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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　IL-5に対する自己抗体の抗体価を患者由来の試料から検出することを特徴とする動脈硬
化の検査方法。
【請求項２】
　前記動脈硬化が、アテローム性動脈硬化症である請求項１の検査方法。
【請求項３】
　前記検査方法は、発病リスクの検査、重症度の判定検査、又は治療効果の判定検査であ
る請求項２の検査方法。
【請求項４】
　動脈硬化検査を実施するための、IL-5を含む検査キット。
【請求項５】
　動脈硬化検査を実施するための、IL-5を含み、さらに少なくとも以下のいずれか１を含
む検査キット。
（１）マイクロプレート
（２）標準液
（３）陽陰性コントロール
（４）反応用緩衝液
（５）酵素標識抗体
（６）洗浄用緩衝液



(2) JP 5904553 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

（７）酵素基質液
（８）反応停止液
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、自己免疫疾患に関与するタンパク質の解析方法及び該疾患の検査方法に関す
る。
　なお、本出願は、参照によりここに援用されるところの、日本国特許出願の特願2010-2
56418からの優先権を請求する。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトのゲノムシークエンスが終了し、遺伝子について、バイオインフォマティクス（bi
oinformatics）の発展を促しながら、種を超えて保存されているアミノ酸配列（ドメイン
）の探索、それを基にしたオーソログ遺伝子の分類など、核酸やアミノ酸配列を中心とし
た解析がなされている。しかし、未だにゲノム上の遺伝子の半数近くは、機能未知のまま
である。
　ゲノム上に見出された、機能がまったく未知の遺伝子はもちろんのこと、実は、アノテ
ーション（注釈付け）された遺伝子でさえ、生化学的な機能はまだわかっていない遺伝子
が大半を占める。
　そのため、ゲノムシークエンス後のポストゲノム時代において、膨大な予算を投入して
見つかった２万５千種を超える遺伝子に関して、より有効な情報を得るためには、タンパ
ク質の生化学的な機能を網羅的に解析する技術の発展が必須である（参照：非特許文献１
）。
【０００３】
　上記のような網羅的に解析する技術の一つとして遺伝子発現プロファイルを使用する方
法が知られている。遺伝子発現プロファイルを解析することで遺伝子機能を明らかにし、
創薬、薬理学、毒性学、診断に供する知見を得るための研究がなされている。例えば、相
関分析、主因子分析、分散分析などの統計解析、ｋ平均クラスタリング、階層クラスタリ
ング、最短近傍法、判別分析、ニューラルネットワーク、遺伝的アルゴリズムをＤＮＡチ
ップデータの解析に適用している（参照：特許文献１、５～７）。
【０００４】
　一方、自己免疫疾患は、自分自身の構成成分である抗原（自己抗原）に対する免疫応答
すなわち自己免疫によって発生する疾患を言う。
　自己抗原が特定の臓器あるいは組織・細胞に限局して存在するような場合には、その臓
器のみが障害されることとなり臓器特異的自己免疫疾患となる。代表的な例として、重症
筋無力症、多発硬化症等が知られている。
　一方、核物質など全身に普遍的な自己抗原に対する自己抗体の存在が知られており、血
管炎など全身性の病変が生じているものは全身性自己免疫疾患となる。代表的な例として
、全身性エリテマトーデス、慢性関節リウマチ、多発動脈炎症等が知られている。
【０００５】
　アテローム性動脈硬化症は、高血圧、糖尿病、脂質異常症といった生活習慣病の終末像
であり、心筋梗塞、脳梗塞、末梢動脈疾患等を発症し、致命的又はADL（Activity of Dai
ly Living）を大きく損なうことがある。
　そのため、アテローム性動脈硬化症は、早期発見、発病予測が重要であるが、従来の画
像診断では、初期段階のアテローム性動脈硬化を診断することができず、血清マーカー等
も有用なものが存在しない状況である。
　また、近年の研究成果から、アテローム性動脈硬化における炎症の一部に、自己免疫性
機序が関わる可能性が示唆されていたが、実体は不明のままである。
【０００６】
　近年、上記述べた症状が、少なくとも部分的には自己免疫が関与していると考えられる
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ようになってきたが、なお不明な点も多い。一方、臓器特異的自己免疫疾患では、自己抗
体の病因的役割がはっきりしている場合が多い。これまでの研究から、臓器特異的自己免
疫疾患は、抗原刺激を受けた Tリンパ球によって引き起こされるものと推定されるに至っ
ている。自己抗体の産生機序については、さまざまな考えが出されている。第１は特定の
自己抗体の産生に関わる遺伝子の関与説である。第２は、通常血中に微量にしか存在しな
い抗原がなんらかの原因で多量に放出されること、又は抗原がなんらかの原因で修飾され
ることによるとするものである。第３は、抗体産生に関与するリンパ球側に異常があり、
寛容状態から逸脱してしまうことによるとするものである。
　おそらく、これらが重複して自己抗体が産生されてくると考えられている（参照：特許
文献２）。また、全身性自己免疫疾患における自己抗体の役割についてはいくつか報告さ
れている。
【０００７】
　特表２００９－５０３５２９号公報（特許文献３）は、「IL-1α自己抗体の検出を含む
、アテローム性動脈硬化症および関連血管疾患の危険度を有する個体を検出する方法」を
開示している。
　しかし、自己免疫疾患に関与する因子がIL-1α自己抗体のみであると考えることはでき
ない。さらに、本発明で特定した自己免疫疾患に関与する因子には、IL-1αが含まれてい
ない。
【０００８】
　特表２００８－５０１６３６号公報（特許文献４）は、「ホスホリルコリンに対する自
己抗体、特にIgM自己抗体の有無は、アテローム性動脈硬化症を発症する危険の増減と関
連していること」を開示している。
　しかし、自己免疫疾患に関与する因子がホスホリルコリン自己抗体のみであると考える
ことはできない。さらに、本発明で特定した自己免疫疾患に関与する因子には、ホスホリ
ルコリンが含まれていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開２００８－１５２４０５号公報
【特許文献２】特開２００８－１１８８７０号公報
【特許文献３】特表２００９－５０３５２９号公報
【特許文献４】特表２００８－５０１６３６号公報
【特許文献５】特開２００８－５９０２４号公報
【特許文献６】特開２００４－３００９３号公報
【特許文献７】特開２００５－３２３５７３号公報
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】生化学　第７９巻　第３号、pp.278-286, ２００７
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　上記述べた現状により、現段階においては、自己免疫疾患に関与する因子は、単独では
なく複数の因子、特に複数のタンパク質に対する自己抗体が発現していると考えられてい
る。
　従来の遺伝子発現プロファイル（参照：特許文献１、５～７）では、自己免疫疾患患者
由来の試料中の遺伝子発現量を、健常者由来の試料中の遺伝子発現量と比較することによ
り、原因タンパク質を特定していた。
　しかし、各種の疾患患者の試料中の遺伝子発現量（転写産物）が、該遺伝子をコードす
るタンパク質の実際の発現量とは必ずしも一致しないことが多々報告されている。さらに
は、該プロファイルでは、自己抗体が発現しているかどうかを十分に特定することができ
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ない。
　以上により、自己免疫疾患に関与する無数のタンパク質を高感度かつ高効率に検出する
方法及び該検出方法から得られたデータの解析方法の構築が必要である。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者らは、上記検出方法及び解析方法を構築するために、無細胞タンパク質合成系
により発現させた哺乳動物由来のタンパク質を自己免疫疾患患者由来の試料と接触させる
ことにより自己抗体産出を検出し、そして該検出したデータを統計的分析処理、さらに遺
伝子オントロジー解析及び／又はパスウェイ解析を行うことにより、自己免疫疾患に関与
するタンパク質を網羅的に解析する手段を提供した。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明では、高感度かつ高効率で自己免疫疾患、特に動脈硬化に関与するタンパク質を
解析する手段を提供した。さらに、該手段から得られた動脈硬化に関与するタンパク質に
対する自己抗体の抗体価を検出することによる動脈硬化、特にアテローム性動脈硬化の検
査方法を提供した。
【００１４】
　すなわち、本発明は以下の通りである。
「１．以下のいずれか１のタンパク質群に対する自己抗体の抗体価を患者由来の試料から
検出することを特徴とする動脈硬化の検査方法。
（１）サイトカインに関与するタンパク質群、ここで、サイトカインに関与するタンパク
質群は、以下のいずれか１以上である：
　IL-5；STX1A；CSNK2A1；VAMP2；GSK3B；PRKCZ；PCNA；PIN1；STX4；HRB；HMGN1；HIST1
H1C；TUBB；NPM1；VAMP8；VAPA；STX3；RABAC1、CCND2。
（２）アミノ酸輸送体に関与するタンパク質群、ここで、アミノ酸輸送体に関与するタン
パク質群は、以下のいずれか１以上である：
SLC7A11；SLC36A4；SLC7A9、SLC1A3。
　２．前記サイトカインに関与するタンパク質群は、以下のいずれか１以上である前項１
の検査方法。
（１）IL-5
（２）STX1A
（３）CSNK2A1
（４）VAMP2
（５）GSK3B
（６）PRKCZ
（７）PCNA
（８）PIN1
（９）STX4
　３．前記サイトカインに関与するタンパク質群は、以下のいずれか１以上である前項１
の検査方法。
（１）HRB
（２）HMGN1
（３）HIST1H1C
（４）TUBB
（５）NPM1
（６）VAMP8
（７）VAPA
（８）STX3
（９）RABAC1
（１０）CCND2
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　４．前記アミノ酸輸送体に関与するタンパク質群は、以下のいずれか１以上である前項
１の検査方法。
（１）SLC7A11
（２）SLC36A4
（３）SLC7A9
（４）SLC1A3
　５．前記動脈硬化が、アテローム性動脈硬化症である前項１～４のいずれか１の検査方
法。
　６．前記検査方法は、発病リスクの検査、重症度の判定検査、又は治療効果の判定検査
である前項５の検査方法。
　７．動脈硬化検査を実施するための、少なくとも以下を含む検査キット：
　IL-5；STX1A；CSNK2A1；VAMP2；GSK3B；PRKCZ；PCNA；PIN1；STX4；HRB；HMGN1；HIST1
H1C；TUBB；NPM1；VAMP8；VAPA；STX3；RABAC1；CCND2；SLC7A11；SLC36A4；SLC7A9、及
び／又はSLC1A3。
　８．動脈硬化検査を実施するための、IL-5を含み、さらに少なくとも以下のいずれか１
を含む検査キット。
（１）マイクロプレート
（２）標準液
（３）陽陰性コントロール
（４）反応用緩衝液
（５）酵素標識抗体
（６）洗浄用緩衝液
（７）酵素基質液
（８）反応停止液
　９．以下の工程を有する自己免疫疾患に関与するタンパク質の解析方法：
（１）哺乳動物由来のタンパク質を、自己免疫疾患患者由来の試料と接触させて自己抗体
の検出データ（データ１）を取得する工程；
（２）哺乳動物由来のタンパク質を、健常者由来の試料と接触させて自己抗体の検出デー
タ（データ２）を取得する工程、及び／又は、哺乳動物由来のタンパク質を、自己免疫疾
患の治療薬を投与されている自己免疫疾患患者由来の試料と接触させて自己抗体の検出デ
ータ（データ３）を取得する工程；
（３）上記データ１～３のいずれか２以上を用いて統計学的分析を行い、示差的に発現し
ている１以上の自己抗体の自己抗原タンパク質（哺乳動物由来のタンパク質）群のデータ
（データ４）を取得する工程；
（４）上記データ４のタンパク質群に注釈付け（アノテーション）を行う工程、
（５）上記アノテーションに基づき上記タンパク質群の共通規則を抽出する工程。
　１０．さらに、前記共通規則に基づく拘束条件を用いてデータマイニングを行う工程を
有することを特徴とする前項９の解析方法。
　１１．前記（５）の工程で抽出された共通規則を有するタンパク質を用いて上記（１）
～（５）の工程を複数回繰り返す工程を特徴とする前項９又は１０の解析方法。
　１２．さらに、前記データ１～３に含まれておらず、かつ前記共通規則を有する哺乳動
物由来のタンパク質を使用して、上記（１）～（３）の工程を行うことによりデータ５を
取得する工程を有することを特徴とする前項９～１１のいずれか１の解析方法。
　１３．前記データ５を上記４データに組み合わせる工程を有することを特徴とする前項
９～１２のいずれか１の解析方法。
　１４．前記哺乳動物由来のタンパク質を無細胞タンパク質合成系で発現させることを特
徴とする前項９～１３のいずれか１の解析方法。
　１５．前記（１）及び／又は（２）の工程で、ALPHA（増幅発光近接ホモジニアスアッ
セイ）を使用してIgGと反応する哺乳動物由来のタンパク質を検出することを特徴とする
前項９～１４のいずれか１の解析方法。
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　１６．前記自己免疫疾患が、以下のいずれか１から選ばれる前項９～１５のいずれか１
の解析方法、
　全身性エリテマトーデス、円板状エリテマトーデス、多発性筋炎、強皮症、混合結合組
織病、橋本甲状腺炎、原発性粘液水腫、甲状腺中毒症、悪性貧血、Good-pasture症候群、
急性進行性糸球体腎炎、重症筋無力症、尋常性天疱瘡、水疱性類天疱瘡、インスリン抵抗
性糖尿病、若年性糖尿病、アジソン病、萎縮性胃炎、男性不妊症、早発性更年期、水晶体
原性ぶどう膜炎、交換性脈炎、多発性硬化症、動脈硬化症、アテローム性動脈硬化症、潰
瘍性大腸炎、原発性胆汁性肝硬変、慢性活動性肝炎、自己免疫性溶血性貧血、発作性血色
素尿症、突発性血小板減少性紫斑病、及びシェーグレン症候群。
　１７．前記自己免疫疾患が、動脈硬化症である前項９～１６のいずれか１の解析方法。
　１８．前記（４）の工程は、遺伝子オントロジー解析であることを特徴とする前項９～
１７のいずれか１の解析方法。
　１９．前記遺伝子オントロジー解析の１つ以上が、分子機能、細胞内局在及び生物学的
過程から選択される前項１８の解析方法。
　２０．前記遺伝子オントロジー解析の共通規則が、分子機能の分類であることを特徴と
する前項１９の解析方法。
　２１．前記（１）～（５）の工程を繰り返すことにより、前記分子機能の分類を下階層
に絞りこむことを特徴とする前項２０の解析方法。
　２２．前記自己免疫疾患が動脈硬化症であり、前記共通規則がアミノ酸輸送体であるこ
とを特徴とする前項１８～２１のいずれか１の解析方法。
　２３．前記（４）の工程は、パスウェイ解析であることを特徴とする前項９～１７のい
ずれか１の解析方法。
　２４．前記自己免疫疾患が動脈硬化症であり、前記共通規則がサイトカインであること
を特徴とする前項２３の解析方法。」
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】遺伝子オントロジー解析結果の階層構造の一例
【図２】遺伝子オントロジー解析結果の階層構造の一例
【図３】実施例６の遺伝子オントロジー解析結果
【図４】パスウェイ解析による自己免疫疾患に関与するタンパク質の解析結果
【図５】実施例４の自己抗体の抗体価の測定結果（図中の「AS」は動脈硬化患者由来の血
清、「C」は健常者由来の血清を意味する）
【図６】クラスター分析の結果
【図７】クラスター分析の結果
【図８】統計学的処理済みの各患者での自己抗体の抗体価の測定結果
【図９】各患者におけるそれぞれのクラスターでのAverage profile
【図１０】各クラスター別の遺伝子オントロジー解析結果
【図１１】各IL-5添加による冠状動脈硬化症患者血清中の抗IL-5抗体の抗体価の測定結果
【図１２】分泌型IL-5(20-135)の添加による、閉塞性動脈硬化症患者及び冠状動脈硬化症
患者血清中の抗IL-5抗体の抗体価の測定結果（図中の「C」は、分泌型IL-5(20-135)の無
添加を示す）
【図１３】冠状動脈硬化症患者血清中のIL-5濃度の測定結果（図中の「C」は、IL-5の無
添加を示す）
【図１４】抗IL-5抗体の抗体価の受信者動作特性曲線
【発明を実施するための形態】
【００１６】
（自己免疫疾患に関与するタンパク質の解析方法）
　本発明の自己免疫疾患に関与するタンパク質の解析方法は、主に以下の特徴を有する。
（１）哺乳動物由来のタンパク質を、自己免疫疾患患者由来の試料と接触させて自己抗体
の検出データ（データ１）を取得する。
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　これにより、自己免疫疾患患者由来の試料中の自己抗体と反応した哺乳動物由来のタン
パク質（自己抗原タンパク質）を特定することができる。
　なお、「自己抗体」とは、一般的にはIgG分子であり、特に、IgG4分子であるが、IgM、
IgE、IgA、またはIgD分子でもよい。
（２）哺乳動物由来のタンパク質を、健常者由来の試料と接触させて自己抗体の検出デー
タ（データ２）を取得する、及び／又は、哺乳動物由来のタンパク質を、自己免疫疾患治
療薬を投与されている自己免疫疾患患者由来の試料と接触させて自己抗体の検出データ（
データ３）を取得する。
　これにより、健常者由来の試料中及び／又は自己免疫疾患治療薬を投与されている自己
免疫疾患患者由来の試料中の自己抗体と反応した哺乳動物由来のタンパク質（自己抗原タ
ンパク質）を特定することができる。
（３）上記データ１～３のいずれか２以上を用いて統計学的分析を行い、示差的に発現し
ている１以上の自己抗体に対する自己抗原タンパク質（哺乳動物由来のタンパク質）群の
データ（データ４）を取得する。
　これにより、健常者、自己免疫疾患患者、自己免疫疾患治療薬を投与されている自己免
疫疾患患者によって、どのような自己抗体が特異的に産出、増加、減少又は消失されてい
るかを特定することができる。
（４）上記データ４のタンパク質群に注釈付け（アノテーション）を行う。
　これにより、自己抗原タンパク質（哺乳動物由来のタンパク質）の遺伝子機能情報、疾
患関連情報、塩基配列情報、公共データベース情報、他種遺伝子間のホモログ情報、遺伝
子ネットワーク情報、パスウェイ情報等が付与される。
（５）前記アノテーションに基づき前記タンパク質群の共通規則を抽出する。
　これにより、各種の自己抗原タンパク質の共通規則が特定される。
　なお、「共通規則」とは、各タンパク質が、発病時期、分子機能、細胞内構成、生物学
的プロセス等の共通の性質を共有することを意味する。
【００１７】
（自己免疫疾患）
　本発明の自己免疫疾患は、以下のいずれか１から選択される。特に、好ましい自己免疫
疾患は、動脈硬化であり、より好ましくはアテローム性動脈硬化である。
　全身性エリテマトーデス、円板状エリテマトーデス、多発性筋炎、強皮症、混合結合組
織病、橋本甲状腺炎、原発性粘液水腫、甲状腺中毒症、悪性貧血、Good-pasture症候群、
急性進行性糸球体腎炎、重症筋無力症、尋常性天疱瘡、水疱性類天疱瘡、インスリン抵抗
性糖尿病、若年性糖尿病、アジソン病、萎縮性胃炎、男性不妊症、早発性更年期、水晶体
原性ぶどう膜炎、交換性脈炎、多発性硬化症、動脈硬化、アテローム性動脈硬化、潰瘍性
大腸炎、原発性胆汁性肝硬変、慢性活動性肝炎、自己免疫性溶血性貧血、発作性血色素尿
症、突発性血小板減少性紫斑病、およびシェーグレン症候群。
【００１８】
（試料）
　本発明の試料は、各状態（重篤、軽症、自己免疫疾患治療薬を投与されている状態）の
自己免疫疾患患者及び健常者由来の生物学的材料を意味する。例えば、採取した血液、血
液由来成分（血清、血漿）、尿、糞便、唾液、汗に含まれる産物を対象とする。特に、好
ましい試料は、血清である。
【００１９】
（哺乳動物由来のタンパク質）
　本発明の哺乳動物由来のタンパク質は、哺乳動物の体内、特に血液で発現しているタン
パク質を意味する。
　さらに、本発明の哺乳動物は、ヒトを含む霊長類（例えば、ゴリラ、チンパンジー、ヒ
ヒ、リスザル）、コンパニオンアニマル（例えば、ネコ、ウサギ、イヌ、ウマ）、家畜（
例えば、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウマ）、および実験動物（例えば、ネコ、イヌ、モ
ルモット、ウサギ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、チンパンジー、およびヒヒ）を含む。
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【００２０】
（接触）
　本発明の各工程における「接触」とは、Ａ溶液をＢ溶液に添加する、又はＢ溶液をＡ溶
液に添加する、の両方を意味する。
　例えば、哺乳動物由来のタンパク質を自己免疫疾患患者由来の試料と接触させる場合に
は、哺乳動物由来のタンパク質を含む溶液を試料に添加しても、又は、試料を哺乳動物由
来のタンパク質を含む溶液に添加してもよい。
【００２１】
（データマイニング）
　本発明のデータマイニングとは、データから、興味ある規則性や因果関係をプログラム
等を使用して自動的に抽出する技術のことである。なお、本発明で使用するデータマイニ
ングは、統計的手法又は非統計的手法の両方を含む。
　統計的手法の例として、主成分分析、重回帰分析、因子分析、判別分析、Ｘ二乗検定、
Fisherの正確検定、Wilcoxonの検定、F-検定、多重検定、Welchのt-検定等が挙げられる
。
　非統計的手法の例として、クラスター解析、ニューラルネットワーク、自己組織化マッ
プ、遺伝的アルゴリズム、決定木、ｋ－最近傍法、パターン認識等が挙げられる。
　加えて、以上述べた手法を併用することもできる。
【００２２】
（正規化及びフィルタリング）
　本発明の工程では、好ましくは、正規化及び／又はフィルタリングを導入する。
　実験を行った時間、場所、作業者が異なることから実験のバックグランドや、ノイズの
程度が異なるので、その実験ごとのバックグランドやノイズの程度を揃えるために正規化
を行う。本発明の工程で、プロテインチップを使用した場合には、チップごとに画像輝度
（蛍光強度）が異なることがある。よって、バックグランド輝度を考慮する必要がある。
　また、フィルタリングでは、適切なデータを選択し、解析に悪影響を与える誤り値を除
く操作のことである。例えば、しきい値を定める方法がある。具体的には、信号強度（蛍
光強度）が低い場合、しきい値をＸとし、Ｘ以下の信号強度をＸにするかもしくはゼロに
する。
　また、クロスバリデーションも導入してもよい。
【００２３】
（遺伝子オントロジー解析）
　遺伝子の機能を調べるには、解析対象の遺伝子群を、遺伝子の機能に基づいて、分類し
、視覚化する必要がある。遺伝子の機能を表示する方式として、よく使われているものに
、遺伝子オントロジー解析がある。遺伝子オントロジーは、遺伝子の機能に関する統一的
な枠組みを制定する必要性から立ち上げられたGene Ontologyコンソーシアム（http://ww
w.geneontology.org/）と呼ばれるプロジェクトによって、提案されたものである。Gene 
Ontologyによると、遺伝子の機能を３つの情報として体系化している。即ち、分子機能（
Molecular Function）、細胞内局在（Cellular component）、生物学的過程（Biological
 process）である。
【００２４】
　遺伝子オントロジー解析から得られた結果の例を図１及び図２で説明する。
　GOIDは、生物学的過程、細胞内局在、及び分子機能の３つの情報に関するデータベース
の識別符号である。
　図１のオントロジー右端括弧中の数字は登録遺伝子数を示す。３２０５６個の遺伝子が
輸送体機能（transport）を有する遺伝子として現在登録されており、アミノ酸輸送体（a
mino acid tramsport）には１２７２個の遺伝子が登録されている。
　さらに、図２では、アミノ酸輸送体の下階層｛酸性アミノ酸輸送体（９５個）、アミノ
酸膜貫通輸送体（８個）等｝が登録されている。
　遺伝子オントロジーでは汎用的な大分類から詳細な小分類へと階層構造を形成している
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。
【００２５】
（遺伝子オントロジー解析を用いて共通規則を抽出する工程）
　下記実施例６の遺伝子オントロジー解析結果の図３を使用して説明する。
　図３に記載の４つのタンパク質は、遺伝子オントロジー解析によって得られた結果であ
る。
　図３の遺伝子群は、あるクラス分類において重要であることが、上記（３）の工程の統
計学的分析（データマイニング）により分かったタンパク質群であるとする。この図３の
遺伝子群から共通した性質や特徴を抽出することが、遺伝子アノテーションから共通規則
を抽出する工程の目的である。例えば、図３の遺伝子オントロジーに対して、複数の遺伝
子において共通に見られるオントロジーがないかを検索する。
　図３では、「amino acid transporter（アミノ酸輸送体）」又はその下階層が共通して
見られる。これにより、一回目の上記（１）～（５）の工程により、自己免疫疾患に関与
するタンパク質群はアミノ酸輸送体のクラス分類に関わっているという規則が潜んでいる
可能性を見出すことができる。
　なお、実験者の主観を排除するために、クラス分類されたタンパク質群のTermの中で一
番頻出頻度が高いものを共通規則として抽出してもよい。
【００２６】
　上記工程（１）～（５）の工程の終了後において、抽出した共通規則の基づく拘束条件
を用いてデータマイニングを行う工程を追加してもよい。
　データマイニングでは、例えば、得られたデータ１～３に対し、amino acid transport
er（ＧＯ：０００６８６５）に対応するデータ（タンパク質）という拘束条件を設けて、
それに該当するタンパク質群のみでデータマイニング、さらにはクロスバリデーションす
ることで、amino acid transporterがどの程度、クラス分類に寄与するかを定量的に把握
することができる。
　また、amino acid transporter（ＧＯ：０００６８６５）の上階層は、amino transpor
t（ＧＯ：００１５８３７）である。そこで別のデータマイニングでは、得られたデータ
１～３に対し、amino transport（ＧＯ：００１５８３７）に対応するデータ（タンパク
質）という拘束条件を設けて、それに該当するタンパク質群のみでデータマイニング、さ
らにはクロスバリデーションすることで、amino transporterがどの程度、クラス分類に
寄与するかを定量的に把握することができる。
　加えて、amino acid transporter（ＧＯ：０００６８６５）の下階層は、acidic amino
 acid　transport（ＧＯ：００１５８００）である。そこで別のデータマイニングでは、
得られたデータ１～３に対し、acidic amino acid transport（ＧＯ：００１５８００）
に対応するデータ（タンパク質）という拘束条件を設けて、それに該当するタンパク質群
のみでデータマイニング、さらにはクロスバリデーションすることで、acid amino acid 
transporterがどの程度、クラス分類に寄与するかを定量的に把握することができる。
　仮に、"acidic amino acid transportを含む"を拘束条件としてデータマイニングを行
った結果（正解率もしくはエラー率）を、"amino transport"を含む拘束条件としデータ
マイニングを行った結果及び"amino acid transport"を含む拘束条件としデータマイニン
グを行った結果と比較した場合に、"acidic amino acid transportを含む"を拘束条件と
してデータマイニングを行った結果が他２者より良ければクラス分類には、" amino acid
 transporter "及び" amino transporter "ではなく、" acidic amino acid　transport 
"が重要であることが分かる。これにより、自己免疫疾患に関与するタンパク質の分子機
能を上階層から下階層に絞りこむことができる。
【００２７】
　すなわち、上記のような工程を複数繰り返すことにより、より一般性の高い共通規則を
抽出することができる。
　加えて、データ１～３には含まれておらず、かつ共通規則の特性を有するタンパク質を
、上記（１）～（３）の工程を実施することにより、追加のデータであるデータ５を取得
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することができる。さらに、データ５をデータ４に組み合わせることにより、精度の高く
、より一般性の高い共通規則を抽出することができる。
【００２８】
　パスウェイ解析を本実施例から得られた図４で説明する。図４では、各丸印は遺伝子を
、丸印同士をつなぐ線は、相互関係があることを示している。なお、図４では、相互関係
スコアを省略している。相互関係スコアとは、一般に、線でつながれた二つの遺伝子が医
学文献データベースＭＥＤＬＩＮＥの同一アブストラクト文中に存在した件数を示してい
る。
　また、１つのハブタンパク質として、９種類のタンパク質(IL-5、STX1A、CSNK2A1、VAM
P2、GSK3B、PRKCZ、PCNA、PIN1、STX4)を特定できる。さらに、別のハブタンパク質とし
て、１０種類のタンパク質(HRB、HMGN1、HIST1H1C、TUBB、NPM1、VAMP8、VAPA、STX3、RA
BAC1、CCND2)を特定することができる。
　文献データベースとしては、一般に、米国ＮＣＢＩのＭＥＤＬＩＮＥやＯＭＩＭを用い
ているが、その他の文献データベースでもかまわない。
【００２９】
（パスウェイ解析を用いて共通規則を抽出する工程）
　パスウェイ解析により、自己免疫疾患に関与するタンパク質の共通規則を抽出する工程
を説明する。また、パスウェイ解析ソフトウェアとしては、公知のソフトウェア｛例：Ｐ
ａｔｈｗａｙ Ａｓｓｉｓｔ ｖｅｒ３．０（Ａｒｉａｄｎｅ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ）｝を用
いることができる。
　上記説明したように示差的に発現している１以上のタンパク質（自己抗原タンパク質）
群のデータ４を含む発現タンパク質リストを作成する。
　そして、作成した発現タンパク質リストをパスウェイ解析ソフトウェアにインポートす
る。なお、下記実施例においては、公知のパスウェイ解析ソフトウェアを用いてパスウェ
イ解析を行なっているため、添付されている説明書のプロトコールに従った。
　次に、発現タンパク質リスト内でのパスウェイを計算する。即ち、生物医学文献情報を
記憶している公共のデータベースであるＭＥＤＬＩＮＥデータベースにおいて検索可能な
論文の要約中から、パスウェイ解析ソフトウェアの処理アルゴリズム（Ｎａｔｕｒａｌ 
Ｌａｎｇｕａｇｅ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ Ｅｎｇｉｎｅ）で関連付けられている分子間の
つながりが検索される。
　そして、分子間のつながりが抽出された場合には、分子間のつながりを示すパスウェイ
が計算される。
【００３０】
　ＭＥＤＬＩＮＥデータベースにおいて検索可能な論文の要約中から、パスウェイ解析ソ
フトウェアのアルゴリズムで関連づけられている分子間のつながりが抽出されると、パス
ウェイ描画画面でノードが表示される。
【００３１】
　次に、ハブタンパク質群（図４中：IL-5、STX1A、CSNK2A1、VAMP2、GSK3B、PRKCZ、PCN
A、PIN1、STX4）の共通規則を抽出する。例えば、本実施例では、各タンパク質群の一部
が統計的に有意にサイトカイン（ヒトサイトカイン）に関連するタンパク質（共通規則）
であることが抽出することができる。なお、共通規則を抽出するために、前記説明した遺
伝子オントロジー解析を利用することができる。
【００３２】
　また、パスウェイ解析により特定されたタンパク質群と自己免疫疾患との相関について
、上記データ１～３のデータでの該タンパク質群の発現レベルとの相関を確認することに
より、パスウェイ解析により特定されたタンパク質群と自己免疫疾患の相関を検証できる
。
　従って、複数の検証を行うことにより、特定されたタンパク質群と自己免疫疾患の相関
を有する可能性が高いものであるとの予測をより確実なものとすることができる。
　加えて、段落「００２６」及び「００２７」に記載のように、データマイニング等の工
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程を追加してもよい。
【００３３】
（無細胞タンパク質合成系）
　本発明で使用する哺乳動物由来のタンパク質は、好ましくは、無細胞タンパク質合成系
、より好ましくは真核生物由来のコムギ胚芽等を用いた無細胞タンパク質合成用抽出液を
使用して発現させる。
　市販のタンパク質合成用抽出液としては、ウサギ網状赤血球由来のRabbit Reticulocyt
e Lysate System（Promega社）やコムギ胚芽由来のWheat Germ Expression Premium Kit
（WEPRO登録商標、株式会社セルフリーサイエンス）等が挙げられる。
　本発明に適用される最良の抽出液は、コムギ胚芽由来の抽出液であり、さらに混入する
胚乳成分や胚芽組織細胞中のタンパク質合成阻害をもたらすグルコースなどの代謝物質が
実質的に除去された抽出液である。なお、胚乳成分が実質的に除去された抽出液とは、リ
ボソームの脱アデニン化率が７％以下、好ましくは１％以下になっていること意味する。
さらに、好適には、細胞抽出液は、糖、リン酸化糖が10mM以下、好ましくは6mM以下まで
低減されている（260nmにおける吸光度200OD/mlの抽出液中のグルコース濃度として）。
このような抽出液の調製方法は、WO2005/063979 A1号公報に例示される。
【００３４】
　なお、本発明の特徴の一つとして、コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系で哺乳動物由来
のタンパク質を発現させることにより、下記実施例３に示すように、合成後のビオチン化
哺乳動物由来のタンパク質を洗浄する必要がないことが挙げられる。すなわち、ビオチン
化配列と結合しなかったビオチンを除去する必要がない。
　これにより、本発明の解析方法では、多量の哺乳動物由来のタンパク質に対する自己抗
体の抗体価を効率的に測定することができる。
【００３５】
（自己抗体の検出データの取得）
　本発明の「自己抗体の検出データの取得」とは、自己免疫疾患患者に特異的に発現して
いる自己抗体を検出することを意味し、より詳しくは該自己抗体の抗体価を測定すること
である。なお、抗体価を検出する方法は自体公知の方法を利用することができる。
　本発明では検出した１以上の自己抗体の抗体価の数値をエクセルファイル（Microsoft
社製）等に書き込むことにより、データとして取得することができる。
【００３６】
（自己抗体の抗体価の検出系）
　本発明では、自己抗体の抗体価の検出方法は特に限定されない。しかし、洗浄工程を省
略できるホモジニアスアッセイ、特にALPHAを検出系として使用することが好ましい。
　本発明では、好ましくはALPHAを使用することで、大量に発現したタンパク質を効率的
かつ高精度に検出することができる。
【００３７】
｛ALPHA（増幅発光近接ホモジニアスアッセイ）｝
　ALPHA は、PerkinElmer社のAlphaScreenTMが代表的なアッセイ法である。
　その方法は、近接させられたドナービーズとアクセプタービースとの間に一重項酸素の
移動に基づく分析方法である。これは、680nmでの励起において、ドナービース中の光増
感剤は、周囲の酸素を一重項状態の酸素に変換し、その酸素が200nmの距離まで拡散する
。アクセプタービーズ中の化学発光基は、エネルギーをビーズ内の蛍光アクセプターに移
動させ、続いて約600nmで光を放出する。なお、アクセプタービーズは、ガラス、シリカ
ゲル、樹脂のような不活性担体であって、上記生体分子を固定化しておくための担体であ
る。ドナービースは、ガラス、シリカゲル、樹脂のような不活性担体であって、ストレプ
トアビジンを固定化しておくための担体である。
【００３８】
（ALPHAを使用したin vitroでの自己抗体価の検出）
　ビオチン化した哺乳動物由来のタンパク質（ビオチン化哺乳動物由来タンパク質と称す
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る場合がある）、該ビオチン化基質を直接的又は間接的に認識可能なアクセプタービーズ
{Anti-IgG(protein G) Acceptor Beads}、ストレプトアビジンが結合したドナービース、
自己免疫疾患患者由来の試料（血清）及び／又は健常者由来の試料をマイクロプレートに
添加する。
　ここで、ビオチン化哺乳動物由来タンパク質に対する自己抗体が発現していれば、該自
己抗体が該ビオチン化哺乳動物由来タンパク質を抗原として認識（結合）することにより
、ドナービースとアクセプタービーズが近接してシグナルの上昇が起こる。
　一方、ビオチン化哺乳動物由来タンパク質に対する自己抗体が発現していなければ、該
自己抗体が該ビオチン化哺乳動物由来タンパク質を抗原として認識（結合）しないので、
ドナービースとアクセプタービーズが近接できずシグナルの上昇が起こらない。
　なお、シグナルの検出方法は、例えばアクセプタービーズが発する蛍光強度を使って測
定する。
【００３９】
（イムノアッセイを使用した自己抗体価の検出）
　本発明では、自己抗体の抗体価の検出は、哺乳動物由来タンパク質又はその断片を、自
己免疫疾患、特に動脈硬化症由来の試料（特に血清）に接触させることによって行うこと
ができる。哺乳動物由来タンパク質又はその断片に結合する自己抗体は、自体公知のイム
ノアッセイにより検出することができる。具体的な方法は、以下の通りであるが、特に限
定されない。
【００４０】
（非競合的イムノアッセイ）
　哺乳動物由来タンパク質又はその断片に結合する自己抗体を、抗ヒト・イムノグロブリ
ン抗体によって検出する。このとき、哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片、又は、
抗ヒト・イムノグロブリン抗体を予め固相化しておくと、未反応成分の除去（一般にB/F
分離と呼ばれる）を洗浄によって容易に行うことができる。
　例えば、固相化哺乳動物由来タンパク質又はその断片を患者血清に接触後、血清を除去
してから抗ヒト・イムノグロブリン抗体を加える。抗ヒト・イムノグロブリン抗体を標識
しておけば、自己抗体に比例して固相に結合する標識が増加する。この抗ヒト・イムノグ
ロブリン抗体は、第２抗体と呼ばれる抗体に相当する。抗ヒト・イムノグロブリン抗体と
して、抗体のクラスを識別しうる抗体を利用すれば、自己抗体をクラス別に検出すること
もできる。哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片、試料（例：血清）、および抗ヒト
・イムノグロブリン抗体とは、同時に反応させることもできる。
【００４１】
　非競合的なイムノアッセイとして、粒子凝集反応やイムノクロマトグラフィーを利用す
ることもできる。粒子凝集反応は、哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片感作粒子が
自己抗体によって凝集する現象に基づく検出方法である。
　一方、イムノクロマトグラフィーでは、先に述べた固相化哺乳動物由来タンパク質若し
くはその断片がクロマトグラフ媒体中に存在し、これに対して試料中の自己抗体、そして
標識した抗ヒト・イムノグロブリン抗体を反応させ、更に未反応成分の分離がクロマトグ
ラフ媒体中で反応と並行して行われるように設計されている。
【００４２】
（競合的イムノアッセイ）
　哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片と抗哺乳動物由来タンパク質若しくはその断
片抗体との免疫学的な反応を、自己抗体が阻害する現象を利用して、自己抗体の検出が可
能である。この場合にも、未反応成分の除去は、固相を利用して簡便に行うことができる
。すなわち、抗哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片抗体と血液試料の存在下で哺乳
動物由来タンパク質若しくはその断片と接触させるとき、抗哺乳動物由来タンパク質若し
くはその断片抗体と哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片のいずれかを固相化し、他
方を標識して用いる。加えて、B/F分離の後に固相に結合した標識量に基づいて自己抗体
の検出が可能である。競合的なイムノアッセイを行う場合、反応成分として用いる抗哺乳
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動物由来タンパク質若しくはその断片抗体は、自己抗体と競合するものであればポリクロ
ーナル抗体でもモノクローナル抗体であっても良い。
【００４３】
（抑制的イムノアッセイ）
　哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片と試料とを接触させた後に、抗哺乳動物由来
タンパク質若しくはその断片抗体との反応を行う。哺乳動物由来タンパク質若しくはその
断片に対する自己抗体を含まない場合には哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片と抗
哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片抗体との反応が阻害されないが、試料中に哺乳
動物由来タンパク質若しくはその断片に対する自己抗体が存在すれば阻害をもたらす。
　具体的には、まず固相化哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片を試料に加え、十分
に反応させた後に、さらに抗哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片抗体を加える。抗
哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片抗体を標識しておけば、固相に結合した（また
はしなかった）標識量を測定することによって自己抗体の存在を確認することができる。
あるいは、標識した哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片と試料を接触させ、これを
固相化した抗哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片抗体と接触させることも可能であ
る。特にイムノクロマトグラフィーに応用する場合には利点がある方法である。
【００４４】
　イムノアッセイに用いる標識には、蛍光物質、発光物質、色素、酵素、補酵素、又はラ
ジオアイソトープ等が知られている。中でも、アルカリホスファターゼやパーオキシダー
ゼのような酵素標識は、安全性や経済性に優れ、しかも必要な感度を比較的容易に達成で
きることから、有利な標識成分である。
　抗ヒト・イムノグロブリン抗体や哺乳動物由来タンパク質若しくはその断片のような反
応成分は、これらの標識成分によって直接標識することもできるし、あるいは更にこれら
の成分を認識する抗体やアビジン－ビオチン系などを利用して間接標識することもできる
。各種の抗体を固相に結合させるには、マイクロプレート、プラスチックビーズ、あるい
は合成樹脂微粒子のような固相担体を用い、物理吸着や化学的な結合、あるいはアビジン
－ビオチンを用いた間接的な結合方法が一般に利用される。これらの免疫成分を固相化し
た担体は、ウシ血清アルブミンやスキムミルクなどの不活性タンパク質で処理することに
よって、非特異的な反応を抑制することができる。なお、固相と酵素標識を組み合わせた
とき、このイムノアッセイは特にELISAと呼ばれる。
【００４５】
　上記以外での自己抗体価の検出の例示として、間接蛍光抗体法、免疫比濁法、免疫比ろ
う法、二重免疫拡散法(DID法)、ラテックス凝集法、化学発光法（化学発光酵素免疫測定
法等）等が挙げられるが特に限定されていない。
【００４６】
（検査方法）
　本発明の自己免疫疾患、特に動脈硬化症の検査において、以下のタンパク質群のいずれ
か１以上の抗体を患者由来の試料、特に血清から検出する。
　なお、本発明の検査とは、発症リスク検査、重症度の判定検査、治療効果の判定検査を
含む。
（１）サイトカインに関与するタンパク質群
（２）アミノ酸輸送体に関与するタンパク質群
　サイトカインに関与するタンパク質群としては、好ましくは、IL-5（interleukin-5）
、STX1A（syntaxin 1A）、CSNK2A1（casein kinase 2, alpha 1 polypeptide）、VAMP2｛
vesicle-associated membrane protein 2 (synaptobrevin 2)｝、GSK3B（glycogen synth
ase kinase 3 beta）、PRKCZ （protein kinase C, zeta）、PCNA（proliferating cell 
nuclear antigen）、STX4（syntaxin 4）若しくはPIN1（peptidylprolyl cis/trans isom
erase, NIMA-interacting 1）、及び／又はHRB（HIV-1 Rev binding protein）、HMGN1（
high-mobility group nucleosome binding domain 1）、HIST1H1C（histone cluster 1, 
H1c）、TUBB（tubulin, beta）、NPM1｛nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23,
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 numatrin)｝、VAMP8（vesicle-associated membrane protein 8）、VAPA｛VAMP (vesicl
e-associated membrane protein)-associated protein A｝、STX3（SYNTAXIN 3）、CCND2
（cyclin D2）若しくはRABAC1（Rab acceptor 1)であるが特に限定されない。
　アミノ酸輸送体に関与するタンパク質群としては、好ましくは、SLC7A11｛solute carr
ier family 7, (cationic amino acid transporter, y+ system) member 11｝、SLC36A4
｛solute carrier family 36 (proton/amino acid symporter), member 4｝、SLC7A9｛so
lute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 9｝又
はSLC1A3｛solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), m
ember 3｝であるが特に限定されない。
　加えて、下記実施例９～１１の結果により、上記タンパク質群の中でも、IL-5が好まし
い。さらに、IL-5はfull lengthである完全長だけでなく、部分配列｛例、IL-5(20-135: 
: IL-5の20位から135位を意味する。以下同じ)、IL-5(64-135:IL-5の64位から135位を意
味する。以下同じ)｝、特に分泌型IL-5{ IL-5(20-135) }も含む。
【００４７】
（検査キット）
　本発明の自己免疫疾患、特に動脈硬化症の検査キットは、上記述べた各ELISA、化学発
光法、イムノクロマト法等を実施するためのキットでありうる。
　特に、ELISAキットでは、IL-5、STX1A、CSNK2A1、VAMP2、GSK3B、PRKCZ、PCNA、PIN1、
STX4、HRB、HMGN1、HIST1H1C、TUBB、NPM1、VAMP8、VAPA、STX3、RABAC1、CCND2、RABAC1
、SLC7A11、SLC36A4、SLC7A9、及び／又はSLC1A3を含み、さらに以下のいずれか１の構成
を含む。
（１）マイクロプレート
（２）標準液
（３）陽陰性コントロール
（４）反応用緩衝液
（５）酵素標識抗体
（６）洗浄用緩衝液
（７）酵素基質液
（８）反応停止液
【００４８】
　以下、実施例を挙げて本発明を詳細に説明するが、本発明の範囲はこれらの実施例によ
り限定されるものではない。
【実施例１】
【００４９】
（自己免疫疾患患者由来の試料の調製）
　本実施例では、アテローム性動脈硬化症の患者（２３名）から得た血清を試料とした。
さらに、該試料を、軽度の患者（mild）、重症患者（Serious）、軽度かつ陳旧性患者（m
ild Old）及び重症かつ陳旧性患者（mild Old）に分けて解析した。
　なお、健常者由来の血清をコントロールとした。
【実施例２】
【００５０】
（ビオチン化哺乳動物由来タンパク質をコードする翻訳鋳型の作成）
　翻訳鋳型となるmRNAは、各種哺乳動物由来タンパク質（約３千種類）をコードする遺伝
子にビオチンタグを融合したビオチン化タンパク質転写鋳型であるベクターを作成した（
pEU-ビオチン化タグ-各種哺乳動物由来タンパク質）。該ベクターを基に、タバコモザイ
クウィルス（TMV）のΩ配列部分を含むＰＣＲ産物を鋳型とした。該転写鋳型を、転写反
応溶液〔最終濃度、80ｍＭ ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ ｐＨ7.8、16ｍＭ 酢酸マグネシウム、10
ｍＭ ジチオトレイトール、2ｍＭ スペルミジン、2.5ｍＭ 4ＮＴＰｓ（４種類のヌクレオ
チド三リン酸）、0.8Ｕ／μLＲＮａｓｅ阻害剤、1.6Ｕ／μL ＳＰ６ ＲＮＡポリメラーゼ
〕に添加し、37℃で3時間反応させた。得られたRNAをフェノール／クロロフォルム抽出、



(15) JP 5904553 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

エタノール沈殿の後、Nick Column（Amersham Pharmacia Biotech社製）により精製して
翻訳鋳型とした。
【実施例３】
【００５１】
（ビオチン化哺乳動物由来タンパク質の翻訳反応工程）
　96穴タイタープレートを反応容器として用いた。
　先ず、125.0μLの供給相（2×Substrate Mixture 62.5μ1、50μMのビオチン1.25μ1、
MilliQ 61.25μ1）をタイタープレートに添加した。次に、25.0μ1の反応相（4μg/μLの
creatine kinase 0.25μ1、無細胞タンパク質合成用コムギ胚芽Extract（200 O.D.）6.5
μ1、ビオチン化酵素（180 O.D.）1.0μ1、2×Substrate Mixture 8.75μ1、5μMのビオ
チン2.5μ1、MilliQ 3.5μ1）に、上記実施例２の各翻訳鋳型｛ペレット状の翻訳鋳型（m
RNA）を25μLの反応液で溶かした｝を添加したものを、注意深く静かにタイタープレート
の底に添加した。タンパク質合成反応は、26度、15～20時間の静置で行った。
　合成終了のビオチン化タンパク質は精製せずに、以下の実施例に用いた。
【実施例４】
【００５２】
（Alpha ScreenTMを用いた自己抗体の抗体価の測定）
　384穴タイタープレート（Optiplate-384TPP）を反応容器として用いた。
　8.0μLのMixture A｛6.0μLのMillQ, 1.0μLの10×AlphaScreen Buffer（1M Tris-HCl,
 pH8.0/0.1% Tween20）, 1.0μLの10mG/mL BSA｝、10μLの血清｛（＋）：2.5×10-3希釈
｝及び5.0μLの上記実施例３の各種のビオチン化哺乳動物由来タンパク質（5倍希釈、Bio
mek FXを使用）を、それぞれの穴に添加して、26℃、30分間静置した。
　上記静置後、10μLのMixture B（7.88μLのMillQ, 1.0μLの10×AlphaScreen Buffer（
1M Tris-HCl, pH8.0/0.1% Tween20）, 1.0μLの10mG/mL BSA, 0.06μLの｛5mG/mL Strept
Avidin Donor Beads, 0.06μLの5mG/mL Anti-IgG (protein G) Acceptor Beads｝を、さ
らにそれぞれの穴に添加して、26℃、60分間静置した。
　上記静置後、EnVisionを用いて蛍光強度（自己抗体価）を測定した。
【００５３】
　上記測定における一部の自己抗体の結果を図５に示す。
　上記結果から、哺乳動物由来タンパク質の相違により自己抗体の検出結果が異なること
がわかった。
　さらに、抗体価の高い自己抗原タンパク質に関するデータを取得した。
【実施例５】
【００５４】
（自己免疫疾患に特異的に発現している自己抗原タンパク質の解析）
　上記実施例４から得られた各患者｛軽度の患者（mild）、重症患者（Serious）、軽度
かつ陳旧性患者（mild Old）及び重症かつ陳旧性患者（mild Old）｝由来の試料における
蛍光強度（自己抗体価）のデータを、コントロールである健常者由来の試料における蛍光
強度（自己抗体価）のデータを比較して、示差的に発現している自己抗体（特に、発現が
上昇している自己抗体）の自己抗原タンパク質群のデータを取得した。
　より詳しくは、各々のデータを自然対数変換したのち、平均・標準偏差を使ってスコア
化（平均値を0として、+1SDのものを1, +2SDのものを2とする）した。さらに、スコアの
上位のものから382種類のタンパク質を選択した。
【００５５】
（２）クラスター分析（統計ソフトR(http://www.r-project/org）のheatmap2を用いて、
Correlation heatmapを作成した）を用いて、上記３８２種類のタンパク質群を相互に関
連性の高いタンパク質群である４つの群に分けた。
　なお、cluster 1～4は、それぞれ、１２６個（参照：図６、７）、６２個（参照：図６
、７）、１２９個（参照：図６、７）及び６５個（参照：図６、７）を示すグループであ
った。
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【００５６】
　上記解析結果の一部のデータを図８に示す。なお、Ha1、Ha2、Ha3及びHa4は、それぞれ
、軽度の患者（mild）、重症患者（Serious）、軽度かつ陳旧性患者（mild Old）及び重
症かつ陳旧性患者（mild Old）を示す。
　図８の結果から明らかなように、各疾患の状態により、自己抗体の抗体価が異なること
がわかった。
【００５７】
　また、各患者におけるそれぞれのクラスターでのAverage profileを図９に示す。
　図９の結果から明らかなように、各疾患の状態及び各クラスターにより自己抗体の抗体
価が異なることがわかる。
　特に、cluster1に属するタンパク質に対する自己抗体の抗体価が非常に高いことがわか
った。
【００５８】
　図８及び図９に記載の解析結果から明らかなように、自己免疫疾患、特に動脈硬化症の
患者では、病状の進行、年齢等により、血清中に発現している自己抗体の量及び種類が異
なることがわかった。
　これにより、血清中の自己抗体に対する自己抗原タンパク質を検出することにより、自
己免疫疾患、特に動脈硬化症の発病リスク、重症度、治療効果の判定を行うことができる
。
【実施例６】
【００５９】
（遺伝子オントロジー解析による自己免疫疾患に関与するタンパク質の解析）
　上記実施例５で取得した自己免疫疾患、特にアテローム性動脈硬化で示差的に発現して
いるタンパク質群の各クラスター別のデータを、公共のデータベース（http://www.geneo
ntology.org/）にインポートした。
【００６０】
　上記インポートした一部の結果を図１０に示す。
　図１０に示すように、各クラスター別では、Termが異なることがわかる。なお、図１０
の計算値（Pvalue）は、複数のシグナル値のグループを比較し検定を行った計算結果であ
る。Termは遺伝子の機能を示す。
　また、各クラスターで頻出Termに関し、cluster1はアミノ酸輸送体（Amino acid trans
porter）、cluster2は炎症反応（Inflammation）、糖質代謝（Carbohydrate matabolism
）及びステロイド代謝（Steroid metabolism）、cluster3は翻訳（Translation）、転写
（Transcription）及び組換え（recombination）、並びにcluster4はRNA異化（RNA catab
olism）であった。
【００６１】
　cluster1に属し、さらにTermアミノ酸輸送体又は該アミノ酸輸送体の下階層概念を有す
るタンパク質を抽出して、図３に示した。
　これにより、図３に示したタンパク質群であるSLC7A11、SLC36A4、SLC7A9及びSLC1A3は
、自己免疫疾患、特に動脈硬化に関与するタンパク質であると判定することができる。
　すなわち、自己免疫疾患、特にアテローム性動脈硬化の患者由来の試料、特に血清中の
SLC7A11、SLC36A4、SLC7A9及びSLC1A3に対する自己抗体の抗体価を検出、測定することに
より、自己免疫疾患、特に動脈硬化症、さらにはアテローム性動脈硬化症の発病リスク、
重症度、治療効果の判定を行うことができる。
【実施例７】
【００６２】
（パスウェイ解析による自己免疫疾患に関与するタンパク質の解析）
　上記実施例５で取得した自己免疫疾患、特にアテローム性動脈硬化で示差的に発現して
いるタンパク質群のデータを、公知のソフトウェア｛GeneSphere,Fujitsu（http://venus
.netlaboratory.com/drug_discovery/genesphere/feature/）｝で解析し、パスウェイ単
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位でタンパク質発現を評価した場合に自己免疫疾患において健常者群と比べて有意に発現
変動しているパスウェイを抽出した。
【００６３】
　上記解析結果を図４に示す。
　図４の結果により、１４種類のタンパク質(IL-5、STX1A、CSNK2A1、VAMP2、GSK3B、PRK
CZ、PCNA、PIN1、STX4、HRB、HMGN1、HIST1H1C、TUBB、NPM1、VAMP8、VAPA、STX3、RABAC
1、CCND2)を特定した。
【００６４】
　これにより、図４に示したタンパク質群であるIL-5、STX1A、CSNK2A1、VAMP2、GSK3B、
PRKCZ、PCNA、PIN1及びSTX4、さらには、HRB、HMGN1、HIST1H1C、TUBB、NPM1、VAMP8、VA
PA、STX3、RABAC1及びCCND2は、自己免疫疾患、特に動脈硬化、さらにはアテローム性動
脈硬化に関与するタンパク質であると判定することができる。
　すなわち、自己免疫疾患、特に動脈硬化、さらにはアテローム性動脈硬化の患者由来の
試料、特に血清中のIL-5、STX1A、CSNK2A1、VAMP2、GSK3B、PRKCZ、PCNA、PIN1及びSTX4
、さらには、HRB、HMGN1、HIST1H1C、TUBB、NPM1、VAMP8、VAPA、STX3、RABAC1及びCCND2
に対する自己抗体の抗体価を検出、測定することにより、自己免疫疾患、特にアテローム
性動脈硬化症の発病リスク、重症度、治療効果の判定を行うことができる。
【実施例８】
【００６５】
（上記実施例で解析して得られた各タンパク質での確認）
　上記解析して得られた各タンパク質（IL-5、STX1A、CSNK2A1、VAMP2、GSK3B、PRKCZ、P
CNA、PIN1、STX4、HRB、HMGN1、HIST1H1C、TUBB、NPM1、VAMP8、VAPA、STX3、RABAC1、CC
ND2、SLC7A11、SLC36A4、SLC7A9及びSLC1A3）を用いて上記実施例４と同様な方法により
、患者由来の血清中の自己抗体の抗体価を測定した。
【００６６】
　上記タンパク質の大部分は、健常者由来の試料であるコントロールと比較して、有意に
高い抗体価を示した。
　これにより、上記解析して得られた各タンパク質を用いれば自己免疫疾患、特にアテロ
ーム性動脈硬化症の発病リスク、重症度、治療効果の判定を行うことができる。
　さらには、本発明の解析方法は、自己免疫疾患に関与するタンパク質の解析方法として
優れていることがわかった。
【実施例９】
【００６７】
（抗IL-5抗体の抗体価の測定）
　上記実施例１～８により自己免疫疾患、特にアテローム性動脈硬化症の発病リスク、重
症度、治療効果の判定の指標となる抗IL-5抗体の抗体価を詳細に測定した。詳細は、以下
の通りである。
　上記実施例２～４と同様な方法により、Full length IL-5、Full length IL-5より抗体
価の高い分泌型IL-5(20-135)及び部分配列IL-5(64-135)をコードする遺伝子を基にして、
ビオチン化Full length IL-5、ビオチン化IL-5(20-135)及びビオチン化IL-5(64-135)を無
細胞タンパク質合成用コムギ胚芽Extractで発現させた。
　さらに、ビオチン化Full length、 ビオチン化分泌型IL-5(20-135)及びビオチン化部分
配列IL-5(64-135)を、それぞれ、冠状動脈硬化症患者(IHD)及び閉塞性動脈硬化症患者（A
SO）由来の血清中に添加して、抗IL-5抗体の抗体価を測定した。
【００６８】
　冠状動脈硬化症患者血清中のFull length IL-5、分泌型IL-5(20-135)及び部分配列IL-5
(64-135)の添加による、冠状動脈硬化症患者血清中の抗IL-5抗体の抗体価の測定結果を図
１１に示す。
　図１１に示すように、冠状動脈硬化症患者血清中の抗IL-5抗体は、Full length IL-5よ
りも、分泌型IL-5(20-135)及び部分配列IL-5(64-135)を強く認識することを確認した。
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【００６９】
　分泌型IL-5(20-135)の添加による、閉塞性動脈硬化症患者及び冠状動脈硬化症患者血清
中の抗IL-5抗体の抗体価の測定結果を図１２に示す。
　図１２に示すように、閉塞性動脈硬化症患者及び冠状動脈硬化症患者血清中の抗IL-5抗
体は、分泌型IL-5(20-135)を認識していることを確認した。
　以上により、閉塞性動脈硬化症患者及び冠状動脈硬化症患者血清中の抗IL-5抗体は、Fu
ll length IL-5だけでなく、分泌型IL-5(20-135)及び部分配列IL-5(64-135)を認識する。
これにより、分泌型IL-5(20-135)及び部分配列IL-5(64-135)に対する自己抗体を患者の血
清中から検出することにより、自己免疫疾患、特に動脈硬化症の検査を行うことができる
。
【実施例１０】
【００７０】
（動脈硬化症患者の血清中のIL-5濃度測定）
　動脈硬化症患者である冠状動脈硬化症患者血清中（n=20）及び健常者由来の血清中(n=1
0)のIL-5濃度をELISA(IMMUNOTECH, Mareille, France)で測定した。
　なお、IL-5は、IL-5 遺伝子配列を基にして、無細胞タンパク質合成用コムギ胚芽Extra
ctで発現させた。
【００７１】
　上記の測定結果を図１３に示す。
　図１３に示すように、動脈硬化症患者である冠状動脈硬化症患者血清のIL-5濃度が有意
に低下していることを確認した。
　以上により、患者の血清中のIL-5濃度を検出することにより、自己免疫疾患、特に動脈
硬化症の検査を行うことができる。
【実施例１１】
【００７２】
（抗IL-5抗体価の受信者動作特性曲線の作成）
　上記実施例９～１０の結果を基にして、抗IL-5抗体の抗体価の受信者動作特性曲線を作
成した。
　図１４に示すように、抗IL-5抗体の抗体価の感度・特異度は、カットオフ値を1.19-1.2
1にすると、感度約81.3%, 特異度90%となる。
　以上により、患者の血清中のIL-5抗体の抗体価の検出による自己免疫疾患、特に動脈硬
化症の検査は、感度及び特異度が高いことを確認した。
【産業上の利用可能性】
【００７３】
　本発明では、高感度かつ高効率で自己免疫疾患、特に動脈硬化に関与するタンパク質を
解析する手段を提供することができる。
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