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(57)【要約】
高い全体精度で、多発性硬化症（MS）を検出するため、ならびに再発寛解型（RRMS）と二
次性進行型（SPMS）のMSサブタイプを区別するための方法、組成物およびキットを開示す
る。また、MS全般、RRMSおよびSPMSの診断のため、ならびにMSを発症するリスクがある対
象の認定のため、および患者特異的MS自己抗体バイオマーカープロフィールの作成のため
の、自己抗体抗原およびバイオマーカーも提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階を含む、対象において多発性硬化症（MS）の診断用自己抗体を検出するため
の方法:
　（a）該対象由来の免疫グロブリン含有生体試料と、1種または複数種の自己抗原を含む
系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が該試料中に存在しているならば反応混合物中で
各自己抗原とその対応する自己抗体との間の免疫複合体の形成が可能な条件下で接触させ
て反応混合物を形成させる段階であって、該1種または複数種の自己抗原が、BC099907.1
、NM_201998.1およびBC028006.1を含む、段階;ならびに
　（b）該反応混合物中の免疫複合体の有無を検出する段階であって、自己抗体とその対
応する自己抗原との間の免疫複合体の形成が、該生体試料中の該自己抗体の存在を示す、
段階。
【請求項２】
　以下の段階を含む、対象についての対象特異的MS特異的自己抗体プロフィールを生成す
る方法:
　（a）該対象由来の免疫グロブリン含有生体試料と、1種または複数種の自己抗原を含む
系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が該試料中に存在しているならば反応混合物中で
各自己抗原とその対応する自己抗体との間の免疫複合体の形成が可能な条件下で接触させ
て反応混合物を形成させる段階であって、該1種または複数種の自己抗原が、BC099907.1
、NM_201998.1およびBC028006.1を含む、段階;
　（b）該反応混合物中の免疫複合体の有無を検出する段階であって、自己抗体とその対
応する自己抗原との間の免疫複合体の形成が、該試料中の該自己抗体の存在を示す、段階
;ならびに
　（c）該生体試料中に存在する自己抗体の対象特異的MS特異的自己抗体プロフィールを
生成する段階。
【請求項３】
　前記1種または複数種の自己抗原が、NM_020317.2、NM_001008737.1、NM_004912.3、BC0
01419.1、NM_002642.1、PV4202およびNM_016011.2からなる群より選択される少なくとも1
種類をさらに含む、請求項1～2のいずれか一項記載の方法。
【請求項４】
　前記1種または複数種の自己抗原が、BC001419.1およびNM_016011.2からなる群より選択
される少なくとも1種類をさらに含む、請求項1～3のいずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　前記対象が、ヒトである、請求項1～4のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　前記生体試料が、全血、血漿、血清、脳脊髄液、唾液および痰からなる群より選択され
る、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　前記生体試料が、全血である、請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　少なくとも1つの自己抗原が、固体基板に結合されている、請求項1～7のいずれか一項
記載の方法。
【請求項９】
　前記自己抗原の各々が、固体基板に結合されており、アレイの形態である、請求項1～8
のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　前記アレイが、マイクロアレイである、請求項9記載の方法。
【請求項１１】
　前記固体基板が、ニトロセルロースコートスライドガラスである、請求項8～10のいず
れか一項記載の方法。
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【請求項１２】
　前記免疫複合体が、イムノアッセイを用いて検出される、請求項1～11のいずれか一項
記載の方法。
【請求項１３】
　前記イムノアッセイが、競合アッセイ、直接イムノアッセイ、間接イムノアッセイ、免
疫沈降、イムノブロッティングおよび/またはサンドイッチイムノアッセイを含む、請求
項12記載の方法。
【請求項１４】
　前記対象が、MSに対する治療剤の投与を受けるように、および/またはMSに対する治療
的介入を受けるように助言される、請求項1～13のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　前記対象に、MSを処置するための治療剤を投与する、および/またはMSを処置するため
の治療的介入を施す段階をさらに含む、請求項1～14のいずれか一項記載の方法。
【請求項１６】
　以下の段階:
　（a）対象由来の免疫グロブリン含有生体試料と、再発寛解型MS（RRMS）特異的自己抗
原および/または二次性進行型（SPMS）特異的自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応
する自己抗体が該試料中に存在しているならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する
自己抗体との間の免疫複合体の形成が可能な条件下で接触させて反応混合物を形成させる
段階であって、該RRMS特異的自己抗原が、NM_152729.2、BC024289.1、BC020233.1、BC030
813.1、NM_144606.1およびNM_145253.1からなる群より選択される少なくとも1種類を含み
、該SPMS特異的自己抗原が、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2
、BC010467.1、NM_005409.3、BC048299.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1
からなる群より選択される少なくとも1種類を含む、段階;
　（b）該反応混合物中の免疫複合体の有無を検出する段階であって、自己抗体とその対
応する自己抗原との間の免疫複合体の形成が、該試料中の該自己抗体の存在を示す、段階
を含む、対象のMSをサブタイプ分類する方法であって、
　該反応混合物中の少なくとも1種類のRRMS特異的免疫複合体の存在が、RRMSサブタイプ
を示し、
　該反応混合物中の少なくとも1種類のSPMS特異的免疫複合体の存在が、SPMSサブタイプ
を示す、
方法。
【請求項１７】
　以下の段階:
　（a）対象由来の免疫グロブリン含有生体試料と、再発寛解型MS（RRMS）特異的自己抗
原および/または二次性進行型（SPMS）特異的自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応
する自己抗体が該試料中に存在しているならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する
自己抗体との間の免疫複合体の形成が可能な条件下で接触させて反応混合物を形成させる
段階であって、該RRMS特異的自己抗原が、NM_152729.2、BC024289.1、BC020233.1、BC030
813.1、NM_144606.1およびNM_145253.1からなる群より選択される少なくとも1種類を含み
、該SPMS特異的自己抗原が、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2
、BC010467.1、NM_005409.3、BC048299.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1
からなる群より選択される少なくとも1種類を含む、段階;
　（b）該反応混合物中の免疫複合体の有無を検出する段階であって、自己抗体と、対応
する自己抗原との間の免疫複合体の形成が、該試料中の該自己抗体の存在を示す、段階
を含む、それを必要とする対象において、MSの病態進行を同定する方法であって、
　該反応混合物中の少なくとも1種類のRRMS特異的免疫複合体の存在が、RRMSサブタイプ
を示し、
　該反応混合物中の少なくとも1種類のSPMS特異的免疫複合体の存在が、SPMSサブタイプ
を示す、
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方法。
【請求項１８】
　以下の段階:
　（a）対象由来の免疫グロブリン含有生体試料と、再発寛解型MS（RRMS）特異的自己抗
原を含む系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が該試料中に存在しているならば反応混
合物中で各自己抗原とその対応する自己抗体との間の免疫複合体の形成が可能な条件下で
接触させる段階であって、該RRMS特異的自己抗原が、NM_152729.2、BC024289.1、BC02023
3.1、BC030813.1、NM_144606.1およびNM_145253.1からなる群より選択される少なくとも1
種類を含む、段階;
　（b）該反応混合物中の免疫複合体の有無を検出する段階であって、自己抗体とその対
応する自己抗原との間の免疫複合体の形成が、該試料中の該自己抗体の存在を示す、段階
を含む、RRMSに罹患するリスクがある対象を認定する方法であって、
　該反応混合物中の少なくとも1種類のRRMS特異的免疫複合体の存在が、RRMSに罹患する
リスクまたはRRMSを発症するリスクを該対象が有することを示す、
方法。
【請求項１９】
　以下の段階:
　（a）対象由来の免疫グロブリン含有生体試料と、1種または複数種の二次性進行型（SP
MS）特異的自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が該試料中に存在して
いるならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する自己抗体との間の免疫複合体の形成
が可能な条件下で接触させて反応混合物を形成させる段階であって、該1種または複数種
のSPMS特異的自己抗原が、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2、B
C010467.1、NM_005409.3、BC048299.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1から
なる群より選択される少なくとも1種類を含む、段階;
　（b）該反応混合物中の免疫複合体の有無を検出する段階であって、自己抗体とその対
応する自己抗原との間の免疫複合体の形成が、該試料中の該自己抗体の存在を示す、段階
を含む、SPMSに罹患するリスクがある対象を認定する方法であって、
　該反応混合物中の少なくとも1種類のSPMS特異的免疫複合体の存在が、SPMSに罹患する
リスクまたはSPMSを発症するリスクを該対象が有することを示す、
方法。
【請求項２０】
　前記RRMS特異的自己抗原が、NM_152729.2、BC024289.1およびBC020233.1からなる群よ
り選択される少なくとも1種類を含む、請求項16～18のいずれか一項記載の方法。
【請求項２１】
　前記RRMS特異的自己抗原が、NM_005151.2、NM_004987.3、NM_003141.2およびNP_002167
.1からなる群より選択される少なくとも1種類をさらに含む、請求項16～18および20のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項２２】
　前記1種または複数種のSPMS特異的自己抗原が、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004
493.1、NM_018464.2およびNP_000556.1からなる群より選択される少なくとも1種類を含む
、請求項16～17および19のいずれか一項記載の方法。
【請求項２３】
　前記対象がヒトである、請求項16～22のいずれか一項記載の方法。
【請求項２４】
　前記生体試料が、全血、血漿、血清、脳脊髄液、唾液および痰からなる群より選択され
る、請求項16～23のいずれか一項記載の方法。
【請求項２５】
　前記生体試料が、全血である、請求項16～24のいずれか一項記載の方法。
【請求項２６】
　少なくとも1つの自己抗原が、固体基板に結合されている、請求項16～25のいずれか一
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項記載の方法。
【請求項２７】
　前記自己抗原の各々が、固体基板に結合されており、アレイの形態である、請求項16～
26のいずれか一項記載の方法。
【請求項２８】
　前記アレイが、マイクロアレイである、請求項27記載の方法。
【請求項２９】
　前記固体基板が、ニトロセルロースコートスライドガラスである、請求項26～28のいず
れか一項記載の方法。
【請求項３０】
　前記免疫複合体が、イムノアッセイを用いて検出される、請求項16～29のいずれか一項
記載の方法。
【請求項３１】
　前記イムノアッセイが、競合アッセイ、直接イムノアッセイ、間接イムノアッセイ、免
疫沈降、イムノブロッティングおよび/またはサンドイッチイムノアッセイを含む、請求
項30記載の方法。
【請求項３２】
　前記対象が、MSに対する治療剤の投与を受けるように、および/またはMSに対する治療
的介入を受けるように助言される、請求項16～31のいずれか一項記載の方法。
【請求項３３】
　前記対象に、MSを処置するための治療剤を投与する、および/またはMSを処置するため
の治療的介入を施す段階をさらに含む、請求項16～32のいずれか一項記載の方法。
【請求項３４】
　以下を備えた、MS診断用バイオマーカーを検出するためのキット:
　（a）固体基板と、該固体基板上に固定化された1種または複数種の自己抗原とを備えて
いるアレイであって、該アレイ内の該1種または複数種の自己抗原が、BC099907.1、NM_20
1998.1、BC028006.1、NM_020317.2、NM_003636.1、BC003065.1、NM_001008737.1、XM_003
960444.1、BC029796.1、NM_152716.1、XM_379114.1、BC022258.1、BC002733.2、NM_00491
2.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV4202、PV4337、XM_378514.1、XM_086879.4、BC015514
.1、NM_005151.2、BC016380.1、BC032451.1、NM_175907.3、BC073782.1、NM_004987.3、B
C022362.1、NM_004302、NM_003141.2、NM_005522.3、NM_016011.2、NM_005734.1、NM_004
329、NP_002167.1、BC014991.1、NM_004527.2、BC014271.2、XM_378660.1、NM_020467.2
、BC033792.1、NM_007255.1、BC017054.1、NM_180699.1、NM_172159.2、NM_199183.1、BC
002448.2、NM_005435.2、BC006105.1およびNM_005371.2である第1の自己抗原群より選択
される少なくとも1種類を含む、アレイ;
　（b）対象由来の免疫グロブリン含有生体試料中の自己抗体であるMS診断用バイオマー
カーに（a）の固定化された該自己抗原が結合することによって形成される免疫複合体の
検出のための、アッセイ試薬;ならびに
　（c）該第1の自己抗原群からの少なくとも1種類の免疫複合体の形成が検出されたら、
該対象におけるMSの診断を示す、包装表示。
【請求項３５】
　前記アレイ内の前記1種または複数種の自己抗原が、BC099907.1、NM_201998.1およびBC
028006.1を含む、請求項34記載のキット。
【請求項３６】
　前記アレイ内の前記1種または複数種の自己抗原が、NM_020317.2、NM_001008737.1、NM
_004912.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV4202およびNM_016011.2からなる群より選択さ
れる少なくとも1種類をさらに含む、請求項34～35のいずれか一項記載のキット。
【請求項３７】
　前記アレイ内の前記1種または複数種の自己抗原が、BC001419.1およびNM_016011.2から
なる群より選択される少なくとも1種類をさらに含む、請求項34～36のいずれか一項記載
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のキット。
【請求項３８】
　前記アレイ内の自己抗原が、前記第1の自己抗原群から選択される前記少なくとも1種類
だけである、請求項34～37のいずれか一項記載のキット。
【請求項３９】
　前記アレイ内の自己抗原が、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006.1だけである、
請求項34～38のいずれか一項記載のキット。
【請求項４０】
　前記アレイ内の自己抗原が、BC099907.1、NM_201998.1、BC028006.1、ならびにNM_0203
17.2、NM_001008737.1、NM_004912.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV4202およびNM_01601
1.2からなる群より選択される少なくとも1種類だけである、請求項34～38のいずれか一項
記載のキット。
【請求項４１】
　前記アレイ内の自己抗原が、BC099907.1、NM_201998.1、BC028006.1、ならびにBC00141
9.1およびNM_016011.2からなる群より選択される少なくとも1種類だけである、請求項34
～38のいずれか一項記載のキット。
【請求項４２】
　前記包装表示に、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006.1の3種類すべてについて免
疫複合体が検出された場合、前記対象が今後1～10年以内にMSを発症するリスクが約90%で
あることが示されている、請求項34～41のいずれか一項記載のキット。
【請求項４３】
　前記アレイが、規則的なマイクロアレイである、請求項34～42のいずれか一項記載のキ
ット。
【請求項４４】
　前記固体基板が、ニトロセルロースコートスライドガラスである、請求項34～43のいず
れか一項記載のキット。
【請求項４５】
　以下を備えた、MS診断用バイオマーカーを検出するためのキット:
　（a）固体基板と、該固体基板上に固定化された1種または複数種の自己抗原とを備えて
いるアレイであって、該アレイ内の該1種または複数種の自己抗原が、以下の群:
　NM_152729.2、BC024289.1、BC020233.1、BC030813.1、NM_144606.1およびNM_145253.1
からなる群より選択される少なくとも1種類を含むRRMS特異的自己抗原群、ならびに
　NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2、BC010467.1、NM_005409.3
、BC048299.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1からなる群より選択される少
なくとも1種類を含むSPMS特異的自己抗原群
から選択される少なくとも1種類を含む、アレイ;
　（b）対象由来の免疫グロブリン含有生体試料中の自己抗体であるMS診断用バイオマー
カーに（a）の固定化された該自己抗原が結合することによって形成される免疫複合体の
検出のための、アッセイ試薬;ならびに
　（c）該RRMS特異的自己抗原群からの少なくとも1種類の免疫複合体の形成が検出された
ら、該対象におけるRRMSの診断を示す、および/または該SPMS特異的自己抗原群からの少
なくとも1種類の免疫複合体の形成が検出されたら、該対象におけるSPMSの診断を示す、
包装表示。
【請求項４６】
　前記RRMS特異的自己抗原が、NM_152729.2、BC024289.1およびBC020233.1からなる群よ
り選択される少なくとも1種類を含む、請求項45記載のキット。
【請求項４７】
　前記RRMS特異的自己抗原が、NM_005151.2、NM_004987.3、NM_003141.2およびNP_002167
.1からなる群より選択される少なくとも1種類をさらに含む、請求項45～46のいずれか一
項記載のキット。
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【請求項４８】
　前記SPMS特異的自己抗原が、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.
2およびNP_000556.1からなる群より選択される少なくとも1種類を含む、請求項45記載の
キット。
【請求項４９】
　前記アレイ内の自己抗原が、前記RRMS特異的自己抗原群および前記SPMS特異的自己抗原
群から選択される前記少なくとも1種類だけである、請求項45～48のいずれか一項記載の
キット。
【請求項５０】
　前記アレイ内の自己抗原が、
　（i）NM_152729.2、BC024289.1、BC020233.1、BC030813.1、NM_144606.1およびNM_1452
53.1からなる群より選択される少なくとも1種類;
　（ii）NM_152729.2、BC024289.1およびBC020233.1からなる群より選択される少なくと
も1種類;
　（iii）NM_005151.2、NM_004987.3、NM_003141.2およびNP_002167.1からなる群より選
択される少なくとも1種類;
　（iv）NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2、BC010467.1、NM_00
5409.3、BC048299.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1からなる群より選択さ
れる少なくとも1種類;
　（v）NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2およびNP_000556.1か
らなる群より選択される少なくとも1種類;
　（vi）（i）～（v）の任意の組合せ
からなる群より選択されるものだけである、請求項45～49のいずれか一項記載のキット。
【請求項５１】
　前記アレイが、規則的なマイクロアレイである、請求項45～50のいずれか一項記載のキ
ット。
【請求項５２】
　前記基板が、ニトロセルロースコートスライドガラスである、請求項45～51のいずれか
一項記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、2017年5月10日に出願された米国特許仮出願第62/504,130号の35 U.S.C.§ 1
19（e）に基づく優先権を主張するものであり、この仮出願は参照によりその全体が本明
細書に組み入れられる。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　多発性硬化症（MS）は、主に中枢神経系（CNS）の白質が冒される神経炎症性の自己免
疫疾患である。最新の推計では、米国において現在、250,000～350,000人が、MSに罹患し
ていると示されている。多くの自己免疫性の病状の場合と同様、MSの罹患は女性に偏って
おり、その診断は男性1人に対して女性3人の割合である。この性差の理由は不明であるが
、ホルモン、遺伝子または環境の違いの影響であると推測されている。従来、MSは病理学
的に、時間的および空間的に離れて発生する皮質下白質内の病変を特徴とし、適正なニュ
ーロンの発火のために軸索を覆っているミエリン鞘に生じる微視的な構造欠陥を伴う。脱
髄は、一般的には脳の白質内、例えば視神経および脊髄で起こるが、後に灰白質内の病変
も含むように進行し、これは磁気共鳴画像（MRI）で容易に視認される。一般的な症状と
しては下肢筋力の低下、知覚障害および視力の変化が挙げられ、疾患が進行するにつれて
後に認知機能の低下が観察される。
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【０００３】
　現在、MSの診断には、患者の全病歴、白質内の病変を検出するための画像診断、例えば
MRI、誘発電位試験を用いた電気生理学的検査、および/または高値の免疫グロブリン種の
存在を検出するための脳脊髄液（CSF）解析が必要とされる。一部の患者では症状を正確
に診断して処置することにある程度成功しているが、他の患者では疾患症状および日和見
性の病状が進行的に悪化してしまう。
【０００４】
　したがって、当技術分野では、対象におけるMSの進行を検出する、サブタイプ分類する
、および/または評価するための方法および組成物の必要性が存在している。かかる方法
および組成物により、MSの検出可能な身体症状を有し得るまたは有さない対象の迅速な評
価が可能となるはずである。本発明により、このような必要性が満たされる。
【発明の概要】
【０００５】
発明の簡単な概要
　本発明により、対象において多発性硬化症（MS）の診断用自己抗体を検出するための方
法を提供する。さらに本発明により、対象についての対象特異的MS特異的自己抗体プロフ
ィールを生成する方法を提供する。さらに本発明により、MS診断用バイオマーカーを検出
するためのキットを提供する。さらに本発明により、対象のMSをサブタイプ分類する方法
を提供する。さらに本発明により、それを必要とする対象において、MSの病態進行を同定
する方法を提供する。さらに本発明は、RRMSに罹患するリスクがある対象を認定する方法
を含む。さらに本発明は、SPMSに罹患するリスクがある対象を認定する方法を含む。
【０００６】
　一部の特定の態様では、該方法は、該対象由来の免疫グロブリン含有生体試料と、1種
または複数種の自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が該試料中に存在
しているならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する自己抗体との間の免疫複合体の
形成が可能な条件下で接触させて反応混合物を形成させることを含む。他の態様では、該
1種または複数種の自己抗原は、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006.1を含む。さら
に他の態様では、該方法は、該反応混合物中の免疫複合体の有無を検出することを含み、
ここで、自己抗体と、その対応する自己抗原との間の免疫複合体の形成は、該生体試料中
の該自己抗体の存在を示す。さらに他の態様では、該方法は、該生体試料中に存在する自
己抗体の対象特異的MS特異的自己抗体プロフィールを生成することを含む。
【０００７】
　一部の特定の態様では、該1種または複数種の自己抗原は、NM_020317.2、NM_001008737
.1、NM_004912.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV4202およびNM_016011.2からなる群より
選択される少なくとも1種類をさらに含む。
【０００８】
　一部の特定の態様では、該1種または複数種の自己抗原は、BC001419.1およびNM_016011
.2からなる群より選択される少なくとも1種類をさらに含む。
【０００９】
　一部の特定の態様では、対象はヒトである。
【００１０】
　一部の特定の態様では、生体試料は、全血、血漿、血清、脳脊髄液、唾液および痰から
なる群より選択される。他の態様では、生体試料は全血である。
【００１１】
　一部の特定の態様では、少なくとも1つの自己抗原は固体基板に結合されている。他の
態様では、該自己抗原の各々は固体基板に結合されており、アレイの形態である。さらに
他の態様では、アレイはマイクロアレイである。さらに他の態様では、固体基板はニトロ
セルロースコートスライドガラスである。
【００１２】
　一部の特定の態様では、免疫複合体はイムノアッセイを用いて検出される。他の態様で
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は、イムノアッセイは、競合アッセイ、直接イムノアッセイ、間接イムノアッセイ、免疫
沈降、イムノブロッティングおよび/またはサンドイッチイムノアッセイを含む。
【００１３】
　一部の特定の態様では、対象は、MSに対する治療剤の投与を受けるように、および/ま
たはMSに対する治療的介入を受けるように助言される。他の態様では、該方法は、該対象
に、MSを処置するための治療剤を投与するおよび/またはMSを処置するための治療的介入
を施すことをさらに含む。
【００１４】
　一部の特定の態様では、本方法は、該対象由来の免疫グロブリン含有生体試料と、1種
または複数種の再発寛解型MS（RRMS）特異的自己抗原および/または1種または複数種の二
次性進行型（SPMS）特異的自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が該試
料中に存在しているならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する自己抗体との間の免
疫複合体の形成が可能な条件下で接触させて反応混合物を形成させることを含む。他の態
様では、該1種または複数種のRRMS特異的自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1、BC0202
33.1、BC030813.1、NM_144606.1およびNM_145253.1からなる群より選択される少なくとも
1種類を含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のSPMS特異的自己抗原は、NP_002
497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2、BC010467.1、NM_005409.3、BC0482
99.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1からなる群より選択される少なくとも
1種類を含む。さらに他の態様では、該方法は、該反応混合物中の免疫複合体の有無を検
出することを含み、ここで、自己抗体とその対応する自己抗原との間の免疫複合体の形成
は、該試料中の該自己抗体の存在を示す。さらに他の態様では、該反応混合物中の少なく
とも1種類のRRMS特異的免疫複合体の存在は、RRMSサブタイプを示す。さらに他の態様で
は、該反応混合物中の少なくとも1種類のSPMS特異的免疫複合体の存在は、SPMSサブタイ
プを示す。さらに他の態様では、該反応混合物中の少なくとも1種類のRRMS特異的免疫複
合体の存在は、RRMSに罹患するリスクまたはRRMSを発症するリスクを該対象が有すること
を示す。さらに他の態様では、該反応混合物中の少なくとも1種類のSPMS特異的免疫複合
体の存在は、SPMSに罹患するリスクまたはSPMSを発症するリスクを該対象が有することを
示す。
【００１５】
　一部の特定の態様では、該1種または複数種のRRMS特異的自己抗原は、NM_152729.2、BC
024289.1およびBC020233.1からなる群より選択される少なくとも1種類を含む。
【００１６】
　一部の特定の態様では、該1種または複数種のRRMS特異的自己抗原は、NM_005151.2、NM
_004987.3、NM_003141.2およびNP_002167.1からなる群より選択される少なくとも1種類を
さらに含む。
【００１７】
　一部の特定の態様では、該1種または複数種のSPMS特異的自己抗原は、NP_002497.2、NP
_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2およびNP_000556.1からなる群より選択される
少なくとも1種類を含む。
【００１８】
　一部の特定の態様では、対象はヒトである。他の態様では、生体試料は、全血、血漿、
血清、脳脊髄液、唾液および痰からなる群より選択される。さらに他の態様では、生体試
料は全血である。
【００１９】
　一部の特定の態様では、少なくとも1つの自己抗原は固体基板に結合されている。他の
態様では、該自己抗原の各々は基板に結合されており、アレイの形態である。さらに他の
態様では、アレイはマイクロアレイである。さらに他の態様では、基板はニトロセルロー
スコートスライドガラスである。
【００２０】
　一部の特定の態様では、免疫複合体がイムノアッセイを用いて検出される。他の態様で
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は、イムノアッセイが、競合アッセイ、直接イムノアッセイ、間接イムノアッセイ、免疫
沈降、イムノブロッティングおよび/またはサンドイッチイムノアッセイを含む。
【００２１】
　一部の特定の態様では、対象は、MSに対する治療剤の投与を受けるように、および/ま
たはMSに対する治療的介入を受けるように助言される。他の態様では、該方法は、該対象
に、MSを処置するための治療剤を投与するおよび/またはMSを処置するための治療的介入
を施すことをさらに含む。
【００２２】
　一部の特定の態様では、キットは、固体基板と、該基板上に固定化された1種または複
数種の自己抗原とを備えているアレイを備えており、ここで、該アレイ内の該1種または
複数種の自己抗原は、BC099907.1、NM_201998.1、BC028006.1、NM_020317.2、NM_003636.
1、BC003065.1、NM_001008737.1、XM_003960444.1、BC029796.1、NM_152716.1、XM_37911
4.1、BC022258.1、BC002733.2、NM_004912.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV4202、PV433
7、XM_378514.1、XM_086879.4、BC015514.1、NM_005151.2、BC016380.1、BC032451.1、NM
_175907.3、BC073782.1、NM_004987.3、BC022362.1、NM_004302、NM_003141.2、NM_00552
2.3、NM_016011.2、NM_005734.1、NM_004329、NP_002167.1、BC014991.1、NM_004527.2、
BC014271.2、XM_378660.1、NM_020467.2、BC033792.1、NM_007255.1、BC017054.1、NM_18
0699.1、NM_172159.2、NM_199183.1、BC002448.2、NM_005435.2、BC006105.1およびNM_00
5371.2からなる第1の自己抗原群より選択される少なくとも1種類を含む。他の態様では、
該アレイ内の該1種または複数種の自己抗原は、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006
.1を含む。さらに他の態様では、該アレイ内の該1種または複数種の自己抗原は、NM_0203
17.2、NM_001008737.1、NM_004912.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV4202およびNM_01601
1.2からなる群より選択される少なくとも1種類をさらに含む。さらに他の態様では、該ア
レイ内の該1種または複数種の自己抗原は、BC001419.1およびNM_016011.2からなる群より
選択される少なくとも1種類をさらに含む。さらに他の態様では、該アレイ内の自己抗原
は、第1の自己抗原群から選択される該少なくとも1種類だけである。さらに他の態様では
、該アレイ内の自己抗原は、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006.1だけである。さ
らに他の態様では、該アレイ内の自己抗原は、BC099907.1、NM_201998.1、BC028006.1、
ならびにNM_020317.2、NM_001008737.1、NM_004912.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV420
2およびNM_016011.2からなる群より選択される少なくとも1種類だけである。さらに他の
態様では、該アレイ内の自己抗原は、BC099907.1、NM_201998.1、BC028006.1、ならびにB
C001419.1およびNM_016011.2からなる群より選択される少なくとも1種類だけである。
【００２３】
　一部の特定の態様では、キットは、固体基板と、該基板上に固定化された1種または複
数種の自己抗原とを備えているアレイを備えており、ここで、該アレイ内の該1種または
複数種の自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1、BC020233.1、BC030813.1、NM_144606.1
およびNM_145253.1からなる群より選択される少なくとも1種類を含むRRMS特異的自己抗原
群、ならびにNP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2、BC010467.1、N
M_005409.3、BC048299.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1からなる群より選
択される少なくとも1種類を含むSPMS特異的自己抗原群から選択される少なくとも1種類を
含む。他の態様では、RRMS特異的自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1およびBC020233.
1からなる群より選択される少なくとも1種類を含む。さらに他の態様では、該1種または
複数種のRRMS特異的自己抗原は、NM_005151.2、NM_004987.3、NM_003141.2およびNP_0021
67.1からなる群より選択される少なくとも1種類をさらに含む。さらに他の態様では、該1
種または複数種のSPMS特異的自己抗原は、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、
NM_018464.2およびNP_000556.1からなる群より選択される少なくとも1種類を含む。さら
に他の態様では、該アレイ内の自己抗原は、該RRMS特異的自己抗原群および該SPMS特異的
自己抗原群から選択される該少なくとも1種類だけである。
【００２４】
　一部の特定の態様では、該アレイ内の自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1、BC02023
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3.1、BC030813.1、NM_144606.1およびNM_145253.1からなる群より選択される少なくとも1
種類だけである。他の態様では、該アレイ内の自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1お
よびBC020233.1からなる群より選択される少なくとも1種類だけである。さらに他の態様
では、該アレイ内の自己抗原は、NM_005151.2、NM_004987.3、NM_003141.2およびNP_0021
67.1からなる群より選択される少なくとも1種類だけである。さらに他の態様では、該ア
レイ内の自己抗原は、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2、BC010
467.1、NM_005409.3、BC048299.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1からなる
群より選択される少なくとも1種類だけである。さらに他の態様では、該アレイ内の自己
抗原は、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2およびNP_000556.1か
らなる群より選択される少なくとも1種類だけである。さらに他の態様では、該アレイ内
の自己抗原は、以下のもの:（a）NM_152729.2、BC024289.1、BC020233.1、BC030813.1、N
M_144606.1およびNM_145253.1からなる群より選択される少なくとも1種類;（b）NM_15272
9.2、BC024289.1およびBC020233.1からなる群より選択される少なくとも1種類;（c）NM_0
05151.2、NM_004987.3、NM_003141.2およびNP_002167.1からなる群より選択される少なく
とも1種類;（d）NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2、BC010467.1
、NM_005409.3、BC048299.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1からなる群よ
り選択される少なくとも1種類;ならびに（e）NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.
1、NM_018464.2およびNP_000556.1からなる群より選択される少なくとも1種類のうちの1
種類またはその任意の組合せだけである。
【００２５】
　一部の特定の態様では、キットは、免疫複合体の検出のためのアッセイ試薬を備えてお
り、該免疫複合体は、本発明において企図される固定化された自己抗原が、対象由来の免
疫グロブリン含有生体試料中の自己抗体である該MS診断用バイオマーカーに結合すること
によって形成される。
【００２６】
　一部の特定の態様では、キットは、第1の自己抗原群のうちの少なくとも1種類の免疫複
合体の形成が検出されたら、対象におけるMSの診断を示す、包装表示を備えている。他の
態様では、キットは、RRMS特異的自己抗原群のうちの少なくとも1種類の免疫複合体の形
成が検出されたら、対象におけるRRMSの診断を示す、包装表示を備えている。さらに他の
態様では、キットは、SPMS特異的自己抗原群のうちの少なくとも1種類の免疫複合体の形
成が検出されたら、対象におけるSPMSの診断を示す、包装表示を備えている。
【００２７】
　一部の特定の態様では、包装表示には、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006.1の3
種類すべてについて免疫複合体が検出された場合、対象が今後1～10年以内にMSを発症す
るリスクは約90%であると示されている。
【００２８】
　一部の特定の態様では、アレイは、規則的なマイクロアレイである。他の態様では、基
板は、ニトロセルロースコートスライドガラスである。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
　本発明の具体的な態様の以下の詳細な説明は、添付の図面と併せて読むと、よりよく理
解されよう。本発明の実例を示す目的で、例示的な態様を図面に示している。しかしなが
ら、本発明は、図面に示された態様の厳密な配置および手段に限定されないことを理解さ
れたい。
【図１】MSの検出のためのバイオマーカー解析および自己抗体バイオマーカーの診断有用
性の受信者動作特性（ROC）曲線の評価を示すグラフである。自己抗体バイオマーカーのR
OCの評価はテスト事例集合対象の混合MSの検出に関して行った。50種類のMS特異的バイオ
マーカーのパネル（実線）または3種類のMS特異的バイオマーカーのパネル（点線）を用
いたMS（n=25）と年齢・性別適合対照（n=15）との比較により、これらのバイオマーカー
パネルを使用するとMSが高い全体精度で検出され得ることが示される。斜めの点線は無判
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別線を表す。50種類および3種類のバイオマーカーのパネルのROC AUC、感度および特異性
の値を図5にみられる表に示す。
【図２】MSのサブタイプ分類および病態進行のためのバイオマーカー解析および自己抗体
バイオマーカーの診断有用性の受信者動作特性（ROC）曲線の評価を示すグラフである。5
0種類のRRMS（点線）特異的バイオマーカーまたはSPMS（実線）特異的バイオマーカーの
パネルを用いた再発寛解型MS（RRMS）対象のテスト事例集合（n=15）と二次性進行型MS対
象のテスト事例集合（n=10）との比較により、これらのバイオマーカーを使用すると、こ
の2つの異なるMS進行段階が正確に区別され得ることが示される。
【図３】サンプルの個体群統計を示す表である。各疾患群および対照群の個体数（n）、
年齢、年齢範囲、性別および人種を示す。
【図４】50種類の混合MSバイオマーカーのパネルおよび3種類の混合MSバイオマーカーの
パネルとRFを用いた診断結果を示す表である。診断成績を、RFを用いて評価した。テスト
事例集合サンプルを使用すると、RFにより、MS対象（n=25）が、年齢適合/性別適合対照
ならびに乳がんを有する対象と、高い全体精度で成功裡に区別された。選定されたバイオ
マーカーの使用では、RFにより、MS対象を、初期PDを有する対象と正確に区別することが
できなかった。
【図５】上位50種類および上位3種類の枯渇混合MSバイオマーカーの診断有用性のROC曲線
の評価を示す表である。ROC曲線の解析（テスト事例集合対象のみ）は、MS対象を、年齢
適合対照ならびに初期PDおよび乳がんと区別するための、上位50種類および上位3種類の
枯渇バイオマーカーの診断有用性を示す。95%信頼における曲線下面積（AUC）の値を、RO
C曲線の出力データにより得られた感度および特異性の値とともに示す。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
発明の詳細な説明
　一局面において、本発明は、多発性硬化症（MS）の検出および/または進行の評価に有
用な自己抗体バイオマーカーの同定に関する。
【００３１】
　一局面において、本発明により、ある特定のMS関連自己抗体バイオマーカーの検出を、
かかる検出を必要とする対象において行うための方法を提供する。一部の特定の態様では
、該方法は、該対象から免疫グロブリン含有生体試料を採取することを含む。他の態様で
は、該方法は、該生体試料中で、特異的自己抗原に結合して対応する免疫複合体を形成す
る自己抗体の有無を判定することを含み、ここで、該自己抗体と該自己抗原との間の免疫
複合体の形成は、該試料中の該自己抗体の存在を示す。さらに他の態様では、生体試料中
の該免疫複合体の有無は、対象において進行中のMS病態の存在を同定するため、および/
または対象を、初期のMSを有しており、MSの症状を発現するリスクがあると認定するため
、および/または対象におけるMSの具体的な臨床経過を同定するために使用され得る。
【００３２】
　別の局面において、本発明により、MS診断用自己抗体の検出を、それを必要とする対象
において行うための方法を提供する。一部の特定の態様では、該方法は、該対象から免疫
グロブリン含有生体試料を採取することを含む。他の態様では、該方法は、該生体試料と
、1種または複数種の自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が該試料中
に存在しているならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する自己抗体との間の免疫複
合体の形成が可能な条件下で接触させて反応混合物を形成させることを含む。さらに他の
態様では、該1種または複数種の自己抗原は、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006.1
を含む。さらに他の態様では、該1種または複数種の自己抗原は、NM_020317.2、NM_00100
8737.1、NM_004912.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV4202およびNM_016011.2からなる群
より選択される少なくとも1、2、3、4、5、6または7種類をさらに含む。さらに他の態様
では、該1種または複数種の自己抗原は、BC001419.1およびNM_016011.2からなる群より選
択される少なくとも1種類または2種類をさらに含む。さらに他の態様では、該方法は、該
反応混合物中の免疫複合体の有無を検出することを含み、ここで、自己抗体と、対応する
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自己抗原との間の免疫複合体の形成は、該試料中の該自己抗体の存在を示す。
【００３３】
　さらに別の局面において、本発明により、対象特異的MS特異的自己抗体プロフィールを
生成する方法を提供する。一部の特定の態様では、該方法は、該対象から免疫グロブリン
含有生体試料を採取することを含む。他の態様では、該方法は、該生体試料と、1種また
は複数種の自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が該試料中に存在して
いるならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する自己抗体との間の免疫複合体の形成
が可能な条件下で接触させて反応混合物を形成させることを含む。さらに他の態様では、
該1種または複数種の自己抗原は、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006.1を含む。さ
らに他の態様では、該1種または複数種の自己抗原は、NM_020317.2、NM_001008737.1、NM
_004912.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV4202およびNM_016011.2からなる群より選択さ
れる少なくとも1、2、3、4、5、6または7種類をさらに含む。さらに他の態様では、該1種
または複数種の自己抗原が、BC001419.1およびNM_016011.2からなる群より選択される少
なくとも1種類または2種類をさらに含む。さらに他の態様では、該方法は、該反応混合物
中の免疫複合体の有無を検出することを含み、ここで、自己抗体と、対応する自己抗原と
の間の免疫複合体の形成は、該試料中の該自己抗体の存在を示す。さらに他の態様では、
該方法は、該試料中に存在する自己抗体の対象特異的MS特異的自己抗体プロフィールを生
成することを含む。
【００３４】
　さらに別の局面において、本発明により、MSのサブタイプ分類を、それを必要とする対
象において行う方法を提供する。一部の特定の態様では、該方法は、該対象から免疫グロ
ブリン含有生体試料を採取することを含む。他の態様では、該方法は、該生体試料と、1
種または複数種の再発寛解型MS（RRMS）特異的自己抗原および/または1種または複数種の
二次性進行型（SPMS）特異的自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が該
試料中に存在しているならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する自己抗体との間の
免疫複合体の形成が可能な条件下で接触させて反応混合物を形成させることを含む。さら
に他の態様では、該1種または複数種のRRMS特異的自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1
、BC020233.1、BC030813.1、NM_144606.1およびNM_145253.1からなる群より選択される少
なくとも1、2、3、4、5または6種類を含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のR
RMS特異的自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1およびBC020233.1からなる群より選択さ
れる少なくとも1、2または3種類を含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のRRMS
特異的抗原は、NM_005151.2、NM_004987.3、NM_003141.2およびNP_002167.1からなる群よ
り選択される少なくとも1、2、3または4種類をさらに含む。さらに他の態様では、該1種
または複数種のSPMS特異的自己抗原は、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM
_018464.2、BC010467.1、NM_005409.3、BC048299.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC
093661.1からなる群より選択される少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9または10種類
を含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のSPMS特異的自己抗原は、NP_002497.2
、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2およびNP_000556.1からなる群より選択さ
れる少なくとも1、2、3、4または5種類を含む。さらに他の態様では、該方法は、該反応
混合物中の免疫複合体の有無を検出することを含み、ここで、自己抗体と、対応する自己
抗原との間の免疫複合体の形成は、該試料中の該自己抗体の存在を示す。さらに他の態様
では、該反応混合物中の少なくとも1種類のRRMS特異的免疫複合体の存在は、RRMSサブタ
イプを示す。さらに他の態様では、該反応混合物中の少なくとも1種類のSPMS特異的免疫
複合体の存在は、SPMSサブタイプを示す。
【００３５】
　さらに別の局面において、本発明により、それを必要とする対象において、あるサブタ
イプから別のサブタイプへのMSの病態進行を同定する方法を提供する。一部の特定の態様
では、該方法は、該対象から免疫グロブリン含有生体試料を採取することを含む。他の態
様では、該方法は、該生体試料と、1種または複数種の再発寛解型MS（RRMS）特異的自己
抗原および/または1種または複数種の二次性進行型（SPMS）特異的自己抗原を含む系とを
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、該自己抗原に対応する自己抗体が該試料中に存在しているならば反応混合物中で各自己
抗原とその対応する自己抗体との間の免疫複合体の形成が可能な条件下で接触させて反応
混合物を形成させることを含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のRRMS特異的
自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1、BC020233.1、BC030813.1、NM_144606.1およびNM
_145253.1からなる群より選択される少なくとも1、2、3、4、5または6種類を含む。さら
に他の態様では、該1種または複数種のRRMS特異的自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1
およびBC020233.1からなる群より選択される少なくとも1、2または3種類を含む。さらに
他の態様では、該1種または複数種のRRMS特異的抗原は、NM_005151.2、NM_004987.3、NM_
003141.2およびNP_002167.1からなる群より選択される少なくとも1、2、3または4種類を
さらに含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のSPMS特異的自己抗原は、NP_0024
97.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2、BC010467.1、NM_005409.3、BC04829
9.1、NM_022788.2、NP_000556.1およびBC093661.1のうちの少なくとも1、2、3、4、5、6
、7、8、9または10種類を含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のSPMS特異的自
己抗原は、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2およびNP_000556.1
からなる群より選択される少なくとも1、2、3、4または5種類を含む。さらに他の態様で
は、該方法は、該反応混合物中の免疫複合体の有無を検出することを含み、ここで、自己
抗体と、対応する自己抗原との間の免疫複合体の形成は、該試料中の該自己抗体の存在を
示す。さらに他の態様では、該反応混合物中の少なくとも1種類のRRMS特異的免疫複合体
の存在は、RRMSサブタイプを示す。さらに他の態様では、該反応混合物中の少なくとも1
種類のSPMS特異的免疫複合体の存在は、SPMSサブタイプを示す。
【００３６】
　さらに別の局面において、本発明により、RRMSに罹患するリスクがある対象を認定する
方法を提供する。一部の特定の態様では、該方法は、該対象から免疫グロブリン含有生体
試料を採取することを含む。他の態様では、該方法は、該生体試料と、1種または複数種
の再発寛解型MS（RRMS）特異的自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が
該試料中に存在しているならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する自己抗体との間
の免疫複合体の形成が可能な条件下で接触させることを含む。さらに他の態様では、該1
種または複数種のRRMS特異的自己抗原は、NM_152729.2、BC024289.1、BC020233.1、BC030
813.1、NM_144606.1およびNM_145253.1からなる群より選択される少なくとも1、2、3、4
、5または6種類を含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のRRMS特異的自己抗原
は、NM_152729.2、BC024289.1およびBC020233.1からなる群より選択される少なくとも1、
2または3種類を含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のRRMS特異的抗原は、NM_
005151.2、NM_004987.3、NM_003141.2およびNP_002167.1からなる群より選択される少な
くとも1、2、3または4種類をさらに含む。さらに他の態様では、該方法は、該反応混合物
中の免疫複合体の有無を検出することを含み、ここで、自己抗体と、対応する自己抗原と
の間の免疫複合体の形成は、該試料中の該自己抗体の存在を示す。さらに他の態様では、
該混合物中の少なくとも1種類のRRMS特異的免疫複合体の存在は、該対象がRRMSに罹患す
るリスクまたはRRMSを発症するリスクを有することを示す。
【００３７】
　さらに別の局面において、本発明により、SPMSに罹患するリスクがある対象を認定する
方法を提供する。一部の特定の態様では、該方法は、該対象から免疫グロブリン含有生体
試料を採取することを含む。他の態様では、該方法は、該生体試料と、1種または複数種
の二次性進行型（SPMS）特異的自己抗原を含む系とを、該自己抗原に対応する自己抗体が
該試料中に存在しているならば反応混合物中で各自己抗原とその対応する自己抗体との間
の免疫複合体の形成が可能な条件下で接触させて反応混合物を形成させることを含む。さ
らに他の態様では、該1種または複数種のSPMS特異的自己抗原は、NP_002497.2、NP_00100
1547.1、NM_004493.1、NM_018464.2、BC010467.1、NM_005409.3、BC048299.1、NM_022788
.2、NP_000556.1およびBC093661.1からなる群より選択される少なくとも1、2、3、4、5、
6、7、8、9または10種類を含む。さらに他の態様では、該1種または複数種のSPMS特異的
自己抗原は、NP_002497.2、NP_001001547.1、NM_004493.1、NM_018464.2およびNP_000556
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.1からなる群より選択される少なくとも1、2、3、4または5種類を含む。さらに他の態様
では、該方法は、該反応混合物中の免疫複合体の有無を検出することを含み、ここで、自
己抗体とその対応する自己抗原との間の免疫複合体の形成は、該試料中の該自己抗体の存
在を示す。さらに他の態様では、該反応混合物中の少なくとも1種類のSPMS特異的免疫複
合体の存在は、該対象がSPMSに罹患するリスクまたはSPMSを発症するリスクを有すること
を示す。
【００３８】
　さらに別の局面において、本発明により、MS診断用バイオマーカーを検出するためのキ
ットを提供する。一部の特定の態様では、キットは、BC099907.1、NM_201998.1、BC02800
6.1、NM_020317.2、NM_003636.1、BC003065.1、NM_001008737.1、XM_003960444.1、BC029
796.1、NM_152716.1、XM_379114.1、BC022258.1、BC002733.2、NM_004912.3、BC001419.1
、NM_002642.1、PV4202、PV4337、XM_378514.1、XM_086879.4、BC015514.1、NM_005151.2
、BC016380.1、BC032451.1、NM_175907.3、BC073782.1、NM_004987.3、BC022362.1、NM_0
04302、NM_003141.2、NM_005522.3、NM_016011.2、NM_005734.1、NM_004329、NP_002167.
1、BC014991.1、NM_004527.2、BC014271.2、XM_378660.1、NM_020467.2、BC033792.1、NM
_007255.1、BC017054.1、NM_180699.1、NM_172159.2、NM_199183.1、BC002448.2、NM_005
435.2、BC006105.1およびNM_005371.2からなる群より選択される少なくとも1種類～50種
類の自己抗原を備えている。さらに他の態様では、キットは、BC099907.1、NM_201998.1
およびBC028006.1からなる群より選択される少なくとも1、2または3種類の自己抗原を備
えている。さらに他の態様では、キットは、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006.1
からなる群のうちの1つずつ、2つずつまたは3つずつ（each one,two,or three）を備えて
いる。さらに他の態様では、キットは、NM_020317.2、NM_001008737.1、NM_004912.3、BC
001419.1、NM_002642.1、PV4202およびNM_016011.2からなる群より選択される少なくとも
1、2、3、4、5、6または7種類をさらに含む。他の態様では、キットは、該キットの少な
くとも1つの自己抗原が対象由来の免疫グロブリン含有生体試料中のMS診断用自己抗体と
結合することによって形成される少なくとも1種類の免疫複合体を検出するためのアッセ
イ試薬を備えている。さらに他の態様では、キットは、該キットの少なくとも1種類の抗
原と、該免疫グロブリン含有生体試料から得たMS診断用自己抗体バイオマーカーとの間の
少なくとも1種類の免疫複合体の形成が検出されたら、対象におけるMSの診断を示す、包
装表示を備えている。さらに他の態様では、BC099907.1、NM_201998.1およびBC028006.1
の各々について免疫複合体の形成が検出された場合、対象が今後1～10年以内にMSを発症
するリスクは約90%である。さらに他の態様では、該少なくとも1種類の抗原は、基板上に
固定化されている。さらに他の態様では、BC099907.1、NM_201998.1、BC028006.1の各々
、ならびにNM_020317.2、NM_001008737.1、NM_004912.3、BC001419.1、NM_002642.1、PV4
202およびNM_016011.2からなる群より選択される少なくとも1、2、3、4、5、6または7種
類について免疫複合体の形成が検出された場合、対象はMSと診断される。
【００３９】
　一部の特定の態様では、対象はヒトである。他の態様では、生体試料は、全血、血漿、
血清、脳脊髄液、唾液および痰からなる群より選択される。さらに他の態様では、生体試
料は全血である。抗原は、基板、好ましくはニトロセルロースコートスライドガラスに結
合され得、アレイ、好ましくはマイクロアレイの形態であり得る。
【００４０】
発明の詳細な説明
定義
　本明細書で用いる場合、以下の各用語は、このセクションのその用語に関連する意味を
有する。
【００４１】
　特に定義していない限り、本明細書で用いる科学技術用語はすべて、概して、本発明が
属する技術分野の当業者に一般的に理解されているものと同じ意味を有する。一般的に、
本明細書で用いている用語体系ならびに細胞培養、分子遺伝学および免疫学における実験
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室的手順は当技術分野で周知のものであり、一般的に使用されている。
【００４２】
　本明細書で用いる場合、冠詞「a」および「an」は、該冠詞の文法上の対象物が1つであ
るか、または1つより多い（すなわち、少なくとも1つである）ことを示す。一例として、
「要素（an element）」は、1つの要素または1つより多くの要素を意味する。
【００４３】
　用語「異常な」は、生物体、組織、細胞またはその構成要素との関連において用いる場
合、該生物体、組織、細胞またはその構成要素が、観測可能または検出可能な少なくとも
1つの特徴（例えば、年齢、処置、日時など）において、それぞれの「正常な」（予測さ
れる）特徴を示す生物体、組織、細胞またはその構成要素と異なっていることをいう。あ
る細胞型または組織型について正常な、または予測される特徴が、異なる細胞型または組
織型では異常であるということがあり得よう。
【００４４】
　本明細書で用いる場合、用語「約」は当業者によって理解され、使用される状況によっ
て、ある程度変動する。本明細書で用いる場合、測定可能な値、例えば量、濃度、時間の
長さなどに言及しているとき、用語「約」は、明記された値からの±20%または±10%、よ
り好ましくは±5%、さらにより好ましくは±1%、なおより好ましくは±0.1%の変動を包含
していることを意図し、それは、かかる変動が、本開示の方法を行うのに妥当だからであ
る。
【００４５】
　「改変」または「変化」により増減を意図する。改変は、少なくとも約1%、2%、3%、4%
、5%、10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%、75%、80%、90%もしくは100%またはその任意
の分数もしくは倍数であり得る。
【００４６】
　本明細書で用いる場合、「動物」は、例えば哺乳動物および鳥類を含むカテゴリーの生
きている脊椎動物多細胞生物体をいう。
【００４７】
　本明細書で用いる場合、「抗体」は、タンパク質またはその断片のエピトープに特異的
に結合する少なくとも免疫グロブリンの軽鎖または重鎖の可変領域を含むポリペプチドリ
ガンドをいう。抗体は、各々が、重鎖可変（VH）領域および軽鎖可変（VL）領域と称され
る、可変領域を有する重鎖および軽鎖を含むものであり得る。VH領域とVL領域は一体で、
その抗体によって認識される抗原との結合を担う。このようなものとしては、インタクト
な免疫グロブリンならびに当技術分野で周知のその変異体および一部分、例えばFab'断片
、F（ab）'2断片、単鎖Fvタンパク質（「scFv」）およびジスルフィド安定化Fvタンパク
質（「dsFv」）が挙げられる。scFvタンパク質は、免疫グロブリンの軽鎖可変領域と免疫
グロブリンの重鎖可変領域がリンカーによって結合されている融合タンパク質であり、一
方、dsFvでは、その鎖が、鎖同士の会合が安定化されるようにジスルフィド結合を導入す
るために変異されている。また、この用語は、組換え形態、例えばキメラ抗体（例えば、
ヒト化マウス抗体）、ヘテロコンジュゲート抗体（例えば、二重特異性抗体）も包含して
いる。また、Pierce Catalog and Handbook,1994-1995（Pierce Chemical Co.,Rockford,
IL）;Kuby,Immunology,3rd Ed.,W.H.Freeman&Co.,New York,1997も参照のこと。さまざま
なイムノアッセイ形式が、特定のタンパク質と特異的に免疫反応性の抗体を選択するのに
適している。例えば、固相ELISAイムノアッセイは、タンパク質と特異的に免疫反応性の
モノクローナル抗体を選択するために常套的に使用されている。また、免疫沈降またはイ
ムノブロッティングアッセイも利用可能である。特異的免疫反応性を調べるために使用さ
れ得るイムノアッセイ形式および条件の説明については、Harlow&Lane,Antibodies,A Lab
oratory Manual,Cold Spring Harbor Publications,New York（1988）を参照のこと。
【００４８】
　「抗体重鎖」は、本明細書で用いる場合、天然に存在するコンホメーションのすべての
抗体分子に存在する2つの型のポリペプチド鎖のうちの大きい方をいう。
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【００４９】
　「抗体軽鎖」は、本明細書で用いる場合、天然に存在するコンホメーションのすべての
抗体分子に存在する2つの型のポリペプチド鎖のうちの小さい方をいい、κおよびλ軽鎖
は主要な2つの抗体軽鎖アイソタイプをいう。
【００５０】
　用語「抗原」または「Ag」は、本明細書で用いる場合、免疫系の受容体に結合して免疫
応答を誘発する分子と定義する。この免疫応答は、抗体産生もしくは特定の免疫学的有能
細胞の活性化のいずれか、または両方を伴い得る。当業者には、事実上すべてのタンパク
質またはペプチドを含む任意の高分子が抗原となり得ることが理解されよう。さらに、抗
原は組換えDNAまたはゲノムDNAに由来するものであり得る。したがって、当業者には、該
用語が本明細書で用いられる際、免疫応答を誘起するタンパク質をコードしているヌクレ
オチド配列またはヌクレオチド部分配列を含む任意のDNAが「抗原」をコードしているこ
とが理解されよう。さらに、当業者には、抗原は、完全長のヌクレオチド配列の遺伝子に
単独でコードされている必要はないことが理解されよう。本発明は非限定的に1つより多
くの遺伝子のヌクレオチド部分配列の使用を包含していること、およびこのようなヌクレ
オチド配列は、所望の免疫応答を誘起させるために種々の組合せで配列されることはすぐ
にわかるであろう。さらに、当業者には、抗原が「遺伝子」にコードされている必要は全
くないことが理解されよう。抗原は合成して作製され得るか、生体試料から得られ得るこ
とはすぐにわかるであろう。かかる生体試料としては非限定的に、組織試料、腫瘍試料、
細胞または生体液が挙げられ得る。用語「タンパク質抗原」は、本明細書で用いる場合、
タンパク質抗原およびペプチド抗原を包含している。
【００５１】
　用語「アプリケータ」は、該用語を本明細書で用いる場合、本発明の組成物を対象に投
与するための任意のデバイス、例えば非限定的に、皮下注射器、ピペット、イオン導入デ
バイス、パッチなどを意味する。
【００５２】
　本明細書で用いる場合、用語「自己抗体」は、個体自身の組織または細胞の抗原性成分
に対して反応し得る抗体をいう（例えば、該抗体は「自己」抗原を認識して結合する）。
【００５３】
　本明細書で用いる場合、「結合する」とは、2つ以上の分子間の特異的相互作用、例え
ば抗体と抗原（例えば、抗原に対する抗体）の結合をいう。一部の特定の態様では、特異
的結合が解離定数（Kd）によって同定される。他の態様では、結合親和性が、Frankel et
 al.,1979,Mol.Immunol.16:101-106に記載のスキャッチャード法の変形法によって算出さ
れる。他の態様では、結合親和性が抗原/抗体の解離速度によって測定される。さらに他
の態様では、高い結合親和性は競合ラジオイムノアッセイ（RIA）によって測定される。
いくつかの例では、高い結合親和性が少なくとも約1×10-8 Mである。他の態様では、高
い結合親和性が少なくとも約1.5×10-8、少なくとも約2.0×10-8、少なくとも約2.5×10-
8、少なくとも約3.0×10-8、少なくとも約3.5×10-8、少なくとも約4.0×10-8、少なくと
も約4.5×10-8、または少なくとも約5.0×10-8Mである。一例では、本開示の抗体が該抗
原に対して少なくとも10 nMの結合親和性を有する。
【００５４】
　「生体試料」または「試料」は、本明細書で用いる場合、個体から単離された生物学的
材料を意味する。生体試料は、所望のバイオマーカーを検出するのに適した任意の生物学
的材料を含有するものであり得、個体から採取した細胞性材料および/または非細胞性材
料が包含され得る。生体試料は任意の生体組織または生体液のものであり得る。多くの場
合、試料は、患者由来の試料である「臨床試料」である。典型的な臨床試料としては、非
限定的に、体液試料、例えば滑液、痰、血液、尿、血漿、血清、汗、粘液、唾液、リンパ
液、気管支吸引液、腹水、脳脊髄液および胸膜液、ならびに組織試料、例えば血球（例え
ば、白血球）、組織試料または細針生検試料および膿瘍またはその中の細胞が挙げられる
。また、生体試料としては、組織検査目的のために採取された組織の切片、例えば凍結切
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片またはホルマリン固定切片も挙げられ得る。本発明の一部の特定の態様では、免疫グロ
ブリン含有生体試料が血清、全血、CSF、唾液または痰である。血液試料は、当技術分野
で公知の方法、例えば静脈穿刺またはフィンガースティック（finger stick）によって採
取され得る。CSFは、当技術分野で公知の方法、例えば腰椎穿刺によって採取され得る。
血液から血清を得るためには、血液試料を入手し、すべての細胞と血小板がペレット化さ
れるのに充分な速度で遠心分離し、得られた上清みから解析対象の血清を抜き出す。痰試
料および唾液試料は当技術分野で公知の方法によって収集され得る。生体試料を、アッセ
イの実施前に適当なバッファーで希釈してもよい。一部の特定の態様では、生体試料が血
清または全血である。
【００５５】
　「バイオマーカー」または「マーカー」は、本明細書で用いる場合、一般的に、疾患と
関連している核酸分子、臨床指標、タンパク質、抗体または他の被検物質をいう。一部の
特定の態様では、マーカーは、疾患（例えば、MS）を有するか、またはその発症リスクが
ある対象から採取された生体試料中に、参照と比べて示差的に存在している。マーカーは
、試料中に存在しているバイオマーカーの平均または中央値レベルが参照において存在す
るレベルと統計学的に異なっている場合、示差的に存在している。参照レベルは、例えば
、きれいな、または汚染されていない供給源から採取された環境試料において存在するレ
ベルであり得る。参照レベルは、例えば、健常対照対象から採取された試料において存在
するレベル、またはもっと前の時点、すなわち処置前の対象自身から得られたレベルであ
り得る。統計学的有意性の一般的な検定法としては、とりわけ、t-検定、ANOVA、クラス
カル・ウォリス、ウィルコクソン、マン・ホイットニーおよびオッズ比が挙げられる。バ
イオマーカーは、単独または組合せで、対象が関心対象の表現型状態に属する相対的尤度
の尺度をもたらす。対象の試料中の本発明のマーカーの示差的存在は、対象が疾患（例え
ば、MS）を有する、もしくはその発症リスクがあると特徴付けすることにおいて、対象の
予後判定するため、治療有効性を評価するため、または処置レジメンを選択するために有
用であり得る。
【００５６】
　本明細書で用いる場合、「バイオセンサー」は、試料中の被検物質の検出のための分析
デバイスである。バイオセンサーは、特定の被検物質を認識して捕捉し得る認識要素、お
よび被検物質の有無を検出可能な信号に伝える変換部を含み得る。
【００５７】
　本明細書で用いる場合、用語「含む（comprising）」、「含む（including）」、「含
む（containing）」および「を特徴とする」は互換的、包含的、非限定的であり、記載さ
れていないさらなる要素または方法工程を排除しない。本明細書における用語「含む」の
記載はいずれも、特に組成物の成分の記載において、またはデバイスの要素の記載におい
て、記載の成分または要素から本質的になる組成物および方法、ならびに記載の成分また
は要素からなる組成物および方法を包含していると理解されたい。本明細書で用いる場合
、用語「からなる」は、請求項の構成要素に明記されていない要素、工程または成分はい
ずれも排除する。本明細書で用いる場合、用語「から本質的になる」は、請求項の基本的
な特徴および新規な特徴に実質的に影響しない物質または工程を排除しない。
【００５８】
　本明細書で用いる場合、用語「接触させる」とは、液相中および固相中で、例えば試料
を抗体と接触させること、例えば関心対象の自己抗体を含む試料を接触させることを包含
している。
【００５９】
　用語「対照レベル」は、本明細書で用いる場合、試験対象の病状を有していない対象由
来の試料におけるバイオマーカーレベルを意味する。また、用語「対照レベル」は本明細
書において、試験対象の病状を有していない一例より多くの対象から採取した試料中の内
在性バイオマーカーの平均レベルを意味していると解釈されたい。したがって、本明細書
で用いる場合、用語「内在性バイオマーカー」は、対照試料、例えば対照個体/正常個体/
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健常個体において天然に存在しているレベルのバイオマーカーに関する。また、用語「対
照レベル」は本明細書において、試験対象の病状を有していない仮想対象群の試料で企図
され得るかかるバイオマーカーレベルの計算によって得られる参照バイオマーカーレベル
を意味していると解釈されたい。したがって、一部の特定の態様では、対照レベルが、試
験レベルを測定する対象のバイオマーカーのレベルである。対照バイオマーカーレベルを
、試験試料と比較され得る比較値として使用してもよい。
【００６０】
　本明細書で用いる場合、1種もしくは複数種のバイオマーカーに関する用語「データ」
、または用語「バイオマーカーデータ」は一般的に、試料中のバイオマーカー産物（prod
uct）の絶対および/または相対存在度（レベル）を反映するデータをいう。本明細書で用
いる場合、1種または複数種のバイオマーカーに関する用語「データセット」は、参照対
象集団におけるバイオマーカーパネルの1種または複数種のバイオマーカー産物の各々の
レベルである一群のデータをいう。データセットは、本発明の式/分類器を得るために使
用され得る。一態様によれば、データセットは、参照集団の各個体のパネルの各バイオマ
ーカー産物のデータを含んでいる必要はない。例えば、「データセット」は、式に当ては
めるデータセットとの関連において用いる場合、1つまたは複数の参照集団の各個体につ
いての各バイオマーカー産物のレベルであるデータを示し得るが、理解され得るように、
該1つまたは複数の参照集団の各々の99%、95%、90%、85%、80%、75%、70%以下の個体につ
いての各バイオマーカーのレベルであるデータを示す場合もあり得、それでもやはり、式
に当てはめる目的に有用であり得る。
【００６１】
　「検出可能な部分」は、関心対象の分子に連結させた場合、後者を分光学的、光化学的
、生化学的、免疫化学的または化学的手段によって検出可能にする組成物を意味する。例
えば、有用な標識としては、放射性同位体、磁気ビーズ、金属ビーズ、コロイド粒子、蛍
光色素、高電子密度試薬、酵素（例えば、ELISAに一般的に使用されるもののような）、
ビオチン、ジゴキシゲニンまたはハプテンが挙げられる。
【００６２】
　本明細書で用いる場合、用語「調べる/測定する（determining）」、「評価する」、「
アッセイする」、「測定する（measuring）」および「検出する」とは定量的測定および
定性的測定の両方をいい、そのため、用語「調べる/測定する（determining）」は本明細
書において、「アッセイする」、「測定する（measuring）」などと互換的に用いている
。定量的測定を意図している場合、被検物質などの「量を調べる/測定する（determining
 an amount）」という語句を使用している。定性的および/または定量的測定を意図して
いる場合、被検物質の「レベルを調べる/測定する（determining a level）」または被検
物質を「検出する」という語句を使用している。
【００６３】
　「疾患」は、動物の健康状態であって、該動物が恒常性維持することができず、疾患が
寛解しなければ該動物の健康は悪化し続けるというものをいう。対照的に、動物における
「障害」は、該動物は恒常性を維持できる健康状態であるが、障害がない場合に予想され
る得るものより良好でない健康状態である。未処置で放置しても、障害は、必ずしも該動
物の健康状態のさらなる低下を引き起こすとは限らない。
【００６４】
　用語「有効量」または「治療有効量」は本明細書において互換的に用いており、特定の
生物学的成果を得るために有効な本明細書に記載の化合物、製剤、材料または組成物の量
をいう。かかる成果としては、非限定的に、当技術分野において適当な任意の手段によっ
て判定される疾患または病状の処置が挙げられ得る。
【００６５】
　「イムノアッセイ」は、試料、例えば生体試料中の物質の存在または濃度を、抗体のそ
の対応抗原との反応、例えば抗体のタンパク質に対する特異的結合を用いて測定する生化
学的試験をいう。存在する抗原および/または抗体の存在または量の両方を測定してもよ
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く、または調べてもよい。抗原量の測定は、さまざまな方法によって行われ得る。最も一
般的なものの1つは、抗原または抗体のいずれかを検出可能な標識で標識することである
。
【００６６】
　「個体」、「患者」または「対象」は、これらの用語を本明細書において互換的に用い
ている場合、任意の動物種の構成員、例えば非限定的に、鳥類、ヒトおよび他の霊長類、
ならびに他の哺乳動物、例えば商業的に重要な哺乳動物、例えばウシ、ブタ、ウマ、ヒツ
ジ、ネコおよびイヌを包含している。好ましくは、対象はヒトである。
【００６７】
　本明細書で用いる場合、用語「使用説明資料」は、本発明の組成物および方法の有用性
を伝えるために使用され得る出版物、記録、図表または任意の他の表現媒体を包含してい
る。一部の場合では、使用説明資料は、本発明の組成物の調製および/または使用に有用
なキットの一部であり得る。キットの使用説明資料は、例えば、本発明の組成物が収容さ
れた容器に貼付され得るか、あるいは該組成物が収容された容器と一緒に出荷され得る。
あるいはまた、使用説明資料を、レシピエントが該使用説明資料と該組成物を共同的に使
用することを意図して、該容器とは別に出荷してもよい。例えば、使用説明資料は、キッ
トの使用のためもの;または本発明の化合物もしくは組成物の使用のための使用説明であ
る。
【００６８】
　用語「単離された」、「精製された」または「生物学的に純粋な」とは、材料が、天然
状態で見出される際に通常付随している成分がいろいろな度合で無含有状態であることを
いう。「単離する」とは、本来の供給源または環境からある度合で分離されていることを
表す。「精製する」とは、単離より高い分離度合を表す。「精製された」または「生物学
的に純粋な」タンパク質は、任意の不純物が該タンパク質の生物学的特性に実質的に影響
しないように、または他の有害な帰結を引き起こさないように充分に他の材料が無含有状
態である。すなわち、本発明の核酸またはペプチドは、組換えDNA手法によって産生させ
た場合では細胞性材料、ウイルス性材料もしくは培養培地が、または化学合成した場合で
は化学物質の前駆体もしくは他の化学薬品が実質的に無含有状態であるならば精製されて
いる。純度および均一性は典型的には、分析化学手法、例えば、ポリアクリルアミドゲル
電気泳動または高速液体クロマトグラフィーを用いて測定される。用語「精製された」と
は、核酸またはタンパク質が電気泳動ゲルにおいて本質的に1つのバンドをもたらすこと
を表し得る。修飾、例えばリン酸化またはグリコシル化に供され得るタンパク質では、い
ろいろな修飾によっていろいろな単離タンパク質が生じ得、これらは別々に精製され得る
。
【００６９】
　本明細書で用いる場合、「標識」は、別の分子、例えば抗体またはタンパク質に直接ま
たは間接的にコンジュゲートさせて該分子の検出を容易にするための検出可能な化合物ま
たは組成物である。標識の非限定的な具体例としては、蛍光タグ、酵素の結合（例えば、
ホースラディッシュペルオキシダーゼ）、放射性同位体（例えば、14C、32P、125I、3H同
位体など）および粒子、例えば金コロイドが挙げられる。一部の例では、タンパク質、例
えば真菌と関連しているタンパク質が、放射性同位体、例えば14C、32P、125I、3H同位体
で標識される。一部の例では、該タンパク質に特異的に結合する抗体が標識される。標識
方法および種々の目的に適切な標識の選択における手引きは、例えば、Sambrook,et al.,
1989,Molecular Cloning:A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor,New York,1989;Ausu
bel,et al.,1998,In Current Protocols in Molecular Biology,John Wiley&Sons,New Yo
rk,1998;Harlow&Lane,1988,Antibodies,A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Publi
cations,New Yorkに論考されている。かかる標識の使用が教示されている特許としては、
米国特許第3,817,837号、同第3,850,752号、同第3,939,350号、同第3,996,345号、同第4,
277,437号、同第4,275,149号および同第4,366,241号が挙げられ、これらはすべて、参照
によりその全体が本明細書に組み入れられる。かかる標識の検出方法は当業者に周知であ
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る。したがって、例えば、放射性標識は、写真用フィルムまたはシンチレーションカウン
ターを用いて検出され得;蛍光マーカーは、放射光を検出するための光検出器を用いて検
出され得る。酵素標識は典型的には、該酵素に基質を供給し、該基質に対する該酵素の作
用によって生成される反応生成物を検出することによって検出され、熱量測定標識は、発
色した標識を単に可視化することによって検出される。シグナル検出および強度データ処
理のための方法および装置は、例えば、米国特許第5,143,854号、同第5,547,839号、同第
5,578,832号、同第5,631,734号、同第5,800,992号、同第5,834,758号;同第5,856,092号、
同第5,902,723号、同第5,936,324号、同第5,981,956号、同第6,025,601号、同第6,090,55
5号、同第6,141,096号、同第6,185,030号、同第6,201,639号;同第6,218,803号;および同
第6,225,625号、米国特許出願第10/389,194号、同第60/493,495号ならびにPCT出願PCT/US
99/06097（WO99/47964として公開）に開示されており、これらはすべて、参照によりその
全体が本明細書に組み入れられる。
【００７０】
　用語「哺乳動物」はヒトおよび非ヒト哺乳動物の両方を包含している。
【００７１】
　「マーカープロフィール」は、2種類以上のマーカー（例えば、抗原および/または自己
抗体）のシグナル、レベル、発現または発現レベルの特徴量を意味する。
【００７２】
　用語「マイクロアレイ」は、基板上に固定化された核酸、タンパク質、抗原および/ま
たは抗体プローブの集合体を意味する。「DNAマイクロアレイ」（または「DNAチップ（1
つもしくは複数）」）、「RNAマイクロアレイ」、「タンパク質マイクロアレイ」および
「抗体アレイ」は、当技術分野で認知されているあらゆる固体支持体、ならびに核酸、タ
ンパク質、抗原および/または抗体分子を固体支持体に固定させるため、または固体支持
体上での核酸および抗体の合成のための当技術分野で認知されているあらゆる方法を包含
している。一部の特定のアレイは典型的には、基板の表面上に異なる既知の位置に結合さ
れている複数の異なる核酸、タンパク質、抗原および/または抗体プローブを含む。この
ようなアレイは、「マイクロアレイ」または口語的には「チップ」とも記載され、当技術
分野で、例えば、米国特許第5,143,854号、同第5,445,934号、同第5,744,305号、同第5,6
77,195号、同第5,800,992号、同第6,040,193号、同第5,424,186号およびFodor et al.,19
91,Science,251:767-777に一般的に説明されており、これらは各々、参照によりその全体
があらゆる目的のために組み入れられる。アレイは、大量の生物学的材料を、ハイスルー
プットスクリーニング小型化多重並行処理/検出法（miniaturized,multiplexed and para
llel processing and detection method）を用いて評価するために使用され得る。アレイ
は一般的に、さまざまな手法、例えば機械的合成法またはフォトリソグラフィー法と固相
合成法の組合せが組み込まれた光指向性合成法を用いて作製され得る。機械的合成法を用
いたこのようなアレイの合成のための手法は、例えば、米国特許第5,384,261号および同
第6,040,193号に記載されており、これらはすべて、参照によりその全体があらゆる目的
のために本明細書に組み入れられる。平面的なアレイ表面が好ましいが、アレイは、事実
上あらゆる形状の表面上またはさらには多様な表面上に製作され得る。アレイは、ビーズ
、ゲル、ポリマー表面およびファイバー、例えば光ファイバー、ガラスまたは任意の他の
適切な基板上の抗原、核酸または抗体であり得る。参照によりその全体があらゆる目的の
ために本明細書に組み入れられる、米国特許第5,770,358号、同第5,789,162号、同第5,70
8,153号、同第6,040,193号および同第5,800,992号を参照のこと。アレイは、診断的使用
が可能となるような様式でパッケージ化され得るか、または包括的デバイスにすることも
できる;例えば、米国特許第5,856,174号および同第5,922,591号、これらはすべて、参照
によりその全体があらゆる目的のために組み入れられる。アレイは、例えば、Affymetrix
（Santa Clara,Calif.）およびApplied Biosystems（Foster City,Calif.）から市販され
ており、さまざまな目的、例えば、ジェノタイピング、診断、変異解析、マーカー発現、
ならびにさまざまな真核生物体および原核生物体の遺伝子発現モニタリングに対するもの
である。固体支持体上のプローブの数は、個々のフィーチャーのサイズを変えることによ
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って変更され得る。一部の特定の態様ではフィーチャーサイズが20×25平方ミクロンであ
り、他の態様ではフィーチャーが例えば8×8、5×5または3×3μm2であり、約2,600,000
、6,600,000または18,000,000個のプローブフィーチャーとなる。
【００７３】
　「モノクローナル抗体」は、単クローンのBリンパ球によって、または1つの抗体の軽鎖
遺伝子と重鎖遺伝子でトランスフェクトされた細胞によって産生される抗体である。モノ
クローナル抗体は、当業者に公知の方法によって、例えば、ミエローマ細胞と免疫脾臓細
胞との融合によりハイブリッド抗体形成細胞を作製することによって産生させる。このよ
うな融合細胞およびその子孫は「ハイブリドーマ」と称される。モノクローナル抗体はヒ
ト化モノクローナル抗体を包含している。
【００７４】
　「参照」は比較の基準を意味する。当業者には明らかなように、適切な参照は、ある要
素の効果を調べるために該要素が変更されている。一部の特定の態様では、試料中に存在
している標的核酸分子のレベルが、きれいな、または汚染されていない試料中に存在して
いる標的核酸分子のレベルと比較され得る。例えば、試料中に存在している標的核酸分子
のレベルは、対応する健常な細胞もしくは組織内または罹病細胞もしくは組織（例えば、
疾患、障害もしくは病状を有する対象に由来する細胞もしくは組織）内に存在している標
的核酸分子のレベルと比較され得る。
【００７５】
　本明細書で用いる場合、用語「試料」は、生物学的試料、例えば任意の組織、細胞、体
液、または生物体に由来する他の材料を包含している。
【００７６】
　用語「固体支持体」、「支持体」および「基板」は、本明細書で用いる場合、互換的に
用いており、硬質または半硬質の表面（1つまたは複数）を有する物質または物質群をい
う。一部の特定の態様では、固体支持体の少なくとも1つの表面が実質的に平坦であるが
、一部の特定の態様では、異なる化合物の合成領域を、例えばウェル、隆起領域、ピン、
エッチングによるトレンチなどで物理的に隔離することが望ましい。他の態様によれば、
固体支持体（1つまたは複数）は、ビーズ、レジン、ゲル、マイクロスフェア、マイクロ
プレート、または他の幾何構成の形態である。参照によりその全体があらゆる目的のため
に本明細書に組み入れられる、米国特許第5,744,305号を参照のこと。
【００７７】
　用語「特異的に結合する」は、本明細書で用いる場合、分子、例えば抗体または小分子
が別の分子またはフィーチャーを認識してこれに結合するが、試料中の他の分子またはフ
ィーチャーには実質的に認識または結合しないことを意味する。
【００７８】
　用語「合成抗体」は、本明細書で用いる場合、組換えDNA技術を用いて生成させた抗体
、例えば、本明細書に記載のバクテリオファージによって発現させた抗体などを意味する
。また、この用語は、該当する抗体をコードしているDNA分子を合成することによって得
られたその抗体であって、DNA分子は抗体タンパク質を発現するものである抗体、または
該当する抗体を指定するアミノ酸配列も意味しており、ここで、該DNAまたはアミノ酸配
列は、DNAまたはアミノ酸配列の当技術分野で利用可能であり周知の合成技術を用いて得
られたものであると解釈されたい。
【００７９】
　本明細書で用いる場合、「治療剤」は、健康を回復または維持することによって、例え
ば疾患もしくは生理学的障害に伴う症状を緩和すること、または疾患の進行もしくは発症
を遅延させること（例えば、予防すること）によっていくらかの治療効果を示す物質をい
う。一部の場合では、治療剤は、化学的剤もしくは薬学的剤またはプロドラッグである。
治療剤は、本発明において企図される疾患に伴う1つまたは複数の徴候または症状または
検査所見を予防または抑止する剤であり得る。一部の特定の態様では、治療剤が、静注用
コルチコステロイド、例えばメチルプレドニゾロン、インターフェロンβ-1a、インター
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フェロンβ-1b、グラチラマー酢酸塩、ミトキサントロン、ナタリズマブ、フィンゴリモ
ド、テリフルノミド、フマル酸ジメチル、アレムツズマブ、リツキシマブおよび/または
オクレリズマブを含む。
【００８０】
　用語「治療的介入」は、本明細書で用いる場合、患者に起こった症状が緩和されるよう
にデザインされた患者の処置を意味する。この用語は外科的介入を包含していると解釈さ
れたい。一部の特定の態様では、治療的介入が、栄養素補充および食事療法、ビタミンD
、リラクゼーション手法、例えばヨガ、漢方薬（医療用大麻を含む）、高気圧酸素治療、
鉤虫の自己感染、リフレクソロジー、鍼治療ならびにマインドフルネスを含む。
【００８１】
　「治療有効量」または「有効量」または「治療有効用量」は、疾患の発症もしくは進展
が抑止もしくは予防されるのに充分な、疾患の表面上の症状が処置されるのに充分な、ま
たは疾患の消退が引き起こされるのに充分な量または用量である。また、治療有効量また
は治療有効用量は、疾患によって引き起こされる症状が軽減され得る量または用量である
とみなされる場合もあり得る。治療有効量は、処置対象の対象および疾患の病状、例えば
、対象の体重および年齢、疾患の病状の重症度、投与様式などに応じて異なり得、これら
は当業者が容易に判断できよう。
【００８２】
　本明細書で用いる場合、用語「処置」および「処置する」とは、有益な結果または所望
の結果、例えば非限定的に、治療有益性および/または予防有益性を得るためのアプロー
チをいう。治療有益性は、基礎にある処置対象の障害の根絶または寛解を意味する。また
、治療有益性は、患者がまだ基礎にある障害に罹患しているかもしれないにもかかわらず
患者に改善が観察されるような、基礎にある障害に伴う生理学的症状のうちの1つまたは
複数の根絶または寛解を伴って得られるものである。予防有益性のためには、該組成物は
、特定の疾患を発症するリスクがある患者に、または疾患の診断がなされていないかもし
れないにもかかわらず、この疾患の生理学的症状のうちの1つもしくは複数が報告されて
いる患者に投与され得る。
【００８３】
　この開示全体を通して、本発明の種々の局面を範囲形式で提示している場合があり得る
。範囲形式での記載は、便宜および簡潔さのためにすぎず、本発明の範囲に対する柔軟性
のない制限であると解釈されるべきでないことを理解されたい。したがって、範囲の記載
は、考えられ得るすべての下位範囲および該範囲内の個々の数値ならびに、適切な場合は
、該範囲内の整数値の分数が具体的に開示されているとみなされたい。例えば、1～6など
の範囲の記載は、下位範囲、例えば1～3、1～4、1～5、2～4、2～6、3～6など、ならびに
該範囲内の個々の数、例えば1、2、2.7、3、4、5、5.3および6が具体的に開示されている
とみなされたい。これは、範囲の幅に関係なく適用される。
【００８４】
開示内容
　MSは自己免疫性の性質であるので、患者をその疾患のできるだけ早期の段階で認定およ
び診断しようと試みるための研究の多くは、免疫系の特定の成分に注目したものである。
例えば、ミエリン表面タンパク質、例えばミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質、
ミエリン塩基性タンパク質、ミエリンプロテオリピドタンパク質およびミエリン関連糖タ
ンパク質を標的とする自己抗体は、MSとの付随的関連または相関的関連のいずれかが実証
されているが、これまでのところ、これら自己抗体には正確な診断用バイオマーカーとし
ての有用性に欠けている。関心が高まっている他の自己抗体の標的はグリカンであり、該
抗体としては、抗GAGA4または抗グルコース抗体、ならびに他の細胞表面イオンチャネル
タンパク質様KIR4.1が挙げられる。潜在的バイオマーカー候補がたくさんあるにもかかわ
らず、今のところまだ、MSを正確に診断できるか、またはその進行をモニタリングできる
決定的な生体液検査法がない。
【００８５】
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　一局面において、本発明は、MSを有する個体を診断するために使用され得る自己抗体の
特定に関する。かかる診断には、この疾患の最も多くみられる2つの臨床経過である再発
寛解型MS（RRMS）または二次性進行型MS（SPMS）のいずれかのサブタイプに罹患している
MS対象の血清が使用され得る。全MS患者のほぼ80%が最初にRRMSと診断され、その疾患の
経過において、60%超がSPMSに移行する。
【００８６】
　合わせて全診断症例の大多数を構成する、最も多くみられる2つのMSサブタイプであるR
RMSまたはSPMSのいずれかと診断された51名の混合MS患者を含む合計112例の対象の血清を
解析した。本明細書において実証しているように、血液由来の自己抗体バイオマーカーパ
ネルを使用すると、MSを有する患者が、適切な年齢・性別適合対照対象と、95.0%の全体
精度で区別され得る。また、RRMSまたはSPMSに対してサブタイプ特異的なさらなる自己抗
体バイオマーカーパネルも特定し、このようなパネルの各々の使用により各MSサブタイプ
が成功裡に区別されることが実証された。RRMS特異的自己抗体バイオマーカーを使用する
と、RRMS患者をSPMS患者と100.0%の精度で区別することが可能であった。同様に、SPMS特
異的自己抗体バイオマーカーは、SPMS患者をRRMS患者と92.0%の精度で区別することがで
きた。換言すると、サブタイプ特異的自己抗体バイオマーカーパネルとその対応する診断
ロジックにより、同じ疾患の2つの相違する段階である2つの臨床的に重要なMSサブタイプ
であるRRMSとSPMSとを成功裡に区別することができた。このような比較は、自己抗体バイ
オマーカーパネルによってMSの臨床経過が有効に逐次病期分類される可能性、ならびにサ
ブタイプ間の移行点が予測される可能性を示す。また、MS対象は、同等の精度で、疾患対
照群として使用した乳がんを有する対象、非神経変性疾患を有する対象と容易に区別され
た。
【００８７】
　本明細書において実証しているように、ヒトタンパク質マイクロアレイは、進行中のMS
疾患の強力な診断指標またはバイオマーカーとしての機能を果たす血液ベースの自己抗体
の発見のための正確で信頼性のあるプラットフォームを提供する。MSおよび他の疾患の診
断に対するこの斬新なアプローチの強みは、現在理解されているような、進行中の病態に
応答して生じる組織デブリの排除による全身の恒常性の維持における自己抗体の役割にあ
る。本バイオマーカー発見ストラテジーは、疾患群において健常対照対象と比べて示差的
に発現している自己抗体を特定することに着目した。このアプローチを使用すると、これ
ら疾患の両方の早期の段階を診断および病期分類することが可能であるだけでなく、該疾
患を他の密接に関連した神経系疾患と高い全体精度で区別することも可能である。
【００８８】
　MS患者を適合対照と区別するために本明細書において使用した自己抗体バイオマーカー
パネル（表1）は、多種多様な構成タンパク質を含むが、先に記載の関心対象である対象
の同定はなされていない。特定されたバイオマーカーとしては、とりわけ、デヒドロゲナ
ーゼ、調節タンパク質、電位依存性カリウムチャネルサブユニット、キナーゼおよび転写
因子が挙げられる。なんら特定の理論に拘束されることを望まないが、現在入手可能な知
識に基づくと、選定されたこれらのバイオマーカーの提案される機能の一例としては、神
経細胞の分化、神経シグナルの調節、自然免疫過程、細胞運動、RNA修飾、転写/翻訳の調
節および糖脂質の生合成が挙げられる。MS分野における多大な研究努力はこれまで、該疾
患のバイオマーカーである特定のミエリン成分に対する自己抗体に集中していたが、これ
までのところの結果は残念なものである。本開示により、潜在的バイオマーカーである他
のタンパク質に対するさまざまな抗体を含めることにシフトさせることが、正確なMS診断
および分類に重要であることを実証する。
【００８９】
　アルツハイマー病およびパーキンソン病の診断および病期分類に有用性を有する血液ベ
ースの自己抗体バイオマーカーの発見および試験を詳細に示すこれまでの研究において、
選定された最も有用なバイオマーカーは、対照よりも罹病対象で高力価を示す自己抗体で
あることが観察された。なんら特定の理論に拘束されることを望まないが、このパターン
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は、このような自己抗体が、病変領域から生じたデブリに応答して産生されて血中に入り
、これがかかるデブリの血液からの排除における自己抗体の機能を示唆しているという考
え方と一致した。かかるバイオマーカーは、処置中の患者における担当医師による疾患モ
ニタリングにおいて、または臨床試験における疾患モニタリングにおいて、有用であろう
。この場合、有益な効果は、病変領域からのデブリ生成の低減ならびにその排除を担う自
己抗体の力価の対応する低下と一致するであろう。全く対照的に、MSに関する本開示では
、低力価を有するか、または力価が枯渇した自己抗体が、疾患診断のための、最も感度が
よく、正確で、したがって有用な、バイオマーカーであることがわかったことを示す。な
んら特定の理論に拘束されることを望まないが、これは、MS病態と関連している領域内の
利用可能な標的に対する特定の自己抗体の結合が、その選択的枯渇を推進しており、また
、MSにおける原因的役割を果たしていることを示す。
【００９０】
　脳反応性自己抗体はヒト血液中に遍在し、血液脳関門が損なわれた状況下では、かかる
自己抗体が再度脳間質に到達し、神経細胞およびグリアの表面上に露出した標的に結合し
得る。実際、アルツハイマー病を有する患者の脳内において、ADの病理学的変化、例えば
神経細胞内β-アミロイド沈着に対して特に脆弱性を示す同じ神経細胞は、免疫グロブリ
ンG陽性が高い細胞でもある。なんら特定の理論に拘束されることを望まないが、血液脳
関門破壊の状況下での神経細胞表面に対する慢性的なIgG結合は、おそらくADの病理学的
変化の一因であり、罹病脳内へのアミロイド沈着を助長し得る。この場合も、なんら特定
の理論に拘束されることを望まないが、同じタイプの機構が、おそらくMS患者においても
作用している可能性があり、この場合、自己抗体がそのランビエ絞輪のミエリン鞘または
軸索の膜上の標的に一過的または慢性的に到達することが、罹病領域における神経インパ
ルスの伝達の鈍化またはブロックに寄与している。自己抗体が神経細胞の標的に到達する
間隔を早める因子は、非限定的な一例において、血液脳関門の透過性の一過性の亢進を伴
い得る。
【００９１】
　一局面では、本発明において、少量しか生体液（例えば、血液）を使用せず、比較的非
侵襲性であり、かつ画像診断、例えばMRIに非依存性である、MSに対する診断アプローチ
を記載する。別の局面では、本発明により、特有の病理学的疾患経過を有する臨床的に相
違する2つのサブタイプであるRRMSとSPMSを区別するための別個の自己抗体バイオマーカ
ーパネルを提供する。この場合も、なんら特定の理論に拘束されることを望まないが、こ
の知見は、自己抗体プロフィールが疾患の進行とともに変化することがあり得、各疾患お
よび疾患病期がその独自の固有の自己抗体のシグネチャーまたはプロフィールを有すると
いう仮説をサポートする。自己抗体プロフィールが、疾患関連細胞および組織デブリ生成
、または血液脳関門の障害の結果として新たに利用可能になった標的への脳反応性自己抗
体の初期結合に応答性であり、これらを反映しているならば、この情報は、患者が、ある
病期から次の病期に進行するか否か、または進行したか否か、例えばRRMSからSPMSへの移
行を、どのプロフィール変化が示し得るかを判断するのに有用であり得る。
【００９２】
　本開示は、MSを検出して異なる臨床MSサブタイプを区別するため、ならびに精度は低下
するがMS対象を密接に関連した神経変性障害である初期PDを有する対象と区別するために
使用され得る自己抗体バイオマーカーを使用する本開示の診断ストラテジーを対象とする
。
【００９３】
　したがって、本開示は、MSおよびその2つのサブタイプの一般的な診断のための、高感
度で特異的な試験を対象とする。MSは、広範な症状、臨床像および自然経過を表し、した
がって、真に非均一な患者集団（多くの場合、直接的診断が困難であり得る諸病状）を包
含する。該疾患の経過および進行は、早期の正確な診断、その後の処置介入に依存性であ
る。患者は、疾患経過中でより早期でより正確な診断およびモニタリングの恩恵を被るこ
とは間違いない。本開示に基づき、充分に開発された容易に利用可能な低価格の診断ツー
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ルが入手可能になり、MSの研究および処置の分野の進歩が可能になる。本開示の診断用血
液検査は、MSによって誘発された臨床的に単一の徴候（clinically isolated syndrome）
が起こっている患者と、他の原因による患者とを区別するのに有用である。また、かかる
診断法は、医師が、MSのさらなる同定試験を試すように患者を適切に導くことを可能にす
るスクリーニングツールとしての有用性を有する。また、本診断ストラテジーは、臨床試
験への患者の早期登録を検証するためにも適用可能であり得るとともに、特定の処置レジ
メンに対する患者の奏功を、MS関連バイオマーカーのその後の消失を記録することによっ
てモニタリングするための手段として有用であり得る。したがって、かかる診断ツールに
より、医師が、患者が処置中の状態のまま疾患の進行をモニタリングすることが可能とな
り得る。処置が奏功しているならば、先の試験結果と比べてバイオマーカーは減少し、検
出不能となり、それにより、処置が奏功し疾患が緩和しているという生化学的同定が得ら
れる。また、これは、近い将来のMSの再発または悪化状態/疾患の進行ならびにMS臨床的
サブタイプ間の移行の予後指標としても使用され得る。
【００９４】
自己抗体のアッセイ:
　自己抗体をアッセイするための方法は、本明細書において記載されており、当業者に公
知である。例えば、イムノアッセイは、生体試料中の自己抗体を検出および解析するため
に使用され得る。本明細書で用いる場合、用語「イムノアッセイ」は、抗体を抗原の検出
に使用するかまたは抗原を抗体の検出に使用して免疫複合体を形成させる任意の方法に関
して使用される。
【００９５】
　本明細書に記載の抗原は、当技術分野で認められている名称ならびにデータベース識別
番号によって特定される。データベース識別番号は、米国立バイオテクノロジー情報セン
ター（NCBI）の公衆に利用可能なタンパク質データベースを参照し、これは当業者に周知
であり、利用可能である。
【００９６】
　一連のイムノアッセイ形式、例えば非限定的に、競合アッセイ、直接イムノアッセイ、
間接イムノアッセイおよび「サンドイッチイムノアッセイ」がこの定義に包含されること
が企図される。しかしながら、本発明がいずれかの特定の形式に限定されることは意図し
ていない。他の形式、例えばラジオイムノアッセイ（RIA）、免疫蛍光アッセイ（IFA）、
ならびに他のアッセイ形式、例えば非限定的に、ELISA、RIAおよび/またはIFAのバリエー
ションの方法も本発明の方法に有用であることが企図される。また、イムノアッセイには
免疫沈降および/またはイムノブロッティングも包含される。
【００９７】
　免疫複合体の検出のためのアッセイは定量的または定性的であり得る。一部の特定の態
様では、該アッセイにおいて固相または基板、例えばマイクロタイタープレートもしくは
マイクロアッセイプレート、スライド、磁気ビーズ、非磁気ビーズ、カラム、マトリック
ス、膜またはシートが使用され、これに自己抗原が直接または間接的に結合され、また、
該固相または基板は、合成材料、例えばポリスチレン、ポリ塩化ビニル、ポリアミド、ま
たは他の合成ポリマー、天然高分子、例えばセルロース、誘導体化天然高分子、例えば酢
酸セルロースもしくはニトロセルロース、およびガラス、例えばガラス繊維で構成された
ものであり得る。基板は、その表面上に固定化された複数の個々にアドレス指定可能な自
己抗原を含み得る。この個々にアドレス指定可能な自己抗原が表面上に固定化されてアレ
イが形成され得る。基板は、適当な形状で、例えばフィルム、シートもしくはプレートで
使用され得るか、または適切な不活性担体、例えば紙、ガラス、プラスチックフィルムも
しくは布にコートもしくは接合もしくは積層してもよい。他の態様では、基板はスライド
またはビーズである。
【００９８】
　一局面において、本発明の方法は、本発明において企図される自己抗体を検出するため
にサンドイッチアッセイを使用することを含む。本明細書に記載のアッセイおよびペプチ
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ドは、本明細書に記載の任意のタンパク質/ペプチド/バイオマーカー、そのアイソフォー
ム、その翻訳後修飾形態、または前述のものの任意の組合せに適用可能である。サンドイ
ッチアッセイは一般的に、2種類の結合物質、例えば、各々が検出および/または定量対象
のタンパク質（1種類または複数種）の異なる部分またはエピトープに結合し得る抗体の
使用を伴う。サンドイッチアッセイにおいて、被検物質は典型的には、固体支持体上に固
定化された第1の結合物質によって結合され、その後、第2の結合物質が該被検物質に結合
し、したがって不溶性の複合体が形成される。例えば、参照によりその全体が本明細書に
組み入れられる、米国特許第4,376,110号を参照のこと。あるいはまた、サンドイッチア
ッセイを溶液中で行ってもよく、均一系アッセイとも称され得る。例えば、参照によりそ
の全体が本明細書に組み入れられる、米国特許第7,413,862号を参照のこと。
【００９９】
　一部の特定の態様では、第1の結合物質を含む捕捉プローブが、1つまたは複数の自己抗
体に結合されたMS関連抗原に特異的に結合し得、次に、第2の結合物質を含む検出プロー
ブが該自己抗体に結合する。したがって、この具体例では、（1）捕捉プローブ、（2）疾
患関連抗原、（3）自己抗体および（4）検出プローブの間で、4つの部分を有する複合体
が形成される。他の態様では、第1の結合物質と第2の結合物質の位置を逆にし、固体支持
体に結合された捕捉プローブが自己抗体に特異的に結合し得、検出プローブがMS関連抗原
に特異的に結合し得るようにする。
【０１００】
　非限定的な一例では、適切な捕捉プローブを固体表面上に固定化し、試験対象の試料（
例えば、ヒト血清）を該捕捉プローブと接触させる。例えば、タンパク質に共有結合また
は非共有結合する改質ガラス基板が疾患関連抗原との結合のために使用され得る。非特異
的結合を最小限にするために該基板を適当なブロッキング剤で処理してもよい。自己抗体
が該試料中に存在しているならば、該自己抗体と捕捉プローブとの間の複合体が形成され
る。次いで、ヒト免疫グロブリン（Ig）のエピトープが存在しているならば、それを特異
的に認識する検出プローブを添加する。抗ヒト免疫グロブリン検出プローブは、ヒト抗体
のFc領域に対して指向され、捕捉抗体種に対する交差反応性が可能な限り小さいものであ
り得る。
【０１０１】
　別の非限定的な一例では、対象由来の試料を、疾患関連抗原に結合し得る抗体を含む捕
捉プローブと接触させる。また、この試料を、抗ヒトIg抗体を含む検出プローブとも接触
させる。複合体の有無および/または量が検出され得、ここで、該複合体の有無は自己抗
体の有無を示す。
【０１０２】
　次いで、免疫複合体は、当技術分野で周知の方法、例えば標識に基づく検出およびラベ
ルフリー検出を用いて検出または定量的に測定され得る。インジケーター試薬としては、
発色剤、触媒、例えば酵素コンジュゲート、蛍光化合物、例えばフルオレセインおよびロ
ーダミン、化学発光化合物、例えばジオキセタン、アクリジニウム、フェナントリジニウ
ム、ルテニウムおよびルミノール、放射性元素、直接観察（direct visual）標識、なら
びに補因子、阻害薬および磁気粒子が挙げられる。酵素コンジュゲートの例としては、ア
ルカリホスファターゼ（AP）、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）およびβ-ガ
ラクトシダーゼが挙げられる。例えば、シグナル生成化合物を含むインジケーター試薬に
カップリングさせた二次抗体を使用することができる。二次抗体は抗ヒトIgG抗体であり
得る。複合体の検出は、熱量測定性、化学発光性または蛍光性の生成物を生成させる酵素
の基質を添加することによって行われ得る。あるいはまた、複合体の存在は、検出可能な
標識、例えば適切な酵素で標識したマーカータンパク質の添加によって調べることもでき
る。この場合、測定される酵素活性の量は、形成される複合体の量に反比例し、試料中の
抗原の存在を調べるための参照として陰性対照が必要とされる。複合体を検出するための
別の方法では、放射性同位体で標識された抗体または抗原が使用され、その後、放射能の
測定が行われ得る。
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【０１０３】
　例示的な一部の特定の態様では、蛍光標識および検出方法を用いて免疫複合体を検出す
る。関連する解析ソフトウェアを有する市販のスライドスキャナー（例えば、Genepix 40
00Bスライドスキャナー（Molecular Devices,Inc.）が使用され得る。他の態様では、免
疫複合体が、蛍光標識された（例えば、Alexa-Fluor（Invitrogen））抗ヒト抗体でプロ
ービングされ、各タンパク質スポットにおける蛍光の強度がマイクロアレイスキャナーを
用いて測定される。市販のソフトウェア（例えば、GenePix Pro 5.0ソフトウェア（Axon 
instruments））を使用し、スキャナーによって得られたデジタル画像から、個々のフィ
ーチャーのピクセル強度の正味中央値を抽出してもよい。データを、同じアレイの異なる
領域内の複数の同一の対照スポットの中央値を比較することによって正規化してもよい。
【０１０４】
　ラベルフリー検出法としては、表面プラズモン共鳴、カーボンナノチューブおよびナノ
ワイヤならびに干渉分光法が挙げられる。標識に基づく検出法およびラベルフリー検出法
は、例えば、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる、Ray,et al.,2010,Proteo
mics 10:731-748により当技術分野で公知である。検出は、当技術分野で公知であり使用
される標識に適切なスキャン法、および関連する解析ソフトウェアによって行われ得る。
【０１０５】
　試料は、捕捉プローブの前、後または同時に、検出プローブと接触させ得る。一態様で
は、試料を最初に検出プローブと接触させ、その結果、試料中に存在する自己抗体が検出
プローブに結合して標的-被検物質複合体が形成される。次いで、この混合物を、捕捉プ
ローブが結合されている基板と接触させ、その結果、標的-被検物質複合体が基板上の捕
捉プローブに結合する。別の態様では、試料を最初に該基板と接触させ、その結果、試料
中に存在している標的-被検物質複合体が捕捉プローブに結合し、次いで、捕捉プローブ
に結合された標的-被検物質複合体を検出プローブと接触させ、その結果、自己抗体が検
出プローブに結合する。別の態様では、試料、検出プローブおよび基板上の捕捉プローブ
を同時に接触させる。
【０１０６】
　さらに本発明により、市販用のキットを提供する。一部の特定の態様では、キットは、
本発明において企図される少なくとも1種類の抗原を備え得る。キットは、本発明におい
て企図される任意の抗原を作出し、本発明において企図される自己抗体を検出するなどの
プロセスの全工程に必要な備品、溶液および/または使用説明書を備え得る。さらに、キ
ットは、対応する自己抗体の検出における使用のための、本発明において企図される抗原
（1種類または複数種）、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾形態をさらに備え得る。
【０１０７】
マイクロアレイ:
　本発明の一部の特定の局面では、試料をマイクロアレイによって解析する。本発明の抗
原は、マイクロアレイのアレイ要素として有用である。マイクロアレイは一般的に、固体
基板を備えており、概ね平面的な表面を有し、これに捕捉試薬（吸着剤または親和性試薬
とも称される）が結合される。多くの場合、バイオチップの表面は複数のアドレス指定可
能な場所を備えており、それには各々、捕捉試薬が結合されている。
【０１０８】
　本発明のマイクロアレイは、本明細書に記載の任意の自己抗原またはMS診断用バイオマ
ーカーによって認識される1つもしくは複数のエピトープを含むそのポリペプチドもしく
はペプチド断片、またはMS診断用バイオマーカーによって認識されるエピトープペプチド
模倣物を備え得る。ペプチド模倣物としては、例えばD-ペプチド、ペプトイドおよびβ-
ペプチドが挙げられる。
【０１０９】
　アレイ要素は、各要素が基板上の指定の場所に存在するような規則的な様式で組織化さ
れる。有用な基板素材としては、紙、ナイロンまたは他の素材で構成された膜、フィルタ
ー、チップ、スライドガラス、および他の固体支持体が挙げられる。アレイ要素の規則的
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な配列により、結合/認識のパターンおよび強度を、特定の遺伝子またはタンパク質（例
えば、自己抗体）の発現レベルとして解釈することが可能になる。核酸マイクロアレイを
作製するための方法は当業者に公知であり、例えば、参照によりその全体が参照により本
明細書に組み入れられる、米国特許第5,837,832号、Lockhart,et al.,1996,Nat.Biotech.
14:1675-1680、およびSchena,et al.,1996,Proc.Natl.Acad.Sci.93:10614-10619に記載さ
れている。核酸、ペプチドおよび他の高分子配列の高密度アレイを最小限の合成工程数で
形成する方法は公知である。抗原アレイは、固体基板上で、さまざまな方法、例えば非限
定的に、光指向性化学的カップリングおよび機械的指向性カップリングによって合成され
得る。参照によりその全体が参照により本明細書に組み入れられる、米国特許出願第10/6
58,879号、同第60/417,190号、同第09/381,480号および同第60/409,396号、ならびに米国
特許第5,861,242号、同第6,027,880号、同第5,837,832号および同第6,723,503号を参照の
こと。
【０１１０】
　タンパク質マイクロアレイは当技術分野で公知であり、例えば、Hall,et al.,2007,Mec
h Ageing Dev 128:161-167およびStoevesandt,et al.,2009,Expert Rev Proteomics 6:14
5-157に概説されており、これらの開示内容は参照により本明細書に組み入れられる。マ
イクロアレイは、精製された自己抗原を基板上、例えば処理済顕微鏡スライド上に、接触
式スポッターまたは非接触式マイクロアレイヤーを用いて固定化することにより調製され
得る。また、マイクロアレイは、インサイチュ無細胞合成によって、対応するDNAアレイ
から直接作製することもできる。一部の特定の態様では、自己抗原が支持体または基板上
、例えば化学的誘導体化ガラス上にコートまたはスポットされる。
【０１１１】
　自己抗原を支持体または基板に結合させるための方法は当技術分野で公知であり、共有
結合性相互作用および非共有結合性相互作用が挙げられる。例えば、適用するタンパク質
をヒドロゲルなどの多孔質表面に拡散させることにより、ヒドロゲル構造内への非修飾タ
ンパク質の非共有結合が可能である。共有結合性カップリング法は、安定な連結をもたら
し、一連のタンパク質に適用され得る。タンパク質に対するタグ（例えば、ヘキサヒスチ
ジン/Ni-NTAまたはビオチン/アビジン）および基板表面用に固定化したパートナー試薬を
使用する生物学的捕捉法は安定な連結をもたらし、特異的で再現性のある配向性で該タン
パク質が結合される。
【０１１２】
　ほとんどの適用では、結合の後に行われる洗浄工程もまた、ストリンジェンシーがさま
ざまである。洗浄ストリンジェンシー条件は塩濃度と温度によって規定され得る。上記の
ように、洗浄ストリンジェンシーは、塩濃度を低下させること、または温度を上げること
によって高めることができる。洗浄工程のストリンジェントな温度条件としては通常、少
なくとも約25℃、より好ましくは少なくとも約42℃、さらにより好ましくは少なくとも約
68℃の温度が挙げられる。このような条件のさらなるバリエーションは当業者に容易に明
らかである。マイクロアレイはバイオチップであってもよく、スライドガラス、ビーズま
たは紙上のものであってもよい。
【０１１３】
自己抗原:
　本発明では、本明細書に記載の自己抗原、あるいはMS診断用バイオマーカーによって認
識される1つもしくは複数のエピトープを含むそのポリペプチドもしくはペプチド断片、
またはMS診断用バイオマーカーによって認識されるエピトープペプチド模倣物が企図され
る。ペプチド模倣物としては、例えばD-ペプチド、ペプトイドおよびβ-ペプチドが挙げ
られる。自己抗原は、天然の供給源から精製されたものであってもよく、当技術分野で公
知の方法によって組換えまたは合成により作製されたものであってもよく、融合タンパク
質の形態であってもよい。自己抗原をインビトロで無細胞翻訳系を用いて生成させてもよ
い。一部の特定の態様では、自己抗原を、正しいフォールディングと機能を確実にするた
めに哺乳動物または昆虫の発現系で生成させ得る。このような方法はすべて、ハイスルー
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プット産生のために自動化され得る。
【０１１４】
　アレイ上にスポットする自己抗原の外部生成および精製のための好適な方法としては、
細菌内（例えば、Venkataram,et al.,2008,Biochem.47:6590-6601に開示のような）、酵
母内（例えば、Li,et al.,2007,Appl.Biochem.Biotechnol.142:105-124に開示のような）
、昆虫細胞内（例えば、Altman,et al.,1999,Glycoconj.J.16:109-123に開示のような）
、および哺乳動物細胞内（例えば、Spampinato,et al.,2007,Curr.Drug Targets 8:137-1
46に開示のような）での発現が挙げられる。
【０１１５】
　インサイチュ（「オンチップ」）タンパク質生成のための好適な方法は、例えば、Rama
chandran,et al.,2006,Methods Mol.Biol 2328:1-14、およびHe,et al.,2008,Curr.Opin 
Biotechnol 19:4-9に開示されている。
【０１１６】
　また、タンパク質をパラレルでアレイ表面上に同時に発現させて固定化する他の方法も
当技術分野で公知であり、本発明に従って使用され得る。例えば、Protein In Situ Arra
ys（PISA）法（He,et al.,2001,Nucleic Acids Res.29:e73）では、タンパク質がDNAから
直接、溶液中または固定化状態のいずれかで作製され、タグ配列の認識によって作製され
る際にアレイ表面に結合状態になる。タンパク質はパラレルで、無細胞系、一般的にはウ
サギ網状赤血球または大腸菌（E.coli）S30を用いてインビトロでカップリング型の転写
および翻訳を行うことで発現させる。この方法では、タンパク質発現が、タグに結合し得
る固定化剤を事前にコートした表面上で行われる。したがって、各タンパク質は、翻訳さ
れた後、隣接する表面に同時に特異的に固定された状態になり、一方、その他の材料はそ
の後、洗い流され得る。マイクロアレイは、直接スライドガラス上で、DNAを無細胞ライ
セート系と混合した後、スポットすること、または最初にDNAをスポットした後、発現系
をスポットする多重スポット手法（MIST）のいずれかによって作製される。
【０１１７】
　Nucleic Acid Programmable Protein Array（NAPPA）（Ramachandran,et al.,2004,Sci
ence 305:86-90）として公知の系では、固定化した（溶液中ではなく）DNA鋳型での転写
および翻訳により、DNAアレイをタンパク質アレイに変換させることが可能である。この
方法では、GST融合体として該タンパク質をコードしているビオチン化cDNAプラスミドを
アビジンコートスライド上に、捕捉実体としての機能を果たす抗GST抗体と一緒にプリン
ティングする。次いで、このcDNAアレイをウサギ網状赤血球ライセートで覆って該タンパ
ク質を発現させると、該タンパク質は、各DNAスポットに隣接した該抗体によってトラッ
プされた状態になり、それにより該タンパク質はcDNAと同じレイアウトで固定化された状
態になる。この技術により、固定化されたタンパク質がDNAおよび捕捉剤と一緒に存在す
るタンパク質アレイが作製される。
【０１１８】
　タンパク質アレイを作製するための別の好適な方法はDNA Array to Protein Array（DA
PA）法である。このインサイチュタンパク質アレイ化方法では、固定化DNAアレイが、「
純粋な」タンパク質アレイを該DNAとは別個の表面上に作製するための鋳型として使用さ
れ、また、同じDNA鋳型から多コピーのタンパク質アレイを作製することができる（He,et
 al.,2008,Nature Methods,5:175-7）。無細胞タンパク質合成が2つの表面（例えば、ス
ライドガラス）間に保持された膜内で行われ、一方の表面にはDNA分子がアレイ化され、
他方の表面には翻訳されたタンパク質を捕捉するための特異的試薬が担持される。タグ化
された個々のタンパク質がパラレルでアレイ化DNAから合成され、隙間全体に拡散し、そ
の後、反対側の表面上のタグ捕捉試薬との相互作用によって固定化されてタンパク質アレ
イが形成される。DNAの位置と量を正確に反映した離散スポットが作製される。該DNAの再
利用によって該タンパク質アレイの複製コピーが得られ得る。
【０１１９】
　アレイの製作法としては、ロボット型接触式プリンティング、インクジェット式、圧電
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式スポッティングおよびフォトリソグラフィーが挙げられる。例えば、外的に作製して精
製した本発明の精製自己抗原は、マイクロアレイ基板上に、フレキシブルタンパク質マイ
クロアレイインクジェットプリンティングシステム（例えば、ArrayJet,Roslin,Scotland
,UK）を用いてスポットされ、高品質のタンパク質マイクロアレイ作製がもたらされ得る
。自己抗原の厳密な行と列が、結合されている血清診断用バイオマーカーの存在と量の両
方を表す検出可能なスポットに変換され得る。
【０１２０】
　マイクロアレイの作製は好ましくは、自己抗原の3次元形状が維持されるように設計さ
れた市販のプリンティングバッファーを用いて行われる。一部の特定の態様では、マイク
ロアレイ用の基板はニトロセルロースコートスライドガラスである。
【０１２１】
バイオセンサー:
　一部の特定の態様では、本発明のバイオマーカーはバイオセンサーを用いて、例えば、
電流測定的、電気化学的、電位測定的、導電測定的、インピーダンス、磁気的、光学的、
音響的または熱的変換部を有するセンサーシステムで検出される。
【０１２２】
　一般的に、バイオセンサーは、タンパク質、核酸、抗体などを含み得、特定のバイオマ
ーカーに結合する、バイオセンサー認識要素と、分子シグナル（すなわち、認識要素に対
するバイオマーカーの結合）を、定量、表示および解析され得る電気信号またはデジタル
信号に変換させる変換部とを含む。また、バイオセンサーは、該信号をユーザーフレンド
リーな結果表示に変換するリーダーデバイスも含み得る。例示的なバイオセンサーを構成
する潜在的構成要素の例は、Bohunicky et al.,2011,Nanotechnology Science and Appli
cations 4:1-10に記載されており、これは参照によりその全体が本明細書に組み入れられ
る。
【０１２３】
　バイオセンサーには、物理的、化学的または生物学的検出系が組み込まれ得る。一部の
特定の態様では、バイオセンサーが、例えば、核酸ベース、例えばオリゴヌクレオチドプ
ローブもしくはアプタマーベース、またはタンパク質ベース、例えば酵素、結合タンパク
質、受容体タンパク質、輸送タンパク質もしくは抗体ベースの生物学的認識系を有するセ
ンサーである。他の態様では、生物学的認識系が本明細書に記載の従来のイムノアッセイ
を構成し得る。さらに他の態様では、認識要素（例えば、タンパク質、核酸、抗体など）
は非標識であり得、該要素に対するバイオマーカーの結合は直接観察され、変換部によっ
て信号に変換される。バイオセンサーは、容量の測定もしくは分配のためのマイクロ流路
手段、毛細管流動、重力、動電力によって混合を引き起こし、インキュベーションをもた
らすハウジング（housing）試薬または流体を移動させるための他の手段を含み得る。
【０１２４】
　バイオセンサーでのバイオマーカーの検出のための方法には、免疫学的、電気的、熱的
、磁気的、光学的（例えば、ホログラム）または音響的技術が使用される。かかるバイオ
センサーを使用すると、標的バイオマーカーを、生体試料中にみられる予想濃度で検出す
ることが可能である。
【０１２５】
　バイオセンサーには、バイオマーカーの検出のための本明細書に記載の検出法および検
出系が組み込まれ得る。バイオセンサーには、電気的（例えば、電流測定的、電位測定的
、導電測定的もしくはインピーダンス検出系）、熱量測定的（例えば、熱的）、磁気的、
光学的（例えば、ホログラム、ルミネセンス、蛍光、比色定量）、または質量変化（例え
ば、圧電的、音波）技術が使用され得る。本発明によるバイオセンサーでは、1、2、3種
類またはそれ以上のバイオマーカーのレベルが:直接的、間接的またはカップリングさせ
た酵素的、分光測光的、蛍光定量的、発光測定的、分光分析的、偏光測定的およびクロマ
トグラフィー手法から選択される1種または複数種の方法によって検出され得る。一部の
特定のバイオセンサーは1種または複数種の酵素を含み、該酵素は、直接あるいは媒介物
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質を介して、または結合タンパク質、受容体タンパク質もしくは輸送タンパク質を用いて
間接的に電気的、光学的、音響的、磁気または熱的変換部にカップリングさせて使用され
る。かかるバイオセンサーを使用すると、標的バイオマーカーレベルを、生体試料中にみ
られる予想濃度で検出することが可能である。
【０１２６】
　一部の特定の態様では、本発明のバイオマーカーは、「スマート」ホログラムまたは高
周波音響システムベースの技術が組み込まれたバイオセンサーを用いて検出され得、かか
る系は「バーコード」またはアレイ構成に特に適している。スマートホログラムセンサー
（Smart Holograms Ltd,Cambridge,UK）では、ホログラフィー画像が、バイオマーカーと
特異的に反応するように増感させたポリマー薄膜内に保存される。露光されると、バイオ
マーカーは該ポリマーと反応し、ホログラムによって示される画像の変化をもたらす。試
験結果の読み出し情報は、画像の光学的明るさ、像、色および/または位置の変化であり
得る。定性的および半定量的用途では、センサーホログラムは目で読み取ることができ、
したがって検出備品の必要性が除かれる。単純なカラーセンサーは、定量的測定値が必要
とされる場合に信号を読み取るために使用され得る。試料の不透明度または色はセンサー
の動作を妨げない。このセンサー形式により、いくつかの物質の同時検出のための多重化
が可能になる。いろいろな要件を満たすために可逆的および不可逆的センサーが設計され
得、関心対象の特定のバイオマーカーの連続モニタリングが実現可能である。
【０１２７】
　本発明のバイオマーカーを検出するためのバイオセンサーとしては、音響式、表面プラ
ズモン共鳴、ホログラフィー式および/または微細加工型センサーが挙げられ得る。イン
プリント型認識要素、薄膜トランジスタ技術、磁気音響的共鳴デバイスおよび他の新規な
音響電気的な系が、本発明のバイオマーカーの検出のためのバイオセンサーに使用され得
る。
【０１２８】
　好適には、本発明のバイオマーカーの検出のためのバイオセンサーはカップリングされ
る、すなわち、生体分子認識が試料中のバイオマーカーの存在の検出または定量を信号に
変換させるための適切な手段と合わされる。バイオセンサーは、例えば、病棟内、外来診
療部門、手術室、家、屋外および職場における「代替地（alternate site）」診断試験用
に適合され得る。
【０１２９】
　本発明ではさらに、自己抗原データベースおよび非一時的コンピュータ可読媒体に保存
されたソフトウェアアルゴリズムを有するコンピューティングシステムが企図される。一
部の特定の態様では、コンピューティングシステムは、本開示に記載のような、対象由来
の生体試料中の自己抗原と自己抗体との間の免疫複合体の形成（または形成なし）に基づ
いて対象がMSまたはそのサブタイプを発症するリスクが同定されるレポートが得られるよ
うに構成される。当技術分野における一般知識に基づき、コンピュータシステムの当業者
であれば、自己抗原と自己抗体との間の免疫複合体が形成されたかどうかの結果が受け取
れるように適正に構成されたコンピューティングシステムをどのようにして同定し、該免
疫複合体が実際に形成された場合、対象がMSまたはそのサブタイプを発症するリスクを有
する、または該リスクがあるとどのようにして判定するかがわかるであろう。
【０１３０】
MSならびにMSのRRMSおよびSPMSサブタイプの処置:
　本発明の一局面は、患者の処置レジメンをカスタマイズすることにより患者の処置転帰
を改善する方法を含む。MSの再発性形態および進行性形態の両方の処置および管理のため
の承認された免疫抑制薬物がいくつかある。疾患修飾処置薬（DMT）は、再発が起こった
再発寛解型および進行型のMS患者に対して最も一般的に処方される薬物であり、種々の免
疫抑制機構により疾患活性を低下させること、増悪の重症度を低下させること、ならびに
進行を遅らせることが意図される。DMTとしては、疾患経過が初期の患者に最適なファー
ストライン処置薬とみなされている、インターフェロン、および他の治療薬、例えば、一
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般的に、安全性の懸念からセカンド-およびサード-ライン処置薬として残される、モノク
ローナル抗体などの薬物が挙げられる。ファーストライン薬物を受けている状態で該薬物
が奏功しないか、または疾患に対して有意な飛躍的進歩が起こらない患者は、具体的な疾
患経過のよりよい管理のためにセカンド-およびサード-ラインDMTが処方され得る。重度
の増悪の場合、再発持続期間を短くする目的で、免疫系を抑制するために短期間高用量コ
ルチコステロイドが使用される。
【０１３１】
　上記のMS処置薬に加えて、多くの患者には、該疾患に付随する個々の症状、例えば痛み
、疲労感、鬱ならびに腸および膀胱の機能不全を処置するための他の薬物もまた使用され
る。進行を遅らせて再発の頻度と重症度を低減させることを企図するためには患者の疾患
経過においてファーストライン処置薬をできるだけ早期に開始することが極めて重要であ
るため、MSが該疾患の最初期に診断されることが最高に重要である。現在、MSの診断およ
び検出のための確定的な単一の試験はない。患者は多くの場合、医師が他の疾患の可能性
を除外できるように、神経系の検査、高額な画像診断および侵襲的処置、例えば髄液採取
を伴う一連の試験を受ける。MSの検出および診断のための自己抗体バイオマーカーを使用
する簡単な診断用血液検査の実施は、画像診断に非依存性であり、腰椎穿刺などの侵襲的
処置の必要性がなくなる。さらに、高感度の血液検査により、早期検出の可能性だけでな
く、臨床的サブタイプであるRRMSとSPMSとの区別の可能性も確立される。これにより、フ
ァーストラインおよびそれ以降の処置薬ならびに特定の治療薬に対する患者の奏功のモニ
タリングに関して、患者の疾患経過のより厳密な管理が可能となる。
【０１３２】
　（表１）上位50種類の枯渇マーカー
　上位50種類の枯渇混合MSバイオマーカーの説明。
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【０１３３】
　（表２）RFのみ上位50種類の枯渇マーカー
　RFのみ上位50種類の枯渇MSバイオマーカーの説明。
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　（表３）上位50種類の発現RRMSマーカー
　上位50種類の発現RRMSバイオマーカーの説明。
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【０１３５】
　（表４）上位50種類の発現SPMSマーカー
　上位50種類の発現SPMSバイオマーカーの説明。
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【０１３６】
　当業者は、常套的な範囲内の実験手法を用いて、本明細書に記載した具体的な手順、態
様、請求項および実施例の多くの等価物を認識し、または同定することができよう。かか
る等価物は、本発明の範囲内であるとみなし、添付の特許請求の範囲に包含される。例え
ば、当技術分野で認知されている代替法により常套的な範囲内の実験手法を用いて反応条
件および/またはアッセイ条件を修正することは本出願の範囲内であることは理解されよ
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う。
【０１３７】
　本明細書において値および範囲が示されている場合は常に、このような値および範囲に
包含されるすべての値および範囲が本発明の範囲に包含されていることを意図していると
理解されたい。さらに、このような範囲内に含まれるすべての値ならびに値の範囲の上下
限値もまた本出願により企図される。
【０１３８】
　以下の実施例により本発明の諸局面の実例をさらに示す。しかしながら、この実施例は
、本明細書に示した本発明の教示または開示をなんら限定するものではない。
【実施例】
【０１３９】
　次に、本発明を以下の実施例を参照しながら説明する。本実施例は実例を示す目的で示
しているにすぎず、本発明は本実施例に限定されるのではなく、本明細書に示した教示の
結果、明らかとなるあらゆる変形例を包含している。
【０１４０】
材料
　特に記載のない限り、実験で使用した材料は、市販の供給元から入手したか、または当
技術分野で公知の方法によって得、さらなる精製をせずに使用した。
【０１４１】
試験集団
　31例の再発寛解型多発性硬化症（RRMS）および20例の二次性進行型多発性硬化症（SPMS
）の血清試料をBioServe Biotechnologies,Ltd.（Beltsville,MD）から入手した。15例の
初期PD試料をParkinson's Study Group（Boston,MA）から入手し、15例のステージ3～4の
乳がん試料をBioServe Biotechnologies,Ltdから入手した。健常対照試料をさまざまな供
給元から入手し、それにはAnalytical Biological Systems,Inc.（Wilmington,DE）から
の2例、BioServe Biotechnologies,Ltd.からの28例およびAsterand,Inc（Detroit,MI）か
らの一例が含まれた。試料はすべて、標準的な手順を用いて取り扱い、使用時まで-80℃
で保存し、冷凍庫条件は、Sensaphone 1400（Phonetics,Inc.,Aston,PA）を用いてモニタ
リングした。試験集団の個体群統計的特徴を、図3にみられる表に示す。
【０１４２】
ヒトタンパク質マイクロアレイ
　ヒト血清中で自己抗体を同定するため、各々が9,486種類の固有ヒトタンパク質抗原を
含有しているInvitrogen社のProtoArray v5.1 Human Proteinマイクロアレイを使用した
（カタログ番号PAH0525020,Invitrogen,Carlsbad,CA,USA）。タンパク質はすべて、GST融
合タンパク質として昆虫細胞内で発現され、天然条件下で精製され、二連でニトロセルロ
ースコートスライドガラス上にスポットされた。アレイを、市販の調製試薬を用いて製造
業者の使用説明書に従って血清でプロービングし、スキャンした。マイクロアレイスライ
ドをブロックし（Blocking Buffer,カタログ番号PA055,Invitrogen）、次いで、各々を、
洗浄バッファー中で1:500に希釈した血清とともにインキュベートした。洗浄後、アレイ
を、AlexaFluor 647（カタログ番号A-21445,Invitrogen）にコンジュゲートさせた抗ヒト
IgG（H+L）でプロービングした。次いで、アレイを洗浄し、乾燥させ、速やかにGenePix 
4000B Fluorescence Scanner（Molecular Devices,Sunnyvale,CA,USA）でスキャンした。
【０１４３】
マイクロアレイのデータ解析
　Genepix Pro解析ソフトウェアを用いてGenepix Array Listをマイクロアレイ画像と合
わせる（align）ことによって蛍光データを取得した。得られたGenepix結果のファイルを
解析のためにInvitrogen社のProspector（登録商標）5.2に読み込んだ。次いで、Prospec
tor（登録商標）のImmune Response Biomarker Profiling（IRBP）ツールボックス内の「
群の特徴量」および「2群間の比較」のフィーチャーにより、比較対象の2群間の差次的自
己抗体発現のM-統計解析を可能にした。陽性ヒットを、ストリンジェントなバイオマーカ
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ー選定が可能であり、かつ偽陽性数を最小限にするZ値＞0.4および最小シグナル強度1500
 RFUによって調べた。自己抗体を、MS群と対照群との間での保有数（prevalence）の差に
よって降順にソートし、MS群において最も示差的に発現している上位50種類の自己抗体を
潜在的MS診断用バイオマーカーとして選出し、さらに試験した。さらに、自己抗体を、対
照群とMS群との間の保有数の差によって降順にソートすることにより、2回目のバイオマ
ーカー選定を行った。このとき、対照群の最も示差的に発現している50種類の自己抗体（
MS群におけるこのような血液由来の自己抗体の選択的枯渇を反映していると推定される）
もまた潜在的診断用バイオマーカーとして選出し、試験した。データはすべてMIAMEに準
拠しており、マイクロアレイからの未加工データはMIAMEに準拠したデータベース（GEO）
に受託番号（GSE95718）で寄託した。
【０１４４】
　年齢および性別が適合した症例と対照とが両事例集合に含まれるように、対象をテスト
事例集合と訓練事例集合とに無作為に分けた。訓練事例集合は、候補タンパク質バイオマ
ーカーを、その予測力によってランク付けするため、および診断ロジックを確立するため
に使用した。MS群の初期訓練事例集合は26例のMSサンプルおよび16例の対照サンプルから
なった;残りのサンプルは独立したテスト事例集合にまわされ、25例のMS対象と15例の対
照対象が含まれた。訓練事例集合、テスト事例集合および両方併合事例集合における選定
されたバイオマーカーの予測判別精度を、Rのランダムフォレスト（RF;v 4.6-10）により
デフォルト設定（Breiman,Random Forests.Machine Learning.2001;45:5-32）を用いて試
験した。選定されたバイオマーカーはRFモデルアルゴリズムを用いて試験し、判別精度を
混同行列で、および誤判別をアウト・オブ・バッグ（out-of-bag）（OOB）エラースコア
として報告する。診断試験の有用性を評価するために広く使用されている、受信者動作特
性（ROC）曲線を、R（3.02）パッケージROCR（v 1.0-5）とpROC（v 1.7.3）を用いて作成
した。自己抗体バイオマーカーパネル構成員の最適数の決定値に基づき、このようなバイ
オマーカーおよびその関連する訓練事例集合ロジックを用いて最終モデルを構築し、独立
したテスト事例集合対象サンプルでさらに試験した。
【０１４５】
　上記に概要を示した同じ訓練事例集合・テスト事例集合ストラテジーを使用し、さらな
る回のバイオマーカー発見を、保有数の差ではなくRFのみを用いて行い、潜在的バイオマ
ーカーを選定した。ProspectorによるM-統計解析後、データをRFの「変数重要度」機能を
用いて解析した。この機能は、各決定木について、また、並べ換えた個々の各バイオマー
カーについて報告されたOOBエラースコアの予測精度である。この2つの値の差をすべての
木において平均し、標準誤差によって正規化した。正規化した変数重要度スコアに基づい
て、対照と比べてMS群において最も示差的に枯渇している50種類のバイオマーカーを潜在
的診断用バイオマーカーとして選出し、上記に報告したその診断値についてさらに解析し
た。
【０１４６】
　選択した本発明の結果を本明細書に実例として示す。
【０１４７】
実施例1. MSの診断用自己抗体バイオマーカーパネルの選定
　混合型サブタイプのMS患者集団の試料中でMS病態の存在を検出し得る自己抗体パネルを
以下のとおりに特定した。最も多くみられる2つのMSサブタイプである再発寛解型MS（RRM
S）または二次性進行型MS（SPMS）のいずれかの臨床診断を有する51名のMS患者の血清試
料、および31例の年齢・性別適合対照試料を、訓練事例集合（16例のRRMS、10例のSPMSお
よび16例の対照）またはテスト事例集合（15例のRRMS、10例のSPMSおよび15例の対照）の
いずれかに無作為に分け、各々には、ほぼ等しい割合で両方のMSサブタイプを含めた。訓
練事例集合およびテスト事例集合の血清を、9,486種類のタンパク質標的を含む市販のヒ
トタンパク質マイクロアレイのプロービングに使用した。訓練事例集合のMS対象と対照対
象の自己抗体プロフィールを、Prospector（登録商標）マイクロアレイ解析ソフトウェア
を用いて比較し、これにより、訓練事例集合では、対照群と比べてMS群において保有数が
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有意に（P<.05）高い54種類の自己抗体が潜在的診断用バイオマーカーとして特定された
。このリストから、MS群において最も示差的に発現している上位50種類の自己抗体を作業
用の診断用バイオマーカーパネルとして選出した。
【０１４８】
実施例2. 訓練事例集合およびテスト事例集合の解析による示差的発現MSバイオマーカー
の検証
　MS訓練事例集合で選出された最も示差的に発現している50種類の自己抗体バイオマーカ
ーをその予測精度について、ランダムフォレスト（RF）を用いて評価した。選択した50種
類のバイオマーカーをRFにおいて使用すると、訓練事例集合においてMS対象が年齢・性別
適合対照対象と区別され（n=42;26例のMS、16例の対照）、5回の反復実行に基づく予測精
度は平均72.4%であった。この50種類のバイオマーカーの判別可能性を、RF訓練事例集合
ロジックを用いて評価し、バイオマーカー選定に役割を果たさない独立したサンプル群で
あるテスト事例集合対象のMSを判別した。RFによりテスト事例集合対象のMSおよび対照の
平均82.5%が正しく判別され（n=40;25例のMS、15例の対照）、この場合も5回の反復実行
の平均に基づいている。
【０１４９】
実施例3. 試料で選択的に枯渇されている有用なMSバイオマーカーの選定および検証
　上記のバイオマーカー選定は、血中の自己抗体バイオマーカーの産生および発現の増大
に基づくものであった。なんら特定の理論に拘束されることを望まないが、このようなバ
イオマーカーは、MSに関連する細胞や組織のデブリ生成に応答して発現されると推測され
る。MSは自己免疫成分を有することが周知であるため、疾患の発症と進行が、血中に通常
存在している自己抗体の選択的枯渇と関連しているかもしれない可能性を調べた。
【０１５０】
　これを調べるため、本明細書のどこかに記載の訓練事例集合の試料でProspector（登録
商標）によって得られた自己抗体プロフィール発現データを調べた。対照群と比べてMS群
において保有数が有意に（P<.05）低い合計3,076種類の自己抗体が特定された。このリス
トから、MS群において最も示差的に枯渇している50種類の自己抗体を新たな作業用の診断
用バイオマーカーパネルとして選出した。訓練事例集合で選出されたこの新たな枯渇MS自
己抗体バイオマーカーパネルを有意な予測因子としてRFを用いて再検証した。訓練事例集
合のMS対象（n=42;26例のMS、16例の対照）は、平均95.8%の予測精度で対照と区別された
。さらに、RFにより、テスト事例集合対象のMSおよび対照の95.0%が正しく判別された（n
=40;25例のMS、15例の対照）。最後に、訓練事例集合とテスト事例集合の両方のサンプル
を合わせ、訓練事例集合ロジックを使用すると、RFにより、MSが対照と、96.8%の全体精
度で成功裡に区別された。上記の訓練事例集合およびテスト事例集合の比較はすべて、5
回の反復実行の平均の結果に基づいている。テスト事例集合対象におけるMSの検出のため
の枯渇MSバイオマーカーの全般的有用性のROC曲線の解析により、優れた判別精度を示す0
.94の曲線下面積（AUC）が示された（図1）。
【０１５１】
　テスト事例集合対象を評価するために使用した50種類の枯渇MSバイオマーカーの診断感
度、特異性、ならびに陽性的中率および陰性的中率（PPVおよびNPV）を図4～5にみられる
表に示す。本開示において行い、本明細書に記載した後続の試験および比較は、特に記載
のない限り、本明細書に記載し、表1に示した枯渇自己抗体バイオマーカーパネルの使用
を示す。
【０１５２】
実施例4. 訓練事例集合とテスト事例集合とを交換すると、同等の診断精度を有する同様
のバイオマーカーパネルが得られる
　MS病態の検出のためのバイオマーカーとしての枯渇自己抗体の有用性を別個のセットの
患者サンプルでさらに実証し、同定するため、2回目のMSバイオマーカー発見を以下のと
おりに行った。訓練事例集合およびテスト事例集合に使用した対象を交換し、この2回目
の枯渇MSバイオマーカーの具体物と診断成績を1回目で選出されたものと比較した。2回目
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のバイオマーカーと1回目で選出されたものとの間に60%の重複がみられた。この新たな50
種類の2回目のバイオマーカーのパネルを使用すると、RFで、テスト事例集合対象のMSお
よび対照の99.0%超を正しく判別することができた（感度=100.0%;特異性=93.8%;PPV=96.3
%;NPV=100.0%;ROC AUC=1）。
【０１５３】
実施例5. 2つのバイオマーカー選定ストラテジー:RF 対 保有数の差を用いた、MSバイオ
マーカーパネルの検証
　RFのみを用いたさらなる不偏MSバイオマーカー選定法もまた行った。方法のセクション
に記載のように、Prospector（登録商標）による保有数の差に基づいてバイオマーカーを
ランク付けするのではなく、潜在的MSバイオマーカーを独立して選出するためにRFを使用
した。50種類のRF選定バイオマーカーのパネルを使用すると、RFで、テスト事例集合対象
のMSおよび対照を、5回の反復実行において平均92.5%の全体精度で正しく判別することが
でき、したがって、上記の保有数の差により得られた両方のパネルと同等の精度であった
。RF選定バイオマーカーの50種類中38種類（76%）が、実施例3に記載の示差的枯渇バイオ
マーカーと重複していた。
【０１５４】
実施例6. MSの正確な検出には50種類より少ない自己抗体バイオマーカーで充分である
　最良の診断精度を得るために必要とされる自己抗体バイオマーカーの最小数を調べるた
め、50種類の枯渇MSバイオマーカーをまず、相対的重要度の降順にソートし、次いで、全
体診断精度が有意に低下し始めるまでリストの下から順に削除した。このアプローチを使
用すると、3種類のバイオマーカー（表1に列挙した上位3種類のバイオマーカー）のパネ
ルが、テスト事例集合対象において有効診断精度を維持するために必要とされる最小数で
あると判断され、MS対象を年齢・性別適合対照と区別する全体精度は92.5%であることが
示された（感度=96.0%;特異性=86.7%;ROC AUC=0.95）（図1;図4～5にみられる表）。
【０１５５】
実施例7. 選定された枯渇バイオマーカーの、MSに対する疾患特異性
　セクション3.3に記載された枯渇バイオマーカーの選定されたパネルの、MSの検出に対
する疾患特異性を、このようなバイオマーカーがMS対象を他の神経系疾患および非神経系
疾患を有する対象と成功裡に区別し得るかどうかを調べる目的で評価した。選定されたバ
イオマーカーが単に非特異的疾患を検出する可能性を排除するため、テスト事例集合対象
の同じ25例のMS血清を、ステージ3～4の乳がんを有する15例の対象および初期のパーキン
ソン病（PD）を有する15例の対象から採取された血清と比較した。当初の50種類のバイオ
マーカーのパネルを使用すると、MS血清は、乳がん血清と100.0%の全体精度で容易に区別
された（感度=100.0%;特異性=100.0%;ROC AUC=1）（図4および5にみられる表）。対照的
に、MS対象は、初期PD対象とは正確に区別され得ず、結果は40.0%の全体精度を示した（
感度=48.0%;特異性=26.7.3%;ROC AUC=0.72）。MSを初期PDと区別できないことは、疾患病
態、したがって自己抗体バイオマーカーの重複の可能性を示しているのかもしれず、これ
がこの区別を困難にしているのかもしれなかった。
【０１５６】
実施例8. MSのサブタイプ分類:個々の自己抗体バイオマーカーパネルは再発寛解型MSを二
次性進行型MSと区別できる
　MSの異なるサブタイプを区別するための自己抗体バイオマーカーの使用を以下のとおり
に評価した。MS患者の大多数は最初にRRMSと診断されるが、このような患者の有意な割合
が、原因不明だが最終的にSPMSに進行する。MS疾患の進行のこの局面に対処するため、さ
らに2回のバイオマーカー発見を行い、サブタイプ特異的発現バイオマーカーパネルを作
成した。
【０１５７】
　RRMS（n=31）およびSPMS（n=20）の試料を、上記のものと同じストラテジーを用いて訓
練事例集合（n=26;16例のRRMS、10例のSPMS）とテスト事例集合（n=25;15例のRRMS、10例
のSPMS）に分けた。各MSサブタイプにおいて、他方と比べて最も示差的に発現している上
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位50種類の自己抗体バイオマーカーを選定し、上記の方法を用いて有意性を検証した;表3
～4を参照のこと。RRMS特異的バイオマーカーおよび訓練事例集合で得られたRFロジック
を使用すると、RRMS血清はSPMS血清と、訓練事例集合およびテスト事例集合のどちらの比
較でも100%の全体精度で容易に区別された。同様に、SPMS特異的バイオマーカーおよび訓
練事例集合で得られたRFロジックを使用すると、SPMS血清はRRMS血清と、訓練事例集合で
は96.2%、およびテスト事例集合では92.0%の全体精度で容易に区別された。これらの比較
のROC曲線の解析結果を図2に示す。このような結果により、RRMSとSPMSは同じ疾患の異な
る病期であり、共通するバイオマーカーを有することが予測されるが、本明細書において
選定されたサブタイプ特異的自己抗体バイオマーカーパネルは、その対応する診断ロジッ
クと一緒に、異なるMS進行段階の病態を区別できたことが同定される。
【０１５８】
　本明細書において挙げた特許、特許出願および刊行物のそれぞれの開示内容は、参照に
より本明細書にその全体が本明細書に組み入れられる。
【０１５９】
　本発明を、具体的な態様を参照しながら開示したが、本発明の他の態様および変形例が
、当業者により本発明の真の趣旨および範囲から逸脱することなく考案され得ることは明
らかであろう。添付の特許請求の範囲は、かかるすべての態様および同等の変形例を包含
していると解釈されるべきであることを意図している。

【図１】 【図２】

【図３】
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摘要(译)

公开了用于检测多发性硬化症(MS)并以高的总体准确性区分复发缓解
(RRMS)和继发进行性(SPMS)MS亚型的方法,组合物和试剂盒。 去做。 
它还提供了自身抗体抗原和生物标志物,用于诊断一般的MS,RRMS和
SPMS,以及鉴定有发展MS风险的受试者以及创建患者特异性MS自身抗
体生物标志物。 提供。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/67da4435-6c34-4b43-933a-7b93d154a638
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/064104996/publication/JP2020519895A?q=JP2020519895A

