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(57)【要約】
本開示は、新規SLEバイオマーカーを提供する。本開示
はさらに、新規SLEバイオマーカーを利用することによ
って、疾患を有する対象を診断、予後を判定、および分
類するキットおよび方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a）Regulated and Normal T Cell Expressed and Secreted（RANTES）に特異的に結合
する第一の抗体；
　b）RANTESに特異的に結合する第二の抗体；
　c）ヒト抗体に特異的に結合する第三の抗体；および
　d）トランスグルタミナーゼを含む精製抗原
を含むキット。
【請求項２】
　全身性エリテマトーデス（SLE）を有する1人または複数の対象の血清を含む陽性対照を
さらに含む、請求項1記載のキット。
【請求項３】
　抗体の少なくとも1つがモノクローナル抗体である、請求項1記載のキット。
【請求項４】
　RANTESに特異的に結合する抗体の両方がモノクローナル抗体であり、各々が異なるエピ
トープに結合する、請求項1記載のキット。
【請求項５】
　ヒト抗体に特異的に結合する抗体が、ヒト抗体の結晶化可能領域断片に結合する、請求
項1記載のキット。
【請求項６】
　RANTESに特異的に結合する抗体の1つおよびヒト抗体に特異的に結合する抗体が検出可
能に標識される、請求項1記載のキット。
【請求項７】
　検出可能な標識が酵素を含む、請求項6記載のキット。
【請求項８】
　抗体が異なるように標識される、請求項6記載のキット。
【請求項９】
　検出可能な標識が蛍光標識である、請求項6記載のキット。
【請求項１０】
　第一、第二、および第三の抗体が各々異なる容器に存在する、請求項1記載のキット。
【請求項１１】
　a）3つの抗体および精製抗原を、血清を含む対象の試料に接触させる段階であって、最
初の2つの抗体がRANTESに特異的に結合し、第三の抗体がヒト抗体に特異的に結合し、な
らびに精製抗原がトランスグルタミナーゼであり、該接触の前に3つの抗体および精製抗
原がキットに存在する段階；
　b）3つの抗体の結合の有無を検出して、それによって結合レベルを決定する段階；
　c）結合レベルを対照結合レベルと比較する段階であって、対照結合レベルが、全身性
エリテマトーデス（SLE）を有しない対象の血清を含む対照試料に由来し、結合レベルと
対照結合レベルの差がSLEの診断指標である、段階；
　d）免疫抑制療法を施す段階、
を含む方法。
【請求項１２】
　RANTESポリペプチドに特異的に結合する抗体の1つおよびヒト抗体に特異的に結合する
抗体が標識される、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　抗体が異なるように標識される、請求項12記載の方法。
【請求項１４】
　標識が蛍光である、請求項13記載の方法。
【請求項１５】
　試料を提供する段階をさらに含む、請求項11記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連出願
　本出願は、その内容が参照により本明細書に組み入れられる、2012年3月6日に提出され
た、「全身性エリテマトーデスのためのバイオマーカー」と題する米国特許仮出願第61/6
07,422号の提出日の恩典を主張する。
【０００２】
背景
　全身性エリテマトーデス（SLEまたは「狼瘡」）は、心臓、関節、皮膚、肺、血管、肝
臓、腎臓および神経系を含む多数の臓器に罹患しうる自己免疫障害である。患者によって
持続および効果が異なる多様な症状のために、SLEの診断は難しくなりうる。この難しさ
のために、狼瘡は診断を誤れば致死性の疾患となりうる。SLEは、主に非ヨーロッパ系の
子孫の女性に罹患して、米国では250,000人を超える患者に罹患していると推定されてい
る。SLEの症状は免疫抑制治療によって管理することができるが、現状では治癒しない。
【０００３】
　現在、SLEに関していくつかの臨床マーカーが存在するが、これらのマーカーは、感度
および特異性が不良であり、その有効性が制限される。SLE診断の複雑さ、影響を及ぼす
集団の広さ、ならびに利用可能なおよび開発中の処置の数を考慮すると、患者の生存およ
びクオリティオブライフを改善するために適切な処置を施すことができるように、診断の
ためおよび患者の試料をよりよく分類するためのいずれにとっても有効なバイオマーカー
が必要である。
【発明の概要】
【０００４】
　本明細書において、SLEを検出および診断する方法を提供するバイオマーカーおよび方
法が開示される。
【０００５】
簡単な概要
　現在、単独でSLEの診断を確立する試験はない。医師がSLE診断の精度を改善するのを助
けるために、全米リウマチ学会（American Rheumatism Association）によって11個の基
準が確立された。これらの11個の基準は、SLEの患者において観察される多様な症状に密
接に関連している。患者がこれらの基準の4個またはそれより多くを有する場合、SLEの診
断が強く示唆される。しかし、SLEを有することが疑われる何人かの患者は、確定診断に
とって十分な基準を決して示さない可能性がある。わずか数ヶ月または数年の観察後に十
分な証拠を蓄積する患者もある。それでもなおSLEの診断は、何らかの状況においてこれ
らの古典的基準をごくわずかしか有しない患者においても行われうる。これらの患者の中
で、何人かは後に他の基準を示しうるが、多くの患者は決して示さない。
【０００６】
　SLEの診断のために通常用いられる11個の基準は、顔の頬の上の骨または「蝶形」の紅
斑；円板状皮疹；光線過敏症；粘膜潰瘍；関節炎；胸膜炎／心膜炎；腎臓の異常；急発作
（痙攣）および／または精神病；血球数異常；免疫障害；および抗核抗体陽性である。
【０００７】
　これらの基準は、狼瘡を他の関連する自己免疫疾患と区別するそれらの特徴の有用なリ
マインダーとして役立つものの、それらはやむを得ず誤りに陥りがちである。
【０００８】
　したがって、いくつかの態様において、a）表IIもしくはIIIの抗原またはエピトープを
含むその断片を含む標的抗原；およびb）標的抗原に対する試験試料中の1つまたは複数の
分子の結合を検出する手段を含む、SLEを診断するためのキットが提供される。
【０００９】
　もう1つの態様において、本開示は、a）サイトカインに特異的に結合する1つまたは複
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数の親和性試薬を試験試料に接触させる段階、b）ヒト抗体に特異的に結合する親和性試
薬を試験試料に接触させる段階であって、ヒト抗体が、表IIもしくは表IIIに見いだされ
るポリペプチドまたはヒト抗体によって認識されるエピトープを含むその断片のいずれか
1つに結合する段階、b）イムノアッセイを用いて親和性試薬の1つまたは複数の結合を検
出する段階、c）イムノアッセイを用いて、SLEを有しない対照個体の試料における結合を
検出する段階、およびd）試験試料において見いだされた検出可能な結合を、SLEを有しな
い対照の個体の試料の結合と比較する段階であって、対照と比較して試験試料における検
出可能なシグナルがより大きければSLEであることが示される段階を含む、SLEを有するこ
とが疑われる個体における全身性エリテマトーデス（SLE）を診断する方法を提供する。
いくつかの態様において、イムノアッセイは、Protoplex免疫応答アッセイである。
【００１０】
　もう1つの態様において、a）表IIもしくはIIIまたはエピトープを含むその断片の1つも
しくは複数の標的抗原；b）1つより多くの親和性試薬；およびc）SLEを有することが疑わ
れる個体の試験試料、を含む混合物が開示される。
【００１１】
　さらなる態様は、サイトカインならびに表IIおよびIIIの抗原を利用して、SLEを有する
対象の予後を判定して分類する方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】十分に確立されたNovex抗原検出イムノアッセイに関するPROTOPLEX（商標）免疫
応答アッセイの設計の概略図である。
【図２】各抗原に関して計算した免疫応答のp値および発生率のグラフである（点＝公知
のSLEマーカー；同心円を有する点＝新規マーカー）。20％より高い発生率を示した信頼
性の高い応答は、四角の枠の中である。
【図３】PROTOPLEX（商標）免疫応答アッセイを用いて、対応する免疫応答に関して特徴
を調べた15個の新規SLE抗原の表である。SLE試料および対照に関する応答の発生率を計算
した。M統計量を用いて有意性を計算した。
【図４】SLEバイオマーカーRo52（A）、RNP複合体（B）、EIF2C1（C）、およびHMGN1（D
）の感度（y-軸）および特異性（x-軸）に関する一連のグラフである。各マーカーに関し
て曲線下面積（AUC）を計算した。
【図５】新規（A）、確立された（B）、および両者を合わせたSLEマーカー（C）の感度お
よび特異性を示す一連の格子状の表である。
【図６】健康な対照およびSLEと診断された個体の試験したヒト血清試料177例における血
清中サイトカインレベルの分布を示す。
【図７】健康な対照およびSLEと診断された個体のヒト血清試料177例における特定のタン
パク質に対する血清中抗体レベルの分布を示す。
【図８】一連のマッチング行列である（「混同行列」とも呼ばれる）。これらの行列は、
SLE予測パネルを強調する（A、サイトカイン；B、同定された特定のタンパク質に対する
抗体；およびC、サイトカインと同定された特定のタンパク質に対する抗体との併用）。
公知の診断起源の血清を、サイトカイン濃度または明記された抗原に対する抗体レベルに
関して分析した。真の陽性（左上）および真の陰性（右下）は、各パネルに記入される予
測値に対応する。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
詳細な説明
　本開示は、全身性エリテマトーデス（SLE）を高度に示し、それによって個体がSLEに罹
っているか否かをより正確に評価することができるバイオマーカーおよびバイオマーカー
パネルを提供する。さらに、開示のバイオマーカーパネルは、SLEを有する個体と別の疾
患を有する個体とを識別することができる。たとえば、本明細書において開示されるバイ
オマーカーパネルを用いて、SLEと、クローン病、リウマチ性関節炎および多発性硬化症
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などの他の疾患とを識別することが可能である。それゆえ、開示のバイオマーカーパネル
は、SLEの診断において用いられうる。
【００１４】
　SLEは、核自己抗原に対する自己抗体の産生および血液中の免疫複合体を特徴とする全
身性の自己免疫疾患である。これにより、皮膚、関節、腎臓、および中枢神経系を含む様
々な臓器または系に対する損傷が起こる。SLEの臨床症状は多様でありえて、糸球体腎炎
、皮膚炎、血栓症、血管炎、急発作、および関節炎を含みうる。臨床症状がこのように不
均一であるために、SLEを正確に早期に同定することは難題である。
【００１５】
　したがって、本開示は、部分的に、1つまたは複数のサイトカインを捕捉および／また
は検出するための親和性試薬と、生物試料中の特定の抗原を認識する1つまたは複数の抗
体とを組み合わせるキット、およびその使用法を提供する。サイトカインの検出と、特定
の抗原を認識する抗体の検出とを組み合わせると、SLEと高度に相関する。
【００１６】
　本明細書における「親和性試薬」、「結合リガンド」、「捕捉結合リガンド」、「捕捉
結合種」、「捕捉プローブ」、または「捕捉リガンド」とは、標的被検体もしくは標的種
の存在を検出するため、または標的被検体もしくは標的種を相対的もしくは絶対的に定量
するために用いられ、標的被検体もしくは標的種に結合する化合物を意味する。結合リガ
ンドは、詳しくは以下にさらに考察されるように抗体またはその断片を含むタンパク質を
含む。
【００１７】
　一般的に、捕捉結合リガンドによって、標的種または標的配列を、本明細書においてさ
らに記述される検出目的のために固相支持体に結合させることができる。捕捉結合リガン
ドに対する標的種の結合は、直接または間接的でありうる。
【００１８】
　いくつかの態様において、本開示は、サイトカインを捕捉および／または検出するため
の第一および第二の親和性試薬、ならびに表IIまたは表IIIに開示されるポリペプチドま
たはその断片に特異的に結合する抗体を捕捉および／または検出するための親和性試薬を
混合する段階を含む、キットおよびその使用法を提供する。
【００１９】
　「サイトカイン」は、他の細胞の機能に影響を及ぼす任意の分泌型ポリペプチドであり
、免疫応答または炎症反応における細胞間の相互作用を調節する分子である。サイトカイ
ンは、それらを産生する細胞によらず、モノカイン、ケモカイン、およびリンフォカイン
を含むがこれらに限定されるわけではない。例として、モノカインは一般的に、マクロフ
ァージおよび／または単球などの単核球によって産生および分泌されると言われるが、ナ
チュラルキラー細胞、線維芽細胞、好塩基球、好中球、内皮細胞、脳星細胞、骨髄間質細
胞、表皮ケラチノサイト、およびBリンパ球などの他の多くの細胞がモノカインを産生す
る。リンフォカインは、一般的に、リンパ球によって産生されると言われる。
【００２０】
　サイトカインの例には、Regulated and Normal T Cell Expressed and Secreted（RANT
ES）、上皮細胞増殖因子（EGF）、インターロイキン-2（IL-2）、インターロイキン-15（
IL-15）、ヒト成長因子（HGF）、インターロイキン-7 （IL-7）、マクロファージ炎症タ
ンパク質-1α（MIP-1α）、エオタキシン、インターロイキン-17（IL-17）、インターフ
ェロン-α（IFN-α）、インターロイキン-8（IL-8）、マクロファージ炎症タンパク質-1
β（MIP-1β）、塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）、インターロイキン-4（IL-4）、イ
ンターフェロン-γ誘導タンパク質10（IP-10）、インターフェロン-γ（IFN-γ）、イン
ターロイキン-10（IL-10）、顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）、インターロイキン-5（I
L-5）、単球走化性タンパク質-1（MCP-1）、インターロイキン-12（IL-12）、腫瘍壊死因
子-α（TNF-α）、顆粒球-マクロファージコロニー刺激因子（GM-CSF）、インターロイキ
ン-6（IL-6）、γインターフェロン誘導モノカイン（MIG）、インターロイキン-1β（IL-
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1β）、インターロイキン-13（IL-13）、および血管内皮増殖因子（VEGF)）、およびregu
lated and normal T cell expressed and secreted（RANTES）が挙げられるがこれらに限
定されるわけではない。
【００２１】
　いくつかの態様において、1つまたは複数の親和性試薬が特異的に結合するサイトカイ
ンは、RANTESである。ケモカイン（C-Cモチーフ）リガンド5（CCL5）とも呼ばれるRANTES
は、ヒトにおいてccl5遺伝子によってコードされるタンパク質である。Schlecker et al.
 (2012)。RANTESのポリペプチド配列は、SEQ ID NO: 1に提供され、GenBankアクセッショ
ン番号NP_002976.2として掲載される。
SEQ ID NO:1（RANTES）

【００２２】
　いくつかの態様において、1つまたは複数の親和性試薬は抗体である。「抗体」は、1つ
の免疫グロブリン遺伝子もしくは複数の免疫グロブリン遺伝子によって実質的にコードさ
れるポリペプチド、またはエピトープに特異的に結合および認識するその断片を意味する
。一般に認められる免疫グロブリン遺伝子は、κおよびλ軽鎖定常領域遺伝子、α、γ、
δ、ε、およびμ重鎖定常領域遺伝子、ならびに無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子を
含む。たとえば抗体は、インタクト抗体として、または様々なペプチダーゼによる消化に
よって産生された十分に特徴が調べられた多数の断片として存在する。これには、たとえ
ばFab'およびF(ab')2断片が挙げられる。
【００２３】
　このように、いくつかの態様において、RANTESに特異的に結合する第一および第二の抗
体、ならびに表IIおよびIIIに提供されるポリペプチドまたはその断片のいずれか1つに特
異的に結合する抗体に特異的に結合する第三の抗体を含む、キットおよびその使用法が提
供される。
【００２４】
　抗体という用語はまた、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体を含む。本明細
書において用いられる「ポリクローナル抗体」および「複数のポリクローナル抗体」とい
う用語は、同じ抗原上のいくつかの異なるエピトープに結合するかまたは反応することが
できる抗体分子の不均一な混合物を意味する。免疫した動物の血液、乳汁、初乳、または
卵から単離されたポリクローナル抗体調製物は典型的に、標的抗原に対して特異的な抗体
に加えて、標的抗原に対して特異的でない抗体を含む。このように、本明細書において用
いられる「ポリクローナル抗体」という用語は、特定の抗原に対して特異的な抗体が、た
とえば抗原アフィニティクロマトグラフィーによって濃縮されている抗体調製物、および
そのように濃縮されていない調製物の両方を意味する。
【００２５】
　したがって、いくつかの態様において、1つまたは複数の抗体は、ポリクローナル抗体
または抗体調製物である。他の態様において、1つまたは複数の抗体はモノクローナル抗
体である。「モノクローナル」抗体は、1つのハイブリドーマ（またはそのクローン）も
しくは他の細胞株によって、またはトランスジェニック動物によって産生される抗体を意
味し、そのためモノクローナル抗体は典型的に抗原上の1つのエピトープを認識する。モ
ノクローナル抗体組成物は、特定のエピトープに対して1つの結合特異性を示す。
【００２６】
　抗体という用語はまた、抗体全体の修飾によって産生された抗体断片、または組み換え
DNA方法論を用いてデノボで合成された抗体断片を含む。抗体は、二重特異性抗体、ミニ
ボディ、ドメイン抗体、合成抗体（時に、本明細書において「抗体模倣体」と呼ばれる）
、キメラ抗体、ヒト化抗体、抗体融合体（時に、「抗体コンジュゲート」と呼ばれる）、
および各々の断片をそれぞれ含むがこれらに限定されるわけではない多様な構造でありう
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る。
【００２７】
　いくつかの態様において、自己抗体の結晶化可能領域断片に特異的に結合する抗体が提
供される。抗体の「結晶化可能領域断片」、「Fc領域」、「Fcドメイン」、「Fc」部分は
、1つまたは複数の重鎖定常領域ドメイン、CH1、CH2、およびCH3を含むが重鎖可変領域を
含まない免疫グロブリン重鎖のその部分を意味する。
【００２８】
　他の態様において、抗体軽鎖の定常領域（κおよび／またはλ）に特異的に結合する抗
体が提供される。
【００２９】
　「自己抗体」とは、対象において本来存在するエピトープに向けられて、それに特異的
に結合する、対象の免疫系によって産生される抗体を意味する。
【００３０】
　いくつかの態様において、対象はヒトであり、ヒトにおいて本来存在するエピトープに
特異的に結合する抗体が検出される；すなわち、検出される抗体は自己抗体であり、自己
抗体が結合する抗原は自己抗原である。このため、いくつかの態様において、RANTESに特
異的に結合する第一および第二の抗体と、ヒト自己抗体に特異的に結合する第三の抗体と
を含むキットおよびその使用法が提供される。いくつかの態様において、第三の抗体は、
表IIおよびIIIに提供されるポリペプチドまたはその断片のいずれか1つに特異的に結合す
る抗体に特異的に結合する。
【００３１】
　相補性決定領域（CDR）とも呼ばれる抗体超可変領域はまた、抗体の抗原結合部位、ま
たはより詳しくはエピトープ結合部位の形成に寄与する。「エピトープ」は、パラトープ
として知られる抗体分子の可変領域における特異的結合部位と相互作用する決定基である
。エピトープは、アミノ酸または糖側鎖などの分子群であり、通常、特異的構造特徴なら
びに特異的電荷特徴を有する。1つの抗原は、1つより多くのエピトープを有しうる。
【００３２】
　エピトープは、コンフォメーショナルエピトープまたは線形エピトープのいずれかであ
りうる。コンフォメーショナルエピトープは、線形のポリペプチド鎖の異なるセグメント
からの空間的に近接したアミノ酸によって産生される。線形エピトープは、ポリペプチド
鎖における隣接するアミノ酸残基によって産生されるエピトープである。
【００３３】
　コンフォメーショナルおよび非コンフォメーショナルエピトープは、変性溶媒の存在下
ではコンフォメーショナルエピトープに対する結合が失われるが、非コンフォメーショナ
ルエピトープに対する結合は失われないという点において識別されうる。エピトープは典
型的に、独自の空間的コンフォメーションで少なくとも3個、およびより通常少なくとも5
個または8～10個のアミノ酸を含む。1つの抗体が標的抗原に対するもう一つの抗体の結合
を遮断できること、たとえば「ビニング」を示す、同じエピトープを認識する抗体は、単
純なイムノアッセイにおいて確認することができる。
【００３４】
　本明細書において用いられる「抗原」は、それに対してBリンパ球を伴う免疫応答が生
成されうる、核酸、脂質、炭水化物、プロテオグリカン、リボヌクレオタンパク質複合体
、タンパク質複合体、タンパク質、糖タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、脂質、糖脂
質、およびそのような分子の本来存在するまたは合成による（インビトロ）修飾体などの
分子を意味する。各々の抗原に関して、1つより多くのエピトープが存在する。
【００３５】
　本明細書において用いられる、「標的抗原」とは、対象の試料中の抗体の存在、非存在
、または量を決定するために用いられる、タンパク質、またはタンパク質の免疫反応性を
有するその一部、断片、変種、イソ型、そのプロセシング産物を意味する。「試験抗原」
は、標的抗原として用いられるか否かに関して評価されるタンパク質である。それゆえ、
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試験抗原は、試験集団の一部がそれに対して反応性の抗体を有するか否かを決定するため
に用いられる候補標的抗原またはタンパク質である。
【００３６】
　「標的抗原」および「試験抗原」という用語の使用は、完全な野生型成熟タンパク質を
含むことを意味するか、または同様に標的抗原、試験抗原、もしくは抗原が、試験試料の
1つもしくは複数の抗体に対する参照タンパク質の特異的結合特徴を保持もしくは保有す
る、表記のタンパク質の前駆体、プロセシング型（タンパク質分解によるプロセシング型
または他の切断型）、非プロセシング型、翻訳後修飾型、または化学修飾型も示しうる。
タンパク質は、たとえば、異常なプロセシング、切断または分解、アミノ酸残基の酸化、
異型グリコシル化パターン等を含む、正常な細胞によって産生されるタンパク質において
典型的に見いだされない1つまたは複数の修飾を有しうる。「標的抗原」または「試験抗
原」という用語の使用はまた、参照タンパク質のスプライスイソ型もしくは対立遺伝子変
種を含むか、または「標的抗原」および「試験抗原」が、試験試料の1つまたは複数の自
己抗体に対する参照タンパク質の免疫反応性を保持または保有する限り、参照タンパク質
の配列変種でありうる。「標的抗原」および「試験抗原」という用語の使用は、参照タン
パク質の抗体結合特異性を有する参照タンパク質の断片（「抗原性断片」）を含む。
【００３７】
　本明細書において用いられる「タンパク質」という用語は、完全長のタンパク質、タン
パク質の一部、またはペプチドを意味する。タンパク質は、より大きいタンパク質の断片
化を介して産生されうるか、または化学合成されうる。タンパク質は、たとえば、細菌、
酵母、昆虫細胞、および哺乳動物細胞などの、しかしこれらに限定されるわけではない種
における組み換え型過剰発現によって調製されうる。本発明のタンパク質マイクロアレイ
に配置されるタンパク質は、たとえば精製および／または固定を助けるために少なくとも
1つのアフィニティタグとの融合タンパク質でありうる。本発明のある局面において、少
なくとも2個のタグがタンパク質に存在し、その1つは精製を助けるために用いることがで
き、他の1つは、固定を助けるために用いることができる。ある説明的な局面において、
タグはHisタグ、GSTタグ、またはビオチンタグである、タグがビオチンタグである場合、
市販の試薬（Invitrogen, Carlsbad, Calif.）を用いて、タグをインビトロまたはインビ
ボでタンパク質に会合させることができる。タグがインビトロでタンパク質に会合してい
る局面では、Bioeaseタグ（Invitrogen, Carlsbad, Calif.）を用いることができる。
【００３８】
　本明細書において用いられる、「ペプチド」、「オリゴペプチド」、および「ポリペプ
チド」という用語は、本明細書においてタンパク質と互換的に用いられ、ペプチド結合に
よって連結された隣接アミノ酸の配列を意味する。本明細書において用いられる、「タン
パク質」という用語は、タンパク質のアミノ酸の修飾を含む翻訳後修飾を同様に含むこと
ができ、およびアミノ酸骨格ではない化学基または生体分子の付加を含みうるポリペプチ
ドを意味する。この用語は、1つまたは複数のアミノ酸残基が、対応する天然起源のアミ
ノ酸のアナログまたは模倣体であるアミノ酸ポリマー、ならびに天然起源のアミノ酸ポリ
マーに適用される。ポリペプチドを、たとえば炭水化物残基を付加することによって修飾
して、糖タンパク質を形成することができる。「ポリペプチド」、「ペプチド」、および
「タンパク質」という用語は、糖タンパク質ならびに非糖タンパク質を含む。
【００３９】
　本明細書において用いられるポリペプチドまたはタンパク質の「変種」は、参照ポリペ
プチドまたはタンパク質から1つまたは複数のアミノ酸が変化しているアミノ酸配列を意
味する。好ましくは、ポリペプチドの変種は、少なくとも15個のアミノ酸の配列に関して
、参照タンパク質と少なくとも60％の同一性を有する。より好ましくは、ポリペプチドの
変種は、少なくとも15個のアミノ酸の配列に関して、参照タンパク質と少なくとも70％同
一である。タンパク質変種はたとえば、少なくとも15個のアミノ酸の配列に関して参照ポ
リペプチドと少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも95％、または少なくとも99％
同一でありうる。本発明のタンパク質変種はたとえば、少なくとも20個のアミノ酸の配列
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に関して、参照ポリペプチドと少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも95％、また
は少なくとも99％同一でありうる。変種は、置換されたアミノ酸が類似の構造または化学
特性（たとえば、ロイシンをイソロイシンに置換）を有する「保存的変化」を有しうる。
変種はまた、「非保存的」変化（たとえば、グリシンのトリプトファンへの置換）を有し
うる。類似の軽微な変化はまた、アミノ酸の欠失、または挿入、または両方を含みうる。
【００４０】
　特定の抗原またはエピトープに対して「特異的結合」または「特異的に結合する」また
は「特異的である」とは、非特異的相互作用とは測定可能に異なる結合を意味する。特異
的結合は、たとえば一般的に結合活性を有しない類似の構造の分子である対照分子の結合
と比較して分子の結合を決定することによって測定することができる。たとえば、特異的
結合は、標的と類似である対照分子との競合によって決定することができる。
【００４１】
　特定の抗原またはエピトープに対する特異的結合は、たとえば特定の抗体-抗原相互作
用の解離定数を意味する、抗原またはエピトープのKDが、少なくとも約10-4 M、少なくと
も約10-5 M、少なくとも約10-6 M、少なくとも約10-7 M、少なくとも約10-8 M、少なくと
も約10-9 M、少なくとも約10-10 M、少なくとも約10-11 M、少なくとも約10-12 Mまたは
それ以上である抗体によって示されうる。典型的に、抗原に特異的に結合する抗体は、抗
原またエピトープと比較して対照分子に関して20倍、50倍、100倍、500倍、1000倍、5000
倍、10000倍またはそれより高いKDを有するであろう。
【００４２】
　同様に、特定の抗原またはエピトープに対する特異的結合は、たとえば、特定の抗体-
抗原相互作用の結合定数を意味する、抗原またはエピトープのKAまたはKaが、対照と比較
してエピトープに関して少なくとも20倍、50倍、100倍、500倍、1000倍、5,000倍、10,00
0倍、またはそれより高い抗体によって示されうる。
【００４３】
　タンパク質またはペプチドについて言及する場合の、抗体に「選択的に結合する」また
は「選択的に免疫反応する」という表現は、タンパク質および他の生物学的物質の不均一
な集団においてタンパク質の存在を決定する結合反応を意味する。このため、指定された
イムノアッセイ条件では、明記された抗体は、特定のタンパク質にバックグラウンドの少
なくとも2倍で結合して、試料中に存在する他のタンパク質に有意な量で実質的に結合し
ない。たとえば、固相ELISAイムノアッセイは、タンパク質と特異的に免疫反応性である
抗体を選択するためにルーチンで用いられる（たとえば、特異的免疫反応性を決定するた
めに用いることができるイムノアッセイフォーマットおよび条件の説明に関しては、Harl
ow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (1988)を参照されたい）。典型的に、特
異的または選択的反応は、バックグラウンドシグナルまたはノイズの少なくとも2倍であ
り、より典型的にバックグラウンドの10倍より上から100倍であろう。
【００４４】
　いくつかの態様において、RANTESに特異的に結合する第一および第二の抗体、表IIおよ
びIIIに提供されるタンパク質またはその断片のいずれかに特異的に結合するヒト抗体に
特異的に結合する第三の抗体、ならびに精製抗原を含む、キットおよびその使用法が提供
される。他の態様において、ヒト抗体は自己抗体である。
【００４５】
　他の態様において、RANTESに結合する第一および第二の抗体がモノクローナル抗体であ
り、第一および第二の抗体が別個のエピトープを認識する、キットおよびその使用法が提
供される。
【００４６】
　本明細書において用いられる「精製された」および「単離された」という用語は、同意
語であり、他の成分を実質的または本質的に含まない材料を意味する。たとえば、1つの
態様において、組み換え型タンパク質は、クローニング反応または固相合成において用い
られる他の成分を含まない場合、単離または精製されており、単離または精製は一般的に
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、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、質量分析、または高速液体クロマトグラフィー（HP
LC）などの分析化学技術を用いて決定される。1つの態様において、本発明のポリヌクレ
オチド、タンパク質、またはペプチドは、それが調製物に存在する主な種である場合、単
離されていると見なされる。本発明の精製タンパク質、ペプチド、または核酸分子は、調
製物に存在する高分子種の約80％より多く、存在する高分子種の約90％より多く、存在す
る高分子種の約95％より多く、存在する高分子種の約96％より多く、存在する高分子種の
約97％より多く、存在する高分子種の約98％より多く、存在する高分子種の約99％より多
くを表す。
【００４７】
　いくつかの態様において、トランスグルタミナーゼである精製抗原が提供される。「ト
ランスグルタミナーゼ」は、遊離のアミン基と、タンパク質またはペプチド結合したグル
タミンのγカルボキサミド基のあいだの共有結合の形成を触媒する酵素ファミリーを意味
する。トランスグルタミナーゼファミリーメンバーは、第XIII因子、ケラチノサイトトラ
ンスグルタミナーゼ、組織トランスグルタミナーゼ、上皮トランスグルタミナーゼ、前立
腺トランスグルタミナーゼ、TGM X、TGM Y、TGM Z、および赤血球バンド4.2を含む。Kors
grenらは、赤血球バンド4.2、モルモット肝トランスグルタミナーゼ、およびヒト第XIII
因子のAサブユニットのアミノ酸配列、ならびに赤血球バンド4.2の核酸配列を記述してい
る。Proc. Nat'l Acad. Sci. USA (1990) 87:613-617。これらの各々のアミノ酸配列は以
下のとおりである。
SEQ ID NO:2（赤血球バンド4.2）

SEQ ID NO:3（モルモット肝トランスグルタミナーゼ）

SEQ ID NO:4（第XIII因子Aサブユニット）

【００４８】
　いくつかの態様において、RANTESに特異的に結合する第一および第二の抗体と、トラン
スグルタミナーゼに特異的に結合するヒト抗体に特異的に結合する第三の抗体を含むキッ
トおよびその使用法が提供される。いくつかの態様において、ヒト抗体は、モルモット肝
トランスグルタミナーゼに特異的に結合する。他の態様において、ヒト抗体は、モルモッ
ト肝トランスグルタミナーゼエピトープに特異的に結合する。
【００４９】
アレイ
　本開示は、SLEに関連する反応性を有する抗体の同定に部分的に基づく。健康な個体な
らびに自己免疫疾患を有する患者の血清試料を、多数のSLE特異的バイオマーカーを同定
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するために、以下により詳細に記述されるPROTOARRAY（商標）ヒトタンパク質マイクロア
レイ（Invitrogen Corporation, Carlsbad, Calif.）においてプロファイルを調べた。タ
ンパク質の量がより少なくて済むこと、ネイティブのコンフォメーション、および昆虫細
胞由来翻訳後修飾を含むアレイの完璧な内容により、SLEに関連することがこれまで知ら
れていなかったバイオマーカーの同定が可能となった。
【００５０】
　これらのバイオマーカーを含むマイクロアレイ、または他のアッセイフォーマットは、
患者の試料中でバイオマーカーに結合する抗体の存在を検出することができ、それによっ
て疾患の診断およびモニタリングが可能となる。マイクロアレイまたは他のアッセイは、
SLEに関連するバイオマーカーなどの、特異的バイオマーカーまたは特異的バイオマーカ
ーの群を含みうる。
【００５１】
　本明細書において用いられる「アレイ」という用語は、基質上であるパターンで構成要
素が整列していることを意味する。そのパターンは典型的に二次元パターンであるが、パ
ターンはまた、三次元パターンでもありうる。タンパク質アレイにおいて、構成要素はタ
ンパク質である。ある態様において、アレイはマイクロアレイまたはナノアレイでありう
る。「ナノアレイ」は、個別の構成要素が0.1 nmから10μm、たとえば1 nmから1μm離れ
ているアレイである。「マイクロアレイ」は、アレイ上の構成要素の密度が少なくとも10
0個/cm2であるアレイである。マイクロアレイ上で、個別の構成要素はたとえば1μmより
大きく離れうる。
【００５２】
　本明細書において用いられる「タンパク質アレイ」という用語は、タンパク質アレイ、
タンパク質マイクロアレイ、またはタンパク質ナノアレイを意味する。タンパク質アレイ
は、たとえば「PROTOARRAY（商標）」タンパク質高密度アレイ（Invitrogen, Carlsbad, 
Calif.、インターネット上でInvitrogen.comから入手可能）を含みうるがこれらに限定さ
れるわけではない。PROTOARRAY（商標）高密度タンパク質アレイは、ヒトタンパク質に対
する自己抗体の有無に関してアッセイするために、血清などの複雑な生物学的混合物をス
クリーニングするために用いることができる。代わりに、自己抗体バイオマーカーを検出
するために、本明細書において提供される自己抗原などの自己抗原を含むカスタムタンパ
ク質アレイを用いて、ヒトタンパク質に対する自己抗体の有無に関してアッセイすること
ができる。
【００５３】
　「タンパク質チップ」という用語は、本出願において、タンパク質アレイまたはマイク
ロアレイと同義で用いられる。
【００５４】
バイオマーカー
　本発明のタンパク質アレイにおいて用いられるタンパク質バイオマーカーは、完全なタ
ンパク質または完全なタンパク質の断片でありうる。タンパク質断片は、断片が抗体によ
って認識されるエピトープを含む限り、タンパク質アレイの一部として用いるために適し
ている。所定の完全なタンパク質に関して必要なエピトープを、タンパク質マイクロアレ
イを用いておよびELISPOTまたはELISA技術によってマップすることができる。本発明によ
って提供される抗原バイオマーカーは、完全なタンパク質ならびにエピトープを含むその
断片を含むことを意味すると理解される。典型的に、適したタンパク質断片は、完全長の
タンパク質アミノ酸配列の少なくとも5％、6％、7％、8％、9％、少なくとも10％、11％
、12％、13％、14％、15％、16％、17％、18％、19％、少なくとも20％、25％、30％、35
％、45％、または少なくとも50％、60％、70％、80％、90％を含む。本発明の1つの態様
において、タンパク質断片は、少なくとも6個の隣接アミノ酸、少なくとも10個の隣接ア
ミノ酸、少なくとも20個の隣接アミノ酸、少なくとも50個の隣接アミノ酸、少なくとも10
0個の隣接アミノ酸、または少なくとも200個の隣接アミノ酸を含む。
【００５５】
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　「バイオマーカー」は、疾患もしくは状態、または疾患もしくは状態の処置の効果を検
出、診断、予後を判定、直接処置、またはその進行を測定するために用いることができる
生化学特徴を意味する。バイオマーカーは、個体において疾患の存在に関連する核酸、タ
ンパク質、炭水化物、またはその組み合わせの存在を含むがこれらに限定されるわけでは
ない。バイオマーカーのさらなる例は、抗体およびサイトカインを含む。
【００５６】
　本明細書において用いられる「バイオマーカー検出パネル」または「バイオマーカーパ
ネル」は、バイオマーカーの組（パネル）に関する検出値に基づいて、疾患または状態を
検出、診断、予後を判定、病期分類、またはモニターするために同時に提供されるバイオ
マーカーの組を意味する。
【００５７】
　開示の1つの態様は、a）個体の試験試料に、表IIもしくはIIIまたはエピトープを含む
その断片の1つもしくは複数の標的抗原を接触させる段階、およびb）1つまたは複数の標
的抗原の結合を検出する段階であって、1つまたは複数の標的抗原が結合すれば、試験試
料中に1つまたは複数の標的抗体が存在することが検出される段階を含む、SLEなどの自己
免疫疾患を有することが疑われる個体の試験試料中の1つまたは複数の標的抗体を検出す
る方法である。
【００５８】
　さらなる態様において、試験試料に、表IIIの抗原またはエピトープを含むその断片の1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、もしく
は22個を接触させる。さらなる態様において、各バイオマーカーに結合する抗体の定量的
量が決定される。
【００５９】
　さらなる態様において、自己免疫疾患の存在を示すためには、少なくとも1つまたは2、
3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22個または
それより多くの抗原バイオマーカーの任意の組み合わせに、試験試料の抗体が結合しなけ
ればならない。
【００６０】
　本開示のもう1つの態様は、a）各々が表IIもしくはIIIの抗原またはエピトープを含む
その断片を含む、1つまたは複数の標的抗原を個体の試験試料に接触させる段階、およびb
）試験試料中の1つまたは複数の抗体に対する1つまたは複数の標的抗原の結合を検出する
段階であって、1つまたは複数の標的抗原に結合した1つまたは複数の抗体が存在すれば、
SLEであることが示される段階を含む、個体におけるSLEを診断する方法である。
【００６１】
　さらなる態様において、試験試料に、表IIもしくは表IIIの抗原またはエピトープを含
むその断片の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、2
0、21、または22個を接触させる。さらなる態様において、各バイオマーカーに結合する
抗体の定量的量が決定される。
【００６２】
　さらなる態様において、SLEの存在を示すためには、表IIもしくは表IIIまたはエピトー
プを含むその断片の少なくとも1つ、または2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、1
4、15、16、17、18、19、20、21、22個、もしくはそれより多くの抗原の任意の組み合わ
せに試験試料の抗体が結合しなければならない。
【００６３】
　開示のもう1つの態様は、表IIもしくはIIIまたはエピトープを含むその断片の1つもし
くは複数の抗原と、SLEを有することが疑われる個体の試験試料とを含む混合物である。
混合物は任意でさらに、1つまたは複数の標的抗原に対する対照抗体を含む。さらなる態
様において、混合物は、表IIもしくはIIIの抗原またはエピトープを含むその断片の2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、もしくは22個
を含む。試験試料は、個体からの細胞、組織、または体液を含むがこれらに限定されるわ
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けではない。
【００６４】
　開示の他の態様において、試験試料、第一の親和性試薬、第二の親和性試薬、第三の親
和性試薬、および精製抗原を含む混合物が提供される。いくつかの態様において、親和性
試薬の1つまたは複数は抗体である。なお他の態様において、精製抗原は、トランスグル
タミナーゼである。
【００６５】
　開示のいくつかの態様において、試験試料、RANTESに特異的に結合する第一の抗体、RA
NTESに特異的に結合する第二の抗体、ヒト抗体に特異的に結合する第三の抗体、およびト
ランスグルタミナーゼである精製抗原を含む混合物が提供される。他の態様において、ト
ランスグルタミナーゼは、モルモット肝トランスグルタミナーゼである。
【００６６】
　本開示は、可能性がある診断マーカーまたは治療標的に関する重要な新規候補物質プー
ルを表す抗体によって選択的に認識されるタンパク質を同定する。
【００６７】
診断法
　本発明は、SLEと診断された対象の血清中に存在する抗体であるSLEのバイオマーカーを
提供する。本発明におけるバイオマーカー抗体は、最も可能性が高いのはその量が増加し
た結果として、自己免疫疾患を有する個体における反応性の増加を示す抗体である。これ
らの抗体は、抗原との接触によって検出することができる。
【００６８】
　本発明の方法は、自己免疫疾患を有することが疑われる個体および疾患を有すると診断
されている個体を含む患者に由来する試験試料について行われる。本明細書において用い
られる「試験試料」は、好ましくは動物、最も好ましくはヒトの細胞もしくは組織の試料
、または体液の試料などの任意のタイプの試料でありうる。試料は、スワブもしくはスメ
アなどの組織試料、または腫瘍組織を含む組織の病理もしくは生検試料でありうる。試料
はまた、たとえば組織生検または剖検材料からの組織抽出物でありうる。試料は、血液、
血漿、血清、喀痰、精液、滑液、脳脊髄液、尿、肺吸引液、乳頭吸引液、涙液、または洗
浄液などの、しかしこれらに限定されない体液試料でありうる。試料はまた、たとえば患
者から得られたホモジネート、細胞溶解物、または可溶化組織などの細胞または組織抽出
物を含みうる。好ましい試料は血液または血清試料である。
【００６９】
　「血液」とは、全血、血漿、血清、または血液の任意の派生物を含むことを意味する。
血液試料はたとえば血清でありうる。
【００７０】
　「患者」は、疾患を有すると診断される、または疾患の存在に関して試験される個体で
ある。疾患に関して試験される患者は、疾患状態の1つもしくは複数の指標を有しうるか
、または疾患状態のいかなる指標も存在しない場合に疾患の存在に関してスクリーニング
されうる。本明細書において用いられる、疾患を有することが「疑われる」個体は、疾患
状態の1つもしくは複数の指標を有しうるか、または疾患状態のいかなる指標も存在しな
い場合に疾患に関してルーチンでスクリーニングされる集団の一部でありうる。
【００７１】
　試験試料が採取される個体は、任意の健康な個体、または自己免疫疾患を有することが
疑われる個体でありうるが、より詳しくは、個体はSLEに関してスクリーニングされる。
【００７２】
　「自己免疫疾患を有することが疑われる個体」とは、SLEであると診断されている個体
、または自己免疫疾患の少なくとも1つの指標を有する個体、または年齢、環境および／
または栄養的要因もしくは遺伝的要因により、自己免疫疾患を発症するリスクが増加して
いる個体を意味する。
【００７３】
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　本明細書において用いられる「診断」という表現は、患者が所定の疾患または状態に罹
っているか否かを、当業者が推定および／または決定することができる方法を意味する。
当業者はしばしば、1つまたは複数の診断指標、すなわちその存在、非存在、もしくは量
が、状態の存在、重症度、もしくは非存在を示すマーカー、身体的特徴（組織内または組
織上の瘤または硬い領域）、または生検もしくは採取した組織もしくは細胞の組織学的も
しくは生化学的分析、またはこれらの組み合わせに基づいて診断を行う。
【００７４】
　同様に、予後はしばしば、その存在または量が、患者（または患者から得た試料）にお
いて所定の経過または転帰が起こる確率を知らせる、1つまたは複数の「予後指標」を調
べることによって決定される。たとえば、1つまたは複数の予後指標がそのような患者か
ら得られた試料中で十分に高いレベルに達している場合、そのレベルは、より低いマーカ
ーレベルを示す類似の患者と比較して、患者が疾患または状態を有する確率が増加してい
ることを知らせる可能性がある。予後指標のレベルまたはレベルの変化は、次に有病率ま
たは死亡の確率の増加に関連しており、これは患者における「有害転帰に対する素因の増
加に関連する」と言われる。たとえば、好ましい予後マーカーは、表IIもしくはIIIの1つ
もしくは複数の標的抗体を有する患者における自己免疫疾患の発症、または疾患を有する
と診断された患者における自己免疫疾患のより進行した段階を予測することができる。
【００７５】
　本明細書において用いられる「相関する」という用語は、患者における指標の存在また
は量を、所定の状態に罹っていることがわかっている人、または所定の状態のリスクがあ
ることがわかっている人、または所定の状態を有しないことがわかっている人における指
標の存在または量と比較することを意味する。先に考察したように、患者の試料中のマー
カーレベルを、自己免疫疾患に関連することがわかっているレベルと比較することができ
る。試料のマーカーレベルは、診断に相関していると言われる；すなわち、当業者は、マ
ーカーレベルを用いて、患者が自己免疫疾患を有するか否かを決定することができ、それ
に従って対応することができる。または、試料のマーカーレベルを、良好な転帰（たとえ
ば、自己免疫疾患の非存在等）に関連することがわかっているマーカーレベルと比較する
ことができる。好ましい態様において、マーカーレベルのプロファイルは、ROC曲線を用
いて、全体的な確率または特定の転帰と相関する。
【００７６】
　本明細書において用いられる「予後を決定する」という表現は、それによって当業者が
、患者における状態の経過または転帰を予測することができる方法を意味する。「予後」
という用語は、100％の精度で状態の経過もしくは転帰を予測することができることを意
味するのではなく、または所定の経過もしくは転帰が起こらない場合より起こる可能性が
高いことを意味するのでもない。その代わりに、当業者は、「予後」という用語が、ある
経過または転帰が起こる確率の増加を意味することを理解するであろう；すなわち、状態
を示さない個体と比較して、所定の状態を示す患者において経過または転帰が起こる可能
性がより高いことを理解するであろう。たとえば、状態を示さない個体において、所定の
転帰の見込みは約3％でありうる。好ましい態様において、予後は、所定の転帰の約5％の
見込み、約7％の見込み、約10％の見込み、約12％の見込み、約15％の見込み、約20％の
見込み、約25％の見込み、約30％の見込み、約40％の見込み、約50％の見込み、約60％の
見込み、約75％の見込み、約90％の見込み、および約95％の見込みである。この文脈にお
ける「約」という用語は、±1％を意味する。
【００７７】
　「異なるように存在する」という表現は、自己免疫疾患を有しない患者（たとえば、健
常または健康な患者）から採取した同等の試料と比較して、自己免疫疾患を有する患者か
ら採取した試料中に存在する生体分子（抗体などの）の量に差があることを意味する。一
方の試料におけるポリペプチドの量が、他方の試料におけるポリペプチドの量と有意差が
あれば、生体分子は2つの試料間で異なるように存在する。たとえば、ポリペプチドは、
他方の試料に存在する場合より少なくとも約150％、少なくとも約200％、少なくとも約50



(15) JP 2015-511012 A 2015.4.13

10

20

30

40

50

0％、もしくは少なくとも約1000％多いもしくは少ない量（たとえば、濃度、質量、モル
量など）で存在する場合、または一方の試料では検出可能である（バックグラウンドまた
は陰性対照より有意に大きいシグナルを生じる）が、他方の試料では検出可能でない場合
、2つの試料間で異なるように存在する。自己免疫疾患を有しない対象と比較して自己免
疫疾患患者から採取した試料中に異なるように存在するいかなる生体分子も、バイオマー
カーとして用いることができる。
【００７８】
　「バイオマーカー」は、生物起源の有機分子、たとえばステロイド、脂肪酸、アミノ酸
、ヌクレオチド、糖、ペプチド、ポリペプチド、抗体、ポリヌクレオチド、複合糖質また
は脂質を意味する。
【００７９】
　疾患の進行または寛解は、異なる時期に採取した個体の試験試料に、抗原またはサイト
カイン特異的捕捉抗体のパネルを接触させることによってモニターすることができる。た
とえば、第二の試験試料を患者から採取して、第一の試験試料の数日から数週間後に抗原
パネルに接触させる。または第二のもしくはその後の試験試料を患者から採取して、1日1
回、週に1回、月に1回、年に4回、半年に1回、または年に1回などの定期的な間隔で、抗
原のパネルに対して試験することができる。患者の試験試料を異なる時期で試験すること
によって、抗体（および／またはサイトカイン）の存在、およびそれゆえ疾患の病期を比
較することができる。本発明のさらなる態様は、a）個体の第一の試験試料に、1つまたは
複数の標的抗原の第一の組を接触させる段階；b）1つまたは複数の標的抗原の結合を検出
する段階であって、1つまたは複数の標的抗原が結合すれば、第一の試験試料中に1つまた
は複数の標的抗体が存在することが検出される段階；c）個体からの第二の試験試料に、1
つまたは複数の標的抗原の第二の組を接触させる段階；d）1つまたは複数の標的抗原の結
合を検出する段階であって、1つまたは複数の標的抗原が結合すれば、第二の試験試料中
に1つまたは複数の標的抗体が存在することが検出される段階；およびe）第一の試験試料
からの1つまたは複数の標的抗原に結合した1つまたは複数の抗体の存在を、第二の試験試
料からの1つまたは複数の標的抗原に結合した1つまたは複数の抗体と比較する段階を含む
、自己免疫疾患を有すると診断された個体の試験試料における1つまたは複数の標的抗体
をモニターする方法であって、1つまたは複数の標的抗原の各々が表IIもしくはIIIの抗原
またはエピトープを含むその断片を含む方法である。
【００８０】
　疾患の進行は、表IIおよび表IIIの抗原に結合する抗体の量を定量的に比較することに
よって、さらにモニターされる。したがって、本発明のもう1つの態様は、第一の試験試
料および第二の試験試料における1つまたは複数の抗原に対する1つまたは複数の抗体の量
を検出する段階；および第一の試験試料からの1つまたは複数の抗体の量を、第二の試験
試料からの1つまたは複数の抗体の量と比較する段階をさらに含む。
【００８１】
　「感度」は、関心対象のバイオマーカーが検出される疾患を有する個体（自己免疫疾患
を有する個体）の百分率（真の陽性者数／疾患を有する患者の総数×100）として定義さ
れる。試験によって疾患を有すると診断された疾患を有しない個体は、「擬陽性」である
。
【００８２】
　「特異性」は、関心対象のバイオマーカーが検出されない、疾患を有しない個体の百分
率（真の陰性者数／疾患を有しない総数×100）として定義される。アッセイによって検
出されないが疾患を有する個体は、「擬陰性」である。疾患を有さず、しかもアッセイに
おいて試験陰性である対象は「真の陰性」と呼ばれる。
【００８３】
　マーカーの「診断量」は、自己免疫疾患の診断と一貫する対象の試料中のマーカーの量
を意味する。診断量は、絶対量（たとえば、Xナノグラム/ml）または相対量（たとえば、
シグナルの相対強度）のいずれかでありうる。
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【００８４】
　マーカーの「試験量」は、試験される試料に存在するマーカーの量を意味する。試験量
は、絶対量（たとえば、Xナノグラム/ml）、または相対量（たとえば、シグナルの相対強
度）のいずれかでありうる。
【００８５】
　マーカーの「対照量」は、マーカーの試験量と比較される任意の量または量の範囲であ
りうる。たとえば、マーカーの対照量は、自己免疫疾患患者または健常な患者におけるマ
ーカー量でありうる。対照量は、絶対量（たとえば、Xナノグラム/ml）、または相対量（
たとえば、シグナルの相対強度）のいずれかでありうる。
【００８６】
検出
　いくつかの態様において、1つまたは複数の親和性試薬は、検出可能に標識される。い
くつかの態様において、1つまたは複数の親和性試薬は抗体である。
【００８７】
　「検出する」とは、検出される対象物の存在、非存在、または量を同定することを意味
する。
【００８８】
　「標識」、「検出可能な標識」、または「検出可能部分」とは、分光的、光化学的、生
化学的、免疫化学的、または化学的手段によって検出可能な組成物を意味する。たとえば
、有用な標識は、32P、35S、または125Iなどの放射標識;蛍光色素；発色団、電子密度の
高い試薬；検出可能なシグナルを生成する酵素（たとえば、ELISAにおいて一般的に用い
られる酵素）；またはスピン標識を含む。標識または検出可能な部分は、試料中の結合し
た検出可能な部分の量を定量するために用いることができる、放射活性、色素形成、また
は蛍光シグナルなどの測定可能なシグナルを有するまたは生成する。
【００８９】
　したがって、いくつかの態様において、検出可能な標識は蛍光標識である。他の態様に
おいて、検出可能な標識は酵素標識である。
【００９０】
　検出可能な部分は、共有結合、またはイオン結合、ファンデルワールス結合もしくは水
素結合を通して、たとえば放射活性ヌクレオチドまたはストレプトアビジンによって認識
されるビオチニル化ヌクレオチドを組み入れることを通して、プライマーまたはプローブ
に組み入れるまたは結合させることができる。標識または検出可能な部分は、直接または
間接的に検出可能でありうる。間接的検出は、検出可能な部分に第二の直接または間接的
に検出可能な部分を結合させる段階を伴いうる。たとえば、検出可能な部分は、ストレプ
トアビジンの結合パートナーであるビオチン、またはそれが特異的にハイブリダイズする
ことができる相補的配列の結合パートナーであるヌクレオチド配列などの結合パートナー
のリガンドでありうる。結合パートナーは、それ自身直接検出可能でありえて、たとえば
、抗体はそれ自身、蛍光分子によって標識されうる。結合パートナーはまた、間接的に検
出可能でありえて、たとえば相補的ヌクレオチド配列を有する核酸は、他の標識核酸分子
とのハイブリダイゼーションを通して検出可能となる分岐DNA分子の一部でありうる（P. 
D. Fahrlander and A. Klausner, Bio/Technology 6:1165 (1988)を参照されたい）。シ
グナルの定量は、たとえばシンチレーション計数、密度測定、またはフローサイトメトリ
ーによって行われる。
【００９１】
　抗体は時に、たとえば検出可能な標識（たとえば、色素、蛍光体、放射性同位元素、光
散乱物質（たとえば、銀、金）、または結合物質（たとえば、ビオチン、ストレプトアビ
ジン）などの機能的分子によって誘導体化される。
【００９２】
　その文法的形態の全てにおける「測定する」とは、身体の構成要素または化学組成物の
量（モル量を含む）、濃度、または質量を、定量の場合には絶対値で、または同等の身体
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の構成要素または化学組成物と比較して相対的に、検出、定量、または定性することを意
味する。
【００９３】
　本開示は、1つの局面において、個体の試験試料において1つまたは複数の標的抗体を検
出する方法を提供する。方法は、各々が表IIもしくはIIIの抗原または標的抗体によって
認識されるエピトープを含むその断片を含む、本発明の1つまたは複数の標的抗原を個体
の試験試料に接触させる段階、および1つまたは複数の標的抗原に対する試料中の1つまた
は複数の抗体の結合を検出して、それによって、試料中の1つまたは複数の標的抗体の存
在を検出する段階を含む。標的抗原は、表IIもしくはIIIに提供される標的抗原またはエ
ピトープを含むその断片のいずれかでありうる。さらに、標的抗原は、たとえば、表IIま
たはIIIの2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20個、
または全ての標的抗原を含む標的抗原のパネルでありうる。方法は、実質的に任意のイム
ノアッセイ法を用いて行うことができる。イムノアッセイ法の非制限的な例を以下に提供
する。
【００９４】
　結合は典型的に、以下に詳細に記述されるように様々なフォーマットでありうるイムノ
アッセイを用いて検出される。ある例示的な態様において結合の検出は、個体、典型的に
ヒト対象の試料が適用される基質上に試験抗原が固定されている1つまたは複数の固相支
持体を利用する。試料を固定された抗原と共にインキュベートした後、または任意で、試
料のインキュベーションと同時に、ヒト抗体に対して反応性である抗体（たとえば、ヒト
以外の種、たとえばヤギ、ウサギ、ブタ、マウス等からの抗ヒトIgG抗体）を、試料がイ
ンキュベートされる固相支持体に適用することができる。非ヒト抗体は、直接または間接
的に標識される。非特異的に結合した抗体を除去した後、標識からのシグナルがバックグ
ラウンドレベルより有意に上であれば、固相支持体上の試験抗原に試料からのヒト抗体が
結合したことを示している。
【００９５】
　本明細書において提供される方法において、試料は、細胞もしくは組織、または体液の
任意の試料でありうる。スクリーニングされる抗体は血液中を循環して、血液試料におい
てかなり安定であることから、ある例示的な態様において、試験試料は、血液、またはた
とえば血清などのその分画である。試料は、試験抗原に接触させる前、無処理でありうる
か、または1つもしくは複数の処理段階を受けた試料でありうる。たとえば、血液試料を
処理して、赤血球を除去して血清を得ることができる。
【００９６】
　試験試料を、溶液相で提供される試験抗原に接触させることができ、または試験抗原を
、固相支持体に結合させて提供することができる。好ましい態様において、検出は、以下
により詳細に記述されるようにイムノアッセイによって行われる。試験抗原に対する標的
試料の結合が検出されれば、試料中の試験抗原に特異的に結合する自己抗体が存在するこ
とを示している。個体の試料中に存在する自己抗体の同定を用いて、疾患もしくは状態の
バイオマーカーを同定する、または疾患もしくは状態を診断することができる。
【００９７】
　検出は、ビーズ、ディッシュ、プレート、ウェル、シート、メンブレン、スライド、チ
ップ、または、マイクロアレイおよび任意で高密度マイクロアレイでありうるタンパク質
アレイなどのアレイなどの、任意の固相支持体において行うことができる。
【００９８】
　検出法は、陽性／陰性結合結果を提供しうるか、または試料中の自己抗体バイオマーカ
ーレベルに関して相対値もしくは絶対値でありうる値を生じうる。結果は、診断、予後を
提供しうるか、または診断もしくは予後が得られうるもしくは得られないさらなる試験も
しくは評価を行うための指標として用いられうる。
【００９９】
　方法は、抗体を検出するために用いられる試験抗原の1つまたは複数が表IIまたはIIIの
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試験抗原である、個体の試料において1つより多くの自己抗体を検出する段階を含む。
【０１００】
　いくつかの態様において、検出は、マイクロアレイでありうる、および任意で少なくと
も100個/cm2、または1000個/cm2、または400個/cm2より高い密度でタンパク質を含むマイ
クロアレイでありうるタンパク質アレイにおいて行われる。
【０１０１】
　検出法は、陽性／陰性結合結果を提供しうるか、または試料中の自己抗体バイオマーカ
ーレベルの相対値もしくは絶対値でありうる値を生じうる。
【０１０２】
　方法は、たとえば疾患前の状態をモニターするために、疾患の進行をモニターするため
に、または処置治療法をモニターするために、経時的に繰り返すことができる。試験抗原
に対する患者の試料の免疫反応性を決定する診断試験の結果を、より早期に行った同じ診
断試験の結果と比較することができる。経時的に見て免疫反応性に有意な差があれば、自
己免疫疾患の診断または予後に寄与しうる。
【０１０３】
　ある態様において、バイオマーカー検出パネルは、対象における正常な状態と疾患状態
とを識別するために、0.550もしくはそれより上、0.600もしくはそれより上、0.650もし
くはそれより上、0.700もしくはそれより上、0.750もしくはそれより上、0.800もしくは
それより上、0.850もしくはそれより上、または0.900もしくはそれより上のROC/AUCを有
する。
【０１０４】
　バイオマーカー検出パネルに存在する標的抗原は、標的抗原（たとえば、表IIまたはII
Iに記載される標的抗原）と呼ばれるタンパク質などのタンパク質の完全な成熟型であり
うるか、またはタンパク質の修飾型、プロセシング型、もしくは変種が、個体の試料中に
存在する抗原に対する結合能を有する限り、前駆体、プロセシング型、非プロセシング型
、イソ型、変種、エピトープを含むその断片、もしくはその対立遺伝子変種でありうる。
【０１０５】
　いくつかの態様において、自己免疫疾患を検出するために用いられるバイオマーカー検
出パネルは、表1の1つまたは複数の標的抗原を含む。いくつかの態様において、自己免疫
疾患を検出するために用いられるバイオマーカー検出パネルは、表IIまたはIIIの2つまた
はそれより多くの標的抗原を含む。いくつかの態様において、自己免疫疾患を検出するた
めに用いられるバイオマーカー検出パネルは、表IIまたはIIIの3つまたはそれより多くの
標的抗原を含む。いくつかの態様において、自己免疫疾患を検出するために用いられるバ
イオマーカー検出パネルは、表IIまたはIIIの4つまたはそれより多くの標的抗原を含む。
いくつかの態様において、試験試料を、表IIまたはIIIの5つまたはそれより多くの標的抗
原を含むバイオマーカー検出パネルに接触させる。いくつかの態様において、本開示の方
法において用いられるバイオマーカー検出パネルは、表IIまたはIIIの6、7、8、9、10、1
1、または12個の標的抗原を含む。いくつかの態様において、本開示の方法において用い
られるバイオマーカー検出パネルは、表IIまたはIIIの12、13、14、15個またはそれより
多くの標的抗原を含む。
【０１０６】
イムノアッセイ
　「イムノアッセイ」は、抗体が抗原に特異的に結合して、抗体または抗原の検出および
／または定量を提供するアッセイである。イムノアッセイは、抗原を単離する、標的とす
る、および／または定量するために特定の抗体の特異的結合特性を用いることを特徴とす
る。
【０１０７】
　いくつかの態様において、第一の2つの親和性試薬がRANTESに特異的に結合して、第三
の親和性試薬がヒト抗体に特異的に結合する、3つの親和性試薬および精製抗原を試験試
料に接触させる段階；3つの親和性試薬の結合の有無を検出して、それによって結合レベ
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ルを決定する段階；結合レベルを対照の結合レベルと比較する段階であって、対照の結合
レベルが全身性エリテマトーデス（SLE）を有しない対象の試験試料を含む対照試料に由
来し、結合レベルと対照の結合レベルのあいだの差がSLEの診断指標である段階、を含む
方法が提供される。
【０１０８】
　他の態様において、抗体である3つの親和性試薬および精製抗原を試験試料に接触させ
る段階を含む方法が提供される。いくつかの態様において、方法はさらに、試験試料を提
供する段階を含む。他の態様において、試験試料は対象からの試料である。
【０１０９】
　なおさらなる態様において、免疫抑制処置または治療を与える方法が提供される。
【０１１０】
　いくつかの態様において、方法はイムノアッセイを含む。なおさらなる態様において、
イムノアッセイは少なくともサンドイッチアッセイを含む。他の態様において、イムノア
ッセイはprotoplex免疫応答アッセイである。
【０１１１】
　「結合レベル」は、特定の親和性試薬／リガンド相互作用または多数の親和性試薬／リ
ガンド相互作用に関して検出可能な結合事象の合成または総和である。結合レベルは、本
質的に定性的または定量的でありうる。
【０１１２】
　当技術分野において公知の実質的にいかなるイムノアッセイ技術も、本発明の方法およ
びキットに従って抗原に結合する抗体を検出するために用いることができる。そのような
イムノアッセイ法は、ラジオイムノアッセイ、免疫組織化学アッセイ、競合的結合アッセ
イ、ウェスタンブロット分析、ELISAアッセイ、サンドイッチアッセイ、二次元ゲル電気
泳動（2D電気泳動）、および質量分析またはタンパク質相互作用プロファイリングなどの
非ゲルアプローチを含むがこれらに限定されるわけではなく、それらは全て当業者に公知
である。これらの方法は、当技術分野において公知であるように、自動で行われうる。そ
のようなイムノアッセイ法は、標的抗原に対する試料中の抗体の結合を検出するために用
いられうる。
【０１１３】
　ELISA法の1つの例において、方法は、試料を標的タンパク質と共にインキュベートする
段階、および標的タンパク質と会合して反応産物を形成する試料からの抗体に結合するこ
とによって反応産物に結合する、第二抗体などの結合パートナーによって形成される反応
産物をインキュベートする段階を含む。いくつかの場合において、これらは2つの個別の
段階を含みうる、言い換えれば2つの段階は同時でありうるか、または同じインキュベー
ション段階で行われうる。抗体に対する標的タンパク質の結合の検出法の例は、抗ヒトIg
G（または他の）抗体またはプロテインAを用いることである。この検出抗体を、たとえば
西洋ワサビペルオキシダーゼなどのペルオキシダーゼに連結してもよい。
【０１１４】
　イムノアッセイに関してタンパク質アレイを用いることにより、多数のタンパク質を同
時に分析することが可能となる。たとえば、試料中に存在しうるバイオマーカーを認識す
る標的抗原または抗体を、マイクロアレイ上に固定する。次に、特異的抗原抗体相互作用
に都合のよい条件で試料をマイクロアレイと共にインキュベートすることによって、バイ
オマーカー抗体またはタンパク質が、試料中に存在すれば、アレイ上の同種のスポット上
に捕捉される。試料中のタンパク質または抗体の結合を、二次抗体または他の結合する標
識、タンパク質、もしくは被検体を用いて決定することができる。当技術分野において公
知の任意の手段を用いて、2つまたはそれより多くの異なる試料中に見いだされるタンパ
ク質または抗体の比較を行うことができる。たとえば、第一の試料を1つのアレイにおい
て分析して、第二の試料を第一のアレイの複製物である第二のアレイにおいて分析するこ
とができる。
【０１１５】
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　「サンドイッチアッセイ」という用語は、抗原が、典型的に抗体である2つの結合試薬
の間に挟まれるイムノアッセイを意味する。第一の結合試薬／抗体を、表面に結合させて
、第二の結合試薬／抗体は、検出可能な部分または標識を含む。検出可能な部分の例には
、たとえば蛍光体、酵素、第二の結合試薬に結合するエピトープ（たとえば、第二の結合
試薬／抗体が、蛍光標識抗マウス抗体によって検出されるマウス抗体である場合）、たと
えば抗原またはビオチンなどの結合対のメンバーが挙げられるがこれらに限定されるわけ
ではない。表面は、本明細書において記述される典型的な格子型アレイ（たとえば、96ウ
ェルプレートおよび平面のマイクロアレイ、しかしこれらに限定されるわけではない）の
場合などの平面の表面、またはビーズの各々の「種」がたとえば蛍光体によって標識され
るコーティングビーズアレイ技術（本明細書において、ならびに米国特許第6,599,331号
、第6,592,822号、および第6,268,222号に記述されるLuminex技術などの）、もしくは量
子ドット技術（たとえば、米国特許第6,306,610号に記述される）と同様の非平面表面で
ありうる。
【０１１６】
　多様な異なる固相基質を用いて、試料中のタンパク質もしくは抗体を検出する、または
試料中のタンパク質もしくは抗体の濃度を定量もしくは決定することができる。基質の選
択は、簡便さ、費用、熟練、または他の検討に基づいて当業者が容易に行うことができる
。有用な基質は、ビーズ、ボトル、表面、基質、繊維、ワイヤ、枠組み構造、チューブ、
フィラメント、プレート、シート、およびウェルを含むがこれらに限定されるわけではな
い。これらの基質は、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリカーボネート、ガラス、プラ
スチック、金属、合金、セルロース、セルロース誘導体、ナイロン、コーティング表面、
アクリルアミドまたはその誘導体およびそのポリマー、アガロース、もしくはラテックス
、またはその組み合わせから作製されうる。この一覧は、網羅的ではなくて例示的である
。
【０１１７】
　当技術分野において記述されるタンパク質を検出および測定する他の方法もまた、用い
ることができる。たとえば、1つの抗体をビーズまたはマイクロウェルプレートのウェル
にカップリングさせて、イムノアッセイによって定量することができる。このアッセイフ
ォーマットでは、各アッセイにおいて検出することができるのは1つのタンパク質である
。アッセイを、多くの被検体に対する抗体によって繰り返して、本発明の方法を用いて得
ることができる結果と本質的に同じ結果を得ることができる。ビーズアッセイは、その各
々が何らかの手法で独自に標識される多数のビーズを使用することによって、多重にする
ことができる。たとえば、各タイプのビーズは、予め選択された量の蛍光体を含むことが
できる。ビーズのタイプは、ビーズによって放射される蛍光の量（および／または波長）
を決定することによって識別することができる。そのような蛍光標識ビーズは、Luminex 
Corporation（Austin, Tex.；luminexcorp.comのワールドワイドウェブのアドレスを参照
されたい）から販売されている。Luminexアッセイは、典型的なサンドイッチELISAアッセ
イと非常に類似しているが、抗体またはタンパク質にコンジュゲートしたLuminexミクロ
スフェアを利用する（Vignali, J. Immunol. Methods 243:243-255 (2000)）。
【０１１８】
　様々な抗体アッセイの方法論および段階は、当業者に公知である。追加の情報は、たと
えば、Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Chap. 14 (
1988); Bolton and Hunter, "Radioimmunoassay and Related Methods," in Handbook of
 Experimental Immunology (D. M. Weir, ed.), Blackwell Scientific Publications, 1
996; and Current Protocols in Immunology, (John E. Coligan, et al, eds) (1993)に
おいて見いだされうる。
【０１１９】
　本明細書において用いられる「免疫反応性」は、1つまたは複数の標的抗原に対する試
料中の抗体または複数の抗体の結合の存在またはレベルを意味する。「免疫反応性のパタ
ーン」は、複数の標的抗原に対する試料中の抗体の結合のプロファイルを意味する。
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【０１２０】
　ある態様において、1つまたは複数の自己抗体バイオマーカーなどの1つまたは複数の診
断（または予後）バイオマーカーは、そのバイオマーカーの存在または非存在によって状
態または疾患と相関する。他の態様において、診断または予後バイオマーカーの閾値レベ
ルを確立することができ、試料中のバイオマーカーレベルを単純に閾値レベルと比較する
ことができる。
【０１２１】
　任意の特定のバイオマーカーに関して理解されるように、疾患を有するおよび有しない
対象に関するバイオマーカーレベルの分布はおそらく重なり合うであろう。そのような条
件下で、試験は、100％の精度で疾患と正常とを絶対的に識別するわけではなく、重なり
合う領域は、試験が正常と疾患とを識別できない場合を示している。閾値を選択して、そ
れより上（またはバイオマーカーが疾患と共にどのように変化するかによっては、それよ
り下）であれば、試験は異常であると見なされ、およびそれより下であれば試験は正常で
あると見なされる。受信者動作特性曲線または「ROC」曲線は典型的に、「正常」および
「疾患」集団におけるその相対度数に対して変数の値をプロットすることによって作成さ
れる。ROC曲線下面積は、認められた測定によって状態の正確な同定が得られる確率の測
定である。ROC曲線はまた、相対的結果または順位結果を用いても作成することができる
。ROC曲線を作成する方法およびその使用は、当技術分野において周知である。たとえば
、Hanley et al, Radiology 143: 29-36 (1982)を参照されたい。
【０１２２】
　1つまたは複数の試験抗原は、単独で検討する場合には比較的低い診断または予後値を
有しうるが、バイオマーカー検出のための他の試薬（他の試験抗原などの、しかしこれら
に限定されるわけではない）を含むパネルの一部として用いる場合には、そのような試験
抗原は特定の診断または予後の判定に寄与することができる。好ましい態様において、対
象から得られたマーカーレベルのプロファイルが特定の診断または予後を示すか否かを決
定する場合、バイオマーカー検出パネルにおける1つまたは複数の試験抗原に関する特定
の閾値には依存しない。むしろ、本発明は、たとえば特定のバイオマーカー検出パネルの
感度に関するROC曲線をプロットすることによって、バイオマーカー検出パネルのマーカ
ープロファイル全体の評価を利用しうる。これらの方法において、個体の試料からのバイ
オマーカー測定のプロファイルは、個体がたとえば自己免疫疾患を有する総確率（数値ス
コアとしてまたは百分率リスクのいずれかとして表記される）を提供する場合に、共に検
討される。そのような態様において、1人の患者における特定の診断（または予後）を示
すためには、バイオマーカーのあるサブセット（1つまたは複数の抗体を含むバイオマー
カーのサブセットなどの）の増加で十分でありえて、別の患者における同じまたは異なる
診断（または予後）を示すためには、異なるサブセットのバイオマーカー（1つまたは複
数の抗体を含むバイオマーカーのサブセットなど）の増加で十分でありうる。重み付け係
数もまた、検出される1つまたは複数のバイオマーカーに適用されうる。一例として、バ
イオマーカーが、特定の診断または予後を同定するために特に高度の有用性を有する場合
、所定のレベルで、陽性の診断を示すためにそれが単独で十分であるように重み付けされ
うる。もう1つの例において、重み付け係数によって、特定のマーカーの所定のレベルが
陽性結果を伝えるためには十分ではないが、もう1つのマーカーも同様に分析に寄与する
場合に限って結果を伝えることが提供されうる。
【０１２３】
　好ましい態様において、マーカーおよび／またはマーカーパネルは、少なくとも70％の
特異性、より好ましくは少なくとも80％の特異性、さらにより好ましくは少なくとも85％
の特異性、なおより好ましくは少なくとも90％の特異性、および最も好ましくは少なくと
も95％の特異性と共に、少なくとも70％の感度、より好ましくは少なくとも80％の感度、
さらにより好ましくは少なくとも85％の感度、なおより好ましくは少なくとも90％の感度
、および最も好ましくは少なくとも95％の感度を示すように選択される。特に好ましい態
様において、感度および特異性はいずれも、少なくとも75％、より好ましくは少なくとも
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80％、さらにより好ましくは少なくとも85％、さらにより好ましくは少なくとも90％、お
よび最も好ましくは少なくとも95％である。
【０１２４】
　表IIまたはIIIに提供される試験抗原の様々なサブセットを用いて、本開示は、個体の
試料中の抗体を検出するための試験抗体、個体における自己免疫疾患を検出するための抗
体、ならびに高い感度および特異性でSLEを検出および／または診断するために用いるこ
とができる表1の試験抗原の組み合わせを含むバイオマーカー検出パネルを提供する。し
たがって、個体におけるSLEの検出、診断、病期分類、およびモニタリングのための方法
、組成物、およびキットが本明細書において提供される。
【０１２５】
　本明細書において記述される方法において利用されるシステムなどのイムノアッセイを
行うための自動システムは、広く知られており、医学的診断において用いられている。た
とえば、当技術分野において公知であるように、ランダムモードまたはバッチアナライザ
イムノアッセイシステムを用いることができる。これらは、磁性粒子もしくは非磁性の粒
子もしくは微粒子を利用することができ、またはたとえば、蛍光もしくは化学発光読み出
し情報を利用することができる。非制限的な例として、自動システムは、自動マイクロア
レイハイブリダイゼーションステーション、自動液体取扱ロボット、Beckman ACCESS常磁
性粒子、化学発光イムノアッセイ、Bayer ACS: 180化学発光イムノアッセイまたはAbbott
 AxSYM微粒子酵素イムノアッセイでありうる。そのような自動システムは、ユーザーが何
度も介入することなく、個々の抗原または多数の抗原に関して本明細書において提供され
る方法を行うように設計することができる。
【０１２６】
バイオマーカー検出パネル
　本発明はまた、試験パネルのタンパク質の少なくとも50％が表IIまたはIIIのタンパク
質である、表IIまたはIIIから選択される2つまたはそれより多くの標的抗原をバイオマー
カー検出パネルが含む、SLEを診断、予後を判定、モニターまたは病期分類するためのバ
イオマーカー検出パネルを提供する。いくつかの好ましい態様において、バイオマーカー
検出パネルのタンパク質は、パネルのタンパク質が結合する1つまたは複数の固相支持体
上のタンパク質の少なくとも50％が表IIまたはIIIのタンパク質である、1つまたは複数の
固相支持体上で提供される。バイオマーカー検出パネルのタンパク質は、ビーズ、マトリ
クス、ディッシュ、ウェル、プレート、スライド、シート、メンブレン、フィルター、繊
維、チップ、またはアレイの形状で固相支持体に結合して提供されうる。いくつかの好ま
しい態様において、バイオマーカー検出パネルのタンパク質は、アレイ上のタンパク質の
50％またはそれより多くがバイオマーカー検出パネルの標的抗原であるタンパク質アレイ
上で提供される。
【０１２７】
　バイオマーカー検出パネルにおけるバイオマーカーの組は、電子的または好ましくは物
理的に会合している。たとえば、バイオマーカー検出パネルの各々のバイオマーカーは、
共に販売および／または輸送される個別のチューブに入れて単離型で、たとえばキットの
一部として提供されうる。ある態様において、単離バイオマーカーは、同じ固相支持体に
それらを結合させることによって検出パネルへと形成される。バイオマーカーパネルのバ
イオマーカーはまた、同じ溶液中で共に混合されうる。
【０１２８】
　本発明はまた、バイオマーカー検出パネルが、表IIまたはIIIから選択される2、3、4、
5、6、7、8、9、10個またはそれより多くの標的抗原を含む、自己免疫疾患を診断、予後
判定、モニター、または病期分類するためのバイオマーカー検出パネルを提供する。
【０１２９】
　いくつかの態様において、本開示の方法において用いられるバイオマーカー検出パネル
は、表IIまたはIIIの6、7、8、9、10、11、または12、13、14、15個、またはそれより多
くの標的抗原を含む。いくつかの態様において、表IIまたはIIIの6、7、8、9、10、11、
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または12、13、14、15個またはそれより多くの標的抗原を含むバイオマーカー検出パネル
を、試験試料に接触させる。
【０１３０】
タンパク質抗原を合成する方法
　本明細書において提供される方法、キット、およびシステムは、典型的にタンパク質抗
原である自己抗原を含む。本明細書において提供される方法において用いられるタンパク
質抗原を得るために、ハイスループット分析を行うことができる容易に規模拡大可能なフ
ォーマットで、ウイルス、原核細胞または真核細胞のタンパク質を作製および単離するた
めの公知の方法を用いることができる。たとえば、方法は、自動技術と互換性があるアレ
イフォーマットでタンパク質を合成および精製する段階を含む。それゆえ、1つの態様に
おいて、本発明のタンパク質マイクロアレイは、調節配列に機能的に連結された異種配列
を有するベクターによって形質転換された真核細胞を生育させる段階、異種配列によって
コードされるタンパク質の発現を増強する誘導物質を調節配列に接触させる段階、細胞を
溶解する段階、タンパク質と結合物質のあいだに複合体が形成されるようにタンパク質に
結合物質を接触させる段階、細胞破片から複合体を単離する段階、および複合体からタン
パク質を単離する段階を含む、真核細胞タンパク質を作製および単離する方法であって、
各段階が96ウェルフォーマットで行われる方法によって作製される。
【０１３１】
　特定の態様において、真核細胞タンパク質は、96アレイフォーマット（すなわち、プロ
セシングが起こる固相支持体上の各部位は、96個の部位の1つである）、たとえば96ウェ
ルマイクロタイタープレートで作製および精製される。もう1つの態様において、固相支
持体は、タンパク質に結合しない（たとえば非タンパク質結合マイクロタイタープレート
）。
【０１３２】
　ある態様において、タンパク質は、当技術分野において一般的に公知の方法に従ってイ
ンビトロ翻訳によって合成される。たとえば、コムギ胚芽、ウサギ網赤血球、またはExpr
esswayなどの細菌抽出物を用いて、タンパク質を発現させることができる。
【０１３３】
　タンパク質合成を促進するための誘導型プロモーターを有する任意の発現構築物を、本
発明の方法に従って用いることができる。発現構築物は、たとえば形質転換のために用い
られる細胞タイプに合わせて作製されうる。発現構築物と宿主細胞との適合性は当技術分
野において公知であり、その変種の使用もまた本発明に含まれる。
【０１３４】
　特定の態様において、融合タンパク質はGSTタグを有し、タンパク質にグルタチオンビ
ーズを接触させることによってアフィニティ精製される。さらなる態様において、融合タ
ンパク質が結合するグルタチオンビーズは、試料の取扱を容易にするためおよび試料の交
叉汚染を防止するために、フィルタープレートを用いることなく、96ウェルボックスにお
いて洗浄することができる。
【０１３５】
　加えて、融合タンパク質を、溶出緩衝液によって結合化合物（たとえば、グルタチオン
ビーズ）から溶出させて、所望のタンパク質濃度を提供することができる。特異的態様に
おいて、融合タンパク質を、溶出緩衝液30μlによってグルタチオンビーズから溶出させ
て、所望のタンパク質濃度を提供する。
【０１３６】
　最終的に、精製タンパク質を顕微鏡スライドガラス上にスポットするために、グルタチ
オンビーズを精製タンパク質から分離する。1つの例において、固相支持体に精製タンパ
ク質をスポットするために用いられるマイクロアレイピンのブロッキングを回避するため
に、グルタチオンビーズを全て除去する。1つの態様において、グルタチオンビーズは、
たとえば非タンパク質結合固相支持体を含むフィルタープレートを用いて精製タンパク質
から分離される。精製タンパク質を含む溶出液の濾過によって、タンパク質の90％より高
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い回収が得られるはずである。
【０１３７】
　溶出緩衝液は、たとえば、15％から50％グリセロール、たとえば約25％グリセロールな
どの高粘度液体をたとえば含みうる。グリセロール溶液は、溶液中のタンパク質を安定化
させて、マイクロアレイヤーを用いたプリント段階の際のタンパク質溶液の脱水を防止す
る。
【０１３８】
　精製タンパク質は、たとえばタンパク質を安定化させて試料の乾燥を防止する培地中で
保存されうる。たとえば、精製タンパク質を、たとえば15％から50％グリセロール、たと
えば約25％グリセロールなどの高粘度液体中で保存することができる。1つの例において
、凍結／融解サイクルによって生じるタンパク質活性の喪失を回避するために、精製タン
パク質を含む試料をアリコートにしてもよい。
【０１３９】
　当業者は、所望のタンパク質の純度レベルを制御するために、精製プロトコールを調節
することができると認識することができる。いくつかの例において、関心対象タンパク質
と会合する分子の単離が望ましい。たとえば、関心対象の過剰産生されたタンパク質を含
む二量体、三量体、またはそれより高次のホモタイプまたはヘテロタイプ複合体を、本明
細書において提供される精製法またはその改変版を用いて単離することができる。さらに
、会合した分子を、当技術分野において公知の方法（たとえば、質量分析）を用いて個々
に単離および同定することができる。
【０１４０】
　産生されたタンパク質抗原を、「位置特定可能な」アレイの一部として、本明細書にお
いて提供されるバイオマーカーパネル、方法およびキットにおいて用いることができる。
アレイは、各々の標的抗原が固相支持体上の異なる位置に存在する複数の標的抗原を含む
。アレイは、たとえば、1、2、3、4、5、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、1
9、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、40、50、100、200、300、400、また
は500個の異なるタンパク質を含みうる。アレイは、表IIまたはIIIの1、2、3、4、5、10
、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20個またはそれより多くの標的抗原を含みうる
。1つの局面において、アレイ上のタンパク質の大部分は、自己抗原バイオマーカー検出
パネルと共に提供される場合、特定の疾患または医学的状態に関する診断値を有すること
ができる自己抗原として同定されるタンパク質を含む。
【０１４１】
　1つの局面において、タンパク質アレイは、ビーズに基づくアレイである。もう1つの局
面において、タンパク質アレイは平面アレイである。コンタクトプリンティングなどによ
るタンパク質アレイを作製する方法は周知である。いくつかの態様において、検出は、マ
イクロアレイでありうるタンパク質アレイにおいて、および任意で少なくとも100個/cm2

、または1000個/cm2、または400個/cm2より高い濃度でタンパク質を含むマイクロアレイ
でありうるタンパク質アレイにおいて行われる。
【０１４２】
キット
　本発明のある態様において、キットが提供される。このように、いくつかの態様におい
て、表IIまたはIIIに提供される試験抗原タンパク質の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、
11、12、13、14、または15個またはそれより多くを含むキットが提供される。本発明のキ
ットは、表IIまたはIIIの2つまたはそれより多くの試験抗原を含むバイオマーカーパネル
を含むがこれらに限定されるわけではない、本明細書において開示される任意のバイオマ
ーカー検出パネルを含みうる。
【０１４３】
　1つの態様において、SLEを診断するためのキットは、表IIもしくはIIIの抗原またはエ
ピトープを含むその断片の1つまたは複数、2個またはそれより多くの、10個またはそれよ
り多くの、または全ての抗原、および試験試料中の1つまたは複数の分子が抗原の1つまた
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は複数に結合するか否かを検出するための手段を含む。さらなる態様において、キットは
さらに、抗原の1つまたは複数に対する対照抗体を含む。
【０１４４】
　さらなる態様において、キットは、表IIもしくはIIIを含む群から選択される抗原また
はエピトープを含むその断片の1つまたは複数、2個またはそれより多く、10個またはそれ
より多く、または全てを含む。
【０１４５】
　キットは、1つまたは複数の陽性対照、1つまたは複数の陰性対照、および／または1つ
または複数の標準化対照を含みうる。
【０１４６】
　キットのタンパク質は、たとえば固相支持体または表面上に固定されうる。タンパク質
は、たとえばアレイに固定されうる。タンパク質マイクロアレイは、Luminex技術（Lumin
ex Corp., Austin, Tex.）などのビーズ技術を用いてもよい。試験タンパク質アレイは、
タンパク質少なくとも100個/cm2を含む高密度タンパク質マイクロアレイであってもよく
、またはなくてもよい。キットは、アレイ上に固定された本明細書において記述されるタ
ンパク質のバイオマーカー検出パネルを提供することができる。アレイ上に固定されたタ
ンパク質の少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なく
とも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、または
少なくとも95％が、バイオマーカー試験パネルのタンパク質でありうる。アレイは、アレ
イ上に固定された1つまたは複数の陽性対照タンパク質、1つまたは複数の陰性対照、およ
び／または1つまたは複数の標準化対照を含みうる。
【０１４７】
　キットはさらに、検出可能な標識に連結されたヒト抗体に結合する抗体などのタンパク
質に対するヒト抗体の結合を検出するためのレポーター試薬を含みうる。キットはさらに
、ELISAまたは当業者に公知の他のイムノアッセイ技術などの様々な免疫反応性アッセイ
にとって有用な試薬を含みうる。キット試薬を用いることができるアッセイは、競合アッ
セイ、サンドイッチアッセイでありえて、標識は、ラジオイムノアッセイ、蛍光または化
学発光イムノアッセイのために用いられる周知の標識の群から選択されうる。
【０１４８】
　キットは、任意の組み合わせで本明細書において記述される試薬を含みうる。たとえば
、1つの局面において、キットは、固相支持体上に固定された本明細書において提供され
るバイオマーカー検出パネル、および溶液中で検出するための抗ヒト抗体を含む。検出抗
体は標識を含みうる。
【０１４９】
　キットはまた、本明細書において提供される方法を実践するためにキットを用いて行わ
れる方法の結果を分析するためにコンピューター読み取り可能な型のプログラムを含みう
る。
【０１５０】
　本発明のキットはまた、任意の数の異なる容器、パケット、チューブ、バイアル、マイ
クロタイタープレートおよびその他において1つもしくは複数の成分を含みうるか、また
は成分は、そのような容器において様々な組み合わせで混合されうる。
【０１５１】
　本発明のキットはまた、本明細書において記述される1つまたは複数の方法を行うため
の使用説明書、および／または本明細書において記述される1つまたは複数の組成物また
は試薬の説明書を含みうる。使用説明書および／または説明書は、印刷された書面であっ
てもよく、キットの添付文書に含めてもよい。キットはまた、そのような使用説明書また
は説明書を提供するインターネット上のロケーションの書面での説明書を含みうる。
【実施例】
【０１５２】
実施例I：タンパク質マイクロアレイを用いたSLE患者の血清中の自己抗体の検出
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　SLE患者の血清試料33例および陰性対照血清試料41例について、新規自己抗体応答を同
定するための試験を行った。これらの試料を、Invitrogen、PROTOARRAY（登録商標）ヒト
タンパク質マイクロアレイv5.0において、製造元のプロトコールに従ってスクリーニング
した。簡単に説明すると、マイクロアレイスライドガラスを最初に、ブロッキング緩衝液
（Invitrogen PrtotoArray（登録商標）キット）によって4℃で1時間、軽く撹拌しながら
処置した。ブロック後、アレイを取り出して、新しく調製したPBST緩衝液（1×PBS、01.
％Tween-20および1％BSA）中で希釈した各試料の1：10倍希釈液によって4℃で2時間プロ
ービングした。次に、アレイをPBST緩衝液によって5回洗浄した。最終濃度1μg/mlに希釈
したAlexaFluor 647コンジュゲートヤギ抗ヒトIgG抗体を、各アレイに適用して、4℃で90
分間軽く振とうさせながらインキュベートした。このインキュベーション後、PBST緩衝液
による洗浄によって過剰量の抗体を除去して、アレイをAxon GenePix 400B蛍光マイクロ
アレイスキャナを用いてスキャンした。Prospector Imager and Analyzer（Invitrogen）
を用いて結果を分析した。陰性対照アッセイを、以下に記述されるように試料と同時に行
った。各タンパク質は、アレイ上で2回出現することから、アレイからの1試料あたり2個
ずつの平均値をデータ分析のために用いる。
【０１５３】
　陰性対照アッセイにおいて、AlexaFluor（登録商標）647-コンジュゲートヤギ抗ヒトIg
G抗体とインキュベートする前に、血清を含まない緩衝液中でインキュベートしたことを
除き、タンパク質マイクロアレイを、実験アッセイと同一の手法で処置した。各ProtoArr
ayマイクロアレイは、データ獲得および分析のための基準点を提供するために用いられる
対照タンパク質（AlexaFluor（登録商標）コンジュゲート抗体、ヒトIgG等）を含む。Ale
xaFluor（登録商標）コンジュゲート抗体により、データ獲得のためにスポット発見ソフ
トウェアが適切に整列することができる。各サブアレイは、ヒトIgGの勾配を含み、これ
は検出試薬が適切に作用するための対照として役立つ。加えて、抗ヒトIgG抗体はあらゆ
るサブアレイにおいて勾配としてスポットされる。抗体は、唾液試料中に存在するIgGに
結合して、アッセイが適切に作用するための陽性対照として役立つ。
【０１５４】
　疾患特異的試料中の陽性免疫応答を、PROTOARRAY（登録商標）Prospectorソフトウェア
におけるM統計関数を用いて同定した。ソフトウェアは、バックグラウンド補正、標準化
、および有意性に関する統計学的計算を含む、分析の全ての局面を実行する。
【０１５５】
　この初回スクリーニングにより、健康な対照試料（表1を参照されたい）と比較してSLE
試料中で上昇した57個の候補バイオマーカー（表1を参照されたい）に対する自己抗体が
同定された。
【０１５６】
（表Ｉ）
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【０１５７】
実施例II：自己抗体バイオマーカーのバリデーション
　ProtoPlex（商標）免疫応答アッセイを、SLE試料中で同定された、表IIおよびIIIにお
いて見いだされる抗原に対する抗体のバリデーションのための直交プラットフォームとし
て用いた（図1を参照されたい）。GST融合タンパク質を、昆虫細胞において発現させ、抗
GST抗体を介して、SEROMAP（商標）ミクロスフェアにおいて捕捉する。タンパク質カップ
リングビーズを多重化して、96ウェルプレートにアリコートにして、患者の試料と共にイ
ンキュベートする。試料中に存在する抗体は抗原に結合して、この結合を、RPEによって
標識した抗ヒトIgGカップリング二次抗体を用いて検出した後、LUMINEX（登録商標）機器
においてビーズのインタロゲーションを行う。
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【０１５８】
実施例III：患者の試料の新しいコホートにおける候補バイオマーカーのバリデーション
　実施例IのPROTOARRAY（登録商標）アッセイにおいて発見された候補バイオマーカーを
バリデートするために、全体で年齢をマッチさせた試料108例の新しいコホート：SLE患者
試料71例、対照の対象試料50例、および無関係疾患（クローン病、リウマチ性関節炎、お
よび多発性硬化症）試料59例のプロファイルを、PROTOPLEX（商標）免疫応答アッセイを
用いて、実施例Iにおいて既に確立されたこれらの47個の候補バイオマーカーおよび7個の
SLE自己抗原（SCL-70、CENP-B、La/SS-B、RNP複合体、Ro/SS-A、Jo-1）に対するその免疫
応答に関して調べた。確立されたマーカー4個および候補バイオマーカー15個が、統計学
的に有意なp値を有し、SLE集団において20％より高い発生率を示した（図2、3、および表
II）。さらに、新規マーカー15個中12個は、マーカーに関する曲線下面積（AUC）に基づ
くと、確立されたマーカーと同等の成績を示した（図4）。新規SLEマーカー、確立された
SLEマーカー、および新規および確立されたSLEマーカーを組み合わせた場合の感度および
特異性を図5に示す。公知のおよび新規SLEバイオマーカーの複合パネルを表IIIに示す。
【０１５９】
　図3に示される新規SLE自己抗原を、PROTOPLEX（商標）免疫応答アッセイを用いて対応
する免疫応答に関して特徴を調べた。SLE試料および対照試料に関するこれらの自己免疫
応答マーカーの発生率および統計学的有意性（M統計量）を計算した。
【０１６０】
（表ＩＩ）

【０１６１】
（表ＩＩＩ）
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【０１６２】
実施例IV
　SLEバイオマーカー同定の予測力を改善するため（正しく分類される例の百分率の増加
およびパネルにおけるマーカー数の減少）の新規方法を探索するために、本発明者らは、
サイトカインおよび自己抗体免疫プロファイリングを組み合わせて行う影響を調べた。No
vex 30種ヒトサイトカイン磁性パネル（LHC6003M、表4）およびNovex 19種自己抗原パネ
ル（表5）を、SLE 92例および健康な対照試料85例の血清プロファイリングにおいて利用
した。各々のキットを、製造元の提案するガイドラインに従って実行した。特徴の選択は
Wekaデータマイニングツール（Mark Hall, Elbe Frank, Geoffrey Holmes, Bernhard Pfa
hringer, Peter Reutemann, Ian H. Witten [2009]; The WEKA Data Mining Software; A
n Update; SIGKDD Explorations, Volume 11, Issue 1.）に基づき、特徴選択分析のため
に用いた。各列に血清試料の分類（健康またはSLE）および各行にタンパク質の名称を示
す、作成されたシグナル強度の.csvファイルを、ソフトウェアへの入力として用いた。各
抗原またはサイトカインを、M-Statアルゴリズム（M-Statに関する説明を参照されたい）
によって選択される1つのバイオマーカーとして扱い、学習スキームによって属性の組を
評価する評価法であるWrapperSubsetEval法（Ron Kohavi, George H John [1997]. Wrapp
ers or feature subset selection. Artificial Intelligence. 97 [1-2] :273-324）を
選択し、学習のアルゴリズムとしてロジスティック回帰を選択した。10分割交差確認を用
いて、過剰適合を減少させ、属性の組に関する学習スキームの精度を推定した。特徴の組
、すなわちタンパク質マーカーのサブセットが、ソフトウェアによって、混同行列におけ
る予測の誤差率と共に報告される。
【０１６３】
（表ＩＶ）
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【０１６５】
　全ての85例の健康血清試料および92例のSLE血清試料について、Novex 30種ヒトサイト
カイン磁性パネルによって血清プロファイリングを行ったところ、SLEを98％予測する5種
類のサイトカインパネルが同定された（図6および8a）。Novex 19種ヒト自己抗原パネル
を利用してこれらの同じ177例の血清試料を試験すると、疾患を80％予測する9種の自己抗
体サブセットを示すデータが得られた（図7および8b）。177例の血清試料の組からの全て
のデータ（30種のサイトカインおよび19種の自己抗体）を調べたところ、SLEを98％予測
する統計学的に強力な2種（サイトカインおよび自己抗体）が同定された（図8c）。
【０１６６】
　それ以外であることを示している場合を除き、本明細書および特許請求の範囲において
用いられる成分の量、分子量、反応条件およびその他などの特性を表す全ての数値は、全
ての例において「約」という用語によって修飾されると理解される。したがって、反対で
あることを示している場合を除き、明細書および添付の特許請求の範囲に示される数値パ
ラメータは、本発明によって得ることが求められる望ましい特性に応じて変化しうる概算
である。いずれにせよ、および特許請求の範囲と同等の教義の応用を制限するつもりはな
いが、各々の数値パラメータは、報告された有意な桁の数に照らして、および通常の端数
処理技術を適用することによって少なくとも解釈されるべきである。本発明の広い範囲を
述べる数値範囲およびパラメータは概算であるとはいえ、特異的例において記載される数
値は可能な限り正確に報告される。しかし、いかなる数値も、本来、そのそれぞれの試験
測定において見いだされる標準偏差により必然的に生じる一定の誤差を含む。
【０１６７】
　本発明を記述する文脈（特に、以下の特許請求の範囲の文脈）において用いられる「1
つの」、「1つの（an）」、「その」という用語および類似の表現は、本明細書において
それ以外であると示している場合を除き、または本文と明らかに矛盾する場合を除き、単
数形と複数形の両方を含むと解釈されるべきである。本明細書において記述される値の範
囲の詳説は、範囲内に入る各々の個別の値に個々に言及する略式の方法として役立つと単
に意図される。本明細書においてそれ以外であると示している場合を除き、各々の個々の
値は、それが本明細書に個々に詳説されているかのように明細書に組み入れられる。本明
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細書において記述される全ての方法は、本明細書においてそれ以外であると示している場
合を除き、またはそうでなければ本文と明らかに矛盾する場合を除き、任意の適した順序
で行うことができる。本明細書において提供される、任意のおよび全ての例または例示的
な言語（たとえば、「などの」）の使用は、本発明をよりよく説明することを単に意図し
ており、それとは別に特許請求される本発明の範囲を制限するものではない。本明細書に
おける言語は、本発明の実践にとって必須の任意の請求されていない要素を示すと解釈し
てはならない。「または」という用語は、1つまたはそれが指定する用語しかないことを
意味するのではない。たとえば、構成の表現において用いられる場合のように、「Aまた
はB」は、A単独、B単独、またはAとBの両方を示しうる。本明細書において開示される本
発明の代わりの要素または態様の群は、制限的であると解釈されない。各群のメンバーは
、個々に、または本明細書において見いだされる群の他のメンバーもしくは他の要素との
任意の組み合わせで言及および特許請求されうる。群の1つまたは複数のメンバーは、便
宜上および／または特許資格の理由から、群に含められうるまたは群から除外されうると
予想される。そのような任意の包含または除外が起こる場合、本明細書は、修飾された群
を含むと考えられ、そのため、添付の特許請求の範囲において用いられる全てのマーカッ
シュ群に関する書面での説明を満たしている。
【０１６８】
　本発明を実践するために本発明者らにとって公知の最善の様式を含む、本発明のある態
様が本明細書において記述される。当然、前述の説明を読むことによって、これらの記述
の態様の変化形が当業者に明らかとなるであろう。本発明者らは、当業者がそのような変
更を必要に応じて用いることを予想し、本発明者らは、本明細書において具体的に記述さ
れる手法以外で本発明が実践されることを意図する。したがって、本発明は、適用可能な
法律によって許容される限り、本明細書において添付される特許請求の範囲において詳説
される主題の全ての修飾および同等物を含む。その上、本明細書においてそれ以外である
と示している場合を除き、またはそうでなければ本文と明らかに矛盾する場合を除き、そ
の起こりうる全ての変化における上記の要素の任意の組み合わせが、本発明に含まれる。
【０１６９】
　本明細書において開示される特異的態様は、「からなる」または「本質的にからなる」
という用語を用いて、特許請求の範囲においてさらに制限されうる。特許請求の範囲にお
いて用いる場合、修正版に従ってファイルされるまたは追加されるか否かによらず、「か
らなる」という接続語は、特許請求の範囲において明記されないいかなる要素、段階、ま
たは成分も除外する。「本質的にからなる」という接続語は、明記された材料または段階
、および基本の新規特徴に実質的に影響を及ぼさない材料または段階に、特許請求の範囲
を制限する。そのように特許請求される本発明の態様は、本明細書において固有にまたは
明白に記述され、実行される。
【０１７０】
　さらに、本明細書を通して特許および印刷刊行物に対して多数の参照がなされている。
上記で引用された参考文献および印刷刊行物は、その全内容が個々に参照により本明細書
に組み入れられる。
【０１７１】
　最後に、本明細書において開示される本発明の態様は、本発明の原理を説明すると理解
されるべきである。用いられうる他の改変も本発明の範囲内である。このように、例とし
て、本明細書の教示に従って本発明の代わりの構造を利用してもよいがそれに限定される
わけではない。したがって、本発明は、正確に示され、記述される内容に限定されない。
【０１７２】
　本明細書において開示される特異的態様は、「からなる」または「本質的にからなる」
という用語を用いて、特許請求の範囲においてさらに制限されうる。特許請求の範囲にお
いて用いられる場合、修正版に従ってファイルされるまたは追加されるか否かによらず、
「からなる」という接続語は、特許請求の範囲において明記されないいかなる要素、段階
、または成分も除外する。「本質的にからなる」という接続語は、明記された材料または
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段階、および基本の新規特徴に実質的に影響を及ぼさない材料または段階に、特許請求の
範囲を制限する。そのように特許請求される本発明の態様は、本明細書において固有にま
たは明白に記述され、実行される。
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