００３２】
　本発明の理解を深めるために、本発明の内容を実施例により具体的に説明するが、本発
明はこれら実施例に限定されるものではないことは明らかである。
【００３３】
（実施例１）PYCARD（ASC）mRNAの変異した塩基配列の検出
（１）RNAは、PAXgeneTM Blood RNA kit（ベクトン・ディッキンソン社製）を用いて健常
者及び回帰性リウマチ患者の末梢血から調製した。
【００３４】
（２）得られたtotal RNA 0.3μgを逆転写反応用キット（RNA PCR Kit： Life Technolog
ies社製）を用い、通常の逆転写反応によりcDNAを調製した。
【００３５】
（３）得られたcDNA溶液1μlに10×Ex-Taq緩衝液（TAKARA Bio社製）5μL、2mM dNTP溶液
4μL、10μMセンス、アンチセンスプライマーをそれぞれ1μL、DNAポリメラーゼ試薬（Ex
 Taq DNA polymerase：Takara Bio社製）1.25Uを加え、滅菌水により全量を50μLとし、P
CR反応をおこなった。PCR反応は、熱変性96℃で30秒間、アニーリング55℃で30秒間、伸
長反応72℃で2分間を30サイクル、最後に72℃で5分間の伸長反応の条件で行った。得られ
た増幅産物を含む溶液を、本実施例では「RT-PCR溶液」という。当該反応に使用したセン
ス、アンチセンスプライマーは、以下のとおりである。
　センスプライマー：5'- AGGAGCTCAAGAAGTTCAAG -3'（配列番号５）
　アンチセンスプライマー：5'-AGGATGATTTGGTGGGAT -3'（配列番号６）
【００３６】
（４）得られたRT-PCR溶液を分子量マーカー（100bp ladder：TAKARA Bio社製）と共にア
ガロースゲル（1％ Agarose S：ニッポンジーン社製）にてTAE緩衝液中で電気泳動し、エ
チジウムブロマイド溶液にて可視化した。結果を図２にした。回帰性リウマチ患者由来cD
NAでは全て正常型分子量のPYCARD（ASC）を発現しておらず、57bp短いバリアント分子を
有意に発現していることが明らかとなった。
【００３７】
（５）上記得られたRT-PCR溶液に含まれるPCR増幅産物を、市販キット（QIAquick PCR pu
rification Kit：キアゲン社製）を用いて精製した。得られたPCR増幅産物20ngを受託分
析会社ユーロフィンジェノミクス社に送付し、塩基配列分析を行った。結果を図３に示し
た。健常者由来の正常型分子量のPYCARD（ASC）cDNAはエクソン1-2が接続されているのに
対し、回帰性リウマチ患者由来の57bp短いバリアントPYCARD（ASC）cDNAはエクソン２が
欠失していることが明らかとなった。
【産業上の利用可能性】
【００３８】
　以上詳述したように、本発明の回帰性リウマチの検査用マーカーにより、従来は患者の
症状のみから診断されていた回帰性リウマチを、より正確に早期に診断可能となった。従
来のPaseroの提唱する基準などでは、短時間の突発性・単関節炎の既往があるが、最低１
回の発作を医師が確認すること、過去２年間に５回以上の発作があることの他、複数の所
見に基づいて判断しなければならず、既往を医師が確認できない場合には診断がつけられ
なかった。また、診断にまた長期の観察を要することから、診断できた時点で症状が進行
している場合も考えられた。しかしながら、本発明の回帰性リウマチの検査用マーカーの
発明により、早期に診断することができ、発症の予測も可能であることから、患者にとっ
て、発作の苦痛が少ない段階で、早期に診断され、治療も早期に開始することができ、有
利であり、医療経済にも貢献しうる。
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