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(57)【要約】
　本発明は、自己免疫の分野に属する。より詳細には、本発明は、アテローム性動脈硬化
症の指標としてのベータ２－グリコプロテインＩ（β２－ＧＰＩ）のドメイン４に対する
自己抗体の検出に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者の急性アテローム硬化症候群を診断する方法であって、前記患者でＩｇＡドメイン
４特異的抗ベータ２－グリコプロテインＩ（β２－ＧＰＩ）抗体の存在または不在を決定
するステップを含み、前記ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ抗体の存在によって、前記患者が急性ア
テローム硬化症候群であることが示される方法。
【請求項２】
　患者の急性アテローム硬化症候群を診断する方法であって、
　ａ．急性アテローム硬化症候群である疑いがある患者から試料を取得するステップと、
　ｂ．前記試料を、ドメイン４エピトープを含むβ２－ＧＰＩ抗原と接触させるステップ
と、
　ｃ．前記ドメイン４エピトープに結合するＩｇＡドメイン４特異的抗β２－ＧＰＩ抗体
の存在または不在を検出するステップと
を含み、前記試料中の前記ＩｇＡドメイン４特異的抗β２－ＧＰＩ抗体の存在によって、
前記患者が急性アテローム硬化症候群であることが示される方法。
【請求項３】
　患者の急性アテローム硬化症候群を診断する方法であって、
　ａ．急性アテローム硬化症候群である疑いがある患者由来の試料を、リンカー配列を含
まない配列番号５のアミノ酸配列を含むβ２－ＧＰＩ抗原のドメイン４に由来するエピト
ープと、前記エピトープおよびＩｇＡドメイン４特異的抗β２－ＧＰＩ抗体の複合体を形
成するのに適した条件下で接触させるステップと、
　ｂ．前記複合体内の前記ＩｇＡドメイン４特異的抗β２－ＧＰＩ抗体の存在または不在
を検出し、前記患者における前記ドメイン４特異的ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ抗体の存在によ
って、前記患者が急性アテローム硬化症候群であることが示されるステップと、
を含む方法。
【請求項４】
　前記ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ抗体が酵素結合免疫吸着アッセイで検出される、請求項２に
記載の方法。
【請求項５】
　前記患者における抗カルジオリピン（ａＣＬ）抗体の存在または不在を決定するステッ
プをさらに含み、前記患者における前記ドメイン４特異的ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ抗体の存
在、および抗カルジオリピン（ａＣＬ）抗体の不在によって、前記患者が急性アテローム
硬化症候群であることが示される、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＩｇＡドメイン４特異的抗β２－ＧＰＩ抗体およびａＣＬ抗体が独立した酵素結合
免疫吸着アッセイで検出される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記ドメイン４エピトープが、配列番号４のドメイン３アミノ酸配列と、配列番号３の
ドメイン２アミノ酸配列、または配列番号４のドメイン３アミノ酸配列に隣接した配列番
号３のドメイン２アミノ酸配列の部分とをさらに含む、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　前記ドメイン４エピトープが、配列番号６のドメイン５アミノ酸配列、または配列番号
５のドメイン４アミノ酸配列に隣接した配列番号６のドメイン５アミノ酸配列の部分をさ
らに含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ＩｇＡドメイン４特異的抗ベータ２－グリコプロテインＩ（β２－ＧＰＩ）抗体を
、存在する場合には、配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチドと反応させるステ
ップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ＩｇＡドメイン４特異的抗ベータ２－グリコプロテインＩ（β２－ＧＰＩ）抗体を
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、存在する場合には、配列番号５＋配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチドと反
応させるステップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記β２－ＧＰＩ抗原がドメイン１のいかなる部分も含まない、請求項２に記載の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、自己免疫の分野に属する。より詳細には、本発明は、アテローム性動脈硬化
症の指標としてのベータ２－グリコプロテインＩ（β２－ＧＰＩ）のドメイン４に対する
自己抗体の検出に関する。
【背景技術】
【０００２】
　最近、急性心筋梗塞の患者および虚血性脳卒中の患者においても、ベータ２－グリコプ
ロテインＩ（β２－ＧＰＩ）に対するＩｇＡクラスの自己抗体が報告されている（Ｒａｎ
ｚｏｌｉｎ　Ａら、Ａｒｇ　Ｂｒａｓ．Ｃａｒｄｉｏｌ．８３（２）：１４１～４；１３
７～４０（２００４年）；Ｋａｈｌｅｓ　Ｔら、Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ　４４（９）
：１１６１～５（２００５年）；Ｓｔａｕｂ　ＨＬら、Ａｒｇ　Ｎｅｕｒｏｐｓｉｑｕｉ
ａｔ　６１（３Ｂ）：７５７～６３（２００３年））。これらの研究のうちの２つからも
たらされた衝撃的な観察は、ＩｇＡβ２－ＧＰＩ自己抗体が、通常、ＩｇＡ抗カルジオリ
ピン抗体（ＡＣＡ）に関して陰性であった患者で検出されたことであった（Ｒａｎｚｏｌ
ｉｎ　Ａら、Ａｒｇ　Ｂｒａｓ．Ｃａｒｄｉｏｌ．８３（２）：１４１～４；１３７～４
０（２００４年）；Ｓｔａｕｂ　ＨＬ、Ａｒｇ　Ｎｅｕｒｏｐｓｉｑｕｉａｔ　６１（３
Ｂ）：７５７～６３（２００３年））。この知見は、ＡＰＳの患者では、通常、抗β２－
ＧＰＩ抗体と抗カルジオリピン抗体との両方が陽性である点で、抗リン脂質症候群（ＡＰ
Ｓ）の患者の観察結果と際立った対照にある。
【０００３】
　β２－ＧＰＩは、Ｎ末端から１～５に付番された５つの相同性ドメインで構成された血
清タンパク質である。ドメイン１～４は、２本の内部ジスルフィド架橋を形成する、４つ
の保存されたシステイン残基のフレームワークを特徴とするモチーフを含む約６０アミノ
酸で構成されている（Ｌｏｚｉｅｒ，Ｊ．ら、ＰＮＡＳ　８１：３６４０～３６４４（１
９８４年））。第５のドメインは、６つのシステインを有する８２アミノ酸残基を含む点
でドメイン１～４と異なっている。第５のドメインは、リン脂質結合部位を含んでいる（
Ｈｕｎｔ，Ｊ．ら、ＰＮＡＳ　９０：２１４１～２１４５（１９９３年））。
【０００４】
　抗β２－ＧＰＩ自己抗体のドメイン特異性に関して、相反する知見が公表されている。
例えば、ある研究では、昆虫細胞内で発現された組換えβ２－ＧＰＩおよびβ２－ＧＰＩ
ドメイン欠失変異体（Ｄｍ）を用いて、ＡＰＳ患者由来の血清試料中に見出された抗β２

－ＧＰＩ自己抗体が、β２－ＧＰＩのドメイン１を認識することが示された（Ｉｖｅｒｓ
ｏｎ，ＧＭら、ＰＮＡＳ　９５：１５５４２～１５５４６（１９９８年））。
【０００５】
　ＡＰＳ患者におけるＩｇＧ抗β２－ＧＰＩ自己抗体がβ２－ＧＰＩのドメイン３、４、
および５にあるエピトープを認識するという報告もある（Ｂｌａｎｋ，Ｍら、ＰＮＡＳ　
９６：５１６４～８（１９９９年）；Ｂｌａｎｋ，Ｍら、ＰＮＡＳ　９６：５１６４～８
（１９９９年）；Ｋｏｉｋｅ　Ｔら、Ｊ．Ａｕｔｏｉｍｍｕｎ　１５：９７～１００（２
０００年）；Ｙａｎｇ　ＣＤら、ＡＰＬＡＲ　Ｊ．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ　１：９６～１０
０（１９９７年）；Ｉｖｅｒｓｏｎ，ＧＭら、Ｊ．ｏｆ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ　１
８：２８９～２９７（２００２年）；およびＭｃＮｅｅｌｅｙ　ＰＡら、Ｔｈｒｏｍｂ　
Ｈａｅｍｏｓｔ　８６：５９０～５（２００１年））。
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　したがって、ＡＰＳ患者が示す抗体プロフィール（カルジオリピンＩｇＧ陽性／β２－
ＧＰＩ　ＩｇＧ／ＩｇＡ陽性）に関する理解、およびＡＰＳ患者および心臓血管疾患の患
者の抗体の異なったドメイン特異性に基づいた、これらのプロフィールと、急性虚血性疾
患を有する心臓血管疾患の患者が示すプロフィール（カルジオリピンＩｇＧ／ＩｇＡ陰性
／β２－ＧＰＩ　ＩｇＡ陽性）との相違に関する理解を向上させる必要性がある。本発明
は、このような理解の向上を提供するものであり、ドメイン４に結合するＩｇＡ抗β２－
ＧＰＩ自己抗体が、ＡＰＳ患者および様々な心臓血管疾患の患者で高い割合で見出される
という知見に関する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、部分的に、急性アテローム硬化症候群（ＡＳＳ）の疑いがある患者を診断す
る方法であって、β２－ＧＰＩのドメイン４に由来するエピトープを有するポリペプチド
を含む抗原を調製するステップと、上記抗原を上記患者由来の生物試料と反応させるステ
ップと、上記試料中の、上記抗原に結合しているＩｇＡ抗体を検出するステップとを含む
方法に関する。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明による抗原は、ドメイン４全体またはドメイン４の抗原性断片からなるものでも
よく、および／もしくはドメイン２、３、および５の配列のすべてまたは一部を含むもの
でもよい。したがって、「ドメイン４に由来するエピトープ」という語句は、他の４つの
ドメインと比較した場合、ドメイン４に優先的に結合するという点において、ドメイン４
に選択的な抗体によって上記エピトープが認識されることを意図する。したがって、上記
エピトープは、ドメイン４（もしくはその断片）単独、またはドメイン２、３および４；
２、３、４および５；３および４；４および５；３、４および５の組合せからなるポリペ
プチド、ならびに／もしくはこれらの断片でありうる。
【０００９】
　下記に示す通り、ドメイン４配列は５６アミノ酸からなる。ドメイン４由来の連続した
アミノ酸の最小数がおよそ６であることを考慮すると、ポリグリシンおよび他の小さな非
極性アミノ酸などの非干渉性連結領域によって分離された反復単位を有する、上記ドメイ
ン４エピトープの多量体（二量体、三量体など）である抗原を構築することも可能である
。このような連結領域は、上記エピトープの、天然に存在する隣接配列を含んでもよく、
または含まなくてもよい。
【００１０】
　一実施形態によれば、本発明は、患者の急性アテローム硬化症候群を診断する方法であ
って、前記患者においてＩｇＡドメイン４特異的抗ベータ２－グリコプロテインＩ（β２

－ＧＰＩ）抗体の存在または不在を決定するステップを含み、上記ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ
抗体の存在によって、前記患者が急性アテローム硬化症候群であることが示される方法で
ある。
【００１１】
　他の一実施形態では、本発明は、患者の急性アテローム硬化症候群を診断する方法であ
って、ａ．急性アテローム硬化症候群を有する疑いがある患者から試料を取得するステッ
プと、ｂ．上記試料を、ドメイン４エピトープを含むβ２－ＧＰＩ抗原と接触させるステ
ップと、ｃ．上記ドメイン４エピトープに結合するＩｇＡドメイン４特異的抗β２－ＧＰ
Ｉ抗体の存在または不在を検出するステップ、とを含み、前記試料中の前記ＩｇＡドメイ
ン４特異的抗β２－ＧＰＩ抗体の存在によって、前記患者が急性アテローム硬化症候群で
あることが示される方法である。
【００１２】
　さらに別の実施形態では、本発明は、患者の急性アテローム硬化症候群を診断する方法
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であって、ａ．急性アテローム硬化症候群を有する疑いがある患者からの試料を、リンカ
ー配列を含まない配列番号５のアミノ酸配列を含むβ２－ＧＰＩ抗原のドメイン４に由来
するエピトープと、上記エピトープおよびＩｇＡドメイン４特異的抗β２－ＧＰＩ抗体の
複合体を形成するのに適した条件下で接触させるステップと、ｂ．上記複合体内のＩｇＡ
ドメイン４特異的抗β２－ＧＰＩ抗体の存在または不在を検出するステップとを含み、前
記患者における前記ドメイン４特異的ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ抗体の存在によって、前記患
者が急性アテローム硬化症候群であることが示される方法である。
【００１３】
　上記ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ抗体を検出する方法は、標識された抗ＩｇＡ抗体などを用い
た、酵素結合免疫吸着アッセイ等の種々の既知のアッセイフォーマットなどの、任意の既
知の方法によるものでありうる。
【００１４】
　一実施形態では、上記方法は、前記患者における抗カルジオリピン（ａＣＬ）抗体の存
在または不在を決定するステップをさらに含み、前記患者における前記ドメイン４特異的
ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ抗体の存在、および抗カルジオリピン（ａＣＬ）抗体の不在によっ
て、前記患者が急性アテローム硬化症候群であることが示される。
【００１５】
　上記ドメイン４エピトープは、ドメインの様々な異なった組合せおよびこれらの断片の
形態で存在しうる。例えば、上記ドメイン４エピトープは、ドメイン５に隣接した既知の
ドメイン４断片抗原性配列からなるものでよい（Ｋａｓａｈａｒａら）。上記ドメイン４
エピトープは、ドメイン３のすべてまたは部分を備えた完全なドメイン４＋５配列の形態
にあるものでもよく、ドメイン２のすべてまたは部分を備えた完全なドメイン３、４、お
よび５配列の形態にあるものでもよく、もしくはドメイン４および５の隣接した断片の形
態にはあるものでもよく、以下同様である。しかしながら、好ましい実施形態では、ドメ
イン１が完全に欠失している。
【００１６】
　本発明の他の態様は、本明細書全体を通して記載されている。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】組換えβ２－ＧＰＩおよびＤｍによる、β２－ＧＰＩに結合したＡＰＳ試料６６
３５の競合阻害を示す図である。β２－ＧＰＩでコーティングされたウェル中で、一定量
の抗体を様々な濃度の阻害剤と混合した。組換えβ２－ＧＰＩおよびＤＭを阻害剤として
用いた。上側パネルは、ＩｇＧ抗体の阻害を測定したものである。下側パネルは、ＩｇＡ
抗体の阻害を測定したものである。
【図２】組換えβ２－ＧＰＩおよび欠失変異体による、β２－ＧＰＩに結合したＡＣＳ－
７１由来のＩｇＡ抗β２－ＧＰＩの競合阻害を示す図である。β２－ＧＰＩでコーティン
グされたウェル中で、一定量の抗体を様々な濃度の阻害剤と混合した。組換えβ２－ＧＰ
Ｉおよび欠失変異体を阻害剤として用いた。
【図３】β２－ＧＰＩの全配列および三次構造を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　以下に続く説明において、分子生物学、免疫学、および医学分野で使用される多数の用
語が広範に使用される。このような用語に与えられている範囲を含めた、本明細書および
特許請求の範囲の、より明確で、かつ一貫した理解を与えるために、以下の非限定的な定
義を示す。
【００１９】
　本開示で、「１つ（ｏｎｅ、ａ、またはａｎ）」という用語が使用される場合、別段の
指示がない限り、これらは、「少なくとも１つ」または「１つまたは複数」を意味する。
【００２０】
　「抗体」という用語は、エピトープまたは抗原決定基に結合できる分子を指す。用語「
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抗体」には、抗体全体、および一本鎖抗体を含めたこれらの抗原結合性断片が含まれる。
このような抗体には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２、Ｆｄ、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦ
ｖ）、一本鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖ（ｓｄＦｖ）、およびＶＬドメインまたはＶＨ

ドメインのいずれかを含む断片を含めた、ヒト抗原結合性抗体および抗体断片が含まれる
が、これらに限定されない。上記抗体は、トリ、ならびに例えば、ヒト、マウス、ウサギ
、ヤギ、モルモット、ラクダ、およびウマなどの哺乳動物を含めた任意の動物源に由来す
るものでよい。
【００２１】
　用語「抗原」は、抗体、またはＭＨＣ分子によって提示されている場合にはＴ細胞受容
体（ＴＣＲ）が結合できる分子を指す。抗原は、さらに、免疫系によって認識されること
が可能であり、ならびに／もしくは体液性免疫応答、および／またはＢおよび／またはＴ
リンパ球の活性化をもたらす細胞性免疫応答を誘導することが可能でありうる。抗原は、
１つまたは複数のエピトープ（ＢおよびＴエピトープ）を有しうる。本明細書で使用され
る場合、抗原は、いくつかの個々の抗原の混合物でもありうる。
【００２２】
　用語「抗原決定基」は、ＢまたはＴリンパ球のいずれかによって特異的に認識される抗
原の一部を指す。抗原決定基またはエピトープは、抗体またはＭＨＣ関連においてはＴ細
胞受容体によって認識される、抗原の部分である。抗原決定基は、１つまたは複数のエピ
トープを含む。
【００２３】
　用語「自己抗原」は、自己抗体に結合するか、または細胞反応を誘導する、自己の構成
成分を指す。
【００２４】
　用語「自己抗体」は、自己タンパク質、糖質または核酸に対して産生された、免疫グロ
ブリン、抗原特異的Ｂ細胞表面受容体（表面免疫グロブリン）または抗原特異的Ｔ細胞受
容体を指す。
【００２５】
　用語「エピトープ」は、免疫系、より詳細には抗体（例えば自己抗体）、Ｂ細胞、また
はＴ細胞によって認識される抗原の一部分を指し、したがって、抗体、Ｂ細胞、またはＴ
細胞が結合する特定のドメイン、領域、または分子構造を指す。抗原は、多数のエピトー
プからなる可能性があり、ハプテンは、通常、少数のエピトープを保持している可能性が
ある。
【００２６】
　用語「野生型」は、天然に存在する供給源から単離された遺伝子または遺伝子産物を指
す。野生型遺伝子は、ある集団で最も高頻度で観察される遺伝子であり、それゆえ、随意
に、「正常」または「野生型」形態の遺伝子または遺伝子産物と呼ばれる。対照的に、用
語「改変」または「変異体」は、野生型の遺伝子または遺伝子産物と比較した際に、配列
および／または機能的特性の改変（すなわち、変化した特徴、例えば低メチル化）を示す
遺伝子または遺伝子産物を指す。天然に存在する変異体は単離されることが知られている
。これらは、物理的および生物学的特性などの特徴が、野生型遺伝子または遺伝子産物と
比較して変化しているという事実によって同定される。
【００２７】
　用語「天然タンパク質」は、天然に存在する状態のタンパク質で見出されるアミノ酸の
みを含むタンパク質を指す。天然タンパク質は、組換え手段によって産生されたものでも
、天然に存在する供給源から単離されたものでもよい。
【００２８】
　用語「断片」は、天然に存在するアミノ酸、天然には存在しないアミノ酸、または化学
的に修飾されたアミノ酸を含むペプチド、ポリペプチド、または化合物を意味する。断片
のサイズは、２アミノ酸残基から、全アミノ酸配列から１アミノ酸を引いたものまでの範
囲でありうる。
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【００２９】
　用語「患者」は、トリ、ヒツジ、ウシ、反芻動物、ウサギ、ブタ、ウマ、イヌ、ネコ、
齧歯動物、または、例えばヒトを含めた霊長類などの動物を指すが、これらに限定されな
い。通常、「患者（ｓｕｂｊｅｃｔ）」および「患者(ｐａｔｉｅｎｔ)」という用語は、
本明細書において、哺乳動物患者、特にヒト患者に関して同義的に使用される。
【００３０】
　用語「試料」は、最も広い意味で使用される。ある意味では、用語「試料」は、生物試
料および環境試料に加えて、任意の供給源から得られた標本または培養物を含むことが意
図されている。生物試料は、動物（ヒトを含む）から得られたものであり得、および骨髄
、血液、血清、血小板、血漿、間質液、尿、脳脊髄液、核酸、ＤＮＡ、組織、およびそれ
らの精製または濾過された形態を含むがこれらに限定されない、上記動物の体内で見出さ
れる生体物質または組成物を指す。
【００３１】
　用語「血清試料」は、血清を含む生物試料を指す。本発明の方法で使用するための血清
試料は、他の成分、とりわけ血液成分を含んでもよいと理解されている。したがって、本
発明の目的においては、全血試料、または部分的に分画または分離されているが依然とし
て血清を含む血液試料も「血清試料」と考えられる。当業者ならば、例えば、従来の採血
技法を用いることによって、容易に血清試料を取得できる。さらに、血清試料中の保存剤
、抗凝血物質、または他の化学物質の存在は、ＩｇＡ　β２－ＧＰＩ抗体の検出を妨害し
ないもであるべきである。
【００３２】
　用語「対照」または「対照試料」は、少なくとも１人の健康な献血者から採取された血
清試料などの、１つまたは複数の試料を指す。対照が複数の試料を含む場合、ＩｇＡ　β

２－ＧＰＩ特異抗体レベルは、各試料で測定されたＩｇＡ　β２－ＧＰＩ特異抗体レベル
の算術平均、中央値、最頻数、または他の適した統計的尺度で表すことができると理解さ
れている。複数の対照試料をプールすることもでき、プールされた試料のＩｇＡ　β２－
ＧＰＩ特異抗体レベルを測定し、患者の試料と比較することができる。
【００３３】
　本明細書で使用される場合、アテローム性動脈硬化症（動脈硬化症、アテローム性血管
疾患、動脈閉塞性疾患とも呼ばれる）は、血管壁表面の粥腫（ｐｌａｑｕｅ）蓄積および
血管の炎症を特徴とする心臓血管疾患を指す。粥腫は、蓄積された細胞内および細胞外脂
質、平滑筋細胞、結合組織、炎症細胞、およびグリコサミノグリカンからなる。炎症は、
血管壁表面の脂質蓄積と併せて起こり、血管の炎症は、アテローム性動脈硬化疾患の過程
の特徴を伴う。
【００３４】
　用語「急性アテローム硬化症候群」または「ＡＳＳ」は、急性心筋梗塞、急性冠動脈症
候群、「頸動脈試験」、および末梢動脈疾患を含めた、いくつかのタイプの心血管障害を
指すが、これらに限定されない。
【００３５】
　β２－ＧＰＩは、Ｎ末端から１～５に付番された５つの相同性ドメインで構成された血
清タンパク質である。一次配列および予測されている三次配列を図３に示す。ドメイン１
～４は、２本の内部ジスルフィド架橋を形成する４つの保存されたシステイン残基のフレ
ームワークを特徴とするモチーフを含む、約６０アミノ酸で構成されている。ドメイン５
は、６つのシステインを有する８２アミノ酸残基を含む点で、ドメイン１～４と異なって
いる。ドメイン５は、リン脂質結合部位を含む。
【００３６】
　Ｎ末端で始まり、ドメイン１をドメイン２に連結する短い配列（下線部）で終わる、図
３に示すドメイン１のアミノ酸配列（配列番号２）は次の通りである。
ＧＲＴＣＰＫＰＤＤＬＰＦＳＴＶＶＰＬＫＴＦＹＥＰＧＥＥＩＴＹＳＣＫＰＧＹＶＳＲＧ
ＧＭＲＫＦＩＣＰＬＴＧＬＷＰＩＮＴＬＫＣＴＰＲＶ
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【００３７】
　ドメイン１をドメイン２に連結する短い配列（下線部）のＮ末端に始まり、ドメイン２
をドメイン３に連結する短い配列（下線部）で終わる、図３に示すドメイン２のアミノ酸
配列（配列番号３）は、次の通りである。
ＴＰＲＶＣＰＦＡＧＩＬＥＮＧＡＶＲＹＴＴＦＥＹＰＮＴＩＳＦＳＣＮＴＧＦＹＬＮＧＡ
ＤＳＡＫＣＴＥＥＧＫＷＳＰＥＬＰＶＣＡＰＩＩ
【００３８】
　ドメイン２をドメイン３に連結する短い配列（下線部）のＮ末端に始まり、ドメイン３
をドメイン４に連結する短い配列（下線部）で終わる、図３に示すドメイン３のアミノ酸
配列（配列番号４）は、次の通りである。
ＡＰＩＩＣＰＰＰＳＩＰＴＦＡＴＬＲＶＹＫＰＳＡＧＮＮＳＬＹＲＤＴＡＶＦＥＣＬＰＱ
ＨＡＭＦＧＮＤＴＩＴＣＴＴＨＧＮＷＴＫＬＰＥＣＲＥＶＫ
【００３９】
　ドメイン４をドメイン３に連結する短い配列（下線部）のＮ末端に始まり、ドメイン４
をドメイン５に連結する短い配列（下線部）で終わる、図３に示すドメイン４のアミノ酸
配列（配列番号５）は、次の通りである。
ＲＥＶＫＣＰＦＰＳＲＰＤＮＧＦＶＮＹＰＡＫＰＴＬＹＹＫＤＫＡＴＦＧＣＨＤＧＹＳＬ
ＤＧＰＥＥＩＥＣＴＫＬＧＮＷＳＡＭＰＳＣＫＡＳ
【００４０】
　ドメイン４をドメイン５に連結する短い配列（下線部）のＮ末端に始まり、Ｃ末端で終
わる、図３に示すドメイン５のアミノ酸配列（配列番号６）は、次の通りである。
ＫＡＳＣＫＶＰＶＫＫＡＴＶＶＹＱＧＥＲＶＫＩＱＥＫＦＫＮＧＭＬＨＧＤＫＶＳＦＦＣ
ＫＮＫＥＫＫＣＳＹＴＥＤＡＱＣＩＤＧＴＩＥＶＰＫＣＦＫＥＨＳＳＬＡＦＷＫＴＤＡＳ
ＤＶＫＰＣ
【００４１】
　本明細書で使用される場合、用語「ドメインＸ」は、単独では、上記に特定された下線
部のリンカー配列を含まないアミノ酸配列を有するポリペプチドを指すが、用語「ドメイ
ンＸ／Ｙ」または「ドメインＸ＋Ｙ」が使用されている場合には、上記に特定された適切
な下線部リンカー配列によって連結された２つのドメインのアミノ酸配列を有するポリペ
プチドを指すことが理解されよう。同様に、「リンカー配列を含まない配列番号Ａのドメ
インＸアミノ酸配列」への言及は、上記に特定された下線部リンカー配列を含まない配列
番号Ａのアミノ酸のすべてを含むポリペプチドということと同じことを意味する。
【００４２】
　ドメイン欠失変異体を表す、用語「Ｄｍ」または「ドメイン欠失変異体」は、β２－Ｇ
ＰＩドメインの存在を示すのに数字を用い、一方、ダッシュは、そのドメインが欠失して
いることを表す。したがって、Ｄ－－３４５は、ドメイン３、４、および５を含むが、ド
メイン１および２を欠失している組換えタンパク質に与えられた名称である。
【００４３】
　本発明のβ２－ＧＰＩタンパク質はその変異体であってもよい。別段の指示がない限り
、用語「β２－ＧＰＩ」は、天然のβ２－ＧＰＩタンパク質、およびそれらの変異体の両
方を指す。本明細書で使用される場合、β２－ＧＰＩ変異体とは、天然β２－ＧＰＩタン
パク質のアミノ酸配列と比較して、１つまたは複数のアミノ酸置換、欠失、および／また
は付加（内部付加および／またはβ２－ＧＰＩ融合タンパク質など）を有するアミノ酸配
列を含むが、それにもかかわらずβ２－ＧＰＩの免疫学的活性を保持しているβ２－ＧＰ
Ｉタンパク質である。そのような機能的または免疫学的に同等な変異体は、天然の生物学
的変異として生じたもの（例えば、ポリペプチドの対立遺伝子変異体、ポリペプチド相同
分子種、およびポリペプチドスプライス変異体）でもよく、または、例えば部位特異的変
異誘発またはランダム変異誘発等の化学合成または修飾、変異誘発、などの既知の標準的
な技法を用いて調製されたものでもよい。したがって、例えば、あるアミノ酸を、例えば
電荷密度、親水性／疎水性度、サイズ、および立体配置に関して、β２－ＧＰＩタンパク
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質またはそのエピトープの物理化学的性質を保持し、およびそれによって免疫学的構造を
保存する別のアミノ酸で置換したものでもよい。「付加」変異体には、単一アミノ酸また
は複数のアミノ酸の配列内挿入に加えて、Ｎ末端またはＣ末端融合も含まれ得る。欠失は
、配列内のものでも、Ｎ末端またはＣ末端のトランケーションでもよい。
　上記変異体は、１から３アミノ酸まで、５アミノ酸まで、１０アミノ酸まで、１５アミ
ノ酸まで、２０アミノ酸まで、２５アミノ酸まで、５０アミノ酸まで、７５アミノ酸まで
、またはは１００アミノ酸まで、もしくは１００超のアミノ酸までの置換、挿入、付加、
および／または欠失を有するものでよく、その際、上記置換は、保存的なものでも、非保
存的なものでも、またはこれらの組合せでもよい。さらに、本発明のβ２－ＧＰＩタンパ
ク質は、天然のβ２－ＧＰＩタンパク質の、連続した少なくとも１０アミノ酸残基、少な
くとも１２アミノ酸残基、少なくとも１５アミノ酸残基、少なくとも２０アミノ酸残基、
少なくとも２５アミノ酸残基、少なくとも３０アミノ酸残基、少なくとも３５アミノ酸残
基、少なくとも４０アミノ酸残基、または少なくとも５０アミノ酸残基を含むものでよい
。このような変異体は、天然のβ２－ＧＰＩタンパク質と、少なくとも約５０％、少なく
とも約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０％、少なくとも約９０％、または
少なくとも約９５％同一であることが好ましい。さらに、上記β２－ＧＰＩ変異体は、上
記天然タンパク質の免疫学的活性の約１％超、約１０％超、約２５％超、約５０％超、約
６０％超、約７０％超、約８０％超、約９０％超、約９５％超、または約１００％超の活
性を有する免疫学的活性を維持しているものでよい。
【００４４】
　β２－ＧＰＩタンパク質のアミノ酸配列への保存的改変は、通常、元のβ２－ＧＰＩタ
ンパク質のものと機能的および化学的に類似した特性を有するポリペプチドを産生する。
対照的に、β２－ＧＰＩタンパク質の機能的および／または化学的特性の実質的な改変は
、（ａ）置換領域の（二次、三次、および／または四次）構造、または（ｂ）標的部位の
分子の電荷量もしくは疎水性度の維持への影響が有意に異なる、β２－ＧＰＩタンパク質
アミノ酸配列中の置換を選択することによって実現されうる。アミノ酸配列の改変は、当
技術分野でよく知られている、化学的および生物学的なペプチドおよびタンパク質合成法
によって実現できる。
【００４５】
　望ましいアミノ酸置換（保存的なものでも、非保存的なものでも）は、当業者ならば、
そのような置換が必要となったときに決定できる。例えば、アミノ酸置換は、例えばβ２

－ＧＰＩ特異抗体との結合相互作用等のβ２－ＧＰＩタンパク質の生物活性を調節するの
に、または試料中の他の分子との好ましくない非特異的結合相互作用を低減するのに重要
な残基を特定するのに使用できる。適したアミノ酸置換には、ＡｌａからＶａｌ、Ｌｅｕ
、またはＩｌｅへの置換；ＡｒｇからＬｙｓ、Ｇｌｎ、またはＡｓｎへの置換；Ａｓｎか
らＧｌｎへの置換；ＡｓｐからＧｌｕへの置換；ＣｙｓからＳｅｒまたはＡｌａへの置換
；ＧｌｎからＡｓｎへの置換；ＧｌｕからＡｓｐへの置換；ＨｉｓからＡｓｎ、Ｇｌｎ、
Ｌｙｓ、またはＡｒｇへの置換；ＩｌｅからＬｅｕ、Ｖａｌ、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｐｈｅ、
またはノルロイシンへの置換；Ｌｅｕからノルロイシン、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、Ｍｅｔ、Ａｌ
ａ、またはＰｈｅへの置換；ＬｙｓからＡｒｇ、１，４－ジアミノ酪酸、Ｇｌｎ、または
Ａｓｎへの置換；ＭｅｔからＬｅｕ、Ｐｈｅ、またはＩｌｅへの置換；ＰｈｅからＬｅｕ
、Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ａｌａ、またはＴｙｒへの置換；ＰｒｏからＡｌａへの置換；Ｓｅｒ
からＴｈｒ、Ａｌａ、またはＣｙｓへの置換；ＴｈｒからＳｅｒへの置換；ＴｒｐからＴ
ｙｒまたはＰｈｅへの置換；ＴｙｒからＴｒｐ、Ｐｈｅ、Ｔｈｒ、またはＳｅｒへの置換
；およびＶａｌからＩｌｅ、Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｐｈｅ、Ａｌａ、またはノルロイシンへの
置換が含まれるが、これらに限定されない。置換するためのアミノ酸の選択は、その親水
性指標および／または親水性によって導くこともできる。
【００４６】
　加えて、上記ポリペプチドは、相同なポリペプチドに融合させて、ホモ二量体を形成さ
せても、または異種ポリペプチドに融合させてヘテロ二量体を形成させてもよい。異種ポ
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リペプチドには、精製を容易にするためのＣまたはＮ末端のポリヒスチジンなどの、β２

－ＧＰＩ融合ポリペプチドの検出および／または単離を可能にするエピトープ；触媒活性
を有する酵素またはその一部；ロイシンジッパードメインなどの、オリゴマー形成を促進
するポリペプチド；ならびに免疫グロブリン定常領域などの、安定性を増大させるポリペ
プチドが含まれるが、これらに限定されない。
【００４７】
　融合は、β２－ＧＰＩポリペプチドのアミノ末端でも、カルボキシル末端でも行うこと
ができる。融合は、リンカーまたはアダプター分子のない直接的なものでもよく、もしく
はリンカーまたはアダプター分子を介したものでもよい。リンカーまたはアダプター分子
は、１または複数アミノ酸残基でよく、通常は、約２０から約５０アミノ酸残基である。
リンカーまたはアダプター分子は、融合部分の分離を可能にするために、プロテアーゼの
切断部位を有するように設計してもよい。上記融合ポリペプチドは、ひとたび構築されれ
ば、本明細書に記載の方法に従ってさらに誘導体化できることが理解されよう。
【００４８】
　本発明のβ２－ＧＰＩタンパク質は、アシル化（すなわちアセチル化またはホルミル化
）、ビオチン化、カルボキシ化、脱アミノ化、グルタチオン化、グリコシル化、脂質化（
すなわち、ファルネシル化、ゲラニルゲラニル化（ｇｅｒｎｙｌｇｅｒａｎｙｌａｔｉｏ
ｎ）、プレニル化、ミリストイル化、パルミトイル化、またはステアロイル化）メチル化
、リン酸化、硫酸化、フコシル化、およびユビキチン化などの、タンパク質の翻訳後修飾
を含む、化学的または生物学的に修飾されたタンパク質である、β２－ＧＰＩの誘導体で
もよい。別段の指示がない限り、用語「β２－ＧＰＩタンパク質」は、天然タンパク質と
、それらの変異体および誘導体との両方を指す。タンパク質誘導体は、上記ポリペプチド
に天然で結合する翻訳後修飾基とは型、数、または位置が異なる様式で修飾されたもので
ありうる。例えば、誘導体は、天然タンパク質と比較して、改変されたグリコシル化の数
および／または型を有しうる。この結果得られる誘導体は、天然タンパク質より多数また
は少数のＮ結合型グリコシル化部位を含みうる。
【００４９】
　β２－ＧＰＩポリペプチドは、１つまたは複数の重合体の共有結合によって修飾された
ものでもよい。通常、選択される重合体は、それが結合するタンパク質が生理的環境など
の水溶液環境で沈殿しないように、水溶性のものである。上記重合体は、いかなる分子量
のものでもよく、分岐していても、分岐していなくてもよい。上記重合体は、通常、それ
ぞれが約１ｋＤａから約１００ｋＤａの間の平均分子量を有する。
【００５０】
　適した水溶性重合体またはこれらの混合物には、ポリアルキレングリコール（モノ（Ｃ

１～Ｃ１０）アルコキシ－、アリールオキシ－ポリエチレングリコール、ポリ（Ｎ－ビニ
ルピロリドン）ポリエチレングリコール、プロピレングリコールホモポリマー、またはポ
リプロピレンオキシド／エチレンオキシド共重合体など）、糖質ベースの重合体（デキス
トランまたはセルロースなど）、ポリオキシエチレン化ポリオール、およびポリビニルア
ルコールが含まれるが、これらに限定されない。共有結合したβ２－ＧＰＩポリペプチド
多量体を調製するのに使用できる二機能性架橋分子も、本発明に包含される。
【００５１】
　一般に、化学誘導体化は、活性化された重合体分子とタンパク質を反応させることによ
って、適した条件下で実行できる。ポリペプチドの化学的誘導体を調製する方法は、通常
、（ａ）活性化された重合体分子（この重合体分子の反応性エステル誘導体またはアルデ
ヒド誘導体など）とポリペプチドを、上記β２－ＧＰＩタンパク質が１つまたは複数の上
記重合体分子と結合する条件下で反応させるステップと、（ｂ）反応生成物を取得するス
テップとを含む。最適な反応条件は、選択されたβ２－ＧＰＩタンパク質と、使用される
化学試薬に応じて変動しうるものであり、通常、実験的に決定される。ポリペプチドのＰ
ＥＧ化は、アシル化、アルキル化、またはマイケル付加を含むがこれらに限定されない、
当技術分野で既知の任意のＰＥＧ化反応を用いて実行できる。
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【００５２】
　診断アッセイ
　本発明で使用するのに適したイムノアッセイには、多くの異なったタイプがある。β２

－ＧＰＩ抗原と反応する、試料中のβ２－ＧＰＩ特異抗体のレベルを検出するために、例
えば、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、蛍光免疫吸着アッセイ（ＦＩＡ）、化
学結合免疫吸着アッセイ（ＣＬＩＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫ブロット
、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、ｉｎ　ｓｉｔｕイムノアッセイ（例えば、コロ
イド金、酵素または放射性同位元素標識を用いる）ウェスタンブロット、沈降反応、凝集
アッセイ（例えば、ゲル凝集アッセイ、赤血球凝集反応アッセイなど）、補体結合アッセ
イ、免疫蛍光測定法、プロテインＡアッセイ、および免疫電気泳動アッセイなどの、既知
のイムノアッセイのいずれを適合させてもよい。使用されうる様々なイムノアッセイに関
する概説には、「Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ」、Ｄａｖｉｄ　Ｗｉｌｄ
編集、Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ社、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ所在、１９９４年を参照され
たい。固相分離を用いた競合イムノアッセイまたは抗体を試験するためのイムノメトリッ
クアッセイが、本発明での使用にとりわけ適している。「Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｈａ
ｎｄｂｏｏｋ」、第２章を参照されたい。
【００５３】
　本発明の例示的な一実施形態では、上記診断アッセイが、試料中のβ２－ＧＰＩ特異抗
体のレベルを検出するためのイムノメトリックアッセイである。上記イムノメトリックア
ッセイでは、上記β２－ＧＰＩ抗原が、直接的に、または抗β２－ＧＰＩ抗体などの捕捉
物質を介して間接的に固体支持体に固定される。患者由来の血清試料などの、試料の分割
量を上記固体支持体に添加して、固相表面のβ２－ＧＰＩ抗原と共にインキュベートする
。上記β２－ＧＰＩ抗原と反応した、上記試料中に存在する自己抗体の定常領域を認識す
る二次抗体を添加する。上記患者がヒトである場合、この二次抗体は、抗ヒト免疫グロブ
リンである。ＩｇＡ、ＩｇＧ、またはＩｇＭ重鎖定常領域、またはこれらの組合せに特異
的な二次抗体が利用できる。固相支持体を液相から分離した後、上記支持体相に検出可能
なシグナルがあるかどうか検査する。上記固体支持体上のシグナルの存在は、上記試料中
に存在している天然β２－ＧＰＩタンパク質に対する自己抗体が上記固体支持体上のβ２

－ＧＰＩ抗原に結合していることを示す。正常患者由来の対照試料と比較した際の、光学
濃度または放射標識されたシグナルの増大は、患者におけるＡＰＳの診断と相関する。
【００５４】
　固体支持体は、当業者には既知であり、反応トレー（例えばマイクロタイタープレート
）のウェルの壁、試験管、ポリスチレンビーズ、磁気ビーズ、ニトロセルロースストリッ
プ、膜、ラテックス粒子などのマイクロ粒子、ガラスまたはシリコンチップ、ヒツジ（ま
たは他の動物）の赤血球、およびＤＵＲＡＣＹＴＥ（登録商標）が含まれる。固相表面に
核酸を固定するのに適した方法には、イオン性、疎水性、および共有結合性などの相互作
用が含まれる。固体支持体は、本明細書で使用される場合、不溶性であるか、または後続
の反応によって不溶性にできるいかなる物質も指す。固体支持体は、捕捉試薬を誘引およ
び固定するその固有の能力に関して選択することができる。別法では、上記固相は、捕捉
試薬を誘引および固定する能力を有する追加分子を保持できる。上記追加分子には、捕捉
試薬自体に対して、または捕捉試薬に結合した荷電物質に対して反対に荷電されている荷
電物質が含まれうる。さらに別の代替手段として、上記分子は、固体支持体表面に固定さ
れて（結合して）おり、および特異的な結合反応によってβ２－ＧＰＩ抗原を固定する能
力を有する任意な特異的結合部でありうる。上記分子は、アッセイ実施前またはアッセイ
実施中に、固体支持体物質にβ２－ＧＰＩ抗原を間接的に結合することを可能にする。
【００５５】
　上記シグナル発生システムは、１つまたは複数の成分から構成されており、それらのう
ち少なくとも１つは標識であり、上記標識は、結合標識および／または非結合標識の量、
すなわちβ２－ＧＰＩ抗原に結合している標識または結合していない標識の量に対する検
出可能シグナルを発生する。上記標識は、シグナルを発生する分子、またはシグナルを発
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生するように誘導されうる分子である。標識の例には、蛍光剤、酵素、化学発光剤、光増
感剤、または懸濁可能粒子（ｓｕｓｐｅｎｄａｂｌｅ　ｐａｒｔｉｃｌｅ）が含まれる。
上記シグナルは、酵素活性、発光、または吸光度を検出することによって、検出され、測
定されうる。放射標識も使用でき、放射能のレベルはシンチレーションカウンターを用い
て検出され、測定される。
【００５６】
　抗ヒト免疫グロブリンを標識するのに使用できる酵素の例には、β－Ｄ－ガラクトシダ
ーゼ、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、およびグルコース－
６－リン酸デヒドロゲナーゼ（「Ｇ６ＰＤＨ」）が含まれる。抗ヒト免疫グロブリンを標
識するのに使用できる蛍光剤の例には、フルオレセイン、イソチオシアネート、ローダミ
ン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルアルデヒド（
ｐｈｔｈａｌｄｅｈｙｄｅ）、フルオレサミン、およびＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商
標）色素（すなわち、スルホン化クマリン、ローダミン、キサンテン、およびシアニン色
素）が含まれる。化学発光剤には、例えば、イソルミノールが含まれる。例えば、上記抗
ヒト免疫グロブリンは、セイヨウワサビペルオキシダーゼまたはアルカリ性ホスファター
ゼのいずれかで酵素標識することができる。
【００５７】
　本発明の方法で使用するためのβ２－ＧＰＩ抗原反応性抗体は、周知の方法を用いて酵
素に共有結合できる。多数の、既知の結合方法がある。例えば、アルカリホスファターゼ
およびセイヨウワサビペルオキシダーゼは、グルタルアルデヒドを用いて抗体に結合する
ことができろ。セイヨウワサビペルオキシダーゼは、過ヨウ素酸法を用いて結合すること
もできる。酵素結合抗体の市販キットは、広範に入手可能である。酵素が結合した抗ヒト
および抗マウス免疫グロブリン特異抗体は、複数の商業的供給源から入手可能である。
【００５８】
　酵素結合抗体の代替物としてビオチン標識抗体を用いてもよい。このような場合、結合
抗体は、市販のストレプトアビジン－セイヨウワサビペルオキシダーゼ検出システムを用
いて検出されるであろう。
【００５９】
　酵素標識抗体は、基質に応じて様々なシグナル源を産生する。シグナルの発生には反応
混合物への基質の添加が関与する。一般的なペルオキシダーゼ基質には、ＡＢＴＳ（２，
２’－アジノビス（エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸））、ＯＰＤ（Ｏ－フェニ
レンジアミン）、およびＴＭＢ（３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン）が含ま
れる。これらの基質は、過酸化水素の存在を必要とする。ｐ－ニトロフェニルリン酸は、
一般的に使用されているアルカリホスファターゼ基質である。インキュベーション時間中
に、徐々に上記酵素が基質の一部を最終産物に変換する。インキュベーション時間の終わ
りに、酵素活性を停止する停止試薬を添加する。シグナル強度は、通常、分光光度計を介
して光学濃度を測定することによって決定する。
【００６０】
　アルカリ性ホスファターゼ標識抗体も、蛍光分析によって測定できる。したがって、本
発明のイムノアッセイでは、４－メチルウンベリフェリルリン酸（４－ＵＭＰ）基質が使
用できる。アルカリ性ホスファターゼは、４－ＵＭＰを脱リン酸化して、蛍光色素である
４－メチルウンベリフェロン（４－ＭＵ）を形成した。入射光は３６５ｎｍであり、放射
光は４４８ｎｍである。
【００６１】
　反応物中に存在する色、蛍光、発光、または放射能（使用されるシグナル発生システム
に応じる）の量は、試料中の、β２－ＧＰＩ抗原と反応する自己抗体の量に比例する。光
学濃度の定量は、フローサイトメータを含めた、分光光度法または蛍光定量法を用いて行
うことができる。放射標識シグナルの定量は、シンチレーション計測を用いて行うことが
できる。
【００６２】
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　別の例示的な実施形態では、上記アッセイが、β２－ＧＰＩ特異的な自己抗体と同じエ
ピトープに結合する１つまたは複数のβ２－ＧＰＩ特異抗体を利用する競合イムノアッセ
イである。上記アッセイでは、試料中のβ２－ＧＰＩ特異抗体およびβ２－ＧＰＩ特異的
自己抗体が、β２－ＧＰＩ抗原への結合に関して競合する。通常、β２－ＧＰＩ抗原に結
合することが既知である一定の量の標識抗体を、様々な濃度の、患者由来の試料と共にイ
ンキュベートする。β２－ＧＰＩ特異抗体は、モノクローナルまたはポリクローナルでも
よい。
【００６３】
　本明細書中で上述の通り、β２－ＧＰＩ特異抗体は蛍光剤、酵素、化学発光剤、光増感
剤、懸濁可能粒子、または放射性同位元素によって標識され得る。インキュベーションの
後に、結合している標識抗体を遊離抗体から分離する。使用されるシグナル発生システム
に応じて、必要な場合には、標識抗体が反応する適切な基質を添加し、インキュベートす
る。その後、試料によって発生したシグナルを測定する。血清試料を添加する前および後
の、または実験試料と対照試料間の光学濃度または放射能の低減は、試料中の自己抗体が
β２－ＧＰＩ抗原に結合したことを示す。正常患者由来の対照試料と比較した場合の光学
濃度または放射標識シグナルの低減は、患者におけるＡＰＳの診断と相関している。
【００６４】
　競合イムノアッセイの代替の例示的な実施形態では、２つの抗体を用いる間接法が提供
される。β２－ＧＰＩ抗原特異抗体は、それらが標識されていないことを例外として、上
記に記載の通り、最初に添加される。それらを、様々な濃度の、患者からの試料と共にイ
ンキュベートする。その後、試料と第１の抗体との混合物に、一定量の第２の抗体を添加
する。第２の抗体は、第１の抗体の重鎖定常領域を認識する。例えば、上記第２の抗体は
、β２－ＧＰＩ抗原と反応した、マウス免疫グロブリンの重鎖定常領域を認識する抗体（
抗マウス免疫グロブリン）でよい。第２の抗体は、上述の通り、蛍光色素、ケミロフォア
（ｃｈｅｍｉｌｏｐｈｏｒｅ）、または放射性同位元素によって標識することができる。
遊離状態の標識第２抗体を結合抗体から分離する。酵素標識抗体を使用する場合、酵素標
識が反応する適切な基質を添加し、インキュベートする。対照試料との比較における、血
清試料を添加する前および後の、光学濃度または放射能の低減は、血清試料中の自己抗体
がβ２－ＧＰＩ抗原に結合したことを示す。正常患者由来の対照試料と比較した際の、光
学濃度または放射能の低減は、患者におけるＡＰＳの診断と相関している。
【００６５】
　一部の実施形態では、自動検出アッセイが利用される。イムノアッセイの自動化の方法
には、それぞれが参照により本明細書に組み込まれている、米国特許第５，８８５，５３
０号、第４，９８１，７８５号、第６，１５９，７５０号、および第５，３５８，６９１
号に記載のものが含まれる。一部の実施形態では、結果の分析および提示も自動化される
。例えば、一部の実施形態では、自己免疫疾患または慢性炎症性疾患のマーカーに対応す
る一連のタンパク質の存在または不在に基づいて、予後判定を生成するソフトウェアが利
用される。
【００６６】
　一部の実施形態では、β２－ＧＰＩ特異的な自己抗体のレベルは、他の生物学的マーカ
ーと共に、心臓病を診断するためのパネルとして使用できる。上記パネルは、ＡＳＳと相
関している複数のマーカーの同時解析を可能にする。例えば、パネルには、所与の治療に
応答する可能性が高い患者または低い患者で、ＡＳＳと相関しているとして同定されたマ
ーカーを含めることができる。パネルは、可能な最良の診断および予後判定を提供するた
めに、患者に応じて、単独で分析しても、組み合わせて分析してもよい。パネル上に包含
させるマーカーは、限定されるものではないが、以下の例示的な実施例に記載するものを
含めた、任意の適した方法を用いた際の予測値に関するスクリーニングによって選択する
。
【００６７】
　データ分析
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　本発明では、検出アッセイによって生成された生データを、臨床医にとって予測値を有
するデータに転換するのに、コンピューターベースの分析プログラムを使用することもで
きる。臨床医は、任意の適した手段を用いて、予測データに容易にアクセスすることがで
きる。臨床医は、患者の治療を最適化するために、その後直ちに、その情報を利用するこ
とができる。
【００６８】
　本発明は、アッセイを行う検査室、情報プロバイダー（ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒ
ｏｖｉｄｅｓ）、医療関係者および患者へ、およびそれらから、情報を受信し、処理し、
かつ伝達できるいかなる方法も企図している。例えば、本発明の一部の実施形態では、試
料（例えば、生検、血清または尿試料）を患者から採取して、世界の任意の地域（例えば
、患者が在住する国とも、情報が最終的に使用される国とも異なる国）に所在するプロフ
ァイリングサービス（例えば、医療施設の臨床検査室、ゲノムプロファイリング会社など
）に提出して、生データを作成する。上記試料が組織または他の生物試料を含む場合、患
者は、試料を採取して、プロファイリングセンターに送ってもらうために医療センターに
来院してもよく、または患者が自ら試料（例えば尿試料）を収集して、プロファイリング
センターに直接送ってもよい。上記試料が以前に測定した生物情報を含む場合、患者がそ
の情報をプロフィリングサービスに直接送ってもよい（例えば上記情報を含む情報カード
をコンピューターでスキャンして、電子伝達システムを用いてそのデータをプロフィリン
グセンターのコンピューターに送ってもよい）。ひとたびプロファイリングサービスに受
信されれば、上記試料が処理され、患者にとって望ましい診断情報または予後判定情報専
用のプロフィールが作成される。
【００６９】
　その後、治療を行う臨床医が解釈するのに適した形式で、プロフィールデータを作成す
る。例えば、生の発現データを提供する代わりに、上記作成された形式は、特定の治療オ
プションの推薦と共に、患者に関する診断またはリスク評価（例えば、ＨＣＣなどの肝臓
疾患が特定の治療に好ましい反応を示す可能性）を表すものでもよい。データは、いかな
る適した方法で臨床医に提示してもよい。例えば、一部の実施形態では、上記プロファイ
リングサービスが、臨床医用に印刷できる（例えば治療地点で）か、コンピューターモニ
ター上で臨床医に提示できる報告を作成する。
【００７０】
　一部の実施形態では、上記情報を治療地点または地域施設で最初に分析する。その後、
生データをさらに分析するため、および／または臨床医もしくは患者に有用な情報に生デ
ータを変換するために中央処理施設に送る。中央処理施設は、データ分析のプライバシー
（すべてのデータが、中央施設で統一されたセキュリティプロトコルで保存される）、ス
ピード、および均一性に関する利点を提供する。その後、中央処理施設は、患者を治療し
た後のデータの最終結果を制御することができる。例えば、電子伝達システムを用いて、
中央施設は、データを臨床医、患者、または研究者に提供することができる。
【００７１】
　一部の実施形態では、患者は、電子伝達システムを用いて上記データに直接アクセスす
ることができる。患者は、結果に基づいて、さらなる治療介入またはカウンセリングを選
択することができる。一部の実施形態では、上記データが研究使用に用いられる。例えば
、特定の状態または疾患の重症度の有用な指標としてのマーカーの包含または除外をさら
に最適化するのに、上記データを使用できる。
【実施例】
【００７２】
　β２－グリコプロテインＩ（β２－ＧＰＩ）を標的とする自己抗体は、アテローム硬化
斑の一成分であり、急性虚血症候群の患者で一般的に見出される。ＡＰＳ（抗リン脂質症
候群）患者由来、および急性アテローム硬化症候群を示す心臓血管疾患の患者由来の血清
試料を、抗β２－ＧＰＩ　ＥＬＩＳＡアッセイおよび抗カルジオリピン（ａＣＬ）ＥＬＩ
ＳＡアッセイの両方で、ＩｇＧ抗体およびＩｇＡ抗体について分析した。使用したＡＰＳ
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試料のすべてが両アッセイで陽性であった。３８２人の心臓血管疾患の患者由来の血清試
料も、同じアッセイで、ＩｇＧ抗体およびＩｇＡ抗体について分析した。ＡＰＳ試料とは
明らかに対照的に、心臓血管疾患の患者由来の試料の１％のみがＩｇＡ　ａＣＬ陽性であ
り、１．６％がＩｇＧ　ａＣＬ陽性であり、一方、３５．６％がＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ陽
性であり、１．６％のみがＩｇＧ抗β２－ＧＰＩ陽性であったことが見出された。心臓血
管疾患の患者から得られた２９の血清試料の抗原特異性を評価した。ヒトβ２－ＧＰＩの
６つの異なった組換えドメイン欠失変異体（ＤＭ）および完全長ヒトβ２－ＧＰＩ（野生
型）を競合阻害アッセイで使用して、抗β２－ＧＰＩ　ＥＬＩＳＡアッセイで自己抗体が
結合するのを阻害した。ドメイン欠失変異体Ｄ－－３４５およびＤ－－－４５は、ＩｇＡ
抗β２－ＧＰＩアッセイにおける結合を阻害したのは、これらの自己抗体がβ２－ＧＰＩ
分子のドメイン４を認識することを示唆している。これらの結果は、アテローム性動脈硬
化症患者由来のＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ自己抗体が、ＡＰＳ試料で見出されたＩｇＡ自己抗
体とは異なることを実証した。
【実施例１】
【００７３】
　この実施例は、ＡＰＳ患者およびアテローム性動脈硬化症患者の抗体のドメイン特異性
が相違しているため、ＡＰＳ患者が示す優勢な抗体プロフィール（カルジオリピンＩｇＧ
陽性／β２－ＧＰＩ　ＩｇＧ／ＩｇＡ陽性）が、急性虚血疾患を有するアテローム性動脈
硬化症患者が示す優勢なプロフィール（カルジオリピンＩｇＧ／ＩｇＡ陰性／β２－ＧＰ
Ｉ　ＩｇＡ陽性）とは異なっていることを実証する。一連の完全長β２－ＧＰＩおよびβ

２－ＧＰＩ　Ｄｍを用いて、これらの構築物（ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ）に対するＩｇＧ、Ｉ
ｇＡ、およびＩｇＭ抗体に関して、競合阻害ＥＬＩＳＡを用いることによって、ＡＰＳを
有する患者および様々なアテローム性動脈硬化症集団由来の多数の血清試料を試験した。
ＩｇＧ、ＩｇＡ、およびＩｇＭ　ａＣＬ抗体に関しても、すべての標本を試験した。この
実験は、アテローム性動脈硬化症患者由来の２９のＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ陽性試料のうち
２９が、β２－ＧＰＩのドメイン４を特異的に認識したことを実証した。
【００７４】
　材料および方法
　組換えβ２－ＧＰＩ
　用いた組換えβ２－ＧＰＩおよびβ２－ＧＰＩドメイン欠失変異体（ＤＭ）は、以前に
記載されている通りである（Ｉｇａｒａｓｈｉ　Ｍら、Ｂｌｏｏｄ　８７（８）：３２６
２～３２７０（１９９６年））。簡潔には、Ｓｆ９昆虫細胞内で産生された高力価ウイル
スストックを、ＴＮ５昆虫細胞に感染させた。各構築物は、培養培地からのタンパク質を
精製するのに使用された６ｈｉｓテールを含んでいた。ドメイン欠失変異体の命名法は、
ドメインの存在を示すのに数字を用い、一方、ダッシュは、そのドメインが欠失している
ことを表す。したがって、Ｄ－－３４５は、ドメイン３、４、および５を含むが、ドメイ
ン１および２を欠失している組換えタンパク質に与えられた名称である。
【００７５】
　患者試料の選択
　記載した各症候群の診断は、臨床症状、超音波、血管造影、または血管磁気共鳴検査に
従って行った。患者は、専門治療センター（ｔｅｒｔｉａｒｙ　ｃｅｎｔｅｒ）（大学病
院）で連続的に登録した。感染性心内膜炎、骨壊死、腫瘍、脳出血、ＨＩＶもしくは梅毒
トレポネーマによる感染、ホモシスチン尿症もしくは第Ｖ因子（ライデン）変異などの血
栓症の既知遺伝的要因の存在、以前のＡＰＳ診断、または他の結合組織病（ＣＴＤ）を有
する患者は除外した。対照患者は、骨折または筋肉靭帯障害で整形外科に入院した患者で
あって、急性心筋梗塞、発作、または他の心臓状態を患っていない患者から募集した（Ｒ
ａｎｚｏｌｉｎ　Ａら、Ａｒｇ　Ｂｒａｓ．Ｃａｒｄｉｏｌ，８３（２）：１４１～４；
１３７～１４０（２００４年）；Ｓｔａｕｂ　ＨＬら、Ａｒｇ　Ｂｒａｓ　Ｎｅｕｒｏｐ
ｓｉｑｕｉａｔ　６１（３Ｂ）：７５７～６３（２００３年））。
【００７６】
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　様々なアテローム性動脈硬化症状態の個体由来の３８２の血清、および抗リン脂質症候
群を有する個体由来の１２９の血清からなる合計５１１の保存標本を検査した。アテロー
ム性動脈硬化症群には、末梢動脈障害（１１７）、急性冠動脈症候群（１１７）、および
急性心筋梗塞（９０）の個体からの血清が含まれていた。抗β２－ＧＰＩ　ＥＬＩＳＡで
ＩｇＧおよびＩｇＡの両方に陽性であったＡＰＳ患者から１０の試料、そして抗β２－Ｇ
ＰＩ　ＥＬＩＳＡでＩｇＡに陽性であったアテローム性動脈硬化症患者から２９の試料を
、ランダムに選択した。
【００７７】
　　抗β２－ＧＰＩおよび抗カルジオリピンＥＬＩＳＡ
　ＡＰＳ患者および心臓血管疾患の患者両方由来のすべての試料を、抗カルジオリピン（
ａＣＬ）抗体および抗β２－ＧＰＩ抗体の存在をＥＬＩＳＡによって試験した。最初に、
多価のａＣＬおよび抗β２－ＧＰＩスクリーニングＥＬＩＳＡ試験を用いて、ＩｇＧ、Ｉ
ｇＡ、またはＩｇＭ　ａＣＬ抗体およびβ２－ＧＰＩ抗体の存在に関して標本を試験した
。この調査で使用されたすべてのＥＬＩＳＡキットがＩＮＯＶＡ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ
ｓ社（ＩＮＯＶＡ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ社、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ所在）で製造
されたものであり、使用説明書に従って使用された。
【００７８】
　競合阻害ＥＬＩＳＡ
　試験は、ＩＮＯＶＡ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ社製の適切な（ＩｇＧおよび／またはＩ
ｇＡ）抗β２－ＧＰＩ　ＥＬＩＳＡキットを用いて行った。最大結合の約８０％を与える
のに必要な希釈率を決定するために、各血清を力価決定した。上記キットに提供されてい
る試料希釈緩衝液中に試験阻害剤を希釈し、２５μｌの各希釈物または試料希釈液単独を
ウェルに添加した。血清試料を試料希釈緩衝液中に希釈し、定率の希釈物２５μｌをウェ
ルに添加した。ウェルの内容物を混合し、プレートを室温で３０分間インキュベートした
。上記キットに提供されている洗浄緩衝液でウェルを３回洗浄し、５０μｌのＨＲＰ結合
抗ＩｇＧまたはＩｇＡを添加し、３０分間インキュベートし、洗浄緩衝液で３回洗浄し、
５０μｌの基質溶液を添加した。ウェルを室温で３０分間インキュベートし、５０μｌの
停止液を添加した。各ウェルのＯＤ４５０をＡｎｔｈｏｓ　Ｌａｂｔｅｃ社製ＨＴ２マイ
クロプレートリーダー（Ｓａｌｚｂｕｒｇ，Ａｕｓｔｒｉａ所在）で測定した。阻害率は
、［（阻害剤なしの対照ウェルから得られた平均Ａ４５０－バックグランドのＡ４５０）
－（阻害剤の存在下で得られたＡ４５０－バックグランドのＡ４５０）／（阻害剤なしの
対照ウェルから得られた平均Ａ４５０－バックグランドのＡ４５０）］×１００に従って
決定した。
【００７９】
　結果
　抗β２－ＧＰＩおよび抗カルジオリピン
　抗β２－ＧＰＩアッセイおよび抗カルジオリピン（ａＣＬ）アッセイの両方で、ＩｇＧ
およびＩｇＡ自己抗体があるかどうか、ＡＰＳ患者および心臓血管疾患の患者からの血清
試料を分析した。ＡＰＳ試料の約８０％が、多価のＩｇＧ／ＩｇＡ／ｌｇＭ　ａＣＬおよ
びβ２－ＧＰＩスクリーニングアッセイ（表１）で陽性であった。
【００８０】
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【００８１】
　ＡＰＳ血清の特異的アイソタイプ試験は、約６４％がＩｇＧ、９％がＩｇＡ　ＡＣＡ抗
体陽性である一方、４３％がＩｇＧ、４８％がＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ陽性であったことを
明らかにした。ａＣＬおよび抗β２－ＧＰＩアッセイの両方で、総（ＩｇＧ／ＩｇＡ／Ｉ
ｇＭ）ならびに特異的なＩｇＧ抗体およびＩｇＡ抗体について、３７０人の心臓血管疾患
の患者由来の血清試料を同様に試験した。ＡＰＳ試料とは明らかに対照的に、上記標本の
それぞれ６４％および４３％でＩｇＧ　ａＣＬ抗体およびＩｇＧ抗β２－ＧＰＩ抗体が見
出されたが、心臓血管疾患の患者由来の試料の１％のみで、ＩｇＧ　ａＣＬ抗体およびＩ
ｇＧ抗β２－ＧＰＩ抗体が存在していたことが見出された。さらに衝撃的であったのは、
ＩｇＡ　ａＣＬおよびＩｇＡ抗β２－ＧＰＩの反応性のパターンはＡＰＳ患者および心臓
血管疾患の患者で類似していた（両方とも、ＩｇＡ　ａＣＬが低レベルであり、ＩｇＡ抗
β２－ＧＰＩが中程度のレベルであった）一方で、ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩが心臓血管疾患
群に存在している唯一の主要な抗体であったという観察結果であった。対照的に、ＡＰＬ
患者は、中程度のレベルのＩｇＧ　ａＣＬ、ＩｇＧ抗β２－ＧＰＩ、およびＩｇＡ抗β２

－ＧＰＩ抗体を有していた（表１）。
【００８２】
　ＡＰＳ患者由来のＩｇＧ抗β２－ＧＰＩＩおよびＩｇＡ抗β２－ＧＰＩＩの両方によっ
て認識されるβ２－ＧＰＩエピトープ
　１０人の異なったＡＰＳ患者由来のＩｇＧ自己抗体およびＩｇＡ自己抗体の両方の抗原
特異性を決定するために、組換えβ２－ＧＰＩおよび２つの欠失変異体を用いた。用量依
存的様式で、これらの自己抗体が完全長β２－ＧＰＩに結合するのを阻害する能力に関し
て、各組換え型のβ２－ＧＰＩを試験した（表２、図１）。
【００８３】



(18) JP 2009-544971 A 2009.12.17

10

20

30

40

50

【表２】

【００８４】
　ドメインＩを含む構築物のみが、ＩｇＧおよびＩｇＡ自己抗体の両方を阻害した。表２
で示した通り、１０人の患者全員由来のＩｇＧおよびＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ結合抗体の両
方が、ドメイン１を含む両方の構築物によって阻害された。これらの試料はいずれも、ド
メイン１を欠失した構築物によっては、試験された最も高い濃度でさえ、効果的に阻害さ
れなかった。ドメイン１を含む変異体のＩＤ５０値は、ＩｇＧ抗体では１～５０μＭ、Ｉ
ｇＡ抗体では１３～１００μＭの範囲であった。対照的に、ドメイン１を含んでいなかっ
た変異体（Ｄ－－－４５）は、ＩｇＧ抗体も、ＩｇＡ抗体も、効果的に阻害しなかった。
【００８５】
　急性心臓血管疾患症候群の患者由来のＩｇＡ抗β２－ＧＰＩによって認識されるβ２－
ＧＰＩエピトープ
　ＡＰＳ血清および心臓血管疾患血清のβ２－ＧＰＩおよびａＣＬプロフィール（表１）
の相違は、本発明者らに、心臓血管疾患の患者のＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ抗体は、ＡＰＳ患
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者体内に存在するものとは異なっている可能性があり、β２－ＧＰＩタンパク質上の異な
ったドメインを標的としているかもしれないことを示唆した。
【００８６】
　心臓血管疾患の患者のコホートから、ＩｇＡ抗β２－ＧＰＩ抗体陽性であり、ならびに
ａＣＬ　ＩｇＧ陰性、ａＣＬ　ＩｇＭ陰性、および１つの血清を例外としてａＣＬ　Ｉｇ
Ａ陰性である２９の試料を選択した。これらの血清の詳細なβ２－ＧＰＩおよびａＣＬプ
ロフィールを、表３に示す。
【００８７】
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【表３】

【００８８】
　急性心臓症候群（１１）、急性心筋梗塞（６）、頸動脈疾患（８）、および末梢動脈疾
患（４）を含めた様々な心臓血管疾患状態の患者由来の２９の異なった試料由来のＩｇＡ
　β２－ＧＰＩ結合抗体の抗原特異性を決定するために、７つの異なった組換えβ２－Ｇ
ＰＩ変異体タンパク質を用いた。ＩｇＡ抗体が完全長β２－ＧＰＩに結合するのを阻害す
る能力について、各変異体の組換えβ２－ＧＰＩタンパク質を用量依存的な様式で試験し
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た（表４）。
【００８９】
【表４】

【００９０】
　結果の一例を図２にグラフ表示する。完全長構築物を除けば、Ｄ－－３４５、およびＤ
－－－４５構築物のみがこれらのＩｇＡ抗体を阻害した。２９の試料のうち４つは、はる
かに少ない程度ではあるが、Ｄ１２３４－構築物によっても阻害された。これらの試料の
うち１つのみが、Ｄ－－－－５構築物によっても阻害された。Ｄ－－３４５およびＤ－－
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－４５変異体のＩＤ５０値は、１～５５μＭの範囲であった。対照的に、Ｄ１２－－－お
よびＤ１２３－－変異体は、試験された２９の試料のうちいずれの結合も効果的に阻害し
なかった。
【００９１】
　考察
　ＡＰＳ患者で見出されるＩｇＧ自己抗体の抗原特異性は、β２－ＧＰＩ分子のドメイン
１を認識していることが以前に示されている（Ｉｖｅｒｓｏｎ，ＧＭら、ＰＮＡＳ　９５
：１５５４２～１５５４６（１９９８年）；Ｉｖｅｒｓｏｎ，ＧＭら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．１６９：７０９７～７１０３（２００２年））。しかしながら、ＡＰＳ患者からのＩ
ｇＡ自己抗体の抗原特異性は知られていなかった。本明細書で報告した阻害調査（図１、
表２）は、この報告で調査された１０のＡＰＳ試料からなる一群の抗原特異性が、β２－
ＧＰＩ分子のドメイン１内に含まれているエピトープに対するものであることを明確に示
している。したがって、ＡＰＳ患者で見出されたＩｇＧ自己抗体およびＩｇＡ自己抗体の
両方の抗原特異性が、ドメイン１である。
【００９２】
　この実験は、いくつかのタイプのＡＳＳ（急性心筋梗塞、急性冠動脈症候群、「頸動脈
試験」、および末梢動脈疾患）である患者由来のＩｇＡβ２－ＧＰＩ結合抗体が、β２－
ＧＰＩ分子のドメイン４上のエピトープを認識することも示している（図２および表３）
。ＡＰＳ患者由来の自己抗体がβ２－ＧＰＩのドメイン４を認識することを示したとされ
る以前の研究（Ｉｇａｒａｓｈｉ　Ｍ．ら、Ｂｌｏｏｄ、８７（８）：３２６２～７０（
１９９６年）；Ｇｅｏｒｇｅ　Ｊら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０（８）：３９１７～３
９２３（１９９８年））とこれを混同するべきではない。これらの研究は、ＩｇＡではな
く、ＩｇＧ自己抗体の抗原特異性を研究するように設計されたものである。
【００９３】
　ドメイン４を含むＤｍは、試験された様々な試料間で、同一ではないが類似したパター
ンで阻害した。例えば、４つのみがＤ１２３４－構築物によって阻害された。これは、ド
メイン４上に存在する、共通点はあるが識別可能なエピトープをこれらの抗体が認識して
いること示唆している。β２－ＧＰＩの結晶構造から得られた最近の分子シミュレーショ
ンは、この可能性を支持している。この研究は、β２－ＧＰＩのドメイン４における２つ
の不連続な抗原性配列の存在を示唆している（Ｋａｓａｈａｒａ　Ｈら、Ｉｎｔ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．１７：１５３３～１５４２（２００５年））。ドメイン４は、異なったドメイ
ンを含む構築物内に存在している場合には、異なった立体配座状態を有している可能性が
ある。例えば、ドメイン５が欠失している場合には、少数の試料がドメイン４を認識した
が、大多数は、ドメイン５が存在していた場合にのみ、ドメイン４を認識した。したがっ
て、これらの抗体は、別のドメインの存在によって影響を受けるドメイン４上のエピトー
プを認識している可能性がある。この解釈も、上記シミュレーション実験によって支持さ
れた。
【００９４】
　以前に、ＥＬＩＳＡによって測定する場合、抗β２－ＧＰＩ自己抗体の結合にはＥＬＩ
ＳＡプレート上におけるβ２－ＧＰＩの方向性が重要であることが示されている（Ｇｅｏ
ｒｇｅ　Ｊら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０（８）：３９１７～３９２３（１９９８年）
）。これは、これらの試料が、プラスチックディッシュ表面に吸着された場合にはβ２－
ＧＰＩを認識するが、カルジオリピン表面に吸着された場合にはβ２－ＧＰＩに結合しな
いのは何故か説明できるであろう。ドメイン５を介したカルジオリピンへのβ２－ＧＰＩ
の結合は、プラスチックに結合した場合とは異なった方向性を与えている可能性がある。
ドメイン５を介した結合は、ドメイン４の利用可能性もしくはドメイン４の配置のいずれ
か、またはこれらの両方を改変している可能性がある。しかしながら、プラスチックに吸
着された場合のβ２－ＧＰＩ分子の方向性は、完全には理解されていない。ドメイン４が
妨害されない、すなわち抗体にとって利用可能であり、かつこれらの抗体の結合を無くす
ほどにその立体配座を改変しない方向性で、十分な数の分子がプラスチックに吸着してい
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【実施例２】
【００９５】
　ドメイン４特異抗体を検出するＥＬＩＳＡアッセイを用い、ドメイン４／５混合抗原を
用い、臨床的に特性分析されている２１８の血清を用いて、臨床試験を行った。コホート
には、健康対照個体（ｎ＝３０）、心臓ステントを有する患者（無症候、ｎ＝２８；症候
性、ｎ＝２３）、および急性発作の患者（虚血性発作および一過性脳虚血発作；脳内出血
なし；ｎ＝１３７）が含まれていた。平均ＩｇＡ抗体値は、健康対照者集団では１４．１
単位であり、これと比較して、ステントを有する患者では２６．５単位、急性脳卒中の患
者では２９．５単位であった。（表５）。
【００９６】
【表５】

【００９７】
　上述した実施例は、上記組成物の好ましい実施形態をどのように作製および使用するか
に関する完全な開示および説明を当業者に与えるために提供するものであって、本発明者
らが、本発明者らの発明と考えているものの範囲を限定するものではない。上述した様式
の変更形態（当業者に明らかである、本発明を実行するための変更形態）は、以下の特許
請求の範囲に包含されるものとする。本明細書で引用されているすべての出版物、特許、
および特許出願を参照により本明細書に組み込む。
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