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(57)【要約】
　本発明は、関節炎症状、例えば関節リウマチを評価す
るための、シトルリン化１４－３－３ηペプチド及びこ
れに対する抗体、並びにこれらを用いる方法を提供する
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　関節炎症状に罹患している患者の血清中に存在する抗１４－３－３η自己抗体により特
異的に認識される、単離されたシトルリン化１４－３－３ηタンパク質又はこれの断片。
【請求項２】
　配列番号５の４番目、１２番目、１９番目、４２番目、６１番目、８６番目、及び２２
７番目からなる群から選択される位置においてシトルリン残基を含む、請求項１に記載の
タンパク質。
【請求項３】
　配列番号１６～２２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の
タンパク質。
【請求項４】
　前記関節炎症状が関節リウマチである、請求項１に記載のタンパク質。
【請求項５】
　固体支持体と結合する、請求項１～４のいずれか一項に記載の少なくとも１つのシトル
リン化１４－３－３ηタンパク質を含む、組成物。
【請求項６】
　請求項１に記載の少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３ηタンパク質を含むキッ
ト。
【請求項７】
　対象の関節炎症状を診断する方法であって、
　シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれらの断片と、生体サンプル中に存在し得
るシトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片に対する自己抗体との少なくとも
１つの免疫複合体の形成に好適な条件下で、対象由来の生体サンプルと、少なくとも１つ
のシトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれらの断片を接触させ；そして
　シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれらの断片と、シトルリン化１４－３－３
タンパク質又はこれらの断片に対する自己抗体との免疫複合体の存在を検出することを含
み；
　ここで、前記免疫複合体の前記存在が、前記対象における関節炎症状の指標である、方
法。
【請求項８】
　前記検出工程が、シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片に対する自己抗
体の量を測定することをさらに含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記シトルリン化１４－３－３タンパク質が、シトルリン化１４－３－３ηである、請
求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記シトルリン化１４－３－３タンパク質が、シトルリン化１４－３－３ηの断片であ
る、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　前記シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片が、放射性標識、発光標識及
び蛍光標識、並びに酵素からなる群から選択される標識により検出可能に標識される、請
求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片が固体支持体に結合する、請
求項７に記載の方法。
【請求項１３】
　前記自己抗体が、ＥＬＩＳＡアッセイにより検出される、請求項７に記載の方法。
【請求項１４】
　前記検出が、化学発光により生じる、請求項７に記載の方法。
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【請求項１５】
　前記関節炎症状が関節リウマチである、請求項７に記載の方法。
【請求項１６】
　請求項１に記載のシトルリン化１４－３－３タンパク質に対する抗体。
【請求項１７】
　前記抗体が、シトルリン化形態と選択的に結合する、請求項１６に記載の抗体。
【請求項１８】
　請求項１６に記載の抗体を産生する非ヒト宿主。
【請求項１９】
　前記宿主が、ハイブリドーマ細胞株である、請求項１９に記載の宿主。
【請求項２０】
　対象の関節炎症状を診断及び／又は予後診断する方法であって、
　抗体と生体サンプル中に存在し得るシトルリン化１４－３－３タンパク質との少なくと
も１つの免疫複合体の形成に好適な条件下で、対象由来の生体サンプルと、シトルリン化
ヒト１４－３－３タンパク質又はこれの断片に対して選択的に結合することができる少な
くとも１つの抗体を接触させ；そして
　前記シトルリン化１４－３－３タンパク質内の少なくとも１つのシトルリン残基の存在
、程度、及び／又は位置を検出することを含み、
　ここで、前記少なくとも１つのシトルリン残基の存在、程度、及び／又は位置は、前記
対象の関節炎症状の指標又は前記対象の予後の情報である、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、一般に、関節炎症状に罹患している患者の血清中に存在する血清自己抗体、
及び特に、抗１４－３－３自己抗体により特異的に結合されるシトルリン化ペプチドに関
する。かかるペプチドは、天然配列中のアルギニンがシトルリンに脱イミノ化されている
、シトルリン化１４－３－３η配列、又はこれらの部分を含む。本発明はまた、関節リウ
マチを含む関節炎症状を評価するためのこれらのペプチド、及びこれらのシトルリン化ペ
プチドに対する抗体の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　関節炎又は関節痛は、一般に、身体の関節の炎症性障害を意味し、通常、痛み、腫脹及
び硬直を伴う。関節炎は、感染症、外傷、変性疾患、代謝性疾患若しくは妨害、又は他の
未知の病因を含むいくつかの原因のいずれかに起因する可能性がある。
【０００３】
　関節リウマチ（ＲＡ）は、例えば、滑膜の慢性炎症性疾患であり、最も一般的な全身性
自己免疫疾患の一つである。ＲＡの診断は、臨床症状に主に依存するが、実験室での結果
は、鑑別診断や疾患管理に役立つ。ＲＡの早期診断は、病気の治療と管理の両方において
重要である（Kim and Weisman (2000) Arthritis. Rheum. 43:473-84）。
【０００４】
　罹患患者の血清は、疾患についてのマーカーである可能性のある因子を含み、早期診断
を可能にする。歴史的に見て、リウマチ因子（ＲＦ）は、長い間、ＲＡの主要な血清学的
指標の一つとなっている。さらに、抗核周囲自己抗体としても知られている抗ケラチン自
己抗体（ＡＫＡ）は、ＲＡ患者の４０～５５％、及びＲＦ陰性である臨床的に診断された
ＲＡ患者の４０～５０％において検出される（Vincent et al. (1989) Ann. Rheum. Dis.
 48:712-22;Corconnier et al. (1996) Br. J. Rheumatol. 35:620-4; Gabay et al. (19
93) Ann. Rheum. Dis. 52:785-9）。ＡＫＡは、一般に、ＲＦよりも有意に特異的である
と考えられている。さらに、ＡＫＡは数ヶ月又は数年、ＲＡの臨床的所見に先行し得る。
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“Compositions and Methods for Characterizing Arthritic Conditions”のタイトルが
付けられたＰＣＴ出願公開第２０１０１０２４１２号はまた、１４－３－３タンパク質に
対する自己抗体や、ＲＡなどの関節炎症状を評価するためにそれらを使用する方法を記載
する。例えば、１４－３－３ηは、通常は細胞内タンパク質であり、疾患状態においての
み、それは細胞外空間に放出される。このような、血清１４－３－３η及び／又はこれに
対する自己抗体は、早期の及び確立したＲＡにおける他の血清学的指標を補完するマーカ
ーとして診断の有用性を有し、ＲＡ及びＰｓＡにおける関節損傷に関連する。
【０００５】
　近年、ＡＫＡが、シトルリンを含むエピトープを認識することが解明された（von Venr
ooj (2000) Arthritis Res. 52:785-9）。シトルリン化は、翻訳後修飾（ＰＴＭ）の形態
であり、ペプチジルアルギニンデイミナーゼ（ＰＡＤ）が、アミノ酸であるアルギニン（
Ｒ）から窒素を含有する部分を遊離させる化学的変化をもたらすシトルリン（Ｃ）への脱
イミノ化を触媒する。調節不全のシトルリン化は、ＲＡ等の炎症性症状における活性プロ
セスであるように見え、「発作（insult）」は、１）ＰＡＤの活性化；２）ＰＡＤ酵素の
滑膜腔への放出；３）ビメンチン及びフィラグリン等の細胞外タンパク質のシトルリン化
；４）シトルリン化抗原に対する体液性免疫応答；及び５）疾患の持続をもたらす。これ
らの抗シトルリン化抗体の検出は、ＲＡの早期診断においても有用であり得る。
【０００６】
　ＣＣＰ（環状シトルリン化ペプチド）として知られているシトルリンを含む合成ペプチ
ドに対するＩｇＧ抗体は、ＲＡの他の自己免疫疾患からの識別において、ＡＫＡテスト又
はＲＦテストのいずれかよりも優れていることが証明されており、抗ＣＣＰ抗体の存在は
、ＲＡに罹患した患者において、ＲＦレベルの上昇に独立して生じる。しかしながら、著
しい割合の患者は、抗ＣＣＰに対して血清学的に陰性であるか、血清学的に陰性であるま
まである。従って、この疾患の優れた、且つより特異的な診断指標の著しい必要性は、当
該技術分野において依然として存在する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　発明の概要
　本明細書に開示されるように、ヒト１４－３－３ηのシトルリン化部位は、インシリコ
で、インビトロで、そして臨床サンプルを用いて同定されている。１４－３－３ηのシト
ルリン化形態、及び／又は１４－３－３ηの生来の又は非シトルリン化形態と比べてこれ
らの翻訳後修飾に特異的な抗１４－３－３自己抗体は、抗ＣＣＰ陰性患者を含む関節リウ
マチの診断及び予後診断のために用いられ得る。特に、そして本明細書で初めて開示され
るように、１４－３－３ηは、健康な対象に対して抗ＣＣＰ陰性ＲＡ患者において差次的
に発現される新規シトルリン化標的を表し、シトルリン化タンパク質、及び／又はシトル
リン化１４－３－３ηに特異的な自己抗体の検出は、ＲＡ診断を著しく改善し得ることを
示す。
【０００８】
　従って、本発明は、例えば、関節リウマチの診断および予後診断のための、シトルリン
化１４－３－３ηタンパク質又はこれのシトルリン化断片を含む組成物、及びこれらを用
いる方法を提供する。また、本明細書において、対応する生来の又は非シトルリン化形態
と対照的に、シトルリン化１４－３－３ηタンパク質と選択的に、又は前記タンパク質内
のシトルリン化部位に特異的に結合するモノクローナル抗体を含む組成物、及びこれらを
用いる方法も提供する。
【０００９】
　１つの態様では、本発明は、生体サンプル中の１４－３－３ηのシトルリン化形態に対
する自己抗体の存在／量が、対象における関節炎症状の存在及び／又は状態の指標である
という発見に関する。本明細書において、対象由来の生体サンプルにおいて、少なくとも
１つのシトルリン化１４－３－３ηタンパク質又はこれの断片との循環免疫複合体を検出
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することを含む、哺乳動物対象における関節炎症状を評価及び／又は特徴付けるための方
法も提供する。
【００１０】
　好ましい実施形態では、該シトルリン化１４－３－３ηタンパク質又はこれの断片は、
少なくとも１つのシトルリン化部位、好ましくは、生来の１４－３－３η配列の４番目、
１２番目、１９番目、４２番目、６１番目、８６番目、若しくは２７７番目からなる群か
ら選択される部位、又はこれらの組み合わせにおいて、少なくとも１つのシトルリン残基
を含む。シトルリン化１４－３－３ηタンパク質又はこれの断片は、単離されてもよく、
あるいは、より好ましくは、本明細書においてより詳細に記載するように、固体支持体と
結合してもよい。
【００１１】
　従って、哺乳動物対象において関節炎症状を評価及び／又は特徴付けるための方法であ
って、対象由来の生体サンプルと少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３ηタンパク
質又はこれの断片を接触させ、そしてシトルリン化１４－３－３ηタンパク質又はこれの
断片に対する自己抗体を検出することを含み、ここで前記少なくとも１つのシトルリン化
１４－３－３ηタンパク質又はこれの断片に対する自己抗体の存在／量が、対象における
関節炎症状の存在及び／又は状態の指標である方法は、本明細書に記載される。また、哺
乳動物対象において関節炎症状を評価及び／又は特徴付けるための方法であって、対象由
来の生体サンプル中の自己抗体と少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３ηタンパク
質との循環免疫複合体を検出することを含み、ここでサンプル中の存在する免疫複合体の
存在／量が、対象における関節炎症状の存在及び／又は状態の指標である方法は、明細書
において提供される。
【００１２】
　１つの実施形態では、前記検出工程は、対照サンプルと比較するための、生体サンプル
中のシトルリン化１４－３－３ηタンパク質若しくはこれの断片に対する自己抗体、又は
シトルリン化１４－３－３ηタンパク質若しくはこれの断片との免疫複合体のレベルを定
量／測定することを含む。従って、対象における関節炎症状を評価するための現在特許請
求の範囲に記載の方法は、予後診断及び診断決定を提供することができる。
【００１３】
　１つの態様では、該対照サンプルは正常対照であり、そして比較は、関節炎診断の指標
である。１つの実施形態では、正常対照サンプル（例えば、関節炎症状を有しない別の対
象からの）と比べた前記生体サンプル中のシトルリン化１４－３－３ηタンパク質若しく
はこれの断片に対する自己抗体、又はシトルリン化１４－３－３ηタンパク質若しくはこ
れの断片との免疫複合体の増加したレベルは、前記対象における関節炎症状の診断的指標
である。
【００１４】
　従って、態様によっては、対象由来の生体サンプル中のシトルリン化１４－３－３ηタ
ンパク質に対する自己抗体若しくはこれらの免疫複合体の存在、及び／又は正常な（即ち
、非関節炎の）対照サンプル中のかかる自己抗体又は免疫複合体のレベルと比較して、対
象由来の生体サンプル中のかかる自己抗体又は免疫複合体の上昇したレベルの存在は、対
象が関節炎症状を有するという診断を提供する。
【００１５】
　１つの態様では、対照サンプルは、哺乳動物対象由来の先の生体サンプルであり、そし
て比較は、疾患進行及び／又は治療計画の有効性の指標である。１つの実施形態では、先
のサンプル（例えば前記対象由来のベースライン生体サンプル）と比較した前記サンプル
中のシトルリン化１４－３－３ηに対する自己抗体、又はこれらの循環免疫複合体の減少
したレベルは、継続中の治療計画の有効性の指標である。別の実施形態では、先のサンプ
ルと比較した前記サンプル中のシトルリン化１４－３－３ηに対する自己抗体、又はこれ
らの循環免疫複合体の上昇したレベルは、治療計画に対する応答の欠如の指標である。
【００１６】



(6) JP 2014-530826 A 2014.11.20

10

20

30

40

50

　従って、態様によっては、同一の対象からのベースライン生体サンプル中に存在するか
かる自己抗体又は複合体のレベルと比較した、対象由来の生体サンプル中で検出されるシ
トルリン化１４－３－３η若しくはこれの断片に対する自己抗体、又はシトルリン化１４
－３－３η若しくはこれの断片との免疫複合体の相対レベルは、関節炎症状の診断的指標
、及び／又は提案される治療計画の潜在的な有効性の治療診断的（theranostic）指標を
提供する。
【００１７】
　１つの態様では、対照サンプルは、哺乳動物対象由来の同一の生体サンプルであり、そ
して比較は、生来の又は非シトルリン化１４－３－３ηに対する自己抗体の相対レベル又
は量であり、これは、本明細書に記載されるような疾患進行及び／又は潜在的な治療計画
の有効性の指標となり得る。１つの実施形態では、同一のサンプル中の生来の又は非シト
ルリン化１４－３－３ηに対する自己抗体、又はこれの循環免疫複合体のレベルと比較し
た、前記サンプル中のシトルリン化１４－３－３ηに対する自己抗体、又はこれらの循環
免疫複合体の上昇したレベルは、疾患のステージ及び／又は予後の指標であり、あるいは
潜在的な治療介入（例えば、ペプチジルアルギニンデイミナーゼ等を直接標的とする阻害
剤）の示唆である。
【００１８】
　従って、態様によっては、対象からの同一の又は連続する生体サンプル中の生来の又は
非シトルリン化形態に対する自己抗体又は複合体のレベルと比較した、対象由来の生体サ
ンプル中で検出されるシトルリン化１４－３－３η又はこれの断片に対する自己抗体、又
はシトルリン化１４－３－３η又はこれの断片との免疫複合体の相対レベルは、関節炎症
状の予後診断的指標、及び／又は提案される治療計画の潜在的な有効性の治療診断的指標
を提供する。
【００１９】
　１つの態様では、前記対照サンプルは関節炎対象であり、前記比較は、疾患予後の指標
である。１つの実施形態では、関節炎対照サンプル（例えば、明確に定義された関節炎症
状を有する別の対象からの）と比較したシトルリン化１４－３－３ηに対する自己抗体又
はこれの免疫複合体の相対レベルは、関節炎の予後診断的指標である。
【００２０】
　従って、態様によっては、異なる関節炎状態を有する対象は、少なくとも１つのシトル
リン化１４－３－３ηタンパク質又はこれの断片に対する自己抗体、及び／又はこれの循
環免疫複合体のレベルにおける検出可能な差異を有し、そしてこれらの差異は予後診断的
に関連する。１つの例によれば、別の患者等において、関節炎症状の経過、例えば治療前
、治療の間、治療後を通じて存在する、先に決定されたレベルと比較した、対象において
検出される自己抗体の相対レベルに基づいて、関節炎症状の特定の疾患ステージ、又は組
織病理学的表現型を決定するために用いられる方法は、本明細書で開示される。別の例に
よれば、本明細書で開示される方法は、例えばデータベースに保存されてもよい対照サン
プルと比較した生体サンプル中で検出される自己抗体の相対レベルに基づいて、関節炎症
状の発症についての高いリスクにおける対象に由来するとして生体サンプルを分類するた
めに用いてもよい。
【００２１】
　別の態様では、本明細書に開示される方法は、診断的治療目的、例えば対照サンプル、
例えば、提案された治療計画を用いて首尾よく治療された第二の対象由来の第二の生体サ
ンプルと比較した、対象由来の生体サンプル中において検出される自己抗体の相対レベル
に基づいて提案された治療計画に対する対象の応答性を予測するために用いてもよい。
【００２２】
　従って、態様によっては、第一の対象由来の生体サンプル中の少なくとも１つのシトル
リン化１４－３－３ηタンパク質若しくはこれの断片に対する自己抗体、又はシトルリン
化１４－３－３ηタンパク質若しくはこれの断片との免疫複合体の相対レベルは、治療に
対して応答する能力が知られている対象由来の生体サンプル中のシトルリン化１４－３－
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３ηに対する自己抗体、又はシトルリン化１４－３－３ηとの免疫複合体のレベルは比較
され、ここでかかる比較は、治療に対する第一の対象の応答可能性を決定する。治療計画
に対する対象の感受性の決定は、従って、関節炎症状を有する対象を治療する方法を知ら
せるために用いられてもよい。例えば、関節炎症状を有する対象を治療する方法であって
、対象由来の生体サンプル中のシトルリン化１４－３－３ηに対する自己抗体のレベルを
測定すること（例えば、自己抗体／シトルリン化１４－３－３η免疫複合体形成のレベル
を測定することにより）、治療計画に対する対象の感受性と、シトルリン化１４－３－３
ηに対する自己抗体、又はシトルリン化１４－３－３ηとの免疫複合体のレベルとを関連
づけること、及び対象に治療計画を提供することを含む方法は、本明細書に記載される。
１つの態様では、本発明は、関節炎症状の治療をモニタリングするための方法であって、
患者サンプル中の少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３ηタンパク質若しくはこれ
の断片に対する自己抗体、又はシトルリン化１４－３－３ηタンパク質若しくはこれの断
片との免疫複合体のレベルを決定すること、及び治療中の患者中のシトルリン化１４－３
－３ηに関与する自己抗体／免疫複合体のレベルをモニタリングすることを含む方法を提
供する。
【００２３】
　別の態様では、患者において、関節炎のサブタイプを決定及び／又は識別するための方
法が本明細書において提供される。この態様では、第一の対象由来の生体サンプル中の少
なくとも１つのシトルリン化１４－３－３ηタンパク質若しくはこれの断片に対する自己
抗体、又はシトルリン化１４－３－３ηタンパク質若しくはこれの断片との免疫複合体の
相対レベルは、関節炎のサブタイプが知られている、そして／あるいは予め確立されてい
る１又はそれ以上の他の対象由来の生体サンプル中のシトルリン化１４－３－３ηに対す
る自己抗体、又はシトルリン化１４－３－３ηとの免疫複合体のレベルは比較され、ここ
でかかる比較は、第一の対象についての関節炎のサブタイプを決定する。
【００２４】
　第一の対象由来の生体サンプル中の少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３タンパ
ク質若しくはこれの断片に対する自己抗体、又はシトルリン化１４－３－３タンパク質若
しくはこれの断片との免疫複合体のレベルが、関節炎のサブタイプが知られている、そし
て／あるいは予め確立されている別の対象由来の生体サンプル中の少なくとも１つのシト
ルリン化１４－３－３タンパク質若しくはこれの断片に対する自己抗体、又はシトルリン
化１４－３－３タンパク質若しくはこれの断片との免疫複合体のレベルが同等であるとの
決定は、第一の対象が、他の対象と同一の関節炎のサブタイプを有することを示し得る。
例えば、第一の対象由来の生体サンプル中と、炎症性関節炎、例えば関節リウマチを有す
ることが知られている別の対象の生体サンプル中の少なくとも１つのシトルリン化１４－
３－３タンパク質若しくはこれの断片に対する自己抗体、又はシトルリン化１４－３－３
タンパク質若しくはこれの断片との免疫複合体の同様のレベルは、第一の対象はまた、炎
症性関節炎、例えば関節リウマチを有することを決定してもよい。
【００２５】
　加えて、第一の対象由来の生体サンプル中の少なくとも１つのシトルリン化１４－３－
３タンパク質若しくはこれの断片に対する自己抗体、又はシトルリン化１４－３－３タン
パク質若しくはこれの断片との免疫複合体のレベルが、関節炎のサブタイプが知られてい
る、そして／あるいは予め確立されている別の対象由来の生体サンプル中の少なくとも１
つのシトルリン化１４－３－３タンパク質若しくはこれの断片に対する自己抗体、又はシ
トルリン化１４－３－３タンパク質若しくはこれの断片との免疫複合体のレベルが異なる
ことの決定は、第一の対象が他の対象のサブタイプと異なる関節炎のサブタイプを有する
ことを示し得る。例えば、第一の対象由来の生体サンプル中と、非炎症性関節炎、例えば
、骨関節炎を有することが知られている別の対象の生体サンプル中の少なくとも１つのシ
トルリン化１４－３－３タンパク質若しくはこれの断片に対する自己抗体、又はシトルリ
ン化１４－３－３タンパク質若しくはこれの断片との免疫複合体の異なるレベルは、第一
の対象はまた、炎症性関節炎、例えば関節リウマチを有することを決定してもよい。
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【００２６】
　１つの実施形態では、検出工程は、免疫学に基づく技術、例えば免疫沈殿、ＥＬＩＳＡ
、ウェスタンブロット分析、免疫組織化学、免疫蛍光、「サンドイッチ」イムノアッセイ
、免疫放射線アッセイ、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、インサイチュイムノアッ
セイ、沈殿反応、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、タンパク質Ａアッセイ、免疫電気泳
動アッセイ、蛍光活性化セルソーティング（ＦＡＣＳ）分析、ラジオイムノアッセイ等を
含む。
【００２７】
　本明細書に記載される方法に従って、シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの
断片に対する抗体を決定及び／又は測定することは、従って、自己抗体とシトルリン化１
４－３－３若しくはこれの断片との免疫複合体の形成を観察すること、あるいは、サンプ
ル中に存在する自己抗体／シトルリン化１４－３－３複合体の存在を決定することにより
行なわれてもよい。１つの実施形態では、前記形成は、検出可能に標識されたシトルリン
化１４－３－３タンパク質又はこれの断片を用いることにより検出されてもよい。別の実
施形態では、前記複合体は、自己抗体／シトルリン化１４－３－３複合体と、免疫グロブ
リン、例えば、自己抗体の免疫グロブリン主鎖と結合する検出可能に標識された二次抗体
との第二の免疫複合体を形成することにより検出してもよい。
【００２８】
　１つの実施形態では、患者の血液、滑液、血漿、血清、又は組織（例えば滑膜関節、損
傷した関節組織等）中のシトルリン化１４－３－３に対する自己抗体、又はこれの循環免
疫複合体を検出することに関する。１つの実施形態では、検出は、シトルリン化１４－３
－３タンパク質又はこれの断片を用いて、血液、滑液、血漿、血清、又は組織由来のシト
ルリン化１４－３－３に対する自己抗体の免疫沈殿により行なう。１つの実施形態では、
検出は、ＥＬＩＳＡの使用に関する。１つの実施形態では、検出は、患者由来の滑液、血
漿又は血清を含むサンプルのウェスタンブロット分析に関する。１つの実施形態では、検
出は、ラジオイムノアッセイの使用に関する。１つの実施形態では、検出は、ストリップ
テストの使用に関する。１つの実施形態では、検出は、ポイントオブケア試験の使用に関
する。１つの実施形態では、シトルリン化１４－３－３タンパク質に対する自己抗体又は
これの循環複合体の検出は、関節炎（例えば、ＭＭＰ、抗ＣＣＰ、抗ＲＦ及び／又はＣＲ
Ｐ）の別のマーカーの検出と組み合わされる。
【００２９】
　対象における関節炎症状を評価するための試薬を含むキットであって、前記試薬は、シ
トルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片に対する自己抗体を特異的に認識する
キットはまた、本明細書に記載される。１つの実施形態では、前記試薬は、固体支持体上
で固定化されてもよい、検出可能に標識されたシトルリン化１４－３－３タンパク質又は
これの断片を含んでもよい。シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片は、複
数の１４－３－３タンパク質アイソフォーム間で共有されるエピトープを含んでもよく、
あるいは、シトルリン化１４－３－３タンパク質アイソフォームの１つ又はサブセットに
特有のエピトープを含んでもよい。好ましい実施形態では、シトルリン化１４－３－３タ
ンパク質又はこれの断片は、シトルリン化１４－３－３η及び／又はγエピトープを含む
。１つの実施形態では、前記シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片は、少
なくとも１つの他のシトルリン化１４－３－３アイソフォーム、例えば１４－３－３γに
より共有されるシトルリン化１４－３－３ηエピトープを含む。別の実施形態では、シト
ルリン化１４－３－３ηエピトープは、１４－３－３ηに特有である。
【００３０】
　別の態様では、生来のヒト１４－３－３ηタンパク質又はこれらの生来のヒト１４－３
－３η断片よりも、それぞれシトルリン化ヒト１４－３－３タンパク質、又はこれらのシ
トルリン化断片に選択的に結合することができる抗体が、本明細書で提供される。好まし
い実施形態では、単離された抗体は、１４－３－３ηタンパク質の生来の又は非シトルリ
ン化形態に特異的な抗１４－３－３η自己抗体ではなく、シトルリン化１４－３－３ηタ
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ンパク質に特異的な抗１４－３－３η自己抗体と、シトルリン化１４－３－３ηタンパク
質との結合について、競合する。
【００３１】
　１つの実施形態では、該抗体は、それぞれ生来の１４－３－３ηタンパク質又は生来の
１４－３－３ηタンパク質断片よりも、シトルリン化１４－３－３ηタンパク質又はその
シトルリン化断片と選択的に結合することができる。好ましい実施形態では、該抗体は、
それぞれ、配列番号９～１５からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む生来の１４－
３－３ηタンパク質よりも、配列番号１６～２２からなる群から選択されるアミノ酸配列
を含むシトルリン化１４－３－３ηタンパク質と選択的に結合することができる。１つの
実施形態では、本明細書で提供される抗体は、配列番号１６のアミノ酸配列を含むタンパ
ク質と選択的に結合するが、配列番号９のアミノ酸配列を含むタンパク質と結合しない。
１つの実施形態では、本明細書で提供される抗体は、配列番号１７のアミノ酸配列を含む
タンパク質と選択的に結合するが、配列番号１０のアミノ酸配列を含むタンパク質と結合
しない。１つの実施形態では、本明細書で提供される抗体は、配列番号１８のアミノ酸配
列を含むタンパク質と選択的に結合するが、配列番号１１のアミノ酸配列を含むタンパク
質と結合しない。１つの実施形態では、本明細書で提供される抗体は、配列番号１９のア
ミノ酸配列を含むタンパク質と選択的に結合するが、配列番号１２のアミノ酸配列を含む
タンパク質と結合しない。１つの実施形態では、本明細書で提供される抗体は、配列番号
２０のアミノ酸配列を含むタンパク質と選択的に結合するが、配列番号１３のアミノ酸配
列を含むタンパク質と結合しない。１つの実施形態では、本明細書で提供される抗体は、
配列番号２１のアミノ酸配列を含むタンパク質と選択的に結合するが、配列番号１４のア
ミノ酸配列を含むタンパク質と結合しない。１つの実施形態では、本明細書で提供される
抗体は、配列番号２２のアミノ酸配列を含むタンパク質と選択的に結合するが、配列番号
１５のアミノ酸配列を含むタンパク質と結合しない。別の実施形態では、該抗体は、生来
の１４－３－３γタンパク質よりも、シトルリン化１４－３－３γタンパク質と選択的に
結合することができる。
【００３２】
　別の態様では、本発明は、個人の１４－３－３ηタンパク質のシトルリン化の程度及び
／又はシトルリンの同定が、タンパク質内の特定の部位、例えば配列番号５の、位置４、
１２、１９、４２、６１、８６及び２２７の１つ又はそれ以上において存在し、対象にお
ける関節炎症状の存在及び／又は状態の指標でもあるという発見に関する。哺乳動物対象
中の関節炎症状を評価する、及び／又は特徴付けるための方法であって、前述の選択的な
抗体を用いて、対象由来の生体サンプル中の少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３
ηタンパク質又はこれの断片の程度、及び／又は特定のシトルリン化位置を検出すること
を含む方法も本明細書で提供される。
【００３３】
　従って、哺乳動物対象における関節炎症状を評価する、及び／又は特徴付けるための方
法であって、対象由来の生体サンプルを、シトルリン化ヒト１４－３－３ηタンパク質又
はこれらのシトルリン化断片と選択的に結合することができる１又は複数の抗体と接触さ
せ、そしてシトルリン化１４－３－３ηタンパク質又はこれの断片を検出することを含み
、前記１４－３－３ηタンパク質又はこれの断片内のシトルリン化の存在、程度及び位置
が、定義された臨床試験結果標準と比較して、対象における関節炎症状の存在及び／又は
症状の指標である方法を、本明細書で提供する。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】図１は、１４－３－３η抗原の組み換え非シトルリン化又はシトルリン化形態の
いずれかに対する自己抗体の反応性により測定されるような、抗ＣＣＰ陰性及び抗ＣＣＰ
陽性関節リウマチ（ＲＡ）患者における１４－３－３ηシトルリン化特異的自己抗体応答
を表す棒グラフを示す。１４－３－３η自己抗体は、抗ＣＣＰ陰性及び陽性患者の両者に
おいて、１４－３－３η抗原のシトルリン化形態と優先的に結合する。
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【００３５】
【図２】図２は、３０の抗ＣＣＰ陰性関節リウマチ（ＲＡ）患者（▲）と比較した３０の
抗ＣＣＰ陰性健康対象（●）における１４－３－３ηシトルリン化特異的自己抗体応答を
表すドットプロットを示す。ｙ軸（抗ｃｉｔ－１４－３－３η）は、各個人の対象に対す
る１４－３－３η抗原のシトルリン化形態に対する自己抗体応答を表す。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　詳細な説明
　「１４－３－３」及び「１４－３－３タンパク質」は互換的に用いられ、１４－３－３
ファミリーの少なくとも１つのメンバーを意味する。１４－３－３タンパク質は、真核生
物において偏在的に発現される保存された細胞内調節分子のファミリーのメンバーである
。１４－３－３タンパク質は、キナーゼ、ホスファターゼ、及び膜貫通受容体を含む、多
数の機能的に多様なシグナル伝達タンパク質と結合する能力を有する。実際、１００超の
シグナル伝達タンパク質が、１４－３－３リガンドとして報告されている。１４－３－３
タンパク質は、テトラトリコペプチド反復スーパーファミリーの進化したメンバーと考え
られ得る。これらは、一般的に、９又は１０個のαヘリックスを有し、そして、通常、こ
れらのアミノ末端のヘリックスに沿ったホモダイマー及び／又はヘテロダイマー相互作用
を形成する。これらのタンパク質は、二価カチオン相互作用、リン酸化、及びアシル化に
ついて、中でもタンパク質分解的切断についての領域を含む、多数の既知のドメインを含
む。
【００３７】
　哺乳動物において発現することが知られている１４－３－３タンパク質の遺伝的に異な
ってコードされている７つのアイソフォームが存在し、各アイソフォームは２４２～２５
５アミノ酸を含む。７つの１４－３－３タンパク質アイソフォームは、１４－３－３ａ／
β（アルファ／ベータ）、１４－３－３δ／ξ（デルタ／ゼータ）、１４－３－３ε（イ
プシロン）、１４－３－３γ（ガンマ）、１４－３－３η（エータ）、１４－３－３τ／
θ（タウ／シータ）、及び１４－３－３σ（シグマ／ストラテフィン（stratifin））と
して命名される。１４－３－３タンパク質は、高い程度の配列相同性を有し、翻訳後プロ
セッシング、例えばリン酸化、シトルリン化等を経ることが知られている。例えば、Megi
dish et al. (1998) J. Biol. Chem. 273: 21834-45を参照のこと。結果として、抗１４
－３－３自己抗体は、１超の１４－３－３タンパク質アイソフォームと特異的に結合及び
／又は認識してもよく、１つのアイソフォーム（例えば、１４－３－３η）とのみ特異的
に結合及び／又は認識してもよい。
【００３８】
　シトルリン化は、翻訳後修飾（ＰＴＭ）の形態であり、これはペプチジルアルギニンデ
イミナーゼ（ＰＡＤ）が、アミノ酸であるアルギニン（Ｒ）のシトルリン（Ｃ）への窒素
含有部分を遊離させる化学変化をもたらす脱イミノ化を触媒する。従って、用語「シトル
リン化１４－３－３タンパク質」及び「シトルリン化１４－３－３ペプチド」は互換的で
あり、シトルリン化配列中にシトルリン残基を有する生来の配列中の少なくとも１つのア
ルギニン残基の置換を別にして、生来の１４－３－３タンパク質（例えば、翻訳後に修飾
されない１４－３－３タンパク質）と同一であるアミノ酸配列を有するタンパク質を意味
する。
【００３９】
　「により置換される」又は「により置き換えられる」は、例えば、シトルリン残基によ
り置換される、あるいは置き換えられるアルギニン残基に改変されることを含み、例えば
ＰＡＤとのインキュベーションによりシトルリン残基に改変されたアルギニン残基を意味
し得る。ＰＡＤによるシトルリン化は、主にタンパク質のＮＨ2末端において開始するが
、例外的に、これは、タンパク質のＣＯＯＨ末端から開始し得る。この場合、いくつかの
アルギニン残基は、シトルリン残基により置き換えられ、これは、前記のいくつかのアル
ギニン残基について、各１つのアルギニン残基が、単一のシトルリン残基により置き換え



(11) JP 2014-530826 A 2014.11.20

10

20

30

40

50

られることを意味する。
【００４０】
　ペプチジルアルギニンデイミナーゼ（ＰＡＤ）はまた、タンパク質－アルギニンデイミ
ナーゼとも称され、カルシウムイオンの存在下で、ペプチド中のアルギニン残基をシトル
リン残基に変換する翻訳後修飾酵素のファミリーである。
【００４１】
　「シトルリン」及び「Ｃｉｔ」とは、２－アミノ－５－（カルバモイルアミノ）ペンタ
ン酸を意味し、以下の式：Ｈ2ＮＣ（Ｏ）ＮＨ（ＣＨ2）3ＣＨ（ＮＨ2）ＣＯ2Ｈを有する
α－アミノ酸である。
【００４２】
　用語「ペプチド」及び「タンパク質」は、本明細書において互換的に用いられ、ペプチ
ド結合により結合した２～２００アミノ酸のアミノ酸配列を含む分子を意味する。ペプチ
ドは、任意の標準的な２０のアミノ酸又はこれらの改変された形態、及び化学的ペプチド
合成により、又は化学若しくは酵素的改変により組み込まれた任意の非天然アミノ酸を含
み得る。ペプチドは、抗原として用いられ得、そして１又は複数のエピトープを含み得る
。
【００４３】
　タンパク質について言及する際に本明細書で用いられる用語「誘導体」、「変異体」及
び「断片」は、少なくとも前記タンパク質の活性部分、例えば前記タンパク質の少なくと
もエピトープ及び／又はシトルリン残基、抗１４－３－３自己抗体により特異的に結合す
るもののいずれか、又は双方を含む分子を意味する。
【００４４】
　用語「エピトープ」とは、抗体若しくはその部分（Ｆａｂ’、Ｆａｂ２’等）又はＢ若
しくはＴ細胞リンパ球の細胞表面において提示される受容体により特異的に認識及び結合
し、且つ前記結合により免疫応答を誘導することができる、抗原タンパク質の１つ又はい
くつかの部分（立体構造エピトープを定義してもよい）を意味する。エピトープは、分子
の表面上に一般的に存在する化学的特徴であり、抗体との相互作用に利用しやすい。典型
的な化学的特徴は、三次元構造的特性、並びに電荷、親水性及び親油性を含む化学的特性
を有するアミノ酸及び糖部分である。立体構造エピトープは、化学的構造の根底にある任
意の変化を含まない分子の特別なエレメントにおける変化による、抗体との反応性の喪失
による非立体構造エピトープと区別される。
【００４５】
　当業者は、自己抗体が抗原の断片を認識することを認識する。従って、本明細書で用い
られるように、「これらの断片」及び「エピトープ」は、互換的に用いられ、一般的に、
抗体、例えば自己抗体と結合することができる１４－３－３の決定要因を意味する。従っ
て、１４－３－３タンパク質又は特定のアイソマーへの言及において用いられる場合、用
語「エピトープ」は、一般的に、抗体、例えば自己抗体と結合することができる、シトル
リン化１４－３－３タンパク質を含むタンパク質の断片を意味する。
【００４６】
　少なくとも１つのシトルリン残基を含み、関節炎、特に関節リウマチと診断された患者
において自己抗体により認識されるシトルリン化１４－３－３エピトープ、対象において
関節炎症状を評価及び／又は特徴付けるために斯かるエピトープを用いる方法、及び斯か
るエピトープを含むキットは、本明細書において開示される。エピトープは、エピトープ
に特有の空間的立体構造においてわずか３つのアミノ酸を含み得る。一般的に、エピトー
プは、少なくとも６つの斯かるアミノ酸、より通常には少なくとも８～１０の斯かるアミ
ノ酸からなる。エピトープを構成するアミノ酸を決定するための方法は、Ｘ線結晶解析、
２次元核磁気共鳴、及びエピトープマッピングが挙げられる。
【００４７】
　「抗体」とは、対応する抗原に特異的に結合するタンパク質を含む構成物（compositio
n）を意味し、免疫グロブリンの共通の、一般的構造を有する。抗体なる用語は、これら
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が所望の生物学的活性を示す限り、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ダイマー
、マルチマー、多重特異的抗体（例えば、二重特異的抗体）、及び抗体断片を特に網羅す
る。抗体は、マウス、ヒト、ヒト化、キメラ、又は他の種に由来するものであってもよい
。典型的に、抗体は、ジスルフィド結合により相互接続された少なくとも２つの重鎖及び
２つの軽鎖を含み、これは、抗原と相互作用する結合ドメインから組み合わされる。各重
鎖は、重鎖可変領域（ＶＨ）と重鎖定常領域（ＣＨ）からなる。重鎖定常領域は、３つの
ドメインであるＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３からなり、μ、δ、γ、α又はεアイソタイプ
でもよい。同様に、軽鎖は、軽鎖可変領域（ＶＬ）と軽鎖定常領域（ＣＬ）からなる。軽
鎖定常領域は、１つのドメインＣＬからなり、これは、κ又はλアイソタイプでもよい。
ＶＨ及びＶＬ領域は、相補性決定領域（ＣＤＲ）と名付けられる超可変性の領域にさらに
細分され、フレームワーク領域（ＦＲ）と名付けられる、より保存性を有する領域が散り
ばめられている。各ＶＨ及びＶＬは、３つのＣＤＲと４つのＦＲからなり、以下の順序：
ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４でアミノ末端からカル
ボキシ末端まで配列される。重鎖及び軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ドメイ
ンを含む。抗体の定常領域は、免疫系の様々な細胞（例えばエフェクター細胞）及び古典
的補体系の第一の補体（ＣＩｑ）を含む宿主組織又は因子に対する免疫グロブリンの結合
を仲介し得る。重鎖定常領域は、特に、細胞受容体、例えばＦｃ受容体（例えば、Ｆｃｙ
ＲＩ、ＦｃｙＲＩＩ、ＦｃｙＲＩＩＩ等）を介する宿主組織又は宿主因子に対する免疫グ
ロブリンの結合を仲介する。本明細書で用いられるように、抗体は、抗原と結合する能力
を保持する免疫グロブリンの抗原結合部分も含む。これらとしては、例えば、ＶＬ　ＣＬ
及びＶＨ　ＣＨ抗体ドメインの一価断片であるＦ（ａｂ）；並びにヒンジ領域においてジ
スルフィド結合により連結した２つのＦａｂ断片を含む二価断片であるＦ（ａｂ’）2断
片が挙げられる。抗体なる用語はまた、組み換え一本鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）及び二重特
異的分子、例えばダイアボディ、トリアボディ、及びテトラボディを意味する（例えば、
米国特許第５，８４４，０９４号を参照のこと）。
【００４８】
　「抗原」は、幅広く解釈され、そして抗体と特異的に結合することができる任意の分子
、構成物、又は粒子を意味する。抗原は、抗体と相互作用する１又は複数のエピトープを
有し得るが、必ずしもその抗体の生産を誘導しない。
【００４９】
　「自己抗体」は、自己の抗原、即ち通常の組織構成要素と特異的に結合する内因性抗体
である。自己抗体は、自己抗体を生産する同一の体の天然に生じる抗原に対する応答にお
いて産生される。従って、用語「１４－３－３に対する自己抗体（autoantibodies again
st 14-3-3）」及び「１４－３－３に対する自己抗体（autoantibodies to 14-3-3）」は
、互換的に用いられ、シトルリン化され得る１４－３－３タンパク質と特異的に結合する
哺乳動物対象により産生される内因性抗体、又は前記宿主由来のこれの断片を意味する。
【００５０】
　「免疫学的結合」及び「免疫複合体の形成」は、互換的に用いられ、本明細書において
、一般的に抗体、例えば自己抗体と、抗体が特異的である抗原との間に生じる非共有結合
的相互作用の種類を意味する。免疫学的結合相互作用の強度又は親和性は、相互作用の解
離定数（Ｋd）の用語において表され得、ここでより小さいＫdは、より優れた親和性を表
す。免疫学的特性は、当該技術分野によく知られている方法により定量され得る。例えば
、Davies et al. (1990) Annual Rev. Biochem. 59:439-473を参照のこと。抗体、又はこ
れらの抗原結合断片は、「特異的結合」、「免疫学的結合」と言われ、及び／又はそれが
検出可能なレベルにおいてリガンドと反応し（例えば、ＥＬＩＳＡアッセイ内で）、且つ
同様の条件下で関係ないリガンドと検出可能な反応をしない場合、「免疫学的に活性であ
る」とも言われる。
【００５１】
　タンパク質又はペプチドについて言及する場合、抗体との「特異的（又は選択的）結合
」なる語句は、タンパク質及び他の生物製剤の異種の集団におけるタンパク質の存在の決
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定である結合反応を意味する。抗体について言及する場合、タンパク質又はペプチドに「
対する」なる用語は、タンパク質及び他の生物製剤の異種の集団における前記抗体による
タンパク質の存在の決定である特異的結合反応を意味する。従って、指定されるイムノア
ッセイ条件下において、特異的な抗体は、少なくともバックグラウンドの２倍特定のタン
パク質と結合するが、サンプル中に存在する他のタンパク質と有意な量において実質的に
結合しない。斯かる条件下での抗体との特異的な結合は、特定のタンパク質についてのそ
の特異性について選択される抗体を要求し得る。例えば特定の種、例えばラット、マウス
、又はヒト由来のマーカー「Ｘ」について生じるポリクローナル抗体は、マーカー「Ｘ」
との特異的な免疫反応であり、多形変異体及びマーカー「Ｘ」の対立遺伝子を除く他のタ
ンパク質と特異的ではない、これらのポリクローナル抗体のみを得るために選択され得る
。この選択は、他の種からのマーカー「Ｘ」分子と交差反応する抗体を除くことにより達
成されてもよい。様々なイムノアッセイ形式は、特定のタンパク質と特異的な免疫反応性
を有する抗体を選択するために用いられてもよい。例えば、固相ＥＬＩＳＡイムノアッセ
イは、タンパク質との特異的な免疫反応性を有する抗体を選択するために日常的に用いら
れる（特異的免疫反応性を決定するために用いられ得るイムノアッセイ形式及び条件の記
載については、例えば、Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (1988)を参
照のこと）。典型的に、特異的又は選択的反応は、バックグラウンドシグナル又はノイズ
の少なくとも２倍であり、より典型的にはバックグラウンドシグナルの１０～１００倍超
である。
【００５２】
　「診断」とは、本明細書に開示されるシトルリン化１４－３－３タンパク質に対する１
又は複数の自己抗体の存在又は不存在に基づいて、対象における病態の存在又は性質を同
定することを意味する。診断方法は、シトルリン化１４－３－３タンパク質に対する自己
抗体の存在と、特定の疾患、例えば関節リウマチ又は疾患の群（例えば関節炎症状）の出
現とを関連付ける。
【００５３】
　「予後診断」とは、本明細書に開示されるシトルリン化１４－３－３タンパク質に対す
る１又は複数の自己抗体の存在／不存在、及び／又は量に基づいて、治療をしている、あ
るいはしていない対象における病態及び／又は疾患進行の潜在的進行又は結果を決定する
ことを意味する。予後診断方法は、シトルリン化１４－３－３タンパク質に対する自己抗
体の存在及び／又は量と、関節炎症状の進行及び／又はあり得る結果とを関連付ける。
【００５４】
　「治療的診断」とは、本明細書に開示されるシトルリン化１４－３－３タンパク質に対
する１又は複数の自己抗体の存在／不存在、及び／又は量に基づいて、病態及び／又は疾
患進行についての提案された治療プロトコールに対する可能性及び／又は起こりうる反応
を決定すること、及びその結果に基づいて対象について適切な治療を調整することを意味
する。治療的診断方法は、シトルリン化１４－３－３タンパク質に対する自己抗体の存在
及び／又は量と、対象における関節炎症状の様々な治療選択肢の推定される有効性とを関
連付ける。
【００５５】
　「対象」及び「患者」は、互換的に用いられ、示される場合を除いて、哺乳動物、例え
ばヒト及び非ヒト霊長類、並びにウサギ、ラット、マウス、ヤギ、ブタ、並びに他の哺乳
動物種を意味する。
【００５６】
　「関節炎症状」、「関節炎」及び「関節痛」は、互換的に用いられ、示される場合を除
いて、一般的に、身体の関節の炎症性疾患を意味する。疼痛、腫脹、硬直及び動作の困難
性は、しばしば関節炎症状と関連する。関節炎は、１００超の様々な症状からなる。これ
らは、相対的に軽症型から深刻な全身型のいずれかであり得る、例えば、www.arthritis.
ca/types%20of%20arthritis/default.asp?s=1を参照のこと。関節炎症状は、感染、外傷
、変性疾患、代謝性疾患若しくは障害、又は他の既知の病因に起因してもよい。
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【００５７】
　関節炎症状は、より具体的に、サブタイプ、例えば関節リウマチ、混合性結合組織疾患
（ＭＣＴＤ）、結晶誘発性関節炎、反応性関節炎、脊椎関節症、骨関節炎、サルコイドー
シス、回帰性リウマチ、外傷性（post traumatic）関節炎、悪性腫瘍に関連する関節炎、
敗血症性関節炎、ライム関節炎、骨関節炎、細菌感染性関節炎等に従って記載されてもよ
い。関節炎は、さらに、痛風、強直性脊椎炎、全身性エリテマトーデス、炎症性腸疾患、
乾癬等を含む他の同定される疾患と同時に起こってもよい。明確に定義された関節炎症状
とは、関節炎の種類、及びそのステージ、例えば発症、緩解、再発等に関する認識を意味
する。
【００５８】
　シトルリン化１４－３－３タンパク質
　生来の１４－３－３タンパク質のアミノ酸配列は、表１に記載される。態様によっては
、１４－３－３タンパク質は、表１に提供される生来の１４－３－３タンパク質配列と同
一である。１４－３－３タンパク質は、表１に提供される生来の１４－３－３タンパク質
配列と実質的に相同的でもよく、且つ１４－３－３タンパク質の機能的活性、例えば抗１
４－３－３自己抗体との特異的結合を保持していてもよいが、生来の対立遺伝子変異又は
突然変異のためにアミノ酸配列が異なっていてもよい。
【００５９】
【表１】

【００６０】
　本明細書で用いられるように、語句「１４－３－３ηタンパク質」とは、配列番号５、
及び実質的にこれらと相同的であるタンパク質、例えば配列番号５と少なくとも７５％、
より好ましくは８０％～９０％、さらにより好ましくは９０％～９５％、なおより好まし
くは９５％、そして最も好ましくは９８％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質を含
むタンパク質を意味する。配列番号５のアミノ酸配列は、以下に提供される。
【００６１】
MGDREQLLQR ARLAEQAERY DDMASAMKAV TELNEPLSNE DRNLLSVAYK NVVGARRSSW RVISSIEQKT MAD
GNEKKLE KVKAYREKIE KELETVCNDV LSLLDKFLIK NCNDFQYESK VFYLKMKGDY YRYLAEVASG EKKNSV
VEAS EAAYKEAFEI SKEQMQPTHP IRLGLALNFS VFYYEIQNAP EQACLLAKQA FDDAIAELDT LNEDSYKDS
T LIMQLLRDNL TLWTSDQQDE　EAGEGN
【００６２】
　２つのアミノ酸配列又は２つのポリヌクレオチド配列の％同一性を決定するために、該
配列は最適な比較のためにアライメントされる（例えば、ギャップは、最適配列のために
第一の及び第二のアミノ酸又はポリヌクレオチド配列の１方又は双方に導入され得、非相
同性的な配列は比較のために無視され得る）。好ましい実施形態では、比較のためにアラ
イメントされた基準配列の長さは、基準配列の長さの、少なくとも３０％、好ましくは少



(15) JP 2014-530826 A 2014.11.20

10

20

30

40

50

なくとも４０％、より好ましくは少なくとも５０％、さらにより好ましくは少なくとも６
０％、そしてなおより好ましくは少なくとも７０％、８０％、若しくは９０％である。対
応するアミノ酸位置又はヌクレオチド位置におけるアミノ酸残基又はヌクレオチドは、そ
の後比較される。第一の配列における位置が第二の配列における対応する位置と同一のア
ミノ酸残基又はヌクレオチドを占める場合、その位置に置いてその分子は同一である（本
明細書で用いられる場合、アミノ酸又はポリヌクレオチド「同一性」は、アミノ酸又はポ
リヌクレオチド「相同性」と同等である）。２つの配列間の％同一性は、２つの配列の最
適なアライメントのために導入することが必要とされるギャップの数、及び各ギャップの
長さを考慮した配列により共有される同一な位置の数の関数である。
【００６３】
　２つの配列間の配列の比較及び％同一性の決定は、数学的アルゴリズムを用いて達成さ
れる。好ましい実施形態では、２つのアミノ酸配列間の％同一性は、Ｂｌｏｓｓｏｍ　６
２マトリックス又はＰＡＭ２５０マトリックスのいずれか、及び１６、１４、１２、１０
、８、６若しくは４のギャップ重量、及び１、２、３、４、５若しくは６の長さ重量を用
いて、ＧＣＧソフトウェアパッケージ（http://www.gcg.comにおいて入手可能である）中
のＧＡＰプログラムに組み込まれているNeedleman及びWunsch（J. Mol. Biol. (48):444-
453 (1970)）のアルゴリズムを用いて決定される。さらに別の好ましい実施形態では、２
つのヌクレオチド配列間の％同一性は、ＮＷＳｇａｐｄｎａ．ＣＭＰマトリックス、及び
４０、５０、６０、７０若しくは８０のギャップ重量、及び１、２、３、４、５若しくは
６の長さ重量を用いて、ＧＣＧソフトウェアパッケージ（http://www.gcg.comにおいて入
手可能である）中のＧＡＰプログラムを用いて決定される。別の実施形態では、２つのア
ミノ酸又はヌクレオチド配列間の％同一性は、ＰＡＭ　１２０重量残基表、１２のギャッ
プ長ペナルティ、及び４のギャップペナルティを用いた、ＡＬＩＧＮプログラム（バージ
ョン２．０）に組み込まれるE. Meyers及びW. Miller （CABIOS, 4:11-17 (1989)）のア
ルゴリズムを用いて決定される。
【００６４】
　本発明のタンパク質配列は、公のデータベースに対するサーチを実行するための、例え
ば、他のファミリーメンバー又は関連する配列を同定するための、「クエリー配列」とし
てさらに用いられ得る。かかるサーチは、Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:
403-10のＮＢＬＡＳＴ及びＸＢＬＡＳＴプログラム（バージョン２．０）を用いて実行さ
れ得る。ＢＬＡＳＴヌクレオチドサーチは、本発明のポリヌクレオチド分子と相同的なヌ
クレオチド配列を得るために、ＮＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝１００、ワード長＝１
２を用いて行なわれ得る。ＢＬＡＳＴタンパク質サーチは、本発明の１４－３－３タンパ
ク質分子と相同的なアミノ酸配列を得るために、ＸＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝５０
、ワード長＝３を用いて行なわれ得る。比較のためのギャップが導入されたアライメント
を得るために、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴは、Altschul et al., (1997) Polynucleptide
s Res. 25(17):3389-3402に記載されるように用いられ得る。ＢＬＡＳＴ及びＧａｐｐｅ
ｄ　ＢＬＡＳＴプログラムを用いる場合、代表的なプログラム（例えば、ＸＢＬＡＳＴ及
びＮＢＬＡＳＴ）の初期パラメーターは、例えばwww.ncbi.nim.nih.govにおいて用いられ
得る。
【００６５】
　既知の方法に従った、１４－３－３タンパク質、これらの断片又は融合物と、ペプチジ
ルアルギニンデイミナーゼとのインキュベーションは、シトルリン化１４－３－３タンパ
ク質、これらの断片又は融合物をもたらす。かかるシトルリン化１４－３－３タンパク質
、これらの断片又は融合物は、抗１４－３－３抗体を生産し、抗１４－３－３抗体を精製
するための免疫原として、本明細書に記載されるような診断、予後診断、及び治療的診断
アッセイにおいて、用いられ得る。
【００６６】
　本発明に従って、インシリコ、及びインビトロにおいて、臨床サンプルを用いて同定し
たヒト１４－３－３ηシトルリン化部位を表２に提供する。
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【００６７】
【表２】

【００６８】
　本発明のシトルリン化タンパク質は、表２に列挙したアミノ酸位置の１つにおける少な
くともシトルリン残基を含む。１つの実施形態では、本発明のシトルリン化１４－３－３
η断片は、配列番号１６～２２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む。
【００６９】
　表３に示すように、表２に挙げられる７つのシトルリン化部位のうちの全てではない幾
つかは、他の１４－３－３アイソフォームにおいて同様に保存されている。従って、これ
らのシトルリン化部位が他の１４－３－３アイソフォームに保存される限りにおいては、
これらの部位は、本明細書に開示される方法及び材料を用いて他の１４－３－３アイソフ
ォームのシトルリン化状態を決定するために用いられてもよい。
【００７０】
【表３】

【００７１】
　本発明のいくつかの態様は、単離されたシトルリン化１４－３－３タンパク質、及びこ
れの生物学的に活性な部分、例えば抗シトルリン化１４－３－３自己抗体に対する抗原と
しての使用に好適な断片に関する。これらの断片を含むシトルリン化１４－３－３タンパ
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ク質は、生来の、組み換えの、又はペプチジルアルギニンデイミナーゼの作用を介して、
例えば生来の１４－３－３タンパク質又はこれの断片を既知の方法に従ってペプチジルア
ルギニンデイミナーゼとインキュベートすることにより、合成１４－３－３タンパク質（
それぞれこれの断片を含む）から単離されてもよい。あるいは、シトルリン化１４－３－
３タンパク質は、既知の方法、例えば合成されたペプチドへのシトルリン残基の直接的な
組み込みによるペプチド合成により単離されてもよい。
【００７２】
　１つの実施形態では、１４－３－３タンパク質は、標準的なタンパク質精製技術を用い
て適切な精製スキームにより細胞又は組織起源から単離することができる。別の実施形態
では、１４－３－３タンパク質は、組み換えＤＮＡ技術により生産される。
【００７３】
　好ましくは、本発明の１４－３－３タンパク質又はこれの断片は、標準的な組み換えＤ
ＮＡ技術により生産される。例えば、１４－３－３タンパク質又はこれの断片をコードす
るＤＮＡ断片は、従来の技術、例えばライゲーションのための平滑断片又はずれた断片末
端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、必要に応じて接着性末端の穴埋め（fill
ing-in）、望ましくない連結を避けるためのアルカリホスファターゼ処理、及び酵素ライ
ゲーションを用いることにより、発現ベクターのインフレームで、ライゲートされる。あ
るいは、遺伝子断片のＰＣＲ増幅は、続けてアニール及び再増幅され得る２つの連続した
遺伝子断片間の相補的な覆い被さりを生じるアンカープライマーを用いて実行され、ａ　
ｃ遺伝子配列を生成し得る（例えば、Current Protocols In Molecular Biology, eds. A
usubel et al. John Wiley & Sons: 1992を参照のこと）。さらに、部分、例えば検出可
能な部分を既にコードする多くの発現ベクターは、市販されている。１４－３－３タンパ
ク質又はこれの断片をコードするポリヌクレオチドは、部分、例えば検出可能な部分が、
１４－３－３タンパク質又は断片とインフレームで連結されているように、かかる発現ベ
クターにクローンされ得る。
【００７４】
　シグナル配列は、分泌されたタンパク質又は目的の他のタンパク質の分泌及び単離を容
易にするために用いられ得る。シグナル配列は、典型的に、１又は複数の切断イベントに
おいて、分泌の間成熟タンパク質から一般的に切断される疎水性アミノ酸のコアにより特
徴付けられる。かかるシグナルペプチドは、これらが分泌経路を通過するような、成熟タ
ンパク質からのシグナル配列の切断を可能にするプロセッシング部位を含む。従って、本
発明は、シグナル配列を有する記載されるポリペプチド、及びシグナル配列がそれからタ
ンパク質分解的に切断されるポリペプチド（即ち切断産物）に関する。１つの実施形態で
は、シグナル配列をコードするポリヌクレオチド配列は、発現ベクターにおいて目的のタ
ンパク質、例えば通常分泌されない、あるいはさもなければ単離するのが困難なタンパク
質と作動式に連結され得る。シグナル配列は、例えば発現ベクターが形質転換された真核
性宿主由来のタンパク質の分泌を指示し、シグナル配列は、その後又は同時に切断される
。その後、タンパク質を、当該技術分野において認識されている方法により細胞外培地か
ら容易に精製することができる。
【００７５】
　あるいは、シグナル配列は、精製を容易にする配列、例えばＧＳＴドメインを用いて、
生来の若しくはシトルリン化１４－３－３タンパク質、これらの断片又は融合物と連結さ
せることができる。
【００７６】
　シトルリン化１４－３－３タンパク質及びこれの断片に対する抗体
　他の実施形態では、本発明は、ＲＡの診断、予後診断、モニタリング及び／又は治療に
有用であり得る、シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片、好ましくは哺乳
動物（例えば、ヒト）１４－３－３タンパク質と特異的に結合する抗体、即ち無傷の抗体
、及びこれらの抗原結合断片を提供する。
【００７７】



(18) JP 2014-530826 A 2014.11.20

10

20

30

40

50

　本発明のポリペプチドに対する抗体分子、例えばシトルリン化１４－３－３タンパク質
又はこれらのシトルリン化断片は、当業者によく知られている方法により産生されてもよ
い。例えば、モノクローナル抗体は、既知の方法に従って、ハイブリドーマの作成により
産生されてもよい。この方法で形成されるハイブリドーマは、その後、本発明のポリペプ
チドと特異的に結合する抗体を産生する１又は複数のハイブリドーマを同定するために、
標準的な方法、例えば酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）を用いてスクリーニングされる
。例えば、本発明のシトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれのシトルリン化断片を
、シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれのシトルリン化断片と反応するが、生来
の１４－３－３タンパク質又は生来のこれらの断片とは反応しないポリクローナル及びモ
ノクローナル抗体を得るために、非ヒト宿主、例えばロバ、ヤギ、ヒツジ、モルモット、
ハムスター、ウサギ、ラット及び／又はマウスを免疫付与するために用いてもよい。ペプ
チド免疫原は、カルボキシル末端においてシステイン残基をさらに含んでもよく、ハプテ
ン、例えばキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）と結合してもよい。さらなるペ
プチド免疫原は、チロシン残基を硫酸化チロシン残基に置き換えることにより生成されて
もよい。かかるペプチドを合成するための方法は、当該技術分野においてよく知られてい
る。本発明の全長ポリペプチドは、免疫原として用いられてもよく、あるいはポリペプチ
ドの抗原ペプチド断片が用いられてもよい。本発明のポリペプチドの抗原ペプチドは、少
なくとも７個の連続するアミノ酸残基を含み、そしてペプチドに対する抗体が、ポリペプ
チドとの特異的な免疫複合体を形成するようなエピトープを含む。好ましくは、抗原ペプ
チドは、少なくとも１０アミノ酸残基、より好ましくは少なくとも１５アミノ酸残基、さ
らにより好ましくは少なくとも２０アミノ酸残基、そして最も好ましくは少なくとも３０
アミノ酸残基を含む。
【００７８】
　モノクローナル抗体は、組み換えＤＮＡ技術の分野における当業者に知られている他の
方法により作成されてもよい。モノクローナル抗体分泌ハイブリドーマを調製する代替の
方法として、本発明のポリペプチドに対するモノクローナル抗体は、本発明に関するポリ
ペプチド（例えば、シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれのシトルリン化断片）
を用いて組み換えコンビナトリアル免疫グロブリンライブラリー（例えば、抗体ファージ
ディスプレーライブラリー）をスクリーニングし、これにより本発明に関するポリペプチ
ド（例えば、シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれらのシトルリン化断片）と結
合する免疫グロブリンライブラリーを単離することにより、同定及び単離してもよい。フ
ァージディスプレーライブラリーを作成及びスクリーニングするため技術及び市販のキッ
トは、当業者によく知られている。加えて、抗体ディスプレーライブラリーを作成及びス
クリーニングに特に使用可能な方法及び試薬の例は、文献に見出すことができる。例えば
、「コンビナトリアル抗体ディスプレー」法は、よく知られており、特定の抗原特異性を
有する抗体断片を同定及び単離するために開発され、そしてモノクローナル抗体を生産す
るために用いることができる。上記のような免疫原を用いて動物に免疫付与した後、得ら
れたＢ細胞プールの抗体レパートリーはクローンされる。オリゴマープライマーの混合物
及びＰＣＲを用いることによる、免疫グロブリン分子の多様な集団の可変領域のＤＮＡ配
列を得るための方法は、一般的に知られている。例えば、５’リーダー（シグナルペプチ
ド）配列及び／又はフレームワーク１（ＦＲ１）配列に対応する混合オリゴヌクレオチド
プライマー、並びに保存された３’定常領域に対するプライマーは、多くのマウス抗体由
来の重鎖及び軽鎖可変領域のＰＣＲ増幅のために用いられ得；同様の戦略は、ヒト抗体由
来のヒト重鎖及び軽鎖可変領域を増幅するためにも用いられる。
【００７９】
　ポリクローナル血清及び抗体は、本発明のポリペプチドを用いて好適な対象を免疫付与
することにより生産されてもよい。免疫付与された対象における抗体力価は、長時間に亘
り、標準的な技術、例えば固定化されたタンパク質を用いたＥＬＩＳＡにより観察されて
もよい。必要に応じて、本発明のポリペプチドに対する抗体分子は、対象又は培養培地か
ら単離されてもよく、そしてよく知られている技術、例えばタンパク質Ａクロマトグラフ
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ィーによりさらに精製されてＩｇＧ画分を得てもよい。
【００８０】
　本発明のポリペプチドに対する抗体の断片は、当該技術分野においてよく知られている
方法に従って、抗体の切断により生産されてもよい。例えば、免疫学的に活性なＦａｂ及
びＦ（ａｂ’）．ｓｕｂ．２断片は、抗体を酵素、例えばペプシンで処理することにより
作成されてもよい。
【００８１】
　加えて、ヒト及び非ヒト部分の双方を含む、本発明のポリペプチドに対するキメラ、ヒ
ト化、及び一本鎖抗体は、標準的な組み換えＤＮＡ技術及び／又は組み換えコンビナトリ
アル免疫グロブリンライブラリーを用いて生産されてもよい。ヒト化抗体は、内因性の免
疫グロブリン重鎖及び軽鎖遺伝子を発現することができないが、ヒト重鎖及び軽鎖遺伝子
を発現することができるトランスジェニックマウスを用いて生産されてもよい。例えば、
シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片に対するヒトモノクローナル抗体（
ｍＡｂｓ）は、マウス免疫グロブリン遺伝子よりもヒト免疫グロブリン遺伝子を運ぶトラ
ンスジェニックマウスを用いることにより作成されてもよい。目的の抗原を用いて免疫付
与したこれらのトランスジェニックマウス由来の脾臓細胞は、従って、ヒトタンパク質由
来のエピトープについての特異的な親和性を有するヒトｍＡｂを分泌するハイブリドーマ
を生産するために用いてもよい。
【００８２】
　キメラ免疫グロブリン鎖を含むキメラ抗体は、当該技術分野において知られている組み
換えＤＮＡ技術により生産されてもよい。例えば、マウス（又は他の種）のモノクローナ
ル抗体分子のＦｃ定常領域をコードする遺伝子は、マウスＦｃをコードする領域を除去す
るために、制限酵素を用いて消化され、ヒトＦｃ定常領域をコードする遺伝子の相当部分
は置換される。
【００８３】
　抗体又は免疫グロブリン鎖は、当該技術分野において知られている方法によりヒト化さ
れてもよい。ヒト化免疫グロブリン鎖を含むヒト化抗体は、ヒトＦｖ可変領域からの相当
配列との抗原結合に直接関与しないＦｖ可変領域の配列を置き換えることにより作成され
てもよい。ヒト化抗体を作成するための一般的な方法は、Morrison (1985) Science 229:
1202-07; Oi et al. (1986) BioTechniques 4:214; Queen et al.、米国特許第５，５８
５，０８９号；第５，６９３，７６１号；第５，６９３，７６２号（その全ての内容は、
参照により本明細書に組み込まれる）により提供される。これらの方法は、少なくとも１
つの重鎖又は軽鎖からの免疫グロブリンＦｖ可変領域の全て又は部分をコードする核酸配
列を単離、操作、及び発現することを含む。かかる核酸配列の起源は、当業者によく知ら
れており、例えば、予め決められた標的に対する抗体を産生するハイブリドーマから得ら
れもよい。ヒト化抗体又はこれの断片をコードする組み換えＤＮＡは、従って、適切な発
現ベクターにクローンすることができる。
【００８４】
　ヒト化又はＣＤＲ移植抗体分子又は免疫グロブリンは、ＣＤＲ移植又は免疫グロブリン
鎖の１、２又は全てのＣＤＲが置き換えられるＣＤＲ置換により生産されてもよい。例え
ば、米国特許第５，２２５，５３９号； Jones et al. (1986) Nature 321:552-25; Verh
oeyan et al. (1988) Science 239:1534； Beidler et al. (1988) J. Immunol. 141:405
3-60； Winter、米国特許第５，２２５，５３９号を参照のこと（その全ての内容は、参
照により本明細書に組み込まれる）。Winterは、本発明のヒト化抗体を調製するために用
いられ得るＣＤＲ移植方法を記載し（英国特許出願第２１８８６３８Ａ号； Winter、米
国特許第５，２２５，５３９号）、その全ての内容は、参照により本明細書に組み込まれ
る。特定のヒト抗体の全てのＣＤＲは、少なくとも非ヒトＣＤＲの一部分と置き換えられ
得、あるいはいくつかのＣＤＲのみが非ヒトＣＤＲと置き換えられる。ヒト化抗体と予め
決められた抗原との結合に要求されるＣＤＲの数のみ置き換えれば十分である。
【００８５】
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　ヒト抗体は、加えて、抗原によるチャレンジに応答して、動物の内因性の抗体よりも完
全なヒト抗体を生産するように改変されたトランスジェニック非ヒト動物を用いて生産さ
れてもよい。例えば、ＰＣＴ出願公開ＷＯ９４／０２６０２を参照のこと。非ヒト宿主に
おいて、重鎖及び軽鎖免疫グロブリンをコードする内因性遺伝子は不能化され、ヒト重鎖
及び軽鎖免疫グロブリンをコードする活性座は、宿主のゲノムに挿入される。ヒト遺伝子
は、例えば、必須のヒトＤＮＡセグメントを含む酵母人工染色体を用いて組み込まれる。
全ての所望の改変を提供する動物は、その後、改変の完全な捕捉物よりも少ないものを含
む中間のトランスジェニック動物を交雑育種することにより子孫として得られる。かかる
非ヒト動物の好ましい実施形態は、マウスであり、ＰＣＴ出願公開ＷＯ９６／３３７３５
及びＷＯ９６／３４０９６に開示されるようにＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（商標）と名付けられ
る。この動物は、完全なヒト免疫グロブリンを分泌するＢ細胞を産生する。抗体は、例え
ばポリクローナル抗体の調製物として目的の免疫原で免疫付与後の動物から、あるいは、
動物由来の不死化Ｂ細胞、例えばモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマから直接
得ることができる。加えて、ヒト可変領域を含む免疫グロブリンをコードする遺伝子を、
抗体を直接得るために回収及び発現させることができ、あるいは、抗体のアナログ、例え
ば一本鎖Ｆｖ分子を得るためにさらに改変することができる。
【００８６】
　抗体の他の部分、例えば定常領域の、例えば欠失、付加又は置換により改変されたモノ
クローナル、キメラ、及びヒト化抗体も、本発明の範囲内である。非限定的な例としては
、抗体は、定常領域を欠失させることにより、定常領域を別の定常領域、例えば、抗体の
半減期、安定性、若しくは親和性を増加させることを意図する定常領域、又は別の種由来
若しくは抗体クラス由来の定常領域で置き換えることにより、そして定常領域内の１又は
複数のアミノ酸を改変することにより、例えばグリコシル化部位の数、エフェクター細胞
機能、Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）結合、補体結合等を改変することにより、改変され得る。
【００８７】
　抗体の定常領域を改変するための方法は、当該技術分野において知られている。改変さ
れた機能を有する抗体、例えば、エフェクターリガンドについての改変された親和性を有
する抗体、例えば細胞上のＦｃＲ、又は補体のＣ１成分は、抗体の定常部分の少なくとも
１つのアミノ酸残基を異なる残基で置き換えることにより生産され得る（例えば、ＥＰ３
８８，１５１Ａ１、米国特許第５，６２４，８２１号及び米国特許第５，６４８，２６０
号を参照のこと、これらの内容の全ては、参照により本明細書に組み込まれる）。マウス
（又は他の種）免疫グロブリンに対する同様の種類の改変は、これらの機能を減少又は除
去するために増幅されてもよく、当該技術分野において知られている。
【００８８】
　例えば、ＦｃＲ（例えば、ＦｃγＲ１）又はＣ１ｑ結合についての抗体（例えば、Ｉｇ
Ｇ、例えばヒトＩｇＧ）のＦｃ領域の親和性を改変することは、特定の残基をその側鎖に
適切な官能基を有する残基により置き換えることにより、あるいは変更された官能基、例
えばグルタミン酸若しくはアスパラギン酸、又は芳香族非極性残基、例えばフェニルアラ
ニン、チロシン、トリプトファン、若しくはアラニンを導入することにより、可能である
（例えば、米国特許第５，６２４，８２１号を参照のこと）。
【００８９】
　診断、予後診断、及び治療的診断方法、並びに治療モニタリング
　１つの態様では、本発明は、シトルリン化１４－３－３に対する自己抗体に関与する疾
患及び症状を診断する方法を提供する。一般的に、関節リウマチの存在又は不存在は、又
は患者の予後は、（ａ）哺乳動物対象から得られた生体サンプルを、少なくとも１つのシ
トルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片と接触させること；（ｂ）シトルリン
化１４－３－３タンパク質又はこれの断片と特異的に結合する自己抗体のサンプル中のレ
ベルを検出すること；及び（ｃ）かかる抗体のレベルと適切な対照、例えば生来の又は非
シトルリン化１４－３－３タンパク質のレベルとを比較すること、により決定されてもよ
い。
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【００９０】
　該方法は、少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片を用
いて、該タンパク質に対する自己抗体を検出することを含む。サンプル中の抗体を検出す
るための、タンパク質を用いた、当業者に知られている様々なアッセイ形式が存在する。
例えば、Harlow and Lane, Antibodies： A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor La
boratory, 1988を参照のこと。非限定的な例としては、シトルリン化１４－３－３に対す
る自己抗体の検出は、よく知られている方法又はアッセイ、例えば免疫沈殿、ＥＬＩＳＡ
、ウェスタンブロット分析、免疫組織化学、免疫蛍光、「サンドイッチ」イムノアッセイ
、免疫放射線アッセイ、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、インサイチュイムノアッ
セイ、沈殿反応、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、タンパク質Ａアッセイ、免疫電気泳
動アッセイ、蛍光活性化セルソーティング（ＦＡＣＳ）分析、ラジオイムノアッセイ、ス
トリップテスト、ポイントオブケア等を用いて行ってもよい。当業者は、これらの方法は
、生体サンプル中のシトルリン化１４－３－３タンパク質に対する自己抗体又はシトルリ
ン化１４－３－３タンパク質との免疫複合体のレベルを測定するために用いられてもよい
ことを認識する。
【００９１】
　いくつかの実施形態では、自動検出アッセイが用いられる。イムノアッセイの自動化の
ための方法は、米国特許第５，８８５，５３０号、第４，９８１，７８５号、第６，１５
９，７５０号及び第５，３５８，６９１号に記載されるものを含み、これらのそれぞれは
、参照により本明細書に組み込まれる。実施形態によっては、結果の分析及び説明も自動
化される。例えば、態様によっては、シトルリン化１４－３－３タンパク質を含む、関節
炎症状に対応する一連のタンパク質の存在又は不存在に基づく予後を作成するソフトウェ
アが用いられる。
【００９２】
　１つの実施形態では、該アッセイは、サンプルの残余物からのシトルリン化１４－３－
３タンパク質と特異的に結合する自己抗体と結合及び捕捉する固体支持体上に固定化され
た少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片の使用に関する
。結合した自己抗体は、その後、レポーター基を含み、抗体／タンパク質複合体と特異的
に結合する検出試薬を用いて検出される。かかる検出試薬としては、例えば自己抗体と特
異的に結合する結合試薬、例えば抗ヒト抗体が挙げられる。
【００９３】
　該固体支持体は、当業者に知られる任意の材料でもよい。例えば、固体支持体は、マイ
クロタイタープレー中の試験ウェル、又はニトロセルロース若しくは他の好適な膜でもよ
い。あるいは、該支持体は、ビーズ若しくはディスク、例えばガラス、ファイバーガラス
、ラテックス、又はプラスチック材料、例えばポリスチレン又はポリビニルクロリドでも
よい。該支持体は、磁気粒子、又は光ファイバーセンサー、例えば、米国特許第５，３５
９，６８１号に開示されるようなものでもよい。該シトルリン化１４－３－３タンパク質
又はこれの断片は、当該技術分野において知られている様々な技術を用いて固体支持体上
に固定化されてもよく、これは特許及び科学文献に十分に記載される。本発明の文脈にお
いて、用語「固定化」とは、非共有結合、例えば吸着、及び共有結合（これは抗体と支持
体上の官能基と直接結合でもよく、あるいは架橋剤により結合されてもよい）の双方を意
味する。マイクロタイタープレート中のウェル又は膜への吸着による固定化は、好ましい
。かかる場合、吸着は、好適なバッファ中での好適な期間の時間にわたる、抗体と固体支
持体との接触により達成されてもよい。接触時間は、温度によって変更してもよいが、典
型的に約１時間～約１日である。１つの実施形態では、ストレプトアビジンでコートした
マイクロタイタープレートが、ビオチン化されたシトルリン化１４－３－３タンパク質又
はこれの断片と併せて用いられる。
【００９４】
　シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片の固体支持体との共有結合は、一
般的に、支持体と、支持体及びシトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片の両
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者と反応する二官能性試薬とを最初に反応させることにより達成され得る。捕捉された自
己抗体は、自己抗体に対する標識されたリガンドが洗浄された固相に曝露される非競合的
「サンドイッチ」技術を用いて検出することができる。あるいは、競合的形式は、標識さ
れた及び標識されていない形態が固相と結合について競合するような、サンプルへの標識
された抗体の先立つ導入に頼る。かかるアッセイ技術は、よく知られており、特許及び科
学文献の双方によく記載される。例えば、米国特許第３，７９１，９３２号；第３，８１
７，８３７号；第３，８３９，１５３号；第３，８５０，７５２号；第３，８５０，５７
８号；第３，８５３，９８７号；第３，８６７，５１７号；第３，８７９，２６２号；第
３，９０１，６５４号；第３，９３５，０７４号；第３，９８４，５３３号；第３，９９
６，３４５号；第４，０３４，０７４号；及び第４，０９８，８７６号を参照のこと。酵
素結合免疫吸着（ＥＬＩＳＡ）法は、米国特許第３，７９１，９３２；第３，８３９，１
５３号；第３，８５０，７５２号；第３，８７９，２６２号；及び第４，０３４，０７４
号に詳細に記載される。ＥＬＩＳＡアッセイは、非常に低い力価の自己抗体を検出する。
【００９５】
　自己抗体は、固相ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）により検出することができる。該固
相は、固定化されたリガンドとの結合と競合する放射性標識された抗体の存在中で、血清
サンプルに曝露される。このアッセイでは、固相と結合する放射性標識の量は、血清サン
プル中に最初に存在する自己抗体の量に反比例する関係を有する。固相の分離後、非特異
的に結合した放射性標識は、洗浄により除去され、そして固相と結合した放射性標識の量
が決定される。結合した放射性標識の量は、サンプル中に最初に存在する自己抗体の量と
同様に関連する。
【００９６】
　１つの実施形態では、該アッセイは、シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの
断片が、膜、例えばニトロセルロース上に固定化された、フロースルー又はストリップテ
スト形式において行なわれる。フロースルーテストにおいては、サンプルが膜と接触する
ので、サンプル内のシトルリン化１４－３－３タンパク質に対する自己抗体は、固定化さ
れたシトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片と結合する。次に、標識された
結合試薬は、その後、第二の結合試薬を含む溶液を膜と接触させるので、免疫複合体と結
合する。結合した第二の結合試薬の検出は、従って、上述のように行なわれてもよい。ス
トリップテスト形式においては、シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片が
結合する膜の一端が、サンプルを含む溶液中に浸漬される。サンプルは、第二の結合試薬
を含む領域から、例えば自己抗体、及び固定化されたシトルリン化１４－３－３タンパク
質又はこれの断片の領域までの膜に亘り移動する。固定化されたシトルリン化１４－３－
３タンパク質又はこれの断片の領域における第二の結合試薬の濃度は、関節炎症状の存在
又は患者の予後等を示す。典型的に、その部位における第二の結合試薬の濃度は、目視す
ることができるパターン、例えば、ラインを生じる。かかるパターンの不存在は、陰性の
結果を示す。一般的に、膜上に固定化された結合試薬の量は、上述の形式において、生体
サンプルがアッセイにおける陽性シグナルを生じるのに十分な自己抗体のレベルを含む場
合、可視的に識別可能なパターンを生じるように選択される。かかるアッセイに使用のた
めに好ましい結合試薬は、シトルリン化１４－３－３タンパク質及びこれらの断片である
。かかる試験は、典型的に、極少量の生体サンプルを用いて、ポイントオブケアにおいて
行なわれ、これは定量可能であってもよい。
【００９７】
　サンプル中の自己抗体の存在の検出に加えて、多くの方法は、自己抗体のレベルを定量
的に測定するために用いることができる。方法によっては、抗原は、液相中で自己抗体と
反応し、そして自己抗体は、免疫沈殿技術により定量的に測定される。例えば、シトルリ
ン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片（即ち全長のアイソマー又は抗原断片）は、
（例えば、アイソトープ又は酵素を用いて）検出可能に標識され得る。ポリペプチドは、
合成の間（例えば、インビトロ翻訳系又は細胞内発現系に３５Ｓ－メチオニンを加えるこ
とより）又は合成後に標識され得る。検出可能な抗原は、液体生体サンプル（例えば、血
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清）に直接添加されて、免疫複合体を形成する。該免疫複合体は、ポリエチレングリコー
ルを用いて沈殿され得る。該免疫複合体は、二次抗体（例えば、ヤギ抗ヒト免疫グロブリ
ン）、又は固体支持体（例えば、アガロース又はセファロースビーズ）と結合する他の種
類の結合分子（例えば、タンパク質Ａ又はタンパク質Ｇ）を用いて単離され得る。免疫沈
殿物は、液体サンプルから分離された後、数回洗浄され、検出可能な標識（例えば、放射
活性）の強度について試験される。サンプル中に存在する任意の自己抗体は、従って、検
出及び定量され得る。任意で、標識されていないポリペプチドはまた、自己抗体との結合
について標識されたポリペプチドと競合させるために、添加されてもよい。
【００９８】
　本発明の診断方法はまた、対象におけるシトルリン化１４－３－３タンパク質と自己抗
体で形成される循環免疫複合体の検出に関する。上述の方法は、かかる免疫複合体の検出
のために容易に改変することができる。例えば、固定化された結合分子（例えば、ビーズ
と結合したタンパク質Ａ又はタンパク質Ｇ）は、液体生体サンプルに添加され得る。液相
のからの離後、結合分子により捕捉される免疫複合体は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析さ
れ、シトルリン化１４－３－３タンパク質に対する様々な抗体を用いてプローブされ得る
。捕捉される抗原はまた、直接、アミノ酸配列分析に供されてもよい。免疫複合体の同一
性は、その後明らかにされ得る。アッセイの多くは、対象中の循環免疫複合体検出するた
めに日常的に行なわれ、例えば、Tomimori-Yamashita et al., Lepr Rev, 70(3):261-71,
 1999（抗体型酵素結合免疫吸着アッセイ）；Krapf et al., J Clin Lab Immunol, 21(4)
:183-7, 1986（蛍光結合免疫吸着アッセイ）；Kazeem et al., East Afr Med J, 67(6):3
96-403, 1990（レーザー免疫比濁法）；及びRodrick et al., J Clin Lab Immunol, 7(3)
:193-8, 1982（タンパク質Ａガラスファイバーフィルターアッセイ、ＰＡ－ＧＦＦ、及び
ポリエチレングリコール可溶化アッセイ）に記載される。
【００９９】
　臨床感度を改善するために、複数のマーカーが所定のサンプル内でアッセイされ得る。
特に、関節炎の１又はそれ以上の他のマーカー、又は予後診断的指標等は、シトルリン化
１４－３－３タンパク質に対する自己抗体と組み合わせてアッセイされてもよい。これら
の他のマーカーは、タンパク質又は核酸でもよい。好ましい実施形態では、１又はそれ以
上の他のマーカーは、ＭＭＰタンパク質若しくは核酸、又は関節炎の指標として一般的に
用いられる他の因子、例えば抗ＣＣＰ、抗ＲＦ、ＣＲＰ、ＳＡＡ、ＩＬ－６、ＳＩＯＯ、
オステオポンチン、ＲＦ、ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－３、ヒアルロン酸、ｓＣＤ１４、血管新
生マーカー及び骨、軟骨、又は滑膜代謝の生成物（例えばＣＴＸ－Ｉ及びＣＴＸ－ＩＩ）
等である。基準配列に基づく核酸を単離及びアッセイする方法は、患者のサンプル内の目
的のタンパク質を検出するための方法のように、当該技術分野においてよく知られている
。
【０１００】
　当業者は、これらのよく知られているアッセイのそれぞれが、本発明の方法のために、
生体サンプル中の循環免疫複合体を検出するために用いられ得ることを認識する。同様に
、これらのよく知られているアッセイのそれぞれは、臨床試験手順の一部として、例えば
本明細書に記載される診断、予後診断、及び治療的診断アッセイにおいて、生体サンプル
中の１４－３－３タンパク質のシトルリン化状態を観察するために、例えばいくつの１４
－３－３タンパク質がシトルリン化されるのか、そして／あるいは１４－３－３タンパク
質のどの部位、及びいくつの部位がシトルリン化されるのかを決定するために、本発明に
開示されるシトルリン化１４－３－３タンパク質（及びこれの断片）に対する抗体を用い
て行なわれ得る。当業者は、生体サンプル中の１４－３－３タンパク質のシトルリン化状
態を決定するために、本明細書に記載されるシトルリン化１４－３－３タンパク質に対す
る抗体を使用するアッセイ形式、診断、予後診断及び治療的診断アッセイ、並びにキット
のそれぞれを適合させる方法を容易に認識する。
【０１０１】
　組み合わせアッセイは、同時に又は連続して行なわれてもよい。マーカーの選択は、日
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常的な実験に基づいて、最適な感度をもたらす組み合わせを決定してもよい。
【０１０２】
　１つの実施形態では、関節炎症状を診断する方法を提供する。一般的に、関節炎症状は
、患者において、患者の滑液、滑膜関節、血液、血漿又は血清中のシトルリン化１４－３
－３に対する自己抗体の存在に基づいて、検出されてもよい。換言すれば、シトルリン化
１４－３－３タンパク質に対する自己抗体は、関節炎症状を示すマーカーとして用いられ
てもよい。
【０１０３】
　好ましい実施形態では、本発明は、関節リウマチを診断する方法を提供する。一般的に
、関節リウマチは、患者において、患者の滑液、滑膜関節、血液、血漿又は血清中のシト
ルリン化１４－３－３に対する自己抗体の存在に基づいて、検出されてもよい。換言すれ
ば、シトルリン化１４－３－３タンパク質に対する自己抗体は、関節リウマチを示すマー
カーとして用いられてもよい。特に好ましい実施形態では、シトルリン化１４－３－３タ
ンパク質は、１４－３－３ηである。
【０１０４】
　加えて、シトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片の使用により決定される
シトルリン化１４－３－３に対する自己抗体の存在、又はシトルリン化１４－３－３に対
する自己抗体の相対レベルは、衰弱形態に進行する前の関節リウマチの早期ステージの予
後診断指標であってもよい。早期の予後診断又は診断の利点は、治療計画の早期の実施で
ある。
【０１０５】
　対象における関節リウマチの存在又は不存在を決定するために、対象由来の生体サンプ
ル中のシトルリン化１４－３－３に対する自己抗体又はシトルリン化１４－３－３との免
疫複合体のレベルは、一般的に、正常対照に対応する自己抗体／免疫複合体のレベルと比
較されてもよい。１つの好ましい実施形態では、正常な対照は、関節リウマチを有さない
患者由来のサンプル中のシトルリン化１４－３－３に対する自己抗体又はシトルリン化１
４－３－３との免疫複合体の平均レベルから確立される。代替の実施形態では、正常対照
値は、受信者動作特性曲線を用いて決定されてもよい（例えばSackett et al., Clinical
 Epidemiology: A Basic Science for Clinical Medicine, Little Brown and Co., 1985
, p. 106-7に記載の方法を参照のこと）。手短に言えば、この実施形態において、対照値
は、診断試験結果についてのそれぞれの妥当なカットオフ値に対応する真陽性率（即ち感
度）及び偽陽性率（１００％特異度）の対のプロットから決定されてもよい。左上隅に最
も近いプロット上の対照値（即ち、大きな領域を含む値）は、最も正確な値を提供し、そ
してこの方法により決定される対照値よりも高いシグナルを生じるサンプルは、陽性であ
ると考えられる。あるいは、対照値は、偽陽性率を最小化するためにプロットに沿って左
にシフトさせてもよく、あるいは偽陰性率を最小化するために、右にシフトさせてもよい
。一般的に、この方法により決定される対照値よりも高いシグナルを生じるサンプルは、
関節炎について陽性であると考えられる。
【０１０６】
　１つの態様では、本発明は、関節炎のサブタイプ間を識別するための方法を提供する。
１つの実施形態では、該方法は、少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３タンパク質
若しくはこれの断片に対する自己抗体又はシトルリン化１４－３－３タンパク質若しくは
これの断片との免疫複合体のレベルの決定に関する。患者におけるシトルリン化１４－３
－３に対する自己抗体／シトルリン化１４－３－３との免疫複合体のレベルは、関節炎の
サブタイプが知られている、及び／又はすでに確立されている対象からのサンプルのもの
と比較される。
【０１０７】
　１つの態様では、本発明は、関節リウマチへの治療に対する患者の応答可能性を決定す
るための方法に関する。１つの実施形態では、該方法は、患者サンプルにおける少なくと
も１つのシトルリン化１４－３－３タンパク質若しくはこれの断片に対する自己抗体又は
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シトルリン化１４－３－３タンパク質若しくはこれの断片との免疫複合体のレベルの決定
に関する。好ましい実施形態では、患者サンプルにおけるシトルリン化１４－３－３に対
する自己抗体／シトルリン化１４－３－３との免疫複合体のレベルは、治療に対して応答
する能力が知られている対象由来のサンプルのレベルと比較される。非炎症対象由来のサ
ンプル及び／又は別の炎症性患者由来のサンプルと比較して、第一の患者サンプルにおけ
るシトルリン化１４－３－３に対する自己抗体／シトルリン化１４－３－３との免疫複合
体の相対的に高いレベルは、第一の患者はよく知られている治療、例えば疾患修飾性抗リ
ウマチ薬（ＤＭＡＲＤ）治療、例えば抗ＴＮＦ、メトトレキサート、ミノサイクリン、ヒ
ドロキシクロロキン、スルファサラジン、アザチオプリン（azathiprine）、抗ＩＬ－１
、抗ＩＬ－６ｒ等のための好ましい候補であることを示し得る。反対に、別の炎症性患者
由来のサンプルと比較して、第一の患者サンプルにおけるシトルリン化１４－３－３に対
する自己抗体／シトルリン化１４－３－３との免疫複合体の相対的に低いレベルは、特に
そのレベルが非炎症性対象由来のサンプルのレベルと近い場合、第一の患者がよく知られ
ている治療に対する好ましい候補でないことを示し得る。
【０１０８】
　様々な種類の関節炎についての治療計画は、当該技術分野において知られている。例え
ば、関節リウマチと診断された患者は、不快を緩和するために、及び炎症を低減させるた
めに、最初に非ステロイド系抗炎症性薬（ＮＳＡＩＤ）が処方されてもよい。他の治療計
画は、例えば、ステロイド系抗炎症薬（ＳＡＩＤ、例えばコルチゾール、プレドニゾン）
、シクロオキシゲナーゼ２特異的阻害剤（ＣＳＩ）、グルココルチコイド、及び／又は標
準的な疾患修飾性抗リウマチ薬（ＤＭＡＲＤ）、例えば抗ＴＮＦ－α中和剤、免疫抑制薬
（例えば、シクロスポリン、アザチオプリン、シクロホスファミド）、抗生物質、抗マラ
リア剤、及び細胞傷害性薬剤（例えば、メトトレキサート、スルファサラジン、レフルノ
ミド）を含んでもよい。治療計画はまた、シトルリン化１４－３－３タンパク質を直接標
的とするものを有利に含んでもよい（例えば、ＰＣＴ／ＣＡ２００８／００２１５４を参
照のこと）。特定の薬剤の用量又は実施例に関する詳細は、当業者に知られており、例え
ば、Harrison’s Principles of Internal Medicine 15th ed. BRAUNWALD et al eds. Mc
Graw-Hill又は"The Pharmacological basis of therapeutics", 10th edition. 5 HARDMA
N HG., LIMBIRD LE. editors. McGraw-Hill, New York, and in "Clinical Oncology", 3
rd edition. Churchill Livingstone/ Elsevier Press, 2004. ABELOFF, MD. editorに見
出すことができる。
【０１０９】
　１つの態様では、本発明は、関節リウマチの治療をモニタリングするための方法を提供
する。１つの実施形態では、該方法は、患者サンプル中の少なくとも１つのシトルリン化
１４－３－３タンパク質又はこれの断片に対する自己抗体又はシトルリン化１４－３－３
タンパク質又はこれの断片との免疫複合体のレベルの決定、及び治療を受けている患者中
のシトルリン化１４－３－３に対する自己抗体／シトルリン化１４－３－３との免疫複合
体のレベルのモニタリングに関する。
【０１１０】
　シトルリン化１４－３－３に対する自己抗体／シトルリン化１４－３－３との免疫複合
体の存在又は相対レベルを、患者における関節炎症状に関連することが知られている他の
タンパク質の存在又は相対レベルと相関させてもよい。関節炎症状と関連することが知ら
れているタンパク質の非限定的な例としては、炎症性サイトカイン、例えば腫瘍壊死因子
、及びマトリックスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ）、例えばＭＭＰ－１又はＭＭＰ－３等
が挙げられる。少なくとも２５の異なるＭＭＰが同定されている。患者サンプルにおける
少なくとも１つの炎症性サイトカイン及び／又はＭＭＰの検出と組み合わせたシトルリン
化１４－３－３に対する自己抗体の検出は、関節炎を診断するために用いられてもよい。
加えて、患者サンプル中の少なくとも１つのＭＭＰ及び／又は少なくとも１つの炎症性サ
イトカインと組み合わせたシトルリン化１４－３－３に対する自己抗体／シトルリン化１
４－３－３との免疫複合体の存在又は相対レベルは、関節炎が衰弱形態に進行する前の早
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期ステージの予後診断指標として用いられてもよい。
【０１１１】
　関節炎症状、特に関節リウマチを評価するためのキットはまた、本明細書に記載される
。かかるキットは、典型的に、診断、予後診断及び／又は治療的診断アッセイを行なうた
めに必要な２又はそれ以上の構成要素を含む。構成要素は、化合物、試薬、容器、使用説
明書、及び／又は装置であってもよい。例えば、キット内の１つの容器は、１又はそれ以
上のシトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片を含んでもよい。かかるキット
はまた、抗体結合の直接的又は間接的検出に好適なレポーター基を含む上述のような検出
試薬を含んでもよい。
【０１１２】
　従って、患者サンプルにおいて、シトルリン化１４－３－３に対する自己抗体／シトル
リン化１４－３－３との免疫複合体、及び任意で他のマーカー、例えばＭＭＰの存在を検
出するためのキットは本明細書に記載され、該キットは、様々な関節炎症状、及びより好
ましくは関節リウマチを診断又は識別するのに好適な診断又は予後診断結果を提供するの
に有用である。シトルリン化１４－３－３タンパク質及び／又は自己抗体の存在が示唆さ
れるさらなる指標はまた、例えば心臓血管障害及び／又は神経変性障害を含む。キットは
、任意で、例えば放射活性標識、発光標識、蛍光標識、酵素等を用いて、検出可能に標識
される少なくとも１つのシトルリン化１４－３－３タンパク質又はこれの断片を含んでも
よい。タンパク質を検出可能に標識するための方法は、当該技術分野においてよく知られ
ている。かかるキットは、関節炎の他のマーカー、例えば抗ＣＣＰ、抗ＲＦ、ＣＲＰ、Ｓ
ＡＡ、ＩＬ－６、ＳＩＯＯ、オステオポンチン、ＲＦ、ＭＭＰ－Ｉ、ＭＭＰ－３、ヒアル
ロン酸、ｓＣＤ１４、血管新生マーカー及び骨、軟骨、又は滑膜代謝の生成物（例えばＣ
ＴＸ－Ｉ及びＣＴＸ－ＩＩ）等に特異的な検出試薬をさらに含んでもよい。該キットは、
シトルリン化１４－３－３に対する自己抗体の免疫学的な検出のために必要な二次試薬、
例えば標識された抗体（例えば抗ヒト抗体）、発色又は蛍光発生試薬、重合剤等をさらに
含んでもよい。特定の疾患状態において、かかる自己抗体のレベルを定量及び／又は評価
するための、適切な比較スタンダードを含む、診断又は予後診断のためのキットを用いる
ための使用説明書は、有利に、印刷された形態で、及び／又は好適な媒体上に記録されて
提供されてもよい。
【実施例】
【０１１３】
　実施例
　ＰＡＤ酵素が存在するＲＡにおいて、１４－３－３ηは滑膜腔中に遊離するので、我々
は、１４－３－３ηはＲＡの診断に用いられ得るシトルリン化標的であるか否か、そして
そうであるならば、シトルリン化１４－３－３η又は断片は、抗ＣＣＰ陰性ＲＡ患者を同
定するために用いることができるか否かを調査した。１４－３－３ηにおけるシトルリン
化部位の同定は、３つのステージプロセス、１）インシリコ予測、２）インビトロ決定、
及び３）臨床標本を用いた検証又は同定に関した。
【０１１４】
　実施例１：シトルリン化部位のインシリコ同定
　推定されるシトルリン化部位を代表するアルギニン（Ｒ）部分を、１）生来の３Ｄタン
パク質立体配置に関する「Ｒ」の位置；２）ＰＡＤ酵素に対する「Ｒ」のアクセス容易性
；及び３）「Ｒ」に隣接する配列に基づいて、同定した。５つの推定されるシトルリン化
部位は、「Ｒ」：４、１２、１９、６１及び２２７に対応して同定された。
【０１１５】
　実施例２：シトルリン化部位のインビトロにおける決定
　インビトロシトルリン化は、これらの２つのアイソフォームは、ＲＡにおいて最も関連
する２つであると報告されているので、組み換えヒト１４－３－３ηと組み換えヒトＰＡ
Ｄ２又はＰＡＤ４とを共インキュベートすることにより行なわれた。
【０１１６】
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　手短に言えば、ＰＡＤ２（ＭＱ１６．２０１）及びＰＡＤ４（ＭＱ１６．２０３）は、
ModiQuest Researchから調達される。酵素は、１００μｌのＰＡＤバッファ（０．１Ｍ　
Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ，ｐＨ７．４、５ｍＭ　ＤＴＴを含む１０ｍＭ　ＣａＣｌ２、１ｍＭ　
ＰＭＳＦ、１０μｇ／ｍｌアプロトニン（aprotonin）、１０μｇ／ｍｌロイペプチン及
び１０μｇ／ｍｌペプスタチン）でさらに希釈され、ストック濃度は、ＰＡＤ２について
８０ｍＵ／μｌ、及びＰＡＤ４について８２．５ｍＵ／μｌとなった。
【０１１７】
　１０μｇの全長組み換え１４－３－３ηを、ＰＡＤ２（８ｍＵ）又はＰＡＤ４（８．２
ｍＵ）のいずれかとインキュベートした。反応混合物を、ＰＡＤバッファを用いて１００
μｌに調節し、３７℃で２時間インキュベートした。インキュベーション後、反応を２５
μｌの４Ｘラメリ（Lammelli）バッファの添加により終了させた。タンパク質をＳＤＳ－
ＰＡＧＥにより分離させ、１４－３－３ηに対応するバンドを切り出した。切り出したバ
ンドをゲルから溶出させ、トリプシン消化し、その後フーリエ変換質量分析計を用いて分
析し、他に記載されるように、脱イミノ化部位を同定した。結果を、ＰＡＤ２及び３、Ｐ
ＡＤ４を有する４つの推定シトルリン化部位をもたらし、その結果については、表４に記
載される。
【０１１８】
【表４】

【０１１９】
　実施例３：臨床サンプルを用いたシトルリン化１４－３－３ηに対する抗体の検出
　インビトロシトルリン化は、実施例２に記載されるように行ない、９６ウェルプレート
を、組み換え１４－３－３ηのシトルリン化又は非シトルリン化形態でコートした。抗Ｃ
ＣＰ陽性及び陰性患者における１４－３－３ηの生来の又はシトルリン形態のいずれかに
対するヒト自己抗体応答を、抗ヒト抗体を用いて定量した。
【０１２０】
　これらの新規の自己抗体が抗ＣＣＰ陰性ＲＡ患者において検出可能か否か、そして健康
対照と比較して識別可能に発現されるか否か評価するために、非シトルリン化及びシトル
リン化１４－３－３ηの両者に対する反応性を３０人の抗ＣＣＰ陰性ＲＡ患者及び３０人
の確認された抗ＣＣＰ陰性健康対照において測定した。単位（Ｕ）で表される平均及び中
央値自己抗体レベルを、評価し、対応するｔ検定及びマン・ホイットニーのＵ検定を群内
及び群間の差異を決定するために用いた。ＲＯＣ曲線下面積（ＡＵＣ）は、診断有用性の
推定のために、及び様々な抗シトルリン化１４－３－３ηカットオフについての尤度比（
ＬＲ）を決定するために作成された。
【０１２１】
　図１は、抗ＣＣＰ陽性ＲＡ患者の３人中２人において、非シトルリン化１４－３－３η
と比較して、シトルリン化１４－３－３ηに対する最大２５倍の反応性が観察されたこと
を示し、これは、ＲＡにおける１４－３－３ηのシトルリン化形態に対する自己抗体の発
現を初めて明らかにする。抗ＣＣＰ陰性ＲＡ群内において、生来の１４－３－３ηと比較
して、シトルリン化１４－３－３ηに対する著しく高い反応性が、観察された（１９４３
Ｕ対３９５Ｕ、ｐ＝０．０１）。反応性の著しい差異は、健康な群においては観察されな
かった。図２は、抗シトルリン化１４－３－３η抗体発現が、抗ＣＣＰ陰性ＲＡ患者にお
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いて著しく高かったことを示し、１９４３Ｕ（３０４５Ｕ）及び３０６Ｕ（６８－８９８
２Ｕ）の平均（ＳＤ）及び中央値（最小－最大）であるのに対して、健康な対照は１５５
Ｕ（１２２Ｕ）及び１００Ｕ（４５－５６４Ｕ）であった（ｐ＜０．００２）。健康な対
照と比較した抗ＣＣＰ陰性ＲＡ患者における抗シトルリン化１４－３－３η抗体差次的発
現についての対応するＲＯＣ ＡＵＣは、０．７９（９５％ ＣＩ ０．６８－０．９１；
ｐ＜０．０００１）であった。３２０Ｕのカットオフにおいて、特異度及び感度は、９０
％及び５０％であり、５のＬＲ陽性をもたらし、４３９Ｕにおいて１４まで増加し、９７
％の対応する特異度及び４７％の感度を有した。
【０１２２】
【表５】

【０１２３】
　実施例４：臨床サンプルを用いたシトルリン化部位の同定
　１４－３－３ηは、１４－３－３ηタンパク質について陽性の臨床サンプルから免疫沈
殿され、免疫沈殿されたタンパク質は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離され、１４－３－３
ηに対応するバンドは、切り出される。切り出されたバンドは、ゲルから溶出され、トリ
プシン消化され、その後タンパク質上の脱イミノ化部位を同定するために、フーリエ変換
質量分析計を用いて分析される。
【０１２４】
　臨床的に関連する１４－３－３ηシトルリン化部位の選択
　最も関連する得１４－３－３ηシトルリン化部位を同定するために、アルギニン化又は
シトルリン化部分を有するペプチドは、タンパク質の非シトルリン化形態を区別し、そし
て健康な個人と関節炎に罹患している個人を識別するために用いることができる１４－３
－３η上の最も関連するシトルリン化部位をスクリーニング及び選択するために用いられ
る。
【０１２５】
　２つの異なるアプローチであるＭＲＭ／ＬＣ－ＭＳ及びＥＬＩＳＡによる測定を用いた
臨床サンプルにおける１４－３－３η発現レベルの比較は、タンパク質がシトルリン化さ
れる場合にトリプシンは切断しないことから、シトルリンを生ずるアルギニンの脱イミノ
化は誤った切断（mis-cleavage）をもたらすので、発現における差異が、シトルリン化に
起因し得ることを例証する（表５を参照のこと）。特に、サンプル１～６における１４－
３－３ηタンパク質の高いレベルは、ＥＬＩＳＡにより検出可能であるが、質量分析によ
り測定された場合、サンプル７～１２と比較して、無視できるレベルを有するように見え
る。質量分析計サンプルはトリプシン消化され、そして特異的ペプチド質量の結果として
１４－３－３ηレベルはピーク強度の測定を介して定量化されるとともに、そのペプチド
は、シトルリン化部位として本明細書に記載されるＡｒｇ－４２の次に存在する「ＡＶ　
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ＴＥＬＮＥＰＬＳＮＥＤ」である。Ａｒｇ－４２に対するシトルリン化特異的抗体は、サ
ンプル１～１２においてＥＬＩＳＡにより試験され、Ａｒｇ－４２が、臨床的に関連する
シトルリン化部位であることを実証する。
【０１２６】
【表６】

【０１２７】
　実施例５：診断、予後診断、及び／又は治療モニタリング
　臨床サンプル中のシトルリン化１４－３－３ηタンパク質に対する自己抗体の検出
　図１に表されるデータは、全長の１４－３－３ηのシトルリン化形態に対する自己抗体
の検出が、抗ＣＣＰ陰性である患者の同定に有用であることを例証し、従って、血清陰性
ＲＡ患者の診断における抗ＣＣＰ試験を補う。図２に表されるＲＡ対健康な個人における
発現の差異は、抗シトルリン化１４－３－３η自己抗体が、ＲＡ患者において高く、ＲＡ
に非常に特異的である傾向であることを例証する。異なるシトルリン化部位をそれぞれ有
する抗シトルリン化１４－３－３η断片は、異なる部位のそれぞれに対する自己抗体を検
出するためにも用いられる。部位特異的な自己抗体についてのかかる検出は、全長シトル
リン化１４－３－３ηタンパク質よりもＲＡに特異的、又はより特異的である傾向である
。
【０１２８】
　臨床サンプル中の１４－３－３タンパク質のシトルリン化状態の決定
　患者がシトルリン化１４－３－３ηタンパク質に対する自己抗体について陽性として測
定される場合、該タンパク質のシトルリン化状態は、全長シトルリン化１４－３－３ηタ
ンパク質又はこれらのシトルリン化断片のいずれか又は両者に対するモノクローナル抗体
を用いて評価され、２つのパラメーター：
　１）どのくらいのタンパク質がシトルリン化されるか？
　２）タンパク質上のどの部位がシトルリン化されるのか、そして／あるいは幾つの部位
がシトルリン化されるのか？
を評価する。
【０１２９】
　シトルリン化１４－３－３η自己抗体の力価は、それ自体、並びに１４－３－３η血清
タンパク質レベル及びタンパク質のシトルリン化状態に関して試験される。下記の表５は
、起こりうる結果を定義する。
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【表７】

【０１３１】
　治療応答及びモニタリングのために、抗シトルリン化１４－３－３η自己抗体の高いレ
ベルは、他のものより特定の治療の使用を示唆する。加えて、シトルリン化されるタンパ
ク質の高い％は、より著しい疾患負荷と相関することが予測される。異なるシトルリン化
部位は、タンパク質上の異なる生物学的活性を示唆し、従って異なる臨床結果に関連する
ことも予測される。この情報は、従って、特定の患者について最良である治療の種類の決
定を支援するために、及び治療応答をモニタリングするために用いられてもよい。
【０１３２】
　例えば、高い力価及び／又は高いシトルリン化状態は、リツキシマブのようなＢ細胞阻
害剤、又はペプチジルアルギニンデイミナーゼを直接標的とする阻害剤を用いる治療に有
用である。治療前及び治療後のレベルを測定することにより結果をモニタリングすること
は、有用であり得る。例えば、レベルが減少すると、その後患者は、薬剤から利益、即ち
治療に対する応答を受けてもよい一方で、レベルが変化又は増加しないままである場合、
従って、治療的用量は、増加させることが必要であってもよく、あるいは治療のクラスの
変更が必要とされてもよい。
【０１３３】
　本明細書において参照される全ての特許及び特許公報は、参照により本明細書に組み込
まれる。
【０１３４】
　先の記載を読んだ当業者は、特定の改変及び改善を思い付く。全ての斯かる改変及び改
善は、簡潔さ及び読みやすさの目的のために、本明細書において削除されているが、適切
に添付の特許請求の範囲内であることは理解されるべきである。
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