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(57)【要約】
対象において関節リウマチを診断する方法であって、対
象がN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼおよび
／またはフィラミンAに対して免疫学的に反応性である
かどうかを決定する段階を含み、適当な対照と比較した
、N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼまたはフ
ィラミンAの1つまたは複数に対する対象の免疫学的反応
性が、対象が関節リウマチを患っていることを示す方法
が、本願に開示されている。この方法で使用するための
、特定のアッセイおよびキットの例も開示されている。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象において関節リウマチを診断する方法であって、対象がフィラミンAおよびN-アセ
チルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対して免疫学的に反応性であるか
どうかを決定する段階を含み、適当な対照と比較した、フィラミンAおよびN-アセチルグ
ルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対する対象の免疫学的反応性が、対象が
関節リウマチを患っていることを示す、方法。
【請求項２】
　決定する段階が、フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つ
または複数に対する免疫学的反応性に関して対象から取得された生物学的サンプルを評価
することによる、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　免疫学的反応性を決定する段階が、以下のステップ：
　(a）フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つもしくは複数
の、総タンパク質またはタンパク質フラグメントを用いて、インビトロで対象の末梢血単
核細胞（PBMC）または対象の滑液単核細胞（SFMC）を刺激すること；
　(b）インビトロでのT細胞の増殖または細胞培養上清へのIFN-γの分泌を測定すること
；ならびに
　(c）T細胞の増殖またはIFN-γの分泌が、適当な対照のそれより有意に増加していると
測定される場合に、対象がフィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼ
の1つまたは複数に対して反応性のT細胞を有すると判定すること
を含む、フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数
に対して反応性のT細胞の存在を検出することによる、請求項1～2のいずれか一項記載の
方法。
【請求項４】
　ステップ(b）がインビトロでのT細胞の増殖を測定することであり、T細胞の増殖が、適
当な対照のそれより有意に増加していると測定される場合に、対象がフィラミンAおよびN
-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対して反応性のT細胞を有す
ると判定される、請求項3記載の方法。
【請求項５】
　ステップ(b）がT細胞による細胞培養上清へのIFN-γの分泌を測定することであり、IFN
-γの分泌が、適当な対照のそれより有意に増加していると測定される場合に、対象がフ
ィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対して反
応性のT細胞を有すると判定される、請求項3記載の方法。
【請求項６】
　免疫学的反応性を決定する段階が、
　その抗体とフィラミンAまたはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの免疫複合体
の形成が可能な条件下でフィラミンAタンパク質もしくはそのポリペプチドフラグメント
および／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼタンパク質もしくはそのポリ
ペプチドフラグメントとサンプルを接触させて、免疫複合体の存在または非存在を検出す
ることにより、フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまた
は複数を特異的に認識する自己抗体の産生をもたらすフィラミンAおよびN-アセチルグル
コサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対するB細胞応答を対象が有するかどうか
を決定すること
を含み、免疫複合体の存在が、対象がフィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミ
ン-6-スルファターゼに対するB細胞応答を示すことを示し、免疫複合体の非存在が、対象
がフィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼに対するB細胞
応答を示さないことを示す、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　アッセイが、酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA）、凝集試験、直接免疫蛍光アッセイ
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、間接免疫蛍光アッセイ、または免疫ブロットアッセイである、請求項6記載の方法。
【請求項８】
　フィラミンAのポリペプチドフラグメントが、アミノ酸配列：

またはその抗原性部分を含む、請求項3～7のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼのポリペプチドフラグメントが、アミノ酸
配列：

またはその抗原性部分を含む、請求項3～8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　対象が、リウマチ因子、抗シトルリン化タンパク質抗体（ACPA）および1つまたは複数
のHLA-DR対立遺伝子の1つまたは複数について試験されている、またはさらに試験される
、請求項1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　HLA-DR対立遺伝子が、HLA-DRB1*0101および／またはHLA-DRB1*0401である、請求項10記
載の方法。
【請求項１２】
　対象が、関節リウマチの危険がある、または関節リウマチを患っている可能性がある、
請求項1～11のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　非ステロイド抗炎症薬（NSAID）、ステロイド、疾患修飾抗リウマチ薬（DMARD）、およ
び生物製剤の1つまたは複数で対象を処置する段階をさらに含む、請求項1～12のいずれか
一項記載の方法。
【請求項１４】
　フィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複
数の潜在的抗原および／または潜在的エピトープ、ならびに
　フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数の潜在
的抗原および／または潜在的エピトープに結合するサンプル中の抗体の存在を検出するた
めのアッセイを実行するための試薬
を含む、キット。
【請求項１５】
　フィラミンAの潜在的抗原および／または潜在的エピトープが、アミノ酸配列

またはその抗原性部分を含む、請求項14記載のキット。
【請求項１６】
　N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの潜在的抗原および／または潜在的エピト
ープが、アミノ酸配列

またはその抗原性部分を含む、請求項14記載のキット。
【請求項１７】
　アッセイが、酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA）である、請求項14～16のいずれか一
項記載のキット。
【請求項１８】
　アッセイが、ウェスタンブロットである、請求項14～16のいずれか一項記載のキット。
【請求項１９】
　関節リウマチを患った対象の特定に使用するための、請求項1～18のいずれか一項記載
のキットまたは方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、疾患に関連する自己抗原に対する液性および細胞性自己免疫応答を用いた診
断の分野に関する。特に、関節リウマチの自己抗原バイオマーカーに関する。
【０００２】
関連出願の相互参照
　本願は、35 U.S.C.§119(e)の下で2015年5月12日に出願された米国仮出願第60/160,320
号および2015年5月15日に出願された同第62/162,295号の恩典を主張し、それらの内容の
全体を参照により本明細書に組み入れる。
【０００３】
政府の支援
　本発明は、National Institutes of Health（NIH）から授与された助成金第P41 GM1046
03号、同第S10 RR020946号、同第S10 OD010724号および同第R01 AI110175号ならびにNIH 
National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI)から授与された助成金第HHSN268201
000031C号の下で政府の支援を受けてなされたものである。政府は本発明に関して一定の
権利を有している。
【背景技術】
【０００４】
背景
　関節リウマチ（RA）は、主な関節に影響する原因不明の慢性自己免疫疾患である。1974
年にMcDevittによって最初に報告されたように、ヒト白血球抗原-抗原D関連（HLA-DR）分
子が、自己免疫疾患において中心的な役割を果たしている（1）。HLA-DR分子は、関節リ
ウマチ（RA)およびライム関節炎（LA)を含む慢性炎症型の関節炎における免疫応答の標的
である滑膜組織（ST）において高度に発現される（2,3）。これらの疾患に関して最も良
く知られている遺伝的危険因子は、特定のHLA-DR対立遺伝子である（4）。HLA-DR分子は
、外来または自己ペプチドをCD4+ T細胞に提示し、それらを活性化させる（5）。活性化
後、T細胞は、B細胞が同じ抗原に対する持続的、高力価の抗体を産生するのに必要な補助
を提供し得る。RAにおいて、HLA-DRB1*0101および0401対立遺伝子（6,7）を含む10種のHL
A-DR対立遺伝子が、最も高い危険を有している。これらの対立遺伝子は、HLA-DR分子のP4
ポケットを裏打ちするRA共通エピトープと呼ばれる類似のアミノ酸配列をコードしている
。RAに特異的な抗シトルリン化タンパク質抗体（ACPA）は、この共通エピトープを有する
患者において有意に高い頻度で出現する（8～13）。
【０００５】
　RAおよびLAの両方において、滑膜組織は、顕著な滑膜肥大、血管増殖、単核細胞浸潤な
らびに滑膜細胞および浸潤細胞におけるHLA-DR分子の高発現を示す（2,3）。この組織は
、多数の樹状細胞およびマクロファージを含む炎症細胞の豊富な混合物を含む滑液（SF）
中に浸っており；後者もまたHLA-DR分子を高発現している（28,29）。しかし、RAにおい
て滑膜組織内でHLA-DR分子によって提示される具体的な自己ペプチドのレパートリーは知
られていない。したがって、RA患者の滑膜組織、滑液および末梢血単核細胞においてHLA-
DRによって提示される自己抗原および病原性T細胞エピトープを同定するという要望は満
たされていない。
【発明の概要】
【０００６】
要旨
　本発明の局面は、対象において関節リウマチを診断する方法であって、対象がフィラミ
ンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対して免疫学的
に反応性であるかどうかを決定する段階を含み、適当な対照と比較した、フィラミンAお
よびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対する対象の免疫学的
反応性が、対象が関節リウマチを患っていることを示す方法に関する。
【０００７】
　1つの態様において、決定する段階は、フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-
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スルファターゼの1つまたは複数に対する免疫学的反応性に関して対象から取得した生物
学的サンプルを評価することによる。
【０００８】
　上記局面の1つの態様において、免疫学的反応性を決定する段階は、以下のステップ：
(a）フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つもしくは複数の
、総タンパク質またはタンパク質フラグメントを用いて、インビトロで対象の末梢血単核
細胞（PBMC）または対象の滑液単核細胞（SFMC）を刺激すること；
(b）インビトロでのT細胞の増殖または細胞培養上清へのIFN-γの分泌を測定すること；
ならびに
(c）T細胞の増殖またはIFN-γの分泌が、適当な対照のそれより有意に増加していると測
定される場合に、対象がフィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの
1つまたは複数に対して反応性のT細胞を有すると判定すること
を含む、フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数
に対して反応性のT細胞の存在を検出することによる。
【０００９】
　1つの態様において、ステップ(b）はインビトロでのT細胞の増殖を測定することであり
、T細胞の増殖が、適当な対照のそれより有意に増加していると測定される場合に、対象
がフィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対し
て反応性のT細胞を有すると判定される。1つの態様において、ステップ(b）は、T細胞に
よる細胞培養上清へのIFN-γの分泌を測定することであり、IFN-γの分泌が、適当な対照
のそれより有意に増加していると測定される場合に、対象がフィラミンAおよびN-アセチ
ルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対して反応性のT細胞を有すると判
定される。
【００１０】
　1つの態様において、免疫学的反応性を決定する段階は、
　その抗体とフィラミンAまたはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの免疫複合体
の形成が可能な条件下でフィラミンAタンパク質もしくはそのポリペプチドフラグメント
および／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼタンパク質もしくはそのポリ
ペプチドフラグメントとサンプルを接触させて、免疫複合体の存在または非存在を検出す
ることにより、フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまた
は複数を特異的に認識する自己抗体の産生をもたらすフィラミンAおよびN-アセチルグル
コサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対するB細胞応答を対象が有するかどうか
を決定すること
を含み、免疫複合体の存在は、対象がフィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミ
ン-6-スルファターゼに対するB細胞応答を示すことを示し、免疫複合体の非存在は、対象
がフィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼに対するB細胞
応答を示さないことを示す。
【００１１】
　1つの態様において、アッセイは、酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA）、凝集試験、直
接免疫蛍光アッセイ、間接免疫蛍光アッセイ、または免疫ブロットアッセイである。
【００１２】
　上記局面の1つの態様において、フィラミンAのポリペプチドフラグメントは、アミノ酸
配列：

またはその抗原性部分を含む。
【００１３】
　1つの態様において、N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼのポリペプチドフラグ
メントは、アミノ酸配列：

またはその抗原性部分を含む。
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【００１４】
　上記局面の1つの態様において、対象は、リウマチ因子、抗シトルリン化タンパク質抗
体（ACPA）および1つまたは複数のHLA-DR対立遺伝子の1つまたは複数について試験されて
いる、またはさらに試験される。１つの態様において、HLA-DR対立遺伝子は、HLA-DRB1*0
101および／またはHLA-DRB1*0401である。1つの態様において、対象は、関節リウマチの
危険がある、または関節リウマチを患っている可能性のある対象である。
【００１５】
　本明細書に記載される様々な方法の1つの態様において、この方法はさらに、非ステロ
イド抗炎症薬（NSAID）、ステロイド、疾患修飾抗リウマチ薬（DMARD）、および生物製剤
の1つまたは複数で対象を処置する段階を含む。
【００１６】
　1つの局面において、フィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファ
ターゼの1つまたは複数の潜在的抗原および／または潜在的エピトープ、ならびにフィラ
ミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数の潜在
的抗原および／または潜在的エピトープに結合するサンプル中の抗体の存在を検出するた
めのアッセイを実行するための試薬を含むキットが本明細書に記載されている。
【００１７】
　1つの態様において、フィラミンAの潜在的抗原および／または潜在的エピトープは、ア
ミノ酸配列：

またはその抗原性部分を含む。1つの態様において、N-アセチルグルコサミン-6-スルファ
ターゼの潜在的抗原および／または潜在的エピトープは、アミノ酸配列：

またはその抗原性部分を含む。
【００１８】
　上記局面の1つの態様において、アッセイは、酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA）であ
る。1つの態様において、アッセイは、ウェスタンブロットである。
【００１９】
　本発明の別の局面は、関節リウマチを患った対象の特定に使用するための上記キットま
たは方法に関する。
【００２０】
定義
　それ以外のことに言及されていない限りまたは文脈から暗示されていない限り、以下の
用語およびフレーズは、以下に提供される意味を含む。それ以外のことに明示的に言及さ
れていない限りまたは文脈から明らかでない限り、以下の用語およびフレーズは、その用
語またはフレーズがその属する技術の分野において獲得した意味を排除しない。定義は、
個々の態様の説明を補助するために提供されるものであり、特許請求の範囲に記載の発明
を限定することは意図されておらず、発明の範囲は特許請求の範囲によってのみ限定され
る。さらに、それ以外のことが文脈によって要求されない限り、単数形の用語は複数形を
包含し、複数形の用語は単数形を包含する。
【００２１】
　本明細書で使用される場合、「診断する（diagnose）」または「診断（diagnosis）」
または「診断（diagnosing）」は、状態または疾患または障害の性質または正体の決定、
対象における疾患および／または障害の検出および／または分類を表す。診断は、疾患の
重篤度に関する決定によって達成され得る。この用語はまた、疾患を有することが既知の
患者において疾患の状態（進行、退行、安定化、処置に対する応答等）を評価（assessin
g）または評価（evaluating）することを含む。本発明における診断は、慢性炎症性関節
炎、例えば関節リウマチの診断に関する。診断は、鑑別診断であり得る。本明細書で使用
される場合、「鑑別診断」は、臨床データ、例えば本明細書に記載される方法から得られ
る結果の分析に基づく、類似の症状を有する2つまたはそれ以上の疾患（例えば、RA、骨
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関節炎、全身性エリテマトーデス、ライム関節炎、反応性関節炎、乾癬性関節炎、強直性
脊椎炎）のいずれが、患者が罹患しているものなのかの決定を表す。
【００２２】
　本明細書で使用される場合、「生物学的サンプル」という用語は、インビトロ評価のた
めに取得されるサンプルを表す。生物学的サンプルは、抗体および／または免疫細胞を含
むと考えられる任意のサンプルであり得る。サンプルは、具体的にその障害の影響を受け
ている身体の一部から取得され得る、例えば、具体的に対象の炎症もしくは病理部位（例
えば、滑液、滑膜組織、滑液単核細胞（SFMC）、髄液等）から取得され得る、またはより
全身的なサンプルであり得る（例えば、末梢血、末梢血単核細胞（PBMC）、全血もしくは
抗凝固剤、例えばヘパリン、エチレンジアミン四酢酸で前処置された全血、血漿もしくは
血清）。サンプルは、例えば血液から血漿を調製する、粘性の液体を希釈する等、使用前
に前処置され得、処置方法はまた、干渉成分の分離、ろ過、蒸留、濃縮、不活性化および
試薬の添加を伴い得る。
【００２３】
　本明細書で使用される場合、「免疫学的に反応性」または「免疫反応性」は、適当な対
象または細胞において特異的な免疫応答（例えば、T細胞反応、B細胞応答）を誘導するお
よび特異的な抗体に結合する本発明の分子（例えば、総タンパク質またはそのポリペプチ
ドフラグメント）の能力と定義される。免疫学的反応性は、本明細書に記載される方法に
よって対象から取得された免疫学的細胞および／または抗体を含む生物学的サンプルにお
いてアッセイされ得る。
【００２４】
　本明細書で使用される場合、「自己抗原（autoantigen/self-antigen）」は、異常な状
況では対象のリンパ球または抗体によってもはや対象の一部とは認識されず、したがって
それが外来物質であるものとして免疫系による攻撃を受ける、対象内で通常見出される任
意の物質である。自己抗原は、天然に存在する分子、例えば、通常その対象自身によって
産生および使用され、対象において自己免疫疾患（例えば、RA）を引き起こす可能性のあ
る免疫応答を誘発するタンパク質（例えば、GNS、フィラミンA）であり得る。
【００２５】
　「抗体」という用語は、本明細書で使用される場合、抗原上の特定のエピトープを「特
異的に認識」することができるおよび／またはエピトープに「特異的に結合」することが
できる免疫グロブリン分子を表す。抗体は、天然源または組み換え源由来のインタクトな
免疫グロブリンであり得、かつインタクトな免疫グロブリンの免疫反応性部分であり得る
。抗体は典型的に、免疫グロブリン分子である。
【００２６】
　本明細書で使用される場合、「自己抗体」は、「自己抗原」またはその「抗原性エピト
ープ」に対するおよびそれらに特異的に結合する、対象の免疫系によって産生される抗体
を意味する。
【００２７】
　本明細書で使用される場合、「エピトープ」という用語は、T細胞もしくは抗体が認識
および結合することができ（それに相当する抗体結合領域はパラトープと称され得る）、
および／または免疫応答を誘発することができる任意の分子の一部分を表す。一般に、エ
ピトープは、分子の化学的に活性な表面グループ、例えばアミノ酸からなり、特定の三次
元構造の特徴および特定の電荷の特徴を有する。本明細書で使用される場合、「免疫原性
エピトープ」は、当技術分野で公知の任意の方法によって決定されるように、対象におい
て免疫応答を引き起こすポリペプチドの一部分と定義される。本明細書で使用される場合
、「抗原性エピトープ」は、当技術分野で公知の任意の方法によって決定されるように、
特定の抗体またはT細胞受容体が特定の抗原を特異的に認識するおよび特定の抗原に特異
的に結合することを表す。それは、タンパク質（例えば、GNS、フィラミンA）の一部分で
あり得、一部分と定義される。本明細書で使用される場合、「抗原性部分」は、抗原性エ
ピトープを含むGNSおよびフィラミンAの一部分を表す。
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【００２８】
　「特異的に結合する」および／または「特異的に認識する」は、本明細書で使用される
場合、標的分子に対する結合分子の親和性が非標的分子に対するその結合分子の親和性と
比較して高いことを表す。標的分子に特異的に結合する結合分子は、非標的分子を実質的
に認識しないまたは非標的分子に実質的に結合しない、例えば、抗体が別の分子に「特異
的に結合する」および／または別の分子を「特異的に認識する」ことは、この相互作用が
その分子構造、例えば抗原性エピトープの結合特異性の存在に依存することを意味する。
例えば、抗体は、非特異的結合および／またはバックグラウンド結合を引き起こす無差別
的結合の代わりに、タンパク質分子、例えばGNS、フィラミンAの抗原性エピトープ、およ
び／またはそのポリペプチドフラグメントに特異的に結合する。本明細書で使用される場
合、「非特異的結合」および「バックグラウンド結合」は、特異的構造（例えば、特異的
な抗原性エピトープ）の存在に依存しない相互作用を表す。
【００２９】
　本明細書で使用される場合、「免疫アッセイ」は、標的分子に特異的に結合することが
できる抗体を使用して標的分子を検出および定量する任意の結合アッセイを表す。
【００３０】
　本明細書で使用される場合、「適当な対照」は、その分子の異常なレベルを特徴とする
疾患または障害に罹患していない対象から得られる1つまたは複数の生物学的サンプルお
よびその中でのその分子の測定を表す。適当な対照の例は、RAに罹患していない対象由来
の生物学的サンプルであり得る。本発明に関する場合、適当な陰性対照サンプルは、本明
細書に記載される方法を用いて試験されたときに、T細胞反応性について陽性ではないな
らびに／またはGNS、フィラミンAおよび／もしくはそれらのポリペプチドフラグメントに
対する自己抗体の存在を示さないであろう。
【００３１】
　「疾患」、「障害」または「状態」という用語は、本明細書で言い換え可能に使用され
、身体もしくはいくつかの臓器の状態に何らかの変化があること、機能の発揮と干渉する
こともしくはそれを妨害することおよび／または不快感、機能障害、苦痛もしくは死等の
症状を罹患した人もしくはその人に接触した人々に与えることを表す。疾患または障害は
また、不調（distemper）、病気（ailing）、病気（ailment）、疲弊（malady）、障害（
disorder）、病気（sickness）、病気（illness）、不快感（complaint）または病気（af
fectation）に関連し得る。
【００３２】
　本明細書で使用される場合、「処置する（treat）」、「処置(treatment)」、「処置す
る（treating）」または「改善」という用語は、その目的が慢性炎症性関節炎（例えば、
関節リウマチ）、それに付随する状態および／または症状の進行または重篤度を好転させ
る、緩和する、改善する、阻害する、鈍化させるまたは停止させることである治療的処置
を表す。「処置」という用語は、RAの少なくとも1つの有害な作用または症状の減少また
は緩和を含む。処置は通常、1つまたは複数の症状または臨床マーカー（例えば、GNS、フ
ィラミンAまたは環状シトルリン化ペプチド（抗CCP）および／またはリウマチ因子の1つ
または複数に対する抗体）が減少する場合に「有効」である。あるいは、または加えて、
処置は、疾患の進行が減少または停止する場合に「有効」である。すなわち、「処置」は
、処置の非存在下で予想されるものと比較した、症状またはマーカーの改善だけでなく症
状の進行または悪化の停止または少なくとも鈍化も含む。したがって慢性炎症性関節炎、
例えばRAの場合、「有効な処置」は、例えば、本明細書に記載される方法によって決定さ
れる場合、処置前に観察されるものとの比較で、炎症、腫れおよび関節痛、骨変形を減少
させ得、ならびに／またはGNS、フィラミンAおよび／もしくはそれらのポリペプチドに対
するTもしくはB細胞反応性を減少させ得、ならびに／またはGNS、フィラミンAおよび／も
しくはそれらのポリペプチドに対する自己抗体を減少させ得る。有益または望ましい臨床
結果は、1つもしくは複数の症状の緩和、疾患の規模の縮小、疾患の安定化（すなわち、
悪化しない）状態、疾患の進行の遅延もしくは鈍化、疾患状態の改善もしくは緩和、寛解
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（部分的か完全かによらず）、および／または死亡率の低下を含むがこれらに限定されな
い。例えば、処置は、その状態が安定化する場合に有効とみなされる。疾患の「処置」と
いう用語はまた、（緩和処置を含む）その疾患の症状または副作用からの解放の提供を含
む。
【００３３】
　本明細書で使用される場合、「対象」、「患者」、「個体」等の用語は、言い換え可能
に使用され、脊椎動物、好ましくは哺乳類、より好ましくは霊長類、さらにより好ましく
はヒトを表す。哺乳類は、非限定的に、ヒト、霊長類、げっ歯類、野良動物、養殖動物、
競技用動物およびペットを含む、野生または家畜動物を含む。霊長類は、例えば、チンパ
ンジー、カニクイザル、クモザルおよびマカク、例えばアカゲザルを含む。げっ歯類は、
例えば、マウス、ラット、ウッドチャック、フェレット、ウサギおよびハムスターを含む
。家畜および狩猟動物は、例えば、ウシ、ウマ、ブタ、シカ、バイソン、バッファロー、
猫種、例えばイエネコ、および犬種、例えばイヌ、キツネ、オオカミ、鳥類種、例えばニ
ワトリ、エミュ、ダチョウならびに魚類、例えばマス、ナマズおよびサケを含む。「個体
」、「患者」および「対象」という用語は、本明細書で言い換え可能に使用される。1つ
の態様において、対象は、雄性である。別の態様において、対象は、雌性である。
【００３４】
　好ましくは、対象は哺乳類である。哺乳類は、ヒト、非ヒト霊長類、マウス、ラット、
イヌ、ネコ、ウマまたはウシであり得るが、これらの例に限定されない。ヒト以外の哺乳
類は、RAに関連する状態または障害の動物モデルである対象として使用される利点を有す
る。そのようなモデルは、当技術分野で公知であり、（71）に記載されている。加えて、
本明細書に記載される組成物および方法は、家畜動物および／またはペットを診断するた
めに使用され得る。
【００３５】
　対象は、以前に慢性炎症および／または自己免疫疾患（例えば、RA）に罹患していると
診断されたもしくは判定されたまたはそれらについて医学的監視下にある対象であり得る
。対象は、RAと診断され現在処置を受けている、または処置、観察、現在の治療的処置の
調整もしくは修正を模索されている、または例えば家族歴からRAを発症する危険がある、
RAに関連する対立遺伝子もしくは遺伝子型（例えば、HLA-DRB1*0101およびDRB1*0401、HL
A-DRB1*0405およびDRB1*0408）を有している対象であり得る。対象は、自己免疫疾患（例
えば、RA）の1つまたは複数の症状（例えば、関節の腫れ、関節痛）を示し得る。対象は
、RA関連因子に関して他のアッセイで試験され陽性であった者であり得る。そのような因
子は、リウマチ因子、抗シトルリン化タンパク質抗体（ACPA）、RAに関連するHLA-DR対立
遺伝子の1つもしくは複数、または他の自己抗原を含む。対象は、自己免疫疾患の1つまた
は複数の症状を欠く者であり得る。対象は、他のRA関連因子（リウマチ因子、抗シトルリ
ン化タンパク質抗体（ACPA）、HLA-DR対立遺伝子の1つまたは複数、および他の自己抗原
）について試験され陰性であると判定された者であり得る。
【００３６】
　本明細書で使用される場合、「タンパク質」、「ペプチド」および「ポリペプチド」と
いう用語は、言い換え可能に使用され、隣接する残基のアルファ・アミノ基とカルボキシ
基の間の結合によって相互に接続されたひとつながりのアミノ酸残基を表す。「タンパク
質」、「ペプチド」および「ポリペプチド」という用語は、その大きさまたは機能によら
ず、修飾アミノ酸（例えば、リン酸化、糖化、グリコシル化等）およびアミノ酸アナログ
を含むアミノ酸のポリマーを表す。「タンパク質」および「ポリペプチド」は多くの場合
、比較的長いポリペプチドを表すために使用され、一方「ペプチド」という用語は多くの
場合、小さなポリペプチドを表すために使用されるが、当技術分野におけるこれらの用語
の用法は重複している。「タンパク質」、「ペプチド」および「ポリペプチド」という用
語は、遺伝子産物およびそのフラグメントを表す場合、本明細書で言い換え可能に使用さ
れる。
【００３７】
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　「統計的に有意」または「有意」という用語は、統計的有意性を表し、通常、2標準偏
差（2SD）またはそれ以上の相違を意味する。
【００３８】
　細胞生物学および分子生物学における共通用語の定義は、「The Merck Manual of Diag
nosis and Therapy」、第19版、Merck Research Laboratories発行、2006年（ISBN 0-911
910-19-0）；Robert S. Porterら（編）、The Encyclopedia of Molecular Biology、Bla
ckwell Science Ltd.発行、1994年（ISBN 0-632-02182-9）；Immunology by Werner Lutt
mann、Elsevier発行、2006年において見出され得る。分子生物学における共通用語の定義
は、Benjamin Lewin、Genes X、Jones & Bartlett Publishing発行、2009年（ISBN-10:07
63766321）；Kendrewら（編）、Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensiv
e Desk Reference、VCH Publishers, Inc.発行、1995年（ISBN 1-56081-569-8）およびCu
rrent Protocols in Protein Sciences 2009、Wiley Intersciences、Coliganら編におい
ても見出され得る。
【００３９】
　それ以外のことが示されていない限り、本発明は、例えば、すべてそれらの全体が参照
により本明細書に組み入れられる、Sambrookら, Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al (第3版), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., USA (
2001)；Davisら, Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier Science Publishing,
 Inc., New York, USA (1995)；Current Protocols in Protein Science (CPPS) (John E
. Coliganら編, John Wiley and Sons, Inc.)、Current Protocols in Cell Biology (CP
CB) (Juan S. Bonifacinoら編, John Wiley and Sons Inc.)およびCulture of Animal Ce
lls: A Manual of Basic Technique by R. Ian Freshney, 発行: Wiley-Liss; 第5版(200
5), Animal Cell Culture Methods (Methods in Cell Biology, 第57巻, Jennie P. Math
er and David Barnes, Academic Press編, 第1版, 1998)に記載される標準的な手順を用
いて実施された。
【００４０】
　本開示の実施または試験の際には本明細書に記載されているのと同様または同等の方法
および材料を使用することができるが、以下には適当な方法および材料が記載されている
。「例えば（e.g.）」という略語は、ラテン語のexempli gratiaに由来し、本明細書にお
いて非限定的な例を示すために使用される。したがって、「例えば（e.g.）」という略語
は、「例えば（for example）」という用語と同義である。
【００４１】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用される場合、「一つの（a）」、「
一つの（an）」および「その（the）」という単数形は、文脈がそれ以外のことを明確に
示していない限り、複数の参照を包含する。したがって、例えば、「方法（the method）
」の参照は、1つもしくは複数の方法、ならびに／または本明細書に記載されるおよび／
もしくは本開示を読んだ当業者に明らかとなるタイプの段階等を包含する。
【００４２】
　本願および特許請求の範囲において、単数形の使用は、それ以外のことが具体的に示さ
れていない限り、複数を包含する。加えて、「または、もしくは」の使用は、それ以外の
ことが示されていない限り、「および／または、および／もしくは、ならびに／または、
ならびに／もしくは」を意味する。さらに、「含む（including）」という用語ならびに
「含む（includes）」および「含まれる（included）」等の他の形態の使用は、非限定で
ある。また、「要素（element）」または「成分（component）」等の用語は、それ以外の
ことが具体的に示されていない限り、1の単位を含む要素および成分ならびに2以上の単位
を含む要素および成分の両方を包含する。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
　　（図１Ａ）RAまたはライム関節炎（LA）患者の滑膜組織（ST）、滑液単核細胞（SFMC
)または末梢血単核細胞（PBMC）中で同定されたHLA-DR提示ペプチドおよびそれらのソー
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スタンパク質における重複度を示している。このベン図は、個々のRAもしくはLA患者また
はRAおよび／もしくはLA集団全体のST、SFMCまたはPBMCで同定された共通ペプチドまたは
ソースタンパク質の数を示している。RA2またはLA5患者において同定された（図1A）共通
ペプチド。すべてのペプチド比較は、独自ソフトウェアを用い、コンセンサス一致、非冗
長の同定ペプチドに基づいて行った。集団間で一致したソースタンパク質のコンセンサス
は、Microsoft Accessクエリーを用いてソースタンパク質のアクセッション番号を照合す
ることによってひとまとめにした。
　　（図１Ｂ）RAまたはライム関節炎（LA）患者の滑膜組織（ST）、滑液単核細胞（SFMC
)または末梢血単核細胞（PBMC）中で同定されたHLA-DR提示ペプチドおよびそれらのソー
スタンパク質における重複度を示している。このベン図は、個々のRAもしくはLA患者また
はRAおよび／もしくはLA集団全体のST、SFMCまたはPBMCで同定された共通ペプチドまたは
ソースタンパク質の数を示している。RA2またはLA5患者において同定された（図1B）共通
ソースタンパク質。すべてのペプチド比較は、独自ソフトウェアを用い、コンセンサス一
致、非冗長の同定ペプチドに基づいて行った。集団間で一致したソースタンパク質のコン
センサスは、Microsoft Accessクエリーを用いてソースタンパク質のアクセッション番号
を照合することによってひとまとめにした。
　　（図１Ｃ）RAまたはライム関節炎（LA）患者の滑膜組織（ST）、滑液単核細胞（SFMC
)または末梢血単核細胞（PBMC）中で同定されたHLA-DR提示ペプチドおよびそれらのソー
スタンパク質における重複度を示している。このベン図は、個々のRAもしくはLA患者また
はRAおよび／もしくはLA集団全体のST、SFMCまたはPBMCで同定された共通ペプチドまたは
ソースタンパク質の数を示している。RA、LA、またはRAおよびLA集団において同定された
（図1C)共通ペプチド。すべてのペプチド比較は、独自ソフトウェアを用い、コンセンサ
ス一致、非冗長の同定ペプチドに基づいて行った。集団間で一致したソースタンパク質の
コンセンサスは、Microsoft Accessクエリーを用いてソースタンパク質のアクセッション
番号を照合することによってひとまとめにした。
　　（図１Ｄ）RAまたはライム関節炎（LA）患者の滑膜組織（ST）、滑液単核細胞（SFMC
)または末梢血単核細胞（PBMC）中で同定されたHLA-DR提示ペプチドおよびそれらのソー
スタンパク質における重複度を示している。このベン図は、個々のRAもしくはLA患者また
はRAおよび／もしくはLA集団全体のST、SFMCまたはPBMCで同定された共通ペプチドまたは
ソースタンパク質の数を示している。RA、LA、またはRAおよびLA集団において同定された
（図1D）共通ソースタンパク質。すべてのペプチド比較は、独自ソフトウェアを用い、コ
ンセンサス一致、非冗長の同定ペプチドに基づいて行った。集団間で一致したソースタン
パク質のコンセンサスは、Microsoft Accessクエリーを用いてソースタンパク質のアクセ
ッション番号を照合することによってひとまとめにした。
　　（図２Ａ）多量、高精度ペプチドフラグメントイオンが、配列全体を網羅することが
でき、かつアスパラギンの脱アミドをアルギニンのシトルリン化から明確に区別できるこ
とを示している。（図2A）患者RA3の滑膜組織から回収されたMHCクラスII提示ペプチドの
混合物の分析における、LTQ-Orbitrap XL MSによるイオントラップを用いて記録されたCI
D MS2スペクトル。このスペクトルは、ソースタンパク質B6V6K3 MHCクラスI抗原（フラグ
メント）由来の修飾型ペプチド：

に割り当てられた。第2および第8残基の間では配列を定義するフラグメントイオンが観察
されなかったが、R8におけるアルギニンからシトルリンへの変換の翻訳後修飾が、2つの
タンパク質データベース検索プログラムによって割り当てられた。注釈：゜H2Oの喪失；
＊NH3の喪失。
　　（図２Ｂ－１）多量、高精度ペプチドフラグメントイオンが、配列全体を網羅するこ
とができ、かつアスパラギンの脱アミドをアルギニンのシトルリン化から明確に区別でき
ることを示している。（図2B）Q Exactive plus MSを用いて記録された同一成分のHCD MS
2スペクトルにより、ペプチド配列に対する翻訳後修飾として、N2におけるアスパラギン
脱アミドが明確に割り当てられた。注釈：゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
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　　（図２Ｂ－２）多量、高精度ペプチドフラグメントイオンが、配列全体を網羅するこ
とができ、かつアスパラギンの脱アミドをアルギニンのシトルリン化から明確に区別でき
ることを示している。（図2B）Q Exactive plus MSを用いて記録された同一成分のHCD MS
2スペクトルにより、ペプチド配列に対する翻訳後修飾として、N2におけるアスパラギン
脱アミドが明確に割り当てられた。注釈：゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ａ－１）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。（図3A）内皮細胞成長因子由来の

が、OMSSAによってLA1 STから同定された(22)。注釈：゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ａ－２）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。（図3A）内皮細胞成長因子由来の

が、OMSSAによってLA1 STから同定された(22)。注釈：゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ｂ－１）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。
（図3B）アポリポタンパク質B-100由来の

がMascotおよびX!Tandemによって共通してLA5 STから同定された(23)。注釈：゜H2Oの喪
失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ｂ－２）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。
（図3B）アポリポタンパク質B-100由来の

がMascotおよびX!Tandemによって共通してLA5 STから同定された(23)。
　　（図３Ｃ－１）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。注釈：゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
（図3C）マトリクスメタロプロテイナーゼ-10（ストロメライシン2）由来の

が、MascotによってLA4 STから同定された(24)。注釈：゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ｃ－２）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。
（図3C）マトリクスメタロプロテイナーゼ-10（ストロメライシン2）由来の

が、MascotによってLA4 STから同定された(24)。注釈：゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ｄ）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示ペプ
チドのタンデム質量スペクトルを示している。
（図3D）アネキシンA2由来の

が、Mascot、OMSSAおよびX!Tandemによって共通してRA1 STから同定された(25)。注釈：
゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ｅ－１）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。
（図3E）フィラミンA由来の

が、Mascot、OMSSAおよびX!Tandemによって共通してRA2 STから同定され（同じペプチド
が、Mascot、OMSSAおよびX!Tandemによって共通してRA2 PBからも同定された）(26)。注
釈：゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ｅ－２）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。
（図3E）フィラミンA由来の
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が、Mascot、OMSSAおよびX!Tandemによって共通してRA2 STから同定され（同じペプチド
が、Mascot、OMSSAおよびX!Tandemによって共通してRA2 PBからも同定された）(26)。注
釈：゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ｆ－１）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。
（図3F）N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼ由来の

が、Mascot、OMSSAおよびX!Tandemによって共通してRA2 STから同定された(26)。注釈：
゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図３Ｆ－２）RAまたはLA患者において免疫原性であることが同定されたHLA-DR提示
ペプチドのタンデム質量スペクトルを示している。
（図3F）N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼ由来の

が、Mascot、OMSSAおよびX!Tandemによって共通してRA2 STから同定された(26)。注釈：
゜H2Oの喪失；＊NH3の喪失。
　　（図４）臨床的特徴、患者例RA2から同定されたHLA-DR提示ペプチドおよびソースタ
ンパク質の数を示している。患者の滑膜組織から同定された89個のHLA-DR提示ペプチドの
うちの1個およびある女性の末梢血から同定された15個のHLA-DR提示ペプチドのうちの1個
が、IFNγを誘導するようその患者のPBMCを誘導した。これらの反応性ペプチドは、それ
ぞれタンパク質GNSおよびフィラミンA由来であった。
　　（図５）図5A～5Bは、フィラミンAに対するTおよびB細胞の自己反応性を示すプロッ
トである。（図5A）健常対照（HC)対象またはRA患者由来のPBMCを、フィラミンAペプチド
および無差別HLA-DR結合体（無差別T細胞エピトープ）であると予想される3つのさらなる
フィラミンAペプチドに対するT細胞の自己反応性について試験した。各アッセイはまた、
陽性対照（PHA）および陰性対照（ペプチドなし）を含み、T細胞の反応性を、IFNγ酵素
連結免疫スポット（ELISpot）アッセイを用いて測定した。105あたりのスポット形成単位
（SFU）を計算した。陽性応答は、健常対照対象の平均SFU/106細胞を3標準偏差上回るも
の（灰色影付き領域より上の部分）と定義した。（図5B）HC対象、RA患者またはライム関
節炎（LA)患者の血清におけるIgG抗フィラミンAのレベルを、酵素連結免疫吸着アッセイ
（ELISA）によって測定した。プレートを、組み換えヒトフィラミンAでコーティングし、
そのウェルを、各試験対象由来の血清サンプルと共にインキュベートした。対照として、
ウェルをまた、組み換えIgG抗フィラミンA（陽性対照）または緩衝液（陰性対照）と共に
インキュベートした。結合したIgG抗フィラミン抗体を、セイヨウワサビペルオキシダー
ゼ結合ヤギ抗ヒトIgGおよびその後にTMB基質を用いて検出した。影付き灰色領域は、HC対
象の平均を3標準偏差上回るものに対応する。各患者グループにおける陽性応答率が、グ
ラフの下に示されている。P値は、対応のないt検定を用いて計算した。水平線は、各デー
タセットの平均を示している。この疾患関連自己抗原を同定するために使用された方法は
、参考文献（22,30）に記載されている。
　　（図６）図6A～6Bは、N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼに対するTおよびB
細胞の自己反応性を示すプロットである。（図6A）健常対照（HC)対象またはRA患者由来
のPBMCを、RA患者の滑膜組織から同定されたGNSペプチドおよび無差別HLA-DR結合体（無
差別T細胞エピトープ）であると予想される3つのさらなるGNSペプチドに対するT細胞の自
己反応性について試験した。各アッセイはまた、陽性対照（PHA）および陰性対照（ペプ
チドなし）を含み、T細胞の反応性を、IFNγ酵素連結免疫スポット（ELISpot）アッセイ
を用いて測定した。105あたりのスポット形成単位（SFU）を計算した。陽性応答は、健常
対照対象の平均SFU/106細胞を3標準偏差上回るもの（灰色影付き領域より上の部分）と定
義した。（図6B）HC対象、RA患者またはライム関節炎（LA)患者の血清におけるIgG抗GNS
のレベルを、酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA）によって測定した。プレートを、組み
換えヒトGNSでコーティングし、そのウェルを、各試験対象由来の血清サンプルと共にイ
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ンキュベートした。対照として、ウェルをまた、組み換えIgG抗GNS（陽性対照）または緩
衝液（陰性対照）と共にインキュベートした。結合したIgG抗GNS抗体を、セイヨウワサビ
ペルオキシダーゼ結合ヤギ抗ヒトIgGおよびその後にTMB基質を用いて検出した。影付き灰
色領域は、HC対象の平均を3標準偏差上回るものに対応する。各患者グループにおける陽
性応答率が、グラフの下に示されている。P値は、対応のないt検定を用いて計算した。水
平線は、各データセットの平均を示している。この疾患関連自己抗原を同定するために使
用された方法は、参考文献（22,30）に記載されている。
　　（図７）サンドイッチELISAによって決定されたGNSタンパク質の血清レベルを示して
いる。陽性は、正常対照の平均よりも＞3SD以上（影付き領域より上の部分）で計算した
。HC、健常対照；SLE、全身性エリテマトーデス；他のA、乾癬性関節炎、強直性脊椎炎、
骨関節炎；LA、ライム関節炎；RA、関節リウマチ。RA患者の13％が、高い血清GNSタンパ
ク質レベルを有していた。
　　（図８）サンドイッチELISAによって決定されたフィラミンAタンパク質の血清レベル
を示している。陽性は、正常対照の平均よりも＞3SD以上（影付き領域より上の部分）で
計算した。HC、健常対照；SLE、全身性エリテマトーデス；他のA、乾癬性関節炎、強直性
脊椎炎、骨関節炎；LA、ライム関節炎；RA、関節リウマチ。RA患者の24％が、高い血清フ
ィラミンAタンパク質レベルを有していた。
　　（図９）ヒトGNSのアミノ酸配列（Genbankアクセッション番号NP_002067.1）（SEQ I
D NO:3）を示している。
　　（図１０－１）ヒトフィラミンAのアミノ酸配列（Genbankアクセッション番号NP_001
104026.1を参照のこと）（SEQ ID NO:4）を示している。
　　（図１０－２）ヒトフィラミンAのアミノ酸配列（Genbankアクセッション番号NP_001
104026.1を参照のこと）（SEQ ID NO:4）を示している。
【発明を実施するための形態】
【００４４】
詳細な説明
　本発明の局面は、リソソーム酵素であるN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼ（G
NS）およびアクチン結合タンパク質であるフィラミンAが、関節リウマチ患者の部分集団
において自己抗原性であるという発見に関連する。GNSおよびフィラミンAは、RA患者にお
けるT細胞および／またはB細胞応答の標的である。これは、RA患者由来の末梢血単核細胞
（PBMC）または滑液単核細胞（SFMC）がGNSおよびフィラミンAの自己抗原性ペプチドによ
って刺激されることを実証することによって示された。これはまた、RA患者が、GNSおよ
びフィラミンAに特異的に結合する抗体を有することを実証することによって示された。
これらの発見は、GNSおよびフィラミンAならびにそれらの免疫原性ポリペプチドを、対象
における免疫反応性を判定するために使用することができ、その免疫反応性がRA疾患の指
標となることを示している。
【００４５】
　本発明の1つの局面は、対象がフィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミン-6-
スルファターゼに対する免疫学的反応性を示すかどうかを決定することによる、対象にお
いて関節リウマチを診断する方法に関する。適当な対照と比較した、フィラミンAおよびN
-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対する対象の免疫学的反応
性は、対象が関節リウマチを患っていることを示す。
【００４６】
　そのタンパク質に対する対象の免疫反応性は、例えば、抗体または免疫細胞（例えば、
T細胞）を含む生物学的サンプルを対象から取得し、次いでその生物学的サンプルを自己
抗原免疫反応性についてアッセイすることによって決定される。分子（例えば、タンパク
質）に対する免疫反応性は、全長分子またはその1つもしくは複数の代表的フラグメント
もしくはエピトープを用いて決定され得る。対象によって示される免疫学的反応性は、T
細胞反応性またはB細胞反応性であり得る（例えば、フィラミンAおよび／またはN-アセチ
ルグルコサミン-6-スルファターゼに特異的に結合する抗体を有する）。対象のT細胞およ
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びB細胞反応性は、当技術分野で公知の様々な方法によって決定され得る。
【００４７】
　典型的に、T細胞反応性は、全長分子の抗原性フラグメントによって示される。B細胞反
応性は、全長タンパク質を用いて決定され得るが、いくつかの態様において、より短いフ
ラグメントが使用され得る。当技術分野で公知の任意の方法が、免疫学的反応性を同定す
るために使用され得る。
【００４８】
　本発明の1つの局面は、対象においてフィラミンAおよび／もしくはN-アセチルグルコサ
ミン-6-スルファターゼタンパク質またはそれらのポリペプチドフラグメントに特異的に
結合する抗体の存在を同定することによる、対象において関節リウマチを診断する方法に
関する。このアッセイは、対象から取得された生物学的サンプルと全長タンパク質または
その代表的フラグメント（試験抗原と称される）を、抗体およびポリペプチドの免疫複合
体の形成が可能な条件下で接触させ、次いで免疫複合体の存在についてアッセイすること
を含む。抗体・抗原複合体の存在を検出する様々な方法、例えばELISA、凝集試験、直接
免疫蛍光アッセイ、間接免疫蛍光アッセイ、放射免疫アッセイ、および免疫ブロットアッ
セイが、当技術分野で利用可能であり、これらは本明細書に記載される方法において使用
するのに適している。様々な免疫アッセイ形式が、特定のタンパク質に対して特異的に免
疫反応する抗体を選択するために使用され得る（例えば、特異的な免疫反応性を決定する
ために使用することができる免疫アッセイ形式および条件の詳細について、Harlow & Lan
e, Antibodies, A Laboratory Manual (1988)を参照のこと）。1つの態様において、アッ
セイは、その標識の検出を通じて複合体の検出を容易にするために使用される、検出可能
な標識を用いるものである。試験サンプルに存在する標識は、陽性対照に存在するおよび
／または陰性対照に存在しない標識と比較される。適当な対照は、当業者によって決定さ
れ得る。1つの態様において、陰性対照は、例えば健常な対象から取得される同タイプの
生物学的サンプルである。1つの態様において、陰性対照は、対象が免疫反応性を示さな
いタンパク質を用いて、その対象の同じサンプルで行われる。
【００４９】
　バックグラウンド（例えば、陰性対照におけるレベル）を超える有意なレベルの抗体複
合体の検出を示す反応性は、陽性の結果を示す。1つの態様において、反応性は、標識の
検出によって判定される。1つの態様において、対照の（例えば、健常対照対象の）サン
プルの平均を≧3標準偏差（SD）上回る反応性の測定は、陽性の結果とみなされる。1つの
態様において、バックグラウンド（健常対照対象から取得されたサンプルのシグナル）を
少なくとも2倍上回る結果が、陽性を示す。1つの態様において、より高いレベルの検出が
、陽性の結果を示すために使用される（例えば、バックグラウンドを少なくとも3倍、4倍
または5倍上回るもの）。
【００５０】
　本発明の1つの局面は、対象においてGNSおよび／またはフィラミンAに対して特異的に
反応するT細胞の存在を同定することによる、対象において関節リウマチを診断する方法
に関する。これは典型的に、対象からT細胞を含む生物学的サンプルを取得し、その生物
学的サンプル中の細胞をフィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファ
ターゼの1つまたは複数のポリペプチドフラグメント（試験フラグメントとも称される）
に暴露し、そして試験フラグメントに対する応答、例えば刺激または増殖についてアッセ
イすることにより達成される。1つの態様において、（例えば、生物学的サンプル中のま
たは生物学的サンプルから取得された）対象の末梢血単核細胞（PBMC）または滑液単核細
胞（SFMC）が、インビトロで、刺激を促進する条件下で試験抗原と接触される。次いで細
胞は、刺激を示す応答について観察される。1つの態様において、刺激を示すインビトロ
でのT細胞増殖または上清へのサイトカイン産生（例えば、IFN-γ）が、観察される。適
当な対照サンプルのそれを実質的に上回る応答（例えば、T細胞増殖またはサイトカイン
分泌）の同定は、刺激が起こったことを示す。T細胞活性化を示す1つまたは複数のサイト
カインのレベルが、T細胞活性化の指標として細胞の上清において観察され得る。1つのそ
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のようなサイトカインは、IFN-γである。他の観察されるサイトカインは、非限定的に、
IL-17、IL-12およびIL-10を含む。そのようなサイトカインの1つまたは複数のレベルが観
察され得る。IFN-γ、IL-17および／もしくはIL-12の有意な増加、ならびに／またはIL-1
0レベルの有意な減少が、活性化を示す。
【００５１】
　刺激の検出は、サンプルが試験抗原に対して免疫学的に反応性である免疫学的細胞を含
むことを示し、このことはさらに、サンプルを採取された対象が、試験抗原に対して免疫
学的に反応性であることを示す。言い換えれば、陽性のアッセイ結果は、試験抗原が対象
における自己抗原であること、および対象が関節リウマチを患っていることを示す。この
方法において使用される典型的なアッセイは、T細胞増殖アッセイ、例えば3H-チミジン取
り込みアッセイ、CFSE希釈またはELISPOTならびにT細胞反応性アッセイである。T細胞反
応性を決定する方法は、当技術分野で周知であり、例えば、US5750356Aに記載されている
。
【００５２】
　バックグラウンド（例えば、陰性対照におけるそれ）を上回る有意なレベルの刺激の検
出を示す反応性は、陽性の結果を表すものと捉えられる。1つの態様において、健常対照
対象のサンプルの平均を≧3標準偏差（SD）上回る刺激の測定は、陽性の結果とみなされ
る。1つの態様において、バックグラウンド（健常対照対象から取得されたサンプルのシ
グナル）を少なくとも2倍上回る結果が、陽性を示す。1つの態様において、より高いレベ
ルの刺激が、陽性の結果を示すために使用される（例えば、バックグラウンドよりも少な
くとも3倍、4倍または5倍上回るもの）。
【００５３】
　本明細書に記載される方法において使用される試験抗原は、非限定的に、全長GNS、フ
ィラミンAおよび／またはそれらのポリペプチドフラグメントを含む。
【００５４】
　GNSは、ヘパリン、ヘパラン硫酸およびケラタン硫酸の異化に関与するリソソーム酵素
である。本明細書に開示される方法およびキットのGNSは、全長GNSタンパク質、そのポリ
ペプチドフラグメント、その誘導体またはその抗原性部分であり得る。GNSポリペプチド
は、哺乳類GNSであり得る。GNSはまた、全長GNSまたはそのポリペプチドフラグメントの
アイソフォームであり得る。いくつかの態様において、本明細書に開示される方法および
キットのGNSは、図9に示されるアミノ酸配列（SEQ ID NO:3）を有するヒトGNS由来であり
得る。（その全体が本明細書に組み入れられる、Genbankアクセッション番号NP_002067.1
を参照のこと。）
【００５５】
　いくつかの態様において、本明細書に記載される方法およびキットのGNSは、SEQ ID NO
:3のアミノ酸配列を有するヒト全長GNSを含むまたはそれ由来のポリペプチドフラグメン
トであり得る。ポリペプチドフラグメントは、SEQ ID NO:3のGNSの免疫学的反応性の少な
くとも約70％、80％、90％、100％または100％超を有する、SEQ ID NO:3の少なくとも5、
少なくとも6、少なくとも7、少なくとも8、少なくとも9、少なくとも10、少なくとも11、
少なくとも12、少なくとも13、少なくとも14、少なくとも15、少なくとも16、少なくとも
17、少なくとも18、少なくとも19、少なくとも20またはそれ以上の連続するアミノ酸の全
長GNSのフラグメントを表す。いくつかの態様において、ポリペプチドフラグメントは、
アミノ酸：

を含む。免疫学的反応性は、GNSに対するT細胞反応性またはB細胞応答によって決定され
得、本明細書に記載されるアッセイによって当業者によりアッセイされ得る。T細胞反応
性のアッセイの例は、非限定的に、GNSに応じて対象のPBMCまたはSFMCにおいて誘導され
る、インビトロT細胞増殖の測定、インビトロIFN-γ分泌の測定を含む。B細胞応答のアッ
セイの例は、非限定的に、生物学的サンプルにおける、GNSを特異的に認識するおよび／
またはGNSに特異的に結合する自己抗体の検出および／または測定を含む。
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【００５６】
　使用されるGNSまたはそのフラグメントは、ヒトGNSであり得る。GNSおよびヒト起源の
他のアイソフォームおよび多くの動物のそれらのポリペプチドおよびコード核酸配列は、
例えばNCBIウェブサイトから、公的に入手可能である。
【００５７】
　使用されるGNSまたはそのフラグメントは、ヒトGNSの哺乳類ホモログまたはそのポリペ
プチドフラグメントであり得る。いくつかの態様において、GNSポリペプチドは、SEQ ID 
NO:3のアミノ酸配列と少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97
％または少なくとも99％同一のアミノ酸を有し、かつSEQ ID NO:3のGNSの免疫学的反応性
の少なくとも約70％、80％、90％、100％または100％超を有する。いくつかの態様におい
て、GNSポリペプチドは、SEQ ID NO:3のアミノ酸配列に対して少なくとも85％、少なくと
も90％、少なくとも95％、少なくとも97％または少なくとも99％のアミノ酸配列相同性を
有するアミノ酸配列を有し、かつSEQ ID NO:3のGNSの免疫学的反応性の少なくとも約70％
、80％、90％、100％または100％超を有する。いくつかの態様において、GNSは、SEQ ID 
NO:3のGNSの免疫学的反応性の少なくとも約70％、80％、90％、100％または100％超を有
する、SEQ ID NO:3の少なくとも5、少なくとも6、少なくとも7、少なくとも8、少なくと
も9、少なくとも10、少なくとも11、少なくとも12、少なくとも13、少なくとも14、少な
くとも15、少なくとも16、少なくとも17、少なくとも18、少なくとも19、少なくとも20の
連続するアミノ酸のSEQ ID NO:3のポリペプチドフラグメントである。
【００５８】
　参照配列に対する特定のポリペプチド配列のパーセント（％）アミノ酸配列同一性は、
2つの配列のアラインメントを行い、必要に応じて最大のパーセント配列同一性を達成す
るようギャップを導入した後に、配列同一性の一部として保存的置換を考慮せずに見出さ
れる同一アミノ酸残基の比率と定義される。参照配列に対する特定のポリペプチド配列の
パーセント（％）アミノ酸配列相同性は、2つの配列のアラインメントを行い、必要に応
じて最大のパーセント相同性を達成するようギャップを導入した後に見出される同一また
は高度に類似するアミノ酸残基の比率と定義される。アミノ酸配列の非同一体としては、
GNSまたはフィラミンaの免疫学的反応性に影響しない保存的置換、欠失または付加を含む
。高度に類似するアミノ酸は、例えば、当技術分野で公知の保存的置換を含み得る。パー
セント同一性および／または相同性は、当技術分野で公知のアラインメント方法を用いて
計算され得る、例えば、配列のアラインメントは、公衆利用可能なソフトウェア、例えば
BLAST、Align、ClustalW2を用いて実施され得る。当業者は、アラインメントに適したパ
ラメータを決定することができるが、BLASTのデフォルトパラメータが具体的に想定され
ている。
【００５９】
　フィラミンA、アルファ（フィラミンA）は、アクチンフィラメントを架橋し、アクチン
フィラメントを膜の糖タンパク質に連結するアクチン結合タンパク質である。コードされ
るタンパク質は、細胞形状および遊走の変化に影響する細胞骨格の再モデリングに関与す
る。このタンパク質は、インテグリン、膜貫通レポーター複合体および二次メッセンジャ
ーと相互作用する。本明細書に開示される方法およびキットのフィラミンAは、全長フィ
ラミンAタンパク質、そのポリペプチドフラグメント、その誘導体またはその抗原性部分
であり得る。使用されるフィラミンAまたはそのフラグメントは、ヒトフィラミンAであり
得る。
【００６０】
　フィラミンAポリペプチドは、哺乳類フィラミンAであり得る。フィラミンAはまた、全
長フィラミンAまたはそのポリペプチドフラグメントのアイソフォームであり得る。いく
つかの態様において、本明細書に開示される方法およびキットのフィラミンAは、図10に
示されるアミノ酸配列（SEQ ID NO:4)を有するヒトフィラミンA由来であり得る。その全
体が本明細書に組み入れられる、Genbankアクセッション番号NP_001104026.1を参照のこ
と。
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【００６１】
　いくつかの態様において、本明細書に記載される方法およびキットのフィラミンAは、S
EQ ID NO:4のアミノ酸配列を有するヒト全長フィラミンAを含むまたはそれ由来のポリペ
プチドフラグメントであり得る。ポリペプチドフラグメントは、SEQ ID NO:4のフィラミ
ンAの免疫学的反応性の少なくとも約70％、80％、90％、100％または100％超を有する、S
EQ ID NO:4の少なくとも5、少なくとも6、少なくとも7、少なくとも8、少なくとも9、少
なくとも10、少なくとも11、少なくとも12、少なくとも13、少なくとも14、少なくとも15
、少なくとも16、少なくとも17、少なくとも18、少なくとも19、少なくとも20の連続する
アミノ酸の全長フィラミンAのフラグメントを表す。いくつかの態様において、ポリペプ
チドフラグメントは、アミノ酸配列：

を含む。免疫学的反応性は、当技術分野で公知のアッセイによって当業者によりフィラミ
ンAに対するT細胞反応性またはB細胞応答によって決定され得、そのいくつかが本明細書
に記載されている。T細胞反応性のアッセイの例は、非限定的に、フィラミンAに応じて（
例えば、免疫原性ポリペプチドフラグメントを用いて）対象のPBMCまたはSFMCにおいて誘
導される、インビトロでのT細胞増殖の測定、インビトロでのIFN-γ分泌の測定を含む。B
細胞応答のアッセイの例は、非限定的に、生物学的サンプルにおける、フィラミンAを特
異的に認識するおよび／またはフィラミンAに特異的に結合する自己抗体の検出および／
または測定を含む。T細胞反応性のアッセイの例は、非限定的に、インビトロでのフィラ
ミンAによる対象のPBMCまたはSFMCによるT細胞増殖およびIFN-γ分泌の測定を含む。
【００６２】
　いくつかの態様において、ヒトフィラミンAまたはそのポリペプチドフラグメントが使
用される。フィラミンAおよびヒト起源の他のアイソフォームならびに多くの動物のそれ
らのポリペプチドおよびコード核酸配列は、例えばNCBIウェブサイトから、公衆利用可能
であり、当技術分野で周知である。
【００６３】
　いくつかの態様において、本明細書に記載される方法およびキットのフィラミンAは、
ヒトフィラミンAの哺乳類ホモログまたはそのポリペプチドフラグメントである。いくつ
かの態様において、フィラミンAポリペプチドは、SEQ ID NO:4のアミノ酸配列と少なくと
も85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％または少なくとも99％同一の
アミノ酸配列を有し、かつSEQ ID NO:4のフィラミンAの免疫学的反応性の少なくとも約70
％、80％、90％、100％または100％超を有する。いくつかの態様において、フィラミンA
ポリペプチドは、SEQ ID NO:4のアミノ酸配列に対して少なくとも85％、少なくとも90％
、少なくとも95％、少なくとも97％または少なくとも99％のアミノ酸配列相同性を有する
アミノ酸を有し、かつSEQ ID NO:4のフィラミンAの免疫学的反応性の少なくとも約70％、
80％、90％、100％または100％超を有する。いくつかの態様において、フィラミンAは、S
EQ ID NO:4のフィラミンAの免疫学的反応性の少なくとも約70％、80％、90％、100％また
は100％超を有する、SEQ ID NO:4の少なくとも5、少なくとも6、少なくとも7、少なくと
も8、少なくとも9、少なくとも10、少なくとも11、少なくとも12、少なくとも13、少なく
とも14、少なくとも15、少なくとも16、少なくとも17、少なくとも18、少なくとも19、少
なくとも20の連続するアミノ酸のSEQ ID NO:4の機能的フラグメントである。
【００６４】
　完全長タンパク質またはタンパク質フラグメントが、本明細書に記載されるアッセイに
おいて使用され得る。タンパク質／フラグメントの組み合わせが異なる自己抗原を表し得
る場合、全長タンパク質およびタンパク質フラグメントの組み合わせもまた使用され得る
（例えば、同一アッセイにおいてGNSおよびフィラミンA反応性の1つもしくは複数を試験
する、または同一患者において並行して試験する）。個々の方法において使用される適当
なポリペプチドまたはそのフラグメントは、当業者によって決定され得る。タンパク質ま
たはフラグメントは、組み換えであり得、精製され得、単離され得、天然に存在し得また
は合成により製造され得る。核酸、タンパク質、細胞またはベクターを表すのに使用され
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る「組み換え」という用語は、核酸、タンパク質、ベクターまたはそれらを含む細胞が、
異種核酸もしくはタンパク質の導入またはネイティブ核酸もしくはタンパク質の変更によ
って改変されていること、またはその細胞がそのように改変された細胞由来であることを
示す。（「異なる生物に由来する」ことを意味する）「異種」という用語は、多くの場合
、移入されるタンパク質がレシピエントとは異なる細胞型または異なる種から当初得られ
たものであるという事実を表す。典型的に、タンパク質自体は移入されず、そのタンパク
質をコードする遺伝物質（多くの場合、相補的DNAまたはcDNA）がレシピエント細胞に添
加される。組み換えポリペプチドを作製および単離する方法は、当業者に公知であり、組
み換え遺伝学およびタンパク質発現の分野における通常の技術を用いて実施され得る。標
準的な組み換え方法については、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory M
anual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY (1989); Deutscher, Methods in Enz
ymology 182:83-9 (1990); Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, 
Springer-Verlag, NY (1982)を参照のこと。
【００６５】
　全長タンパク質または全長タンパク質由来のタンパク質フラグメントのいずれかが、対
象において本明細書に開示されるタンパク質に対する免疫反応性を同定するために使用さ
れ得る。本明細書に記載されるアッセイにおいて使用される個々の分子（例えば、全長タ
ンパク質、その代表的フラグメントまたは全長およびフラグメントの組み合わせ）は、ア
ッセイの説明の中で「試験抗原」と称される。全長タンパク質のどのフラグメントをアッ
セイにおいて使用するかは、当業者によって決定され得る。典型的に、同一タンパク質由
来のフラグメントのカクテルが、そのタンパク質に対する対象の反応性の決定のために使
用される。その長さに依存して、異なるタンパク質フラグメントの数が、当業者によって
決定および最適化され得る。1つの態様において、2つまたはそれ以上のタンパク質フラグ
メントが使用される。1つの態様において、3つまたはそれ以上、4、5、6、7、8、9もしく
は10またはそれ以上のタンパク質フラグメントが使用される。1つの態様において、タン
パク質フラグメントは、少なくとも8アミノ酸長（例えば、≧8、≧9、≧10、≧11、≧12
、≧13、≧14、≧15アミノ酸）である。
【００６６】
　本明細書に記載される方法において使用するために、特定のタンパク質フラグメント、
例えば、HLA-DRによる提示が期待されるもの、が同定され得る。そのようなタンパク質フ
ラグメントは、実施例に記載される方法によって、および当業者が利用可能な様々なソフ
トウェアプログラムによっても同定され得る（Lin et al. BMC Immunology 2008, 9: 8）
。1つの態様において、TEPITOPE 2000（Sturniolo et al., 1999 Nature Biotechnology.
 17; 555-561）が使用される。Immune Epitope DatabaseおよびAnalysis Resource（http
://www.iedb.org/）によって提供される、自由にアクセス可能な他のオンラインプログラ
ムも利用可能である。
【００６７】
　フィラミンAの具体的なタンパク質フラグメントの例は、非限定的に、

を含む。
【００６８】
　GNSの具体的なタンパク質フラグメントの例は、非限定的に、

を含む。
【００６９】
　GNSおよびフィラミンAの一方または両方に対する反応性は、単一の対象においてアッセ
イされ得る。1つの態様において、GNSおよびフィラミンAの両方に対する反応性は、1体の
対象においてアッセイされる。1つの態様において、可能性がある他の自己抗原に対する
対象の反応性もまた、本明細書に記載されるアッセイと組み合わせて考慮される。1つの
そのような自己抗原は、環状シトルリン化ペプチド（CCP）である。変異シトルリン化ビ
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メンチン（MCVアッセイ）、フィラグリン由来ペプチド（CCPアッセイ）およびウイルスシ
トルリン化ペプチド（VCPアッセイ）を用いる、抗シトルリン化タンパク質抗体（ACPA）
を検出するための様々なアッセイが、当技術分野で公知である。抗CCPおよび／または他
の疾患診断マーカーに対する対象の反応性の決定方法は、当技術分野で公知である。非限
定的な例は、CCPおよび血清アミロイドA（SAA）を測定することによりRAを評価する方法
を開示するWO 2005/085858を含む。WO 2005/064307およびUS 2007/0264673は、CCPおよび
IL-6を測定することによってRAを評価する。WO 2005/029091およびUS 2006/094056は、ヒ
トから体液をサンプル採取し、CCPの検出により疑われる診断を行う炎症／自己免疫疾患
、例えばRAを診断、処置または評価する方法を提供する。US 2007/0148704およびWO 2007
/039280は、RAの診断におけるバイオマーカーとしてのCCPおよび抗体の使用を開示してい
る。WO 2006/008183は、RAの様々なバイオマーカーを開示している。
【００７０】
RAの症状
　関節リウマチを患っている可能性がある対象は、本明細書に記載される方法によって試
験され得る。対象は、この方法を実施する前に、関節リウマチの1つまたは複数の症状を
示し得る。関節リウマチ（RA）は、身体の免疫系に関節組織を攻撃させ、関節裏張りに炎
症を生じさせる自己免疫疾患である。関節の炎症は、RAの最初の兆候である。RAの初期症
状は、影響を受けた関節の腫れ、脆弱化、熱、痛みおよび特に朝の強ばりを含む。朝の強
ばりは、少なくとも1時間持続し得る。RAに関連する痛みは、炎症部位で誘導される。RA
の他の症状の非限定的な例は、皮膚におけるリウマチ結節の存在、倦怠感、関節の変形お
よび影響を受けた関節の可動範囲の減少、目および口の渇きを含む。RAに関連する初期症
状はまた、他の自己免疫関連疾患、例えばループスを患った患者においても、または関節
炎の他の形態、例えば骨関節炎においても、または疼痛症候群、線維筋痛においても見ら
れる。したがって、本発明のいくつかの態様において、対象は、RAおよび／または当技術
分野で公知の他の自己免疫関連疾患発病、例えば腱滑膜炎、骨粗しょう症、手根管症候群
の症状を示す。
【００７１】
対象における関節リウマチの診断
　固有の試験またはRAに特徴的な特性はない。そうではなく、診断は、兆候および症状の
パターンを認識することによって行われる。早期段階のRAを患っている対象を同定するた
めの、したがって疾患の診断を補助する症状に基づく分類基準は、当技術分野で公知であ
り、例えば、1987 American College of Rheumatology (ACR)基準（72）ならびに最近のA
CRおよびEuropean League Against Rheumatism (EULAR)による2010基準（73）に示されて
いる。
【００７２】
　RAの診断方法は、罹患した関節のX線、MRIおよび／または超音波画像化ならびに血液／
血清学的試験を含む。RAの診断のために行われる当技術分野で公知の血液／血清学的試験
の非限定的な例は、赤血球沈降速度（ESR）、リウマチ因子（RF）、抗環状シトルリン化
ペプチド（抗CCP）、抗核抗体（ANA）、尿酸、対象の血液中の赤血球および白血球、C反
応性タンパク質（CRP)の数を測定する全血数、の測定を含む。RAにおいて、HLA-DRB1*010
1および0401対立遺伝子（6,7）を含む10種のHLA-DR対立遺伝子が、最も高い危険を有して
いる。したがって、いくつかの態様において、対象は、リウマチ因子（RF）の1つまたは
複数、抗シトルリン化タンパク質抗体（ACPA）およびHLA-DR対立遺伝子の1つまたは複数
について試験されているまたはさらに試験される。試験され得るHLA-DR対立遺伝子の非限
定的な例は、HLA-DRB1*0101、HLA-DRB1*0401を含む。
【００７３】
　いくつかの態様において、本明細書に記載されるタンパク質の1つまたは複数に対する
免疫反応性の同定が、RAの診断において使用され得る。いくつかの態様において、本明細
書に開示される方法は、RA患者を特定するために使用され得る。いくつかの態様において
、本明細書に開示される方法は、RAの鑑別診断のために使用され得る。タンパク質の1つ
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または複数に対する対象の免疫反応性は、当業者に利用可能な様々な方法により、本明細
書に開示される適当な生物学的サンプルを用いてインビトロで決定され得る。
【００７４】
　本明細書に示されている発見は、GNSおよびフィラミンAに対する反応性が状態（例えば
、RAおよび関連症状）の診断のためのバイオマーカーとして使用できることを示している
。より詳細に、対象の免疫反応性（例えば、自己抗原反応性T細胞および／または抗自己
抗原抗体）が、その状態の指標となる。したがって、本発明の別の局面は、対象がGNSま
たはフィラミンAの1つまたは複数に対して免疫学的に反応性であるかどうかを本明細書に
記載される方法によって決定することによる、対象において状態（例えば、RA）を診断す
る方法に関する。この決定は、対象に存在する状態の他のそのような症状、例えば、対象
における関節炎症状もしくは対象における神経学的症状、または対象における心臓症状の
存在と組み合わせて行われ得る。適当な対照と比較した、対象の免疫学的反応性の決定は
、対照がその状態を有しているまたはその状態を発症する可能性があることを示す。その
状態は、さらなるタンパク質、例えば、シトルリン化タンパク質に対する抗体（ACPA）、
抗核抗体（ANA）、抗好中球細胞質抗体（ANCA）に対する免疫学的反応性の決定ならびに
リウマチ因子の存在ならびに当業者に公知および上記の他の診断試験によってさらに確認
され得る。
【００７５】
　様々なアッセイが、試験抗原に結合する血清サンプル中に存在する抗体を同定するため
に使用され得る（例えば、ELISA、凝集試験、直接免疫蛍光アッセイ、間接免疫蛍光アッ
セイ、ウェスタンブロット、免疫ブロットアッセイ）。例えば、アッセイは、組み換え試
験抗原（全長またはペプチドフラグメント）を用いる免疫ブロットであり得る。
【００７６】
　本明細書に記載される方法はまた、リウマチ因子、ACPAおよび／またはANAの決定を含
み得る。例えば、本明細書に開示される試験抗原は、Sure-Vue（登録商標）RF（Fishersc
i）、RFscan（商標）Card Test Kit（BD Biosciences）、Anti-Rheumatoid Factor IgM E
LISA Kit（abcam）、AVITEX（登録商標）-RF（Omega diagnostics）Citrullinated Prote
in Antibodies IgG ELISA Kit（Omega diagnostics）、Anti-CCP EIA（Bio-Rad）、BioPl
ex（登録商標）2200 Anti-CCP（Bio-Rad）、CCPoint（登録商標）（Eurodiagnostica）、
DIASTAT（登録商標）anti-nuclear antibody（ANA）test（Eurodiagnostica）、DIASTATR
 PR3-ANCA（登録商標）（Eurodiagnostica）等のアッセイに含められ得るまたはそれらの
アッセイと組み合わせて使用され得る。タンパク質フィラミンAもしくはGNSまたはそれら
のフラグメントが、そのようなキットに含められ得る。
【００７７】
　PBMCおよびSFMC中の試験抗原反応性T細胞は、多くのアッセイを用いて評価され得る。
例えば、PBMCおよびSFMC中の反応性T細胞は、組み換えHLA-DR分子および試験抗原エピト
ープを含む四量体試薬を用いて評価され得る。
【００７８】
　試験抗原は、そのペプチドの免疫反応性または免疫刺激性がT細胞の活性化および／ま
たは抗体の結合を可能にする程度に十分保持される限り、天然に存在するまたはアナログ
もしくは誘導体アミノ酸を含み得る。したがって、当技術分野で公知のように、いくつか
のアミノ酸が、ネイティブタンパク質またはポリペプチドフラグメントに添加され得るま
たはそれらから差し引かれ得る。加えて、ネイティブヒトタンパク質またはポリペプチド
フラグメントのいくつかのアミノ酸が、他の種に存在するアミノ酸で置換され得るまたは
当技術分野で公知のようにして置換され得る。アミノ酸残基間のアミノ酸置換交換グルー
プおよび実験に基づく類似性は、標準的な教科書、例えばSchulz et al., Principles of
 Protein Structure, 14-16 (Springer-Verlag, New York, 1979)において見出され得る
。本来の三次元構造が失われる前に許容され得る置換の数には限界がある。典型的に、三
次元構造の保存は、アミノ酸配列が50％を超えて変化する場合に失われるであろう。例え
ば、Chothia & Lesk, Relation between the divergence of sequence & structure in p
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roteins, 5 EMBO J. 823 (1986)を参照のこと。どのアミノ酸変化が表現型に影響しない
かに関する手引きは、Bowie et al., 247 Science 1306 (1990)において見出される。機
能に必須のアミノ酸は、当技術分野で公知の方法、例えば、部位特異的変異誘発またはア
ラニンスキャン変異誘発によって同定され得る。Cunningham et al., 244 Science 1081 
(1989)。後者の手順は、分子内の各残基に単一のアラニン変異を導入する。次いで、生じ
た変異分子が、生物学的活性、例えば抗体結合および／またはT細胞刺激について試験さ
れる。リガンド・受容体結合に重要な部位はまた、構造分析、例えば結晶解析、核磁気共
鳴または光親和性標識によって決定され得る。Smith et al., 224 J. Mol. Biol. 899 (1
992); de Vos et al., 255 Science 306 (1992)。
【００７９】
　本明細書に記載される自己抗原の遺伝子およびコードされるタンパク質は、配列決定さ
れており、多くの場所で利用可能となっている。さらに、これらの遺伝子は、ヒト、チン
パンジー、ラットおよびゼブラフィッシュで保存されている。したがって、これらのペプ
チドは、非ヒト供給源または適当な配列情報由来のものを含み得る。本発明の1つの局面
において、試験ペプチドは、慢性炎症性関節炎（例えば、RA）に関連するHLA-DR分子によ
って提示されると予想される。
【００８０】
　上記のように、一般に、アミノ酸置換は、保存的になされるべきである、すなわち、置
換アミノ酸は、そのポリペプチドの二次構造および水性が実質的に変化しないとペプチド
化学の当業者が考えるよう、類似の特性を有するアミノ酸と置き換えられるべきである。
一般に、以下のアミノ酸グループが、保存的変化を表す：（1）アラニン、プロリン、グ
リシン、グルタミン、アスパラギン、グルタミン酸、アスパラギン酸、セリン、スレオニ
ン；（2）システイン、セリン、チロシン、スレオニン；（3）バリン、イソロイシン、ロ
イシン、メチオニン、アラニン、フェニルアラニン；（4）リジン、アルギニン、ヒスチ
ジン；および（5）フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、ヒスチジン。本発明
の範囲に含まれる変種はまた、またはあるいは、そのペプチドの刺激特性、抗体結合、三
次構造に対して最小限の影響しか有さないアミノ酸の欠失または付加を含む他の修飾を含
み得る。したがって、例えば、タンパク質フラグメント内の保存的置換は、特定のアッセ
イ（例えば、T細胞反応性または免疫アッセイ）が（例えばRAを患っている）対象の診断
に関する証拠を提供するよう意図した通り機能するよう、その機能的活性が有意義な程度
保持される条件でなされ得る。
【００８１】
　さらに、ペプチドは、多くの場合、20種の「天然」アミノ酸以外のアミノ酸を含む。さ
らに、末端アミノ酸を含む多くのアミノ酸は、自然プロセス、例えばプロセシングおよび
他の翻訳後修飾によって、または当技術分野で周知の化学修飾技術によって修飾され得る
。公知の修飾は、アセチル化、アシル化、ADP-リボシル化、アミド化、フラビンの共有結
合付加、ヘム部分の共有結合付加、ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合付
加、脂質または脂質誘導体の共有結合付加、ホスファチジルイノシトールの共有結合付加
、架橋、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共有結合架橋の形成、シスチンの形
成、ピログルタメートの形成、ホルミル化、ガンマカルボキシル化、グリコシル化、GPI
アンカー形成、ヒドロキシル化、ヨード化、メチル化、ミリスチル化、酸化、タンパク質
分解プロセシング、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化（selenoylation）
、硫酸化、タンパク質へのアミノ酸のトランスファーRNA媒介付加、例えばアルギニル化
、およびユビキチン化を含むがこれらに限定されない。
【００８２】
　そのような修飾は、当業者に周知であり、科学文献に非常に詳しく記載されている。い
くつかの特に一般的な修飾、例えば、グリコシル化、脂質付加、硫酸化、グルタミン酸残
基のガンマカルボキシル化、ヒドロキシル化およびADP-リボシル化は、最も基本的な文献
、例えばCreighton, PROTEINS - STRUCTURE & MOLECULAR PROPERTIES (2nd ed., W.H. Fr
eeman & Co., New York, 1993)に記載されている。この主題に関して、多くの詳細なレビ
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ュー、例えば、Wold, POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, 1-12 (J
ohnson, ed., Academic Press, New York, 1983); Seifter et al. 182 Meth. Enzymol. 
626 (1990); Rattan et al., 663 Ann. N.Y. Acad. Sci. 48 (1992)が利用可能である。
したがって、本発明のペプチドはまた、置換アミノ酸残基がその遺伝子コードによりコー
ドされるものでない誘導体またはアナログを包含する。
【００８３】
　さらに、試験抗原の「誘導体」は、通常そのタンパク質の一部ではない付加的な化学的
部分を含む。自己抗原の共有結合修飾は、本発明の範囲に含まれる。そのような修飾は、
抗体の標的アミノ酸残基を、選択された側鎖または末端残基と反応することができる有機
誘導体化剤と反応させることによってその分子に導入され得る。例えば、当技術分野で周
知の二官能性剤を用いた誘導体化は、抗体またはフラグメントを水不溶性支持マトリクス
または他の高分子キャリアに架橋させるのに有用である。誘導体はまた、例えば放射性ヨ
ウ素（125I、131I）、炭素（14C）、硫黄（35S）、トリチウム（3H）等で標識される、放
射標識ペプチド；ペプチドとビオチンまたはアビジン、酵素、例えばセイヨウワサビペル
オキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β-D-ガラクトシダーゼ、グルコースオキシダ
ーゼ、グルコアミラーゼ、カルボン酸アンヒドラーゼ、アセチルコリンエステラーゼ、リ
ゾチーム、リンゴ酸デヒドロゲナーゼまたはグルコース6-リン酸デヒドロゲナーゼとのコ
ンジュゲート；およびモノクローナル抗体と生物発光剤（例えば、ルシフェラーゼ）、化
学発光剤（例えば、アクリジンエステル）または蛍光剤（例えば、フィコビリタンパク質
）のコンジュゲートも含む。
【００８４】
　本発明により同定される自己抗原の構造アナログは、本明細書に示される教示および手
引きに基づき公知の方法段階によって提供される。タンパク質の三次元構造の把握は、そ
れらがどのようにして機能するかを理解する上で重要である。現在、（配列データベース
に数千の公知のタンパク質配列が存在するのに対して）数百のタンパク質の三次元構造が
、タンパク質構造データベースにおいて利用可能となっている。これらの構造の分析は、
それらが識別可能なモチーフクラスに分類されることを示す。したがって、既知の構造の
関連タンパク質に対するそのタンパク質の相同性に基づきタンパク質の三次元構造をモデ
ル化することが可能である。比較的低い配列相同性を有する2つのタンパク質が非常に似
た三次元構造またはモチーフを有し得る多くの例も知られている。
【００８５】
　核磁気共鳴（NMR）により最大約15 kDaのタンパク質の三次元構造を決定することが可
能である。この技術は、純粋なタンパク質の濃縮された溶液しか必要としない。結晶体ま
たは同形誘導体は必要とされない。多くのタンパク質の構造が、この方法によって決定さ
れている。NMR構造決定の詳細は、当技術分野で周知である。例えば、Wuthrich, NMR of 
Proteins & Nucleic Acids (Wiley, N.Y., 1986); Wuthrich, 243 Science 45 (1989); C
lore et al., 24 Crit. Rev. Bioch. Molec. Biol. 479 (1989); Cooke et al., 8 Bioas
says 52 (1988)を参照のこと。
【００８６】
　したがって、本発明にしたがい、そのトポグラフィーの構造的理解に基づき自己抗原（
ペプチドまたはエピトープ）の少なくとも一部分の構造アナログに到達するために、NMR
スペクトルデータの使用がコンピュータモデリングと組み合わされ得る。この情報を用い
て、当業者は、その分子の予想される診断用途の要求、例えばより高い結合特異性または
親和性、が達成されるようその結合親和性または結合力が調整されたペプチドを作製でき
る回転ベースのアミノ酸置換によって、自己抗原の構造アナログを達成し得る。
【００８７】
　本明細書に記載される方法はさらに、試験で陽性であった対象に対して治療を提示する
ために使用され得る。本明細書に提供される、RAのバイオマーカーとしてのGNSおよび／
またはフィラミンAの同定は、慢性炎症性関節炎と戦う上での臨床医の備蓄品への重要な
補強であり、臨床医が治療指針を選択するのを支援する。例えば、RAと診断されたとき、
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非ステロイド抗炎症薬（NSAID）（例えば、イブプロフェン、ナプロキセンナトリウム）
もしくはステロイド（例えば、コルチコステロイド薬、例えばプレドニゾン）または疾患
修飾抗リウマチ薬（DMARD）、例えばヒドロキシクロロキン、スルファサルジンもしくは
メトトレキサートが処方され得る。さらにまたはあるいは、抗TNF療法（例えば、HUMIRA
（登録商標）（アダリムマブ）、ENBREL（登録商標）（エタネルセプト））が、有益であ
り得る。他の非限定的な例は、Orencia（登録商標）（アバタセプト）、Kineret（登録商
標）（アナキンラ）、セルトリズマブ（登録商標）（Cimzia）、Simponi（登録商標）（
ゴリムマブ）、Remicade（登録商標）（インフリキシマブ）、Actemra（登録商標）（ト
シリズマブ）およびXelijanz（登録商標）（トファシチニブ）。GNSおよび／またはフィ
ラミンA特異的療法、例えばGNSおよび／またはフィラミンAの標的化、例えばGNSおよび／
またはフィラミンA結合抗体も有益であり得ることも想定される。1つの態様において、対
象は、自己抗原に対して免疫反応性であると指摘された後に、1つまたは複数の治療を提
供される。したがって、本発明の別の局面は、RAと診断された対象を処置する方法に関す
る。この方法は、本明細書に記載される方法の1つまたは複数により対象をその疾患につ
いて診断する段階、その後に対象をその状態について処置する段階を含む。診断はさらに
、対象を、典型的には二次的なRA症状と共に見られる他の症状、例えば神経学的状態また
は心臓状態について評価する段階を含み得る。本発明のいくつかの態様において、本明細
書に開示される自己抗原に対する免疫反応性を決定する方法は、治療的処置の前、その間
および／またはその後に実施され得、したがって処置の効果の評価を補助し得るおよび／
または疾患の進行を監視し得る。
【００８８】
　本発明の別の局面は、慢性炎症性関節炎等の状態にある対象を特定するためのキットに
関する。このキットは、GNS、フィラミンAまたはそれらの一部分もしくはフラグメントの
1つまたは複数、例えば合成ペプチド、フラグメントまたはそれらのエピトープのセット
、および試験抗原（GNSおよび／またはフィラミンAに結合する対象由来のサンプル中の抗
体）に対する対象の免疫反応性の存在を検出することができるアッセイを実施するために
必要とされる試薬を含む。このキットは、本明細書に記載される任意の様々なアッセイ用
に設計され得る。1つの態様において、このキットのアッセイは、当技術分野で周知の成
分である、酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA）または免疫ブロットである。ペプチドは
、合成され得るまたは天然源もしくは組み換え源から入手され得、これらは各々当技術分
野で周知である。キットはさらに、当技術分野で公知の他の自己抗原、例えば本明細書に
記載されるもの（例えば、シトルリン化タンパク質／ペプチド、例えばシトルリン化フィ
ラグリン、フィブリノゲン、フィブロネクチン、α-エノラーゼ、II型コラーゲン、ヒス
トン、ビメンチンまたはそれらのフラグメント／エピトープ）を含み得る。あるいは、キ
ットはさらに、緩衝液、酵素および反応または分析を行うための容器を含み得る。キット
の様々な試薬は、別々に、または便利なように1つの容器、例えばバイアル、試験管、フ
ラスコ、ボトルもしくは注射器にまとめて提供され得る。成分は、この方法を実施するた
めに適切に小分けされ得る。キットはさらに、1つまたは複数の陽性および／または陰性
対照を含み得る。抗原またはキットの他の成分は、検出可能なマーカーによって標識され
得る。
【００８９】
　それ以外のことが本明細書で定義されていない限り、本願において使用される科学技術
用語は、当業者に広く理解されている意味を有する。さらに、それ以外のことが文脈によ
り要求されない限り、単数形の用語は、複数を包含し、複数の用語は単数を包含する。
【００９０】
　本発明は、本明細書に開示される特定の方法、プロトコルおよび試薬等に限定されず、
それらは変更され得ることが理解されるべきである。本明細書で使用される用語は、個々
の態様を説明する目的を有するにすぎず、本発明の範囲を限定することは意図されておら
ず、それはもっぱら特許請求の範囲によって定義される。
【００９１】



(25) JP 2018-517151 A 2018.6.28

10

20

30

40

50

　実施例以外ではまたはそれ以外のことが示されていない限り、本明細書で使用される成
分または反応条件の量を表すすべての数値は、すべての例において、「約」という用語に
よって修飾されることが理解されるべきである。「約」という用語は、本発明を説明する
ために百分率と共に使用される場合、±1％を意味する。
【００９２】
　1つの局面において、本発明は、それが必須であるかどうかによらず特定されていない
成分を含む余地がある（「含む（comprising）」）、本発明に必須である本明細書に記載
される組成物、方法およびそれらの各々の成分に関する。いくつかの態様において、この
組成物、方法またはそれらの各々の成分の説明に含まれる他の成分は、本発明の基本的か
つ新規の特徴に実質的に影響しないものに限定される（「から本質的になる（consisting
 essentially of））。これは、本明細書において記載される方法内の段階ならびに組成
物および成分に等しく適用される。他の態様において、本明細書に記載される本発明、組
成物、方法およびそれらの各々の成分は、その成分、組成物または方法にとって必須の要
素であるとみなされないあらゆる要素に排他的であることが意図される（「からなる（co
nsisting of）」）。
【００９３】
　特定されているすべての特許、特許出願および刊行物は、解説および開示の目的で、例
えば、本発明に関連して使用され得るそのような刊行物に記載の方法論を解説および開示
する目的で、明示的に参照により本明細書に組み入れられる。これらの刊行物は、単に、
本願出願日以前の開示物として提供されるにすぎない。これに関するいかなる事情も、本
発明者らが先行発明が存在するためまたは任意の他の理由でそのような開示よりも前の日
付を主張する資格を有さないことの承認であるとみなされるべきではない。これらの文献
の日付に関する言及または内容に関する表示はすべて、出願人が入手し得た情報に基づい
ており、これらの文献の日付または内容の正確性に関する承認をなすものではない。
【００９４】
　本明細書に記載される様々な局面の態様が、以下の番号を付された項で定義され得る。
１．
　対象において関節リウマチを診断する方法であって、対象がフィラミンAおよびN-アセ
チルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対して免疫学的に反応性であるか
どうかを決定する段階を含み、適当な対照と比較した、フィラミンAおよびN-アセチルグ
ルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対する対象の免疫学的反応性が、対象が
関節リウマチを患っていることを示す、方法。
２．
　決定する段階が、フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つ
または複数に対する免疫学的反応性に関して対象から取得された生物学的サンプルを評価
することによる、項1記載の方法。
３．
　免疫学的反応性を決定する段階が、以下のステップ：
　(a）フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つもしくは複数
の、総タンパク質またはタンパク質フラグメントを用いて、インビトロで対象の末梢血単
核細胞（PBMC）または対象の滑液単核細胞（SFMC）を刺激すること；
　(b）インビトロでのT細胞の増殖または細胞培養上清へのIFN-γの分泌を測定すること
；ならびに
　(c）T細胞の増殖またはIFN-γの分泌が、適当な対照のそれより有意に増加していると
測定される場合に、対象がフィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼ
の1つまたは複数に対して反応性のT細胞を有すると判定すること
を含む、フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数
に対して反応性のT細胞の存在を検出することによる、項1～2のいずれか一項記載の方法
。
４．
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　ステップ(b）がインビトロでのT細胞の増殖を測定することであり、T細胞の増殖が、適
当な対照のそれより有意に増加していると測定される場合に、対象がフィラミンAおよびN
-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対して反応性のT細胞を有す
ると判定される、項3記載の方法。
５．
　ステップ(b）がT細胞による細胞培養上清へのIFN-γの分泌を測定することであり、IFN
-γの分泌が、適当な対照のそれより有意に増加していると測定される場合に、対象がフ
ィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対して反
応性のT細胞を有すると判定される、項3記載の方法。
６．
　免疫学的反応性を決定する段階が、
　その抗体とフィラミンAまたはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの免疫複合体
の形成が可能な条件下でフィラミンAタンパク質もしくはそのポリペプチドフラグメント
および／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼタンパク質もしくはそのポリ
ペプチドフラグメントとサンプルを接触させて、免疫複合体の存在または非存在を検出す
ることにより、フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまた
は複数を特異的に認識する自己抗体の産生をもたらすフィラミンAおよびN-アセチルグル
コサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数に対するB細胞応答を対象が有するかどうか
を決定すること
を含み、免疫複合体の存在が、対象がフィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミ
ン-6-スルファターゼに対するB細胞応答を示すことを示し、免疫複合体の非存在が、対象
がフィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼに対するB細胞
応答を示さないことを示す、項1～5のいずれか一項記載の方法。
７．
　アッセイが、酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA）、凝集試験、直接免疫蛍光アッセイ
、間接免疫蛍光アッセイ、または免疫ブロットアッセイである、項6記載の方法。
８．
　フィラミンAのポリペプチドフラグメントが、アミノ酸配列：

またはその抗原性部分を含む、項3～7のいずれか一項記載の方法。
９．
　N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼのポリペプチドフラグメントが、アミノ酸
配列：

またはその抗原性部分を含む、項3～8のいずれか一項記載の方法。
１０．
　対象が、リウマチ因子、抗シトルリン化タンパク質抗体（ACPA）および1つまたは複数
のHLA-DR対立遺伝子の1つまたは複数について試験されている、またはさらに試験される
、項1～9のいずれか一項記載の方法。
１１．
　HLA-DR対立遺伝子が、HLA-DRB1*0101および／またはHLA-DRB1*0401である、項10記載の
方法。
１２．
　対象は、関節リウマチの危険がある、または関節リウマチを患っている可能性がある、
項1～11のいずれか一項記載の方法。
１３．
　非ステロイド抗炎症薬（NSAID）、ステロイド、疾患修飾抗リウマチ薬（DMARD）、およ
び生物製剤の1つまたは複数で対象を処置する段階をさらに含む、項1～12のいずれか一項
記載の方法。
１４．
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　フィラミンAおよび／またはN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複
数の潜在的抗原および／または潜在的エピトープ、ならびに
　フィラミンAおよびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの1つまたは複数の潜在
的抗原および／または潜在的エピトープに結合するサンプル中の抗体の存在を検出するた
めのアッセイを実行するための試薬
を含む、キット。
１５．
　フィラミンAの潜在的抗原および／または潜在的エピトープが、アミノ酸配列：

またはその抗原性部分を含む、項14記載のキット。
１６．
　N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼの潜在的抗原および／または潜在的エピト
ープが、アミノ酸配列：

またはその抗原性部分を含む、項14記載のキット。
１７．
　アッセイが、酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA）である、項14～16のいずれか一項記
載のキット。
１８．
　アッセイが、ウェスタンブロットである、項14～16のいずれか一項記載のキット。
１９．
　関節リウマチを患った対象の特定に使用するための、項1～18のいずれか一項記載のキ
ットまたは方法。
【００９５】
　本発明は、以下の実施例によってさらに説明されているが、これらはさらなる限定であ
るとみなされるべきでない。
【実施例】
【００９６】
　以下の実施例は、本発明のいくつかの態様および局面を説明している。本発明の趣旨ま
たは範囲を変更することなく様々な改変、付加、置換等を行うことが可能であり、そのよ
うな改変およびバリエーションも、添付の特許請求の範囲で定義される本発明の範囲内に
包含されることが、当業者に明らかであろう。本明細書に記載される技術は、以下の実施
例によってさらに説明されるが、これらはさらなる限定であるとみなされるべきでない。
【００９７】
実施例1
背景
　自己抗原の同定は、自己免疫疾患、例えば関節リウマチ（RA）における大いなる挑戦で
ある。この課題に取り組むために、患者の滑膜組織、関節液、または末梢血（PB）におい
てHLA-DR提示ペプチドを同定する発見ベースのプロテオミクスと、同定されたペプチドお
よびそれらのソースタンパク質の免疫原性を決定する橋渡し研究（translational resear
ch）を組み合わせた新しい方法が、本明細書に記載されている。このアプローチを用いて
、最近、ライム関節炎（LA）における標的またはTおよびB細胞応答として内皮細胞成長因
子が同定され（22）、LAおよびRAの両方におけるそのような標的としてアネキシンA2が同
定された（26）。
【００９８】
目的
　RA患者においてTおよびB細胞応答を誘導する新しい疾患関連自己抗原を同定すること。
【００９９】
方法
　HLA-DR提示自己ペプチドを、RA患者の組織または体液からタンデム質量分析によって単
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離および同定し、合成し、適合患者の末梢血単核細胞（PBMC）とのT細胞自己反応性につ
いて試験した。次に、免疫反応性ペプチドまたはそれらのソースタンパク質を、IFN-g EL
ISpotアッセイによってT細胞自己反応性について、および我々のRA患者の大集団および対
照対象由来の細胞および血清を用いたELISAによって自己抗体応答について試験した。す
べてのRA患者が、RAに関する2010 ACR/EULARの基準を満たしていた。
【０１００】
結果
　RA患者において、ある女性の滑膜組織から同定された89個のHLA-DR提示ペプチドのうち
の1個、およびある女性のPBから同定された15個のHLA-DR提示ペプチドのうちの1個が、IF
N-gを分泌するよう、ある女性のPBMCを誘導した。これらの反応性ペプチドは、それぞれ
、リソソーム酵素であるタンパク質N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼ（GNS）お
よびアクチン結合タンパク質であるフィラミンA（フィラミンA）由来であった。25名のRA
患者のうちの8名（32％）が10名の健常対照（HC）の平均値を＞3SD上回るGNSに対するT細
胞反応性を示し（p=0.004）、25名の患者のうちの13名（52％）がフィラミンAに対するT
細胞反応性を示す（p=0.002）ことが見出された。加えて、92名のRA患者のうちの35％が5
0名のHCの平均値を＞3SD上回るGNSに対する上昇した自己抗体応答を示し（p<0.0001）、
患者の32％がフィラミンAに対する高い自己抗体応答を示した（p<0.0001）。
【０１０１】
　92名の患者のうち、52名（56％）がこれらの自己抗原のうちの1つに対する応答を示し
、この症例患者を含む10名（11％）が両方の自己抗原に対する反応性を示した。RA患者と
比較すると、全身性エリテマトーデス（SLE）、乾癬性関節炎、脊椎関節炎、ライム関節
炎または骨関節炎を含む他のリウマチ疾患を患った94名の患者のいずれも、GNSに対するB
細胞反応性を示さず（各例において、p<0.0001）、3名のSLE患者（p=0.003）および1名の
乾癬性関節炎患者（p<0.0001）のみがフィラミンAに対する応答を示したが、これらはカ
ットオフ値をわずかに上回る程度であった。
【０１０２】
結論
　このアプローチは、自己免疫形態の関節炎に関連する新規の自己抗原を同定するのに効
果的な方法である。この方法を用いて、2つのこれまで認識されていなかった自己抗原を
同定し、その各々は、RA患者の約1/3でTおよびB細胞応答の標的であるが、他のタイプの
関節炎の患者ではまれである。これらの発見は、これらの新たに認識された自己抗体につ
いての試験がRAにおいて診断用途を有し得ることを示唆している。
【０１０３】
実施例2
　高感度、ナノフローLC-MS/MSベースのペプチド配列決定（31）の登場により、個々の患
者の組織または細胞においてHLA-DR分子により提示されるペプチドを同定することが可能
になった。1992年に、Huntらが初めて、LC-MS/MSを使用して腫瘍組織培養系においてクラ
スI主要組織適合遺伝子複合体（MHC）分子を同定した（32）。彼らはこの急速に成長する
分野を先導し続け、MHC提示ペプチドの同定が主として細胞株を用いて広く行われている
（33～41）。さらに、質量分析技術およびバイオインフォマティクスの発展は、MHC提示
分子の同定効率および精度を向上させた（42,43）。
【０１０４】
　次のステップとして、いくつかの研究機関は、混合細胞株の臨床サンプルにおいてクラ
スII HLADR提示ペプチドの直接分析を行った（44～49）。以前の研究で、4名の患者のST
から患者あたり57～104個の非冗長HLA-DR提示自己ペプチドが、RA患者から2個、LA患者か
ら2個、同定された（30）。しかし、多量の滑膜組織は、患者が外科手術、例えば滑膜切
除または関節置換を受けた際にしか入手することができず、これが通常疾患の後期で見ら
れる重篤な末期段階に、患者の分析を制限している。
【０１０５】
　本研究では、研究対象の患者の数を、RAが5名、LAが8名の13名に増やした。さらに、HL
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A-DR提示ペプチドは、個々の患者において、STからだけでなく、滑液単核細胞（SFMC）お
よび末梢血単核細胞（PBMC）からも同定でき、これにより多数の患者というだけでなく、
疾患のより早期とみられる患者の分析も可能であることが実証された。加えて、新型の質
量分析器の感度向上およびスペクトル対ペプチド照合用のコンピュータプログラムの改善
により、各サンプルからより多数のHLA-DR提示ペプチドが同定された。本研究では、18個
の新しいST、PBMCおよびSFMCサンプルを分析し、かつ以前のLC-MS/MSデータを再分析して
SFMCおよびPBMCサンプル由来の新規データと比較した。
【０１０６】
　まとめると、13名の患者に由来する22個のサンプルから、我々は、870個のソースタン
パク質由来の1,593個の非冗長HLA-DR提示自己ペプチドを同定した。この経験は、LC-MS/M
Sが、現時点で、個々の患者から取得された混合細胞集団を含む組織および体液において
多数のHLADR提示自己ペプチドを同定する感度および特異性を有していることを示してい
る。ペプチドを合成し、適合患者のPBMCを用いて試験した後、これらのペプチドの中に、
LAにおいて、ソースタンパク質である内皮細胞成長因子（ECGF）（22）、アポリポタンパ
ク質B-100（apoB-100）（23）、マトリクスメタロプロテイナーゼ-10（MMP-10）(24)由来
；RAおよびLAの両方において、アネキシンA2（25）由来；ならびにRAにおいて、N-アセチ
ルグルコサミン-6-スルファターゼおよびフィラミンA（26）由来の新規の免疫原性T細胞
エピトープが含まれることが決定された。さらに、これらのエピトープまたはそれらのソ
ースタンパク質は、多くの患者においてTおよびB細胞応答の標的であることが示された（
22～26）。
【０１０７】
結果
患者 - 5名のRA患者はすべて女性であり、年齢37～70歳であり（表1）、これはRAに関す
る性別のかたよりを反映している分布である。5名の患者のうちの3名が、古典的、血清陽
性RAを有していた。彼女らは、RA共通エピトープをコードするHLA-DRB1*0101または0401
対立遺伝子を有しており、これら3名の患者はACPAを有し、2名はリウマチ因子（RF）を有
していた。残りの2名のRA患者は、慢性血清陰性RAを有していた。彼女らは共通エピトー
プ対立遺伝子を有しておらず、彼女らの試験はACPAおよびRFについて陰性であった。4名
の患者で、疾患発症から3～66年後に関節鏡視下滑膜切除術または関節置換手術を行った
際に、腰および膝からSTが取得された。1名の患者（RA2）では、3つすべての部位（ST、S
FMCおよびPBMC）由来のサンプルが利用可能であり、患者RA4では、SFMCおよびPBMCサンプ
ルが、診断時、疾患修飾抗リウマチ薬（DMARD）治療前に収集された（STは収集されなか
った）。
【０１０８】
　8名の抗生物質難治性LA患者は、4名の十代の男子、3名の成人男性および1名の女性を含
んでいた（表1）。8名の患者のうちの4名が、難治性LA患者において出現率が上昇するこ
とが知られているHLA-DR*0101、0401または1501対立遺伝子を有していた（58）。8名の患
者のすべてが、≧2ヶ月間、経口抗生物質で処置され、7名は、≧1ヶ月間、IV抗生物質も
投与され、7名はその後メトトレキサートを投与された。滑膜炎の不完全な解消のため、8
名の患者は、関節炎の発症から6ヶ月～4年後に影響を受けた膝の関節鏡視下滑膜切除術を
受け、その手術の間にSTサンプルが取得された。加えて、SFMCサンプルが4名の患者で、P
BMCが2名の患者で利用可能であった。
【０１０９】
　（表１）臨床的特徴、滑膜組織、滑液、または末梢血中の各患者のHLA-DR分子から同定
されたMS/MSスペクトル、ペプチド照合、デコイヒット、非冗長ペプチドおよびソースタ
ンパク質の数
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1Sciex QSTAR質量分析器、2Thermo LTQ-Orbitrap XL質量分析器、3Agilent 6550 Q-TOF質
量分析器および4Thermo Q Exactive plus質量分析器を用いて取得されたLC-MS/MSデータ
Ω組織細胞溶解産物からの第2回免疫精製からの残留物
N/A 利用可能でない、NYD まだ行われていない
【０１１０】
　HLA-DR提示自己ペプチドから同定されたペプチドおよびソースタンパク質の数 - 全体
として、13名の患者由来のST、SFMCまたはPBMCの22個のサンプルから単離されたインビボ
HLA-DR提示ペプチドからサンプルあたり1,647～40,390個のMS/MSスペクトルが生成された
（表1）。3つの異なるMS/MSスペクトル検索エンジン（Mascot、OMSSAおよびX!Tandem）を
用いて、サンプルあたり161～29,993のスペクトル対ペプチド一致が得られた。コンセン
サス一致（すなわち、≧2つの検索プログラム）によって同定されたペプチドが、表1に報
告されている。これらのペプチドのスペクトルを手作業で調査し、免疫学的アッセイに含
める上での優先度を付与し、この数は、サンプルあたり2～2,363個ペプチドの範囲であっ
た。表1に記載されているように、1つのみのプログラムによって高スコアを割り当てられ
たペプチドMS/MSスペクトルの専門家による手作業の調査により、免疫学的アッセイへの
参加リストに90個のペプチドが追加された。
【０１１１】
　このストリンジェンシーレベルで、12個の各STサンプルにおいて59～801個の非デコイ
、非冗長HLA-DR提示自己ペプチドを同定し、これらのペプチドは、42～493個の異なるソ
ースタンパク質由来であった（表1）。6つのSFMCおよび4つのPBMCサンプルについてもこ
れと同じ方法を用いて、SFMCから患者あたり2～49個のソースタンパク質由来の2～71個の
非冗長ペプチドを同定し、PBMCから患者あたり7～24個のソースタンパク質由来の7～34個
の非冗長ペプチドを同定した。MHCクラスII HLA-DR提示ペプチドの長さは、7～27アミノ
酸の範囲であり、このペプチドの典型的な長さは、13～17アミノ酸であった。まとめると
、全3つの部位から、1,593個の非冗長HLA-DR提示自己ペプチドが同定され、これらは870
個のソースタンパク質由来であった。
【０１１２】
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　この研究の橋渡し部分において、すべての非冗長ペプチドを合成し、適合患者のPBMCと
の反応性について試験した。現時点で、この段階は、3名のRA患者および5名のLA患者につ
いて完了している（表1）。患者RA1由来のSTにおいて1つの免疫原性HLA-DR提示ペプチド
を同定し、患者RA2由来のSTにおいて1つの免疫原性ペプチドを同定した（25,26）。この
患者において、3つの異なる分析でSTおよびPBMCの両方からさらなるペプチドも見出され
た。同様に、5名のLA患者の中で、3体の患者（LA1、LA4およびLA5）の各々において少な
くとも1つの特有の免疫原性HLA-DR提示ペプチドを同定した（22～24）。6つの免疫原性ペ
プチドのうちの4つを、コンセンサス一致によって同定し、2つを、1つのみのプログラム
によって同定された配列の手作業による調査によって同定した。
【０１１３】
　HLA-DR提示自己ペプチドの同定における異なるLC-MS/MS機器からの結果の比較 - 7年間
の本研究期間の間に、より新しい高感度LC-MS/MS機器が研究機関で利用可能となった。し
たがって、この研究の中で、HLA-DR提示ペプチドサンプルを、4つのタイプのLC-MS/MS機
器によって分析した（表2）。LAまたはRA患者のSTから同定された特有のコンセンサスペ
プチドの平均数は、QSTARを用いて239個、LTQ-Orbitrap XLを用いて313個、6550 Q-TOFを
用いて571個、およびQ Exactive plus MSを用いて2,226個であった。患者のSFMCからの平
均数は、LTQ-Orbitrap XLを用いて51個、6550 Q-TOFを用いて6個、およびQ Exactive plu
s MSを用いて70個であった。患者のPBMCからの平均数は、LTQ-Orbitrap XLを用いて15個
、およびQ Exactive plus MSを用いて50個であった。したがって、この研究の間にLC-MS/
MS機器の感度およびデータ運用能力が改善されたため、同定されたHLA-DR提示ペプチドの
数が順調に増加した。
【０１１４】
　（表２）4つの異なる質量分析器によって生成および同定されたスペクトルの比較
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*分析した異なるサンプルの数。初回通過分析のデータのみが含まれている。
†示されている数値はすべて、分析したサンプルの数に基づく同定されたスペクトルの平
均数を示している。
【０１１５】
　ST、SFMCおよびPBMCにおけるHLA-DR提示ペプチドおよびソースタンパク質レパートリー
の比較 - IPIデータベースを用いてRA1、RA2、LA1およびLA2のSTから同定されたHLA-DR提
示ペプチドが、参考文献（30）に示されている。LA2由来のSFMCサンプルならびにRA2由来
のSFMCおよびPBMCサンプルをこの研究で分析したので、UniProtデータベースを用いて再
分析された4つの以前のサンプルからの元のデータを、今回分析された3つのサンプル部位
で見出されたHLA-DR提示ペプチドレパートリーの比較のために本明細書に含めた。各々RA
またはLAを患った1名の患者（RA2およびLA5）において、3つすべての区画（ST、SFMCおよ
びPBMC）由来のサンプルが利用可能であり、これによりこれらの3つの部位の間でのペプ
チド提示の重複の程度をこれらの患者の各々において決定することができた（図1A）。患
者RA2において、SFMCで同定されたHLA-DR提示ペプチドの53％およびPBMCで見出されたそ
れらの53％が、STにおけるそれらと共通していたが、3つすべての部位で同定されたのは6
％のみであった。これらのペプチドの由来となったソースタンパク質の分析は、同様の出
現率を示した（図1B）。比較すると、患者LA5は、PBMCとSTの間（36％）よりもSFMCとST
の間（21％）でよりより低い共通ペプチド率であり、SFMCとSTの間のソースタンパク質の
重複度（16％）は、PBMCとSTの間（22％）と近かった。重複度を、5名のRA患者または8名
のLA患者から入手可能なサンプルタイプの対の間で比較したところ、同様の結果が見出さ
れた。全体として、SFMCで同定されたペプチドの半分以上が、STにおいても見出された（
図1C）。RAにおいて、PBMCで同定されたペプチドの約半分はSTにおいても見出されたが、
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おいても見出された。SFMCまたはPBMCとSTで同じであるソースタンパク質の比率はペプチ
ドよりも低い傾向があった（図1D）。したがって、両方の疾患において、SFMCまたはPBMC
中のHLA-DR提示ペプチドはSTで提示されたペプチドをある程度反映するものであったが、
さらなるペプチドも明らかにした。
【０１１６】
　HLA-DR提示ペプチドのソースタンパク質 - コンセンサスペプチドの完全なリストを、
各患者の各部位から少なくとも2つの検索エンジンによって同定し、非冗長HLA-DR提示ペ
プチドおよびそれらのソースタンパク質を、方法に記載されるようにして同定した。疾患
に関係なく、少なくとも4名の患者において見出されたST由来のペプチドの最も一般的な
ソースタンパク質が、表3にアルファベット順で列挙されている。これらのペプチドは（
出現率の順に）、カテプシンS、コラーゲンα-1(I)鎖、シンテニン1、セリンカルボキシ
ペプチダーゼCPVL（推定）、アルブミン、プロ低密度リポタンパク質受容体関連タンパク
質1、アポリポタンパク質A2、補体C3、シトクロムcオキシダーゼサブユニット5B（ミトコ
ンドリア）、フィラミンA、単球分化抗原CD14およびストロメライシン1由来であった。複
数のSFMCおよびPBMCサンプルを分析したので、これらの部位からのリストは、4名の患者
ではなく少なくとも2名の患者において同定されたソースタンパク質を示している。SFMC
において、このリストは、ケラチン（II型細胞骨格1）およびヌクレアーゼ感受性エレメ
ント結合タンパク質1を含んでいた。ケラチンは、SFMCおよびPBMCの両方において共通し
て同定された。ケラチンのタイプおよびサンプルが処理の間にタンパク質分解に供されな
かったという事実から、これらのペプチドがサンプル取扱上生じた物質である可能性は低
かった。
【０１１７】
　（表３）RAおよびLA患者の3つの部位から同定されたHLA-DR提示ペプチドにおける最も
豊富なソースタンパク質
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を示している。
*12名の患者のうちの少なくとも4名のSTにおいて同定されたソースタンパク質
†試験した6名の患者のうちの少なくとも2名のSFにおいて同定されたソースタンパク質
‡試験した4名の患者のうちの少なくとも2名のPBにおいて同定されたソースタンパク質
【０１１８】
　大部分のRA患者において、同定されたHLA-DR提示ペプチドは、RAにおける潜在的自己抗
原となると考えられるソースタンパク質由来であった。これらは、軟骨糖タンパク質39、
様々なタイプのコラーゲン、エノラーゼ、フィブリノゲン、フィブロネクチン、免疫グロ
ブリンおよびビメンチンを含んでいた（表4）。興味深いことに、これらのソースタンパ
ク質由来のHLA-DR提示ペプチドは、LA患者においても共通して同定された。
【０１１９】
　（表４）RAにおいて自己抗原となることが知られているまたはそのように考えられてい
るRAおよびLAの両方において見出されたソースタンパク質*
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*それ以外のことが示されていない限り、これらのソースタンパク質由来のペプチドは、
滑膜組織のみで同定された。
†滑膜組織および滑液において同定されたこのソースタンパク質由来のペプチド
‡滑液においてのみ同定されたこのソースタンパク質由来のペプチド
〒滑膜組織、滑液、および末梢血において同定されたこのソースタンパク質由来のペプチ
ド
【０１２０】
　シトルリン化HLA-DR提示ペプチドの検索 - タンパク質のシトルリン化は、RAにおける
重要な翻訳後修飾であると考えられている。RA共通エピトープ対立遺伝子とACPA陽性RAの
間の強い関連は、HLA-DR分子によるシトルリン化ペプチドの結合および提示に起因すると
いう仮説がたてられている（11）。したがって、アルギニンがシトルリンに変化した際に
0.984 D増加する（NH2 対 OH）この翻訳後修飾の証拠についてMS/MSスペクトルを注意深
く検索した。検索アルゴリズムは、不完全なフラグメントイオン群を有するいくつかの観
察されたMS/MSスペクトルをシトルリンペプチドに割り当てた。しかし、各例において、
手作業による調査および標的化タンデム質量分析は、このペプチド修飾が実際にはアスパ
ラギンからアスパラギン酸またはグルタミンからグルタミン酸への加水分解に対応するこ
とを明確に定義する完全な配列情報を提供した。
【０１２１】
　例えば、もともと患者RA3のSTにおいて検出されたソースタンパク質B6V6K3 MHCクラスI
抗原（フラグメント）における残基27～44に対応するペプチド：

のR8におけるアルギニンからシトルリンへの変換は、LTQ-Orbitrap XL MSで取得されたLC
-MS/MSデータの分析の中で2つのタンパク質データベース検索プログラムによってシトル
リン化ペプチドと指定された。しかし、アルギニンからシトルリンへの変換およびアスパ
ラギンからアスパラギン酸への加水分解は元素組成に同じ変化を、したがって同じペプチ
ド質量シフトをもたらすので、その分子量変化および部分配列カバレージは、決定的とみ
なされるべきでない。この例では、図2Aに示されるMS/MSスペクトルのシグナルを、LTQ-O
rbitrap XL MSの低解像度イオントラップを用いて記録したが、配列決定的なフラグメン
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トイオン系列は不完全であり、不明瞭さが残った。m/z 589.9のフラグメントイオンは、0
.5 Da誤差許容範囲内で、アルギニンからシトルリンへの修飾およびアスパラギンからア
スパラギン酸への加水分解の修飾の両方のy11イオンと一致した。したがって、2つのデー
タベース検索が同じ結果であったとしても、これらのデータに基づきこれらの2つの翻訳
後修飾を区別することは、実際には可能でなかった。後に、我々がQ Exactive plus MSに
おいて標的化タンデムMSを適用する機会を得たときに、高精度、多量の特徴的なフラグメ
ントイオンの完全な系列がその修飾をN2におけるアスパラギン脱アミド化に明確に割り当
てた（図2B）。同様の結果が、不完全なイオン系列を含む低解像度MS/MSスペクトルに基
づく他のシトルリン化の仮割当ての各々についても得られた。
【０１２２】
　免疫原性ペプチドおよびソースタンパク質の同定 - サンプル試験を完了した8名の患者
のうちの5名において、各患者から同定したペプチドから1～2つの免疫原性ペプチド（T細
胞エピトープ）を同定した。これらのペプチドまたはそれらのソースタンパク質を、多く
の患者由来のPBMCまたは血清サンプルを用いて反応性について試験し、RAまたはLA患者の
10～50％が各免疫原性ペプチドまたはそのソースタンパク質に対するTおよび／またはB細
胞反応性を有することが見出された。各々個々の自己抗原の免疫学的データおよび鍵とな
るMS/MSデータは、それらの内容の全体が本明細書に組み入れられる、参考文献（22～26
）に示されている。ここで、全質量スペクトルデータセットを統合し利用可能とするため
に、MS/MSスペクトルにおいて示された割当てに対応する各患者から同定されたペプチド
の完全なリストを提示する。免疫原性であることが見出されたペプチドは、LAにおいて内
皮細胞成長因子（ECGF）（22）、アポリポタンパク質B-100（apoB-100）（23）、マトリ
クスメタロプロテイナーゼ-10（MMP-10）（24）のソースタンパク質由来、RAおよびLAの
両方においてアネキシンA2（25）由来、およびRAにおいてN-アセチルグルコサミン-6-ス
ルファターゼおよびフィラミンA（26）由来であった。MS/MSスペクトルおよびこれらの自
己抗原について決定されたペプチド配列が、図3に示されている。
【０１２３】
　フィラミンA由来の免疫原性HLA-DR提示ペプチドがSTおよびPBMCの両方で同定され、ECG
F、apoB-100、アネキシンA2およびN-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼ由来のペプ
チドがSTのみで同定された。アネキシンA2は、RA患者の約10％を含む様々なリウマチ疾患
において自己抗原となることが以前に示されているが（59）、LAにおける自己抗原として
はこれまで同定されていなかった（25）。同様に、LAにおける他の3つの自己抗原（ECGF
、MMP-10およびapoB-100）もRAにおける2つ（N-アセチルグルコサミン-6-スルファターゼ
およびフィラミンA）もいずれも、これらの疾患における自己抗原として以前に同定され
ていなかった。さらに、この調査前に免疫原性であることが報告されていたこのグループ
のタンパク質について、正確なエピトープは以前に決定されていなかった。
【０１２４】
　14名の抗生物質難治性LA患者において、STが、自己抗体応答との組織病理学的相関のた
めに利用可能であった。内皮細胞成長因子との自己抗体反応性は、閉塞性細小血管病巣と
強く相関し（36）、抗apoB-100自己抗体は内皮細胞の数および活性化の増大ならびに滑膜
線維芽細胞増殖の促進と相関し（23）、抗MMP-10自己抗体は、滑膜表層厚の増加および滑
膜線維芽細胞の数の増加を含む細胞増殖の尺度と相関し（24）、抗アネキシンA2自己抗体
は、滑膜線維芽細胞増殖の亢進と相関した（25）。このように、T細胞エピトープの同定
により、病態生理学的結果と相関するB細胞応答が同定された。
【０１２５】
考察
　本研究において、多数のHLA-DR提示ペプチドが、RAまたはLA患者のST、SFMCまたはPBMC
の臨床サンプルから直接同定された。このアプローチに内在する課題は、多数の単一細胞
型を分析のために増殖させ収集することができる組織培養系においてHLA-DR提示ペプチド
を同定するというただでさえ困難な作業によって示されるものを上回っている。にもかか
わらず、本明細書で報告されている臨床サンプルからの直接同定を実現した組織培養研究



(37) JP 2018-517151 A 2018.6.28

10

20

30

40

50

からすばらしい成功が収められた。最初にタンデム質量分析を使用して、十分に定義され
た組織培養系においてMHC分子を同定し（32）、そのような分析において、細胞あたり2x1
05個のMHC分子を発現する少なくとも5x108個の細胞を、最低サンプル要件とみなした（43
）。Huntグループおよび他のグループからの最新の報告では引き続き、非常に多数のMHC
またはHLA結合ペプチドを非常に効率的に同定できるようこの戦略を改善および検証して
いる。これらの研究は、様々な腫瘍タイプにおいて、MHCクラスIおよびクラスIIの両方の
抗原性ペプチドを同定し、HLA提示ペプチドの生成の根底にあるメカニズムを証明した（3
7～39）。しかし、組織培養系におけるHLA-DR提示ペプチドのレパートリーは、組織培養
培地中のソースタンパク質由来の多くのペプチドを含んでいる（40,41）。したがってそ
れは、我々が見出したように（30）、臨床サンプルの直接分析とは全く異なるものである
。これまでに、インビボ提示ペプチドは、患者の脾臓（44）、結腸（45）、腎臓（46）、
プールされた気管支肺胞洗浄液（47）、甲状腺（48）または胸腺（49）において同定され
ている。これらの研究は、平均して、サンプルあたり約20～40個のペプチドしか同定せず
、いくつかの例においては、ペプチドを同定するために、異なる患者由来のサンプルがプ
ールされる必要があった。重要な例外は、患者および健常対照の血漿から免疫沈降された
可溶性HLA複合体によって提示された、いくつかの癌関連ペプチドを含む、数千のペプチ
ドの同定であった（33）。QSTAR質量分析器を用いてサンプルが分析された各々RAまたはL
Aを患った2名の患者の以前の研究において、各STサンプルで＞80個の非冗長ペプチドが同
定された（30）。比較のために、我々の最新の患者から得られたサンプルに同じタイプの
戦略を適用すると、Q Exactive plus MSの使用により、実質的増加である、801個の非冗
長ペプチドが同定された。近年、感度が向上し、データ分析ツールも改良されているが、
LC-MS/MSによるHLA-DR提示ペプチドの同定は依然として技術的に困難である。第一に、す
べてのHLA-DR複合体が、そのサンプルから量的に回収されるのではない。加えて、単離さ
れたペプチドのいくつかは、低いイオン化効率を有するおよび／またはMS/MS分析では選
択されず、かつ低いシグナル強度、不完全な成分分解および／または普通でないPTMの存
在から、すべてのスペクトルが、検索エンジンによって割り当てられ得るわけではない。
しかし、本明細書に示されるように、MS/MS機器および検索アルゴリズムの性能は、向上
し続けている（60）。
【０１２６】
　本研究において、現在利用可能なより高い感度を、STだけでなく、個々の患者において
決定することができるインビボHLA-DR提示ペプチドのさらなる供給源としてSFMCおよびPB
MCを分析することによって利用することができた。同定されたペプチドの実数は、SFMCに
おいてSTと同程度であり、PBMCではそれより少なかったが、多くの固有のペプチドが、SF
MCまたはPBMCにおいてのみ同定された。予想通り、STにおいて同定されたペプチドの数は
、SFMCまたはPBMCにおけるそれらよりも多かった。しかし、SFMCにおいて同定されたペプ
チドの67％はSTにおいても見出され、PBMCにおいて同定されたペプチドの55％はSTにおい
ても見出された。したがって、SFMCおよびPBMCの分析は、各々、STレパートリーへのウィ
ンドウを提供したが、STにおいては見出されなかった抗原性ペプチドももたらした。本明
細書のデータは、2つ以上の部位由来の組織または体液を分析することによって個々の患
者におけるより完全な像を得ることができることを示している。分析スキームへのSFMCお
よび／またはPBMCの追加は、3つの利点を有する。第1に、複数の部位由来のサンプルを分
析することによって個々の患者のより完全な像を得ることができる。第2に、STは通常、
多くの場合疾患の後期に、外科手術を受けた患者からしか得ることができないので、SFMC
および／またはPBMCの利用は、免疫応答がより堅調であり得る疾患の早期に、患者の評価
を行えるようにする。第3に、STが通常入手可能でない場合、関節炎の慢性炎症形態にお
ける免疫応答の標的であるSTにおける現象について少なくとも一部の情報を得られる可能
性がある。したがって、SFMCまたはPBMCの試験は、より広範囲の患者を疾患の早期段階で
試験し、個々の患者における免疫応答についての情報量を増やす可能性を開く。
【０１２７】
　RA患者において、ビメンチン、エノラーゼ、フィブリノゲンおよびコラーゲンを含む、
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RAにおける自己抗原であることが以前に報告されている多くのソースタンパク質からHLA-
DR提示ペプチドを同定した。興味深いことに、これらの同じソースタンパク質の多くに由
来するペプチドが、LA患者の関節において高頻度で見出され、それらは免疫原性であるこ
とが知られていない。RAにおいて、アルギニンの酵素的翻訳後修飾により生じる非標準ア
ミノ酸であるシトルリンを含む多くのタンパク質、例えばビメンチン、エノラーゼ、フィ
ブリノゲン、コラーゲン、フィブロネクチン、カルレティキュリン等が同定された（11,6
1-67）。ACPAとして知られている、これらまたは他のシトルリン化タンパク質に対する抗
体は、特に、HLA-DR分子のB1鎖の70～74位における高度に相同なアミノ酸配列（Q K/R RA
A）であるRA共通ペプチド（11～13）をコードするHLA-DR対立遺伝子を有する患者におい
て、RAと強く相関する。これらの残基は、P4アンカーポケットに寄与し、それを全体とし
て正電荷にする。シトルリン（中性R基）を含む疾患関連ペプチドは、アルギニン（正荷
電R基）を含む非修飾アナログと比較して、P4ポケットにおいてHLA共通エピトープに対し
て高い親和性を有することが知られており、このシトルリン化ペプチドは、DR4-IEトラン
スジェニックマウスにおいてT細胞の活性化を誘導することが報告されている（11）。そ
のため、本実施例ではMS/MSスペクトルを、アルギニンからシトルリンへの変換を含み得
るペプチドの証拠について注意深く調査した。我々の検索アルゴリズムは、様々なペプチ
ドを、シトルリン残基を含む形態と指定した。しかし、最初に取得したスペクトルおよび
、本研究において用いられた最先端機器であるQ Exactive plus MSにおいて記録された標
的化タンデム質量スペクトルのより細かな手作業による調査は、これらのペプチドの各々
において、1ダルトンの増加が実際にはアスパラギンにおける脱アミド化に起因するもの
であったと決定した。この検索アルゴリズムは、それらは同じペプチド質量をもたらすも
のであり、初期MS/MSスペクトルは問題の残基間に特徴的なピークを欠く不完全なフラグ
メントイオン系列を含んでいたという理由から、これらの2つの異なる翻訳後修飾の間を
正確に区別しなかった。生物学的プロセスの産物であるということに加えて、アスパラギ
ンの脱アミドはまた、MHC分子からペプチドを溶出させるために使用された極限条件であ
る高温および／または低pHへのサンプルの暴露によっても生じ得（68）、したがってこの
修飾は、いくつかの例においては、サンプル処理の間に生じた人工物であり得る。シトル
リン化タンパク質のライブラリは、RA患者の滑膜組織／滑液のLC-MS/MS分析を通じてコン
パイルされた（69,70）。このインベントリにしたがう我々のLC-MS/MSデータの手作業に
よる調査は、いかなるシトルリン化HLA-DR提示ペプチドも検出しなかった。
【０１２８】
　結論として、本明細書に開示されるデータは、LC-MS/MSが現時点で、慢性関節炎を患っ
た個々の患者のST、SFMC、およびPBMCの臨床サンプルから直接的に多量のHLA-DR提示ペプ
チドを同定するのに十分な感度を有することを示している。本研究において、個々の患者
の組織または体液からのHLA-DR提示ペプチドの発見ベースのLC-MS/MS同定が、新規の自己
免疫応答を同定する上での橋渡しとなった。RA患者において同定された3つの自己抗原の
うち、以前に報告されていたのは1つのみであり、LA患者において同定された4つの自己抗
原のすべてが新規であった。免疫原性T細胞エピトープから始まる自己抗原の同定の主な
優位点は、それが多くの場合、持続的な高力価の自己抗体を生成する多くの患者において
より広く適用可能なTおよびB細胞応答の調査に向けられていること、およびこれらの応答
が病態生理学的結果と相関することである。さらに、任意の患者から容易に取得できるPB
MCからのインビボHLA-DR提示ペプチドの同定は、任意の免疫系疾患を患った患者における
潜在的に病原性の免疫応答の同定のための正確な、個別のアプローチを提供する。
【０１２９】
材料および方法
　研究用患者 - 本研究は、Massachusetts General HospitalのHuman Investigations Co
mmitteeによって承認され、すべての参加者から書面上のインフォームドコンセントを得
た。5名のRA患者が、関節リウマチの診断のためのAmerican College of Rheumatology/Eu
ropean League against Rheumatism (ACR/EULAR)定義の2010年度基準に合致し（50）、8
名のLA患者が、ライム病の診断のためのCenters for Disease Control and Preventionの
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基準に合致した（51）。全8名のLA患者は、≧2ヶ月の適切な経口抗生物質治療および≧1
ヶ月のIV抗生物質治療の開始後≧3ヶ月間の持続的な関節炎と定義される（52）、抗生物
質難治性LAを患っていた。LA患者において、滑膜組織を、治療のための関節鏡視下滑膜切
除術の際に取得し、RA患者においては、組織を、滑膜切除術または関節置換手術の際に回
収した。6名の患者で十分量のSFMCが分析に利用可能であり、4名の患者でPBMCが利用可能
であった。
【０１３０】
　ST、SFMCおよびPBMCの調製 - 注記されているものを除くすべての試薬を、Sigma-Aldri
ch（St.Louis, MO）から購入した。STサンプル（8～10g）を、その内容の全体が本明細書
に組み入れられる、以前に参考文献（30）に記載されたプロトコルを用いて調製した。ヘ
パリン処理SFMCおよびPBMC（約3～8x107細胞）を、Ficoll-Hypaque（MP Biomedicals）分
離によって取得し、分析まで液体窒素中で保管した。精製の日に、SFMCおよびPBMCサンプ
ルを、37℃の水槽に2分間静置することによってすばやく解凍した。細胞を、800 x gで10
分間遠心分離することによってリン酸緩衝生理食塩水（PBS）（Life Technologies）中で
2回洗浄した。そのペレットを、10 mL溶解緩衝液：150 mM塩化ナトリウム、20 mMトリス
（ヒドロキシメチル）アミノメタン・HCl（pH 8.0）、5 mMエチレンジアミン四酢酸ナト
リウム溶液、0.04％アジ化ナトリウム、1 mM 4-(2-アミノエチル)ベンゼンスルホニルフ
ロリド・HCl、10μg/mLロイペプチン、10μg/mLペプスタチンA、5μg/mLアプロチニンお
よび1％ 3-[(3-コラミドプロピル)ジメチルアンモニオ]-1-プロパンスルホネートで再懸
濁した。SFMCおよびPBMCからのHLA-DR複合体の免疫親和性精製を、以前に参考文献（30）
に滑膜組織サンプルについて記載されていたプロトコルを用いて実施した。
【０１３１】
　LC-MS/MS - 高性能LC-MS/MSを、C18ZipTip（Millipore, Billerica, MA）を用いて脱塩
処理した後の精製されたHLA-DR提示ペプチドに対して行った。各質量分析器において使用
された方法を以下に記載する。
【０１３２】
　LTQ-Orbitrap XL質量分析器 - nanoAcquity UPLCシステム（Waters Corp., Milford, M
A）を、TriVersaを通じてLTQ-Orbitrap XL MS（ThermoFisher Scientific, San Jose, CA
）に接続した。
【０１３３】
　NanoMateイオン源（Advion, Ithaca, NY） - ペプチド濃縮は、捕捉カラム（180μm x 
20 mm、5μm 100Å Symmetry C18、Waters Corp）を用いて15μL/分の流速で1分間行い、
分離は、キャピラリーカラム（150μm x 10cm、1.7μm 130ÅBEH C18、Waters Corp）を
用いて達成した。緩衝液Aは、水中に1％アセトニトリル（ACN）および0.1％ギ酸を含み、
緩衝液Bは、ACN中に1％水および0.1％ギ酸を含むものであった。52分間にわたる2％～40
％の緩衝液Bの直線勾配を、0.5μL/分の流速で使用した。
【０１３４】
　キャピラリー電圧を、NanoMateを用いて1.7 kVに設定し、キャピラリー温度を120℃に
設定した。質量スペクトルを、およそ1.2秒/スペクトルのスキャン速度、60,000の解像度
（m/z 300でのその最大高の半分のピーク幅）でm/z 300～2000の範囲を記録した。8000 N
Lのシグナル強度しきい値を有する質量スペクトルにおける5つの最も豊富で多価の種につ
いて、タンデムMSを実施した。CIDにおける標準化衝突エネルギーを35％に設定し、衝突
ガスとしてヘリウムを使用した。MS/MSスペクトルは、LTQ XLリニアイオントラップを用
いて記録した。すべてのスペクトルをプロファイルモードで記録した。各サンプルにつき
2～5回のLC-MS/MSを実施し、各サンプルのすべてのRAWファイルを、Proteome Discoverer
 1.3ソフトウェア（ThermoFisher Scientific）を用いて1つのMascot汎用ファイルに結合
した。
【０１３５】
　Q Exactive plus質量分析器 - nanoAcquity UPLCシステムを、TriVersa NanoMateイオ
ン源を通じてQ Exactive plus MS（ThermoFisher Scientific, San Jose, CA）に接続し
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た。LTQ-Orbitrap XL MSにおいて使用されたのと同じペプチド濃縮および分離カラム、HP
LC溶媒および勾配、ならびにNanoMateキャピラリー電圧および温度を、Q Exactive plus 
MSに適用した。調査MSスキャンを、70,000の解像度（m/z 300）、m/z 400～2000の範囲で
記録した。15個の最も豊富な多価イオンを、17,500の解像度、1.5 m/zの分離幅および27
％の標準化衝突エネルギーでのより高エネルギーの衝突誘導解離（HCD）MS/MSのために選
択した。すべてのスペクトルをプロファイルモードで記録した。各サンプルにつき1回のL
C-MS/MSを実施し、各サンプルのRAWファイルを、Proteome Discoverer 1.3ソフトウェア
（ThermoFisher Scientific）を用いてMascot汎用ファイルに変換した。
【０１３６】
　6550 iFunnel QTOF LC/MS - 2つの1260 HPLCシステムを、チップキューブインターフェ
ース（Agilent Technologies, Santa Clara, CA）を通じて6550 iFunnel QTOF MSに接続
した。Polaris-HR-3C18チップを、ペプチド濃縮および分離に使用した。濃縮カラムにお
ける流速は2μL/分に設定し、サンプル流出容積は4μLに設定した。サンプル分離のため
に、Waters UPLCシステムにおいて使用したのと同じ溶媒を用いて、緩衝液Bの勾配（0.1
分間かけて2％から5％へ、74.9分間かけて5％から20％へ、10分間かけて20％から40％へ
、10分間かけて40％から90％へ、90％緩衝液Bで5分間保持、2％緩衝液Bに戻し、10分間保
持）を、0.3μL/分の流速で使用した。キャピラリー電圧は1.7～1.95kVに設定し、ガス温
度は225℃に設定した。調査用質量スペクトルは、8スペクトル／秒の取得率で、m/z 295
～1700の範囲を記録した。タンデム質量スペクトルは、3スペクトル／秒の取得率で、m/z
 50～1700の範囲を記録した。前駆イオンの単離は、1.3 m/zの狭い単離ウィンドウで実施
した。タンデムMSを、5000カウントのシグナル強度しきい値または0.001％の相対しきい
値を有する質量スペクトルにおいて20個の最も豊富な多価の種について実施した。CIDの
衝突エネルギーを、2価前駆イオンについては式［3.1x(m/z)/100+1］を、3価およびそれ
より多価の前駆イオンについては［3.6x(m/z)/100-4.8］を用いて設定した。1つのタンデ
ムスペクトルを記録した後にアクティブ排除を使用状態にし、0.15分後に解放した。すべ
てのスペクトルを、セントロイドモードで記録した。各サンプルにつき1～2回のLC-MS/MS
を行い、各サンプルのすべてのデータファイルを、MassHunter Qualitative Analysis B.
05.00（Agilent Technologies, Santa Clara, CA）を用いて1つのMascot汎用ファイルに
結合した。
【０１３７】
　タンパク質データベース検索 - 以前の研究において、International Protein Index（
IPI）データベース（72,155個のタンパク質配列）を使用して、（本明細書では、患者RA1
、RA2、LA1およびLA2として特定されている）各々RAまたはLAを患った2名の患者由来のST
サンプルからHLA-DR提示ペプチドを同定した（30）。IPIデータベースは現在閉鎖されも
はや維持されていないので、これらの4名の患者由来のサンプルについて得られたスペク
トルを、UniProtタンパク質データベース（95,500エントリー、2010年8月）を用いて再分
析し、その知見を我々の以前の研究報告（30）と比較した。UniProtデータベースを用い
て同定されたペプチドの約96～98％が、以前にIPIデータベースを用いて割り当てられた
それらと同じであった。LA2由来のSFMCサンプルならびにRA2由来のSFMCおよびPBMCサンプ
ルが本研究における分析に利用可能であったので、ST、SFMCおよびPBMCにおけるHLA-DR提
示ペプチドレパートリーの比較のために、RA1、RA2、LA1およびLA2のST由来の再分析され
たLC-MS/MSデータを本明細書に含めた。本研究において、各サンプル由来のMascot汎用フ
ァイルをデコイデータベースと連結されたUniProtヒトデータベースに対して検索するこ
とによって、HLA-DR提示自己ペプチドを同定した。デコイデータベースは、Perl script 
decoy.pl（Matrix Science）を用いてデータベース内の各タンパク質配列を無作為化する
ことによって作成した。Mascot 2.4.0（Matrix Science）、OMSSA Browser 2.1.1（NCBI
）およびX!Tandem tandem-win-12-10-01-1（The Global Proteome Machine Organization
 www.thegpm.org）を、データベース検索に使用した。我々のデータベースへのペプチド
配列の登録のために、コンセンサス一致（＞2つの検索エンジンによる配列の割当て）ま
たは2名の専門家による評価により受け入れ可能と判断された1つのみのプログラムによる
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一致を必要とした。システインのシステイニル化、グルタミンおよびアスパラギンの脱ア
ミド、アミノ末端グルタミンおよびグルタミン酸からのピログルタミン酸、ならびにメチ
オニンの酸化を、すべての検索における修飾変数に指定した。S-システイニル化ペプチド
が、MHCクラスIおよびクラスII提示ペプチドにおいて（53～56）および我々の以前の研究
において（30）同定された。加えて、アルギニンからシトルリンへの変換を、翻訳後修飾
変数として含め、アルギニン対シトルリンに対応する分子量の相違を示すピーク（Δ＝0.
98402 Da）を、データベースの各アルギニン残基について検索した。
【０１３８】
　LTQ-Orbitrap XL MSを用いて取得したデータについては、前駆イオン誤差許容範囲を0.
01 Daに設定し、フラグメントイオン誤差許容範囲を0.5 Daに設定し、Q Exactive plus M
Sを用いて取得したデータについては、前駆イオン誤差許容範囲を10 ppmに設定し、フラ
グメントイオン誤差許容範囲を20 mmuに設定し、6550 iFunnel QTOF MSを用いて取得した
データについては、前駆イオン誤差許容範囲を20 ppmに設定し、フラグメントイオン誤差
許容範囲を50 mmuに設定した。すべてのタンパク質データベース検索において「酵素なし
」を指定した。Mascotスコアカットオフを≧20に設定し、OMSSA e-valueカットオフを≦0
.01に設定し、X!Tandem e-valueカットオフを≦10に設定した。加えて、少なくとも2つの
検索プログラムによるペプチドのコンセンサス同定を、Microsoft Accessクエリーを用い
て相関付けた。研究の間に、UniProtヒトタンパク質データベースは継続的に更新された
。本明細書に示されているUniProtデータベースを用いて取得された結果を検証するため
、最近のRA患者由来のPBMCサンプルから取得されたスペクトルを、Swiss-Protタンパク質
データベース（20,100エントリー、2016年1月）を用いて再分析し、更新されたデータベ
ースを用いて同定されたペプチドの93％が、本明細書で使用されたUniProtデータベース
を用いて割り当てられたそれらと同じであった。
【０１３９】
　冗長ペプチド配列の除去 - 同じソースタンパク質由来の内因性HLA-DR提示ペプチドは
しばしば、異なるペプチド長で重複配列を含んでいる。例えば、HPタンパク質（アクセッ
ションQ6PEJ8）由来の

はすべて、LA8のSTから同定され、

は、

の冗長ペプチドとみなされた。この問題に対処するため、同定されたコンセンサスペプチ
ドのリストを、中心配列に重複するアミノ酸配列を有する冗長ペプチドを照合し除外する
自家製ソフトウェアに入力した。少なくとも6連続する重複アミノ酸残基を有するペプチ
ド配列を、冗長とみなし、最長のアミノ酸配列を有するペプチドをソフトウェアプログラ
ムから出力した。このソフトウェアを、異なるサンプル間でコンセンサスペプチドを比較
するためにも使用した。少なくとも6連続する重複アミノ酸残基を有するペプチド配列を
、コンセンサスとみなした。
【０１４０】
　ソースタンパク質の同定 - 少なくとも2つのタンパク質データベース検索エンジンによ
って同定されたコンセンサスペプチドおよびその同定が手作業による調査に近かった単一
のプログラムによって指定されたペプチドのすべてを、UniProtヒトタンパク質データベ
ースに対してペプチド配列をスクリーニングする自家製の別のソフトウェアプログラムに
入力した（デコイ配列を含めず）。スクリーニングされたペプチド配列を含むソースタン
パク質のアクセッション番号のすべてが、Microsoft Excelにおいてセミコロンでアクセ
ッション番号をつなぐテキスト文字列として表されている。この検索は、多くの同定され
たペプチドが、2つ以上のソースタンパク質に由来し得ること、異なるサンプル間でコン
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センサスソースタンパク質が、Microsoft Accessクエリーを用いてタンパク質アクセッシ
ョン番号を含むテキスト文字列を照合することによって相関付けられたことを示した。こ
の質量スペクトルプロテオミクスデータは、PRIDEパートナーレポジトリを通じて、デー
タセット識別子PXD003051でProteomeXchange Consortium（57）に登録された。
【０１４１】
　ペプチドおよびソースタンパク質の免疫原性の決定 - このプロトコルの橋渡し部分で
、LC-MS/MSによって同定されたすべての非冗長ペプチドを合成し、ELISpotアッセイを用
いて適合患者のPBMCに対して評価した。次に免疫原性ペプチドを、ELISpotアッセイによ
ってT細胞反応性について試験し、そのペプチドのソースタンパク質を、多くの患者およ
び対照対象においてELISAによってB細胞応答についてアッセイした。現時点で、ペプチド
の免疫原性の決定は、3名のRAおよび5名のLA患者において完了している（22～26）。さら
なるそのような分析が継続中である。
【０１４２】
　統計 - すべてのp値は、両側である。≦0.05のp値を統計的に有意とみなした。
【０１４３】
実施例3 - 対象において自己抗原である可能性があるGNSおよび／またはフィラミンAペプ
チドを用いてELISpotアッセイを実施することができる
　酵素連結免疫吸着スポット（ELISpot）アッセイを、ELISpotplus for human IFN-γキ
ット（Mabtech Inc., #3420-2AW-Plus）を用いて実施する。簡単に説明すると、Ficoll-H
ypaque密度遠心分離を用いて回収され液体窒素中で保管されているPBMCをすばやく解凍し
、丸底96ウェルプレート（Costar,＃3799）に、200μlの完全培地（RPMI-1640、2mMグル
タミン、100ユニット/mlペニシリン、100μg/mlストレプトマイシン、10mM HEPES（すべ
てInvitrogen製）および10％ヒトAB血清（Cellgrow））中ウェルあたり2x105個となるよ
うプレーティングする。全長タンパク質またはそれより短いペプチドフラグメントを、複
製ウェルに1μMの濃度で添加する。陽性および陰性対照は、それぞれ、1％PHA（Invitrog
en、＃10576-015）および抗原なしからなる。37℃および5％CO2下で5日後、細胞を、IFN-
γ捕捉抗体で事前にコーティングしておいたELISPOTプレート（Mabtech）に移し、一晩イ
ンキュベートする。すべてのその後の段階を、製造元のプロトコルに詳細に示されている
ように行う。ウェルの画像を、ImmunoSpotシリーズ3B分析装置を用いて撮影し、ImmunoSp
ot 5.0アカデミックソフトウェア（Cellular Technology Limited）を用いてスポットを
計数する。
【０１４４】
実施例4 - 対象において自己抗原である可能性があるGNSおよび／またはフィラミンAペプ
チドを用いてELISAアッセイを実施することができる
　血清抗ペプチド抗体ELISA：EasyWash ELISAプレート（CoStar）を、100μlのPBS中に溶
解された0.5μg/mlキャリアフリー、組み換えヒトGNSおよび／またはフィラミンA全長タ
ンパク質またはペプチドフラグメントでコーティングし、4℃で一晩インキュベートする
。すべてのその後の段階を、200rpmに設定されたプラットフォームシェーカー上のプレー
トで、室温にて行う。次の日に、プレートをPBST（リン酸緩衝生理食塩水および0.05％ T
ween-20）で3回洗浄し、次いで200μlのブロッキング緩衝液（PBST中5％脱脂粉乳）と共
に1時間インキュベートする。その後、ウェルをPBSTで3回洗浄し、ブロッキング緩衝液で
1/100希釈された100μlの各患者の血清サンプルを個々のウェルに添加し、1時間インキュ
ベートする。プレート内標準化に使用するために、対照として、8名の健常対象由来の血
清を各プレートに添加する。PBSTによる3回のさらなる洗浄の後、ブロッキング緩衝液で1
:7500希釈された100μlのセイヨウワサビペルオキシダーゼに結合されたヤギ抗ヒトIgG（
KPL #074-1006）を各ウェルに添加し、1時間インキュベートする。次いでプレートをPBST
で3回、その後にPBSで3回洗浄し、100μlの基質3,3',5,5'-テトラメチルベンジジンおよ
び0.01％過酸化水素の1:1混合物（TMB基質試薬キット、＃555214）（BD Biosciences）と
共にインキュベートする。3分後に反応を、100μlの2N硫酸（LabChem Inc.,＃LC25790-2
）を用いて停止する。各ウェルの吸光度値（OD450）を、マイクロプレートリーダー（Bio
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【０１４５】
　滑液自己抗原サンドイッチELISA：EasyWash ELISAプレートを、50μlのPBS中に希釈し
た（5μg/ml）捕捉抗体、ヤギ抗ヒト自己抗原（ヒトGNSおよび／またはフィラミンA全長
タンパク質またはペプチドフラグメント）でコーティングし、4℃で一晩インキュベート
する。すべてのその後の段階を、室温で行う。次の日に、プレートをPBSで3回洗浄し、ブ
ロッキング緩衝液と共に30分間インキュベートする。その後、プレートをPBSで3回洗浄し
、100μlのブロッキング緩衝液で1:10希釈した各患者の滑液サンプルを個々のウェルに添
加し、2時間インキュベートする。結果を定量するために、ブロッキング緩衝液で連続希
釈した組み換えヒト自己抗原も、標準曲線の作成のために各プレートに添加する。プレー
トを3回洗浄した後、ウェルを、150μlのブロッキング緩衝液で満たし、穏やかにボルテ
ックスし、再度PBSで3回洗浄してすべての非結合タンパク質を確実に除去する。次いでプ
レートを、50μlのブロッキング緩衝液で希釈された（5 ng/ml）マウス抗ヒト自己抗原抗
体と共に2時間インキュベートする。プレートを再度PBSで洗浄し、50μlのブロッキング
緩衝液中に希釈された（1:1000）検出抗体である、セイヨウワサビペルオキシダーゼに結
合されたヤギ抗マウスIgG（Santa Cruz、＃SC-2005）をプレートに添加し、1時間インキ
ュベートする。プレートをPBSで3回洗浄した後、100μlのTMBを約6分間添加し、次いで反
応を、100μlの2N硫酸を用いて停止する。プレートを上記のようにして読み取る。
【０１４６】
実施例5 - 対象において自己抗原である可能性があるGNSおよび／またはフィラミンAペプ
チドを用いて免疫ブロットを実施することができる
　自己抗原（例えば、ヒトGNSおよび／またはフィラミンA全長タンパク質またはペプチド
フラグメント、例えばヒト組み換え自己抗原）12μgを、10％mini-PROTEAN TGXゲル（Bio
-Rad）で電気泳動し、その後にニトロセルロース膜に転写する。すべてのその後の段階を
、撹拌しながら室温で行う。膜を切断して小片にし、8チャンネルリザーバライナー（Cos
tar、＃4878）に各々設置し、1.5mlブロッキング緩衝液（20mM Tris、500mM塩化ナトリウ
ム中5％脱脂粉乳、0.1％ Tween-20；pH 7.5）中で1時間インキュベートする。その後、小
片をリンス緩衝液（20mM Tris、500mM塩化ナトリウム中0.1％ Tween-20；pH 7.5）を用い
て1分間隔で3回洗浄し、各々個々の小片を、ブロッキング緩衝液で1:100希釈された患者
の血清と共に1時間インキュベートする。小片を再度リンス緩衝液で3回洗浄し、ブロッキ
ング緩衝液で1:2000希釈されたアルカリホスファターゼに結合されたヤギ抗ヒトIgG抗体
（KPL、＃4751-1006）と共に1時間インキュベートする。小片をリンス緩衝液で3回、さら
に20mM Tris、500mM塩化ナトリウム；pH 7.5で3回洗浄する。バンドを、NBT/BCIP基質溶
液（Roche Diagnostics GmbH、＃11681451001）と共に3～5分間インキュベートすること
によって可視化し、その後に小片を等量の水で洗浄して反応を停止させる。バンドが、イ
ージーアッセイに含めた既定の陽性対照サンプルより濃い場合に、陽性とみなす。
【０１４７】
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