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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象由来の検査試料中の二硫酸化ヘパリン二糖に結合する抗体の力価を測定することを
含む、対象における神経障害の検出を助けるための方法であって、参照力価以上の二硫酸
化ヘパリン二糖に対する抗体の力価が対象に神経障害があることを示す、該方法。
【請求項２】
　神経障害が運動神経障害である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　運動神経障害が多巣性運動神経障害である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　対象が筋力低下を有する、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　対象が運動伝導ブロックの電気生理学的証拠、運動軸索消失または運動伝導ブロックお
よび運動軸索消失の両方の電気生理学的証拠を有する、請求項２または４に記載の方法。
【請求項６】
　神経障害がギラン・バレー症候群である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　二硫酸化ヘパリン二糖がグルコサミン－ウロン酸ヘパリン二糖である、請求項１に記載
の方法。
【請求項８】



(2) JP 5747035 B2 2015.7.8

10

20

30

40

50

　二硫酸化ヘパリン二糖がＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓである、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　抗体がＩｇＭ抗体を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　参照力価が少なくとも約７０００である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　さらに、検査試料中の二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の量が酵素結合免疫吸着測定
法によって測定されることを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　対象由来の検査試料中の二硫酸化ヘパリン二糖に結合する抗体の力価を測定することを
含む、対象における筋力低下の原因の検出を助けるための方法であって、参照力価以上の
二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の力価が、神経障害が対象における筋力低下の原因で
あることを示す、該方法。
【請求項１３】
　二硫酸化ヘパリン二糖がグルコサミン－ウロン酸ヘパリン二糖である、請求項１２に記
載の方法。
【請求項１４】
　二硫酸化ヘパリン二糖がＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓである、請求項１２に記載の方法
。
【請求項１５】
　抗体がＩｇＭ抗体を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　参照力価が少なくとも約７０００である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１７】
　さらに、検査試料中の二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の量が酵素結合免疫吸着測定
法によって測定されることを含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１８】
　さらに、運動伝導ブロックまたは運動軸索消失について対象の電気生理学的検査を行う
ことを含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１９】
　さらに、対象由来の検査試料において、ＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭ抗体の
力価を測定することを含み、参照力価以上のＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭ抗体
の力価が、神経障害が対象における筋力低下の原因であることを示す、請求項１２に記載
の方法。
【請求項２０】
ａ．対象由来の検査試料において、二硫酸化ヘパリン二糖に結合する抗体の力価を測定す
ることであって、参照力価以上の二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の力価が、対象に神
経障害があることを示すこと；およびｂ．運動伝導ブロックまたは運動軸索消失について
対象の電気生理学的検査を行うことを含む、対象における運動神経障害の検出を助けるた
めの方法。
【請求項２１】
　運動神経障害が多巣性運動神経障害である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　運動神経障害がギラン・バレー症候群である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　さらに対象が筋力低下を有することを測定することを含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２４】
　二硫酸化ヘパリン二糖がグルコサミン－ウロン酸ヘパリン二糖である、請求項２０に記
載の方法。
【請求項２５】
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　二硫酸化ヘパリン二糖がＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓである、請求項２０に記載の方法
。
【請求項２６】
　抗体がＩｇＭ抗体を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２７】
　参照力価が少なくとも約７０００である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２８】
　さらに、検査試料中の二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の量が酵素結合免疫吸着測定
法によって測定されることを含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２９】
　対象由来の検査試料において、ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓに結合するＩｇＭ抗体の力
価を測定することであって、参照力価以上のＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓに対するＩｇＭ
抗体の力価が、対象に神経障害があることと正に相関することを含む、対象における神経
障害の検出を助けるための方法。
【請求項３０】
　第１参照力価が少なくとも約７０００である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　神経障害が運動神経障害である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３２】
　運動神経障害が多巣性運動神経障害である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　運動神経障害が免疫媒介性運動神経障害である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　対象が筋力低下を有する、請求項２９に記載の方法。
【請求項３５】
　対象が運動伝導ブロックの電気生理学的証拠、運動軸索消失または運動伝導ブロックお
よび運動軸索消失の両方の電気生理学的証拠を有する、請求項２９または３４に記載の方
法。
【請求項３６】
　さらに、対象由来の検査試料中のＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭ抗体の力価を
測定することを含み、第２参照力価以上のＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭ抗体の
力価が対象における運動神経障害の存在と正に相関する、請求項２９に記載の方法。
【請求項３７】
　第２参照力価が少なくとも約２０００である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　対象における神経障害の存在の検出を助けるための方法であって、ａ．対象由来の検査
試料中に抗体が存在すれば、二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体を二硫酸化ヘパリン二糖
に結合するのに十分な条件下で、該検査試料と二硫酸化ヘパリン二糖の試料とを接触させ
、接触試料を作製すること、およびｂ．接触試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の力価
と参照力価を比較することを含み、参照力価以上である接触試料における抗二硫酸化ヘパ
リン二糖抗体の力価が、神経障害があることを示す、対象における神経障害の存在の検出
を助けるための方法。
【請求項３９】
　抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の力価がＩｇＭ抗体を含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　二硫酸化ヘパリン二糖がグルコサミン－ウロン酸ヘパリン二糖である、請求項３８に記
載の方法。
【請求項４１】
　二硫酸化ヘパリン二糖がＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓである、請求項３８に記載の方法
。
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【請求項４２】
　第１参照力価が少なくとも約７０００である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４３】
　神経障害が運動神経障害である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４４】
　運動神経障害が多巣性運動神経障害である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　運動神経障害が免疫媒介性運動神経障害である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４６】
　運動神経障害がギラン・バレー症候群である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４７】
　対象が運動伝導ブロックの電気生理学的証拠、運動軸索消失または運動伝導ブロックお
よび運動軸索消失の両方の電気生理学的証拠を有する、請求項３８に記載の方法。
【請求項４８】
　ａ．対象由来の検査試料中に抗体が存在すれば、ＧＭ１ガングリオシドに対する抗体を
ＧＭ１ガングリオシドに結合するのに十分な条件下で、検査試料とＧＭ１ガングリオシド
の試料とを接触させ、第２接触試料を作製すること、およびｂ．第２接触試料中の抗ＧＭ
１ガングリオシド抗体の力価と第２参照力価を比較することをさらに含み、第２参照力価
以上である第２接触試料における抗ＧＭ１ガングリオシド抗体の力価が、運動神経障害が
あることを示す、請求項３８に記載の方法。
【請求項４９】
　第２参照力価が少なくとも約２０００である、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　ある量の二硫酸化ヘパリン二糖およびある量の第１検出抗体を含む、対象における神経
障害の診断で使用するキット。
【請求項５１】
　第１検出抗体が検出可能なラベルを含み、ヒトＩｇＭ抗体に結合する、請求項５０に記
載のキット。
【請求項５２】
　二硫酸化ヘパリン二糖がグルコサミン－ウロン酸ヘパリン二糖である、請求項５０に記
載のキット。
【請求項５３】
　二硫酸化ヘパリン二糖がＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓである、請求項５０に記載のキッ
ト。
【請求項５４】
　さらに、固相を含む、請求項５０に記載のキット。
【請求項５５】
　固相がマイクロタイタープレートである、請求項５４に記載のキット。
【請求項５６】
　二硫酸化ヘパリン二糖がマイクロタイタープレートに共有結合する、請求項５５に記載
のキット。
【請求項５７】
　さらに、ある量のＧＭ１ガングリオシドおよびある量の第２検出抗体を含む、請求項５
０に記載のキット。
【請求項５８】
　第２検出抗体が検出可能なラベルを含み、ヒトＩｇＭ抗体に結合する、請求項５７に記
載のキット。
【請求項５９】
　ＧＭ１ガングリオシドおよびＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓが固相に結合する、請求項５
７に記載のキット。
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【請求項６０】
　固相がマイクロタイタープレートである、請求項５９に記載のキット。
【請求項６１】
　固相に結合しているある量のＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓを有する当該固相を含む、神
経障害を示す抗体の免疫アッセイ検知を実行するための装置。
【請求項６２】
　ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓが固相に共有結合する、請求項６１に記載の装置。
【請求項６３】
　固相がマイクロタイタープレートを含む、請求項６１に記載の装置。
【請求項６４】
　マイクロタイタープレートがＣｏｓｔａｒマイクロウェルＥＬＩＳＡプレートを含む、
請求項６３に記載の装置。
【請求項６５】
　ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓがマイクロタイタープレートに共有結合する、請求項６３
に記載の装置。
【請求項６６】
　マイクロタイタープレートに結合するある量のＧＭ１ガングリオシドを含む、請求項６
３に記載の装置。
【請求項６７】
　ＧＭ１ガングリオシドがマイクロタイタープレートに共有結合する、請求項６６に記載
の装置。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、診断方法に関し、特に、免疫検出を使用する神経障害の診断方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　治療できる可能性がある免疫運動性神経障害と下位運動ニューロンの他の障害との区別
は、電気診断評価および血清抗体検査に一部依存している。神経の長さに沿った非包括部
位で、特に末端領域で、運動伝導ブロックを示す神経伝導検査は、治療可能な症候群（多
病巣性運動神経障害（ＭＭＮ））のマーカーとして広く認められている。さらに、ＧＭ１
ガングリオシドに結合する血清ＩｇＭは、多病巣性運動神経障害および他の免疫性運動神
経障害において共通して見られるが、特異性がある。脱髄の電気診断結果が曖昧である場
合または陰性である場合、ＩｇＭ抗ＧＭ１抗体の検査は特に有用である。
【０００３】
　しかし、電気生理学的検査およびＩｇＭ抗ＧＭ１抗体の検査では、所定の対象で神経障
害の方向性は見られない。例えば、多くの研究において、ＭＭＮのＩｇＭ抗ＧＭ１抗体検
査の感度はわずか３０％から５０％である。ＧＭ２およびＧａｌＮＡｃ－ＧＤ１ａガング
リオシドに結合するＩｇＭを含む、さらなる抗体の検査では、若干の感度を追加すること
ができるが、多くの免疫性運動神経障害患者は特定の関連する血清自己抗体を持っていな
い。したがって、対象の臨床症状の原因である神経障害、特に運動神経障害の診断の改善
方法が求められている。免疫性運動神経障害は治療できる可能性があるため、確実に治療
できない代替診断に対する正しい鑑別診断は特に重要である。それゆえ、このような運動
神経障害を差次的に診断する改善方法が必要であり、これにより、適宜を得た治療を促進
する。
【発明の概要】
【０００４】
　一態様において、本開示は対象における神経障害の診断方法を提供する。該診断方法は
、対象由来の検査試料中の二硫酸化ヘパリン二糖に結合する抗体の力価を測定することを
含み、参照力価以上の二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の力価は、対象に神経障害があ
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ることを示す。
【０００５】
　別の態様において、本開示は、対象における筋力低下の原因の診断方法を提供する。該
診断方法は、対象由来の検査試料中の二硫酸化ヘパリン二糖に結合する抗体の力価を測定
することを含み、参照力価以上の二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の力価は、神経障害
が対象の筋力低下の原因であることを示す。
【０００６】
　さらに別の態様において、本開示は、対象における運動神経障害の診断方法を提供する
。該診断方法は、対象由来の検査試料中の二硫酸化ヘパリン二糖に結合する抗体の力価を
測定することであって、ここで参照力価以上の二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の力価
が対象に神経障害があることを示すこと、および運動伝導ブロックまたは運動軸索消失に
対して、対象の電気生理学的検査を行うことを含む。
【０００７】
　さらに別の態様において、本開示は、対象における神経障害の存在の診断方法を提供す
る。該診断方法は、ａ）対象由来の検査試料中に抗体が存在すれば、二硫酸化ヘパリン二
糖に対する抗体を二硫酸化ヘパリン二糖に結合するのに十分な条件下で、該検査試料と二
硫酸化ヘパリン二糖の試料とを接触させ、接触試料を作製すること、およびｂ）接触試料
中の抗二硫酸化ヘパリン二糖抗体の力価を参照力価と比較することを含み、参照力価以上
である接触試料中の抗二硫酸化ヘパリン二糖抗体の力価は、神経障害があることを示す。
【０００８】
　さらに別の態様において、本開示は、対象における神経障害の診断で使用するキットを
提供し、該キットは、ある量の二硫酸化ヘパリン二糖およびある量の第１検出抗体を含む
。
【０００９】
　さらに別の態様では、本開示は、固相に結合するある量のＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓ
を有する該固相を含む、神経障害を示す抗体の免疫アッセイ検知を実施する装置を提供す
る。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】二硫酸化ヘパリン二糖ＮＳ６Ｓ（α－４－デオキシ－エル－トレオヘキサ－４－
エノピラノシルウロン酸－［１－４］－ｄ－グルコサミン－Ｓ－６Ｓ；「ＩｄｏＡ－Ｇｌ
ｃＮＳ－６Ｓ」）の分子構造を示す図である。
【図２】異なる患者群におけるＮＳ６ＳおよびＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭの
頻度を示すプロットである。ＮＳ６Ｓ（≧７０００）およびＧＭ１ガングリオシド（≧２
０００）に結合する高力価のＩｇＭは、運動神経障害において対照より一般的であった。
横線は、ＮＳ６Ｓに結合するＩｇＭに対しては力価７０００、ＧＭ１ガングリオシドに結
合するＩｇＭに対しては力価２０００を表す。ＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭに
対する対照は、ＣＩＤＰ、ＡＬＳおよび感覚神経障害対照患者すべて１３４人を含む。対
数プロットにおいて、ＡＬＳは筋萎縮性側索硬化症；ＣＢ＋は少なくとも１つの末梢神経
で運動伝導ブロックがわかっている患者；ＣＢｅは伝導ブロックがない患者；ＣＩＤＰは
慢性免疫脱髄性多発神経障害；対照はＡＬＳ、ＣＩＤＰおよび感覚多発神経障害対照すべ
て；運動ＰＮは運動神経障害；感覚ＰＮは感覚多発神経障害；＃血清は各臨床部門で検査
された血清の総数；＃力価＝０は抗原（ＮＳ６ＳまたはＧＭ１ガングリオシド）に反応性
のない、および対数プロットに示すデータ値がない、各臨床部門で検査された血清の数を
表す。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本開示は、対象における神経障害、特に運動神経障害の診断方法、関連する装置および
キットを提供する。本明細書で使用するとき、「対象」は神経障害に罹患しうる哺乳類を
指す。代表的実施形態において、対象はヒトである。本明細書に記載しているように、本
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発明者らは、二硫酸化ヘパリン二糖、特にＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓ（ＮＳ６Ｓ）など
のグルコサミン－ウロン酸ヘパリン二糖に対するＩｇＭ抗体の力価の上昇と神経障害があ
ることとが相関し、特に運動神経障害と相関するという驚くべき発見をした。より詳しく
は、二硫酸化ヘパリン二糖に対するＩｇＭ抗体の高力価と、対象に神経障害があることと
が相関することがわかり、運動神経障害患者よりも感覚神経障害患者のほうが高力価が多
くないことがわかった。都合のよいことに、運動神経障害の既存の診断方法と本発明の方
法を組み合わせると、診断感度が相当上がる。
【００１２】
　したがって、本開示は神経障害、特に運動神経障害の診断方法を利用可能にする。つま
り、この方法では、二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の力価について対象由来の検査試
料を評価することによって、対象に神経障害があるかを診断する。二硫酸化ヘパリン二糖
に対する抗体の高力価は、神経障害があることを示す。
Ｉ．神経障害の診断方法
【００１３】
　本発明の一態様は、対象における神経障害または筋力低下の原因の診断方法を含む。本
明細書で使用するとき、「神経障害」は神経病理学に言及し、運動神経障害（運動ニュー
ロンの病理学）、免疫性神経障害（免疫系媒介神経過敏病理学）、感覚神経障害（感覚性
ニューロンの病理学）および免疫性運動神経障害（免疫系媒介運動ニューロン病理学）を
含みうるが、これらに限定されない。
【００１４】
　一実施形態において、該方法は、対象における神経障害の診断を目的とする。好適な対
象は、神経障害を有する疑いのある対象、神経障害の臨床徴候がある対象、神経障害を有
する危険性がある対象および筋力低下を有する対象を含みうる。該方法は神経障害、特に
多病巣性運動神経障害、ギラン・バレー症候群および他の治療可能な免疫運動神経障害を
含む運動神経障害の診断に部分的に有用である。
【００１５】
　一般に、該方法は、対象由来の検査試料中のヘパリン二糖に結合する抗体の力価を測定
することを記載する。
（ａ）ヘパリン二糖
【００１６】
　各種実施形態において、ヘパリン二糖に結合する抗体の力価を測定する。ヘパリン二糖
の非限定的な例として、ＧｌｃＡ－ＧｌｃＮＡｃ、ＧｌｃＡ－ＧｌｃＮＳ、ＩｄｏＡ－２
Ｓ－ＧｌｃＮ、ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮ、ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ、ＩｄｏＡ（２Ｓ）－Ｇｌｃ
ＮＳ、ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ（６Ｓ）およびＩｄｏＡ（２Ｓ）－ＧｌｃＮＳ（６Ｓ）を挙
げることができる。省略は、以下のとおりである。ＧｌｃＡはグルクロン酸である；Ｉｄ
ｏＡはイズロン酸である；ＩｄｏＡ（２Ｓ）は２－Ｏ－スルホ－α－Ｌ－イズロン酸であ
る；ＧｌｃＮＡｃは２－デオキシ－２－アセトアミド－α－Ｄ－グルコピラノシルである
；ＧｌｃＮＳは２－デオキシ－２－スルファミド－α－Ｄ－グルコピラノシルである；Ｇ
ｌｃＮＳ（６Ｓ）は２－デオキシ－２－スルファミド－α－Ｄ－グルコピラノシル－６－
Ｏ－硫酸塩である；好ましい実施形態において、ヘパリン二糖は硫酸化ヘパリン二糖であ
る。別の好ましい実施形態において、硫酸化ヘパリン二糖は二硫酸化ヘパリン二糖である
。代表的実施形態において、二硫酸化ヘパリン二糖は、ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓ（Ｎ
Ｓ６Ｓ）などのグルコサミン－ウロン酸ヘパリン二糖である。
【００１７】
　二硫酸化ヘパリン二糖は、多糖（例えば、ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓ（ＮＳ６Ｓ）か
ら成るグルコサミン－ウロン酸ヘパリン二糖）成分、修飾タンパク質もしくはペプチド（
例えば、側鎖として）成分または修飾脂質成分を含みうる。好ましい実施形態において、
本発明で使用される、ある量の二硫酸化ヘパリン二糖は二硫酸化ヘパリン二糖のみを含む
ことができ、すなわち、他の分子の一成分として含まないことができる。
【００１８】
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　二硫酸化ヘパリン二糖は天然の供給源から単離されてもよく、または化学的に合成され
てもよく、組み換え方法によって産生されるタンパク質の成分であってもよい。各種実施
形態において、二硫酸化ヘパリン二糖は、天然ヘパリンから誘導される。天然ヘパリンは
、長さが変わる多糖類鎖から成る。天然ヘパリンは当該分野で周知の方法を使用して、動
物組織から得ることができる。抗凝血性反応性を有する天然ヘパリン製剤は、ウシ、ブタ
、ヒト、シチメンチョウ、クジラ、ヒトコブラクダ、マウス、ロブスター、淡水カラスガ
イ、ハマグリ、エビ・マングローブカニおよびタコノマクラ組織から調製した。
【００１９】
　ヘパリンから二硫酸化ヘパリン二糖を調製するため、ヘパリン製剤を分画するか、また
は解重合する。ヘパリンからの二硫酸化ヘパリン二糖の製造にさまざまなヘパリン解重合
方法を使用することができ、これらの方法は、当該分野において周知である。例えば、Ｌ
ｉｎｈａｒｄｔ　ＲＪ，Ｇｕｎａｙ　ＮＳ．（１９９９）．「Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ｏｆ　Ｌｏｗ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｗｅｉｇｈｔ　Ｈｅｐａｒｉｎｓ（低分子量ヘパリンの製造および化学処理）」Ｓｅｍ．
Ｔｈｒｏｍｂ．Ｈｅｍ．３：５－１６．ＰＭＩＤ１０５４９７１１を参照。ヘパリン解重
合の非限定的な方法には、過酸化水素を使用する酸化解重合、亜硝酸イソアミルを使用す
る脱アミノ化開裂、ヘパリンのベンジルエステルのアルカリ性β脱離的開裂、Ｃｕ２＋お
よび過酸化水素を使用する酸化解重合、ヘパリナーゼ酵素によるβ脱離的開裂ならびに亜
硝酸を使用する脱アミノ化開裂が挙げられる。さらに、ある状況において、解重合ヘパリ
ンは化学的に処理され、異なる二硫酸化ヘパリン二糖種を得ることができる。例えば、亜
硝酸を使用する脱アミノ化開裂により、産生されるオリゴ糖の還元末端で異常なアンヒド
ロマンノース残基が形成される。次に、これは、好適な還元剤を使用してアンヒドロマン
ニトールに変換される。同様に、化学的および酵素的β‐脱離により、非還元末端で異常
な不飽和ウロン酸残基（ＵＡ）が形成される。
【００２０】
　各種実施形態において、二硫酸化ヘパリン二糖は、合成したヘパリンから調製すること
ができる。他の実施形態において、二硫酸化ヘパリン二糖は、合成により調製することが
できる。ヘパリンまたは二硫酸化ヘパリン二糖を合成により調製する非限定的な方法は、
化学的もしくは酵素的プロセスまたは細胞の遺伝的工学的手法により二流酸化ヘパリン二
糖を製造する方法を含みうる。
（ｂ）抗体力価
【００２１】
　該方法は、二流酸化ヘパリン二糖に結合する抗体の力価を測定することを含む。異なる
種類の抗体（すなわち、一種類より多い抗体の量を含む合計）の力価を測定することがで
きる。あるいは、１つの特定の種類の抗体の量（例えば、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、Ｉｇ
ＭまたはＩｇＧ抗体の量）を測定することができる。代表的実施形態において、ヘパリン
二糖に結合するＩｇＭ抗体の力価を測定する。
【００２２】
　該方法によると、二硫酸化ヘパリン二糖に結合する抗体の力価は、ある量の二硫酸化ヘ
パリン二糖と対象由来の検査試料とを接触させることにより測定される。結果物は接触試
料であり、これは二硫酸化ヘパリン二糖と検査試料の混合物である。接触試料は適切な条
件下に保存すると、試料中に存在しうる任意の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体と二硫酸化ヘ
パリン二糖との結合を可能にする。本明細書で使用するとき、用語「抗二流酸化ヘパリン
二糖抗体」または「抗二流酸化ヘパリン二糖自己抗体」は、二硫酸化ヘパリン二糖に特異
的に結合する抗体のことをいう。本明細書で使用するとき、二硫酸化ヘパリン二糖に「特
異的に結合する」抗体は、他の類似した分子（例えば、他の二糖類、他の二硫酸化多糖類
）との結合に比べて、二硫酸化ヘパリン二糖に優先的に結合する抗体である。次に、接触
試料は、有無について、または特に量、すなわち、抗二硫酸化ヘパリン二糖抗体の力価に
ついて評価される。
【００２３】
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　抗体力価、すなわち抗体の有無は、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）もしくは他
の固相免疫アッセイ、放射免疫アッセイ、比濁分析、電気泳動、蛍光抗体法、免疫ブロッ
トまたはその他の方法（Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ
（２００１年中の補遺を含む）、特にユニット１１．２（ＥＬＩＳＡ）および１１．１６
（Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｉｔｅ
ｒ）を参照のこと）を含む、標準的技術を使用する種々の方法により測定することができ
る。一実施形態において、抗体の量（または有無）を免疫ブロットアッセイにより測定す
る。代表的実施形態において、力価はＥＬＩＳＡで測定する。免疫アッセイのタンパク質
特異抗体を使用するタンパク質の検出は、当業者に知られている。（例えば、Ｈａｒｌｏ
ｗ＆Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（抗体）：研究所マニュアル（１９８８）、Ｃｏｌ
ｉｇａｎ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（１９９
１）；Ｇｏｄｉｎｇ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌ
ｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ（第２版、１９８６）；ならびにＫｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌ
ｓｔｅｉｎ（Ｎａｔｕｒｅ２５６）：４９５－４９７（１９７５）を参照のこと）。代表
的実施形態において、二硫酸化ヘパリン二糖は、固相表面に化合物を共有結合させるよう
に修飾した固相を使用するなど、エピトープに結合する抗体を最適化するように固相また
は支持体に結合する（例えば、Ｎｕｎｃ　ＣｏｖａＬｉｎｋ　ＮＨマイクロウェルＥＬＩ
ＳＡプレート）（例えば、米国特許第６０７７６８１号参照、この記載の全技術は本明細
書に参考として援用される）。その他の代表的実施形態において、固体支持体はＣｏｓｔ
ａｒマイクロウェルＥＬＩＳＡプレート（ヌクレオポア、Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ）である。
【００２４】
　通常、二硫酸化ヘパリン二糖試料に結合する抗体の量は、抗二硫酸化ヘパリン二糖抗体
に結合する検出用抗体を使用して、測定することができる。抗二硫酸化ヘパリン二糖抗体
の力価は、標準的な変換アルゴリズムを使用して、抗二硫酸化ヘパリン二糖抗体に結合し
た検出用抗体の量から算出することができる。例えば、検出用抗体が西洋ワサビペルオキ
シダーゼを含有する場合、抗体の力価はＡ．Ｐｅｓｔｒｏｎｋら、２７　Ａｎｎ．Ｎｅｕ
ｒｏｌ．３１６　３２６（１９９０）に記載されているように算出することができる。ま
た、この文献の全開示は本明細書に参照により援用される。
【００２５】
　本発明の一実施形態において、検査試料中の抗二硫酸化ヘパリン二糖ＩｇＭ抗体の力価
を、少なくとも１つの比較的陰性の対照試料および／または１つの陽性の対照試料中に存
在する抗二硫酸化ヘパリン二糖ＩｇＭ抗体の力価と比較する。
（ｃ）検査試料
【００２６】
　神経障害の診断方法は、検査試料中の抗体の力価を測定することを含む。本明細書で定
義されるように、検査試料は対象から採取したある量の体液である。体液の非制限的例と
して、尿、血液、血漿、血清、唾液、精液、汗、涙、粘液および組織ライセートが挙げら
れる。代表的実施形態において、検査試料に含まれる体液は血清である。
【００２７】
　検査試料の体液は、任意に知られる器具または方法を使用して、対象から採取すること
ができる。哺乳類から体液を採取するのに適した器具または方法の非限定的な例としては
、採尿カップ、尿道カテーテル、綿棒、皮下注射針、細針生検、中空針生検、パンチ生検
、代謝ケージおよび吸引法が挙げられる。
【００２８】
　検査試料中の抗体の期待される濃度をアッセイのダイナミックレンジに入るように調整
するために、検査試料を薄め、分析の前に抗体の濃度を下げてもよい。希釈度は、抗体の
測定に使用される分析の種類、アッセイで利用される試薬および検査試料に含まれる体液
の種類が含まれるがこれに限定されない、多様な要因によって決まりうる。希釈度の測定
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方法は当分野で周知である。
【００２９】
　試料が単離された抗体を含む場合、単離された抗体は、単一種類の抗体（例えば、Ｉｇ
Ａ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧまたはＩｇＭ抗体）、すべての種類の抗体を含みうる。また
は、２種以上の抗体（例えば、ＩｇＭ抗体、ＩｇＧ抗体またはＩｇＭ抗体およびＩｇＧ抗
体）を単離しうる。代表的実施形態において、検査試料は、対象由来のＩｇＭ抗体を含む
試料である。
（ｄ）神経障害の診断
【００３０】
　該方法により、二硫酸化ヘパリン二糖に結合する抗体の力価を測定し、該方法では、参
照力価以上の二硫酸化ヘパリン二糖に対する抗体の力価は対象における神経障害があるこ
とを示す。あるいは、筋力低下を有する対象において、参照力価以上の二硫酸化ヘパリン
二糖に対する抗体の力価は神経障害が対象において筋力低下の原因であることを示す。
【００３１】
　参照力価は、接触試料で評価される抗体と同じ種類の抗体の量である。例えば、接触試
料について異なる種類の抗体（すなわち、１種を超える抗体が含まれる）の量の合計を参
照力価と比較する場合、この種類の抗体の量の合計が参照力価でも使用される。接触試料
中の特定の一種類の抗体の量（例えば、ＩｇＭまたはＩｇＧ抗体の量）を参照力価と比較
する場合、その種類の抗体の量が参照力価でも使用される。
【００３２】
　参照力価は、神経障害の診断と相関する抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の量を意味する。
参照力価は、神経障害を有することがわかっている対象由来の接触試料（例えば、「陽性
対照試料」）中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の量を、神経障害を有しないことがわかっ
ている対象由来の接触試料（例えば、以下に記載のような「陰性対照試料」）中の抗二流
酸化ヘパリン二糖抗体の量と比較し、どれだけの力価の抗体が疾患と相関するかを決める
ことによって決めることができる。参照力価は、接触試料中の抗体の量を測定しながら、
同時に陽性および／または陰性対照試料の量を測定することによって決めることができる
。あるいは、参照力価は、過去に測定された量（すなわち、接触試料中の抗体の量を測定
する前に測定された量）である場合がある。例えば、一実施形態において、参照力価は、
比較対照試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の力価より統計学的に有意に多く、例えば
、比較陰性対照試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の量より標準偏差の少なくとも約２
倍、好ましくは標準偏差の３倍以上、さらに好ましくは標準偏差の４倍以上の量である検
査試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の力価であってもよい。好ましい実施形態におい
て、検査試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の量についての参照力価は、少なくとも約
２０００、３０００、４０００、５０００、６０００、７０００、８０００または９００
０である。代表的実施形態において、検査試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の量につ
いての参照力価は、少なくとも約７０００である。
【００３３】
　代替的な実施形態において、接触試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の量を、少なく
とも１種の比較陰性対照試料（すなわち、神経障害に罹患していない対象由来の試料）中
の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の量と比較してもよい。陰性対照試料は神経障害に罹患し
ていない任意の対象由来の試料でもよい。陰性対照試料は疾患のない対象由来の試料であ
る必要はない。例えば、陰性対照試料は、他の神経系障害、特に多発性硬化症などの運動
機能障害の臨床症状を有する障害を有する対象由来の試料であってもよい。「比較」陰性
対照試料は、検査試料と同じ種類の体液または組織の試料である。あるいは、検査試料が
液または組織の試料から単離された抗体を含む場合、比較陰性対照試料は、同じ種類の体
液または組織から単離された抗体の試料である。１種を超える対照試料を用いることがで
きる。陰性対照試料のアッセイは、接触試料のアッセイと同じ種類の抗体を測定する。例
えば、接触試料について異なる種類の抗体（すなわち、１種を超える抗体が含まれる）の
量の合計を検知する場合、この種類の抗体の量の合計も陰性対照試料について測定される
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。アッセイで、接触試料中の特定の１種類の抗体の量（例えば、ＩｇＭまたはＩｇＧ抗体
の量）を測定する場合、その種類の抗体の量も陰性対照試料について測定する。代表的実
施形態において、１種を超える対照試料を使用する。
【００３４】
　比較陰性対照試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の量より有意に多い検査試料中のあ
る量の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の存在は、神経障害があることと相関がある。比較陽
性対照試料以上である検査試料中のある量の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の存在は、神経
障害があることと相関がある。
【００３５】
　代表的実施形態において、「有意に多い」検査試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の
量は、比較対照試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の量より多く、少なくとも標準偏差
の約２倍の量であり、好ましくは標準偏差の２倍以上、より好ましくは標準偏差の３倍以
上、さらにより好ましくは標準偏差の４倍以上の量である。例えば、ＩｇＭおよびＩｇＧ
抗体の両方の力価を測定する場合、比較対照試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖ＩｇＭ抗体
および抗二流酸化ヘパリン二糖ＩｇＧ抗体を合わせた量より多い２標準偏差以上である抗
二流酸化ヘパリン二糖ＩｇＭ抗体および抗二流酸化ヘパリン二糖ＩｇＧ抗体を合わせた量
は「有意に多く」、したがって、神経障害と相関する。他の例として、力価を使用する場
合、比較対照試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の力価より大きい３標準偏差以上であ
る検査試料中の抗二流酸化ヘパリン二糖抗体、特に抗二流酸化ヘパリン二糖ＩｇＭ抗体の
力価は、神経障害の診断と相関する。
【００３６】
　所望される場合、かつ、当該分野で一般的に認められるように抗二硫酸化ヘパリン二糖
抗体の量を測定する場合、抗二硫酸化ヘパリン二糖抗体の正確な量を得るために、抗二硫
酸化ヘパリン二糖抗体の検出量から試料中に存在する１つ以上の対照抗体の量を引いても
よい。例えば、一実施形態において、抗二流酸化ヘパリン二糖抗体の検出量から異なるウ
ロン酸－グルコサミン二糖類などの対照二糖類に対する抗体の量を引いてもよい。
（ｅ）追加診断
【００３７】
　対象に運動神経障害の指標が他にないときや、対象に運動神経障害の１つ以上の他の指
標が存在するとき、本発明の方法は適用できる。他の指標は、例えば、対象における筋力
低下および／または少なくとも１箇所で運動伝導ブロックまたは運動軸索消失の徴候を示
す電気生理学的検査の結果を含みうる。運動神経障害のもう１つの指標は他の抗体検査に
由来しうる。例えば、Ａ．Ｐｅｓｔｒｏｎｋ＆Ｒ．Ｃｈｏｋｓｉ，４９　Ｎｅｕｒｏｌｏ
ｇｙ　１２８９－９２（１９９７）に既に記載されているとおり、運動神経障害のもう１
つの指標は対象由来の検査試料から測定されるＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭの
高力価でありうる。また、この文献の全開示は本明細書に参照により援用される。
【００３８】
　各種実施形態において、抗体検査の結果は、運動機能の１つ以上の臨床指標または検査
の結果、例えば、個人における筋力低下の臨床的証拠、または少なくとも１箇所で運動伝
導ブロックを証明する電気生理学的検査、または運動軸索消失の他の証拠と組み合わせら
れる。
【００３９】
　他の実施態様において、該方法はさらに対象由来の検査試料中のＧＭ１ガングリオシド
に結合するＩｇＭ抗体の力価を測定することを有利に含み、第２参照力価以上のＧＭ１ガ
ングリオシドに結合するＩｇＭ抗体の力価は、対象に運動神経障害があることと正に相関
する。前述するとおり、ＧＭ１ガングリオシドに結合する血清ＩｇＭは、多病巣性運動神
経障害および他の免疫性運動神経障害において共通して見られるが、特異性がある（例え
ば、Ｏｌｎｅｙら，　２７　Ｍｕｓｃｌｅ　Ｎｅｒｖｅ　１１７－２１　（２００３）参
照）。ＧＭ１ガングリオシドに結合する血清ＩｇＭに好適な参照力価、すなわち、第２参
照力価は、少なくとも約２０００の力価である。ゆえに、第１参照力価を参考に二硫酸化
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ヘパリン二糖に結合し、かつ第２参照力価を参考にＧＭ１ガングリオシドに結合する「高
」抗体を測定する血清抗体検査は、対象に運動神経障害があることと正に相関する。
ＩＩ．キット
【００４０】
　また、本開示は、本発明の方法に従い使用することができるキットおよび関連装置を含
む。例えば、対象における神経障害の診断で使用するキットは、ある量の二硫酸化ヘパリ
ン二糖、例えば、ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓなどのグルコサミン－ウロン酸ヘパリン二
糖、およびある量の第１検出抗体を含みうる。検出抗体は、通常、抗体、好ましくは抗二
硫酸化ヘパリン二糖抗体、より好ましくは抗二硫酸化ヘパリン二糖ＩｇＭ抗体に結合する
標識抗体でありうる。検出用抗体は、酵素、放射活性分子または蛍光剤などの検出可能な
標識に結合した抗体を含みうる。検出用抗体が、西洋ワサビペルオキシダーゼなど、添加
物質と反応して着色生成物を生じる酵素に結合する場合、キットは該物質も含みうる。キ
ット中の二硫酸化ヘパリン二糖は、固相または支持体に付着し、例えば、ＥＬＩＳＡに通
常使用されるような、キュベット、ビーズまたはプレート（例えば、マクロウェルプレー
トまたはマイクロタイタープレート）であってもよい。代表的実施形態において、固相は
ＣｏｓｔａｒマイクロウェルＥＬＩＳＡプレートであり、二硫酸化ヘパリン二糖がプレー
トのマイクロウェルに共有結合する。例えば、ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓは、固相、例
えば、プレートのマイクロウェルに付着した好適な化学部分に共有結合しうる。これは、
プレートに抗原を添加する前に、マイクロウェルに好適な化合物、例えば、Ｎ－（３－ジ
メチルアミノプロピル）－Ｎ－エチル－カルボジイミドなどの２級アミノ基を有する化合
物を溶液の形態で添加することによって、達成しうる。次に、抗原をマイクロウェルに添
加し、二硫酸化ヘパリン二糖をプレートに付着する化学部分に共有結合するのに十分な条
件かつ時間でインキュベートする。別の実施形態において、キットはある量のＧＭ１ガン
グリオシドおよびある量の第２検出抗体を含みうる。第１検出抗体と同様に、第２検出抗
体は通常、検出可能な標識を含み、好ましくはヒトＩｇＭ抗体に結合する。ＧＭ１ガング
リオシドおよびＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓは固相に結合しうる。例えば、Ａｌａｎ　Ｐ
ｅｓｔｒｏｎｋ＆Ｒ．Ｃｈｏｋｓｉ，４９　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　１２８９－１２９２（
１９９７）に記載されるとおり、ＧＭ１ガングリオシドは、固相に、例えば、マイクロウ
ェルＥＬＩＳＡプレートに共有結合しうる。代表的実施形態において、固相はＣｏｓｔａ
ｒマイクロウェルＥＬＩＳＡプレートである。
【実施例】
【００４１】
　以下の実施例は、本開示を説明する目的のために提供され、請求項の範囲を制限するた
めのものではない。本明細書で引用されたすべての参考文献の開示は、参照によりその全
体が本明細書に援用される。
実施例１～６の材料および方法
【００４２】
　患者および血清試料：
　血清ＩｇＭ結合の評価用対象は、前抗体検査の結果に認識がない患者診断の臨床データ
ベースから遡及的に特定した。７５人の患者が特定され、後天性の慢性運動神経障害を有
すると医師から診断を受け、いくつかのさらなる包含および除外基準を満たした。全員が
、セントルイスのワシントン大学の神経筋センターにて臨床、電気診断および実験室評価
を得、かつＥＬＩＳＡ研究に利用可能な血清を有する必要があった。全患者が次の少なく
とも１つの肢を有する。（１）筋力低下についての解剖学的説明がない、２つ以上の末梢
神経の分布における神経障害性筋力低下；および（２）臨床および電気診断検査による正
常な感覚機能。患者に類似した障害、脳神経もしくは延髄性筋力低下の家族歴、上位運動
ニューロン徴候、症状発症後最初の３年間で歩行不能もしくは死亡となる急速進行性の疾
患、不自由な感覚消失がある場合、その患者は除外した。除外基準により、４人の患者を
削除した。ＭＭＮ９においてＩｇＭ抗ＧＭ１抗体の前ＥＬＩＳＡ研究の患者で、本研究に
も含まれた患者はいなかった。チャートは、抗体ステータスに関係なく、運動神経障害患
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者７５人で評価した。伝導ブロックおよび血清Ｍタンパク質を含む、臨床および電気診断
の特徴（免疫固定法によって検査した７２人の患者）を記録した。電気診断の研究は通常
、上肢の４つの運動神経を含む少なくとも６つの運動神経および３つの感覚神経の神経伝
導の研究を含んだ。複数の伝導ブロックを有する患者における神経の研究はほとんどなか
った。患者部分分類について、かなり近位の神経分節に沿った伝導ブロックは日常的に検
査されず、考慮もされなかった。ＥＭＧの研究は患者６０人に利用可能で、そのうち２５
人に傍脊柱の評価があった。疾患対照患者は、診断および血清利用可能性のみに基づいて
過去３年の本臨床データベースから選択された。記録をよく調べ、診断を確認した。診断
には、次の筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ、５０人）、慢性免疫脱髄性多発神経障害（ＣＩ
ＤＰ、２８人）および感覚神経障害（５６人）を含んだ。
　感覚神経障害患者は遠位優位の感覚鈍麻および正常な強さを有した。２人の感覚神経障
害患者は、脱髄性神経障害およびＭＡＧに結合するＩｇＭを有した。他６人の感覚神経障
害患者は、三硫酸化ヘパリン二糖（ＴＳ－ＨＤＳ）に結合する血清ＩｇＭを有する軸索感
覚神経障害を有した。また、９人の感覚神経障害患者は糖尿病も有した。他３９人は突発
性であった。２００２年から２００９年に、ワシントン大学の神経筋臨床研究室に提出さ
れた血清すべてを、ＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭについて検査した。これには
神経筋センターにて臨床的に評価されたさまざまな患者２１１３人を含む。ＩｇＭ抗ＧＭ
１血清検査の特異性を調べるため、陽性の結果を有するセンターからの２７人の患者の記
録を再検討した。ワシントン大学倫理委員会は全手順を承認した。インフォームドコンセ
ントは要求されなかった。
【００４３】
　ＮＳ６ＳおよびＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭのアッセイ：
　ＮＳ６Ｓはα－４－デオキシ－エル－トレオヘキサ－４－エノピラノシルウロン酸－［
１－４］－ｄ－グルコサミン－Ｓ－６Ｓ（ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓ；Ｓｉｇｍａ　Ｈ
１０２０）（図１）である。ＮＳ６Ｓは２個の糖部位、Ｄ－グルコサミンに結合するＬ－
イズロン酸および２個の硫酸基を含む。硫酸基は、１個のＮ結合およびもう１個の６位の
Ｏ結合でＤ－グルコサミン部位に結合する。予備ＥＬＩＳＡ評価において検査された他の
抗原はスルファチド（Ｓｉｇｍａ　Ｓ－１００６から精製）とヘパリン二糖ＴＳ－ＨＤＳ
（ＩｄｏＡ－２Ｓ－ＧｌｃＮＳ－６Ｓ；Ｓｉｇｍａ　Ｈ９２６７）、１０個のＩｄｏＡ－
２Ｓ－ＧｌｃＮＳ（Ｓｉｇｍａ　Ｈ９３９２）、ＩｄｏＡ－２Ｓ－ＧｌｃＮ－６Ｓ（Ｓｉ
ｇｍａ　Ｈ８８９２）、ＩｄｏＡ－２Ｓ－ＧｌｃＮ（Ｓｉｇｍａ　Ｈ９１４２）、Ｉｄｏ
Ａ－ＧｌｃＮ－６Ｓ（Ｓｉｇｍａ　Ｈ９０１７）、ＩｄｏＡ－ＧｌｃＮＳ（Ｓｉｇｍａ　
Ｈ１１４５）およびＩｄｏＡ－ＧｌｃＮ（Ｓｉｇｍａ　Ｈ９２７６）である。抗ガングリ
オシド抗体について前述したとおり、プレートに共有結合する抗原を使用するＥＬＩＳＡ
方法で血清を分析した。ＣｏｓｔａｒマイクロウェルＥＬＩＳＡプレート（Ｓｔｒｉｐｗ
ｅｌｌ－Ａｍｉｎｅ　２３８８；コーニング（米国、ニューヨーク））をＮＳ６Ｓおよび
他の二糖類に、ＣｏｖａＬｉｎｋ　ＮＨマイクロウェルＥＬＩＳＡプレート（Ｎｕｎｃ（
デンマーク、ロスキレ））をＧＭ１ガングリオシドに、ならびにＩｍｍｕｌｏｎ　２ＨＢ
（サーモサイエンティフィック（米国、マサチューセッツ州ミルフォード））をスルファ
チドおよび幾つかの他の抗原を使用する予備研究に使用した。ＮＳ６Ｓに結合する血清Ｉ
ｇＭを測定するため、１ウェルあたり０．０５％Ｎ－ヒドロキシスクシンアミド５０ｍｌ
に溶解したＮＳ６Ｓ１．２５ｍｇを使用した。ＮＳ６Ｓへの選択的結合の量は、抗原を含
有する多くの炭水化物についてバックグラウンドＩｇＭ結合を計算するため研究室で使用
された抗原である、ＧＤ１ａガングリオシドに結合するＩｇＭの量を引くことよって計算
した。ＮＳ６Ｓ（≧７０００）への選択的なＩｇＭ結合の高力価は、ＡＬＳ患者１０人お
よび対照１０人の血清で、別々の初期の一連のテストの平均値より高い４標準偏差（ＳＤ
）を超えた。ＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭの高力価は、本神経臨床研究所でこ
の抗体に使用された基準である２０００以上であった。
【００４４】
　統計：
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　一般に、Ｘ２およびｔ検定を使用して、診断群間の差異の有意性を計算した。フィッシ
ャーの細密試験を使用して、運動神経障害群内の差異の有意性を計算した。データのない
患者は、本分析からのみ除外した。ＡＰは統計分析を実行した。結果は平均±標準偏差と
して表した。
実施例１：運動神経障害患者の臨床および電気診断の特徴
【００４５】
　臨床データベースから確認される一連の運動神経障害患者において、非対称性遠位およ
び上肢優位の筋力低下がほとんどであった（表１）。運動神経障害患者７２人は臨床検査
で正常な感覚がある２つ以上の肢に筋力低下があった。発症年齢は、２３歳から７６歳ま
での範囲に及び、平均は４６±２歳であった。患者２人が、臨床感覚検査で上肢に異常が
あった。その２人は、筋力低下がある上肢のピン感覚に遠位優位の低下があったが、電気
診断感覚検査は正常であった。患者２８人の下肢におけるピンまたは振動感覚について、
臨床検査で異常があった。そのうち２６人は、正常な強さを有する下肢において遠位優位
の両側に対称な消失を有した。下肢の臨床試験で遠位感覚消失が、若い患者（２２％）よ
りも５０歳を超える患者（６８％）に多く（ｐ＝０．０００３）見られた。運動神経障害
患者のうち、５６％（７５人中４２人）に運動伝導ブロックが存在し、３１％（７５人中
２３人）にＭＭＮに完全臨床および電気診断基準が存在した。伝導ブロックを持たない患
者３３人のうち、３人に脱髄（それぞれ神経伝導速度が遅く、遠位潜時および時間的分散
が長い患者）の他の特徴があった。一方、３０人には、遠位神経の脱髄の証拠はないが、
運動軸索消失があった。
　患者１６人において、腓腹感覚神経活動電位がない、または振幅が減少した。ＥＭＧで
、弱い四肢の筋肉における急性または慢性の除神経変化が、検査を受けた患者６０人中５
５人にあった。ＥＭＧで除神経のない患者５人はすべて、少なくとも１箇所で焦点性伝導
ブロックがあった。胸部傍脊柱除神経は、検査を受けた患者２５人中１１人で見つかった
。
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【表１】

実施例２：予備ＥＬＩＳＡ検査
【００４６】
　二糖類に結合するＩｇＭとスルファチドについての運動神経障害血清１８例の比較から
、ＮＳ６Ｓ二糖を使用して、最高力価が得られることがわかった。少なくとも２個の硫酸
部位を有する２個の他の抗原、ＩｄｏＡ－２Ｓ－ＧｌｃＮＳおよびＴＳ－ＨＤＳは、平均
してＮＳ６Ｓの約７０％になる力価を与えた。検査した他の抗原すべては、平均してＮＳ
６Ｓの５０％未満になる力価を与えた。対照範囲内の最低力価は、スルファチドおよび非
硫酸化二糖類を使用して、見つかった。ＮＳ６Ｓに結合するＩｇＭは、Ｉｍｍｕｌｏｎま
たはＣｏｖａＬｉｎｋ　ＥＬＩＳＡプレートに加えた抗原を使用して、検査した場合、対
照よりも高くはなかった。
実施例３：運動神経障害および対照におけるＮＳ６Ｓに結合するＩｇＭ
【００４７】
　ＮＳ６Ｓに結合する血清ＩｇＭの高力価（≧７０００）が運動神経障害患者の４３％に
見られ、７０００から１８００００の範囲に及んだ（図２）。高力価のＮＳ６Ｓに結合す
るＩｇＭは、全疾患対照群より運動神経障害患者において一般的に生じた（ｐ＜１０－６

）。ＡＬＳまたはＣＩＤＰの対照群の患者は、高力価のＮＳ６Ｓに結合するＩｇＭを持た
なかった。ＮＳ６Ｓに結合するＩｇＭの高力価は、運動神経障害群より感覚神経障害患者
において頻度が低かった（ｐ＝０．０１）。ＮＳ６Ｓに結合するＩｇＭの量は、感覚神経
障害（平均６２３０６２３９３）より運動神経障害群（平均２０１８０６３８５４）にお
いて高かった（ｐ＝０．００３）。また、ＮＳ６Ｓに結合するＩｇＭの最高力価を有する
感覚神経障害血清はかなり高い力価のＭＡＧに結合するＩｇＭを有した（９００００）。
実施例４：運動神経障害および対照におけるＧＭ１ガングリオシドまたはＮＳ６Ｓに結合
するＩｇＭ



(16) JP 5747035 B2 2015.7.8

10

20

【００４８】
　ＧＭ１に結合するＩｇＭの高力価が運動神経障害患者の４３％に見られた。ＡＬＳ、Ｃ
ＩＤＰまたは感覚神経障害の患者は、ＧＭ１ガングリオシドに結合する血清ＩｇＭの高力
価を持たなかった。ＮＳ６ＳとＧＭ１ガングリオシドの少なくとも１つに結合するＩｇＭ
の高力価が運動神経障害患者の６４％（７５人中４８人）に存在した。ＮＳ６ＳとＧＭ１
の両方に結合するＩｇＭの高力価が運動神経障害患者の２１％（７５人中１６人）に存在
し、ＮＳ６ＳのみまたはＧＭ１のみに結合するＩｇＭの高力価はそれぞれ運動神経障害患
者の２１％（７５人中１６人）に存在した。ＮＳ６Ｓに結合するＩｇＭの高力価はＧＭ１
に結合するＩｇＭがない血清（３６％）より存在する血清（５２％）においてのほうが、
あまり頻度が高くなかった（ｐ＝０．２５）。
実施例５：他の運動神経障害患者の特徴に関するＩｇＭ抗体
【００４９】
　運動伝導ブロックまたはＮＳ６ＳもしくはＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭ抗体
は、運動神経障害患者の８３％（７５人中６２人）に見られた。ＮＳ６ＳおよびＧＭ１に
結合するＩｇＭの頻度および力価は、運動伝導ブロックがある運動神経障害患者とない運
動神経障害患者の部分群において似ていた（ｐ＝０．５）。ＮＳ６ＳおよびＧＭ１に結合
するＩｇＭの力価は、伝導ブロックがある運動神経障害患者において、平均して１９０４
２±４９４５および２０７３０±９６９６であり、伝導ブロックがない患者において、平
均して２１６６４±６１８４および３２７０３±１４０３６であった。
　ＮＳ６ＳおよびＧＭ１に結合するＩｇＭの頻度および力価は、ＭＭＮの基準がある患者
およびない患者において違わなかった。他の運動神経障害患者と比較して、ＭＭＮの全基
準における高力価のＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭの頻度が減少する傾向（ｐ＝
０．０８）があった。高力価のＮＳ６ＳおよびＧＭ１ガングリオシドに結合するＩｇＭの
頻度は、傍脊柱除神経、遠位感覚消失または異常な感覚神経活動電位（ＳＮＡＰ）がある
患者およびない患者において、似ていた。高力価のＮＳ６ＳまたはＧＭ１に結合するＩｇ
Ｍの頻度は、血清ＩｇＭＭタンパク質がない患者よりある患者においてのほうが、高かっ
た（ｐ＝０．０００１）。
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【表２】

実施例６：ＧＭ１に結合するＩｇＭについて検査する正の検査血清を有する患者における
臨床的特徴
【００５０】
　７年間で得られた臨床患者由来の２１１３例の血清の検討から、ＧＭ１に結合する高力
価のＩｇＭを有する患者２７人が明らかになった。正の結果のうち、２４例は本件に係わ
る運動神経障害患者のものであった。１人目は運動軸索消失を有する緩徐進行性の片手の
筋力低下があり、脱髄がなく、若年性一側上肢筋萎縮症の診断があった。２人目は、下肢
優位の合併症がある軽度の特発性軸発で対称な感覚多発神経障害であった。この患者２人
は、ＧＭ１正の血清２７例またはスルファチドに結合するＩｇＭの高力価を有する運動神
経障害患者７５人の収集物のうちの１つであった。
実施例７：ギラン・バレー症候群におけるＮＳ６Ｓに結合するＩｇＭ
【００５１】
　ギラン・バレー症候群の患者３０％からのＩｇＭ抗体は、上記実施例に記載の方法を使
用して、ＮＳ６Ｓを結合することもわかった。
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