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(57)【要約】
本発明は、一般的には、抗原－抗体－相互作用に基づく分析方法およびそのためのキット
の分野に関する。特には、本発明は、分析対象被験体からの抗Ａ抗体を含むことが疑われ
る試料を未変性および変異抗原Ａと接触させることを含む、ある状態を診断、分類、予測
、および／または該状態の進行をモニターするための定量的インビトロ分析のための方法
であって、変異抗原Ａへの結合が抗原Ａへの非特異的結合を排除するのに役立ち、さらに
各患者に基づく人為的影響を排除するのにも役立ち、その結果抗Ａ抗体および抗原Ａの複
合体形成について偏りのないデータが得られる方法に関する。本発明はまた、このような
方法を実施するためのキットにも関する。例えば、抗原は、ＭＯＧタンパク質であり、そ
れは多発性硬化症のマーカーとして用いられる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ａ）分析対象被験体から、抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料を得る段階、
ｂ）未変性および変異抗原Ａを提供する段階、
ｃ）抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料を変異抗原Ａおよび未変性抗原Ａと接触させる段
階、
ｄ）未変性抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の量を段階ｃ）後に検出する段階を含む、
ある状態を診断、分類、予測、および／または該状態の進行をモニターするための定量的
なインビトロ分析のための方法であって、
未変性抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の存在が、ある状態の診断、分類、予測、および／また
は該状態の進行のモニタリングを可能にする方法。
【請求項２】
ａ）分析対象被験体から、抗Ａ抗体を含むことが疑われる第１試料を得る段階、
ｂ）未変性抗原Ａを提供する段階、
ｃ）抗Ａ抗体を含むことが疑われる第１試料を未変性抗原Ａと接触させる段階、
ｄ）結合した抗Ａ抗体の量を段階ｃ）後に検出する段階、
ｅ）変異抗原Ａを提供する段階、
ｆ）段階ａ）と同一の分析対象被験体から、抗Ａ抗体を含むことが疑われる第２試料を得
る段階、
ｇ）段階ａ）と同一の分析対象被験体からの抗Ａ抗体を含むことが疑われる第２試料を変
異抗原Ａと接触させる段階、
ｈ）結合した抗Ａ抗体の量を段階ｇ）後に検出する段階、
ｉ）段階ｈ）の変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体と比較した段階ｄ）の抗原Ａに結合した抗
Ａ抗体の比率および／または差を決定する段階を含み、
変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体と比較した抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の比率および／また
は差は、ある状態の診断、分類、予測、および／または該状態の進行のモニタリングを可
能にする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　少なくとも一種類の検出可能成分と一緒に抗原Ａおよび／または変異抗原Ａを提供する
段階を更に含む、請求項１～２に記載の方法。
【請求項４】
　検出可能成分は、放射活性マーカー、例えばアルカリホスファターゼまたは西洋ワサビ
ペルオキシダーゼのような酵素、金コロイド、ウレアーゼ、フルオレセイン、ローダミン
、およびビオチン－ストレプトアビジンから成る群より選択される、請求項３に記載の方
法。
【請求項５】
　個々の段階は、免疫－吸収アッセイ（ｅｓｓａｙ）、特にＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＢＩＡ
ＣＯＲＥ、またはＥＩＡアッセイにより、好ましくは自動化形式で実施される、請求項１
から４に記載の方法。
【請求項６】
　診断、分類対象状態、および／または予測および／またはモニター対象の該状態の進行
は、生理学的状態または臨床的状態である、特に癌、感染症、ワクチン接種状態、または
自己免疫疾患である、請求項１～５に記載の方法。
【請求項７】
　診断、分類対象状態、および／または予測および／またはモニター対象の該状態の進行
は、ＥＡＥおよび／またはＭＳである、請求項１～６に記載の方法。
【請求項８】
　１より大きい、好ましくは１．５より大きい、特に好ましくは２より大きい、変異抗原
Ａに結合した抗Ａ抗体に対する抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の比率が状態の診断を可能にす
る、請求項１～７に記載の方法。
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【請求項９】
　被験体由来の、抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料は、抗原Ａおよび／または変異抗原
Ａとの接触前に、マトリックス上に不動化される、請求項１～８に記載の方法。
【請求項１０】
　未変性抗原Ａおよび／または変異抗原Ａは、被験体由来の、抗Ａ抗体を含むことが疑わ
れる試料との接触前に、マトリックス上に不動化される、請求項１～８に記載の方法。
【請求項１１】
　段階ｃ）後に抗Ａ抗体－抗原Ａ複合体を二次抗体結合抗体と接触させる段階、および／
または段階ｇ）後に抗Ａ抗体－変異抗原Ａ複合体を二次抗体結合抗体と接触させる段階を
更に含む、請求項１～１０に記載の方法。
【請求項１２】
　段階ｃ）後に抗Ａ抗体－抗原Ａ複合体を二次抗原Ａ結合抗体と接触させる段階、および
／または段階ｇ）後に抗Ａ抗体－変異抗原Ａ複合体を二次抗原Ａ結合抗体と接触させる段
階を更に含む、請求項１～１０に記載の方法。
【請求項１３】
　二次抗体結合抗体および／または二次抗原Ａ結合抗体は検出可能成分を含む、請求項１
１～１２に記載の方法。
【請求項１４】
　マトリックスは膜、細胞膜、チップ、ディッシュ、ＥＬＩＳＡウェル、チューブ、特に
プラスチック製もしくはガラス製チューブ、キュベット、ポリマー粒子、ビーズ、ペレッ
ト、またはクロマトグラフィーカラム用樹脂である、請求項８～１３に記載の方法。
【請求項１５】
　試料は、患者の血液試料、脳脊髄液試料、血清試料、またはＣＮＳ試料である、請求項
１～１４に記載の方法。
【請求項１６】
　結合抗体の量は、分光分析、好ましくは沈殿もしくは色変化の分光分析によって、光学
もしくは電子顕微鏡によって、放射分析測定によって、目視もしくは自動化検出によって
、または蛍光顕微鏡によって検出される、請求項１～１５に記載の方法。
【請求項１７】
　抗原Ａおよび／または変異抗原Ａは、組換え体発現系から提供される、請求項１～１６
に記載の方法。
【請求項１８】
　未変性抗原Ａおよび／または変異抗原Ａは、折り畳み直された形で用いられる、請求項
１～１７に記載の方法。
【請求項１９】
　未変性抗原Ａは、Ｒｏ、Ｌａ、Ｊｏ－１、ＳＭ、Ｓｃｌ７０、ＳＳ－Ａ、ＳＳ－Ｂ、Ｐ
ｒ３、ＭＰＯ、サイログロブリン、ＴＰＯ、甲状腺刺激ホルモン受容体、インスリン、イ
ンスリン受容体、ＧＡＤ、ＤＮＡトポイソメラーゼＩＩ、ＩＡ－２、ＩＡ－２ベータ、Ｔ
ＳＨ受容体、ＰＭ／Ｓｃｌ１００、アセチルコリン受容体、ＢＰ１８０、ＮＣ１、ヒスト
ン、Ｕ１　ＲＮＰ、組織トランスグルタミナーゼ、ＩＶ型コラーゲンであるか、またはこ
れら抗原の抗原性ドメインを含むか、または完全な未変性抗原の配列と、少なくとも１０
％が同一アミノ酸、好ましくは少なくとも２５％が同一アミノ酸、より好ましくは少なく
とも５０％が同一アミノ酸、特に好ましくは少なくとも７５％が同一アミノ酸のアミノ酸
配列相同性を共有するこれら抗原の抗原性部分を含む、請求項１～１８に記載の方法。
【請求項２０】
　変異抗原Ａは、未変性抗原Ａのエピトープ内に局在する、未変性抗原Ａの配列に対して
変化したアミノ酸を少なくとも一個含む、請求項１～１９に記載の方法。
【請求項２１】
　未変性抗原Ａはミエリン乏突起膠細胞糖タンパク質（ＭＯＧ）であるか、または未変性
ＭＯＧ配列と、少なくとも１０個が同一アミノ酸、好ましくは少なくとも２５個が同一ア
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ミノ酸、より好ましくは少なくとも５０個が同一アミノ酸、特に好ましくは少なくとも７
５個が同一アミノ酸であるアミノ酸配列相同性を共有するＭＯＧの抗原性部分を含む、請
求項１～１０に記載の方法。
【請求項２２】
　変異抗原Ａは、未変性ＭＯＧ配列と少なくとも１０個が同一アミノ酸、好ましくは少な
くとも２５個が同一アミノ酸、より好ましくは少なくとも５０個が同一アミノ酸、特に好
ましくは少なくとも７５個が同一アミノ酸であるアミノ酸配列相同性を共有し、少なくと
も１個のアミノ酸が未変性ＭＯＧ配列に対して変更されており、好ましくは変更されたア
ミノ酸の少なくとも１個は、エピトープ、より好ましくは免疫優性エピトープの一部であ
るＭＯＧ配列内に局在し、更により好ましくは変更されたアミノ酸の少なくとも１個は、
未変性ＭＯＧ配列のアミノ酸２８～３５、４２～５５、７２～８０、８６～９３、および
／または１０１～１０８内、より更に好ましくは未変性ＭＯＧのＦＧ－ループ内、即ちア
ミノ酸１０１～１０８内に局在し、好ましくは変異ＭＯＧ配列１、２、３、４、５、６、
７、または８個の変異を含むＭＯＧの抗原性部分またはＭＯＧであり、特に好ましくは一
重変異体Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ、二重変異体Ｈｉｓ１０３Ｇｌｙ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ、お
よび二重変異体Ｈｉｓ１０３Ａｌａ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕから成る群より選択される変異
抗原Ａである、請求項１～２１に記載の方法。
【請求項２３】
　分析対象被験体は哺乳動物である、特にヒトである、請求項１～２２に記載の方法。
【請求項２４】
　変異抗原Ａ、好ましくは変異したＭＯＧを、未変性抗原Ａ、好ましくは未変性ＭＯＧと
接触させる試料に加える段階を含む、請求項２～２３に記載の方法。
【請求項２５】
　試料に加えられる変異抗原Ａはマトリックスに結合し、前記マトリックスは膜、細胞膜
、ポリマー粒子、ビーズ、ペレット、または樹脂であることが好ましい、請求項２４に記
載の方法。
【請求項２６】
　ａ）未変性ＭＯＧ配列と少なくとも１０個が同一アミノ酸である、好ましくは少なくと
も２５個が同一アミノ酸である、より好ましくは少なくとも５０個が同一アミノ酸である
、特に好ましくは少なくとも７５個が同一アミノ酸であるアミノ酸配列相同性を共有する
ＭＯＧの抗原性部分または未変性ＭＯＧ；
ｂ）未変性ＭＯＧ配列と少なくとも１０個が同一アミノ酸、好ましくは少なくとも２５個
が同一アミノ酸、より好ましくは少なくとも５０個が同一アミノ酸、特に好ましくは７５
個が同一アミノ酸であるアミノ酸配列相同性を共有し、少なくとも１個のアミノ酸が未変
性ＭＯＧ配列に対し変更されており、好ましくは変更されたアミノ酸の少なくとも１個は
、エピトープ、より好ましくは免疫優性エピトープの一部であるＭＯＧ配列内に局在し、
更により好ましくは変更されたアミノ酸の少なくとも１個は、未変性ＭＯＧ配列のアミノ
酸２８～３５、４２～５５、７２～８０、８６～９３、および／または１０１～１０８内
、より更に好ましくは未変性ＭＯＧのＦＧ－ループ内、即ちアミノ酸１０１～１０８内に
局在し、好ましくは変異ＭＯＧ配列１、２、３、４、５、６、７、または８個の変異を含
むＭＯＧの抗原性部分または変異ＭＯＧであり、特に好ましくは一重変異体Ｓｅｒ１０４
Ｇｌｕ、二重変異体Ｈｉｓ１０３Ｇｌｙ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ、および二重変異体Ｈｉｓ
１０３Ａｌａ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕから成る群から選択される変異抗原ＡであるＭＯＧの
抗原性部分または変異ＭＯＧを含む、ＥＡＥおよび／またはＭＳを診断、分類、予測、お
よび／または該疾患の進行をモニターする請求項１～２５の方法を実施するためのキット
。
【請求項２７】
　二次抗体結合抗体を更に含む、請求項２６に記載のキット。
【請求項２８】
　二次ＭＯＧ結合抗体を更に含む、請求項２６～２７に記載のキット。
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【請求項２９】
　未変性ＭＯＧおよび／または変異ＭＯＧおよび／または二次抗体結合抗体および／また
は二次ＭＯＧ結合抗体を連結するか、あるいはこれらへ連結される検出可能なユニット、
好ましくは放射活性マーカー、例えばアルカリホスファターゼまたは西洋ワサビペルオキ
シダーゼのような酵素、金コロイド、ウレアーゼ、フルオレセイン、ローダミン、ビオチ
ン－ストレプトアビジンを更に含む、請求項２６～２８に記載のキット。
【請求項３０】
　抗原または抗体を不動化するためのマトリックスを更に含み、前記マトリックスは膜、
細胞膜、チップ、ディッシュ、ＥＬＩＳＡウエル、チューブ、特にプラスチック製もしく
はガラス製チューブ、キュベット、ポリマー粒子、ビーズ、ペレット、またはクロマトグ
ラフィーカラム用樹脂であることが好ましい、請求項２６～２９に記載のキット。
【請求項３１】
　少なくとも一種類の抗原または抗体が、凍結乾燥または変性された形で提供される、請
求項２６～３０に記載のキット。
【請求項３２】
　少なくとも一種類の変性抗体または抗原を折り畳み直すための、折り畳み直し液（ｒｅ
ｆｏｌｄｉｎｇ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）を更に含む、請求項３１に記載のキット。
【請求項３３】
　洗浄液、好ましくは極性洗浄液、特に好ましくは緩衝水を更に含む、請求項２６～３４
に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般的には、抗原－抗体－相互作用に基づく分析方法およびそのためのキッ
トの分野に関する。特には、本発明は、請求項１の記載の、ある状態を診断、分類、予測
、および／または該状態の進行のモニタリングを行う、定量的なインビトロ分析のための
方法、ならびに請求項２６に記載のこのような方法を実施するためのキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗原は、生物にとって異物である巨大分子、通常はタンパク質、ウイルス、真菌、細菌
であり、また毒素、化学物質、薬物のような物質、およびその他微粒子でもある。免疫系
は、抗原を認識して、液性免疫反応の一部として抗体を産生する。
【０００３】
　抗体は、免疫系に用いられるタンパク質であり、抗原を識別および中和する。特異的抗
原に対する免疫反応の間にこれら抗原に特異的に結合する抗体が増加する。
【０００４】
　抗体は免疫細胞の細胞膜に固着するか、または血液中および組織液中、ならびに多くの
分泌物中に遊離状態で存在することができる。遊離抗体には、二つの主要な機能がある：
－特異的免疫グロブリン受容体に結合し、エフェクター機能を発揮すること、および
－抗原に結合して、それらを架橋すること。
抗原への結合では、抗体は、抗体－抗原産物を凝集および沈殿させてマクロファージおよ
び他細胞による食作用を誘発し、ウイルス性受容体を遮断し、補体経路のような他の免疫
反応を刺激する。
【０００５】
　抗体は、抗原の存在を検知するとほぼ即時的に体の液性免疫系によって作られることか
ら、抗体は通常、状態発生の極めて早い段階に出現する。
【０００６】
この早期の出現は、理論的には、抗体検出を状態の早期診断にとって魅力的な手段にして
いる。
【０００７】
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　抗体の抗原特異性により、特異的抗体の検出は医学診断に利用されている。
【０００８】
　血清学は、これらの方法に依存している。自己免疫疾患は、ときには体部そのもののタ
ンパク質に結合する抗体に原因を求めることもできる；少数は、血液検査によっても検出
できる。免疫介在性の溶血性貧血では、クームス試験によってＲＢＣ表面抗原に対する抗
体が検出できる。クームス試験は輸血準備時の抗体スクリーニングにも、また出生前女性
の抗体スクリーニングにも用いられる。
【０００９】
　しかしながらこれら方法のすべてについて、一般的に、二つの個体の免疫系に存在する
抗体の種類および量が一致することはほとんど無いという問題がある。
【００１０】
　このような早期診断の手段が強く望まれている一つの分野は、癌および自己免疫疾患の
診断である。
【００１１】
　癌は、細胞がその増殖制御経路への反応を失い、異常に増殖した結果である。この無制
御の増殖は遺伝子産物の増加および異常な発現パターンと結びついており、多くの場合、
特定の腫瘍に特異的な（腫瘍マーカー）構造に対する体部の免疫認識および抗体産生を起
こす。確かに、腫瘍マーカーに対する抗体の出現の測定は、癌の早期診断または癌の進行
および予後の決定につながるだろう。
【００１２】
　自己免疫疾患は、体組織自体に対する免疫反応が原因となって起こる状態である。これ
は、アレルギーに類似する過敏反応によって引き起こされ、免疫系は、正常であれば無視
する物質に反応する。アレルギーでは、免疫系は、通常は無害である外部物質に反応する
。自己免疫疾患では、免疫系は正常な「自己」の体部構成要素に反応する。
【００１３】
　通常免疫系は「非自己」組織と「自己」を識別できる。一部の免疫系細胞（リンパ細胞
）は「自己」組織細胞に対し感作するようになるが、これらの欠陥リンパ細胞は、通常は
、他のリンパ細胞によって除去または制御（抑制）される。自己免疫疾患は、正常な制御
方法が崩壊した時に起こる。自己免疫疾患は、正常な体組織が変化し、もはや「自己」と
認識されなくなった場合にも起こることがある。
【００１４】
　自己免疫疾患は、ただ１つの器官または組織型だけに起こることも、複数の器官および
組織を冒すこともある。自己免疫疾患によく冒される器官および組織としては、赤血球、
血管、結合組織のような血液の構成要素、甲状腺または膵臓のような内分泌腺、筋肉、関
節、および皮膚が挙げられる。
【００１５】
　自己免疫疾患の一例は、多発性硬化症（ＭＳ）である。ＭＳは、保護的なミエリン神経
皮膜の炎症に始まり、時に瘢痕化を伴う神経機能の低下を特徴とする中枢神経疾患である
。症状および症状の重症度は多様であり、多くは発症状態と寛解状態を繰り返しながら進
行する。
【００１６】
　中枢神経系（ＣＮＳ）に独占的に発現するミエリン乏突起膠細胞タンパク質（ＭＯＧ）
は、ＭＳの動物モデルである実験的自己免疫脳脊髄炎（ＥＡＥ）のモルモットモデルにお
いて脱ミエリン化自己抗体の免疫優性標的であることが発見された（非特許文献１、２）
。
【００１７】
　ＥＡＥにおけるＭＯＧを標的にする抗体の病因としての役割、およびＭＯＧがＣＮＳミ
エリンの最外層に露出していることは、ＭＳ患者のＣＮＳ組織中にＭＯＧ特異的抗体の検
出により証明されるように、ＭＯＧはＭＳにおいて重要な自己抗原としても働く可能性を
示す（非特許文献３）。
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【００１８】
　しかしながら、ＭＳ患者の血清中または脳脊髄液（ＣＳＦ）中のＭＯＧ－特異的抗体の
存在に関しては明瞭な証拠は存在しない。複数の研究室が、これらの抗ＭＯＧ抗体の検出
を試みているが、極めて異なる結果が得られている。
【００１９】
　幾つかの研究室は、有意に高い抗ＭＯＧ抗体レベルを検出しているが（非特許文献４、
５、６、７）、一方で他の研究室は別の炎症性神経疾患を有する患者、または健康対照者
についても同様の濃度を測定している（非特許文献８、９、１０）。これらの結果は、一
般的にはＥＬＩＳＡまたはＲＩＡ技術のいずれかを用いて得られたものである。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００２０】
【非特許文献１】Ｌｅｂａｒ，Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎ
ｄ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（臨床・実験免疫学），６６：４
２３－３４。
【非特許文献２】Ｌｉｎｎｉｎｇｔｏｎ，Ｃ．，　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（神経免疫学雑誌），６：３８７－９６。
【非特許文献３】Ｏ’Ｃｏｎｎｏｒ，ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　
Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（臨床免疫学雑誌），２１：８１－９２。
【非特許文献４】Ｄｅ　Ｍａｒｃｈ，Ａ．Ｋ．ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｊｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（神経免疫学雑誌），１３５：１１７－１２５
。
【非特許文献５】Ｇａｅｒｔｎｅｒ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．，２００４．Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ
（神経学），６３：２３８１－２３８３。
【非特許文献６】Ｉｇｌｅｓｉａｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ｇｌｉａ（グリア），３
６：２２０－２３４。
【非特許文献７】Ｂｅｒｇｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，　２００３，　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ニューイングランドジャーナルオブメディ
スン），　３４９：１３９－１４５。
【非特許文献８】Ｈａａｓｅ，ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕ
ｒｏｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（神経免疫学雑誌），１１４：２２０－２２５。
【非特許文献９】Ｌａｍｐａｓｏｎａ　ｅｔ　ａｌ．，２００４，　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ
（神経学），　６２：２０９２－２０９４。
【非特許文献１０】Ｌｉｍ，ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（生物化学雑誌），２６１：５１４０－５１４６。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２１】
　この不一致は、患者の選択およびアッセイの性能の差によるものであった。
【００２２】
　分析対象被験体の免疫系に存在する抗体の量および種類は、人種、性別、居住域、ライ
フスタイル、年齢、以前遭遇した抗原、遺伝、他の既往症、または栄養といった数多くの
要素に基づいて大きく変動する。これらの個体変動は、これらの抗体のレベルが低い、お
よび／または非特異的バックグランドが高い場合に、特異的抗体の検出を不可能にするこ
とがある。
【００２３】
　それにもかかわらず自己抗体は、状態の最初の症状が顕在化するかなり以前に出現して
いることが多く、最適な治療を保証するために自己免疫疾患の早期診断が強く望まれてい
る。今日でも、例えば自己免疫疾患、特にＭＳなどの状態の早期診断は極めて難しく、こ
のようなある状態の進行を予測することはほとんど不可能である。
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【００２４】
　この早期の出現を分析手段として用いることは、これら状態の治療の成功率を劇的に上
げるのに役立ち、ある場合には、症状が出現することさえをも防止するのに役立つ可能性
もあるだろう。
【００２５】
　これに加えて、自己抗体の早期検出は、疾患のサブタイプの決定にも役立つだろう。Ｍ
Ｓ患者は、主たる免疫反応のタイプに応じて４つのグループに分類される。タイプＩＩの
ＭＳでは、疾患の進行はミエリン鞘構成要素に対する自己抗体に依存する。これらの患者
には通常、ＩＶＩＧ、Ｒｉｔｕｘａｎ、または血漿交換のような特殊な治療が有効である
ことから、これら患者のサブグループを早期に診断し、彼らにそれぞれ有効な治療を施す
ことが強く望まれる。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　分析手段として抗体の出現および特異性を利用して、現在の当該技術分野の上記および
他の不利益および問題を克服するために、本発明者らは以下の発明を完成させた。
【００２７】
　本発明の目的は、抗体－抗原相互作用に基づいて、ある状態を診断、分類、予測、およ
び／または該状態の進行をモニターするための、迅速、簡便、かつ使用が簡便な定量的な
インビトロ分析のための方法であって、従来技術の方法に関係する問題を克服または少な
くとも軽減する、特には分析対象となる各被験体の個性、特にはその免疫系に存在する抗
体の量および種類、および他の被験体との不適合性に関係する問題を克服または少なくと
も軽減する方法を提供することである。この目的は、請求項１～２５に記載する方法によ
って解決される。
【００２８】
　本発明の更なる目的は、本発明の方法を実施するのに必要な全ての構成要素を含むキッ
トを当該技術分野に提供することである。この目的は、請求項２６～３３に記載するキッ
トによって解決される。
【００２９】
　当業者は、本明細書に開示した本発明の任意の特徴を、自由に組み合わせることが可能
であることを了解するだろう。これは本発明の更なる態様を生むこととなり、本発明の範
囲内に含まれるものと見なされる。
【００３０】
　さらに本明細書に引用する全ての参照にも当てはまる。それらに関係する内容は、本発
明の開示の一部と見なすものとする。
【発明の効果】
【００３１】
　本発明の方法は、ある状態を診断、分類、予測、および／または該状態の進行をモニタ
ーするための、定量的なインビトロ分析のための方法である。
【００３２】
　多様な異なる状態の診断、好ましくは早期診断は、本発明の方法の応用分野の一つであ
る。生物のほとんどの障害は、該当する被験体の液性免疫系における極めて早期の状況に
反映される。それ故に、ある状態を確実に引き起こす、抗原に対する特異的抗体の存在を
検出することは、ある状態を診断する、好ましくはその状態の症状が現れる前に診断する
強力な手段である。このことは公知であることから、ある状態を早期に診断できることは
医学において高い価値を有する。本発明の方法は、状態の症状が現れた後に適用され、そ
の状態を問題なく診断するための追加の証拠を提供することもできるが、例えば定期的お
よび／または不定期な健康診断の枠組みの中で、見かけ上健康な個体に、症状が現れるは
るか前にも等しく適用することができる。本発明の方法は、被験体の死後に適用して、例
えば死因を決定すること、または死亡した被験体が被っていた可能性のある別の障害を決
定することもできる。
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【００３３】
　ある状態、特に障害の分類は、本発明の方法にとっての別の重要な応用分野である。症
状のある単一の障害が、生化学的または生理学的な原因を基礎とする異なる結果でありう
ることは多い。従って、正しい治療を助言することができるためには、その障害の原因を
正確に決定することが重要である。本発明の方法は、障害の全てのタイプについて症状が
同一であったとしても、タイプが異なる障害を識別することができる。
【００３４】
　本発明の方法は、ある状態、特に障害の進行を正しく予測するのにも応用できる。この
ような正確な予測によって、適切な治療の選択が可能となる。このことによって、医療従
事者と患者間に信頼関係が築かれ、今後予想されることを患者が知らないという事態は回
避される。時間内に適切な準備ができる。
【００３５】
　最後に、ある状態のモニタリングが本発明の主題の別の応用例である。この応用によっ
て、例えば、投薬後比較的短い間の後に、治癒の徴候の出現が期待できる時よりもはるか
前に投薬の有効性を確認することができる。これにより、無効な投薬を早期に中止するこ
とが可能となると同時に、時間の無駄、および不注意による、不必要な副作用を回避する
ことが可能となり、また投薬の有効性を早期に検出でき、これらは患者の快適性を高める
だろう。
【００３６】
　本発明の主題は、
ａ）分析対象被験体から、抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料を得る段階、
ｂ）未変性および変異抗原Ａを提供する段階、
ｃ）抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料を変異抗原Ａおよび未変性抗原Ａと接触させる段
階、
ｄ）未変性抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の量を段階ｃ）後に検出する段階
を含む、ある状態を診断、分類、予測、および／または該状態の進行をモニターするため
の定量的なインビトロ分析のための方法であって、
未変性抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の存在が、ある状態の診断、分類、予測、および／また
は該状態の進行のモニタリングを可能にする方法である。
【００３７】
　任意選択的に、抗Ａ抗体を含むことが疑われる分析対象被験体からの試料を変異抗原Ａ
と最初に接触させることもできる。更には、任意選択的に、試料を未変性抗原Ａと接触さ
せる前に、変異抗原Ａと形成した複合体を、当業者公知の技術によって試料から取り除く
こともできる。これは、このアッセイ（ｅｓｓａｙ）から非特異的な結合を排除するのに
役立つだろう。
【００３８】
　本発明の一つの態様では、方法は：
ａ）分析対象被験体から、抗Ａ抗体を含むことが疑われる第１試料を得る段階、
ｂ）未変性抗原Ａを提供する段階、
ｃ）抗Ａ抗体を含むことが疑われる第１試料を未変性抗原Ａと接触させる段階、
ｄ）結合した抗Ａ抗体の量を段階ｃ）後に検出する段階、
ｅ）変異抗原Ａを提供する段階、
ｆ）段階ａ）と同一の分析対象被験体から、抗Ａ抗体を含むことが疑われる第２試料を得
る段階、
ｇ）段階ａ）と同一の分析対象被験体からの抗Ａ抗体を含むことが疑われる第２試料を変
異抗原Ａと接触させる段階、
ｈ）結合した抗Ａ抗体の量を段階ｇ）後に検出する段階、
ｉ）段階ｈ）の変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体に対する段階ｄ）の抗原Ａに結合した抗Ａ
抗体の比率および／または差を決定する段階を含み、
変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体と比較した抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の比率および／また
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は差から、ある状態の診断、分類、予測、および／または該状態の進行をモニターするこ
とができる。
【００３９】
　本発明の目的では、抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料は、抗Ａ抗体に対する試料を調
べるために得られる任意の試料である。従って抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料につい
ては、試料は抗Ａ抗体を含む可能性があると信じる根拠が存在する必要はなく、特に抗Ａ
抗体に関係する状態に関する兆候が既に現れている必要はない。
【００４０】
　抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料は、原則として抗体を含む生物から得た任意の試料
でよい。第１および第２試料は、分析対象被験体の同じ起源に由来する、例えば共に血液
試料であることが好ましい。試料の同質性を確保するためには、分析対象被験体からは一
つの試料だけを得て、除去後に二分し、一方を第１試料として用い、他方を第２試料とし
て用いることがより好ましい。
【００４１】
　本発明の方法を実施するための試料サイズとしては、１～５μｌ、好ましくは１～２５
μｌ、より好ましくは１～１０００μｌで十分であるが、より量の多い試料も用いること
ができる。第１試料および第２試料については同一の試料容積を使用することが好ましく
、両試料の量が等しいことは、抗原Ａに結合した抗Ａ抗体と変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗
体の比較を簡便にする。第１試料および第２試料として使用する試料の抗Ａ抗体濃度は約
１μｇ／ｍｌから０．００１μｇ／ｍｌであることが好ましく、０．５μｇ／ｍｌ～０．
０１μｇ／ｍｌであることが特に好ましい。
【００４２】
　分析対象被験体、例えばヒトから得た場合のような未希釈の試料は、少なくとも１μｇ
／ｍｌ、より好ましくは１０～１００μｇ／ｍｌ、さらにより好ましくは１０μｇ／ｍｌ
～１ｍｇ／ｍｌ、または入手可能であればより高い総抗体Ａ濃度であるべきである。
【００４３】
　本発明の方法を用いた分析の前に、試料は所望する総抗体Ａ濃度、例えば１μｇ／ｍｌ
～０．１μｇ／ｍｌに希釈することが好ましい。
【００４４】
　抗原Ａおよび変異抗原Ａは、等モル量で提供されるのが好ましい。各実験に用いられる
抗原Ａおよび変異抗原Ａの総量は０．１～１００μｇ、好ましくは０．２～５０μｇ、よ
り好ましくは０．３～２５μｇ、最も好ましくは０．５～１０μｇである。より多量の抗
原も提供できるが、しかしながらこれにはより大量のタンパク質が必要となる。
【００４５】
　本発明の方法の一つの利点は、必要な試料量が極めて少量でありながら、従来技術の分
析方法の正確性を驚くほど改善できることである。
【００４６】
　抗Ａ抗体を含むことが疑われる第１試料を未変性抗原Ａに接触させるには、抗原－抗体
－相互作用を起こすことができる任意の方法が好適である。同様に、段階ａ）と同一の被
験体からの抗Ａ抗体を含むことが疑われる第２試料を変異抗原Ａに接触させるには、抗原
－抗体－相互作用を起こすことができる任意の方法が好適である。必須ではないが、抗Ａ
抗体を含むことが疑われる試料は、第２試料を変異抗原Ａと接触させるのと同一の方法に
より抗原Ａに接触させるのが好ましい。
【００４７】
　抗原－抗体相互作用形成後、形成された抗原－抗体－複合体は、抗原－抗体－複合体を
試料の残りの構成要素から区別できる任意の方法を用いて検出および定量化できる。ゲル
クロマトグラフィー、カラムクロマトグラフィー、特にサイズ排除クロマトグラフィー、
イオン相互作用に基づくクロマトグラフィー、またはアフィニティークロマトグラフィー
のような定量的クロマトグラフィー、密度遠心分離、あるいは単純濾過は、適用可能な方
法の幾つかの例に過ぎない。別の代替法は、電子顕微鏡または光散乱のような光学的方法
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である。当業者は、これらの方法がどのように実施され、またそれらをどのように用いて
試料の構成要素を定量化できるか周知している。
【００４８】
　当業者は、抗原－抗体－複合体を定量化する、当技術分野で公知の代替法を用いること
もできるだろう。
【００４９】
　本発明の一つの態様では、段階ｈ）の変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体と比較した段階ｄ
）の抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の比率および／または差の決定は、手計算で簡単に実施で
きる。
【００５０】
　本発明の好ましい態様では、段階ｄ）の抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の量および段階ｈ）
の変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の量は、任意の検出手段によって測定され、次に対応す
るシグナルを計算ユニットに送る。次に計算ユニットは、段階ｈ）の変異抗原Ａに結合し
た抗Ａ抗体と比較した段階ｄ）の抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の比率および／または差を計
算し、対応するシグナルを表示ユニットに伝送し、表示ユニットは得られた比率および／
または差を表示する。
【００５１】
　本発明の一つの態様では、本発明の方法は、抗原Ａおよび／または変異抗原Ａを少なく
とも一つの検出可能成分と一緒に提供する段階を更に含む。
【００５２】
　検出可能成分は、単独で、または活性化後に、可能であれば他の試薬と組み合わせた後
に、シグナルを放射する任意の原子または原子群である。このシグナルは、永久的に、ま
たは抗体に結合した後にのみ、または検出可能な成分が提供された抗原が対応する抗体と
結合するまで発することができる。検出可能成分が活性化後にのみシグナルを放射する場
合は、最初にすべての未結合の、検出可能成分を有する抗原を試料から除去し、次に検出
可能成分を活性化することができる。
【００５３】
　抗原Ａおよび変異抗原Ａが検出可能成分と一緒に提供される場合、両抗原は同一の検出
可能成分と一緒、または異なる検出可能成分と一緒に提供できる。
【００５４】
　両抗原を同一の検出可能成分と一緒に提供することには、定量化の段階で得られたシグ
ナルを容易に比較でき、シグナルが異なることによる検出システムの違いによる誤りを回
避する利点がある。
【００５５】
　両抗原を異なる検出可能成分と一緒に提供することには、この場合に発明をワンポット
アッセイで実施できる利点がある。この場合、第１検出可能成分と一緒に提供された抗原
Ａおよび第１検出可能成分とは異なる検出可能成分と一緒に提供された変異抗原Ａを、抗
Ａ抗体を含むことが疑われる試料に同時に接触させる。次に、段階ｈ）の変異抗原Ａに結
合した抗Ａ抗体と比較した段階ｄ）の抗原Ａと結合した抗Ａ抗体の比率および／または差
を、変異抗原Ａの検出可能成分のシグナルと比較した抗原Ａの検出可能成分のシグナルの
比率および／または差として得る。
【００５６】
　抗原Ａまたは変異抗原Ａのどちらか一方だけが検出可能成分とともに提供される場合で
も、本発明の方法はワンポット反応として実施できる。抗原Ａが検出可能成分とともに提
供され、変異抗原Ａが検出可能成分とともに提供されない場合は、等量の抗原Ａおよび変
異抗原Ａを、抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料に同時に接触させる。参照試料として、
等量の、抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料を、抗原Ａおよび変異抗原Ａの混合物中に存
在するのと同様の量の検出可能成分で標識した抗原Ａと同時に接触させる。次に段階ｈ）
の変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体に対する段階ｄ）の抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の比率お
よび／または差を、混合試料と参照試料のシグナルの差から得る。
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【００５７】
　検出可能成分は、放射活性マーカー、または、例えばアルカリホスファターゼもしくは
西洋ワサビペルオキシダーゼのような酵素、金コロイド、ウレアーゼ、フルオレセイン、
ローダミン、およびビオチン－ストレプトアビジンから成る群より選択されるのが好まし
い。
【００５８】
　本発明の一つの態様によれば、記載の方法の個々の段階は、免疫－吸収アッセイ（ｅｓ
ｓａｙ）、特に酵素連結免疫吸収アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）
、ＢＩＡＣＯＲＥ、または酵素免疫アッセイ（ＥＩＡ）の枠組みのなかで、好ましくは自
動化形式で実施される。
【００５９】
　これらアッセイは従来技術であり、当業者は、これら分析方法において本発明の方法お
よびキットをどのように使用するかについて分かるだろう。
【００６０】
　ＲＩＡは、バイオアッセイの使用を必要とせずに抗原を試験するのに用いられる方法で
ある。ＲＩＡは、チロシンに結合したヨードの放射活性同位元素で標識されることが多く
、既知量の放射活性標識抗原をその抗原に特異的な抗体と混合すること、次に未標識また
は「コールド」抗原を加えること、および置き換わった標識抗原の量を測定することを含
む。バイアコア（Ｂｉａｃｏｒｅ）技術は、自然現象である表面プラズモン共鳴に基づく
ものである。リガンド、例えば特異的抗体が表面に沿って流れる移動相の一部である一方
で、タンパク質、例えば抗原は、センサー表面に取り付けられる。光はセンサー表面の裏
側で反射するが、その強度は移動相からのリガンドが固定されたタンパク質に結合すると
変化する。
【００６１】
　ＥＩＡは、酵素が結合した抗体を用いて抗原を検出するか、または酵素が結合した抗原
を用いて抗体を検出するアッセイである。酵素は、基質に触れると検出可能な産物との反
応を触媒する。
【００６２】
　本発明の方法は、自動化形式での実施に最適である。例えば、抗原Ａおよび変異抗原Ａ
は、共に検出可能成分で標識して、マルチウエル－プレートに加えることができる。こう
すると、抗Ａ抗体を含むことが疑われる多数の試料をこれに加えることができ、その後、
形成された抗体－抗原複合体は自動的に検出でき、コンピュータによって所望の比率およ
び差を計算することができる。これによって、多数の患者について、特定の状態および／
または障害を同時に選別できる。
【００６３】
　同様に、試験対象となる被験体の単一試料を複数の抗原および対応する変異抗原と接触
させることができる。このようにすることで一個体を複数の状態について、例えば研究目
的または医学検査の一部として、同時に試験することができる。
【００６４】
　本発明に係る、これら自動化された方法の変形は、当業者の技術によって作ることがで
き、かつその範囲内であり、本発明の一部である。
【００６５】
　本発明では、診断、分類されるべき状態、および／またはモニターされるべき該状態の
進行は、生理学的または臨床的状態であることが好ましい。
【００６６】
　特に、本発明の主題は、癌、特に癌腫、リンパ腫、白血病、肉腫、中皮腫、神経膠腫、
胚細胞腫、および絨毛上皮腫を診断および／または分類すること、および／またはそれら
の進行を予測および／またはモニターすることに用いることができる。
【００６７】
　本発明の主題は、感染症を診断および／または分類することにも用いることができる。
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この点での感染症は、例えばウイルス、細菌、真菌、および原生動物のような生物因子、
あるいは寄生虫が引き起こす疾患である。診断、分類、予測、および／またはそれらの進
行をモニターすることが可能な感染症の例は、下気道感染症、ＨＩＶ／ＡＩＤＳ、下痢性
疾患、結核（ＴＢ）、マラリア、麻疹、百日咳、破傷風、髄膜炎、梅毒、Ｂ型肝炎、ポリ
オ、ジフテリア、ならびにシャーガス病、デング熱、リンパ管フィラリア症、リーシュマ
ニア症、オンコセルカ症、充血吸虫、およびトリパノゾーマ症のような熱帯病である。
【００６８】
　本発明の主題の一つの重要な応用は、ワクチン接種の成功を調べること、およびワクチ
ン接種状態をモニターすることである。特に疾患管理プログラムでは、本発明の主題を応
用することで集団全体のワクチン接種状態を調べることができる。特に本発明の主題が自
動化分析法、特に大量処理スクリーニングに応用できることは、この点に関して極めて有
用である。
【００６９】
　一つの更なる態様では、本発明の主題は、橋本甲状腺炎、悪性貧血、アジソン病、糖尿
病、特にＩ型糖尿病、リウマチ関節炎、全身性エリテマトーデス、皮膚筋炎、シューグレ
ン症候群、エリテマトーデス、重症筋無力症、ライター症候群、およびグレーブス病のよ
うな自己免疫疾患を診断、分類、予測、および／または該疾患の進行をモニターすること
に用いられる。
【００７０】
　特には、本発明の主題は、ＥＡＥおよび／またはＭＳを診断、分類、予測、および／ま
たは該疾患の進行をモニターすることに用いることができる。
【００７１】
　変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体と比較した抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の比率または差は
、状態の診断、分類、予測、および／または該状態の進行のモニタリングを可能にし、は
特別な状態を示す個体から得た参照試料から得ることができる。
【００７２】
　驚くべき事に本発明の主題は、従来技術の診断法とは異なり、人種、性別、居住域、ラ
イフスタイル、年齢、以前遭遇した抗原、遺伝、他の既往症、または栄養といった要因か
ら、異なる個体の試料の、全般的に比較できないことから生ずる問題を克服する。
【００７３】
　これによって、ある状態に陥った一個体について測定された差および／または比率を参
照例として用いることができ、別の個体の同一状態を診断可能にする例示像を提供するこ
とができる。
【００７４】
　これに基づいて、異なる状態の診断、分類、予測、および／または該状態の進行のモニ
タリングを可能にする参考像を有する有意義なデータバンクを確立することができる。
【００７５】
一般的には、医療従事者は、どのような比率および／またはどのような差が特定の状態を
示すかを知るだろう。
【００７６】
　通常は、１より大きい、好ましくは１．５より大きい、特に好ましくは２より大きい、
変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体に対する抗原Ａに結合した抗Ａ抗体の比率で特定の状態の
診断が可能となる。
【００７７】
　本発明の一つの態様では、ある被験体からの抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料は、抗
原Ａおよび／または変異抗原Ａと接触させる前に、マトリックス上に不動化される。これ
には、抗原Ａおよび変異抗原Ａと接触させた後、形成された抗原－抗体複合体はマトリッ
クス上に結合して残るのに対し、未結合の抗原Ａまたは変異抗原Ａはマトリックスから洗
い流すことができるという利点がある。その後、検出可能なシグナルの測定値は、その上
に抗原－抗体複合体を結合しているマトリックスから直接得ることができる。
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【００７８】
　更に未変性抗原Ａおよび／または変異抗原Ａを、被験体からの、抗Ａ抗体を含むことが
疑われる試料と接触させる前に、マトリックス上に不動化することもできる。これには、
抗Ａ抗体と接触させた後、抗原－抗Ａ抗体－複合体のみがマトリックス上に結合して残る
が、試料の残りの構成要素はマトリックスから洗い流すことができることから、測定シグ
ナルを前記の残りの構成要素が妨害する可能性がなくなるという利点がある。
【００７９】
　最後に、抗原および抗体が相互作用可能であるかぎり、抗原および抗体の両方をマトリ
ックス上に不動化することもできる。このやり方も、シグナルを測定する前に試料の他の
構成要素を容易に除去できるという利点がある。
【００８０】
　洗浄は、本発明の主題では、抗原Ａまたは変異抗原Ａを抗Ａ抗体と接触させた後の任意
選択的な段階である。洗浄は、検出可能シグナルの発生または検出に干渉する可能性があ
る試料からの構成要素を除去するのに役立ちうる。
【００８１】
　これに関係する洗浄は、極性溶媒、特に、例えば１，４－ジオキサン、テトラヒドロフ
ラン（ＴＨＦ）、アセトン、アセトニトリル（ＭｅＣＮ）、ジメチルホルムアミド（ＤＭ
Ｆ）、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）のような非プロトン性溶媒、または例えば酢酸
、ｎ－ブタノール、イソプロパノール、ｎ－プロパノール、エタノール、メタノール、ギ
酸、水、もしくはそれらの混合物のようなプロトン性溶媒を用いて実施できる。
【００８２】
　溶媒は抗体－抗原－複合体が許容できるｐＨ、例えばｐＨ２～１１、３～１０、４～９
、５～８、特に好ましくはｐＨ６．５～７．５、最も好ましくはｐＨ７．３のように緩衝
化されることが好ましい。
【００８３】
　好適な緩衝液は、これらｐＨ域で緩衝作用を示す任意の緩衝液である。好ましい緩衝液
は、例えばＴＡＰＳ（トリス（ヒドロキシメチル）メチル］アミノ｝プロパンスルホン酸
）、ビシン（Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）グリシン）、トリス（トリス（ヒド
ロキシメチル）メチルアミン）、トリシン（Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチルグリ
シン）、ＨＥＰＥＳ（４－２－ヒドロキシエチル－１－ピペラジンエタンスルホン酸）、
ＴＥＳ（２－｛［トリス（ヒドロキシメチル）メチル］アミノ｝エタンスルホン酸）、Ｍ
ＯＰＳ（３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸）、ＰＩＰＥＳ（ピペラジン－Ｎ，
Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸））、カコジラート（ヒ酸ジメチル）、ＭＥＳ（２－
（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸）、および／または酢酸塩、ＰＢＳ（リン酸塩緩衝
化食塩水）である。
【００８４】
　本発明の一つの態様では、方法は、二次抗体結合抗体に、段階ｃ）後に抗Ａ抗体－抗原
Ａ複合体を接触させる段階および／または段階ｇ）後に抗Ａ抗体－変異抗原Ａ複合体を接
触させる段階を更に含む。
【００８５】
　別の態様では、本発明の方法は、二次抗原Ａ結合抗体に、段階ｃ）後に抗Ａ抗体－抗原
Ａ複合体を接触させる段階および／または段階ｇ）後に抗Ａ抗体－変異抗原Ａ複合体を接
触させる段階をさらに含む。
【００８６】
　本発明の更なる態様によれば、二次抗体結合抗体および／または二次抗原Ａ結合抗体は
、検出可能成分を含む。抗原に提供可能な検出可能成分に関しては、二次抗体向けの検出
可能成分も、単独または活性化後、可能であれば別の試薬と組み合わせた後にシグナルを
発する任意の原子または原子群でもよく、放射活性マーカー、例えばアルカリホスファタ
ーゼもしくは西洋ワサビペルオキシダーゼのような酵素、金コロイド、ウレアーゼ、フル
オレセイン、ローダミン、およびビオチン－ストレプトアビジンから成る群より選択され
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るのが好ましい。
【００８７】
　この点および上記に関係して、本発明の主題はＥＬＩＳＡアッセイの枠組みの中で使用
するのに最適である。
【００８８】
　ＥＬＩＳＡは、抗原に特異的である少なくとも一種類の抗体および、例えばアルカリホ
スファターゼもしくは西洋ワサビペルオキシダーゼといった酵素のような検出可能成分と
一緒に提供できる、別の、いわゆる二次抗体を使用する。
【００８９】
　この二次抗体、例えば検出可能成分としてアルカリホスファターゼもしくは西洋ワサビ
ペルオキシダーゼとともに提供された二次抗体は、例えば発色および／または蛍光発色基
質にシグナルを発生させることができる。
【００９０】
　ＥＬＩＳＡは、実施して試料中の抗Ａ抗体の存在を評価することができることから、一
つまたは複数の調査対象の状態について、血清抗体濃度を決定するための有用な手段であ
る。
【００９１】
　抗Ａ抗体の存在および／または（ａｎｄ　ｏｒ）それらの濃度を決定するためのＥＬＩ
ＳＡの手順は、例えば次の通りである：
－抗原Ａの試料を表面、多くの場合マイクロタイタープレートのウエルに作用させる。抗
原は前記表面に固定でき、不動化される。
－前記プレートを洗浄して、未結合の抗原を除去する。
－大量の、抗体（例えばウシ血清アルブミン）に結合しないか、またはほとんど結合しな
い、大量の非反応剤（ブロッキング剤）を前記表面に作用させ、抗原Ａに占有されていな
い空きスペースに結合させる。
－前記プレートを洗浄して、未結合のブロッキング剤を除去する。
－抗体濃度が分からない、抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料を、通常は希釈した形で前
記プレートに作用させる。更にウシ血清アルブミンのような試薬を溶液に加えて抗体を安
定化し、非特異的結合を下げることもできる。
－前記プレートを洗浄し、未結合の抗体を除去する。この洗浄後は、抗Ａ抗体－抗原Ａ複
合体だけがウエルに結合して残る。
－前記ウエルに、任意の抗原－抗体複合体に結合する二次抗体を加える。これら二次抗体
は、例えば、基質と相互作用できればシグナルを発生することができる酵素と一緒に提供
される。
－前記プレートを洗浄し、過剰の未結合の二次抗体を除去する。
－酵素によって変換される基質を加え、検出可能なシグナルを誘発する。
－シグナルを検出する。
－抗原Ａに代わって変異抗原Ａを用いて前記の手順を繰り返す。
－検出されたシグナルから、変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体と比較した抗原Ａに結合した
抗Ａ抗体の比率および／または差を決定する。
【００９２】
　この方法では、酵素は増幅子の役割を果たすことができる：結合して残った酵素連結抗
体がごく僅かであっても、酵素分子は多くのシグナル分子を生成する。得られた、試料の
光学密度または蛍光ユニットを評価するには、酵素および／または基質が提供された二次
抗体を段階希釈する一連の実験から得ることができる標準曲線を有利に用いて補間するこ
とができる。
【００９３】
　適用可能なＥＬＩＳＡ法の一つの代替法は、「二重抗体サンドイッチＥＬＩＳＡ」技術
である。その手順は、例えば次の通りである：
－プレートのウエルに、抗Ａ抗体を得た種の抗体に特異的に結合する抗体を結合させる。
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－前記プレートを洗浄し、未結合の抗体を除去する。
－抗体（例えばウシ血清アルブミン）を結合していないか、または殆ど結合していない表
面に、大量の非反応剤（ブロッキング剤）を作用させ、前記抗体が占有していない空きス
ペースに結合させる。
－前記プレートを洗浄して未結合のブロッキング剤を除去する。
－抗体濃度が分からない、抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料を、通常は希釈した形で前
記プレートに作用させる。
－前記プレートを洗浄し、未結合の構成要素を除去する。
－前記プレートに、抗Ａ抗体が特異的に結合する抗原Ａを作用させる。
－前記プレートを洗浄し、未結合の抗原Ａを除去する。
－前記プレートに、同様に抗原Ａに特異的であるが、抗Ａ抗体が結合する位置とは異なる
位置に結合する二次酵素連結抗体を作用させる。
－前記プレートを洗浄し、未結合の酵素連結抗体を除去する。
－酵素によって検出可能なシグナルに変換される基質を作用させる。
－シグナルを検出して定量化する。
－変異抗原Ａを用いて前記手順を繰り返す。
－検出されたシグナルから、変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体と比較した抗原Ａに結合した
抗Ａ抗体の比率および／または差を決定する。
【００９４】
　適用可能なＥＬＩＳＡ法の、可能な第三の代替法は「競合ＥＬＩＳＡ」技術の変形であ
る。このＥＬＩＳＡ法の手順は、例えば次のようなものであろう：
－抗Ａ抗体を含むことが疑われる試料を抗原Ａの存在下でインキュベーションし、抗体－
抗原複合体を形成させる。
－結合した抗体／抗原複合体を含む前記試料を次に抗原Ａをコーティングしたウエルに加
える。
－前記プレートを洗浄し、未結合の抗体を除去する。試料中に存在する抗Ａ抗体が多いほ
ど、ウエル中に不動化された抗原Ａに結合できる抗Ａ抗体は多くなり、結果「競合」が強
くなるだろう。
－一次の抗Ａ抗体に特異的な二次抗体を加える。該二次抗体には酵素が結合している。
－洗浄段階を実施して、未結合の二次抗体を全て除去する。
－酵素によって検出可能なシグナル、好ましくは発色または蛍光シグナルに変換される酵
素基質を作用させる。
－シグナルを検出し定量化する。
－変異抗原Ａを用いて前記手順を繰り返す。
－検出されたシグナルから、変異抗原Ａに結合した抗Ａ抗体と比較した抗原Ａに結合した
抗Ａ抗体の比率および／または差を決定する。
【００９５】
　本発明において、抗原Ａおよび／または変異抗原Ａおよび／または抗Ａ抗体を不動化す
るのに使用できるマトリックスは、抗体の抗原結合能力または抗原の抗体結合能力を無力
化することなく抗原Ａおよび／または変異抗原Ａおよび／または抗Ａ抗体を結合させるこ
とができる任意の材料でよい。マトリックスは膜、細胞膜、チップ、ディッシュ、ＥＬＩ
ＳＡウエル、チューブ、特にプラスチック製もしくはガラス製チューブ、キュベット、ポ
リマー粒子、ビーズ、ペレット、またはクロマトグラフィーカラム用樹脂であることが好
ましい。
【００９６】
　本発明の枠組みの中で使用される試料は、抗原、特に抗原Ａを含む可能性のある任意の
試料でよい。しかしながら、試料は患者の血液試料、脳脊髄液試料、ＣＮＳ試料、または
血清試料が好ましい。
【００９７】
　結合した抗体の量は、存在するのであれば、使用した検出可能成分の種類に依存して検
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出できる。検出可能成分を使用する場合は、好適な検出方法を選択することは当業者の技
術水準の範囲内である。生成されたシグナルは、目視または自動化検出によって、例えば
分光分析、好ましくは沈殿もしくは色変化の分光分析によって、光学もしくは電子顕微鏡
によって、放射分析測定によって、または蛍光顕微鏡によって検出されるのが好ましい。
【００９８】
　それが適切ならば、検出方法および／または使用する検出手段を、例えば検出可能成分
として酵素が付与された抗体の段階希釈および対応する基質を用いることによるなどして
較正することが好ましい。このような検出方法の較正は、当業者の技術水準の範囲内であ
る。
【００９９】
　本発明の主題は、抗原の性質と無関係に適用できる。例えば外来タンパク質、ウイルス
、真菌、細菌のような抗原、および毒素、化学物質、薬物、および他の生物にとって異物
である微粒子といった物質も未変性抗原Ａとして使用できる。未変性抗原Ａは、Ｒｏ、Ｌ
ａ、Ｊｏ－１、ＳＭ、Ｓｃｌ７０、ＳＳ－Ａ、ＳＳ－Ｂ、Ｐｒ３、ＭＰＯ、サイログロブ
リン、ＴＰＯ、甲状腺刺激ホルモン受容体、インスリン、インスリン受容体、ＧＡＤ、Ｄ
ＮＡトポイソメラーゼＩＩ、ＩＡ－２、ＩＡ－２ベータ、ＴＳＨ受容体、ＰＭ／Ｓｃｌ１
００、アセチルコリン受容体、ＢＰ１８０、ＮＣ１、ヒストン、Ｕ１　ＲＮＰ、組織トラ
ンスグルタミナーゼ、ＩＶ型コラーゲン、ＭＯＧおよびＭＢＰから成る群より選択される
のが好ましい。これら抗原は全て当技術分野で公知である（　Ｍａｈｌｅｒ，Ｍ．，Ｂｌ
ｕｔｈｎｅｒ，Ｍ．＆Ｐｏｌｌａｒｄ，Ｋ．Ｍ．（２００３）Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌｏｇｙ（臨床免疫学）１０７，６５－７９、Ｓｃｏｆｉｅｌｄ，Ｒ．Ｈ．（２０
０４）Ｌａｎｃｅｔ（ランセット）３６３，１５４４－１５４６、Ｄ’Ｃｒｕｚ，Ｄ．（
２００２）Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ（トキシコロジーレター）１２７，９
３－１００、およびこれら文献中の引用文献）。これに加えて使用される抗原Ａは、抗原
の抗原ドメインのみを含むことも、または完全に未変性の抗原配列と、少なくとも１０％
が同一アミノ酸、好ましくは少なくとも２５％が同一アミノ酸、より好ましくは少なくと
も５０％が同一アミノ酸、および特に好ましくは少なくとも７５％が同一アミノ酸である
アミノ酸配列相同性を共有するこれら抗原の抗原性部分を含むものでもよい。
【０１００】
　一般的には、未変性抗原Ａは、当技術分野で公知である任意の方法によって得ることが
できる。しかしながら、抗原Ａおよび／または変異抗原Ａは、組換え体発現系由来である
ことが好ましい。抗原の配列が既知であるならば、好適な発現系を選択すること、特にタ
ンパク質発現にとって適切である増殖条件と共に適切なベクターおよび適切な生物を選択
することは、当業者の技術水準の範囲内である。組換え体タンパク質発現を使用すること
には、比較的安価な装置を使って、低コストで、短時間に大量のタンパク質を生成できる
という利点がある。多くの場合は、発現系はうまく機能してタンパク質は大量に生成され
るが、タンパク質はもはや正しく折り畳まれないが、代わりに封入体中に発現される。封
入体は、変性されたタンパク質を含む。変性タンパク質は、一般的には本来の形に折り畳
まれたタンパク質に比べると取り扱い、および保存がはるかに容易である。変性抗原Ａは
、「折り畳み直し（ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ：リフォールディング）」と呼ばれる手順によっ
てその未変性状態に変形させることができる。具体的な変性抗原にとって適切な折り畳み
直しの条件を選択することは、当業者の技術水準の範囲内である。
【０１０１】
　本発明の一つの態様によれば、未変性抗原Ａおよび／または変異抗原Ａは、折り畳み直
された形で用いられる。
【０１０２】
　本発明の主題に用いられる変異抗原Ａは、未変性抗原Ａのエピトープ内に位置する、未
変性抗原Ａ配列に対し変更されたアミノ酸を少なくとも一個含む。
【０１０３】
　特には、本発明の主題に用いられる変異抗原Ａは、未変性抗原Ａのエピトープ内に存在
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する、未変性抗原Ａ配列に関する変更されたアミノ酸を１、２、３、４、５、６、７、８
、９、または１０個含む。
【０１０４】
　エピトープは、免疫系により認識される分子部分であり、具体的にはＢ細胞エピトープ
は抗体またはＢ細胞によって認識され、Ｔ細胞エピトープは一種類または複数種類のＴ細
胞によって認識される。以下の「エピトープ」は、Ｂ細胞エピトープを表す。このような
エピトープを決定することは、当業者の技術水準の範囲内である；特にエピトープは、タ
ンパク質マイクロアレイ、ＥＬＩＳＰＯＴ、またはＥＬＩＳＡを用いるような技術によっ
てマッピングできる。
【０１０５】
　抗体およびＢ細胞によって認識される大部分のエピトープは、抗原分子の三次元表面構
造と考えることができる；抗Ａ抗体、特にそのパラトープに正確に適合して結合する。例
外は、タンパク質の三次元構造によるよりむしろアミノ酸配列、一次構造によって決定さ
れる直鎖状エピトープである。
【０１０６】
　本発明の一つの態様では、未変性抗原Ａは、ミエリン乏突起膠細胞糖タンパク質（ＭＯ
Ｇ）であるか、または未変性ＭＯＧ配列と少なくとも１０個が同一アミノ酸、好ましくは
少なくとも２５個が同一アミノ酸、より好ましくは少なくとも５０個が同一アミノ酸、特
に好ましくは少なくとも７５個が同一アミノ酸であるアミノ酸配列相同性を共有するＭＯ
Ｇの抗原性部分を含む。
【０１０７】
　本発明者らは、ＭＯＧの三次元のタンパク質構造を解明することができた（Ｂｒｅｉｔ
ｈａｕｐ　ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓ
ｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ（米国科学アカデミー紀要），１００：９４４６－５
１）。この構造を用いて、ＭＯＧの表面に局在し、従ってエピトープ形成に寄与できるア
ミノ酸を特定することができた。
【０１０８】
　従って変異抗原Ａは、未変性ＭＯＧ配列と少なくとも１０個が同一アミノ酸、好ましく
は少なくとも２５個が同一アミノ酸、より好ましくは少なくとも５０個が同一アミノ酸、
特に好ましくは少なくとも７５個が同一アミノ酸であるアミノ酸配列相同性を共有し、少
なくとも１個のアミノ酸は未変性ＭＯＧ配列に対して変更されており、好ましくは変更さ
れたアミノ酸の少なくとも１個は、エピトープ、より好ましくは免疫優性エピトープの一
部であるＭＯＧ配列内に局在し、更により好ましくは変更されたアミノ酸の少なくとも１
個は、未変性ＭＯＧ配列のアミノ酸２８～３５、４２～５５、７２～８０、８６～９３、
および／または１０１～１０８内、より更に好ましくは未変性ＭＯＧのＦＧ－ループ内、
即ちアミノ酸１０１～１０８内に局在し、好ましくは変異ＭＯＧ配列１、２、３、４、５
、６、７、または８個の変異を含むＭＯＧの抗原性部分またはＭＯＧであり、特に好まし
くは一重変異体Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ、二重変異体Ｈｉｓ１０３Ｇｌｙ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌ
ｕ、および二重変異体Ｈｉｓ１０３Ａｌａ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕから成る群より選択され
る変異抗原Ａである。
【０１０９】
　本発明は、変異抗原Ａ（例えば変異ＭＯＧ）を用いて、関心対象試料中に存在し、かつ
特定の抗原Ａ（例えばＭＯＧ）に対する特異的抗体の量を決定する際に使用する時にアッ
セイのバックグランドに寄与する全ての分子（例えば非特異的抗体）を結合（吸収）する
アッセイも包含する。二つの変形方法が利用できる：
１．変異抗原Ａ（例えばＭＯＧ－変異）は、測定対象試料に直接加えられる。例えば、前
記抗原に非特異的に結合してアッセイのバックグランドに寄与する物質（例えば非特異的
抗体）も、添加されるが、溶解性の変異抗原（または変異抗原の人工ポリマー）に結合す
る、事前に結合させた抗原（例えばＭＯＧ）を含むＥＬＩＳＡアッセイに好都合である。
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以下の洗浄段階で、これらの非特異的結合物は検出段階より前に洗い落とされうる。
２．あるいは、試料を変異抗原Ａ（例えば変異ＭＯＧ）が結合する材料（例えばクロマト
グラフィー樹脂）とインキュベーションすることによって、試料を抗原Ａ（例えばＭＯＧ
）と非特異的に反応する物質から分離できる。この場合、非特異的結合物は樹脂に結合し
たままであり、関心対象試料から取り除かれる。
【０１１０】
　試料を抗原Ａに対する特異的抗体について試験した時、両手順の結果によりシグナル対
ノイズ比が上昇する。
【０１１１】
　本発明の主題は、免疫系を有する任意の生物に一般的に適用できる。しかしながら本発
明者らは、本発明の主題を、主に哺乳類被験体、特にヒトに使用することを予定している
。
【０１１２】
　また本発明の主題には、未変性抗原Ａおよび変異抗原Ａを含む本発明の方法を実施する
ためのキットも含まれる。
【０１１３】
　本発明のキットは、
ａ）未変性ＭＯＧ配列と少なくとも１０個が同一アミノ酸である、好ましくは少なくとも
２５個が同一アミノ酸である、より好ましくは少なくとも５０個が同一アミノ酸である、
特に好ましくは少なくとも７５個が同一アミノ酸であるアミノ酸配列相同性を共有するＭ
ＯＧの抗原性部分または未変性ＭＯＧ；
ｂ）未変性ＭＯＧ配列と少なくとも１０個が同一アミノ酸、好ましくは少なくとも２５個
が同一アミノ酸、より好ましくは少なくとも５０個が同一アミノ酸、特に好ましくは７５
個が同一アミノ酸であるアミノ酸配列相同性を共有するＭＯＧの抗原性部分または変異Ｍ
ＯＧであって；
少なくとも１個のアミノ酸が未変性ＭＯＧ配列に対して変更されており、好ましくは変更
されたアミノ酸の少なくとも１個は、エピトープ、より好ましくは免疫優性エピトープの
一部であるＭＯＧ配列内に局在し、更により好ましくは変更されたアミノ酸の少なくとも
１個は、未変性ＭＯＧ配列のアミノ酸２８～３５、４２～５５、７２～８０、８６～９３
、および／または１０１～１０８内、より更に好ましくは未変性ＭＯＧのＦＧ－ループ内
、即ちアミノ酸１０１～１０８内に局在し、好ましくは変異ＭＯＧ配列１、２、３、４、
５、６、７、または８個の変異を含み、特に好ましくは一重変異体Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ、
二重変異体Ｈｉｓ１０３Ｇｌｙ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ、および二重変異体Ｈｉｓ１０３Ａ
ｌａ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕから成る群から選択される変異抗原Ａである、
ＥＡＥおよび／またはＭＳを、診断、分類、予測、および／または該疾患の進行をモニタ
ーするためのキットである。
【０１１４】
　一つの態様では、本発明のキットは二次抗体結合抗体および／または二次ＭＯＧ結合抗
体も含むことができる。
【０１１５】
　更に、本発明のキットは、未変性ＭＯＧおよび／または変異ＭＯＧに結合するまたは結
合される検出可能ユニット、および／または二次抗体結合抗体、および／または二次ＭＯ
Ｇ結合抗体、好ましくは放射活性マーカー、例えばアルカリホスファターゼまたは西洋ワ
サビペルオキシダーゼのような酵素、金コロイド、ウレアーゼ、フルオレセイン、ローダ
ミン、ビオチン－ストレプトアビジンを含むことができる。
【０１１６】
　本発明の一つの態様によれば、キットは抗原および／または抗体を不動化するマトリッ
クスも含み、マトリックスは膜、細胞膜、ポリマー粒子、チップ、ディッシュ、ＥＬＩＳ
Ａウエル、チューブ、特にはプラスチック製チューブもしくはガラス製チューブ、キュベ
ット、ビーズ、ペレット、またはクロマトグラフィーカラム用樹脂であることが好ましい



(20) JP 2010-500537 A 2010.1.7

10

20

30

40

50

。
【０１１７】
　本発明の一つの態様は、その上に不動化された各種抗原および変異抗原の列で提供され
るチップまたはＥＬＩＳＡウエルを含む。このようなチップまたはＥＬＩＳＡウエルは、
複数の状態を同時にスクリーニングするのに用いることができ、自動化アプリケーション
に最適であろう。
【０１１８】
　本発明のキットでは、少なくとも一種類の抗原または抗体を凍結乾燥または変性した形
で提供できる。これにより、キットの取り扱いが簡単となり、保存時間が長くなり、より
キットの寿命を長くできる。この場合、キットは、抗原または抗体を、使用前に折り畳み
直すことができる対応する折り畳み直し液（ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）を
更に含むことが好ましい。
【０１１９】
　最後に、本発明のキットは、洗浄液、好ましくは極性洗浄液、特に好ましくは緩衝水を
更に含むことができる。洗浄液は、任意の極性溶媒、特に、例えば１，４－ジオキサン、
テトラヒドロフラン（ＴＨＦ）、アセトン、アセトニトリル（ＭｅＣＮ）、ジメチルホル
ムアミド（ＤＭＦ）、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）のような非プロトン性溶媒、ま
たは、例えば酢酸、ｎ－ブタノール、イソプロパノール、ｎ－プロパノール、エタノール
、メタノール、ギ酸、水、もしくはそれらの混合物のようなプロトン性溶媒でよい。好ま
しい洗浄液は、緩衝水である。溶媒は、抗体－抗原－複合体が許容可能であるｐＨ、例え
ばｐＨ２～１１、３～１０、４～９、５～８、特に好ましくはｐＨ６．５～７．５に緩衝
化されるのが好ましい。好適な緩衝液は、これらのｐＨ領域で緩衝作用を示す任意の緩衝
液である。好ましい緩衝液は、例えばＴＡＰＳ（トリス（ヒドロキシメチル）メチル］ア
ミノ｝プロパンスルホン酸）、ビシン（Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）グリシン
）、トリス（トリス（ヒドロキシメチル）メチルアミン）、トリシン（Ｎ－トリス（ヒド
ロキシメチル）メチルグリシン）、ＨＥＰＥＳ（４－２－ヒドロキシエチル－１－ピペラ
ジンエタンスルホン酸）、ＴＥＳ（２－｛（トリス（ヒドロキシメチル）メチル］アミノ
｝エタンスルホン酸）、ＭＯＰＳ（３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸）、ＰＩ
ＰＥＳ（ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸））、カコジル酸（ジメチ
ルアルセナート）、ＭＥＳ（２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸）、および／また
は酢酸塩、ＰＢＳ（リン酸塩緩衝化食塩水）である。
【０１２０】
　本発明の主題の更なる特徴および利点は、以下の実施例および図面から明らかになるだ
ろう。
【図面の簡単な説明】
【０１２１】
【図１】図１は、マウス抗ＭＯＧモノクローナル抗体の、ラットＭＯＧ（ＷＴ）、ラット
ＭＯＧ変異体（ＳＭ、Ｓ４２Ｐ、ＤＭ１、ＤＭ２）、ヒトＭＯＧ（ｈＭＯＧ）、およびコ
ントロールとしてのＢＳＡへの結合の強さを示す図である。データは、実施例１に記載し
た手順に従って得た。図１より、抗原性ＦＧループ内に変異を含むＭＯＧ変異体ＳＭ、Ｄ
Ｍ１、およびＤＭ２への抗体結合は、全てのモノクローナル抗体について非常に低いこと
は明らかである。二重変異体ＤＭ１およびＤＭ２は、ＥＬＩＳＡのシグナルを、変異して
いないＭＯＧ（ＷＴ）に比べ０～２５％発した。一重変異体ＳＭは、４７～７９％の範囲
のＥＬＩＳＡシグナルを発した。
【図２】図２は、実施例２に詳しく記載した実験の結果を示す図である。血清は、健康体
とＭＳ患者から得た。これら血清試料をヒトＭＯＧ（ＷＴ）および二種類の変異ラットＭ
ＯＧの変異体、およびコントロールとしてのＢＳＡに接触させた。示した抗原に結合した
抗体量を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１２２】
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実施例１：
複数のマウスモノクローナル抗体のＭＯＧおよびその変異体への結合
　変異ＭＯＧおよび部位指定変異誘導のデザイン
　ＭＯＧの細胞外ドメイン（ＭＯＧex）のタンパク質結晶構造は、最近明らかにされた（
Ｂｒｅｉｔｈａｕｐ　ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉ
ｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ（米国科学アカデミー紀要），１００：９
４４６－５１）。この構造に基づいて、抗原としてのＭＯＧと対応する抗体の間に起こり
える分子間接触を、プログラムパッケージＣＣＰ４のプログラム（Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔ
ｉｖｅ　Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｐｒｏｊｅｃｔ（共同評価プロジェクト），１９
９４，Ａｃｔａ　Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｉｃａ　Ｓｅｃｔｉｏｎ　Ｄ－Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｙ（アクタクリスタログラフィカ、セクシ
ョンＤ－生物結晶学），５０：７６０－７６３）およびモデル構築プログラムＯ（Ｊｏｎ
ｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，　Ａｃｔａ　Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｉｃａ　Ｓ
ｅｃｔｉｏｎ　ａ（アクタクリスタログラフィカ、セクションａ），４７：１１０－１１
９）を用いて分析した。静電気電位はＷｅｉｎｅｒと共同研究者ら（Ｗｅｉｎｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８４，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ（米国化学学会雑誌），１０６（３），７６５－７８４）による原
子電荷を用い、ＧＲＡＳＰ（Ｎｉｃｈｏｌｌｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（タンパク質－
構造機能と遺伝学），１１：２８１－２９６）で計算した。ＭＯＧｅｘの溶媒接近可能表
面は、ＣＣＰ４プログラムパッケージのユーティリティー、ＳＵＲＦＡＣＥを使って計算
した。変異誘導は、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ（ＬａＪｏｌｌａ、ＵＳＡ）の「ＱｕｉｋＣｈ
ａｎｇｅ　Ｓｉｔｅ－Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ」の方法に従って、Ｈ
ｉｓ－タグ発現ベクターｐＱＥ－１２にサブクローニングしたラットＭＯＧの細胞外ドメ
イン（ＭＯＧｅｘ）を用いて実施した。使用したオリゴヌクレオチドは：５’－ＣＴＴＣ
ＡＧＡＧＡ　ＣＣＡＣＧＡＡＴＡ　ＣＣＡＡＧＡＡＧＡ　ＡＧＣＣＧＣＣＧ－３’（ＳＭ
１、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ）、５’－ＣＡＣＡＴＧＣＴＴ　ＣＴＴＣＡＧＡＧＡ　ＣＧＧＣ
ＧＡＡＴＡ　ＣＣＡＡＧ－３’（ＤＭ１、Ｈｉｓ１０３Ｇｌｙ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ）、
５’－ＣＡＣＡＴＧＣＴＴ　ＣＴＴＣＡＧＡＧＡ　ＣＧＣＴＧＡＡＴＡ　ＣＣＡＡＧ－３
’（ＤＭ２、Ｈｉｓ１０３Ａｌａ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ）および対応する逆向き相補性オ
リゴヌクレオチドである。変異の同一性は、精製したプラスミドのＤＮＡ配列を決定して
確認した。
【０１２３】
組換え体ＭＯＧのタンパク質発現および折り畳み直し（ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ）
　ヒトＭＯＧおよび「ヒト化」ラットＭＯＧ変異Ｓｅｒ４２Ｐｒｏの細胞外ドメインを含
むプラスミドは、Ｎａｎｃｙ　Ｐｕｄｄｌｅから好意により贈られた（Ｏｌｉｖｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００３，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（免疫学雑誌）
１７１（１），４６２－４６８）。ラットおよびヒトＭＯＧの細胞外ドメイン、および変
異タンパク質をＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ内の封入体内で過剰発現させた。細胞
を超音波処理による破壊後、封入体は遠心分離と５０ｍＭのＴｉｒｓ／ＨＣｌ（ｐＨ８．
０）、０．３ＭのＮａＣｌ、０．５％ＬＤＡＯ中への再懸濁化の工程を繰り返して精製し
た。封入体は、可溶化緩衝液（１００ｍＭ　ＮａＨ2ＰＯ4、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、６Ｍ塩
酸グアニジン、４０ｍＭメルカプトエタノール、ｐＨ８．０）で可溶化した。メルカプト
エタノールを含まない可溶化緩衝液で希釈した後、変性ＭＯＧをＮｉ－ＮＴＡ　Ｓｕｐｅ
ｒｆｏｌｗ（Ｑｉａｇｅｎ、Ｈｉｌｄｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ）材料に結合させ、二段階で
カラム上で再折り畳みした。まず１０時間、カラム容積８０倍の、可溶化緩衝液（１ｍＭ
メルカプトエタノール）から１００ｍＭ　ＮａＨ2ＰＯ4、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、３ｍＭグ
ルタチオン、ｐＨ８．０までの直線勾配にかけ、続いて短い直線勾配（２時間、カラムの
２倍容積）にかけグルタチオンを除去し、折り畳み直されたＭＯＧを完全に酸化した。溶
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出後、折り畳まれていない凝集したＭＯＧを、最終のゲル濾過クロマトグラフィー段階に
よって除去した。タンパク質の同一性および完全性は、質量分析装置および一次元1Ｈ－
ＮＭＲによって確認した。タンパク質の濃度は、ＵＶ／可視光分光計によって決定し、相
対濃度はＢｒａｆｏｒｄタンパク質アッセイ（ＢｉｏＲａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＵＳＡ
）によって決定した。
【０１２４】
ＥＬＩＳＡ
　ＭＯＧおよび変異タンパク質への抗体結合を、ＥＬＩＳＡによって測定した。マウスモ
ノクローナル抗体（ｍＡｂ）８－１８Ｃ５（非特許文献２）、Ｙ１、Ｙ８、Ｙ９、Ｙ１０
、Ｚ２、Ｚ４、Ｚ８、およびＺ１２（Ｐｉｄｄｌｅｓｄｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ（米国病理学会雑誌），
１４３：５５５－５６４）を、プロテインＧを用いたアフィニティークロマトグラフィー
によりハイブリドーマ培養上清から精製した。それらの濃度を、ＵＶ／可視光分光計によ
り、およびＢｒａｆｏｒｄ法により比色定量的に評価した。９６ウエルプレート（Ｍａｘ
ｉｓｏｒｂ、Ｎｕｎｃ、Ｒｏｓｋｌｉｄｅ、Ｄｅｎｍａｒｋ）を、１０μｇ／ｍｌの抗原
ＰＢＳ溶液１００μｌを用いてコーティングし（１時間、３０℃）、０．２％　Ｔｗｅｅ
ｎ２０を含むＰＢＳで３回洗浄し、ＢＳＡを１％　ｗ／ｖ含むＰＢＳでブロッキングした
（２時間、３０℃）。洗浄後、プレートをモノクローナル抗体（～０．５μｇ／ｍｌのＰ
ＢＳ溶液）または１：２５０に希釈した、ＭＯＧワクチン接種したマウスの血漿試料と３
０℃で１時間インキュベーションした。洗浄の手順を繰り返し、ＰＢＳで１：１００００
に希釈した、西洋ワサビペルオキシダーゼ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）でコンジュゲートした抗マウスＩｇＧ（Ｆａｂ’）２
を加え、プレートを３０℃で１時間インキュベーションした。抗体結合をｏ－フェニレン
ジアミンの酸化によって検出し、Ｈ2ＳＯ4を用いて反応を停止させた後に４９０ｎｍの吸
光度を測定することによって定量化した。図１に示した数値は、代表的な実験の、三回（
血漿試料）および四回（ハイブリドーマ培養上清）測定の平均値である。
【０１２５】
実施例２：
ＭＳに罹患した患者および健康人コントロールから得たヒト抗体の未変性ＭＯＧおよび二
種類のＭＯＧ変異体への結合
　ＭＳに罹患している二名の患者Ｉ．Ｍ．およびＮ．Ｋ．から得たヒト血清の試料、なら
びに健康人コントロールのＴ．Ｋ．から得た１つの血清試料を、以下のプロトコールを用
いて野性型のヒトＭＯＧおよび二重変異体ラットＭＯＧ（二重変異体１、Ｈｉｓ１０３Ｇ
ｌｙ、Ｓｅｒ１０４Ｇｌｕ；および二重変異体２、Ｈｉｓ１０３Ａｌａ、Ｓｅｒ１０４Ｇ
ｌｕ）と接触させた：
（１）９６ウエルＥＬＩＳＡプレートを１０μｇ／ｍｌのＭＯＧ、ＭＯＧ変異体、および
ＢＳＡ（コントロール）１００μｌを用いてコーティングする。
（２）未結合の抗原を、ＰＢＳ／０．２％　Ｔｗｅｅｎ２０の２４０μｌで３回洗浄して
除去する。
（３）ＰＢＳ／０．０２％　アジ化ナトリウムにＢＳＡを２％溶解したもの２４０μｌで
プレートをブロッキングする。
（４）未結合のＢＳＡを、ＰＢＳ／０．２％　Ｔｗｅｅｎ２０の２４０μｌで３回洗浄し
て除去する。
（５）プレートを、ＢＳＡを補足したＰＢＳで段階希釈（１：２５０～１：２０００）し
た患者および健康人コントロールの血清１００μｌとインキュベーションする。
（６）未結合の抗体を、ＰＢＳ／０．２％　Ｔｗｅｅｎ２０の２４０μｌで３回洗浄して
除去する。
（７）西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を結合させた、希釈したヒトＩｇＧ特異的
二次抗体、１００μｌを結合させる。
（８）未結合抗体を、ＰＢＳ／０．２％　Ｔｗｅｅｎ２０の２４０μｌで３回洗浄して除
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去する。
（９）オルト－フェニレンジアミン（１ｍｇ／ｍｌ）のＰＢＳ溶液１００μｌを加え、４
モルの硫酸５０μｌを加えて酵素反応を停止する。
（１０）４９０ｎｍの吸光度を測定する。
【０１２６】
　結果は表２に示す。
【０１２７】
　これらのデータより、未変性ＭＯＧへの血清抗体の結合の分析だけでは、いかなる意味
のある診断はできないことは明瞭である。
【０１２８】
　Ｉ．Ｍ．の血清からの抗体は、ＭＯＧに対しごく僅かな結合しか示さない。このことは
、Ｉ．Ｍ．が健康であることを示唆する。しかしながら、この診断は、Ｉ．Ｍ．がＭＳに
罹患していることから間違っているだろう。Ｎ．Ｋ．の血清からの抗体も、Ｉ．Ｍ．から
の抗体と同様の挙動を示す。これらの抗体が、Ｉ．Ｍ．からの抗体に比べ２倍の濃度で使
用されていることに注意せよ。ここでもＮ．Ｋ．は誤って健康であるとされるだろう。Ｔ
．Ｋ．の血清からの抗体は、ＭＯＧへの月並みの結合を示し、Ｉ．Ｍ．の血清に比べ約５
０％高い結合を示す。Ｉ．Ｍ．がＭＳに罹患していることを知っていれば、Ｔ．Ｋ．もＭ
Ｓに罹患していると予想するだろう。Ｔ．Ｋ．は健康であることから、この診断も誤って
いるだろう。
【０１２９】
　しかしながらこれに対し、もし変異ＭＯＧに結合した抗ＭＯＧ抗体と比較した未変性Ｍ
ＯＧに結合した抗ＭＯＧ抗体の比を検討したならば、ＭＳに罹患した両患者については、
この比が＞１であり、健康人コントロールについては＜１であることを明瞭に知ることが
できるだろう。この結果は、使用した変異ＭＯＧのタイプに関係なく得られ、試験した個
体の生活環境とも無関係である。故に、従来の方法とは対照的に、本発明の方法は安全か
つ正確な診断を可能にする。
【０１３０】
　更には、二重変異体１に結合した抗ＭＯＧ抗体と比較した未変性ＭＯＧに結合した抗Ｍ
ＯＧ抗体の比は、両ＭＳ患者の免疫系に対する個体の影響に関係なく、両ＭＳ患者とも約
１．２である。同様に、二重変異体１に結合した抗ＭＯＧ抗体と比較した未変性ＭＯＧに
結合した抗ＭＯＧ抗体の比は、ＭＯＧに結合した絶対量とは大きく異なるにも関わらず、
両ＭＳ患者で約１．４である。即ち、二重変異体１に関しては、二重変異体１に結合した
抗ＭＯＧ抗体に比べた未変性ＭＯＧに結合した抗ＭＯＧ抗体の比が約１．２であり、ＭＳ
を診断することを可能にする。同様に、二重変異体２についても、二重変異体２に結合し
た抗ＭＯＧ抗体と比較した未変性ＭＯＧに結合した抗ＭＯＧ抗体の比が約１．４であり、
ＭＳを診断することを可能にする。
【０１３１】
　これらの図式が、使用した特異的変異抗体にのみ依存していること、およびそれらが試
験した個体の特定の生活環境とは無関係であることを指摘しておくことは重要である。
【０１３２】
　これらの実施例は、本発明者らが、抗体－抗原相互作用に基づく、ある状態の診断、分
類、予測、および／または該状態の進行をモニターするための定量的なインビトロ分析の
ための、迅速、簡便、かつ使い易い方法を提供できたこと、従来の方法に関連した問題を
克服もしくは少なくとも軽減すること、特に分析対象の被験体それぞれの個体特性、特に
免疫系に存在する抗体の量および種類、ならびに他の被験体と比較できないことに関連し
た問題を克服もしくは少なくとも軽減すること、即ち本発明の課題を解決していることを
証明している。
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