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(57)【要約】
【課題】神経学的疾患、特に、視覚障害、頭痛および／もしくは脳病変と関連する疾患の
診断および処置を支援するために使用され得る新規な試薬、デバイスおよび方法を提供す
ること。
【解決手段】本発明は、患者に由来するサンプルにおいて、フロチリン１および／もしく
はフロチリン２に結合する自己抗体、フロチリン１および／もしくはフロチリン２または
そのバリアントを含むポリペプチド（これは、好ましくは、固定される）を検出する工程
を含む疾患を診断するための方法、疾患の診断のための上記ポリペプチドの使用、フロチ
リン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体、上記自己抗体を単離するため
の方法、ならびに上記ポリペプチドを含む医薬組成物、医療用デバイスもしくは検査キッ
トに関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
患者に由来するサンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合す
る自己抗体を検出する工程を包含する、疾患を診断するための方法。
【請求項２】
好ましくは、固定されており、より好ましくは、固体キャリアに固定されている、フロチ
リン１および／もしくはフロチリン２またはそのバリアントを含むポリペプチド。
【請求項３】
好ましくは、サンプルにおいてフロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自
己抗体を検出する工程を包含する、疾患の診断のための、請求項２に記載のポリペプチド
の使用。
【請求項４】
疾患の処置における使用のための、請求項２に記載のポリペプチド。
【請求項５】
フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体、好ましくは、単離され
た自己抗体であって、好ましくは、請求項２に記載のポリペプチドと複合体の状態にある
、自己抗体。
【請求項６】
フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体を単離するための方法で
あって、
　ａ）該自己抗体を含むサンプルと、請求項２に記載のポリペプチドとを、複合体の形成
に適合する条件下で接触させる工程であって、ここで該自己抗体は、該ポリペプチドに結
合する工程、
　ｂ）工程ａ）において形成された該複合体を単離する工程、
　ｃ）工程ｂ）において単離された該複合体を解離する工程、ならびに
　ｄ）該自己抗体を該ポリペプチドから分離する工程、
を包含する方法。
【請求項７】
請求項２に記載のポリペプチドを含む、医薬組成物もしくは医療用デバイス、好ましくは
、診断用デバイス。
【請求項８】
疾患の診断のための検査キットであって、請求項２に記載のポリペプチドを含み、
ここで好ましくは、請求項２に記載のポリペプチドならびにフロチリン１および／もしく
はフロチリン２に結合する自己抗体を含む複合体を検出するための手段をさらに含む、検
査キット。
【請求項９】
前記患者は、ＣＳＦにおける細胞数上昇、髄腔内ＩｇＧ合成、ＣＳＦにおけるオリゴクロ
ーナルバンド、ＣＳＦにおけるＭＲＺ反応、視覚障害、好ましくは、視力障害、視神経炎
、頭痛、脊髄病変および脳病変を含む群より選択される１または複数、好ましくは２種ま
たはそれより多くの症状を有するか、または前記疾患は該１または複数、好ましくは２種
またはそれより多くの症状と関連する、請求項１、３、４および８のいずれかに記載の方
法、ポリペプチド、使用、自己抗体、医薬組成物、デバイスもしくは検査キット。
【請求項１０】
前記疾患は、神経学的疾患、好ましくは脱髄疾患、好ましくはＣＮＳの疾患、好ましくは
脳の疾患、好ましくは視神経の炎症と関連する疾患である、請求項１、３、４、８および
９のいずれかに記載の方法、ポリペプチド、使用、自己抗体、医薬組成物、デバイスもし
くは検査キット。
【請求項１１】
前記ポリペプチドは、該ポリペプチドをコードする核酸を含む細胞の形態で、または該ポ
リペプチドを含む組織の形態で提供される、請求項１～１０のいずれかに記載のポリペプ
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チド、自己抗体、方法、医薬組成物、デバイスもしくは検査キット。
【請求項１２】
前記ポリペプチドは、組換え型ポリペプチドおよび／もしくは単離されたポリペプチドで
ある、請求項１～１１のいずれかに記載のポリペプチド、自己抗体、方法、医薬組成物、
デバイスもしくは検査キット。
【請求項１３】
前記サンプルは、好ましくは、全血、血清、脳脊髄液および唾液を含む群より選択される
、抗体を含む体液である、請求項１、３、６および９～１２に記載の方法。
【請求項１４】
フロチリン－１もしくはそのバリアントを含むポリペプチドおよびフロチリン－２もしく
はそのバリアントを含むポリペプチドの両方が存在し、好ましくは複合体の一部である、
請求項６～１３のいずれかに記載の方法、ポリペプチド、使用、自己抗体、医薬組成物、
デバイスもしくは検査キット。
【請求項１５】
前記自己抗体は、フロチリン１およびフロチリン２を含む複合体に結合する、請求項１、
５、６および９～１４のいずれかに記載の方法、ポリペプチド、使用、自己抗体、医薬組
成物、デバイスもしくは検査キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の詳細な説明）
本発明は、患者に由来するサンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン
２に結合する自己抗体、フロチリン１および／もしくはフロチリン２またはそのバリアン
トを含むポリペプチド（これは、好ましくは固定されている）を検出する工程を包含する
疾患を診断するための方法、疾患の診断のための上記ポリペプチドの使用、フロチリン１
および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体、上記自己抗体を単離するための方法
、ならびに上記ポリペプチドを含む医薬組成物、医療用デバイスもしくは検査キットに関
する。
【背景技術】
【０００２】
　神経学的疾患の診断システムの開発は、生物医科学において相変わらず困難であり、遭
遇する多くの症状は、遺伝性疾患（genetically-inherited　disease）、薬物乱用、栄養
失調、感染、傷害、精神疾患、免疫学的欠陥およびがんを含む極めて種々の原因が理由と
なり得るので、なおさらである。
【０００３】
　神経学的疾患は、臨床症状の特有の特徴的パターンと希にしか関連しないので、罹患し
た患者の所見および検査または彼らの病歴のみに基づいて信頼性のある診断を提供するこ
とは、しばしば困難である。
【０００４】
　早期診断の重要性は、過度の強調ではあり得ない。多くの神経学的障害（最も顕著なの
は、アルツハイマー病およびパーキンソン病、ならびに多発性硬化症）は、治癒すること
はできないが、それらの進行を遅らせるために使用され得る薬物は利用可能である。診断
が早期であるほど、利用可能な薬物の範囲を患者の最大限の利益に活かす可能性は、さら
に増す。
【０００５】
　このことは、自己抗体と関連する神経学的疾患の症例では、よりいっそう当てはまる。
いくつかの症例では、特異的な検出可能な自己抗体と状態との間の関連は、迅速診断を可
能にするために十分に強力である。
【０００６】
　しかしそうでなくても、自己抗体の検出は、主治医に、患者の状態を改善するために使
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用され得る治療手段を示し得る。自己抗体の標的の性質とは無関係に使用され得る、種々
の広範に使用される免疫抑制剤がある。あるいは、アフェレーシスは、患者の血液から自
己抗体を除去するために使用され得る。多くの症例において、患者は、神経学的自己免疫
疾患の早期診断および処置の後には、通常の生活を送るようになった。
【０００７】
　自己抗体の検出に基づく診断アッセイはまた、自己抗体と関連するもの以外の疾患の診
断を確証し得る。血液サンプルに特異的自己抗体がないことが判明すれば、これは、おそ
らく、主治医がある範囲の可能性を排除するので、妥当と思われる状態の範囲を絞り込む
一助となる。
【０００８】
　自己抗体の発生と同時に起こる神経学的状態の例としては、視神経脊髄炎（視覚および
脊髄機能の喪失によって特徴付けられる疾患）および抗ＮＭＤＡ受容体脳炎（これは、自
律神経機能不全、低換気、小脳性運動失調、片側不全麻痺、意識消失、もしくはカタトニ
ーと関連する）が挙げられる。このようにして、自己抗体の関わりおよびこれら状態の性
質は、以前から理解が不十分であった一方で、この疾患の多くは今や、自己抗体の検出に
基づくアッセイが利用可能であるおかげで、効率的に診断および処置され得る。
【０００９】
　多発性硬化症は、生命維持に必須の身体構造の自己免疫性破壊と関連すると広く考えら
れている別の疾患である。上記患者のうちの約２０％は、視覚障害、より具体的には、視
神経炎に罹患している。具体的診断は、症状の広い範囲および上記疾患の性質のせいで困
難であり、攻撃の後には、ときおり上記症状の完全な消失が起こる。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　従って、自己抗体と関連する神経学的状態を、自己抗体と関連しないものから区別する
新たなアプローチが開発されることは、最も重要である。
【００１１】
　本発明の根底にある課題は、神経学的疾患、特に、視覚障害、頭痛および／もしくは脳
病変と関連する疾患の診断および処置を支援するために使用され得る新規な試薬、デバイ
スおよび方法を提供することである。
【００１２】
　本発明の根底にある別の課題は、自己免疫疾患、特に、神経学的自己免疫疾患を、自己
免疫疾患以外の疾患から区別する、最も有望な処置レジメンを、より具体的には、免疫抑
制処置が妥当であるか否かを決定するためにはなおさらのこと使用され得る、新規な試薬
、デバイスおよび方法を提供することである。
【００１３】
　本発明の根底にある課題は、添付の独立請求項および従属請求項の主題によって解決さ
れる。
【００１４】
　第１の局面において、本発明の根底にある課題は、患者に由来するサンプルにおいて、
フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体を検出する工程を包含す
る、疾患を診断するための方法によって解決される。
【００１５】
　第２の局面において、本発明の根底にある課題は、フロチリン１および／もしくはフロ
チリン２またはそのバリアントを含むポリペプチド（これは、好ましくは固定され、より
好ましくは、固体キャリアに固定される）によって解決される。
【００１６】
　第３の局面において、本発明の根底にある課題は、好ましくは、サンプルにおいて、フ
ロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体を検出する工程を含む疾患
の診断のための本発明のポリペプチドの使用によって解決される。
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【００１７】
　第４の局面において、本発明の根底にある課題は、疾患の処置において使用するための
本発明のポリペプチドによって解決される。
【００１８】
　第５の局面において、本発明の根底にある課題は、フロチリン１および／もしくはフロ
チリン２に、好ましくは、フロチリン１およびフロチリン２を含む複合体に結合する自己
抗体、好ましくは単離された自己抗体であって、ここで上記自己抗体は、好ましくは、本
発明のポリペプチド２と複合体の状態にあるものによって解決される。
【００１９】
　第６の局面において、本発明の根底にある課題は、フロチリン１および／もしくはフロ
チリン２に結合する自己抗体を、好ましくは、フロチリン１およびフロチリン２を含む複
合体を単離するための方法によって解決され、上記方法は、
　ａ）上記自己抗体を含むサンプルと、本発明のポリペプチドとを、複合体の形成に適合
する条件下で接触させる工程であって、ここで上記自己抗体は、上記ポリペプチドに結合
する工程、
　ｂ）工程ａ）において形成された上記複合体を単離する工程、
　ｃ）工程ｂ）において単離された上記複合体を解離する工程、ならびに
　ｄ）上記自己抗体を上記ポリペプチドから分離する工程
を包含する。
【００２０】
　第７の局面において、本発明の根底にある課題は、本発明のポリペプチドを含む医薬組
成物もしくは医療用デバイス、好ましくは診断用デバイスによって解決される。
【００２１】
　第８の局面において、本発明の根底にある課題は、疾患の診断のための検査キットによ
って解決され、この検査キットは本発明のポリペプチドを含み、ここで好ましくは、上記
検査キットは、さらに、請求項２に記載のポリペプチドならびにフロチリン１および／も
しくはフロチリン２に結合する自己抗体を含む複合体を検出するための手段を含む。
【００２２】
　好ましい実施形態において、上記患者は、ＣＳＦにおける細胞数上昇、髄腔内ＩｇＧ合
成、ＣＳＦにおけるオリゴクローナルバンド、ＣＳＦにおけるＭＲＺ（Ｍは麻疹、Ｒは風
疹、Ｚは水痘帯状疱疹）反応、視覚障害、好ましくは視力障害、視神経炎、頭痛、脊髄病
変および脳病変、好ましくは視覚障害、より好ましくは視力障害、頭痛、脊髄病変および
脳病変を含む群より選択される１または複数の症状、好ましくは２種またはそれより多く
の症状を有するか、または上記疾患は、該１または複数の症状、好ましくは２種またはそ
れより多くの症状と関連する。
【００２３】
　好ましい実施形態において、上記疾患は、神経学的疾患、好ましくは脱髄疾患、好まし
くはＣＮＳの疾患、好ましくは脳の疾患、好ましくは視神経の炎症と関連する疾患である
。
【００２４】
　好ましい実施形態において、上記ポリペプチドは、上記ポリペプチドをコードする核酸
を含む細胞の形態で、もしくは上記ポリペプチドを含む組織の形態で提供される。
【００２５】
　好ましい実施形態において、上記ポリペプチドは、組換え型ポリペプチドおよび／もし
くは単離されたポリペプチドである。
【００２６】
　好ましい実施形態において、上記サンプルは、好ましくは、全血、血清、脳脊髄液およ
び唾液を含む群より選択される、抗体を含む体液である。
【００２７】
　好ましい実施形態において、フロチリン１もしくはそのバリアントを含むポリペプチド
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およびフロチリン２もしくはそのバリアントを含むポリペプチドの両方が存在し、好まし
くは、複合体の一部である。
【００２８】
　好ましい実施形態において、上記自己抗体は、フロチリン１およびフロチリン２を含む
複合体に結合する。
【００２９】
　本発明は、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に対する自己抗体、ならびにＣ
ＳＦにおける細胞数上昇、髄腔内ＩｇＧ合成、ＣＳＦにおけるオリゴクローナルバンド、
ＣＳＦにおけるＭＲＺ反応、視覚障害、視神経炎、頭痛、脊髄病変および脳病変を含む群
からの症状と関連する神経学的自己免疫疾患が存在するという本発明者らの驚くべき知見
に基づく。
【００３０】
　さらに、本発明は、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に対する自己抗体が存
在し、神経学的症状に罹患している多くの患者に由来するサンプルにおいて検出され得る
が、健康な被験体から得られるサンプルでは検出されないという本発明者らの驚くべき知
見に基づく。
【００３１】
　さらに、本発明は、病因が未知である公知の神経学的疾患、特に、脱髄疾患が、フロチ
リン１および／もしくはフロチリン２に対する自己抗体の存在と関連するという本発明者
らの驚くべき知見に基づく。
【００３２】
　いかなる理論にも拘束されることを望まないが、このような自己抗体の存在は、神経学
的症状、より具体的には脱髄疾患（特に、視覚の重要性と関連するもの）が起こるという
趣旨の、フロチリン１および／もしくはフロチリン２ならびに／または下流のエフェクタ
ーの活性および機能がこのような自己抗体を有する患者において損なわれているというこ
とを示唆する。
【００３３】
　フロチリン１および－２（別名：ｒｅｇｇｉｅ－２および－１）は、視神経の外傷性傷
害後のキンギョの網膜神経節細胞の軸索を再生するにあたってアップレギュレートされる
として元々は見出された。しかし、それらは、哺乳動物を含む多くの真核生物において十
分に保存されている。脊椎動物において、両方のタンパク質は遍在性に発現され、横紋筋
、脂肪組織および肺組織において最も豊富である。分子レベルでは、フロチリンは、脂質
ラフトの細胞質側に結合され、従って、脂質ミクロドメインのマーカーとしてしばしば使
用される。他の脂質ラフト構成要素に類似して、それらはＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００には
主に不溶性であるが、スクロース密度遠心分離後には浮遊する。機能的には、それらは、
タンパク質相互作用、細胞シグナル伝達、アミロイド前駆タンパク質のクラスター化およ
びニューロンにおけるアミロイド生成性のプロセシングに関与する（Ｓｔｕｅｒｍｅｒ　
ＣＡ，　Ｐｌａｔｔｎｅｒ　Ｈ．　Ｔｈｅ　’ｌｉｐｉｄ　ｒａｆｔ’　ｍｉｃｒｏｄｏ
ｍａｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｒｅｇｇｉｅ－１　ａｎｄ　ｒｅｇｇｉｅ－２　（ｆｌｏ
ｔｉｌｌｉｎｓ）　ａｒｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ　ｆｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎｔｅｒ
ａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　Ｓｙｍｐ　
２００５；（７２）：１０９－１８）。フロチリン－２の過剰発現は、いくつかのがんに
おいて認められ、一般に、より重篤な進行と関連する（Ａｒｋｈｉｐｏｖａ　ＫＡ，　Ｓ
ｈｅｙｄｅｒｍａｎ　ＡＮ，　Ｌａｋｔｉｏｎｏｖ　ＫＫ，　Ｍｏｃｈａｌｎｉｋｏｖａ
　ＶＶ，　Ｚｂｏｒｏｖｓｋａｙａ　ＩＢ．　Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ　ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ　ｏｆ　ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ－１，　ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ－２，　ｓｔｏｍａｔ
ｉｎ　ａｎｄ　ｃａｖｅｏｌｉｎ－１　ｉｎ　ｎｏｎ－ｓｍａｌｌ　ｃｅｌｌ　ｌｕｎｇ
　ｃａｎｃｅｒ　ａｎｄ　ｓｏｆｔ　ｔｉｓｓｕｅ　ｓａｒｃｏｍａｓ．　ＢＭＣ　Ｃａ
ｎｃｅｒ　２０１４；１４：１００）。
【００３４】
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　本発明は、哺乳動物の、好ましくはヒトのフロチリン１もしくはそのバリアントおよび
／またはフロチリン２もしくはそのバリアント、好ましくは、フロチリン１およびフロチ
リン２もしくはそのバリアントに結合する自己抗体に反応性の免疫原性バリアントを含む
ポリペプチドに関する。哺乳動物フロチリン１および／もしくはフロチリン２の例として
は、ヒト、サル、マウス、ラット、ウサギ、モルモットもしくはブタに由来するものが挙
げられる。最も好ましい実施形態において、フロチリン１は、データベースコードＯ７５
９５５によってコードされるポリペプチドもしくはそのバリアントであり、そして／また
はフロチリン２は、データベースコードＱ１４２５４によってコードされるポリペプチド
もしくはそのバリアントである。本願全体を通じて、引用される任意のデータベースコー
ドは、Ｕｎｉｐｒｏｔデータベース、より具体的には、２０１５年５月２９日にオンライ
ンでアクセス可能なバージョンに言及する。ＮＰ＿００５７９４およびＮＰ＿００４４６
６は、それぞれ、フロチリン１およびフロチリン２をコードするヌクレオチド配列を表す
。
【００３５】
　より好ましい実施形態において、本発明のポリペプチドは、互いに直接もしくはリンカ
ーを介して融合された、フロチリン１もしくはそのバリアントおよびフロチリン２もしく
はそのバリアントの両方を含む。最も好ましい実施形態において、互いに直接もしくは他
の分子を介して結合している、フロチリン１もしくはそのバリアントを含むポリペプチド
およびフロチリン２もしくはそのバリアントを含むポリペプチドの両方を含む複合体が使
用される。好ましくは、上記複合体は、フロチリン１もしくはそのバリアントを含むポリ
ペプチドおよびフロチリン２もしくはそのバリアントを含むポリペプチド以外のタンパク
質を含まない。このような複合体は、疾患の診断のために上記複合体に結合する自己抗体
を捕捉するために使用され得る。
【００３６】
　フロチリン１もしくはそのバリアントを含む第１のポリペプチドおよびフロチリン２も
しくはそのバリアントを含む第２のポリペプチドを含む複合体が使用される場合、上記第
１および上記第２のポリペプチドは、同じ細胞で発現されて、このような複合体を形成し
得る。あるいは、上記第１および上記第２のポリペプチドは、異なる細胞で別個に発現さ
れ得、発現後に、必要に応じて精製形態で再構成され得る。
【００３７】
　本発明の教示は、ポリペプチド、特に、フロチリン１および／もしくはフロチリン２の
天然配列を含むポリペプチド、または例えば、機能、名称、配列もしくはアクセッション
番号によって、本願で明示的にまたは暗示的に言及される正確な配列を有する核酸を使用
して行われてもよいだけでなく、このようなポリペプチドもしくは核酸のバリアントを使
用して行われてもよい。
【００３８】
　好ましい実施形態において、用語「バリアント」とは、本明細書で使用される場合、言
及される全長配列の少なくとも１つのフラグメント、より具体的には、全長配列と比較し
て、１または複数のアミノ酸が一方もしくは両方の末端において短縮されている１または
複数のアミノ酸配列もしくは核酸配列に言及し得る。このようなフラグメントは、元の配
列のうちの少なくとも６個、７個、８個、１０個、１２個、１５個、２０個、２５個、５
０個、７５個、１００個、１５０個もしくは２００個の連続したアミノ酸を有するペプチ
ドまたはそのバリアント含むか、あるいはそれらをコードする。上記バリアントの全体の
長さは、少なくとも６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個、２０個、２５個
、３０個、４０個、５０個、６０個、７０個、８０個、９０個、１００個またはそれより
多くのアミノ酸であり得る。
【００３９】
　別の好ましい実施形態において、用語「バリアント」とは、少なくとも１つのフラグメ
ントに関するのみならず、言及される参照アミノ酸配列もしくはそのフラグメントと少な
くとも４０％、５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９２％、９
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４％、９５％、９６％、９７％、９８％もしくは９９％同一であるアミノ酸配列を含むポ
リペプチドもしくはそのフラグメントにも関し、ここで生物学的活性、例えば、抗原が（
自己）抗体に結合する能力、または上記ポリペプチドの折りたたみもしくは構造に必須の
もの以外のアミノ酸が、欠失もしくは置換され、そして／または１または複数のこのよう
な必須のアミノ酸が、保存的様式で置き換えられ、そして／またはアミノ酸が付加され、
その結果上記ポリペプチドの生物学的活性が保存される。技術水準は、２つの所定の核酸
配列もしくはアミノ酸配列を整列させ、同一性の程度を計算するために使用され得る種々
の方法を含む（例えば、Ａｒｔｈｕｒ　Ｌｅｓｋ　（２００８），　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎ　ｔｏ　ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
　Ｐｒｅｓｓ，　２００８，　３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎを参照のこと）。好ましい実施形
態において、ＣｌｕｓｔａｌＷソフトウェア（Ｌａｒｋｉｎ，　Ｍ．　Ａ．，　Ｂｌａｃ
ｋｓｈｉｅｌｄｓ，　Ｇ．，　Ｂｒｏｗｎ，　Ｎ．　Ｐ．，　Ｃｈｅｎｎａ，　Ｒ．，　
ＭｃＧｅｔｔｉｇａｎ，　Ｐ．　Ａ．，　ＭｃＷｉｌｌｉａｍ，　Ｈ．，　Ｖａｌｅｎｔ
ｉｎ，　Ｆ．，　Ｗａｌｌａｃｅ，　Ｉ．　Ｍ．，　Ｗｉｌｍ，　Ａ．，　Ｌｏｐｅｚ，
　Ｒ．，　Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，　Ｊ．　Ｄ．，　Ｇｉｂｓｏｎ，　Ｔ．　Ｊ．，　Ｈｉｇ
ｇｉｎｓ，　Ｄ．　Ｇ．　（２００７）．　Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗ　ａｎｄ　Ｃｌｕｓｔａ
ｌ　Ｘ　ｖｅｒｓｉｏｎ　２．０．　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，　２３，　２９４
７－２９４８）は、デフォルト設定を使用して使用される。
【００４０】
　好ましい実施形態において、上記ポリペプチドもしくはそのバリアントは、化学的改変
、例えば、同位体標識もしくは共有結合改変（例えば、グリコシル化、リン酸化、アセチ
ル化、脱カルボキシル化、シトルリン化、メチル化、ヒドロキシル化など）をさらに含み
得る。当業者は、ポリペプチドを改変する方法に精通している。任意の改変は、上記バリ
アントの生物学的活性を破壊しないように設計される。
【００４１】
　さらに、バリアントはまた、他の既知のポリペプチドもしくはそのバリアントとの融合
によって生成され得、活性部分もしくはドメイン、好ましくは、参照配列の活性部分と整
列させた場合に少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９２％、９４％、
９５％、９６％、９７％、９８％もしくは９９％の配列同一性を有するものを含み、ここ
で用語「活性部分」とは、本明細書で使用される場合、全長アミノ酸配列より短いアミノ
酸配列、または核酸配列の場合には、全長アミノ酸配列より短いもののコードをそれぞれ
いい、そして／または天然配列のバリアントであるが、上記生物学的活性のうちの少なく
ともいくらかを保持する。
【００４２】
　好ましい実施形態において、用語核酸の「バリアント」とは、好ましくはストリンジェ
ントな条件下で、参照核酸もしくは野生型核酸にハイブリダイズする相補鎖の核酸を含む
。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーは、当業者によって容易に決定され
、一般に、プローブの長さ、洗浄温度および塩濃度に依存する経験に基づく計算である。
一般に、プローブが長いほど、適切なアニーリングにはより高温を必要とする一方で、プ
ローブが短いほど、それほど高温を要しない。ハイブリダイゼーションは、一般に、変性
ＤＮＡがそれらの融解温度未満の環境に存在する相補鎖に再アニールする能力に依存する
：プローブとハイブリダイズ可能な配列との間で所望される相同性の程度が高いほど、使
用され得る相対温度は高くなる。結果として、相対温度が高いほど、反応条件をよりスト
リンジェントにする傾向がある一方で、温度が低いほどそれほどストリンジェントにしな
い傾向がある。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーのさらなる詳細および
説明に関しては、Ａｕｓｕｂｅｌ，　Ｆ．　Ｍ．　（１９９５），　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ．　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．を参照のこと。さらに、当業者は、ハイブリダイゼーショ
ンの手段によってＤＮＡ配列をどのように同定するかに関して、マニュアルＢｏｅｈｒｉ
ｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ　ＧｍｂＨ　（１９９３）　Ｔｈｅ　ＤＩＧ　Ｓｙｓｔｅｍ
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　Ｕｓｅｒｓ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　Ｆｉｌｔｅｒ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，　Ｂ
ｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ　ＧｍｂＨ，　Ｍａｎｎｈｅｉｍ，　Ｇｅｒｍａ
ｎｙ　ａｎｄ　ｉｎ　Ｌｉｅｂｌ，　Ｗ．，　Ｅｈｒｍａｎｎ，　Ｍ．，　Ｌｕｄｗｉｇ
，　Ｗ．，　ａｎｄ　Ｓｃｈｌｅｉｆｅｒ，　Ｋ．　Ｈ．　（１９９１）　Ｉｎｔｅｒｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏ
ｇｙ　４１：　２５５－２６０に示される説明に従ってもよい。好ましい実施形態におい
て、ストリンジェントな条件は、任意のハイブリダイゼーションに適用され、すなわち、
ハイブリダイゼーションは、上記プローブがその標的配列と７０％以上同一である場合に
のみ起こる。その標的配列に関して同一性の程度が低いプローブは、ハイブリダイズし得
るがこのようなハイブリッドは不安定であり、ストリンジェントな条件下での洗浄工程で
、例えば、塩濃度を２×ＳＳＣへ、または必要に応じてその後０．５×ＳＳＣと低下させ
て、除去される一方で、温度は、優先度を増大させる順に、約５０℃～６８℃、約５２℃
～６８℃、約５４℃～６８℃、約５６℃～６８℃、約５８℃～６８℃、約６０℃～６８℃
、約６２℃～６８℃、約６４℃～６８℃、約６６℃～６８℃である。特に好ましい実施形
態において、温度は、約６４℃～６８℃もしくは約６６℃～６８℃である。０．２×ＳＳ
Ｃもしくはさらに０．１×ＳＳＣへと塩濃度を調節することも可能である。上記参照配列
もしくは野生型配列に関して、少なくとも７０％、８０％、９０％、９１％、９２％、９
３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％の同一性の程度を有する核酸配
列が単離され得る。好ましい実施形態において、用語核酸配列のバリアントは、本明細書
で使用される場合、遺伝コードの縮重に則って、上記参照核酸配列と同じアミノ酸配列お
よびそのバリアントをコードする任意の核酸配列をいう。
【００４３】
　上記ポリペプチドのバリアントは、生物学的活性を有する。好ましい実施形態において
、このような生物学的活性は、目的の自己抗体に特異的に結合する能力、好ましくは、本
発明者らによって同定された疾患に罹患している患者において見出されるフロチリン１お
よび／もしくはフロチリン２に結合する能力である。
【００４４】
　フロチリン１および／もしくはフロチリン２またはそのバリアントを含む本発明のポリ
ペプチドあるいは本発明の自己抗体は、本発明の教示を実施するために使用される場合、
内因性の形態にある上記ポリペプチドを含む液体サンプル、組織もしくは細胞、より好ま
しくは、上記ポリペプチドを過剰発現する細胞、このような細胞の粗製溶解物もしくは富
化された溶解物から、精製されたポリペプチドおよび／もしくは必要に応じて本質的に純
粋である単離されたポリペプチドまで、任意の形態でおよび任意の精製程度で提供され得
る。好ましい実施形態において、上記ポリペプチドは、天然のポリペプチドであり、ここ
で用語「天然のポリペプチド」とは、本明細書で使用される場合、折りたたまれたポリペ
プチド、より好ましくは、組織もしくは細胞から（より好ましくは、哺乳動物の細胞もし
くは組織から、必要に応じて、非組み換えの組織もしくは細胞から）精製された折りたた
まれたポリペプチドをいう。別の好ましい実施形態において、上記ポリペプチドは、組換
え型タンパク質であり、ここで用語「組換え型」とは、本明細書で使用される場合、生成
プロセスの任意の段階での遺伝子操作アプローチを使用して、例えば、上記ポリペプチド
をコードする核酸を、細胞もしくは組織での過剰発現のために強力なプロモーターに融合
することによって、または上記ポリペプチド自体の配列を操作することによって生成され
るポリペプチドをいう。当業者は、核酸およびコードされるポリペプチドを操作するため
の方法（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，　Ｊ．，　Ｆｒｉｔｓｃｈ，　Ｅ．　Ｆ．　ａｎｄ
　Ｍａｎｉａｔｉｓ，　Ｔ．　（１９８９），　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，
　ＣＳＨ　ｏｒ　ｉｎ　Ｂｒｏｗｎ　Ｔ．　Ａ．　（１９８６），　Ｇｅｎｅ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ　－　ａｎ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，　Ｃｈａｐｍａｎ　＆　Ｈａｌｌに記載
される）、ならびに天然のもしくは組換えのポリペプチドを生成および精製するための方
法（例えば、Ｈａｎｄｂｏｏｋｓ　“Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ“，　“Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ“，　
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“Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ　Ｃｈａｌｌｅｎｇｉｎｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ“　（２００９／２
０１０），　ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｂｙ　ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ，　ａｎｄ　ｉｎ　Ｂｕｒｇｅｓｓ，　Ｒ．　Ｒ．，　Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ
，　Ｍ．　Ｐ．　（２００９），　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ）に精通している。好ましい実施形態において、ポリペプチドは、それぞれの
サンプル中のポリペプチドのうちの少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％、９５％
もしくは９９％が、ＳＤＳポリアクリルアミド・ゲル電気泳動、続いて、クーマシーブル
ー染色および目視によって判断される場合に、上記ポリペプチドからなる場合には純粋で
ある。
【００４５】
　本発明のポリペプチドが組織の形態で提供される場合、上記組織が哺乳動物組織、例え
ば、ヒト、ラット、霊長類、ロバ、マウス、ヤギ、ウマ、ヒツジ、ブタもしくはウシの組
織であり、より好ましくは、脳組織、最も好ましくは小脳であることは、好ましい。細胞
溶解物が使用される場合、上記細胞溶解物は、上記細胞の表面と会合する膜を含むことは
、好ましい。上記ポリペプチドが組換え型細胞の形態で提供される場合、上記組換え型細
胞が、真核生物細胞、例えば、酵母細胞、より好ましくは、多細胞真核生物（例えば、植
物、哺乳動物、カエルもしくは昆虫）、最も好ましくは、哺乳動物（例えば、ラット、ヒ
ト、霊長類、ロバ、マウス、ヤギ、ウマ、ヒツジ、ブタもしくはウシ）に由来する細胞で
あることは、好ましい。
【００４６】
　本発明の教示を実施するために使用されるポリペプチド（任意のバリアントを含む）は
、好ましくは、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体によって
認識されるおよび／または該自己抗体に特異的に結合するエピトープを含むように設計さ
れる。一実施形態において、このようなポリペプチドは、フロチリン１および／もしくは
フロチリン２に由来する６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個、２０個、２
５個、３０個、４０個、５０個、６０個、７０個、８０個、９０個、１００個またはそれ
より多くの、好ましくは少なくとも９であるが１６個以下の保存的アミノ酸の範囲を含む
。当業者は、十分な免疫原性を有するペプチドを設計するために使用されるガイドライン
、例えば、Ｊａｃｋｓｏｎ，　Ｄ．　Ｃ．，　Ｆｉｔｚｍａｕｒｉｃｅ，　Ｃ．　Ｊ．，
　Ｂｒｏｗｎ，　Ｌ．　Ｅ．，　Ｚｅｎｇ，　Ｗ．　（１９９９），　Ｐｒｅｐａｒａｔ
ｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｏｔａｌｌｙ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　
ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｓ，　Ｖａｃｃｉｎｅ　Ｖｏｌｕｍｅ　１８，　Ｉｓｓｕｅｓ　３
－４，　Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　１９９９，　Ｐａｇｅｓ　３５５－３６１；およびＢｌａ
ｃｋ，　Ｍ．，　Ｔｒｅｎｔ，　Ａ．，　Ｔｉｒｒｅｌｌ，　Ｍ．　ａｎｄ　Ｏｌｉｖｅ
，　Ｃ．　（２０１０），　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　
ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｖａｃｃｉｎｅｓ　ｗｉｔ
ｈ　ａ　ｆｏｃｕｓ　ｏｎ　Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ａｇｏｎｉｓｔｓ
，　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ，　２０１０　Ｆｅｂｒｕａｒｙ；　９（
２）：　１５７－１７３に記載されるものに精通している。簡潔には、上記ペプチドが、
以下の要件のうちの可能な限り多くを満たすことが望ましい：（ａ）高い程度の親水性を
有する、（ｂ）アスパラギン酸、プロリン、チロシンおよびフェニルアラニンを含む群よ
り選択される１または複数の残基を含む、（ｃ）より高い特異性のために、他の公知のペ
プチドもしくはポリペプチドと全くもしくはほとんど相同性を有しない、（ｄ）十分に可
溶性である必要がある、および（ｅ）具体的理由のために必要とされなければ、グリコシ
ル化部位もリン酸化部位も含まない。あるいは、バイオインフォマティクスアプローチに
従い得る（例えば、Ｍｏｒｅａｕ，　Ｖ．，　Ｆｌｅｕｒｙ，　Ｃ．，　Ｐｉｑｕｅｒ，
　Ｄ．，　Ｎｇｕｙｅｎ，　Ｃ．，　Ｎｏｖａｌｉ，　Ｎ．，　Ｖｉｌｌａｒｄ，　Ｓ．
，　Ｌａｕｎｅ，　Ｄ．，　Ｇｒａｎｉｅｒ，　Ｃ．　ａｎｄ　Ｍｏｌｉｎａ，　Ｆ．　
（２００８），　ＰＥＰＯＰ：　Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ｉ
ｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ，　ＢＭＣ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　
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２００８，　９：７１によって記載されるもの）。
【００４７】
　本発明のポリペプチドは、フロチリン１および／もしくはフロチリン２またはそのバリ
アント、好ましくは、フロチリンａ（flotillina）およびフロチリン２を含む１つのポリ
ペプチド（one　or　polypeptide）または２種またはそれより多くのポリペプチドの複合
体を含み、本発明に従って使用される場合、任意の種のコンホメーションで提供され得る
。例えば、上記ポリペプチドは、本質的に折りたたまれていないポリペプチド、部分的に
もしくは完全に折りたたまれているポリペプチドであり得る。好ましい実施形態において
、上記ポリペプチドは、本発明の自己抗体に結合するために必須のエピトープ、または上
記タンパク質もしくはそのバリアントがその全体として、その天然の環境において天然の
タンパク質がとっている折りたたみをとるという意味で、折りたたまれている。当業者は
、ポリペプチドが折りたたまれているか否か、および折りたたまれているならば、それが
どのような構造を有するかを決定するために適した方法（例えば、タンパク質限定分解、
ＮＭＲ分光法、ＣＤ分光法もしくはＸ線結晶学）に精通しており（例えば、　Ｂａｎａｓ
ｚａｋ　Ｌ．　Ｊ．　（２００８），　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ａｃａｄｅｍｉｃｓ　Ｐｒｅｓｓ，　ｏｒ　Ｔｅｎｇ　Ｑ．
　（２０１３），　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　Ｓｐｒｉｎｇｅｒを参照のこと）、好ましくは、ＣＤ分光法
が使用される。
【００４８】
　本発明のポリペプチドは、フロチリン１および／もしくはフロチリン２から取り出され
たもの以外のアミノ酸配列、特に、Ｃ末端タグもしくはＮ末端タグ、好ましくは、Ｃ末端
タグを含む融合タンパク質であり得、これは、好ましい実施形態において、本明細書で使
用される場合、一部の生物学的もしくは物理的機能を有する機能を有するさらなる配列モ
チーフもしくはポリペプチドであり、例えば、本発明のポリペプチドを精製、固定、沈殿
もしくは同定するために使用され得る。より好ましい実施形態において、上記タグは、リ
ガンド、例えば、タグ（Ｈｉｓタグ、チオレドキシン、マルトース結合タンパク質、グル
タチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、蛍光タグ（例えば、緑色蛍光タンパク質を含む群に
由来する）を含む群より選択される）に特異的に結合し得る配列もしくはドメインである
。配列番号１、２および配列番号５、６は、それぞれ、フロチリン１およびフロチリン２
を含む例示的融合ポリペプチドを表す。
【００４９】
　本発明のポリペプチドは、固定されたポリペプチドであり得る。好ましい実施形態にお
いて、用語「固定された」とは、本明細書で使用される場合、水性溶液中で不溶性の固体
キャリアに、より好ましくは共有結合、静電気的相互作用、被包化もしくは捕捉を介して
、例えば、球状ポリペプチドをゲルの中で変性させることによって、または疎水性相互作
用を介して、最も好ましくは、１または複数の共有結合を介して結合した分子をいう。こ
のようなキャリアは、好ましくは、人工キャリアであり、これは、大部分は、生物学的材
料（例えば、組織切片）ではない。種々の適切なキャリア、例えば、紙、ポリスチレン、
金属、ケイ素もしくはガラス表面、微小流体チャネル、膜、ビーズ（例えば、磁性ビーズ
）、カラムクロマトグラフィー媒体、バイオチップ、ポリアクリルアミドゲルなどは、文
献に記載されてきた（例えば、Ｋｉｍ，　Ｄ．，　ａｎｄ　Ｈｅｒｒ，　Ａ．　Ｅ．　（
２０１３），　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｓａｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
ｓ　ｆｏｒ　ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ａｓｓａｙｓ，　Ｂｉｏｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄ
ｉｃｓ　７（４），　０４１５０１）。このようにして、固定された分子は、不溶性キャ
リアとともに、簡便な様式で、例えば、濾過、遠心分離もしくは別の容器に移すことによ
って、水性溶液から分離され得る。固定された分子は、可逆的な様式で固定されていても
、不可逆的な様式で固定されていてもよい。例えば、上記固定は、上記分子が高濃度の塩
の添加によって遮断され得るイオン性相互作用を介して上記キャリアと相互作用する場合
または上記分子が切断可能な共有結合（例えば、チオール含有試薬の添加によって切断さ
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れ得るジスルフィド架橋）を介して結合される場合には、可逆的である。対照的に、上記
固定は、上記分子が、水性溶液中で切断できない共有結合（例えば、リジン側鎖をアフィ
ニティーカラムへとカップリングするために頻繁に使用される、エポキシド基およびアミ
ン基の反応によって形成される結合）を介して上記キャリアに繋がれる場合には不可逆的
である。上記タンパク質は、例えば、上記分子に対する親和性を有する抗体もしくは他の
実体を固定し、続いて、上記分子－抗体複合体が固定されるという趣旨での複合体の形成
によって、間接的に固定され得る。分子を固定するための種々の方法は、文献に記載され
る（例えば、Ｋｉｍ，　Ｄ．，　Ｈｅｒｒ，　ａｎｄ　Ａ．　Ｅ．　（２０１３），　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｓａｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｆｏｒ　ｍｉ
ｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ａｓｓａｙｓ，　Ｂｉｏｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ　７（４）
，　０４１５０１）。さらに、固定化反応のための種々の試薬およびキットは、例えば、
Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙから市販されている。
【００５０】
　本発明に則って診断のために使用されるサンプルが、抗体（免疫グロブリンともいわれ
る）を含むことは、必須である。代表的には、体液のサンプルは、上記被験体の免疫グロ
ブリン全体の代表的セットを含む。しかし、上記サンプルは、いったん提供されれば、種
々のクラスの免疫グロブリンの相対的分布に影響を及ぼし得る、免疫グロブリン全体もし
くは上記被験体の任意の免疫グロブリンクラスの分画、遠心分離、富化もしくは単離を含
み得るさらなる処理へと供され得る。
【００５１】
　本願全体を通じて記載される試薬、デバイス、方法および使用は、疾患の診断のために
使用され得る。好ましい実施形態において、上記疾患は、神経学的疾患である。より好ま
しい実施形態において、用語「神経学的疾患」とは、本明細書で使用される場合、神経系
、より好ましくは視覚に、より好ましくは視神経に必須の神経系のエレメントの欠如と関
連する任意の疾患をいう。
【００５２】
　好ましい実施形態において、上記疾患、より好ましくは、神経学的疾患は、がん、ＣＳ
Ｆにおける細胞数上昇、髄腔内ＩｇＧ合成、ＣＳＦにおけるオリゴクローナルバンド、Ｃ
ＳＦにおけるＭＲＺ反応、視覚障害、好ましくは視力障害、視神経炎、頭痛、脊髄病変お
よび脳病変を含む群からの１または複数の症状、より好ましくは２種またはそれより多く
の症状、最も好ましくは３種またはそれより多くの症状と関連する。好ましくは、上記疾
患は、免疫調節療法、好ましくは免疫抑制治療に応答する。
【００５３】
　別の好ましい実施形態において、上記疾患は、アルツハイマー病、自閉症、アスペルガ
ー症候群、失行、失語、小脳症候群、小脳炎、舞踏病、脳炎、運動障害、脊髄小脳失調（
好ましくは、非進行性の形態）、麻痺、対麻痺、ゴーシェ病、ミオパチー、重症筋無力症
、多発性硬化症、パーキンソン病、多発神経障害および認知症、好ましくは、小脳症候群
、小脳炎、多発性硬化症、運動障害および認知症、より好ましくは、多発性硬化症を含む
群より選択される神経学的疾患である。より好ましい実施形態において、上記疾患は、脱
髄疾患、より好ましくは、ＣＮＳに影響を及ぼす脱髄疾患であり、より好ましくは、多発
性硬化症、最も好ましくは、視神経炎と関連する多発性硬化症である。
【００５４】
　別の好ましい実施形態において、上記疾患は、がん、または好ましくは、傍腫瘍性神経
症候群（これは、１または複数の神経学的症状と関連し、好ましくは、ＣＳＦにおける細
胞数上昇、髄腔内ＩｇＧ合成、ＣＳＦにおけるオリゴクローナルバンド、ＣＳＦにおける
ＭＲＺ反応、視覚障害、視神経炎、頭痛、脊髄病変および脳病変を含む群に由来する）で
あり、がんとさらに関連する。フロチリン１および／もしくはフロチリン２に対する自己
抗体の検出は、他の方法を使用して検出できないか、または疾患が進行するにつれて出現
するがんが存在するという可能性の増大を示し得る。好ましい実施形態において、上記が
んは、肺の腫瘍、胸腺の腫瘍、胸腺腫瘍、精巣腫瘍、頭頸部がん腫瘍、乳がん腫瘍、肛門
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性器がん腫瘍、黒色腫、肉腫、カルチノーマ、リンパ腫、白血病、中皮腫、神経膠腫、胚
細胞腫瘍、絨毛癌、膵臓がん、卵巣がん、胃がん、膵臓の癌性病巣、肺腺癌、結腸直腸腺
癌、肺扁平上皮腺癌（pulmonary　squamous　adenocarcinoma）、胃腺癌、卵巣表層上皮
の新生物（例えば、それについての種々の良性、増殖性もしくは悪性新生物）、口腔扁平
上皮癌、非小細胞肺癌、子宮内膜癌、膀胱がん、前立腺癌、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）
、骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）、非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）、ウィルムス腫瘍、白血
病、リンパ腫、線維形成性小円形細胞腫瘍、中皮腫（例えば、悪性中皮腫）、胃がん、結
腸がん、肺がん、乳がん、胚細胞腫瘍、卵巣がん、子宮がん、甲状腺がん、肝細胞がん、
甲状腺がん、肝臓がん、腎臓がん、カポジ肉腫および別の癌もしくは肉腫を含む群より選
択される腫瘍のがんである。
【００５５】
　好ましい実施形態において、用語「診断」とは、本明細書で使用される場合、患者が罹
患するか、または罹患の可能性があるかまたは平均的もしくは比較の被験体より罹患の可
能性が高いかどうか（後者は、好ましくは類似の症状を有する）の評価に役立つ情報を得
ること、過去に、診断時にもしくは将来にある種の疾患もしくは障害に罹患すること、上
記疾患がどのように進行しているかもしくは将来的に進行する可能性があるかを見出すこ
と、またはある種の処置（例えば、免疫抑制薬の投与）に関して患者の応答性を評価する
ことを目的とする、任意の種類の手順に言及する。言い換えると、用語「診断」は、診断
することだけでなく、疾患もしくは障害の経過を予後判定および／もしくはモニターする
こともまた含む。
【００５６】
　多くの症例において、単なる検出は、言い換えると、上記抗体の検出可能なレベルが上
記サンプルに存在するか否かを決定することは、診断に十分である。上記自己抗体が検出
され得る場合、これは、臨床医の診断に役立つ情報であり、上記患者が疾患に罹患する可
能性の増大を示す。好ましい実施形態において、血清中の上記抗体の相対的濃度は、平均
的な健康な被験体において見出され得るレベルと比較して、決定され得る。多くの症例に
おいて、自己抗体が上記サンプルに存在するかもしくは検出可能であるか否かを決定する
ことは十分であり得る一方で、診断に役立つ情報を得るために行われる方法は、その濃度
が平均的な健康な被験体において見出される濃度より少なくとも０．１倍、好ましくは、
０．２倍、０．５倍、１倍、２倍、５倍、１０倍、２０倍、２５倍、５０倍、１００倍、
２００倍、５００倍、１０００倍、１００００倍もしくは１０００００倍高いかどうかを
決定することを包含し得る。
【００５７】
　当業者は、臨床医が通常、単一の診断パラメーターに基づいてのみ、患者が疾患、状態
もしくは障害に罹患するかもしくは罹患する可能性があるか否かを結論づけないが、他の
局面、例えば、他の自己抗体の存在、マーカー、血液パラメーター、患者の症状の臨床評
価、または医用画像化もしくは他の非侵襲的な方法（例えば、睡眠ポリグラフ検査）の結
果を考慮に入れて確定診断に達する必要があることを認識する。Ｂａｅｎｋｌｅｒ　Ｈ．
　Ｗ．　（２０１２），　Ｇｅｎｅｒａｌ　ａｓｐｅｃｔｓ　ｏｆ　ａｕｔｏｉｍｍｕｎ
ｅ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，　ｉｎ　Ｒｅｎｚ，　Ｈ．，　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　ｄ
ｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，　２０１２，　ｄｅ　Ｇｒｕｙｔｅｒ，　ｐａｇｅ　３を参照の
こと。診断剤（diagnostic　agent）もしくは診断法の価値は、１つの疾患を除外する可
能性に存し得るので、別の間接的な診断も可能にし得る。好ましい実施形態において、本
願全体を通じて言及される任意の症状もしくは疾患の意味は、テキストブックおよび科学
刊行物によって証明されるとおり、２０１５年５月２９日当時の当業者の理解に則ってい
る。好ましい実施形態において、本発明に従うポリペプチドもしくは上記方法は、患者が
、ＭＳの症状に類似の症状によって、より好ましくはＭＳとＮＭＯとの間の区別に関して
、特徴付けられる疾患に罹患しているかどうかを決定するために使用され得る。
【００５８】
　従って、用語「診断」は、好ましくは、本発明に従う診断法もしくは診断剤が、パラメ
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ーターはもちろん、単一の検査に基づいて診断を決定するために決定的かつ十分であると
いうことを暗示するのではなく、「鑑別診断」（すなわち、ある範囲の診断パラメーター
に基づいて考えられる状態の範囲の可能性を考慮する系統だった診断手順）といわれるも
のへの寄与を指し得る。結論として、必要に応じて患者が疾患に罹患するかどうかを決定
するための、本発明の方法、ポリペプチドもしくは使用は、患者（好ましくは、ヒト患者
）からサンプルを得る工程、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己
抗体が上記サンプル中に存在するかどうかを決定する工程であって、ここで上記決定する
工程は、上記サンプルと本発明のポリペプチドとを接触させることで行われる工程、およ
び上記ポリペプチドと上記自己抗体との間に結合が起こったかどうかを、好ましくは、標
識二次抗体を使用して検出する工程であって、ここで上記自己抗体は、上記サンプル中に
存在する場合に上記ポリペプチドに結合する工程、ならびに上記自己抗体が上記サンプル
中に存在することが決定された場合に、上記神経学的障害もしくはがんに罹患しているか
もしくは罹患する可能性が高いと上記患者を診断する工程を包含し得る。好ましい実施形
態において、本発明の方法は、ａ）アクアポリン－４、ならびにｂ）フロチリン１および
／もしくはフロチリン２（好ましくは、その順序で）に対する抗体を検出する工程を企図
し得る。用語「診断」とはまた、類似のもしくは同一の症状と関連する２種またはそれよ
り多くの状態の間を区別するために使用される方法もしくは剤に言及し得る。
【００５９】
　用語「診断」はまた、患者にとって最も有望な処置レジメンを選択するために使用され
る方法もしくは剤をいい得る。言い換えると、上記方法もしくは剤は、被験体の処置レジ
メンを選択することに関し得る。例えば、自己抗体の検出は、免疫抑制療法が選択される
予定であることを示し得、上記療法は、１または複数の免疫抑制薬を上記患者に投与する
ことを包含し得る。
【００６０】
　本発明は、本発明のポリペプチドに結合する抗体、好ましくは自己抗体を含む複合体に
関する。このような複合体は、疾患を診断するための方法の一部として使用もしくは検出
され得る。被験体由来の抗体を含む液体サンプルは、上記方法を実施するために使用され
得る。このような液体サンプルは、上記被験体由来の抗体の代表的セットを含む任意の体
液、好ましくは、上記被験体由来のＩｇＧ免疫グロブリンクラスの抗体を含むサンプルで
あり得る。例えば、サンプルは、脳脊髄液（ＣＳＦ）、血液もしくは血清、リンパ液、間
質液であり得、好ましくは、血清もしくはＣＳＦ、より好ましくは血清である。
【００６１】
　抗体を含む液体サンプルと、本発明のポリペプチドとを接触させる工程は、上記ポリペ
プチドの固定された形態を、抗体を含む上記サンプルの存在下、上記ポリペプチドおよび
本発明のポリペプチドに結合する抗体、好ましくは自己抗体を含む複合体の形成と適合性
である条件下でインキュベートすることによって行われ得る。上記液体サンプル（そのと
き、本発明のポリペプチドに結合して抗体が枯渇している）は、引き続いて除去され得、
続いて、１または複数の洗浄工程が行われ得る。最後に、上記抗体および上記ポリペプチ
ドを含む複合体が検出され得る。好ましい実施形態において、用語「複合体の形成と適合
性の条件」とは、特異的抗原－抗体相互作用を可能にして、上記ポリペプチドおよび上記
抗体を含む複合体（the　complex　comprising　the　polypeptide　an　the　antibody
）を形成する条件である。好ましい実施形態において、このような条件は、ＰＢＳ緩衝液
で１：１００希釈したサンプル中の上記ポリペプチドを、３０分間２５℃でインキュベー
トすることを含み得る。好ましい実施形態において、用語「自己抗体」とは、本明細書で
使用される場合、上記自己抗体を生成する動物（好ましくは哺乳動物）の内因性分子に特
異的に結合する抗体であって、このような抗体のレベルは、より好ましくは、このような
内因性分子に対して特異的に結合する任意の他の抗体の平均と比較して上昇している抗体
をいう。最も好ましい実施形態において、上記自己抗体は、フロチリン１および／もしく
はフロチリン２に結合する自己抗体である。
【００６２】
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　好ましい実施形態において、本発明に従う予後、診断、方法もしくは検査キットのため
の複合体の検出は、免疫拡散法、免疫電気泳動法、光散乱イムノアッセイ、光散乱イムノ
アッセイ、凝集法、標識イムノアッセイ（例えば、放射能標識イムノアッセイ、酵素イム
ノアッセイ、化学発光イムノアッセイ、および免疫蛍光法を含む群からのもの）を含む群
より選択される方法の使用を包含する。当業者は、これら方法に精通しており、それらは
、当該技術水準において、例えば、Ｚａｎｅ，　Ｈ．　Ｄ．　（２００１），　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ　－　Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ　＆　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｃｏｎｃｅｐｔ
ｓ　ｉｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　Ｗ．　Ｂ．　Ｓａｕｎｄｅｒｓ
　Ｃｏｍｐａｎｙ、特に、第１４章に記載される。
【００６３】
　あるいは、液体サンプル以外の、本発明のポリペプチドを含む組織を含むサンプルも使
用され得る。上記組織サンプルは、好ましくは、内因性のフロチリン１および／もしくは
フロチリン２を発現する組織に由来する。次いで、このようなサンプル（これは、キャリ
ア、例えば、顕微鏡による分析のためのスライドガラスに固定された組織切片の形態にあ
り得る）は、本発明のポリペプチドに結合する本発明の抗体、好ましくは自己抗体と接触
させられ得る。上記抗体は、好ましくは、本発明のポリペプチドに結合する内因性の抗体
からの区別を可能にするために標識され、その結果、新たに形成された複合体は、検出、
および必要に応じて定量され得る。形成された複合体の量が、健康な被験体から採取され
たサンプルにおいて見出された量より少ない場合、上記サンプルが検査された被験体は、
疾患におそらく罹患している。
【００６４】
　上記抗体および本発明のポリペプチドを含む複合体の存在もしくは非存在を示す任意の
データは、参照データと相関され得る。例えば、上記複合体の検出は、上記分析されるサ
ンプルを提供した患者が疾患に既に罹患しているか、罹患しつつあるかもしくはおそらく
将来的に罹患する可能性があることを示す。患者が以前に診断されている場合、診断に関
連する情報を得るための方法は、再度実行され、両方の実行で検出された複合体の量を相
関させて、疾患の進行および／もしくは処置の成功について見出すことができる。例えば
、複合体の量が増大していることが分かった場合、これは、上記障害が進行しつつあるか
、将来的におそらく発現するか、そして／または試みられるいずれの処置も成功しないこ
とを示唆する。
【００６５】
　好ましい実施形態において、マイクロプレート、膜ＥＬＩＳＡ、ドットブロット、もし
くはラインブロットは、本発明に従う診断法を行うために使用される。当業者は、実験設
定に精通しており、これは、当該技術水準において記載される（Ｒａｏｕｌｔ，　Ｄ．，
　ａｎｄ　Ｄａｓｃｈ，　Ｇ．　Ａ．　（１９８９），　Ｔｈｅ　ｌｉｎｅ　ｂｌｏｔ：
　ａｎ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ
　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．　Ｉｔｓ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｓｅｒｏ
ｔｙｐｉｎｇ　ｏｆ　ｇｒａｍ－ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ．　Ｊ．　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ，　１２５　（１－　２），　５７－６５；　ＷＯ２０１３
０４１５４０）。
【００６６】
　別の好ましい実施形態において、本発明の教示に従う予後、診断、方法もしくは検査キ
ットは、間接的免疫蛍光の使用を企図する。当業者は、このような技法および適切なサン
プルの調製に精通しており、これらは、当該技術水準（ＵＳ４６４７５４３；　Ｖｏｉｇ
ｔ，　Ｊ．，　Ｋｒａｕｓｅ，　Ｃ．，　Ｒｏｈｗａｅｄｅｒ，　Ｅ，　Ｓａｓｃｈｅｎ
ｂｒｅｃｋｅｒ，　Ｓ．，　Ｈａｈｎ，　Ｍ．，　Ｄａｎｃｋｗａｒｄｔ，　Ｍ．，　Ｆ
ｅｉｒｅｒ，　Ｃ．，　Ｅｎｓ，　Ｋ，　Ｆｅｃｈｎｅｒ，　Ｋ，　Ｂａｒｔｈ，　Ｅ，
　Ｍａｒｔｉｎｅｔｚ，　Ｔ．，　ａｎｄ　Ｓｔｏｅｃｋｅｒ，　Ｗ．　（２０１２），
　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｉｎｄｉｒｅｃｔ　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｅ
ｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒ　Ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　
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ｏｎ　ＨＥｐ－２　Ｃｅｌｌｓ，”　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎ
ｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　ｖｏｌ．　２０１２，　ｄｏｉ：１０．１１５５／２
０１２／６５１０５；　Ｂｏｎｉｌｌａ，　Ｅ．，　Ｆｒａｎｃｉｓ，　Ｌ．，　Ａｌｌ
ａｍ，　Ｆ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｍｍｕｎｏ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｍｉｃｒ
ｏｓｃｏｐｙ　ｉｓ　ｓｕｐｅｒｉｏｒ　ｔｏ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｂｅａｄｓ　
ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｒｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｌｕｐｕｓ　ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ
　ｐａｔｉｅｎｔｓ，　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　ｖｏｌ．　１２４
，　ｎｏ．　１，　ｐｐ．　１８－２１，　２００７）において記載される。適切な試薬
、デバイスおよびソフトウェアパッケージは、例えば、ＥＵＲＯＩＭＭＵＮ（Ｌｕｅｂｅ
ｃｋ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）から市販されている。
【００６７】
　サンプルは、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体が存在す
るかどうかのみを決定するための検査に供されるが、診断法、検査、デバイスなどが、神
経学的自己免疫疾患に関する種々の抗原もしくはそのバリアント（好ましくは、Ｈｕ、Ｙ
ｏ、Ｒｉ、ＣＶ２、ＰＮＭＡ１、ＰＮＭＡ２、ＤＮＥＲ／Ｔｒ、ＡＲＨＧＡＰ２６、ＩＴ
ＰＲ１、ＡＴＰ１Ａ３、ＮＢＣ１、ニューロコンドリン（Ｎｅｕｒｏｃｈｒｏｎｄｒｉｎ
）、ＣＡＲＰＶＩＩＩ、Ｚｉｃ４、Ｓｏｘ１、Ｍａ、ＭＡＧ、ＭＰ０、ＭＢＰ、ＧＡＤ６
５、アンフィファイシン、レコベリン、ＧＡＢＡ　Ａレセプター、ＧＡＢＡ　Ｂレセプタ
ー、グリシンレセプター、ゲフィリン、ＩｇＬＯＮ５、ＤＰＰＸ、アクアポリン－４、Ｍ
ＯＧ、ＮＭＤＡレセプター、ＡＭＰＡレセプター、ＧＲＭ１、ＧＲＭ５、ＬＧＩ１、ＶＧ
ＣＣおよびｍＧｌｕＲ１ならびにＣＡＳＰＲ２を含む群より選択され、これら抗原は、好
ましくは、例えば、医療用デバイス（例えば、ラインブロット）に固定される）に対する
自己抗体の存在を決定することを企図することは好ましい。診断上関連するマーカーであ
るニューロコンドリン、（ＥＰ１５００１１８６）、ＩＴＰＲ１（ＥＰ１４００３７０３
．７）、ＮＢＣ１（ＥＰ１４００３９５８．７）およびＡＴＰ１Ａ３（ヒトニューロンＮ
ａ（＋）／Ｋ（＋）　ＡＴＰアーゼのα３サブユニットともいわれる（ＥＰ１４１７１５
６１．５））は、当該技術水準において記載されている。
【００６８】
　本発明の教示によれば、抗体、好ましくは、本発明のポリペプチドに結合する自己抗体
は、疾患の診断のために使用され、提供される。当業者は、抗体を精製するための方法に
精通している（例えば、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，　Ｇ．　Ｔ．，　Ｍａｌｌｉａ，　Ａ．　
Ｋ．，　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ，　Ｐ．　Ｋ．　（１９９２），　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｌｉｇａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ：　
Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓに記載されるもの）。簡潔には、目的の抗体に特異的に結
合する抗原（この抗原は、本発明のポリペプチドである）は固定され、アフィニティーク
ロマトグラフィーを介して、適切な供給源から目的の上記抗体を精製するために使用され
る。本発明者らによって同定された神経学的障害に罹患している患者に由来する抗体を含
む液体サンプルは、その供給源として使用され得る。
【００６９】
　本発明によれば、抗体、例えば、自己抗体が提供され、これは、本発明のポリペプチド
に特異的に結合し得る。好ましい実施形態において、用語「抗体」とは、本明細書で使用
される場合、任意の免疫グロブリンベースの結合部分、より好ましくは、少なくとも１個
の免疫グロブリン重鎖および１個の免疫グロブリン軽鎖を含むもの（モノクローナル抗体
およびポリクローナル抗体、ならびに抗体の改変体、特に、フラグメントが挙げられるが
、これらに限定されない）であって、その結合部分は、そのそれぞれの抗原に結合し得、
より好ましくはそのそれぞれの抗原に特異的に結合し得るものをいう。好ましい実施形態
において、用語「特異的に結合する」とは、本明細書で使用される場合、結合が、２５℃
においてＰＢＳ緩衝液（ｐＨ７）中でＢｉａｃｏｒｅ装置を使用して表面プラズモン共鳴
によって決定される場合、１×１０－５Ｍ、より好ましくは１×１０－７Ｍ、より好まし
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くは１×１０－８Ｍ、より好ましくは１×１０－９Ｍ、より好ましくは１×１０－１０Ｍ
、より好ましくは１×１０－１１Ｍ、より好ましくは１×１０－１２Ｍの解離定数によっ
て特徴付けられる結合反応より強いことを意味する。上記抗体は、異種の自己抗体調製物
の一部であってもよいし、同種の自己抗体であってもよく、ここで異種の調製物は、ヒト
ドナーの血清からの調製によって、例えば、上記抗原に結合し得る任意の自己抗体を精製
するために固定された抗原を使用するアフィニティークロマトグラフィーによって、得ら
れ得るものとは異なる複数の自己抗体種を含む。上記抗体は、グリコシル化されていても
よいし、グリコシル化されていなくてもよい。当業者は、抗体およびその改変体の同定、
生成および精製のために使用され得る方法（例えば、ＥＰ　２　４２３　２２６　Ａ２お
よびその中の参考文献に記載されるもの）に精通している。上記抗体は、診断剤それ自体
として、または組み合わせて例えば、本発明のポリペプチドとの複合体の状態で使用され
得る。
【００７０】
　本発明は、本発明のポリペプチドに結合する抗体、好ましくは自己抗体を単離するため
の方法を提供し、上記方法は、ａ）上記抗体を含むサンプルと、本発明のポリペプチドと
を、複合体が形成されるように接触させる工程、ｂ）工程ａ）で形成された複合体を単離
する工程、ｃ）工程ｂ）で単離された複合体を解離する工程、およびｄ）上記抗体を本発
明のポリペプチドから分離する工程を包含する。本発明者らによって同定された新規な神
経学的障害に罹患している患者に由来するサンプルは、抗体の供給源として使用され得る
。適切な方法は、当該技術水準において、例えば、Ｈａｎｄｂｏｏｋｓ　“Ａｆｆｉｎｉ
ｔｙ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ”，　“Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ“　ａｎｄ　?Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｕｒｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ“　（２００９／２０１０），ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ出版，およびＰｈｉｌｉｐｓ，　Ｔｅｒｒｙ，　Ｍ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａ
ｌ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　１９９２，　Ｍ
ａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，　Ｉｎｃ．において記載される。
【００７１】
　本発明は、本発明のポリペプチドを含む医薬組成物を提供し、上記組成物は、被験体、
好ましくは哺乳動物被験体、より好ましくはヒトへの投与に好ましくは適している。この
ような医薬組成物は、薬学的に受容可能なキャリアを含み得る。上記医薬組成物は、例え
ば、経口的に、非経口的に、吸入スプレーによって、局所的に、点眼によって、直腸に、
鼻に、口内に、膣にもしくは埋め込まれたレザバを介して投与され得、ここで用語「非経
口的に」とは、本明細書で使用される場合、皮下、皮内、静脈内、筋肉内、関節内、滑液
包内、胸骨内（ｉｎｓｔｒａｓｔｅｒｎａｌ）、髄腔内、病変内および頭蓋内の注射もし
くは注入技法を含む。上記医薬組成物は、適切な剤形、例えば、カプセル剤、錠剤ならび
に水性懸濁剤および液剤において、好ましくは滅菌形態において提供され得る。それは、
疾患の処置方法において使用され得、この方法は、有効量の本発明のポリペプチドを被験
体に投与することを包含する。好ましい実施形態において、本発明は、必要に応じて補助
剤（例えば、アジュバントもしくは緩衝剤）を含む、本発明のポリペプチドを含むワクチ
ンを、ならびにワクチンの調製のための本発明のポリペプチドの使用を提供する。
【００７２】
　本発明の範囲内では、本発明の（自己）抗体および／もしくは本発明のポリペプチドを
含む（好ましくは本発明の（自己）抗体および／もしくは本発明のポリペプチドで被覆さ
れた）医療用デバイスもしくは診断用デバイスが提供される。好ましくは、このような医
療用デバイスもしくは診断用デバイスは、本発明のポリペプチドを、上記デバイスと、水
性溶液、より好ましくは液体のヒトサンプルとを簡便な様式で接触させることを可能にす
る形態で含む。特に、含まれる本発明のポリペプチドは、人工キャリア（好ましくは、ガ
ラスプレートもしくはスライドガラス、バイオチップ、マイクロタイタープレート、ビー
ズ、例えば、磁性ビーズ、アフェレーシスデバイス、クロマトグラフィーカラム、膜など
を含む群より選択される）などのキャリアの表面に固定され得る。例示的な医療用デバイ
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スとしては、ラインブロット、マイクロプレート、顕微鏡用スライドガラス、ビーズおよ
びバイオチップが挙げられる。本発明のポリペプチドに加えて、上記医療用デバイスもし
くは診断用デバイスは、さらなるポリペプチドを、好ましくは、富化された、単離された
および／もしくは組換え型形態で、例えば、陽性もしくは陰性コントロールまたは診断価
値のある自己抗体に結合する既知の他の抗原、特に、１または複数の同一なもしくは類似
の症状と関連する、関連した他の疾患のものを含み得る。上記医療用デバイス、好ましく
は、１または複数の抗原、好ましくは１種より多くの抗原を含む１種の診断上有用なキャ
リア、または１種より多くの診断上有用なキャリア（各々が１または複数の抗原、好まし
くは、１種の抗原を含む）は、本発明のポリペプチドに加えて、以下：Ｈｕ、Ｙｏ、Ｒｉ
、ＣＶ２、ＰＮＭＡ１、ＰＮＭＡ２、ＤＮＥＲ／Ｔｒ、ＡＲＨＧＡＰ２６、ＩＴＰＲ１、
ＡＴＰ１Ａ３、ＮＢＣ１、ニューロコンドリン、ＣＡＲＰＶＩＩＩ、Ｚｉｃ４、Ｓｏｘ１
、Ｍａ、ＭＡＧ、ＭＰ０、ＭＢＰ、ＧＡＤ６５、アンフィファイシン、レコベリン、ＧＡ
ＢＡ　Ａレセプター、ＧＡＢＡ　Ｂレセプター、グリシンレセプター、ゲフィリン、Ｉｇ
ＬＯＮ５、ＤＰＰＸ、アクアポリン－４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡレセプター、ＡＭＰＡレセプ
ター、ＧＲＭ１、ＧＲＭ５、ＬＧＩ１、ＶＧＣＣおよびｍＧｌｕＲ１ならびにＣＡＳＰＲ
２、好ましくは、少なくとも本発明に従うポリペプチド、アクアポリン－４およびＭＯＧ
を含む組み合わせを含む群からの１または複数の抗原を含み得る。生物学的活性として、
抗原に対するそれぞれの自己抗体に結合する能力を有する各抗原のバリアントは、上記抗
原の代わりに使用され得る。
【００７３】
　本発明の技法は、好ましくは疾患を診断するための、キットを提供する。このようなキ
ットは、上記キットの使用方法を詳述する指示、および本発明のポリペプチドと被験体（
好ましくはヒト被験体）由来の体液サンプルとを接触させるための手段、例えば、ライン
ブロットを含み得、ここで本発明のポリペプチドは、上記ラインブロットに固定されてい
る。さらに、上記キットは、陽性コントロール（例えば、本発明のポリペプチドに結合す
ることが既知の自己抗体もしくは組換え型抗体のバッチ）および陰性コントロール（例え
ば、本発明のポリペプチドに対して検出可能な親和性を有しないタンパク質（例えば、ウ
シ血清アルブミン））を含み得る。最後に、このようなキットは、較正曲線を作成するた
めの抗体もしくは抗原の標準溶液を含み得る。
【００７４】
　好ましい実施形態において、上記キットは、本発明のポリペプチドに結合する抗体、よ
り好ましくは自己抗体を、好ましくは、本発明のポリペプチドおよび本発明のポリペプチ
ドに結合する抗体を含む複合体を検出することによって、検出するための手段を含む。こ
のような手段は、好ましくは、上記複合体に結合して上記複合体を改変するか、または上
記複合体を検出可能にするような標識を含む剤（agent）である。例えば、上記手段は、
一次抗体によって認識される結合部位以外の結合部位において上記ポリペプチドに、また
は一次抗体の定常領域に結合する標識された抗体であり得る。あるいは、上記手段は、上
記自己抗体の定常領域に結合する二次抗体、好ましくは、哺乳動物のＩｇＧクラス抗体に
特異的な二次抗体であり得る。このような複合体を検出するための多数の方法および手段
は、当該技術水準において、例えば、Ｐｈｉｌｉｐｓ，　Ｔｅｒｒｙ，　Ｍ．，　Ａｎａ
ｌｙｔｉｃａｌ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　１
９９２，　Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，　Ｉｎｃ．において記載されている。
【００７５】
　フロチリン１および／もしくはフロチリン２を含む本発明のポリペプチドは、上記ポリ
ペプチドをコードする核酸を含むおよび／または発現する細胞の形態で生成され得るか、
または提供され得る。本発明のポリペプチドもしくはそのバリアントをコードする配列を
含む核酸が使用される場合、このような核酸は、改変されていない核酸であり得る。好ま
しい実施形態において、上記核酸は、それ自体、天然には存在せず、天然の核酸と比較し
て、少なくとも１つの改変、例えば、同位体含有量もしくは化学改変（例えば、合成起源
を示す、メチル化、配列改変、標識など）を含む核酸である。好ましい実施形態において
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、上記核酸は、組換え型核酸もしくは核酸の一部（part　or　a　nucleic　acid）であり
、そしてより好ましい実施形態において、ベクターの一部であり、ここでそれは、上記核
酸の発現、好ましくは過剰発現を可能にするプロモーターと機能的に連結され得る。当業
者は、種々の適切なベクター（中でも、例えば、Ｏｒｉｇｅｎｅから市販されている）に
精通している。例えば、Ｃ末端ＧＦＰとの融合構築物をコードするベクターが使用され得
る。上記細胞は、真核生物細胞もしくは原核生物細胞、好ましくは、真核生物細胞（例え
ば、酵母細胞）であり得、より好ましくは哺乳動物細胞、より好ましくはヒト細胞（例え
ば、ＨＥＫ２９３細胞）である。哺乳動物細胞の例としては、ＨＥＫ２９３細胞、ＣＨＯ
細胞もしくはＣＯＳ－７細胞が挙げられる。本発明のポリペプチドをコードする核酸を含
む上記細胞は、組換え型細胞もしくは単離された細胞であり得る。ここで用語「単離され
た」とは、上記細胞の野生型の環境と比較して、他の分化の細胞もしくは他の種の細胞が
ほとんどないように、または実際には、このような他の細胞が全く存在しないように、上
記細胞が富化されていることを意味する。
【００７６】
　本発明の教示は、診断のために使用され得るのみならず、疾患を防止もしくは処置する
ためにも使用され得、より具体的には、疾患を防止もしくは処置するための方法は、ａ）
上記被験体の血液中の本発明のポリペプチドに結合する自己抗体の濃度を減少させる工程
、および／またはｂ）１または複数の免疫抑制医薬物質（好ましくは、リツキシマブ、プ
レドニゾン、メチルプレドニゾロン、シクロホスファミド、ミコフェノール酸モフェチル
、静脈内免疫グロブリン、タクロリムス、メトトレキサート、アザチオプリンおよび／も
しくは上記医薬組成物を含む群より選択される）を投与する工程を包含する。
【００７７】
　いくつかの配列は、本願で開示され、より具体的には、配列番号１は、発現ベクターｐ
ＴｒｉＥＸ－１－フロチリン－１［ヒト］－Ｈｉｓのヌクレオチド配列を表し、配列番号
２は、Ｃ末端Ｈｉｓタグに結合したヒトフロチリン１のポリペプチド配列を表し、配列番
号３は、発現ベクターｐＴｒｉＥＸ－１－フロチリン－１［ヒト］のヌクレオチド配列を
表し、配列番号４は、ヒトフロチリン１のポリペプチド配列を表し、配列番号５は、発現
ベクターｐＴｒｉＥＸ－１－フロチリン－２［ヒト］－Ｈｉｓのヌクレオチド配列を表し
、配列番号６は、Ｃ末端Ｈｉｓタグに結合したヒトフロチリン２のポリペプチド配列を表
し、配列番号７は、発現ベクターｐＴｒｉＥＸ－１－フロチリン－２［ヒト］のヌクレオ
チド配列を表し、配列番号８は、ヒトフロチリン２のポリペプチド配列を表す。
【００７８】
　本発明は、例えば、以下の項目を提供する。
項目１．　患者に由来するサンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン
２に結合する自己抗体を検出する工程を包含する、疾患を診断するための方法。
項目２．　フロチリン１および／もしくはフロチリン２またはそのバリアントを含むポリ
ペプチドであって、好ましくは固定され、より好ましくは固体キャリアに固定される、ポ
リペプチド。
項目３．　サンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自
己抗体を検出する工程を好ましくは包含する、疾患の診断のための先行する項目に記載の
ポリペプチドの使用。
項目４．　疾患の処置において使用するための先行する項目のいずれか１項に記載のポリ
ペプチド。
項目５．　フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体、好ましくは
単離された自己抗体であって、好ましくは、先行する項目のいずれか１項に記載のポリペ
プチドとの複合体の状態にある、自己抗体。
項目６．　フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体を単離するた
めの方法であって、　ａ）該自己抗体を含むサンプルと、先行する項目のいずれか１項に
記載のポリペプチドとを、複合体の形成に適合する条件下で接触させる工程であって、こ
こで該自己抗体は、該ポリペプチドに結合する工程、
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　ｂ）工程ａ）で形成された該複合体を単離する工程、
　ｃ）工程ｂ）で単離された該複合体を解離する工程、および
　ｄ）該自己抗体を該ポリペプチドから分離する工程
を包含する、方法。
項目７．　先行する項目のいずれか１項に記載の前記ポリペプチドを含む、医薬組成物も
しくは医療用デバイス、好ましくは診断用デバイス。
項目８．　疾患の診断のための検査キットであって、先行する項目のいずれか１項に記載
のポリペプチドを含み、好ましくは先行する項目のいずれか１項に記載のポリペプチドお
よびフロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体を含む複合体を検出
するための手段をさらに含む、検査キット。
項目９．　サンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する自
己抗体を検出する剤を含む、疾患を診断するための組成物。
項目１０．　疾患の診断のための先行する項目のいずれか１項に記載のポリペプチドを含
む組成物であって、サンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結
合する自己抗体を検出する、組成物。
項目１１．　先行する項目のいずれか１項に記載のポリペプチドを含む、疾患の処置にお
いて使用するための組成物。
項目１２．　サンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に結合する
自己抗体を検出する検出剤を含む、疾患を診断するための診断剤。
項目１３．　先行する項目のいずれか１項に記載のポリペプチドを含む、疾患の診断のた
めの診断剤であって、サンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に
結合する自己抗体を検出する、診断剤。
項目１４．　先行する項目のいずれか１項に記載のポリペプチドを含む、疾患の処置にお
いて使用するための治療剤。
項目１５．　サンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン２に対する自
己抗体の結合を検出する手段を含む、疾患を診断するためのキットもしくはデバイス。
項目１６．　先行する項目のいずれか１項に記載のポリペプチドを含む、疾患の診断のた
めのキットもしくはデバイスであって、ここで該キットは、サンプルにおいて、フロチリ
ン１および／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体を検出する、キットもしくはデバ
イス。
項目１７．　先行する項目のいずれか１項に記載のポリペプチドを含む、疾患の処置にお
いて使用するためのキットもしくはデバイス。
項目１８．　前記患者は、ＣＳＦにおける細胞数上昇、髄腔内ＩｇＧ合成、ＣＳＦにおけ
るオリゴクローナルバンド、ＣＳＦにおけるＭＲＺ反応、視覚障害、好ましくは視力障害
、視神経炎、頭痛、脊髄病変および脳病変を含む群より選択される１または複数の、好ま
しくは２種またはそれより多くの症状を有するか、前記疾患は該１または複数の、好まし
くは２種またはそれより多くの症状と関連する、先行する項目のいずれか１項に記載の方
法、ポリペプチド、使用、自己抗体、医薬組成物、デバイス、検査キット、組成物、診断
剤、もしくはキット。
項目１９．　前記疾患は、神経学的疾患、好ましくは脱髄疾患、好ましくはＣＮＳの疾患
、好ましくは脳の疾患、好ましくは視神経の炎症と関連する疾患である、先行する項目の
いずれか１項に記載の方法、ポリペプチド、使用、自己抗体、医薬組成物、デバイス、検
査キット、組成物、診断剤、もしくはキット。
項目２０．　前記ポリペプチドは、該ポリペプチドをコードする核酸を含む細胞の形態で
、または該ポリペプチドを含む組織の形態で提供される、先行する項目のいずれか１項に
記載のポリペプチド、使用、自己抗体、方法、医薬組成物、デバイス、検査キット、組成
物、診断剤、もしくはキット。
項目２１．　前記ポリペプチドは、組換え型ポリペプチドおよび／もしくは単離されたポ
リペプチドである、先行する項目のいずれか１項に記載のポリペプチド、使用、自己抗体
、方法、医薬組成物、デバイスもしくは検査キット。
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項目２２．　前記サンプルは、好ましくは、全血、血清、脳脊髄液および唾液を含む群よ
り選択される、抗体を含む体液である、先行する項目のいずれか１項に記載の方法。
項目２３．　フロチリン－１もしくはそのバリアントを含むポリペプチドおよびフロチリ
ン－２もしくはそのバリアントを含むポリペプチドの両方が存在し、好ましくは、複合体
の一部である、先行する項目のいずれか１項に記載の方法、ポリペプチド、使用、自己抗
体、医薬組成物、デバイス、もしくは検査キット。
項目２４．　前記自己抗体は、フロチリン１およびフロチリン２を含む複合体に結合する
、先行する項目のいずれか１項に記載の方法、ポリペプチド、使用、自己抗体、医薬組成
物、デバイス、検査キット、組成物、診断剤、もしくはキット。
【００７９】
（本開示の摘要）
本発明は、患者に由来するサンプルにおいて、フロチリン１および／もしくはフロチリン
２に結合する自己抗体、フロチリン１および／もしくはフロチリン２またはそのバリアン
トを含むポリペプチド（これは好ましくは固定される）を検出する工程を包含する疾患を
診断するための方法、疾患の診断のための上記ポリペプチドの使用、フロチリン１および
／もしくはフロチリン２に結合する自己抗体、上記自己抗体を単離するための方法、なら
びに上記ポリペプチドを含む医薬組成物、医療用デバイスもしくは検査キットに関する。
【図面の簡単な説明】
【００８０】
【図１】図１は、抗フロチリン陽性患者における多発性の脱髄病変を示す頭部のＭＲＩを
示す。その女性患者は、自己免疫起源が疑われる視神経炎を呈示した。インターフェロン
βでの５ヶ月間にわたる免疫調節治療下で安定なままであった病変。初期の呈示（Ａ，Ｂ
）および６ヶ月後（Ｃ，Ｄ）におけるその同じ３４歳女性患者のＴ２強調磁気共鳴画像化
（Ａ，Ｃ）、およびフレアー画像（Ｂ，Ｄ）。
【図２】図２は、中枢神経組織の免疫蛍光染色を示す。低温切片を、第１工程において患
者血清（１：１００）もしくはＣＳＦ（未希釈）とともに、第２段階においてＦＩＴＣ標
識ヤギ抗ヒトＩｇＧとともにインキュベートした。核を、ＴＯ－ＰＲＯ－３ヨウ化物（青
）とのインキュベーションによって対比染色した。分子層（ＭＬ）の微細顆粒状染色（fi
ne-granular　staining）および顆粒層の斑状染色が得られた。海馬では、外側ＭＬは、
内側ＭＬより強かった。Ａ）ラット海馬、Ｂ）ラット小脳、Ｃ）サル小脳。
【図３Ａ】図３は、組織－免疫沈降および抗原同定を示す。ラットもしくはブタの小脳の
低温切片を、上記患者の血清（１：２００）とともにインキュベートし、ＰＢＳで洗浄し
、界面活性剤を使用して可溶化した。上記溶液を、プロテインＧ被覆磁性ビーズとともに
インキュベートした。免疫複合体をＳＤＳによって溶離し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析および
ウェスタンブロットに供した。図３Ａ：　左：コロイド性クーマシーでの染色。右：抗フ
ロチリン２とのインキュベーション後のウェスタンブロット。レーン１：分子量マーカー
、レーン２＆３：ラット小脳からの患者血清の組織－免疫沈降物、レーン４＆５：コント
ロールサンプルの組織－免疫沈降物。矢印は、その免疫沈降した抗原５０ｋＤａの位置を
示す一方で、破線矢印は、５２ｋＤａのＩｇＧ重鎖の位置を示す。
【図３Ｂ】図３Ｂ：患者血清（１＆４）および抗フロチリン２抗体（２＆５）での、ラッ
ト海馬（１－３）および小脳（４－６）、サル腸（７－９）および視神経（１０－１２）
組織切片の免疫蛍光染色。統合した写真は、海馬の外側分子層（３＆６）のより強力な染
色を含む両方の反応の共局在を示す。
【図４Ａ】図４は、組換え型フロチリンの免疫蛍光染色および組織上での抗体反応のその
中和を示す。図４Ａ：トランスフェクトしたＨＥＫ２９３細胞の免疫蛍光分析。患者血清
もしくはコントロール血清（１：１０００）（緑色）を、フロチリン１（Ａ）、フロチリ
ン２（Ｂ）、フロチリン１およびフロチリン２（Ｃ）を過剰発現するアセトン固定した組
換え型ＨＥＫ２９３細胞上またはモックトランスフェクトコントロール（Ｄ）のアセトン
固定した組換え型ＨＥＫ２９３細胞上でインキュベートした。
【図４Ｂ】図４Ｂ：ニューロン組織上での免疫蛍光反応の中和。患者血清（緑色）を、コ
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ントロールとしての空のベクター（１－４）またはフロチリン１／２（５－８）でトラン
スフェクトしたＨＥＫ２９３細胞の抽出物とともに、予めインキュベートした。フロチリ
ン１／２を含む抽出物は、免疫反応を大いに低下させたかまたは免疫反応を消失させた。
核を、ＴＯ－ＰＲＯ－３ヨウ化物（青）とのインキュベーションによって対比染色した。
海馬ラット（１＆５）、小脳ラット（２＆６）、小脳サル（３＆７）、ＨＥＫ２９３－フ
ロチリン１／２（４＆８）。
【実施例】
【００８１】
　（概要：）
　以下の実施例は、視神経炎、より具体的には、視覚障害、頭痛および脳病変に罹患して
いる患者が、臨床的に評価されたが、患者らの疾患の分子的な基礎は不明なままであった
ことを示す。患者らの血液をスクリーニングしたが、公知の神経学的マーカーに対する自
己抗体を含まなかった。自己抗体を、いくつかの哺乳動物組織、より具体的には、ラット
およびブタに由来する小脳および海馬との反応後の特徴的染色パターンに基づいて単離し
た。
【００８２】
　組換え型フロチリン１およびフロチリン２を使用する免疫沈降法、質量分析法および競
合的結合研究から、上記抗体の標的としてのフロチリン１およびフロチリン２が明らかに
なった。種々の神経の自己抗体（抗ＮＭＤＡＲ、抗Ｈｕ、抗Ｙｏ、抗Ｒｉ、抗ＡＱＰ４、
抗ＬＧＩ１、抗ＣＡＳＰＲ２）を有する３４の患者由来の血清ならびに２２６名の健康な
コントロールに由来する血清は、組換え型フロチリン１／２と接触させた場合に反応を示
さず、本発明の方法が特異的アッセイであることが確認された。
【００８３】
　上記患者は、その意味で免疫抑制処置に対して陽性に応答した。視覚的な症状は、完全
になくなった。
【００８４】
　（患者の特徴付け）
　他の局面において健康な女性患者（３４歳）は、最初に、かすみ目、局所的な眼球後痛
を示し、右眼の赤色視覚の強度が低下し、それがプレゼンテーションの５日前に始まった
。目立った病歴はなく、近親の家族にいずれの自己免疫疾患に関する暗示もなかったが、
ただし母方の祖母には多発性硬化症の疑いがあった。臨床的な神経学的所見から、右眼視
力が損なわれていることが明らかになった（０．６；左：１．０）。視覚誘発電位の検査
から、視覚求心神経のプロセシング（processing　of　optical　afferences）に重度の
障害が明らかになった。さらに、さらなる電気生理学的検査はまた、左脚からの感覚求心
神経（sensitive　afferences）に僅かな障害があるが、四肢全てへの経頭蓋磁気刺激後
に正常に応答することを明らかにした。頭部ＭＲＩから、脱髄疾患（例えば、多発性硬化
症）に代表的な、右視神経の炎症の徴候（コントラスト増強）ならびにいくつかの小さな
皮質下白質病変（血液脳関門損傷の徴候はなし）が明らかになった（図１）。血液検査か
らは、腎機能および肝機能の正常値、正常な電解質、ならびに赤血球および白血球の正常
な数および分布が示された。血清中の自己抗体の検査からは、有意な知見は明らかになら
なかった：リウマトイド因子、ｐＡＮＣＡ、ＡＭＡ、抗リン脂質、抗Ｂｏｒｒｅｌｉａ（
ＩｇＧ／ＩｇＭ）および抗Ｔｒｅｐｏｎｅｍａは陰性であった；ＡＮＡは、１：３２０の
力価で存在した。ＣＳＦからは、軽度のプレオサイトーシス（９細胞／μＬ）、正常なタ
ンパク質（２６９ｍｇ／Ｌ）、局所的ＩｇＧ合成（５３％）、および血清中にはなかった
オリゴクローナルバンドが明らかになった。抗ＡＱＰ４は、ＣＳＦ中でも血清中でも検出
不能であった。
【００８５】
　上記患者を、視神経の自己免疫性神経炎の疑いの下、静脈内グルココルチコイドパルス
療法で処置した。臨床的孤立性症候群（ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｙ
ｎｄｒｏｍｅ）を想定し、ベタフェロンでの免疫調節を開始した。５ヶ月後、視覚的な症
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状は完全になくなった。
【００８６】
　最初の症状が始まってから２２ヶ月後に、上記患者は、神経学的症状のさらなる進行な
しに、安定した臨床状態を呈示した。コントロールの腰椎穿刺からは、ＣＳＦにおけるオ
リゴクローナルバンドおよび５細胞／μＬ　ＣＳＦという軽度のプレオサイトーシスとと
もに、自所性の（ａｕｔｏｃｈｔｈｏｎｏｕｓ）抗体生成が明らかになった。
【００８７】
　（間接免疫蛍光アッセイ（ＩＦＡ））
脳組織低温切片（ラットの海馬、ラット、サルおよびブタの小脳）および３０種の組換え
型脳抗原を個々に発現するＨＥＫ２９３細胞を含むバイオチップモザイクつきのスライド
を、ＩＦＡのために使用した。上記スライドを、ＰＢＳ、０．２％　Ｔｗｅｅｎ－２０（
ＩＦＡ緩衝液）で希釈した７０μＬのサンプルとともに室温で３０分間インキュベートし
、ＩＦＡ緩衝液で洗い、ＩＦＡ緩衝液中に５分間浸漬した。その後、ポリクローナルヤギ
抗ヒトｐａｎ－ＩｇＧ（ＥＵＲＯＩＭＭＵＮ）もしくはモノクローナルマウス抗ヒトＩｇ
Ｇ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、もしくはＩｇＧ４（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）（各々フ
ルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）で標識されている）を、室温で３０分間イ
ンキュベートした。スライドを、再び洗浄し、グリセロール含有ＰＢＳ緩衝化ＤＡＢＣＯ
（約２０μＬ／モザイク）中に包埋し、レーザー走査型顕微鏡（ＬＳＭ７００，　Ｚｅｉ
ｓｓ，　Ｊｅｎａ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）を使用して２名の無関係の観察者が検査した。陽
性コントロールおよび陰性コントロールを含めた。サンプルを、非トランスフェクト細胞
およびコントロールサンプルと直接比較して、トランスフェクトした細胞の組織パターン
および蛍光強度に基づいて分類した。エンドポイント力価とは、明らかな蛍光を示す最高
希釈度をいう。一次海馬ニューロンでの生細胞ＩＦＡを行った（Ｄａｌｍａｕ　Ｊ，　Ｇ
ｌｅｉｃｈｍａｎ　ＡＪ，　Ｈｕｇｈｅｓ　ＥＧ，　Ｒｏｓｓｉ　ＪＥ，　Ｐｅｎｇ　Ｘ
，　Ｌａｉ　Ｍ，　ｅｔ　ａｌ．　Ａｎｔｉ－ＮＭＤＡ－ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｅｎｃｅｐ
ｈａｌｉｔｉｓ：　ｃａｓｅ　ｓｅｒｉｅｓ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．　Ｌａｎｃｅｔ　Ｎｅｕｒｏｌ　２０
０８　Ｏｃｔ　１１）。
【００８８】
　フロチリン２に対するポリクローナルウサギ抗体（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，　希
釈は１：１００）を、いくつかの実験で、第１の工程において使用し、続いて、抗ウサギ
ＩｇＧ－Ｃｙ３（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，　Ｓｕｆｆｏｌｋ，　Ｕｎｉｔｅ
ｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ）とインキュベーションした。細胞核を、ＴＯ－ＰＲＯ３ヨウ化物（
希釈は１：２０００）（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，　Ｓｃｈｗ
ｅｒｔｅ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）でのＤＮＡ染色によって可視化した。組換え型抗原を、中
和実験のために、ＩＦＡの前に、希釈した血清サンプルと１時間混合した（Ｓｔｏｅｃｋ
ｅｒ　Ｗ，　Ｏｔｔｅ　Ｍ，　Ｕｌｒｉｃｈ　Ｓ，　Ｎｏｒｍａｎｎ　Ｄ，　Ｆｉｎｋｂ
ｅｉｎｅｒ　Ｈ，　Ｓｔｏｅｃｋｅｒ　Ｋ，　ｅｔ　ａｌ．　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ
　ｔｏ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ｊｕｉｃｅ　ｉｎ　Ｃｒｏｈｎ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ．
　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ａｎ　ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｉｎ
　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｃｈｒｏｎｉｃ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅ
ｌ　ｄｉｓｅａｓｅ．　Ｓｃａｎｄ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ　Ｓｕｐｐｌ　１
９８７；１３９：４１－５２を参照のこと）。
【００８９】
　（組織－免疫沈降および抗原の同定）
ラットまたはブタの小脳を摘出し、－１６０℃　イソペンタン中でショック凍結した。次
いで、上記組織をＳＭ２０００Ｒミクロトーム（Ｌｅｉｃａ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ
，　Ｎｕｓｓｌｏｃｈ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）で凍結切片にし（４μｍ）、スライドガラス
上に置き、乾燥させ、－１９６℃で保存した。ＨＩＰのために、スライドを患者の血清（
１：１００希釈）とともに４℃で３時間インキュベートし、続いて、ＩＦＡ緩衝液で３回



(24) JP 2017-223636 A 2017.12.21

10

20

30

40

50

の洗浄工程を行った。次いで、上記組織を、可溶化緩衝液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ　ｐＨ　７．４、１５０　ｍｍｏｌ／Ｌ　塩化ナトリウム、２．５ｍｍｏｌ／
Ｌ　ＥＤＴＡ、０．５％　（ｗ／ｖ）　デオキシコレート、１％　（ｗ／ｖ）　Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－１００、プロテアーゼインヒビター含有）で室温において３０分間抽出した。
得られた懸濁物をホモジナイズし、１６，０００×ｇにおいて４℃で１５分間遠心分離し
た。免疫複合体を、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅ
ｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，　Ｄｒｅｉｅｉｃｈ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）で、４℃において
一晩、清澄な上清から沈降させ、ＰＢＳで３回洗浄し、ＰＢＳ、５ｍｍｏｌ／Ｌ　ジチオ
スレイトール、１％　（ｗ／ｖ）　ドデシル硫酸ナトリウムで、９５℃において１０分間
溶離した。その溶離液を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび質量分析法もしくはウェスタンブロッ
トによって分析した。
【００９０】
　（ＨＥＫ２９３でのフロチリン１およびフロチリン２の組換え型発現）
　発現ベクター（フロチリン１を含むポリペプチドをコードする配列番号１および３；フ
ロチリン２を含むポリペプチドをコードする配列番号５および７）のクローニングを、標
準法を使用して行った。ＩＦＡの基質を調製するために、ＨＥＫ２９３を滅菌カバーグラ
ス上に播種し、トランスフェクトし、フロチリン１およびフロチリン２のいずれかを個々
に、またはともに、４８時間にわたって発現させた。カバーグラスを、ＰＢＳで洗浄し、
アセトンで室温において１０分間で固定し、風乾し、ミリメートルサイズのバイオチップ
へと切断し、記載されるとおりにＩＦＡにおいて基質として使用した。あるいは、細胞を
、標準的なＴフラスコ中でトランスフェクトし、その細胞を５日後に採取した。上記細胞
沈降物を可溶化緩衝液で抽出した。その抽出物を、さらに使用するときまで－８０℃でア
リコートにして保存した。
【００９１】
　（より大きな患者コホートでの研究）
　種々の神経の自己抗体を有する４９名の患者（ＡＱＰ４に対する自己抗体を有する２０
名を含む（力価は最大１：３，２００まで））、および２２６名の健康なコントロールに
由来する血清を、ＩＦＡによって分析した。上記血清のうちのいずれも、ＨＥＫ２９３－
フロチリン－１、ＨＥＫ２９３－フロチリン－２、およびＨＥＫ２９３－フロチリン－１
／２とは反応しなかった。
【００９２】
　次いで、抗フロチリン－１／２状態を、２２４サンプルにおいて遡及的に決定し、これ
らサンプルについて総合的な広範な神経の自己抗体スクリーニング（前述のパラメーター
を含む）を、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｌｕｅｂｅｃｋで行い、既知の抗原特異性を有しない神経組織反応性ＩｇＧ自己抗体を報
告した。血清抗フロチリン－１／２は、４名の患者において明らかになった（表１中のＰ
２－Ｐ５，　力価：１：１，０００、１：１，０００、１：１０，０００、１：１０，０
００）。患者Ｐ２、Ｐ３、およびＰ５はまた、ＣＳＦにおいて抗フロチリン－１／２を示
した（力価：１：３．２、１：１００、１：１，０００）。Ｐ４に関しては、ＣＳＦは入
手可能でなかった。特異的抗体指数＞４は、Ｐ１、Ｐ３、およびＰ５について計算された
。上記患者のさらなる追跡血清を、入手可能なときに分析したところ、Ｐ１、Ｐ２、およ
びＰ４の抗フロチリン－１／２力価が、それぞれ、１８ヶ月、２４ヶ月、および７２ヶ月
の期間にわたって安定であることが示された。Ｐ５の血清は、血漿交換の７週間後に１：
３２０への低下を示した。
【００９３】
　次いで、ＨＥＫ２９３－フロチリン－１／２を、基準測定施設の広範な自己抗体スクリ
ーニングレジメンの中に統合した。抗ＡＱＰ４の決定が要求された引き続く５２１名の患
者のコホートにおいて、１８名は抗ＡＱＰ４に関して陽性であった一方で、３名は抗フロ
チリン－１／２を示した。後者のうちの１名については医療記録がアクセス可能であった
（血清：１：１，０００、ＣＳＦなし、表１中のＰ６）。追加の患者を、引き続く１５０
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名の選択されない神経学的患者（血清：１：１０、ＣＳＦ陰性、表１中のＰ７）の診断検
査の間に、そしてさらなる患者を、匿名の５７例の、単離されたＯＮを有する患者（１：
１０，　ＣＳＦは入手できかった）由来の抗ＡＱＰ４陰性血清および抗ＭＯＧ陰性血清を
スクリーニングすることによって、同定した。
【００９４】
　まとめると、医療記録が評価され得る全７名の患者は、ＭＳもしくはＭＳを示唆するＣ
ＩＳと一致して、播種性脱髄という放射線学による徴候、軽度のプレオサイトーシスおよ
びＣＳＦにおけるＯＣＢを有した。彼らのうちの６名は、視神経炎を示した。全症例にお
いて、上記自己抗体は、サブクラスＩｇＧ１であり、フロチリン－１／２に結合したが、
個々のフロチリン－１にもフロチリン－２にも結合しなかった。上記患者のうちのいずれ
も、抗ＡＱＰ４抗体も抗ＭＯＧ抗体も示さなかった。

【図１】

【図２】

【図３Ａ】
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