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(57)【要約】
被験体のサンプルを、試験の前に、サンプル中に存在す
る任意の干渉抗体に結合し得る阻止抗原に接触させるこ
とによって、自己免疫疾患の診断を補助するための抗体
に基づく試験の特異性を増大させるための方法が提供さ
れる。より具体的には、被験体由来のサンプルを提供す
る工程、そのサンプルをＤＦＳ７０由来抗原と接触させ
る工程、そのサンプルを自己免疫疾患標的と反応させる
工程、およびその自己免疫疾患標的に対する抗体を検出
する工程を含む、抗体に基づく自己免疫疾患アッセイの
特異性を増大させるための方法が開示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体に基づく自己免疫疾患アッセイの特異性を増大させるための方法であって、
　ａ．被験体由来の血清または血漿のサンプルを提供する工程；
　ｂ．該血清または血漿のサンプルを、ＤＦＳ７０由来抗原と接触させて、該ＤＦＳ７０
由来抗原と該サンプル中に存在し得る抗ＤＦＳ７０抗体との間で複合体を形成させる工程
；
　ｃ．該サンプルを自己免疫疾患標的と反応させる工程；および
　ｄ．該自己免疫疾患標的に対する抗体を検出する工程
を包含する、方法。
【請求項２】
　前記抗体に基づく自己免疫疾患アッセイが抗核抗体（ＡＮＡ）試験である、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　前記抗体に基づく自己免疫疾患アッセイが、蛍光免疫吸着アッセイ（ＦＩＡ）、化学発
光免疫吸着アッセイ（ＣＬＩＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素増幅イムノア
ッセイ、固相ラジオイムノアッセイ（ＳＰＲＩＡ）、および酵素結合免疫吸着アッセイ（
ＥＬＩＳＡ）からなる群からされる、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記ＤＦＳ７０由来抗原が配列番号１である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記ＤＦＳ７０由来抗原が配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番
号６、配列番号７、配列番号８、および配列番号９からなる群から選択されるアミノ酸配
列を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＤＦＳ７０由来抗原が、ＤＦＳ７０のアミノ酸配列（配列番号１）の断片である、
請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　工程ｂの前に、ＤＦＳ７０由来抗原を溶液中で希釈することによって前記ＤＦＳ７０由
来抗原が調製される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記自己免疫疾患標的が、全身性自己免疫疾患と関連する分子である、請求項１に記載
の方法。
【請求項９】
　前記自己免疫疾患標的が、結合組織疾患と関連する分子である、請求項１に記載の方法
。
【請求項１０】
　前記結合組織疾患は、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、多発性筋炎（ＰＭ）、全身
性硬化症および混合性結合組織病（ＭＣＴＤ）からなる群から選択される、請求項５に記
載の方法。
【請求項１１】
　前記自己免疫疾患標的に対する抗体を検出する工程が、蛍光体、酵素、化学発光体、光
増感剤、および懸濁可能な粒子からなる群から選択される標識を使用することによる、請
求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記血清または血漿のサンプルを、ＤＦＳ７０由来抗原と接触させて、該ＤＦＳ７０由
来抗原と該サンプル中に存在し得る抗ＤＦＳ７０抗体との間で複合体を形成させる工程が
、抗ＤＦＳ７０自己抗体が、抗体に基づく自己免疫疾患アッセイの結果に出現するのを阻
止する、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
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　前記血清または血漿のサンプルを、ＤＦＳ７０由来抗原と接触させて、該ＤＦＳ７０由
来抗原と該サンプル中に存在し得る抗ＤＦＳ７０抗体との間で複合体を形成させる工程が
、前記被験体サンプル中の他の抗体の同定の改善を提供する、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般的に、自己免疫疾患の診断を補助するために、抗体に基づく試験の特異性
を増大させる方法に関連する。より具体的には、本発明は、試験の前に、被験体サンプル
を、そのサンプル中に存在する任意の干渉抗体と結合し得る阻止抗原と接触させることに
よって、そのような診断試験の特異性を増大させる方法に関連する。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　疾患、感染、または免疫反応の診断を補助するための、生物学的サンプルにおける抗体
の検出が、当該分野で公知である。自己免疫疾患のような、いくつかの適応症に関して、
これらの抗体は、自己免疫を刺激し得る、その人自身の体内の「自己抗原」分子を認識し
て複合体を形成する自己抗体である。体が、その自己の組織および臓器に対する免疫応答
を開始した場合に自己免疫疾患が起こる。これが起こった場合、免疫系は、体の細胞また
は組織を標的とし、そして攻撃する、自己抗体としても公知である抗体を産生する。この
反応は自己免疫応答と呼ばれ、そして最も通常には炎症および組織損傷によって特徴付け
られる。従って、自己免疫疾患は、世界中で大きな健康リスクである。記録された統計が
無いために、自己免疫疾患に罹患している個人の実際の数は不明である。しかし、環境汚
染の増加をはじめとする多くの因子のために、この数は次の１０年で劇的に増加すること
が予測される。特に、紫外線照射、オゾン、有機溶媒、および超微粒子のような環境汚染
は、自己免疫疾患の誘発および／または悪化と関連付けられている。今日、自己免疫によ
って起こる８０を超える病気が存在し、そしていくつかの他のものがこの状態の結果であ
ると考えられている。全てのアメリカ人のうちの約５～７％がこれらの疾患にかかり、そ
してそれらの７５％より多くが女性である。実際、それは６５歳までの全ての年齢群にお
いて、女性の１０個の主な死因の１つである。比較すると、米国において、癌を有するの
が９００万人であるのと比較して、約２，３５０万人が自己免疫疾患に罹患している。
【０００３】
　いくつかの自己免疫疾患は、組織または臓器に特異的であり、一方、他のものはヒトの
体のいくつかの臓器に影響を与える。この後者のカテゴリーの疾患は、しばしば、多くの
場合「全身性自己免疫リウマチ性疾患」（「ＳＡＲＤ」）と呼ばれ、そしてその症状は、
患者ごとに異なり得、その抗原の構成と関係なく、組織損傷および炎症が、複数の部位お
よび臓器で起こる。より一般的なＳＡＲＤのいくつかとしては、関節リウマチ、全身性エ
リテマトーデス（狼瘡）、混合性結合組織病、全身性硬化症、多発性筋炎、皮膚筋炎、シ
ェーグレン症候群等が挙げられる。自己免疫疾患は一般的に、複数の因子によって影響を
受けると考えられ、寄与因子のいくつかは遺伝的素質、宿主因子（Ｔ細胞欠損、および制
御に抵抗性であるＢ細胞のポリクローナル刺激のような）、環境因子（ウイルス、化学因
子および特定の微生物感染のような）および抗原によるメカニズム（隔絶抗原または交差
反応性外因性抗原のような）である。
【０００４】
　多くのＳＡＲＤの共通の特徴は、罹患した患者の体液における、１つまたはそれより多
くの型の抗核抗体（「ＡＮＡ」）の存在である。一般的に、ＡＮＡは、ある人自身の細胞
の核中の抗原に対する自己抗体である。従って、ＡＮＡの検出のために、何年にもわたっ
て間接免疫蛍光（「ＩＩＦ」）アッセイおよび酵素結合免疫吸着アッセイ（「ＥＬＩＳＡ
」）のような様々な診断的ＡＮＡアッセイおよびスクリーニングが策定されてきた。
【０００５】
　ＩＩＦアッセイは、ＡＮＡの検出のための最も一般的に使用される慣用的な試験の１つ
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であり、そしてＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ（
「ＡＣＲ」）によって推奨されている。典型的には、患者の血清を緩衝溶液で希釈し、そ
してガラススライドに固定した細胞と反応させる。その細胞に関連する抗原成分と免疫反
応性である抗体が患者の血清中に存在するなら、それらは細胞に結合し、そして抗原－抗
体複合体を形成する。洗浄してあらゆる未結合の物質を除去した後、抗原－抗体複合体の
存在を、蛍光部分で標識した抗ヒト抗体を用いて検出する。次いで蛍光シグナルの存在を
、顕微鏡下で、またはより最近ではデジタル画像化システムによって細胞を見ることによ
って検出する。
【０００６】
　ＩＩＦ法は、異なる臨床的関連を有する様々な自己抗体特異性が検出されるので、ある
特定の自己免疫疾患に特異的ではない。有意な数の例において、複数の重複する蛍光パタ
ーンが、そのパターンの解釈を実質的に複雑にし得る。従って、患者標本に存在する自己
抗体特異性を同定するためには、特異的な確認試験が必須である。より具体的には、特定
の自己免疫疾患を示唆するパターンが見られたとしても、その疾患の診断を補助するため
にその試験結果を利用し得る前に、酵素イムノアッセイ（「ＥＩＡ」）、免疫拡散法また
は赤血球凝集のようなアッセイを用いた、Ｓｍ、Ｓｃｌ－７０、Ｒｏ、Ｌａ、ＲＮＰおよ
び２本鎖ＤＮＡ（「ｄｓＤＮＡ」）のような精製抗原による、詳細な確認試験が必要であ
る。それに加えて、特にもしサンプルが適切に滴定されなかったなら、蛍光パターンの不
明瞭化が起こり得る。最近の研究は、ヒト上皮系統（「ＨＥｐ－２」）細胞に対するＩＩ
Ｆは、約２０％の偽陽性率を有することを示した。特に、ＡＮＡ診断試験が偽陽性の結果
を生じると、臨床医は典型的に一連の確認試験を指示し、それは費用がかかり、そしてま
た誤診も引き起こし得る。従って、ＡＮＡ検出に関して、ＩＩＦ法を用いる欠点の１つは
、多数の偽陽性を生じることであり、それは自己免疫疾患または自己免疫疾患に似た病気
に罹患した患者の誤診、および続く不必要な処置または不十分な処置を引き起こし得る。
【０００７】
　さらに、結果を解釈することは困難であり得、そしてよって、特定の抗体の結果を利用
することは、典型的には最適ではない。さらに、ポジティブスクリーニングの作製と特異
的抗体の結果の作成との間の遅延は、最初の結果の低い陽性的中率を考慮すれば、患者お
よび臨床医の両方にとって困難であり得る。特に、特異的抗体の結果を受け取った場合、
それらはいくつかの症例において高度に示唆的であり得る（例えば、全身性硬化症の高い
可能性を示す陽性抗Ｓｃｌ－７０抗体）か、またはそれらはあまり有用ではないかもしれ
ない（例えば、陽性Ｒｏ５２単独では、臨床的関連が依然として不明である）。よって、
陽性ＡＮＡ試験は、自己免疫疾患の確定証拠を有さない、かなりの割合のＡＮＡ陽性個人
を生じ得る。自己抗体は、自己免疫疾患の臨床的発症に何年も先立ち得るという認識の観
点からすると、これはさらにより重要になる。
【０００８】
　従って、ＩＩＦは、永続的な記録を作成せず、複数のアッセイを含み、時間がかかり、
労働集約的でかつ高価であり（人件費およびフォローアップ試験のコストを考えた場合）
、結果の解釈にかなりの専門知識を必要とし、かつ自己免疫疾患の誤診を引き起こし得る
、明らかな限界を有する診断法である。
【０００９】
　最近、約２０％の健康な個人が、ＡＮＡを有すると報告されており、そのうち抗ｄｅｎ
ｓｅ　ｆｉｎｅ　ｓｐｅｃｋｌｅｓ　７０（「抗ＤＦＳ７０」）抗体が、偽陽性結果の主
な原因である。抗ＤＦＳ７０抗体は最初に、間質性膀胱炎を有する患者からＡＮＡとして
同定され、そしてそれらの自己抗体は後に、アトピー性皮膚炎のような様々な他の疾患状
態と関連付けられた（非特許文献１（Ｏｃｈｓら、１９９４、Ｊ　Ｕｒｏｌ；１５１：５
８７－５９２））。Ｏｃｈｓらは、ＤＦＳが分裂間期細胞の核質に分布し、有糸分裂細胞
においては凝縮染色体の強調された全般染色からなるＨＥｐ－２細胞の特徴的な免疫組織
化学的染色パターンとして、抗ＤＦＳ７０抗体によるＩＩＦ染色パターンを記載した。７
０ｋＤａのタンパク質はイムノブロッティングによって認識され、そして抗原は最初ＤＦ
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Ｓ７０と呼ばれたが、主な標的自己抗原はその後、ＤＮＡ結合転写活性化補助因子ｐ７５
とも呼ばれる、レンズ上皮由来増殖因子（ＬＥＤＧＦ）と同定された。このタンパク質は
、ウイルスインテグラーゼとの相互作用によってヒト免疫不全ウイルス複製の補助因子と
して作用することを含む、多くの生理学的機能を有すると考えられ、そしてそれはまた前
立腺腫瘍組織において高度に発現している。
【００１０】
　その最初の特徴付け以来、抗ＤＦＳ７０抗体は、様々な慢性炎症性疾患を有する患者に
おいて、癌患者において、および健康な個人の血清においてさえも頻繁に、見出された。
２００５年に、Ｄｅｌｌａｖａｎｃｅら（非特許文献２（Ｄｅｌｌａｖａｎｃｅら、２０
０５、Ｊ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ　３２（１１）：２１４４－９））は、１０，０００を超
えるＡＮＡ陽性サンプルをＩＩＦ、そして次いでイムノブロットによって評価し、抗ＤＦ
Ｓ７０抗体が、ＳＡＲＤの証拠を有さないＡＮＡ陽性個人においてよくあり、そしてこの
自己抗体を有する自己免疫患者の中で、５０％より多くの患者が自己免疫甲状腺炎の証拠
を有していたことを報告した。抗ＤＦＳ７０抗体の最も高い保有率は、フォークト・原田
症候群を有する患者（６６．７％）およびアトピー性皮膚炎を有する患者（３０％）にお
いて、続いて健康な個人（約１０％）で報告され、一方ＳＡＲＤにおけるその保有率は、
有意により低い（約２～３％）。さらに、抗ＤＦＳ７０抗体を有する個人の予後および長
期の転帰を考慮した場合、４０人の抗ＤＦＳ７０陽性健康個人は、平均４年の期間内に、
誰も自己免疫疾患を発症しなかったことが最近報告された。従って、抗ＤＦＳ抗体を、Ｓ
ＡＲＤを除外するためのバイオマーカーとして利用し得ることが示唆された。
【００１１】
　しかし、ＤＦＳ７０／ＬＥＤＧＦに対する自己抗体の潜在的な臨床的重要性はまた、矛
盾する研究に起因して問題視された。２００４年、Ｗａｔａｎａｂｅら（非特許文献３（
Ｗａｔａｎａｂｅら、２００４、Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｈｅｕｍ　５０：８９２－９０
０））は、アトピー性皮膚炎に関連する症状が、抗ＤＦＳ７０陽性被験者に存在すること
を示した。さらに対照的に、Ｙａｍａｄａら（非特許文献４（Ｙａｍａｄａら、２００１
、Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｌｅｔｔ　７８：１６１－８））は、ＥＬＩＳＡを用いて、全身性自
己免疫であって炎症性疾患であるフォークト・原田症候群を有する患者における、ＤＦＳ
７０に対する自己抗体の高い保有率を示した。他の研究はまた、ＤＦＳ７０／ＬＥＤＧＦ
に対する自己抗体は、様々な慢性炎症性状態において生じることを示した。従って、抗Ｄ
ＦＳ７０抗体に関する試験の臨床的重要性は、自己免疫疾患を診断することに対する関連
および妥当性に関して、依然として論点のままである。しかし、抗ＤＦＳ７０抗体は、健
康な個人と比較して、ＳＡＲＤを有する患者において有意に関連性が低いという意見の一
致に達した。従って、抗ＤＦＳ７０抗体は、ＡＮＡ試験の、特異性、そして従って陽性的
中率を低下させる。
【００１２】
　よって、ＡＮＡ検出における偽陽性の頻度、高いコスト、不必要な確認試験、および自
己免疫疾患の誤診を抑制する、自己免疫疾患についての、抗体に基づく試験の特異性を増
大させる方法に対するニーズが、その分野に存在する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｏｃｈｓら、１９９４、Ｊ　Ｕｒｏｌ；１５１：５８７－５９２
【非特許文献２】Ｄｅｌｌａｖａｎｃｅら、２００５、Ｊ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ　３２（
１１）：２１４４－９
【非特許文献３】Ｗａｔａｎａｂｅら、２００４、Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｈｅｕｍ　５
０：８９２－９００
【非特許文献４】Ｙａｍａｄａら、２００１、Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｌｅｔｔ　７８：１６１
－８
【発明の概要】
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【課題を解決するための手段】
【００１４】
　請求項に記載した主題のいくつかの局面の基本的な理解を提供するために、以下の単純
化した概要を提供する。この概要は、詳細な概要ではなく、そして重要な／決定的な要素
を同定する、または請求項に記載した主題の範囲を描写することを意図しない。その目的
は、後に示すより詳細な説明の前置きとして、単純化された形式でいくつかの概念を提示
することである。
【００１５】
　１つの実施態様において、本発明は、以下の工程を含む、抗体に基づく自己免疫疾患ア
ッセイの特異性を増大させるための方法に関連する：患者由来の血清または血漿のサンプ
ルを提供する工程；その血清または血漿のサンプルを、ＤＦＳ７０由来抗原と接触させて
、そのＤＦＳ７０由来抗原とそのサンプル中に存在し得る抗ＤＦＳ７０抗体との間で複合
体を形成させる工程；そのサンプルを自己免疫疾患標的と反応させる工程；およびその自
己免疫疾患標的に対する抗体を検出する工程。
【００１６】
　いくつかの代表的な実施態様において、その血清または血漿サンプルを、ＤＦＳ７０由
来抗原と接触させて、そのＤＦＳ７０由来抗原とそのサンプル中に存在し得る抗ＤＦＳ７
０抗体との間で複合体を形成する工程は、抗ＤＦＳ７０自己抗体が、抗体に基づく自己免
疫疾患アッセイ結果に現れることを阻害する。
【００１７】
　本発明のさらなる実施態様において、その血清または血漿サンプルを、ＤＦＳ７０由来
抗原と接触させて、そのＤＦＳ７０由来抗原とそのサンプル中に存在し得る抗ＤＦＳ７０
抗体との間で複合体を形成する工程は、被験体サンプル中の他の抗体の同定の改善を提供
する。
【００１８】
　別の実施態様において、本発明は、抗体に基づく自己免疫疾患アッセイの特異性を増大
させるための方法に関連し、ここでその抗体に基づく自己免疫疾患アッセイは、抗核抗体
（ＡＮＡ）試験である。他の代表的な実施態様において、その抗体に基づく自己免疫疾患
アッセイを、蛍光免疫吸着アッセイ（ＦＩＡ）、化学発光免疫吸着アッセイ（ＣＩＡ）、
ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素増幅イムノアッセイ、固相ラジオイムノアッセイ
（ＳＰＲＩＡ）、および酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）からなる群から選択す
る。
【００１９】
　本発明の様々な局面において、本明細書中で記載されたとおりの方法において使用され
るＤＦＳ７０由来抗原は、配列番号１である。代替の実施態様において、そのＤＦＳ７０
由来抗原は、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号
７、配列番号８、および配列番号９からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む。他の
代表的な実施態様において、そのＤＦＳ７０由来抗原は、ＤＦＳ７０のアミノ酸配列（配
列番号１）の断片である。さらに、本発明の少なくとも１つの実施態様において、その血
清または血漿サンプルをＤＦＳ７０由来抗原と接触させる前に、ＤＦＳ７０由来抗原を溶
液中で希釈することによってそのＤＦＳ７０由来抗原を調製し得る。
【００２０】
　本発明のさらなる実施態様において、その自己免疫疾患標的は、全身性自己免疫疾患と
関連する、分子または分子の組み合わせである。他の実施態様において、その自己免疫疾
患標的は、結合組織疾患と関連する、分子または分子の組み合わせである。本発明の様々
な局面において、その結合組織疾患は、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、多発性筋炎
（ＰＭ）、全身性硬化症および混合性結合組織病（ＭＣＴＤ）からなるがこれらに限らな
い群から選択される。
【００２１】
　自己免疫疾患標的に対する抗体を検出するための、様々な代表的な検出方法は、蛍光体
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（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｒ）、酵素、化学発光体、光増感剤、および懸濁可能な粒子からな
る群から選択される標識を使用することを含む。
【００２２】
　本発明の他の局面が、明細書全体に見出される。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】図１は、全長ＤＦＳ７０抗原の推測アミノ酸配列（配列番号１）を示す。
【図２】図２は、抗ＤＦＳ７０自己抗体の吸収の前および後の両方の、自己免疫患者およ
び健康コントロールにおける抗ＤＦＳ７０反応性を示すグラフを示す。抗ＤＦＳ７０抗体
の吸収前（黒いバー）、健康ドナー由来の１１個のサンプルのうち１０個が陽性であった
。吸収後（白いバー）、２／１０のみが陽性のままであった。
【００２４】
　（配列の簡単な説明）
　配列番号１は、５３０アミノ酸からなる全長ＤＦＳ７０抗原のアミノ酸配列である。
【００２５】
　配列番号２は、全長ＤＦＳ７０抗原のアミノ酸残基１～３２６に対応するＤＦＳ７０由
来抗原性断片のアミノ酸配列である。
【００２６】
　配列番号３は、全長ＤＦＳ７０抗原のアミノ酸残基３２３～５３０に対応するＤＦＳ７
０由来抗原性断片のアミノ酸配列である。
【００２７】
　配列番号４は、全長ＤＦＳ７０抗原のアミノ酸残基３７５～５３０に対応するＤＦＳ７
０由来抗原性断片のアミノ酸配列である。
【００２８】
　配列番号５は、全長ＤＦＳ７０抗原のアミノ酸残基３２３～３７５に対応するＤＦＳ７
０由来抗原性断片のアミノ酸配列である。
【００２９】
　配列番号６は、全長ＤＦＳ７０抗原のアミノ酸残基３２３～４０７に対応するＤＦＳ７
０由来抗原性断片のアミノ酸配列である。
【００３０】
　配列番号７は、全長ＤＦＳ７０抗原のアミノ酸残基３４９～４３５に対応するＤＦＳ７
０由来抗原性断片のアミノ酸配列である。
【００３１】
　配列番号８は、全長ＤＦＳ７０抗原のアミノ酸残基３４９～４５０に対応するＤＦＳ７
０由来抗原性断片のアミノ酸配列である。
【００３２】
　配列番号９は、全長ＤＦＳ７０抗原のアミノ酸残基３４９～４６４に対応するＤＦＳ７
０由来抗原性断片のアミノ酸配列である。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　発明の詳細な説明
　本発明は一般的に、自己免疫疾患の診断を補助するための診断試験の特異性を増大させ
るための方法に関連する。より具体的には、本発明は、被験体サンプルを、試験の前に、
そのサンプル中に存在する干渉自己抗体に結合し得る特異的な阻止抗原と接触させること
によって、そのような診断試験（例えばＡＮＡ試験）の特異性を増大させるための方法に
関連する。
【００３４】
　一定の健康な個人およびＳＡＲＤではない疾患を有する個人が、抗ＤＦＳ７０抗体を有
するので、被験体サンプル中の抗ＤＦＳ７０抗体の検出は、ＡＮＡ試験を行った場合に有
意な数の偽陽性を生ずることが示された。さらに、抗ＤＦＳ７０抗体は、免疫蛍光試験結
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果を不明瞭にするＤＦＳ７０蛍光パターンを生じ、他の検出された抗体に属する蛍光パタ
ーンを同定することをより困難にする。これらの理由のために、陽性のＡＮＡ試験結果に
対する抗ＤＦＳ７０抗体の寄与は、詳細な確認試験を行わなければ、潜在的な誤診を引き
起こし得る。
【００３５】
　よって、本発明は、ＡＮＡ試験のような、自己免疫疾患の診断を補助するための診断試
験の特異性を増大させるための方法を提供し、ここでＤＦＳ由来抗原とのプレインキュベ
ーションは、ＤＦＳ７０由来抗原が、被験体サンプル中に存在する任意の抗ＤＦＳ７０抗
体と結合し、それによって抗ＤＦＳ７０抗体の検出を防止することを可能にする。従って
、ＤＦＳ７０由来抗原とのプレインキュベーションは、抗ＤＦＳ７０抗体が検出されるこ
とを防止し、それは偽陽性の数を抑制することによって、免疫診断試験の特異性を増大さ
せる。
【００３６】
　より具体的には、本発明は、１つの局面において、ＡＮＡ試験の特異性を増大させるた
めの方法を提供する。その方法は、患者から被験体サンプルを調製すること；その被験体
由来の被験体サンプルをＤＦＳ７０由来抗原、または阻止抗原と接触させて、被験体サン
プル中に存在し得る任意の干渉抗ＤＦＳ７０抗体を結合すること；その被験体サンプルを
、自己免疫疾患標的と反応させること；および被験体サンプル中の１つまたはそれより多
くの抗体の、被験体サンプル中の自己免疫疾患標的への結合を検出することを含む。その
阻止抗原は、全長ＤＦＳ７０抗原（配列番号１）、または配列番号２～９において例示さ
れた代表的なＤＦＳ７０由来抗原のいずれかのような、エピトープを含むその断片であり
得る。
【００３７】
　議論したように、本発明において記載した方法を使用するいくつかの利点が存在する。
偽陽性の発生は有意に抑制され、いくつかの場合には疾患に無関係の抗体の５０％まで抑
制される。さらに、別の利点は、ＤＦＳ７０蛍光パターンによって不明瞭になっていた、
全身性自己免疫疾患に関連する臨床的に関連するパターンの顕在化である。具体的には、
任意のＤＦＳ７０由来抗原によって例示される、阻止抗原を、被験体サンプルと接触させ
た場合、その阻止抗原は被験体サンプル中に存在する任意の抗ＤＦＳ７０自己抗体と結合
する。抗ＤＦＳ７０自己抗体はＤＦＳ由来抗原と結合するので、その抗ＤＦＳ７０自己抗
体はその後、望ましい自己免疫疾患標的と結合できない。従って、阻止抗原を用いること
によって、免疫診断試験の特異性および正確性を、本明細書中で記載した方法により有意
に増大させ得る。
【００３８】
定義
　続く説明において、分子生物学、免疫学および医学の分野において使用される多くの用
語が広範囲に使用される。そのような用語に与えられる範囲を含め、明細書および請求の
範囲の明確でかつ一貫した理解を提供するために、以下の非制限的な定義を提供する。本
明細書中で引用された全ての参考文献は、参考として援用される。
【００３９】
　本開示において「１つの」、「ａ」、または「ａｎ」という用語が使用された場合、他
に示されなければ、それらは「少なくとも１」または「１つまたはそれより多く」を意味
する。
【００４０】
　「自己免疫疾患」という用語は、個体自身の組織、臓器に対する免疫反応から起こる疾
患もしくは障害、またはその徴候、またはそれらから起こる状態を指す。本明細書中で使
用される場合、「自己免疫疾患」という用語は、癌および他の疾患状態を含み、ここで自
己組織に対する抗体は必ずしも疾患状態に関与していないが、依然として診断において重
要である。さらに、１つの実施態様において、それは正常な体の組織および抗原と反応性
である抗体のＢ細胞による自己抗体の産生から起こる、またはそれによって悪化する状態
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を指す。他の実施態様において、その自己免疫疾患は、自己抗原（例えば核抗原）由来の
エピトープに特異的な自己抗体の分泌が関与するものである。
【００４１】
　「全身性自己免疫疾患」という用語は、１つより多くの臓器に影響を与える自己免疫反
応によって引き起こされる疾患、障害、または症状の組み合わせを指す。よって、「全身
性自己免疫疾患」という用語は、抗ＧＢＭ腎炎（グッドパスチャー病）、多発性血管炎を
伴う肉芽腫症（ＧＰＡ）、顕微鏡的多発性血管炎（ＭＰＡ）、全身性エリテマトーデス（
ＳＬＥ）、多発性筋炎（ＰＭ）、またはセリアック病を含むがこれらに限定されない。
【００４２】
　「結合組織病」という用語は、体の結合組織に影響を与える自己免疫反応によって引き
起こされる、疾患、障害、または症状の組み合わせを指す。よって、「結合組織病」とい
う用語は、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、多発性筋炎（ＰＭ）、全身性硬化症、ま
たは混合性結合組織病（ＭＣＴＤ）を含むがこれらに限定されない。
【００４３】
　「抗体」という用語は、エピトープまたは抗原決定基に結合し得る免疫グロブリン分子
を指す。「抗体」という用語は、抗体全体、および１本鎖抗体を含むその抗原結合断片を
含む。よって、「抗体」という用語は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２、Ｆｄ、
１本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、１本鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖ（ｓｄＦｖ）、およびＶＬ

またはＶＨのいずれかのドメインを含む断片を包含するがこれらに限定されない、ヒト抗
原結合抗体および抗体断片を含む。それらの抗体は、例えばヒト、マウス、ウサギ、ヤギ
、モルモット、ラクダ、ウマ等を包含する哺乳類のような、任意の動物起源由来であり得
る。
【００４４】
　「抗原」という用語は、免疫応答を誘発し得る分子を指す。「抗原」という用語は、抗
体が結合し得る任意の分子を包含する。さらに、「抗原」という用語は、タンパク質性ま
たは非タンパク質性の抗原を指し得る。その抗原は、タンパク質全体またはその一部であ
り得る。
【００４５】
　本明細書中で使用される「アミノ酸置換」という語句は、ある配列中のアミノ酸残基の
、別の分子による置換または変換を指す。その分子は、天然または非天然のアミノ酸、有
機分子または他の化学的部分であり得る。置換において、合成される配列中の１つのアミ
ノ酸残基を、別のアミノ酸残基または分子で置換し得る。例えば、ロイシンをイソロイシ
ンで置換することは、１つの疎水性アミノ酸残基を別の疎水性アミノ酸残基で置換する保
存的置換である。変換において、ある配列中の１つのアミノ酸残基を、別のアミノ酸に変
換する。例えば、グルタミンを脱アミノ化によってグルタミン酸に、またはアルギニンを
デイミナーゼによってシトルリンに変換し得る。
【００４６】
　本明細書中で使用される「ペプチド」という用語は、ペプチド結合によって結合した２
つまたはそれより多くのアミノ酸残基の配列を指す。ペプチドは、その配列が一般的に天
然タンパク質配列より小さいので、天然タンパク質から区別される。そのペプチドを、タ
ンパク質消化物から単離してもよく、または合成により調製してもよい。そのペプチドの
アミノ酸配列は、天然タンパク質配列と同一であってもよく、または改変されてもよい。
改変は、１つまたはそれより多くの特定のアミノ酸残基の、別のアミノ酸残基への酵素的
変換により行なわれ得る。それに加えて、ペプチドの合成中に１つまたはそれより多くの
アミノ酸残基を置換、欠失、または挿入することによって、改変を行い得る。
【００４７】
　「自己抗体」という用語は、ヒト体内に存在する自己タンパク質、炭水化物、核酸、ま
たは他の分子に対する免疫グロブリンを指す。より具体的には、「自己抗体」という用語
は、自己抗原またはその断片に結合し得る抗体を指す。
【００４８】
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　「自己免疫疾患標的」または「標的」という用語は、自己免疫応答が誘発され得る分子
（例えば、抗原）を指し、ここで誘発された反応が、診断アッセイを用いて検出され得る
。より具体的には、本明細書中で使用される場合、「自己免疫疾患標的」という用語は、
被験体由来のサンプルにおいて抗体の存在、欠如、または量を決定するために使用される
タンパク質（例えば、タンパク質性抗原）を指す。さらに、「自己免疫疾患標的」は、自
己免疫疾患に関与する抗原由来のタンパク質と、少なくとも１つのエピトープを共有する
免疫原性分子である。
【００４９】
　「抗体に基づく診断試験」または「免疫診断試験」という用語は、自己抗原のような、
規定された標的に対する自己抗体の存在または欠如を検出するための、診断試験またはア
ッセイを指す。より具体的には、「抗体に基づく診断試験」という用語は、抗体が抗原に
特異的に結合して、その抗体または抗原の検出および／または定量を提供するアッセイで
ある。「抗体に基づく診断試験」は、その抗原を単離、標的化、および／または定量する
ために、特定の抗体の特異的に結合する性質を使用することによって特徴付けられる。
【００５０】
　「阻止抗原」（ｂｌｏｃｋｉｎｇ　ａｎｔｉｇｅｎ）という用語は、阻止抗原として使
用される任意のＤＦＳ７０由来抗原を指す。
【００５１】
　「干渉抗体」（ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）という用語は、阻止抗原
に結合する任意の抗体を指す。
【００５２】
　「被験体サンプル」（ｓｕｂｊｅｃｔ　ｓａｍｐｌｅ）という用語は、血清、血漿、細
胞ライセート、乳、唾液、硝子体液（ｖｉｔｒｏｕｓ　ｆｌｕｉｄ）、涙液、組織ホモジ
ネート、滑液、脳脊髄液、胸膜液、および組織ホモジネートを包含するがこれらに限定さ
れない、様々なサンプルを指す。循環している自己抗体を検出するためのサンプルとして
は、例えば血液、血清、および血漿が挙げられる。１つの実施態様において、簡便さのた
めに、そのサンプルは血漿または血清であるが、唾液が、本明細書中で記載されたとおり
の抗微生物自己抗体の存在を測定するために適切な生物学的サンプルであることが報告さ
れた。本明細書中で使用される「被験体」または「患者」という用語は、自己免疫疾患の
存在を検出するためにサンプルを得ることができる様々な動物種を指す。これらとしては
、哺乳類、鳥類、爬虫類、および魚類が挙げられるがこれらに限定されない。より具体的
には、その被験体は哺乳類であり、そして最も具体的には、その哺乳類はヒトである。そ
の被験体はまた、感染性疾患、癌、ワクチン反応、または抗体応答を測定することが有用
である何らかの他の状態に罹患していてもよい。
【００５３】
自己免疫疾患
　免疫系が機能不全を起こし、体自身の高分子または組織を外来性であると解釈して、そ
してその体の特定の高分子、細胞、または組織を標的とし、そして攻撃する自己抗体また
は免疫細胞を産生する場合、自己免疫疾患が起こる。外来性分子に対する正常な免疫応答
と同様に、自己免疫応答も、自己免疫疾患の種々の段階で種々のクラスを産生する。神経
、胃腸、内分泌、循環器系、および結合組織および眼を含む、ありとあらゆるヒト臓器系
が罹患され得る。自己免疫疾患は、人口の５～７％に罹患する、８０より多くの広く様々
な慢性疾患を含み、その約３分の２は女性である。１つの群として、それらは最も理解さ
れていない疾患である。これらの疾患は、遺伝的素因を有するが、感染または他のきっか
けによって引き起こされると考えられる。
【００５４】
　自己免疫疾患または自己免疫障害の例としては、急性散在性脳脊髄炎（ＡＤＥＭ）、急
性壊死性出血性白質脳炎、アジソン病（ｄｄｉｓｏｎ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ）、無ガンマ
グロブリン血症、円形脱毛症、アミロイドーシス、強直性脊椎炎、抗ＧＢＭ腎炎（グッド
パスチャー病）、抗リン脂質症候群（ＡＰＳ）、自己免疫血管浮腫、自己免疫再生不良性
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貧血、自己免疫自律神経障害、自己免疫肝炎、自己免疫高脂血症、自己免疫免疫不全症、
自己免疫内耳疾患（ＡＩＥＤ）、自己免疫心筋炎、自己免疫膵炎、自己免疫網膜症、自己
免疫血小板減少性紫斑病（ＡＴＰ）、自己免疫甲状腺疾患、自己免疫蕁麻疹、軸索および
ニューロン神経障害、バロー（Ｂａｌｏ）病、ベーチェット病、水疱性類天疱瘡、心筋症
、キャッスルマン病、セリアック病、シャーガス病、慢性疲労症候群、慢性炎症性脱髄性
多発ニューロパシー（ＣＩＤＰ）、慢性再発性多巣性骨髄炎（ｏｓｔｏｍｙｅｌｉｔｉｓ
）（ＣＲＭＯ）、チャーグ・ストラウス症候群、瘢痕性類天疱瘡／良性粘膜類天疱瘡、ク
ローン病、コーガン症候群、寒冷凝集素病、先天性心ブロック、コクサッキー心筋炎、お
よびＣＲＥＳＴ病が挙げられるがこれらに限定されない。
【００５５】
　他の例は、本態性混合型クリオグロブリン血症、脱髄性神経障害、疱疹状皮膚炎、皮膚
筋炎、デビック病（視神経脊髄炎）、円板状狼瘡（Ｄｉｓｃｏｉｄ　ｌｕｐｕｓ）、ドレ
スラー症候群、子宮内膜症、好酸球性筋膜炎、結節性紅斑、エヴァンズ症候群、線維筋痛
症、線維性胞隔炎、巨細胞性動脈炎（側頭動脈炎）、糸球体腎炎、多発性血管炎を伴う肉
芽腫症（ＧＰＡ）（ウェゲナー肉芽腫症を参照のこと）、グレーブス病、ギラン・バレー
症候群、橋本脳炎、橋本甲状腺炎、溶血性貧血、ヘノッホ・シェーンライン紫斑病、妊娠
疱疹、低ガンマグロブリン血症、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、ＩｇＡ腎症、Ｉ
ｇＧ４関連硬化性疾患、免疫調節性リポタンパク質、封入体筋炎、インスリン依存性糖尿
病（１型）、間質性膀胱炎、若年性関節炎、若年性糖尿病、川崎症候群、ランバート・イ
ートン症候群、白血球破砕性血管炎、扁平苔癬、硬化性苔癬、木質性結膜炎、線状ＩｇＡ
病（ＬＡＤ）、狼瘡（ＳＬＥ）、ライム病、慢性、メニエール病、顕微鏡的多発性血管炎
、混合性結合組織病（ＭＣＴＤ）、モーレン潰瘍、ムッハ・ハーベルマン病、多発性硬化
症、重症筋無力症、筋炎、ナルコレプシー、視神経脊髄炎（デビック病）、好中球減少症
、眼瘢痕性類天疱瘡、および視神経炎を含む。
【００５６】
　さらに他の例は、回帰性リウマチ、ＰＡＮＤＡＳ（連鎖球菌関連小児自己免疫神経精神
疾患）、傍腫瘍性小脳変性症、発作性夜間ヘモグロビン尿症（ＰＮＨ）、ロンベルク症候
群、パーソネージ（Ｐａｒｓｏｎｎａｇｅ）・ターナー症候群、扁平部炎（末梢ブドウ膜
炎）、天疱瘡、末梢神経障害、静脈周囲脳脊髄炎、悪性貧血、ＰＯＥＭＳ症候群、結節性
多発動脈炎、多腺性自己免疫症候群Ｉ、ＩＩおよびＩＩＩ型、リウマチ性多発筋痛症、多
発性筋炎、心筋梗塞後症候群、心膜切開後症候群、プロゲステロン皮膚炎、原発性胆汁性
肝硬変、原発性硬化性胆管炎、乾癬、乾癬性関節炎、特発性肺線維症、壊疽性膿皮症、赤
芽球ろう、レイノー現象、反射性交感神経性ジストロフィー、ライター症候群、再発性多
発性軟骨炎、むずむず脚症候群、後腹膜線維症、リウマチ熱、関節リウマチ、サルコイド
ーシス、シュミット症候群、強膜炎、強皮症、シェーグレン症候群、精子および精巣自己
免疫、スティッフパーソン症候群、亜急性細菌性心内膜炎（ＳＢＥ）、スザック症候群、
交感性眼炎、高安動脈炎、側頭動脈炎／巨細胞性動脈炎、血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）
、トロサ・ハント症候群、横断性脊髄炎、潰瘍性大腸炎、未分化結合組織病（ＵＣＴＤ）
、ブドウ膜炎、血管炎、水疱性皮膚病（ｖｅｓｉｃｕｌｏｂｕｌｌｏｕｓ　ｄｅｒｍａｔ
ｏｓｉｓ）、白斑、ウェゲナー肉芽腫症（現在は多発性血管炎を伴う肉芽腫症（ＧＰＡ）
と呼ばれる）を含む。
【００５７】
自己抗体
　ヒト免疫系は、外来性物質に対する抗体を作製することによって、または侵入または感
染細胞由来のあるペプチドを認識する受容体を有する細胞傷害性Ｔ細胞を産生することに
よって、体を感染から保護している。免疫グロブリンとしても公知であり、「Ｉｇ」と省
略される抗体は、Ｂ細胞の表面および脊椎動物の血液または他の体液中にある。それらは
典型的には、基本的な構造ユニット（それぞれ２本の大きな重鎖および２本の小さい軽鎖
を有する）からなり、例えば１つの基本ユニットでモノマー、２つのユニットでダイマー
、または５つのユニットでペンタマーを形成する。いくつかの異なる型の抗体重鎖、およ
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びいくつかの異なる種類の抗体が存在し、それらがどの重鎖を有するかに基づいて異なる
アイソタイプに分類される。哺乳類において、５つの異なる抗体アイソタイプ（ＩｇＭ、
ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＤ、およびＩｇＥ）が公知であり、それらは異なる役割を果たし、
そしてそれらが直面する異なるタイプの外来性分子それぞれに対して適切な免疫応答を指
示することを補助する。
【００５８】
　全ての抗体の一般的な構造は非常に似ているが、そのタンパク質の先端の小さい領域は
極めて可変性であり、わずかに異なる先端構造を有する数百万の抗体が存在することを可
能にする。この領域は、相補性決定領域（ｃｏｎｔａｃｔ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｒ
ｅｇｉｏｎ）（ＣＤＲ）を含む超可変領域として公知である。これらのバリアントはそれ
ぞれ、抗原として公知である異なる標的に結合し得る。抗体のこの膨大な多様性が、免疫
系が同様に広く多様な抗原を認識することを可能にする。抗体によって認識される抗原の
独特の部分は、エピトープと呼ばれる。これらのエピトープは、誘導適合と呼ばれる、高
度に特異的な相互作用でそれらの対応する抗体と結合し、それは、抗体が、生物を構成す
る数百万の異なる分子の中でもその独特の抗原のみを同定し、そしてそれに結合すること
を可能にする。抗体による抗原の認識は、それに免疫系の他の部分による攻撃のためにタ
グを付ける。抗体はまた、例えば感染を引き起こすために必要な病原体部分に結合するこ
とによって、標的を直接中和し得る。
【００５９】
　異なる抗原結合部位（またはパラトープ）をコードする遺伝子セグメントのセットの無
作為な組み合わせ、その後のさらなる多様性を生じる、この抗体遺伝子のこの領域におけ
る無作為な変異によって、多数および多様な抗体の集団が産生される。免疫応答を進める
、病原体に対して高い親和性を有する抗体の選択は、反応性抗体の産生の増加を引き起こ
す。抗体遺伝子はまた、重鎖の基部を別のものに変更して、抗原特異的可変領域を保持す
る異なるアイソタイプの抗体を作る、クラススイッチと呼ばれるプロセスにおいて再組織
化される。クラススイッチは、免疫系のいくつかの異なる部分が、単一の抗体反応性を使
用することを可能にする。抗体の産生は、体液性免疫系の主な機能である。
【００６０】
　抗体のクラスはそれぞれ、体の異なる部位において最良の特定の生物学的活性および機
能のために、構造的に適合される。これがＨ鎖の定常領域にいくつかの遺伝子が存在する
理由である。従って、各抗体クラス／サブクラスは、そのＦｃ領域によって特定の機能を
果たす。いくつかの場合において、異なるクラスの抗体は、同じ生物学的活性を有するが
、感染または疾患の異なる段階において発現され得る（例えば、補体結合においてＩｇＭ
およびＩｇＧが発現され得る）。
【００６１】
　これらの疾患において自己抗体を検出および同定することは、自己免疫疾患を有する患
者の診断、予後、および処置についての有用な情報をもたらした。現在、ハイボリューム
およびハイスループットアッセイ技術に不適切であること、高コストおよび高レベルの偽
陽性のような限界にも関わらず、ＩＩＦによるＡＮＡは、全身性自己免疫疾患を有するこ
とが疑われる患者由来の血清および血漿において自己抗体をスクリーニングするための、
依然として最も一般的な診断ストラテジーである。しかし、自己免疫疾患の診断に対する
自己抗体血清学の信頼できる寄与は、まだ複数のアッセイを行うことを必要とする。
【００６２】
　しかし最近、核ｄｅｎｓｅ　ｆｉｎｅ　ｓｐｅｃｋｌｅｄと呼ばれる染色パターンを生
じる自己抗体が、自己免疫疾患の診断を除外するためのバイオマーカーとして自己免疫疾
患に関連付けられた。
【００６３】
ＤＦＳ７０
　ＤＦＳ７０は最初、間質性膀胱炎を有する患者由来の血清を用いたイムノブロッティン
グ実験によって、約７０ｋＤａのタンパク質として同定された。近年、約２０％の健康な
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個人がＡＮＡを含むことが報告され、ここで抗ｄｅｎｓｅ　ｆｉｎｅ　ｓｐｅｃｋｌｅｓ
　７０（「抗ＤＦＳ７０」）抗体が偽陽性結果の主な原因を占める。抗ＤＦＳ７０抗体は
最初、間質性膀胱炎を有する患者由来のＡＮＡとして同定されたが、それらの自己抗体は
後に、様々な疾患状態、そして特にアトピー性皮膚炎と関連付けられた。典型的なＩＩＦ
染色パターンは、核および中期クロマチン全体に分布するＤＦＳと記載された。さらに、
７０ｋＤａのタンパク質がイムノブロッティングによって認識され、そしてその抗原は最
初、ｄｅｎｓｅ　ｆｉｎｅ　ｓｐｅｃｋｌｅｓ　７０（ＤＦＳ７０）と命名されたが、そ
の後、その主な標的自己抗原はレンズ上皮由来増殖因子（ＬＥＤＧＦ）またはＤＮＡ結合
転写活性化補助因子ｐ７５であると同定された。このタンパク質は、ウイルスインテグラ
ーゼとの相互作用によってヒト免疫不全ウイルスの複製の補助因子として作用することを
含め、多くの生理学的機能を有すると考えられ、そしてそれはまた前立腺腫瘍組織におい
て高度に発現している。
【００６４】
　その最初の特徴付け以来、抗ＤＦＳ７０抗体は、様々な慢性炎症性状態を有する患者、
癌患者の血清において、および一定の健康な個人の血清においても見出された。２００５
年にＤｅｌｌａｖａｎｃｅらは、ＩＩＦおよび次いでイムノブロットによって、１０，０
００より多くのＡＮＡ陽性サンプルを評価し、抗ＤＦＳ７０抗体が、自己免疫リウマチ性
疾患（「ＡＲＤ」）の証拠を有さないＡＮＡ陽性個人においてよくあること、およびこの
自己抗体を有する自己免疫患者においては、５０％より多くが自己免疫甲状腺炎の証拠を
有していたことを報告した。抗ＤＦＳ７０抗体の最も高い保有率は、フォークト・原田症
候群を有する患者（６６．７％）およびアトピー性皮膚炎を有する患者（３０％）におい
てであり、その次に保有率が高いのは健康な個人（約１０％）であるが、一方ＡＲＤにお
けるその保有率は有意により低い（約２～３％）ことが最近報告された。さらに、抗ＤＦ
Ｓ７０抗体を有する個人の予後および長期の転帰を考えた場合、４０人の抗ＤＦＳ７０陽
性の健康な個人のうち、平均４年の期間内で誰も自己免疫疾患を発症しなかったことが報
告された。長年の間、ある自己抗体はＳＡＲＤの発症を予測すると報告されていたので、
この観察は非常に重要である。従って、本発明は、阻止抗原としてＤＦＳ７０タンパク質
を利用することは、潜在的な偽陽性結果を除外することに診断的価値を提供し、従ってＡ
ＮＡ試験結果の信頼性をより高くし、それによって診断への正しい寄与の可能性を増大さ
せることにおいてするという認識を含む。
【００６５】
　以下の教示は、本発明の様々な実施態様を開示する。当業者は、他の実施態様を使用し
得ることを容易に認識する。従って、下記で述べる特定の教示は、いかなる方法において
も明細書および請求の範囲を制限しない。
【００６６】
　本発明の阻止抗原を、天然の供給源から精製してもよく、組換えにより産生してもよく
、または合成により調製してもよい。本発明の阻止抗原は、全長タンパク質、全長タンパ
ク質の一部分、または１つまたはそれより多くのタンパク質由来の１つまたはそれより多
くの抗原決定基を含むペプチドであり得る。その配列は、天然タンパク質配列と同一であ
ってもよく、または改変されてもよい。
【００６７】
　それに加えて、抗原ペプチドを調製するために発現ベクターを利用し得る。ペプチドを
コードするＤＮＡセグメントを、化学的技術（例えば、Ｍａｔｔｅｕｃｃｉ，Ｍ．Ｄ．ら
（Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１０３：３１８５（１９８１））のホスホトリエステ
ル法）によって合成し得る。そのＤＮＡセグメントを次いで、発現ベクターにライゲーシ
ョンし得、そしてそのベクターで形質転換した宿主細胞を、そのペプチドを産生するため
に使用し得る。例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏ
ｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．および米国特許第４，２３７，２２４号、米国特許第
４，３５６，２７０号、米国特許第４，４６８，４６４号、米国特許第４，６８３，１９
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５号および米国特許第４，８８９，８１８号を参照のこと。
【００６８】
　その抗原をまた、最初にＲ．Ｂ．Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ（Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ
．、１９６３、８５：２１４９－２１５４）によって記載された固相合成技術を用いて調
製し得る。他の合成技術を、例えばＢｏｄａｎｓｚｋｙ，Ｍ．ら、Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、第２版（１９７６）、および当
業者に公知の他の参考研究において見出し得る。合成技術の概説を、Ｊ．Ｓｔｕａｒｔお
よびＪ．Ｄ．Ｙｏｕｎｇ、Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉ
ｓ、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＩＩ、第
３版、Ｎｅｕｒａｔｈ，Ｈ．ら編、１０４－２３７頁、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．（１９７６）において見出し得る。そのような合成において
使用するために適切な保護基は、上記の文献およびＪ．Ｆ．Ｗ．ＭｃＯｍｉｅ、Ｐｒｏｔ
ｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、Ｐｌｅｎｕ
ｍ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．（１９７３）において見出される。
【００６９】
　一般的に、それらの合成方法は、成長中のポリペプチド鎖への、１つまたはそれより多
くのアミノ酸残基または保護されたアミノ酸残基の逐次的な付加を含む。固相合成におい
て、その保護されたまたは誘導体化されたアミノ酸が、保護されていないカルボキシル基
またはアミノ基によって、不活性な固体支持体に結合される。次いでそのアミノ基または
カルボキシル基の保護基を選択的に除去し、そして配列における次の同様に保護されたア
ミノ酸残基を混合し、そして固体支持体に結合した残基とアミド結合を形成するために適
切な条件下で反応させる。次いでアミノ基またはカルボキシル基の保護基を、この新しく
付加した残基から除去し、そして次いで配列における次の残基を加え、以下同様である。
全ての望ましいアミノ酸が適切な配列で連結された後、あらゆる残った末端保護基および
側鎖保護基を、逐次的にまたは同時に除去する。次いでそのアミノ酸配列を固体支持体か
ら切断する。複数のシステイン残基を有するペプチドのジスルフィド結合の形成を制御す
るために、独立して除去することができて望ましいシステインのみがジスルフィド結合形
成のために反応することを可能にする、種々の保護基を使用し得る（Ｈａｒｇｉｔｔａｉ
，Ｂ．およびＢａｒａｎｙ，Ｇ．、１９９９、Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｒｅｓ．５４：４６
８－４７９）。
【００７０】
　天然の供給源から精製されたか、組換え的に産生されたか、または合成で調製されたか
に関わらず、その抗原のアミノ酸配列を改変し得る。その改変された抗原を、天然に存在
する生物学的バリエーションの機能的または免疫学的に等価なバリアント（例えば対立遺
伝子バリアント、オルソログ、スプライスバリアント、または翻訳後バリアント）である
ように選択する。
【００７１】
　タンパク質の一生の間に起こる翻訳後修飾（改変）は、アミノ酸残基の「許容される置
換」であると考えられ、そして抗原配列の自己抗体への結合を増強し得る。タンパク質の
全ての翻訳後修飾が公知であるわけではないが、一旦その特定のタンパク質についてのそ
のような翻訳後修飾が同定されたら、結合の増強を達成し得るかどうかを決定するために
、当業者はアミノ酸配列中で許容される置換を行うことが予想される。ＥＬＩＳＡは、抗
体に対する増大した反応性および／または選択性を有する改変された配列を容易に決定し
得る。
【００７２】
　本発明の範囲内の他の改変は、抗原の使用において、特にそのタンパク質の抗原部位を
模倣する能力および関心のある自己抗体に対する親和性において、一定の利点を提供する
。「バリアント」と呼ばれるこれらの改変は、１つまたはそれより多くの残基が追加また
は挿入、欠失、または他の残基で置換された任意のアミノ酸配列を包含する。「置換され
た」という用語は、部位特異的変異誘発、ランダム変異誘発、または酵素的修飾のような
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化学処理による、既存のアミノ酸残基の改変を含む。
【００７３】
　追加バリアントは、Ｎ末端またはＣ末端の融合および単一または複数のアミノ酸の配列
内挿入を含む。１つのタイプの追加バリアントにおいて、システイン残基をアミノ酸配列
の末端に追加してもよく、またはアミノ酸配列の間に挿入してもよい。これらのシステイ
ン残基を利用して、ペプチド内または２つもしくはそれより多くのペプチド間でジスルフ
ィド結合を形成し得る。環状ペプチド、および複数コピーの抗原ペプチドを含む複合体は
、その直鎖状の対応物と比較して、その標的に対する増強された結合を提供することが、
当該分野で周知である。そのペプチドによって形成され得るコンフォメーションの数は、
アミノ酸配列内のシステイン残基の数に依存する。分子内ジスルフィド結合形成の制御を
、選択的に除去し得る保護基を用いて達成し得る（Ｈａｒｇｉｔｔａｉ，Ｂ．およびＢａ
ｒａｎｙ，Ｇ．、１９９９、Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｒｅｓ．５４：４６８－４７９）。シ
ステイン残基に隣接して荷電アミノ酸残基を挿入することによって、優先的なジスルフィ
ド結合を形成し得ることも見出された。具体的には、２つの特定のシステイン残基間での
ジスルフィド結合が好ましい場合、反対に荷電したアミノ酸残基を、これらのシステイン
に隣接して配置して、荷電相互作用による結合を促進し得る。同様に、あるシステイン残
基が同じに荷電したアミノ酸に隣接する場合、ジスルフィド結合には有利でないことが予
想される。さらに、分子内および分子間のスルフヒドリル架橋の形成も、ｐＨおよび抗原
濃度によって調節し得る。
【００７４】
　欠失バリアントを、Ｎ末端もしくはＣ末端からの短縮化によって、または配列内のアミ
ノ酸残基の除去によって調製し得る。短縮物を、タンパク質から得た精製抗原配列を消化
することによって調製し得る。あるいは、配列内欠失または末端の短縮化を有する抗原配
列を、合成的にまたは組換え的に調製し得る。
【００７５】
　抗原配列内のアミノ酸置換を、その抗原の機能または化学的特徴を変化させるために使
用し得る。具体的には、その抗原配列の構造、電荷、疎水性、または親水性に影響を与え
るアミノ酸残基を置換し得る。例えば、アミノ酸プロリンは抗原配列のコンフォメーショ
ンを制限するよう作用し、それはその抗体への結合活性の増強を引き起こし得る。ＥＬＩ
ＳＡは、これらの改変された抗原配列の増強された活性を容易に決定し得る。
【００７６】
　それらのバリアントは、１から３、５、１０、１５、２０、２５、または５０アミノ酸
の置換、挿入、付加および／または欠失を有し得る。その置換は保存的、非保存的、また
は両方の組み合わせであり得る。本発明の抗原配列はまた、天然タンパク質の少なくとも
２、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、または５０の連続アミノ酸残基を
含み得る。それに加えて、それらは天然タンパク質と少なくとも５０％、６０％、７０％
、８０％、９０％、または９５％同一であり得る。さらに、それらは天然タンパク質の１
％、１０％、２５％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、または１００
％より高い免疫学的活性を有し得る。
【００７７】
　本発明の阻止抗原は、存在し得る任意の抗ＤＦＳ７０自己抗体が結合して、そして従っ
てその後の自己免疫疾患標的との反応に参加できなくするように、患者サンプル中の抗Ｄ
ＦＳ７０自己抗体に結合して主に機能する。これを、自己免疫疾患標的による被験体サン
プルの免疫診断試験を行う前に、プレインキュベーション工程を含むことによって達成し
得る。
【００７８】
　本発明の目的のために、阻止抗原として使用するＤＦＳ７０由来抗原は、当業者に周知
のタンパク質抽出技術を用いて抽出された、天然に存在するＤＦＳ７０タンパク質であり
得る。あるいは、様々な実施態様において、そのＤＦＳ７０タンパク質または抗原は、合
成ペプチドであり得る。他の実施態様において、そのＤＦＳ７０タンパク質は、分子工学
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技術によって産生された組換えペプチドであり得る。
【００７９】
　より特定の実施態様において、本発明のＤＦＳ７０阻止抗原は、ＤＦＳ７０由来抗原で
あり得、ここでその阻止抗原は、ＤＦＳ７０タンパク質の少なくとも１つの断片を含む。
ＤＦＳ７０由来抗原における様々なエピトープ反応性の証拠が、Ｏｇａｗａら（Ｏｇａｗ
ａら、２００４、Ｊ．Ａｕｔｏｉｍｍｕｎ．２３：２２１－２３１）によって報告されて
おり、ここでは、ＤＦＳ７０タンパク質の異なる組換え部分を含むＤＦＳ７０構築物が、
自己抗原性に関して試験された。様々な実施態様において、そのＤＦＳ７０阻止抗原は、
全長タンパク質、またはＤＦＳ７０由来の免疫原性ペプチドであり得る。患者サンプル中
の抗ＤＦＳ７０自己抗体に結合するために適切なペプチド抗原を、周知の技術に従って設
計、構築、および採用し得る。例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ編、Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８８）；Ｃｚｅｒｎｉｋ、Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、２０１：２６４－２８３（１９９１）；Ｍｅｒ
ｒｉｆｉｅｌｄ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１－４９（１９６２）を参照の
こと。よって、ＤＦＳ７０タンパク質、およびその断片が、本明細書中で記載される方法
において阻止抗原として反応するために適切であり得ることが、本発明において企図され
る。
【００８０】
　ＤＦＳ７０阻止抗原の調製において改変および変更を行い得、そして望ましい特徴を有
するタンパク質をコードする機能的分子を依然として得ることができることが企図される
。例えば、例えば抗体の抗原結合領域または基質分子の結合部位のような構造との相互作
用結合能力の明らかな喪失無しに、タンパク質構造においてあるアミノ酸により他のアミ
ノ酸を置換し得る。タンパク質の生物学的機能活性を規定するのは、タンパク質の相互作
用能力および性質であるので、タンパク質配列において、あるアミノ酸置換を行い、そし
てそれにも関わらず同様の性質を有するタンパク質を得ることができる。従って、その生
物学的有用性または活性のいずれでも明らかな喪失無しに、様々なＤＦＳ７０由来抗原の
アミノ酸配列において様々な変更を行い得ることが企図される。
【００８１】
プレインキュベーション
　被験体サンプルの調製：本発明のある実施態様において、前に記載したとおりの、血清
、血漿、または別の体液を含む被験体サンプルを、阻止抗原とのプレインキュベーション
のために被験体から得る。さらに、その被験体サンプルは、液体、凍結、冷蔵、凍結乾燥
、および当該分野で公知のとおりの他の形態を含むがこれらに限定されない、様々な形態
であり得る。そのサンプルをまた、本明細書中のプレインキュベーション工程の前および
／または後に、さらなる精製または処理工程にかけ得る。
【００８２】
　下記で記載する様々な実施態様において、「ＤＦＳ溶液」という用語の使用は、上記で
記載したようなＤＦＳ７０抗原およびＤＦＳ７０由来抗原を含むことが理解される。代表
的な実施態様において、そのＤＦＳ７０溶液は、ＤＦＳ７０抗原またはＤＦＳ７０由来抗
原を緩衝液中で希釈してＤＦＳ７０溶液を形成することによって調製され得る。本発明の
他の実施態様において、ＤＦＳ７０由来抗原を、液体、凍結、冷蔵、凍結乾燥、吸収また
は共有結合による固相への固定化、および当該分野で公知のとおりの他の形態を含むがこ
れらに限定されない、様々な形態で調製し得る。
【００８３】
　被験体サンプルをＤＦＳ７０由来抗原と接触させる：プレインキュベーション工程の代
表的な実施態様は、希釈剤として使用するＤＦＳ７０溶液を調製することを含み、ここで
被験体サンプルをＤＦＳ７０溶液と接触させて抗ＤＦＳ７０抗体を吸収する。好ましい実
施態様において、その被験体サンプルを、ＤＦＳ７０抗原と、被験体サンプルに存在する
かもしれずまたは存在しないかもしれない抗ＤＦＳ７０抗体の間の免疫複合体形成を可能
にするために有効な条件下でかつそれに十分な時間にわたってＤＦＳ７０溶液と接触させ



(17) JP 2014-523532 A 2014.9.11

10

20

30

40

50

る。
【００８４】
明瞭化効果（ｕｎｍａｓｋｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔ）
　本発明の様々な実施態様において、被験体サンプルを阻止抗原とともにプレインキュベ
ートすることによって提供される利点の１つは、免疫診断試験の正確性を増大させる明瞭
化効果である。代表的な実施態様において、患者サンプル中の抗ＤＦＳ７０抗体が、プレ
インキュベーション工程の間に、ＤＦＳ７０阻止抗原の添加によって吸収された場合、他
の抗体の明瞭化が達成される。より具体的には、患者サンプル中の抗ＤＦＳ７０抗体の吸
収は、自己免疫疾患標的による免疫診断試験においてＤＦＳ７０のパターンが出現するこ
とを防止し、それによって他の抗体に属する蛍光パターンを不明瞭にすることを防止する
。従って、ＤＦＳ７０パターンが免疫診断結果に出現することを阻止することは、全身性
自己免疫に関連する他の自己抗体の同定の改善を可能にする。特に、ＤＦＳ７０パターン
の阻止は、そうでなければ達成され得なかった自己抗体の同定を可能にし、試験結果のよ
り容易な解釈を導き、そして従って自己免疫疾患患者のより正確な診断を導く。
【００８５】
アッセイの形式
　当該分野で公知である、有用な固相および液相のアッセイ法を、本発明で利用し得る。
本明細書中で記載される１つの特定のアッセイは、免疫蛍光アッセイであるが、本発明は
、このタイプのアッセイに具体的に制限されない。
【００８６】
　サンプル中の、抗原と反応する自己抗体のレベルを検出するために適合され得る他の周
知のイムノアッセイとしては、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、蛍光免疫吸着
アッセイ（ＦＩＡ）、化学発光免疫吸着アッセイ（ＣＩＡ）、ラジオイムノアッセイ（Ｒ
ＩＡ）、酵素増幅イムノアッセイ（ＥＭＩＴ）、固相ラジオイムノアッセイ（ＳＰＲＩＡ
）、イムノブロッティング、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、インサイチュイムノ
アッセイ（例えば金コロイド、酵素または放射性同位体標識を使用する）、ウェスタンブ
ロット、沈降反応、凝集アッセイ（例えばゲル凝集アッセイ、赤血球凝集アッセイ等）、
補体結合アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインＡアッセイ、および免疫電気泳動アッ
セイ等が挙げられる。自己抗体と本発明の不均質な抗原との反応によって与えられるシグ
ナルを生じる任意のアッセイ技術が、本発明の様々な実施態様において考慮される。それ
らのアッセイ方法のそれぞれは、単一または２つの抗体技術を採用し得、ここで、表示手
段を利用して免疫反応のシグナルを示し、そしてそれによって検出される自己抗体と本発
明の不均質なＤＦＳ７０由来抗原との結合が示される。使用し得る異なるイムノアッセイ
の概説に関して、Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、Ｄａｖｉｄ　Ｗ
ｉｌｄ編、Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９４を参照のこと。
固相分離による競合的イムノアッセイまたは抗体試験のための免疫測定アッセイは、本発
明において使用するために適切な別の代表的なアッセイである。Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏａ
ｓｓａｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、第２章およびＭａｇｇｉｏ、Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏ
ａｓｓａｙ、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ、Ｏｈｉｏ（１９８１）；および
Ｇｏｌｄｍａｎ、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ、Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．（１９８０）を参照のこと。
【００８７】
　例えば、１つの一般的なアッセイ技術は、３つの工程において、生物学的流体サンプル
中の自己抗体の存在、および好ましくはその量を決定する。まず、その生物学的流体サン
プルを、抗原と混合して、免疫反応混合物を形成する。その抗原は、好ましくは、その免
疫反応混合物が、液相および固相をどちらも有するように、固体支持体に動作的に結合し
ている。次に、その免疫反応混合物を、固相上に不均質な抗原－自己抗体複合体を形成す
るために十分な（典型的には前もって決定された）時間にわたって生物学的アッセイ条件
下で維持する。不均質なアッセイ形式において、その反応物を、通常維持期間の後に（典
型的には洗浄および固相の保持によって）分離する。最後の工程において、２番目の工程
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において形成された複合体の存在、および好ましくはその量、およびそれによって生物学
的流体サンプル中の自己抗体の存在または量を次いで決定する。
【００８８】
　蛍光抗核抗体試験（ＦＡＮＡ）は、１９５７年にＧｅｏｒｇｅ　Ｆｒｉｏｕ，Ｍ．Ｄ．
によって設計されたものであり、そして自己抗体を検出するために使用される感度の高い
スクリーニング試験である（Ｆｒｉｏｕ，ＧＪ　１９６２　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｈｅ
ｕｍ　５：４０７－４１０）。ＡＮＡは、全身性エリテマトーデス、シェーグレン症候群
、関節リウマチ、多発性筋炎、皮膚筋炎、全身性硬化症、橋本甲状腺炎、若年性糖尿病、
およびアジソン病、および肺線維症のような、しかしこれらに限定されない様々な自己免
疫疾患を有する患者において見出される。ＡＮＡはまた、慢性の感染または癌を有する患
者においても見出し得る。プロカインアミド、ヒドララジン、およびディランチンを含む
多くの薬物が、ＡＮＡの産生を刺激し得る。ある人がＳＬＥまたは別の自己免疫障害に関
連する徴候および症状を示した場合に、ＡＮＡ試験が指示される。自己免疫障害を有する
人は、時間につれて変わり得る、微熱、関節痛、疲労、および／または不明な発疹のよう
な、広く様々な症状を有し得る。上記で述べた全ての場合において、およびさらに本明細
書中で記載される方法および他の免疫診断アッセイに従って、抗ＤＦＳ７０抗体の吸収は
、ＦＡＮＡの正確性を有意に改善する。
【００８９】
　ＡＮＡは、ＡＮＡ試験のために頻繁に使用される細胞系統であるＨＥｐ－２細胞におい
て、広く様々な異なる染色パターンを生じる。あるパターンは、その染色パターンを引き
起こす自己抗体を強く示し（すなわち抗セントロメア抗体）、一方他のものは確かな抗体
特異性を示さない。従って、サンプル中に存在する抗体を同定するために詳細な確認試験
が必要である。
【００９０】
　本発明は、広く様々なスクリーニング方法に適用可能であり、その方法では下記で記載
するプレインキュベーション工程を、適宜適切に改変し得ることが理解されるはずである
。
【実施例】
【００９１】
実施例１
患者サンプルの調製
　健康な個人（ｎ＝１２４、女性８６人および男性３８人）由来の血清を、市販の供給源
（Ｐｒｏｍｅｄｉｘ、Ｕｎｉｏｎ、ＮＪ）から得た。平均年齢は３７歳であった（標準偏
差１３．１歳；１７～６０歳）。ＳＬＥ患者由来のサンプルを、ダルハウジー大学医学部
（Ｆａｃｕｌｔｙ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、Ｄａｌｈｏｕｓｉｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ）（Ｈａｌｉｆａｘ、ＮＳ、Ｃａｎａｄａ）において採取した。ＳＬＥ患者の診断を、
ＡＣＲの疾患基準によって確立した。患者データを、ヒト研究倫理のヘルシンキ宣言の最
新版を考慮して、匿名で使用した。患者サンプルの採取を、施設の倫理委員会の規制に従
って行い、そして必要な場合には、それぞれの治験審査委員会から書面での認可を得た。
【００９２】
実施例２
阻止抗原とのプレインキュベーション
　組換えＤＦＳ７０抗原断片をコードするＤＮＡ配列を、ｐＩＥｘＢａｃ－３発現ベクタ
ーにクローニングし、そしてその組換えタンパク質を、昆虫細胞（ＳＦ９細胞、Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）で発現させた。組換えＤＦＳ７０抗原断片の調製は、Ｏｇａｗａら（Ｏｇ
ａｗａら、２００４　Ｊ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎ　２３：２２１－２３１）（これは本明細
書中で参考として援用される）に記載された方法に基づいていた。ｈｉｓタグ化ＤＦＳ７
０抗原の精製を、ニッケルカラムを用いて行った。抗原の純度を、ゲル電気泳動によって
確認し、そして＞９５％であると決定した。
【００９３】
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　組換えＤＦＳ７０を、ＰＢＳ中で、約０．６ｍｇ／ｍＬの最終濃度まで希釈した。次い
で得られたＤＦＳ７０溶液を、抗ＤＦＳ７０抗体を吸収するためのサンプル希釈剤として
使用した。全身性自己免疫疾患を有する患者、および以前に抗ＤＦＳ７０抗体陽性である
と（ＱＵＡＮＴＡ　Ｆｌａｓｈ　ＤＦＳ７０によって）同定された健康な個人由来の血清
を、ａ）ＰＢＳおよびｂ）ＤＦＳ７０溶液中に１／４０に希釈した。次いで希釈したサン
プルを、ＨＥｐ－２細胞（ＮＯＶＡ　Ｌｉｔｅ（Ｒ）、ＩＮＯＶＡ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉ
ｃｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）において、製造会社の指示に従って、ＡＮＡに関して
試験した。希釈したサンプルを、スライドにアプライし、そして３０分間インキュベート
した。未結合の抗体を、洗浄によって除去した。フルオレセインイソチオシアネート（Ｆ
ＩＴＣ）結合２次抗体を加えた。次いで蛍光の強度を、デジタル画像化システム（ＮＯＶ
Ａ　Ｖｉｅｗ（Ｒ）、ＩＮＯＶＡ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ
）を用いて測定した。
【００９４】
実施例３
免疫診断試験
　ＮＯＶＡ　Ｌｉｔｅ（Ｒ）　ＨＥｐ－２細胞（ＩＮＯＶＡ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、
Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用いて、間接免疫蛍光を行った。製造会社の指示に従って
、その血清を１：４０の希釈で試験した。ＩＩＦデジタル画像システム（ＮＯＶＡ　Ｖｉ
ｅｗ（Ｒ）、Ｉｎｏｖａ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用い
て、スライドの読み取りを行った。
【００９５】
　ＱＵＡＮＴＡ　ＦｌａｓｈＴＭ　ＤＦＳ７０アッセイは、ＢＩＯ－ＦＬＡＳＨ（登録商
標）装置（ｂｉｏｋｉｔ　ｓ．ａ．、Ｂａｒｃｅｌｏｎａ、Ｓｐａｉｎ）において行う、
新規化学発光アッセイ（ＣＩＡ）である。そのアッセイは、以前に記載されたような組換
えＤＦＳ７０を使用し、それはまた現在研究目的にのみ使用されており、そしてルミノメ
ーターならびにそのアッセイを行うために必要な機器および液体操作アクセサリーを含む
ＢＩＯ－ＦＬＡＳＨ（登録商標）装置を利用する。
【００９６】
　常磁性ラテックスビーズ上にコーティングされた組換えＤＦＳ７０を用いる、ＱＵＡＮ
ＴＡ　ＦｌａｓｈＴＭ型アッセイが開発された。使用の前に、全ての必要なアッセイ試薬
を含む試薬パックを、３０回静かに反転させる。次いで密封された試薬チューブに、試薬
パックの蓋で孔をあける。患者血清サンプルを、小さい使い捨てプラスチックキュベット
中で、ＢＩＯ－ＦＬＡＳＨ（登録商標）サンプル緩衝液で前もって希釈する。少量の希釈
した患者血清、上記ビーズ、およびアッセイ緩衝液を全て、２番目のキュベットに合わせ
て入れ、混合し、そして次いで３７℃で９．５分間インキュベートする。磁気ビーズを沈
殿させ、そして数回洗浄し、その後イソルミノール結合抗ヒトＩｇＧを加え、そして再び
３７℃で９．５分間インキュベートする。磁気を帯びさせたビーズを沈殿させ、そして繰
り返し洗浄する。水酸化ナトリウム溶液および過酸化物溶液（「トリガー」）をそのキュ
ベットに加えた時にイソルミノール結合体が酸化され、そしてこの反応から生じた閃光を
、ＢＩＯ－ＦＬＡＳＨ（登録商標）光学システムによって、相対光単位（Ｒｅｌａｔｉｖ
ｅ　Ｌｉｇｈｔ　Ｕｎｉｔ；ＲＬＵ）として測定する。ＲＬＵは、ヒトＩｇＧに結合した
イソルミノール結合体の量に比例し、それは、今度はそのビーズ上の抗原に結合した抗Ｄ
ＦＳ７０抗体の量と比例する。
【００９７】
　ｄｓＤＮＡに対する抗体、クロマチンに対する抗体、ＳＳ－Ａ（Ｒｏ５２およびＲｏ６
０の両方）に対する抗体、ＳＳ－Ｂに対する抗体、リボソームＰに対する抗体、Ｃ１Ｑに
対する抗体、ＲＮＰに対する抗体、およびＳｍに対する抗体を、全て製造会社の指示に従
って行うＱＵＡＮＴＡ　Ｌｉｔｅ　ＥＬＩＳＡ（ＩＮＯＶＡ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＵＳ
）によって決定した。
【００９８】
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結果の分析
　Ａｎａｌｙｓｅ－ｉｔソフトウェア（バージョン２．０３；Ａｎａｌｙｓｅ－ｉｔ　Ｓ
ｏｆｔｗａｒｅ，Ｌｔｄ．、Ｌｅｅｄｓ、ＵＫ）を用いて、データを統計学的に評価した
。ＱＵＡＮＴＡ　Ｆｌａｓｈ　ＤＦＳ７０およびＮＯＶＡ　ＶｉｅｗによるＩＩＦの間の
相関を分析するために、スピアマン検定を行った。＜０．０５のｐ値を、有意と判断した
。
【００９９】
　２５１人のＳＬＥ患者のコホートにおいて、抗ＤＦＳ７０抗体が７人（２．８％）の患
者において同定された。７人の患者のうち１人のみが、他の検出可能な抗体を有していな
かった。それに加えて、抗ＤＦＳ７０抗体が、１２４人の見かけ上健康な個人のうち１１
人（８．９％）において見出された。
【０１００】
　１０個のＱＵＡＮＴＡ　Ｆｌａｓｈ　ＤＦＳ７０陽性サンプルを、１つのボーダーライ
ンのサンプルと共に、ＩＩＦによって試験した。１０個の陽性サンプル全てが陽性であり
、そしてボーダーラインのサンプルは陰性であったことが見出された。ＳＬＥ患者由来の
７つの抗ＤＦＳ７０陽性サンプルのうち７つも、ＩＩＦによって陽性であった。
【０１０１】
　７つの抗ＤＦＳ７０陽性ＳＬＥ患者のうち１人（１４．３％）（または１／２５１のＳ
ＬＥ、０．４％）のみが、サンプル希釈をＤＦＳ７０抗原とともにプレインキュベートし
た場合に陰性になった。対照的に、１０人の見かけ上健康な個人のうち８人（８０．０％
）が、サンプル希釈をＤＦＳ７０抗原とともにプレインキュベートした場合に陰性になっ
た。陽性のままであった２つのサンプルは、少なくとも１つのさらなる抗体を有していた
。
【０１０２】
　反応性の減少は、ＳＬＥ患者と比較して、健康な個人において有意により明白であった
。免疫吸収後、平均反応性は、吸収前の結果と比較して、健康な個人において２４．５％
、そしてＳＬＥ患者において６４．３％であった。
【０１０３】
　上記で述べた実施例は、当業者に組成物の好ましい実施態様をどのように作製および使
用するかの完全な開示および説明をするために提供され、そして発明者らが彼らの発明で
あると考えるものの範囲を制限することを意図しない。（当業者に明らかである本発明を
実施するための）上記で記載した方法の改変は、以下の請求の範囲の範囲内であることが
意図される。より具体的には、同じまたは同様の結果を達成しながら、化学的および生理
学的に関連したある薬剤で、本明細書中で記載した薬剤を置換し得ることが明らかである
。当業者に明らかな、全てのそのような同様の置換および改変は、本発明の意図、範囲、
および概念の範囲内であると考えられる。本明細書中で引用された全ての出版物、特許、
および特許出願は、あたかもそのような出版物、特許、または特許出願それぞれが、具体
的にかつ個々に本明細書中で参考文献に組込まれると示されたかのように、本明細書中で
参考文献に組込まれる。
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