
JP 2010-523629 A 2010.7.15

(57)【要約】
多発性硬化症（ＭＳ）は、若年成人では最も一般的な神経学的疾患であり、引き続いて罹
病期間の１０～１５％の後には慢性的な機能障害および能力障害のリスクがある。当該分
野ではＭＳの改良された診断試験の必要性が大きい。種々の病態生理学的機構に特異的な
バイオマーカーのパネルの開発は、ＭＳの病原性のさらなる理解、ならびに診断、分類、
疾患活性および治療の適用のために重要であろう。本発明は、神経学的障害の診断、さら
に詳細には、多発性硬化症の診断に関する。被験体が多発性硬化症を有するか否かを見分
けるために用いられ得るバイオマーカーパネルが提供される。また、このようなバイオマ
ーカーの特定の方法も記載される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１～８のいずれかによって提示される配列を含む少なくとも２つの異なるポリ
ペプチド、または配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントを
含む、組成物。
【請求項２】
　哺乳動物の体液中における前記組成物の少なくとも１つのポリペプチドに対する特異的
な抗体の存在および／または量を検出するための、請求項１に記載の組成物のインビトロ
の使用。
【請求項３】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項２に記載の使用。
【請求項４】
　前記体液が、脳脊髄液である、請求項２および３に記載の使用。
【請求項５】
　前記検出が、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光技術、放射性免疫ア
ッセイ（ＲＩＡ）、免疫ブロットおよびＬＩＮＥブロットを含む、免疫酵素プロセスを介
している、請求項２～３に記載の使用。
【請求項６】
　少なくとも１つの特異的抗体の前記検出および／または量が、多発性硬化症の指標であ
る、請求項２～５に記載の使用。
【請求項７】
　哺乳動物において多発性硬化症を特異的に検出するための方法であって、ｉ）該哺乳動
物由来の体液中の少なくとも１つの抗体の存在または量を検出する工程であって、該抗体
が配列番号１～８からなる群より選択される配列を含むポリペプチドまたは配列番号１～
８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントに対する特異性を有し、ここでｉ
ｉ）該抗体の存在または量は該哺乳動物が多発性硬化症に罹患していることを示す、工程
を包含する、方法。
【請求項８】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記体液が脳脊髄液である、請求項７および８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記検出が、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光技術、放射性免疫ア
ッセイ（ＲＩＡ）、および免疫ブロットおよびＬＩＮＥブロットを含む、免疫酵素プロセ
スを介している、請求項７～９に記載の方法。
【請求項１１】
　少なくとも１つの特異的抗体の前記検出および／または量が、多発性硬化症の指標であ
る、請求項７～１０に記載の方法。
【請求項１２】
　患者において多発性硬化症の予後および／または疾患重症度を評価するための方法であ
って、ｉ）該患者由来の体液中の少なくとも１つの抗体の存在または量を検出する工程で
あって、該抗体が配列番号１～８からなる群より選択される配列を含むポリペプチドまた
は配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントに対する特異性を
有し、ここでｉｉ）該抗体の濃度の減少または増大は該患者における多発性硬化症の予後
を示す、工程を包含する、方法。
【請求項１３】
　多発性硬化症の特異的な治療処置のために患者を選択するか、または患者において多発
性硬化症の治療処置を評価するための方法であって、ｉ）該患者由来の体液中の少なくと
も１つの抗体の存在または量を検出する工程であって、該抗体が配列番号１～８からなる
群より選択される配列を含むポリペプチドまたは配列番号１～８由来の少なくとも５連続
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アミノ酸を含むフラグメントに対する特異性を有し、ここでｉｉ）該抗体の存在または量
が該患者における多発性硬化症の特異的な治療処置の選択をもたらす、工程を包含する、
方法。
【請求項１４】
　請求項１に記載の組成物、免疫学的反応が生じるために適切な培地を作製するための試
薬、および該免疫学的反応によって生じた抗原／抗体複合体を検出可能な試薬を含む、多
発性硬化症の検出のための診断キット。
【請求項１５】
　配列番号１～８からなる群より選択されるポリペプチドまたは配列番号１～８由来の少
なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメント、を含む群から選択されるポリペプチドに対
して特異的に結合する抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、神経学的障害の診断、さらに詳細には、多発性硬化症の診断に関する。被験
体が多発性硬化症を有するか否かを見分けるために用いられ得るバイオマーカーパネルが
提供される。また、このようなバイオマーカーの特定の方法も記載される。
【背景技術】
【０００２】
　多発性硬化症（ＭＳ）は、米国で３５０，０００人、および世界で２５０万人を上回る
人に罹患している。米国での有病率は１００，０００人あたり５～１１９人の間で変化す
ると推定され、医療費は米国だけで毎年１００億ドルを超えると推計される。多発性硬化
症は、若年成人では最も一般的な神経学的疾患であり、引き続いて罹病期間の１０～１５
％の後には慢性的な機能障害および能力障害のリスクがある。この疾患は、患者の８０～
９０％において、ＣＮＳ内の多発性病巣に起因し得る再発性の神経学的障害（再発）によ
り最初に特徴づけられる。さらなる疾患の経過は、良性から古典的な再発－寛解（ＲＲ）
、一次的（ＰＰ）および二次的（ＳＰ）慢性進行性に変化するか、またはまれな劇症の疾
患経過をたどる。ＭＳは自己免疫由来と考えられ、種々の程度の病巣性炎症、脱髄、軸索
損傷、神経膠症瘢痕および萎縮の種々の程度によって、ただし、またＣＮＳにおける再ミ
エリン化および再生によっても、神経病理学的に特徴づけられる。これによって、ＭＳの
概念は、臨床的な変動をともなう、脱髄の４つの病理学的機構に関する異種疾患としても
たらされる１，２。これらの病原性のサブタイプのうちの１つは、ＭＳ病変の形成に関与
する抗体依存性の免疫機構によって神経病理学的に特徴付けられる１、３。
【０００３】
　過去数年間の間、自己反応性のＢ細胞および自己抗体の重要な役割が実証されている４

。近年の研究では、ＭＳを有する患者のＣＮＳおよび脳脊髄液（ＣＳＦ）における抗体分
泌Ｂ細胞のクローンの増殖が一様に示された５、６。さらに、神経学的疾患を有する患者
のＣＳＦにおける少クローン性の抗体の検出は、ＭＳの存在に関連している。多くの研究
で、ＭＳ患者のＣＳＦおよび血清に、ただし、また他の炎症性神経学的疾患（ＯＩＮＤ）
および非炎症性神経学的疾患（ＮＩＮＤ）を有する患者、ならびに健康な対照者にも存在
する自己抗体による、中枢神経系（ＣＮＳ）ミエリン自己抗原、例えば、ミエリン塩基性
タンパク質（ＭＢＰ）、プロテオリピドリポタンパク質、ミエリンオリゴデンドロサイト
糖タンパク質、ミエリン会合糖タンパク質の認識が報告されている７－１１。
【０００４】
　内科医は、数例の患者では病気の発現の直後にＭＳを診断できる。しかし、他の例では
、医師は、症状の原因を容易に特定することができない場合があり、これは数年の不確実
性および複数の診断につながる。患者の大部分は軽い罹患であるが、最悪の場合には、Ｍ
Ｓによって人は書くことも、しゃべることも、歩くこともできないようになる場合がある
。不幸なことに、ＭＳを証明するかまたは妨げるために利用可能な単独の臨床検査はまだ
ない。従って、当該分野ではＭＳの改良された診断試験の必要性が大きい。種々の病態生
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理学的機構に特異的なバイオマーカーのパネルの開発は、ＭＳの病原性のさらなる理解、
ならびに診断、分類、疾患活性および治療の適用のために重要であろう。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明では、本発明者らは、ＭＳ患者に極めて特異的である自己抗体結合ペプチド／タ
ンパク質の特定を報告している。得られた結果はまた、罹病期間、能力障害および疾患の
種々の臨床経過と相関する。これらの選択されたペプチドに対する自己抗体のプロフィー
ルは、ＭＳの特異的な検出のためのバイオマーカーのパネルとして用いられ得る。
【図面の簡単な説明】
【０００６】
【図１】正常な組織における新規の抗原性標的の発現プロフィール。発現パターンは、Ｕ
Ｈ－ＣＳＦ１．４およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．７に示される。下部のパネルは、アクチンプ
ローブでのコントロールのハイブリダイゼーションを示している。レーン１：脳；レーン
２：心臓；レーン３：骨格筋；レーン４：結腸；レーン５：胸腺；レーン６脾臓；レーン
７：腎臓；レーン８：肝臓；レーン９：小腸；レーン１０：胎盤；レーン１１：肺；レー
ン１２：末梢血リンパ球。
【図２】Ｅ．ｃｏｌｉでのＵＨ－ＣＳＦＰ１．７およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．８タンパク質
発現。ＵＨ－ＣＳＦＰ１．７を抗原としてクローニングして（６．１ｋＤａ）、ＵＨ－Ｃ
ＳＦＰ１．８タンパク質を部分タンパク質＊（１３．３ｋＤａ）および１６，７ｋＤａの
チオレドキシン融合（Ｈｉｓタグ）を有する全長タンパク質（２０．３ｋＤａ）としてク
ローニングして、これによってＵＨ－ＣＳＦＰ１．７については２２，８ｋＤａのタンパ
ク質、およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．８（ＳＰＡＧ１６タンパク質）については３０ｋＤａの
部分的および３７ｋＤａの全長のバンドを、クマーシーブルー染色後のＳＤＳ－ＰＡＧＥ
で得た。
【図３】ＳＡＳ手順。ａ．ファージ提示されたＭＳのｃＤＮＡレパートリーをＭＳ患者Ｃ
ＳＦ抗体とともにプレインキュベートする。ｂ．ファージ上で提示されたＭＳ特異的抗原
（黒）は、ＭＳ抗原特異的な患者のＩｇＧ（黒）に結合する。ｃ．ファージ抗原－ＩｇＧ
複合体（黒）は、ポリクローナル抗ヒトＩｇＧ（チェックのもの）でコーティングされた
表面上に捕獲される。ｄ．無関係のファージが洗い流され、ＣＳＦ－ＩｇＧ特異的ファー
ジが溶出される。ｅ．選択されたファージを細菌の再感染のために用いる。ｆ．選択され
たファージを増幅して、さらなる回の選択に用いる。
【図４】溶液相アッセイによって、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１に対するＣＳＦ抗体の高い親和
性および特異性が示される。ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１ペプチドを、それぞれ、ＭＳ－ＣＳＦ
８およびＭＳ－ＣＳＦ２６を用いる種々の希釈物とプレインキュベートして、引き続き、
残りの免疫反応性をＥＬＩＳＡで測定した。ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１ペプチドによる競合が
示される。ランダムなペプチドでは競合は測定されなかった。
【図５】ＥＬＩＳＡアッセイによって試験される１０個のランダムなクローンのうちＵＨ
－ＣＳＦＰ１．１ペプチドに対する反応性を示す棒グラフ。クローン７では陽性のシグナ
ルが得られた。
【図６】ＵＨ－ＣＳＦＰ１．３およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．６（部分）のタンパク質発現。
【図７】ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．２，ＵＨ－ＣＳＦＰ－１．４，ＵＨ
－ＣＳＦＰ１．５および陰性コントロールに対する８個の各ＣＳＦサンプルの反応性。
【図８】１６例の無作為に選択されたＭＳ患者、１５例のＮＩＮＤ／ＯＩＮＤ患者および
１６例の健常対照者由来の血清における、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．６に対する抗体反応性。水
平の線は、カットオフ値を示す。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　本発明の目的および詳細な説明
　本発明では、本発明者らは、患者での多発性硬化症（ＭＳ）の検出のために用いられ得
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るバイオマーカーのセットを特定した。バイオマーカーは、血清学的抗原選択（ＳＡＳ）
の技術で単離し、ここで、多発性硬化症に罹患している患者での脳脊髄液（ＣＳＦ）中に
存在する抗体に結合する抗原（すなわち、バイオマーカー）を特定した。さらに詳細には
、ＭＳの脳プラーク由来のｃＤＮＡ産物（繊維状ファージＭ１３の小型コートタンパク質
ｐＶＩに対する融合物として発現された）を含むｃＤＮＡファージディスプレイライブラ
リーをパンニングして、ＭＳ患者由来のＣＳＦ試料中の自己抗体に結合するｃＤＮＡクロ
ーンを特定した。ＭＳ患者および対照者を識別するのに８６％の特異性および４５％の感
度を示す８つの抗原性ｃＤＮＡ標的のバイオマーカーパネルを読み取った。ＭＳが疑われ
る患者の即時（初期）診断における役割以外に、バイオマーカーパネル（すなわち、抗原
性ｃＤＮＡ標的）を用いて、ＭＳ患者の小分類を補助してもよい。
【０００８】
　従って、第一の実施形態では、本発明は配列番号１～８のいずれかによって提示される
配列を含む少なくとも２つの異なるポリペプチド、または配列番号１～８由来の少なくと
も５連続アミノ酸を含むフラグメントを含む組成物を提供する。このような組成物は本明
細書ではまた、バイオマーカーと、またはバイオマーカーパネルと命名される。配列番号
１～８は、ＭＳ患者の脳脊髄液（ＣＳＦ）に対するファージディスプレイのＭＳのｃＤＮ
Ａ発現ライブラリーの選択によって読み出される抗原の翻訳されたアミノ酸配列と対応す
る。従って、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１の挿入の翻訳は、配列番号１に対応し、ＵＨ－ＣＳＦ
Ｐ１．８の挿入物の翻訳は配列番号８に相当する（表３を参照のこと）。配列番号１～８
をコードするヌクレオチド配列は、配列番号９～１６に示される（ここで配列番号９は配
列番号１をコードし、かつ配列番号１６は配列番号８をコードする）。従って、組成物は
、少なくとも２つの種々のポリペプチドを含み、ここでこのようなポリペプチドは、配列
番号１、２、３、４、５、６、７または８によって示されるような配列を含む。このこと
は、この組成物中に存在するポリペプチドはまたタンパク質であってもよいことを意味す
る。ある実施例のとおり、配列番号８は部分的な１３．３ｋＤａのタンパク質（ＳＡＳを
用いて検出されたタンパク質産物）としてクローニングされた。配列番号８（ＵＨ－ＣＳ
ＦＰ１．８に相当）はＳＰＡＧ１６タンパク質（その全長は３７ｋＤａである）のフラグ
メントであるので、この組成物はまた、全長ＳＰＡＧ１６タンパク質を含んでもよい。本
発明の組成物はまた、少なくとも２つの異なるポリペプチドを含んでもよく、ここでこの
ポリペプチドは、配列番号１、２、３、４、５、６、７または８由来の少なくとも５連続
アミノ酸を含むフラグメントである。配列番号１～８由来の５連続するアミノ酸は、例え
ば、血清またはＣＳＦに存在する自己抗体によって抗原として認識されるのに十分である
と想定される。
【０００９】
　特定の実施形態では、この組成物は、配列番号１～８から選択される配列を含む８つの
異なるポリペプチド、または配列番号１～８由来の少なくとも５連続するアミノ酸を含む
８つの異なるフラグメントを含む。
【００１０】
　別の特定の実施形態では、この組成物は、配列番号４、５、６および７によって示され
る配列を含む４つの異なるポリペプチド、または配列番号４、５、６および７由来の少な
くとも５連続するアミノ酸を含む４つの異なるフラグメントを含む。
【００１１】
　別の実施形態では、本発明は、この組成物に存在する少なくとも１つのポリペプチドに
対する特異的な抗体（この抗体は哺乳動物の体液中に存在する）の存在を検出するための
本発明の組成物の使用を提供する。
【００１２】
　別の特定の実施形態では、本発明は、このような組成物に存在する少なくとも１つのポ
リペプチドに対する特異的な自己抗体（ここでこの自己抗体は哺乳動物の体液中に存在す
る）の存在を検出するための本発明の組成物の使用を提供する。特定の実施形態では、組
成物のこの用途は、組成物の「インビトロ」の使用である。後者は患者との直接の関係な
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しの診断方法を意味する。「体液」という用語は、血液、血清、血漿、唾液、尿、涙液、
骨髄液、脳脊髄液（ＣＳＦ）、滑液、リンパ液、羊水、乳頭吸引液などを包含する。分析
に好ましい体液とは、患者から簡便に得られる体液であり、とくに好ましい体液としては
、血清、血漿およびＣＳＦが挙げられる。
【００１３】
　さらに別の実施形態では、本発明は哺乳動物での多発性硬化症を検出するための方法を
提供し、この方法はｉ）この哺乳動物由来の体液中の少なくとも１つの抗体の存在を検出
する工程であって、この抗体が配列番号１～８からなる群より選択される配列を含むポリ
ペプチドまたは配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントに対
する特異性を有し、ここでｉｉ）この抗体の存在または質はこの哺乳動物が多発性硬化症
に罹患していることを示す、工程を包含する。
【００１４】
　さらに別の実施形態では、本発明の哺乳動物において多発性硬化症を検出するための方
法を、米国特許出願公開第２００４００４３４３１号に記載されているＭＳマーカー、詳
細には、この出願の請求項５、６、７、８、９および１０に記載のマーカーの検出と組み
合わせる。
【００１５】
　さらに別の実施形態では、本発明は、哺乳動物の多発性硬化症の予後／疾患を評価する
ための方法を提供し、この方法は、ｉ）この哺乳動物由来の体液中の少なくとも１つの抗
体の存在または量を検出する工程であって、この抗体が配列番号１～８からなる群より選
択される配列を含むポリペプチドまたは配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸
を含むフラグメントに対する特異性を有する工程を包含し、ここでｉｉ）この抗体の濃度
の減少または増大はこの哺乳動物における多発性硬化症の予後を示す。
【００１６】
　さらに別の実施形態では、本発明は、多発性硬化症の特異的な治療処置のための哺乳動
物を選択するか、または哺乳動物において多発性硬化症の治療処置を評価するための方法
を提供し、この方法はｉ）この哺乳動物由来の体液中の少なくとも１つの抗体の存在また
は量を検出する工程であって、この抗体が配列番号１～８からなる群より選択される配列
を含むポリペプチドまたは配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグ
メントに対する特異性を有する工程を包含し、ここでｉｉ）この抗体の濃度の増大または
減少によって、この哺乳動物における多発性硬化症の特異的な治療処置の選択がもたらさ
れる。
【００１７】
　好ましい実施形態では、この体液はＣＳＦである。
【００１８】
　さらに別の好ましい実施形態では、この体液は血清である。
【００１９】
　別の好ましい実施形態では、この哺乳動物はヒトである。
【００２０】
　さらに別の実施形態では、本発明は、配列番号１～８からなる群より選択されるポリペ
プチド、または配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントを含
む群より選択されるポリペプチドに対して特異的に結合する抗体を提供する。抗体を生成
する方法は、当該分野で周知である。好ましい実施形態では、この抗体は、モノクローナ
ル抗体である。抗体の生成の目的に関しては、本発明の組成物の一部を形成するポリペプ
チドが化学的に合成されてもよいし、または組み換え方法で作製されてもよい。それらは
また、合成後、または組み換え産生後に可溶性の担体に結合されてもよい。担体が用いら
れる場合、このような担体の性質は、５０００を超える分子量を有するものでなければな
らず、かつ抗体によって認識されるべきではない。このような担体はタンパク質であって
もよい。担体として高頻度に用いられるタンパク質は、キーホール・リンペット・ヘモシ
アニン、ウシγグロブリン、ウシ血清アルブミン、およびポリ－Ｌ－リジンである。担体
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に対してポリペプチドを結合するための十分記載された多くの技術がある。この結合はＮ
末端で生じても、Ｃ末端で生じても、またはペプチドの内部で生じてもよい。このポリペ
プチドはまた、カップリングのために誘導されてもよい。このポリペプチドはまた、オリ
ゴ－リジンコア上に直接合成されてもよく、ここではリジンのαアミノ基およびεアミノ
基の両方をポリペプチドの成長点として用いる。コアを含むリジンの数は好ましくは３ま
たは７である。さらに、システインは、ホモ二量体またはヘテロ二量体の形成を容易にす
るために複合体のＣ末端にまたはその付近に含まれてもよい。
【００２１】
　一般論として、本発明はＭＳに関連する抗体を、その抗体を含む可能性がある哺乳動物
の生物学的サンプル中で検出するためのプロセスに関し、このプロセスは、この生物学的
サンプルと、本発明による組成物とを、この組成物と抗体（この生物学的サンプル中に存
在する可能性がある）との間の免疫学的反応を可能にする条件下で接触させる工程、およ
び形成され得る抗原／抗体複合体の検出を包含する。この検出は、任意の古典的なプロセ
スで行うことができる。例えば、ＥＬＩＳＡ技術による免疫酵素的プロセス、または免疫
蛍光もしくは放射性免疫学的（ＲＩＡ）または等価なもの（例えば、ＬＩＮＥブロットま
たはＬＩＮＥアッセイ）を用いてもよい。従って、本発明はまた、適切な酵素型標識、蛍
光型標識、ビオチン標識、放射性活性型標識によって標識された本発明のポリペプチドに
関する。ＭＳに関する抗体を検出するためのこのような方法は、例えば、以下の工程を包
含する：支持体上へ（例えば、滴定マイクロプレートのウェル中へ）の所定の量の本発明
によるポリペプチド組成物の沈着、診断されるべき体液（例えば、ＣＳＦ）の希釈を増大
するこのような支持体への（例えば、ウェルへの）導入、支持体（例えば、マイクロプレ
ート）のインキュベーション、支持体（例えば、マイクロプレート）の反復リンス、体液
中に存在する免疫グロブリンに特異的である支持体標識抗体への導入、少なくとも所定の
波長で後者の照射の吸収を改善することにより基質を加水分解することが可能なものから
選択される酵素の活性に基づいてこれらの抗体を標識すること、加水分解された基質の量
のコントロールの標準と比較することによる検出。
【００２２】
　さらに別の実施形態では、本発明はまた、ＭＳの抗原を、それを含むおそれのある体液
中で検出および特定するためのプロセスに関しており、このプロセスは：生物学的サンプ
ルと本発明の適切な抗体（すなわち、組成物のポリペプチドに特異性を有する抗体）とを
、この抗体とＭＳの抗原（生物学的サンプル中で存在する可能性がある）との間の免疫学
的反応を可能にする条件下で接触させる工程と、形成され得る抗原／抗体複合体の検出を
と包含する。
【００２３】
　従って、本発明のポリペプチドを認識する抗体、特に自己抗体は、種々の方法で検出さ
れ得る。検出の一方法はさらに、この実施例に記載され、ファージによって提示される本
発明のポリペプチドの酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）を用いる（すなわち、フ
ァージ－ＥＬＩＳＡ技術）。後者の技術は、Ｓｏｍｅｒｓ　Ｖら（２００５）Ｊ．ｏｆ　
Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ　２５：２２３～２２８に詳細に記載され、この２２５ページ
の２．６段落が本明細書に特に援用される。ＥＬＩＳＡでの検出における他の方法では、
ポリペプチドまたはポリペプチドの混合物は、固体支持体に結合される。ある場合には、
固体支持体はマイクロタイタープレートであるが、原則的には任意のいくらか不溶性の固
相（例えば、ガラス、ニトロセルロース）であってもよい。一実施形態では、試験される
べき例えば、ＣＳＦまたは血清の適切な希釈物（単数または複数）を、固相と接触させて
、ここにポリペプチドを結合させる。別の実施形態では、「溶液ハイブリダイゼーション
」を行い、ここでは高い親和性の相互作用が生じる（例えば、組成物のビオチン化ポリペ
プチドをＣＳＦとプレインキュベートする）。インキュベーションは、結合反応を生じさ
せるのに必要な時間行う。引き続き、未結合の成分を、固相を洗浄することによって除去
する。免疫複合体（すなわち、本発明の少なくとも１つのポリペプチドに対して結合する
例えばヒトＣＳＦに存在する自己抗体）の検出は、ヒト免疫グロブリンに特異的に結合し
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、酵素（好ましくは、限定はしないが、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファ
ターゼ、またはβガラクトシダーゼ）（無色もしくはほぼ無色の基質または補基質を、高
度に着色された生成物、または色素原と着色された複合体を形成し得る生成物に変換し得
る）で標識されている抗体を用いて達成される。あるいは、この検出システムは適切な基
質（単数または複数）の存在下で光を放射する酵素を使用し得る。形成される生成物の量
は、視覚的に、分光光度的に、電気化学的に、蛍光的にまたは発光定量的に検出され、同
様に処理されたコントロールと比較される。この検出システムはまた、放射性標識された
抗体を使用してもよく、この場合、免疫複合体の量は、シンチレーションカウンティング
またはγカウンティングによって定量される。用いられ得る他の検出システムとしては、
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓのＣｏｗａｎ株Ｉ由来のプロテインＡ、Ｃ
群のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．（株２６ＲＰ６６）由来のプロテインＧに基
づくシステム、または高い親和性のビオチン－アビジンもしくはストレプトアビジン結合
反応を利用するシステムが挙げられる。
【００２４】
　本発明のポリペプチドは、標識されても未標識であってもよい。使用され得る標識は、
任意のタイプであってもよく、例えば、酵素標識、化学標識、蛍光標識、発光標識または
放射性標識であってもよい。さらに、ポリペプチドは、表面または固相、例えば、マイク
ロタイタープレート、ナイロンメンブレン、ガラスもしくはプラスチックビーズ、および
クロマトグラフィー支持体、例えば、セルロース、シリカまたはアガロースなどに対する
結合のために改変されてもよい。ポリペプチドが固体支持体または表面に対して固着また
は結合され得る方法は、当業者に周知である。
【００２５】
　本発明のポリペプチドは、ペプチド合成の分野で古典的な技術に従って調製され得る。
この合成は、均一溶液中で、または固相中で行われてもよい。例えば、用いられ得る均一
溶液中の合成技術は、Ｅ．Ｗｕｎｓｈ編集、ｖｏｌ．１５－ｌ　ｅｔ　ＩＩ．ＴＨＩＥＭ
Ｅ，Ｓｔｕｔｔｇａｒｔ　１９７４「Ｍｅｔｈｏｄｅ　ｄｅｒ　ｏｒｇａｎｉｓｃｈｅｎ
　ｃｈｉｍｉｅ」（Ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　ｏｒｇａｎｉｃ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）という
タイトルの本でＨｏｕｂｅｎｗｅｙｌが記載した一技術である。本発明のポリペプチドは
また、「Ｓｏｌｉｄ　ｐｈａｓｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」というタイト
ルの本（Ｅｄ．ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，ＮＹ，Ｔｏｋｙｏ，１９８９）にお
いて、ＡｔｈｅｒｔｏｎおよびＳｈｅｐａｒｄによって記載された方法に従い固相に調製
されてもよい。当該分野の合成プロトコールは一般には、ｔ－ブトキシカルボニルまたは
９－フルオレニルメトキシ－カルボニル－保護活性化アミノ酸の使用を使用する。合成を
行うための手順、側鎖保護のタイプ、および切断方法は、例えば、Ｓｔｅｗａｒｔおよび
Ｙｏｕｎｇ，Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，第２版、
Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９８４；ならびにＡｔｈｅｒｔｏ
ｎおよびＳｈｅｐｐａｒｄ，Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓ
ｉｓ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９に十分に記載される。
【００２６】
　さらに別の実施形態では、本発明のポリペプチド（または担体結合ポリペプチド）に対
して惹起された抗体はまた、競合アッセイによって血清またはＣＳＦ中に存在する（自己
）抗体の検出のために本発明の標識されたポリペプチドと組み合わせて用いられてもよい
。この場合、ポリペプチドに対して惹起された抗体は、固体支持体に結合され、この支持
体は、例えば、プラスチックビーズまたはプラスチックチューブであってもよい。次いで
、標識されたポリペプチドを、試験されるべき液体（例えば、ＣＳＦ）の適切な希釈物と
混合して、その混合物を引き続き、固体支持体に結合された抗体と接触させる。適切なイ
ンキュベーション期間の後、その固体支持体を洗浄して、標識されたポリペプチドの量を
定量する。固体支持体に対して結合された標識の量の減少は、もとのサンプル中の（自己
）抗体の存在の指標である。同様に、このポリペプチドはまた、固体支持体に結合されて
もよい。次いで、標識された抗体を、ポリペプチドの量が制限される条件下でサンプル（
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例えば、ＣＳＦ）中に存在する（自己）抗体と競合させてもよい。以前の実施例と同様、
測定されたシグナルの減少は、試験されたサンプル中の（自己）抗体の存在の指標である
。
【００２７】
　特定の実施形態では、本発明の組成物に存在する１つ以上のポリペプチドが、例えば、
血清のＣＳＦに存在する抗体（例えば、多発性硬化症患者のＣＳＦに存在する自己－抗体
）によって認識されるという事実の証拠を得るための試験はイムノブロッティング（また
はウエスタンブロッティング）分析である。後者の場合、ポリペプチドは、化学的に合成
されてもよいし、またはポリペプチド（またはタンパク質）は、組み換え技術を介して産
生されてもよい。要するに、ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動
後、本発明のポリペプチドを，Ｔｏｗｂｉｎ，Ｈら，１９７９，「Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ
ｒｅｔｉｃ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆｒｏｍ　ｐｏｌｙａｃｒｙ
ｌａｍｉｄｅ　ｇｅｌｓ　ｔｏ　ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｓｈｅｅｔｓ：ｐｒｏ
ｃｅｄｕｒｅ　ａｎｄ　ｓｏｍｅ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７６：４３５０～４３５４に記載されるように、ニトロセル
ロースメンブレン（例えば、Ｈｙｂｏｎｄ　Ｃ．（Ａｍｅｒｓｈａｍ））にブロットする
。ＣＳＦによる本発明のポリペプチド（またはタンパク質）の選択的な認識を特定するた
めに、ニトロセルロースシートを、これらのサンプル（例えば、１：５０希釈）のお互い
とともに一晩インキュベートする（ａ－特異的タンパク質結合部位をブロックした後）。
ニトロセルロースシート上の反応性の領域を、４時間の間、例えば、ヤギ抗ヒト免疫グロ
ブリンＧ抗体と結合されたペルオキシダーゼ（例えば、１：２００希釈）とのインキュベ
ーションによって明らかにし、繰り返し洗浄した後に、色の反応を、過酸化水素の存在下
で、例えば、α－クロロナフトール（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｒｉ
ｃｈｍｏｎｄ，Ｃａｌｉｆ．）を添加することによって発色する。
【００２８】
　本発明のポリペプチドの構成の一部であるアミノ酸のいくつかに存在する遊離の反応性
基、特に遊離のカルボキシル基（基ＧｌｕおよびＡｓｐによって、または他方の上のＣ末
端アミノ酸によって担持される）、および／または遊離のＮＨ２基（Ｎ末端アミノ酸によ
って、または他方の上のペプチド鎖内のアミノ酸、例えば、Ｌｙｓによって担持される）
は、改変がポリペプチドの上述の特性を変化しない限り改変されてもよいことは言うまで
もない。このように改変されるポリペプチドは通常は本発明の一部である。上述のカルボ
キシル基は、アシル化されても、またはエステル化されてもよい。他の改変も本発明の一
部である。特に、アミンもしくはカルボキシル基、または両方の末端アミノ酸は、それ自
体が他のアミノ酸との結合に含まれ得る。例えば、Ｎ末端アミノ酸は、１～数個のアミノ
酸を含む別のペプチドのＣ末端アミノ酸に連結されてもよい。
【００２９】
　さらに、本発明によるポリペプチドの１つまたはいくつかのアミノ酸の置換による、お
よび／または付加による、および／または欠失による改変から生じる任意のペプチド配列
は、この改変が当該ポリペプチドの上述の特性を変更しない限り、本発明の一部である。
本発明によるポリペプチドは、Ａｓｎ－Ｘ－ＳｅｒまたはＡｓｎ－Ｘ－Ｔｈｒ（Ｘは任意
のアミノ酸に相当する）のタイプのそれらのグリコシル化部位の特にいくつかにおいて、
グリコシル化されてもされなくてもよい。
【００３０】
　本発明の組成物に含まれる有利な組み換えポリペプチドは配列番号６である、なぜなら
、このポリペプチドは、ＭＳ患者のＣＳＦにおいて最高頻度の抗体応答を示し、対照の患
者では反応はないからである。
【００３１】
　これらのポリペプチドのバリエーションも、その使用意図次第で可能である。例えば、
ポリペプチドが抗血清を惹起するために用いられる場合、ポリペプチドは、付加される余
分のシステイン残基で合成されてもよい。この余分のシステイン残基は好ましくは、アミ
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ノ末端に付加されて、小さいポリペプチドを免疫原性にさせるために必要である、担体の
タンパク質に対するポリペプチドの結合が容易になる。ポリペプチドをラジオイムノアッ
セイでの使用のために標識する場合、アミノ末端またはカルボキシル末端のいずれかにチ
ロシンが結合されているタンパク質を合成してヨウ素化を容易にすることが有利である場
合がある。従って、このポリペプチドは上述のポリペプチドの一次配列を保有し、ただし
このタンパク質の一次配列にはみられないアミノ酸が追加されており、その唯一の機能と
は、ポリペプチドに対して所望の化学的特性を付与することである。
【００３２】
　さらに別の実施形態では、本発明は、ＭＳを診断するためのキットを提供する。ＭＳの
診断方法を行うために、以下の必需品またはキットを用いてもよく、この必需品またはキ
ットは以下を含む：本発明による組成物（配列番号１～８から選択される少なくとも１つ
のポリペプチドを含む）、または配列番号１～８由来の少なくとも５連続するアミノ酸を
含む少なくとも１つのフラグメント、免疫学的反応が生じるために適切な培地を作製する
ための試薬、免疫学的反応によって生成された抗原／抗体複合体を検出できる試薬（この
試薬は可能性として標識を有するか、またはさらに詳細には、上述のポリペプチドが標識
されていない場合、標識試薬によって認識されやすい）。
【００３３】
　本発明の他の特徴および利点は、以下の実施例、および本発明を例示する図面にみられ
る。
【実施例】
【００３４】
　１．ＭＳのＣＳＦによるファージディスプレイのＭＳのｃＤＮＡライブラリーの富化
　ＭＳのｃＤＮＡディスプレイライブラリーを作製するために、脱髄および炎症活性の程
度が異なっている、活性な慢性ＭＳプラーク由来の正規化ｃＤＮＡライブラリー（もとも
とｐＴ７Ｔ３－Ｐａｃベクター中にクローニングされた）を、Ｍ１３繊維状ファージディ
スプレイベクターであるｐＳＰＡ、ＢおよびＣ中にクローニングした。これらのベクター
によって、ＭＳ脳プラーク由来のｃＤＮＡ産物（ペプチド）を、タンパク質産物の正確な
発現のための３つのリーディングフレーム中の繊維状ファージＭ１３のマイナーなコート
タンパク質ｐＶＩに対する融合物として発現可能である。１．１×１０７個のコロニー形
成単位（ｃｆｕ）という総ライブラリーサイズを得た。
【００３５】
　ＭＳ患者の脳脊髄液に存在する自己抗体によって特異的に結合されるｃＤＮＡ産物のＭ
ＳのｃＤＮＡディスプレイライブラリー産物（提示されたペプチド）を富化するために、
本発明者らは、１０例の無作為に選択されたＲＲのＭＳ患者のプールしたＣＳＦで連続回
の選択を行った（図３および表７を参照のこと）。各々４回の選択後、ファージクローン
のレスキューの後に、ＭＳのｃＤＮＡディスプレイライブラリー由来の単一の融合ペプチ
ドを各々が保有する、富化されたファージクローンを、さらなる研究のために無作為に選
択した。
【００３６】
　２．富化されたファージクローンの特徴付け
　富化されたクローンのうち、全部で５２のクローンを選択した。ｃＤＮＡインサートを
配列決定して、翻訳されたタンパク質配列を決定した。配列分析によって、８つの抗原性
標的が明らかになり、これを本発明者らは、ＵＨ－ＣＳＦＰ－ナンバー（Ｕｎｉｖｅｒｓ
ｉｔｙ　Ｈａｓｓｅｌｔ－ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ　ｆｌｕｉｄ　ｐｏｏｌ－ｎｕｍ
ｂｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｌｏｎｅの短縮である）によってアノテーションした。これら
の配列は、正確なリーディングフレーム中で発現された公知のタンパク質に相当するだけ
でなく、発現された遺伝子の非翻訳領域、例えば、プロテオリピドタンパク質の３’ＵＴ
Ｒ配列に対する相同性、またはフレーム配列外側に対する相同性も得られた（表３を参照
のこと）。
【００３７】
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　最初の実験では、本発明者らは、８つの富化された抗原性ｃＤＮＡに対する選択手順に
用いられる個々のＭＳのＣＳＦ試料の反応性を評価した。ＲＲ－ＭＳ患者由来の１０例の
ＣＳＦサンプルのうち表４に示されるとおり、８つは、少なくとも２つのファージ－ペプ
チドクローンと反応した抗体を含んだ。これらのクローンを他のＭＳ患者由来のＣＳＦ、
ならびに他の炎症性の神経学的障害（ＯＩＮＤ）および非炎症性の神経学的障害（ＮＩＮ
Ｄ）を有する患者由来のＣＳＦの大きいパネル上での引き続くスクリーニングに用いた。
【００３８】
　選択手順に用いた１０例のＲＲ－ＭＳ患者のうち、対の血清サンプルも収集して、８つ
の富化された抗原性ｃＤＮＡに対する抗体反応性についてスクリーニングするために用い
た。ＣＳＦに存在する抗原特異的抗体を有する８例の患者のうち３例で、８つの抗原性ｃ
ＤＮＡのうち１つに対する反応性もまた対の血清で見出された。ＣＳＦで観察される陽性
のシグナルと、血清で示される反応性との間には良好な関連があった。試験した個々のＣ
ＳＦに対するシグナルは、試験した個々の血清に対するものより高く、これは、抗体がク
モ膜下腔内で産生されるとき、血清中に存在する抗原特異的抗体の希釈と一致している。
ＣＳＦ中で低い反応性が観察されるとき、同じ患者の血清では陽性のシグナルは見出され
なかった。さらに、対の血清サンプルでは、抗体陰性のＣＳＦを有する患者で反応性は示
されなかった（データ示さず）。
【００３９】
　３．ＭＳパネルの詳細な血清学的分析
　次に、クローンを選択手順に用いなかった個々のＣＳＦ試料の大きいパネルで試験した
（ＭＳ患者についてはｎ＝６３（５４例のＲＲ－ＭＳ患者、３例のＳＰ－ＭＳ患者および
６例のＰＰ－ＭＳ患者）、ＯＩＮＤ患者についてはｎ＝３０、ＮＩＮＤ患者についてはｎ
＝６４）。１６７例の異なるＣＳＦ上の個々のファージｃＤＮＡクローンのファージＥＬ
ＩＳＡスクリーニングの結果を表５に示す。試験した全ての抗原は、コントロール群に比
較したとき、ＭＳ群では排他的または優先的な反応性を示した。クローンＵＨ－ＣＳＦＰ
１．４－ＵＨ－ＣＳＦＰ１．７は、７３のうち１７例（２３％）のＭＳのＣＳＦで反応性
を示したが、ＯＩＮＤおよびＮＩＮＤのＣＳＦ試料に対して反応性は、観察されなかった
。残りのクローン（ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１－ＵＨ－ＣＳＦＰ１．３およびＵＨ－ＣＳＦＰ
１．８）は、コントロール群の１３／９４（１４％）に比較した場合、ＭＳ群では２５／
７３（３４％）で高い反応性を示し、したがって、これらのクローンも、ＭＳ関連の血清
学的プロフィールを有するクローンと定義された。
【００４０】
　全体として、７３例のうち３３例（４５％）のＭＳ患者が、８つの抗原性標的のパネル
のうちの少なくとも１つと反応性のＣＳＦ　ＩｇＧ抗体を示した。ＭＳのＣＳＦにおいて
は抗体応答の頻度が最高であって、コントロール群では反応がないことがＵＨ－ＣＳＦＰ
１．６で見出された。試験した全てのＣＳＦサンプルが、等価な総ＣＳＦのＩｇＧ値を示
した。高いＩｇＧ濃度を有するＣＳＦサンプルを正常なＣＳＦ濃度範囲に正規化した。
【００４１】
　４．新規なＭＳマーカーの発現パターン
　コントロール群で反応性のない抗原性標的のノーザンブロット分析を種々の正常なヒト
組織で行った。ＵＨ－ＣＳＦＰ１．４では、１．９ｋｂの転写物が得られ、脳、心臓およ
び胎盤で高度に、そして骨格筋、腎臓および肝臓ではそれより低い程度に発現された。Ｕ
Ｈ－ＣＳＦＰ１．７では５，１ｋｂという転写サイズが得られ、脳、心臓および骨格筋で
は高い発現が示された。転写物はＵＨ－ＣＳＦＰ１．５およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．６では
検出できなかった。
【００４２】
　本発明者らはさらに、Ｅ．ｃｏｌｉでのタンパク質発現について、４つの抗原性標的を
選択した（ＵＨ－ＣＳＦＰ１．３、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．６、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．７、およ
びＵＨ－ＣＳＦＰ１．８）。ＵＨ－ＣＳＦＰ１．７を抗原（６，１ｋＤａ）としてクロー
ニングし、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．８（ＳＰＡＧ１６）タンパク質を、部分的（１３，３ｋＤ
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ａ，ＳＡＳを用いて検出されるタンパク質産物）および１６，７ｋＤａのチオレドキシン
融合物（Ｈｉｓタグ）を有する全長タンパク質（２０，３ｋＤａ）としてクローニングし
、これによってＵＨ－ＣＳＦＰ１．７については２２，８ｋＤａのタンパク質、およびＳ
ＰＡＧ１６タンパク質については３０ｋＤａの部分的および３７ｋＤａの全長バンドを、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥで、クマーシーブルー染色後に得た（図２を参照のこと）。
【００４３】
　クローンＵＨ－ＣＳＦＰ１．３およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．６の配列中のアンバー終止コ
ドンの存在に起因して、部位指向性の突然変異誘発を行い、非抑制性のＬＭＧ１９４株で
の細菌タンパク質発現における使用のためのグルタミンコドン（単数または複数）を作製
した。部位指向性の突然変異誘発後、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．３を抗原としてクローニングし
て（６，１１ｋＤａ）、チオレドキシンを含む２２，８ｋＤａのタンパク質を得た（図６
を参照のこと）。毒性のせいで、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．６全体は発現できなかった。従って
、抗原のアミノ酸１～５２によってコードされるタンパク質の最初の部分（ＳＡＳを用い
て検出する場合）を産生して、これによってチオレドキシンを含む２２，５ｋＤａのタン
パク質産物を得た（図６を参照のこと）。
【００４４】
　５．自己抗体反応性および臨床のデータ
　本発明者らは次に、本発明者らの抗原性パネルに対する反応性が、特定の疾患表現型と
関連するか否かを決定した。８つの抗原性標的のうち少なくとも１つに対する自己抗体反
応性が、ＲＲ－ＭＳ患者のうち３０／６４（４７％）で、ＰＰ－ＭＳ患者のうち３／６（
５０％）で、ＳＰ－ＭＳ患者のうち０／３で示された。抗体陽性のＭＳ患者および抗体陰
性のＭＳ患者における個体群統計学的変数およびＥＤＳＳスコアは表６に示される。抗体
陽性患者と抗体陰性患者との間の年齢で相違は観察されなかった。抗体反応性は、診断の
時点で数例の患者で観察可能で、罹病期間が短い（１年未満）患者だけでなく、罹病期間
が１０年より長い患者でも存在した。しかし、抗体反応性と罹病期間との間には相関は見
出されなかった。
【００４５】
　疾患重症度に対する抗体反応性の影響を評価するために、本発明者らは、抗体反応性と
ＥＤＳＳスコアとの間の関係を試験した。抗体反応性は、ＥＤＳＳが３未満の患者のうち
２１／５０（４２％）で、ＥＤＳＳ＝３または３，５の患者のうち６／１１（５４％）で
、ＥＤＳＳ＝４のＭＳ患者のうち３／５（６０％）で見出された。患者の大部分が８つの
抗原性ｃＤＮＡのパネルに対して反応性を示し、ここではＥＤＳＳスコアが増大していた
が、相違は有意ではなかった。
【００４６】
　６．液相アッセイ／競合ＥＬＩＳＡ
　ＭＳのＣＳＦの観察された自己抗体の兆候がＭＳの脳プラーク由来のペプチドに起因す
るか否かを決定するために、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１について２つのＭＳのＣＳＦ試料（１
つは陽性（ＭＳ－ＣＳＦ８）および１つは陰性（ＭＳ－ＣＳＦ２６））を、クローンＵＨ
－ＣＳＦＰ１．１のｃＤＮＡインサートに相当する合成ペプチドＵＨ－ＣＳＦＰ１．１（
ＮＨ２－ＡＳＳＲＧＹＥＤＬＲＴＦ－ＣＯＯＨ）と、および非特異的（ランダム）ペプチ
ドとプレインキュベートした。図４に示されるとおり、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１ペプチドと
のプレインキュベーションでは、ＭＳ－ＣＳＦ８についての特異的なＩｇＧ抗体／ファー
ジＵＨ－ＣＳＦＰ１．１複合体の形成が明らかに阻害されたが、ＭＳ－ＣＳＦ２６につい
ては、阻害は見出されなかった。対照的に、クローンＵＨ－ＣＳＦＰ１．１に対するＣＳ
Ｆ反応性は、ランダムなペプチドの付加によって阻害されなかった。
【００４７】
　７．モノクローナル抗体産生
　ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１に対するマウスモノクローナル抗体は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉ
ｌｓｔｅｉｎによって開発されたハイブリドーマ技術に基づいて生成した（Ｋｏｈｌｅｒ
，ＧおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．１９７３，Ｎａｔｕｒｅ　２５６，４９５～４９７）
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。図５は、ハイブリドーマ選択後のＵＨ－ＣＳＦＰ１．１ペプチドに対する抗体反応性を
示す。ハイブリドーマの１０のランダムな試験したクローン由来の上清のＯＤを、抗体産
生のために最初のスクリーニングで開始する。陽性のＥＬＩＳＡシグナルをクローン７に
ついて得た。このクローンのさらなるサブクローニングによって、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１
ペプチドに対する抗体を産生するモノクローナルハイブリドーマ細胞株を得た。この産生
されたモノクローナル抗体は、ＭＳ血清またはＣＳＦサンプルについて以前に特定したの
と同じエピトープ特異性を示した。これによって、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１抗原のさらなる
分析が可能である。別のアプローチでは、本発明者らは、Ｂａｌｂ／ｃ雌性マウスの免疫
のためのＵＨ－ＣＳＦＰ抗原性標的を発現するファージ粒子を用いている。ファージディ
スプレイのペプチドを用いる利点は、それらが安価で、入手が容易であること、およびそ
の抗原が、ＭＳ患者由来の血清またはＣＳＦ中で認識されるように、マウス免疫系で提示
されることである。
【００４８】
　８．ペプチド上のＥＬＩＳＡ
　抗体反応性がまた、直鎖ペプチドに対しても観察されるか否かに取り組むため、本発明
者らは、合成ペプチドに対してＥＬＩＳＡを用いた（ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１、ＵＨ－ＣＳ
ＦＰ１．２、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．４、およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．５）。図７に示されると
り、ＭＳ患者の４番は、クローンＵＨ－ＣＳＦＰ１．１に対してＣＳＦ反応性を示したが
、他のペプチドについては、反応性は見出されなかった。他のＭＳ患者については、試験
した任意のペプチドに対して反応性は示されなかった。これらの結果は、ＵＨ－ＣＳＦＰ
１．１、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．２、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．４、およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．５に
ついてのファージＥＬＩＳＡの結果と一致した。
【００４９】
　９．精製された組み換えタンパク質に対するＥＬＩＳＡ
　ＵＨ－ＣＳＦＰ１．３、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．６、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．７、およびＵＨ－
ＣＳＦＰ１．８のタンパク質発現後（実施例４の第二段落に記載のとおり）、各々の精製
された組み換えタンパク質の免疫反応性を血清中で測定した。図８は、１６例の無作為に
選択したＭＳ患者、１５例のＮＩＮＤ／ＯＩＮＤ患者、および１６例の健常対照者由来の
血清中のＵＨ－ＣＳＦＰ１．６に対する抗体反応性を示す。反応性は、ＭＳ患者では３／
１６で、ＮＩＮＤ／ＯＩＮＤ患者では１／１５で示されたが、健康な対照者では反応性は
見出されなかった。
【００５０】
　１０．免疫組織化学染色
　モノクローナル抗体産生後（実施例７）、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１に対するマウスモノク
ローナル抗体を、実験的な自己免疫脳脊髄炎（ＥＡＥ）ラット脳組織の免疫組織化学染色
に用いた。ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１に対するマウスモノクローナル抗体が血管の内皮層を染
色し、大型ニューロンの細胞質染色を示したことが観察された。
【００５１】
　材料および方法
　１．患者および対照者
　脳脊髄液サンプルは診断目的で腰椎穿刺を受けている、７３例のＭＳ患者、他の炎症（
髄膜炎、多発性神経障害）を有する３０例の患者、および非炎症性神経学的障害（ヘルニ
ア、てんかん、痴呆、頭痛、アルツハイマー患者・・・）を有する６４例の患者から入手
した。ＭＳ患者は、ＭｃＤｏｎａｌｄおよびＰｏｓｅｒの基準１４に従って診断した。研
究集団の特徴は、表１に示す。７３例のＭＳ患者のうち２８例から、対の血清サンプルを
収集した。ＣＳＦおよび血清サンプルは、収集後、－８０℃で保管した。この研究は、施
設の倫理委員会で承認された。
【００５２】
　２．ｐＶＩディスプレイのためのＭＳのｃＤＮＡライブラリーのクローニングおよびフ
ァージｐＶＩディスプレイｃＤＮＡレパートリーの血清学的抗原選択（ＳＡＳ）。
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【００５３】
　種々の程度の脱髄および炎症性活性を有する、３つの活性な慢性ＭＳプラーク由来の正
規化ｃＤＮＡライブラリー（１．０×１０６個の一次組み換え体）（Ｓｏａｒｅｓ博士贈
呈）を用いて、これを、繊維状ファージのマイナータンパク質ｐＶＩとの融合タンパク質
としてクローニングすることによって、ＭＳのｃＤＮＡディスプレイライブラリーを構築
した。従って、そのライブラリーを、各々が３つのリーディングフレームのうちの１つを
コードする、ｐＳＰＶＩＡ、ｐＳＰＶＩＢ、およびｐＳＰＶＩＣと名づけられた、本発明
者らのファージディスプレイベクターに移入した１５。クローニングの手順の詳細は１５

に記載される。
【００５４】
　ＳＡＳ手順を、以前に記載のとおり行った（Ｓｏｍｅｒｓ，ＪＩ）１５。要するに、１
０例の無作為に選択された未処理の再発寛解（ＲＲ）－ＭＳ患者のＣＳＦサンプルをプー
ルして、親和性選択に用いた。親和性選択に用いた患者の特徴は、表２に示す。選択手順
の開始前に、１５に記載されるとおり、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（Ｅ．ｃｏｌ
ｉ）およびファージ抗体に対してＣＳＦサンプルを吸収させた。吸着後、プールしたＣＳ
Ｆを－２０℃で保管した。引き続き、プールした事前吸収したＣＳＦを選択手順に用いた
。親和性選択を前記のとおり行った１５。要するに、イムノチューブ（ｉｍｍｕｎｏｔｕ
ｂｅ）（Ｎｕｎｃ，Ｒｏｓｋｉｌｄｅ，Ｄｅｎｍａｒｋ）を、コーティング緩衝液（０．
１Ｍの炭酸水素ナトリウムｐＨ９．６）中のウサギ抗ヒトＩｇＧ（Ｄａｋｏ，Ｇｌｏｓｔ
ｒｕｐ，Ｄｅｎｍａｒｋ）を用いて３７℃で２時間、コーティングした。イムノチューブ
を０．１％のＴｗｅｅｎ２０を含有するリン酸緩衝化生理食塩水で２回、およびＰＢＳで
２回洗浄した後、そのチューブを２％のＭＰＢＳ（ＰＢＳ中２％の粉乳）で２時間ブロッ
クした。初回の選択手順のために、３つのファージディスプレイベクターｐＳＰ６Ａ、Ｂ
およびＣ中にクローニングされたＭＳのｃＤＮＡライブラリーからファージを調製した。
ファージは、以前に記載のとおり調製した１６。ほぼ１０１３個のファージを、プールさ
れた事前吸着されたＣＳＦ（４％のＭＰＢＳ中で１：５希釈）に加えて、回転プラットフ
ォーム上で、ＲＴで１．５時間インキュベートした。コーティングしたイムノチューブを
ＰＢＳＴで２回、およびＰＢＳで２回洗浄した後、プレインキュベートしたＣＳＦおよび
ファージミックスを、このコートされたイムノチューブに移して、回転プラットフォーム
上で３０分間インキュベートして、室温に１２０分静置した。次いで、チューブをＰＢＳ
ＴおよびＰＢＳで排他的に洗浄して、非結合ファージを除去した。結合ファージを１００
ｍＭのトリエチルアミンで溶出して、前記１７のように１ＭのＴｒｉｓ　ＨＣｌで中和し
た。Ｅ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１細胞を、インプットおよびアウトプットファージで感染させて
、各回の選択でアンピシリンおよびグルコースを含有する２×ＴＹ寒天プレート（１６ｇ
／ｌのバクト－トリプトン、１０ｇ／ｌの酵母エキス、５ｇ／ｌのＮａＣｌ、１５ｇのバ
クト－アガー／ｌ、アンピシリンを１００μｇ／ｍｌおよびグルコースを２％）にプレー
トした。得られたコロニーをスクラップにして、ファージをそれ以上の回の親和性選択の
ためにレスキューした。特定のクローンの富化をモニターするために、選択の各々の回か
らのインプットファージおよびアウトプットファージを滴定して、アウトプット／インプ
ットのファージの比を決定した。数回の選択後、個々のコロニーを選択して、その挿入サ
イズおよび配列を１５に記載のように決定した。配列をＢＬＡＳＴ相同性検索のためにＧ
ｅｎＢａｎｋに提出した。
【００５５】
　３．ファージＥＬＩＳＡ
　リガンド提示ファージのＥＬＩＳＡは、１５に記載のとおり行った。各々のファージペ
プチドの免疫反応性は、空のファージに対する抗体反応性によって検出された内部コント
ロールシグナルに関して測定した。競合ＥＬＩＳＡについては、ＣＳＦを、０～５０ｐｍ
ｏｌ／５０μｌの合成ペプチドＵＨ－ＣＳＦＰ１．１（ＮＨ２－ＡＳＳＲＧＹＥＤＬＲＴ
Ｆ－ＣＯＯＨ）またはランダムなペプチドの存在下でプレインキュベートした。引き続き
、ファージＵＨ－ＣＳＦＰ１．１に対する免疫反応性を、標準的なファージＥＬＩＳＡ手
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順に従って決定した。
【００５６】
　４．ノーザンブロット分析
　プラスミドを、製造業者の指示に従ってＱｉａｇｅｎ　Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｍｉｄｉ　Ｋ
ｉｔを用いて単離した。この単離したプラスミドをＥｃｏＲＩ／ＮｏｔＩ消化して、切り
出したＤＮＡをゲル精製した（ＧＦＸ（商標）ＰＣＲ　ＤＮＡおよびＧｅｌ　Ｂａｎｄ　
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ，ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，Ｂｒｕｓｓｅｌ，Ｂ
ｅｌｇｉｕｍ）。この切り出したＤＮＡフラグメントをノーザンブロットのプローブとし
て用いた。プローブは、Ｈｉｇｈ　Ｐｒｉｍｅ　ＤＮＡ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｒ
ｏｃｈｅ，Ｖｉｌｖｏｏｒｄｅ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）を用いて［α３２Ｐ］で標識した。要
するに、５０ｎｇの切り出したＤＮＡを最初１０分間、沸騰水中で変性して、氷上で直ち
に冷却した。標識混合物をＤＮＡに加え、３７℃で４５分インキュベーション後、その反
応物を０，２ＭのＥＤＴＡの添加によって停止した。標識したＤＮＡをＳｅｐｈａｄｅｘ
　Ｇ７５カラムを用いて精製し、シンチレーションカウンターを用いて放射能を測定した
。
【００５７】
　ノーザンブロットは、Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ（ＭＴＮ（
商標））Ｂｌｏｔ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｅｒｅｍｂｏｄｅｇｅｍ，Ｂｅｌｇ
ｉｕｍ）を用いて行った。要するに、標識したＤＮＡまたはヒトβアクチンのｃＤＮＡコ
ントロールプローブを９７℃で５分間変性して、ただちに氷上で２～３分間冷却した。Ｅ
ｘｐｒｅｓｓＨｙｂ溶液でのブロッティング膜のプレハイブリダイゼーション後、放射性
標識したプローブを添加し（２～１０ｎｇ／ｍｌまたは１～２×１０６ｃｐｍ／ｍｌ）、
ハイブリダイゼーションを６８℃で一晩行った。３回の洗浄後、ブロッティング膜を－７
０℃でＸ線フィルムに曝し、Ｇｅｖａｍａｔｉｃ６０（Ａｇｆａ　Ｇｅｖａｅｒｔ，Ｍｏ
ｒｔｓｅｌ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）を用いて発色した。
【００５８】
　５．ｐＢＡＤ／Ｔｈｉｏ－ＴＯＰＯベクター中の抗原性ｃＤＮＡのクローニングおよび
組み換えタンパク質の発現
　数個の抗原性ｃＤＮＡをｐＢＡＤ／Ｔｈｉｏ－ＴＯＰＯベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｍｅｒｅｌｂｅｋｅ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）にク
ローニングして、製造業者の指示に従ってＬＭＧ１９４細胞中に形質転換した。アンピシ
リンを補充したＬＢブロス基本培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ，Ｍｅｒｅｌｂｅｋｅ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）中でクローンを培養した。ａｒａＢ
ＡＤプロモーター（ｐＢＡＤ）によって駆動されたＥ．ｃｏｌｉ中の発現を、０．２％の
アラビノースの添加によって誘導した。組み換えタンパク質を、Ｈｉｓ－Ｐａｔｃｈチオ
レドキシンへの融合物として発現し、製造業者の指示に従ってＮｉ－ＮＴＡビーズ（Ｑｉ
ａｇｅｎ，Ｖｅｎｌｏ，ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）によって精製した。正確なサ
イズのタンパク質の発現は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって確認した。タンパク質の同一性は
、質量分析法によって確認した。
【００５９】
　クローンＵＨ－ＣＳＦＰ１．３およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．６のヌクレオチド配列におけ
るアンバー終止コドンの存在に起因して、部位指向性突然変異誘発（Ｑｕｉｋｃｈａｎｇ
ｅ　Ｓｉｔｅ－Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　Ｋｉｔ，Ｓｔｒａｔａｇｅ
ｎｅ）を、製造業者の指示に従って行い、非抑制ＬＭＧ１９４株における細菌タンパク質
発現での使用のためのグルタミンコドン（単数または複数）を作製した。ＵＨ－ＣＳＦＰ
１．６については、抗原のアミノ酸１－５２（ＳＡＳを用いて検出される場合）によって
コードされるタンパク質の最初の部分を生成した。
【００６０】
　６．統計学的分析
　統計学的分析はＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍバージョン４．０を用いて行った。抗体
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陽性および抗体陰性の個体の定量的な個体群統計学的変数を、ｔ検定を用いて比較し、カ
イ二乗検定を用いてカテゴリ変数を比較した。ｐ値が０．０５未満であることを統計学的
に有意とみなした。種々のマーカーの間の相関を線形回帰分析によって決定した。
【００６１】
　７．モノクローナル抗体産生
　ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１のマウスモノクローナル抗体を、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔ
ｅｉｎ（Ｋｏｈｌｅｒ，ＧおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ，１９７３，Ｎａｔｕｒｅ　２５
６，４９５～４９７）によって開発されたハイブリドーマ技術にしたがって産生した。そ
のサイズが小さいせいで、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１ペプチドを、Ｂａｌｂ／ｃ雌性マウスの
免疫のための担体（ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１）（Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ）としてキーホール
リンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）に結合させた。１５０μｇのＵＨ－ＣＳＦＰ１．１－
ＫＬＨを用いた３つの腹腔内免疫後、脾臓細胞を単離して、マウス骨髄腫細胞株（Ｓｐ２
／０）と融合した。ＨＡＴ培地中で培養することによって融合されたハイブリドーマの選
択後、得られたハイブリドーマ細胞株のスクリーニングは、コーティングされたＵＨ－Ｃ
ＳＦＰ１．１ペプチド（Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ）および細胞株上清を用いるペプチドＥＬ
ＩＳＡによって行った。サブクローニング後、モノクローナルハイブリドーマ細胞株を得
て、これによってＵＨ－ＣＳＦＰ１．１ペプチドに対する抗体を産生させた。
【００６２】
　８．ペプチドでのＥＬＩＳＡ
　ＥＬＩＳＡ実験のために、９６ウェルのＥＬＩＳＡプレート（Ｇｒｅｉｎｅｒ）をＰＢ
Ｓ中の１μｇ／ｍｌのペプチド（ＵＨ－ＣＳＦＰ１．１、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．２、ＵＨ－
ＣＳＦＰ１．４、およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．５）の１００μｌを用いてコーティングして
、ＲＴで一晩保持する。次いで、ＰＢＳ　０．０５％Ｔｗｅｅｎ　２０でウェルを３回洗
浄して、ブロッキング緩衝液（ＰＢＳ中の２％脱脂乳）を用いてＲＴでブロックした。Ｐ
ＢＳの０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を用いる３回の洗浄後、プレートを、１００μｌの希釈
サンプル（ＣＳＦ１：５希釈および血清、ブロッキング緩衝液中で１：１００希釈）を用
いてＲＴで２時間インキュベートする。ＰＢＳ－Ｔを用いる数回の洗浄後、ウェルをブロ
ッキング緩衝液中のＨＲＰ－結合体化抗ヒトＩｇＧの１：２０００希釈の１００μｌを用
いて１時間インキュベートする。洗浄後、１００μｌのＴＭＢ－発色溶液を各々のウェル
に添加し、次いでこれをＲＴでインキュベートする。この反応を、１ＭのＨ２ＳＯ４の添
加によって終わらせ、４５０ｎｍで読み取る。陰性のコントロールでは、ウェルをサンプ
ルとインキュベートすることはなく、他のウェルは抗原ではコーティングされないが、サ
ンプルとインキュベートされる。陰性コントロールの値については、両方の陰性コントロ
ール値の平均を示す。
【００６３】
　９．精製された組み換えタンパク質でのＥＬＩＳＡ
　９６ウェルのＥＬＩＳＡプレート（Ｇｒｅｉｎｅｒ）を、コーティング緩衝液中の１μ
ｇ／ｍｌの精製タンパク質（ＵＨ－ＣＳＦＰ１．３、ＵＨ－ＣＳＦＰ１．６、ＵＨ－ＣＳ
ＦＰ１．７、およびＵＨ－ＣＳＦＰ１．８）の１００μｌを用いてコーティングし、４℃
で一晩維持したこと以外は、ＥＬＩＳＡ実験をペプチドについて記載のとおり行った。血
清サンプルは、ＯＤ４５０が健常対照者の標準偏差よりも平均＋３倍高いとき、精製タン
パク質に対する抗体について陽性とみなした。図８の水平線はカットオフ値である。
【００６４】
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【配列表】
2010523629000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成21年12月15日(2009.12.15)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００５】
　本発明では、本発明者らは、ＭＳ患者に極めて特異的である自己抗体結合ペプチド／タ
ンパク質の特定を報告している。得られた結果はまた、罹病期間、能力障害および疾患の
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種々の臨床経過と相関する。これらの選択されたペプチドに対する自己抗体のプロフィー
ルは、ＭＳの特異的な検出のためのバイオマーカーのパネルとして用いられ得る。
本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
　配列番号１～８のいずれかによって提示される配列を含む少なくとも２つの異なるポリ
ペプチド、または配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントを
含む、組成物。
（項目２）
　哺乳動物の体液中における前記組成物の少なくとも１つのポリペプチドに対する特異的
な抗体の存在および／または量を検出するための、項目１に記載の組成物のインビトロの
使用。
（項目３）
　前記哺乳動物がヒトである、項目２に記載の使用。
（項目４）
　前記体液が、脳脊髄液である、項目２および３に記載の使用。
（項目５）
　前記検出が、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光技術、放射性免疫ア
ッセイ（ＲＩＡ）、免疫ブロットおよびＬＩＮＥブロットを含む、免疫酵素プロセスを介
している、項目２～３に記載の使用。
（項目６）
　少なくとも１つの特異的抗体の前記検出および／または量が、多発性硬化症の指標であ
る、項目２～５に記載の使用。
（項目７）
　哺乳動物において多発性硬化症を特異的に検出するための方法であって、ｉ）該哺乳動
物由来の体液中の少なくとも１つの抗体の存在または量を検出する工程であって、該抗体
が配列番号１～８からなる群より選択される配列を含むポリペプチドまたは配列番号１～
８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントに対する特異性を有し、ここでｉ
ｉ）該抗体の存在または量は該哺乳動物が多発性硬化症に罹患していることを示す、工程
を包含する、方法。
（項目８）
　前記哺乳動物がヒトである、項目７に記載の方法。
（項目９）
　前記体液が脳脊髄液である、項目７および８に記載の方法。
（項目１０）
　前記検出が、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光技術、放射性免疫ア
ッセイ（ＲＩＡ）、および免疫ブロットおよびＬＩＮＥブロットを含む、免疫酵素プロセ
スを介している、項目７～９に記載の方法。
（項目１１）
　少なくとも１つの特異的抗体の前記検出および／または量が、多発性硬化症の指標であ
る、項目７～１０に記載の方法。
（項目１２）
　患者において多発性硬化症の予後および／または疾患重症度を評価するための方法であ
って、ｉ）該患者由来の体液中の少なくとも１つの抗体の存在または量を検出する工程で
あって、該抗体が配列番号１～８からなる群より選択される配列を含むポリペプチドまた
は配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントに対する特異性を
有し、ここでｉｉ）該抗体の濃度の減少または増大は該患者における多発性硬化症の予後
を示す、工程を包含する、方法。
（項目１３）
　多発性硬化症の特異的な治療処置のために患者を選択するか、または患者において多発
性硬化症の治療処置を評価するための方法であって、ｉ）該患者由来の体液中の少なくと
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も１つの抗体の存在または量を検出する工程であって、該抗体が配列番号１～８からなる
群より選択される配列を含むポリペプチドまたは配列番号１～８由来の少なくとも５連続
アミノ酸を含むフラグメントに対する特異性を有し、ここでｉｉ）該抗体の存在または量
が該患者における多発性硬化症の特異的な治療処置の選択をもたらす、工程を包含する、
方法。
（項目１４）
　項目１に記載の組成物、免疫学的反応が生じるために適切な培地を作製するための試薬
、および該免疫学的反応によって生じた抗原／抗体複合体を検出可能な試薬を含む、多発
性硬化症の検出のための診断キット。
（項目１５）
　配列番号１～８からなる群より選択されるポリペプチドまたは配列番号１～８由来の少
なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメント、を含む群から選択されるポリペプチドに対
して特異的に結合する抗体。
 
 
【手続補正２】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１～８のいずれかによって提示される配列を含む少なくとも２つの異なるポリ
ペプチド、または配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントを
含む、組成物。
【請求項２】
　哺乳動物の体液中における前記組成物の少なくとも１つのポリペプチドに対する特異的
な抗体の存在および／または量を検出するための、請求項１に記載の組成物のインビトロ
の使用。
【請求項３】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項２に記載の使用。
【請求項４】
　前記体液が、脳脊髄液である、請求項２および３に記載の使用。
【請求項５】
　前記検出が、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光技術、放射性免疫ア
ッセイ（ＲＩＡ）、免疫ブロットおよびＬＩＮＥブロットを含む、免疫酵素プロセスを介
している、請求項２～３に記載の使用。
【請求項６】
　少なくとも１つの特異的抗体の前記検出および／または量が、多発性硬化症の指標であ
る、請求項２～５に記載の使用。
【請求項７】
　哺乳動物において多発性硬化症を特異的に検出することを補助するための方法であって
、ｉ）該哺乳動物由来の体液中の少なくとも１つの抗体の存在または量を検出する工程で
あって、該抗体が配列番号１～８からなる群より選択される配列を含むポリペプチドまた
は配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントに対する特異性を
有し、ここでｉｉ）該抗体の存在または量は該哺乳動物が多発性硬化症に罹患しているこ
とを示す、工程を包含する、方法。
【請求項８】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
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　前記体液が脳脊髄液である、請求項７および８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記検出が、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光技術、放射性免疫ア
ッセイ（ＲＩＡ）、および免疫ブロットおよびＬＩＮＥブロットを含む、免疫酵素プロセ
スを介している、請求項７～９に記載の方法。
【請求項１１】
　少なくとも１つの特異的抗体の前記検出および／または量が、多発性硬化症の指標であ
る、請求項７～１０に記載の方法。
【請求項１２】
　患者において多発性硬化症の予後および／または疾患重症度を評価することを補助する
ための方法であって、ｉ）該患者由来の体液中の少なくとも１つの抗体の存在または量を
検出する工程であって、該抗体が配列番号１～８からなる群より選択される配列を含むポ
リペプチドまたは配列番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントに
対する特異性を有し、ここでｉｉ）該抗体の濃度の減少または増大は該患者における多発
性硬化症の予後を示す、工程を包含する、方法。
【請求項１３】
　多発性硬化症の特異的な治療処置のために患者を選択することを補助するための、また
は患者において多発性硬化症の治療処置を評価することを補助するための方法であって、
ｉ）該患者由来の体液中の少なくとも１つの抗体の存在または量を検出する工程であって
、該抗体が配列番号１～８からなる群より選択される配列を含むポリペプチドまたは配列
番号１～８由来の少なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメントに対する特異性を有し、
ここでｉｉ）該抗体の存在または量が該患者における多発性硬化症の特異的な治療処置の
選択をもたらす、工程を包含する、方法。
【請求項１４】
　請求項１に記載の組成物、免疫学的反応が生じるために適切な培地を作製するための試
薬、および該免疫学的反応によって生じた抗原／抗体複合体を検出可能な試薬を含む、多
発性硬化症の検出のための診断キット。
【請求項１５】
　配列番号１～８からなる群より選択されるポリペプチドまたは配列番号１～８由来の少
なくとも５連続アミノ酸を含むフラグメント、を含む群から選択されるポリペプチドに対
して特異的に結合する抗体。
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多发性硬化症（MS），青壮年是最常见的神经系统疾病，后在慢性功能
障碍和残疾风险的后续病程的10-15％。在该领域中非常需要改进MS的
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发明涉及神经障碍的诊断，更具体地涉及多发性硬化的诊断。提供了生
物标志物组，其可用于区分受试者是否患有多发性硬化症。还描述了此
类生物标志物的具体方法。
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