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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象から得られた試料からの抗体の、小麦抗原およびペプチドのアレイへの結合を分析
する方法であって、
　脱アミド化α－グリアジン３３－ｍｅｒのコーティングを含む第１の検査ウェル、トラ
ンスグルタミナーゼのコーティングを含む第２の検査ウェル、および脱アミド化グルテニ
ン２１－ｍｅｒのコーティングを含む第３の検査ウェルを提供する工程と、
　前記試料を、前記第１の検査ウェル、前記第２の検査ウェル、および前記第３の検査ウ
ェルへと適用する工程と、
　前記試料のＩｇＡイムノグロブリンと前記第１の検査ウェルのコーティング、前記第２
の検査ウェルのコーティング、および前記第３の検査ウェルのコーティングとの間の複合
体の形成を分析する工程と、
　前記ＩｇＡイムノグロブリンと前記第１の検査ウェルのコーティング、前記第２の検査
ウェルのコーティング、および前記第３の検査ウェルのコーティングとの間で形成された
複合体の量の値特性を記録する工程と、
を含む、方法。
【請求項２】
　前記対象が、クローン病を有する可能性がある、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記対象が、グルテン免疫反応性および感受性を有する可能性がある、請求項１に記載
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の方法。
【請求項４】
　前記対象が、グルテン免疫反応性／感受性および自己免疫を有する可能性がある、請求
項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記対象が、無症候性セリアック病を有する可能性がある、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記第１の検査ウェル、前記第２の検査ウェル、および前記第３の検査ウェルが、複数
のウェルを含む検査プレートの個別のウェルである、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記第１、第２、および第３のウェルについて記録された前記値が、第１の小麦関連疾
患と第２の小麦関連疾患との間の区別を提供する、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１の小麦関連疾患がセリアック病であり、前記第２の小麦関連疾患が、グルテン
免疫反応性および感受性、および自己免疫を伴うグルテン免疫反応性および感受性からな
る群より選択され、脱アミド化α－グリアジン３３－ｍｅｒのコーティングに対する陽性
の結果がトランスグルタミナーゼに対する陰性の結果と組み合わされて、第２の小麦関連
疾患からの第１の小麦関連疾患の区別を提供する、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記第１の小麦関連疾患がセリアック病であり、前記第２の小麦関連疾患が、グルテン
免疫反応性および感受性、ならびに自己免疫を伴うグルテン免疫反応性および感受性から
なる群より選択され、脱アミド化α－グリアジン３３－ｍｅｒのコーティングに対する陽
性の結果が脱アミド化グルテニン２１－ｍｅｒに対する陰性の結果と組み合わされて、第
２の小麦関連疾患からの第１の小麦関連疾患の区別を提供する、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　グルタミン酸デカルボキシラーゼまたは小脳のペプチドのコーティングを含む第４の検
査ウェルを提供する工程と、
　前記試料のＩｇＧイムノグロブリンと前記第４の検査ウェルのコーティングとの複合体
の形成を分析する工程と、
　前記ＩｇＧイムノグロブリンと前記第４の検査ウェルのコーティングとで形成された複
合体の量の値特性を記録する工程と、
　をさらに含む、請求項７に記載の方法であって、
　前記方法が、グルテン免疫反応性および感受性と、自己免疫を伴うグルテン免疫反応性
および感受性との間の区別を提供し、
　グルタミン酸デカルボキシラーゼまたは小脳のペプチドに対する陽性の結果が自己免疫
を伴うグルテン免疫反応性および感受性を示す、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本願は、２０１１年１月２０日出願の米国仮出願第６１／４３４，５０１号の利益を請
求し、これは、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、少なくともグルテン免疫反応性およびグルテン感受性、無症候性セリアック
病、ならびにクローン病を含む、腸関連の疾患および症状の診断を支援するための方法な
らびにキットに関する。
【背景技術】
【０００３】
　小麦アレルギー、セリアック病およびグルテン感受性は、小麦グリアジンの摂取によっ
て引き起こされる３つの異なる病状である（１、２）。これらの病状では、グルテンに対
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する反応は、細胞性免疫反応および体液性免疫反応の両方によって媒介され、異なる徴候
の症状を引き起こす。例えば、小麦アレルギーでは、グリアジンペプチドの特定配列が、
ヒスタミンおよびロイコトリエンなどのメディエーターの放出を誘発する肥満細胞および
好塩基球の表面上の２つのＩｇＥ分子と架橋結合する（３）。
【０００４】
　本明細書で説明するこれらの外部資料および全ての他の外部資料は、参照によりその全
体が組み込まれる。組み込まれる参考文献中の用語の定義または使用は、本明細書に提供
する用語の定義と矛盾しているか、または反している場合には、本明細書に提供するその
用語の定義が適用され、参考文献中のその用語の定義は適用されない。
【０００５】
　セリアック病（ＣＤ）は、既知の遺伝子構造およびグリアジンペプチドなどの環境要因
による自己免疫疾患である。ＣＤは、一般人口の１～２％に影響を与える。本願を通して
、本文が逆の意味を指示しない限り、本明細書に記載の全ての範囲は、それらのエンドポ
イントを含むものとして解釈されるべきであり、オープンエンドの範囲は、商業的に実用
的な値を含むように解釈されるべきである。同様に、本文が逆の意味を示さない限り、全
ての値のリストは、中間値を含むと考えられるべきである。
【０００６】
　この障害の診断を確認するためのマーカーは、天然の脱アミド化グリアジンペプチドに
対するＩｇＡおよびＩｇＡ抗組織トランスグルタミナーゼ（ｔＴｇ）自己抗体である。Ｃ
Ｄと比較して、グルテン感受性（ＧＳ）は、人口の最大３０％に影響を及ぼす（４）。Ｓ
ａｐｏｎｅらによって２０１０年および２０１１年に公表された２つの論文（５、６）に
よると、ＧＳの症状は、ＣＤまたは小麦アレルギーに関連付けられている一部の消化器症
状に似ているかもしれないが、現在、グルテン感受性についての客観的な診断検査がない
ことを強調する（５、６）。ＧＳの自然免疫反応と比較して、ＣＤの自然免疫反応を研究
している間に、研究者らは、自然免疫に関連付けられているＴＬＲ１、ＴＬＲ２およびＴ
ＬＲ４が、ＣＤではなく粘膜ＧＳで上昇している一方で、ＩＦＮ－ｇ、ＩＬ－２１および
ＩＬ－１７Ａなどの獲得免疫のバイオマーカーは、ＧＳではなくＣＤの粘膜組織で発現し
ていることを見出した。非常に侵襲的であり、生検を必要とする方法を用いて、ｔｏｌｌ
様受容体ならびにＩＦＮ－γ、ＩＬ－２１およびＩＬ－１７Ａを測定することにより、Ｃ
ＤとＧＳとを鑑別することができると彼らは考えた（５、６）。グルテンに対する即時型
過敏症はＩｇＥに媒介されるが、グルテンに対する遅延型過敏症は、抗体（ＩｇＧ、Ｉｇ
Ａ）およびＴ細胞媒介性反応であり、これは、腸疾患を伴うセリアック病またはグルテン
感受性と呼ばれる（７）。ｔＴｇに対するＩｇＧおよびＩｇＡの非存在下で、様々な小麦
抗原およびペプチドに対するＩｇＧならびにＩｇＡの上昇は、小麦ペプチドに対する粘膜
免疫寛容の損失ならびにグルテン感受性の発達を示す（７）。小麦抗原とヒト組織との間
の抗原性の類似により、ＣＤとＧＳの両方は、１型糖尿病、関節炎、甲状腺炎、さらにグ
ルテン運動失調および多発性硬化症などの神経系の自己免疫疾患を含む多くの自己免疫疾
患を引き起こし得る（８～１０）。
【０００７】
　「患者」という用語は、医療専門家の保護下にあるヒトを表すと理解されるべきである
。しかし、より広い意味では、本明細書に開示する新規の検査プロトコルおよび分析は、
セリアック病、グルテン感受性、および腸関連自己免疫を患い得る非ヒト患者ならびに任
意の他の動物に適用することができる。
【０００８】
　ＣＤ患者と同様に、ＧＳ患者は、グルテンに耐性がなく、同一または類似の一連の胃腸
症状を発症し得るが、ＧＳにおけるこの免疫反応は、小腸を損傷させるものではない（５
、６）。このＧＳにおける腸損傷の誘導の欠如、ならびに遺伝子マーカーＨＬＡ　ＤＱ２
／ＤＱ８および小腸損傷とＣＤとの関連は、ＧＳよりはるかに容易にＣＤの診断を行う。
それほど重症ではないＧＳの臨床像、ｔＴｇ自己抗体が存在しないこと、かつ多くの臨床
医が、様々な小麦タンパク質およびペプチドに対するＩｇＧ自己抗体ならびにＩｇＡ自己
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抗体の上昇の意義を見落とすことにより、ＧＳが非常に危険な障害となる。これは、炎症
カスケードの誘導物質と共に、長期間にわたるＩｇＧ抗体および／またはＩｇＡ抗体の血
液中の残留が、最も悪化した自己免疫を引き起こし得るからである。そのような場合には
、結果として生じる組織損傷の重症度により、たとえグルテンを含まない食事療法を実施
しても、異なる小麦抗原およびペプチドに対するＩｇＧ抗体ならびにＩｇＡ抗体により誘
導される自己免疫反応の過程の逆戻りを支援することができない可能性がある。
【０００９】
　セリアック病とグルテン免疫反応性／感受性の比較を図１に示す。このモデルによると
、２人の子供達（１人は負の遺伝子構造（ＨＬＡ　ＤＱ２／ＤＱ８－）を有し、もう１人
は正の遺伝子構造（ＨＬＡ　ＤＱ２／ＤＱ８＋）を有する）が、ロタウイルス、菌体内毒
素、および一部の薬物などの環境要因またはそれらの相乗効果にさらされている場合、結
果として、両方の子供に粘膜免疫寛容の崩壊が起こり得る。グリアジンに対する粘膜免疫
寛容の誘導は、天然の小麦タンパク質およびペプチドに対するＩｇＡならびに／またはＩ
ｇＧの産生を引き起こし、これが、ＨＬＡ　ＤＱ２／ＤＱ８－およびＨＬＡ　ＤＱ２／Ｄ
Ｑ８＋である両方の個人におけるグルテン感受性の開始の次のステップである。
【００１０】
　しかし、正の遺伝子構造を有する個人において、炎症のバイオマーカーと共に、グリア
ジンに対するＩｇＧ抗体およびＩｇＡ抗体は、ｔＴｇを活性化し、絨毛の損傷を誘導し、
絨毛萎縮を引き起こし得る。特定のグリアジンペプチドの脱アミドは、グリアジンペプチ
ドとｔＴｇとの間の複合体の形成につながり、抗原提示細胞によるこの複合体のＴ細胞お
よびＢ細胞への提示は、ｔＴｇ、脱アミド化グリアジンならびにグリアジン－ｔＴｇ複合
体に対するＩｇＡまたはＩｇＧの産生を引き起こす。これらの抗体の形成およびそれらの
血液中での検出は、人口の１～２％に検出される遺伝性の病状であるＣＤの特徴である。
ＣＤが未治療のままであると、結果として、自己免疫および癌を引き起こし得る。
【００１１】
　これに対して、ＨＬＡ　ＤＱ２／ＤＱ８が陰性である個人において、この免疫寛容の崩
壊、かつ天然の小麦タンパク質およびペプチドに対するＩｇＡならびに／またはＩｇＧの
同時産生は、炎症カスケードを活性化し得る。しかし、ｔＴｇ活性化の非存在下では、絨
毛萎縮は発生しない。さらに、グリアジンペプチドは脱アミドを受けず、結果として、Ｉ
ｇＧ抗体およびＩｇＡ抗体が、天然の小麦ペプチドおよびグリアジンペプチドに対しての
み産生される。
【００１２】
　小麦抗原への連続暴露および粘膜免疫寛容の継続により、小麦抗原ならびに反応抗体は
、免疫複合体の不自然な相互作用を形成し、重度のグルテン免疫反応性およびグルテン感
受性を引き起こす。この免疫反応性および感受性は、人口の最大３０％に検出される非遺
伝性疾患である。この障害が調べられないままでいると、小麦抗原およびペプチドに対す
るＩｇＧ抗体ならびにＩｇＡ抗体への長期曝露、かつそれらの異なる組織抗原との交差反
応が、様々な自己免疫障害を引き起こし得る。したがって、ＣＤが存在しなくとも、ＧＳ
は、さらに、異なる臓器を攻撃する他のグルテン関連自己抗体に生産的な環境を提供する
可能性がある。
【００１３】
　さらに、通常、グルテンを含まない食事療法は、ＣＤの診断基準を満たす人々にのみ推
奨されているが、グルテン免疫反応性および感受性を有する人々には推奨されていない。
残念ながら、このことが、多くのグルテン感受性の人々を、合併症の危険にさらす非常に
重篤な症状で不必要に苦しめているが、彼らが知ってさえいれば、この病状は、グルテン
を含まない食事療法で解決される可能性がある。
【００１４】
　したがって、グルテン免疫反応性およびグルテン感受性、無症候性セリアック病、セリ
アック病、ならびに腸関連自己免疫を含む様々な腸関連疾患を診断し、それらを鑑別する
のに役立つ新たな規範が必要とされている。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明の独創性のある主題は、抗体をバイオマーカーとして使用し、グルテン免疫反応
性およびグルテン感受性、無症候性セリアック病、クローン病ならびに他の腸関連疾患の
診断を支援する装置、システムならびに方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明の特定の態様において、ヒトもしくは他の動物由来の全血、血清、唾液または他
の試料を、（ａ）小麦抗原、（ｂ）グリアジン抗原、（ｃ）小麦胚芽凝集素、グルテオモ
ルフィン（ｇｌｕｔｅｏｍｏｒｐｈｉｎ）、グルテニン、脱アミド化グルテニン、プロダ
イノルフィン、およびダイノルフィンのうちの１つまたは複数に対する抗体について検査
する。
【００１７】
　これらの検査結果を有利に用いて、特に、小麦抗原が脱アミド化され、グリアジン抗原
が、α－グリアジン－３３－ｍｅｒ、α－グリアジン－１７－ｍｅｒ、γ－グリアジン－
１５－ｍｅｒ、ω－グリアジン－１７－ｍｅｒ、およびグルテニン－２１－ｍｅｒからな
る群から選択される場合に、グルテン免疫反応性またはグルテン感受性を、セリアック病
と鑑別するのを支援することができる。
【００１８】
　本発明の特定の態様において、ヒトもしくは他の動物由来の全血、血清、唾液または他
の試料を、γ－グリアジンタンパク質またはそのペプチド、例えば、γ－グリアジン－１
５－ｍｅｒ、ω－グリアジンタンパク質またはそのペプチド、例えば、ω－グリアジン－
１７－ｍｅｒ、小麦胚芽凝集素、グルテオモルフィン、グルテニンタンパク質またはその
ペプチド、例えば、グルテニン－２１－ｍｅｒ、脱アミド化グルテニンタンパク質または
そのペプチド、プロダイノルフィン、ならびにダイノルフィンのうちの１つまたは複数に
対する抗体について検査する。
【００１９】
　本発明の特定の態様において、あきらかに症状を示す（古典的）セリアック病、クロー
ン病および慢性的な免疫活性化に対して、グルテン免疫反応性および／もしくはグルテン
感受性、無症候性セリアック病もしくは特殊なセリアック病と鑑別するのを支援する抗体
について検査を行い、かつ／または検査結果を解析する。特に関心のある検査用プレート
およびキットを、α－グリアジン、γ－グリアジン、ω－グリアジン、グルテニン、小麦
胚芽凝集素、グルテオモルフィン、プロダイノルフィン、トランスグルタミナーゼ、およ
びグリアジン結合トランスグルタミナーゼ（グリアジン－トランスグルタミナーゼ複合体
）のうちの少なくとも３つ、５つ、７つまたは全てに対する抗体について検査する。
【００２０】
　本発明の特定の態様において、特に関心のあるアッセイおよびアッセイキットは、１種
類もしくは複数種類の小麦抗原、α－グリアジンタンパク質またはその１種類もしくは複
数種類のペプチド、例えば、α－グリアジン－３３－ｍｅｒおよび／もしくはα－グリア
ジン－１７－ｍｅｒ、γ－グリアジンタンパク質またはその１種類もしくは複数種類のペ
プチド、例えば、γ－グリアジン－１５－ｍｅｒ、ω－グリアジンタンパク質またはその
１種類もしくは複数種類のペプチド、例えば、ω－グリアジン－１７－ｍｅｒ、小麦胚芽
凝集素、グルテオモルフィン、プロダイノルフィンおよび／もしくはダイノルフィンのう
ちの１つまたは複数などのオピオイドペプチド、グルテニンタンパク質またはその１種類
もしくは複数種類のペプチド、例えば、グルテニン－２１－ｍｅｒ、脱アミド化グルテニ
ンタンパク質またはその１種類もしくは複数種類のペプチド、グリアジン－トランスグル
タミナーゼ複合体、またはそれらの組み合わせに対するＩｇＡ抗体ならびに／またはＩｇ
Ｇ抗体の検査を可能にする。
【００２１】
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　本発明の特定の態様において、抗体の検出には、ＥＬＩＳＡアッセイ、ＲＩＡアッセイ
、ラテックス凝集法、ビーズアッセイ、プロテオミクスアッセイ、および当業者に周知の
他の免疫測定法が含まれるが、これらに限定されない免疫測定法を用いて実行することが
できる。
【発明の効果】
【００２２】
　本発明の独創性のある主題の様々な目的、特徴、態様および利点は、同様の番号は同様
の構成要素を表す添付の図面と共に、以下の発明を実施するための形態からより明らかに
なるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】本明細書で企図されるセリアック病（右側のリスト）とグルテン免疫反応性／感
受性（左側のリスト）の区別を示す模式図である。
【図２】１２種類の異なる抗原およびペプチドを有する異なる１２列を有する試料マイク
ロタイタープレートのレイアウトを示す図である。
【図３】小麦由来の１２種類の異なる抗原もしくはペプチドおよび関連組織抗原（抗原ま
たはペプチドは透明である）に対するＩｇＧまたはＩｇＡを測定する試料マイクロタイタ
ープレートのレイアウトを示す図である。
【図４】品質管理の目的で、陰性対照および陽性対照を用いてＩｇＧまたはＩｇＡを毎週
測定する試料マイクロタイタープレートのレイアウトを示す図である（抗原またはペプチ
ドは透明である）。
【図５】従来技術（１７）に係るｔＴｇおよび様々な抗原を用いるセリアック病について
の抗体検査プロトコルを示す図である。
【図６】従来技術（１７）に係る脱アミド化グリアジンペプチドを用いるセリアック病に
ついての検査プロトコルを示す図である。
【図７】本発明の特定の態様に係る、小麦抗原およびペプチドのレパートリーを用いる、
セリアック病、グルテン免疫反応性／感受性ならびに自己免疫に対して提案する検査プロ
トコルを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明の特定の態様によると、小麦抗原およびペプチドの配列に対する抗体を用いる古
典的なセリアック病とは対照的に、抗体をバイオマーカーとして用い、グルテン免疫反応
性およびグルテン感受性、無症候性セリアック病、クローン病ならびに他の腸関連疾患を
診断して、鑑別するのを支援する。
【００２５】
　本発明の特定の態様において、体液を、全粒小麦抗原、α－グリアジンタンパク質また
はその１種類もしくは複数種類のペプチド、γ－グリアジンタンパク質またはその１種類
もしくは複数種類のペプチド、ω－グリアジンタンパク質またはその１種類もしくは複数
種類のペプチド、グルテニンタンパク質またはその１種類もしくは複数種類のペプチド、
１種類もしくは複数種類のオピオイドペプチド、グリアジン－トランスグルタミナーゼ複
合体（トランスグルタミナーゼに結合したグリアジン）、トランスグルタミナーゼ、小麦
胚芽凝集素、およびそれらの組み合わせのうちの１つまたは複数に対する免疫グロブリン
Ｇ（ＩｇＧ）抗体ならびに／または免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）抗体について検査する。
【００２６】
　本発明の特定の態様において、全粒小麦抗原は脱アミド化され、水溶性全粒小麦タンパ
ク質とアルコール可溶性全粒小麦タンパク質を組み合わせることによって調製することが
できる。α－グリアジンタンパク質またはその１種類もしくは複数種類のペプチドには、
α－グリアジン－３３－ｍｅｒおよび／またはα－グリアジン－１７－ｍｅｒが含まれ、
他のα－グリアジンペプチドが企図される。γ－グリアジンタンパク質またはその１種類
もしくは複数種類のペプチドには、γ－グリアジン－１５－ｍｅｒが含まれ、他のγ－グ
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リアジンペプチドが企図される。ω－グリアジンタンパク質またはその１種類もしくは複
数種類のペプチドには、ω－グリアジン－１７－ｍｅｒが含まれ、他のω－グリアジンペ
プチドが企図される。グルテニンタンパク質またはその１種類もしくは複数種類のペプチ
ドには、グルテニン－２１－ｍｅｒが含まれ、他のグルテニンペプチドが企図される。１
種類または複数種類のオピオイドペプチドには、グルテオモルフィン、プロダイノルフィ
ンおよび／またはダイノルフィンが含まれ、他のエキソルフィンペプチドが企図される。
【００２７】
　本発明の特定の態様において、ヒトまたは他の動物由来の全血、血清（ｂｌｏｏｄ　ｓ
ｅｒｕｍ）／血清（ｓｅｒａ）、唾液または他の体液試料を、（ａ）小麦抗原、（ｂ）グ
リアジン抗原、（ｃ）小麦胚芽凝集素、グルテオモルフィン、グルテニン、脱アミド化グ
ルテニン、プロダイノルフィン、およびダイノルフィンのうちの１つまたは複数に対する
抗体について検査する。小麦抗原が脱アミド化され、グリアジン抗原が、α－グリアジン
－３３－ｍｅｒ、α－グリアジン－１７－ｍｅｒ、γ－グリアジン－１５－ｍｅｒ、ω－
グリアジン－１７－ｍｅｒ、およびグルテニン－２１－ｍｅｒからなる群から選択される
場合に、検査結果は特に興味深いと考えられる。検査用プレートおよびキットを、α－グ
リアジン、γ－グリアジン、ω－グリアジン、グルテニン、小麦胚芽凝集素、グルテオモ
ルフィン、プロダイノルフィン、トランスグルタミナーゼ、およびグリアジン結合トラン
スグルタミナーゼのうちの少なくとも３つ、５つ、７つまたは全てに対する抗原について
有利に検査することができる。
【００２８】
　本発明の特定の態様において、特に関心のあるアッセイおよびアッセイキットは、１種
類もしくは複数種類の小麦抗原、α－グリアジンタンパク質またはその１種類もしくは複
数種類のペプチド、例えば、α－グリアジン－３３－ｍｅｒおよび／もしくはα－グリア
ジン－１７－ｍｅｒ、γ－グリアジンタンパク質またはその１種類もしくは複数種類のペ
プチド、例えば、γ－グリアジン－１５－ｍｅｒ、ω－グリアジンタンパク質またはその
１種類もしくは複数種類のペプチド、例えば、ω－グリアジン－１７－ｍｅｒ、小麦胚芽
凝集素、グルテオモルフィン、プロダイノルフィンおよび／もしくはダイノルフィンのう
ちの１つまたは複数などのオピオイドペプチド、グルテニンタンパク質またはその１種類
もしくは複数種類のペプチド、例えば、グルテニン－２１－ｍｅｒ、脱アミド化グルテニ
ンタンパク質またはその１種類もしくは複数種類のペプチド、グリアジン－トランスグル
タミナーゼ複合体、またはそれらの組み合わせに対するＩｇＡ抗体ならびに／またはＩｇ
Ｇ抗体の検査を可能にする。
【００２９】
　本発明の特定の態様において、抗体の検出には、ＥＬＩＳＡアッセイ、ＲＩＡアッセイ
、ラテックス凝集法、ビーズアッセイ、プロテオミクスアッセイ、および当業者に周知の
他の免疫測定法が含まれるが、これらに限定されない免疫測定法を用いて実行することが
できる。
【００３０】
　以下は、数人の検査患者についての代表的なアッセイの説明、ならびにそれらの使用お
よび分析である。本明細書に記載の材料および方法と同様または同等の他の材料および方
法が、本発明の実施または検査に用いることができるが、好ましい方法および材料につい
ては、本発明をさらに説明するために、発明を実施するための形態にこれから記載する。
【００３１】
　実施例１
　ＥＬＩＳＡアッセイ
　Ａ．材料および方法－プレートおよび試料調製：
　小麦抗原およびペプチド。全粒小麦抗原を、水溶性タンパク質とアルコール可溶性タン
パク質を混合することによって調製した。α－グリアジン３３－ｍｅｒ、α－グリアジン
１７－ｍｅｒ、γ－グリアジン１５－ｍｅｒ、ω－グリアジン１７－ｍｅｒを含む異なる
グリアジンペプチド、グルテオモルフィン、プロダイノルフィン、トランスグルタミナー
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ゼ、およびトランスグルタミナーゼ結合グリアジン、グルタミン酸デカルボキシラーゼ（
ＧＡＤ－６５）のＨＰＬＣグレードを、Ｂｉｏ－Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ社（ルイスビル、テ
キサス州）により合成した。小麦胚芽凝集素（ＷＧＡ）を、Ｓｉｇｍａ社／Ａｌｄｒｉｃ
ｈ社（セントルイス、ミズーリ州）から購入した。
【００３２】
　抗原およびペプチドを１．０ｍｇ／ｍｌの濃度でメタノ－ルに溶解し、次いで、０．１
Ｍの炭酸塩－重炭酸塩緩衝液、ｐＨ９．５で１：１００に希釈し、その５０μｌをポリス
チレン平底ＥＬＩＳＡプレートの各ウェルに添加した。
【００３３】
　ＥＬＩＳＡプレートを、４℃で一晩インキュベートし、次いで、０．０５％Ｔｗｅｅｎ
２０（ｐＨ７．４）を含むトリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）２００μｌで３回洗浄した。
免疫グロブリンの非特異的結合を、ＴＢＳ中２％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）２００ｍ
Ｌの添加によって防止し、４℃で一晩インキュベートした。プレートを洗浄し、品質管理
を行った後、使用するまで４℃に保った。
【００３４】
　酵素コンジュゲートには以下のものが含まれていた：アフィニティー精製抗体ホスファ
ターゼ標識ヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ社、カタ
ログ番号１０９－０５５－００８）、およびアフィニティー精製抗体ホスファターゼ標識
ヤギ抗ヒトＩｇＡ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ社、カタログ番号１
０９－０５５－０１１）。
【００３５】
　さらに本明細書に記載する方法に含まれる他の追加の試薬および材料には、以下のもの
が含まれていた：リン酸緩衝生理食塩水粉末（Ｓｉｇｍａ社、カタログ番号Ｐ３８１３－
１０ＰＡＫ）、ウシ血清アルブミン（Ｂｉｏｃｅｌｌ社、カタログ番号３２０３－００）
、アジ化ナトリウム（Ｓｉｇｍａ社、カタログ番号Ｓ－２００２）、Ｔｗｅｅｎ２０（Ｓ
ｉｇｍａ社、カタログ番号Ｐ１３７９－１０００ＭＬ）、グリセロール（Ｓｉｇｍａ社、
カタログ番号Ｇ５５１６－５００ＭＬ）、水酸化ナトリウム（Ｓｉｇｍａ社、カタログ番
号Ｓ－５８８１）、塩化マグネシウム（Ｓｉｇｍａ社、カタログ番号８２６６）、ジエタ
ノールアミン（Ｓｉｇｍａ社、カタログ番号Ｄ－８８８５）、１．０Ｎの塩酸溶液（Ｓｉ
ｇｍａ社、カタログ番号Ｈ３１６２）、基質錠：ｐ－ＮＰＰ（パラニトロフェニルリン酸
）（Ｓｉｇｍａ社、カタログ番号Ｓ－０９４２）５ｍｇ、および蒸留水（Ｄ．Ｈ２０）。
【００３６】
　マイクロウェルプレートを準備し、所望の数の小麦関連抗原および／またはペプチドで
コーティングした。以下の実施例では、１２種類の異なる小麦関連抗原およびペプチドを
、マイクロウェルプレート上にコーティングした。標準物質および陽性対照ならびに希釈
した患者試料をこれらのウェルに添加し、異なる小麦抗原を認識する自己抗体は最初のイ
ンキュベーション中に結合した。これらのウェルを洗浄し、全ての未結合蛋白質を除去し
た後、精製したアルカリホスファターゼ標識ウサギ抗ヒトＩｇＧ／ＩｇＡ未結合コンジュ
ゲートを、さらなる洗浄ステップにより除去した。
【００３７】
　結合したコンジュゲートを、黄色の反応生成物を与えるパラニトロフェニルホスフェー
ト（ＰＮＰＰ）基質で可視化し、この強度は、試料中の自己抗体の濃度に比例する。水酸
化ナトリウムを各ウェルに添加し、反応を停止させた。色の強度を４０５ｎｍで読み取っ
た。
【００３８】
　無地の赤の上端またはレッドタイガー（ｒｅｄ　ｔｉｇｅｒ）の上端（ＳＳＴチューブ
）を検体採取に用いたが、特定の態様では、他の検体採取器具が、このアッセイのために
企図される。
【００３９】
　血液試料を、無菌静脈穿刺技術を用いて採取し、血清を、標準的な手順を用いて得た。
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特定の態様では、このアッセイのための血清は最小値が約５０μｌであることが好ましく
、したがって、これは、血液の約０．５ｍｌ以上に相当する。
【００４０】
　Ｂ．検査アッセイ手順
　グルテン免疫反応性およびグルテン感受性、無症候性セリアック病、クローン病ならび
に他の腸関連疾患を診断し、検出するのを支援するためのＩｇＧ抗体アレイおよび／また
はＩｇＡ抗体アレイのための分析手順について、これから説明する。いくつかの態様にお
いて、検査アッセイを開始する前に、全ての試薬を室温に戻した。この検査アッセイ手順
には、所望の数および所望の種類の小麦関連抗原ならびに／またはペプチドでコーティン
グした所望の数のウェルもしくはプレートの準備が含まれる。マイクロタイターウェルを
準備した後、１：１００に希釈した対照標準物質約１００μｌを、マルチチャネルピペッ
ターを用いて、図３に示すように、マイクロタイタープレートのＡ列およびＢ列に添加す
る。１：１００に希釈した患者の検査試料（ここでは血清）約１００μｌを、臨床検体１
のＣ列およびＤ列、臨床検体２のＥ列およびＦ列、ならびに臨床検体３のＧ列およびＨ列
の２つ組のウェルに添加した。
【００４１】
　図４に示すように、別々のプレート上で、２つ組の臨床検体と同様に周期的な陰性対照
および陽性対照の実験を行った。
【００４２】
　次いで、これらのプレートを室温で６０分間インキュベートした。インキュベーション
後、ウェルを空にして、ＥＬＩＳＡ洗浄器を用いてＰＢＳで４回洗浄した。最適に希釈し
たアルカリホスファターゼ標識ヤギ抗ヒトＩｇＡ約１００μｌを、ＩｇＡプレートに添加
し、酵素標識ＩｇＧ約１００μｌを最適な希釈でＩｇＧプレートに添加した。
【００４３】
　次いで、それぞれのプレートを室温で３０～６０分間インキュベートした。コンジュゲ
ートのインキュベーション終了約１０分前に、錠剤が完全に溶解するまでよく混合した基
質緩衝液５ｍｌとｐ－ニトロフェニルリン酸錠剤５ｍｇを混合することによって、基質溶
液を調製した。ＥＬＩＳＡ洗浄器を用いて、ＰＢＳでの洗浄を４回繰り返した。次いで、
基質溶液約１００μｌを各ウェルに添加した。次いで、このプレートを、直射日光への暴
露を回避しながら、室温で３０分間インキュベートした。３ＮのＮａＯＨ約５０μｌを添
加することにより反応を停止した。これらのウェルの色の強度を、マイクロタイタープレ
ートリーダーを用いてブランクウェルに対して４０５ｎｍで読み取り、標準物質、対照お
よび未知試料の吸光度値を記録した。
【００４４】
　Ｃ．結果の計算
　プレートを４０５ｎｍで読み取り、光学濃度値（ＯＤ４０５）を得た後、陰性対照の平
均ＯＤ値、陽性対照の平均ＯＤ値ならびに各臨床検体の平均ＯＤ値を、Ａ列およびＢ列の
標準物質の平均ＯＤ値で割ることにより、それぞれの指数の値（ＩＶ）を得た。
【００４５】
　２つ組の各試料の平均ＯＤ値を、標準物質対照の平均ＯＤ値で割ることにより、１２種
類の異なる抗原に対する各抗体の指数の値（ＩＶ）を計算した（例えば、Ｃ１とＤ１のウ
ェルの平均ＯＤ値をＡ１とＢ１のウェルの平均ＯＤ値で割る、Ｃ２とＤ２のウェルの平均
ＯＤ値をＡ２とＢ２のウェルの平均ＯＤ値で割る、Ｃ３とＤ３のウェルの平均ＯＤ値をＡ
３とＢ３のウェルの平均ＯＤ値で割るなど）。
【００４６】
　次いで、これらの結果を、確立された基準範囲と比較した。
【００４７】
　（数１）
指数＝患者の平均ＯＤ値／標準物質の平均ＯＤ値
【００４８】
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【表１】

【００４９】
　Ｄ．結果の解釈
　セリアック病の３人の患者、グルテン免疫反応性およびグルテン感受性の３人の患者、
ならびにグルテン感受性と重複するクローン病の３人の患者のＩｇＧ抗体パターンならび
にＩｇＡ抗体パターンの例を表２～表７に示す。限局性腸炎としても知られるクローン病
は、強い遺伝的要素を有する炎症性腸疾患の一種である。クローン病は、自己免疫疾患と
して説明される場合が多いが、免疫不全の疾患と考える人もいる。
【００５０】
　セリアック病とグルテン免疫反応性／感受性／自己免疫間のデータの解釈および実験の
違いを表８に示す。特に、現在、セリアック病は、以下のとおりに、無症候性セリアック
病、グルテン免疫反応性／感受性および／またはグルテン関連自己免疫と鑑別することが
できると考えられている。
【００５１】
　ａ．検査結果に、小麦タンパク質、α－グリアジン３３－ｍｅｒ、脱アミド化α－グリ
アジン３３－ｍｅｒ、α－グリアジン２５－ｍｅｒ、α－グリアジン１８－ｍｅｒ、α－
グリアジン１７－ｍｅｒ、γ－グリアジン１５－ｍｅｒ、ω－グリアジン１７－ｍｅｒ、
グルテニン、脱アミド化グルテニン、グルテオモルフィン、プロダイノルフィンおよび小
麦胚芽凝集素のうちのいずれかまたはそれらの組み合わせに対するＩｇＡおよび／または
ＩｇＧの陽性の結果、ならびにトランスグルタミナーゼ－２に対する陰性の結果、トラン
スグルタミナーゼ－３およびトランスグルタミナーゼ－６のうちの少なくとも１つに対し
て検査結果が陽性のＩｇＡおよびＩｇＧのうちの少なくとも１つが含まれる場合に、無症
候性セリアック病の血清パターンが示される。
【００５２】
　ｂ．検査結果に、小麦抗原、特に、脱アミド化α－グリアジンおよびトランスグルタミ
ナーゼ－２ではなく、天然のα－グリアジン、γ－グリアジン、ω－グリアジン、グルテ
ニン、脱アミド化グルテニン、グルテオモルフィン、および小麦胚芽凝集素に対するＩｇ
Ｇならびに／またはＩｇＡについて陽性の結果が含まれる場合に、グルテン免疫反応性お
よびグルテン感受性の血清パターンが示される。
【００５３】
　ｃ．検査結果に、小麦抗原、特に、天然のα－グリアジン、γ－グリアジン、ω－グリ
アジン、グルテニン、脱アミド化グルテニン、グルテオモルフィン、および小麦胚芽凝集
素に対するＩｇＧならびに／またはＩｇＡについての陽性の結果、グルタミン酸デカルボ
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キシラーゼ、小脳組織抗原もしくはペプチドまたは他の組織抗原に対する任意のＩｇＧ、
ＩｇＡまたはＩｇＭについての陽性の結果、ならびに脱アミド化α－グリアジン、脱アミ
ド化グルテニンまたはトランスグルタミナーゼ－２に対するＩｇＡについての陰性の結果
、トランスグルタミナーゼ－３および／もしくはトランスグルタミナーゼ－６に対するＩ
ｇＡまたはＩｇＧについての陽性の結果が含まれる場合に、グルテン免疫反応性／感受性
ならびに自己免疫に関連する診断が指示される。
【００５４】
　随時更新され得る報告すべき範囲および基準範囲を表１に示す。読者は、平均値を上回
る２つの標準物質で確立された基準範囲と比較して、ｔＴｇおよびグリアジン－ｔＴｇ複
合体に対するＩｇＡ抗体は極めて陽性である（ＣＤの診断を裏付ける）が、ＩｇＧ抗体お
よびＩｇＡ抗体のパターンならびに強度は、抗原ごとに変化する。例えば、セリアック病
の全３人の患者において、小麦抗原に対するＩｇＧとＩｇＡの両方は基準範囲よりも４～
６倍高いが、α－グリアジン３３－ｍｅｒに対するＩｇＧおよびＩｇＡを測定すると、３
人の患者のうちの１人においてＩｇＧ抗体レベルが顕著に上昇し、３人の患者のうちの２
人においてはＩｇＡ抗体レベルが顕著に上昇していた（表２、表３）。
【００５５】
　セリアック病の患者と比較した場合、グルテン免疫反応性およびグルテン感受性を有す
る患者において、３人の患者はいずれもｔＴｇおよびグリアジン－ｔＴｇ複合体に対する
顕著なＩｇＡ反応性を示さないが、小麦抗原および１種類または複数種類の小麦ペプチド
（α－グリアジン、γ－グリアジン、ω－グリアジン、グルテニン、グルテオモルフィン
、プロダイノルフィンと小麦胚芽凝集素）と組み合わせた小麦抗原に対するＩｇＧ抗体な
らびにＩｇＡ抗体は、顕著に上昇した。ｔＴｇおよびグリアジン－ｔＴｇ複合体と組み合
わせた小麦抗原ならびにペプチドに対するＩｇＡ免疫反応性は、セリアック病とグルテン
免疫反応性／感受性を明確に鑑別し、その際、様々な小麦抗原およびペプチドに対するＩ
ｇＧ抗体ならびに／またはＩｇＡ抗体は反応性を示すが、ｔＴｇおよびグリアジン－ｔＴ
ｇ複合体に対するＩｇＧ抗体ならびに／またはＩｇＡ抗体は反応性を示さない（表４、表
５）。
【００５６】
　表６および表７は、クローン病の３人の患者の結果を示す。ｔＴｇおよびグリアジン－
ｔＴｇ複合体に対するＩｇＧ抗体ならびにＩｇＡ抗体のパターンは、クローン病に加えて
、これらの患者が、グルテン免疫反応性／感受性も患い、セリアック病も患う可能性があ
ることを明確に示す（表６、表７）。
【００５７】
　症例研究の例
　４つの異なる症例報告、第１はセリアック病の患者、第２はグルテン感受性のある患者
、第３はグルテン感受性および自己免疫の患者、および第４はクローン病と重複するグル
テン感受性のある患者についての報告を以下に示す。
【００５８】
　Ａ．症例報告１：グリアジンおよび組織トランスグルタミナーゼに対するＩｇＡの使用
による高齢者のセリアック病の診断ならびにグルテンを含まない食事療法による改善
　長期にわたる胃腸障害、消化不良、疲労および急激な体重減少を患う７６歳の男性は、
胃腸評価が行われた。血液検査は、低濃度の葉酸およびビタミンＢ－１２による大球性貧
血を示した。患者のヘモグロビン濃度は７９ｇ／Ｌ、アルブミン濃度は３２ｇ／Ｌ、かつ
トランスグルタミナーゼ濃度は２１２μｇ／ｍＬ（正常範囲＝０～１０μｇ／ｍＬ）であ
った。緊急の大腸内視鏡検査および十二指腸生検が行われ、巨視的に正常な結果が得られ
た。このレベルで、彼のグリアジンおよびトランスグルタミナーゼに対するＩｇＧならび
にＩｇＡの濃度を、ＦＤＡに承認されたキットを用いて検査した。α－グリアジンに対す
るＩｇＧとＩｇＡの両方は非常に高く、トランスグルタミナーゼに対しては、ＩｇＧでは
なくＩｇＡが基準範囲よりも３．８倍高かった。グリアジンおよびトランスグルタミナー
ゼに対するＩｇＡ陽性ならびにセリアック病の診断を考慮して、彼は、パック詰めされた
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細胞２単位が輸血され、毎日、グルテンを含まない食事とプレドニゾン２０ｍｇの両方を
摂取した。６ヶ月後、彼は約１２ポンド増え、ＧＩ症状は示さなかった。この改善により
、この患者は、グルテンを含まない食事に傾倒し始めた。グリアジンおよびトランスグル
タミナーゼに対するＩｇＧ抗体検査ならびにＩｇＡ抗体検査の最初の実施後１年の時点で
、これらの抗体についての繰り返し検査は陰性であった。疾病管理とグルテンを含まない
食事療法が、この無症候性セリアック病の高齢患者の治療に役立ったことがさらに示され
た。
【００５９】
　考察：Ｃａｔａｓｓｉら（１、１１）によると、セリアック病（ＣＤ）は、欧米諸国の
中で最も一般的な生涯疾患のうちの１つである。しかし、ＣＤのほとんどの症例は、かか
りつけの医師がこの重要な苦痛に関して認識が貧しいことにより、大抵、診断されないま
まである（Ｃａｔａｓｓｉ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ
，１０２：１４５４－１４６０，２００７）。セリアック病は、吸収不良を伴うＧＩ症状
を呈すると理解されている。しかし、セリアック病患者の多くは、ＧＩ症状を示さない。
これらの個人は、無症候性セリアック病または特殊なセリアック病を有している可能性が
あり、この病状は、鉄欠乏、貧血、肝酵素の増加、骨粗しょう症または神経症状を呈する
可能性がある（１２）。本明細書で使用する「特殊なセリアック病」という用語は、ほん
のわずかな症状を有する患者のセリアック病を指し、「無症候性セリアック病」という用
語は、無症候性の患者のセリアック病を指す。
【００６０】
　セリアック病の認識の高まりは、より高い感受性および特異性を有する新たな血清学的
アッセイの使用のおかげである。最近まで、セリアック病は珍しい病気で、主に、乳児期
または小児期に認められる病気として誤って理解されていた。しかし、現在では、ＣＤの
ほとんどの症例が４０～６０歳の成人で発症する認識されている。この年齢層の患者は、
不規則に、彼らの症状、実験室の検査結果および他の検査の兆候を示し得る。実際に、最
近の公表文献によると、７人の患者のうちのだれ一人としてＣＤと正しく診断されていな
い（１３）。
【００６１】
　その結果、この症例が示すとおり、成人患者が、吸収不良を示唆する症状および徴候を
呈する場合、グリアジンおよびトランスグルタミナーゼに対するＩｇＡ抗体についての検
査を考慮する必要がある。その後、検査結果が陽性である場合は、セリアック病は鑑別診
断の一部がなされるべきであり、これに基づいて、グルテンを含まない食事療法が推奨さ
れるべきである。グルテンを含まない食事療法が症状を改善させると考えられる場合には
、その患者は、年齢に関係なくこの食事療法に従うべきである。
【００６２】
　Ｂ．症例報告２：麻酔薬、抗生物質および鎮痛剤の組み合わせによって誘発されるグル
テン免疫反応性およびグルテン感受性
　４６歳の女性は、彼女の内科医によって毎年健康診断を受けていた。彼女の健康診察お
よび正常なＣＢＣ、肝酵素を含む化学、ならびに自己免疫プロファイルに基づいて、彼女
は健康な人として分類されていた。グルテン抗体は、その時点で測定されなかった。数ヶ
月後、彼女は、歯根管、骨移植および歯科インプラントの準備のために彼女の歯科医のも
とに行った。１０日間にわたる５回の別々の訪問の間に、彼女は、麻酔材料（メピバカイ
ン）、抗生物質および鎮痛剤で治療された。４ヶ月後、歯科インプラント手順は、リドカ
インの局所麻酔、続いて、抗生物質（アモキシシリン）および鎮痛剤の処方後に完了した
。４時間後、彼女は、局所性浮腫、特に、唇および眼窩周囲の腫れを伴う重度のアレルギ
ー反応を発症した。この患者は動揺し、全身的に、特に、彼女の顔、手および足にかゆみ
が現れた。喘鳴および呼吸困難を伴う胸の圧迫感は、使用された薬のうちの１種類または
複数種類にアレルギー反応を示すものであった。彼女は、直ちに、アドレナリンを体重１
ｋｇ当り０．０１ｍＬで治療され、抗ヒスタミン治療薬が筋肉内投与された。しかし、ア
レルギー反応は抑えられるが、この患者は、激しい嘔吐および激しい腹痛を伴う下痢を発
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症し、これらは８日間続いた。２週間後、下痢は改善したが、この患者は、腫脹および過
敏性腸症候群を伴う腹部の不快感について不満を表し続けた。彼女は、精密検査の際、全
く注意書きに気付かなかったＧＩ専門家に付託された。その後、グルテン感受性の可能性
が考慮され、この患者は、ＨＬＡタイピング、ＩｇＧ抗グリアジン抗体およびＩｇＧ抗ト
ランスグルタミナーゼ抗体ならびにＩｇＡ抗グリアジン抗体およびＩｇＡ抗トランスグル
タミナーゼ抗体について検査された。免疫学的検査は、以下の結果を示した：ＩｇＧ抗グ
リアジン６．８Ｕ／ｍＬ（正常範囲＜２０Ｕ／ｍＬ）、ＩｇＡ抗グリアジン４．１Ｕ／ｍ
Ｌ（正常範囲＜２０Ｕ／ｍＬ）、ＩｇＧ抗ｔＴｇ２．１Ｕ／ｍＬ（正常範囲＜６Ｕ／ｍＬ
）、ＩｇＡ抗ｔＴｇ１．２Ｕ／ｍＬ（正常範囲＜４Ｕ／ｍＬ）、およびＨＬＡ　ＤＱ２お
よびＨＬＡ　ＤＱ８については陰性。これらの所見に基づき、グルテン感受性およびセリ
アック病は除外され、この患者は、麻酔薬およびその抗生物質との相乗効果に対する反応
と関連付けられている心因性反応または特異体質反応を患っていると結論付けられた。９
０日後、彼女の経過観察の訪問時に、この患者は、腫脹および、特に、毎食後１～３時間
の時の腹痛にまだ不満をもらしていた。繰り返し検査が命じられ、疑わしいクローン病お
よび潰瘍性大腸炎について提案された検査である、ＡＳＣＡ　ＩｇＧおよびｐ－ＡＮＣＡ
　ＩｇＧと共に抗グリアジンＩｇＧおよび抗グリアジンＩｇＡならびに抗ｔＴｇ　ＩｇＧ
および抗ｔＴｇ　ＩｇＡについての基本的な検査と包括的な検査の両方が命じられた。興
味深いことに、最初のＧＩ不快後約１００日目に、ＡＳＣＡおよびｐ－ＡＮＣＡは完全に
正常範囲内であったが、グリアジンに対するＩｇＧおよびＩｇＡの両方は、基準範囲を４
～９倍超えていた（グリアジンＩｇＧ＝７９Ｕ／ｍＬ；ＩｇＡ＝５４Ｕ／ｍＬ）。しかし
、ｔＴｇに対するＩｇＧ抗体およびＩｇＡ抗体は正常範囲内であった。さらに、数々の小
麦のグリアジン、グルテニン、小麦胚芽凝集素、グリアジン－ｔＴｇ複合体およびｔＴｇ
の抗原に対するＩｇＧ抗体ならびにＩｇＡ抗体の検査が行われた。１２種類の検査抗原中
８種類に対するＩｇＧおよび１２種類の検査抗原中６種類に対するＩｇＡが、確立された
基準範囲より２～７倍高く検出された。ｔＴｇおよびグリアジン－ｔＴｇ複合体に対する
ＩｇＧとＩｇＡの両方は陰性であった（表４および５の試料１参照）。これらの結果は、
トランスグルタミナーゼに対してでなはく、グリアジンに対する基本的なＩｇＧ検査およ
びＩｇＡ検査が陽性であったことと共に、環境要因に対するアレルギー反応により、この
患者が、小麦抗原に対する耐性を失っており、セリアック病ではなくグルテン感受性を発
症したことを示した。ｔＴｇに対するＩｇＧレベルおよびＩｇＡレベルが上昇しないにも
かかわらず、ＷＧＡレベルもＩｇＧとＩｇＡの両方について上昇したので、連続的なＧＩ
不快感ならびにグリアジンに対するＩｇＧおよびＩｇＡの上昇により、グルテンを含まな
い食事療法が推奨され、栄養士は、この患者に、プロバイオティクスを取ることと、グル
テンおよびレクチンを含まない制限食を続けるように助言した。この食事療法およびプロ
バイオティクスの導入後６ヶ月の時に、この患者のＧＩ不快感がおさまり、彼女は正常な
健康状態に戻った。
【００６３】
　考察：グルテン感受性という用語は、トランスグルタミナーゼではなくグリアジンに対
するＩｇＧ、ＩｇＡ、またはその両方の上昇によって示されるとおり、グルテンに対する
増大した免疫反応の状態を表す（１４）。グルテン感受性は、粘膜免疫恒常性に影響を与
える環境要因により、小麦抗原およびペプチドに対する粘膜免疫寛容の喪失から始まる。
【００６４】
　この症例では、トリガー因子が小麦および関連抗原に対する彼女の免疫寛容の状態に影
響を与えてから約１００日後に、グルテン感受性は、ＧＩ症状および免疫学的検査、特に
、グリアジン、その関連タンパク質およびペプチドに対するＩｇＧならびにＩｇＡに基づ
いて確認された。この患者において、麻酔薬、抗生物質および鎮痛剤の相乗効果が、彼女
の粘膜免疫系の調節不全、続いて、小麦ならびに他の食事のタンパク質およびペプチドに
対する免疫寛容の崩壊を引き起こしたように思える。これは、消化酵素の活性に対する環
境要因の影響と組み合わさって、密着結合の開口ならびに粘膜下層、リンパ節、および血
液循環への未消化の小麦タンパク質およびペプチドの侵入の誘導を引き起こした可能性が



(14) JP 6426253 B2 2018.11.21

10

20

30

40

50

ある。その後、これらの抗原は、抗原提示細胞によってＴ細胞およびＢ細胞へ提示された
。このプロセスの間に、グリアジン特異的Ｂ細胞は、グリアジン特異的Ｔ細胞によって支
援され、Ｂ細胞のクローン性増殖を引き起こし、かつグリアジン、関連タンパク質および
ペプチドに対するＩｇＧ抗体ならびにＩｇＡ抗体の放出を引き起こし、これらは、この症
例において、最初の外傷体験後約１００日目に検出された。
【００６５】
　麻酔薬および抗生物質の使用に関連したＧＩ不快感を有する患者におけるグルテン感受
性のスクリーニングは、グリアジンならびに関連タンパク質およびペプチドに対する循環
ＩｇＧおよび循環ＩｇＡを測定することによって、容易かつ低コストで行われ得ると本明
細書で結論付ける。これを怠ると、正確な診断およびグルテンを含まない食事療法の実行
による適切な治療を患者から奪うことになるだけでなく、それらに関連する副作用と共に
不必要な医学的介入も引き起こし得る。
【００６６】
　Ｃ．症例報告３：グルテン免疫反応性、グルテン感受性および自己免疫
　ここでは、最初の症状が、過敏性腸症候群の誤診断につながり、不正確な医学的介入を
引き起こした症例報告について記載する。グルテン免疫反応性およびグルテン感受性の正
しい診断は、治療ミスの数年後に行われた。
【００６７】
　腹痛、便秘、酸逆流および頭痛を患う４９歳の女性が、内科医によって調べられた。調
査では、正常なＣＢＣ、１０．８ｇ／ｄｌのヘモグロビンおよび肝酵素を含む正常な化学
プロファイルが明らかになった。数回の訪問にわたり、ＡＮＡ、リウマチ因子、Ｔ３、Ｔ
４、およびＴＳＨのレベルを含む詳細な生化学的および免疫学的プロファイルが行われ、
全ての検査は正常範囲内であった。ＧＩ不快感についての度重なる苦情の後、この患者は
ＧＩ評価が行われた。内視鏡検査およびピロリ菌検査の両方の結果は正常であった。この
患者は、過敏性腸症候群と診断され、β遮断薬およびネキシウムが処方され、これらが適
度に彼女の徴候を改善した。しかし、４年後、彼女は、以前からのＧＩ症状および頭痛に
加えて、倦怠感、かすみ目および顔の発疹の症状を呈した。彼女は、断続的な眠気を催し
、過敏であり、呼吸障害を経験した。さらなる実験室検査により、彼女のヘモグロビンは
９．７ｇ／ｄｌ、ＭＣＶは７２ｆＬであること、赤血球沈降速度は上昇し（４６ｍｍ／最
初の１時間）、ＡＮＡは１：８０（正常範囲＜４０）であり、ＩｇＡの平滑筋抗体が少し
上昇したこと、二本鎖ＤＮＡおよび抽出可能な核抗体は陰性であることが明らかになった
。利用可能な証拠に基づいて、リウマチ専門医によって、全身性エリテマトーデス（ＳＬ
Ｅ）と診断され、ステロイドによる治療が開始された。彼女のＥＳＲは変動する一方で、
彼女のヘモグロビンレベルの低下が続いたが、彼女の全体的な状態にいくらかの改善があ
った。２年後、彼女は、体幹および脚におけるうずきおよび感覚障害を伴う排尿障害が発
症し、これにより、彼女は神経科医に付託された。詳細な質問により、体幹に帯の様な感
覚があり、視力が低下し（右目８／４６、左目８／２３）、眼痛が少しあるが、目の動き
は正常であることが明らかになった。実験室の調査により、低ヘモグロビン、異常なＭＣ
Ｖ、および１４μｇ／Ｌの低血清フェリチン（正常範囲１０～１５０μｇ／Ｌ）が明らか
になり、鉄欠乏が確認された。脳のＭＲＩスキャンは、多発性硬化症に特有ではない広範
な白質の異常を示したが、ＣＳＦ検査では異常は検出されなかった。血液およびＣＳＦ検
査は、梅毒、マイコバクテリア、ボレリア菌、ＥＢＶ、ＣＭＶ、ＨＴＬＶ、およびヘルペ
ス６型を含む細菌感染ならびにウイルス感染の証拠を示さなかったが、視覚誘発電位は、
両方の視神経の遅延を示した。これらの異常を考慮し、かつグルテン感受性の検査が、最
初の調査の間に行われなかったので、グルテン感受性の可能性が考えられた。小麦タンパ
ク質およびペプチドのレパートリー、ならびにｔＴｇおよび様々な組織抗原に対する包括
的なＩｇＧおよびＩｇＡのパネルが順序づけされた。この包括的なグルテン感受性および
グルテン免疫反応性のスクリーニングにより、小麦抗原、α－グリアジン３３－ｍｅｒ、
α－グリアジン１７－ｍｅｒ、γ－グリアジンおよびω－グリアジン、グルテニン、グル
テオモルフィン、プロダイノルフィン、グリアジン－ｔＴｇ複合体、小麦胚芽凝集素、な
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らびにグルタミン酸デカルボキシラーゼ６５（ＧＡＤ－６５）に対するＩｇＧが明らかに
なった。小麦抗原および小麦胚芽凝集素に対するＩｇＡ抗体が検出された（表４および表
５の試料３参照）。興味深いことに、検査されたｔＴｇに対するＩｇＡとＩｇＧの両方は
、正常範囲内であった。
【００６８】
　さらに、ガングリオシド、小脳、シナプシン、ミエリン塩基性タンパク質、コラーゲン
、サイログロブリンおよび甲状腺ペルオキシダーゼに対する抗体が検査され、全て、基準
範囲を２～４倍上回った。上部ＧＩ内視鏡検査および生検により、正常な組織構造および
上皮内リンパ球が明らかにされた。全体的にみて、この患者は、グルテン感受性、ならび
にグルテン運動失調、頭痛、白質の異常および視神経脊髄炎を含むグルテン感受性に関連
する自己免疫を有すると診断された。５日間の静脈内メチルプレドニゾロンが実施され、
徐々に、感覚症状、運動症状および視覚症状が改善された。さらに、小麦抗原およびペプ
チドのレパートリーに対する非常に高レベルのＩｇＧ抗体およびいくらかのＩｇＡ抗体に
基づき、グルテンを含まない食事が導入され、１２週間後に、この患者の臨床徴候に顕著
な改善が観察された。彼女は、栄養士の観察の下、１００％グルテンを含まない食事療法
を継続し、ステロイド治療を中断した。この食事療法の導入後６ヶ月の時点で、小麦抗原
、ペプチド、およびヒト組織に対する抗体検査が繰り返され、抗体レベルにおいて６０％
を上回る減少が観察され、この患者は、ほとんど無症状になった。
【００６９】
　考察：このデータから、患者は、異常な組織の組織構造または扁平びらん性胃炎、およ
びｔＴｇに対する抗体を有していなくても、グルテン免疫反応性およびグルテン感受性を
患う可能性があり、これに基づいて、セリアック病の診断は正常に行われると結論付けた
。グルテン感受性およびグルテン免疫反応性を有する患者において、適切な実験室の検査
に基づき、特に、小麦タンパク質およびペプチドのレパートリーに対するＩｇＧ抗体およ
びＩｇＡ抗体が時間内に検出されない場合は、患者の徴候は、ループス、ＭＳ様症候群、
視神経脊髄炎、および多くの他の自己免疫疾患のために患者を治療しなければいけないと
多くの臨床医を誤解させる可能性がある。したがって、小麦抗原およびペプチドのレパー
トリーに対するＩｇＧ抗体およびＩｇＡ抗体の測定が、自己免疫の徴候および症状のある
患者に推奨され、その結果、グルテンを含まない食事療法による治療介入が、グルテン免
疫反応性およびグルテン感受性に関連付けられている自己免疫疾患を逆戻りさせるのに役
立つであろう。そうでなければ、未治療および／または医療ミスを招き、患者は複数の自
己免疫疾患を発症するであろう。
【００７０】
　Ｄ．症例報告４：クローン病と重複するグルテン免疫反応性およびグルテン感受性
　クローン病は、患者の３分の２以上の回腸末端に影響を与え、人生の２０代または３０
代の間に現れる場合が多い炎症性疾患である（１５）。腸管内菌叢のシフトおよびそれら
に対する機能不全反応を含む遺伝的要因および環境要因の組み合わせは、免疫の調節不全
、腸のバリア機能の変化、および自己免疫の可能性につながると考えられている（１６）
。
【００７１】
　ここでは、毎月２～３回、胃腸の不快感および下痢を呈する３２歳の男性について紹介
する。化学パネル、ＣＢＣ、鉄、フェリチン、トランスフェリン、ビタミンＢ－１２、甲
状腺機能、および尿分析を含む検査結果は、正常範囲の中央値内であった。２回目の訪問
で、ＧＩ症状が続いていたため、彼は、追加の実験室検査を命じたＧＩ専門家に付託され
た。これらの検査は、糞便の微生物学的評価ならびにＨ．ピロリ菌、サッカロミセスおよ
びグリアジンに対する抗体についての血液検査であった。サルモネラ菌、赤痢菌、エルシ
ニア菌、カンピロバクター菌、病原性および腸管出血性の大腸菌またはクロストリジウム
ディフィシルの検出に関する糞便検査は、陰性であった。血液中の抗体検査については、
ピロリ菌に対するＩｇＧおよびサッカロミセス属およびグリアジンに対するＩｇＡは陰性
であったが、グリアジンに対するＩｇＧは、５９Ｕ／ｍＬ（正常値≦２０Ｕ／ｍＬ）であ
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り、適度に上昇していた。ＩｇＧ抗体の上昇は、非特異的または保護的と考えられ、この
患者は鎮痛剤が処方され、いかなる特定の障害の診断もなされずに家に送られた。水様性
の下痢の頻度が１日に３～５回に増加し、最後の２ヶ月で体重が１２ポンド減ったことが
観察されてから３年後、この患者は、セカンドオピニオンを求めて別のＧＩ専門家のもと
に行った。胃および十二指腸の生検および内視鏡検査が行われた。上部ＧＩ管の内視鏡検
査では、幽門洞の胃炎が明らかにされたが、組織学的に、胃および十二指腸の生検は陰性
であることが判明した。Ｄ－キシロース吸収試験が行われ、尿中１．８９ｇ／５ｈの結果
の値は、吸収不良を示唆した。免疫血清学的ＡＮＡタイターは１：４０を下回り、ｐ－Ａ
ＮＣＡおよびｃ－ＡＮＣＡは陰性であったが、抗サッカロミセス抗原（ＡＳＣＡ）のＩｇ
Ａは８５Ｕ／ｍＬ（正常≦１０Ｕ／ｍＬ）で陽性であった。水様性の下痢の頻度の増加、
異常なＤ－キシロース吸収、陽性のＩｇＡ抗ＡＳＣＡに基づき、クローン病の診断が行わ
れた。コレスチラミンを用いた治療試験が開始されたが、下痢の頻度は変わらなかった。
さらに、この患者は、メチルプレドニゾロン２３０ｍｇ、およびメサラジン２×１０００
ｍｇで治療された。この治療後２年すると、この患者は、Ｓ字結腸疾患（ｓｉｇｍｏｉｄ
　ａｆｆｅｃｔｉｏｎ）と共に回腸末端に腸－腸管瘻孔が明らかにされた。入院後、回腸
結腸切除が行われ、回腸の２２ｃｍが切除された。彼の退院の際、メサラジン３×５００
ｍｇによる寛解維持が行われた。
【００７２】
　この治療後８年間、この患者は、水様性の下痢の頻度の増加に苦しみ続け、さらに１４
ポンド減少した。この期間中に、アスピリン、ロペラミド、およびブデソニドを用いるい
くつかの追加の治療の試みがなされたが、残念なことに、有意な臨床的改善はなかった。
さらに、この患者は、月単位でさらに体重を失った。病歴を徹底的に調べなおすと、約１
３年前に、グリアジンＩｇＧ抗体が上昇していた事実が明らかになり、これはその当時正
常とみなされていた。クローン病のための全ての古典的な治療は、数年にわたりこの臨床
像を改善することに失敗したので、グルテン免疫反応性およびグルテン感受性を評価する
ための包括的な検査が命じられた。これには、小麦、天然かつ脱アミド化されたα－グリ
アジンペプチド、γ－グリアジン、ω－グリアジン、グルテニン、グルテオモルフィン、
プロダイノルフィン、グリアジン－ｔＴｇ複合体、トランスグルタミナーゼ、小麦胚芽凝
集素、およびＧＡＤ－６５に対するＩｇＧならびにＩｇＡが含まれていた。
【００７３】
　表６および表７の試料３に示す結果は、この患者において、１２種類の検査抗原中１１
種類に対するＩｇＧ抗体が有意に上昇したことを示し、小麦、α－グリアジン３３－ｍｅ
ｒ、ω－グリアジン、プロダイノルフィン、胚芽凝集素およびＧＡＤ－６５に対するＩｇ
Ａ抗体は、正常範囲を２～５倍上回って検出された。これらの結果に基づき、クローン病
に加えて、グルテン感受性の診断も行われた。米、ジャガイモ、他のグルテンを含まない
／酵母を含まない食品からなる食事療法がすぐに開始され、６週間後に、下痢が完全に止
まった。グルテンを含まない食事療法を継続すると、便の硬さが正常になるだけでなく、
この患者の体重も増え始めた。経過観察の一年後に、この患者は、正常状態に戻り、彼の
失った体重を８０％超取り戻していた。
【００７４】
　考察：この症例は、セリアック病ではなくグルテン感受性とクローン病との関連性につ
いて報告している。グルテンを含まない食事療法に対する目覚ましい臨床反応ならびに様
々な小麦抗原に対するＩｇＧ抗体およびＩｇＡ抗体の検出に基づき、かつ１４年前に検出
されたＩｇＧ抗体レベルの再評価に際し、二次的な吸収不良およびグルテン感受性を有す
るクローン病の診断が、ついに確立された。トランスグルタミナーゼではなくグリアジン
に対するＩｇＧ抗体が検出されたので、この患者の疾患は、クローン病ではなくグルテン
感受性から始まったと主張することができる。グルテンへの暴露の期間および自己免疫疾
患のリスクの証明が１９９９年に公表された（Ｖｅｎｔｕｒａ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇａ
ｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，１１７：３０３－３１０，１９９９）という事実にもかかわら
ず、残念ながら、これは無視され、クローン病の初期診断が行われた。
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【００７５】
　長期間にわたる小麦抗原などの環境要因への連続暴露が炎症を誘導し、炎症性腸疾患ま
たはクローン病を引き起こすということが本明細書で考察される。
【００７６】
　症例報告に関する結論
　前述の症例研究は、セリアック病、グルテン免疫反応性／感受性、および自己免疫の診
断を確認するための適切な実験室検査の重要性を示している。前述の症例研究は、何年に
もわたる誤った検査および誤診が、何年も苦しみを引き起こし得ることを示している。一
方の病状と他方の病状とを鑑別するために、最も正確な情報および最も正確な診断を得る
ことが重要である。図５および図６は、現在の検査状態の概要、ならびにＶｏｌｔａらに
よって提案されたセリアック病の診断（１７）のより高い精度について提案された今後の
方向性を示す。図７は、本発明の特定の態様に係る本発明のプロトコルを要約し、セリア
ック病、クローン病、グルテン免疫反応性／感受性および自己免疫の最も正確な情報なら
びに確証を提供するために、小麦抗原およびペプチドのレパートリーに対する検査を提案
する。
【００７７】
　本明細書に記載の本発明の概念から逸脱することなく、すでに説明したもの以外の、は
るかに多くの改良が可能であることは当業者には明らかである。したがって、本発明の主
題は、添付の特許請求の範囲を除き限定されるものではない。さらに、本明細書および特
許請求の範囲の両方を解釈する際に、全ての用語は、文脈と一致する、最も広い可能な方
法で解釈されるべきである。特に、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」および「含む（ｃｏｍ
ｐｒｉｓｉｎｇ）」という用語は、要素、構成要素、もしくは工程を包括的な方法で表す
と解釈されるべきであり、言及される要素、構成要素、もしくは工程が提示されるか、利
用されるか、またははっきりと言及されない他の要素、構成要素、もしくは工程と組み合
わさることができることを示す。本明細書の特許請求の範囲が、Ａ、Ｂ、Ｃ・・・および
Ｎからなる群から選択されるもののうちの少なくとも１つについて言及する場合、本文は
、ＡとＮ、またはＢとＮなどではなく、この群から１つのみの要素を必要とすると解釈さ
れるべきである。
【００７８】
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摘要(译)

要解决的问题:提供一种使用抗体作为生物标记物将经典乳糜泻与面筋免
疫反应性和面筋敏感性,亚临床乳糜泻,克罗恩氏病和其他肠道相关疾病区
分开的方法。 解决方案:用(a)小麦抗原,(b)麦醇溶蛋白抗原和(c)小麦胚芽
凝集素,谷胱甘肽,谷蛋白,脱酰胺作用处理源自人或其他动物的血清,唾液
或其他样品。 测试针对一种或多种活化谷蛋白,强啡肽和强啡肽的抗
体。 小麦和麦醇溶蛋白抗原均选自α-麦醇溶蛋白33-mer,α-麦醇溶蛋白
17-mer,γ-麦醇溶蛋白15-mer,ω-麦醇溶蛋白17-mer和谷蛋白21-mer .. [选
择图]图7
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