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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）の診断又はＳＬＥ疾患活動性のモニタリングに使用
するために、ＳＬＥリスクスコアを算出する方法であって、
　（ａ）（Ｉ）対象者に由来する生体試料中の赤血球Ｃ４ｄ（ＥＣ４ｄ）マーカー及びＢ
細胞Ｃ４ｄ（ＢＣ４ｄ）マーカー、及び
　　（ＩＩ）前記対象者に由来する生体試料中の抗ＭＣＶ抗体マーカー
　のレベルを決定する工程、
　（ｂ）１つ又は複数の変換分析により前記マーカーのうちの１つ又は複数のマーカーの
レベルを調整することによってＳＬＥリスクスコアを算出する工程、
　（ｃ）前記ＳＬＥリスクスコアを基準と比較する工程、並びに
　（ｄ）前記比較をＳＬＥ診断事業体及びＳＬＥ疾患活動性モニター事業体のうちの一方
又は両方に提供する工程
　を含む方法。
【請求項２】
　前記生体試料中の抗核抗体（ＡＮＡ）マーカーのレベルを決定する工程を更に含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
　工程（ａ）が、前記対象者に由来する生体試料中の二本鎖ＤＮＡ抗体（抗ｄｓＤＮＡ）
マーカーのレベルを決定する工程を含む、請求項１又は２に記載の方法。
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【請求項４】
　前記生体試料中の前記二本鎖ＤＮＡ抗体（抗ｄｓＤＮＡ）マーカーのレベルの決定が、
他のマーカーのレベルを決定する前に実施される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記１つ又は複数の変換分析が、ロジスティック回帰分析を含み、前記ロジスティック
回帰分析が、
　（ｉ）適切な加重係数で前記マーカーのうちの１つ又は複数のマーカーのレベルを調整
して、各マーカーの加重スコアを生成する工程、及び
　（ｉｉ）前記各マーカーの加重スコアを統合して、前記ＳＬＥリスクスコアを生成する
工程
を含む、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　全ての前記マーカーのレベルが調整される、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項７】
　前記ＳＬＥリスクスコアの計算が、
　（ｉ）各マーカーの量に所定の加重係数を乗算し、各マーカーの加重スコアを生成する
工程、及び
　（ｉｉ）個々の加重スコアを合計して、前記ＳＬＥリスクスコアを生成する工程
を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記生体試料が、血液試料を含む、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　（ｉ）ＢＣ４ｄマーカーレベルの決定が、Ｂリンパ球表面のＢＣ４ｄのレベルを決定す
る工程を含み、ＥＣ４ｄマーカーレベルの決定が、赤血球表面のＥＣ４ｄのレベルを決定
する工程を含むか、又は
　（ｉｉ）ＢＣ４ｄマーカーレベルの決定が、Ｂリンパ球を含む細胞又は組織抽出物中の
ＢＣ４ｄのレベルを決定する工程を含み、ＥＣ４ｄマーカーレベルの決定が、赤血球を含
む細胞又は組織抽出物中のＥＣ４ｄのレベルを決定する工程を含む、
請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　ＢＣ４ｄマーカーのレベル及びＥＣ４ｄマーカーのレベルが、Ｃ４ｄに特異的な抗体を
使用して決定される、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記生体試料を、ＩｇＭリウマチ因子、ＩｇＧリウマチ因子、ＩｇＡリウマチ因子、及
び抗ＣＣＰ抗体のうちの少なくともいずれか１つと、前記生体試料中のそれらの標的抗原
に対する前記抗体の特異的結合を容易にするのに好適な条件下で接触させる工程、未結合
抗体を除去する工程、前記抗体と前記生体試料中のそれらの標的との結合複合体を検出す
る工程、及びそのような結合複合体のレベルを基準と比較する工程を更に含み、前記基準
と比べたそのような結合複合体の増加が、前記対象者が関節リウマチを有することを示す
、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　生体試料中のマーカーレベルを測定するためのデバイスに請求項１～１１のいずれか一
項に記載の方法を実行させる一組の命令を含む、非一時的なコンピュータ可読記憶媒体。
【請求項１３】
　（ａ）ＥＣ４ｄのレベルに関する第１の検査、
　（ｂ）ＢＣ４ｄのレベルに関する第２の検査、及び
　（ｃ）抗ＭＣＶ抗体のレベルに関する第３の検査
　を含む、検査の組み合わせ。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、全身性エリテマトーデスのリスクスコアを算出する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）は、血中で異常な自己抗体が産生されることを特徴
とする自己免疫疾患である。これら自己抗体は、それぞれの抗原と結合し、循環して最終
的に組織に沈着する免疫複合体を形成する。この免疫複合体沈着は、慢性炎症及び組織損
傷を引き起こす。
【０００３】
　狼瘡を引き起こす異常自己免疫の正確な原因は、知られていない。継承された遺伝子、
ウイルス、紫外線、及び薬物は全て、ある程度の役割を果たす場合がある。遺伝的要因は
、自己免疫疾患の発症傾向を増加させ、狼瘡、関節リウマチ、及び免疫甲状腺障害等の自
己免疫疾患は、一般集団よりも、狼瘡を有する患者の親戚でより一般的である。科学者の
中には、狼瘡の免疫系が、ウイルス又は紫外線等の外部要因によって、より容易に刺激さ
れると考える者もいる。時には、狼瘡の症状は、短期間に過ぎない日光曝露により促進さ
れるか又は悪化する場合がある。
【０００４】
　ＳＬＥの患者は、多種多様な症状及び様々な組み合わせの器官併症を示し得るため、Ｓ
ＬＥ診断は、単一の検査では確立されない。医師によるＳＬＥ診断の精度向上を支援する
ために、１１項目の診断基準が米国リウマチ協会により確立された。これら１１項目の診
断基準は、ＳＬＥの患者で観察される様々な症状と密接に関連する。個人がこれら診断基
準の４項目以上を示す場合、ＳＬＥの診断が強く示唆される。しかしながら、ＳＬＥが疑
われる幾人かの患者は、確定診断に十分な診断基準を決して発症しない場合がある。他の
患者では、観察の数か月後又は数年後になって初めて、十分な診断基準が蓄積される。し
かしながら、ＳＬＥの診断は、幾つかの設定では、これら古典的診断基準の少数を示すに
過ぎない患者で行われる場合がある。これらの患者のうち、幾人かは、後に他の診断基準
を発症する場合があるが、多くは決して発症しない。ＳＬＥを診断するために従来から使
用されている１１項目の診断基準は、以下の通りである：
　１　顔面の頬の頬骨（malar over the cheeks）又は「蝶型」発疹
　２　円板状皮疹：瘢痕を引き起こす場合のある斑状発赤
　３　光線過敏：日光暴露に反応した皮疹
　４　粘膜潰瘍：口、鼻、又は喉の粘膜の潰瘍
　５　関節炎：腫れて触ると痛い複数の四肢関節
　６　胸膜炎／心膜炎：心臓又は肺周辺の内膜組織の炎症、通常は呼吸による胸痛を伴う
かた
　７　腎臓異常：異常量の尿タンパク質、又は円柱と呼ばれる細胞成分の凝集塊。
【０００５】
　８　脳刺激：発作（痙攣）及び／又は精神病を呈する
　９　血球数異常：白血球細胞数又は赤血球細胞数又は血小板数の低下
　１０　免疫学的障害：異常免疫検査には、抗ｄｓＤＮＡ抗体若しくは抗Ｓｍ（Ｓｍｉｔ
ｈ）抗体、梅毒の偽陽性血液検査、抗カルジオリピン抗体、ループス抗凝固因子、又は陽
性エリテマトーデス組織標本検査が含まれる、及び
　１１　抗核抗体：陽性ＡＮＡ抗体検査。
【０００６】
　上記診断基準は、狼瘡を他の関連自己免疫疾患から区別する特徴の有用な注意喚起とし
ての役目を果たすが、それらは、不確実であることを免れ得ない。診断基準の存在又は非
存在を決定するには、解釈が求められる場合が多い。徴候又は症状の存在又は非存在の決
定に対して寛大な基準が適用される場合、実際にはそうでない場合でも患者が狼瘡と安易
に診断される可能性がある。同様に、ＳＬＥの臨床発現の幅は、１１項目の診断基準によ
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り記述されたものよりはるかに大きく、各発現は、活動性及び重症度のレベルが患者によ
り様々であり得る。困難な診断を更に複雑にするのは、ＳＬＥの症状が、この疾患の経過
にわたって絶えず進展することである。時間の経過と共に、それまでは影響を受けなかっ
た器官に新しい症状が現れる場合がある。従来では確定的な狼瘡検査が存在しないため、
狼瘡は誤診されることが多い。
【０００７】
　また、疾患活動性のモニターは、狼瘡を有する患者を介護する際に問題となる。狼瘡は
、一連の紅斑又は急性疾患期間に進行し、その後寛解する。紅斑の症状は、患者間で及び
同じ患者内でさえ相当に異なっており、それらには、倦怠感、発熱、対称性関節痛、及び
光線過敏（短期間の日光曝露後の発疹発症）が含まれる。狼瘡の他の症状には、毛髪脱落
、粘膜の潰瘍、及び胸痛に結び付く心臓内膜及び肺内膜の炎症が含まれる。
【０００８】
　狼瘡では、赤血球細胞、血小板、及び白血球細胞が標的とされ、貧血及び出血問題がも
たらされる場合がある。より深刻には、血管中の免疫複合体沈着及び慢性炎症は、腎臓併
症に、時には透析及び腎臓移植を必要とする障害に結び付く場合がある。血管は、狼瘡で
は自己免疫応答の主な標的であるため、早発性卒中及び心臓疾患は、珍しくない。しかし
ながら、時間と共に、これら紅斑は、不可逆的な器官損傷に結び付く場合がある。そのよ
うな損傷を最小限に抑えるために、疾患紅斑をより早期に及びより正確に検出することは
、適切な治療を促進するだけでなく、不必要な介入の頻度を低減することになるだろう。
研究的な見地からは、個々の器官系の「炎症の程度」又は疾患の活動性を一律に、又は普
遍的な尺度として記述する能力は、貴重な研究ツールである。更に、疾患活動性の尺度は
、治験での応答変数として使用することができる。
【発明の概要】
【０００９】
　第１の態様では、本発明は、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）の診断又はＳＬＥ疾患
活動性のモニタリングに使用するために、ＳＬＥリスクスコアを算出する方法であって、
以下を含む方法を提供する：
　（ａ）（Ｉ）対象者に由来する生体試料中の赤血球Ｃ４ｄ（ＥＣ４ｄ）マーカー及びＢ
細胞Ｃ４ｄ（ＢＣ４ｄ）マーカー、及び
　　（ＩＩ）前記対象者に由来する生体試料中の抗ＭＣＶ抗体マーカー
　のレベルを決定する工程、
　（ｂ）１つ又は複数の変換分析により前記マーカーのうちの１つ又は複数のマーカーの
レベルを調整することによってＳＬＥリスクスコアを算出する工程、
　（ｃ）前記ＳＬＥリスクスコアを基準と比較する工程、並びに
　（ｄ）前記比較をＳＬＥ診断事業体及びＳＬＥ疾患活動性モニター事業体のうちの一方
又は両方に提供する工程。
【００１２】
　別の実施形態では、ステップ（ａ）及び（ｂ）は、以下のもののレベルを決定すること
を含む：
　　（ａ）対象者に由来する生体試料中のＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ、ＰＣ４ｄ、及びＥＣＲ１
、並びに
　　（ｂ）対象者に由来する生体試料中のＡＮＡマーカー。この実施形態は、対象者に由
来する生体試料中の抗ＭＣＶ抗体マーカーのレベルを決定することを更に含んでいてもよ
い。
【００１３】
　上記実施形態のいずれか又はそれらの組み合わせの別の実施形態では、本方法は、対象
者に由来する生体試料中の二本鎖ＤＮＡ抗体（抗ｄｓＤＮＡ）マーカーのレベルを決定す
ることを更に含む。更なる実施形態では、生体試料中の二本鎖ＤＮＡ抗体（抗ｄｓＤＮＡ
）マーカーレベルの決定は、他のマーカーレベルを決定する前に実施される。
【００１４】



(5) JP 5990542 B2 2016.9.14

10

20

30

40

50

　上記実施形態のいずれかの種々の実施形態では、ステップ（ａ）は、対象者に由来する
生体試料中の列挙したマーカーの２つ、３つ、又は４つ全てのレベルを決定することを含
む。
【００１５】
　別の実施形態では、１つ又は複数の変換分析は、ロジスティック回帰分析を含み、ロジ
スティック回帰分析は、以下を含む：
　（ｉ）適切な加重係数でマーカーの１つ又は複数のレベルを調整して、各マーカーの加
重スコアを生成すること、及び
　（ｉｉ）各マーカーの加重スコアを統合して、ＳＬＥリスクスコアを生成すること。更
なる実施形態では、２つ、３つ、４つ、５つ、又は全てのマーカーのレベルが調整される
。更に別の実施形態では、ＳＬＥリスクスコアの算出は、以下を含む：
　（ｉ）マーカーの量に所定の加重係数を乗算して、各マーカーの加重スコアを生成する
こと、及び
　（ｉｉ）個々の加重スコアを合計して、ＳＬＥリスクスコアを生成すること。
【００１６】
　１つの実施形態では、生体試料は、血液試料を含む。別の実施形態では、ＢＣ４ｄマー
カーレベルの決定は、Ｂリンパ球表面のＢＣ４ｄのレベルを決定することを含み、ＰＣ４
ｄマーカーレベルの決定は、血小板表面のＰＣ４ｄのレベルを決定することを含み、並び
に／又はＥＣ４ｄマーカーレベル及び／若しくはＥＣＲ１マーカーレベルの決定は、赤血
球表面のＥＣ４ｄ及び／又はＥＣＲ１のレベルを決定することを含む。更なる実施形態で
は、ＢＣ４ｄマーカーレベルの決定は、Ｂリンパ球を含む細胞又は組織抽出物中のＢＣ４
ｄレベルを決定することを含み、ＰＣ４ｄマーカーレベルの決定は、血小板を含む細胞又
は組織抽出物中のＰＣ４ｄレベルを決定することを含み、並びに／又はＥＣ４ｄマーカー
レベル及び／若しくはＥＣＲ１マーカーレベルの決定は、赤血球を含む細胞又は組織抽出
物中のＥＣ４ｄ及び／又はＥＣＲ１のレベルを決定することを含む。また更なる実施形態
では、ＢＣ４ｄマーカーのレベル、ＰＣ４ｄマーカーのレベル、及び／又はＥＣ４ｄマー
カーのレベルは、Ｃ４ｄに特異的な抗体を使用して決定される。
【００１７】
　本方法は、生体試料を、ＩｇＭ、ＩｇＧ及び／若しくはＩｇＡリウマチ因子、並びに／
又は抗ＣＣＰ抗体と、生体試料中のそれらの標的抗原に対する抗体の特異的結合を容易に
するのに好適な条件下で接触させること、未結合抗体を除去すること、抗体と生体試料中
のそれらの標的との結合複合体を検出すること、及びそのような結合複合体のレベルを基
準と比較することを更に含み、基準と比べたそのような結合複合体の増加は、対象者が関
節リウマチを有することを示す。
【００１８】
　１つの実施形態では、本方法は、上記比較をＳＬＥ診断事業体に提供することを含む。
別の実施形態では、本方法は、上記比較をＳＬＥ疾患活動性モニター事業体に提供するこ
とを含む。更なる実施形態では、本方法は、上記比較に基づいて、対象者がＳＬＥである
と診断することを含む。別の実施形態では、本方法は、上記比較に基づいて、ＳＬＥ疾患
活動性のレベルを決定することを含む。
【００２５】
　第２の態様では、本発明は、生体試料中のマーカーレベルを測定するためのデバイスに
、本発明の方法の実施形態のいずれかの方法又は本発明の方法の実施形態の組み合わせの
方法を実行させるための１組の命令を含む非一時的なコンピュータ可読記憶媒体を提供す
る。
【００２６】
　第３の態様では、本発明は、以下の３つを含む検査の組み合わせを提供する：
　（ａ）ＥＣ４ｄのレベルに関する第１の検査、
　（ｂ）ＢＣ４ｄのレベルに関する第２の検査、及び
　（ｃ）抗ＭＣＶ抗体のレベルに関する第３の検査。
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【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】３つの検出層を含む細胞系補体活性化産物の血液試料レベルに基づく、ＳＬＥを
診断するための本発明の方法の実施形態を示すフローチャートである。
【図２】２つの検出層を含む細胞系補体活性化産物の血液試料レベルに基づく、ＳＬＥを
診断するための本発明の方法の実施形態を示すフローチャートである。
【図３】ＥＣ４Ｄマーカーの識別能力を示すグラフである。
【図４】ＥＣＲ１マーカーの識別能力を示すグラフである。
【図５】ＢＣ４Ｄマーカーの識別能力を示すグラフである。
【図６】ＲＯＣが、単変量分析によるｄｓＤＮＡの指標値と比較して、マーカーの組み合
わせを使用してロジスティック回帰分析式から算出した指標値の曲線下にあることを示す
グラフである。
【図７】指標値とＳＬＥの診断を示す確率との関係性を示す図である。
【図８】診断による指標値の分布を示す図である。
【図９】コホート全体での指標の識別能力を示すグラフである。
【図１０】指標値とＳＬＥの診断を示す確率との関係性を示すグラフである。
【図１１】赤血球及びＢ細胞に沈着した血清学的マーカー（ＡＮＡ、ＤｓＤＮＡ、及びａ
ｎｔＭＣＶ）をＣ４Ｄレベルと共に統合したモデルを使用した、ＳＬＥを有する確率のグ
ラフ及び要約を示す図である。
【図１２】ｄｓＤＮＡ陰性患者の指標値を示すグラフである。
【図１３】感度及び特異度を指標の関数として示すグラフである。
【図１４】２つの検出層を含むマーカーレベルに基づいてＳＬＥを診断するための本発明
の方法の実施形態を示すフローチャートである。
【図１５】ＡＮＡ及び抗ＭＣＶが曖昧である場合の、指標に対するＣＢ－ＣＡＰＳ成分の
影響を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　引用された文献は全て、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる。
　本出願内では、別様の記述がない限り、利用された技術は、以下のもの等の幾つかの周
知の文献のいずれかに見出すことができる：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９年、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）、Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐ
ｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ
、１８５巻、Ｄ．Ｇｏｅｄｄｅｌ編、１９９１年、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、サン
ディエゴ、カリフォルニア州）、「Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ」ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ｍ．Ｐ．Ｄｅｕｔｓ
ｈｃｅｒ編（１９９０年）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；ＰＣＲ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏ
ｎｓ（Ｉｎｎｉｓら、１９９０年、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、サンディエゴ、カリ
フォルニア州）、Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｍａｎｕａｌ
　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ、第２版（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ、１９８
７年、Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．ニューヨーク、ニューヨーク州）、Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅ
ｒ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ、１０９～１２８頁、Ｅ．Ｊ．
Ｍｕｒｒａｙ編、Ｔｈｅ　Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，クリフトン、ニュージ
ャージー州）、及びｔｈｅ　Ａｍｂｉｏｎ　１９９８　Ｃａｔａｌｏｇ（Ａｍｂｉｏｎ、
オースティン、テキサス州）。
【００２９】
　本明細書で開示された実施形態は全て、状況が明白にそうではないと示さない限り、本
発明の同一の又は異なる態様の１つ又は複数の他の実施形態と組み合わせることができる
。
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【００３０】
　第１の態様では、本発明は、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）を診断するための方法
、又はＳＬＥ疾患活動性をモニターするための方法であって、以下を含む方法を提供する
：
　　（ａ）対象者に由来する生体試料中のＢＣ４ｄ（Ｂリンパ球結合Ｃ４ｄ）、ＥＣ４ｄ
（赤血球結合Ｃ４ｄ）、ＰＣ４ｄ（血小板結合Ｃ４ｄ）、及びＥＣＲ１（赤血球補体受容
体１型）からなる群から選択される少なくとも１つのマーカーのレベルを決定すること、
　　（ｂ）抗ＭＣＶ抗体マーカー及び抗核抗体（ＡＮＡ）マーカーからなる群から選択さ
れる、対象者に由来する生体試料中の少なくとも１つの更なるマーカーのレベルを決定す
ること、
　（ｃ）１つ又は複数の変換分析によりマーカーの１つ又は複数のレベルを調整すること
によってＳＬＥリスクスコアを算出すること、
　（ｄ）ＳＬＥリスクスコアを基準と比較すること、並びに
　（ｅ）以下の１つ又は複数、
　　（Ｉ）上記比較に基づいて対象者がＳＬＥであると診断すること、
　　（ＩＩ）上記比較に基づいてＳＬＥ疾患活動性のレベルを決定すること、
　　（ＩＩＩ）上記比較をＳＬＥ診断事業体に提供すること、及び
　　（ＩＶ）上記比較をＳＬＥ疾患活動性モニター事業体に提供すること。
【００３１】
　本発明は、一群のバイオマーカーを使用して、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）を診
断するための方法、並びにＳＬＥの疾患活動性及び治療に対する応答性をモニターするた
めの方法を提供する。本発明者らは、本明細書にて、本発明の方法が、以前の方法と比較
して、ＳＬＥ診断及び疾患モニターの特異度及び感度を提供することを示す。例えば、抗
ｄｓＤＮＡ抗体の存在が、ＳＬＥの診断及び疾患重症度のモニターに使用されているが、
ＳＬＥ確定患者の大きな亜集団（およそ４０～５０％）は、抗ｄｓＤＮＡ抗体検査に陰性
である。したがって、対象者のＳＬＥを診断及びモニターするための従来手段は、精度及
び感度を欠如しており、診断方法及びモニター方法の向上が求められている。
【００３２】
　対象者は、ＳＬＥのリスクがある任意の対象者であってもよく（ＳＬＥを診断する方法
では）、又はＳＬＥであることが判明している対象者であってもよく（疾患活動性をモニ
ターする方法では）、好ましくはヒト対象者（成人又は小児）であってもよい。ＳＬＥは
、血中で異常な自己抗体が産生されることを特徴とする自己免疫疾患である。これら自己
抗体は、それぞれの抗原と結合し、循環して最終的に組織に沈着する免疫複合体を形成す
る。ＳＬＥの症状には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：倦怠感、発熱
、慢性炎症、組織損傷；顔面の頬の頬骨又は「蝶型」発疹；円板状皮疹：瘢痕を引き起こ
す場合がある斑状発赤；光線過敏：日光暴露に反応した皮疹、粘膜潰瘍：口、鼻、又は喉
の粘膜の潰瘍；関節炎：腫れて触ると痛い複数の四肢関節；胸膜炎／心膜炎：心臓又は肺
周辺の内膜組織の炎症、呼吸に伴う胸痛；毛髪脱落；腎臓異常：異常量の尿タンパク質又
は円柱と呼ばれる細胞成分の凝集塊；脳刺激：発作（痙攣）及び／又は精神病を呈する；
血球数異常；免疫学的障害：異常免疫検査には、抗ｄｓＤＮＡ抗体又は抗Ｓｍ（Ｓｍｉｔ
ｈ）抗体、梅毒の偽陽性血液検査、抗カルジオリピン抗体、ループス抗凝固因子、及び陽
性エリテマトーデス組織標本検査が含まれる。
【００３３】
　本明細書で使用される場合、「生体試料」は、対象者の体内から得られる。対象者に由
来するあらゆる好適な生体試料を使用することができる。本発明の方法で使用される特に
好適な試料は、血液試料、生検試料であり、生検試料には、腎生検が含まれるが、それに
限定されない。１つの実施形態では、血清学的マーカー（抗ＭＣＶ抗体マーカー及びＡＮ
Ａマーカーの一方又は両方等）は、血液試料から得られ、ＥＣ４ｄ、ＰＣ４ｄ、ＥＣＲ１
、及び／又はＢＣ４ｄマーカーは、循環血液細胞に沈着したものである。
【００３４】
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　血液試料は、好ましくは、補体活性化を阻害するためにＥＤＴＡ（エチレンジアミンテ
トラアセタート）で処理される。試料は、室温で維持するか、又は４℃で保管することが
できる。幾つかの実施形態では、全血試料は、様々な成分に分画することができる。例え
ば、１つの実施形態では、赤血球細胞は、分画遠心法により試料中の他の細胞タイプから
分離される。赤血球に結合した補体活性化産物（例えば、ＥＣ４ｄ及びＥＣＲ１）の分析
は、単離した赤血球細胞で実施することができる。幾つかの実施形態では、白血球細胞は
、血液試料の他の成分から単離される。例えば、白血球細胞（バフィーコート）は、遠心
分離により血漿及び赤血球細胞から単離することができる。各タイプの白血球細胞（例え
ば、リンパ球、単球等）は、その細胞タイプに特異的な既知細胞表面マーカーに対する抗
体の使用により単離することができる。白血球細胞の細胞表面マーカーに対する抗体は、
当業者に知られている。例えば、細胞表面マーカーＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、及びＣＤ１
９に特異的なモノクローナル抗体は、市販されており、リンパ球を選択するために使用す
ることができる。ＢＣ４ｄ等の、白血球細胞表面に見出される補体活性化産物の分析は、
白血球細胞の単離画分で実施することができる。血小板画分は、ＰＣ４ｄ等の血小板結合
補体活性化産物の分析を可能にするために、他の血液成分に由来していてもよい。血小板
単離は、分画遠心法、又は血小板に特異的な抗体（例えば、ＣＤ４２ｂ）を使用した免疫
沈降を含む、当技術分野で公知の方法で実施することができる。
【００３５】
　特定のバイオマーカーのレベル（例えば、分量（quantity）又は量（amount））は、当
業者に公知の様々な方法を使用して、試料中で測定することができる。そのような方法に
は、これらに限定されないが、フローサイトメトリー、赤血球細胞、血小板、又は白血球
細胞溶解産物（例えば、リンパ球溶解産物）を使用したＥＬＩＳＡ、及びラジオイムノア
ッセイが含まれる。１つの実施形態では、Ｃ４ｄのレベルの決定は、フローサイトメトリ
ー法を使用し、分子の各々に特異的なポリクローナル又はモノクローナル抗体を使用した
直接又は間接免疫蛍光法により得られる測定を用いて行われる。これら分子の各々は、別
々の試料（例えば、赤血球細胞特異的画分、白血球細胞特異的画分、又は血小板特異的画
分）を用いて測定してもよく、又は単一の試料（例えば、全血）を使用して測定してもよ
い。
【００３６】
　１つの実施形態では、ステップ（ａ）及び（ｂ）は、以下のレベルを決定することを含
む：
　（ａ）対象者に由来する生体試料中のＥＣ４ｄマーカー及びＢＣ４ｄマーカー、並びに
　（ｂ）対象者に由来する生体試料中の抗ＭＣＶ抗体マーカー及び抗核抗体（ＡＮＡ）マ
ーカーの一方又は両方。１つの実施形態では、本方法は、抗ＭＣＶマーカー及びＡＮＡマ
ーカーの両方のレベルを決定することを含む。別の実施形態では、ステップ（ａ）は、対
象者に由来する生体試料中のＥＣＲ１のレベルを決定することを更に含む。この実施形態
は、以下の例に詳述されており、従来技術の方法と比べて著しい診断向上を示す。
【００３７】
　別の実施形態では、ステップ（ａ）及び（ｂ）は、以下のもののレベルを決定すること
を含む：
　（ａ）対象者に由来する生体試料中のＥＣＲ１及びＰＣ４ｄ、並びに
　（ｂ）対象者に由来する生体試料中のＡＮＡマーカー。この実施形態は、以下の例に詳
述されており、従来技術の方法と比べて著しい診断向上を示す。
【００３８】
　　
　別の実施形態では、ステップ（ａ）及び（ｂ）は、以下のもののレベルを決定すること
を含む：
　（ａ）対象者に由来する生体試料中のＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ、ＰＣ４ｄ、及びＥＣＲ１、
並びに
　（ｂ）対象者に由来する生体試料中のＡＮＡマーカー。この実施形態は、対象者に由来
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する生体試料中の抗ＭＣＶ抗体マーカーのレベルを決定することを更に含んでいてもよい
。この実施形態は、以下の例に詳述されており、従来技術の方法と比べて著しい診断向上
を示す。
【００３９】
　上記実施形態のいずれかの種々の実施形態では、ステップ（ａ）は、対象者に由来する
生体試料中の列挙したマーカーのうちの２つ、３つ、又は４つ全てのレベルを決定するこ
とを含む。
【００４０】
　上記実施形態のいずれかの種々の実施形態では、ステップ（ｂ）は、抗ＭＣＶ及びＡＮ
Ａマーカーの両方のレベルを決定することを含む。
　上記実施形態のいずれか又はそれらの組み合わせの別の実施形態では、本方法は、対象
者に由来する生体試料中の二本鎖ＤＮＡ抗体（抗ｄｓＤＮＡ）マーカーのレベルを決定す
ることを更に含む。更なる実施形態では、生体試料中の二本鎖ＤＮＡ抗体（抗ｄｓＤＮＡ
）マーカーレベルの決定は、他のマーカーのレベルを決定する前に実施される。
【００４１】
　本明細書で開示された任意の方法と組み合わせることができる更なる実施形態では、本
方法は、対象者に由来する生体試料中の二本鎖ＤＮＡ抗体（抗ｄｓＤＮＡ）マーカーのレ
ベルを決定することを更に含む。この実施形態では、本方法は、他のマーカーのレベルを
決定する前に、生体試料中の（抗ｄｓＤＮＡ）マーカーのレベルを決定することを含むこ
とができる。
【００４２】
　ＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ、ＰＣ４ｄ、ＥＣＲ１、ＡＮＡ、及び抗ＭＣＶのレベルを決定する
ための方法は、詳細に開示されており（以下の実施例等で）、当技術分野で公知であり、
抗ｄｓＤＮＡのレベルを決定するための方法は、標準的ＥＬＩＳＡ等、当技術分野で周知
である。下記で議論されているように、マーカーのレベルを決定するためのあらゆる好適
なアッセイを使用することができる。１つの実施形態では、マーカーレベルの決定は、Ｂ
リンパ球表面のＢＣ４ｄのレベルを決定すること、血小板表面のＰＣ４ｄのレベルを決定
すること、及び／又は赤血球表面の及び／又はＥＣＲ１のレベルを決定することを含む。
そのような測定を行うための好適なアッセイは、当技術分野で公知であり、それらには、
本明細書に記載の方法が含まれる。１つの実施形態では、フローサイトメトリーが使用さ
れる。
【００４３】
　別の実施形態では、マーカーレベルの決定は、Ｂリンパ球を含む細胞又は組織抽出物中
のＢＣ４ｄレベルを決定すること、血小板を含む細胞又は組織抽出物中のＰＣ４ｄレベル
を決定すること、及び／又は赤血球を含む細胞又は組織抽出物中のＥＣ４ｄレベル及び／
又はＥＣＲ１レベルを決定することを含む。そのような測定を行うための好適なアッセイ
は、当技術分野で公知であり、それらには、Ｃ４ｄに特異的な抗体を使用した関連細胞抽
出物のＥＬＩＳＡアッセイが含まれる。
【００４４】
　本方法又は本明細書の任意の実施形態又は実施形態の組み合わせは、ＥＣ４ｄ及びＥＣ
Ｒ１；ＢＣ４ｄ及びＥＣＲ１；並びにＰＣ４ｄ及びＥＣＲ１の１つ又は複数の比率を決定
することを更に含むことができる。ＥＣ４Ｄ、ＰＣ４ｄ、及びＢＣ４Ｄは、ＳＬＥ患者で
上昇する傾向があり、ＥＣＲ１は、減少する傾向がある。これらの比率を本発明の方法と
組み合わせて使用して、ＳＬＥの可能性の予測を支援することができる。１つの実施形態
では、ＣＲ１のレベルの決定は、フローサイトメトリー法を使用し、分子の各々に特異的
なポリクローナル又はモノクローナル抗体を使用した直接又は間接免疫蛍光法により得ら
れる測定を用いて行うことができる。
【００４５】
　本明細書に記載の方法では、バイオマーカーの測定レベルと基準との比較が使用される
。任意の好適な比較基準を使用することができ、比較基準には、これらに限定されないが
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、正常個体若しくはＳＬＥ罹患患者集団に由来する所定のレベル若しくは範囲、又は本明
細書に別様に記載されている所定のレベル若しくは範囲が含まれる。本明細書で使用され
る場合、「所定のレベル」又は「所定の範囲」は、対照対象者（例えば、健常対象者）の
集団又はＳＬＥ等の自己免疫疾患若しくは非ＳＬＥ自己免疫障害を罹患している対象者の
集団で測定された特定のバイオマーカーの分量又は量（例えば、絶対値又は濃度）から決
定することができる数値又は数値の範囲を指す。所定のレベル又は所定の範囲は、特定の
バイオマーカーの所与の組の分量又は量について最大の統計的有意差を達成する数値又は
数値の範囲を算出することにより選択することができる。幾つかの実施形態では、所定の
レベルは、対照／正常対象者の集団に由来する試料のバイオマーカー分量のばらつきに基
づく。例えば、所定のレベルは、特定のバイオマーカーの正常範囲を超える少なくとも２
、３、４、又は５標準偏差であってもよい。１つの実施形態では、所定のレベルは、バイ
オマーカーの正常範囲を超える少なくとも６標準偏差である。幾つかの実施形態では、所
定のレベル又は所定の範囲は、全ての対象者（ＳＬＥ患者を含む）から測定された２つの
異なるバイオマーカーのレベルの比率であってもよい。また、所定のレベル又は所定の範
囲は、そのレベル又は範囲内のバイオマーカーの分量を有する患者の５０％、６０％、７
０％、７５％、８０％、８５％、９０％、又は９５％超がＳＬＥであるバイオマーカー分
量のレベル又は範囲を算出することにより決定することができる。バイオマーカーのレベ
ルが、所定の範囲又は所定のレベル内に入らない試料は、ＳＬＥの診断が可能になるまで
、追加バイオマーカーの測定が必要となる場合がある。
【００４６】
　本明細書で使用される場合、「変換分析」は、一般化モデル（例えば、ロジスティック
回帰分析、一般化加法モデル）、多変量分析（例えば、判別分析、主成分分析、因子分析
）、及び事象までの時間（time-to-event）の「生存」分析を含むが、それらに限定され
ない任意の好適な数学的操作であってもよい。１つの好ましい実施形態では、１つ又は複
数の変換分析は、ロジスティック回帰分析を含み、ロジスティック回帰分析は、以下を含
む：
　（ｉ）適切な加重係数でマーカーの１つ又は複数のレベルを調整して、各マーカーの加
重スコアを生成すること、及び
　（ｉｉ）各マーカーの加重スコアを統合して、ＳＬＥリスクスコアを生成すること。
【００４７】
　種々の実施形態では、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、又はより多くの（追加マーカー
を使用する場合）マーカーのレベルを、適切な加重係数で調整してもよい。
　当業者であれば、本明細書の教示に基づいて理解するはずであるように、加重係数は、
様々な技術により決定することができ、大きく変動する場合がある。適切な加重係数を決
定するための１つの例では、多変量ロジスティック回帰分析（ＭＬＲ）は、２群の患者内
に、例えばＳＬＥである患者及びＳＬＥではない患者に見出されるマーカーレベルを使用
して実施される。ＭＬＲと共に使用することができる変数（マーカー）の選択には幾つか
の方法が存在し、それにより、選択されないマーカーがモデルから除外され、モデルに残
った各予測マーカーの加重係数が決定される。その後、これら加重係数を、例えば試料中
のマーカーレベルと乗算し（任意の好適な単位で表されており、任意の好適な単位には、
重量／容積、重量／重量、重量／血中血球数が含まれるが、それらに限定されない）、そ
の後、例えば合計してＳＬＥリスクスコアを算出する。
【００４８】
　本明細書で使用される場合、「統合する」は、マーカーを組み合わせて使用して、閾値
と比較することができる単一のスコアに到着するためのあらゆる数学的操作（加算、減算
、除算、乗算、及びそれらの組み合わせ）を含む。これらの方法では、マーカーの１つ、
２つ、３つ、４つ、５つ、又は全てのレベルは、適切な加重係数を使用して調整すること
ができる。好ましくは、マーカーは全て調整される。
【００４９】
　更なる実施形態では、ＳＬＥリスクスコアの計算は、（ｉ）マーカーの量に所定の加重
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係数を乗算して、各マーカーの加重スコアを生成すること；及び（ｉｉ）個々の加重スコ
アを合計して、ＳＬＥリスクスコアを生成することを含む。
【００５０】
　１つの実施形態では、本方法は、リスク因子が、多変量ロジスティック回帰分析式から
導き出される指標に基づく単層化分析を含み、多変量ロジスティック回帰分析式では、Ｓ
ＬＥの存在又は非存在（又は疾患活動性）が分類変数であり、マーカーが独立変数であり
、それらの１つ又は複数（１、２、３、４、５、全て等）が係数と関連する。この実施形
態の実施例は、以下の例に提供されている。他の実施形態では、本方法は、多層化分析を
含む。１つの非限定的な実施形態では、図１４には、多層化分析法が示されている。層１
では、ｄｓＤＮＡの陽性は、ＳＬＥの診断と関連する。ｄｓＤＮＡ陰性患者では、蛍光活
性化細胞分類（ＦＡＣＳ）及び抗ＭＣＶ（ＥＬＩＳＡによる）により測定されるＡＮＡ、
ＥＣ４ｄ、及びＢＣ４ｄレベルの複合指標スコアが算出される。閾値を超える指標は、Ｓ
ＬＥの診断と一致する。１つの実施形態では、指標スコアは、ＥＬＩＳＡにより決定され
るＡＮＡを使用して算出される。別の実施形態では、ＡＮＡがＥＬＩＳＡで陰性の場合、
間接免疫蛍光法が実施される。
【００５１】
　１つの実施形態では、本方法は、上記比較に基づいて、対象者がＳＬＥであるという診
断をもたらすことができる。別の実施形態では、本方法は、ＳＬＥ診断事業体への上記比
較の提供をもたらすことができる。これらの実施形態では、対象者は、ＳＬＥのリスクが
あるが、ＳＬＥであると確定的には診断されていない。種々の実施形態では、対象者は、
上述のように、ＳＬＥの１つ又は複数の症状を呈している場合がある。「診断する／診断
」は、本明細書で使用される場合、ＳＬＥの存在又は性質を特定することを意味する。診
断方法は、それらの感度及び特異度が異なる。診断アッセイの「感度」は、陽性の検査結
果を示す疾患個体の割合（「真陽性」の割合）である。アッセイにより検出されない疾患
個体は、「偽陰性」である。罹患しておらず、アッセイで陰性検査結果を示す対象者は、
「真陰性」と称される。診断アッセイの「特異度」は、１－偽陽性率であり、「偽陽性」
率は、陽性検査結果を示す非疾患対象者の割合と定義される。特定の診断方法は、状態の
確定的な診断を提供しない場合があるが、本方法が、診断を支援する陽性指標を提供すれ
ば十分である。
【００５２】
　別の実施形態では、本方法は、上記比較に基づいて、ＳＬＥ疾患活動性レベルの決定を
もたらすことができる。更なる実施形態では、本方法は、ＳＬＥ疾患活動性モニター事業
体への上記比較の提供をもたらすことができる。これらの実施形態では、本方法は、以下
の例に示されているように、例えば、活動性疾患を有する対象者と非活動性疾患を有する
対象者とを区別するために使用することができる。例えば、以下の例に示されているよう
に、リスクスコアは、活動性疾患を有するＳＬＥ患者と非活動性疾患を有するＳＬＥ患者
とを、高い感度および特異度で区別するために使用することができる。
【００５３】
　これらの実施形態では、対象者は、ＳＬＥであることが知られている対象者であり、本
方法は、疾患の経過を決定するために使用される。１つの実施形態では、対象者は、ＳＬ
Ｅの治療を受けている。そのような治療計画には、これらに限定されないが、以下のもの
が含まれる：免疫抑制剤（例えば、シクロホスファミド、コルチコステロイド、ミコフェ
ノラート等）、及び／又は疾患修飾性抗リウマチ薬（ＤＭＡＲＤ；例えば、メトトレキサ
ート、アザチオプリン、レフルノミド、ベリムマブ、並びにプラキニル及びヒドロキシク
ロロキン等の抗マラリア剤）。
【００５４】
　別の実施形態では、患者は、寛解期にあり、本方法は、疾患紅斑等の再発を評価するこ
とを含む。ＳＬＥは、一連の紅斑又は急性疾患期間に進行し、その後寛解する。疾患修飾
性抗リウマチ薬（ＤＭＡＲＤ）は、紅斑の発生、疾患の経過を低減するために、及びステ
ロイド使用の必要性を低減するために予防的に使用され、紅斑が生じる場合、それらは、
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コルチコステロイドで治療される。したがって、１つの実施形態では、本発明の方法は、
例えば、紅斑の低減におけるＤＭＡＲＤの効力をモニターするために使用することができ
る。代替的な実施形態では、本方法は、例えば、紅斑の治療におけるステロイドの効力を
モニターするために使用することができる。したがって、本発明の方法は、疾患活動性を
測定するために、治療に対する応答をモニター及び／又は予測するために、並びにＳＬＥ
患者の紅斑の発症をモニター及び／又は予測するために使用することができる。
【００５５】
　１つの実施形態では、本方法は、ＳＬＥＤＡＩスコア（当技術分野で公知であるような
）と組み合わせて、ＳＬＥ活動性をモニターする際の精度及び／又は対象者の活動性疾患
と非活動性疾患とを区別する際の精度を向上させる。これら実施形態で使用することがで
きる例示的なＳＬＥＤＡＩ計算機は、下記に示されている。
【００５６】
　本方法は、追加マーカーの寄与に基づきＳＬＥリスクスコアを改変すると共に、所与の
目的に望ましい任意の他のマーカーのレベルを決定することを含んでいてもよい。１つの
実施形態では、１つ又は複数の追加マーカーのレベルは、１つ又は複数の変換分析により
調整することができる。
【００５７】
　本明細書に記載の方法はいずれも、鑑別診断アッセイと組み合わせて使用することがで
きる。例えば、抗環状シトルリン化ペプチド抗体（抗ＣＣＰ抗体）に対する抗体は、関節
リウマチ（ＲＡ）を診断するための特異的血清学的マーカーである。加えて、リウマチ因
子アイソタイプに対する抗体（ＲＦ　ＩｇＭ、ＩｇＡ、及びＩｇＧ）は、一般的にリウマ
チ疾患の鑑別診断に使用される。したがって、本発明の方法のいずれかは、試料を、抗Ｃ
ＣＰ抗体、並びに／又はＩｇＭ、ＩｇＧ及びＩｇＡリウマチ因子に、それらの標的抗原に
対する抗体の特異的結合を容易にするのに好適な条件下で接触させること、未結合抗体を
除去すること、抗体と試料中のそれらの標的との結合複合体を検出すること、及びそのよ
うな結合複合体のレベルを基準と比較することを更に含んでいてもよく、上記基準と比べ
たそのような結合複合体の増加は、対象者がＲＡを有することを示す。この実施形態は、
対象者のＳＬＥをＲＡと区別する役目を果たすことを支援する。
【００５８】
　第２の態様では、本発明は、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）を診断するための方法
であって、以下を含む方法を提供する：
　（ａ）対象者に由来する生体試料中の二本鎖ＤＮＡ抗体（抗ｄｓＤＮＡ）、ＥＣ４ｄ、
及びＢＣ４ｄマーカーのレベルを決定すること、
　（ｂ）１つ又は複数の変換分析によりマーカーの１つ又は複数のレベルを調整すること
によってＳＬＥリスクスコアを算出すること、
　（ｃ）ＳＬＥリスクスコアを基準と比較すること、並びに
　（ｄ）以下の１つ又は複数、
　　（Ｉ）上記比較に基づいて対象者がＳＬＥであると診断すること、
　　（ＩＩ）上記比較に基づいてＳＬＥ疾患活動性のレベルを決定すること、
　　（ＩＩＩ）上記比較をＳＬＥ診断事業体に提供すること、及び
　　（ＩＶ）上記比較をＳＬＥ疾患活動性モニター事業体に提供すること。
【００５９】
　本発明の第１の態様で開示された実施形態及び実施形態の組み合わせは全て、この第２
の実施形態で使用することができる。同様に、この第２の態様における一般的用語は全て
、本発明の第１の実施形態に開示されているものと同じ意味及び実施形態を有する。以下
の例に開示されているように、本発明者らは、本発明の方法が、以前の方法と比較して、
ＳＬＥ診断及び疾患モニタリングの特異度及び感度を提供することを示す。
【００６０】
　本方法は、追加マーカーの寄与に基づきＳＬＥリスクスコアを改変すると共に、所与の
目的に望ましい任意の他のマーカーのレベルを決定することを含んでいてもよい。１つの
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実施形態では、１つ又は複数の追加マーカーのレベルは、１つ又は複数の変換分析により
調整することができる。そのような追加マーカーには、これらに限定されないが、血小板
Ｃ４ｄ（ＰＣ４ｄ）及び赤血球ＣＲ１（ＥＣＲ１）が含まれる。血小板画分は、ＰＣ４ｄ
等の血小板結合補体活性化産物の分析を可能にするために、他の血液成分に由来していて
もよい。血小板単離は、分画遠心法、又は血小板に特異的な抗体（例えば、ＣＤ４２ｂ）
を使用した免疫沈降を含む、当技術分野で公知の方法で実施することができる。本方法は
、ＥＣ４ｄ及びＥＣＲ１；ＢＣ４ｄ及びＥＣＲ１；ＰＣ４ｄ及びＥＣＲ１の１つ又は複数
の比率を決定することを更に含んでいてもよい。ＥＣ４Ｄ、ＰＣ４ｄ、及びＢＣ４Ｄは、
ＳＬＥ患者で上昇する傾向があり、ＥＣＲ１は、減少する傾向がある。これらの比率を本
発明の方法と組み合わせて使用して、ＳＬＥの可能性の予測を支援することができる。１
つの実施形態では、ＣＲ１のレベルの決定は、フローサイトメトリー法を使用し、分子の
各々に特異的なポリクローナル又はモノクローナル抗体を使用した直接又は間接免疫蛍光
法により得られる測定を用いて行うことができる。
【００６１】
　１つの実施形態では、本方法は、２層化分析を含む。２層化分析の実施例は、以下の例
に提供されている。本方法は、対象者に由来する生体試料中の抗ｄｓＤＮＡマーカーのレ
ベルを決定する第１の層を含む。抗ｄｓＤＮＡマーカーのレベルが所定のレベル内にある
場合、対象者は、ＳＬＥと診断される。しかしながら、抗ｄｓＤＮＡマーカーのレベルが
所定のレベル外にある場合、第２の層分析は、試料中のＥＣ４ｄ及びＢＣ４ｄマーカーの
レベルを決定することを含む。ＥＣ４ｄ及びＢＣ４ｄマーカーのレベルが所定のレベル内
にある場合、対象者は、ＳＬＥと診断される。
【００６２】
　別の実施形態では、層１分析は、ＤＳ－ＤＮＡ分析、並びに細胞系補体活性化産物（Ｃ
Ｂ－ＣＡＰ）マーカー、ＥＣ４Ｄ、及びＢＣ４Ｄ（及び任意にＰＣ４ｄ）のシグナル強度
を両方とも含む。例えば、図２を参照されたい。患者が、ｄｓＤＮＡ検査で陽性であるか
、又は患者が、ＥＣ４Ｄ、ＰＣＤ４、又はＢＣ４Ｄの強度の「極限閾値」を有する（つま
り、非狼瘡患者のそのマーカーの平均を超える少なくとも６標準偏差の範囲にある補体結
合細胞シグナルを示す）場合、患者は、ＳＬＥに陽性であると分類される。その後、層１
の検査に陰性であり（つまり、全ての確定ＳＬＥ患者のおよそ４０～５０％を占めるＤＳ
－ＤＮＡ陰性であり、ＣＢ－ＣＡＰＳ分析で極限閾値結果を示さない）患者は、層２で評
価される。層２分析は、ＥＣ４Ｄ／ＥＣＲ１及び／又はＢＣ４Ｄ／ＥＣＲ１の比率を決定
して、ＳＬＥリスクスコアを決定することを含む。ＥＣ４Ｄ及びＢＣ４Ｄは、ＳＬＥ患者
で上昇する傾向があり、ＥＣＲ１は、減少する傾向がある。これらの比率は、ＳＬＥの可
能性又はＳＬＥ疾患活動性を予測するために使用することができる。
【００６３】
　別の実施形態では、本方法は、３層化分析を含む（実施例１を参照）。３層化分析の実
施例は、以下の例に提供されている。本方法は、対象者に由来する生体試料中の抗ｄｓＤ
ＮＡマーカーのレベルを決定することを含む。抗ｄｓＤＮＡマーカーのレベルが所定のレ
ベル内にある場合、対象者は、ＳＬＥと診断される。しかしながら、抗ｄｓＤＮＡマーカ
ーのレベルが所定のレベル外にある場合、試料中のＥＣ４ｄ及びＢＣ４ｄマーカー（及び
任意に血小板Ｃ４ｄ（ＰＣ４ｄ））のレベルが決定される。層２分析は、ＥＣ４ｄ、ＢＣ
４ｄ、及びＰＣ４ｄマーカーの１、２、又は３つ全てのレベルが、「極限閾値」（つまり
、そのマーカーの正常範囲を超える少なくとも６標準偏差の範囲）を超えるか否かを決定
することを含む。極限レベル以上のＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ、及びＰＣ４ｄマーカーのいずれ
かを有する対象者は、層２で確立された特異度及び診断予測精度で、ＳＬＥが疑われる患
者であると宣言される。
【００６４】
　検査したマーカーの極限閾値のいずれも超えない患者の場合、本方法は、ＥＣ４Ｄ／Ｅ
ＣＲ１及び／又はＢＣ４Ｄ／ＥＣＲ１の比率を決定してＳＬＥリスクスコアを決定するこ
とを含む層３分析へと進む。ＥＣ４Ｄ及びＢＣ４Ｄは、狼瘡患者で上昇する傾向があり、
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ＥＣＲ１は、減少する傾向がある。これらの比率は、狼瘡の可能性を予測する。確立され
た比率の閾値を超える患者は、層３で確立された特異度及び診断予測精度で、狼瘡が疑わ
れる患者として指定される。
【００６５】
　本明細書に記載の本発明の態様の方法は全て、手動で実施してもよく、又は自動システ
ム若しくはコンピュータと併せて使用してもよい。例えば、本方法は、自動システムを使
用して実施することができ、そこでは、対象者の血液試料が分析されて、特定のバイオマ
ーカーのレベルの１つ又は複数の決定が行われ、所定のレベル又は所定の範囲との比較が
、その目的に適切なソフトウェアにより自動的に実施される。本発明の方法で使用される
コンピュータソフトウェア又はコンピュータ可読媒体には、以下のものを含むコンピュー
タ可読媒体が含まれる：（ａ）赤血球細胞、血小板、又はリンパ球（例えば、Ｂ細胞）の
表面に沈着した補体成分Ｃ４ｄの決定に対応するデータ、並びに生体試料中の抗ＭＣＶ、
ＡＮＡ、及び／又は抗ｄｓＤＮＡ抗体の量に対応するデータを受け取るためのコード；（
ｂ）個体のそのような細胞の表面に沈着した補体成分Ｃ４ｄの所定のレベルを取り出すた
めのコード、並びにそのような試料中の抗ＭＣＶ抗体、ＡＮＡ、及び／又は抗ｄｓＤＮＡ
抗体の所定のレベルを取り出すためのコード；並びに（ｃ）（ａ）のデータを、（ｂ）の
所定のレベルと比較して、正確なＳＬＥ診断を行うことができるか否か、又は他のバイオ
マーカーの追加測定が必要か否かを決定するためのコード。幾つかの実施形態では、コン
ピュータ可読媒体は、以下のものを更に含む：（ｄ）赤血球細胞の表面に沈着した補体受
容体ＣＲ１の決定に対応するデータを受け取るためコード；（ｅ）個体の赤血球細胞の表
面に沈着した補体受容体ＣＲ１の所定のレベルを取り出すためのコード；及び（ｆ）（ｄ
）のデータを、（ｅ）の所定のレベルと比較するためのコード。
【００６６】
　本発明のある実施形態では、バイオマーカーレベルの１つ又は複数の所定のレベル又は
所定の範囲は、デジタルコンピュータに使われるメモリに格納することができる。補体Ｃ
４ｄ、抗ＭＣＶ抗体、ＡＮＡ、抗ｄｓＤＮＡ抗体、及び／又は補体受容体ＣＲ１の決定に
対応するデータを取得した後（例えば、適切な分析機器から）、デジタルコンピュータは
、測定したバイオマーカーデータを、１つ又は複数の適切な所定のレベル又は所定の範囲
と比較することができる。比較が行われた後、デジタルコンピュータは、データがＳＬＥ
診断を示すか否かを自動的に計算することができる。
【００６７】
　したがって、本発明の幾つかの実施形態は、デジタルコンピュータにより実行されるコ
ンピュータコードにより実現することができる。デジタルコンピュータは、ウィンドウズ
（登録商標）系オペレーティングシステム等の任意の標準的又は特殊オペレーティングシ
ステムを使用する超小型、小型、又は大型コンピュータであってもよい。コードは、任意
の好適なコンピュータ可読媒体に格納することができる。コンピュータ可読媒体の例には
、磁気、電子、又は光ディスク、テープ、スティック、チップ等が含まれる。また、コー
ドは、当業者であれば、Ｃ、Ｃ＋＋等の、任意の好適なコンピュータプログラミング言語
で記述することができる。
【００６８】
　したがって、本発明は、試料中のマーカーレベルを測定するためのデバイスに、本発明
の任意の態様又は実施形態の方法を実行させるための一組の命令を含む非一時的なコンピ
ュータ可読記憶媒体を更に含む。更なる態様では、本発明は、血液試料等の試料中の列挙
したマーカーのレベルを測定するためのデバイスに接続されたコンピュータに、本発明の
方法を自動的に実行させるための非一時的なコンピュータ可読記憶媒体を提供する。本明
細書で使用される場合、用語「コンピュータ可読媒体」は、磁気ディスク、光ディスク、
有機メモリ、及びＣＰＵにより読取り可能な任意の他の揮発性（例えば、ランダムアクセ
スメモリ（「ＲＡＭ」））又は不揮発性（例えば、読み出し専用メモリ（「ＲＯＭ」））
大容量記憶システムを含む。コンピュータ可読媒体は、協同する又は相互接続されたコン
ピュータ可読媒体を含み、それは、処理システムにのみ存在するか、又は処理システムに
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ローカルであってもよく又はリモートであってもよい複数の相互接続処理システム中に分
散されている。マーカーレベルを測定するための任意の好適なデバイスを使用することで
き、好適なデバイスには、これらに限定されないが、フローサイトメトリーデバイス、及
びＥＬＩＳＡを実施するためのデバイスが含まれる。
【００６９】
　また、本発明は、ＳＬＥを診断するためのキット及び検査の組み合わせを提供する。１
つの実施形態では、本発明は、以下の検査の少なくとも３つ（つまり、３、４、又は５つ
全て）を含むＳＬＥの診断に有用な検査の組み合わせを含む：ＥＣ４ｄのレベルに関する
第１の検査、ＢＣ４ｄのレベルに関する第２の検査、抗ＭＣＶ抗体のレベルに関する第３
の検査、ＡＮＡのレベルに関する第４の検査、及び抗ｄｓＤＮＡ抗体のレベルに関する第
５の検査。幾つかの実施形態では、この組み合わせは、ＰＣ４ｄ及び／又はＥＣＲ１のレ
ベルを決定するための少なくとも１つの追加検査を更に含む。特定のバイオマーカーのレ
ベルを決定するためのキット又は検査は、本明細書に記載の方法により測定を実施するた
めの種々の試薬を含む。例えば、１つの実施形態では、キット又は検査は、補体成分Ｃ４
ｄに特異的なモノクローナル抗体と蛍光部分との結合体、及び幾つかの実施形態では、補
体受容体ＣＲ１に特異的なモノクローナル抗体と異なる蛍光部分との結合体等の、バイオ
マーカーの各々に関する免疫蛍光アッセイを実施するための試薬を含む。ある実施形態で
は、キット又は検査は、蛍光標識、化学発光標識、又は放射性標識等で標識された二次抗
体等の、抗核抗体又は抗ｄｓＤＮＡ抗体を検出するための試薬を含むことができる。加え
て、キットは、このタイプのアッセイの実施に必要な場合のある他の物質、例えば、緩衝
液、放射性標識抗体、比色計試薬、全血から様々な細胞画分を分離するための説明書、及
びバイオマーカーの特定の所定のレベルに基づいてＳＬＥを診断するための説明書を含む
ことができる。
【００７０】
　別の実施形態では、キット又は検査は、ＥＬＩＳＡ又はラジオイムノアッセイ等の、バ
イオマーカーの各々についての他の標準的アッセイを実施するための試薬を含む。そのよ
うな実施形態では、キット又は検査は、放射性ヨウ素、アビジン、ビオチン、又はペルオ
キシダーゼ等の酵素等の適切な標識と結合された、Ｃ４ｄ及びＣＲ１に特異的なモノクロ
ーナル抗体を含む。キットは、緩衝液、抗体結合酵素の基質、全血から様々な細胞画分を
分離するための説明書、及びバイオマーカーの特定の所定のレベルに基づきＳＬＥを診断
するための説明書を更に含むことができる。
【００７１】
　本明細書に記載の例及び実施形態は説明のために過ぎず、当業者には、それらに教示さ
れる種々の改変又は変更が示唆されるはずであり、それらは、本出願の趣旨及び範囲内に
、及び添付の特許請求の範囲の範囲内に含まれることになることが理解される。本明細書
中に引用された文献、出版物、特許、及び特許出願は全て、あらゆる目的のためにそれら
の全体が参照により組み込まれる。
【００７２】
　実施例
　実施例１：ＳＬＥを診断及びモニターするための細胞系補体活性化産物法
　この実施例では、２つの診断情報：１）標準的ＥＬＩＳＡアッセイによる抗二本鎖ＤＮ
Ａ抗体（ＤＳ－ＤＮＡ）の存在又は非存在；及び２）細胞結合補体活性化産物レベルのフ
ローサイトメトリーによる決定（例えば、ＣＢ－ＣＡＰＳアッセイ）に基づき、ＳＬＥ罹
患（又は非罹患）の高い確率を有するとして患者を分類する、本発明の方法の実施形態を
概説する。この多段階法を示すフローチャートは、図１に示されている。
【００７３】
　この多段階手法は、３つの「層」の分析を含む。層１分析は、ＤＳ－ＤＮＡ分析のみを
含む。二本鎖ＤＮＡの特異度が高いことを考慮し、ＤＳ－ＤＮＡに対する陽性を使用して
、患者が狼瘡に陽性であると暫定的に宣言する。また、モニタリング及び重症度と関連す
る情報に関する、その患者のＣＢ－ＣＡＰＳデータを収集する。層１陽性患者を、ＤＳ－
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ＤＮＡ＋、狼瘡の疑いがあると表示し、ＣＢ－ＣＡＰＳ分析は、補体パターンも狼瘡と一
致するか否かを示す。層１陽性患者は、層１陽性について確立された特異度及び診断予測
精度値で示された結果を有する。
【００７４】
　患者が、全ての確定ＳＬＥ患者のおよそ４０～５０％を占めるＤＳ－ＤＮＡ陰性である
場合、ＣＢ－ＣＡＰＳ分析を使用して、層２の患者を評価する。「極限閾値」手法を使用
し、３つの細胞系補体活性化産物（ＣＢ－ＣＡＰ）マーカー、ＥＣ４Ｄ、ＰＣ４Ｄ、及び
ＢＣ４Ｄを使用して一連のシグナル強度カットオフを開発し、それを使用して、患者が狼
瘡患者である確率を更に特徴付ける。層２分析により、３つのＣＢ－ＣＡＰマーカーの個
々のレベルのいずれかが「極限閾値」を超えるか否かを決定する。極限閾値は、正常（例
えば、健常対象者）及び／又はＳＬＥ以外の自己免疫疾患を有する対象者から経験的に開
発されたものであった。極限閾値は、そのマーカーの正常範囲を超える６～７標準偏差の
範囲にある補体結合細胞シグナルを示す患者を認識するように設計されている。３つの細
胞マーカーのいずれかが極限レベルである患者を、層２で確立された特異度及び診断予測
精度で、狼瘡が疑われる患者であると宣言する。
【００７５】
　３つのマーカーの極限閾値をいずれも超えない患者の場合、この実施形態は、層３分析
に進む。層３では、再帰分割手法を使用し、ＥＣ４Ｄ／ＥＣＲ１及びＢＣ４Ｄ／ＥＣＲ１
のシグナル強度の閾値比率を開発して、患者が狼瘡を有する確率を決定した。ＥＣ４Ｄ及
びＢＣ４Ｄは、狼瘡患者で上昇する傾向があり、ＥＣＲ１は、減少する傾向がある。これ
らの比率は、狼瘡の可能性を予測する。確立された比率の閾値を超える患者は、層３で確
立された特異度及び診断予測精度で、狼瘡が疑われる患者として指定される。
【００７６】
　この段階的手法を使用することにより、本発明者らは、患者が狼瘡を有するか否かの確
率に、診断精度値を割り当てることができる。陽性結果の信頼レベルは、診断がなされる
レベルと関連する。第１の層では、ＤＳ－ＤＮＡの特異度が非常に高いことにより、その
患者が実際に狼瘡患者であるという高い信頼性がもたらされる。また、この方法では、細
胞結合補体のレベルが高いことを使用して、この指定の信頼性を更に増強することができ
る。各層の分析では、陽性及び陰性予測値は、最終報告に提供される。この手法の全体的
価値は、診断分析中に、可能な限り高い特異度を維持しつつ、診断検査自体から可能な限
り多くの情報を提供することである。
【００７７】
　実施例２：ＳＬＥを診断及びモニターするための細胞系補体活性化産物法
　この実施例は、以下２つの診断情報に基づき、ＳＬＥ罹患（又は非罹患）の高い確率を
有するとして患者を分類する、本発明の方法の第２の実施形態を概説し、実証する：
　１）標準的ＥＬＩＳＡアッセイによる抗二本鎖ＤＮＡ抗体（ＤＳ－ＤＮＡ）の存在又は
非存在、並びに
　（２）細胞結合補体活性化産物レベルのフローサイトメトリーによる決定（例えば、Ｃ
Ｂ－ＣＡＰＳアッセイ）。この多段階法を示すフローチャートは、図２に示されている。
【００７８】
　この多段階手法は、２つの「層」の分析を含む。層１分析は、ＤＳ－ＤＮＡ分析、並び
に３つの細胞系補体活性化産物（ＣＢ－ＣＡＰ）マーカー、ＥＣ４Ｄ、ＰＣ４Ｄ、及びＢ
Ｃ４Ｄのシグナル強度を両方とも含む。患者が、ｄｓＤＮＡ検査で陽性であるか、又は患
者が、ＥＣ４Ｄ、ＰＣＤ４、若しくはＢＣ４Ｄの強度の「極限値」を有する（つまり、非
狼瘡患者のそのマーカーの平均を超える６～７標準偏差の範囲にある補体結合細胞シグナ
ルを示す）場合、患者を、狼瘡に陽性であると分類する。層１陽性患者は、狼瘡診断を示
すＤＳ－ＤＮＡ＋として又は狼瘡診断を示すＣＢ－ＣＡＰＳ結果を用いてのいずれか又は
その両方で示される。層１陽性患者は、層１陽性について確立された特異度及び診断予測
精度値で示された結果を有する。
【００７９】
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　層１の検査に陰性である（つまり、全ての確定ＳＬＥ患者のおよそ４０～５０％を占め
るＤＳ－ＤＮＡ陰性であり、ＣＢ－ＣＡＰＳ分析で極限閾値結果を示さない）患者を、そ
の後、層２で評価する。層２では、再帰分割手法を使用し、ＥＣ４Ｄ／ＥＣＲ１及びＢＣ
４Ｄ／ＥＣＲ１のシグナル強度の閾値比率を開発して、患者が狼瘡を有する確率を決定す
る。ＥＣ４Ｄ及びＢＣ４Ｄは、狼瘡患者で上昇する傾向があり、ＥＣＲ１は、減少する傾
向がある。これらの比率は、狼瘡の可能性を予測する。確立された閾値比率の範囲外の比
率を示す患者を、層１及び層２の組み合わせで確立された感度、特異度、及び診断予測精
度で、狼瘡患者として指定する。
【００８０】
　この段階的手法を使用することにより、本発明者らは、患者が狼瘡を有するか否かの確
率に、診断精度値を割り当てることができる。陽性結果の信頼レベルは、診断がなされる
レベルと関連する。第１の層では、ＤＳ－ＤＮＡの特異度が非常に高いことにより、ＤＳ
－ＤＮＡ陽性患者が実際に狼瘡患者であるという高い信頼性がもたらされる。細胞結合補
体のいずれかのレベルが高いことにより、層１陽性患者を狼瘡患者として指定する信頼性
が更に増強される。両層の分析では、陽性及び陰性予測値は、最終報告で提供される。こ
の手法の全体的価値は、診断分析中に、可能な限り高い特異度を維持しつつ、診断検査自
体から可能な限り多くの情報を提供することである。
【００８１】
　本発明者らは、下記の表１に要約されている患者群に、２層化実施形態を適用した。
【００８２】
【表１】

　ＳＬＥ患者を、ＡＣＲのＳＬＥ分類基準に従って診断した。他のリウマチ疾患には、関
節リウマチ（６７％）、全身性硬化症（１２％）、皮膚筋炎（５％）、シェーグレン病（
５％）、他の血管炎（４％）、多発性筋炎（４％）、及びその他（３％）が含まれていた
。５８９人の治験対象者は全て、標準的ＥＬＩＳＡアッセイを使用してｄｓＤＮＡについ
て検査し、ＥＣ４Ｄ、ＢＣ４Ｄ、及びＰＣ４Ｄのレベルを、上述の層１戦略に従って、フ
ローサイトメトリーで決定した。
【００８３】
　層１の結果は、表２に要約されている。
【００８４】
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【表２】

　層１検査の感度は５０％であり、特異度は９７％である。
【００８５】
　層１－陰性の治験対象者を、層２で分析した。ＥＣＲ１の値を、フローサイトメトリー
により得て、ＥＣ４Ｄ／ＥＣＲ１及びＢＣ４Ｄ／ＥＣＲ１の比率を算出した。再帰分割法
を使用して、陽性検査結果の以下の規則を確立した：
（ＥＣ４Ｄ／ＥＣＲ１＞０．５９及びＢＣ４Ｄ／ＥＣＲ１＞３．６９）又は（ＥＣ４Ｄ／
ＥＣＲ１＜＝０．５９及びＢＣ４Ｄ／ＥＣＲ１＞４．４８）＝＞検査（＋）
　層２の結果は、表３に要約されている。
【００８６】
【表３】

　層１及び層２の統合された感度及び特異度は、以下の通りである。
【００８７】
　特異度＝３５１／３８１＝９２％
　感度＝（１０３＋４６）／２０８＝１４９／２０８＝７２％。
　層１及び層２の結果は、表４に要約されている。
【００８８】
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【表４】

　実施例３
　この例は、本発明の方法の第３の実施形態を概説する。本発明の方法の第３の実施形態
では、別のリウマチ疾患ではなくＳＬＥを示す可能性が、多変量ロジスティック回帰分析
式から導き出される指標に基づいて算出され、多変量ロジスティック回帰分析式では、Ｓ
ＬＥの存在又は非存在が分類変数であり、循環細胞に沈着したＣＢ－ＣＡＰＳ断片と共に
血清学的マーカーが独立変数であり、それらの各々が係数に関連する。
【００８９】
　ＳＬＥ患者、正常健常志願者（ＮＨＶ）、及び他のリウマチ疾患を有する患者を含む個
人の治験集団において、ＣＢ－ＣＡＰＳ（ＥＣ４Ｄ、ＰＣ４Ｄ、ＢＣ４ｄ、ＥＣＲ１）、
ＡＮＡ、及びｄｓＤＮＡ抗体を決定した。この治験は、多施設横断治験であり、対象者は
、スクリーニング及び血液試料採取のために、１回又は多くとも２回の来院が求められた
。経過観察のための来院は必要ではなかった。対象者のインフォームドコンセントを得た
後、下記の手順を実施した：ありとあらゆるリュウマチ学的状態の診断に関連する対象者
の病歴を取得し、算入／除外基準について調査し、これら状態の診断に関する詳細を収集
した。ＳＬＥ及び他のリュウマチ学的状態の診断の日付を記録し、適合した特定のＳＬＥ
診断基準を記録し（ＡＣＲの改訂ＳＬＥ分類基準）、対象者人口統計を記録した（生年月
日、性別、人種／民族）。尿試験紙による尿妊娠検査を、出産可能な全ての女性に対して
実施した。およそ１５ｍＬの患者血液を、ＣＢ－ＣＡＰＳ、ｄｓＤＮＡ分析用に採取した
。血液試料は、断食条件下又は非絶食条件下のいずれかで採取した。試料は、１本の４．
５ｍｌ　ＥＤＴＡチューブ（最上部がラベンダー色）及び１本の７．５ｍｌ　ＳＳＴチュ
ーブ（最上部が赤黄色）で構成されており、発送前に遠心分離を必要とした。生体試料は
全て、治験実施場所から臨床検査室まで翌日着で送付された（付属の輸送キットを使用し
て）。ＣＢ－ＣＡＰＳは、試料採取の４８時間以内に分析されるべきであるため、土曜日
は試料を受理しなかった。したがって、対象者は、月曜日から木曜日までしか参加しなか
った（木曜日の発送締切時間は、午前１０：００である）。分析検査室での盲検性を保つ
ために、症例記録表及び対象者の診断を開示する可能性のあるあらゆる対象者情報は、臨
床主担当員にファックスされ、分析用の血液試料は、完全な対象者固有の調達書と共に分
析検査室に直接送付された。これら検査の結果は、本治験の実施期間中研究者に利用させ
なかった。標本は、対象者番号及びイニシャルにより識別されていただけであり、分析検
査室では、対象者に特異な診断に対して盲検性が維持された。臨床チームだけが、治験全
体にわたって患者診断の入手権利を有していた。赤血球、Ｂリンパ球、及び血小板を、単
離し、洗浄し、ＣＲ１及びＣｒ由来リガンドＣ４ｄに特異的なモノクローナル及び／又は
ポリクローナル抗体を使用して免疫蛍光的に標識し、本発明者らの臨床検査室で検証され
たアッセイを使用してフローサイトメトリーにより分析した（下記セクションを参照）。
平均蛍光強度を、各細胞表面マーカーの発現レベルの指標として使用した。ｄｓＤＮＡを
、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ、ＩＮＯＶＡ社、サンディエゴ、カリフォルニ
ア州）を使用して測定した。
【００９０】
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　全血試料から得た赤血球を、一群のモノクローナル抗体を使用して検査し、Ｃ４ｄ及び
ＣＲ１補体活性化産物の細胞表面レベルを検出及び測定した。患者全血の試料の一定分量
を希釈し、洗浄し、ヒトＣ４ｄ又はＣＲ１に対する精製モノクローナル抗体（特異的抗体
）及び非特異的抗体（ＭＯＰＣ－２１　ｍｓＩｇＧ１ｋアイソタイプ対照）で、４５分間
２～８℃にて染色した。その後、試料を洗浄し、フルオレセインイソチオシアネート（Ｆ
ＩＴＣ）結合ヤギ抗マウス抗体を含有する溶液に、４５分間２～８℃（暗所）にて再懸濁
し、細胞表面に結合したモノクローナル抗体Ｃ４ｄ又はＣＲ１を検出した。その後、細胞
を洗浄し、緩衝生理食塩水に再懸濁し、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ社製ＦＣ５００
サイトメータ及びＣＸＰソフトウェアを使用してＦＡＣＳ分析を行った。データ収集中に
光散乱（前方及び側方）ゲート制御パラメータを使用して、非特異的及び特異的抗体結合
（ＭＦＩ）を定量化するための生存赤血球をＦＬ１（ＦＩＴＣ）チャネルに単離した。２
０，０００個の事象から、アイソタイプバックグラウンド対照（ＭＯＰＣ－２１　ｍｓＩ
ｇＧ１ｋ）及び各補体タンパク質（Ｃ４ｄ、ＣＲ１）のＭＦＩを取得し、その後、特異的
ＭＦＩ結果から非特異的ＭＦＩを減算することにより、正味ＭＦＩを決定した。患者全血
試料から得たＢリンパ球細胞を、Ｃ４ｄモノクローナル抗体を使用して検査し、Ｃ４ｄの
細胞表面レベルをＦＡＣＳにより測定した。全血試料に由来する試料の一定分量を、ＢＤ
　Ｐｈａｒｍ　Ｌｙｓｅ（商標）細胞溶解溶液（塩化アンモニウムに基づく細胞溶解試薬
）を使用して細胞溶解し、モノクローナルＣ４ｄ抗体で染色する前に赤血球細胞を除去し
た（２～８℃にて４５分間）。細胞表面Ｃ４ｄ染色を、ヤギ抗マウスフルオレセインイソ
チオシアネート（ＦＩＴＣ）抗体を使用して検出した（暗所、２～８℃にて４５分間）。
ヒトＣＤ－１９（ＣＤ－１９は、Ｂ細胞分化及び成熟の全段階で発現される９５ｋＤａの
Ｉ型膜貫通糖タンパク質と反応する）に対する、Ｒ－フィコエリトリン（Ｒ－ＰＥ）結合
モノクローナル抗体を使用して、Ｂリンパ球に特異的なＣ４ｄ補体活性化由来断片を検出
した。染色した細胞を洗浄し、緩衝生理食塩水に再懸濁し、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔ
ｅｒ社製ＦＣ５００サイトメータ及びＣＸＰソフトウェアを使用してＦＡＣＳ分析を行い
、Ｂリンパ球を単離し、蛍光染色強度を測定した。光散乱（前方及び側方）ゲート制御パ
ラメータをデータ収集中に使用して、全リンパ球を単離し（１５０，０００個の生存事象
）、その後、細胞のＢリンパ球サブセットを分析するために、陽性ＣＤ－１９　Ｒ－ＰＥ
染色に基づく二次ゲート制御を行った。ＦＬ１（ＦＩＴＣ）チャネルの非特異的（ＭＯＰ
Ｃ－２１　ｍｓＩｇＧ１アイソタイプ対照）及び特異的（Ｃ４ｄ）蛍光の定量化を、ゲー
ト制御されたＢリンパ球細胞サブセットについて決定した。上記のように、ゲート制御さ
れたＢリンパ球細胞のみで、アイソタイプ対照バックグラウンドＭＦＩ結果を、特異的Ｃ
４ｄ　ＭＦＩ結果から減算することにより、各患者試料の正味ＭＦＩを決定した。患者全
血試料から得た血小板細胞を、Ｃ４ｄモノクローナル抗体を使用して検査し、Ｃ４ｄの細
胞表面レベルをＦＡＣＳにより測定した。未洗浄全血試料を希釈し、ｈｕＣ４ｄに対する
モノクローナル抗体で染色し（２～８℃にて４５分間）、その後、ＦＩＴＣ結合ヤギ抗マ
ウスで染色した（２～８℃、暗所にて、４５分間）。ヒトＣＤ－４２ｂに対するＲ－フィ
コエリトリン（Ｒ－ＰＥ）結合モノクローナル抗体（血小板特異的マーカー）を使用して
、血小板に特異的なＣ４ｄ補体活性化由来断片を特定した。Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔ
ｅｒ社ＦＣ５００サイトメータ及びＣＸＰソフトウェアを使用して、ＦＡＣＳ分析を実施
し、蛍光染色強度を測定した。光散乱（前方及び側方）ゲート制御パラメータをデータ収
集中に使用して、血小板集団を単離し、その後、細胞の血小板サブセットを分析するため
に、陽性ＣＤ－４２ｂ　Ｒ－ＰＥ染色に基づく二次ゲート制御（血小板）を行った。ＦＬ
１（ＦＩＴＣ）チャネルの非特異的（ＭＯＰＣ－２１　ｍｓＩｇＧ１アイソタイプ対照）
及び特異的（Ｃ４ｄ）蛍光の定量化を、ゲート制御された血小板細胞（５，０００個の事
象）について決定した。上記のように、ゲート制御された血小板細胞のみで、アイソタイ
プ対照バックグラウンドＭＦＩ結果を、特異的Ｃ４ｄ　ＭＦＩ結果から減算することによ
り、正味ＭＦＩを決定した。この治験の組み入れ基準は含んでいた。
【００９１】
　臨床治験の組み入れ基準は、以下の通りであった：インフォームドコンセント承諾書を
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読み、理解し、署名する能力があること；１８歳以上であること；血液試料採取に同意し
、採取可能であることであり、対象者は、以下の２つの分類のリュウマチ学的状態を有す
る（ＡＣＲ改訂ＳＬＥ分類基準によるＳＬＥの診察、以下のリュウマチ学的障害の１つを
有するとの診断：抗リン脂質症候群；線維筋痛（ＡＮＡ＋患者のみ）；全身性硬化症；関
節リウマチ、多発性筋炎；皮膚筋炎；ウェゲナー肉芽腫症；結節性多発動脈炎；クリオグ
ロブリン血症性血管炎；白血球破砕性血管炎；他の免疫学的血管炎；原発性シェーグレン
病候群）。加えて、正常成人健常個人が参加した。除外基準は、以下のもので構成されて
いた：正常健常志願者の場合のみ：治験責任医師の判断に基づく、心臓血管、精神医学、
神経性、消化器系（例えば、胃又は十二指腸潰瘍、炎症性腸疾患、ＧＩ出血の病歴）、代
謝性、肺性（例えば、ぜん息、ＣＯＰＤ）、腎性（腎不全を含む）、肝性、血液学的、免
疫学的、内分泌性（例えば、甲状腺機能低下、糖尿病）、活動性感染症、又は慢性感染症
（例えば、Ｂ型肝炎若しくはＣ型肝炎、又はＨＩＶ）の病歴、腫瘍疾患、及び／又は減量
手術の病歴を含む、臨床的に重要な同時罹患状態。原発性免疫不全症候群の明白な又は臨
床検査の証拠　妊娠又は授乳女性。参加施設を促して、ＳＬＥ及び他のリュウマチ学的状
態を有する同数の対象者を募集し、バランスのとれた試料を確保した。ＣＢ－ＣＡＰＳ及
びｄｓＤＮＡ用に、各対象者から血液を採取した。提出されたデータ及び血液試料は全て
、対象者ＩＤ番号の使用により、匿名性を厳格に維持した。各施設には、２桁の施設番号
を割り当て、各施設には、二次ＩＤ番号を割り当てた。各施設は、治験番号及び対応する
対象者氏名のリストを、それらの実施場所で維持する責任を負っていた。全ての対象者識
別子をあらゆる付属文書から除外し、血液試料は全て、対象者ＩＤ番号及びイニシャルに
よってのみ識別した。加えて、治験依頼者の臨床検査室は、全対象者の診断に対して盲検
だった。臨床検査室は、データ収集、データ検証、及び全データの報告の責任を負ってい
た。基礎的人口統計データ、病歴、及び疾患診断基準の記録は全て、標準的症例報告書（
ＣＲＦ）に収集した。輸送及び試料処理手順は、以下のように提供された：臨床検査室は
、冷却材カートリッジを装備した、各参加対象者用の輸送キットを提供した。各輸送キッ
トは、ＥＤＴＡ（４．５ｍｌ）チューブ、赤黄色ＳＳＴチューブ（７．５ｍｌ）、及び、
該当する場合は、分離された血清を収集するための輸送用バイアルを含有していた（以下
を参照）。あらかじめ印刷された航空貨物輸送状も、輸送キットに含まれていた。輸送キ
ットを受領した際に、冷却材カートリッジを取り出し、輸送に必要とされるまで冷凍庫に
入れておいた。対象者が参加し、ＥＤＴＡチューブ及び赤黄色ＳＳＴチューブに採血をし
たら、以下の手順を実施した：ＳＳＴ試料は、室温で自然に及び完全に凝血させ（およそ
１０分間）、その後、できるだけ早く遠心分離して、ＲＢＣの溶血を回避した。遠心分離
した後、血清は、実施場所の試料処理手順に応じて、提供されている血清収集バイアルに
移すか、又はＳＳＴチューブの中に残しておいた。ＥＤＴＡ血液チューブ、ＳＳＴチュー
ブ、及び血清収集バイアルは全て、直ちに、冷却材カートリッジを有する輸送キットに入
れて、臨床検査室に翌日着で発送した。ＣＢ－ＣＡＰＳアッセイには時間的制約性がある
ため、血液試料は、木曜日の午前１０時以降は、採取又は発送しなかった。試料は全て翌
日着で発送するものとする（サンディエゴ施設）。患者の血液試料は、採取後できるだけ
早く集荷及び発送用に準備した。採取と輸送用包装との間に遅延があった場合、試料は、
２～８℃で冷却した。対象者記録は全て、イニシャル及び割り当てられた対象者ＩＤによ
ってのみ識別した。対象者の氏名は、臨床検査室には送らないこととした。各実施場所の
治験医師が、対象者リスト原本を保管した。対象者は、一切の治験関連処置に参加する前
のスクリーニング来院時に、治験について説明を受けた後、自発的な書面によるインフォ
ームドコンセント及びＨＩＰＡＡ承認を与えた（２１ＣＦＲ　Ｐａｒｔ５０及び３１２に
従って）。各対象者は、治験医師と相談する機会を持った後で、インフォームドコンセン
ト及びＨＩＰＡＡ承認書を読み、署名した。全ての参加患者は、いつでも治験から離脱す
ることができることを理解していた。インフォームドコンセントの記載及びＨＩＰＡＡ承
認は、ＣＦＲに規定されている規定及び必須記載を全て含んでいた。署名したインフォー
ムドコンセント及びＨＩＰＡＡ承認書のコピーを対象者に渡し、原本書類は両方とも、治
験医師の研究ファイルに保管した。固有の対象者識別番号は、対象者がインフォームドコ
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ンセント用紙に署名した時点で割り当てた。ＣＲＦを完成させ、血液試料取得の１週以内
に臨床検査室にファックスした。ＣＲＦ原本は、治験実施場所で保持した。ＣＲＦは全て
、きちんと読み易く完成させ、データの適切な解釈を保証した。黒インクを使用して、全
てのＣＲＦコピーの明瞭性を保証した。特定の対象者に対する参照は全て、氏名ではなく
、イニシャルの使用により及び割り当てられた対象者ＩＤ番号によりなされた。対象者の
秘密は、ＣＲＦと共に提出されたあらゆる報告又は記録中の氏名を全て削除することによ
り（黒色マーカーで塗ることにより）維持した。以前に入力されたデータの一切の変更は
、元の記載に一本線を引き、イニシャル、変更した日付、及び修正データを記入すること
により行った。不透明な修正液、訂正テープ、及び蛍光ペンの使用を禁止した。この治験
は、優良臨床試験基準のプロトコール及びＩＣＨガイドラインに従って実施した。この治
験では、事象が血液採取自体と関連していない限り、有害事象情報を記録しなかった。治
験を開始する前に施設内倫理委員会（ＩＲＢ）による承認を受けることは、治験医師の責
任だった。
【００９２】
　統計分析は、Ｒソフトウェアを使用し、ロジスティック回帰分析で実施した。必要に応
じて、また多変量ロジスティック回帰分析式の結果として指標値を決定した後で、マーカ
ーの各々（単変量分析）の受信者動作曲線を使用した。
【００９３】
　結果：総数６１３人の個人が、２０１０年４月から８月までの治験に参加した。合計１
５か所の参加実施場所が参加した。２１３人の狼瘡の診断を有する患者（９０％が女性）
、２０６人の正常健常志願者（６５％が女性）、及び１８５人の他のリウマチ疾患を有す
る患者（８０％が女性）で構成されていた。ＳＬＥである患者の平均年齢は、４１±１４
歳（平均±ＳＤ）であり、正常健常志願者では４１±１３歳（平均±ＳＤ）であり、他の
リウマチ疾患を有する患者では、５７±１３歳だった。他のリウマチ疾患を有する患者の
かなりの割合は、関節リウマチの診断を示した。
【００９４】
【表５】

　参加した６１３人の個人の中で、９人が、組み入れ基準を満たさなかった（４人がプロ
トコール違反；２人の患者が誤って参加、３人は他の理由）。したがって、６０３人が、
分析で評価可能であった。下記の表では、ＳＬＥ及び他の疾患を有する個人と比較して、
正常健常個人のｄｓＤＮＡ、ＥＣ４ｄ、ＰＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ、及びＥＣＲ１の平均レベル
が強調されている。
【００９５】
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【表６】

【００９６】
【表７】

【００９７】
【表８】

【００９８】
【表９】

【００９９】
【表１０】

　最初のステップとして、本発明者らは、本治験で測定されたバイオマーカー（ＥＣ４Ｄ
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及びＢＣ４ｄの結果は、それぞれ図３～５に示されている。ＰＣ４Ｄ（輸送中の分析物の
安定性を考慮して、２０正味ＭＦＩの事前設定カットオフを使用する）を含むマーカーの
各々の臨床的感度及び特異度は、下記の表に示されており、単変量分析による各々個々の
マーカーの能力が強調されている。
【０１００】
【表１１】

　ＳＬＥである２０９人の患者、２０５人の正常健常志願者、及び１８１人の他のリウマ
チ疾患を有する患者（そのうち１２１人が関節リウマチの診断を有する）を含む５９５人
の個人で、ＣＢ－ＣＡＰＳ及びＤｓＤＮＡ抗体が、多変量ロジスティック回帰分析に利用
可能だった。この治験集団を、ＳＬＥ患者とＮＨＶ及び他の疾患とを区別するモデルを開
発するために、合計２１９人の個人（５４人のＮＨＶ、１０１人のＳＬＥ、及び他のリウ
マチ疾患を有する６４人の患者）を含む訓練セットに無作為に分割した（Ｒの機能を使用
して）。その後、訓練セットで開発したモデルを、３８４人の個人（１１２人のＳＬＥ患
者、１５１人のＮＨＶ、及び１２１人の他のリウマチ疾患）の独立検証セットで検証した
。
【０１０１】
　多変量線形ロジスティック回帰モデルを、以下の初期予測因子：ＤｓＤＮＡ［製造業者
カットオフに従った３０１ユニットのカットオフ］、ＥＣ４ｄ（正味ＭＦＩ）、ＢＣ４ｄ
（正味ＭＦＩ）、ＥＣＲ１（正味ＭＦＩ）、ＰＣ４ｄ（正味ＭＦＩ）に対する陽性を使用
して訓練セットで開発した。正味ＭＦＩ値は全て、ｌｏｇで正規化した。ロジスティック
回帰モデルにおける各バイオマーカーの相対的寄与を反映する指標を算出した。その後、
指標の妥当性を、上述のようなＳＬＥ又は他の疾患（ＮＨＶを含む）を有する個人の検証
セットで試験した。受信者動作曲線（ＲＯＣ）及び曲線下面積を決定し、感度及び特異度
を最適化する指標カットオフを決定した。
【０１０２】
　訓練セットの多変量ロジスティック回帰分析モデルは、ＤｓＤＮＡ、ＥＣ４Ｄ、及びＢ
Ｃ４ｄが、ＳＬＥ対他の疾患及びＮＨＶの鑑別診断に有意に寄与したことを明らかにした
。ＥＣＲ１及びＰＣ４ｄレベルは、有意に寄与しなかった（データ非表示）。以下のロジ
スティック回帰分析式が決定された：
　指標＝－８．３９１９＋１．４４６９＊（ＤｓＤＮＡ＞３０１）＋１．６１９４＊ｌｏ
ｇ（ＥＣ４Ｄ）＋１．４１２１＊ｌｏｇ（ＢＣ４Ｄ）
　下記の表には、モデルに含まれる独立変数／分析物の各々の係数、標準誤差、及び有意
水準が示されている。
【０１０３】
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【表１２】

　図６に示されているように、上述のロジスティック回帰分析式から算出された指標値の
ＲＯＣ　ＡＵＣ（したがって、識別能力）は、単変量分析によるｄｓＤＮＡと比較して（
ＡＵＣ＝０．７８３）、有意に大きかった（ＡＵＣ＝０．９１２）。指標値の至適カット
オフである０では、以下の臨床性能が明らかにされた。
【０１０４】

【表１３】

　感度、特異度、及び精度は、下記に示されており、ＳＬＥ患者を他の疾患を有する患者
と、又はＮＨＶ及び他の疾患を有する患者と区別する係数の能力が強調されている。
【０１０５】
【表１４】

　訓練セットで開発されたロジスティック回帰モデル（及び０未満又は０超の関連至適カ
ットオフ）を、引き続き検証セット（１１２人のＳＬＥ患者、１５１人のＮＨＶ、及び１
２１人の他のリウマチ疾患を含む、３８４人の個人）で独立試験した。
【０１０６】
　下記に示されているように、検証集団での感度、特異度、及び精度は、訓練セットで報
告されたものに類似していた。それらは、開発された多変量ロジスティック回帰分析モデ
ルの妥当性を示す。
【０１０７】
【表１５】
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【０１０８】
【表１６】

　まとめると、訓練セット及び検証セットの個人を統合することにより（ｎ＝５９５）、
以下の性能（指標のカットオフ＝０）を確立することができた。
【０１０９】
【表１７】

　臨床感度、特異度、及び精度は、下記に記述されており、７５％を超える感度、特異度
、及び全体的精度を有する診断法の性能が強調されている。ｄｓＤＮＡと比較した指標値
のＲＯＣ曲線は、図４に示されている。
【０１１０】
【表１８】

　図７には、指標値と、ＳＬＥの診断を示す確率との関係性が示されている。
【０１１１】
　実施例４
　この例は、本発明の方法の第４の実施形態を概説する。本発明の方法の第４の実施形態
では、別のリウマチ疾患ではなくＳＬＥを示す可能性が、多変量ロジスティック回帰分析
式から導き出される指標に基づき算出され、多変量ロジスティック回帰分析式では、ＳＬ
Ｅの存在又は非存在が分類変数であり、循環細胞に沈着したＣＢ－ＣＡＰＳ断片と共にＤ
ｓＤＮＡ及び抗ＭＣＶが独立変数であり、それらの各々が係数と関連する。
【０１１２】
　治験に参加した５９３人の個人の抗ＭＣＶレベルを、製造業者説明書に従って測定した
。抗ＭＣＶ陽性は、４３／２１０人のＳＬＥ患者（特異度７９．５％）、５／２０５人の
正常健常個人（特異度９５％）、７９／１１９人のＲＡ患者（感度６６％）、及び８／５
９人の関節リウマチ以外の疾患を有する患者（特異度８６．４％）に観察された。多変量
ロジスティック回帰分析は、示されているようにｄｓＤＮＡ、ｌｏｇＥＣ４ｄ、及びＬｏ
ｇＢＣ４ｄと組み合わせた抗ＭＣＶ陽性が、ＳＬＥ対他の疾患の鑑別診断に寄与していた
ことを明らかにした。
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　３８８人の患者でのロジスティック回帰分析係数が得られた（１１９人の関節リウマチ
患者を含む、２１０人の狼瘡患者及び１７８人の他の疾患患者）。
【０１１４】
【表１９】

　したがって、ロジスティック回帰分析式は、以下の通りである：指標＝－６．１９９＋
１．２５８１＊（ＤｓＤＮＡ＞３０１）＋１．４６７０＊ｌｏｇ（ＥＣ４Ｄ）＋１．０１
３２＊ｌｏｇ（ＢＣ４Ｄ）－１．７９６２＊（抗ＭＣＶ＞２０）。
【０１１５】
【表２０】

　診断による指標値の分布は、図８に示されている。図９には、コホート全体における指
標の識別能力が示されている。ＲＯＣ曲線のＡＵＣは、０．８９０だった。０を超える指
標値は、患者のコホート全体において、８１％（２１０人中１７０人）感度及び８６％の
特異度と関連した。図１０には、指標値と、ＳＬＥの診断を示す確率との関係性が示され
ている。他の疾患を有する患者に対する特異度は、下記に示されている。
【０１１６】
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【表２１】

　まとめると、これらのデータは、抗ＭＣＶの追加が、指標の臨床性能の著しい向上を提
供することができることを示す。しかしながら、ＲＡ患者に対する特異度の全体的向上は
、他の疾患を有するがＲＡを有していない個人に対する全体的特異度を犠牲にした。
【０１１７】
【表２２】

　５９人の他の非ＲＡ疾患患者における、抗ＭＣＶを用いなかった場合（９人の偽陽性患
者）と抗ＭＣＶを用いた場合（１６人の偽陽性患者）との指標の特異度の差は、７２％対
８５％であった。この差は、抗ＭＣＶを用いた指標の存在下では、５人の更なる患者が誤
って分類されたことに関連していた（皮膚筋炎を有する２人の患者、多発性筋炎を有する
１人の患者、原発性シェーグレン病候群を有する１人の患者、及びびまん性全身性硬化症
を有する１人の患者）。
【０１１８】
　治験に参加した他の疾患の各々の特異度は、以下の表に示されている。
【０１１９】

【表２３】

　また、ＳＬＥを鑑別診断するための本方法は、他のリウマチ疾患の鑑別診断と関連する
種々の血清学的マーカーを統合することができる。例えば、関節リウマチの診断は、リウ
マチ因子（ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＡ）の測定に依存する。したがって、上述のそれら血清
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【０１２０】
　実施例５
　この例は、本発明の方法の第５の実施形態を概説する。本発明の方法の第５の実施形態
では、別のリウマチ疾患ではなくＳＬＥを示す可能性が、多変量ロジスティック回帰分析
式から導き出される指標に基づき算出され、多変量ロジスティック回帰分析式では、ＳＬ
Ｅの存在又は非存在が分類変数であり、循環細胞に沈着したＣＢ－ＣＡＰＳ断片と共にＤ
ｓＤＮＡ、抗ＭＣＶ、及びＡＮＡが独立変数であり、それらの各々が係数と関連する。
【０１２１】
　治験に参加した５９３人の個人のＡＮＡレベル、ＤｓＤＮＡ、及び抗ＭＣＶレベルを、
製造業者の説明書に従って測定した。これらマーカーに陽性である患者の割合は、下記の
表に示されている。
【０１２２】
【表２４】

　３８８人の患者（２１０人の狼瘡患者、及び関節リウマチを有する１２０人の患者を含
む他の疾患を有する１７８人の患者）でのロジスティック回帰分析係数。
【０１２３】

【表２５】

　この表は、ＳＬＥ対他の疾患の鑑別診断に対する、ＥＣ４Ｄ、ＢＣ４Ｄ、及び抗ＭＣＶ
の増分値を示す。
【０１２４】
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【表２６】

　したがって、最も高い予測値を示すロジスティック回帰分析式は、以下の通りである：
指標＝－６．１５０＋０．９９６＊（ＤｓＤＮＡ＞３０１）＋１．４８０＊（ＡＮＡ＞２
０）＋１．４２２＊ｌｏｇ（ＥＣ４Ｄ）＋０．８７６＊ｌｏｇ（ＢＣ４Ｄ）－１．８８３
＊（抗ＭＣＶ＞２０）。
【０１２５】
　盲検の対象者でのこのモデルの性能は、データの無作為サブセットからモデルを設計し
、「盲検」の残りに適用し、結果を蓄積することを繰り返すことにより評価した。この技
術は、ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏ検証と類似しており、モデルを設計するために以前に使用した
対象者の分類から性能を計算するものよりも良好な性能の推定を生成する。本発明者らの
分析では、２９０人の各対象者の５，０００無作為サブセットを使用してモデルを生成し
た。その後各モデルを、９８人の盲検対象者に適用した。性能の尺度として、感度及び特
異度を算出した。ＮＨＶ対象者の場合、これら対象者はいずれもモデルを生成するために
は使用しなかったため、これは必要ではなかった。
【０１２６】
　下記の表には、正常健常志願者、他の疾患を有する患者、及びＳＬＥである患者の指標
値が示されている。
【０１２７】
【表２７】

　診断による指標値の分布は、図１０に示されている。
【０１２８】
【表２８】

モデル１：（ＤｓＤＮＡ＞３０１）
モデル２：（ＤｓＤＮＡ＞３０１）＋（ＡＮＡ＞２０）
モデル３：（ＤｓＤＮＡ＞３０１）＋（ＡＮＡ＞２０）＋ＬＯＧ（ＥＣ４Ｄ）
モデル４：（ＤｓＤＮＡ＞３０１）＋（ＡＮＡ＞２０）＋ＬＯＧ（ＥＣ４Ｄ）＋ＬＯＧ（
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ＢＣ４Ｄ）
モデル５：（ＤｓＤＮＡ＞３０１）＋（ＡＮＡ＞２０）＋ＬＯＧ（ＥＣ４Ｄ）＋ＬＯＧ（
ＢＣ４Ｄ）＋（ＭＣＶ＞２０）
　他の疾患の指標値は、下記に表に示されている。
【０１２９】
【表２９】

　図１１には、血清学的マーカー（ＡＮＡ、ＤｓＤＮＡ、及びａｎｔＭＣＶ）を、赤血球
及びＢ細胞に沈着したＣ４Ｄレベルと共に統合する本モデルを使用した、ＳＬＥを有する
確率が示されている。また、それには、結果を報告する方法が示されている。
【０１３０】
　開示された発明は、変更されてもよいと記載されているような特定の方法、プロトコー
ル、及び物質に限定されないことが理解される。また、本明細書で使用されている用語は
、特定の実施形態を説明することを目的としているに過ぎず、本発明の範囲を限定するも
のではなく、本発明の範囲は、添付の特許請求の範囲によってのみ限定されることが理解
される。
【０１３１】
　当業者であれば、単なる日常的な実験作業を使用して、本明細書に記載の本発明の特定
の実施形態と等価な多くのものを認識又は確認することができるだろう。そのような等価
なものは、添付の特許請求の範囲により包含されることが意図されている。
【０１３２】
　実施例６
　全身性エリテマトーデス患者対他のリウマチ疾患患者及び健常正常体志願者のＣＢ－Ｃ
ＡＰＳ（ＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ）、ＡＮＡ、ｄｓＤＮＡ、及び抗ＭＣＶに関する治験（「Ｃ
ａｐｉｔａｌ」と称する）を、分析的検証ＥＣ４ｄ及びＢＣ４ｄ後に開始した。この治験
の目的は、上記の実施例３に記載の治験集団において、ＳＬＥである対象者と他の類似疾
患を有する対象者とを区別する、マーカーの精度を確立することだった。
【０１３３】
　統計分析は、Ｒソフトウェアを使用して、ロジスティック回帰分析で実施した。必要に
応じて、また多変量ロジスティック回帰分析式の結果として指標値を決定した後で、マー
カーの各々（単変量分析）の受信者動作曲線を使用した。
【０１３４】
　合計で２１０人のＳＬＥ患者（９０．５％が女性、平均年齢４２歳）、他のリウマチ疾
患を有する１７８人の患者（８０．３％が女性、平均年齢５７歳）、及び２０５人の健常
個人（６５．８％が女性、平均年齢４１歳）が、２０１０年４月から８月まで参加した。
患者は全て、インフォームドコンセントを示した。他のリウマチ疾患を有する患者群は、
主に関節リウマチ患者（ｎ＝１２０、６７％）及び全身性硬化症患者（ｎ＝２１、１２％
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【０１３５】
【表３０】

　単変量分析
　表３１には、３群の各々における、ＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ正味平均蛍光強度（ＭＦＩ）と
共に血清学的マーカーの陽性割合が示されている。
【０１３６】
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　ＳＬＥ患者及び他の疾患患者（合計３８８人の患者）によるＲＯＣ曲線は、８．９ユニ
ット（正味ＭＦＩ）を超えるＥＣ４ｄレベルが、他の疾患患者に対して７０．０％の感度
及び８３％の特異度をもたらすことを明らかにした（ＡＵＣ　０．８２５、ＣＩ９５％　
０．７８４～０．８６２）。或いは、４８ユニット（正味ＭＦＩ）を超えるＢＣ４ｄレベ
ルは、他の疾患患者に対して６６％の感度及び８６％の特異度をもたらした（ＡＵＣ　０
．８２２、ＣＩ９５％　０．７８０～０．８５８）。２０５人の正常健常個人の中で、１
５／２０５人は、８．９ユニットを超えるＥＣ４ｄレベル（９３％の特異度）を示し、他
の９人は、４８ユニットを超えるＢＣ４ｄレベルを示した（９６％の特異度）。
【０１３７】
　多変量指標アッセイ－分析後のデータ低減
　抗ｄｓＤＮＡは、ＳＬＥに対して感度は悪かったが（２９．５％）、非常に特異的な（
９６％）マーカーだった。この多段階手法は、２つの「層」の分析を含んでいた。層１分
析は、ｄｓＤＮＡ陽性（＞３０１ユニット）が狼瘡の診断に関連していたＤｓＤＮＡ分析
のみを含む。５２３人の抗－抗－ｄｓＤＮＡ陰性個人に対応する第２の層分析では、多変
量ロジスティック回帰分析は、ＳＬＥが、ＡＮＡ陽性（ＡＮＡ≧２０ユニット、ｐ＜０．
００１）、抗ＭＣＶ陰性（抗ＭＣＶ陽性＞７０は、負の係数で影響を受ける、ｐ＜０．０
０１），並びにｌｏｇ正規化（ＬＯＧ）ＥＣ４ｄ及びＢＣ４ｄ正味ＭＦＩの両方の上昇（
ｐ＜０．００１）と関連していたことを明らかにした（ＲＯＣ面積＝０．９０７）。結果
の要約は、表３２に示されている。
【０１３８】
【表３２】

　ロジスティック回帰モデルの結果に対応する指標数式は、以下の通りである。
数式１　ｄｓＤＮＡ陰性患者の指標数式
【０１３９】
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　ＣＡＰＩＴＡＬ治験に参加した患者の指標計算の一例が、下記に提供されている。
【０１４０】
【表３３】

　これら４つのマーカーの加重和に対応する指標スコア（図１２を参照）は、ＳＬＥでは
１．２０（ＣＩ９５％：０．８６；１．５３）、他のリウマチ疾患では－２．５３（ＣＩ
９５％：－２．８３；－２．２４）、及び正常健常志願者（ＮＨＶ）では－２．７４（Ｃ
Ｉ９５％：－２．８９；－２．５９）だった。感度は７１．６％であり、他の疾患に対す
る特異度は９０．１％患者であり、正常健常に対しては９７．６％だった（表３４）。
【０１４１】
　抗ｄｓＤＮＡ陽性及び指標スコア（カットオフ０を使用）の組み合わせは、ＳＬＥに対
する８０．０％の感度、ＳＬＥを他のリウマチ疾患と区別する８６．６％の特異度（ＳＬ
Ｅを健常対象者と区別する場合は９７．１％の特異度）をもたらした（表３４を参照）。
図１３には、任意の所定の指標値での感度及び特異度（他の疾患に対する）が示されてい
る。
【０１４２】

【表３４】

　図１４には、層分析方法が示されている。層１では、ｄｓＤＮＡ陽性（レベル＞３０１
ユニット）が、ＳＬＥの診断と関連する。ｄｓＤＮＡ陰性患者の中では、ＡＮＡ（ＥＬＩ
ＳＡによる、２０ユニットでのカットオフ）、ＦＡＣＳにより測定されたＥＣ４ｄ及びＢ
Ｃ４ｄレベル（正味ＭＦＩ）、及び抗ＭＣＶ（ＥＬＩＳＡによる、７０ユニットでのカッ
トオフ）の複合指標スコアを計算する。０を超える指標は、ＳＬＥの診断と一致する。Ｅ
ＬＩＳＡにより決定されたＡＮＡを使用して指標スコアを計算し、ＡＮＡがＥＬＩＳＡで
陰性の場合、間接免疫蛍光を実施する。他のリウマチ疾患を有する患者に対する特異度は
、表３５に示されており、６３％～１００％の範囲である。
【０１４３】
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【表３５】

　更に、表３６に示されているように、ＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ、及び抗ＭＣＶの追加は、Ａ
ＵＣを０．８０８（ｄｓＤＮＡ＋ＡＮＡ）から０．９１８（ｄｓＤＮＡ＋ＡＮＡ＋ＥＣ４
ｄ＋ＢＣ４ｄ＋抗ＭＣＶ）に増加させた。
【０１４４】

【表３６】

　また、指標の日差再現性は、分析的検証治験に参加した１１人のＳＬＥ患者に由来する
合計２３個の試料で決定した（赤血球及びＢリンパ球Ｃ４ｄレベル）。これら患者はいず
れも、臨床検証治験の一部ではなかった。指標は、４日連続の４回連続で決定した。平均
標準偏差は、０．１５（０．０４～０．３１の範囲）だった。
【０１４５】
　ＡＮＡ及び抗ＭＣＶ曖昧値に基づく曖昧な指標結果
　指標は、カットオフ値と関連する２つの成分（ＡＮＡ及び抗ＭＣＶ）の累積であるため
、ＡＮＡ（２０ユニット）又は抗ＭＣＶ（７０ユニット）の医学的決定範囲での分析誤差
に基づき、潜在的に正から負（又はその逆）へと変化する場合がある。例えば、表３７で
は、指標は、決定範囲におけるＡＮＡの２ユニットの差（１９対２１ユニット）に基づき
、－０．２８（症例１、ＡＮＡ陰性）から＋２．００（症例２、ＡＮＡ陽性）に変化する
場合がある。
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【０１４６】
【表３７】

　したがって、好ましくは、指標に関する曖昧な結果は、ＡＮＡ及び/又は抗ＭＣＶレベ
ルが、カットオフ値に近い（したがって、潜在的に指標の正又は負に影響を与えることが
できる）場合に定義される。本発明者らは、ＡＮＡレベルが１６～２４ユニットの範囲（
２０ユニットカットオフで２０％ＣＶ）である場合に曖昧なＡＮＡを定義し、抗ＭＣＶレ
ベルが５６～８４ユニットの範囲（７０ユニットカットオフで２０％ＣＶ）の場合に曖昧
な抗ＭＣＶを定義した。
【０１４７】
　また、図１５に示されているように、正から負への指標値の変化は、多指標アッセイ数
式のＣＢＣＡＰＳ成分に強く依存する。ＡＮＡ及び抗ＭＣＶの曖昧な結果に基づく決定規
則を確立した（表３８）。ＣＡＰＩＴＡＬ治験では、合計１５／５２３人のｄｓＤＮＡ陰
性患者が、曖昧な結果を示した（２．８％：３人のＳＬＥ、３人の他の疾患、及び７人の
正常）。これら患者を分析から除外した場合、感度は、７２．０％（１０３／１４３）で
あり、他の疾患に対する特異度は、９０．５％の患者（１５２／１６８）であり、正常健
常分析に対しては９８．４％（１９４／１９７）だった（比較には、表３４の層２分析を
参照）。集団に基づくと、これら感度及び特異度の値は類似しているが、患者１人当たり
に基づくと、結果は曖昧であると報告されることになる。
【０１４８】
【表３８】

　指標０での分析誤差に基づく曖昧領域
　医学的決定範囲（指標０）での精度、及び曖昧領域の定義を、上記で報告した検証試料
で観察された平均標準偏差（０．１５）の１．９６倍に基づき、９５％信頼区間で確立し
た。これは、－０．３～０．３の曖昧領域に相当する。
【０１４９】
　表３９には、曖昧さのない性能と比較した、全患者における指標の性能特徴（層２、ｄ
ｓＤＮＡ陰性患者）が示されている。予想通り、より高い性能特徴が、曖昧な結果を示さ
ずに達成された。
【０１５０】
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【表３９】

　合計８．８％の患者が、ＡＮＡ及び抗ＭＣＶの医学的決定範囲での不確実性に基づく曖
昧な結果のいずれかを示した。添付の患者報告書に示されているように、報告した性能特
徴は、集団全体から算出されたものである（曖昧なＡＮＡ及び抗ＭＣＶに基づく曖昧な指
標結果を含む）。注意書きが患者報告書に添えられており、それには、指標値が－０．３
～０．３である場合、結果は注意して解釈されるべきであると明記されている。
【０１５１】
　検証治験
　この診断法を、ＳＬＥ及び他のリウマチ疾患の患者の独立コホートで予測的に検証した
。治験は、Ｌｕｐｕｓ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｏｆ　Ｅｘｃｅｌｌｅｎｃｅ（ピッツバーグ、ペ
ンシルベニア州、Ｓｕｓａｎ　Ｍａｎｚｉ医師及びＪｏｓｅｐｈ　Ａｈｅａｒｎ医師の監
督下）と共同で行った。この施設にて参加した患者はいずれも、ＣＡＰＩＴＡＬ治験に参
加した患者の一部ではなかった。
【０１５２】
　対象者のインフォームドコンセントを得た後、ＣＢ－ＣＡＰＳ、ｄｓＤＮＡ、及びＡＮ
Ａを分析するために血液を得た。試料は、１本の１０ｍｌ　ＥＤＴＡチューブ（最上部が
ラベンダー色）及び１本の５ｍｌ　ＳＳＴチューブ（最上部が金色）で構成されていた。
それらは、発送前に遠心分離が必要だった。生体試料は全て、Ｌｕｐｕｓ　Ｃｅｎｔｅｒ
　ｏｆ　Ｅｘｃｅｌｌｅｎｃｅの実施場所からＥｘａｇｅｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ社
に翌日配達で送付された（付属の輸送キットを使用して）。ＣＢ－ＣＡＰＳは、試料採取
の４８時間以内に分析されるべきであるため、土曜日は試料を受理しなかった。したがっ
て、対象者は、月曜日から木曜日までしか参加しなかった。分析臨床検査室での盲検性を
保つために、ＣＲＦ及び、対象者の診断を開示する可能性のある一切の対象者情報は、臨
床検査室に提供されなかった。標本は、対象者番号及びイニシャルにより識別されていた
だけであり、分析検査室では、対象者特有の診断に対して盲検性が維持された。赤血球及
びＢリンパ球を、単離し、洗浄し、Ｃｒ由来リガンドＣ４ｄに特異的なモノクローナル及
び／又はポリクローナル抗体を使用して免疫蛍光的に標識し、本発明者らの臨床検査室で
検証されたアッセイを使用してフローサイトメトリーにより分析した（下記セクションを
参照）。平均蛍光強度を、各細胞表面マーカーの発現レベルの指標として使用した。ｄｓ
ＤＮＡ、ＡＮＡ、及び抗ＭＣＶを、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）を使用して
測定した。
【０１５３】
　結果
　６／８／２０１１から９／３０／２０１１まで、合計５２人の患者が、検証治験に参加
した。これは、３６人のＳＬＥ患者、１６人の他のリウマチ疾患を有する患者（そのうち
、７人が関節リウマチ患者であり、５人が原発性シェーグレン症候群を有する患者だった
）で構成されていた。表４０には、血清学的マーカー及びＣＢ－ＣＡＰＳの性能が強調さ
れている。
【０１５４】
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【表４０】

　抗ｄｓＤＮＡは、ＳＬＥに対する感度は悪かったが（２２％、８陽性）、非常に特異的
な（９４％）マーカーだった。上記で開発された２つの「層」を含む多段階手法を適用し
た。ｄｓＤＮＡ陰性患者の指標スコアは、ＳＬＥ（２８人の患者）では、－０．２２（Ｃ
Ｉ９５％：－１．２８；０．８４）であり、他のリウマチ疾患（１５人の患者）では、－
２．６３（ＣＩ９５％：－３．８６；－１．４１）だった。抗ｄｓＤＮＡ陽性及び指標ス
コア（カットオフ０を使用）の組み合わせは、ＳＬＥに対する６７％の感度、ＳＬＥを他
のリウマチ疾患と区別する８８．０％の特異度をもたらした（表４１を参照）。この感度
は、ＣＡＰＩＴＡＬ治験で観察された感度と有意に異なるものではなかった（８１％；ｐ
＝０．１１７）。同様に、２つの治験間の特異度は同一だった（８６．５％対８７．５％
；ｐ＝１）。
【０１５５】

【表４１】

　表４２に示されているように、ＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ、及び抗ＭＣＶの追加は、ＡＵＣを
０．５８８（ｄｓＤＮＡ＋ＡＮＡ）から０．７６２（ｄｓＤＮＡ＋ＡＮＡ＋ＥＣ４ｄ＋Ｂ
Ｃ４ｄ＋抗ＭＣＶ）に増加させた。
【０１５６】

【表４２】

　全体的臨床性能
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　まとめると、ＣＡＰＩＴＡＬ治験を検証治験と組み合わせると、以下の性能特徴を導き
出すことができる。
【０１５７】
【表４３】

　抗ｄｓＤＮＡ陽性及び指標スコア（カットオフ０を使用）の組み合わせは、ＳＬＥに対
する７８％の感度、ＳＬＥを他のリウマチ疾患と区別する８６．６％の特異度（ＳＬＥを
健常対象者と区別する場合は９７．１％の特異度）をもたらした（表４４を参照）。
【０１５８】

【表４４】

　表４５に示されているように、ＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ、及び抗ＭＣＶの追加は、ＡＵＣを
０．７８７（ｄｓＤＮＡ＋ＡＮＡ）から０．８９３（ｄｓＤＮＡ＋ＡＮＡ＋ＥＣ４ｄ＋Ｂ
Ｃ４ｄ＋抗ＭＣＶ）に増加させた。
【０１５９】

【表４５】

　他のリウマチ疾患（ｎ＝１９４）における全体的特異度は、表４６に示されており、５
６％～１００％の範囲である。
【０１６０】
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【表４６】

　実施例７．活動性疾患に対する血清学及びＣＢ－ＣＡＰの寄与
　全てのＳＬＥ患者の疾患活動性を、エリテマトーデス国内評価試験におけるエストロゲ
ンの安全性（ＳＥＬＥＮＡ、ｔｈｅ　Ｓａｆｅｔｙ　ｏｆ　Ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ　ｉｎ　
Ｌｕｐｕｓ　Ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ）
版のＳＬＥ疾患活動性指標（ＳＬＥＤＡＩ、ＳＬＥ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ
　Ｉｎｄｅｘ）を使用して、治験来院時に測定した。ＳＬＥＤＡＩ≧６を使用して評価し
たところ、合計４１人のＳＬＥ患者（１９．６％）が活動性疾患を示した。表４７に示さ
れているように、活動性疾患を示す患者は、ＡＮＡ、ＥＣ４ｄ、ＢＣ４ｄ、ＰＣ４ｄのレ
ベル上昇及びＥＣＲ１のレベル低下を示した（ｐ＜０．００３）。ＲＯＣ分析は、９０ユ
ニット（ＡＵＣ＝０．６９６）を超えるＡＮＡが、４倍高い活動性疾患の可能性（ＣＩ９
５％：１．８～８．８）と関連したことを示した。同様に、１４．８ユニット（ＲＯＣ　
ＡＵＣ＝０．６４７）を超えるＥＣ４ｄ、７１．５ユニット（ＲＯＣ　ＡＵＣ＝０．６４
５）を超えるＢＣ４ｄ、及び６．３ユニット（ＲＯＣ　ＡＵＣ＝０．７２０）を超えるＰ
Ｃ４ｄは、それぞれ、３．４倍（ＣＩ９５％：１．６～７．０）、４．３倍（ＣＩ９５％
：１．９～９．７）、及び５．４倍（ＣＩ９５％：２．４～１２．１）高い活動性疾患の
可能性と関連した。或いは、１０正味ＭＦＩ（ＡＵＣ＝０．６９０）未満のＥＣＲ１は、
４．１倍高い活動性疾患の可能性（ＣＩ９５％：２．０～８．５）と関連した。更に、Ｓ
ＬＥを他の疾患と区別するために算出された指標スコアは、非活動性疾患を有する患者よ
りも活動性疾患を示すＳＬＥ患者において有意に高かった。ＲＯＣ分析は、指標のカット
オフを１．３６にすると、９０．２％の感度及び５４％の特異度（４６％の偽陽性）で、
活動性疾患を有するＳＬＥ患者が、非活動性疾患を有する患者から区別されたことを明ら
かにした。多変量ロジスティック回帰分析は、ＡＮＡレベル、ＥＣＲ１レベル、及びＰＣ
４ｄレベルが、活動性疾患に寄与することを示した。
【０１６１】
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【表４７】

　ＡＮＡ、ＥＣＲ１、及びＰＣ４ｄの加重和としての活動性スコア（ロジスティック回帰
分析の推定値を使用した）は、非活動性疾患を有する患者では－２．０５±１．１３であ
り、活動性疾患を有する患者では－０．６７±１．４２であった。ＲＯＣ分析は、－１．
３８ユニットを超える活動性スコアは、活動性疾患を有する患者と非活動性疾患を有する
患者とを区別する感度が７５．６％であり、特異度が７２．６％だったことを示した（Ａ
ＵＣ＝０．７８４）。
【０１６２】
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【表４８】
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