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(57)【要約】
本発明では、脊椎又は関節疼痛及び炎症に関連する単離
されたフィブロネクチンーアグリカン複合体を含むバイ
オマーカーが提供される。また、フィブロネクチンーア
グリカン複合体の検知方法が提供される。さらに、フィ
ブロネクチンーアグリカン複合体の存在又は増加したレ
ベルを検知することによる、疼痛と炎症の治療のための
脊椎又は関節における治療場所を識別する方法が提供さ
れる。脊椎又は関節疼痛及び炎症を治療する方法も提供
される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　フィブロネクチンーアグリカン複合体を検知するため、フィブロネクチン及びアグリカ
ンのそれぞれに対する特異結合パートナーを組合せて使用することにより、フィブロネク
チン及びアグリカンを含む試料から単離される、ことを特徴とするフィブロネクチン及び
アグリカンからなる単離された複合体。
【請求項２】
　前記複合体はアグリカン又はそのフラグメント、フィブロネクチン又はそのフラグメン
ト、又はそれらの組合せのＧ１，ＩＧＤ、Ｇ２，ＫＳ，ＣＳ１，ＣＳ２，又はＧ３領域を
有する、ことを特徴とする請求項１に記載の複合体。
【請求項３】
　前記複合体はフィブロネクチンのアグリカン結合フラグメントを含む、ことを特徴とす
る請求項１に記載の複合体。
【請求項４】
　前記フィブロネクチン及び前記アグリカンは遺伝子組み換え型、天然、又は合成、又は
それらの組合せである、ことを特徴とする請求項１に記載の複合体。
【請求項５】
　患者の脊椎の疼痛又は炎症を治療するための治療場所を識別する方法であって、
ａ）１つ以上の生体試料を１つ以上の脊椎内の可能性のある治療場所から獲得するステッ
プと、
ｂ）脊椎疼痛の治療のため、前記治療場所からの１つ以上の生体試料において脊椎疼痛に
関連する１つ以上のバイオマーカーを有する治療場所を選択するステップと、
からなり、
　　ここにおいて前記１つ以上のバイオマーカーは、フィブロネクチン又はそのフラグメ
ントとアグリカン又はそのフラグメントとの複合体である、
　ことを特徴とする方法。
【請求項６】
　前記バイオマーカーは、アグリカン又はそのフラグメントのＧ３領域からなる、ことを
特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記１つ以上の生体試料は、洗浄、吸引、注入―吸引、生体組織検査、微小針吸引生検
、コア生検、内視鏡又は切開生検のグループから選択された１つの技術を使用して得られ
、
　ここにおいて前記試料は、硬膜外、椎間板間、椎間板外、小関節円板内の空間のグルー
プから選択された脊椎内の１つの空間から得られ、
　そして前記試料は、大後頭孔、尾、椎弓間、経皮、内視鏡、切開、前側、後ろ側又は横
方向のグループから選択された脊椎へのアプローチによって得られ、
　ここにおいて、吸引液、組織、又は液体試料は、注入生理食塩水、他の注入された水溶
液、注入された非水の液体又は溶液、滑膜液、髄核液、線維輪、硬膜外脂肪、骨、関節嚢
、靭帯、又は腱のリストから選択され、
　試料となった液体又は組織は、スポンジ、灯芯、綿球、縫合糸、親水性カテーテル、疎
水性カテーテル、又は中空内腔カテーテルのグループから選択された追加の吸収剤、吸着
剤、又は毛細官材料又はデバイスの助けにより獲得される、
　ことを特徴とする、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記１つ以上のバイオマーカーは、色層分析技術、結合検定法、免疫学的技術、または
質量分析法を使用して検知される、ことを特徴とする、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　前記治療場所は疼痛または炎症の発生源の場所である、ことを特徴とする、請求項５に
記載の方法。
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【請求項１０】
　ある関節を患者の関節に関連する疼痛又は炎症を治療するための治療場所として識別す
る方法であって、
ａ）１つ以上の生体試料を、関節に関連する疼痛又は炎症を治療するため、前記患者の１
つ以上の関節内の可能性のある治療場所から獲得するステップと、
ｂ）１つ以上の生体試料において関節に関連する疼痛又は炎症に関連する１つ以上のバイ
オマーカーを有する関節を、関節に関連する疼痛又は炎症を治療する場所として選択する
ステップと、
からなり、
　　ここにおいて前記１つ以上のバイオマーカーは、フィブロネクチン又はそのフラグメ
ントとアグリカン又はそのフラグメントとの複合体である、
　ことを特徴とする方法。
【請求項１１】
　前記バイオマーカーは、フィブロネクチン又はそのフラグメントとアグリカンのＧ３領
域又はそのフラグメントとの複合体である、ことを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記１つ以上の生体試料は、洗浄、吸引、注入―吸引、生体組織検査、微小針吸引生検
、コア生検、内視鏡又は切開生検のグループから選択される１つの方法により獲得され、
　ここにおいて、前記試料は、滑膜（即ち、可動関節）、半関節、関節癒合のリストから
選択される関節のクラスから獲得され、
　ここにおいて関節は、肩、肘、毛根、中手骨、指骨、肩鎖、胸鎖、肋骨、仙腸、腰、膝
、足根骨、中足骨の関節のグループから選択され、
　ここにおいて、吸引液、組織、又は液体試料は、注入生理食塩水、他の注入された水溶
液、注入された非水の液体又は溶液、滑膜液、髄核液、線維輪、硬膜外脂肪、骨、関節嚢
、靭帯、又は腱のリストから選択され、
　試料となった液体又は組織は、スポンジ、灯芯、綿球、縫合糸、親水性カテーテル、疎
水性カテーテル、又は中空内腔カテーテルのグループから選択された追加の吸収剤、吸着
剤、又は毛細官材料又はデバイスの助けにより獲得される、
　ことを特徴とする、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記１つ以上のバイオマーカーは、分離法、免疫学的技術、または質量分析法を使用し
て検知される、ことを特徴とする、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　前記治療場所は疼痛または炎症の発生源の場所である、ことを特徴とする、請求項１０
に記載の方法。
【請求項１５】
　試料内のフィブロネクチンーアグリカン複合体を検知するキットであって、
　フィブロネクチンーアグリカン複合体に結合する検知結合パートナーを含む容器と、
　フィブロネクチンーアグリカン複合体を検知するためのポジティブ対照と、
からなり、
　ここにおいて、前記ポジティブ対照は、請求項１に記載の複合体からなる、
ことを特徴とするキット。
【請求項１６】
　さらに捕獲結合パートナーを含み、前記捕獲結合パートナーは基質に拘束されている、
ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項１７】
　前記捕獲結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体内のアグリカンに結
合し、また、前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体内のフィ
ブロネクチンに結合する、ことを特徴とする請求項１６に記載のキット。
【請求項１８】
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　前記捕獲結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体内のフィブロネクチ
ンに結合し、また、前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体内
のアグリカンに結合する、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項１９】
　前記捕獲結合パートナー及び前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカ
ン複合体上の異なるエピトープに結合する、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット
。
【請求項２０】
　前記捕獲結合パートナー及び前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカ
ン複合体上の同一のエピトープに結合する、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット
。
【請求項２１】
　同種の又は異種由来のフィブロネクチン及びアグリカン又はそれらのフラグメントの複
合体からなる、ポジティブ対照又は標準試料を有する、ことを特徴とする請求項１５に記
載のキット。
【請求項２２】
　第１の種がヒトである、ことを特徴とする請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
　第２の種が、ウシ、ブタ、及びウマ又はヒトのフィブロネクチン又はアグリカン配列に
相同な配列を有するいかなる哺乳類を含むグループから選択される、ことを特徴とする請
求項２１に記載のキット。
【請求項２４】
　第１の種がヒトであり、第２の種がウシである、ことを特徴とする請求項２１に記載の
キット。
【請求項２５】
　前記複合体はアグリカン、そのフィブロネクチン結合フラグメント、又はそれらの組合
せのＧ１，ＩＧＤ、Ｇ２，ＫＳ，ＣＳ１，ＣＳ２，又はＧ３領域からなる、ことを特徴と
する請求項１５に記載のキット。
【請求項２６】
　前記複合体はフィブロネクチンのアグリカン結合フラグメントからなる、ことを特徴と
する請求項１５に記載のキット。
【請求項２７】
　前記フィブロネクチン及びアグリカンは遺伝子組み換え型の、天然の、又は合成の又は
それらの組合せである、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項２８】
　患者から生体試料を獲得するデバイスを更に有する、ことを特徴とする請求項１５に記
載のキット。
【請求項２９】
　病理又は傷害を示唆するフィブロネクチンーアグリカン複合体の基準レベルを更に有す
る、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項３０】
　前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体のエピトープに結合
する、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項３１】
　前記検知結合パートナーは、フィブロネクチン単独又はアグリカン単独には検知可能に
結合しない、ことを特徴とする請求項３０に記載のキット。
【請求項３２】
　前記捕獲結合パートナー及び前記検知結合パートナーは、抗体又はその抗原結合フラグ
メント、フィブロネクチンーアグリカン複合体に結合能力を有するフィブロネクチンーア
グリカン複合体受容体又はそのフラグメント、又はそれらの組合せ、からなるグループか
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ら選択される、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項３３】
　脊椎痛又は炎症を抑制又は減少させる方法であって、
　ａ）請求項５に記載の方法に従って脊椎内の治療場所を識別するステップと、
　ｂ）脊椎痛又は炎症を抑制又は減少させるため、前記治療場所に治療を施すステップと
、を有することを特徴とする方法。
【請求項３４】
　前記治療は、椎弓切開、椎弓切除、椎間板切除、微小椎間板切除、経皮椎間板切除、内
視鏡椎間板切除、レーザ椎間板切除、固定術、増殖注入療法、他の外科的減圧術、機器使
用又は不使用固定術による減圧術、モーションスペアデバイス、関節形成術、小関節形成
術、棘間デバイス、動的安定化デバイス、椎弓根ネジ、ロッド、フック、椎体間デバイス
、髄核交換又は増大デバイス、線維輪修復又は修復デバイス、ステロイド又は非ステロイ
ド抗炎症剤の投与、からなるグループから選択される、ことを特徴とする請求項３３に記
載の方法。
【請求項３５】
　脊椎痛又は炎症を抑制又は減少させる方法であって、
　患者の脊椎内のフィブロネクチンーアグリカン複合体を拮抗するため、効果的な量の選
択的フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬を必要とする患者に投与するステップを
有する、ことを特徴とする方法。
【請求項３６】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬は、患者の脊椎内において、選択的に
フィブロネクチンーアグリカン複合体の形成を抑制又は減少させ、フィブロネクチンーア
グリカン複合体を解離させ、フィブロネクチンーアグリカン複合体の生体活性を抑制又は
減少させる、ことを特徴とする請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬がポリペプチドである、ことを特徴と
する請求項３５に記載の方法。
【請求項３８】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬が、フィブロネクチン、アグリカン又
はそれらのフラグメントから形成されるフィブロネクチンーアグリカン複合体のエピトー
プに結合する抗体からなる、ことを特徴とする請求項３５に記載の方法。
【請求項３９】
　前記抗体はフィブロネクチンーアグリカン複合体に選択的に結合し、かつ、フィブロネ
クチン単独又はアグリカン単独には検知可能に結合しない、ことを特徴とする請求項３８
に記載の方法。
【請求項４０】
　脊椎疼痛又は炎症を抑制又は減少させるため治療される脊椎円板を、必要とする患者に
おいて識別する方法であって、
　前記患者の２つ以上の脊椎円板内のフィブロネクチンーアグリカン複合体のレベルを決
定するステップと、
　治療の必要な脊椎疼痛又は炎症の無い患者の脊椎円板内のフィブロネクチンーアグリカ
ン複合体のレベルに比較して、増加、減少又は差異のあるフィブロネクチンーアグリカン
複合体レベルを有する脊椎円板を選択するステップと、
　を有することを特徴とする方法。
【請求項４１】
　フィブロネクチンのレベルは請求項５に記載の方法を使用して決定される、ことを特徴
とする請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　脊椎疼痛又は炎症の治療のための患者を選択する方法であって、
　前記患者から得られた脊椎試料をフィブロネクチンーアグリカン複合体について分析す
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るステップと、
　フィブロネクチンーアグリカン複合体が前記脊椎試料内に検知された場合、前記患者を
脊椎痛の治療のため選択するステップと、
　を有することを特徴とする方法。
【請求項４３】
　前記脊椎試料は、洗浄、吸引、注入―吸引、生体組織検査、微小針吸引生検、コア生検
、内視鏡又は切開生検のグループから選択された１つの技術を使用して得られ、
　ここにおいて前記試料は、硬膜外、椎間板間、椎間板外、小関節円板内の空間のグルー
プから選択された脊椎内の１つの空間から得られ、
　そして前記試料は、大後頭孔、尾、椎弓間、経皮、内視鏡、切開、前側、後ろ側又は横
方向のグループから選択された脊椎へのアプローチによって得られ、
　ここにおいて、吸引液、組織、又は液体試料は、注入生理食塩水、他の注入された水溶
液、注入された非水の液体又は溶液、滑膜液、髄核液、線維輪、硬膜外脂肪、骨、関節嚢
、靭帯、又は腱のリストから選択され、
　試料となった液体又は組織は、スポンジ、灯芯、綿球、縫合糸、親水性カテーテル、疎
水性カテーテル、又は中空内腔カテーテルのグループから選択された追加の吸収剤、吸着
剤、又は毛細官材料又はデバイスの助けにより獲得される、
　ことを特徴とする、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　脊椎痛又は関節痛又は炎症を減少させるのに効果的な量のフィブロネクチンーアグリカ
ン複合体拮抗薬を含む医薬組成物。
【請求項４５】
　関節関連痛又は炎症を抑制又は減少させる方法であって、
　ａ）請求項１２に記載の方法に従って、関節関連痛の治療場所としてある関節を識別す
るステップと、
　ｂ）関節関連痛又は炎症を抑制又は減少させるため、前記治療場所に治療を施すステッ
プと、を有することを特徴とする方法。
【請求項４６】
　前記治療は、外科的方法、又は、ステロイド又は非ステロイド抗炎症剤の投与からなる
グループから選択される、ことを特徴とする請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　関節関連痛又は炎症を抑制又は減少させる方法であって、
　患者の１つ以上の関節内のフィブロネクチンーアグリカン複合体を拮抗するため、効果
的な量のフィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬を必要とする患者に投与するステッ
プを有する、ことを特徴とする方法。
【請求項４８】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬は、患者の１つ以上の関節内において
、フィブロネクチンーアグリカン複合体の形成を抑制又は減少させ、フィブロネクチンー
アグリカン複合体を解離させ、フィブロネクチンーアグリカン複合体の生体活性を抑制又
は減少させる、ことを特徴とする請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬がポリペプチドである、ことを特徴と
する請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬が、フィブロネクチン、アグリカン又
はそれらのフラグメントから形成されるフィブロネクチンーアグリカン複合体のエピトー
プに結合する抗体からなる、ことを特徴とする請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　前記抗体はフィブロネクチン又はアグリカンに比較して、フィブロネクチンーアグリカ
ン複合体に選択的に結合する、ことを特徴とする請求項５０に記載の方法。
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【請求項５２】
　試料内のフィブロネクチンーアグリカン複合体を検知するためのポジティブ対照として
使用される、フィブロネクチンとアグリカンの複合体からなる単離された複合体。
【請求項５３】
　前記複合体はアグリカン又はそのフラグメント、フィブロネクチン又はそのフラグメン
ト、又はそれらの組合せのＧ１，ＩＧＤ、Ｇ２，ＫＳ，ＣＳ１，ＣＳ２，又はＧ３領域を
有する、ことを特徴とする請求項５２に記載の複合体。
【請求項５４】
　前記複合体はフィブロネクチンのアグリカン結合フラグメントを含む、ことを特徴とす
る請求項５２に記載の複合体。
【請求項５５】
　前記フィブロネクチン及び前記アグリカンは遺伝子組み換え型、天然、又は合成、又は
それらの組合せである、ことを特徴とする請求項５２に記載の複合体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、脊髄又は関節の痛みに伴う病理の診断方法、及び脊髄又は関節の痛みを治療
するための組成物及び方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
（関連出願の参照）
　本出願はＧａｅｔａｎｏ　Ｊ．Ｓｃｕｄｅｒｉ氏、Ｌｅｗｉｓ　Ｓ．Ｈａｎｎａ氏、Ｒ
ｏｂｅｒｔ　Ｂｏｗｓｅｒ氏による２００８年１０月１６日出願の特許文献１、２００８
年１１月２６日出願の特許文献２および２００８年１２月１２日出願の特許文献３の恩恵
を享受し、これら文献はここに参照され採り入れられる。
【０００３】
　脊髄及び関節の痛みは治療が困難である。特に脊髄及び関節の痛みの原因は識別が困難
である。関節に負荷される力の度合いが増大すると関節損傷を引き起こす。異常な関節構
造は多くの場合加齢の特徴であるが、関節損傷も多くの場合外傷の結果として観察される
。例えば、軟骨傷害はアスリートに多く見られる。外傷による関節損傷は典型的に急性の
炎症を伴うが、加齢による異常な関節構造は慢性的な状態である。現在医学者は外傷によ
る急性の傷害と加齢による関節変形とを識別するシステム又は方法を持たない。現在では
多くの場合、患者が患う特定の状態が急性か慢性かが不明であるため、ある所与の患者に
対し適切な治療方法を決定するのが困難である。
【０００４】
　極端に高率の試験的膝関節鏡検査が半月板損傷の診断の困難さを際立たせている。この
問題は、この病理を診断する今日の主流であるＭＲＩの低い無病正診率により、さらに悪
化している。ＭＲＩは６５％もの無症候の人を半月板損傷と診断することが、ＭＲＩを問
題のある診断装置となし、異常な半月板の病理と膝の痛みとの無関係さを際立たせている
。おおくの人が変形性関節炎を発症している年配の患者にとって、異常な半月板の病理と
膝の痛みとの無関係さは特に問題である。その有益性を疑問視する圧倒的な証拠（Ｍｏｓ
ｅｌｅｙ氏他著、非特許文献１）にも拘わらず、膝関節鏡検査はいまだに米国だけで年間
６６万回も実施されている。
【０００５】
　脊椎関連の痛みも典型的に、椎間板起因の、小関節起因の神経根障害性の痛みと分類さ
れている。神経根障害性の痛みは伝統的に、椎間板ヘルニア、狭窄症、脊椎すべり症、坐
骨神経痛、梨状筋症候群、閉塞筋症候群、嚢胞性障害（例えば、結節及び滑膜の）、腫瘍
、及び他の病理等の状態に関連する、神経根への圧迫又は機械的刺激のような、種々の身
体的／機械的異常のせいにされてきた。
【０００６】
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　髄核の脊椎神経根への接触は軸索の損傷と神経根の微小構造に機能的変化をもたらし、
その結果痛みに関連するしぐさを引き起こすと言われて来た。したがって髄核を硬膜外に
漏らす機械的欠陥は神経根損傷をもたらし、その結果神経根の痛みをもたらすと理論づけ
られてきた。この「化学的神経根障害」は、椎間板ヘルニアのような機械的欠陥を持つ一
部の患者においてだけ、神経根障害の痛みの存在を説明するかもしれないが、残りの患者
は痛みが無いはずである。
【０００７】
　多くの研究が脊椎関連の痛みの病態生理を説明しようと試みて、幾つかの分子の通路が
仮に示唆された。しかし傷害又は変性から痛みの状態へとつながる原因となる通路につい
ては、明確に確認されなかった。分子マーカーは臨床の症状にリンクされ、そして診断お
よび治癒手段の有望な目標となりうる。ある研究は、硬膜外空間は椎間板ヘルニアにより
影響を受けるという証拠を提供したが、誰も、罹患者と非罹患者の間の差異を検知する目
的で硬膜外空間での生体分子の濃度を測定していない。
【０００８】
　従って、本発明の１つの目的は、脊椎又は関節の痛みを示すバイオマーカーを提供する
ことである。
　本発明の他の１つの目的は、痛みの治癒のため脊椎又は関節内の場所を識別するバイオ
マーカーと方法を提供することである。
　また本発明の他の１つの目的は、脊椎又は関節に関連する痛みの原因となる症状の存在
を診断し又は診断を補助するバイオマーカーを提供することである。
　本発明の他の１つの目的は、脊椎又は関節に関連する痛みの原因となる症状の存在を診
断し又は診断を補助する方法を提供することである
　さらに本発明の他の１つの目的は、脊椎又は関節に関連する痛みを患う患者に対する適
切な療法を判定するバイオマーカーと方法を提供することである。
　また本発明の他の１つの目的は、脊椎又は関節に関連する痛みの治療の効率性を監視し
、評価するバイオマーカーと方法を提供することである。
　さらに本発明の他の１つの目的は、脊椎又は関節の痛みを治療する組成物及び方法を提
供することである。
　また本発明の他の１つの目的は、痛みを抑制又は減少させるため脊椎と関節内の治療部
位を選択する組成物及び方法を提供することである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国暫定特許申請　６１／１０６，０５９
【特許文献２】米国暫定特許申請　６１／１１８，４０１
【特許文献３】米国暫定特許申請　６１／１２２，０４５
【特許文献４】米国特許６，３２９，５１１
【特許文献５】米国特許７，１８３，３９０
【特許文献６】ＷＯ９８１５６４０１
【特許文献７】米国特許６，２６７，７２２
【特許文献８】米国特許７，１９８，５２２
【特許文献９】米国特許６，８１８，４５５
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Ｍｏｓｅｌｅｙ他著　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ，３４７（２）：８１
－８（２００２）
【非特許文献２】Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ著　Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｈｎｉｑｕｅ
ｓ　１９９６，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ
【非特許文献３】Ｄ．Ｗ.Ｍｏｕｎｔ著　２００１、生物情報学「配列と遺伝子分析」，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ
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　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．
【非特許文献４】Ｎｅｅｄｌｅｍａｎｎ及びＷｕｎｓｃｈ著　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，
４８：４４３－４５３（１９７０）
【非特許文献５】Ｈｅｎｔｉｋｏｆｆ及びＨｅｎｔｉｋｏｆｆ著　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８９：１０９１５－１０９１９（１９９２）
【非特許文献６】ＨａｒｌｏｗとＬａｎｅ著　抗体の使用：研究所マニュアル、Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ　（１９９９）
【非特許文献７】Ｃｏｌｉｇａｎ　免疫学の現在のプロトコル（１９９１）Ｈａｒｌｏｗ
　＆　Ｌａｎｅ
【非特許文献８】Ｇｏｄｉｇ，モノクローナル抗体：原理と実際（第２版、１９８６）
【非特許文献９】Ｋｏｈｌｅｒ　＆　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，ネイチャー２５６：４９５－４
９７（１９７５）
【非特許文献１０】Ｈｕｓｅ他著、サイエンス２４６：１２７５－１２８１（１９８９）
【非特許文献１１】Ｗａｒd他著、ネイチャー３４１：５４４－５４６（１９８９）
【非特許文献１２】Ｓｔｉｔｅ　＆Ｔｅｒｒ著　基礎的及び臨床免疫学（第７版、１９９
１）
【非特許文献１３】Ｍａｇｇｉｏ著　酵素免疫検定法（１９８０）
【非特許文献１４】Ｋｒｏｎｖａｌ他著　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１１：１４０１－１４
０６（１９７３）
【非特許文献１５】Ａｋｅｒｓｔｒｏｍ他著　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３５：２５８９－
２５４２（１９８５）
【非特許文献１６】分子クローニング：実験マニュアル（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　及び　Ｒｕ
ｓｓｅｌ著、第３版）コールドスプリングハーバー、ニューヨーク州（２００１）
【非特許文献１７】Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ及びＬａｎｇｅｒ著、徐放　５：１３－２２（
１９８７）
【非特許文献１８】Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ他著、反応性ポリマー、６：２７５－２８３（
１９８７）
【非特許文献１９】Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ他著、応用ポリマー科学、３５：７５５－７７
４（１９８８）
【発明の概要】
【００１１】
　脊椎及び／又は関節の痛みに関連するバイオマーカーが識別された。バイオマーカーは
フィブロネクチン及びアグリカンポリペプチドまたはそのフラグメントを含む複合体又は
集合体からなる。ある実施形態では、フィブロネクチンーアグリカン複合体は、アグリカ
ン、フィブロネクチン結合フラグメントのＧ１，Ｇ２又はＧ３の領域、又はそれらの組合
せを含む。　
【００１２】
　脊椎又は関節試料においてフィブロネクチンーアグリカン複合体の存在又はその増大し
たレベルを検知することにより、脊椎又は関節内の痛みの治療部位を識別する方法も提供
される。ある実施形態では、治療部位として識別された部位はまた、脊椎又は関節内の痛
みの発生源である。脊椎試料は、限定されないが、硬膜外洗浄、椎間洗浄、小関節洗浄を
含むいかなる適切な方法でも入手可能である。関節試料は、限定されないが、経皮の又は
切開した吸引術、生体組織検査、又は洗浄を含むいかなる既存の方法を使用しても入手可
能である。フィブロネクチン及びアグリカンを含む複合体は、限定されないが、クロマト
グラフィー（色層）分析、選択的結合検定法、質量分析、分光光度法、又はそれらの組合
せを含むいかなる適切な方法を使用しても検知可能である。ある実施形態では、フィブロ
ネクチン及びアグリカンを含む複合体は、脊椎試料、硬膜外空間又は脳脊髄液から単離可
能である。
【００１３】
　フィブロネクチンーアグリカン複合体の検知に使用される選択的結合検定法は、フィブ
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ロネクチン、アグリカン、又はそれらのフラグメント又は複合体に対する選択的結合パー
トナーを使用する。有用な選択的結合パートナーには、生体内でフィブロネクチン及びア
グリカンに対する結合パートナーとして知られた抗体又はポリペプチドを含む。
　代表的な選択的結合検定法は、ウェスタンブロット法、免疫沈降法、ＥＬＩＳＡ、及び
放射性免疫測定法がある。特に好適は結合検定法には、フィブロネクチンーアグリカン複
合体には存在しないフィブロネクチン又はアグリカンを有意に検知することなく、フィブ
ロネクチン及びアグリカンを含む複合体を選択的に検知する検定法がある。
【００１４】
　開示された検知検定法においてフィブロネクチンーアグリカン複合体を検知するポジテ
ィブ対照もまた提供される。ポジティブ対照又は標準試料は典型的に、ヒト配列順序と相
同の配列順序を持つ、同一の又は異なる種から得られたフィブロネクチン及びアグリカン
から構成されるフィブロネクチンーアグリカン複合体である。
【００１５】
　フィブロネクチンーアグリカン複合体を検知する開示された方法は、脊椎又は関節の解
剖学的構造及び生理学的機能に関連する痛み症候群を診断し、又は診断を補助するのに有
用である。脊椎内の特定の場所からの試料において、フィブロネクチンーアグリカン複合
体の検知は、神経根障害、小関節痛、椎間板起因の痛み、又は関節痛を診断し、又は診断
を補助するのに使用可能である。フィブロネクチンーアグリカン複合体の存在は、また、
特定の患者にある治療を指定し、患者の予後を決定し、又は、患者の脊椎又は関節痛の治
療の効果を監視するのに使用可能である。
【００１６】
　また、脊椎又は関節痛の治療法も提供される。その方法は、フィブロネクチンーアグリ
カン複合体の存在の増大するレベルの検知により識別された、患者の痛みのある部位の治
療を含む。適合する治療法は、限定されないが、脊椎減圧法の外科的治療、ステロイド又
は非ステロイドの抗炎症剤による治療を含む、全ての既存の治療法を含む。
【００１７】
　他の脊椎又は関節痛の治療法は、フィブロネクチンーアグリカン複合体の拮抗物質の投
与を含む。適切なフィブロネクチンーアグリカン複合体の拮抗物質は、フィブロネクチン
ーアグリカン複合体の１つ以上の生体活性を抑制又は減少させ、フィブロネクチン及びア
グリカン及び／又はそれらのフラグメントからのフィブロネクチンーアグリカン複合体の
形成を抑制又は減少させ、フィブロネクチンーアグリカン複合体を解離させ、フィブロネ
クチン及び／又はアグリカンの発現を減少させ、軟骨からのアグリカンの分解を減少させ
る。代表的なフィブロネクチンーアグリカン複合体の拮抗物質は、限定されないが、抗体
及び他のポリペプチド、ペプチド模倣、微小有機分子、リボザイムなどの抑制ＲＮＡ、三
重鎖形成オリゴヌクレオチド、アンチセンスＤＮＡ、低分子干渉ＲＮＡ及びマイクロＲＮ
Ａを含む。　
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】症候性ヒトサンプルのサイズ排除色層分析（ＳＥＣ）の結果を示すグラフである
。グラフは２１５ｎｍにおけるＳＥＣカラムから溶離したタンパク質の光学密度を溶離時
間（分）に対して表わしたものである。矢印は検定法により検出されたフィブロネクチン
／アグリカンＧ３フラグメントのピークを識別する。他の高分子量ピークはフィブロネク
チンと他の又はより大きなアグリカンのフラグメントとの複合体を含む。
【図２】非症候性ヒトサンプルのＳＥＣの結果を示すグラフである。グラフは２１５ｎｍ
におけるＳＥＣカラムから溶離したタンパク質の光学密度を溶離時間（分）に対して表わ
したものである。矢印は検定法により検出されたフィブロネクチン／アグリカンＧ３フラ
グメントのピークのあるべき場所とその不存在を識別する。フィブロネクチンと他の又は
より大きなアグリカンのフラグメントとの複合体を含む他の高分子量ピークも又存在しな
い。
【図３】フィブロネクチンのネガティブＥＬＩＳＡの結果と、精製されたウシのアグリカ
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ンＧ３フラグメントと生体外で事前混合されたフィブロネクチンのポジティブＥＬＩＳＡ
の結果を示す棒グラフである。データはそれぞれのユニットに対する光学密度として表示
される。
【図４】ＥＬＩＳＡで分析された、表示された脊椎円板レベルから採取された脊椎試料の
フィールマン（Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ）及び術中ＶＡＳ値を示す棒グラフである。
【図５】抗アグリカン－Ｇ３抗体を捕獲に使用し、抗フィブロネクチン抗体を検知に使用
したＥＬＩＳＡの直線性を示すグラフである。データは４５０ｎｍでの実吸収値と４５０
ｎｍでの期待吸収値との対比で示される。
【図６】フィブロネクチンーアグリカン（Ｇ３）に対するＥＬＩＳＡ検定法からの光学密
度（ＯＤ）を、１人のヒト患者の非症候性対照の膝からのものと、症候性疼痛を有する膝
からのものとを比較した棒グラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
（Ｉ．定義）
　ここで使用される「神経根疼痛」、「神経根障害」、「神経根障害疼痛」および「坐骨
神経痛」は、１つ以上の刺激された腰神経根の経路に沿った脊髄根レベルまたは「神経根
（ｒａｄｉｃ）」から発した、末梢部の放散痛のことを言う。坐骨神経痛の場合は、坐骨
神経を形成するＬ４，Ｌ５及び／又はＳ１神経根から発生する。放散痛は、Ｌ３，Ｌ２又
はＬ１領域内の上位腰椎椎間板ヘルニアから、又は、頸椎間板ヘルニア、頸神経根刺激、
又は頸椎間板変性の場合はいかなる頸神経根からも発生する可能性がある。この痛みは、
「関連痛」と分類される小関節又は他の脊髄構造に起因する痛みとは異なる。放散痛はま
た、Ｌ３，Ｌ２又はＬ１領域内の上位腰椎椎間板ヘルニア、又は頸椎の脊髄領域から発生
可能である。
【００２０】
　ここで使用される「椎間板起因疼痛」とは、椎間板から発する脊髄関連の痛みを意味す
る。椎間板は髄核からの水和作用の逸失に伴う低下した機能性を患う。機能性の低下は、
線維輪の損傷と同時に起こる。この弱体化は、膨隆し、脱出性の、突出した、又は隔離性
の椎間板のような構造的損傷につながる。この弱体化はまた、椎間板の内容物の漏洩に起
因する生化学的な損傷につながり、それは背部疼痛又は前述の化学的神経根障害を出現す
る。
【００２１】
　「小関節疼痛」又は「小関節起因疼痛」とは、小関節から発する疼痛を意味する。
　「小関節」又は「関節突起間関節」とは、軟骨、膜、半月板、及び滑膜を備える対にな
った滑膜関節を言う。
　「脊髄疼痛」又は「脊髄関連疼痛」には、椎間板起因、小関節起因、及び神経根障害性
の疼痛を含む。
　「急性疼痛」とは、６カ月まで、例えば５カ月～１ヶ月、４週間～１週間、６日～１日
、又はそれ以下の期間継続する疼痛を言う。
　「慢性疼痛」とは６カ月以上の期間継続する疼痛を言う。
【００２２】
　「生体試料」とは、ある患者からの細胞または細胞の集合、ある量の組織または体液を
いう。このような試料は典型的にはヒトからであるが、非ヒトの霊長類、マウス、ラット
等の齧歯動物、ヤギ、ウシ、イヌ、ウマ、及びネコから単離された組織を含む。　
　生体試料はまた、生体組織検査試料、組織病理目的で凍結された部位、及び洗浄試料な
どの組織の部位を含む。
　「脊髄試料」又は「脊髄由来試料」とは、脊髄からの組織又は体液の試料を意味し、限
定されないが、「脊髄椎間板試料」、「硬膜外試料」及び「小関節試料」を含む。
　多くの場合これら試料はまた「生体試料」と呼ばれる。
【００２３】
　ここで使用される「関節」「付属肢骨格の関節」とは、全ての可動関節を意味する。可
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動関節は滑膜関節とも呼ばれる。従って「関節」とは、骨、関節軟骨、関節嚢、滑膜組織
裏層、及び、嚢内の潤滑滑液を含む全ての連結部を意味する。
　「軟骨」は、関節の軟骨構成要素を意味する。「半月板」とは、典型的に膝の構成要素
を意味する。
　「正常関節」又は「対照関節」とは、患者にとって治療不要な疼痛源である関節を言う
。正常関節の疼痛のレベルは典型的に、患者が治療を求める程には患者の機能又は生活の
質に影響を及ぼさない。
【００２４】
　「関節試料」又は「関節由来試料」とは、関節からの組織又は体液の試料を意味し、限
定されないが、滑液試料および生体外及び生体内の関節又は組織洗浄を意味する。
　多くの場合これら試料はまた「生体試料」と呼ばれる。
　生体試料内の「バイオマーカーのレベル」又は「フィブロネクチンーアグリカン複合体
のレベル」又は「フィブロネクチンーアグリカンＧ３複合体のレベル」とは、生体試料内
に存在するバイオマーカーの量を言う。「バイオマーカーのレベル」又は「フィブロネク
チンーアグリカン複合体のレベル」又は「フィブロネクチンーアグリカンＧ３複合体のレ
ベル」は定量化される必要はなく、単に検知可能であればよく、例えば、対照試料のレベ
ルとの比較、対照試料の期待レベルとの比較、あるいは無比較による、人による主観的な
目視による検知でよい。
【００２５】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」、及び「タンパク質」は相互に互換性を有して使用さ
れ、アミノ酸残基のポリマーを意味する。これらの言葉は、１つ以上のアミノ酸残基が自
然発生の対応するアミノ酸の人工的な模倣であるアミノ酸ポリマーにも、自然発生のアミ
ノ酸ポリマー、被修飾残基を含むアミノ酸ポリマー、及び非自然発生のアミノ酸ポリマー
に加えて、適用される。
　「薬剤」又は「治療用薬剤」とは、薬理活性を有する或いは有する可能性のある組成物
を意味する。薬剤は、既知の薬剤、薬理活性が識別されたが、更に治療的評価が行われて
いる組成物、理学活性のスクリーニングをこれから受けるコレクション、及びライブラリ
の１つである組成物、を含む。この言葉は、抗体を含むペプチド、タンパク質、小分子な
どの有機又は非有機化学物質及び天然物を含む。
【００２６】
　「免疫検定法」とは、ある抗原に特異的に結合する抗体を使用する検定法を意味する。
免疫検定法は、抗原を検知し、定量化し、及び／又は標的とするために、特定の抗体の特
定の結合部位を使用することに特徴がある。
　結合エージェント、例えば抗体とタンパク質例えばバイオマーカー間の「特異的結合」
とは、混合物例えば生体試料内に存在する特徴に優先的に結合する、捕獲又は検知エージ
ェントの能力を言う。特異的結合とはまた、約１０－６　Ｍより小さい、好適には約１０
－８　Ｍより小さい、最も好適には約１０－９　Ｍより小さい解離定数（ＫＤ）を意味す
る。
【００２７】
　タンパク質又はペプチドに関し、ある抗体に「特異的に（選択的に）結合する」又は、
「特異的に（選択的に）免疫活性を示す」とは、タンパク質と他の生物由来物質との異種
集団の中でタンパク質の存在を決定する結合反応を意味する。従って、所定の免疫検定法
の条件下では、特定の抗体は特定のタンパク質又はタンパク質複合体と背景に対して少な
くとも２倍以上結合し、試料内に存在する他のタンパク質とは有意な量では実質的に結合
しない。　
【００２８】
　「標識」又は「検知可能部分」とは、分光法、光化学的、生化学的、Ｘ線検査の、免疫
化学的、又は他の物理的手段により検知可能な組成物を言う。例えば、有用な標識は、３

２Ｐ、蛍光染料、高電子密度試薬、酵素（ＥＬＩＳＡで通常使用されるような）、ビオチ
ン、ジゴキシゲニン、不完全抗原、および、例えばペプチド内に放射標識を組み込むこと
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により、又は、そのペプチドと特異的に反応する抗体を検知するように使用されることに
より、検知可能なタンパク質又は他の物質、を含む。標識はいかなる部位の核酸、タンパ
ク質、及び抗体に組み込み可能である。抗体を標識に接合させるいかなる従来技術も適用
可能であり、それらはＨｅｒｍａｎｓｏｎ著の非特許文献２に記載されている。
【００２９】
　「抑制物質」又は「拮抗物質」とは、標的バイオマーカーの、直接的又は間接的に部分
的又は全体的に活性を抑制し、活性化を減少させ、阻止し、遅延させ、不活性化し、除感
作し、又は活性又は発現を下方制御する、化合物又は組成物を意味する。
　拮抗物質は、例えば抗体のようなポリペプチド及び可溶受容体だけでなく、低分子干渉
ＲＮＡ又はアンチセンスＲＮＡのような核酸、小化学分子を含む自然発生及び合成のバイ
オマーカー拮抗物質を含む。
【００３０】
（ＩＩ．脊椎又は関節痛のバイオマーカー）
　脊椎又は関節の痛みを示すバイオマーカーは経験的に決定されてきた。幾つかの実施形
態では、バイオマーカーは、フィブロネクチンとアグリカンの複合体、好適には、脊椎試
料又は関節試料から単離されたフィブロネクチンとアグリカンの複合体からなる。以下の
事例は、フィブロネクチンとアグリカンを含むバイオマーカーが、脊椎又は関節痛を患う
患者の脊椎又は関節由来の生体試料内に存在することを示している。
【００３１】
バイオマーカーは、フィブロネクチンとアグリカンのポリペプチドをいかなる比率で有し
てもよい。複合体は全長のフィブロネクチンとアグリカンのポリペプチド、又は、フィブ
ロネクチン及び／又はアグリカンのポリペプチドのフラグメントを含む。「フラグメント
」とは、全長タンパク質より短いポリペプチドのサブ組を意味する。代表的なフィブロネ
クチン又はアグリカンのフラグメントは、２０，３０，４０，５０又はそれ以上のフィブ
ロネクチン又はアグリカン由来のアミノ酸を含み、それらは、それぞれ、抗フィブロネク
チン抗体又は抗アグリカン抗体により検知される。他の代表的なアグリカンのフラグメン
トは、アグリカンの１つ以上のＧ１、ＩＧＤ，Ｇ２，ＫＳ，ＣＳ１，ＣＳ２，又はＧ３領
域、又はそのフラグメント、またはその組合せを有する、アグリカンのポリペプチドの部
分を含む。
ある実施形態では、バイオマーカーは、フィブロネクチン又はそのフラグメントと、アグ
リカンのＧ３領域又はそのフラグメントとの複合体からなる。他の実施形態では、バイオ
マーカーは、フィブロネクチン又はそのフラグメントと、アグリカンのＧ１又はＧ２領域
又はそのフラグメントとの複合体からなる。
【００３２】
代表的なヒトフィブロネクチンの第１配列は、ＮＣＢＩ遺伝子ＩＤ２３３５（ＦＮ１；Ｅ
ｎｓｅｍｂｌ：ＥＮＳＧ０００００１１５４１４；ＨＰＲＤ：００６２６；ＭＩＭ：１３
５６００）において発見される。ここで使用される「フィブロネクチン」とは、疾病又は
障害に伴う約２０の既知のスプライス変異株を含む自然に発生するフィブロネクチン変異
株と、異なる細胞タイプによる異なるスプライシングに起因するフィブロネクチン変異株
とを含む。
【００３３】
アグリカンは、バーシカン、ブレビカン、ニューロカンを有するコンドロイチン硫酸プロ
テオグリカンファミリーの構成要素である。代表的なアグリカンの第１配列は、ＮＣＢＩ
遺伝子ＩＤ１７６（ＡＣＡＮ；Ｅｎｓｅｍｂｌ：ＥＮＳＧ０００００１５７７６６；ＨＰ
ＲＤ：０１１２３；ＭＩＭ：１５５７６０）において発見される。代表的なバーシカンの
配列は、ＮＣＢＩ遺伝子ＩＤ（ＶＣＡＮ；Ｅｎｓｅｍｂｌ：ＥＮＳＧ００００００３８４
２７；ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ：Ｐ１３６１１）において発見される。代表的なブレビカンの
配列は、ＮＣＢＩ遺伝子ＩＤ（ＢＣＡＮ；Ｅｎｓｅｍｂｌ：ＥＮＳＧ０００００１３２６
９２；ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ：Ｑ９６ＧＷ７）において発見される。代表的なニューロカン
の配列は、ＮＣＢＩ遺伝子ＩＤ（ＮＣＡＮ；Ｅｎｓｅｍｂｌ：ＥＮＳＧ０００００１３０
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２８７；ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ：Ｏ１４５９４）において発見される。この遺伝子ファミリ
ーは高度に相同であり、５０％超のアミノ酸同一性の広範なタンパク質領域を含む類似の
タンパク質機能を発現する。
ここに使用される「アグリカン」はまた、アグリカン、バーシカン、ブレビカン、及びニ
ューロカンの既知の自然発生変異株とスプライス変異株、及び、異なる細胞タイプによる
異なるスプライシングに起因するアグリカン、バーシカン、ブレビカン、及びニューロカ
ンの変異株とを含む。
【００３４】
フィブロネクチン又はアグリカンのポリペプチド、又はそれらのフラグメントは、フィブ
ロネクチン又はアグリカンの変異株又は翻訳後変異株でありうる。ここで使用される「変
異株」ポリペプチドは、対応する野性型ポリペプチドのアミノ酸配列に比べて少なくとも
１つのアミノ酸配列変異を有する。１つのアミノ酸配列変異は、例えば、置換、削除、又
は１つ以上のアミノ酸の挿入である。変異ポリペプチドはいかなる置換、削除、又は挿入
の組合せを有してもよい。
ある実施形態では、フィブロネクチン又はアグリカンの変異株ポリペプチドは、ある整数
の数のアミノ酸変異を有し、それらのアミノ酸配列は野生型フィブロネクチン又はアグリ
カンのポリペプチドに対し、少なくとも６０，７０，８０，８５，９０，９５，９７，９
８，９９，９９．５又は１００％の同一性を有する。好適な実施形態では、フィブロネク
チン又はアグリカンの変異株ポリペプチドは、野生型フィブロネクチン又はアグリカンの
ポリペプチドに対し、少なくとも６０，７０，８０，８５，９０，９５，９７，９８，９
９，９９．５又は１００％の同一性を有するアミノ酸配列を有する。
【００３５】
配列同一性の百分率はコンピュータプログラム又は直接的配列比較により計算可能である
。２つの配列間の同一性を判定する好適なコンピュータプログラムは、限定されないが、
ＧＣＧプログラムパッケージ、ＦＡＳＴＡ，ＢＬＡＳＴＰ，及びＴＢＬＡＳＴＮがある。
（例えば、Ｄ．Ｗ．Ｍｏｕｎｔ著、非特許文献３を参照）ＢＬＡＳＴＰ及びＴＢＬＡＳＴ
ＮはＮＣＢＩ又は他から入手可能である。周知のスミスウェスタン・アルゴリズムも同一
性の判定に使用可能である。
【００３６】
アミノ酸配列の比較用の代表的なパラメータは、以下のものを含む：１）Ｎｅｅｄｌｅｍ
ａｎｎ及びＷｕｎｓｃｈによるアルゴリズム（非特許文献４参照）；２）Ｈｅｎｔｉｋｏ
ｆｆ他によるＢＬＯＳＳＵＭ６２（非特許文献５参照）；３）ギャップペナルティ＝１２
；４）ギャップペナルティ＝４。
これらのパラメータに有用なプログラムは、「ギャップ」プログラム（ウィスコンシン州
マジソンのジェネティックコンピュータグループ社製）として公開されている。
上記パラメータは、ポリペプチド比較のデフォルトパラメータ（エンドギャップにペナル
ティの無い）である。
或いは、ポリペプチド配列識別は次の等式を使用して計算してもよい；
識別％＝（同一の残基の数）／（アミノ酸残基内のアライメント長）Ｘ１００
この計算において、アライメント長は内部ギャップを含むが、末端ギャップを含まない。
【００３７】
（ＩＩＩ．脊椎又は関節疼痛における治療場所識別法）
フィブロネクチンーアグリカン複合体の存在を検知することによる、脊椎又は関節痛の治
療場所を決定する方法が開示される。
（Ａ．脊椎疼痛）
　フィブロネクチンーアグリカン複合体の存在、又は増加するレベルを脊椎内のある場所
において検知することが、その場所を脊椎痛の治療が必要な場所として識別するために使
用可能である。ある実施形態では、フィブロネクチンーアグリカン複合体の存在、又は増
加するレベルに基づいて脊椎痛の治療が必要な場所として識別されたある場所が、疼痛の
発生源である。ある実施形態では、提案された方法は、１つ以上の生体試料を疼痛の発生
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源と疑われる脊椎のレベルから獲得するステップと、それぞれの生体試料内のフィブロネ
クチンーアグリカン複合体レベルを検知し比較するステップとを有する。これは関連痛の
場所よりはむしろ、実際の疼痛場所を識別するのに有用である。フィブロネクチンーアグ
リカン複合体の存在、又は増加するレベルを試験される適合患者は、脊椎の疼痛を発現す
る患者であればよい。患者は例えば、椎間板起因、小関節起因、又は神経根の疼痛を疑わ
れる疼痛を経験している。
【００３８】
　開示された方法は、脊椎痛を治療するため脊椎内の場所を判定するのに有用である。こ
れらの場所は、脊椎内の痛みの発生源である場所である可能性がある。患者に疼痛をもた
らす場所の識別は、患者の病理または障害の診断又は診断の補助に有用である。患者に疼
痛をもたらす場所の識別は、また、患者の適切な治療を決定する補助として有用である。
【００３９】
（Ｂ．関節疼痛）
　フィブロネクチンーアグリカン複合体の存在、又は増加するレベルを関節内のある場所
において検知することが、その場所を関節痛の治療が必要な場所として識別するために使
用可能である。ある実施形態では、フィブロネクチンーアグリカン複合体の存在、又は増
加するレベルに基づいて関節痛の治療が必要な場所として識別されたある場所が、疼痛の
発生源である。ある実施形態では、提案された方法は、１つ以上の生体試料を疼痛の発生
源と疑われる脊椎のレベルから獲得するステップと、それぞれの生体試料内のフィブロネ
クチンーアグリカン複合体レベルを検知するステップとを有する。フィブロネクチンーア
グリカン複合体の存在、又は増加するレベルを試験される適合患者は、付属肢骨格の関節
痛を発現する患者であればよい。患者は例えば、変形性関節症、軟骨症、又は半月板、腱
又は靭帯の病理への関連を疑われる疼痛を経験している。
【００４０】
　開示された方法は、関節痛を治療するため治療場所を判定するのに有用である。これら
の場所は、関節内の痛みの発生源である場所である可能性がある。患者に疼痛をもたらす
場所の識別は、患者の病理または障害の診断又は診断の補助に有用である。患者に疼痛を
もたらす場所の識別は、また、患者の適切な治療を決定する補助として有用である。
【００４１】
（Ｃ．患者）
　フィブロネクチンーアグリカン複合体の検知のため選択される患者は、脊椎又は関節痛
を発現する患者であればよい。好適には患者はヒトである。患者は、限定されないが、椎
間板起因、小関節起因、又は神経根の疼痛を含む脊椎に付随する痛みを経験していてもよ
い。
【００４２】
　適合患者は、限定されないが、骨、関節軟骨、又は滑膜組織裏層を含む関節の解剖学的
構造に付随する痛みを経験していることを疑われていてもよい。関節には、限定されない
が、大可動（滑膜）関節（例えば、膝、腰、肩）、小可動（滑膜）関節（例えば、肘、手
首、足首、関節突起間関節、又は脊椎の小関節）、及び半関節（例えば、仙腸関節、胸鎖
関節、顎関節（ＴＭＪ）を含む。患者は急性の関節関連疼痛を経験し、又は慢性の関節関
連疼痛を経験していてもよい。
【００４３】
　ある実施形態では、患者は関節関連疼痛又は脊椎関連疼痛を３０週又は２５週またはそ
れ未満の期間経験した。他の実施形態では、患者は関節関連疼痛又は脊椎関連疼痛を２０
，１５，１０，８または６週間又はそれ未満の期間経験した。
　患者の性別は問わず、年齢も問わない。患者は急性又は慢性のどちらかの疼痛を経験し
ている。
【００４４】
（Ｄ．フィブロネクチンーアグリカン複合体の検知）
（１．脊椎から生体試料を獲得する方法）
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フィブロネクチンーアグリカン複合体の検知のため脊椎から試料を獲得するため、いかな
る数の既存技術も使用可能である。これらの方法には、限定されないが、試料を硬膜外空
間、椎間板間空間、及び小関節空間から獲得する方法を含む。適切な方法は以下に詳述さ
れる。
（方法１：硬膜外空間洗浄（尾側））
１）皮膚及び皮下組織が蛍光顕微鏡で検証された導入領域内で浸潤された。
２）その後導入針が仙骨裂孔を経由して挿入され、再び蛍光顕微鏡で確認された。
　３）その後カテーテルが針を通って硬膜外空間に送られ、カテーテルは蛍光顕微鏡を使
用して病理レベルまで送られる。
　４）カテーテルが満足できる場所に到達したら、ガイド線が除かれる。
　５）規定生理食塩水（ＮＳ）約３ｃｃを含む注射器がカテーテルの遠方端末に取り付け
る。
　６）１／２ｃｃ刻みの規定生理食塩水（ＮＳ）が、注入物のそれぞれの体積の吸引を試
みながら椎間板空間に注入される。各注入後３－５秒間待って再吸引する。
　７）その後吸入物はプロテアーゼ抑制因子混合溶液を含む微量遠心機チューブに置かれ
、そしてすぐに氷、ドライアイス上に置かれ又は液体窒素又は他の急速冷凍手段に浸され
る。
　８）その後試料はマイナス２０度Ｃ以下で分析まで保存される。 
【００４５】
　（方法２．硬膜外（尾側海綿体））
１）皮膚及び皮下組織が蛍光顕微鏡で検証された導入領域内で浸潤された。
２）その後導入針が仙骨裂孔を経由して挿入され、再び蛍光顕微鏡で確認された。
　３）その後カテーテルが針を通って硬膜外空間に送られ、カテーテルは蛍光顕微鏡を使
用して病理レベルの上面観まで送られる。
　４）ガイド線が抜かれ、吸収剤を含む分析線が導入される。
　５）規定生理食塩水（ＮＳ）約１ｃｃを含む注射器を誘導針のポートに取り付ける。
　６）吸収剤を浸漬しながら規定生理食塩水が注入される。
　７）カテーテルは障害部分を通って牽引された吸収剤を伴って病理レベルの底面観まで
引き上げられる。
　８）その後分析線が抜かれる。
　９）その後吸収剤から洗われてプロテアーゼ抑制因子混合溶液を含む微量遠心機チュー
ブに入れられ、そしてすぐに氷、ドライアイス上に置かれ又は液体窒素又は他の急速冷凍
手段に浸される。
１０）その後試料はマイナス２０度Ｃ以下で分析まで保存される。或いは第９）ステップ
で試料は直ちに中央実験室での分析または治療現場での検定法を使用して分析されてもよ
い。
【００４６】
　（方法３．大後頭孔（硬膜外修飾））
　１）皮膚及び皮下組織が蛍光顕微鏡で検証された導入領域内で浸潤された。
　２）その後小骨髄穿刺針が患部の孔に挿入され、再び蛍光顕微鏡で確認された。
　３）規定生理食塩水（ＮＳ）約１．５ｃｃを含む注射器を針に取り付ける。
　４）約１／２ｃｃ刻みの規定生理食塩水（ＮＳ）が、注入物のそれぞれの体積の吸引を
試みながら硬膜外空間に注入される。各注入後３－５秒間待って再吸引する。
　５）その後吸入物はプロテアーゼ抑制因子混合溶液を含む微量遠心機チューブに置かれ
、そしてすぐに氷、ドライアイス上に置かれ又は液体窒素又は他の急速冷凍手段に浸され
る。
　６）その後微量遠心機チューブはマイナス２０度Ｃ以下で分析まで保存される。
【００４７】
　（方法４．大後頭孔（吸収／吸着海綿体）
　１）皮膚及び皮下組織が蛍光顕微鏡で検証された導入領域内で浸潤された。
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　２）その後、針が患部の孔に挿入され、再び蛍光顕微鏡で確認された。
　３）吸収剤を含む分析線が針を通って導入される。
　４）規定生理食塩水（ＮＳ）約１ｃｃを含む注射器を針に取り付ける。
　５）吸収剤を浸漬しながら規定生理食塩水が注入される。
　６）分析線が抜かれる。
　７）その後吸収剤からの物体は、洗われてプロテアーゼ抑制因子混合溶液を含む微量遠
心機チューブに入れられ、そしてすぐに氷、ドライアイス上に置かれ又は液体窒素又は他
の急速冷凍手段に浸される。
　８）その後試料はマイナス２０度Ｃ以下で分析まで保存される。或いは第７）ステップ
で試料は直ちに中央実験室での分析または治療現場での検定法を使用して分析されてもよ
い。
【００４８】
　（方法５．トランスラミナ（Ｔｒａｎｓｌａｍｉｎａｒ））
　１）皮膚及び皮下組織が導入領域内で浸潤された。
　２）その後、針がトランスラミナ手法を使用して硬膜外空間に挿入される。
　３）黄色靱帯を介した「ポップ（ｐｏｐ）」が硬膜外空間内の適切な場所を確認し、或
いは蛍光顕微鏡による確認が行われる。
　４）規定生理食塩水（ＮＳ）約３－５ｃｃを含む注射器を針に取り付ける。
　５）約１ｃｃ刻みの規定生理食塩水（ＮＳ）が、注入物のそれぞれの容量の吸引を試み
ながら硬膜外空間に注入される。各注入後３－５秒間待って再吸引する。
　６）その後吸入物はプロテアーゼ抑制因子混合溶液を含む微量遠心機チューブに置かれ
、そしてすぐに氷、ドライアイス上に置かれ又は液体窒素又は他の急速冷凍手段に浸され
る。
　７）その後試料はマイナス２０度Ｃ以下で分析まで保存される。
【００４９】
　（方法６．椎間板空間（洗浄））
１）皮膚及び皮下組織が蛍光顕微鏡で検証された導入領域内で浸潤された。
　２）単一又は２重の針技術を使用して蛍光顕微鏡の案内の元、椎間板空間への挿入が実
施される。
　３）規定生理食塩水（ＮＳ）約１．５ｃｃを含む注射器を針に取り付け、椎間板空間に
注入する。
　４）約３秒後、椎間板は洗浄液に対して再吸引される。
　５）この工程を十分な量（約３／８ｃｃ）が得られるまで繰り返す。
　６）その後吸引物は洗浄されプロテアーゼ抑制因子混合溶液を含む微量遠心機チューブ
に置かれ、そしてすぐに氷、ドライアイス上に置かれ又は液体窒素に浸される。
　７）その後試料はマイナス２０度Ｃ以下で分析まで保存される。
【００５０】
（方法７．椎間板空間（吸収海綿体））
１）皮膚及び皮下組織が蛍光顕微鏡で検証された導入領域内で浸潤された。
　２）単一又は２重の針技術を使用して蛍光顕微鏡の案内の元、椎間板空間への挿入が実
施される。
　３）導入針案内線が抜かれ、吸収剤を含む分析線が導入される。
　４）規定生理食塩水（ＮＳ）約１ｃｃを含む注射器を誘導針のポートに取り付ける。
　５）微量遠心機チューブを浸漬しながら規定生理食塩水が注入される。
　６）その後分析線が抜かれる。
　７）その後吸収剤からの物体は、洗われてプロテアーゼ抑制因子混合溶液を含む微量遠
心機チューブに入れられ、そしてすぐに氷、ドライアイス上に置かれ又は液体窒素に浸さ
れる。
　８）その後試料はマイナス２０度Ｃ以下で分析まで保存される。或いは第７）ステップ
で試料は直ちに中央実験室での分析または治療現場での検定法を使用して分析されてもよ
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い。
【００５１】
（方法８．小関節空間（洗浄））
　１）皮膚及び皮下組織が蛍光顕微鏡で検証された導入領域内で浸潤された。
　２）単一又は２重の針技術を使用して蛍光顕微鏡の案内の元、小関節空間への挿入が実
施される。
　３）規定生理食塩水（ＮＳ）約１．５ｃｃを含む注射器を針に取り付け、小関節空間に
注入する。
　４）約３秒後、椎間板は洗浄液に対して再吸引される。
　５）この工程を十分な量（約３／８ｃｃ）が得られるまで繰り返す。
　６）その後吸引物は洗浄されプロテアーゼ抑制因子混合溶液を含む微量遠心機チューブ
に置かれ、そしてすぐに氷、ドライアイス上に置かれ又は液体窒素に浸される。
　７）その後試料はマイナス２０度Ｃ以下で分析まで保存される。
【００５２】
　（方法９．小関節空間（吸収／吸着海綿体））
　１）皮膚及び皮下組織が蛍光顕微鏡で検証された導入領域内で浸潤された。　　
　２）単一又は２重の針技術を使用して蛍光顕微鏡の案内の元、小関節空間への挿入が実
施される。
　３）導入針案内線が抜かれ、吸収剤を含む分析線が導入される。
　４）規定生理食塩水（ＮＳ）約１ｃｃを含む注射器を誘導針のポートに取り付ける。
　５）吸収剤を浸漬しながら規定生理食塩水が注入される。
　６）分析線が抜かれる。
　７）その後吸収剤からの物体は、洗われてプロテアーゼ抑制因子混合溶液を含む微量遠
心機チューブに入れられ、そしてすぐに氷、ドライアイス上に置かれ又は液体窒素又は他
の急速冷凍手段に浸される。
８）その後試料はマイナス２０度Ｃ以下で分析まで保存される。或いは第７）ステップで
試料は直ちに中央実験室での分析または治療現場での検定法を使用して分析されてもよい
。
【００５３】
好適な吸収剤は、限定されないが、海綿体、泡状物質、ガーゼ、フェルト又は布を含む。
吸収剤は生体適合性であり、天然又は合成材料から作成可能である。天然材料には、限定
されないが、綿を含む。合成材料には、限定されないが、ナイロンのようなポリマーを含
む。
【００５４】
（２．関節から試料を獲得する方法）
　関節から試料を獲得するいかなる数の既存技術がフィブロネクチン－アグリカン複合体
の検知のため使用されてもよい。適合する方法には、限定されないが、経皮又は切開によ
る吸引、生体組織検査、又は洗浄を含む。
【００５５】
（３．フィブロネクチン－アグリカン複合体の検知法）　
　脊椎又は関節試料内のフィブロネクチン－アグリカン複合体の定性的又は定量的検知に
は、生体試料内のポリペプチドの存在を検知するいかなる既知の方法も使用可能である。
　好適な方法には、限定されないが、分光法、選択的結合検定法、質量分光法、分光光度
法又はそれらの組合せを含む。
【００５６】
代表的な結合検定法には、酵素結合免疫吸着検定法などの免疫検定法を含む。免疫検定法
は、定性的又は定量的に脊椎試料のフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在を分析す
るのに使用可能である。適用可能な技術の概観は多くの公知のマニュアル、例えば、Ｈａ
ｒｌｏｗとＬａｎｅ著の非特許文献６から入手可能である。
【００５７】
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（ａ．選択的結合パートナー）
　ある実施形態では開示された方法及びキットは、フィブロネクチン又はアグリカンの選
択的結合パートナーを、脊椎又は関節からの試料内のそれらの存在の識別又はレベルの判
定に利用している。この選択的結合パートナーは、フィブロネクチン又はアグリカンに特
異的に結合する抗体、又は他の生体分子、又はそれらのフラグメント、複合体である。
【００５８】
　ある実施形態では、モノクローナル又はポリクローナル抗体が使用される。
　抗体はいかなる既知の抗体も、商業的に入手可能な抗体でもよい。使用される抗体のタ
イプ、由来、及び他の側面は、その抗体が使用される検定法に照らして考慮されるべきで
あることは、当業者には周知である。ある場合には、ウェスタンブロットで抗原標的（例
えば、フィブロネクチン又はアグリカンからのエピトープ又は多重エピトープ）を認識す
る抗体は、全てのＥＬＩＳＡ又はＥＬＩＳｐｏｔ検定法では適用可能ではなく、またその
逆も成り立つ。
【００５９】
　ある実施形態では、使用される抗体、抗体フラグメント、又は単鎖抗体は公知のモノク
ローナル又はポリクローナル抗体の生成技術（例えば、非特許文献７－９参照）を使用し
て生成可能である。このような技術には、ファージ又は類似のベクタ－内の遺伝子組換型
抗体のライブラリからの抗体の選択による抗体の調製や、ラビット又はマウスの免疫化に
よるモノクローナル又はポリクローナル抗体の調製（非特許文献１０，１１参照）を含む
。
【００６０】
　フィブロネクチン又はアグリカンからの多くの免疫原が、フィブロネクチン、アグリカ
ン及びそのフラグメントに特異的反応性の抗体を生成するのに使用される。例えば、遺伝
子組換型フィブロネクチン又はアグリカン又はそのフラグメントは、当業者に周知の方法
で単離可能である。遺伝子組換型タンパク質は、真核生物または原核生物の細胞に発現可
能である。遺伝子組換型タンパク質はモノクローナル又はポリクローナル抗体の生成に典
型的に使用される免疫原である。或いは、フィブロネクチンとアグリカンの既知の配列に
由来し、キャリアタンパク質に結合された合成ペプチドが、免疫原として使用可能である
。自然発生のタンパク質もまた純粋な又は非純粋な形で使用可能である。生成物はその後
抗体生成能力のある動物に注入される。モノクローナル又はポリクローナル抗体のいずれ
かが生成され、その後タンパク質を測定する免疫検定に使用される。
【００６１】
　他の実施形態では、フィブロネクチンとアグリカンを含む複合体に特異的に結合する抗
体が、特異結合パートナーとして使用される。ある実施形態では、フィブロネクチン－ア
グリカン複合体に存在する抗原に特異的に結合し、しかし、フィブロネクチン又はアグリ
カンだけの場合には結合しない抗体が使用される。
【００６２】
　他の実施形態では、フィブロネクチン又はアグリカン又はそれらのフラグメント又は複
合体の検知のために、特異的結合因子として非抗体ポリペプチドが使用される。フィブロ
ネクチンに特異的に結合する多くのタンパク質が既存技術で既知である。フィブロネクチ
ンの選択的結合パートナーとして使用可能な代表的なタンパク質は、限定されないが、細
胞表面インテグリン、コラーゲン、フィブリン、レクチン、ヘパリン硫酸を含む。アグリ
カンの選択的結合パートナーとして使用可能なポリペプチドは、限定されないが、テネイ
シン－Ｒ、テネイシン－Ｃ，フィビュリン－１、フィビュリン－２、フィブリリン－１を
含む。
【００６３】
（ｂ．検定法）
　選択的結合パートナーが用意されると、それぞれの特異バイオマーカーは、免疫検定法
を含む種々の選択的結合検定法により検知可能となる。免疫学的及び免疫検定法の手続に
ついては、非特許文献１２に概要が示されている。さらに開示された選択的結合検定法は
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幾つかの構成のいずれにおいても実行可能である。幾つかの免疫検定法構成は、非特許文
献１３に詳述されている。
【００６４】
　ある実施形態は、フィブロネクチン又はアグリカン、又はそのフラグメント又は複合体
の特異結合パートナーを使用して、脊椎又は関節内のフィブロネクチン－アグリカンの存
在を検知し及び／又はレベルの測定するための方法を提供する。
　その方法は一般的に、
　ａ）脊椎又は関節試料にフィブロネクチン又はアグリカン、又はそのフラグメント又は
複合体の特異結合パートナーを接触させるステップと、そして、
　ｂ）特異結合パートナーと試料の分子との間の結合を検知するステップと、
　を含む。
　特異結合パートナーと試料の分子との間の特異結合の検知は、適合する対照との比較に
より、バイオマーカーがその試料内に存在することを示す。特異的タンパク質相互反応を
検知する種々の方法は従来技術で公知であり、本方法でも使用可能である。それら方法に
は、競合検定法と非競合検定法がある。
【００６５】
　適合する方法には、限定されないが、ウェスタンブロット、免疫沈降、ＥＬＩＳＡ及び
放射性免疫測定法がある。これらの及び他の適合する検定法は公知である。一般的にバイ
オマーカーの検知に使用される特異結合パートナーは、検知可能なように直接的又は間接
的に標識付けされる。脊椎又は関節試料は、細胞、細胞粒子、又は可溶タンパク質を固定
可能な、膜（即ち、ニトロセルロース）又はポリスチレン又は磁気ビーズのような、固相
担体またはキャリア上に接触されそして固定される。担体はその後適合するバッファで洗
浄され、その後検知可能に標識付けされた選択的結合パートナーに接触される。
【００６６】
　好適な方法には、複合体を形成していないフィブロネクチン及び／又はアグリカンと比
較して、フィブロネクチン及びアグリカンポリペプチド、又はそのフラグメントを含む複
合体を選択的に検知する方法を含む。このようなフィブロネクチン－アグリカン複合体の
選択的検知に対する適合する結合検定法には、フィブロネクチン－アグリカン複合体に結
合し、このような複合体に存在しないフィブロネクチン及び／又はアグリカンを検知しな
い、選択的結合パートナーを使用する検定法を含む。これらの検定に使用される適合する
選択的結合パートナーには、フィブロネクチン－アグリカン複合体に存在し、しかし、フ
ィブロネクチン－アグリカン複合体の中に無いフィブロネクチン又はアグリカンには存在
しない、エピトープを認知する抗体を含む。複合していないフィブロネクチン又はアグリ
カンと比較してフィブロネクチン－アグリカン複合体に特異なエピトープは、これらポリ
ペプチドそれぞれからのアミノ酸配列から部分的に構成されてよい。このように、各ポリ
ペプチドはエピトープに貢献する。複合していないフィブロネクチン又はアグリカンと比
較してフィブロネクチン－アグリカン複合体に特異なエピトープは、また、複合体内のこ
れらポリペプチドにおける配座の差異に起因して、存在する可能性があり、その差異は、
通常「マスク」されているエピトープを、抗体又は他のポリペプチドによる結合に対し利
用可能にする。
【００６７】
　他の適合する検定法には、フィブロネクチン－アグリカン複合体の検知と組み合わせて
、フィブロネクチン及びアグリカンのそれぞれに対する特異結合パートナーを使用する検
定法を含む。免疫共沈降及び異種ＥＬＩＳＡ検定法は、これら検定法のタイプの代表であ
る。これらの検定法では、第１のポリペプチドに対する第１の特異結合パートナーは、複
合体を「捕獲する」のに使用され、第２のポリペプチドに対する第２の特異結合パートナ
ーは、複合体を検知するのに使用される。異種ＥＬＩＳＡと免疫共沈降、および後続のウ
ェスタンブロットによるポリペプチド複合体の検知法は、従来技術で周知である。以下の
事例は、抗フィブロネクチン及び抗アグリカン抗体をヒト試料内のフィブロネクチン－ア
グリカン複合体の検知に使用する、異種ＥＬＩＳＡシステムの使用について記載している
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。
【００６８】
　全ての結合検定法において、特に特異結合パートナーが基板に接合されている場合、非
特異的結合の量を最小化することが望ましい。このような非特異的結合を減らす方法は当
業者に公知である。この技術は典型的に基板をタンパク質性組成物で被覆することを含む
。詳細には、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、無脂肪粉ミルク、ゼラチンのようなタンパ
ク質性組成物が広く使用されている。さらに、あるいはタンパク質性物質の代わりに、非
特異相互作用を最小化するため種々の洗浄剤及び／又は塩類が免疫検定法に採り入れられ
る。検定法を通してインキュベーション及び／又は洗浄ステップがそれぞれの試薬の組合
せの後に必要である。インキュベーション及び洗浄の時間は、検定法フォーマット、特異
結合パートナーのバイオマーカーに対する親和性、溶液の量、濃度を含む、複数の要因に
よって異なる。
【００６９】
　ある実施形態は、検知検定法で使用可能な、例えば検知検定法を較正する、フィブロネ
クチン－アグリカン複合体に対するポジティブ対照を提供する。ある実施形態では、フィ
ブロネクチンとアグリカンは由来が異なり、例えば、異なる種由来である。フィブロネク
チンはヒトフィブロネクチンで、アグリカンはウシ、ブタ、ウマのアグリカンでよい。或
いは、フィブロネクチンはウシ、ブタ、ウマのフィブロネクチンで、アグリカンはヒトア
グリカンでよい。フィブロネクチンとアグリカンはヒト配列と配列相同性を持つ同種又は
異種由来であれば、いかなる組合せでもよい。フィブロネクチンとアグリカンは遺伝子組
換型、自然発生型、又はそれらの組合せでもよい。
【００７０】
（ｃ．検知可能標識）
免疫検定法を含む特異結合検定法は、多くの場合、特異結合パートナーと検知された分析
物により生成された複合体に特異結合し、その検知を許容する、標識化因子を使用する。
標識化因子は、分析物の検知に使用された特異結合パートナーの一部でよい。或いは標識
化因子は、特異結合パートナーと検知された分析物により生成された複合体に特異結合す
る二次抗体などの第３の部分であってよい。免疫グロブリンの定常部に特異結合可能な他
のタンパク質、例えばタンパク質Ａ又はタンパク質Ｇは、標識化因子として使用可能であ
る。これらのタンパク質は様々な種由来の免疫グロブリン定常部に高親和性を出現する（
非特許文献１４，１５参照）。標識化因子は、ストレプトアビジンのような他の粒子が特
異結合可能な、ビオチンのような検知可能部分により修飾可能である。種々の検知可能部
分は当業者に周知である。
【００７１】
　検知可能標識は検知可能な物理的、化学的特性を有する物質であればよい。多くの有用
な検知可能標識が公知であり、それには、分光、光化学、生化学、免疫化学、Ｘ線検査、
電気的、光学的、化学的方法により検知可能ないかなる標識をも含む。標識の選択は、要
求感度、化合物との結合容易性、要求安定性、使用可能器具、廃棄条件などに依存する。
有用な標識には、磁気ビーズ（例えば、ダイナビーズ（登録商標））、蛍光染料（例えば
、フルオレセインイソチオシアネート、テキサスレッド、ロダミン他）、放射標識（例え
ば、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ，１４Ｃ又は３２Ｐ）、酵素（例えば、ＥＬＩＳＡに通常使
用される、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ他）、及びコロイド金
、着色ガラス、又はプラスチックビーズ（例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、天然
ゴムなど）のような熱量測定標識、を含む。
【００７２】
　非放射標識は多くの場合間接的手段により接合される。
　一般的に、リガンド分子（例えばビオチン）が分子に共有結合する。その後リガンドは
、本質的に検知可能か又は検知可能酵素、蛍光化合物、又は化学発光化合物のような信号
システムに共有結合するかのどちらかである、他の分子（例えば、ストレプトアビジン）
に結合する。リガンド及びその標的は、バイオマーカーを認知する抗体、又はバイオマー
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カーに対する抗体を認知する二次抗体、とのいかなる適合する組合せでも使用可能である
。
【００７３】
　分子はまた信号生成化合物と、例えば、酵素又はフルオロフォアとの結合により、直接
結合可能である。標識として使用可能な酵素は、主としてヒドロラーゼ、特にホスファタ
ーゼ、エステラーゼ及びグリコシダーゼ又はオキシドターゼ（ｏｘｉｄｏｔａｓｅ）、特
にペルオキシダーゼである。代表的な蛍光化合物は、限定されないが、フルオレセイン及
びその誘導体、ローダミン及びその誘導体、ダンシル及びウンベリフェロンを含む。代表
的な化学発光化合物は、限定されないが、ルシフェリン、２，３－ジヒドロフタラジンジ
オン（ｄｉｈｙｄｒｏｐｈｔｈａｌａｚｉｎｅｄｉｏｎｅ）を含む。標識を検知する方法
は当業者にとって周知である。
【００７４】
（Ｅ．診断と予後）　
　疼痛の発生源である脊椎又は関節内の場所を識別するためのフィブロネクチン－アグリ
カン複合体の検知方法は、脊椎又は関節の解剖学的構造及び生理学的機能に関連する疼痛
症候群を持つ患者の、診断又は診断を補助するのに使用可能である。
（１．脊椎痛の診断と予後）
　例えば、硬膜外空間、椎間板又は小関節内のフィブロネクチン－アグリカン複合体の識
別は、神経根障害、小関節痛、椎間板起因の疼痛の診断又は診断を補助するのに使用可能
である。
【００７５】
　ある特定の患者に対して脊椎内の特定の場所を疼痛の発生源として示すフィブロネクチ
ン－アグリカン複合体の量は、限定されないが、患者の年齢、性別、治療履歴、他や、生
体試料が抽出された場所、及び、バイオマーカーの検知に使用された検定フォーマット、
を含む多くの因子に起因する。ある実施形態では、生体試料内のフィブロネクチン－アグ
リカン複合体のレベルは、定量化又は直接対照試料と比較されず、むしろフィブロネクチ
ン－アグリカン複合体の「診断的存在」に対して検知される。ここで「診断的存在」とは
、試料が採取された場所における疼痛原因の病理又は傷害の存在又は存在の可能性を示す
フィブロネクチン－アグリカン複合体の量を言う。ある実施形態では、「診断的存在」は
ポジティブ又はネガティブな結果を示す単純な検定法で検知可能である。
フィブロネクチン－アグリカン複合体の「診断的存在」のポジティブ「検知」は、試料が
採取された場所における疼痛原因の病理又は傷害の存在を示す。
【００７６】
　フィブロネクチン－アグリカン複合体のレベルは、検知される「診断的存在」のために
定量化される必要はない。むしろ、フィブロネクチン－アグリカン複合体が標準又は対照
に比べて高いレベルにあるかを判定するいかなる方法も使用可能である。さらに、「診断
的存在」は、いかなるフィブロネクチン－アグリカン複合体の絶対量にも関せず、むしろ
生体試料、検定条件、患者の症状、等に依存して、罹患者のレベルを標準又は対照患者か
ら区別するのに十分な量に関している。
【００７７】
　開示された方法は、フィブロネクチン－アグリカン複合体がある特定の対照試料内に通
常存在する、又は存在の可能性があるか否かに関係なく使用可能である。例えば、フィブ
ロネクチン－アグリカン複合体は、ある特定の検査法では、ある標準脊椎試料（例えば、
椎間板空間又は硬膜外空間ラバセート（ｌａｖａｓａｔｅ））内に検知不可能かもしれず
、その結果対照生体試料内にフィブロネクチン－アグリカン複合体が完全に不存在となる
。このような生体試料に対しては、「診断的存在」とは、同一検定法を使用したフィブロ
ネクチン－アグリカン複合体のいかなる検知可能な量をも意味する。
【００７８】
　しかし他の事例では、フィブロネクチン－アグリカン複合体の検知可能なレベルが標準
又は対照試料に存在し、そして「診断的存在」は、標準レベルより高い、好適には標準レ
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ベルより統計的に有意な増加を意味する。ある実施形態では、生体試料内のフィブロネク
チン－アグリカン複合体の「診断的存在」は少なくとも約１．５，２，５，１０，１００
，２００，５００，１０００，又はそれ以上の倍数だけ、対照試料より大きい。
対照試料は脊椎痛を未経験の個々の又は個々からなる１つのグループから採取された試料
でよい。
　或いは、対照試料は疼痛の発生源と疑われていない脊椎のレベルから採取されてもよい
。例えば、椎間板起因の疼痛を患う患者において、対照試料は同じ患者の罹患していない
又は無症候性の椎間板空間から採取されてもよい。
【００７９】
　脊椎のある特定のレベルに存在するフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在又はレ
ベルは、椎間板起因、小関節起因、神経根障害性の疼痛のような特定のタイプの脊椎痛の
診断又は診断の補助に使用可能である。更に或いは、脊椎試料におけるフィブロネクチン
－アグリカン複合体の存在又はレベルは、脊椎の解剖学的構造又は傷害からの疼痛を、筋
肉痛のような他の発生源に起因する疼痛から区別するのに使用可能である。
【００８０】
　ある実施形態では、脊椎に沿ったある特定の場所に存在するフィブロネクチン－アグリ
カン複合体の存在又はレベルは、その特定の場所における解剖学的構造又は傷害をしめす
。例えば、フィブロネクチン－アグリカン複合体がＬ５椎間板ラバセートに検知された場
合、患者はＬ５に解剖学的構造又は傷害を有する。フィブロネクチン－アグリカン複合体
の存在は従って、他の方法、例えばＭＲＩにより傷害が検知可能か否かに拘わらず、傷害
を診断し、特定の場所における治療を施すのに使用可能である。患者は典型的に、傷害又
は解剖学的構造の箇所、即ちフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在箇所に対する治
療薬の投与により治療される。
【００８１】
　生体試料におけるフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在又はレベルは、患者に特
定の治療を受ける候補にするために使用可能である。その患者から採取された脊椎試料は
フィブロネクチン－アグリカン複合体の存在又は不存在を分析される。脊椎試料にフィブ
ロネクチン－アグリカン複合体の存在が検知された場合、患者は治療を選択される。治療
のタイプ、例えば抗炎症剤又は外科治療は、フィブロネクチン－アグリカン複合体の存在
又はレベルによって判定された症状の重症度に対して適合させられる。
【００８２】
　ある特定の場所に存在するフィブロネクチン－アグリカン複合体のレベルは、試験対象
患者の予後を決定するのに使用可能である。例えば、脊椎試料に存在するフィブロネクチ
ン－アグリカン複合体のレベルは、脊椎に対する急性傷害の程度を示し、医師がどの程度
まで傷害又は解剖性構造の回復又は治癒が得られる可能性があるのかを判定する補助とな
りうる。
【００８３】
（２．関節痛の診断及び予後）
　関節に関する疼痛の発生源として関節を識別するためのフィブロネクチン－アグリカン
複合体の検知方法は、付属肢骨格の滑膜関節の解剖学的構造及び生理学的機能に関連する
疼痛症候群を持つ患者の、診断又は診断を補助するのに使用可能である。例えば、関節に
おけるフィブロネクチン－アグリカン複合体の識別は、変形性関節症、半月板構造、回旋
筋腱板裂傷、腱又は靭帯構造、軟骨症、又は筋膜痛の診断又は診断の補助に使用可能であ
る。
【００８４】
ある特定の患者に対してある関節を関節に関する疼痛の発生源として示すフィブロネクチ
ン－アグリカン複合体の量は、限定されないが、患者の年齢、性別、治療履歴、他や、生
体試料が抽出された場所、及び、バイオマーカーの検知に使用された検定フォーマット、
を含む多くの因子に起因する。ある実施形態では、生体試料内のフィブロネクチン－アグ
リカン複合体のレベルは、定量化又は直接対照試料と比較されず、むしろフィブロネクチ
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ン－アグリカン複合体の「診断的存在」に対して検知される。ここで「診断的存在」とは
、試料が採取された場所における疼痛原因の病理又は傷害の存在又は存在の可能性を示す
フィブロネクチン－アグリカン複合体の量を言う。ある実施形態では、「診断的存在」は
ポジティブ又はネガティブな結果を示す単純な検定法で検知可能である。
フィブロネクチン－アグリカン複合体の「診断的存在」のポジティブ「検知」は、試料が
採取された場所における疼痛原因の病理又は傷害の存在を示す。
【００８５】
フィブロネクチン－アグリカン複合体のレベルは、検知される「診断的存在」のために定
量化される必要はない。むしろ、フィブロネクチン－アグリカン複合体が標準又は対照に
比べて高いレベルにあるかを判定するいかなる方法も使用可能である。さらに、「診断的
存在」は、いかなるフィブロネクチン－アグリカン複合体の絶対量にも関せず、むしろ生
体試料、検定条件、患者の症状、等に依存して、罹患者のレベルを標準又は対照患者から
区別するのに十分な量に関している。
【００８６】
　開示された方法は、フィブロネクチン－アグリカン複合体がある特定の対照試料内に通
常存在する、又は存在の可能性があるか否かに関係なく使用可能である。例えば、フィブ
ロネクチン－アグリカン複合体は、ある特定の検査法では、ある標準関節試料（例えば、
滑膜液試料）内に検知不可能かもしれず、その結果対照生体試料内にフィブロネクチン－
アグリカン複合体が完全に不存在となる。このような生体試料に対しては、「診断的存在
」とは、同一検定法を使用したフィブロネクチン－アグリカン複合体のいかなる検知可能
な量をも意味する。
【００８７】
　しかし他の事例では、フィブロネクチン－アグリカン複合体の検知可能なレベルが標準
又は対照試料に存在し、そして「診断的存在」は、標準レベルより高い、好適には標準レ
ベルより統計的に有意な増加を意味する。ある実施形態では、生体試料内のフィブロネク
チン－アグリカン複合体の「診断的存在」は少なくとも約１．５，２，５，１０，１００
，２００，５００，１０００，又はそれ以上の倍数だけ、対照試料より大きい。
対照試料は関節関連痛を未経験の個々の又は個々からなる１つのグループから採取された
試料でよい。
　或いは、対照試料は、試験対象患者の未罹患又は無症候性の関節から採取されてもよい
。対照試料を採取するのに特に適合する関節は、未罹患又は無症候性の、フィブロネクチ
ン－アグリカン複合体の「診断的存在」のために検査される関節に対し対側性の関節であ
る。例えば、左膝痛を患う患者においては、対照試料は、右膝が未罹患又は無症候性の場
合、同じ患者の右膝から採取される。
【００８８】
　ある特定の関節に存在するフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在又はレベルは、
変形性関節症、半月板構造、回旋筋腱板裂傷、腱又は靭帯構造、軟骨症、又は筋膜痛のよ
うな特定のタイプの関節関連痛の診断又は診断の補助に使用可能である。ある実施形態で
は、関節におけるフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在又はレベルは、その特定の
関節の解剖学的構造又は損傷を示唆する。更に或いは、関節試料におけるフィブロネクチ
ン－アグリカン複合体の存在又はレベルは、関節痛を脊髄のような他の解剖学的構造又は
生理学的発生源から区別するのに使用可能である。例えば、対照試料と比較した関節試料
のフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在又は増加したレベルは、関節関連の疼痛を
神経根障害の疼痛から区別するのに使用可能である。
【００８９】
　フィブロネクチン－アグリカン複合体の検知は単独でも、又は他の診断方法と組合せて
も関節関連痛の診断に使用可能である。代表的な診断方法には、限定されないが、治療歴
、身体検査、Ｘ線検査、ＭＲＩ及び関節内注射を含む。フィブロネクチン－アグリカン複
合体の存在は従って、他の方法、例えばＭＲＩにより傷害が検知可能か否かに拘わらず、
傷害を診断し、特定の場所における治療を施すのに使用可能である。患者は典型的に、傷
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害又は解剖学的構造の箇所、即ちフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在箇所に対す
る治療薬の投与により治療される。
【００９０】
　生体試料におけるフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在又はレベルは、患者に特
定の治療を受ける候補にするために使用可能である。治療のタイプ、例えば抗炎症剤又は
外科治療は、フィブロネクチン－アグリカン複合体の存在又はレベルによって判定された
症状の重症度に対して適合させられる。
【００９１】
　ある特定の場所に存在するフィブロネクチン－アグリカン複合体のレベルは、試験対象
患者の予後を決定するのに使用可能である。例えば、関節試料に存在するフィブロネクチ
ン－アグリカン複合体のレベルは、関節に対する急性傷害の程度を示し、医師がどの程度
まで傷害又は解剖性構造の回復又は治癒が得られる可能性があるのかを判定する補助とな
りうる。  
【００９２】
（Ｄ．治療効果の監視）
　開示された方法は、治療又は一連の治療の効果を検証するのにも使用可能である。例え
ば、フィブロネクチン－アグリカン複合体の「診断的存在」のための神経根障害試験がポ
ジティブで、神経根障害を疑われる患者において、抗炎症治療の効果が、フィブロネクチ
ン－アグリカン複合体のレベルを時間経過と共に監視することにより、評価可能である。
治療の後の患者から採取された生体試料のフィブロネクチン－アグリカン複合体のレベル
が、同じ患者から治療前に採取した試料のレベルに比較して減少した場合は、治療が効果
的であったことを示唆する。
【００９３】
　関節試料内のフィブロネクチン－アグリカン複合体の「診断的存在」のための関節関連
痛試験がポジティブな患者において、抗炎症治療の効果は、治療された関節のフィブロネ
クチン－アグリカン複合体のレベルを時間経過と共に監視することにより、評価可能であ
る。例えば、患者から治療後に採取された生体試料におけるフィブロネクチン－アグリカ
ン複合体レベルの、治療前に同じ患者から採取された試料のレベルと比較した減少は、治
療が効果的であったことを示唆する。
【００９４】
（ＩＶ．疼痛の治療法）
　一度疼痛が発生する場所がフィブロネクチン－アグリカン複合体の存在により識別され
ると、疼痛を治療し、又は疼痛の原因となる解剖学的構造を治療する既知のいかなる方法
も使用可能である。例えば、神経根障害又は椎間板起因疼痛又は小関節痛が診断されると
、脊椎疼痛を治療する既知のいかなる治療法も患者に適用可能である。適合する方法には
、限定されないが、椎弓切開、椎弓切除、椎間板切除、微小椎間板切除、経皮椎間板切除
、内視鏡椎間板切除、レーザ椎間板切除、固定術、増殖注入療法、他の外科的減圧術、機
器使用又は不使用固定術による減圧術を含む。
【００９５】
　脊椎の疼痛も、ステロイド又は非ステロイド抗炎症剤の投与を含む標準的非外科的方法
で治療可能である。非ステロイド抗炎症剤（ＮＳＡＩＤ）は既存技術で周知である。イブ
プロフェン、アスピリン、又はパラセラモール（ｐａｒａｃｅｒａｍｏｌ）のようなＮＳ
ＡＩＤを含む非ステロイド剤が使用可能である。コルチゾール受容体に結合することによ
り炎症を減少させる糖質コルチコイドのようなステロイドも、治療に使用可能である。
　患者の治療には、いかなる数の既知の関節関連痛に対する治療法も適用可能である。
適合する方法は、限定されないが、関節鏡壊死組織切除又はステロイド系又は非ステロイ
ド系の抗炎症剤の投与を含む。
【００９６】
（Ａ．バイオマーカー拮抗物質）
　ある実施形態では、1つ以上のフィブロネクチン－アグリカン複合体の拮抗物質が脊椎
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又は関節痛の治療に使用される。適合するフィブロネクチン－アグリカン複合体の拮抗物
質は、直接的又は間接的にフィブロネクチン－アグリカン複合体の生物活性を抑制又は減
少させる。他の適合するフィブロネクチン－アグリカン複合体の拮抗物質は、フィブロネ
クチン及びアグリカンモノマーからのフィブロネクチン－アグリカン複合体の形成を抑制
又は減少させ、又は、フィブロネクチン及びアグリカンを含む現存する複合体を解離させ
る。更に他の適合するフィブロネクチン－アグリカン複合体の拮抗物質は、フィブロネク
チン又はアグリカンの出現を抑制又は減少させる。
【００９７】
（１．抗体）
　ある実施形態では、フィブロネクチン－アグリカン複合体の拮抗物質は抗体である。フ
ィブロネクチン又はアグリカンに特異結合する抗体又はそのフラグメントは、フィブロネ
クチン－アグリカン複合体の形成を抑制又は減少させ、現存する複合体を解離させ、及び
／又はフィブロネクチン－アグリカン複合体の生物活性を抑制又は減少させる。抗体の生
成法は周知であり、当業者の能力範囲内にあり、そして以下に詳述される。
【００９８】
　ここに開示される抗体は、フィブロネクチン又はアグリカンポリペプチド、又はそのフ
ラグメントに特異結合し、フィブロネクチンのアグリカンへの結合、又はフィブロネクチ
ン－アグリカン複合体の、疼痛となる信号を媒介する生体標的への結合を抑制し又は減少
させる。他の適合する抗体は、これらポリペプチドのどちらか単独よりはむしろ、フィブ
ロネクチン－アグリカン複合体に特異結合する。これら抗体は、複合体内の機能以外のフ
ィブロネクチンとアグリカンの機能に干渉しないため、特に有用である。
【００９９】
　開示された抗体は「ブロック」「機能ブロック」又は「拮抗的」抗体と定義される。抗
体を生成するのに使用された免疫原は、フィブロネクチン又はアグリカンのいかなる免疫
原性部分であってよい。ある実施形態では、抗アグリカン抗体の生成に使用された免疫原
は、アグリカンのＧ３領域である。免疫原は既存技術の種々の方法で生成される。例えば
、既存の遺伝子組換法を使用したクローン化された遺伝子の発現、合成ペプチド複合体、
発生源の細胞からの単離、高レベルのフィブロネクチン又はアグリカンを出現する細胞集
団などである。他の実施形態では、免疫原はフィブロネクチン－アグリカン複合体を含む
。複合体は患者の生体試料から単離可能であるか、又はフィブロネクチン及びアグリカン
モノマーから複合体の形成により生体外で生成可能である。
【０１００】
　抗体はポリクローナル又はモノクローナル抗体でよい。抗体は、ヒト化抗体又はキメラ
化抗体のような異種間の、同種異系間の、同系間の、またはそれらの修飾形であってよい
。抗体は抗イディオタイプ抗体でよい。抗体には、Ｆａｂ及びＦ（ａｂ）２を含む抗体フ
ラグメント、及び、標準多量体構造の代わりに単鎖抗体又はｓｃＦｖとして生成された抗
体も含む。抗体はＩｇＧ１，ＩｇＧ２，ＩｇＧ３又はＩｇＧ４のようなＩｇＧ又はＩｇＭ
,ＩｇＡ，ＩｇＥ，ＩｇＤイソタイプでよい。抗体重鎖の定常ドメインは、所望のエフェ
クター機能によって選択される。軽鎖定常ドメインは、カッパー又はラムダ定常ドメイン
でよい。
　フィブロネクチン又はアグリカンに結合する商業的に入手可能な又は従来から既知の抗
体が使用されてもよい。例えば、フィブロネクチンに結合するヒト化抗体は、特許文献４
、及び特許文献５に記載されている。
【０１０１】
（２．他のポリペプチド）
　他の実施形態では、バイオマーカー拮抗物質が抗体以外のフィブロネクチン又はアグリ
カンに結合するポリペプチド又はそのフラグメントである。フィブロネクチン又はアグリ
カンに結合するポリペプチドは、フィブロネクチン及びアグリカンを含む複合体の形成を
減少又は抑制し、及び／又はフィブロネクチン－アグリカン複合体の生体活性を減少又は
抑制するのに使用可能である。ペプチドの生成方法は周知である。　
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【０１０２】
　ある実施形態では、ポリペプチドはフィブロネクチン又はアグリカン受容体の可溶性フ
ラグメントである。代表的フィブロネクチン受容体には、フィブロネクチン受容体１及び
２がある。他の適合する可溶性ポリペプチドには、フィブロネクチン又はアグリカンに結
合することが既知のウィルスタンパク質を含む。例えば、多くの種類のフィブロネクチン
に結合するキメラ化ウィルス受容体が使用可能である。
【０１０３】
（３．小分子及び他の拮抗物質）
　追加の生体活性剤が拮抗活性のためにスクリーンされることが望ましい。ある実施形態
では、生体活性剤の候補はフィブロネクチン及びアグリカンを含む複合体の形成を減少又
は抑制し、又は現存する複合体を解離させる能力に対してスクリーンされる。他の実施形
態では、生体活性剤の候補はフィブロネクチン及びアグリカン複合体の生体標的への結合
を減少させる能力、又はフィブロネクチン－アグリカン複合体の生体活性を減少又は抑制
する能力に対しスクリーンされる。
【０１０４】
　ここで使用される「生体活性剤候補」という言葉は、いかなる分子、例えば、タンパク
質、小有機分子、小非有機分子、有機―金属分子、炭水化物（多糖類を含む）、ポリヌク
レオチド、脂質、他を意味する。一般的に、様々な濃度に対する異なる応答を得るため、
異なる薬剤濃度の複数の検定法が並行して行われる。典型的に、これら濃度の１つがネガ
ティブ対照、即ち、ゼロ濃度又は検知レベル未満として機能する。さらにポジティブ対照
、即ち、フィブロネクチン又はアグリカンに結合することが既知の薬剤も使用可能である
。
【０１０５】
　薬剤候補には、有機、非有機、有機―金属、合成、準合成、及び自然発生の小分子を含
む。
　薬剤候補は、多くの化学薬品クラスに亘るが、典型的には有機分子であり、好適には分
子量１００超で約２５００ダルトン未満、より好適には１００～２０００の、より好適に
は１００～１２５０の、より好適には１００～１０００の、より好適には１００～７５０
の、より好適には２００～５００ダルトン、を有する小有機化合物である。薬剤候補は、
タンパク質との構造的相互作用、特に水素結合に必要な官能基を有し、典型的に少なくと
も１つのアミン、カルボニル、ヒドロキシル又はカルボキシル基、好適には少なくとも２
つの官能化学基を有する。
【０１０６】
　薬剤候補は多くの場合、１つ以上の上記官能基で置換された環状炭素又は複素環構造及
び／又は芳香族又は多重芳香族構造を有する。薬剤候補はまた、ペプチド、糖類、脂肪酸
、ステロイド、プリン、ピリミジン、誘導体、構造類似体、又はそれらの組合せを含む生
体分子の中にも発見される。特に好適には、ペプチド例えば、ペプチド模倣体である。ペ
プチド模倣体は例えば特許文献６に記載のとおり生成可能である。
【０１０７】
　薬剤候補は、合成又は自然化合物のライブラリを含む広範な供給源から得られる。例え
ば無作為オリゴヌクレオチドの発現を含む、広範な有機合成物及び生体分子のランダムな
そして方向性を持った合成に対し、多くの方法が使用可能である。或いは、バクテリア、
真菌、植物及び動物の抽出物の形での自然化合物のライブラリが使用可能又はすぐに生成
可能である。更に、自然又は合成されたライブラリは、従来技術の化学的、物理的及び生
化学的手段により容易に修飾される。既知の薬理学的薬剤は、アシル化、アルキル化、エ
ステル化、アミディフィケーション（ａｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）のような方向性のあ
る又はランダムな化学修飾を受け、構造類似体を生成する。好適な実施形態では、生体活
性薬剤候補は、有機化学成分又は小分子化学組成物であり、それらは広範に既存技術で利
用可能である。
【０１０８】
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（４．フィブロネクチン又はアグリカンの発現を減少又は抑制する拮抗物質）
　他の実施形態では、拮抗物質はフィブロネクチン又はアグリカンの発現を減少又は抑制
する。フィブロネクチン又はアグリカンの発現を減少又は抑制する拮抗物質には、限定さ
れないが、フィブロネクチン又はアグリカンのエンコードする核酸に特異な、リボゾーム
、三重鎖形成オリゴヌクレオチド（ＴＦＯｓ）、アンチセンスＤＮＡ、低分子干渉ＲＮＡ
およびミクロＲＮＡを含む、抑制核酸を含む。　
【０１０９】
　有用な抑制核酸には、ＲＮＡをエンコードするフィブロネクチン又はアグリカンの発現
を対照に対して少なくとも２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、
９０％、９５％減少させるものを含む。フィブロネクチン又はアグリカンの発現は、ノー
ザンプロット法及び量的ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法を含む、当業者に周知の方法
で測定可能である。
【０１１０】
　抑制核酸及びその生成法は周知である。ｓｉＲＮＡの設計ソフトウェアは、例えばウェ
ブサイトｈｔｔｐ：／／ｉ．ｃｓ．ｈｋｕ．ｈｋ／～ｓｉｒｎａ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｓ
ｉｒｎａ．ｐｈｐで使用可能である。核酸の合成は、例えば非特許文献１６で周知である
。
　「ｓｉＲＮＡ」とは、短い長さの二重鎖ＲＮＡで、非毒性の低分子干渉ＲＮＡを意味す
る。一般的に毒性を示さない限り、ｓｉＲＮＡの長さには特定の制限はない。
　「ｓｉＲＮＡ」は、例えば、１５－４９ｂｐ、好適には１５－３５ｂｐ、更に好適には
、２１－３０ｂｐの長さである。或いは、出現するｓｉＲＮＡの最終転写産物の二重鎖の
ＲＮＡ部分は、例えば、１５－４９ｂｐ、好適には１５－３５ｂｐ、更に好適には、２１
－３０ｂｐの長さである。
【０１１１】
２つのＲＮＡがペアを組むｓｉＲＮＡの二重鎖ＲＮＡ部分は、完全にペアとなったものに
限定されず、不適性塩基対（対応するヌクレオチドが相補的でない）及びバルジ（１つの
鎖に対応する相補的ヌクレオチドを欠く状態）に起因する非ペア部分を含んでもよい。非
ペア部分は、ｓｉＲＮＡ情報と干渉しない程度まで含まれてよい。
ここで使用される「バルジ」とは、好適には１－２つの非ペアのヌクレオチドを有し、２
つのＲＮＡ鎖がペアを組むｓｉＲＮＡの二重鎖ＲＮＡ部分は、好適には１－７、より好適
には、１－５のバルジを含む。
さらに、ここで使用される「不適性塩基対」は、２つのＲＮＡ鎖がペアを組むｓｉＲＮＡ
の二重鎖ＲＮＡ部分に含まれ、数は好適には１－７、より好適には１－５である。好適な
不適性塩基対では、ヌクレオチドの１つがグアニンであり、他の一方がウラシルである。
このような不適性塩基対は、センスＲＮＡに対するＤＮＡ符号化におけるＣからＴ、Ｇか
らＡ又はそれらの組合せの置換変異に起因するが、しかし特にそれらに限る訳ではない。
さらに、２つのＲＮＡ鎖がペアを組むｓｉＲＮＡの二重鎖ＲＮＡ部分は、「バルジ」と「
不適性塩基対」の両方を有する場合が有り、それらは合計して、好適には数で１－７、よ
り好適には、１－５となる。
【０１１２】
ｓｉＲＮＡの末端構造は、ｓｉＲＮＡが標的遺伝子の発現をそのＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）
効果により停止させ、減少させ、抑制する限りにおいては、平滑か、凝集性（突出）のい
ずれかであってよい。凝集（突出）末端構造は３’突出に限らず、ＲＮＡ干渉効果を有す
ることが出来れば５’突出も含まれる。さらに突出するヌクレオチドの数は既にレポート
された２－３に限らず、突出がＲＮＡ干渉効果を誘導できればどのような数でもよい。例
えば、突出は１－８、好適には２－４のヌクレオチドである。ここで凝集末端構造のｓｉ
ＲＮＡの合計長はペアを組む二重鎖部分の長さと両端の突出する単鎖部分の長さとの合計
長により表わされる。たとえば両端に４ヌクレオチド突出を有する１９ｂｐ二重鎖ＲＮＡ
部分の合計長は、２３ｂｐで表わされる。さらにこの突出配列は標的遺伝子に対して特異
性が低いので、それは必ずしも標的遺伝子配列に対し相補性（アンチセンス）又は同一性
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（センス）である必要はない。さらに、ｓｉＲＮＡが標的遺伝子に対し遺伝子停止効果を
維持することが可能な限り、ｓｉＲＮＡは低分子量ＲＮＡ（ｔＲＮＡ，ｒＲＮＡ又はウィ
ルスＲＮＡのような自然ＲＮＡか、又は人工のＲＮＡ分子でよい）を、例えば、１つの末
端の突出部分に含んでもよい。
【０１１３】
　さらに、ｓｉＲＮＡの末端構造は必ずしも両端が上記のような切り取り構造である必要
はなく、二重鎖ＲＮＡの一方の末端がリンカーＲＮＡと結合する、ステムループ構造でよ
い。二重鎖ＲＮＡ領域の長さは（ステムループ部分）は、例えば、１５－４９ｂｐ、好適
には１５－３９ｂｐ、更に好適には、２１－３０ｂｐでありうる。或いは、出現されるｓ
ｉＲＮＡの最終転写産物である二重鎖ＲＮＡ領域の長さは、例えば、１５－４９ｂｐ、好
適には１５－３５ｂｐ、更に好適には２１－３０ｂｐである。更に、リンカーの長さには
、ステム部分のペアリングを妨害しない長さであれば、特定の制限はない。例えば、ステ
ム部分の安定的ペアリング及びその部分に対するＤＮＡコーディング間の組み換えの抑制
のため、リンカー部分はクローバー葉ｔＲＮＡ構造を有してもよい。リンカーはステム部
分のペアリングを妨害する長さを有するが、例えば、リンカー部分をイントロン（介在配
列）を含むように構築し、イントロンがＲＮＡ前駆体から成熟ＲＮＡへの処理の間に切除
され、それによりステム部分のペアリングを許容することは可能である。ステムループｓ
ｉＲＮＡの場合には、ループ構造の無いＲＮＡのどちらかの末端（頭又は尾）は低分子量
ＲＮＡを有してもよい。前述のようにこの低分子量ＲＮＡは、ｔＲＮＡ，ｒＲＮＡ又はウ
ィルスＲＮＡのような自然ＲＮＡか、又は人工のＲＮＡ分子でよい。
【０１１４】
　ｍｉＲＮＡ（マイクロＲＮＡ）は、ダイサーのような酵素による短いステムループ前駆
体の開裂により生成される。一方ｓｉＲＮＡは長い二重鎖ＲＮＡ分子の開裂により生成さ
れる。ｍｉＲＮＡは一重鎖であり、ｓｉＲＮＡは二重鎖である。
　ｓｉＲＮＡの生成法は周知である。フィブロネクチン又はアグリカンの配列が既知であ
るため、当業者はフィブロネクチン又はアグリカンの発現を下方制御するｓｉＲＮＡ
を公知の情報を使用して容易に生成可能である。
【０１１５】
（５．フィブロネクチン及び／又はアグリカンの分解の原因となるアグレカナーゼ及びマ
トリックスメタプロテアーゼ（ＭＭＰ）の抑制物質）
　ある実施形態では、既知のアグレカナーゼ又はＭＭＰのキレート剤のような拮抗剤が、
アグリカンフラグメントの遊離を抑制又は遅延させるのに有効な量で、必要とする患者に
投与され、それは結果的にフィブロネクチンーアグリカン複合体の形成を減少又は排除し
、それにより患者に痛みからの解放をもたらす、ことが可能である。
【０１１６】
（Ｂ．医薬的組成物）
　　フィブロネクチンーアグリカン複合体の拮抗物質を含む医薬的組成物が提供される。
ペプチド又はポリペプチドを含む医薬的組成物は、非経口による（筋肉内、腹腔内、静脈
内又は皮下注射）、経皮の（受動的に又はイオン導入法又は電気穿孔法を使用して）又は
、経粘膜的な（経鼻の、経膣の、直腸経由の、舌下の）投与ルートで、投与可能である。
　組成物は、生体分解可能な挿入物を使用して投与可能であり、椎間板、硬膜外空間、小
関節のような脊椎構造又は可動関節に直接到達可能である。組成物は投与のルートに適切
な剤形に調製可能である。ペプチド又はポリペプチドでないフィブロネクチンーアグリカ
ン複合体の拮抗物質を含む組成物も経腸投与のために更に調製可能である。
【０１１７】
　ここに開示される拮抗物質は患者に治療に効果のある量で投与される。ここで使用され
る「効果のある量」又は「治療に効果のある量」とは、必要とする患者の脊椎痛を治療し
、抑制し、緩和するために十分な投薬量を意味する。詳細な製剤は、患者依存の変数（例
えば、年齢他）、治療中の傷害又は病理、及び実施されている治療などの種々の要因によ
り異なる。
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【０１１８】
　ここに開示されるフィブロネクチンーアグリカン複合体の拮抗物質に対しては、さらに
研究が進むにつれ、種々の患者の種々の症状の治療に対する適切な投与量レベルについて
の情報が得られ、そして通常の当業者は、治療状況、年齢、患者の全身健康状態を考慮し
て適切な投与量を確認することが可能になろう。選択された投与量は投与の経路及び所望
治療期間に依存する。一般的に体重の０．００１又は１０ｍｇ／ｋｇの投与量レベルが毎
日哺乳類に投与される。一般的に静脈内注射又は点滴では、投与量はより少ない。
【０１１９】
　ある実施形態では、ペプチド及びポリペプチドを含むフィブロネクチンーアグリカン複
合体の拮抗物質は水溶液で、非経口、椎間板内、小関節内、髄腔内、硬膜外又は関節の注
射により投与される。好適な実施形態では、フィブロネクチンーアグリカン複合体の拮抗
物質は、患者の疼痛の発生源である脊椎のある領域に直接投与される。例として、フィブ
ロネクチンーアグリカン複合体が硬膜外空間に検知された場合、フィブロネクチンーアグ
リカン複合体の拮抗物質が直接注射により硬膜外空間に投与される。
　或いは、フィブロネクチンーアグリカン複合体がそれら領域に検知された場合、フィブ
ロネクチンーアグリカン複合体の拮抗物質が直接注射により椎間板空間、小関節、又は可
動関節に投与される。
【０１２０】
　製剤は懸濁液又は乳濁液の形態でもよい。一般的に、医薬組成物はペプチド又はポリペ
プチドの効果的量を含み、場合により医薬的に許容される希釈剤、保存剤、溶解剤、乳化
剤、抗原免疫増強剤、及び／又は担体を含む。このような組成物は、希釈滅菌水、種々の
バッファ内容物の緩衝食塩水（例えば、トリス塩酸、アセテート、リン酸塩）、ＰＨ及び
イオン化強度、および場合によって洗浄剤及び溶解剤のような添加剤（例えば、ＴＷＥＥ
Ｎ２０（登録商標），ＴＷＥＥＮ８０（登録商標），ポリソルベート（Ｐｏｌｙｓｏｒｂ
ａｔｅ）８０）、酸化防止剤（例えば、アスコルビン酸、二亜硫酸ナトリウム）及び保存
剤（例えば、シマーソル（Ｔｈｉｍｅｒｓｏｌ），ベンジルアルコール）及びバルク化剤
（例えば、乳糖、マニトール）を含む。非水溶媒又は溶剤の例は、プロピレングリコール
、ポリエチレングリコール、オリーブ油やコーン油のような植物油、及びオレイン酸エチ
ルのような注射用有機エステルである。製剤は凍結乾燥され、使用直前に再溶解／再懸濁
されてもよい。製剤は、例えばバクテリア保持フィルターを通過させるフィルタリングに
より、滅菌剤を組成物に組み込むことにより、組成物に照射することにより、又は組成物
を熱することにより、滅菌されてもよい。
【０１２１】
　ペプチド及びポリペプチドを含むフィブロネクチンーアグリカン複合体の拮抗物質は、
徐放製剤により投与可能である。徐放重合体デバイスは、重合体デバイス（棒、円筒、薄
膜、円板）の移植または注入（微小粒子）に続いて全身に長期間放出するように生成可能
である。マトリックスは、ペプチドが固体重合体マトリックス又は微小カプセル内に分散
され、コアが重合体の殻とは異なる物質で出来ていて、ペプチドがコア内に分散又は懸濁
されている、液体又は固体の、微小球面のような微小粒子であってよい。ここで特に定義
されない限り、微小粒子、微小球面、及び微小カプセルは互換的に使用される。或いは重
合体が、ナノメータから４センチの範囲の薄いスラブ又は薄膜に射出され、粉ひき又は他
の標準的技術による粉体、又はハイドロゲルのようなゲルでもよい。
【０１２２】
　非生物分解性又は生物分解性のマトリックスのいずれかがフィブロネクチンーアグリカ
ン複合体の拮抗物質の送達に使用可能であるが、生物分解性マトリックスが好ましい。こ
れらは、天然又は合成の重合体であってよいが、分解性能と放出特性が優れているため合
成重合体が好適である。重合体は所望の放出期間によって選択される。ある場合には直線
的放出が最も有用であり、他の場合にはパルス放出又は「バルク放出」がより効果をもた
らす。重合体はハイドロゲル（典型的に、水重量で９０％まで吸収）の形態でよく、場合
によっては多価のイオン又は重合体と相互結合していてもよい。
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【０１２３】
　マトリックスは溶剤の蒸発、スプレー乾燥、溶剤抽出、及び他の既知の方法により形成
可能である。生体分解性微小球面は、例えば、非特許文献１７、非特許文献１８、及び非
特許文献１９に記載される、薬剤送達用の微小球面を生成するのに開発されたいかなる方
法を使用しても調製可能である。
　デバイスは移植または注射の領域を治療するため局地的放出用に調製可能であり、それ
により全身の治療に必要な、又は全身送達の投与量よりはるかに少ない投与量を送達する
。これらは皮下で、筋肉、脂肪、内に移植又は注射し、又は呑み込み可能である。
【０１２４】
（Ｖ．キット）
　免疫検定法のような特異結合検定法を使用する検知方法が、特に患者治療の現場での使
用に適している。このような方法は、患者の即時診断及び／又は予後評価が可能である。
　
上記の診断、研究、及び治療用のキットもまた提供される。診断及び研究用途にはこのよ
うなキットは、以下のいずれか又は全てを含んでよい：検定試薬、バッファ、及び開示さ
れたバイオマーカーに対する選択的結合パートナー。これらは全て運搬に適した容器に内
蔵されている。選択的結合パートナーには、フィブロネクチンーアグリカン複合体に選択
的に結合する、又は複合体での使用のため複合体の構成要素のそれぞれに結合する、抗体
を含んでもよい。ある実施形態では、キットは連続固体表面上の選択的結合パートナーを
含む。
【０１２５】
　代表的なキットは、検知結合パートナー及びフィブロネクチンーアグリカン複合体の検
知用のポジティブ対照を有する１つの容器からなる。ポジティブ対照は、フィブロネクチ
ンーアグリカン複合体又はフィブロネクチンーアグリカン複合体を形成する構成要素であ
ってよい。フィブロネクチン及びアグリカン配列はヒト配列、又はフィブロネクチン及び
アグリカンがヒト配列に相同な他の種であってよい。フィブロネクチン及びアグリカンは
共に同一の種由来か、異なる種由来であってよい。フィブロネクチン及び／又はアグリカ
ンフラグメントは自然発生源から精製され、又は固相法により合成され、又は遺伝子組み
換え法により生成されてもよい。キットは又、連続固体表面のような基質に結合した捕獲
結合パートナーを含んでもよい。捕獲結合パートナーは典型的に、フィブロネクチンーア
グリカン複合体のアグリカンに結合し、検知結合パートナーはフィブロネクチンーアグリ
カン複合体のフィブロネクチンに結合するが、捕獲結合パートナーが、フィブロネクチン
ーアグリカン複合体のフィブロネクチンに結合し、検知結合パートナーはフィブロネクチ
ンーアグリカン複合体のアグリカンに結合する可能性があることも理解する必要がある。
【０１２６】
　ある実施形態では、生体試料の抽出に使用されるデバイスもキットに含まれる。ある実
施形態では、抽出デバイス、例えば、注射器、針、カテーテルが直接生体試料を罹患可能
性のある椎間板又は硬膜外空間又は関節からバイオマーカーの選択的結合パートナーを含
む容器に抽出してもよい。ある場合には、キットはバイオマーカーの存在及び／又はレベ
ルを直ちに評価できる。このタイプのキットは治療場所での使用に特に適している。治療
現場での診断システムの事例は特許文献７に記載されている。本発明のキットと共に使用
するために適応可能な設計の他のデバイスは、例えば、特許文献８及び特許文献９に記載
されている。
【０１２７】
　ある実施形態では、キットは、生体試料を脊椎又は関節から抽出するための溶液を含ん
でもよい。このキットに含まれる溶液は、例えば、生理学的溶液、例えば生理食塩水でよ
い。ある実施形態では、キットは、試料の抽出に使用されたデバイスと同一のデバイス、
又は他のデバイスを使用して投与可能な１つ以上の治療剤を含んでもよい。
【０１２８】
　更に、キットは、キットで提供された材料の使用に対する指示（即ち、実施要綱）を含
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む使用説明書を有してもよい。使用説明書は典型的には書面の又は印刷物であるが、それ
らは、説明書を保管し、最終使用者に通信可能ないかなる媒体で提供されてもよい。適合
する媒体は、限定されないが、電子記憶媒体（例えば、磁気ディスク、テープ、カートリ
ッジ、チップ）及び光媒体（例えば、ＣＤ　ＲＯＭ）を含む。媒体は使用説明書を提供す
るインターネットサイトのアドレスを含んでもよい。
【０１２９】
（実施例）
（実施例１．ヒト試料からのフィブロネクチンーアグリカン複合体の精製のための色層分
析の適用）
　椎間板洗浄試料又は滑膜液からフィブロネクチンーアグリカン複合体を精製するため、
分子ふるい色層分析（ＳＥＣ）が実施され、次いで陰イオン交換色層分析が実施された。
分子ふるい色層分析（ＳＥＣ）及び陰イオン交換色層分析は、ＢｉｏＬｏｇｉｃ　Ｑｕａ
ｄＴｅｃ（登録商標）ＵＶ／ＶＩＳ検知器及び電導率モニターを備えたＢｉｏ－Ｒａｄ　
ＢｉｏＬｏｇｉｃ　ＤｕｏＦｌｏｗ（登録商標）コンピュータに制御されるＨＬＰＣシス
テムを使用して実行された。　
【０１３０】
　ＳＥＣは、順に並んだ２つのＢｉｏ－Ｒａｄ（登録商標）ＳＥＣ－４００－５コラムを
使用し、５０ｍＭのトリス／ＨＣＬ，１００ｍＭ　ＮａＣｌを含むｐＨ８．０の定組成溶
離を使用して実施された。結果として得られたフラクションは総タンパク質含有量（Ａ２

８０ｎｍ及びＡ２１５ｎｍ）及びフィブロネクチンのアグリカンフラグメントとの複合体
からなる発見されたバイオマーカーの存在について分析された。図１は症候性試料に対す
るＳＥＣ－ＨＰＬＣ溶離プロファイル（Ａ２１５ｎｍ）を示し、図２は同一条件での非症
候性試料に対するＳＥＣ－ＨＰＬＣ溶離プロファイルを示す。後続の試験により、フラク
ション１４と１５は開発された検定法で検知可能なレベルのフィブロネクチンーアグリカ
ン複合体を含む唯一のフラクションであることが判った。このコラムに対する分子量基準
に基づき、フラクション１４，１５に溶離するタンパク質が分子量範囲２５０Ｋｄａ－７
００Ｋｄａを持つと予測した。
【０１３１】
　フィブロネクチンーアグリカン複合体はまた、陰イオン交換色層分析を使用して精製可
能である。複合体はコラムに結合され、５０ｍＭのトリス／ＨＣＬ，１００ｍＭ　ＮａＣ
ｌを含むｐＨ８．０の溶液で平衡化され、トリス／ＨＣＬバッファ内の１５０ｍＭ－２３
０ｍＭの直線的塩勾配によってコラムから溶離される。
　フィブロネクチンーアグリカン複合体は更に陽イオン交換色層分析を使用して精製可能
である。複合体はコラムに結合され、５０ｍＭの酢酸ナトリウム，１００ｍＭのＮａＣｌ
を含むｐＨ６．０の溶液で平衡化され、酢酸塩内の１００ｍＭ－３００ｍＭの直線的塩勾
配によってコラムから溶離される。
【０１３２】
（実施例２．抗フィブロネクチン及び抗アグリカン（Ｇ３領域）抗体を使用した銀染色法
及びウェスタンブロット分析）　
　実施例１はヒト試料のＳＥＣ－ＨＰＬＣによるフラクション化を示した。ＳＥＣ分析か
らのフラクション１４，１５はＳＤＳ－ＰＡＧＥ分離にかけられ、その後、フラクション
内のタンパク質の寸法を決定し、それらの識別を探索するため銀染色法又はウェスタンブ
ロット分析にかけられる。
　ウェスタンブロット分析は、抗フィブロネクチンモノクローナル（ＤｉａＰｈａｒｍａ
　Ｇｒｏｕｐ社、ＤＰＧＲ０２８ＡフィブロネクチンＥＬＩＳＡキットからの検知抗体）
及び抗アグリカンモノクローナル（Ｇ３領域）（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ社、アグリカンＣ２０、ｓｃ－１６４９３）特異抗体を使用した標準的手法
で実施された。
【０１３３】
　銀染色分析は、双方のフラクションにおいて２５０Ｋｄより大きい範囲のタンパク質の
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存在を示した。抗フィブロネクチン及び抗アグリカン（Ｇ３領域）抗体を使用したウェス
タンブロット分析は、分子量範囲４００－６００Ｋｄにおいて免疫反応性帯域を明らかに
し、タンパク質がポリアクリルアミドゲルを通過して共遊走したことを示唆した。データ
は、抗フィブロネクチン及び抗アグリカン（Ｇ３領域）抗体の両方に免疫反応性のタンパ
ク質複合体の存在を示唆した。
【０１３４】
（実施例３、ポリアクリルアミドゲルを通過してフィブロネクチンと共遊走するアグリカ
ン領域の分析）
　単一ヒト試料の分子ふるい色層分析（ＳＥＣ）が実施例１に記載の通り実施され、ＳＥ
Ｃからの溶離されたフラクション８－２０がＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離され、その後、
ポリクローナル抗アグリカンＧ１（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
社、アグリカンＤ２０、ｓｃ－１６４９２），Ｇ２（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ社、アグリカンＥ１２、ｓｃ－６７５１３）又はＧ３（Ｓａｎｔａ　Ｃ
ｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社、アグリカンＣ２０、ｓｃ－１６４９３）抗体を
使用したウェスタンブロット分析のためメンブランに送られた。
【０１３５】
　抗アグリカンＧ３領域抗体使用したウェスタンブロット分析は、フラクション８－２０
に、Ｇ３領域を含むアグリカンの種々のタンパク分解性フラグメントに対応する、異なる
分子量の免疫反応性帯域を明らかにした。抗アグリカンＧ１領域抗体使用したウェスタン
ブロット分析は、フラクション８－２０に、抗アグリカンＧ３領域抗体使用して観察され
た帯域パターンとは異なる帯域パターンを示す、免疫反応性帯域を明らかにした。抗アグ
リカンＧ２領域抗体使用したウェスタンブロット分析は、フラクション８－２０に、抗ア
グリカンＧ１又はＧ３領域抗体を使用して観察された帯域パターンとは異なる帯域パター
ンを示す、免疫反応性帯域を明らかにした。抗アグリカンＧ１、Ｇ２及びＧ３領域抗体を
使用した帯域パターンの分析は、アグリカンのＧ１、Ｇ２及びＧ３領域は、フィブロネク
チンとの異なる複合体又はそのフラグメントに存在することを示唆する。
【０１３６】
（実施例４．フィブロネクチンーアグリカンタンパク質複合体の異種ＥＬＩＳＡ分析）
　上記の実施例はヒト試料内のフィブロネクチンとアグリカン（Ｇ３）の複合体の存在を
示唆する。このような複合体の更なる存在試験のため、異種ＥＬＩＳＡサンドイッチ検定
法が開発され、使用された。　
（材料と方法）
　単一ヒト試料の分子ふるい色層分析（ＳＥＣ）が実施例１に記載の通り実施され、フラ
クション１４と１５が更なる分析に使用された。
　抗フィブロネクチンモノクローナル抗体（ＤｉａＰｈａｒｍａ　Ｇｒｏｕｐ社、ＤＰＧ
Ｒ０２８ＡフィブロネクチンＥＬＩＳＡキットからの検知抗体）が、捕獲抗体として機能
するためポリスチレンプレート状に固定された。
　その後ヒト試料のＳＥＣからのフラクション１４と１５がフィブロネクチン捕獲抗体を
含むプレート上に分注される。インキュベーションの後、試料は除去され、プレートは洗
浄され、そしてプレートは、検知抗体としての抗アグリカンＧ３領域ポリクローナル抗体
（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社、アグリカンＣ２０、ｓｃ－１
６４９３）と共にインキュベーションされた。プレートは洗浄され、そしてフィブロネク
チンとアグリカンのＧ３領域との複合体の存在が、ＨＲＰで標識付けされた２次抗体を使
用して、その後の光学検知により検知された。抗アグリカンＧ３領域抗体が捕獲抗体とし
て使用され、抗フィブロネクチン抗体が検知抗体として使用される、追加の実験が実施さ
れた。
【０１３７】
　　フラクション１４は最高光学密度を発現し、フラクション１５は同じくポジティブだ
が光学密度はそれより低い。これらの結果は、どちらの抗体が捕獲抗体として使用され、
どちらの抗体が検知抗体として使用されるかに関わりなく、ＳＥＣフラクション内に、相
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互作用するタンパク質複合体と分子量が一致する、相互作用するフィブロネクチンとアグ
リカン（Ｇ３領域）との異種複合体の存在することを意味する。
【０１３８】
（実施例５．熱及び還元剤によるフィブロネクチンとアグリカン（Ｇ３）の複合体の解離
）
　フィブロネクチンとアグリカンのＧ３領域を含む複合体の更なる存在試験として、ウェ
スタンブロット上の帯域の転位に対する熱及び還元剤の効果が試験された。　　
（材料及び方法）
　単一ヒト試料の分子ふるい色層分析（ＳＥＣ）が実施例１に記載の通り実施され、フラ
クション１４と１５が更なる分析に使用された。フラクション１４及び１５からのタンパ
ク質が４－２０％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル上に分けて置かれる。試料は未処理か
、又は沸騰水槽内で３分間熱処理されるか、沸騰水槽内で還元剤ＤＴＴの存在下で３分間
熱処理される。その後タンパク質は、上記の実施例で記載の通り、抗アグリカンのＧ３領
域モノクローナル抗体又は抗フィブロネクチンモノクローナル抗体を使用したウェスタン
ブロット法のためメンブランに送られる。
【０１３９】
（結果）
　試料が熱又は還元剤で処理されない場合、ウェスタンブロット法は、抗アグリカンのＧ
３領域モノクローナル抗体及び抗フィブロネクチンモノクローナル抗体と免疫反応性の単
一の帯域を明らかにした。
　沸騰水槽内で３分間熱処理された試料の場合、ウェスタンブロット法は、抗アグリカン
のＧ３領域モノクローナル抗体及び抗フィブロネクチンモノクローナル抗体の単一の帯域
が分子量のより低い複数の帯域に分割されることを示した。このことは、フィブロネクチ
ンーアグリカン（Ｇ３）複合体の２量体構造が、フィブロネクチンモノマーとアグリカン
（Ｇ３）複合体へ部分的解離することと一貫性がある。
【０１４０】
　沸騰水槽内で還元剤ＤＴＴの存在下で３分間熱処理された試料の場合、ウェスタンブロ
ット法は、抗アグリカンのＧ３領域モノクローナル抗体及び抗フィブロネクチンモノクロ
ーナル抗体の単一の帯域が分子量のより低い複数の帯域に分割されることを示した。
このことは、フィブロネクチンーアグリカン（Ｇ３）複合体が分離したフィブロネクチン
及びアグリカン（Ｇ３領域）サブユニットに解離することと一貫性がある。さらにフィブ
ロネクチンは幾つかのペプチドに開裂され、それらペプチドはジスルフィド結合により一
体化される。
　この実施例は、フィブロネクチン及びアグリカン（Ｇ３領域）に対しポジティブな、帯
域のゲル転位特性は、熱及び還元により影響される可能性が有り、それは、タンパク質－
タンパク質複合体の解離と一貫性があることを示している。
【０１４１】
（実施例６．フィブロネクチンーアグリカン（Ｇ３）複合体のヒト椎間板痛のバイオマー
カーとしての試験）
　臨床的及びＸ線検査の特徴により腰髄核ヘルニアと診断された４５歳の女性が、椎間板
造影法により更に評価された。椎間板生成の程度はＰｈｉｒｒｍａｎｎスケールでＸ線検
査評価により決定された。疼痛に対する視覚的アナログ尺度（ＶＡＳ）も患者に対して測
定され、患者はＶＡＳ値５と報告した。ＶＡＳは１－１０の尺度であり、１は無痛、１０
は最も強度の強い疼痛を意味する。椎間板造影法に先立ち、ヒト椎間板の円板内空間が椎
間板空間洗浄法（方式６）により試料採取された。椎間板造影法の間、術間ＶＡＳ値がそ
れぞれの腰部椎間板のレベルに対して獲得される。表１に示されるように、バイオマーカ
ー複合体ＥＬＩＳＡは、変性に対する最大のＸ線検査目盛を示した腰部椎間板レベルと、
激しい術間疼痛尺度との両方に置いてポジティブであった。
【０１４２】
（表１）ＭＲＩ検査及び椎間板造影法を受ける疼痛を有する単一のヒト志願者の種々の腰
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部レベルにおける特性
【表１】

　この事例はヒト患者の円板内空間におけるフィブロネクチンーアグリカンタンパク質複
合体の存在は、臨床的疼痛、調和性の椎間板造影法、及びＭＲＩに関係することを示す。
これらのデータを図４に図示する。
【０１４３】
（実施例７．ＥＬＩＳＡキットのポジティブ対照）
　ＥＬＩＳＡキットのポジティブ対照を確立するため、ウシアグリカンが検査された。ウ
シアグリカンのヒトアグリカンに対する高い相同性に起因して、ウシアグリカンが軟骨か
ら公知の方法に従って精製された。その後精製されたアグリカンは、アグリカンを分解す
るマトリックスメタロプロテイナーゼＭＭＰ－９と生体内で温浸された。Ｇ３及びそのフ
ラグメントは、セファロース（登録商標）樹脂上に固定された抗アグリカンＧ３領域との
親和性色層分析によって精製された。溶出したアグリカンＧ３領域はヒトフィブロネクチ
ンと混合され複合体を形成した。開発されたＥＬＩＳＡは、ヒトフィブロネクチンとウシ
アグリカンＧ３との間で生体外で形成された複合体を検出した。同様の原理が高い相同性
を同様に有するウシ及びヒトフィブロネクチンに対し適用可能である。
フィブロネクチンもアグリカンＧ３領域も単体ではＥＬＩＳＡ検定法においてポジティブ
な信号を生成しなかった。従ってこれらはいずれもネガティブ対照として使用可能である
。
【０１４４】
図５は抗アグリカンＧ３抗体を捕獲に使用し、抗フィブロネクチン抗体を検知に使用した
ＥＬＩＳＡの直線性を示す。疼痛を有する１人の患者からのポジティブ試料がこの実験で
使用された。４５０ｎｍにおける初期光学密度（Ｏ．Ｄ.）が複合体ＥＬＩＳＡにより測
定された。この試料の連続的希釈が直線性研究において使用された。光学密度期待値は初
期測定値及び希釈要素から計算された。理想的条件では、この直線プロットは傾き１、ｙ
軸切片０で、かつＲ２＝１である。得られた値は傾き＝１．０９、Ｒ２＝０．９９であっ
た。
捕獲用の抗体は抗フィブロネクチンであり、かつ検知用抗体は抗アグリカンでありうるこ
とがわかる。
【０１４５】
（実施例８．関節鏡検査デブリードマンを受けた疼痛を有する膝からの滑膜液試料と、無
症候性対照膝との比較）
　滑膜関節における疼痛の存在のバイオマーカーとしてのフィブロネクチンーアグリカン
（Ｇ３）複合体の有用性を比較するため、関節鏡検査デブリードマンを受けた患者の疼痛
を有する膝からの滑膜液試料が、無症候性志願者からの膝の滑膜液と比較された。
（材料と方法）
　医療機関審査会の許可を得たのち、患者が症例管理連続設計に基づいて研究のため集め
られた。全ての患者は参加することにインフォームドコンセントを与えた。関節鏡手術を
受けた患者が個人開業の１つの膝外科医院から集められた。参入基準は、年齢３０－６９
、活動関連の膝疼痛、保存的対応の失敗（注射、治療）、機械的症候の存在（固定、キャ
ッチング、崩壊）、及び半月板裂傷に対するＭＲＩポジティブであった。除外基準は、高
エネルギー外傷又は骨折、炎症性関節炎、靭帯損傷、又は手術後３カ月以内の経口／関節
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内ステロイド注射である。
【０１４６】
　別の患者の組が、膝痛が無く、年齢適合人口統計を有する無症候性志願者から集められ
た。参入基準は、年齢３０－６９、膝痛が無い又は間欠性の膝痛の履歴の無いことである
。除外基準は、炎症性関節炎、経口／関節内ステロイド注射、滲出の存在、膝手術の履歴
、又は、膝の配列や安定性の身体的診察において正常値を逸脱していることである。
　各患者に対し関節内試料が以下のように採取された。
　吸引場所がグルコン酸クロルヘキシジンにより３重に準備され、吸引が前側から又は直
接横方向に無菌の１０ｃｃ注射器と２１ゲージｘ１．５インチ針で実施された。膝は１０
ｃｃの０．９％生理食塩水で洗浄され、その後洗浄液は注射器に回収された。洗浄液はプ
ロテアーゼ抑制因子混合物を含むエッペンチューブに分注され、その後輸送まで氷上に置
かれた。
　フィブロネクチンーアグリカン（Ｇ３）複合体に対する異種ＥＬＩＳＡ検定法（実施例
４で記載の通り）が、１：５の比率の希釈後各試料に対し実施された。
【０１４７】
（結果）
　１２の症候性膝と１０の無症候性膝がプロトコルに従って検定された。症候性グループ
の平均（＋／－標準偏差）光学密度（ＯＤ）は１．８２（＋／－０．５０）で、無症候性
対照グループは－０．１２（＋／－０．０７）であった。この差異はｔ検定（ｐが０．０
０１未満）により統計的に有意である。図６は症候性患者と無症候性対照のそれぞれの結
果を示す。
　この実施例は、フィブロネクチンーアグリカン（Ｇ３）複合体が、膝関節の滑膜液から
検定可能であり、履歴、身体検診及びＭＲＩスキャンで診断されたように関節内障害の存
在を予知するバイオマーカーとして機能可能であることを示している。
【０１４８】
（実施例９．１人のヒト患者において、疼痛を持つ膝からの滑膜液試料を反対側の無症候
性膝と比較）　
　滑膜関節における疼痛の存在のバイオマーカーとしてのフィブロネクチンーアグリカン
（Ｇ３）複合体の有用性を比較するため、疼痛を有する膝からの滑膜液試料が、反対側の
無症候性膝の滑膜液と比較された。この対の比較は不適合症例管理研究の患者間可変性を
無くす。
【０１４９】
（材料と方法）
　医療機関審査会の許可を得たのち、１人の患者が症例管理連続設計に基づいて研究のた
め集められた。全ての患者は参加することにインフォームドコンセントを与えた。患者は
４７歳の男性で一方の膝に活動関連の膝疼痛を有した。彼は保存的対応に失敗（注射、治
療）し、半月板裂傷に対するＭＲＩポジティブであった。どちらの膝にも骨折はなく、炎
症性関節炎、靭帯損傷、又は術後３カ月以内に痛む膝に対し経口／関節内ステロイド注射
がない。反対側の無症候性膝は有意の疼痛又は間欠的疼痛又は手術の履歴がない。無症候
性膝の検査は正常であり従前の手術の履歴は無い。
【０１５０】
　２つの関節内試料が実施例６で記載されたように獲得された：１つは疼痛を有する膝か
ら、他の１つは無症候性膝から。吸引液はプロテアーゼ抑制因子混合物を含むエッペンチ
ューブに分注され、その後輸送まで氷上に置かれた。
　フィブロネクチンーアグリカン（Ｇ３）複合体に対する異種ＥＬＩＳＡ検定法（実施例
４で記載の通り）が、１：１０の比率の希釈後各試料に対し実施された。
【０１５１】
（結果）
　　疼痛を有する膝の光学密度は４５０ｎｍ波長において２２．６８であった。無症候性
膝の光学密度は４５０ｎｍ波長において、ブランク値を差し引いた後１０進法２桁までの
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　この実施例は、単一のヒト患者の反対側の膝を検定することにより実験的に可変性を制
御する場合でも、フィブロネクチンーアグリカン（Ｇ３）複合体が、膝関節の滑膜液から
検定可能であり、履歴、身体検診及びＭＲＩスキャンで診断されたように関節内障害の存
在を予知するバイオマーカーとして機能可能であることを示している。
【０１５２】
（実施例１０．全関節形成法を受けている疼痛を有する膝からの滑膜液試料と無症候性膝
との比較）
　　滑膜関節における疼痛の存在のバイオマーカーとしてのフィブロネクチンーアグリカ
ン（Ｇ３）複合体の有用性を比較するため、全関節形成法を受けている疼痛を有する膝か
らの滑膜液試料が、無症候性志願者の膝の滑膜液と比較された。
【０１５３】
　　医療機関審査会の許可を得たのち、患者が症例管理連続設計に基づいて研究のため集
められた。全ての患者は参加することにインフォームドコンセントを与えた。全関節形成
法を受けている膝痛を有する患者が個人開業の１つの足膝外科医院から集められた。参入
基準は、年齢４０－７０、活動関連の膝疼痛、保存的対応の失敗（注射、治療）、変質性
関節症及び変形性関節炎に関するＸ線検査で明白なポジティブであった。除外基準は、急
性骨折、炎症性関節炎（例えばリウマチ性関節炎）、又は手術後３カ月以内の経口／関節
内ステロイド注射であった。
【０１５４】
　別の患者の組が、膝痛が無く、年齢適合人口統計を有する無症候性志願者から集められ
た。参入基準は、年齢３０－６９、膝痛が無い又は間欠性の膝痛の履歴の無いことである
。除外基準は、炎症性関節炎、経口／関節内ステロイド注射、又は、膝の配列や安定性の
身体的診察において正常値を逸脱していることである。
　各患者に対し関節内試料が以下のように採取された。
　吸引場所がグルコン酸クロルヘキシジンにより３重に準備され、吸引が前側から無菌の
１０ｃｃ注射器と２１ゲージｘ１．５インチ針で実施された。膝は１０ｃｃの０．９％生
理食塩水で洗浄され、その後洗浄液は注射器に回収された。洗浄液はエッペンチューブに
分注され、その後輸送まで氷上に置かれた。
　フィブロネクチンーアグリカン（Ｇ３）複合体に対する異種ＥＬＩＳＡ検定法（実施例
４で記載の通り）が、１：５の比率の希釈後各試料に対し実施された。
【０１５５】
（結果）
　４つの症候性膝と１つの無症候性膝がプロトコルに従って検定された。症候性グループ
の平均（＋／－標準偏差）光学密度（ＯＤ）は８．４（＋／－５．１）で、無症候性志願
者は０．０であった。
　この実施例は、フィブロネクチンーアグリカン（Ｇ３）複合体が、膝関節の滑膜液から
検定可能であり、履歴、身体検診及び単純Ｘ線スキャンで診断されたように関節内障害及
び変形性関節症の存在を予知するバイオマーカーとして機能可能であることを示している
。
【０１５６】
　特に定義されない限り、ここに使用される全ての技術的及び科学的用語は当業者に通常
理解される意味と同じ意味を持つ。ここに引用された文献はここに参照され採り入れられ
る。
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【手続補正書】
【提出日】平成22年8月12日(2010.8.12)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　フィブロネクチンーアグリカン複合体を検知するため、フィブロネクチン及びアグリカ
ンのそれぞれに対する特異結合パートナーを組合せて使用することにより、フィブロネク
チン及びアグリカンを含む試料から単離される、ことを特徴とするフィブロネクチン及び
アグリカンからなる単離された複合体。
【請求項２】
　前記複合体はアグリカン又はそのフラグメント、フィブロネクチン又はそのフラグメン
ト、又はそれらの組合せのＧ１，ＩＧＤ、Ｇ２，ＫＳ，ＣＳ１，ＣＳ２，又はＧ３領域を
有する、ことを特徴とする請求項１に記載の複合体。
【請求項３】
　前記複合体はフィブロネクチンのアグリカン結合フラグメントを含む、ことを特徴とす
る請求項１に記載の複合体。
【請求項４】
　前記フィブロネクチン及び前記アグリカンは遺伝子組み換え型、天然、又は合成、又は
それらの組合せである、ことを特徴とする請求項１に記載の複合体。
【請求項５】
　患者の脊椎の疼痛又は炎症を治療するための治療場所を識別する方法であって、
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ａ）１つ以上の生体試料を１つ以上の脊椎内の可能性のある治療場所から獲得するステッ
プと、
ｂ）脊椎疼痛の治療のため、前記治療場所からの１つ以上の生体試料において脊椎疼痛に
関連する１つ以上のバイオマーカーを有する治療場所を選択するステップと、
からなり、
　　ここにおいて前記１つ以上のバイオマーカーは、フィブロネクチン又はそのフラグメ
ントとアグリカン又はそのフラグメントとの複合体である、
　ことを特徴とする方法。
【請求項６】
　前記バイオマーカーは、アグリカン又はそのフラグメントのＧ３領域からなる、ことを
特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記１つ以上の生体試料は、洗浄、吸引、注入―吸引、生体組織検査、微小針吸引生検
、コア生検、内視鏡又は切開生検のグループから選択された１つの技術を使用して得られ
、
　ここにおいて前記試料は、硬膜外、椎間板間、椎間板外、小関節円板内の空間のグルー
プから選択された脊椎内の１つの空間から得られ、
　そして前記試料は、大後頭孔、尾、椎弓間、経皮、内視鏡、切開、前側、後ろ側又は横
方向のグループから選択された脊椎へのアプローチによって得られ、
　ここにおいて、吸引液、組織、又は液体試料は、注入生理食塩水、他の注入された水溶
液、注入された非水の液体又は溶液、滑膜液、髄核液、線維輪、硬膜外脂肪、骨、関節嚢
、靭帯、又は腱のリストから選択され、
　試料となった液体又は組織は、スポンジ、灯芯、綿球、縫合糸、親水性カテーテル、疎
水性カテーテル、又は中空内腔カテーテルのグループから選択された追加の吸収剤、吸着
剤、又は毛細官材料又はデバイスの助けにより獲得される、
　ことを特徴とする、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記１つ以上のバイオマーカーは、色層分析技術、結合検定法、免疫学的技術、または
質量分析法を使用して検知される、ことを特徴とする、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　前記治療場所は疼痛または炎症の発生源の場所である、ことを特徴とする、請求項５に
記載の方法。
【請求項１０】
　ある関節を患者の関節に関連する疼痛又は炎症を治療するための治療場所として識別す
る方法であって、
ａ）１つ以上の生体試料を、関節に関連する疼痛又は炎症を治療するため、前記患者の１
つ以上の関節内の可能性のある治療場所から獲得するステップと、
ｂ）１つ以上の生体試料において関節に関連する疼痛又は炎症に関連する１つ以上のバイ
オマーカーを有する関節を、関節に関連する疼痛又は炎症を治療する場所として選択する
ステップと、
からなり、
　　ここにおいて前記１つ以上のバイオマーカーは、フィブロネクチン又はそのフラグメ
ントとアグリカン又はそのフラグメントとの複合体である、
　ことを特徴とする方法。
【請求項１１】
　前記バイオマーカーは、フィブロネクチン又はそのフラグメントとアグリカンのＧ３領
域又はそのフラグメントとの複合体である、ことを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記１つ以上の生体試料は、洗浄、吸引、注入―吸引、生体組織検査、微小針吸引生検
、コア生検、内視鏡又は切開生検のグループから選択される１つの方法により獲得され、
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　ここにおいて、前記試料は、滑膜（即ち、可動関節）、半関節、関節癒合のリストから
選択される関節のクラスから獲得され、
　ここにおいて関節は、肩、肘、毛根、中手骨、指骨、肩鎖、胸鎖、肋骨、仙腸、腰、膝
、足根骨、中足骨の関節のグループから選択され、
　ここにおいて、吸引液、組織、又は液体試料は、注入生理食塩水、他の注入された水溶
液、注入された非水の液体又は溶液、滑膜液、髄核液、線維輪、硬膜外脂肪、骨、関節嚢
、靭帯、又は腱のリストから選択され、
　試料となった液体又は組織は、スポンジ、灯芯、綿球、縫合糸、親水性カテーテル、疎
水性カテーテル、又は中空内腔カテーテルのグループから選択された追加の吸収剤、吸着
剤、又は毛細官材料又はデバイスの助けにより獲得される、
　ことを特徴とする、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記１つ以上のバイオマーカーは、分離法、免疫学的技術、または質量分析法を使用し
て検知される、ことを特徴とする、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　前記治療場所は疼痛または炎症の発生源の場所である、ことを特徴とする、請求項１０
に記載の方法。
【請求項１５】
　試料内のフィブロネクチンーアグリカン複合体を検知するキットであって、
　フィブロネクチンーアグリカン複合体に結合する検知結合パートナーを含む容器と、
　フィブロネクチンーアグリカン複合体を検知するためのポジティブ対照と、
からなり、
　ここにおいて、前記ポジティブ対照は、請求項１に記載の複合体からなる、
ことを特徴とするキット。
【請求項１６】
　さらに捕獲結合パートナーを含み、前記捕獲結合パートナーは基質に拘束されている、
ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項１７】
　前記捕獲結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体内のアグリカンに結
合し、また、前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体内のフィ
ブロネクチンに結合する、ことを特徴とする請求項１６に記載のキット。
【請求項１８】
　前記捕獲結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体内のフィブロネクチ
ンに結合し、また、前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体内
のアグリカンに結合する、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項１９】
　前記捕獲結合パートナー及び前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカ
ン複合体上の異なるエピトープに結合する、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット
。
【請求項２０】
　前記捕獲結合パートナー及び前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカ
ン複合体上の同一のエピトープに結合する、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット
。
【請求項２１】
　同種の又は異種由来のフィブロネクチン及びアグリカン又はそれらのフラグメントの複
合体からなる、ポジティブ対照又は標準試料を有する、ことを特徴とする請求項１５に記
載のキット。
【請求項２２】
　第１の種がヒトである、ことを特徴とする請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
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　第２の種が、ウシ、ブタ、及びウマ又はヒトのフィブロネクチン又はアグリカン配列に
相同な配列を有するいかなる哺乳類を含むグループから選択される、ことを特徴とする請
求項２１に記載のキット。
【請求項２４】
　第１の種がヒトであり、第２の種がウシである、ことを特徴とする請求項２１に記載の
キット。
【請求項２５】
　前記複合体はアグリカン、そのフィブロネクチン結合フラグメント、又はそれらの組合
せのＧ１，ＩＧＤ、Ｇ２，ＫＳ，ＣＳ１，ＣＳ２，又はＧ３領域からなる、ことを特徴と
する請求項１５に記載のキット。
【請求項２６】
　前記複合体はフィブロネクチンのアグリカン結合フラグメントからなる、ことを特徴と
する請求項１５に記載のキット。
【請求項２７】
　前記フィブロネクチン及びアグリカンは遺伝子組み換え型の、天然の、又は合成の又は
それらの組合せである、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項２８】
　患者から生体試料を獲得するデバイスを更に有する、ことを特徴とする請求項１５に記
載のキット。
【請求項２９】
　病理又は傷害を示唆するフィブロネクチンーアグリカン複合体の基準レベルを更に有す
る、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項３０】
　前記検知結合パートナーは、フィブロネクチンーアグリカン複合体のエピトープに結合
する、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項３１】
　前記検知結合パートナーは、フィブロネクチン単独又はアグリカン単独には検知可能に
結合しない、ことを特徴とする請求項３０に記載のキット。
【請求項３２】
　前記捕獲結合パートナー及び前記検知結合パートナーは、抗体又はその抗原結合フラグ
メント、フィブロネクチンーアグリカン複合体に結合能力を有するフィブロネクチンーア
グリカン複合体受容体又はそのフラグメント、又はそれらの組合せ、からなるグループか
ら選択される、ことを特徴とする請求項１５に記載のキット。
【請求項３３】
　脊椎痛又は炎症を抑制又は減少させる方法であって、
　ａ）請求項５に記載の方法に従って脊椎内の治療場所を識別するステップと、
　ｂ）脊椎痛又は炎症を抑制又は減少させるため、前記治療場所に治療を施すステップと
、を有することを特徴とする方法。
【請求項３４】
　前記治療は、椎弓切開、椎弓切除、椎間板切除、微小椎間板切除、経皮椎間板切除、内
視鏡椎間板切除、レーザ椎間板切除、固定術、増殖注入療法、他の外科的減圧術、機器使
用又は不使用固定術による減圧術、モーションスペアデバイス、関節形成術、小関節形成
術、棘間デバイス、動的安定化デバイス、椎弓根ネジ、ロッド、フック、椎体間デバイス
、髄核交換又は増大デバイス、線維輪修復又は修復デバイス、ステロイド又は非ステロイ
ド抗炎症剤の投与、からなるグループから選択される、ことを特徴とする請求項３３に記
載の方法。
【請求項３５】
　脊椎痛又は炎症を抑制又は減少させる方法であって、
　患者の脊椎内のフィブロネクチンーアグリカン複合体を拮抗するため、効果的な量の選
択的フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬を必要とする患者に投与するステップを
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有する、ことを特徴とする方法。
【請求項３６】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬は、患者の脊椎内において、選択的に
フィブロネクチンーアグリカン複合体の形成を抑制又は減少させ、フィブロネクチンーア
グリカン複合体を解離させ、フィブロネクチンーアグリカン複合体の生体活性を抑制又は
減少させる、ことを特徴とする請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬がポリペプチドである、ことを特徴と
する請求項３５に記載の方法。
【請求項３８】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬が、フィブロネクチン、アグリカン又
はそれらのフラグメントから形成されるフィブロネクチンーアグリカン複合体のエピトー
プに結合する抗体からなる、ことを特徴とする請求項３５に記載の方法。
【請求項３９】
　前記抗体はフィブロネクチンーアグリカン複合体に選択的に結合し、かつ、フィブロネ
クチン単独又はアグリカン単独には検知可能に結合しない、ことを特徴とする請求項３８
に記載の方法。
【請求項４０】
　脊椎疼痛又は炎症を抑制又は減少させるため治療される脊椎円板を、必要とする患者に
おいて識別する方法であって、
　前記患者の２つ以上の脊椎円板内のフィブロネクチンーアグリカン複合体のレベルを決
定するステップと、
　治療の必要な脊椎疼痛又は炎症の無い患者の脊椎円板内のフィブロネクチンーアグリカ
ン複合体のレベルに比較して、増加、減少又は差異のあるフィブロネクチンーアグリカン
複合体レベルを有する脊椎円板を選択するステップと、
　を有することを特徴とする方法。
【請求項４１】
　フィブロネクチンのレベルは請求項５に記載の方法を使用して決定される、ことを特徴
とする請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　脊椎疼痛又は炎症の治療のための患者を選択する方法であって、
　前記患者から得られた脊椎試料をフィブロネクチンーアグリカン複合体について分析す
るステップと、
　フィブロネクチンーアグリカン複合体が前記脊椎試料内に検知された場合、前記患者を
脊椎痛の治療のため選択するステップと、
　を有することを特徴とする方法。
【請求項４３】
　前記脊椎試料は、洗浄、吸引、注入―吸引、生体組織検査、微小針吸引生検、コア生検
、内視鏡又は切開生検のグループから選択された１つの技術を使用して得られ、
　ここにおいて前記試料は、硬膜外、椎間板間、椎間板外、小関節円板内の空間のグルー
プから選択された脊椎内の１つの空間から得られ、
　そして前記試料は、大後頭孔、尾、椎弓間、経皮、内視鏡、切開、前側、後ろ側又は横
方向のグループから選択された脊椎へのアプローチによって得られ、
　ここにおいて、吸引液、組織、又は液体試料は、注入生理食塩水、他の注入された水溶
液、注入された非水の液体又は溶液、滑膜液、髄核液、線維輪、硬膜外脂肪、骨、関節嚢
、靭帯、又は腱のリストから選択され、
　試料となった液体又は組織は、スポンジ、灯芯、綿球、縫合糸、親水性カテーテル、疎
水性カテーテル、又は中空内腔カテーテルのグループから選択された追加の吸収剤、吸着
剤、又は毛細官材料又はデバイスの助けにより獲得される、
　ことを特徴とする、請求項４２に記載の方法。
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【請求項４４】
　脊椎痛又は関節痛又は炎症を減少させるのに効果的な量のフィブロネクチンーアグリカ
ン複合体拮抗薬を含む医薬組成物。
【請求項４５】
　関節関連痛又は炎症を抑制又は減少させる方法であって、
　ａ）請求項１２に記載の方法に従って、関節関連痛の治療場所としてある関節を識別す
るステップと、
　ｂ）関節関連痛又は炎症を抑制又は減少させるため、前記治療場所に治療を施すステッ
プと、を有することを特徴とする方法。
【請求項４６】
　前記治療は、外科的方法、又は、ステロイド又は非ステロイド抗炎症剤の投与からなる
グループから選択される、ことを特徴とする請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　関節関連痛又は炎症を抑制又は減少させる方法であって、
　患者の１つ以上の関節内のフィブロネクチンーアグリカン複合体を拮抗するため、効果
的な量のフィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬を必要とする患者に投与するステッ
プを有する、ことを特徴とする方法。
【請求項４８】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬は、患者の１つ以上の関節内において
、フィブロネクチンーアグリカン複合体の形成を抑制又は減少させ、フィブロネクチンー
アグリカン複合体を解離させ、フィブロネクチンーアグリカン複合体の生体活性を抑制又
は減少させる、ことを特徴とする請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬がポリペプチドである、ことを特徴と
する請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記フィブロネクチンーアグリカン複合体拮抗薬が、フィブロネクチン、アグリカン又
はそれらのフラグメントから形成されるフィブロネクチンーアグリカン複合体のエピトー
プに結合する抗体からなる、ことを特徴とする請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　前記抗体はフィブロネクチン又はアグリカンに比較して、フィブロネクチンーアグリカ
ン複合体に選択的に結合する、ことを特徴とする請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　試料内のフィブロネクチンーアグリカン複合体を検知するためのポジティブ対照として
使用される、フィブロネクチンとアグリカンの複合体からなる単離された複合体。
【請求項５３】
　前記複合体はアグリカン又はそのフラグメント、フィブロネクチン又はそのフラグメン
ト、又はそれらの組合せのＧ１，ＩＧＤ、Ｇ２，ＫＳ，ＣＳ１，ＣＳ２，又はＧ３領域を
有する、ことを特徴とする請求項５２に記載の複合体。
【請求項５４】
　前記複合体はフィブロネクチンのアグリカン結合フラグメントを含む、ことを特徴とす
る請求項５２に記載の複合体。
【請求項５５】
　前記フィブロネクチン及び前記アグリカンは遺伝子組み換え型、天然、又は合成、又は
それらの組合せである、ことを特徴とする請求項５２に記載の複合体。
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