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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＺｎＴ８のフラグメントであって、
　配列番号９，１０，１４～１８，２２，２３，および４９のいずれか１つにより表され
るフラグメントからなる、ＺｎＴ８フラグメント。
【請求項２】
ＺｎＴ８のフラグメントであって、
　配列番号４９～５１および５３～６１のいずれか１つにより表されるフラグメントから
なる、ＺｎＴ８フラグメント。
【請求項３】
ＺｎＴ８のフラグメントであって、
　配列番号６４または６５により表されるフラグメントからなる、ＺｎＴ８フラグメント
。
【請求項４】
ＺｎＴ８のフラグメントであって、
　配列番号６２または６３により表されるフラグメントからなる、ＺｎＴ８フラグメント
。
【請求項５】
　請求項１に記載の任意の２つ以上のフラグメントを含むか、または請求項１に記載の任
意の２つ以上のフラグメントで構成される、キメラタンパク質。
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【請求項６】
　抗ＺｎＴ８抗体が選択的に結合する少なくとも１つのＺｎＴ８エピトープを含む、請求
項１～４のいずれか１項に記載のＺｎＴ８フラグメント。
【請求項７】
　抗ＺｎＴ８抗体は個体から得られた抗体である、請求項６に記載のＺｎＴ８フラグメン
ト。
【請求項８】
　前記個体は１型糖尿病であるか、または１型糖尿病の疑いがある、請求項７に記載のＺ
ｎＴ８フラグメント。
【請求項９】
　自己免疫疾患にかかりやすいか、または自己免疫疾患を発症しつつある個体を判定する
方法であって、該個体由来の試験試料中のＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出するこ
とを含み、該個体において陰性対照と比較して抗体の増加が検出されるとその個体は自己
免疫疾患にかかりやすいかまたは自己免疫疾患を発症しつつあることが示され、前記自己
免疫疾患は１型糖尿病であることを特徴とする方法。
【請求項１０】
　３２５位のアミノ酸がアルギニン、トリプトファンおよびグルタミンから選択されたア
ミノ酸であるヒトＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出することを含む、請求項９に記
載の方法。
【請求項１１】
　個体における１型糖尿病自己免疫の、初期の良性の自己反応性から破壊的な膵島炎への
進行を監視する方法であって、該個体由来の試験試料中のＺｎＴ８に選択的に結合する抗
体を検出することを含み、該個体において、同じ個体の以前の抗体測定と比較して抗体の
増加が検出されると、該個体が破壊的な膵島炎に向かって進行していることが示されるこ
とを特徴とする方法。
【請求項１２】
　３２５位のアミノ酸がアルギニン、トリプトファンおよびグルタミンから選択されたア
ミノ酸であるヒトＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出することを含む、請求項１１に
記載の方法。
【請求項１３】
　糖尿病前症の個体における、１型糖尿病の予防、１型糖尿病の発症の遅延、または１型
糖尿病自己免疫疾患の軽減のための治療の有効性を観察する方法であって、該個体由来の
試験試料中のＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出することを含み、該個体において、
同じ個体の以前の抗体測定と比較して抗体の減少またはほぼ同レベルの抗体が検出される
と、治療が有効であることが示され、また該個体において、同じ個体の以前の抗体測定と
比較して抗体の増加が検出されると、治療が有効ではないことが示されることを特徴とす
る方法。
【請求項１４】
　３２５位のアミノ酸がアルギニン、トリプトファン、およびグルタミンから選択された
アミノ酸であるヒトＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出することを含む、請求項１３
に記載の方法。
【請求項１５】
　該方法は、放射免疫沈降アッセイ、ＥＬＩＳＡ、時間分解蛍光アッセイ、競合的ユーロ
ピウムアッセイおよび発光アッセイからなる群から選択されたアッセイの使用を含む、請
求項９～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　該方法は、ＺｎＴ８タンパク質または請求項１～４および６～８のいずれか１項に記載
のＺｎＴ８フラグメントの使用を含む、請求項９～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　請求項９～１４のいずれか１項に記載の方法を実施するためのアッセイ・キットであっ
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て、
　　（ａ）ＺｎＴ８タンパク質または請求項１～４および６～８のいずれか１項に記載の
ＺｎＴ８フラグメント；
　　（ｂ）ＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出するための１もしくは複数の試薬
を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は概して、自己抗原標的の同定、具体的には自己免疫性の１型糖尿病（Ｔ１Ｄ）
における自己抗原標的の同定、さらに具体的には、新規な自己抗原としてのタンパク質Ｚ
ｎＴ８の同定に関し、該自己抗原は治療上、診断上および予後判定上のツールおよび方法
の基盤となり、該ツールおよび方法は本明細書において説明される。
【背景技術】
【０００２】
　関連出願の相互参照
　本願は、２００６年１２月２９日に出願された米国仮特許出願第６０／８８２，８１５
号の全開示内容を援用する。
【０００３】
　本発明の背景技術
　自己免疫疾患は、その身体自身の組織に対する免疫応答によって引き起こされる状態で
ある。自己免疫疾患は、１種類以上の身体組織の破壊、器官の成長異常、または器官機能
の変化をもたらす。該疾患は、１種類の器官または組織だけに影響を及ぼす場合もあれば
、複数の器官および組織に影響を及ぼす場合もある。
【０００４】
　ヒトの自己免疫性の１型糖尿病（Ｔ１Ｄ）およびＮＯＤマウスモデルは多遺伝子性のＴ
細胞依存型自己免疫疾患であり、重要な免疫調節機構に先天的な欠陥を有する高感受性の
個体（５）（例えば、自己に対して防御免疫応答ではなく病原性免疫応答を示す個体）に
おけるβ細胞抗原に対する寛容性の破綻（４）から生じるランゲルハンス島のβ細胞の選
択的な破壊（１～３）を特徴とする。β細胞と同じ発生上の系譜を共有し、β細胞と直接
接触することの多い膵臓の外分泌および内分泌細胞はほとんど影響を受けず、β細胞が失
われると膵島炎が解消することから、自己免疫の標的は主としてβ細胞特異的であること
が示唆される。インスリンおよびＩＧＲＰのような既知の糖尿病自己抗原の多くはこの細
胞特異性を反映するが、既知の免疫標的のリストは決して包括的なものではない。このこ
とは、細胞性免疫によって認識される抗原に特に当てはまり、大多数の糖尿病誘発性ＣＤ
４＋Ｔ細胞の標的は、１０年を超える調査にもかかわらず捉えがたいままである。ＧＡＤ
６５、ＩＡ－２およびＩＣＡ６９のような分子を最初に同定した免疫学的スクリーニング
法を使用しても近年は新しい標的はほとんど明らかとなっていない。
【０００５】
　Ｔ１Ｄの強い遺伝的素因を備えた多くの人が顕性の疾患を発症せず（１人が糖尿病であ
る一卵性双子の５０％は不一致なままである）、非生殖細胞系列にコードされた要因はＴ
１Ｄの進行速度に著しく影響を及ぼす（７）。このように浸透度が低く自然経過が可変的
であることは、環境要因の重要性を指し示し、また免疫応答自体の確率的性質を示しても
いる。このバランスをより免疫寛容性の高い環境へと変化させる治療戦略は、自己免疫性
が破壊的な膵島炎へと進行するのを防止または遅延させる可能性を有する。
【０００６】
　ＮＯＤマウスの初期の膵臓浸潤巣では膵島細胞反応性のＴ細胞クローンの数は限られて
いるようであり（１６；１７）、疾患の進行には、新しい自己抗原の動員（２０）と共に
エピトープスプレディング（epitope spreading）（１８）および初期Ｔ細胞応答の親和
力成熟（１９）を必要とするようである。多数の膵島特異的ＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細
胞クローンが、前糖尿病または糖尿病になったばかりのＮＯＤマウスの脾臓、リンパ節ま



(4) JP 5694668 B2 2015.4.1

10

20

30

40

50

たは膵島浸潤巣から分離されている（２１～２５）が、そのコグネイト抗原は十分には明
らかにされず、またＧＡＤ６５、インスリン顆粒膜タンパク質であるＩＣＡ５１２（ＩＡ
－２）およびフォグリン（ＩＡ－２β）（２０）、カルボキシペプチダーゼＥ（２６）、
ＩＣＡ６９（２７）ならびに硫酸化された糖脂質（２８）のようなヒトの糖尿病自己免疫
の既知の血清学的マーカーのいずれにも相当するようには見えない。自己反応性Ｔ細胞の
分子標的には、β細胞の未確認の構成成分、または体液性応答を実質的に誘発することが
できない既知のβ細胞タンパク質のいずれかを挙げることができる。従って、該Ｔ細胞の
コグネイト抗原を明らかにすることは依然として重要な目標であり、最近のゲノム技術お
よびプロテオーム技術の進歩とともに現在は現実的な目標のようである。こうして、十分
に研究されたＮＹ８．３　ＣＤ８＋クローン（２３）の標的は、高感度のバイオアッセイ
と、ＮＩＴ１インスリノーマ細胞由来のＨ－２Ｋｄ分子から溶出されたプロテオームペプ
チドの分析との組み合わせを使用して、β細胞タンパク質ＩＧＲＰ（膵島グルコース６－
ホスファターゼ関連タンパク質）に由来するペプチドであることが最近示された（２９）
。
【０００７】
　体液性応答自体は恐らく該疾患の病原論にはほとんど寄与しない（３０）が、Ｂ細胞は
Ｔ１Ｄにおける抗原提示に役割を果たす（３１）ので、Ｂリンパ球の分子標的の同定も重
要な目的である。さらに、循環血中の自己抗体は、糖尿病自己免疫の有用な前臨床マーカ
ーを提供する。高親和性抗体の産生はＴ細胞依存性のプロセスであり、したがって、自己
抗体によって認識される分子が糖尿病誘発性の自己反応性Ｔ細胞の標的でもあるはずだと
予想するのは合理的である。この仮説は、少なくともインスリン、フォグリンおよびＧＡ
Ｄ６５については正しいようである（３２～３４）。既知の標的は数多くあるが、全く包
括的ではない。このことは、分子のことばで定義された自己抗原の中にはない別の標的を
明らかにするというだけの理由で、ヒト膵臓の免疫組織化学的分析によって決定される前
Ｔ１Ｄの血清学的診断法が依然として最も高感度の指標であるという事実から明らかであ
る。
【０００８】
　一次自己抗原または開始自己抗原が、Ｔ１Ｄおよびその他の自己免疫疾患に存在するか
どうかに関しては、論争が続いている。Ｔ１Ｄについては、現時点でのＮＯＤマウスにお
ける最良の候補はインスリンである（３３；３５～３８）が、膵島浸潤巣中にＩＧＲＰ抗
原を認識するＴ細胞の前駆体が存在する頻度に基づいて、ＩＧＲＰがこの重大な役割を果
たす可能性があるとも提唱されてきた（２９；３９；４０）。別の見方は、本来は同分子
に対する調節性の細胞を生成する正常な免疫寛容機構の破綻による、ポリクローナルな活
性化から疾患が起きるということである（４１）。後者の筋書きであるとして、本発明者
らは、Ｔ１Ｄにおける自己免疫の重要な標的であるあらゆる分子が、抗原療法で使用する
候補であると仮定する。インスリン（４２；４３）、ＧＡＤ６５（４４～４８）、ＨＳＰ
６５（４９）およびＩＧＲＰ（５０）の天然のエピトープを用いた免疫化に基づく、ＮＯ
Ｄマウスで有効な寛容化戦略は、これを支持するように見える。さらに、ＩＡ－２および
フォグリンを用いた本発明者らの予備的研究は、既知のマウスおよびヒトのペプチドエピ
トープ（ペプチド７（５１））が、ＮＯＤマウスに新生児期投与すると、同じように疾患
の発症を遅らせることを示している。他の既知のＴ細胞標的、例えばＩＡＰＰ（５２）、
ＩＭＯＧＥＮ３８（５３～５７）は、この点に関しては特徴解析されていないようである
。
【０００９】
　配列相同性に基づいた自己抗原とウイルスタンパク質との間の分子擬態と推定される例
は、科学文献に数多く存在する（５８）。例えば、Ｔ１Ｄの場合、ＧＡＤ６５とコクサッ
キーＢ３　Ｐ２－Ｃタンパク質（５９）またはヒトサイトメガロウイルスの主要ＤＮＡ結
合タンパク質（６０）との間、およびＩＡ－２とロタウイルスＶＰ７（６１）またはコク
サッキーＢ４　ＶＰ１（６２）との交差反応性が提言されている。同様に、プロインスリ
ンとＧＡＤ６５との間の擬態も提唱されている（６３）。分子模倣体と接触すると、免疫
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ネットワークの確立および統合により、自己免疫が誘発されるかまたは該分子模倣体に対
する防御がなされるかのいずれかが考えられる。人での感染因子による自己免疫誘発の疫
学的調査は、恐らくは該疾患の前駆症状が長いことと、関与する特定の生物体（または一
般的病原体のまれな血清型）の同定の失敗から、特に有益なものではなかった（１４）。
まさにその性質から「衛生仮説」の中心となる防御反応を確立するのは一層困難である。
【００１０】
　非肥満性糖尿病（ＮＯＤ）マウスは現時点で最良のヒトＴ１Ｄのモデルであり（８）、
疾患進行の３つの病期、すなわち自己反応性Ｔ細胞の増殖（「チェックポイント０」）、
該細胞の膵島へのホーミング（「チェックポイント１」）、および良性の膵島周囲炎（pe
ri-insulitis）から侵襲性の膵島炎へと移行とその結果としてのβ細胞の破壊（「チェッ
クポイント２」）が明白である（９）。「チェックポイント０」の通過は、膵リンパ節に
おけるβ細胞抗原の提示の増強をもたらす膵島細胞アポトーシスの高まりと同時に起こる
と提唱されてきた。関連する仮説は、この時（離乳している場合）に腸内で新しい抗原と
接触する結果、Ｔｈ１優位なＴ細胞活性化が起こり、該細胞が続いて膵臓に移動し、流入
リンパ節内での反応を混乱させる結果、膵島細胞抗原に対する免疫原性の応答が生じるこ
とを示唆している。出生後の膵島細胞アポトーシス（１０）、先天性のβ細胞異常（１１
）、および食餌（１２；１３）または腸内ウイルス（１４）の要因が同様に関与すること
も、ヒトのＴ１Ｄにおいて提言されているが、現時点では、これらの相対的な役割（ある
場合）、および偶発的要因としての一般論は、依然として論争の的になったままである。
しかしながら、膵島細胞抗原が該疾患の過程にとって極めて重要であること（１５）、該
抗原の分子特性についての詳細な知識が、免疫療法の合理的な設計、ならびに危険な状態
にある個体の監視および同定のいずれにとっても必要であることは明らかである。
【００１１】
　米国だけでも２００万人以上の１型糖尿病患者がおり、該患者はみな生き続けるために
１日複数回のインスリン投与を生涯必要としている。これらの人々の大多数は生涯のうち
に糖尿病の合併症に苦しむことになり、年齢に関係なく寿命が最大で３分の１縮む可能性
があるとされている。従って、該疾患の予防、または発症を遅らせるだけでも、大きな社
会的かつ経済的利益となるであろう。Ｔ１Ｄのげっ歯動物モデルにおいて非常に有効であ
ることが判明し、現在は臨床試験で調べられている、糖尿病の予防および好転のための実
験的な手法がいくつかある。例えば、抗ＣＤ３モノクローナル抗体療法を用いた予備的所
見は特に有望である。効果的とするために、いかなる免疫療法も、治療介入が適切かどう
かを立証し、またその疾患の病期に対していつ治療を実施するかを定めるための診断テス
トを必要とする。治療が始まれば、その短期および長期の有効性を評価することが必要で
ある。疾患の進行を監視するのに役立つ、自己抗原への体液性または細胞性の自己反応に
基づいた診断アッセイは、患者を治療するための何らかの決定を下すにあたって、またそ
の後の治療結果の監視において、不可欠である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　したがって、疾患標的に基づいた新しい免疫療法だけでなく、改善されたＴ１Ｄ診断ア
ッセイが当分野において必要とされ続けている。さらに、Ｔ１Ｄのような１つの自己免疫
疾患で同定された多くの標的が、他の自己免疫疾患においても標的である場合があり、そ
の結果として利用可能な診断方法および治療方法が様々な自己免疫状態に拡がることにな
る。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明の１つの実施形態は、ＺｎＴ８の様々なフラグメントに関する。１つの態様では
、フラグメントはＺｎＴ８のＣ末端の少なくとも１０アミノ酸を含むか、前記アミノ酸で
本質的に構成されるか、または前記アミノ酸で構成される。１つの態様では、フラグメン
トはＺｎＴ８のＣ末端の少なくとも２５アミノ酸を含むか、前記アミノ酸で本質的に構成
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されるか、または前記アミノ酸で構成される。別の態様では、フラグメントはＺｎＴ８の
Ｃ末端の少なくとも５０アミノ酸を含むか、前記アミノ酸で本質的に構成されるか、また
は前記アミノ酸で構成される。別の態様では、フラグメントはＺｎＴ８のＣ末端の少なく
とも７５アミノ酸を含むか、前記アミノ酸で本質的に構成されるか、または前記アミノ酸
で構成される。さらに別の態様では、フラグメントはＺｎＴ８のＣ末端の少なくとも１０
０アミノ酸を含むか、前記アミノ酸で本質的に構成されるか、または前記アミノ酸で構成
される。１つの態様では、フラグメントはＺｎＴ８のＣ末端の少なくとも１０１アミノ酸
を含むか、前記アミノ酸で本質的に構成されるか、または前記アミノ酸で構成される。１
つの態様では、フラグメントはＺｎＴ８のＣ末端の少なくとも１０２アミノ酸を含むか、
前記アミノ酸で本質的に構成されるか、または前記アミノ酸で構成される。別の態様では
、フラグメントはＺｎＴ８のＣ末端の少なくとも１０４アミノ酸を含むか、前記アミノ酸
で本質的に構成されるか、または前記アミノ酸で構成される。１つの態様では、フラグメ
ントはＺｎＴ８のＣ末端の少なくとも３５０アミノ酸を含むか、前記アミノ酸で本質的に
構成されるか、または前記アミノ酸で構成される。別の態様では、フラグメントは少なく
ともアミノ酸配列ＳＬＴＩＱＭＥＳ（配列番号２の３４６～３５３位）を含むか、前記ア
ミノ酸配列で本質的に構成されるか、または前記アミノ酸配列で構成される。１つの態様
では、フラグメントはＺｎＴ８のＮ末端の少なくとも１０アミノ酸を含むか、前記アミノ
酸で本質的に構成されるか、または前記アミノ酸で構成される。１つの態様では、フラグ
メントはＺｎＴ８のＮ末端の少なくとも２５アミノ酸を含むか、前記アミノ酸で本質的に
構成されるか、または前記アミノ酸で構成される。別の態様では、フラグメントはＺｎＴ
８のＮ末端の少なくとも５０アミノ酸を含むか、前記アミノ酸で本質的に構成されるか、
または前記アミノ酸で構成される。１つの態様では、フラグメントはＺｎＴ８のＮ末端の
少なくとも７４アミノ酸を含むか、前記アミノ酸で本質的に構成されるか、または前記ア
ミノ酸で構成される。
【００１４】
　本発明の上記態様のうちいずれにおいても、フラグメントは、配列番号２に関してＥ３
５２およびＳ３５３から成る群から選択されたアミノ酸部位を含むことができる。
　本発明の上記態様のうちいずれにおいても、ＺｎＴ８はヒトＺｎＴ８（配列番号２）で
あってよい。１つの態様では、フラグメントは配列番号２の３２５位を含む。別の態様で
は、ＺｎＴ８は配列番号２の多型バリアントである。別の態様では、フラグメントは配列
番号２の３２５位を含み、かつ本発明のこの態様の１つの実施形態では、３２５位のアミ
ノ酸はトリプトファン、グルタミン、またはアルギニンである。
【００１５】
　本発明の別の実施形態は、配列番号８～２４または４０～６５のうちいずれか１つによ
って表わされるフラグメントを含むか、前記フラグメントで本質的に構成されるか、また
は前記フラグメントで構成される、ＺｎＴ８フラグメントに関する。
【００１６】
　本発明の１つの実施形態は、本明細書中に記載されるような任意の２つ以上のフラグメ
ントを含むか、前記フラグメントで本質的に構成されるか、または前記フラグメントで構
成される、キメラタンパク質に関する。１つの態様では、キメラタンパク質はＺｎＴ８の
Ｎ末端フラグメントおよびＺｎＴ８のＣ末端フラグメントを含む。別の態様では、キメラ
タンパク質はＺｎＴ８のＣ末端フラグメントを２つ含み、該フラグメントはそれぞれアミ
ノ酸部位３２５を含み、かつ該フラグメントはそれぞれ３２５位に異なるアミノ酸を含む
。１つの態様では、１つのフラグメントは３２５位にアルギニンを含み、別のフラグメン
トは３２５位にトリプトファンを含む。
【００１７】
　本発明のさらに別の実施形態は、抗ＺｎＴ８抗体が選択的に結合する少なくとも１つの
ＺｎＴ８エピトープを含む、ＺｎＴ８フラグメントまたはＺｎＴ８相同体に関する。１つ
の態様では、抗ＺｎＴ８抗体は個体から得られた抗体である。１つの態様では、前記個体
は１型糖尿病であるか、１型糖尿病の疑いがある。
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【００１８】
　本発明の別の実施形態は、ＺｎＴ８特異的Ｔ細胞受容体によって特異的に認識される少
なくとも１つのＺｎＴ８エピトープを含む、ＺｎＴ８フラグメントまたはＺｎＴ８相同体
に関する。１つの態様では、請求項３０のＺｎＴ８フラグメントまたはＺｎＴ８相同体で
あって、個体は１型糖尿病であるか、１型糖尿病の疑いがあることを特徴とする。
【００１９】
　上記実施形態のうちいずれにおいても、１つの態様では、フラグメントまたはキメラタ
ンパク質は、該フラグメントまたはキメラタンパク質が細胞または組織もしくは身体の部
位を標的とするように、少なくとも１つの標的指向性（ターゲティング）部分と複合体化
される。１つの態様では、標的指向性部分はＴ細胞を標的とする。別の態様では、標的指
向性部分はＺｎＴ８特異的な自己反応性Ｔ細胞を標的とする。
【００２０】
　上記実施形態のうちいずれにおいても、１つの態様では、フラグメントまたはキメラタ
ンパク質は、Ｔ細胞もしくはＢ細胞においてアポトーシスを引き起こす毒素、またはＴ細
胞もしくはＢ細胞に対して別の毒性を有する毒素と、複合体化される。
【００２１】
　上記実施形態のうちいずれにおいても、１つの態様では、フラグメントまたはキメラタ
ンパク質は検出可能な標識に連結される。
　本発明の別の実施形態は、天然に存在するＺｎＴ８タンパク質との同一性が９９％未満
であり、かつ配列番号２に少なくとも９０％同一なタンパク質を含む、ＺｎＴ８の相同体
に関する。１つの態様では、該タンパク質は配列番号２に少なくとも９５％同一である。
別の態様では、該タンパク質は、配列番号２の３２５位を含み、３２５位のアミノ酸はア
ルギニン、トリプトファンまたはグルタミンである。
【００２２】
　本発明の別の実施形態は、ＺｎＴ８またはそのバリアントもしくはフラグメントを含む
ワクチンであって、個体においてＺｎＴ８特異的な自己反応性Ｔ細胞を抑制または除去す
る免疫応答を誘発するワクチンに関する。
【００２３】
　本発明の別の実施形態は、ＺｎＴ８またはそのフラグメントもしくはバリアントに選択
的に結合し、個体においてＺｎＴ８特異的な自己免疫応答を抑制または低減する抗体また
は該抗体の抗原結合フラグメントに関する。１つの態様では、抗体はモノクローナル抗体
である。
【００２４】
　本発明のさらに別の実施形態は、自己免疫疾患にかかりやすいか、または自己免疫疾患
を発症しつつある個体を診断する方法であって、該個体由来の試験試料中のＺｎＴ８に選
択的に結合する抗体を検出することを含み、該個体において陰性対照と比較して抗体の増
加が検出されるとその個体は自己免疫疾患にかかりやすいかまたは自己免疫疾患を発症し
つつあることが示されることを特徴とする方法に関する。１つの態様では、該方法は、３
２５位のアミノ酸がアルギニン、トリプトファン、および／またはグルタミンであるヒト
ＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出することを含む。
【００２５】
　本発明の別の実施形態は、自己免疫疾患にかかりやすいか、または自己免疫疾患を発症
しつつある個体を診断する方法であって、該個体由来の試験試料中のＺｎＴ８特異的なＴ
細胞応答を検出することを含み、該個体において陰性対照と比較してＺｎＴ８特異的なＴ
細胞応答の増加が検出されるとその個体は自己免疫疾患にかかりやすいかまたは自己免疫
疾患を発症しつつあることが示されることを特徴とする方法に関する。１つの態様では、
該方法は、３２５位にアルギニンを含むヒトＺｎＴ８に特異的なＴ細胞応答を検出するこ
とを含む。１つの態様では、該方法は、３２５位のアミノ酸がアルギニン、トリプトファ
ン、および／またはグルタミンであるヒトＺｎＴ８に特異的なＴ細胞応答を検出すること
を含む。
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【００２６】
　上記方法のうちいずれにおいても、個体が自己免疫疾患にかかりやすいかまたは自己免
疫疾患を発症しつつある場合、該方法は、該個体において３２５位のアミノ酸を含むＺｎ
Ｔ８エピトープを標的とする治療薬を該個体に投与することをさらに含むことができる。
１つの態様では、該治療薬は、該個体のＺｎＴ８タンパク質に対する免疫応答を寛容化す
る、該個体のＺｎＴ８のタンパク質、ペプチドまたはアゴニストである。１つの態様では
、該治療薬は、ＺｎＴ８タンパク質に対する免疫応答を刺激する。
【００２７】
　上記方法のうちいずれにおいても、１つの態様では、自己免疫疾患は１型糖尿病である
。
　本発明の別の実施形態は、個体における１型糖尿病自己免疫の、初期の良性の自己反応
性から破壊的な膵島炎への進行を監視する方法であって、該個体由来の試験試料中のＺｎ
Ｔ８に選択的に結合する抗体を検出することを含み、該個体において、同じ個体の以前の
抗体測定と比較して抗体の増加が検出されると、該個体が破壊的な膵島炎に向かって進行
していることが示されることを特徴とする方法に関する。１つの態様では、該方法は、３
２５位のアミノ酸がアルギニン、トリプトファン、および／またはグルタミンであるヒト
ＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出することを含む。
【００２８】
　本発明の別の実施形態は、個体における１型糖尿病自己免疫の、初期の良性の自己反応
性から破壊的な膵島炎への進行を監視する方法であって、該個体由来の試験試料中のＺｎ
Ｔ８特異的なＴ細胞応答を検出することを含み、該個体において、同じ個体の以前のＺｎ
Ｔ８特異的なＴ細胞応答の測定と比較してＺｎＴ８特異的なＴ細胞応答の増加が検出され
ると、該個体が破壊的な膵島炎に向かって進行していることが示されることを特徴とする
方法に関する。１つの態様では、該方法は、３２５位にアルギニン、トリプトファン、お
よび／またはグルタミンを含むヒトＺｎＴ８に特異的なＴ細胞応答を検出することを含む
。
【００２９】
　本発明のさらに別の実施形態は、糖尿病前症の個体における、１型糖尿病の予防、１型
糖尿病の発症の遅延、または自己免疫の軽減のための治療の有効性を観察する方法であっ
て、該個体由来の試験試料中のＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出することを含み、
該個体において、同じ個体の以前の抗体測定と比較して抗体の減少またはほぼ同レベルの
抗体が検出されると、治療が有効であることが示され、また該個体において、同じ個体の
以前の抗体測定と比較して抗体の増加が検出されると、治療が有効ではないことが示され
ることを特徴とする方法に関する。１つの態様では、該方法は、３２５位のアミノ酸がア
ルギニン、トリプトファン、および／またはグルタミンであるヒトＺｎＴ８に選択的に結
合する抗体を検出することを含む。
【００３０】
　本発明のさらに別の実施形態は、糖尿病前症の個体における、１型糖尿病の予防、１型
糖尿病の発症の遅延、または自己免疫の軽減のための治療の有効性を観察する方法であっ
て、該個体由来の試験試料中のＺｎＴ８特異的なＴ細胞応答を検出することを含み、該個
体において、同じ個体の以前のＺｎＴ８特異的なＴ細胞応答の測定と比較してＺｎＴ８特
異的なＴ細胞応答の減少またはほぼ同レベルのＺｎＴ８特異的なＴ細胞応答が検出される
と、治療が有効であることが示され、また該個体において、同じ個体の以前のＺｎＴ８特
異的なＴ細胞応答の測定と比較してＺｎＴ８特異的なＴ細胞応答の増加が検出されると、
治療が有効ではないことが示されることを特徴とする方法に関する。１つの態様では、該
方法は、３２５位にアルギニン、トリプトファンおよび／またはグルタミンを含むヒトＺ
ｎＴ８に特異的なＴ細胞応答を検出することを含む。
【００３１】
　抗体を検出する上記方法のうちいずれかの１つの態様では、該方法は、限定するもので
はないが、放射免疫沈降アッセイ、ＥＬＩＳＡ、時間分解蛍光アッセイ、および発光アッ
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セイから選択されたアッセイの使用を含むことができる。１つの態様では、該方法は、競
合的ユーロピウムアッセイの使用を含む。
【００３２】
　Ｔ細胞応答を検出する上記方法のうちいずれかの１つの態様では、該方法は、限定する
ものではないが、Ｔ細胞増殖アッセイ、可溶性ＭＨＣテトラマーを使用する結合アッセイ
、可溶性Ｔ細胞受容体を使用する結合アッセイ、およびＥＬＩＳＰＯＴアッセイから選択
されたアッセイの使用を含むことができる。
【００３３】
　上記に特定された方法のうちいずれにおいても、１つの実施形態では、該方法は、Ｚｎ
Ｔ８またはそのフラグメントもしくはバリアント、例えば、限定するものではないが本明
細書に記載されたＺｎＴ８フラグメントのいずれかの使用を含む。
【００３４】
　本発明のさらに別の実施形態は、本明細書に記載された任意の方法を実施するためのア
ッセイ・キットに関する。該キットは：（ａ）ＺｎＴ８タンパク質またはそのバリアント
もしくはフラグメント；（ｂ）ＺｎＴ８に選択的に結合する抗体を検出するための１もし
くは複数の試薬、またはＺｎＴ８特異的なＴ細胞応答を検出するための１もしくは複数の
試薬、のうち少なくともいずれか一方、を含む。
【００３５】
　本発明の別の実施形態は、自己免疫疾患の予防、自己免疫疾患の発症の遅延、または自
己免疫疾患の個体における自己免疫の軽減（該疾患の任意の１つ以上の症状の軽減を含む
）のための方法であって、自己免疫疾患の標的とされている患者体内の細胞または組織を
保護するＺｎＴ８特異的な免疫応答を誘発する作用物質を、該予防、該遅延、または該軽
減を必要とする個体に投与することを含む方法に関する。１つの態様では、自己免疫疾患
は１型糖尿病であり、作用物質は膵島のβ細胞を保護する。
【００３６】
　本発明のさらに別の実施形態は、自己免疫疾患の予防、自己免疫疾患の発症の遅延、ま
たは自己免疫疾患の個体における自己免疫の軽減（該疾患の任意の１つ以上の症状の軽減
を含む）のための方法であって、該個体においてＺｎＴ８特異的なＴ細胞を標的とし、Ｚ
ｎＴ８特異的なＴ細胞のネクローシスまたはアポトーシスを誘導する作用物質を、該予防
、該遅延、または該軽減を必要とする個体に投与することを含む方法に関する。１つの態
様では、自己免疫疾患は１型糖尿病であり、作用物質はＺｎＴ８特異的なＴ細胞のネクロ
ーシスまたはアポトーシスを誘導する。
【００３７】
　本発明の別の実施形態は、自己免疫疾患の予防、自己免疫疾患の発症の遅延、または自
己免疫疾患の個体における自己免疫の軽減（該疾患の任意の１つ以上の症状の軽減を含む
）のための方法であって、該個体においてＺｎＴ８特異的なＴ細胞に寛容性を生じさせる
作用物質を、該予防、該遅延、または該軽減を必要とする個体に投与することを含む方法
に関する。１つの態様では、自己免疫疾患は１型糖尿病であり、作用物質は個体において
ＺｎＴ８特異的なＴ細胞に寛容性を生じさせる。
【００３８】
　上記治療方法のうちいずれにおいても、１つの態様では、作用物質はＺｎＴ８、ＺｎＴ
８の相同体、ＺｎＴ８のフラグメント、またはＺｎＴ８の合成ミメティックである。１つ
の態様では、作用物質は、本明細書中の任意の場所に記載されているような、フラグメン
トもしくはキメラタンパク質、相同体、またはそのフラグメントである。１つの態様では
、作用物質は、個体におけるＺｎＴ８の結合について、個体体内の天然の自己抗体と競合
する抗体である。１つの態様では、作用物質は、３２５位にアルギニンを含むヒトＺｎＴ
８の多型バリアントに特異的である。１つの態様では、作用物質は、３２５位にトリプト
ファンを含むヒトＺｎＴ８の多型バリアントに特異的である。１つの態様では、作用物質
は、３２５位にグルタミンを含むヒトＺｎＴ８の多型バリアントに特異的である。
【００３９】
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　本発明の別の実施形態は、ＺｎＴ８、ＺｎＴ８のバリアント、ＺｎＴ８のフラグメント
、ＺｎＴ８の合成ミメティック、または前記ＺｎＴ８、前記ＺｎＴ８の相同体もしくは前
記ＺｎＴ８のフラグメントに結合する抗体を、本明細書中に詳述したような診断方法、予
後判定方法または治療方法において使用することに関する。
【００４０】
　本発明のさらに別の実施形態は、本明細書中に詳述されている任意の方法、試薬、Ｚｎ
Ｔ８のフラグメント、相同体、バリアント、キメラタンパク質、融合タンパク質、または
これらをコードする核酸、またはこれらに選択的に結合する抗体に関する。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】糖尿病特異的な、Ｓｌｃ３０Ａ８に対する自己抗体を示すグラフ。
【図２Ａ】ショウジョウバエＳ２細胞における膜結合型の糖尿病自己抗原の発現および精
製について示す図。図２Ａは、ｍＩＧＲＰ　Ｖ５　Ｈｉｓ構築物の発現をＳ２細胞内で誘
導し、細胞膜画分（ＣＭＦ）を抗Ｖ５抗体とともにブロットして示すデジタル画像である
。
【図２Ｂ】ショウジョウバエＳ２細胞における膜結合型の糖尿病自己抗原の発現および精
製について示す図。図２Ｂは、ＩＧＲＰ－ＣＭＦ　Ｔ細胞ハイブリドーマ（クローン１－
７６－５４）についての応答アッセイを示すグラフである。
【図３】様々なＥＳＴ配列および予想される選択的翻訳産物に基づいて修正されたＺｎＴ
８の遺伝子構造を示す図。記載の選択的翻訳産物を参照すると、「開始」配列ＭＹＨＣＨ
は配列番号２の５０～５４位に相当し、「開始」配列ＭＥＦＬＥＲは配列番号２の１～６
位に相当する。
【図４Ａ】予想される膜貫通ドメインが暗灰色で強調表示された、ヒトＺｎＴ８のアミノ
酸配列（SEQ ID NO:2（配列番号２））を示す図。
【図４Ｂ】ＺｎＴ８の予想される膜トポロジーを示し、ループのアミノ酸部位を示す図。
【図５】ＺｎＴ８のＣ末端プローブに関する標準的アッセイを例証する図。
【図６】様々なＺｎＴ８構築物を用いたＤＡＳＰブラインド試験の結果を示すグラフ。
【図７】ＺｎＴ８が、ＩＣＡおよびゴールドスタンダードである生化学的抗体について陰
性の患者において、自己抗体を検出することを実証するグラフ。
【図８Ａ】初発集団における、ＺｎＴ８に対する自己抗体と、インスリン（図８Ａ）、Ｇ
ＡＤ（図８Ｂ）およびＩＡ２（図８Ｃ）に対する自己抗体との関係を示す一連のグラフ。
【図８Ｂ】初発集団における、ＺｎＴ８に対する自己抗体と、インスリン（図８Ａ）、Ｇ
ＡＤ（図８Ｂ）およびＩＡ２（図８Ｃ）に対する自己抗体との関係を示す一連のグラフ。
【図８Ｃ】初発集団における、ＺｎＴ８に対する自己抗体と、インスリン（図８Ａ）、Ｇ
ＡＤ（図８Ｂ）およびＩＡ２（図８Ｃ）に対する自己抗体との関係を示す一連のグラフ。
【図９Ａ】疾患発症時の自己抗体の発現を年齢に対して示す一連のグラフ（図９Ａ＝Ｚｎ
Ｔ８；図９Ｂ＝ＧＡＤ；図９Ｃ＝インスリン；図９Ｄ＝ＩＡ２）。
【図９Ｂ】疾患発症時の自己抗体の発現を年齢に対して示す一連のグラフ（図９Ａ＝Ｚｎ
Ｔ８；図９Ｂ＝ＧＡＤ；図９Ｃ＝インスリン；図９Ｄ＝ＩＡ２）。
【図９Ｃ】疾患発症時の自己抗体の発現を年齢に対して示す一連のグラフ（図９Ａ＝Ｚｎ
Ｔ８；図９Ｂ＝ＧＡＤ；図９Ｃ＝インスリン；図９Ｄ＝ＩＡ２）。
【図９Ｄ】疾患発症時の自己抗体の発現を年齢に対して示す一連のグラフ（図９Ａ＝Ｚｎ
Ｔ８；図９Ｂ＝ＧＡＤ；図９Ｃ＝インスリン；図９Ｄ＝ＩＡ２）。
【図１０Ａ】Ｔ１Ｄ予測マーカーとしてのＺｎＴ８自己抗体の使用を、２名の異なる患者
についてそれぞれ図１０Ａおよび１０Ｂに表して例証するグラフ。
【図１０Ｂ】Ｔ１Ｄ予測マーカーとしてのＺｎＴ８自己抗体の使用を、２名の異なる患者
についてそれぞれ図１０Ａおよび１０Ｂに表して例証するグラフ。
【図１１】疾患発症時におけるＴ１Ｄ患者の糖尿病性自己抗体の状態を示す表。
【図１２Ａ】ＺｎＴ８抗体アッセイの受信者動作特性を示すグラフ（図１２Ａは免疫沈降
指数を示し、図１２Ｂは感度を示す）。
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【図１２Ｂ】ＺｎＴ８抗体アッセイの受信者動作特性を示すグラフ（図１２Ａは免疫沈降
指数を示し、図１２Ｂは感度を示す）。
【図１３】ＺｎＴ８のＯＲＦ、Ｃ末端およびＮ末端に対する反応性の関係を示すグラフ。
【図１４Ａ】ＺｎＴ８のＮ末端およびＣ末端が相互作用して新しいエピトープを生成しう
るかどうかを調べる実験の結果を示す図。該実験は、免疫沈降アッセイにおいて標準物と
して使用した糖尿病のプール血清２つを用いて実施したが、該プール血清のうち第１はＣ
末端プローブに対する強い反応に基づいて（図１４Ａ）、第２はＮ末端反応性に基づいて
（図１４Ｂ）選択されたものである。
【図１４Ｂ】ＺｎＴ８のＮ末端およびＣ末端が相互作用して新しいエピトープを生成しう
るかどうかを調べる実験の結果を示す図。該実験は、免疫沈降アッセイにおいて標準物と
して使用した糖尿病のプール血清２つを用いて実施したが、該プール血清のうち第１はＣ
末端プローブに対する強い反応に基づいて（図１４Ａ）、第２はＮ末端反応性に基づいて
（図１４Ｂ）選択されたものである。
【図１５Ａ】マウスのＳｌｃ３０Ａ８（上；配列番号４の２６７～３６７位を示す）、ヒ
トのＳｌｃ３０Ａ８（中；配列番号２の２６８～３６９位を示す）およびマウスのＳｌｃ
３０Ａ３（下；配列番号２５の配列）の配列をアラインメントして示す図。
【図１５Ｂ】自己抗体反応性に対するＣ末端プローブの修飾の影響を示すグラフ（制限酵
素切断部位を示すために記載された配列は配列番号２の３３６～３６９位である）。
【図１５Ｃ】自己抗体反応性に対する、荷電残基（Ｋ３４０、Ｈ３４５およびＥ３５２）
に点突然変異を有するＣ末端プローブの影響を示すグラフ。
【図１６】自己反応性に関して重要なＺｎＴ８のＣ末端の残基を示す図。
【図１７】欠失変異体およびマウス／ヒトキメラを使用したエピトープマッピングを示す
図。示されたマウスＺｎＴ８配列は配列番号４の２６７～３６７位であり；示されたヒト
ＺｎＴ８配列は配列番号２の２６８～３６９位である。
【図１８】突然変異誘発実験を行うために使用した分子モデルを示す図。
【図１９】Ｔ１Ｄ自己抗体の標的とされる領域におけるＺｎＴ８残基の保存を示す図（Ｍ
ｓｅ　Ｎ末端配列は配列番号４の１～７４位；Ｈｕｍ　Ｎ末端配列は配列番号２の１～７
５位；Ｘｅｎ　Ｎ末端配列は配列番号３８；Ｍｓｅ　Ｃ末端配列は配列番号４の２６７～
３６７位；Ｈｕｍ　Ｃ末端配列は配列番号２の２６８～３６９位；Ｘｅｎ　Ｃ末端配列は
配列番号３９である）。
【図２０】ヒトＳｌｃ３０Ａファミリーの配列相同性を示す図。
【図２１Ａ】マウスＺｎＴ８の部位特異的突然変異誘発による、ＣＲ限定的な自己抗体応
答（図２１Ａ）、ＣＷ限定的な自己抗体応答（図２１Ｂ）およびＣＱ自己抗体応答（図２
１Ｃ）に関するＺｎＴ８構造内の主要エピトープの同定を示す図。
【図２１Ｂ】マウスＺｎＴ８の部位特異的突然変異誘発による、ＣＲ限定的な自己抗体応
答（図２１Ａ）、ＣＷ限定的な自己抗体応答（図２１Ｂ）およびＣＱ自己抗体応答（図２
１Ｃ）に関するＺｎＴ８構造内の主要エピトープの同定を示す図。
【図２１Ｃ】マウスＺｎＴ８の部位特異的突然変異誘発による、ＣＲ限定的な自己抗体応
答（図２１Ａ）、ＣＷ限定的な自己抗体応答（図２１Ｂ）およびＣＱ自己抗体応答（図２
１Ｃ）に関するＺｎＴ８構造内の主要エピトープの同定を示す図。
【図２２Ａ】マウスＺｎＴ８の多点突然変異によるヒトＺｎＴ８の反応性の概括を示す図
（図２２Ａ＝ｍＣＡｒｇプローブ、ｈＣＡｒｇ反応性の血清を使用；図２２Ｂ＝ｍＣＡｒ
ｇ（Ａｒｇ　Ｇｌｕ　Ｌｙｓ　Ｌｙｓ）、ｈＣＡｒｇ反応性の血清を使用；図２２Ｃ＝ｍ
ＣＴｒｐプローブ、ｈＣＴｒｐ反応性の血清を使用；図２２Ｄ＝ｍＣＡｒｇ（Ａｒｇ　Ｇ
ｌｕ　Ｌｙｓ　Ｌｙｓ）プローブ、ｈＣＴｒｐ反応性の血清を使用）。
【図２２Ｂ】マウスＺｎＴ８の多点突然変異によるヒトＺｎＴ８の反応性の概括を示す図
（図２２Ａ＝ｍＣＡｒｇプローブ、ｈＣＡｒｇ反応性の血清を使用；図２２Ｂ＝ｍＣＡｒ
ｇ（Ａｒｇ　Ｇｌｕ　Ｌｙｓ　Ｌｙｓ）、ｈＣＡｒｇ反応性の血清を使用；図２２Ｃ＝ｍ
ＣＴｒｐプローブ、ｈＣＴｒｐ反応性の血清を使用；図２２Ｄ＝ｍＣＡｒｇ（Ａｒｇ　Ｇ
ｌｕ　Ｌｙｓ　Ｌｙｓ）プローブ、ｈＣＴｒｐ反応性の血清を使用）。



(12) JP 5694668 B2 2015.4.1

10

20

30

40

50

【図２２Ｃ】マウスＺｎＴ８の多点突然変異によるヒトＺｎＴ８の反応性の概括を示す図
（図２２Ａ＝ｍＣＡｒｇプローブ、ｈＣＡｒｇ反応性の血清を使用；図２２Ｂ＝ｍＣＡｒ
ｇ（Ａｒｇ　Ｇｌｕ　Ｌｙｓ　Ｌｙｓ）、ｈＣＡｒｇ反応性の血清を使用；図２２Ｃ＝ｍ
ＣＴｒｐプローブ、ｈＣＴｒｐ反応性の血清を使用；図２２Ｄ＝ｍＣＡｒｇ（Ａｒｇ　Ｇ
ｌｕ　Ｌｙｓ　Ｌｙｓ）プローブ、ｈＣＴｒｐ反応性の血清を使用）。
【図２２Ｄ】マウスＺｎＴ８の多点突然変異によるヒトＺｎＴ８の反応性の概括を示す図
（図２２Ａ＝ｍＣＡｒｇプローブ、ｈＣＡｒｇ反応性の血清を使用；図２２Ｂ＝ｍＣＡｒ
ｇ（Ａｒｇ　Ｇｌｕ　Ｌｙｓ　Ｌｙｓ）、ｈＣＡｒｇ反応性の血清を使用；図２２Ｃ＝ｍ
ＣＴｒｐプローブ、ｈＣＴｒｐ反応性の血清を使用；図２２Ｄ＝ｍＣＡｒｇ（Ａｒｇ　Ｇ
ｌｕ　Ｌｙｓ　Ｌｙｓ）プローブ、ｈＣＴｒｐ反応性の血清を使用）。
【図２３Ａ】ヒトの多型プローブおよびマウスの部位特異的突然変異によって検出された
抗体レベルの関係を示す図（図２３ＡはｈＣＡｒｇ－Ｇｌｎの指数とｍＣＡｒｇの指数を
示し；図２３ＢはｍＣＡｒｇ、ｈＣＡｒｇおよびｈＣＡｒｇ－Ｇｌｎの指数を示し；図２
３ＣはｍＣＴｒｐの指数とｈＣＴｒｐ－Ｇｌｎの指数を示し；図２３ＤはｍＣＴｒｐ、ｈ
ＣＴｒｐおよびｈＣＴｒｐ－Ｇｌｎの指数を示す）。
【図２３Ｂ】ヒトの多型プローブおよびマウスの部位特異的突然変異によって検出された
抗体レベルの関係を示す図（図２３ＡはｈＣＡｒｇ－Ｇｌｎの指数とｍＣＡｒｇの指数を
示し；図２３ＢはｍＣＡｒｇ、ｈＣＡｒｇおよびｈＣＡｒｇ－Ｇｌｎの指数を示し；図２
３ＣはｍＣＴｒｐの指数とｈＣＴｒｐ－Ｇｌｎの指数を示し；図２３ＤはｍＣＴｒｐ、ｈ
ＣＴｒｐおよびｈＣＴｒｐ－Ｇｌｎの指数を示す）。
【図２３Ｃ】ヒトの多型プローブおよびマウスの部位特異的突然変異によって検出された
抗体レベルの関係を示す図（図２３ＡはｈＣＡｒｇ－Ｇｌｎの指数とｍＣＡｒｇの指数を
示し；図２３ＢはｍＣＡｒｇ、ｈＣＡｒｇおよびｈＣＡｒｇ－Ｇｌｎの指数を示し；図２
３ＣはｍＣＴｒｐの指数とｈＣＴｒｐ－Ｇｌｎの指数を示し；図２３ＤはｍＣＴｒｐ、ｈ
ＣＴｒｐおよびｈＣＴｒｐ－Ｇｌｎの指数を示す）。
【図２３Ｄ】ヒトの多型プローブおよびマウスの部位特異的突然変異によって検出された
抗体レベルの関係を示す図（図２３ＡはｈＣＡｒｇ－Ｇｌｎの指数とｍＣＡｒｇの指数を
示し；図２３ＢはｍＣＡｒｇ、ｈＣＡｒｇおよびｈＣＡｒｇ－Ｇｌｎの指数を示し；図２
３ＣはｍＣＴｒｐの指数とｈＣＴｒｐ－Ｇｌｎの指数を示し；図２３ＤはｍＣＴｒｐ、ｈ
ＣＴｒｐおよびｈＣＴｒｐ－Ｇｌｎの指数を示す）。
【図２４Ａ】Ｓｌｃ３０Ａ８　ａａ３２５多型とＺｎＴ８Ａとの関係を示す図。図２４Ａ
および２４Ｂは、Ｇｌｎプローブに対する応答とＡｒｇプローブおよびＴｒｐプローブに
対する応答との関係の検討において、同じ層別化を使用している。
【図２４Ｂ】Ｓｌｃ３０Ａ８　ａａ３２５多型とＺｎＴ８Ａとの関係を示す図。図２４Ａ
および２４Ｂは、Ｇｌｎプローブに対する応答とＡｒｇプローブおよびＴｒｐプローブに
対する応答との関係の検討において、同じ層別化を使用している。
【図２４Ｃ】Ｓｌｃ３０Ａ８　ａａ３２５多型とＺｎＴ８Ａとの関係を示す図。図２４Ｃ
は、一般的なＡｒｇバリアントおよびＴｒｐバリアントに対する応答の関係を示し、Ｔｒ
ｐ（垂直）およびＡｒｇ（水平）のみの応答について９５％点のカットオフ、ならびにア
ッセイ中の１５％ＣＶを仮定した両プローブについて等価な応答±３ＳＤの境界を表わす
対角線に基づいた、５つの領域に分割されている。
【図２４Ｄ】Ｓｌｃ３０Ａ８　ａａ３２５多型とＺｎＴ８Ａとの関係を示す図。図２４Ｄ
は、個々のプローブまたはプローブの組み合わせに対する応答に基づいて分けた応答のレ
ベルおよび度数を示す。
【図２５】ａａ３２５をコードする遺伝子型に関するＺｎＴ８Ａの保有率を示す図。
【図２６】遺伝子型とｈＣＲプローブおよびｈＣＷプローブに対する反応性との間の相関
を示す図。
【図２７】Ｓｌｃ３０Ａ８遺伝子型と糖尿病発症年齢との関連を示す図。
【図２８Ａ】Ｓｌｃ３０Ａ８遺伝子型と抗体レベルを示す図（図２８Ａは遺伝子型に関し
てＳｌｃ３０Ａ８自己抗体反応のレベルを示し；図２８Ｂは遺伝子型に関して他の自己抗
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体反応のレベルを示す）。
【図２８Ｂ】Ｓｌｃ３０Ａ８遺伝子型と抗体レベルを示す図（図２８Ａは遺伝子型に関し
てＳｌｃ３０Ａ８自己抗体反応のレベルを示し；図２８Ｂは遺伝子型に関して他の自己抗
体反応のレベルを示す）。
【図２９】現行のＺｎＴ８アッセイのまとめを示す図。
【図３０】Ｎ末端、Ｃ末端、内腔側ループ、細胞質側ループおよび多型の残基を組み合わ
せた様々なＺｎＴ８構築物への自己反応性を示す図。
【図３１Ａ】発症後０～２年の抗体とＣペプチドとを示す図（図３１Ａ～Ｃは対Ｃペプチ
ド；図３１Ｄ－Ｆは対ＧＡＤＡおよびＩＡ－２Ａ）。
【図３１Ｂ】発症後０～２年の抗体とＣペプチドとを示す図（図３１Ａ～Ｃは対Ｃペプチ
ド；図３１Ｄ－Ｆは対ＧＡＤＡおよびＩＡ－２Ａ）。
【図３１Ｃ】発症後０～２年の抗体とＣペプチドとを示す図（図３１Ａ～Ｃは対Ｃペプチ
ド；図３１Ｄ－Ｆは対ＧＡＤＡおよびＩＡ－２Ａ）。
【図３１Ｄ】発症後０～２年の抗体とＣペプチドとを示す図（図３１Ａ～Ｃは対Ｃペプチ
ド；図３１Ｄ－Ｆは対ＧＡＤＡおよびＩＡ－２Ａ）。
【図３１Ｅ】発症後０～２年の抗体とＣペプチドとを示す図（図３１Ａ～Ｃは対Ｃペプチ
ド；図３１Ｄ－Ｆは対ＧＡＤＡおよびＩＡ－２Ａ）。
【図３１Ｆ】発症後０～２年の抗体とＣペプチドとを示す図（図３１Ａ～Ｃは対Ｃペプチ
ド；図３１Ｄ－Ｆは対ＧＡＤＡおよびＩＡ－２Ａ）。
【図３２】発症５～１０年後のＺｎＴ８ＡおよびＣペプチドのレベルを示す図。
【図３３Ａ】検出率の変化として概念を例証する図（黒色はＺｎＴ８を使用；白色は使用
せず）。
【図３３Ｂ】ＺｎＴ８抗体測定法を加える差動効果を示す図。
【図３４】ヒト胎児の膵臓のリアルタイムＰＣＲにより高い膵島特異性が示されることを
例証するグラフ。
【図３５】新たに診断されたＴ１Ｄ患者がＺｎＴ８合成ペプチドに対する末梢Ｔ細胞応答
を示すことを示す図。
【図３６】異なるＺｎＴ８エピトープを区別するための組換え型タンパク質の有用性を実
証する自己抗体予備吸着実験を示すグラフ。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　発明の詳細な説明
　本発明は概して、自己抗原標的の同定、具体的には自己免疫性の１型糖尿病（Ｔ１Ｄ）
における自己抗原標的の同定、さらに具体的には、新規な自己抗原としてのタンパク質Ｚ
ｎＴ８の同定に関し、該自己抗原は治療上、診断上および予後判定上のツールおよび方法
の基盤となり、該ツールおよび方法は本明細書において説明される。本発明はさらに、疾
患過程の開始および臨床的糖尿病への自己免疫の進行における重要な存在として本明細書
中に記載されているＺｎＴ８の遺伝的変異の同定に関するものでもある。これらの知見に
より、本発明者らは、該疾患の経過の予後評価を改良し、かつ該疾患の症状発現前の段階
における治療的介入の有効性を観察するために使用可能な新しい診断ツールを提供するこ
とができた。該分子そのもの、誘導されたペプチド、ペプチドアナログおよび二次的な免
疫試薬は、自己免疫の発症または臨床疾患への進行を防止するための治療的介入の根拠と
しても役立つ。自己免疫過程が確立してしまった時点で自己免疫過程を好転させるよりも
発生の防止のほうが容易のように思われるので、個体が生まれたらすぐにその遺伝子型を
決定する能力は、治療的処置の実施に対して明らかな利点を備えている。
【００４３】
　これまでに、上記に議論されるように、インスリンはその組織関連性に基づいて、ＧＡ
Ｄ６５およびＩＡ－２は患者の血清が放射性同位体標識された膵島由来のタンパク質を免
疫沈殿させる能力から（６４～６６）、またＩＧＲＰは糖尿病自然発症マウス由来のＴ細
胞クローンを刺激したＭＨＣ　Ｈ－２　Ｋｄに結合したペプチドとして、候補遺伝子とし
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て定義された。本発明者らは、自己抗原の細胞生物学および分子生物学について現在理解
されていることに基づき標的自己抗原の同定に対するより系統的な手法を開発可能である
かという問題について、またマイクロアレイ分析により異なる組織におけるゲノム全体の
発現を研究および分析するツールの利用可能性について、問いかけてきた。目的は、β細
胞で発現される１５，０００程度の遺伝子転写物の中から合計５０以上のタンパク質に達
する可能性もある主として重要な糖尿病自己抗原を含む候補遺伝子のリストを作成するこ
とであった。次いで、強健なアッセイを使用してそのような分子への細胞性および体液性
免疫応答を検出することができる。この研究の結果を、新規な標的自己抗原すなわちＺｎ
Ｔ８の発見を特に強調しながら以下に述べる。
【００４４】
　より具体的には、ＭＨＣ分子およびＴ細胞受容体分子はいずれも広範囲のペプチド結合
特異性を有し、親和性が比較的低いので、抗原提示およびＴ細胞認識の構造生物学からは
新規なＴ１Ｄ自己抗原の同定について比較的わずかな手掛かりしか得られなかった。ミモ
トープペプチドの結合特性に関する詳細な情報が知られている場合さえ、天然のエピトー
プを同定するのは困難であることが判明しているが、これは単に、接触残基の数が少なく
、保存的アミノ酸置換が容易に生じるからである。本発明者らは、ゲノム全体について自
己抗原の候補を同定するための、情報に基づいたアルゴリズムの開発について本明細書で
述べる。「理想の」自己抗原のいくつかの主要な属性および二次的属性は、最初は経験的
な情報に基づいて仮定され、適宜重み付けされる。理想的な属性それぞれに対する抗原の
一致度が重み付けされて「自己抗原スコア」が導かれ、こうして最良の候補の順序づけら
れたリストが得られる。その後、遺伝子オントロジー機能および遺伝子座決定のような情
報に基づいたメタ分析を検討してから、ＮＯＤマウスにおける自然発生およびプライミン
グによる細胞性自己免疫応答、ならびにＮＯＤマウスおよびヒトの血清の両方で測定され
た体液性の自己反応性に基づいた最終候補リストの評価に着手する。この手法を補強する
マイクロアレイデータは大規模に取得済みである。従って、最初にヒト被験者の血清学的
解析によって候補抗原をスクリーニングし、次にトランスジェニックマウス中のＨＬＡ－
ＤＲ３、－ＤＲ４、ＤＱ２－および－ＤＱ８　ＨＬＡ　Ａ２ならびにその他のクラスＩ　
ＨＬＡ糖尿病感受性対立遺伝子を、候補抗原に対する細胞性免疫応答についてスクリーニ
ングする。
【００４５】
　この手法を使用して、本発明者らは、亜鉛輸送体タンパク質８（ＺｎＴ８、Ｓｌｃ３０
Ａ８としても知られる）を、Ｔ１Ｄに関連する予後判定、診断および治療の方法のための
新たな自己抗原標的として同定した。ＺｎＴ８は、ヒトおよびマウスではインスリンを産
生する膵島β細胞に限定されていると思われるタンパク質である。本発明者らは、ＺｎＴ
８が、Ｔ１Ｄを発症するヒト被験者の自己抗体の標的であることを実証し、ＺｎＴ８の多
型バリアントを、１型糖尿病感受性、自己免疫の状態、自己抗体の特異性ならびに疾患の
進行および重症度の遺伝マーカーとして同定した。ＺｎＴ８に対する自己抗体は臨床疾患
の発症の前に出現し、初期糖尿病の新規なマーカーであると考えられる。
【００４６】
　さらに本発明者らは、ＺｎＴ８自己抗体が該分子の２つの異なる領域を標的とすること
、これらの領域のうちの一方が、免疫応答の特異性および規模の両方を決定するのに重大
な役割を果たす３種の異なるアミノ酸のうちの１つを包含することを発見した。自己免疫
および糖尿病が発症する前の任意の時点で一塩基変異多型分析を使用して個体の遺伝子型
を決定することにより、どのアミノ酸バリアントがコードされているかに関して情報が得
られるので、遺伝子型の決定を治療および看護に関する臨床上の決定を下すのに使用する
ことができる。さらに、本発明により、ＺｎＴ８に対する自己抗体の特異性の精密な分析
が可能となり、さらにＺｎＴ８のバリアントのうちいずれを免疫系の標的としているかに
ついて抗体を分類することが可能となる。現在、該分子の３２５位のアミノ酸バリアント
（Ａｒｇ、ＴｒｐまたはＧｌｎ）が何であるかに依存する３つの主要な形態（本明細書で
は「イソエピトープ」と呼ばれる）と、保存されたアミノ酸（ａａ３２５とは無関係）を
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包含する第４のエピトープとが認識されている。個体の応答は、８つの異なる応答、すな
わち（１）無し；（２）Ａｒｇ３２５限定的；（３）Ｔｒｐ３２５限定的；（４）Ｇｌｎ
３２５限定的；（５）Ａｒｇ３２５およびＴｒｐ３２５限定的；（６）Ａｒｇ３２５およ
びＧｌｎ３２５限定的；（７）Ｔｒｐ３２５およびＧｌｎ３２５限定的；（８）アミノ酸
３２５とは無関係、のうちの１つとして分類することができる。自己抗体応答のこのよう
な層別化が、疾患の進行に関する情報を提供するために本明細書において提案され、抗原
特異的な治療薬を用いてＴ１Ｄ自己免疫をどのように治療するかを決定する際に不可欠と
なるであろう。
【００４７】
　より具体的には、本発明者らは以下のことを示した：
　・　初発Ｔ１Ｄ患者の６０％がＺｎＴ８に対する自己抗体について陽性であること；
　・　生化学的手段（ＧＡＤ、ＩｎｓおよびＩＡ２の自己抗体）または組織学的手段（膵
島細胞質の自己抗体）によって測定された他の自己抗体に関して陰性のＴ１Ｄ患者の２０
～３０％は、ＺｎＴ８に対する自己抗体について陽性であること；
　・　ＺｎＴ８に対する自己抗体の同定により、１０％のＴ１Ｄ患者が低リスク分類（上
記１）から高リスク分類（上記２）に変わること；
　・　ＧＡＤを用いた単一のアッセイ形式において、抗ＺｎＴ８アッセイは初発Ｔ１Ｄ患
者の９０％を検出すること；
　・　本発明により患者の大規模スクリーニングが可能となること；
　・　ＺｎＴ８自己抗体は、分子の２つの異なる領域（Ｎ末端およびＣ末端）を標的とし
、そのうちの後者は免疫応答の質および規模の両方を決定する際に重大な役割を果たす３
種類の異なるアミノ酸のうちの１つを包含していること；
　・　上記に特定した部位に対する自己抗体は、遺伝子がコードする配列と一致し、した
がって真に自己反応性であり、また対立遺伝子は高頻度（７５％）、中間的頻度（２５％
）および低頻度（１％）で存在し、人種集団間の顕著な変動を示していること；
　・　３歳前に糖尿病を発症する幼い子供は、ＺｎＴ８のＣＣ（Ａｒｇ３２５ホモ接合の
遺伝子型）が期待されるよりも高頻度であり（５５％に対して７５％）、ＺｎＴ８のＣＴ
遺伝子型（Ａｒｇ３２５およびＴｒｐ３２５のヘテロ接合の遺伝子型）が低頻度（４０％
に対して３５％）であること。年長の子供は、正常な集団で報告されたのと同様の遺伝子
型頻度を示すこと。従って、ＣＣ遺伝子型は糖尿病のリスク因子であると考えられるかも
しれないこと。
【００４８】
　本発明に先立って、ＺｎＴ８の一部をコードする部分ヌクレオチド配列が同定され、α
細胞、肝臓または腎臓よりも膵臓β細胞においてより大量に発現したｍＲＮＡとして、特
に膵臓β細胞に関連した分子の同定を目指した発表において報告された（ネオフィトウ（
Neophytou）ら、1996, Diabetes 45: 127-133）。クローン化された２つの部分ヌクレオ
チド配列は、ＧＥＮＢＡＮＫ（Ｒ）に受託番号Ｚ４７７７２（クローン２３）およびＺ４
７７７９（クローン４１）として寄託された。しかしながらこの発表では、ＺｎＴ８の完
全長のヌクレオチドまたはアミノ酸配列を同定しておらず、またこの発表は、該部分配列
を潜在的な自己抗原をコードするものとして同定も実証もしていない。
【００４９】
　ＺｎＴ８分子全体は、主に重金属イオン輸送タンパク質について研究しているスイスの
グループによって２００４年に最初にクローニングされた（キミエンティ（Chimienti）
ら、Biometals 2005 Aug;18(4):313-7；キミエンティ（Chimienti）ら、Diabetes 2004 S
ep;53(9):2330-7；およびセーブ（Seve）ら、BMC Genomics 2004 May 23;5(1):32（それ
ぞれ全体が参照により本願に組込まれる））。バイオインフォマティクス法および免疫組
織化学法から、キミエンティらは、該分子が膵島で発現されることを観察し、また該分子
とインスリン分泌顆粒との関連を報告している。さらにキミエンティらは、ＺｎＴ８をＨ
ｅＬａ細胞で過剰発現させると細胞内小胞に亜鉛が蓄積することを教示し、ＺｎＴ８が、
細胞質の亜鉛の細胞内小胞への移動に関与するＺｎＴであることを示唆している。しかし
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ながら、これらの報告においてＺｎＴ８が潜在的な自己抗原であることには言及されてお
らず、従って、本明細書で述べるような診断方法または治療方法におけるＺｎＴ８の使用
についても記載されていない。
【００５０】
　本発明者らが１型糖尿病の自己抗原としてのＺｎＴ８の重要な役割を認識したのは、Ｚ
ｎＴ８が初発の１型糖尿病患者における体液性自己反応の標的であるかという疑問に明確
に取り組んだ、本発明者らの実験室で行なわれた一連の最近の実験からである。本発明者
らが実施した最初の研究から、患者の約１０％がＺｎＴ８に対して軽度の自己反応性を示
すことが示された（実施例を参照）。完全長のＺｎＴ８の代わりに該分子のＣＯＯＨ末端
（Ｃ末端）フラグメントを使用したアッセイ（後述）をさらに開発することにより、アッ
セイの感度が著しく上昇し、対応する対照が１％未満であるのに対してＴ１Ｄ被験者の７
０％までが疾患発症時に陽性の試験結果となった。このような感度は、周知の分子すなわ
ちインスリン、グルタミン酸脱炭酸酵素（ＧＡＤ６５）およびＩＡ－２（ＰＴｒＮ）を用
いたＴ１Ｄ被験者における体液性の自己反応について現在用いられているアッセイと同じ
か、またはそれ以上に良い。本発明者らは、ＺｎＴ８が独立した疾患マーカーであり、か
つそういうものとして、抗体を用いるアッセイの感度を補完かつ拡張することも実証した
。１０年にわたって集められた一連の試料の調査を通じて、ＺｎＴ８に対する抗体が糖尿
病前症の進行においては他の抗体より後に現われることが示され、このことは、膵島炎の
破壊的な最終段階を示す、従って初期臨床疾患のマーカーを示すかもしれない。
【００５１】
　さらに、本発明者らは、ＺｎＴ８自己抗体が該分子の２つの異なる領域を標的とし、こ
れらの領域のうちの一方が、免疫応答の質および規模の両方を決定する際に重大な役割を
果たす３種の異なるアミノ酸のうちの１つを包含することを発見した。アミノ酸配列バリ
アントはゲノムのヌクレオチド配列によって決まるので、どのアミノ酸バリアントがコー
ドされているかを測定することは可能である。本発明者らは、この部位に対する自己抗体
が、遺伝子にコードされる配列と一致し、従って真に自己反応性であることを初めて実証
した。該遺伝子は、高頻度（７５％）、中間的頻度（２５％）および低頻度（１％）で存
在する３つの既知の対立遺伝子を示し、人種集団間の顕著な変動を示している。正しい（
自己の）または誤った（非自己の）コード配列を対象とすることは、所望の結果によって
有益な場合もあれば有害な場合もあるので、上記のことは、自己免疫を診断する方法、お
よび治療的処置を進める方法に関して影響を及ぼす。例えば、免疫療法の目的は、免疫寛
容の誘導である場合もあるし、または反対に、破壊的なエフェクターＴ細胞もしくは保護
的な調節性Ｔ細胞のような免疫構成要素の構成要素をそれぞれ関与させるかまたは削除す
ることにより免疫系を整理することである場合もある。
【００５２】
　本発明に先立ち、ＺｎＴ８が抗体または細胞性免疫のいずれかによって認識される自己
抗原であるかもしれないと演繹的に疑う理由はなかった。実際、本発明者らの知る限りで
は、ＺｎＴ８は自己免疫性糖尿病との関連において研究されたことはなく、免疫学的関連
における該分子に関する他の公表データもない。上記に議論されるように、他の自己免疫
疾患および糖尿病関連で、診断薬および治療薬としての自己抗原の使用に関する文献報告
は存在する。しかしながらこれらは、構造上、細胞生物学上および免疫学上の見地からＺ
ｎＴ８とは無関係な、インスリン、グルタミン酸脱炭酸酵素（ＧＡＤ６５）、ＩＡ２、フ
ォグリンおよび熱ショックタンパク質６０のような分子を対象としたものである。
【００５３】
　さらに、タンパク質中の１つのアミノ酸の差異、または１つのアミノ酸の例えばリン酸
化もしくはシトルリン化による翻訳後修飾の同定には、先例がないわけではないが、その
ような変化が、本発明者らが示したような自己抗体の特異性の明確な決定因子なのではな
いかと疑う理由はない。実際に、ヒトＺｎＴ８をコードする配列中の非同義変異をコード
する一塩基多型（ＳＮＰ）番号ｒｓ１３２６６６３４およびｒｓ１６８８９４６２が、全
米バイオテクノロジー情報センター（ＮＣＢＩ）一塩基多型データベースに公表されてい
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る。このＳＮＰは、ＺｎＴ８（配列番号２）のアミノ酸３２５に代替としてＡｒｇまたは
Ｔｒｐをコードしているが、これは本発明者らの研究で同定された多型バリアントと一致
する。しかしながら、このＳＮＰと１型糖尿病（Ｔ１Ｄ）との関連は、本発明者らの知る
限りではこれまで確認されていない。ゲノム全体の関連研究から、ＺｎＴ８は、先述のｒ
ｓ１３２６６６３４など２型糖尿病に関係するいくつかのＳＮＰを含んでいることが確認
され（スラデック（Sladek）ら、２００７年、Nature. 2007 Feb 22;445(7130):881-5. E
pub 2007 Feb 11）、最近ではＺｎＴ８多型とβ細胞機能との関連についてのインターネ
ット上の報告がなされている（シュタイガー（Staiger）ら、２００７年、PLoS ONE. 200
7 Sep 5;2(9):e832）。しかしながら、２型糖尿病は自己免疫疾患ではなく、このＳＮＰ
と１型糖尿病との関連は本発明者らの知る限りではこれまで確認されていない。さらに、
２型糖尿病患者がＺｎＴ８自己抗体を有すると示されたことはない。
【００５４】
　他のＴ１Ｄ自己抗原、すなわちＧＡＤ６５およびＩＡ２の配列中の多型バリアントは確
認されているが、これらはいずれも１型糖尿病におけるこれらの自己抗原の自己反応性の
変化には関与していなかった。ＩＡ２では、組織特異的な様式で生じうる、免疫監視機構
からの逃避をもたらすと考えられるｍＲＮＡの選択的スプライシングが存在するようであ
る。しかしながらこれは、本発明者らが本明細書で報告した遺伝的バリアントのタイプ、
すなわち自己抗体による分子の特異的認識に関係している単一アミノ酸の変化に匹敵する
ものではない。したがって、発明者らによる本開示には先例がない。通常の多型によって
コードされた２つの形態のＺｎＴ８が質的に異なる免疫応答を引き起こし、従って自己抗
体の測定を新たなレベルに移行させるという、本明細書に記載の発見である。この発見は
、該分子の異なる形態を使用して免疫系の異なる構成成分を標的とし、異なる免疫学的結
果を引き起こすことができることも示している。
【００５５】
　従って、本発明者らは、様々な診断用および治療用のツールおよびアッセイの開発にお
ける、ＺｎＴ８をコードする遺伝子、該遺伝子から誘導された核酸分子、そのような遺伝
子および核酸分子にコードされたＺｎＴ８タンパク質またはそのフラグメント、加えてそ
のような遺伝子およびタンパク質の相同体ならびに関連物質（例えば抗体、アゴニスト、
アンタゴニスト）、ならびにＺｎＴ８の多型バリアントの使用、ならびにそのような遺伝
子、核酸、タンパク質、相同体、バリアント、もしくは関連物質のうち少なくともいずれ
かの使用または標的化、または上記の物を含む組成物もしくは製剤、について本明細書で
述べる。そのようなツールおよびアッセイには、限定するものではないが以下を挙げるこ
とができる：
　１．ＺｎＴ８、該分子の特定のドメイン、および該タンパク質由来のペプチドに対する
抗体反応に基づいた、糖尿病関連自己免疫の検出のためのヒトおよび実験動物におけるア
ッセイ。そのようなアッセイは、放射免疫沈降アッセイ、ＥＬＩＳＡ、時間分解蛍光アッ
セイおよび発光アッセイの形式で提供されるが、その他の形式も本発明に包含される。そ
のようなアッセイを使用して以下のことを行うことができる：
　　ａ．個体および被験者群における１型糖尿病の発症に対する感受性を予測すること；
　　ｂ．初期の良性の自己反応性から破壊的な膵島炎への自己免疫の進行を監視すること
；かつ／または
　　ｃ．前糖尿病状態において自己免疫を予防または軽減することを目指した治療の有効
性を監視すること。そのような治療は、ＺｎＴ８分子自体において設計されたものを含む
、一連の潜在的な免疫抑制物質に基づくことが考えられる。
【００５６】
　２．ＺｎＴ８の３つのバリアントに対するプローブと、３つのバリアントをコードする
組換え型タンパク質の競合物質または妨害物質としての使用とに基づいた、糖尿病関連自
己免疫の検出のためのヒトおよび実験動物におけるエピトープ特異的自己抗体アッセイ。
そのようなアッセイは、放射免疫沈降アッセイ、ＥＬＩＳＡ、時間分解蛍光アッセイ、お
よび発光アッセイの形式であることが考えられるが、その他の形式も本発明に包含される
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。そのようなアッセイを使用して以下のことを行うことができる：
　　ａ．上記（１）のように、抗体の保有率、反応のレベル、抗体の力価、または応答の
結合力、親和性もしくはクローン性から、個体および被験者群における１型糖尿病の発症
に対する感受性を概ね予測すること；
　　ｂ．特定の個体において３つのうちいずれのエピトープが標的であるかを決定し、疾
患および治療の経過における、進行および治療への応答の尺度として応答特異性の変化を
測定すること；
　　ｃ．遺伝子型決定を組み合わせることにより、免疫応答の標的エピトープ特異性の見
込みを測定し、したがって前もって最良の治療法を決定すること；かつ／または
　　ｄ．前糖尿病状態において自己免疫を予防または軽減することを目指した治療の有効
性を監視すること。そのような治療は、ＺｎＴ８分子自体において設計されたものなど、
一連の潜在的な免疫抑制物質に基づくことが考えられる。
【００５７】
　３．リンパ球増殖反応、ＭＨＣクラスＩおよびＩＩのテトラマー試薬、およびＥＬＩＳ
ＰＯＴアッセイを用いた、該タンパク質および誘導ペプチドとのＴリンパ球の反応性に基
づく、糖尿病関連自己免疫の検出のためのヒトおよび実験動物におけるアッセイ。
【００５８】
　４．抗原に対する標識抗体、およびアッセイの手段として標識抗体を用いた自己抗体の
競合に基づいたアッセイ。
　５．リガンドの模倣体としての抗イディオタイプ抗体。
【００５９】
　６．抗原、抗原に結合した抗体、および／または細胞に結合した抗原もしくは抗体に基
づいた治療。
　７．さらなる診断目的のためのＺｎＴ８に基づいた試薬。これらは、該分子、ペプチド
、ペプチド模倣体および改変ペプチドに対するポリクローナル抗体およびモノクローナル
抗体であって、ｉｎ　ｖｉｖｏ投与された場合に疾患の経過に影響を与えると思われるも
の、または自己免疫患者由来のＴ細胞を刺激して異なる表現型とし、従ってより寛容性と
するためにｅｘ　ｖｉｖｏで使用できると思われるものを含む。
【００６０】
　８．抗原特異的な免疫治療薬であって、コグネイトのペプチドエピトープもしくは改変
ペプチドがそのＭＨＣ分子と作用物質とともに結合し、該作用物質は該ペプチド／ＭＨＣ
複合体に関わるＴ細胞に対して毒性であるもの、または抗原ペプチドを認識するモノクロ
ーナル抗体、または模倣体、例えば個々の分子、もしくはペプチド／ＭＨＣ複合体もしく
はペプチド／Ｔ細胞受容体複合体のような別の分子の構成成分と複合体化した分子であっ
て、正常なペプチド相互作用およびシグナル伝達のアゴニストもしくはアンタゴニストと
して作用するもの、に基づいた免疫治療薬。個体の遺伝子型およびその時に保有している
抗体のエピトープ特異性によって、該治療薬は抗体の特異性と一致していてもよいし、別
の免疫応答を刺激するために不一致であってもよい。
【００６１】
　９．破壊するのではなく保護する方法で免疫系の応答を変化させるための、組換え型タ
ンパク質としてのＺｎＴ８分子の使用。これは、組換え型タンパク質、化学的もしくは物
理的に修飾された形態の該タンパク質、該タンパク質由来のペプチド配列、または化学的
もしくは物理的に修飾されたペプチド、およびペプチド相同体であってワクチンとして使
用できると思われるものの使用を含んでいる。
【００６２】
　１０．自己免疫反応を支持する免疫プロセスを極めて特異的に標的とするために、エフ
ェクター分子と、ＺｎＴ８エピトープ特異ペプチドまたは試薬（小分子もしくは抗体など
）とのコンジュゲートまたは組み合わせを生成すること。これは、抗体が特異的Ｂ細胞の
産物であり、該Ｂ細胞は自己反応性のＴ細胞に対する抗原提示細胞としても作用し、該Ｔ
細胞はひいてはＢ細胞を活性化して分化を引き起こすシグナルを提供するという概念に基
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づいている。
【００６３】
　１１．欠失を含むヒトおよびマウスのＺｎＴ８　ｍＲＮＡ、キメラ構築物、コード配列
を変更する単一および複数部位での点突然変異に基づいたｃＤＮＡ構築物、ならびにその
ような構築物の、診断薬としての、または免疫応答の特異性を研究するための使用。
【００６４】
　１２．エピトープタグ付きの、ＧＦＰ、ＧＳＴ、ＮＵＳおよびポリＨｉｓ配列を含む融
合タンパク質、哺乳動物細胞、酵母および大腸菌においてＺｎＴ８を発現するためにベク
ターに入ったもの、およびそのような構築物の、診断薬としての、または免疫応答の特異
性を研究するための使用。
【００６５】
　１３．哺乳動物細胞にＺｎＴ８を形質導入して発現するためのアデノウイルス構築物、
例えば多型バリアントならびにエピトープタグ付きタンパク質およびレポータータンパク
質の構築物、ならびにそのような構築物の、診断薬としての、または免疫応答の特異性を
研究するための使用。
【００６６】
　図２０はヒトで知られている１０種のＳｌｃ３０Ａ遺伝子バリアントの比較を示すが、
そのうち１つ（Ｓｌｃ３０Ａ９）はそのアミノ酸配列の同一性および類似性が低いことを
考えると恐らく真の相同体ではない（上記括弧内に示す）。ＺｎＴ８に最も近い類縁体は
、リソソームタンパク質のＳｌｃ３０Ａ２、シナプス小胞関連タンパク質のＳｌｃ３０Ａ
３、およびＳｌｃ３０Ａ４である。Ｓｌｃ３０Ａ８に対してウサギで作製された抗体が、
Ｓｌｃ３０Ａ３とのある程度の交差反応性を示すことから、多発性硬化症のような他のヒ
ト自己免疫疾患においても反応性または交差反応性が生じる可能性が高まる。反対に、Ｓ
ｌｃ３０Ａ８反応性のＴ細胞に対する糖尿病性のＳｌｃ３０Ａ８自己抗体が、他の組織を
も標的とし、糖尿病の合併症に寄与することも考えられる。従って、本発明のツールおよ
び方法は、Ｔ１Ｄ以外の自己免疫疾患、例えば、限定するものではないが、全身性エリテ
マトーデス、重症筋無力症、慢性関節リウマチ、多発性硬化症、セリアック病、自己免疫
性甲状腺炎、アジソン病、グレーブス病およびリウマチ性心臓炎についても有用かつ適用
可能であると考えられる。本発明の方法は、Ｓｌｃ３０Ａ８（ＺｎＴ８）または相同体が
標的または自己抗原（自己抗体またはＴ細胞自己抗原）であるあらゆる自己免疫疾患に適
用可能である。
【００６７】
　さらに、本発明者らは、ＺｎＴ８に対する自己抗体を有する個体が、場合によっては、
他のＺｎＴ輸送体をコードするＳｌｃ３０Ａ遺伝子ファミリーの他のメンバーに反応性を
示すことを示した。例えば、本発明者らは、ニューロン特異的なアイソフォームと通常は
考えられているＺｎＴ３に対するある程度の反応性について示す。この発見の重要な意味
は、そのような反応性が膵臓の外側の組織において病理学的な結果を有することができた
ことである。糖尿病、特に１型糖尿病は末梢神経障害と関連があることが知られており、
抗原の交差反応性は、これらの状態の間のつながりを表している可能性がある。従って、
本発明のツールおよび方法は、抗原の交差反応性によって関連づけられる他の状態、例え
ば、限定するものではないが末梢神経障害についても有用かつ適用可能であると考えられ
る。
【００６８】
　本明細書中で実証される本発明の態様には次の臨床上の観察すなわち：
　・　糖尿病前症：
　　－　ＺｎＴ８自己抗体が通常は初期に、ＧＡＤＡおよびＩＡＡの後にＩＡ２Ａと一緒
に出現する。
【００６９】
　　－　出現の厳密な序列はなく、ＺｎＴ８は糖尿病よりも１～１２年先行することもあ
る。
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　・　初発
　　－　ＺｎＴ８の保有率は２～３年後の発症時には上昇し、１６～１８歳で６０～８０
％の最大に達する
　・　発症後
　　－　ＺｎＴ８は発症後には下降し、恐らくはＣペプチドによって計測されるβ細胞量
の損失と平行し、半減期は１年である。
【００７０】
　　－　ＺｎＴ８はＧＡＤまたはＩＡ２ほど長く存在しない。
　　－　ＺｎＴ８は、測定可能なＣペプチドが存在しない状態で存続可能であり、逆の場
合も同じである。
【００７１】
　ＺｎＴ８の核酸、タンパク質、多型バリアント、相同体、フラグメント、抗体、および
組成物
　ＺｎＴ８の遺伝子、構造的情報、核酸およびアミノ酸配列
　一実施形態では、本発明は、ＺｎＴ８をコードする遺伝子、ならびに、そのような遺伝
子のコード領域および／または制御領域の少なくとも一部に由来するかまたは少なくとも
一部を含む、またそのような遺伝子の任意の多型バリアントを含む、核酸分子の使用を包
含する。本発明はさらに、任意のＺｎＴ８タンパク質、該タンパク質の相同体もしくはフ
ラグメント、例えば該タンパク質の任意の多型バリアント、または該タンパク質のアゴニ
ストもしくはアンタゴニストであって、例えば上述の遺伝子もしくは核酸分子によってコ
ードされるものの使用も包含する。新規なＺｎＴ８核酸分子およびタンパク質（ＺｎＴ８
の様々な新しい相同体、バリアント、フラグメント、融合タンパク質、およびキメラタン
パク質を含む）、ならびにこれらのアゴニストおよびアンタゴニストは、物の組成物とし
て本発明に包含される。本発明は、本発明の様々な方法に役立つＺｎＴ８抗体、該抗体の
抗原結合フラグメント、および抗原結合性ペプチドをさらに含む。
【００７２】
　亜鉛輸送体タンパク質８（ＺｎＴ８、Ｓｌｃ３０Ａ８としても知られる）はＺｎＴ８遺
伝子によってコードされる３６９アミノ酸のタンパク質である。ＺｎＴ８は、他のＺｎＴ
タンパク質のように、６つの膜貫通ドメインと、膜貫通ドメインＩＶおよびＶの間のヒス
チジンに富んだループとを含む（キミエンティ（Chimienti）ら、２００４年、Diabetes
（上述）および本明細書に示す図４を参照）。このタンパク質は、膵臓中でのみ転写され
、より具体的にはランゲルハンス島のβ細胞内でのみ発現される。キミエンティら（既述
）が述べているように、ＺｎＴ８遺伝子は染色体８ｑ２４．１１に位置し、８つのエキソ
ンを含み、長さ３７ｋｂである。ヒトのＺｎＴ－８タンパク質のｃＤＮＡおよび推定アミ
ノ酸配列は、キミエンティらの文献（既述）に提供されており、またこの文献は、ヒトＺ
ｎＴ８の遺伝子構造、染色体上の位置および推定上のスプライシングを示している（キミ
エンティら（既述）の図１Ａを参照）。ヒトＺｎＴ８をコードするｃＤＮＡ配列および推
定アミノ酸配列は、キミエンティら（既述）の図１Ｂに示されており、同図にはＺｎＴ８
の予測膜貫通ドメインも示されている。キミエンティら（既述）の図１Ｃは、ｈｓＺｎＴ
－８、ｍｍＺｎＴ－８およびｒｎＺｎＴ－８のアミノ酸配列の比較を示し、同一の残基を
黒色のボックスで示している。ヒトＺｎＴ８をコードする核酸配列は、配列番号１として
本明細書中に示されている。配列番号１はヒトＺｎＴ８タンパク質をコードし、該タンパ
ク質のアミノ酸配列は配列番号２として本明細書中に示されている。マウスのＺｎＴ８も
当分野において知られている。マウスのＺｎＴ８をコードする核酸配列は、配列番号３と
して本明細書中に示されている。配列番号３はマウスのＺｎＴ８タンパク質をコードし、
該タンパク質のアミノ酸配列は配列番号４として本明細書中に示されている。ヒトＺｎＴ
８をコードするヌクレオチド配列は、全米バイオテクノロジー情報センター（ＮＣＢＩ）
データベースの受託番号ＮＭ＿１７３８５１（ｇｉ：６４７６２４８８）にも記載されて
いる。ヒトＺｎＴ８のアミノ酸配列も、ＮＣＢＩデータベース受託番号ＮＰ＿７７６２５
０（ｇｉ：６４７６２４８９）に見られる。ラットＺｎＴ８をコードするヌクレオチド配
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列も知られている。データベース受託番号、および本明細書中に参考文献として記載され
た出版物に含まれる情報はすべて、参照により本願に組込まれる。上記配列の様々な多型
バリアント、フラグメント、キメラタンパク質および融合タンパク質は本明細書中の他所
に記載されており、これらも本発明に包含される。
【００７３】
　キミエンティら（既述）の図３Ａ－Ｄは、ＺｎＴ８の構造分析、例えばＺｎＴ８の予測
膜貫通ドメイン、およびヒスチジンリッチドメインの位置などについてさらに説明してい
るが、これはＺｎＴファミリーの他のＺｎＴの間で共通である（キミエンティらを参照）
。これらの構造モチーフはラットおよびマウスのＺｎＴ－８で保存されている。ヒトＺｎ
Ｔ８タンパク質では、保存されたヒスチジンが、配列番号２に関して１９７、２０３およ
び２０５位に見られる。マウスでは、配列番号４の１９６位のヒスチジンがヒトのＨｉｓ
１９７とアラインメントし、配列番号４の２０４位のヒスチジンがヒトのＨｉｓ２０５と
アラインメントする。したがって、ＺｎＴ８の核酸配列およびアミノ酸配列に関する、本
発明の時点で利用可能な構造上および機能上の情報は豊富であった。
【００７４】
　本発明に包含されるＺｎＴ８の相同体、バリアント、フラグメントおよびエピトープ
　本発明はさらに、ＺｎＴ８の天然に存在するバリアントおよび合成的に誘導されたバリ
アント（相同体）、例えば遺伝子中のヌクレオチドおよびアミノ酸の多型、選択的開始部
位でコードされたタンパク質、ならびに様々なフラグメント、融合タンパク質およびキメ
ラタンパク質、ならびにそのようなフラグメント、融合タンパク質およびキメラタンパク
質をコードする核酸分子も多数包含する。以下に議論するように、上記のポリヌクレオチ
ドおよびタンパク質またはペプチドは、様々な診断上、治療上、および研究上の本発明の
適用において有用である。
【００７５】
　本発明の一実施形態では、本明細書に記載の方法のうち任意の方法において有用なＺｎ
Ｔ８タンパク質の相同体またはバリアントは、野生型ＺｎＴ８タンパク質、特に、本明細
書に記載のヒトＺｎＴ８タンパク質のアミノ酸配列と、少なくとも約４５％、または少な
くとも約５０％、または少なくとも約５５％、または少なくとも約６０％、または少なく
とも約６５％、または少なくとも約７０％、または少なくとも約７５％、または少なくと
も約８０％、または少なくとも約８５％、または少なくとも約９０％、または少なくとも
約９５％同一、または少なくとも約９５％同一、または少なくとも約９６％同一、または
少なくとも約９７％同一、または少なくとも約９８％同一、または少なくとも約９９％同
一（または、全体的に増分を整数として４５％と９９％の間の任意の割合（％）が同一）
であるアミノ酸配列を含むか、該アミノ酸配列でほぼ構成されるか、該アミノ酸配列で構
成される（上記の議論を参照）。一実施形態では、相同体は、ＺｎＴ８タンパク質の天然
のアミノ酸配列と１００％未満が同一、約９９％未満が同一、約９８％未満が同一、約９
７％未満が同一、約９６％未満が同一、約９５％未満が同一など、増分を１％として約７
０％未満まで同一のアミノ酸配列を含むか、該アミノ酸配列でほぼ構成されるか、該アミ
ノ酸配列で構成される。
【００７６】
　本発明はまた、選択的開始部位でコードされたタンパク質であるＺｎＴ８の天然に存在
するバリアントおよび合成的に誘導されたバリアント、ならびにそのフラグメント（ペプ
チド）、融合タンパク質、またはそのキメラタンパク質であって、本明細書に記載の任意
の診断上、治療上、および研究上の方法において有用なものも含む。例えば、選択的開始
部位を備えたヒトＺｎＴ８の天然のバリアントが、配列番号５として本明細書中に示され
ている。このタンパク質は配列番号２のアミノ酸部位５０～３６７に及ぶ。図３を参照す
ると、示されている遺伝子構造は、公開されたＥＳＴ配列および遺伝子のアラインメント
から本発明者らが推定したものである。しかしながら該遺伝子構造は、「正常」として認
められている８エキソン構造の遺伝子とは異なっている。具体的には、約２１０個のＥＳ
Ｔ配列について評価し、５’ＵＴＲが変化するので組織内発現が変化する可能性を生じう
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る顕著なスプライス部位変異を同定した。エキソン４がスプライシングされる場合、該配
列がリーディングフレームから外れ、短縮型の転写物、典型的には
【００７７】
【化１】

（配列番号６）となるが、７位がアラニンの代わりにトレオニンであり、２７位がシステ
インの代わりにアルギニンである別の短縮型が
【００７８】
【化２】

（配列番号７）によって表わされる。下流のＭｅｔを選択的開始部位として使用する結果
、配列のＮＨ２末端の短縮が生じうるようである。このことが組織特異的な方法で起きる
、例えば胸腺で起きるが膵臓では起きない場合、免疫系の標的となりうる隠れたエピトー
プが生じる。本発明者らの実験室には、上記の発生および他の糖尿病関連の自己抗原（Ｉ
Ａ－２およびＩＧＲＰ）に対する自己反応性への寄与についての証拠がある。選択的な翻
訳産物も「外来の」ペプチドエピトープとして免疫系に提示されるかもしれない。さらに
、完全長ＺｎＴ８タンパク質の天然の多型バリアントが同定されており、該バリアントは
、限定するものではないが、配列番号２の１８位のチロシンのヒスチジンへの置換、配列
番号２の２６１位のアラニンのバリンへの置換、および配列番号２の３２５位のアルギニ
ンの、トリプトファンまたはグルタミンへの置換を含む。ＺｎＴ８の、特に３２５位の多
型バリアントは、本発明において特に興味深いものであり、以下に詳細に議論する。その
ような多型を含むタンパク質、バリアント、フラグメント、キメラタンパク質、および融
合タンパク質、ならびにこれらをコードするヌクレオチドは、本発明に包含される。
【００７９】
　図４Ａおよび４Ｂを参照すると、ＮＨ２末端およびＣＯＯＨ末端は膜の同じ側にあると
予想される。Ｎ末端は、基準配列の場合には長い７４ａａ、選択的開始部位を備えたアイ
ソフォームの場合は２５ａａである。９４ａａのＣＯＯＨ末端は１型糖尿病における主要
な体液性免疫の決定基を包含する。このエピトープは完全長の分子に潜在し、最後の１５
ａａの除去によって引き起こされる抗原性への影響が最小であることによって示されるよ
うに、ａａ２６８～３５８に位置する。興味深いことに、これは異なる生物種のＺｎＴ輸
送体の中で強く保存されている領域である。従って、ＺｎＴ８タンパク質（膵臓のβ細胞
に特異的）に対して、さらには感染性微生物の相同タンパク質によっても自己反応性が生
じることも起こりうる。同様の関係は別の糖尿病自己抗原ＩＡ２で観察されている（未公
表）。よって、一般的な原則からすれば、同様のＺｎ輸送体を備えた微生物による軽微な
感染が引き金となってＴ１Ｄにおける自己免疫が生じるかもしれないと仮定することがで
きる。同様に、明らかにされた感染因子エピトープを用いて免疫化することも可能である
かもしれない。第２の比較的弱いエピトープは、保存されていないＮ末端に位置する。
【００８０】
　同定されたエピトープは、自己抗原ＩＡ２およびＧＡＤ６５の場合と同じように細胞内
部に存在するようである。図４Ｂを参照すると、図の上側の短いループ（９７～１０５位
；１６４～１６８位、および２３９～２５２位で表わされる部位を包含する）は、分泌経
路の細胞要素の内腔に向かって位置づけられているようである。これは潜在的には小胞体
、ゴルジ、インスリン分泌顆粒および最終的には細胞外液腔を含むことができる。前記ル
ープは、正常な分泌時のインスリン顆粒の正常な細胞外放出の際に、または細胞が何らか
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のかたちで損傷を受けた場合に、細胞表面上に露出すると思われる。したがって、これら
のループに相当するペプチドに対する抗体はＺｎＴ８の検出のために本願に包含され、従
ってＺｎＴ８は、ｉｎ　ｖｉｖｏでβ細胞集団を画像化し、細胞の活性を決定し（分泌が
多いことは露出が多いことに相当する）、かつ、幹細胞のような他の供給源からの、また
正常な発生における、β細胞の生成を観察するために使用可能なバイオマーカーとしての
役割を果たす。細胞生物学的用途のためにマウスＺｎＴ８の内腔側ドメイン２の配列（配
列番号４の１６３～１８３位、すなわちＥＲＬＬＹＰＤＹＱＩＱＡＧＩＭＩＴＶＳＧＣ）
に対して作製された本発明の１つの抗体を提供する。さらに、グルタチオンＳトランスフ
ェラーゼとの融合タンパク質としてのヒトのＣ末端に対する抗体が作製されている（以下
を参照）。本明細書に提供する指針を用いて、Ｎ末端およびＣ末端領域の配列に対するそ
の他の抗ペプチド抗体を生産することもできる。抗ホスホペプチド抗体を生成させること
もできる。
【００８１】
　第２の細胞内ドメイン、およびＣ末端ループには該分子の潜在的リン酸化部位がある。
これらの部位のリン酸化が、該分子の細胞内局在化およびＺｎ輸送体としての活性を決定
しているということも考えられる。新世代の治療薬はプロテインキナーゼを標的とし、し
たがって投薬を通じてｉｎ　ｖｉｖｏでの該タンパク質の活性を調整することができるか
もしれない。
【００８２】
　第３の細胞内ループ（図４Ｂにおいて配列番号２の残基１９６～２１５として表示）は
、Ｚｎおよびその他の重金属との結合において重要と思われるヒスチジン残基に富んでい
る（配列番号２の１９７、２０３および２０５位）。これは、該分子が細胞質から分泌経
路を構成する膜で包まれたコンパートメントの内腔へとＺｎを輸送するメカニズムの一部
であるということも考えられる。
【００８３】
　本発明の一実施形態では、ＺｎＴ８のフラグメントは、診断方法および治療方法におい
て使用するために、または抗体の生成のために包含される。本発明によれば、ＺｎＴ８タ
ンパク質、タンパク質の一部（例えばフラグメント、部分、ドメインなど）、またはタン
パク質の領域もしくはエピトープの最小の大きさは、エピトープすなわち抗体生成のため
の保存された結合表面として、またはｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイにおける標的としての役
割を果たすのに十分な大きさである。一実施形態では、本発明のタンパク質は、長さが（
例えば、抗体エピトープまたはアッセイで検出可能なペプチドとして好適な）少なくとも
約４、５、６、７または８アミノ酸であるか、または長さが少なくとも２５のアミノ酸、
または長さが少なくとも５０アミノ酸、または長さが少なくとも１００アミノ酸、または
長さが少なくとも１５０アミノ酸などであり、４アミノ酸からＺｎＴ８タンパク質もしく
はその一部の長さ全体またはより長くまで、全部の整数（例えば８、９、１０、．．．２
５、２６、．．．３００、３０１、．．．）の、任意の長さである。好適なヒトＺｎＴ８
およびその任意の多型を含む、任意の生物種由来のＺｎＴ８タンパク質に関して、任意の
長さの任意のＮ末端フラグメント、Ｃ末端フラグメント、これらのキメラまたは欠失フラ
グメントが本発明に包含される。例えば、表１および図１５～１９、２１および２５は、
自己反応性を左右するＣ末端の残基の同定を含む、ＺｎＴ８のエピトープおよびイソエピ
トープの位置確認に関するさらなる情報について述べている。この情報は、本明細書に記
載された診断上、予後判定上および治療上の方法のうちいずれかにおける、ＺｎＴ８の様
々なフラグメントおよび相同体の設計、生産、および使用を可能にする。
【００８４】
　上記に議論されるように、図４Ａおよび４Ｂは、ＺｎＴ８タンパク質の予測膜貫通ドメ
インを示している。これらのドメインは、該ドメインが通常は脂質に囲まれており、そう
でない場合には非常に粘質であるため該タンパク質が沈殿するかまたはフォールディング
しないので、アッセイの設計における問題を提起する。そのような領域はＴ細胞の標的で
あるかもしれず、従って本発明によるフラグメントでの使用のために包含されるが、該領
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域は恐らく抗体の標的ではない。完全長の配列は循環血中の抗体に反応を示し、したがっ
て対照者よりも糖尿病患者において反応性が高い。しかしながら、該アッセイは、疾患を
最近発症した個体のわずか１０～２０％しか検出せず、従って、本発明者らは、別のプロ
ーブ、すなわち以下に述べるようなＮ末端、Ｃ末端およびＺｎ結合ループのプローブを提
供した。
【００８５】
　本発明において有用な特に好ましいＺｎＴ８タンパク質フラグメントは、ＺｎＴ８の任
意のＮ末端またはＣ末端のフラグメント、特に好ましくはＣ末端フラグメントである。Ｚ
ｎＴ８の別の好ましいフラグメントは、ＺｎＴ８のＮ末端およびＣ末端フラグメントの混
合物またはハイブリッド（キメラ）である。ＺｎＴ８の特に好ましいフラグメントは、ヒ
トＺｎＴ８のＣ末端の約１１０残基からＣ末端の約８残基までの任意のＣ末端フラグメン
トを含むか、該フラグメントでほぼ構成されるか、または該フラグメントで構成される。
特に好ましいＣ末端フラグメントは、ヒトＺｎＴ８のＣ末端の１０１残基および１０２残
基を含む。
【００８６】
　本発明の様々な実施形態で使用可能な様々なタンパク質、バリアント、キメラタンパク
質およびフラグメントを、以下の表１に例証する。これらのタンパク質、バリアント、キ
メラタンパク質またはフラグメントのいずれにも、１個、２個またはそれ以上のアミノ酸
残基（例えば以下にＣ末端フラグメントについて示すような、フラグメントのＮ末端のメ
チオニン）を追加することができる。さらに、これらの構築物および実施例において提供
される情報が用意されれば、当業者は、他の構築物であってさらなるアミノ酸が削除され
るもの、キメラのドメインの順序が逆であるもの、または別のキメラタンパク質を生産す
るために本明細書に記載された２個以上のフラグメントもしくはその一部が組み合わされ
たもの、を容易に創り出すことができるであろう。
【００８７】
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（配列番号６７）
　表１に列挙した配列は、患者の自己反応性の様々な特徴を試験し、患者をより正しく判
別するか、または反対に汎反応性であるかのいずれかのアッセイを設計するために、本発
明者らが設計したものである。以下に列挙したものは、本発明者らが上述の配列を患者の
自己反応性（患者の血清試料）に関してどのように分類したかを示している。括弧に入っ
ていない配列について述べる場合は、その配列を含む構築物に対する患者の反応性の同定
を示し；括弧内に示す配列は、まだ定義されていない他の特異性の結果と思われる、低い
活性または変動的な活性のいずれかを示す。特定の種類の試料に関して配列番号が特定さ
れていない場合は、反応性の欠如を示す。Ｇｌｎ３２５限定的な反応性の場合、試験した
５００を超える血清からこれまでわずか１人の患者の血清だけが同定されたので、情報が
限られている。
【００８８】
　・　Ｎ末端に反応性の試料：配列番号８、６３、６４、６５
　・　Ａｒｇ３２５限定的な反応性：配列番号９、１０、（１１）、（１２）、１４、１
５、（１６～２１）、（２２）、２３、（２４～３０）、（４０）、４１、（４２）、（
４３）、４４、４７、４９、（５２）、５３、５４、５５、５７、６０、６３、６５
　・　Ｔｒｐ３２５限定的な反応性：配列番号（４０）、（４１）、４２、（４３）、４
５、４８、５１、（５２）、５５、５８、５９、６０、６１、６２、６４
　・　Ｇｌｎ３２５限定的な反応性：配列番号４０、（４１）、（４２）、５０
　・　アミノ酸３２５とは無関係：配列番号９～１６、（１７～２１）、２２、２３、２
４、（２５～３０）、（４０、４１）、４２、（４３）、４７～５１、（５２）、５３～
６５
　本発明はさらに、抗原ペプチドもしくはＴ細胞エピトープ（主要組織適合性複合体（Ｍ
ＨＣ）結合ペプチドとも呼ばれる）を含むか、該抗原ペプチドもしくはＴ細胞エピトープ
からほぼ構成されるか、または抗原ペプチドもしくはＴ細胞エピトープで構成されるＺｎ
Ｔ８タンパク質を含む。そのようなペプチドには、ＭＨＣペプチド複合体がＴ細胞受容体
（ＴｃＲ）に結合することが可能なように、好ましい実施形態では従ってＴ細胞応答（例
えば下記に述べる刺激性または寛容性の反応）を誘導するように、ＭＨＣタンパク質に結
合する能力を有する任意のペプチドが挙げられる。ＭＨＣ分子に結合し、ＭＨＣ分子と共
にＴ細胞受容体によって認識されるＭＨＣ結合ペプチドは、抗原ペプチドであると考えら
れる。自然界において、抗原の加水分解によって生じるペプチドは、該抗原のＭＨＣタン
パク質への結合に先立って加水分解される。クラスＩ　ＭＨＣタンパク質は一般に、細胞
の細胞質で活発に合成されたタンパク質に由来する抗原ペプチドを提示する。これに対し
、クラスＩＩ　ＭＨＣタンパク質は一般に、細胞のエンドサイトーシス経路に入る外来タ
ンパク質、または小胞体（ＥＲ）で合成されたタンパク質のいずれかに由来する抗原ペプ
チドを提示する。細胞内輸送により、抗原ペプチドがＭＨＣタンパク質と結合するように
なることができる。その後、生じたＭＨＣ－ペプチド複合体は、細胞の表面へ移動し、そ
こでＴｃＲと相互作用できるようになる。
【００８９】
　ＭＨＣのペプチド結合溝へのペプチドの結合により、ＴｃＲによって認識されるＭＨＣ
および／またはペプチドのアミノ酸残基の空間的配置が制御可能となる。そのような空間
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的制御は、一部にはペプチドとＭＨＣタンパク質との間で形成された水素結合による。好
ましくは、Ｔ細胞エピトープの長さは約５～約４０アミノ酸残基、より好ましくは約６～
約３０アミノ酸残基、さらにより好ましくは約８～約２０アミノ酸残基、およびさらによ
り好ましくは約９～１１アミノ酸残基であり、長さ５～４０アミノ酸の全ての整数変動値
（すなわち５、６、７、８、９．．．４０）を含む任意の大きさのペプチドが含まれる。
自然状態でＭＨＣクラスＩＩに結合するペプチドは約９アミノ酸から４０アミノ酸まで様
々であるが、ほとんどすべての場合において該ペプチドはＭＨＣ結合活性やＴ細胞認識を
失うことなく約９～１１アミノ酸コアに短縮することが可能である。
【００９０】
　ポリヌクレオチド、タンパク質またはペプチドに関する一般的な定義および実施形態
　本発明の実施には、別途記載のないかぎり、当業者に良く知られた従来の分子生物学（
組換え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学、核酸化学および免疫学の技術を使
用する。そのような技術は文献に十分に説明されており、該文献は例えば、ガスリー（Gu
thrie）ら編「Methods of Enzymology」、第１９４巻、コールドスプリングハーバー研究
所出版（Cold Spring Harbor Laboratory Press）（１９９０）；「Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual」第二版、（サムブルック（Sambrook）ら、１９８９年）および「M
olecular Cloning: A Laboratory Manual」第三版、（サムブルック（Sambrook）および
ラッセル（Russel）、２００１年））（本明細書中では合わせて「サムブルック」と呼ぶ
）；「Current Protocols in Molecular Biology」（Ｆ．Ｍ．オースベル（F. M. Ausube
l）ら編、１９８７年、２００１年までの補遺を含む）；「PCR: The Polymerase Chain R
eaction」（マリス（Mullis）ら編、１９９４年）；ハーロー（Harlow）およびレーン（L
ane）、１９８８年、「Antibodies, A Laboratory Manual」、ニューヨーク所在のコール
ドスプリングハーバー出版（Cold placePlaceTypeSpring PlaceTypeHarbor Publications
）；ハーロー（Harlow）およびレーン（Lane）「Using Antibodies: A Laboratory Manua
l」、ニューヨークコールドスプリングハーバー所在のコールドスプリングハーバー研究
所出版（本明細書中では合わせて「ハーローおよびレーン」と呼ぶ）、ビューケージ（Be
aucage）ら編、「Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry」ニューヨーク所在の
ジョン・ワイリー・アンド・サンズ（John Wiley and Sons, Inc.）、２０００年である
。
【００９１】
　本発明によれば、単離ポリヌクレオチド（単離核酸分子とも呼ぶ）とは、その天然の環
境から取り出された（例えば、ヒトに操作された）核酸分子であり、その天然の環境とは
自然界において核酸分子が見出されるゲノムまたは染色体である。そういうものとして、
「単離（された）」とは、必ずしも核酸分子が精製されている程度を反映するものではな
く、該分子が、自然界において核酸分子が見出されるゲノム全体または染色体全体は含ん
でいないことを示す。本発明において有用なポリヌクレオチドは、典型的には、所与の試
料中の完全長の遺伝子（またはその一部）を同定するためのハイブリダイゼーションプロ
ーブもしくはＰＣＲプライマーとしての使用に適しているか、またはＺｎＴ８タンパク質
もしくはそのフラグメントをコードするのに適しているか、または治療薬（例えば、アン
チセンスまたはアプタマー）として適切な、本発明の遺伝子の一部（センス鎖または非セ
ンス鎖）である。単離核酸分子は、例えばリポーター構築物または組換えタンパク質を生
産するための、遺伝子または遺伝子の一部（例えば制御領域またはプロモーター）を含む
ことができる。遺伝子を含む単離核酸分子は、その遺伝子を含む染色体のフラグメントで
はなく、該遺伝子に関するコード領域と制御領域とを含むが、天然では同じ染色体上に見
られる別の遺伝子は含まない。単離核酸分子は、ある特定の核酸配列であって自然界では
通常はその特定の核酸配列に隣接していない追加の核酸（すなわち異種の配列）が隣接し
ている（すなわち配列の５’末端および／または３’末端にある）核酸配列を含むことも
できる。単離核酸分子は、ＤＮＡ、ＲＮＡ（例えばｍＲＮＡ）、またはＤＮＡもしくはＲ
ＮＡのいずれかの誘導体（例えばｃＤＮＡ）を含むことができる。「核酸分子」という語
句は主として物理的な核酸分子を指し、「核酸配列」という語句は主として核酸分子上の
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ヌクレオチドの配列を指すが、２つの語句は、特にタンパク質をコードする能力を有する
核酸分子、または核酸配列に関しては、互換的に使用することが可能である。好ましくは
、本発明の単離核酸分子は、組換えＤＮＡ技術（例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
増幅、クローニング）または化学合成を使用して生産される。
【００９２】
　本発明の核酸分子またはポリヌクレオチドの最小の大きさは、所望の生物学的活性を有
するタンパク質をコードするのに十分であるか、天然のタンパク質をコードする核酸分子
の相補配列と安定なハイブリッドを（例えば中程度、高度もしくは極めて高度にストリン
ジェントな条件下で）形成することができるプローブもしくはプライマーオリゴヌクレオ
チドを形成するのに十分であるか、または他の場合には本明細書中で議論されるアッセイ
もしくは任意の治療方法において標的もしくは作用物質として使用される大きさである。
ポリヌクレオチドがオリゴヌクレオチドのプローブまたはプライマーである場合、ポリヌ
クレオチドの大きさは、核酸の組成および該核酸分子と相補配列との間の相同性または同
一性（％）ならびにハイブリダイゼーション条件そのもの（例えば温度、塩濃度およびホ
ルムアミド濃度）に応じて決めることができる。オリゴヌクレオチドのプローブまたはプ
ライマーとして使用されるポリヌクレオチドの最小の大きさは、少なくとも約５ヌクレオ
チドの長さ、好ましくは約５～約５０または約５００ヌクレオチド以上（１０００、２０
００など）に及び、間の整数値全部（すなわち５、６、７、８、９、１０、．．．３３、
３４、．．．２５６、２５７、．．．５００．．．１０００．．．）の任意の長さを含み
、より好ましくは約１０～約４０ヌクレオチド、最も好ましくは約１５～約４０ヌクレオ
チドの長さである。１つの態様では、核酸分子のＧＣ含量が高い場合はオリゴヌクレオチ
ドのプライマーまたはプローブは典型的には少なくとも約１２～約１５ヌクレオチドの長
さであり、核酸分子のＡＴ含量が高い場合は少なくとも約１５～約１８塩基の長さである
。本発明の核酸分子は、タンパク質をコードする配列すなわち完全長タンパク質をコード
する核酸配列の一部を含むことができるという点で、本発明の核酸分子の最大の大きさに
は実用上の制限以外に制限はない。
【００９３】
　本発明によれば、オリゴヌクレオチドプローブ（または単にプローブ）は、最も典型的
には長さ約８ヌクレオチド～数百ヌクレオチドの大きさの核酸分子である。そのような分
子は一般に、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で標的核酸配列にハイブ
リダイズすることにより、試料中のそのような標的核酸配列を同定するために使用される
。本明細書で使用されるように、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件とは、
類似の核酸分子を識別するために核酸分子を使用する標準的ハイブリダイゼーション条件
を指す。そのような標準的条件は、例えばサムブルック（Sambrook）らの「Molecular Cl
oning: A Laboratory Manual」、コールドスプリングハーバー研究所出版（Cold Spring 
Harbor Labs Press）、１９８９年に開示されている。サムブルックら（既述）はその全
体が参照により本願に組込まれる（特に第９．３１－９．６２ページを参照）。さらに、
様々な程度のヌクレオチドのミスマッチが可能なハイブリダイゼーションを行うのに適し
たハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を計算する式は、例えばマインコス（Meinko
th）ら、１９８４年、Anal. Biochem. 138, 267-284に記載されており；マインコスら（
既述）はその全体が参照により本願に組込まれる。
【００９４】
　より具体的には、中程度にストリンジェントなハイブリダイゼーションおよび洗浄の条
件とは、本明細書で述べるように、そのハイブリダイゼーション反応で調べるために使用
される核酸分子と少なくとも約７０％の核酸配列同一性を有する核酸分子の単離を可能に
する条件（すなわち約３０％未満のヌクレオチドのミスマッチを許容する条件）を指す。
高度にストリンジェントなハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件とは、本明細書で述
べるように、そのハイブリダイゼーション反応で調べるために使用される核酸分子と少な
くとも約８０％の核酸配列同一性を有する核酸分子の単離を可能にする条件（すなわち約
２０％未満のヌクレオチドのミスマッチを許容する条件）を指す。極めて高度にストリン
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ジェントなハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件とは、本明細書で述べるように、そ
のハイブリダイゼーション反応で調べるために使用される核酸分子と少なくとも約９０％
の核酸配列同一性を有する核酸分子の単離を可能にする条件（すなわち約１０％未満のヌ
クレオチドのミスマッチを許容する条件）を指す。上記に議論されるように、当業者はマ
インコスら（既述）の式を使用して、これら特定のレベルのヌクレオチド・ミスマッチを
実現するための適切なハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を計算することができる
。そのような条件は、ＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッドが形成されるか、またはＤＮＡ：ＤＮ
Ａハイブリッドが形成されるかによって変わることになる。ＤＮＡ：ＤＮＡハイブリッド
について計算される融解温度はＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッドよりも１０℃低い。特定の実
施形態では、ＤＮＡ：ＤＮＡハイブリッドのためのストリンジェントなハイブリダイゼー
ション条件は、６×ＳＳＣ（０．９Ｍ　Ｎａ＋）のイオン強度で、温度が約２０℃～約３
５℃（低ストリンジェント）、より好ましくは約２８℃～約４０℃（よりストリンジェン
ト）、さらにより好ましくは約３５℃～約４５℃（さらによりストリンジェント）で、適
切な洗浄条件を備えたハイブリダイゼーションを含む。特定の実施形態では、ＤＮＡ：Ｒ
ＮＡハイブリッドのためのストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、６×ＳＳ
Ｃ（０．９Ｍ　Ｎａ＋）のイオン強度で、温度が約３０℃～約４５℃、より好ましくは、
約３８℃～約５０℃、さらにより好ましくは約４５℃～約５５℃で、同様にストリンジェ
ントな洗浄条件を備えたハイブリダイゼーションを含む。これらの値は、約１００ヌクレ
オチドより大きく、０％のホルムアミドで約４０％のＧ＋Ｃ含量の分子に関する融解温度
の計算に基づいている。別例として、サムブルックら（上述）の第９．３１～９．６２ペ
ージに述べられているようにして実験的にＴｍを計算することもできる。一般に、洗浄条
件は可能な限りストリンジェントであるべきであり、選ばれたハイブリダイゼーション条
件に対して適切でなければならない。例えば、ハイブリダイゼーション条件は、特定のハ
イブリッドのＴｍ計算値よりもおよそ２０～２５℃低い温度および塩の条件の組み合わせ
を含むことが可能であり、洗浄条件は一般に、特定のハイブリッドのＴｍ計算値よりおよ
そ１２～２０℃低い温度および塩の条件の組み合わせを含む。ＤＮＡ：ＤＮＡハイブリッ
ドとともに使用するのに適したハイブリダイゼーション条件の一例は、６×ＳＳＣ（５０
％ホルムアミド）中にて約４２℃で２～２４時間のハイブリダイゼーション、続いて、約
２×ＳＳＣ中にて室温で１回以上の洗浄とその後のさらに高温かつ低イオン強度の追加洗
浄（例えば、約０．１×～０．５×ＳＳＣ中にて３７℃で少なくとも１回の洗浄とその後
の約０．１×～０．５×ＳＳＣ中にて約６８℃で少なくとも１回の洗浄）を含む洗浄ステ
ップを含む。
【００９５】
　ＰＣＲプライマーも核酸配列であるが、ＰＣＲプライマーは典型的にはポリメラーゼ連
鎖反応において使用されるかなり短い長さのオリゴヌクレオチドである。ＰＣＲプライマ
ーおよびハイブリダイゼーションプローブは、標的配列からの配列情報を使用して、当業
者が容易に開発および生産することができる。（例えば、サムブルックら（上述）、また
はグリック（Glick）およびパステルナーク（Pasternak）、「Molecular Biotechnology
」第二版、ワシントンＤ．Ｃ．所在のＡＳＭプレス、１９９８年、ｐｐ．５５５－５９０
を参照）。
【００９６】
　本発明の特定の核酸分子の核酸配列を知ることにより、当業者は、例えば（ａ）それら
の核酸分子のコピーの作製および／または（ｂ）そのような核酸分子（例えば完全長の遺
伝子、完全長のコード領域、調節管理配列、短縮されたコード領域を含む核酸分子）の少
なくとも一部を含む核酸分子の取得が可能となる。そのような核酸分子は、適切なライブ
ラリもしくはＤＮＡをスクリーニングするためのオリゴヌクレオチドプローブを使用する
従来のクローニング技法、またはオリゴヌクレオチドプライマーを使用する適切なライブ
ラリもしくはＤＮＡのＰＣＲ増幅を含む、様々な方法で得ることができる。スクリーニン
グまたは核酸分子増幅のための好ましいライブラリには、哺乳類のゲノムＤＮＡライブラ
リが挙げられる。遺伝子をクローニングおよび増幅する技術は、例えばサムブルックら（
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既述）に開示されている。
【００９７】
　本明細書で使用されるように、アンチセンス核酸分子とは、高度にストリンジェントな
条件下でタンパク質をコードする遺伝子にハイブリダイズすることにより、該タンパク質
の発現を低減する単離核酸分子として定義される。そのような核酸分子は、該タンパク質
をコードする遺伝子に十分に類似しているので、高度にストリンジェントな条件下で天然
タンパク質をコードする遺伝子またはＲＮＡのコーディング鎖または相補鎖にハイブリダ
イズすることが可能である。
【００９８】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）とは、相補的な遺伝子の発現を阻害すなわちサイレンシングす
るために、二本鎖ＲＮＡ（哺乳類の系では短い干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ））が使用される
プロセスである。標的細胞内において、ｓｉＲＮＡはほどけてＲＮＡ誘導型サイレンシン
グ複合体（ＲＩＳＣ）と会合し、次いでＲＩＳＣがｓｉＲＮＡに相補的なｍＲＮＡ配列へ
導かれることによって、ＲＩＳＣが該ｍＲＮＡを切断する。
【００９９】
　リボザイムは、標的ＲＮＡ成分に結合することにより機能するＲＮＡセグメントであり
、特定の切断部位でリン酸ジエステルバックボーンを切断することにより標的ＲＮＡ成分
を不活性化する。リボザイムは核酸分子用の標的指向性送達手段として機能することが可
能であり、または別例として、リボザイムはバイオマーカーをコードするＲＮＡを標的と
して該ＲＮＡに結合することにより、例えば該バイオマーカーの翻訳を有効に抑制するこ
とができる。
【０１００】
　アプタマーは、高い親和性および特異性で所定の特定の標的分子に結合する能力により
、ランダムなコンビナトリアル核酸ライブラリから選択された、短鎖合成核酸（通常はＲ
ＮＡであるがＤＮＡの場合もある）である。アプタマーは明確な三次元構造をとり、非常
に小さな構造上の違いを有する化合物を区別することができる。
【０１０１】
　組換え核酸分子とは、ＺｎＴ８タンパク質または本明細書に記載されたその他のタンパ
ク質をコードする任意の核酸配列のうち少なくとも１つを含むことができる分子である。
一実施形態では、組換え核酸分子は、宿主細胞での核酸分子の発現を有効に制御すること
ができる少なくとも１つの発現調節配列に作動可能なように連結される。組換え核酸分子
は組換えＤＮＡ技術（例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅、クローニング）を使
用して生産されることが好ましい。組換え核酸分子は組換えベクターを含み、該組換えベ
クターは任意の核酸配列、典型的には異種配列であって、タンパク質（例えばＺｎＴ８）
をコードする単離核酸分子に作動可能なように連結され、該タンパク質の組換え生産を実
現することができるか、または本発明に従ってｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ、もし
くはｉｎ　ｖｉｖｏで宿主細胞に該核酸分子を送達することができる。そのようなベクタ
ーは、該ベクターに挿入される単離核酸分子に自然界では隣接していない核酸配列を含む
ことができる。ベクターはＲＮＡまたはＤＮＡのいずれでもよく、原核生物または真核生
物のいずれのものでもよく、本発明においてはウイルスまたはプラスミドであることが好
ましい。組換えベクターは、クローニング、配列決定、および／またはその他の核酸分子
の操作において使用することができる。組換えベクターは、核酸分子の発現において使用
されることが好ましく、発現ベクターと呼ぶこともできる。好ましい組換えベクターは、
トランスフェクションされた宿主細胞内で、特に、トランスフェクションされた哺乳類の
宿主細胞においてｉｎ　ｖｉｖｏで、発現可能である。
【０１０２】
　本発明の組換え分子においては、核酸分子は、転写調節配列、翻訳調節配列、複製開始
点、および宿主細胞に適合しかつ本発明の核酸分子の発現を制御するその他の調節配列の
ような調節配列を含む発現ベクターに作動可能なように連結される。「作動可能なように
連結」という語句は、核酸分子が宿主細胞にトランスフェクション（すなわち形質転換、
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形質導入、またはトランスフェクション）されたときに発現するようなかたちで該核酸分
子を発現調節配列に連結することを指す。
【０１０３】
　転写調節配列は、転写の開始、伸長および停止を制御する配列である。特に重要な転写
調節配列は、プロモーター、エンハンサー、オペレーターおよびリプレッサー配列のよう
な転写開始を制御するものである。適切な転写調節配列には、本発明に従って宿主細胞内
で機能することができる任意の転写調節配列が含まれる。様々な適切な転写調節配列が当
業者に知られている。特に好ましい転写調節配列には、誘導型プロモーター、細胞特異的
プロモーター、組織特異的プロモーター（例えばインスリンプロモーター）およびエンハ
ンサーが挙げられる。本発明の転写調節配列は、単離される前の、発現させようとするタ
ンパク質に自然界で関係している天然に存在する転写調節配列を含むこともできる。一実
施形態では、転写調節配列は誘導型プロモーターを含む。
【０１０４】
　本発明の組換え核酸分子に有用な組換えベクターの１つのタイプは、組換えウイルスベ
クターである。そのようなベクターは、動物体内で、または投与後にｅｘ　ｖｉｖｏで宿
主細胞内にて発現可能なウイルス外被にパッケージされる本発明のＺｎＴ８タンパク質を
コードする組換え核酸配列を含んでいる。いくつかの組換えのウイルスベクター、例えば
、限定するものではないが、アルファウイルス、ポックスウイルス、アデノウイルス、ヘ
ルペスウイルス、レンチウイルス、アデノ随伴ウイルスおよびレトロウイルスに基づいた
ウイルスベクターを使用することができる。特に好ましいウイルスベクターはアデノウイ
ルスおよびアデノ随伴ウイルスに基づいたものである。遺伝子送達に適したウイルスベク
ターは当分野において良く知られており、本発明で使用するために当業者が選択すること
ができる。現行のウイルスベクターについての詳細な議論は、グリック（Glick）および
パステルナーク（Pasternak）、「Molecular Biotechnology」第二版、ワシントンＤ．Ｃ
．所在のＡＳＭプレス、１９９８年、ｐｐ．５５５－５９０（全体が参照により本願に組
込まれる）に提供されている。
【０１０５】
　本発明による組換え核酸分子を用いてトランスフェクションするのに適した宿主細胞に
は、トランスフェクション可能な任意の微生物、昆虫、または動物細胞が挙げられる。宿
主細胞は、トランスフェクションされていない細胞、または少なくとも１つの核酸分子で
既にトランスフェクションされている細胞のいずれでもよい。
【０１０６】
　本発明によれば、用語「トランスフェクション」は、外来の核酸分子（すなわち組換え
核酸分子）を細胞内に挿入することができる任意の方法を指すために使用される。用語「
形質転換」は、その用語が細菌および酵母のような微生物細胞内に核酸分子を導入するこ
とを指すために使用される場合には、用語「トランスフェクション」と互換的に使用する
ことができる。微生物の系においては、用語「形質転換」は、微生物が外来の核酸を獲得
することによる遺伝性の変化について述べるために使用され、用語「トランスフェクショ
ン」と本質的に同義である。しかしながら、動物細胞では、形質転換には、例えば細胞が
がんになった後の培養物中の細胞の増殖特性の変化を指すことができる別の意味が獲得さ
れている。したがって、混乱を回避するために、用語「トランスフェクション」を動物細
胞内への外来の核酸の導入に関して使用することが好ましく、また用語「トランスフェク
ション」は本明細書において、一般に動物細胞のトランスフェクションおよび微生物細胞
の形質転換の両方を包含するように、該用語が細胞内への外来の核酸の導入に関係すると
いう程度で使用されることになる。したがって、トランスフェクション技術には、限定す
るものではないが、形質転換、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、リ
ポフェクション、吸着、感染およびプロトプラスト融合が含まれる。
【０１０７】
　本明細書で使用されるように、ＺｎＴ８タンパク質などの本発明における単離タンパク
質またはポリペプチドを言う場合は、その自然界における環境から取り出されている（す
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なわち人為操作を受けている）タンパク質であり、完全長のタンパク質、融合タンパク質
もしくはキメラタンパク質、またはそのようなタンパク質の任意のフラグメントもしくは
相同体が含まれる。そのようなタンパク質には、限定するものではないが、精製タンパク
質、部分精製タンパク質、組換え生産されたタンパク質、合成的に生産されたタンパク質
、膜に結合したタンパク質、脂質と複合体化したタンパク質、可溶性タンパク質、および
他のタンパク質と会合した単離タンパク質が挙げられる。そのため、「単離（された）」
とは、タンパク質が精製済みであるという程度を反映するものではない。本発明の単離タ
ンパク質は組換え生産されることが好ましい。さらに、ここでも例として、「ヒトＺｎＴ
８タンパク質」またはヒトＺｎＴ８タンパク質に「由来する」タンパク質とは、ヒト（ホ
モ・サピエンス）から得たＺｎＴ８タンパク質（天然に存在するＺｎＴ８タンパク質の相
同体を一般に含む）、またはホモ・サピエンスから得られる天然に存在するＺｎＴ８タン
パク質の構造（例えば配列）および恐らくは機能についての知識から別の方法で生産され
たＺｎＴ８タンパク質を指す。言いかえれば、ヒトＺｎＴ８タンパク質には、ホモ・サピ
エンスから得られる天然に存在するＺｎＴ８タンパク質と本質的に同様の構造および機能
を有するか、または本明細書中で詳細に述べるようなホモ・サピエンスから得られる天然
に存在するＺｎＴ８タンパク質の生物学的に活性な（すなわち生物学的活性を有する）相
同体である、任意のＺｎＴ８タンパク質が含まれる。そのため、ヒトＺｎＴ８タンパク質
は、精製タンパク質、部分精製タンパク質、組換えタンパク質、突然変異／修飾タンパク
質、および合成タンパク質を含むことができる。本発明によれば、用語「修飾」および「
突然変異」は、特に本明細書に記述されたタンパク質のアミノ酸配列（または核酸配列）
に対する修飾／突然変異に関しては、互換的に使用することができる。本発明によるアン
タゴニストまたはアゴニストとして有用な単離タンパク質は、その天然供給源から単離さ
れてもよいし、組換え生産または合成的に生産されてもよい。
【０１０８】
　融合タンパク質およびキメラタンパク質も本発明に包含される。融合タンパク質は本発
明のタンパク質またはペプチド（例えば、ＺｎＴ８またはそのバリアントもしくはフラグ
メント）を、融合パートナー（融合セグメント）に連結する（典型的には組換えによるが
、化学的連結またはその他の種類の連結も本発明に包含される）ことにより生産されたタ
ンパク質である。本発明とともに使用するのに適した融合パートナーには、限定するもの
ではないが、タンパク質の安定性を増強すること；宿主細胞からのタンパク質の分泌を増
強もしくは可能にすること；他の生物学的活性を提供すること；または宿主細胞からのタ
ンパク質の精製（例えば親和性クロマトグラフィによる精製）を支援すること、のうち少
なくともいずれか１つが可能である融合パートナーが挙げられる。適切な融合パートナー
は、所望の機能を有する（例えば、安定性、溶解度、作用もしくは活性を増大させる；他
の活性を提供する；かつ／またはタンパク質の精製を簡易化する）タンパク質またはその
ドメインもしくは任意の大きさのフラグメントであってよい。融合パートナーは、対象と
するタンパク質（例えばＺｎＴ８）のアミノ末端またはカルボキシル末端のうち少なくと
もいずれか一方に連結させることが可能であり、発現された外来タンパク質の簡単な回収
を可能にするために切断を受けやすくてもよい。キメラタンパク質は融合タンパク質に似
ており、これら用語は互換的に使用可能であるが、ただしキメラタンパク質の場合、融合
パートナーは最も典型的には所望の生物学的活性を備えた第２のタンパク質のような、第
２の対象タンパク質（またはそのフラグメント）である。従って、キメラタンパク質はタ
ンパク質／ペプチド構成成分の各々の／両方の活性を有することもできるし、タンパク質
ドメインの組み合わせに起因する新たな活性を有することもできる。
【０１０９】
　１つの好ましい実施形態では、タンパク質（ペプチドおよび相同体を含む）は、網状赤
血球溶解液、コムギ麦芽、酵母および細菌を用いる系のようなｉｎ　ｖｉｔｒｏの翻訳系
を使用して生産される。該翻訳系は、タンパク質を例えばタンパク質分解および／または
グリコシル化によって正確に翻訳後修飾することが好ましい。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の
産物は本発明の方法において最も典型的に使用されるが、本発明はそのような産物に限定
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されない。
【０１１０】
　本明細書で使用されるように、用語「相同体」または「バリアント」は、天然に存在す
るタンパク質またはペプチド（すなわち「原型」または「野生型」タンパク質）に対する
軽微な修飾により、天然に存在するタンパク質またはペプチドとは異なっているが、天然
に存在する形態の基本的なタンパク質および側鎖の構造を維持しているタンパク質または
ペプチドを指すために使用される。そのような変化には、限定するものではないが、１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０もしくはさらに若干のアミノ酸側鎖の変化；１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０もしくはさらに若干のアミノ酸の、欠失（例えば
該タンパク質もしくはペプチドの短縮型）、挿入もしくは置換のうち少なくともいずれか
の変化；１個もしくは数個の原子の立体化学的変化；かつ／または軽微な誘導体化、例え
ば、限定するものではないが：メチル化、グリコシル化、リン酸化、アセチル化、ミリス
トイル化、プレニル化、パルミチン酸化（palmitation）、アミド化および／もしくはグ
リコシルホスファチジルイノシトールの付加、が挙げられる。相同体は、天然に存在する
タンパク質またはペプチドと比較して増強された、低下した、またはほぼ同様の特性を有
することができる。相同体は、タンパク質のアゴニストまたはタンパク質のアンタゴニス
トを含むこともできる。
【０１１１】
　相同体は、天然の対立遺伝子性の変異または遺伝的多型の結果であってもよいし、何ら
かの自然突然変異であってもよい。タンパク質をコードする核酸の、天然に存在する対立
遺伝子性のバリアントまたは遺伝的多型とは、そのタンパク質をコードしている遺伝子と
本質的にゲノム中の同じ遺伝子座（または複数の遺伝子座）に生じるが、天然の変異が原
因で、類似しているが同一ではない配列を有する遺伝子である。対立遺伝子性のバリアン
トは、典型的には、該バリアントと比較されている遺伝子によってコードされるタンパク
質の活性と同様の活性を有するタンパク質をコードする。一塩基多型（ＳＮＰ）は、ゲノ
ム中の単一ヌクレオチドがある生物種のメンバーの間で、または個体内で対をなした染色
体の間で異なっている場合に生じるＤＮＡ塩基配列変異である。ヒト集団の間の変動によ
り、１つの地理的グループまたは人種グループにおいて一般的なＳＮＰ対立遺伝子が、別
のグループにおいては極めて珍しいこともある。さらに、ヒトのＤＮＡ塩基配列における
変動は、ヒトがどのように疾患を発症し、病原体、化学物質、薬物、ワクチンおよびその
他の作用物質にどのように応答するかに影響する場合があり、このことはＺｎＴ８遺伝子
に生じる多型性に対する自己抗体反応によって本明細書で例証されている。
【０１１２】
　１つの種類の対立遺伝子性バリアントは、同じタンパク質をコードするが遺伝子コード
の縮重により異なる核酸配列を有することができる。対立遺伝子性バリアントは、遺伝子
の５’または３’非翻訳領域における（例えば調節管理領域における）変化を含むことも
できる。対立遺伝子性のバリアントは当業者によく知られている。
【０１１３】
　相同体は、タンパク質を生産するための当分野で既知の技術、例えば、限定するもので
はないが、単離された天然に存在するタンパク質の直接的修飾、直接的タンパク質合成、
またはタンパク質をコードする核酸配列の、例えばランダム突然変異誘発もしくは標的遺
伝子突然変異誘発を行うための古典的技術もしくは組換ＤＮＡ技術を使用する修飾を用い
て、生産することができる。
【０１１４】
　本発明によれば、単離タンパク質（その生物学的に活性な相同体またはフラグメントを
含む）は、野生型すなわち天然に存在する基準のタンパク質の生物学的活性の少なくとも
１つの特徴（相同体もしくはフラグメントが該タンパク質のアゴニストであるかアンタゴ
ニストであるか、または該タンパク質のアゴニストミメティックについて述べているかア
ンタゴニストミメティックについて述べているかに依存して変わりうる）を有する。概し
て、タンパク質の生物学的活性または生物作用とは、ｉｎ　ｖｉｖｏ（すなわち該タンパ
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ク質の天然の生理的環境下）またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ（すなわち実験室条件下）で計測ま
たは観察されるような、該タンパク質の天然に存在する形態に起因する、該タンパク質が
発揮もしくは遂行する任意の機能を指す。
【０１１５】
　本発明のＺｎＴ８タンパク質の生物学的活性は、細胞から亜鉛を運び出すこと、または
細胞内コンパートメント内へ亜鉛を輸送することを含む。より具体的には、本発明による
ＺｎＴ８の生物学的活性は、膵島β細胞の細胞内小胞の中へ細胞質の亜鉛を移動させるこ
とを含む。本発明において有用なＺｎＴ８の他の生物活性には、ＺｎＴ８に対する、細胞
性および体液性の両方の免疫応答を含む免疫応答の誘導、ならびにアッセイにおいて結合
作用物質により認識される（例えば、ＺｎＴ８特異的な結合作用物質によって認識可能な
一次構造もしくは三次構造または立体構造エピトープを形成する）能力が挙げられる。
【０１１６】
　タンパク質発現の低下またはタンパク質の活性低下をもたらす修飾、活性または相互作
用は、タンパク質の不活性化（全面的または部分的）、ダウンレギュレーション、作用低
下、または作用もしくは活性の減少と称することができる。同様に、タンパク質発現の増
大またはタンパク質の活性上昇をもたらす修飾、活性または相互作用は、タンパク質の増
幅、過剰生産、活性化、増強、アップレギュレーションまたは作用増大と称することがで
きる。本発明によるタンパク質、特にＺｎＴ８タンパク質の生物学的活性は、当分野で知
られているようなタンパク質の生物活性のための任意のアッセイを使用して測定または評
価することができる。そのようなアッセイとしては、限定するものではないが、結合アッ
セイ（様々な免疫学的アッセイを含む）、タンパク質および／もしくは関連タンパク質の
内在化もしくは局在化を測定するためのアッセイ、亜鉛輸送アッセイ（例えば、キミエン
ティら、2004, Diabetes（上述）に記載されているジンクイン（zinquin）アッセイを参
照）、またはタンパク質の活性に起因する下流の細胞内事象を測定するためのアッセイを
挙げることができる。
【０１１７】
　本明細書で使用されるように、別段の定めがない限り、同一性（％）について述べる場
合は、（１）標準初期設定パラメータを用いた、アミノ酸検索にはｂｌａｓｔｐ、核酸の
検索にはｂｌａｓｔｎを使用するＢＬＡＳＴ２．０　Ｂａｓｉｃ　ＢＬＡＳＴホモロジー
検索であって、検索配列には初期設定により低複雑領域のフィルタリングを行うもの（参
照により全体が本願に組み込まれるアルトシュル、Ｓ．Ｆ．（Altschul, S.F.）、マッデ
ン、Ｔ．Ｌ．（Madden, T.L.）、シェーファー、Ａ．Ａ．（Schaeaeffer, A.A.）、チャ
ン、Ｊ．（Zhang, J.）、チャン、Ｚ．（Zhang, Z.）、ミラー、Ｗ．（Miller, W.）およ
びリプマン、Ｄ．Ｊ．（Lipman, D.J.）、（１９９７）「Gapped BLAST and PSI-BLAST: 
a new generation of protein database search programs.」、Nucleic Acids Res. 25:3
389-3402に記載されている）；（２）ＢＬＡＳＴ　２アラインメント（後述のパラメータ
を使用）；（３）および／または標準初期設定パラメータを用いたＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ（
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｉｔｅｒａｔｅｄ　ＢＬＡＳＴ）、を使用して行
なわれる相同性の評価を指す。注意すべきことは、ＢＬＡＳＴ　２．０　Ｂａｓｉｃ　Ｂ
ＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ　２の間で標準パラメータの若干の差があることから、ＢＬＡ
ＳＴ　２プログラムを使用すると２つの特定の配列が顕著な相同性を有するものと認識さ
れる一方で、検索配列として該配列のうちの１つを使用してＢＬＡＳＴ　２．０　Ｂａｓ
ｉｃ　ＢＬＡＳＴで実施された検索ではもう１つの配列が上位ヒットにならないこともあ
りうることである。さらに、ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴは、配列相同体を見つけるための高感度
な方法である、自動で使いやすい形式の「プロファイル」検索を提供している。該プログ
ラムは最初にギャップを考慮したＢＬＡＳＴデータベース検索を行なう。ＰＳＩ－ＢＬＡ
ＳＴプログラムは、得られたあらゆる有意なアラインメントからの情報を使用して位置特
異的スコア行列を構築し、これを次に行うデータベース探索のための検索配列とする。し
たがって、当然ながらこれらのプログラムのうちいずれかを使用して同一性（％）を決定
することができる。
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【０１１８】
　２つの特定の配列を、タツソバ（Tatusova）およびマッデン（Madden）、（１９９９）
、「Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequence
s」、FEMS Microbiol Lett. 174:247-250（全体が参照により本願に組み込まれる）に記
載されているように、ＢＬＡＳＴ　２　ｓｅｑｕｅｎｃｅを使用して互いにアラインメン
トすることができる。ＢＬＡＳＴ　２の配列アラインメントは、アラインメント結果にギ
ャップ（欠失および挿入）が入ることを可能にする２配列間のＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ
検索（ＢＬＡＳＴ　２．０）を行なうために、ＢＬＡＳＴ　２．０アルゴリズムを使用し
てｂｌａｓｔｐまたはｂｌａｓｔｎで実施する。本明細書において明確にするために、Ｂ
ＬＡＳＴ　２配列アラインメントは以下のような標準初期設定パラメータ、すなわち：
　ｂｌａｓｔｎについては、０　ＢＬＯＳＵＭ６２行列を使用：
　　Reward for match = 1
　　Penalty for mismatch = -2
　　Open gap (5) and extension gap (2) penalties
　　gap x dropoff (50) expect (10) word size (11) filter (on)
　ｂｌａｓｔｐについては、０　ＢＬＯＳＵＭ６２行列を使用：
　　Open gap (11) and extension gap (1) penalties
　　gap x dropoff (50) expect (10) word size (3) filter (on)
を使用して実施する。
【０１１９】
　本明細書で使用されるように、所与のタンパク質の「アゴニスト」について述べる場合
は、天然に存在するタンパク質の生物学的活性をアゴナイズする（例えば、刺激する、誘
導する、増大させる、増強する、もしくは模倣する）能力を特徴とする任意の化合物を指
し、任意の相同体、結合タンパク質（例えば抗体）、タンパク質もしくはタンパク質が結
合した受容体と相互作用する作用物質、または天然に存在するタンパク質の生物学的活性
を、基準タンパク質である天然のアゴニストと同様の方法でアゴナイズする（例えば、刺
激する、誘導する、増大させる、増強する）能力を特徴とする薬物／化合物／ペプチドを
設計もしくは選択した結果得られる任意の適切な産物を挙げることができる。
【０１２０】
　同様に、「アンタゴニスト」について述べる場合は、上述のような所与のタンパク質の
アゴニスト（該タンパク質自体を含む）の作用を阻害する（例えば、拮抗する、低下させ
る、低減する、遮断する、逆行させる、変更する）任意の化合物を指す。より具体的には
、アンタゴニストは、タンパク質の活性に関して、天然のアゴニストまたは基準のタンパ
ク質の生物学的活性が、該タンパク質の天然の作用に対して拮抗的である（例えば、対立
する、逆作用である、反対である）ようなかたちで低減されるように作用することができ
る。そのようなアンタゴニストには、限定するものではないが、タンパク質、ペプチド、
もしくは核酸（リボザイム、ＲＮＡｉ、アプタマーおよびアンチセンスを含む）、抗体お
よび抗体の抗原結合フラグメント、または拮抗的な作用をもたらす薬物／化合物／ペプチ
ドを設計もしくは選択した結果得られる産物が挙げられる。
【０１２１】
　ペプチドおよび非ペプチドのアゴニストおよびアンタゴニスト（アナログ）を含む、Ｚ
ｎＴ８のような所与のタンパク質の相同体は、薬物の設計または選択の結果得られる産物
であってもよく、当分野で既知の様々な方法を使用して生産することができる。そのよう
な相同体をミメティックと呼ぶことができる。本発明においてミメティックまたはその他
の治療用化合物を設計または選択するために有用な、様々な薬物設計の方法は、モーリク
（Maulik）ら、１９９７年、「Molecular Biotechnology: Therapeutic Applications an
d Strategies」、ワイリーリス・インコーポレイテッド（Wiley-Liss, Inc.）に開示され
ており、同文献の全容は参照により本願に組み込まれる。
【０１２２】
　本明細書で使用されるように、ミメティックとは、天然に存在するペプチドの生物学的
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作用を模倣することができる任意のペプチドまたは非ペプチド化合物を指し、模倣できる
理由は多くの場合、ミメティックが天然に存在するペプチドの基本構造を模倣している基
本構造を有するか、または天然に存在するペプチドの顕著な生物学的特性を有するかのう
ち少なくともいずれかであることである。ミメティックとしては、限定するものではない
が、天然に存在するペプチドとの側鎖の類似点がないような、原型に対して多大な修飾（
そのような修飾は、例えば、天然に存在するペプチドの分解感受性を低減することができ
る）を有するペプチド；抗イディオタイプ抗体もしくは触媒抗体のうち少なくともいずれ
か一方、もしくはこれらのフラグメント；単離タンパク質の非タンパク質部分（例えば炭
水化物構造）；または、合成もしくは天然の有機分子、例えば核酸およびコンビナトリア
ル・ケミストリーによって同定された薬物など、が挙げられる。そのようなミメティック
は、当分野で既知の様々な方法を使用して、設計し、選択し、かつ／または他の方法で同
定することができる。
【０１２３】
　ミメティックは、分子多様性戦略（化学的に多様な大きな分子ライブラリの迅速な構築
を可能にする関連戦略の組み合わせ）の、天然化合物もしくは合成化合物ライブラリから
、具体的にはケミカルライブラリもしくはコンビナトリアルライブラリ（すなわち、配列
または大きさは異なるが同様のビルディングブロックを有する化合物のライブラリ）から
、または合理的、指向的、もしくは無作為な薬物設計によって、得ることができる。例え
ば、モーリク（Maulik）ら（上述）を参照されたい。
【０１２４】
　分子多様性戦略では、例えばペプチド、オリゴヌクレオチド、炭水化物または合成有機
分子のうち少なくともいずれか１つから、生物学的、酵素的かつ／または化学的手法を用
いて大きな化合物ライブラリが合成される。分子多様性戦略の展開における重大なパラメ
ータには、サブユニットの多様性、分子の大きさおよびライブラリの多様性が挙げられる
。そのようなライブラリをスクリーニングするという普遍的目標は、組み合わせ的選択を
順次適用することにより所望の標的に対する高親和性のリガンドを得ること、次いで無作
為な設計戦略または指向的な設計戦略のいずれかによりリード分子を最適化することであ
る。分子多様性の方法は、モーリク（Maulik）ら（既述）に詳細に述べられている。
【０１２５】
　合理的な薬物設計手法では、調節化合物の三次元構造を、例えば核磁気共鳴（ＮＭＲ）
またはＸ線結晶解析によって分析することができる。その後、この三次元構造を使用して
、例えばコンピュータ・モデリングにより、潜在的な調節作用物質など、潜在性を有する
化合物の構造を予測することができる。予測された化合物構造は、例えば分子多様性の方
法により、導かれたリード化合物を最適化するために使用することができる。さらに、予
測された化合物構造を、例えば化学合成、組換えＤＮＡ技術、または天然供給源（例えば
植物、動物、細菌および真菌）からミメトープ（mimetope）の単離によって作り出すこと
ができる。
【０１２６】
　モーリク（Maulik）らはさらに、例えば、適切に選択されたフラグメントのフラグメン
トライブラリから新規な分子を創出する過程をユーザが指定する指向的な設計方法；ユー
ザがフラグメントおよびその組み合わせを無作為に突然変異させるための遺伝的またはそ
の他のアルゴリズムを使用する一方で候補リガンドの適性を評価するための選択基準を同
時に適用するランダム設計；ならびに、ユーザが受容体の三次元構造と小さなフラグメン
トプローブとの間の相互作用エネルギーを計算し、続いて有望なプローブ部位を合わせて
連結するグリッドベースの手法、も開示されている。
【０１２７】
　本発明の抗体および抗原結合性のパートナー
　さらに本発明に含まれるのは、ＺｎＴ８に選択的に結合する抗体およびその抗原結合フ
ラグメント、ならびに本明細書に記載の方法のいずれかにおけるそのような抗体および抗
原結合フラグメントの使用である。タンパク質に選択的に結合する抗体は、該タンパク質
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について利用可能な構造上の情報（例えば該タンパク質の少なくとも一部のアミノ酸配列
）を使用して作り出すことができる。本明細書で使用されるように、用語「～に選択的に
結合する」とは、あるタンパク質が別のタンパク質に（例えば抗体、抗体フラグメント、
または結合パートナーが抗原に）特異的に結合することを指し、その結合のレベル（任意
の標準的アッセイ（例えばイムノアッセイ）によって測定されるもの）は、該アッセイの
バックグラウンド対照よりも統計的に有意に高い。例えば、イムノアッセイを実施する場
合、対照は典型的には抗体または抗原結合フラグメントのみが入った（すなわち抗原が存
在しない）反応用ウェル／チューブであって、抗原が存在しない状態での抗体またはその
抗原結合フラグメントによる反応量（例えばウェルへの非特異的結合）がバックグラウン
ドとみなされる。結合は、当分野において標準的な様々な方法、例えば、限定するもので
はないが、ウェスタンブロット法、イムノブロット法、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、
ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫沈降、表面プラズモン共鳴、化学発光、蛍光偏光
法、リン光法、免疫組織化学分析法、マトリックス支援レーザー脱離イオン化法飛行時間
型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析法、マイクロサイトメトリー法、マイクロアレイ法、
顕微鏡検査法、蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ）、およびフローサイトメトリー法を使用
して測定することができる。
【０１２８】
　本発明によれば、所与のタンパク質もしくはペプチド、または他の分子の「エピトープ
」は、一般に、抗体に関して、抗体またはその抗原結合フラグメントが結合対象の、かつ
抗体が生産される対象の、より大きな分子の一部または該分子上の部位として定義される
。エピトープという用語は、所与のタンパク質すなわち抗原の「抗原決定基」、「抗体結
合部位」、または「保存された結合表面」という用語と互換的に使用することができる。
より具体的には、エピトープは、抗体の結合に関与するアミノ酸残基、および三次元空間
における該残基の立体配座（例えば立体配座依存型エピトープまたは保存された結合表面
）の両方によっても定義することができる。エピトープは、アミノ酸残基約４～６個ほど
のペプチドに包含されてもよいし、より大きなタンパク質セグメントに包含されてもよく
、特に抗体に結合するエピトープに関してエピトープの三次元構造に言及する場合、連続
したアミノ酸残基で構成される必要はない。抗体に結合するエピトープは、連続的なエピ
トープ（すなわち線状エピトープ）よりはむしろ立体配座依存型エピトープ、言いかえれ
ば、抗体が結合するタンパク質またはポリペプチドの表面上で三次元的に配置されたアミ
ノ酸残基によって規定されたエピトープであることが多い。上述のように、立体配座依存
型エピトープはアミノ酸残基の連続配列で構成されるのではなく、その代わりに該残基は
恐らくタンパク質一次配列中で大きく離れており、該タンパク質がフォールディングして
固有の三次元立体配座となる方式で寄せ集められて結合表面を形成する。従って、本発明
は、ＺｎＴ８エピトープを含むかまたはＺｎＴ８エピトープで構成される任意のタンパク
質またはペプチド、ならびにＺｎＴ８タンパク質の任意のエピトープに結合する抗体、抗
原結合フラグメント、またはその他の結合性パートナー（結合性ペプチド）を含む。
【０１２９】
　「イソエピトープ」は、本発明によれば、多型による異なるアミノ酸部位を含むエピト
ープのような、バリアント型またはアイソフォーム（天然のものでも合成設計によるもの
でもよい）の状態で存在するエピトープである。イソエピトープの一例は、本明細書中で
は、１つのイソエピトープは３２５位にアルギニンを含み、その位置に２つの他のバリア
ント（Ｔｒｐ３２５およびＧｌｎ３２５）が天然に存在するＺｎＴ８の３２５位を含むエ
ピトープについて記載されている。これらの３つのバリアントはイソエピトープである。
【０１３０】
　当業者は、既知の技術、例えば突然変異分析（例えば部位特異的変異誘発）；タンパク
質分解からの保護（タンパク質フットプリント法）；例えば合成ペプチドとペプスキャン
（pepscan）法、ＢＩＡＣＯＲＥ、もしくはＥＬＩＳＡとを使用するミモトープ分析；抗
体競合によるマッピング；コンビナトリアルペプチドライブラリのスクリーニング；マト
リックス支援レーザー脱離イオン化法飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析法；ま



(40) JP 5694668 B2 2015.4.1

10

20

30

40

50

たは３次元モデリング（例えば、任意の適切なソフトウェア・プログラムであって限定す
るものではないがＭＯＬＳＣＲＩＰＴ　２．０（アバターソフトウェアＡＢ（Avatar Sof
tware AB）、スウェーデン国ストックホルムＳＥ　１１７３１、ヘレネボルグスガータン
（Heleneborgsgatan）２１Ｃ所在）、グラフ表示プログラムＯ（ジョーンズ（Jones）ら
、Acta Crystallography, vol. A47, p. 110, 1991）、グラフ表示プログラムＧＲＡＳＰ
、またはグラフ表示プログラムＩＮＳＩＧＨＴ）などを使用して、立体配座依存型エピト
ープおよび／または連続性エピトープを同定かつ／または組み立てることができる。例え
ば、分子の置換またはその他の技法および関連タンパク質の既知の三次元構造を使用して
、ＺｎＴ８の三次元構造をモデル化し、かつこの構造に結合する抗体の立体配座依存型エ
ピトープを予測することができる。実際に、そのような技法の１つまたは任意の組み合わ
せを使用して抗体結合エピトープを明らかにすることができる。
【０１３１】
　本発明において有用な抗体には、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体、二価
および一価抗体、二重特異性または多重特異性の抗体、そのような抗体を含む血清、様々
な程度に精製された抗体、ならびに完全な抗体の任意の機能的相当物を挙げることができ
る。本発明の単離抗体には、そのような抗体を含む血清、または様々な程度に精製された
抗体が含まれうる。別例として、完全な抗体の機能的相当物、例えば１つ以上の抗体ドメ
インが短縮されているかもしくは存在しない抗原結合フラグメント（例えばＦｖ、Ｆａｂ
、Ｆａｂ’、もしくはＦ（ａｂ）２フラグメント）、ならびに遺伝子組換え型の抗体もし
くはその抗原結合フラグメント、例えば単鎖抗体もしくは２以上のエピトープに結合する
ことができる抗体（例えば二重特異性抗体）、または１以上の異なる抗原に結合すること
ができる抗体（例えば二重特異性または多重特異性の抗体）も、本発明において使用する
ことができる。
【０１３２】
　遺伝子組換え型の抗体には、抗体の可変領域または定常領域のうち少なくともいずれか
一方をコードするＤＮＡの操作および再発現を伴う標準的な組換ＤＮＡ技術によって生産
されたものが含まれる。特定の例としては、抗体のＶＨドメインおよび／またはＶＬドメ
インが抗体の残りの部分とは異なる供給源由来であるキメラ抗体、ならびに、少なくとも
１つのＣＤＲ配列および場合によっては少なくとも１つの可変領域構成アミノ酸が１つの
供給源に由来し、可変領域の残りの部分および定常領域（必要に応じて）は異なる供給源
に由来するＣＤＲ移植抗体（およびその抗原結合フラグメント）が挙げられる。キメラ抗
体およびＣＤＲ移植抗体の構築については、例えば欧州特許出願公開第ＥＰ－Ａ　０１９
４２７６号、同第ＥＰ－Ａ　０２３９４００号、同第ＥＰ－Ａ　０４５１２１６号および
同第ＥＰ－Ａ　０４６０６１７号に記載されている。
【０１３３】
　一般に、抗体の生産においては、例えば、限定するものではないが、ウサギ、ヒツジ、
ハムスター、モルモット、マウス、ラットまたはニワトリのような適切な実験動物を、抗
体が所望される抗原に曝露する。典型的には、動物を、該動物に注入される有効な量の抗
原を用いて免疫化する。有効な量の抗原とは、その動物が抗体産生を引き起こすのに必要
な量を指す。その後、所定の期間にわたって動物の免疫系に応答させておく。免疫系が抗
原に対する抗体を産生していることが分かるまで、免疫化処置を繰り返すことができる。
抗原に特異的なポリクローナル抗体を得るためには、所望の抗体を含む動物から血清を回
収する（またはニワトリの場合には、抗体を卵から回収することができる）。そのような
血清は試薬として有用である。例えば該血清を硫酸アンモニウムで処理することにより、
血清（または卵）からポリクローナル抗体をさらに精製することができる。
【０１３４】
　モノクローナル抗体は、ケーラー（Kohler）およびミルシテイン（Milstein）の方法（
Nature 256:495-497, 1975）によって生産することが可能である。例えば、免疫化した動
物の脾臓（または任意の適切な組織）からＢリンパ球を回収し、次にミエローマ細胞と融
合させて、適切な培地中で継続的に増殖可能なハイブリドーマ細胞の集団を得る。ハイブ
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リドーマによって産産された抗体が所望の抗原に結合する能力を試験することにより、所
望の抗体を産生するハイブリドーマを選択する。
【０１３５】
　本発明は、対象とするタンパク質に選択的に結合するように設計された、抗原結合パー
トナーまたは抗原結合ペプチドと呼ばれることもある非抗体ポリペプチドにも及ぶ。規定
のリガンド特異性を所有するそのようなポリペプチドの設計の例は、参照により全体が本
願に組み込まれるベステ（Beste）らの文献（Proc. Natl. Acad. Sci. 96:1898-1903, 19
99）に示されている。
【０１３６】
　本発明によれば、本明細書中で一般に使用される用語「抗原」は：天然に存在するかま
たは合成的に誘導されたタンパク質の任意の部分（ペプチド、部分的タンパク質、完全長
タンパク質）、細胞の構成成分（細胞全体、細胞溶解産物または破壊された細胞）、生物
（生物全体、溶解産物または破壊された細胞）または炭水化物もしくはその他の分子、ま
たはその一部を指し、該抗原は、抗原特異的免疫応答（体液性および／または細胞性免疫
応答）を誘発するか、もしくは別例として、抗原が投与される動物の細胞および組織内部
で遭遇するのと同一または同様の抗原に対する、トレラゲン（toleragen）として作用す
る。
【０１３７】
　本発明の一実施形態において、免疫応答を刺激することが望ましい場合、用語「抗原」
は、用語「免疫原」と互換的に使用することが可能であり、本明細書では、動物に（例え
ば本発明のワクチンにより）該免疫原を投与すると該動物の組織内部で遭遇するのと同一
または同様の抗原に対する抗原特異的免疫応答が開始されるように体液性および／または
細胞性免疫応答を誘発する（すなわち、免疫原性である）抗原について述べるために使用
される。別の実施形態では、所与の抗原に対する免疫応答を抑制することが望ましい場合
、抗原はトレラゲンを含むことができる。本発明によれば、「トレラゲン」は、抗原であ
って、該抗原に対する免疫応答が低下または変化し、かつ好ましくは、ほぼ無反応である
か、アネルギーであるか、その他の不活性であるか、またはトレラゲンもしくはそのよう
なトレラゲンを発現もしくは提示している細胞との接触に対応する免疫細胞が欠落してい
るような形態、量もしくは投与経路で提供される抗原について述べるために使用される。
【０１３８】
　「ワクチン接種用抗原」は免疫原でもトレラゲンでもよいが、ワクチン中で使用される
抗原であり、生物学的応答（免疫応答、寛容性誘発）は該ワクチン接種用抗原に対して誘
発されることになる。
【０１３９】
　所与の抗原の免疫原性のドメイン（部分、フラグメント、エピトープ）は、動物に投与
された時に免疫原（またはトレラゲン性ドメインについてはトレラゲン）として作用する
少なくとも１つのエピトープを含む、抗原の任意の部分（例えばペプチドの断片もしくは
サブユニット、または抗体エピトープもしくはその他の立体配座依存性エピトープ）であ
ってよい。例えば、単一のタンパク質が複数の異なる免疫原性ドメインを含むことができ
る。免疫原性ドメインは、体液性応答の場合にはタンパク質内の線状の配列である必要は
ない。
【０１４０】
　一般的には、エピトープは、免疫応答を誘発するのに十分な、所与の抗原内部の単一の
免疫原性部位、または免疫応答を抑制、除去、もしくは不活性化するのに十分な、所与の
抗原内部の単一のトレラゲン性部位として、本明細書中で定義される。上記に議論される
ように、当業者は、Ｔ細胞エピトープはＢ細胞エピトープとは異なる大きさおよび組成で
あること、またクラスＩ　ＭＨＣ経路を通って提示されたエピトープはクラスＩＩ　ＭＨ
Ｃ経路を通って提示されたエピトープとは異なることを認識するであろう。エピトープは
、免疫応答の種類に応じて、線状配列のエピトープであっても立体配座依存性のエピトー
プ（保存された結合領域）であってもよい。抗原は、単一のエピトープと同程度に小さく
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ても、より大きくてもよく、複数のエピトープを含むことができる。そのため、抗原の大
きさは約５～１２アミノ酸程度（例えばペプチド）であってもよいし、また、完全長のタ
ンパク質、例えば多量体タンパク質および融合タンパク質、キメラタンパク質、細胞全体
、微生物全体、またはこれらの一部（例えば細胞全体の溶解産物または微生物の抽出物）
などと同程度に大きくてもよい。
【０１４１】
　本発明の組成物および製剤
　ＺｎＴ８タンパク質、相同体（改変ペプチドを含む）、フラグメント、ペプチド、ペプ
チドおよび非ペプチドのミメティック、ならびに抗体およびその抗原結合フラグメントは
、本発明において有用な組成物、製剤および特にワクチンに含めることができる。そのよ
うな組成物、製剤またはワクチンは、薬学的に許容可能な担体を含むことが可能であり、
該担体には薬学的に許容可能な添加剤および／または送達用ビヒクルが挙げられる。本明
細書で使用されるように、薬学的に許容可能な担体とは、適切なｉｎ　ｖｉｖｏまたはｅ
ｘ　ｖｉｖｏの部位に本発明の方法に有用な組成物、製剤またはワクチンを送達するのに
適した任意の物質を指す。好ましい薬学的に許容可能な担体は、送達すべき作用物質（例
えばＺｎＴ８タンパク質、相同体（改変ペプチドを含む）、フラグメント、ペプチド、ペ
プチドおよび非ペプチドのミメティック、ならびに抗体およびその抗原結合フラグメント
）を、該作用物質が標的細胞または標的部位に到着するとすぐにその細胞または部位で作
用することができる（例えば、免疫応答を引き起こすことができる）形態に維持すること
ができる。本発明の適切な添加剤には、作用物質を輸送するかまたは輸送を支援するが、
ある部位へ向けて作用物質を特異的に差し向ける（標的化する）のではない添加剤または
処方物（本明細書では非標的化担体とも呼ぶ）が挙げられる。薬学的に許容可能な添加剤
の例としては、限定するものではないが、水、リン酸緩衝生理食塩水、リンゲル液、デキ
ストロース溶液、血清含有溶液、ハンク溶液、その他の水性の生理的平衡液、油、エステ
ルおよびグリコールが挙げられる。水性担体は、例えば化学的安定性および等張性の増強
により被投与者の生理学的条件に接近するのに必要な、適切な補助物質を含むことができ
る。適切な補助物質には例えば、酢酸ナトリウム、塩化ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩
化カリウム、塩化カルシウム、ならびに、リン酸緩衝液、トリス緩衝液および重炭酸緩衝
液を生産するために使用されるその他の物質が含まれる。補助物質はさらに、チメロサー
ル、ｍ－クレゾールまたはｏ－クレゾール、ホルマリンおよびベンゾールアルコールのよ
うな保存剤を含むこともできる。本発明の組成物は従来の方法によって滅菌されてもよい
し、かつ／または凍結乾燥されてもよい。
【０１４２】
　ある種類の薬学的に許容可能な担体は、本発明の組成物を動物体内に徐々に放出するこ
とができる制御放出製剤を含む。本明細書で使用されるように、制御放出製剤は本発明に
おいて有用な作用物質を制御放出用ビヒクル中に含む。適切な制御放出用ビヒクルには、
限定するものではないが、生体適合性のポリマー、他のポリマーマトリックス、カプセル
、マイクロカプセル、微粒子、ボーラス調製物、浸透圧ポンプ、拡散デバイス、リポソー
ム、リポスフェア、および経皮送達システムが含まれる。適切な送達ビヒクルには、限定
するものではないが、リポソーム、ウイルスベクターまたは他の送達ビヒクル、例えばリ
ボザイムも含まれる。天然の脂質を含む送達ビヒクルには細胞および細胞膜が挙げられる
。人工の脂質を含む送達ビヒクルにはリポソームおよびミセルが挙げられる。本発明の送
達ビヒクルは、患者の特定の部位を標的とするための修飾を受けることにより、作用物質
をその部位に標的化し該部位で活用することができる。適切な修飾には、送達ビヒクルの
脂質部分の化学組成を操作すること、かつ／または該ビヒクル内に、好ましい部位、例え
ば好ましい種類の細胞に対して送達ビヒクルを特異的に標的化することが可能な標的指向
性物質を導入することが挙げられる。
【０１４３】
　ワクチンは、特定の抗原に対して動物を免疫化または寛容化するために使用される特定
の種類の組成物である。従って、ワクチンは、該ワクチンの投与の結果として、抗原また
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はその免疫原性部分もしくはトレラゲン性部分に対する免疫応答を誘発する、少なくとも
１つの化合物または作用物質を含む。ワクチンの投与は、好ましくは保護効果または治療
効果をもたらし、その後の抗原（または抗原の供給源）への曝露により、該動物の疾患ま
たは症状を縮小または予防する、該抗原（または供給源）に対する免疫応答が誘発される
。そのような免疫応答は、一般に抗原に対する免疫応答を増強または抑制することが可能
であり、ＺｎＴ８の場合には、ワクチンがＺｎＴ８および／または膵島β細胞に対する免
疫応答を抑制することが好ましい。ワクチン接種の概念は当分野において良く知られてい
る。本発明の治療用組成物の投与によって誘発される免疫応答は、ワクチンを投与しない
状態と比較して、免疫応答の任意の面（例えば細胞性応答、体液性応答、サイトカイン産
生）において何らかの検出可能な変化であってよい。
【０１４４】
　本発明の方法
　本発明は、１型糖尿病（Ｔ１Ｄ）に関与する新規な自己抗原としてのＺｎＴ８の同定を
利用する様々な方法をも含んでいる。そのような方法には、診断アッセイおよび疾患の進
行または治療の有効性を監視するためのアッセイ、ならびに免疫療法およびワクチン戦略
を含む予防方法および治療方法が挙げられる。ＺｎＴ８は、Ｔ１Ｄの診断、予防および／
または治療に役立つ化合物を同定するための新規な標的として使用することもできる。本
発明の方法は、上述のＺｎＴ８タンパク質、ペプチド、ミメティック、相同体、抗体、ま
たは核酸分子などのうち任意のものを利用する。いくつかの実施形態では、そのような作
用物質は方法の有効性を増大させるために他の診断用もしくは治療用成分と組み合わされ
る。例えば、ＺｎＴ８以外の他の自己抗原（例えばインスリン、インスリノーマ抗原、お
よび／またはグルタミン酸脱炭酸酵素）の検出を、診断アッセイの有効性、感度および特
異性を拡張するためにＺｎＴ８の検出と組み合わせることが可能であり、様々な治療用成
分（例えば毒素、抗炎症薬、抗原）をＺｎＴ８作用物質と組み合わせるかまたは結合させ
て、患者における治療効果を増強することもできる。
【０１４５】
　従って、本発明の１つの実施形態は、糖尿病関連の自己免疫（すなわち１型糖尿病また
はＴ１Ｄ）を検出する方法およびアッセイに関する。そのようなアッセイを、（例えば、
Ｔ１Ｄを発症している患者もしくは被験者群を同定するため、またはＴ１Ｄに対する感受
性を予測するための）診断アッセイとして、または予後判定／監視アッセイとして使用す
ることができる。後者のアッセイは、自己免疫反応の最初の良性の（非破壊的な）兆候か
ら明白なＴ１Ｄを示す破壊的膵島炎まで、患者または被験者群における自己免疫の進行を
監視するために使用することができる。後者のアッセイは、糖尿病前症の被験者の自己免
疫を予防および／または治療もしくは軽減を対象とした治療の有効性を監視するために使
用することもできる。例えば、被験者に、１以上の免疫抑制剤または予防薬、例えば、限
定するものではないがＺｎＴ８分子自体に基づいた作用薬を投与し、次いでＴ１Ｄへと進
行するかしないかを本発明のアッセイを使用して監視することができる。アッセイは、被
験者におけるＺｎＴ８に対する自己抗体反応の検出に基づくものでもよいし、または被験
者におけるＺｎＴ８の抗原性エピトープへのＴリンパ球の反応性の検出に基づくものでも
よい。上記アッセイは、別々に使用してもよいし互いに併用してもよい。
【０１４６】
　一実施形態では、本発明は、ＺｎＴ８に特異的に結合する抗体が被験者に存在するか否
かを検出する抗体アッセイを含む。本発明の方法を使用して、患者の血清中のＺｎＴ８に
対する抗体のレベルに基づいて、１型糖尿病を発症する可能性が最も高いかまたは発症し
ている患者を有効に同定または選択する、例えば発症までの時間のような要素を予測する
、または疾患の進行もしくは病期を監視するために使用することができる。該方法は、特
定の治療手段に応答する患者または応答しない患者を有効に同定または選択するために使
用することもできる（すなわち、該方法は特定の患者について治療手段を示したり禁忌を
示したりするために使用される）。
【０１４７】
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　本発明の自己抗体アッセイの１つの態様では、ＺｎＴ８の遺伝子およびタンパク質の多
型性によって規定される特定のイソエピトープが検出される。イソエピトープ特異性の診
断は、完全なタンパク質または該タンパク質由来のペプチドとしての特異的リガンドに対
する抗体の結合を用いることができる簡単な診断テストで達成することができる。特異性
の詳しい分析は、過剰量の特異的タンパク質バリアントまたは誘導ペプチドが抗体のリガ
ンドとの相互作用と競合する能力を測定することにより達成することができる。そのよう
なアッセイのための分析の基盤は、放射免疫沈降法、ＥＬＩＳＡ、ルミネセンス時間分解
蛍光法またはいくつかの他の一般的なアッセイ形式であってよい。
【０１４８】
　該方法は一般に、任意の適切な技法を使用して患者または被験者の試料（試験試料）中
のＺｎＴ８に選択的に結合する自己抗体を検出することを含む。試験試料が臨床的または
その他の点で関連するレベルの抗ＺｎＴ８抗体を含むかどうかを判断するために、患者の
抗体結合のレベルを、陽性対照（例えば血清の陽性対照）に対して標準化し、抗原（Ｚｎ
Ｔ８）およびアッセイについて実験的に測定されたかまたは予め規定されたカットオフ（
陰性対照のレベル）と比較することができる。該アッセイは、ＺｎＴ８以外の追加の自己
抗原、例えば、限定するものではないが、インスリン、インスリノーマ抗原およびグルタ
ミン酸脱炭酸酵素についてスクリーニングする能力を備えていてもよい。
【０１４９】
　本発明のこの方法またはアッセイは、さらに具体的には、患者の抗体を検出することが
できるＺｎＴ８抗原を提供することを含む。ＺｎＴ８抗原は、患者体内のＺｎＴ８に対す
る血清抗体を検出する任意の適切なＺｎＴ８由来の抗原、例えば完全長のＺｎＴ８タンパ
ク質、またはその相同体、フラグメント、融合タンパク質、改変ペプチドもしくはペプチ
ドミメティックを含むことができる。ＺｎＴ８抗原は少なくとも１つの抗体エピトープを
含んでいる。特に好ましいＺｎＴ８抗原は、上記に詳細に述べたＺｎＴ８タンパク質のＣ
末端ペプチドである。
【０１５０】
　本発明に従い、本明細書に述べるようなこの情報の意図した用途に従って抗体をスクリ
ーニングするのに有効な条件下でアッセイを実施する。有効な条件には、限定するもので
はないが、細胞増殖を可能にする適切な培地、温度、ｐＨおよび酸素の条件が挙げられる
。一般に、患者由来の試験試料を、競合的または非競合的な条件下でＺｎＴ８抗原と接触
させ、ＺｎＴ８抗原への試験試料中の自己抗体の結合を検出し、定量し、陰性および／ま
たは陽性対照と比較する。試料中のＺｎＴ８に対する自己抗体を検出するために使用され
る技法には、任意の適切なアッセイ、例えば、限定するものではないが、ＥＬＩＳＡ（直
接的または間接的）、放射免疫沈降法、時間分解蛍光法および発光アッセイを挙げること
ができる。そのようなアッセイ形式は当分野において良く知られている。
【０１５１】
　本発明のこの実施形態において使用するのに好適な１つのアッセイは、競合的ユーロピ
ウムアッセイである。そのようなアッセイは、米国仮特許出願第６０／８２２，７８６号
明細書に詳細に述べられており、該文献は参照により全体が本願に組み込まれる。この方
法は概して、検出方法にユーロピウム蛍光を使用する競合的抗体アッセイを行なうことを
含む。より具体的には、該方法は、アッセイ用プレートのウェルまたはその他の適切な基
材のような基材に、目的の抗体が選択的に結合する抗原を固定化するステップと；基材上
の非特異的結合部位をブロッキングするステップと；流体状の抗原の存在下および非存在
下でプレインキュベーションした試験試料（例えば抗体について評価すべき被験者由来の
血清試料）を、プレートに載せるステップ（すなわち競合ステップ）と；最後に、ユーロ
ピウムを用いる検出法を使用して、固定化された抗原に結合した抗体を検出するステップ
であって、該抗体は例えば作用薬（例えばビオチン）と、次いでユーロピウムで標識され
た第１の作用薬に結合する第２の作用薬（例えばストレプトアビジン）とコンジュゲート
した二次抗体である、ステップとを含む。その後、ユーロピウムにより放出される蛍光の
レベルを、標準的な検出法を使用して検出することができる。該アッセイは競合アッセイ
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であるので、抗原とともにプレインキュベーションした試料からの蛍光カウント値を、抗
原とともにプレインキュベーションしなかった試料からの蛍光カウント値から差し引いて
結果のレベルを得る。試験試料が臨床的またはその他の点で関連するレベルの抗体を含む
かどうかを判断するために、上記のレベルを血清の陽性対照に対して標準化し、抗原およ
びアッセイについて実験的に測定したかまたは予め規定したカットオフ値（陰性対照レベ
ル）と比較することができる。
【０１５２】
　本発明によれば、用語「試験試料」は、本発明によって検出しようとする抗体を含むと
考えられるか、含む可能性がある任意の種類の試料を指すために広く使用することができ
る。試験試料は、天然の試料または合成的に生産された試料に由来する試料のような調製
試料を含むことが可能であり、より好ましくは被験者（個人、患者、動物）から得られた
任意の生体試料である。したがって、試料には、検出しようとする抗体を含む可能性があ
る細胞上清液、体液、組織またはその他の培地を挙げることができる。試料採取に適した
体液には、限定するものではないが、血液、粘液、および母乳が含まれ、最も好ましいの
は血液試料または血清試料、特に好ましいのは血清である。
【０１５３】
　上記に議論されるように、本発明のアッセイは、１つの抗体特異性（すなわちＺｎＴ８
）を検出するために構成されてもよいし、２以上の（例えば２、３、４、５、６、７、８
、９または１０種の）抗体特異性を検出（すなわち異なる抗原もしくは同じ抗原の異なる
エピトープ、またはその組み合わせに結合する抗体を検出）するために構成されてもよい
し、多数（＞１０）の抗体特異性を検出するために構成されてもよい。言いかえれば、該
方法は、単一のアッセイまたは実験において１つ、２以上、または多数の異なる抗体を検
出するために（例えば、該アッセイにより単一の試料が多数の異なる抗体についてスクリ
ーニングされるように、単一のプレートまたはアッセイ用基材の異なるウェルに異なる抗
原および／または抗原エピトープ（一群の抗原および／またはエピトープ）を入れること
により）構成される。さらに、該アッセイは、被験者集団に関する情報を得るためにハイ
スループット方式で多数の被験者をスクリーニングするように構成されてもよい。
【０１５４】
　本発明の方法にはいくつかの異なる用途がある。本発明の方法は、臨床（例えば、診断
、予後判定、および治療）目的および研究目的の両方を含む任意の有用な目的のために試
料中の抗体を検出するために使用することができる。本発明の方法はヒトまたはヒト以外
の動物の試料を使用して行なうことができる。第１に、該方法は、被験者におけるＴ１Ｄ
を診断するために、またはより重要なこととしてはＴ１Ｄが発症する可能性または発症開
始までの時間を判断するために使用することができる。被験者は、Ｔ１Ｄの疑いのある人
でも、Ｔ１Ｄになりやすいことが分かっている人でもよいし、または健康であると推定さ
れるが所定のスクリーニングもしくは診断上のスクリーニングを受けている人であっても
よい。被験者は、以前にＴ１Ｄと診断されて治療が開始された人で、現在はＴ１Ｄの進行
について監視下にある人でもよい。用語「診断する」、「診断」、「診断すること」およ
びこれらの変形語は、疾患または状態をその兆候および症状に基づいて同定することを指
す。本明細書で使用されるように、「陽性の診断」は、疾患もしくは状態、または該疾患
もしくは状態を発症する可能性が同定されたことを示す。対照的に、「陰性の診断」は、
疾患もしくは状態、または該疾患もしくは状態を発症する可能性が同別されていないこと
を示す。
【０１５５】
　本発明の別の実施形態では、該方法はＴ１Ｄのための治療手段が有益であるかまたは有
益でないと予測される患者を選択するために使用することができる。同様に、該方法はあ
る特定の患者についてある特定の治療手段を示すか該治療手段が禁忌であることを示すた
めに使用することができる。この実施形態では、該方法は一般に、次のステップ：（ａ）
本明細書中で詳細に記述されるように抗体の検出のための本発明の方法を実施するステッ
プ；（ｂ）患者の試料中の抗体のレベルを、抗体の対照レベルであって以下の：（１）治
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療手段に対する反応性と関連している抗体の対照レベル；および（２）治療手段に対する
非反応性と関連している対照レベル、から選択される対照レベルと比較するステップ；な
らびに（ｃ）患者の試料中の抗体のレベルが、治療手段に対する非反応性と関連している
抗体の対照レベルよりも、治療手段に対する反応性と関連している抗体の対照レベルに統
計的により類似している場合に、該治療手段が有益であると予測されるとして患者を選択
するステップ；または（ｄ）患者の試料中の抗体のレベルが、治療手段に対する反応性と
関連している抗体の対照レベルよりも、治療手段に対する非反応性と関連している抗体の
レベルに統計的により類似しているかもしくは該レベル未満である場合に、該治療手段が
有益ではないと予測されるとして患者を選択するステップ、を含む。例えば、そのような
方法は、患者への抗炎症薬の投与、またはＺｎＴ８もしくは別の自己抗原もしくはこれら
の発現を選択的に標的とする作用薬の投与を示すか該投与が禁忌であることを示すのに有
用となりうる。この実施形態の他の態様は、当業者には明白であろう。
【０１５６】
　本発明の方法を使用する抗体の検出に関しての陽性の診断または予後判定は、抗体が試
料中に、同じタイプの試料中の実験的に測定したかまたは予め規定した陰性すなわち「正
常な」レベルの抗体よりも統計的に有意に高いレベルで存在することを示す（すなわち、
「正常な」レベルとは、Ｔ１Ｄではない被験者に見出される抗体検出レベルであるかまた
はＴ１Ｄではない被験者に見出されるレベルの平均である）。陽性の診断または予後判定
を確立するためには、試験試料中に検出された抗体のレベルは、設定または測定したベー
スラインよりも統計的に有意な（すなわち、少なくとも９５％信頼水準またはｐ＜０．０
５の）量だけ上回る。試料中の抗体レベルを標準化する方法、または該レベルの「指数」
を作成する方法は、当分野において周知である。本発明の方法を使用する抗体の検出に関
しての陰性の診断または予後判定は、抗体が試料中に検出不可能であるか、または同じタ
イプの試料中の実験的に測定したかまたは予め規定した陰性すなわち「正常な」レベルの
抗体よりも統計的に有意に高いレベルほど統計的に有意に高くはない（低い場合もある）
レベルであるかのいずれかであることを示す。
【０１５７】
　本発明のさらに別の実施形態は、ＺｎＴ８に特異的に結合するＴ細胞が被験者に存在す
るか否かを検出するＴリンパ球アッセイを含む。上記に議論した抗体アッセイと同様に、
本発明のこの方法を使用して、患者の血清中におけるＺｎＴ８に対するＴ細胞の応答性の
レベルに基づいて、１型糖尿病を最も発症しやすい、または発症しつつある患者を有効に
特定または選択することを、発病までの時間のような要因の予測、または疾患の進行もし
くは病期の観察も含めて、行うことができる。該方法は、ある特定の治療手段に応答する
か、または応答しない患者を有効に特定または選択するために使用することもできる（す
なわち、該方法は特別の患者について治療手段を示すかまたは該手段が禁忌であることを
示すために使用される）。
【０１５８】
　この実施形態の１つの態様では、該方法は、ＺｎＴ８の多型性に関して本明細書に記載
されるイソエピトープの検出を含む。アッセイは、分子の変異領域または不変領域のいず
れかを含むタンパク質配列をコードする、典型的には長さ８～２０アミノ酸の小さなペプ
チドを区別することができる。Ｔ細胞応答は、典型的には末梢血中で観察されるが、身体
の他の部分から得られたリンパ球集団について適用することも考えられる。そのようなア
ッセイ用の分析の基盤は、増殖、サイトカイン産生もしくは他の表面に出る活性化マーカ
ー、または細胞内のタンパク質マーカーもしくは脂質もしくは炭水化物に基づくものとい
うことも考えられる。これらのアッセイの解釈には、通常はその人のＨＬＡクラス１およ
びクラス２遺伝子型についての情報も必要であろう。
【０１５９】
　本発明のこれらの実施形態では、少なくとも１つのＺｎＴ８　Ｔ細胞エピトープを含む
ＺｎＴ８抗原は、患者からの試験試料中のＺｎＴ８特異的Ｔリンパ球（Ｔ細胞）応答を検
出するアッセイにおいて提供される。Ｔ細胞エピトープを含むＺｎＴ８タンパク質および
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抗原については、上記に詳細に議論されている。例えば、一実施形態では、本アッセイに
おいてｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の産物が有用である。アッセイ形式は、抗原についての任
意の適切なＴリンパ球アッセイ、例えば、限定するものではないが、Ｔリンパ球増殖反応
測定法、ＭＨＣクラスＩおよびＩＩのテトラマー試薬を用いるアッセイ、フローサイトメ
トリー法、およびＥＬＩＳＰＯＴアッセイでよい。従って、適切なアッセイには細胞系の
アッセイおよび非細胞系アッセイを含めることができる。後者の場合、可溶性Ｔ細胞受容
体を、例えば可溶性ＭＨＣ分子（例えばテトラマー試薬）に結合したＺｎＴ８抗原を検出
するための結合アッセイまたはイムノアッセイに使用することができる。前者の場合、細
胞表面上のＴ細胞受容体への抗原の結合を、典型的には該細胞の増殖またはサイトカイン
産生を検出することにより、検出する。抗体アッセイと同じように、本発明のＴ細胞アッ
セイは、患者の試料中の２以上または多数の自己抗原を検出するために使用されてもよい
し、かつ／または多数の被験者についてＴ細胞応答を検出するために使用されてもよい。
【０１６０】
　抗体アッセイと同様に、ＺｎＴ８　Ｔ細胞応答の検出に関しての陽性の診断または予後
判定は、ＺｎＴ８特異的なＴ細胞（自己反応性Ｔ細胞）が、患者の試料中に、同じタイプ
の試料中の実験的に測定したかまたは予め規定した陰性すなわち「正常な」レベルのその
ようなＴ細胞応答（すなわち、「正常な」レベルは、Ｔ１Ｄではない被験者に見出される
Ｔ細胞応答のレベルであるかまたは該レベルの平均である）よりも統計的に有意に高いこ
とを示す。陽性の診断または予後判定を確立するためには、試験試料中に検出されるＺｎ
Ｔ８特異的なＴ細胞応答のレベルは、設定または測定したベースラインよりも統計的に有
意な（すなわち、少なくとも９５％信頼水準またはｐ＜０．０５の）量だけ上回る。試料
中のＺｎＴ８特異的なＴ細胞応答のレベルを標準化する方法、または該レベルの「指数」
を作成する方法は、当分野において周知である。本発明の方法を使用するＺｎＴ８特異的
なＴ細胞応答の検出に関しての陰性の診断または予後判定は、ＺｎＴ８特異的なＴ細胞応
答が試料中に検出不可能であるか、または同じタイプの試料中の実験的に測定したかまた
は予め規定した陰性すなわち「正常な」そのような応答のレベルよりも統計的に有意に高
いレベルほど統計的に有意に高くはない（低い場合もある）レベルであるかのいずれかで
あることを示す。
【０１６１】
　本発明に含まれるのは、上述のような診断法のうちいずれかを実施するためのキットで
ある。該キットは、（ａ）アッセイ中で使用するためのＺｎＴ８抗原（上述のタンパク質
、ペプチドまたはミメティックのうちの任意のものなど）であって、流体相または基材上
に固定化されたもの（抗原は既に固定化された状態で提供されてもよいし、固定化に適し
た形態で提供されてもよい）；ならびに（ｂ）（細胞を用いるアッセイまたは非細胞系の
アッセイにおいて）抗原への抗体の結合を検出するために使用される１もしくは複数の試
薬、または抗原へのＴ細胞受容体の結合を検出するために使用される１もしくは複数の試
薬のうち少なくともいずれか一方、を含む。アッセイを実施するのに有用な他の試薬、例
えば、限定するものではないが、バッファー、二次抗体、アッセイを読み取るのに役立つ
検出可能な標識および試薬、可溶性の結合タンパク質（例えば可溶性ＭＨＣ、可溶性のＴ
細胞受容体）、ならびに他の有用な試薬も含まれうる。
【０１６２】
　本発明の別の実施形態は、個体における１型糖尿病の発症を予防、遅延もしくは軽減す
るために対象者にワクチン接種を行い、膵島β細胞に対する自己反応性のＴ細胞応答を抑
制もしくは無効化し、かつ／または、膵島β細胞に対する免疫応答を、破壊的な反応から
それほど破壊的でないかもしくはより保護的な応答へと変更するための、治療的かつ予防
的戦略における重要な自己抗原としてのＺｎＴ８の同定に基づいた、様々な試薬の開発お
よび使用に関する。
【０１６３】
　一実施形態では、ＺｎＴ８タンパク質、ペプチド、相同体、ミメティック、ＺｎＴ８抗
体またはその抗原結合フラグメント、およびその他のＺｎＴ８由来の試薬またはＺｎＴ８
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ベースの試薬（該ペプチドまたは抗体が化学的または物理的に修飾されたものを含む）は
、Ｔ１Ｄの進行または発症の経過を変更するため、かつ／または対象者において破壊的で
はなくトレラゲン性もしくは保護的なＺｎＴ８特異的なＴリンパ球応答を誘導するために
、ｅｘ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで対象者に投与される。一実施形態では、そのよ
うな作用物質はワクチンとして投与される。そのようなＺｎＴ８関連の作用物質／試薬に
ついては上述した。
【０１６４】
　別の実施形態では、ＺｎＴ８特異的な自己反応性Ｔ細胞を標的として設計された、Ｚｎ
Ｔ８を基にした抗原特異試薬を、Ｔ細胞にアポトーシスを誘導するかまたは他のかたちで
Ｔ細胞に有毒な作用物質と併せて対象者に投与する。この方法はｉｎ　ｖｉｖｏまたはｅ
ｘ　ｖｉｖｏで実施することができる。例えば、ペプチド結合溝を形成する可溶性ＭＨＣ
分子（例えば米国特許第５，８２０，８６６号明細書を参照）を、ＺｎＴ８の抗原性もし
くはトレラゲン性ペプチド（ＭＨＣに結合して本実施形態に従ってＴ細胞応答を誘導する
ことができるＺｎＴ８の改変ペプチドおよび相同体を含む）と結合させる。そのような複
合体を、Ｔ細胞がそのＴ細胞受容体を介して該ＭＨＣペプチド複合体に結合した時にＴ細
胞のネクローシスまたはアポトーシスを引き起こすであろう毒素またはその他の作用物質
と（任意の共有結合または非共有結合技法によって）さらに複合体化することができる。
【０１６５】
　ＺｎＴ８のペプチドおよび相同体と複合体化（コンジュゲート、カップリング）するた
めの作用物質として本発明で使用するのに有用な適切な毒素には、任意の毒素もしくはタ
ンパク質、作用物質または分子であって細胞に対して毒性（ネクローシス性またはアポト
ーシス性）のものが含まれ、また本明細書に記載の治療用の環境において使用することが
できる任意の毒素が含まれる。そのような毒素には、限定するものではないが、Ｆａｓリ
ガンド、アメリカヤマゴボウの抗ウイルスタンパク質、ボツリヌス毒素、リシンなどが挙
げられる。
【０１６６】
　さらに、本明細書に記載の遺伝学的分析、自己抗体アッセイ、およびＴ細胞アッセイか
ら得ることができる知見は、特定の治療体制の使用についての決断に適用することができ
る。そのような治療体制は、ＺｎＴ８すなわちＳｌｃ３０Ａ８と無関係な作用物質、また
は抗原特異的な作用物質、例えば組換えＺｎＴ８タンパク質、ＺｎＴ８由来ペプチドであ
って単独もしくは別の作用物質、例えば毒素、リンパ球のような細胞、ＨＬＡ分子もしく
は免疫グロブリンのような分子と連結させたもの、またはＳｌｃ３０Ａ８　ＤＮＡであっ
て単独もしくは別の作用物質と連結させたものに基づくものとすることが考えられる。治
療は、抗原または抗原をコードするかもしくは抗原の発現を阻害する核酸のいずれかに基
づくものとすることも考えられるし、また所望の結果に応じてイソエピトープに一致する
かミスマッチであるかのいずれかに合わせることも考えられる。イソエピトープを、自己
反応性を有する患者と一致させると、寛容性の状態を誘導することによって保護的とする
ことができる。他方、ミスマッチさせると、有益な効果のために利用することも可能な免
疫化のかたちとなる。個々のイソエピトープの状態によってどの経路が後続するかが決ま
り、作用物質のどのアイソフォームを使用するかが決まるので、最初は個々のイソエピト
ープの状態を知ることが不可欠であろう。
【０１６７】
　そのような治療方法は、治療薬の有効性を試験することを目標とした診断アッセイと結
び付けられることになろう。そのような診断法は、場合によっては上述の自己抗体アッセ
イおよびＴ細胞アッセイの繰り返しになるであろうが；作製される試薬の中には疾患特異
的な対象物に対して適用できるものがありうる。例えば、治療薬を含むかまたはコードし
ているイソエピトープを使用して、特定の種類の細胞を増殖させるか、活性化するか、ま
たは除去する目的でＢリンパ球を関与させることが可能である。治療の有効性は、標的と
なる種類の細胞集団を追跡調査することにより評価することが考えられ、また、例えば、
Ｂ細胞集団にタグを付けるために蛍光性分子の酵素に連結されたイソエピトープペプチド
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を使用し、その後Ｂ細胞集団をフローサイトメトリーによって計数して表現型で特徴解析
することが考えられる。そのような方法を適用して、パニング法または蛍光活性化細胞分
類法によりそのような細胞集団を単離することも考えられる。
【０１６８】
　本発明の予防方法および治療方法で使用される上記作用物質は、単独で、組成物として
、製剤として、もしくはワクチンとして投与されてもよいし、かつ／またはＴ１Ｄの予防
もしくは治療に有用な他の作用物質の投与と共に（一緒に、または連続的に）投与されて
もよい。上記に議論されるように、本発明の組成物または作用物質は、該作用物質を標的
細胞もしくは標的部位に送達し、その結果として該作用物質が標的部位で作用し、かつ／
または標的細胞に対して効果を有するのに有効なやり方で患者に投与される。適切な投与
プロトコールには任意のｉｎ　ｖｉｖｏまたはｅｘ　ｖｉｖｏの投与プロトコールが含ま
れる。有効な投与プロトコール（すなわち、本発明の組成物または作用物質を有効なやり
方で投与すること）は、対象者または細胞内において該組成物または作用物質の所望の活
性、例えば自己反応性Ｔ細胞の自己抗原ＺｎＴ８に対する寛容性、自己反応性Ｔ細胞のア
ポトーシス、膵島炎および／または膵島β細胞の破壊の予防または低減、ならびにＴ１Ｄ
の予防、発症の遅延、または重症度の軽減、をもたらす適切な用量パラメータおよび投与
形式を含む。そのような投与から、患者が何らかの測定可能、観察可能または認識される
利益を得ることが好ましい。有効用量のパラメータは、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞
培養、ｉｎ　ｖｉｖｏの動物モデル、および最終的には、患者がヒトであれば臨床試験を
使用して、実験によって決定することができる。有効用量のパラメータは、患者が罹患し
ているかまたは発症のリスクを有している特定の疾患または状態についての当分野で標準
的な方法を利用して決定することができる。そのような方法には、例えば、生存率、副作
用（すなわち毒性）、および該疾患の発症、進行または退行の測定が含まれる。
【０１６９】
　投与経路には、ｉｎ　ｖｉｖｏ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｅｘ　ｖｉｖｏの経路が含ま
れる。ｉｎ　ｖｉｖｏの経路には、限定するものではないが、静脈内投与、腹腔内投与、
筋肉内投与、リンパ節内投与、冠状動脈内投与、動脈内投与（例えば頚動脈内）、皮下投
与、経皮的送達、気管内投与、皮下投与、関節内投与、脳室内投与、吸入（例えばエアロ
ゾル）、頭蓋内、脊髄内、眼内、耳内、鼻腔内、経口、経肺投与、カテーテルの注入、お
よび組織内への直接注射が挙げられる。本発明の１つの好ましい実施形態では、非経口経
路（例えば皮下、皮内、静脈内、筋肉内および腹腔内経路）によって組成物が投与される
。静脈内、腹腔内、皮内、皮下および筋肉内投与は、当分野において標準的な方法を用い
て実施可能である。耳内送達には点耳剤、鼻腔内送達には点鼻剤または鼻腔内注射、眼内
送達には点眼剤を挙げることができる。エアロゾル（吸入）送達は、当分野において標準
的な方法を用いて実施することができる（例えば、参照により全体が本願に組み込まれる
、ストリブリング（Stribling）ら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 189:11277-11281, 199
2を参照のこと）。経口送達は、本発明の作用物質または組成物を、動物の消化管内の消
化酵素による分解に耐えることができる担体と複合体化することにより行なうことができ
る。そのような担体の例には、当分野で知られているようなプラスチック製のカプセルま
たはタブレットが含まれる。
【０１７０】
　ｅｘ　ｖｉｖｏとは、患者から取り出された細胞の集団に作用物質または組成物を送達
する（または該細胞を作用物質もしくは組成物と接触させる）ことによるなど、規定のス
テップの一部を患者の体外で実施し、処理した細胞を患者に戻すことを指す。そのような
細胞としては、例えばＴ細胞が考えられ、該Ｔ細胞はｉｎ　ｖｉｖｏでＺｎＴ８と接触し
た時に生じる免疫応答の種類が変化するように誘導される。宿主細胞の培養物に対する組
成物のｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｅｘ　ｖｉｖｏの投与経路は、例えば、限定するものでは
ないが、トランスフェクション、形質転換、エレクトロポレーション、マイクロインジェ
クション、リポフェクション、吸着、プロトプラスト融合、タンパク質担持物質の使用、
イオン担持物質の使用、細胞透過化のための界面活性剤の使用、および培養物中で化合物
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を標的細胞および／もしくは標的タンパク質と単に混合する（例えば、合わせる）ことな
どの方法によって実行されうる。
【０１７１】
　タンパク質、小分子（すなわち薬物設計の産物）または抗体については、そのような作
用物質の好ましい１回用量は、典型的には、動物の体重１キログラム当たり約０．０１マ
イクログラム（約０．０１マイクログラム×キログラム－１）～体重１キログラム当たり
約１０ミリグラム（約１０マイクログラム×キログラム－１）からなる。作用物質のより
好ましい１回用量は、動物の体重１キログラム当たり約１マイクログラム（約１マイクロ
グラム×キログラム－１）～体重１キログラム当たり約１０ミリグラム（約１０ミリグラ
ム×キログラム－１）からなる。作用物質のさらにより好ましい一回用量は、動物の体重
１キログラム当たり約５マイクログラム（約５マイクログラム×キログラム－１）～体重
１キログラム当たり約７ミリグラム（約７ミリグラム×キログラム－１）からなる。作用
物質のさらにより好ましい一回用量は、動物の体重１キログラム当たり約１０マイクログ
ラム（約１０マイクログラム×キログラム－１）～体重１キログラム当たり約５ミリグラ
ム（約５ミリグラム×キログラム－１）からなる。作用物質の別の特に好ましい一回用量
は、該作用物質が非経口的に送達される場合、動物の体重１キログラム当たり約０．１マ
イクログラム（約０．１マイクログラム×キログラム－１）～体重１キログラム当たり約
１０マイクログラム（約１０マイクログラム×キログラム－１）からなる。
【０１７２】
　本明細書に記載の方法から得られる予防上または治療上の有益性は、必ずしも特定の疾
患または状態（例えば１型糖尿病）の治癒というわけではなく、むしろ、糖尿病前症もし
くは顕性Ｔ１Ｄの発症の遅延、または該疾患の破壊的様相の軽減により、治療しない場合
に予測されるよりも長く、完全な膵島破壊を遅延させ、したがって患者が、インスリン療
法に完全に依存し、その他の治療的介入を受け、また下流における該疾患の健康への有害
な影響を受けるまでの時間をより長く与えることを最も含む結果を包含することも可能で
ある。本明細書で使用されるように、「疾患から保護（される）」という語句は、該疾患
の症状を低減すること；該疾患の発生もしくは発症を低減すること、および／または該疾
患の重症度を低減することを指す。患者の保護とは、本発明の作用物質または組成物が該
患者に投与されたとき、疾患の発生を予防する、かつ／または疾患の症状、兆候もしくは
原因を治療もしくは緩和する能力を指すこともできる。そのため、患者を疾患から保護す
るとは、該疾患の発生を予防または遅延させること（予防的処置）、および疾患もしくは
疾患前状態の患者を治療すること（治療的処置）のいずれをも含む。用語「疾患」は一般
に、哺乳動物の正常な健康状態からの何らかの乖離を指し、疾患の症状が存在する時の状
態と、乖離（膵島β細胞の破壊）が生じてしまっているが症状はまだ表われていない状態
とを含む。
【０１７３】
　本発明の別の実施形態は、本明細書に記載のような診断アッセイにおいて、または本明
細書に記載の発明の予防方法もしくは治療方法において有用な化合物を同定する方法に関
する。そのような方法は、ＺｎＴ８をベースとした物質（例えばＺｎＴ８の核酸分子、タ
ンパク質もしくはペプチド、相同体、ミメティック、抗体もしくはこれらのフラグメント
、またはＺｎＴ８特異的なＴ細胞受容体）を、推定上の調節化合物と接触させるステップ
と、その推定上の調節化合物とＺｎＴ８をベースとした物質との間の相互作用および／ま
たは該相互作用から生じる影響を検出するステップとを含む。そのようなアッセイは細胞
を用いるものであってもよいし、非細胞系アッセイであってもよい。例えば、上述のＺｎ
Ｔ８タンパク質（そのフラグメントおよび相同体を含む）を使用して、ＺｎＴ８に選択的
に結合する抗体および該抗体の抗原結合フラグメントを同定することができる。ＺｎＴ８
抗体またはＺｎＴ８特異的なＴ細胞受容体を使用して、診断用アッセイまたは治療用アッ
セイにおいて有用となるＺｎＴ８の相同体、ペプチドミメティック、改変ペプチドおよび
フラグメントを同定することもできる。ＺｎＴ８をベースとした試薬を使用して、本明細
書に記載された診断方法または治療方法において使用するための、ミメティックを含む新
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規な合成試薬を設計することができる。ＺｎＴ８の核酸分子、タンパク質、ペプチド、ミ
メティックまたは抗体を使用して、個体におけるＺｎＴ８への免疫応答を抑制または変更
することが可能な様々な調節化合物を同定することもできる。
【０１７４】
　そのような方法のステップには一般に、ＺｎＴ８をベースとした物質を推定上の調節化
合物と接触させるステップ、ならびにアッセイ中のＺｎＴ８をベースとした物質または細
胞に対する影響を測定するステップ、例えばＺｎＴ８　ｍＲＮＡの転写を（例えばポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダ
イゼーション、ノーザンブロット法、配列分析またはレポーター遺伝子の検出により）検
出するステップ；ＺｎＴ８の翻訳を（例えばイムノブロット法、酵素免疫測定法（ＥＬＩ
ＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫沈降、免疫組織化学法および免疫蛍光法
により）検出するステップ；および／またはＺｎＴ８の生物学的活性を（例えば、本明細
書に記載のようなＺｎＴ８の活性のうちいずれかを検出すること、またはそのような活動
の阻害もしくは抑制を検出することにより）検出するステップが挙げられる。この方法で
検出された化合物は、本明細書に記載された診断方法、予防方法、または治療方法におい
て使用することができる。
【０１７５】
　本発明によれば、本明細書に記載された方法およびアッセイは、脊椎動物、哺乳類、例
えば、限定するものではないが、霊長類、家畜および家庭用ペット（例えばコンパニオン
アニマル）である患者（患畜）において使用するのに適している。最も典型的には、患者
はヒト患者であろう。
【０１７６】
　以下の実施例は例証の目的で提供されるものであり、本発明の範囲を限定することを意
図したものではない。以下および本明細書中の他所で開示された各出版物またはその他の
参照文献は、参照により全体が本願に組み込まれる。
【実施例１】
【０１７７】
　以下の実施例は、新規な糖尿病自己抗原としてのＺｎＴ８（Ｓｌｃ３０ａ８としても知
られている）の最初の同定について述べる。
　本発明者らは、事実上全ゲノムをカバーするアフィメトリクス社（Affymetrics）のヒ
トＵ１３３チップおよびマウスＭＯＥ４３０チップ、ならびにマウス膵臓中の遺伝子転写
物について報告するＰａｎｃｈｉｐ　５．０を使用して、オリゴヌクレオチド・マイクロ
アレイ実験を実施した。データは、正常なマウス、糖尿病モデル（ＮＯＤおよびｏｂ／ｏ
ｂ）ならびにＩＡＰＰ遺伝子およびＮｇｎ　３における欠失を備えたマウスから単離され
た膵島から、ならびにマウス膵臓腫瘍細胞株（ａＴＣ１－６グルカゴノーマ、βＴＣ３、
およびＭｉｎ６インスリノーマおよびｍＰＡＣ腺管腫瘍株）から得た。データを解析して
、膵島細胞種に特異的な発現を示す転写物、および膵臓のα細胞とβ細胞との間の該転写
物の区別を明らかにした。遺伝子オントロジー（ＧＯ）の注釈に基づいたさらなる分析を
使用して、ヒトおよびマウス両方の候補自己抗原についての遺伝子リストを作成した。最
高スコアの１０候補のうち、５つは既知の糖尿病自己抗原であり、これに促されて本発明
者らは、最高スコアの転写物のうちの１つ（ＺｎＴ８に相当）について、初発のヒトＴ１
Ｄ被験者における体液性自己免疫の標的としての概念を検証する実験を実施した。この候
補物に対して開発された血清学的アッセイは、糖尿病の被験者の２０％において免疫反応
性を検出し、対照では検出しなかった（＜２．５％）。現時点での計画は、体液性自己免
疫および細胞性自己免疫の両方のアッセイを使用して、上記リスト上でこの遺伝子および
その他の遺伝子の候補を調査すべく努めることである。
【０１７８】
　具体的には、コードされるマウスｍＲＮＡのほぼ完全な範囲（トランスクリプトーム）
をカバーする遺伝子マイクロアレイの出現により、膵島で発現する遺伝子サブセットの特
定が可能となった。いくつかの公表された研究により、膵島組織において、膵島細胞の種
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（シャレフ（Shalev）、２００２年）（６８）。さらに、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけるグル
コースまたは炎症性サイトカインを用いた刺激のような生理的かつ病態生理学的操作に対
する膵島の反応についての研究、また膵臓の機能または発生に影響する突然変異遺伝子を
有するマウスからの研究が報告されている。残念ながら、このデータの多くは、現在のと
ころ中央管理機関の公的データベースを通じてアクセスすることができないか、様々なマ
イクロアレイ基盤上にあってデータの正規化が困難であるかのいずれかである。本発明者
らは、それぞれの生物種由来の事実上すべての転写物について報告する、ヒトＵ１３３オ
リゴヌクレオチドチップおよびマウスＭＯＥ４３０オリゴヌクレオチドチップの両方を使
用して、５０を超えるマイクロアレイ実験を実施した。これは、正常なマウス、糖尿病モ
デルマウス（ＮＯＤおよびｏｂ／ｏｂ）ならびにＩＡＰＰ遺伝子およびＮｇｎ３に欠失を
有するマウスからのデータを含む。後者は、膵臓の内分泌細胞が完全に欠けており、した
がって、様々な在胎時点での分析から、発生の全体を通して外分泌腺および腺管組織と比
較して内分泌細胞内で高度に発現される転写物の同定が可能となった（６９）。これらの
データを、組織の種類が４５種の大きな非膵臓組織プールからのアレイデータおよびｄｂ
ＥＳＴ配列データ（ノバルティス（Novartis）データセットおよびユニジーン（Unigene
）発現プロファイル）と比較した。マウス膵臓腫瘍細胞株（αＴＣ１－６グルカゴノーマ
、βＴＣ３、およびＭｉｎ６インスリノーマならびにｍＰＡＣ腺管腫瘍株）の分析から、
膵島細胞の種類に特異的な発現を示す可能性の高い転写物を選択するための予測スコアの
作成、ならびに膵臓のα細胞とβ細胞との間の該転写物の区別がさらに可能となった。こ
れらの細胞株は、腫瘍細胞の表現型と関係する遺伝子を発現するので、ラットのインスリ
ン２プロモーター下でＥＧＦＰに連結された自己抗原フォグリンを発現するトランスジェ
ニックマウスから単離された膵臓β細胞についても分析を実施した。表２は、ＡＮＯＶＡ
分析によって、第１にＮｇｎ３の野生型マウスおよびノックアウトマウスにおいて任意の
胎生齢で差次的に発現するとして（膵臓の内分泌腺および前駆体）、また第２に成体マウ
スの膵島に存在するとして転写物が定義された遺伝子の一部をリストしている。次いで、
該リストをαＴＣおよびβＴＣ細胞株における相対的発現に基づいて層別化した。これら
の手法により、Ｉｐｆ１、Ａｒｘ、Ｐａｘ４、Ｐａｘ６、Ｂｒｎ４、ＮｅｕｒｏＤのよう
な膵島の発生に関与する既知の転写調節要素の大部分の膵島細胞特異性、ならびにいくつ
かのα細胞およびβ細胞遺伝子の既知の細胞種特異性がうまく予測された。ＰＴＰＲＮ（
ＩＡ－２）、プロホルモン転換酵素（Ｐｃｓｋ１、Ｐｃｓｋ２、Ｃｐｅ）およびグラニン
（Ｃｈｇａ、Ｃｈｇｂ　Ｓｃｇ２、Ｓｇｎｅ１）のような既知の神経内分泌系の転写物は
、共通のαＴＣおよびβＴＣ転写物のプール内にあった。他の膵島内分泌細胞に関連した
遺伝子は、予測のとおり、いずれ（Ｐｐｙ、Ｐｙｙおよびグレリン）においても発現され
なかった。既知の遺伝子の中にはいくつか驚くべきことがあり、例えば、ウィリアムズ・
ビューレン症候群の染色体領域１４の遺伝子が、β細胞特異性を示す転写物として出現し
た。この転写因子は解糖系酵素および糖新生酵素の重要な調整因子であり、肝臓を起源と
する２型糖尿病の形態と関連する（７０）。該因子は広範囲に分布するものと一般に考え
られている。ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション分析を用いた追跡調査（データは示
さない）から、実際に、該転写物は、発生途上の膵臓の内分泌細胞が出現する領域に見出
され、また成体の膵臓においてはβ細胞特異性と一致する分布状態で膵島に限局されるこ
とが示された。
【０１７９】
　表２．　ｅ１２．５、ｅ１５．５またはｅ１８．５におけるＮｇｎ３　ｋｏの膵臓で激
減した遺伝子転写物を、内分泌細胞株αＴＣおよびβＴＣならびに成体の膵島における発
現について調べた。膵島内分泌細胞の構成成分には下線が付され；既知の自己抗原は太字
で強調されている。
【０１８０】
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【表２】

　表２は、既知のＴ１Ｄ自己抗原の分布についても、太字で強調して示している。この比
較的単純なバイオインフォマティクス分析により、インスリン１および２、ＩＧＲＰ（Ｇ
６Ｐｃ－ｒｓ）、ＩＡＰＰならびにＩＡ－２（ＰＴＰＲＮ）については予想された細胞部
位に示されたが、ＧＡＤ６５は示されなかった。しかしながらＧＡＤ６５は、ヒトの膵島
には豊富でも（７１）、マウスの膵島では本発明者らを含むほとんどの研究者によって検
出されない。上記の分析は、多くの自己抗原が細胞種特異性を示すという事実を明確に示
している。しかしながら、そのこと自体は候補物を規定するのには十分ではなく、したが
ってこのバイオインフォマティクス手法は、自己抗原候補の特質であると考えられるいく
つかの特徴を考慮し、かつ同時に存在／不在の判定に基づいて候補を除外しないように改
良されてきた。このモデルは本質的に次の特徴を考慮に入れている。
【０１８１】
　１．必ずしも絶対的ではないが、自己抗原は標的細胞を伴う特異性を示す。
　２．大多数の自己抗原は標的細胞において中程度～高レベルで発現される。
　３．Ｔ１Ｄ自己抗原は、制御された分泌経路の構成分子と物理的に結合するようである
。
【０１８２】
　４．細胞性自己免疫の標的の多くは、膜結合型のようである。
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　５．ほとんどが末梢抗原を発現する胸腺細胞でも発現される。
　６．いくつかは組織特異的な選択的スプライシングを示す。
【０１８３】
　特徴１～４は、マイクロアレイのデータセットの共通部分および構成要素の遺伝子の注
釈に基づいて評価することができる。そのようなデータに基づいて「自己抗原指数」を得
ることは可能であると考えられるが、特定の構造的、分子生物学的、および細胞生物学的
な特徴を抗原性に寄与するものとして重視する程度は、細胞性応答と比較した体液性応答
への相対的寄与率のように、判定中である。上記の問題を扱うために、本発明者らは、発
現の量および膵臓内分泌部への特異性に基づいて２組の遺伝子（１つはマウス、１つはヒ
トの遺伝子）についてまとめた（表３）；マウスのデータは表２のデータに由来し、発現
データのヒトのデータは、７９種のヒト組織のノバルティス（Novartis）ＧｅｎｅＡｔｌ
ａｓ（７２）に由来する。解析をＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇおよびＧｅｎｅＳｐｅｅｄで実施
したが、後者はジャン・ジェンセン（Jan Jensen）らによりコロラド州デンバー所在のバ
ーバラ・デイビス・センター（Barbara Davis Center）で開発されたタンパク質ドメイン
・データベースである。
【０１８４】
　表３
　Ａ：マウスβ細胞の転写物
　３０８個の転写物は、Ｎｇｎ３機能喪失（null）マウスの膵臓中に存在しないこと、成
体の膵島には存在すること、およびβ－ＴＣ細胞株に存在すること、に基づいて選択され
た。これらの遺伝子それぞれについてＵｎｉｇｅｎｅ　ＥＳＴ発現データベースを検索し
て、膵臓（ただし膵島ではない）を含む３８種の異なるマウス組織において各遺伝子が転
写される頻度を測定した。１００万当たりのＥＳＴクローンの頻度を、全組織中の合計と
比較して膵臓で観察された転写物の割合（％）と共に表に示す（特異性）。発現量（abun
dance）と特異性（specificity）との積を用いてデータをソートした。既知の糖尿病自己
抗原をコードする転写物は強調表示されている。
【０１８５】
　Ｂ：ヒトの転写物
　７１種の異なるヒト組織を表わすノバルティスのカスタムオリゴヌクレオチドアレイに
ついて、最初に、膵島データセット中のどの遺伝子が他のすべての組織のメジアン値と著
しく異なるシグナルを示したかを判定するためにクエリを行った（ＡＮＯＶＡカットオフ
＜０．０００２）。すべての組織のメジアンのシグナルより５倍大きいシグナルを示した
これら転写物のサブセットにフィルタをかけ、低いシグナル強度（＜２００）を示す転写
物、および膵島と比べて膵臓でより高いレベルで発現された転写物を除去した。その後、
これらの基準を満たした１４０種の遺伝子を用いてＵｎｉｇｅｎｅ　ＥＳＴ発現データベ
ースを検索し、各遺伝子が膵臓を含む５２種の異なるヒト組織で転写される頻度を測定し
た。膵臓についての１００万当たりのＥＳＴクローンの頻度（発現量、abundance）を、
全組織中に対する膵臓中の転写物の割合（％）と共に表に示す（特異性、specificity）
。データをＡｂｕ＊Ｓｐｅｃ指数によってソートした。既知の糖尿病自己抗原をコードす
る転写物は強調表示されている。
【０１８６】
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【表３】

　いずれの場合においても、既知の糖尿病自己抗原はリストで高位に出現し、ＩＣＡ６９
およびＧＡＤ６７のような比較的重要でない体液性自己免疫標的でも上位１００候補に入
っている。両リストの転写物はかなり重複し、その相対存在量および組織特異性は、マウ
ス膵島でヒトと比べて発現に乏しいＧＡＤ６５を例外として、類似していた。上位１００
のタンパク質の多くは、ＳＷＩＳＳ　ＰＲＯＴ、ＰｒｏｓｉｔｅおよびＥＰＣＯＮｄｂデ
ータベースの遺伝子オントロジー（ＧＯ）機能の検討によって判定されるように、分泌経
路に関連した分泌顆粒タンパク質または膜タンパク質である。
【０１８７】
　これらの遺伝子リストが実際に自己抗原性の標的を予測することができるかという疑問
に取り組むために、本発明者らは、量は中程度だが組織特異性の高い転写物としてマウス
およびヒトの遺伝子リストのいずれにおいても高位に出現している膜貫通型のカチオン輸
送体、Ｓｌｃ３０ａ８（ここではＺｎＴ８として知られる）についての免疫沈降アッセイ
を開発した。クローニングした配列のｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳、ならびにインスリン療法を
受ける前の４４名の初発の被験者ならびに年齢およびＨＬＡが一致する４０名の対照者由
来のヒト血清を用いて、放射免疫沈降アッセイを開発した（図１）。具体的には、Ｓｌｃ
３０Ａ８をヒトの膵島ｃＤＮＡから増幅し、ｐＣＤＮＡ３　ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ　ｔ
ｏｐｏ（Ｒ）ベクター内にクローニングし、配列を確認し、５μＣｉの３５Ｓメチオニン
を用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳反応において網状赤血球抽出液中で鋳型（０．５μｇ）と
して使用した。ヒト血清試料（５μｌ）を、０．１％のＮＰ４０を含む５０μｌのトリス
緩衝生理食塩水中で２０，０００ｄｐｍの翻訳産物とともに４℃で一晩インキュベーショ
ンした。固定化したプロテインＡを各インキュベーション物に添加し、免疫グロブリンに
結合した放射活性を濾過により単離し、シンチレーション計数によって測定した。
【０１８８】
　Ｔ１Ｄ血清試料のうちの９つは、該アッセイ中で示された放射性リガンドの５０％まで
達する、対照の血清で観察されたレベルを上回る有意な結合を示した（マン・ホイットニ
ーのノンパラメトリックな両側検定）。自己抗体は、初期の発病患者（＜８歳）およびそ
れより年上の患者（＞８歳）のいずれにも存在した。９名の陽性の患者のうち、６名はイ
ンスリン自己抗体について、５名はＧＡＤについて、また６名はＩＡ－２について陽性の
試験結果が出た。Ｓｌｃ３０ａ８は、独立した疾患マーカーであるように思われる。
【０１８９】
　血清学的な診断アッセイおよび細胞性自己免疫のためのアッセイをさらに開発するには
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、少なくとも機能上は純粋物で、本来の立体配座にフォールディングされ、細胞分裂促進
性の不純物を含まない抗原の生産が必要である。このことは、特に過剰発現した場合に細
菌および真核細胞に対して毒性の傾向を有するＳｌｃ３０ａ８およびＩＧＲＰのような膜
貫通型タンパク質については、些細な問題ではない。
【０１９０】
　ＩＧＲＰの場合には、本発明者らは以前に、制御型メタロチオネイン・プロモーターに
より駆動される構築物を使用して、ショウジョウバエＳ２細胞を安定的にトランスフェク
ションすることにより、高レベルの抗原を本来の形態で発現することができている。その
ような細胞からの粗製膜画分（ＣＭＦ）について、ＩＧＲＰで免疫化したＮＯＤマウス由
来の流入リンパ節細胞を、ＩＬ－２プロモーターの制御下でＬａｃＺを安定に発現するＢ
ＷＺ３６リンパ腫細胞株（７３）と融合させることによって生成された、ＩＧＲＰ反応性
のＴ細胞ハイブリドーマのクローンを用いて試験した。
【０１９１】
　例えば、図２Ａに示すデジタル化画像では、Ｓ２細胞をｍＩＧＲＰ　Ｖ５　Ｈｉｓ構築
物で安定的にトランスフェクションし、０．５ｍＭ　Ｃｕで発現を誘導し、細胞膜フラク
ション（ＣＭＦ）を抗Ｖ５抗体とともにブロットした。該タンパク質はＴＸ－１００で効
率良く抽出され、これを金属キレートアフィニティカラムに結合させ、非変性条件下にて
イミダゾールで溶出させた。図２Ｂは、ＩＧＲＰ－ＣＭＦ　Ｔ細胞ハイブリドーマ（クロ
ーン１－７６－５４）についての反応アッセイを示すグラフである。Ｔ細胞ハイブリドー
マ（細胞２×１０５個／ウェル）を、ＡＰＣとして放射線照射したＮＯＤ脾細胞（細胞１
×１０６個／ウェル）および抗原（ＩＧＲＰ－ＣＭＦまたはＳ２－ＣＭＦ、１０μｇタン
パク質／ウェル）とともに一晩インキュベーションし、βガラクトシダーゼ活性を分光測
光分析した。図２Ａ－３Ｂは、ＩＧＲＰ産生がメタロチオネイン・プロモーターによって
しっかりと制御されていること（図２Ａ）、粗製膜画分が哺乳類のＡＰＣによってプロセ
シングされ、ＩＧＲＰ反応性のＴ細胞ハイブリドーマクローンから、クロロフェノールレ
ッドβ－ガラクトシドを基質とした分光測光法で計測されるＩＧＲＰ特異的な応答を引き
起こすことが可能であること（図２Ｂ）を実証している。推定上の抗原の昆虫細胞による
発現と、Ｔ細胞増殖アッセイまたはハイブリドーマ活性化アッセイのいずれかとを組み合
わせることにより、可溶性の膜構成成分を含む様々なタンパク質ならびにグリコシル化お
よびその他の翻訳後修飾を必要とするタンパク質に適応可能であるはずの、総括的である
が堅牢な一式の標準的操作プロトコールが提供される。
【実施例２】
【０１９２】
　次の実施例は、表３（実施例１を参照）の有力候補の最終候補リストをさらに評価する
ことにより体液性および細胞性自己免疫の新たな標的を同定するためのアッセイについて
述べる。
【０１９３】
　最初に、ＥＳＴとしてのみ表わされた見慣れない候補物および分子について、完全長の
クローンを得て、β細胞における発現を確認するためにヒトおよびマウス膵臓組織におい
てｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション分析を実施する。
【０１９４】
　ヒト被験者の血清学的解析による候補抗原のスクリーニング
　このアッセイはヒト被験者で行うのが最も良い。というのは、免疫反応遺伝子群の遺伝
的な多様性および複雑さから、ヒト被験者はより広範囲の自己免疫反応を示す可能性が高
いからである。１試料当たりのコストが低い９６ウェル形式で半自動的手順を使用して、
１日に多数の試料をスクリーニングすることもできる。バーバラ・デイビス・センター（
Barbara Davis Center）には、十分に注釈が付され、またＨＬＡハプロタイプと、Ｔ１Ｄ
に関連する分子（インスリン、ＧＡＤ６５、ＩＡ２、フォグリン）、セリアック病に関連
する分子（トランスグルタミナーゼＩｇＡ）ならびに多腺性内分泌疾患に関連する分子で
あって副腎皮質に影響を与えるもの（アジソン病の２１βヒドロキシラーゼ（７４））お
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よび甲状腺に影響を与えるもの（ＴＳＨ受容体（７５））への自己反応性とに関して分析
がなされた何万もの試料が保管されている。新たな初発の患者由来の２０，０００を超え
る血清、加えてそれより少数の、Ｔ１Ｄに関して不一致な一卵性双生児由来の試料、なら
びに糖尿病患者の一等親血縁者から得られた、抗体陰性から単一および複数の抗体陽性な
らびに疾患の発症に至る病期に及ぶ連続試料を利用可能である。
【０１９５】
　最初に２種類のアッセイを、それぞれ放射免疫沈降法および時間分解蛍光検出法（ＴＲ
Ｆ）に基づいて開発する。いずれのアッセイも候補抗原のクローニングおよび発現を必要
とし、本発明者らは、配列をインビトロジェン（Invitrogen）のＧＡＴＥＷＡＹ（Ｒ）エ
ントリー・ベクターに挿入するように設計されたプライマーを使用するＰＣＲ鋳型として
役立つことになる、逆転写したｍＲＮＡまたは保証付きのＭＧＣプラスミドのいずれかを
用いて開始する一般的な方法をとった。エントリー・ベクターから、該配列を、単一段階
の組換えを介してｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳、細菌の組換え型タンパク質の生成、アデノウイ
ルスまたはバキュロウイルス産生へと進めることができる。
【０１９６】
　放射免疫沈降アッセイについては、ＣＭＶプロモーター下にクローニングしたｃＤＮＡ
を、網状赤血球抽出液および５μＣｉ　３５Ｓメチオニンを用いる転写／翻訳共役反応（
ＴＮＴキット；プロメガ（Promega））において鋳型（０．５μｇ）として使用すること
になる。９６ウェルプレートに入れた血清試料（５μｌ）を、０．１％のＮＰ４０を含む
５０μｌのトリス緩衝生理食塩水中にて２０，０００ｄｐｍの翻訳産物とともに４℃で一
晩インキュベーションする。その後、固定化したプロテインＡを各インキュベーション物
に添加して免疫グロブリンに結合した放射活性を捕捉し、次いで該放射活性を濾過により
回収し、シンチレーション計数によって測定した。標準化および正規化を行うために、陽
性および陰性の参照用血清も各アッセイに加える。
【０１９７】
　ＴＲＦアッセイについては、ｃＤＮＡを大腸菌（E.coli）または昆虫の細胞中でヒスチ
ジンタグ付きの構築物として適切に発現させ、金属キレートクロマトグラフィによって精
製する。９６ウェルプレートを該精製タンパク質（１～１０μｇ／ｍｌ）でコーティング
し、ブロッキングを行い、次いで０．１％のＮＰ４０を含む５０μｌのトリス緩衝生理食
塩水中にて血清とともに４℃で一晩インキュベーションする。プレートへの免疫グロブリ
ンの結合を、ユーロピウムとコンジュゲートしたマウス抗ヒトＩｇＧ（ＤＥＬＦＩＡ）お
よび時間分解蛍光測定法を使用して、酸性ｐＨにて測定する（ヴィクター（Victor）２、
多重チャネルカウンター）。いずれのタイプのアッセイにおいても、特異性に関して試験
し、かつ異好性抗体のアーチファクトを除外するために、抗体を組換え型抗原で予め吸着
処理して制御する。膜結合型の抗原の場合には、完全長の分子ではなくドメイン特異的な
構築物を用いて作用させる必要があると判明する場合があるが、これは、特異ドメインを
増幅するプライマーを設計し、上述したのと同じ方法でクローニングすることにより、容
易に達成することができる。
【０１９８】
　最初の目的は、１９０例の初発Ｔ１Ｄの血清および１９０例の一致した対照物のバンク
をスクリーニングし、許容可能なカットオフ値を決定するために受信者動作曲線分析を、
統計的有意差を判定するためにマン・ホイットニーのノンパラメトリック検定を使用して
（Ｐｒｉｓｍソフトウェア；グラフパッド社（Graphpad Inc.））各アッセイの特異性お
よび感度を確立することになる。糖尿病の血清を用いた陽性結果に続いて、バックグラウ
ンドを最小限にしてシグナル／ノイズを最大限にするために、アッセイ手順のさらなる最
適化を行うことになる。真の陰性結果（低バックグラウンドでありシグナル／ノイズが１
）に続いてさらに、アッセイの改変、例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳アッセイへの膵臓ミク
ロソームの導入を行うことができる。疾患特異性の低いアッセイは、疎水性のドメインを
含まない構築物、別の妨害物質、異なる免疫グロブリン捕捉手順の使用により、また試験
用血清を組換え型抗原で予め吸着処理した試料と一致させることにより、アッセイにおけ
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るノイズを低減するための協調努力で改善することができる場合もある。トラブルシュー
ティングに対してどれだけ努力するかは、明らかに、その問題の性質および疾患特異的な
自己反応性が疑われるかどうかの兆候によって決まることになる。有望なアッセイについ
ては、疾患の自然な経過のうちいつ自己反応性が生じるのか、他の自己抗原との自己反応
性の重複、および患者の年齢またはＨＬＡの状態との関連があるかどうかという疑問を解
くために、他の利用可能な臨床試料に適用することによって追跡調査することになる。本
発明者らの研究室およびバーバラ・デイビス・センターからのいくつかの出版物が、その
ような研究のひな型として役立つ（７６；７７）。
【０１９９】
　候補抗原への細胞性免疫応答に関するＨＬＡ－ＤＲＳ、－ＤＲ４および－ＤＱ８トラン
スジェニックマウスのスクリーニング
　本発明者らの以前のデータから、バックグラウンドがＢ１０．ＭであるＨＬＡ－ＤＱ８
＋Ｉ－Ａβｏ／ｏマウスは、フォグリンのエピトープペプチド２および７に対するＣＤ４
＋Ｔ細胞のリコール反応を示すことができること、ならびにその同じペプチドが、多くは
ＤＲ４／ＤＱ８ハプロタイプを有する初発ヒト患者で末梢Ｔ細胞の標的とされることが示
されている（７８）。これらの従来の研究は、ヒトのＨＬＡ－ＤＱ８がマウスＩ－Ａｇ７

と同様の結合特異性を有し、該－ＤＱ８分子が、マウスまたはヒトのいずれかの共刺激分
子およびアクセサリー分子との関係において抗原を提示することも考えられるという予測
を支持していた。該研究は、ＨＬＡ導入遺伝子が厳密に糖尿病感受性のバックグラウンド
上に担持されていなくてもヒトの疾患に関連するエピトープを同定する手段としての、ト
ランスジェニックマウスモデルの有用性を支持する。１Ａ型糖尿病のヒトのＭＨＣ感受性
遺伝子座によって提示される可能性のあるあらゆる候補抗原からのあらゆるＴ細胞エピト
ープを評価するために、既知の糖尿病感受性遺伝子座を表わすものとしてＨＬＡ－ＤＱ８
、－ＤＲ３（ＤＲＢ１＊０３０１）および－ＤＲ４（ＤＲＢ１＊０４０１）トランスジェ
ニックマウス、糖尿病との関連のない「保護的」クラスＩＩ分子の対照としてＨＬＡ－Ｄ
Ｒ２（ＤＲＢ１＊１５０２）を使用して、ヒト組換えタンパク質で免疫化した後のＴ細胞
のリコール反応を分析する。
【０２００】
　動物：数系統のＨＬＡ－ＤＲおよび－ＤＱトランスジェニックマウスが作製され、Ｔ１
Ｄ、実験的自己免疫性脳炎および全身性エリテマトーデスのような疾患において免疫応答
が形成される際のこれらの分子の役割が評価されている（７９；８０）。本発明者らは、
ＨＬＡ－ＤＱ８＋Ｉ－Ａβｏ／ｏ、－ＤＲ２、－ＤＲ３および－ＤＲ４トランスジェニッ
クマウスを、米国ミネソタ州ロチェスター所在のメイヨークリニック（Mayo Clinic）免
疫学部門（Department of Immunology）のシェラ・デービッド博士（Dr. Chella David）
から入手しており、これらのコロニーを発明者らのセンターにおいて確立済みである。ヒ
トＣＤ４を有する別のＨＬＡ－ＤＲ４系統をスタンフォード大学のグレタ・ソンダースト
ラップ博士（Dr. Greta Sonderstrup）から最近入手し、現在数を増やしているところで
ある。ＨＬＡ－ＤＱ８（ＤＱＡ１＊０３０１／ＤＱＢ１＊０３０２）マウスを、ゲノム構
築物を用いてＩ－Ａβｏ／ｏＩ－Ｅａｏ／ｏバックグラウンド上に生成させ、したがって
ＨＬＡ－ＤＱ８は唯一のクラスＩＩ分子として生成される。ゲノムの－ＤＲ２（ＤＲＢ１
＊１５０２）ならびにｃＤＮＡ構築物－ＤＲ４（ＤＲＢ１＊０４０１）および－ＤＲ３（
ＤＲＢ１＊０３０１）を、マウスＩ－ＥａまたはヒトＤＲａ導入遺伝子のいずれかと組み
合わせる。すべてのトランスジェニック動物について、尾部から得たＤＮＡのＰＣＲによ
りＭＨＣ発現について遺伝子型を確認し、またＰＢＭＣおよび脾細胞についてＦＡＣＳ分
析を実施してヒトの導入遺伝子の発現レベルを確立し、かつマウスＭＨＣ遺伝子産物の発
現を観察する。
【０２０１】
　抗原提示細胞（ＡＰＣ）：放射線照射（２０～３５Ｇｙ）した同系マウスの脾細胞また
は骨髄由来のＤＣを、タンパク質抗原（１～１００μｇ／ｍｌ）またはペプチド（０．１
～１０μｇ／ｍｌ）存在下で共にインキュベーションすることによるＣＤ４＋細胞のｉｎ
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　ｖｉｔｒｏ刺激に使用する。使用時には、２５ゲージの注射器針を用いた洗浄後に８～
１２週齢のオスのマウスの脛骨および大腿骨の骨髄からＤＣを調製する。残屑および大き
な細胞凝集物を濾過（７０μｍメッシュ）により取り除き、赤血球をＮＨ４Ｃｌで溶解さ
せ、細胞を、１０％の熱不活性化ＦＢＳ（エンドトキシンフリー）を含み抗生物質、ピル
ベート（１ｍＭ）、β－メルカプトエタノール（５０μＭ）および１０ｎｇ／ｍｌのＧＭ
－ＣＳＦが添加されたＲＰＭＩ　１６４０に再懸濁した。第２日および第４日目の培養物
から、新鮮な培地に置き換えることにより非付着性の細胞を取り除き、緩く付着性の細胞
を第６日に回収する（大部分が未熟なＤＣであり、単球および顆粒球がある程度混入して
いる）。この時点で、細胞を０．１μｇ／ｍｌ細菌性リポ多糖（ＬＰＳ）と一緒に組換え
抗原に２４～４８時間曝露して、「成熟」およびクラスＩＩ　ＭＨＣ分子のアップレギュ
レーションを引き起こす。
【０２０２】
　Ｔ細胞株およびハイブリドーマ：Ｔ細胞の細胞株およびクローンは本発明者らが以前に
使用した（７８）方策によってトランスジェニックマウスから作製するが、該方策は、抗
原特異的な応答を引き起こすための免疫化（５～１００μｇの組換え抗原を、５０μｌの
ＣＦＡに含めて尾の基部に皮下注射）を利用する。免疫化８～１０日後に鼠蹊部および大
動脈周囲のリンパ節からＴ細胞をハーベストし、好ましくは別のベクター系で生産された
抗原に対するＣＤ４＋リコール反応について試験する（すなわち、免疫化にはＳ２由来の
Ｈｉｓタグ付き抗原を用い；リコールには細菌のＧＳＴハイブリッドを用いる）。続いて
抗原特異的な細胞を用いてＴ細胞ハイブリドーマを作製する。Ｔ細胞にｉｎ　ｖｉｔｒｏ
で刺激を１回与えてから、ＩＬ－２プロモーター由来のＮＦＡＴ要素の制御下でＬａｃＺ
を安定に発現するＢＷＺ３６胸腺腫細胞株と、ポリエチレングリコールを介して融合させ
る（７３）。耐ＨＡＴ性の細胞株をＲＰＭＩ／ＦＢＳ中で増殖させ、限界希釈法によって
クローニングし、１×１０５個のハイブリドーマ細胞をＲＰＭＩ／ＦＢＳ中の１×１０６

個の同系の脾細胞および抗原とともに共培養することにより分析する。１６～２４時間後
に、誘導されたβ－ガラクトシダーゼを、可溶性の比色定量用基質であるクロロフェノー
ルレッド－β－ガラクトシドを使用して計測するか（図１を参照）、またはＸ－Ｇａｌを
使用して個々の固定したハイブリドーマ細胞について計測する。ＭＨＣ拘束性を確認する
ために、ハイブリドーマについて、同じ遺伝的バックグラウンドの非トランスジェニック
マウス由来の脾細胞など別のＡＰＣと、本発明者らがＴ１Ｄおよび対照の器官ドナーから
現在確立しつつあるＥＢＶ形質転換Ｂリンパ芽球様細胞株のパネルとを使用したアッセイ
も行う；（７８）を参照のこと。クローン性を保証し、かつクローンの多様性を評価する
ために、逆ＰＣＲ（８１）によって全ＲＮＡから調製したｃＤＮＡの配列決定を行うこと
によりＴＣＲの使用頻度を測定する。
【０２０３】
　ＨＬＡ－ＤＱ８＋およびＤＲ４＋トランスジェニック動物におけるフォグリン細胞質ド
メインに対するＴ細胞応答を調べた本発明者らの以前の経験は、免疫原性があるとすれば
、他の抗原に対する応答もこれらの動物において得られるはずであること、該応答から情
報が得られるであろうことを示している。Ｉ－Ａｇ７および－ＤＱ８は、これらが関連ペ
プチドを提示する能力の点から、これらの分子を担持するＡＰＣがオーソログ分子に拘束
されたＴ細胞に対して交差提示しないとしても、機能上極めて類似している。高親和性の
クラススイッチ抗体の産生はＴ細胞依存性のプロセスであるので、リコール反応は、上述
の実験で自己抗体を誘発することが先に示された抗原で免疫化された動物から検出される
と思われる。しかしながら、逆は必ずしも真実ではなく、体液性応答を示さない抗原が依
然として細胞性免疫の標的である可能性がある。ＨＬＡ－ＤＲ２導入遺伝子は、糖尿病感
受性に関係せず、また疾患関連ではない異なるエピトープに連結されることも考えられる
クラスＩＩ分子として、本研究に含められている。本発明者らの以前の経験から、Ｔ細胞
クローンではなくハイブリドーマを使用すればより多様性の大きいＴＣＲが得られる可能
性が高いことが示唆されるため、本発明者らが最初に重点を置くのはそのような試薬を生
成することになろう。
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【０２０４】
　ＮＯＤマウスとは異なり、ヒトの糖尿病被験者は多数のＭＨＣクラスＩＩ分子を発現し
ており、潜在的な将来の研究分野は、二重トランスジェニック動物において様々な糖尿病
感受性または保護性の対立遺伝子を調査することである。例えば、ＨＬＡ－ＤＲ３／－Ｄ
Ｑ８動物は、より重篤な膵島炎（しかし糖尿病ではない）を発症し、親動物と比較してＧ
ＡＤ６５に対する自発的な応答の増大を示す（８２；８３）。理論によって拘束されるも
のではないが、本発明者らは、この動物が候補自己抗原に対する反応性の増大も示すかも
しれないと考えている。同様に、ＨＬＡ－ＤＲ３と－ＤＲ４またはＨＬＡ－ＤＲ２と－Ｄ
Ｑ８の共発現の影響を検討することも考えられる。
【実施例３】
【０２０５】
　次の実施例は、糖尿病自己免疫の新規なマーカーおよび標的としてのＺｎＴ８の同定に
関する別の実験について述べる。
　ＺｎＴ８をコードするｃＤＮＡが糖尿病自己免疫のマーカーとして興味深いかもしれな
いという概念は、遺伝子ノックアウトマウス（Ｎｇｎ３機能喪失）由来のマイクロアレイ
データセットのバイオインフォマティクス分析および他の組織における組織発現パターン
との比較（実施例１）から生じた。当初、該マーカーは、Ｒｉｋｅｎ　ＥＳＴ　Ｃ８２０
００２Ｐ１４に対応するＵｎｉｇｅｎｅ　Ｍｍ．２０８８３１として注釈が付与され、次
いでＺｎＴ８に相当することが認識された。
【０２０６】
　本発明者らは完全長ＺｎＴ８を生産し、該タンパク質を、一連の実験において初発の糖
尿病の血清を用いて放射免疫沈降アッセイで試験した。初期のデータは、患者の１０％が
反応を示し、ＺｎＴ８が１型糖尿病の診断アッセイに役立つ新規な自己抗原であるかもし
れないことが示されたことを表している。
【０２０７】
　その後本発明者らは、完全長分子のうち最後のおよそ１０２アミノ酸に相当するＺｎＴ
８のＣ末端フラグメントを設計し、生産した。アッセイにおけるこのフラグメントの試験
について以下にまとめる。
【０２０８】
　１４４名の初発のＴ１Ｄ患者（年齢は１～５５歳；平均年齢１１．９歳）由来の血清を
、ＺｎＴ８フラグメントを使用して試験すると、４５％は放射免疫沈降アッセイにおいて
血清反応陽性であり、対して年齢およびＨＬＡが一致する対照集団では＜１％であった。
年齢による層別化から、抗体は年長の個体においてより高い傾向を示し、１２～１５歳で
糖尿病を発症した群では７０％の最高値であった。この年齢プロファイルは、他の糖尿病
自己抗原であるＧＡＤ６５およびＩＡ２のプロファイルに類似していたが、インスリン抗
体よりは遅く現われる。この新しい抗原に対する自己反応性は、ＩＡＡ、ＧＡＤおよびＩ
Ａ２への自己反応性のレベルとは相関が無く、したがって独立したマーカーと考えられる
。
【０２０９】
　１歳未満から臨床的糖尿病の発症まで追跡調査した９名の人々からの試料を分析した。
これらはバーバラ・デイビス・センターのＤＡＩＳＹ研究の兄弟コホートから得たもので
ある。これらの人々のうちの８名は糖尿病前症の間に血清反応陽性であった。自己反応性
は、糖尿病前症の後期に現われる傾向があり、通常はＧＡＤおよびインスリンの自己抗体
の出現に続いて現れた。発症時期は一部の例においてＩＡ２自己反応性の前後であった。
対象者のうちの１名では、抗ＺｎＴ８が疾患の発症前に検出される唯一の抗体であり、こ
の新しい自己抗原の発見の重要性を明確に示していた。
【０２１０】
　インスリン　ＧＡＤまたはＩＡ２抗体について陰性の８名の初発患者を試験した。この
群のうち、２名は新しい抗原に陽性の試験結果であり、再び該抗原が既存のマーカーとは
独立に予測に役立つという概念が強化された。
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【０２１１】
　より具体的には、図５を参照すると、この図は、ＺｎＴ８のＣ末端プローブのための標
準的アッセイを示している。曲線は、７回の別個の実験において二連でアッセイされた希
釈系列の平均±ＳＤを示している。この実験は３か月にわたって実施され、実験には異な
るｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳反応が使用された。ｉｎ　ｖｉｔｒｏで翻訳された３５Ｓ標識プ
ローブ（２００００ｃｐｍ）を、０．１５％のトゥイーン（Tween）２０、１％のＢＳＡ
および０．０１％のＮａアジ化物を含む５０μｌのＰＢＳ（ｐＨ７．４）の中で５μｌの
血清とともに一晩インキュベーションしてから、２０μｌの５０％（体積比）プロテイン
Ａアガロースビーズ懸濁液を添加した。４５分後、濾過によってビーズを回収し、４回洗
浄し、次いで乾燥させてから３０μｌのシンチレーション液を添加して液体シンチレーシ
ョン計数を行った。ＺｎＴ８のＯＲＦプローブおよびＮ末端プローブについても同等のア
ッセイを開発した。陽性試料：９名の初発の糖尿病患者血清をプールしたもので、プール
した対照血清で倍加希釈される；対照試料：糖尿病患者の兄弟由来の９名の年齢、性別お
よびＨＬＡが一致した試料をプールしたもの；非特異的結合：血清を添加していない。
【０２１２】
　図６は、様々なＺｎＴ８構築物を用いたＤＡＳＰのブラインド試験の結果を示す。ｉｎ
　ｖｉｔｒｏで翻訳された３５Ｓ標識構築物（２００００ｃｐｍ）を、０．１５％のトゥ
イーン２０、１％のＢＳＡおよび０．０１％のＮａアジ化物を含む５０μｌのＰＢＳの中
で５μｌの血清とともに一晩インキュベーションしてから、２０μｌの５０％（体積比）
プロテインＡアガロースビーズ懸濁液を添加した。４５分後、濾過によってビーズを回収
し、４回洗浄し、次いで乾燥させてから３０μｌのシンチレーション液を添加して液体シ
ンチレーション計数を行った。免疫沈降した放射活性を、プール血清から調製した標準品
および１６名の個々の対照血清のパネルに対する比率として以下のように表した：抗原性
指数＝（試験ｃｐｍ値－対照ｃｐｍ値の平均）／（標準品ｃｐｍ値－対照の平均）。アッ
セイは３連として実施した。ＤＡＳＰから対照として１００例の参照用試料と５０例の一
致した初発糖尿病患者試料が提供された。アッセイのカットオフ値は、対照の平均＋４Ｓ
Ｄに相当する指数として定義され、ＯＲＦアッセイ、Ｎ末端アッセイおよびＣ末端アッセ
イについてそれぞれ０．１５４３、０．１５５５および０．０１２９であった。復号時に
は、これは９８、９９８および９９％点に相当した。この基本原理のもとに、糖尿病試料
の８％、４％および６０％に陽性の試験結果が出た。
【０２１３】
　図６に示すように、ＯＲＦアッセイおよびＮ末端アッセイではいくつかの対照血清が一
貫して陽性の試験結果を示した。該アッセイは感度も比較的低く、Ｃ末端アッセイと比べ
て低いシグナル対ノイズ比を示した。すべてのアッセイにおいて糖尿病試料と対照試料と
の間の差は有意であったが（Ｐ＜０．０００１　マン・ホイットニーのランク検定）、最
も堅牢なアッセイはＣ末端構築物（Ｃ４プローブ　配列番号２４）を用いるアッセイであ
った。より高性能のＣ末端アッセイは、より溶解度の高いプローブ（膜貫通領域が存在し
ない）および／またはその他の潜在エピトープとの接触と関係している可能性がある。
【０２１４】
　図７に示す実験は、ＺｎＴ８がＩＣＡおよびゴールドスタンダードの生化学的な抗体に
ついて陰性の患者の自己抗体を検出することを示している。糖尿病の自己抗体の検出のた
めの最初のゴールドスタンダードはＩＣＡ（膵島細胞質抗体）であり、血液型Ｏ型のヒト
由来の組織学的膵臓切片の血清への曝露と、その後の蛍光標識した二次抗体とのインキュ
ベーションおよび訓練された観察者による顕微鏡観察とを必然的に伴う、複雑で、時間を
要する、比較的主観的なアッセイである。このアッセイは、３種の生化学的抗体のアッセ
イ（インスリン　ＧＡＤおよびＩＡ２）で完全に置き換えられてはいないが、これはＩＣ
Ａ陽性であるが生化学的抗体については陰性の人がいるからである。したがって、６００
００を超える被験者に関する大規模な糖尿病予防治験（Diabetes Prevention Trial）１
については、ＩＣＡはリスクの高いＴ１Ｄ患者の一親等血縁者の集団において自己免疫性
を明らかにするための手法として使用された。
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【０２１５】
　ＩＣＡ陽性だがインスリン、ＧＡＤおよびＩＡ２については陰性であった３０例の初発
患者の血清の分析から、２４％がＺｎＴ８のＣ末端プローブに反応性であることが示され
、ＺｎＴ８がＩＣＡアッセイで検出される抗体の構成成分かもしれないことが示唆された
。さらに一層注目すべきなのは、インスリン、ＧＡＤおよびＩＡ２だけでなくＩＣＡも陰
性であった個体由来の試料のうちの３０例（２０．３％）に、ＺｎＴ８抗体について陽性
の試験結果が出たという知見である。これは、Ｃ末端プローブによって検出されるエピト
ープがＯＲＦ分子では恐らく隠れていること（後の研究で確証された推定）を示している
。ＺｎＴ８への反応性は、広く自己免疫に関係するものではないが糖尿病に特異的である
かもしれないという可能性がある。抗ＤＮＡ抗体について陽性の試験結果が出た個体の一
連の２４例の試料は、ＺｎＴ８自己抗体アッセイにおいて陰性であった。
【０２１６】
　図８Ａ－Ｃは、初発集団における、ＺｎＴ８に対する自己抗体と、Ｉｎｓ（図８Ａ）、
ＧＡＤ（図８Ｂ）およびＩＡ２（図８Ｃ）それぞれの自己抗体との関係を示している。こ
の実験では、ＺｎＴ８のＣ末端プローブに対する自己抗体との関係を３つのゴールドスタ
ンダードと比較した。データはＢＤＣコレクション中の１７５名の初発患者に由来する。
全領域のデータおよびデータの重複を示すために、結果を対数目盛の抗原性指数として示
している。
【０２１７】
　図９Ａ－９Ｄは、疾患発症時の自己抗体の発現を年齢に対して示している（図９Ａ＝Ｚ
ｎＴ８；図９Ｂ＝ＧＡＤ；図９Ｃ＝インスリン；図９Ｄ＝ＩＡ２）。具体的には、この実
験は、ＺｎＴ８血清反応陽性が疾患発症時に比較的年長の対象者において高く、インスリ
ン自己反応性は低くなることを示している。データは、糖尿病の発症年齢が９か月から１
８歳までの２３７名の対象者に由来するものであった。年齢の関数として頻度のプロファ
イルを引き出すために、データを１年間隔でビン化した。ＺｎＴ８　Ｃ末端反応性は発症
年齢の関数として増大し、インスリン反応性は公表された研究で見られるような予期され
た低下を示した。ＧＡＤ反応性も劇的ではないが増大する傾向があった。より年長の対象
者において自己反応性を検出するマーカーは、年長の個体におけるマーカーとしては利用
性に乏しいインスリンを補う。疾患を治療するために使用される外来のインスリンに対し
て抗体が生成されるので、疾患発症後にインスリンを使用することはできない。この実験
は、比較的年長の対象者では２型糖尿病として誤診されて不適当な治療が行われることの
多い、加齢を伴う糖尿病の潜在している自己免疫（ＬＡＤＡあるいは型１．５糖尿病）を
検出するための良い指数が、ＺｎＴ８抗体によってもたらされるはずであることを示して
いる。米国には、恐らく多くのＬＡＤＡ患者が１型患者として存在している。
【０２１８】
　図１０Ａおよび１０Ｂは、Ｔ１Ｄの予測的マーカーとしてＺｎＴ８自己抗体を調べる実
験の結果を示す。年齢９か月から糖尿病まで追跡調査されてきた４３名の人々からの試料
パネルを、ＺｎＴ８に対する自己抗体ならびにインスリン、ＧＡＤ６５およびＩＡ２に対
する３つのゴールドスタンダード抗体について遡及的にアッセイした。ここでは９名の人
々に由来する一連の結果が例として示されている。抗体反応性は、ｃｐｍとして、被験者
から対照者を差し引いて対照者の応答の標準偏差で割って、表されている。アッセイにお
けるカットオフ値は、３ＳＤに相当するかまたは陽性のアッセイが偶然生じる確率がおよ
そ１％であるグレーエリアによって定義される。図１０Ａのパネルに示される患者は、イ
ンスリンに対する自己抗体は生じなかったが、１．５歳でＩＡ２およびＧＡＤに対して陽
性の試験結果が出た。ＩＡ２抗体は一時的な発現であったが４歳で再発した。その間に、
ＺｎＴ８に対する高く持続的な反応性が生じた。その後、ＩＡ２抗体は再発し、５年後に
この人は臨床的糖尿病となった。図１０Ｂに示される患者は、インスリン、ＩＡ２または
ＧＡＤ６５に対する自己抗体は生じなかったが、臨床疾患の１８か月前である２歳の時に
ＺｎＴ８抗体を示した。
【０２１９】



(63) JP 5694668 B2 2015.4.1

10

20

30

40

50

　図１１は、疾患発症時の糖尿病性自己抗体の状態を示す表である。ＺｎＴ８自己抗体の
計測により、３つのゴールドスタンダード自己抗原ＩＡ２、インスリンおよびＧＡＤ６５
に対してさらなる予測力が提供される。公表された研究から、抗体の力価ではなく検出さ
れた抗体の数が疾患を最も強力に予測することが示されている。しかしながら、一部の人
々は、３つのゴールドスタンダード抗体ＩＡ２、ＧＡＤ６５およびインスリンを全く示す
ことなくＴ１Ｄを発症する。このことは、見失われている反応性が存在することを示して
おり、この推定はＩＮＳ、ＧＡＤおよびＩＡ２抗体の同時測定よりも多くの患者を検出す
る自己抗原の免疫組織化学的アッセイによって同様に支持される。しかしながら、ＩＣＡ
アッセイは時間を要し、主観的である。ゴールドスタンダード抗体のうち１つだけを示す
個体については、５年以内に疾患を発症する相対危険度は低いが、２以上の抗体では予後
不良が示唆され、仮にこれが利用可能ならば、治療的介入の指標となるであろう。図１１
の上部は、糖尿病を発症した人々の臨床診断時の抗体の状態を示している。結果は、糖尿
病自己抗原標準化プログラム（Diabetes Autoantigen Standardization Program）により
提供された５０名の初発糖尿病被験者および１００名の年齢が一致した対照者についての
ブラインド試験、ならびに先のスライドに示されたデータに由来するものである。ＺｎＴ
８自己反応性についてのアッセイを追加すると、抗体陰性であった人の数は１４％から８
％へと著しく低下し、さらに１２％はリスクがより高いことが示された。言い換えれば、
抗体陰性と評価されたであろう７名の人のうち４３％が実際にはＺｎＴ８に対する抗体を
有していた。重ねて言えば、「低リスク」の１Ａｂグループの７名の人々のうち、３名（
４３％）は、この３名をより高リスクに分類するＺｎＴ８抗体について陽性の試験結果を
示した。
【０２２０】
　３つのゴールドスタンダードのうち、インスリン自己抗体は測定するのが難しく、実験
室間で該アッセイによる再現性が不十分である。仮にインスリンアッセイを廃棄してＺｎ
Ｔ８アッセイに置き換えたならば、０Ａｂ患者の数が１４％から８％に低下したままで、
同程度の数の二重陽性および三重陽性の患者が存在することになるという利点があるであ
ろう。さらに診断力があることを示すためには長期的な連続試験が行なわれる必要がある
であろうが、ＺｎＴ８／ＧＡＤ／ＩＡ２がＩＮＳ／ＧＡＤ／ＩＡ２よりもよい組み合わせ
になるだろうと仮定することは合理的である。さらに、１２５Ｉ標識したリガンドの使用
を回避し、抗インスリンアッセイに必要とされるような抗原の前吸着を実施することが可
能であろう。
【０２２１】
　図１１の一部は、抗体が、異なる区分に分類された患者間でどのように分布しているか
を示している。ＺｎＴ８　Ｃ末端抗体は、このグループの唯一の抗体として出現すること
が多いようであり、ここでもＧＡＤに類似しており予測に役立つことを証明している。Ｉ
ＣＡ陽性であるが３つのゴールドスタンダードは陰性である人を選択した集団では、２５
％がＺｎＴ８　Ｃ末端陽性であった。
【０２２２】
　図１２Ａおよび１２Ｂは、ＺｎＴ８抗体アッセイの受信者動作特性を示す。データは、
米国コロラド州デンバー所在のバーバラ・デイビス・センターにおける初発患者と、ＤＡ
ＳＰ提供の試料セットとの組み合わせから得た。この組み合わせは、発症時の年齢が１．
５歳から５９歳にわたる人々を包含していた。カットオフ値は、１６例の対照血清群の３
ＳＤを限度として決定した。ＲＯＣプロットは、対照と糖尿病群とをその都度比較するこ
とによって生成した。図１２Ａは免疫沈降指数を示し、図１２Ｂは、各アッセイの感度お
よび特異性の関係を示す。
【０２２３】
　図１３は、ＺｎＴ８のＯＲＦプローブ、Ｃ末端プローブおよびＮ末端プローブに対する
抗体の反応性の関係を示す。データは、バーバラ・デイビス・センターにおける初発患者
と、ＤＡＳＰ提供の試料セットとの組み合わせ、合計２２７名の人々に由来するものとし
た。Ｃ末端陽性の上位５０名の患者は、ＺｎＴ８　ＯＲＦおよびＺｎＴ８　Ｎ末端プロー
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ブへの反応性について陽性の試験結果を示した人々の大部分を含んでいた。Ｎ末端プロー
ブおよびＯＲＦへの反応性にはかなりの相関があったが、ＯＲＦとＣ末端プローブの間に
はなかった。これは、Ｎ末端との反応性に関与するエピトープはＯＲＦプローブによって
検出されるエピトープのサブセットであるが、Ｃ末端は別の患者を検出し、ＯＲＦ翻訳産
物よりも良好な自己反応性の指標であったことを示唆している。ＯＲＦプローブは、膜貫
通領域が誤って折りたたまれて正常なＣ末端のフォールディングを歪めるために正確にフ
ォールディングできないので、上記のことが発生しうると思われる。Ｃ末端は、完全な分
子から切り離されなければ一部は隠れていたかもしれない別のエピトープを含む可能性が
考えられる。
【０２２４】
　図１４Ａおよび１４Ｂの実験は、ＺｎＴ８のＮ末端およびＣ末端が相互作用して両方の
ドメインに依存する新しいエピトープを生成するのか、またはＮ末端配列がＣ末端の中の
エピトープを覆い隠すのかを調べている。
【０２２５】
　該実験は、Ｃ末端プローブに強く応答したがＮ末端との反応性は低い（図１４Ａ）か、
Ｎ末端との反応性が高い（図１４Ｂ）かのいずれかであった、２つの糖尿病の血清のプー
ルを用いて実施した。いずれの混合物を用いても、Ｎ末端およびＣ末端への反応性は独立
であること、プローブを混合して免疫沈降させた放射活性は個々のプローブの合計と等価
であることは明白であった。この実験の変法には、これらのドメインの相互作用に関与す
る可能性のある要因としてＺｎイオンの添加または内在性Ｚｎのキレート化を含めた。結
果は、Ｎ末端およびＣ末端の相互作用が免疫反応性に影響しないことを示唆する上述の結
果と変わらなかった。
【０２２６】
　図１５Ａ－１５Ｃを参照すると、これらの図は、ＺｎＴ８のＣ末端の自己抗体エピトー
プの位置確認を目的とした実験の結果を示している。図１５Ａは、マウスのＳｌｃ３０Ａ
８（上列；配列番号４の２６７～３６７位が示されている）、ヒトのＳｌｃ３０Ａ８（中
列；配列番号２の２６８～３６９位が示されている）およびマウスのＳｌｃ３０Ａ３（下
列；配列は配列番号２５である）の配列をアラインメントして示している。マウスのＳｌ
ｃ３０Ａ８およびＳｌｃ３０Ａ３は大多数のＴ１Ｄ血清によって認識されないので、該デ
ータは、異なっている残基がヒトＳｌｃ３０Ａ８配列中のエピトープを予測するための鍵
を握る可能性が高いことを示している。本発明者は、したがって最後の１１アミノ酸（Ｐ
ＤＣＬＦＣＥＤＰＣＤ；配列番号２の３５９～３６９位）が抗原エピトープであるかもし
れないと仮定した；しかしながら、この領域を削除したプローブ（ＢｓｔＮ１消化、図１
５Ｂ；制限酵素切断部位を示すために参照した配列は配列番号２の３３６～３６９位であ
る）は、９例の糖尿病の血清をプールしたものによって野生型Ｃ末端と同程度の効率で免
疫沈降した（図１５Ｂ）。さらに６アミノ酸を削除すると自己抗体との結合が低下し、１
２アミノ酸を削除すると抗体と結合しなくなり、この領域が特に重要であることが示唆さ
れた。これらのプローブの配列は、本明細書中の表１に示されている。
【０２２７】
　図１５Ｃに示すように、抗原性に寄与する可能性のある荷電残基（Ｋ３４０、Ｈ３４５
およびＥ３５２）、およびカゼインキナーゼの推定リン酸化部位であって翻訳後修飾を受
ける可能性のあるセリン３５３に、点突然変異を有するＣ末端プローブを作製した。上記
と同じ、糖尿病の血清をプールしたものを用いて試験すると、これらの残基の各々が免疫
反応性に寄与することが明白であり、３つの荷電残基すべてを変更した突然変異体（ＡＡ
Ａ）においては相加的であることが判明した。これらのプローブの配列は、本明細書中の
表１に示されている。
【０２２８】
　考えられる妨害物質（データは示さない）としてこの領域を包含する２０量体の合成ペ
プチドを重複させて、さらなる実験を実施した。該ペプチドが結合を妨害する能力はせい
ぜい中程度であり（＜３３％低減）、自己抗体エピトープは恐らく自然界では立体配座を
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とり、単純な直線状の配列ではないことが示唆された。さらなる手法は、Ｃ末端領域の全
体的な立体配座を保持するが二次構造の阻害を伴って重要な配列をすっかり交換すること
を可能にするＳｌｃ３０Ａ８およびＳｌｃ３０Ａ３のキメラ分子を創出することである。
これらのキメラ分子は、該タンパク質に対するＴ細胞応答をマッピングする役割を果たす
ことにもなる。
【０２２９】
　図１６は、自己反応性にとって重要なＺｎＴ８のＣ末端の残基を示し、また明らかにさ
れたエピトープが動物種の間で保存されていることを図示している。短縮型および突然変
異型の突然変異体（上記の表１に記載）は、コア配列ＳＬＴＩＱＭＥＳ（配列番号２の３
４６～３５３位）がヒトのＳｌｃ３０Ａ８への自己抗体反応性に重要であること、ならび
に個々の残基Ｅ３５２およびＳ３５３が抗体の結合に重要な寄与をなすことを示している
。配列全体は、異なる脊椎動物種のＳｌｃ３０Ａ８においてよく保存されているが、最も
近縁の哺乳類の相同体Ｓｌｃ３０Ａ２およびＳｌｃ３０Ａ３ではそれほどでもない。後者
のタンパク質をＣ末端フラグメントとして発現させても、糖尿病の自己抗体によって検出
されない。
【０２３０】
　興味深いことに、より関係の薄い細菌生物種由来のカチオン排出タンパク質（他のＣｚ
ｃＤ）、ならびに２つの無関係なタンパク質すなわち大腸菌の接合伝達タンパク質（conj
ugation transfer protein）およびヒトのＲＥＥＰ３において相同な配列が観察される。
このことから、分子擬態が、人における亜鉛輸送体への自己反応性の発生に役割を果たし
ている、または免疫応答の抗原エピトープスプレディングおよびバイスタンダー活性化に
寄与しているという可能性が高まる。
【０２３１】
　まとめると、ＺｎＴ８は１型糖尿病に先行する自己免疫の独立した血清学的マーカーで
あり、進行中の自己反応から初期の糖尿病への移行を予測するのに特に有用であると期待
される。
【０２３２】
　本明細書に記載のアッセイ形式は、１日当たり５００例もの試料のスクリーニングが可
能であり、その処理能力を高めるために容易に自動化することも考えられる。ヒト被験者
がＺｎＴ８に対して自己抗体を有するという事実は、自己反応性のＴ細胞応答が起きる可
能性が極めて高いことを示している。これはひいては、新たな診断アッセイを上記に詳細
に述べたように開発しうること、ならびに１型糖尿病の治療および予防への新たな治療的
手法も上記に詳細に述べたように開発しうることを意味する。
【実施例４】
【０２３３】
　次の実施例は、欠失変異体およびマウス／ヒトキメラ体を使用したＺｎＴ８のさらなる
自己抗体エピトープマッピングについて述べる。
　この実験では、実験結果は図１７に反映されているが、Ｃ末端の自己抗体結合部位を包
含する領域の境界を、ＮＨ２またはＣＯＯＨ末端が短縮されている一連のＺｎＴ８ペプチ
ドを使用して、またはヒトおよびマウスのＺｎＴ８配列からキメラを作製することによっ
て（マウスのＺｎＴ８配列は標準アッセイにおいて免疫反応性ではない）、マッピングし
た。重複の程度は一定の縮尺で図示されており、欠失の範囲は、削除されたアミノ酸の数
として（欠失略図）、または融合タンパク質が繋ぎ合わせられたアミノ酸部位の番号とし
て該アミノ酸一文字表記の後に（キメラ略図）、示されている。
【０２３４】
　大腸菌のＹｉｉｐカチオン排出輸送体の結晶構造を用いて、ＭＯＤＥＬＬＥＲを使用し
てヒトＺｎＴ８　Ｃ末端の三次元モデルを作成した（図１８）。薄灰色で強調された残基
は、ヒトおよびマウスの配列間で異なっており、中間的灰色で強調された残基は、ＮＨ２
およびＣＯＯＨの欠失構築物の免疫学的分析に基づいて抗原性に乏しいことが示された。
ヒトＺｎＴ８の３２５位の多型の残基は、最も濃い灰色の残基としてこの空間充填モデル
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中に示されている（この図の中の全ての部位は配列番号２に関するものである）。
【０２３５】
　コーカサス集団におけるＺｎＴ８の主なヒト多型バリアント、Ｔｒｐ３２５およびＡｒ
ｇ３２５は、該構造の細胞質側の極にあって膜から遠位に位置し、大部分がヒトとマウス
との間で保存された残基に囲まれている。Ａｒｇ側鎖は溶媒内へと伸びるが、Ｔｒｐのイ
ンドール環は分子側に折り返すので、全体的なフォールディングを歪ませることなく非常
に様々な表面を作り出す可能性がある。Ｇｌｎ３２５バリアントは、幾何学的にはＡｒｇ
側鎖に近いが、Ｓｅｒ３５３周辺からの該構造の回転をもたらすと予測される。トポロジ
ーが多型の影響をほとんど受けない第２のαらせんセグメント（ａａ３２８～３４１）の
バリアント残基の一団は、多型バリアントを担持するプローブ群によって等しく認識され
るエピトープの強力な候補であると仮定された。Ａｒｇ３３２、Ｇｌｕ３３３、Ａｒｇ３
３６およびＡｒｇ３４０が近接しており、かつ溶媒と接触することは、この点に関して注
目に値するものであった。
【０２３６】
　図１９を参照すると、Ｔ１Ｄ自己抗体が標的とする領域のＺｎＴ８残基の保存性が示さ
れている。Ｎ末端は患者のおよそ５％において抗体の標的であるのに対し、Ｔ１Ｄ被験者
の８０％までがＣ末端に対する抗体を示す。Ｃ末端の開始部および終端部の構築物を作製
してＣ末端のエピトープの境界がマッピングされている。灰色で影を付けた領域は、ほと
んどの自己反応性が集中する場所である。マウス、ヒトおよびヒキガエルのＺｎｔ８配列
の比較は、（配列番号２に関して）アミノ酸３２２～３４１を例外として、該エピトープ
領域のほとんどが保存されていることを示している。この領域は、他の生物種では見られ
ないヒトの主な多型バリアント（３２５Ｒまたは３２５Ｗ）を包含している。
【実施例５】
【０２３７】
　次の実施例は、ＺｎＴ８の遺伝子およびタンパク質中の多型性に関する本発明の実施形
態と関連した実験について述べる。
　マウスのＺｎＴ８　Ｃ末端は、１０４アミノ酸のうち１８アミノ酸がヒトのＺｎＴ８と
は異なり、初発の糖尿病患者の血清とは反応しない。この異なっているアミノ酸のうち１
つまたは複数を、対応するヒトのアミノ酸で置き換えた、マウス配列を基にした構築物を
作製した。この実験の結果を図２１Ａ～２１Ｃに示す。各データポイントは、ヒトのＡｒ
ｇ３２５（ＣＲ）もしくはＴｒｐ３２５（ＣＷ）多型バリアントのいずれかに限定的であ
るか、またはヒトのＡｒｇ３２５、Ｔｒｐ３２５もしくはＧｌｎ３２５（ＣＱ）バリアン
トに同程度に反応性であるかについて予め分類済みのヒト血清を用いて測定した、２～７
回の応答の平均である。アミノ酸の番号付けは、ヒト配列の部位（配列番号２）に関する
ものである。
【０２３８】
　結果から、アミノ酸３２５の、対応するヒトのアミノ酸への変更は、ＣＲおよびＣＷに
限定的な血清による結合を回復させたが、一致するアミノ酸を用いた場合のみであること
が示された。単一のアミノ酸変更では、ＣＱに応答する血清の反応性は回復しなかった。
しかしながら、アミノ酸３３２、３３３、３３６の置換と、マウス配列では欠けているａ
ａ３４０のアミノ酸の包含とを組み合わせると、反応性が回復した。これは、３２５位に
Ａｒｇを含めることによりさらに増強された。
【０２３９】
　図２２Ａ～２２Ｄは、マウスＺｎＴ８の多点突然変異による、ヒトＺｎＴ８の反応性の
概括を示している。この実験では、図２２Ａは、マウス配列の単一の点突然変異が、依然
としていくつかのヒトのＡｒｇ反応性の抗体反応を検出することができる一方で、大多数
の血清に反応しないことを示している。しかしながら、ここでは、ヒトおよびマウスの構
造の差異に基づいた別の４残基突然変異（ＲＥＫＫ突然変異）により、マウス配列はヒト
のＡｒｇ３２５の本来の構造とほとんど同程度の反応性となった（図２２Ｂ）。この同じ
プローブは、大多数のｈＴｒｐ反応性の血清では検出されなかった（図２２Ｄ）。その同
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じ血清は、ｍＴｒｐのみのプローブと弱く反応した（図２２Ｃ）。
【０２４０】
　図２３Ａ～２３Ｄに示す別の実験では、１７１例の初発Ｔ１Ｄ被験者由来のＺｎＴ８を
、ｍＱ＞Ｒ３２５、ｍＱ＞Ｗ３２５、ｈＲ３２５、ｈＷ３２５およびｈＱ３２５プローブ
でアッセイし、データをウサギ抗Ｃ末端抗体と比較して計算した（ＢＵＮ－Ｅ）。３２例
の人々がｈＡｒｇ３２５限定的な抗体結合を示し、そのうちの１９例はｍＡｒｇ３２５プ
ローブに対する応答を示した。１３例はｈＴｒｐ３２５限定的な抗体結合を示し、そのう
ちの１０例は、ｍＡｒｇ３２５プローブに対する応答を示した。ｍＡｒｇ３２５またはｍ
Ｔｒｐ３２５への結合は、ヒトの相当物の不在下では観察されなかった。Ａｒｇ３２５限
定的な応答は、ヒトおよびマウスの間で相関し、ｈＱ３２５プローブによって表わされる
結合に対して補正した後は同程度であった。ｍＴｒｐ３２５プローブの結合は、ｈＴｒｐ
３２５限定的な応答にマッピングされた一方で、ｈＱ３２５の結合に対して補正した後で
も少なかった。これらのデータは、３２５位のアミノ酸が自己抗体エピトープ特異性の決
定基であり、Ａｒｇバリアントの場合には、マウスの点突然変異体が本来のヒトの立体配
座に類似していることを示している。
【０２４１】
　別の実験では、初発Ｔ１Ｄ患者におけるＺｎＴ８自己抗体反応をアミノ酸３２５のバリ
アントを用いて測定した。ＺｎＴ８　３２５のＡｒｇ、ＴｒｐおよびＧｌｎバリアントに
基づいた突然変異型Ｃ末端プローブを用いて、３００名の初発患者における体液性免疫応
答を測定した。図２４Ｄは、個々のプローブまたはプローブの組み合わせに対する応答に
基づいて分けた応答のレベルおよび度数を示す。図２４Ｃは、通常のＡｒｇおよびＴｒｐ
バリアントに対する応答の関係を示し、Ｔｒｐ（垂直軸）およびＡｒｇ（水平軸）のみの
応答について９５％点のカットオフ、および該アッセイでは１５％ＣＶと仮定した両プロ
ーブへ等価な反応±３ＳＤの境界を表わす対角線に基づいて、５つの領域に分割されてい
る。図２４Ａおよび２４Ｂは、Ｇｌｎプローブに対する応答とＡｒｇおよびＴｒｐプロー
ブに対する応答との関係を調べる際に同じ層別化が使用されている。
【０２４２】
　図２５は、ＺｎＴ８自己抗体特異性とアミノ酸３２５のコドンに関する患者の遺伝子型
（ＳＮＰ　ｒｓ１３２６６６３４）との関係を示す。新たに診断されたＴ１Ｄ被験者につ
いてＴａｑＭａｎプローブを用いて遺伝子型を分析し、ａａ３２５にＧｌｎ（Ｑ）、Ａｒ
ｇ（Ｒ）またはＴｒｐ（Ｗ）を包含するヒトＺｎＴ８　Ｃ末端構築物で血清をアッセイし
た。アッセイのカットオフ値は０．０２指数に設定した。ＲまたはＷの間のシグナルがＱ
プローブのシグナルを上回った時に、それぞれの測定のＣＶが１５％であると仮定し、指
数が３ＳＤより大きく（＞３ＳＤ）異なった場合に二重反応性を陽性とした。
【０２４３】
　このデータからいくつかの重要な結論が引き出される：
　１）Ｇｌｎプローブ（ｈＣＱ）への反応性は遺伝子型の影響を比較的受けにくい一方、
Ａｒｇ反応性（ｈＣＲ）はＣ対立遺伝子（Ａｒｇをコードする）を有する個体、Ｔｒｐ活
性はＴ対立遺伝子（Ｔｒｐをコードする）を有する個体においてより高い。
【０２４４】
　２）３００名のうち１名のみについて、ｈＣＱプローブに反応するがｈＣＷまたはｈＣ
Ｒには反応しないことが示された。この人は恐らくａａ３２５にＧｌｎ残基をコードして
いる（ヌクレオチド配列決定分析）。Ａｒｇに限定的な反応を示す人々（Ａｒｇのみ）は
全員がＣ対立遺伝子を有していた。Ｔｒｐに限定的な反応を示す人々（Ｔｒｐのみ）は全
員がＴ対立遺伝子を有していた。ｈＣＱ反応を上回るｈＣＲおよびｈＣＷ反応を示した人
々についてもほぼ同じことが言えた。
【０２４５】
　３）ｈＣＲおよびｈＣＷに反応性を示したがｈＣＱには示さなかった人々は、主にヘテ
ロ接合であった。
　これらのデータを図２６にまとめるが、同図は、遺伝子型と、ｈＣＲおよびｈＣＷプロ
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ーブへの反応性との間の相関を示している。より具体的には、図２６は、Ａｒｇ３２５エ
ピトープに限定された反応性はＣ対立遺伝子および特にＣＣ遺伝子型に強く関係し、反対
に、Ｔｒｐ３２５エピトープに限定された抗体反応性はＴ対立遺伝子および特にＴＴ遺伝
子型に関係している、という主要な知見をまとめたものである。
【０２４６】
　図２７は、Ｓｌｃ３０Ａ８遺伝子型を糖尿病発症年齢との関連で示している。遺伝子型
と、Ｔ１Ｄが診断される年齢との間に明白な相関はない。しかしながら、例えば、ＴＴ遺
伝子型を有する人は６歳より前に該疾患を発症しにくいようであると結論するには、その
傾向があり、その結論が治療介入の点で重要なものであっても、より多くの試料が必要で
あろう。
【０２４７】
　本発明者らによる糖尿病集団における遺伝子型と、対照の被験者について文献に報告さ
れたものとには若干の歪みがある。本発明者らの観察では５６．８％のＣＣ、３５．１％
のＣＴおよび８．１％のＴＴ（ｎ＝２８５）である。報告されているヨーロッパ集団にお
ける遺伝子型頻度は、５２．３％のＣＣ、４４．１％のＣＴおよび３．６％のＴＴ（ｎ＝
１６８）（Ｐ＝０．０５　フィッシャーの正確確率検定）である。しかしながら、７４．
４％のＣおよび２５．６％のＴの対立遺伝子頻度は、両集団において同一である。遺伝子
型の分布は、ハーディー・ワインベルク分布（５５．３３％のＣＣ、３８．１１％のＣＴ
および６．５６％のＴＴ）と著しく異なってはいない。ヘテロ接合体とホモ接合体ＴＴに
ついて見ると（Ｐ＝０．０２６）違いはより明白であり、ＴＴ遺伝子型がより多くヘテロ
接合体がより少ないことを示唆しているとも考えられる。
【０２４８】
　集団調査からは、第８染色体上のＳｌｃ３０Ａ８が位置する領域の遺伝子と関連したＴ
１Ｄの存在は報告されない。しかしながらゲノムワイドなＳＮＰ分析は、Ｓｌｃ３０Ａ８
のＴ対立遺伝子の２型糖尿病との関連を示し、検出に約８０００名の被験者の分析を必要
としたそのような関連は、約１．２のオッズ比およびＰ＜０．０５を示している。
【０２４９】
　免疫学的データおよび遺伝学的データの組み合わせの興味深い特徴は、Ａｒｇに限定的
な抗体の保有率はヘテロ接合体よりもＣＣホモ接合体の群においてより高く、同様に、Ｔ
ｒｐに限定的な抗体ではヘテロ接合体よりもＴＴホモ接合体の群においてより高いという
観察結果であった。これは、一部には、抗原の発現が多いほどより多くの自己反応性に関
連するという遺伝子量効果であるとも考えられる。
【０２５０】
　図２８Ａ～Ｂには、使用されたプローブおよびＳｌｃ３０Ａ８遺伝子型に対して自己抗
体反応性のレベルが示されている。ＣＣ遺伝子型は１６９例、ＣＴは１０８例、ＴＴは２
３例の試料で表わされている。ＺｎＴ８　ｈＣ　ＧｌｎプローブはＲＥＫＫエピトープへ
の抗体結合のみを反映することが予測されるが、ｈＣ　Ａｒｇプローブはこのエピトープ
およびＡｒｇ３２５残基を中心としたエピトープの両方に結合する。ｈＣ　Ｔｒｐプロー
ブは、ＲＥＫＫとの結合およびＡｒｇ３２５を中心としたエピトープの両方を報告する。
ｈＣＡｒｇの反応性の平均レベルおよび保有率は、遺伝子型によって、予測された傾向す
なわちＣ対立遺伝子頻度（Ａｒｇ３２５をコードする）に関連した反応性の増大、という
影響を受けた（図２８Ａ）。同様に、ｈＣ　Ｔｒｐの反応性の平均レベルおよび保有率は
、Ｔ対立遺伝子頻度（Ｔｒｐ３２５をコードする）につれて増大した（図２８Ａ）。ｈＣ
　Ｇｌｎの反応性は、保有率またはレベルのいずれに関しても顕著ではないがＣ対立遺伝
子とともに増大する傾向を示した（図２８Ａ）。他の生化学的自己抗体、ＩＡＡ、ＧＡＤ
ＡおよびＩＡ２Ａへの反応性は、Ｓｌｃ３０Ａ８遺伝子型による影響を受けなかった（図
２８Ｂ）。
【０２５１】
　ＺｎＴ８Ａアッセイの開発の現状をまとめる実験を図２９に示す。アッセイは、５０名
の初発糖尿病患者および９９名の対照者で構成された、米国疾病予防管理センター（ＣＤ
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Ｃ）の糖尿病自己抗原プログラム（Diabetes Autoantigen Program）（ＤＡＳＰ）から提
供された一連のブラインド試料について実施した。アッセイは、マウス（ｍ）またはヒト
（ｈ）のいずれかのＺｎＴ８配列を基にしてｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳され３５Ｓメチオニン
放射標識されたプローブを用いる基本的な放射免疫沈降法の形式を使用して実施した。プ
ローブはすべて、ヒトアミノ酸部位３２５にＧｌｎ（Ｑ）（配列番号５０）、Ａｒｇ（Ｒ
）（配列番号４９）またはＴｒｐ（Ｗ）（配列番号５１）を有するＺｎＴ８のＣ末端１０
４ａａ（Ｃ）を包含するものであった。さらに、３つのグリシン残基のリンカー配列を用
いたＺｎＴ８のＮ末端７４ａａ（Ｎ）とＣ末端との融合物（例えばｈＮＣＷ）によって、
またはフレキシブルなリンカーアーム（配列番号５２）を介してｈＣＷ構築物がｈＣＲ構
築物に連結されてｈＣＷＲ構築物（配列番号６０）を生じる、Ｃ末端の二量体を創出する
ことによって、プローブを作製した。リンカーアームは免疫グロブリン重鎖配列に由来す
るものであり、該配列の定常領域と可変領域との間にフレキシブルな接続を提供すること
が知られている。該リンカー（配列ＰＳＴＰＰＧＳＳＧＧＧ；配列番号５２）により、単
一の抗体分子が２箇所でプローブに接続することができるためより高い結合力で結合する
ことが可能となる可能性がある。あるいは、このプローブは、異なるエピトープ特異性の
免疫グロブリンを含む２つの抗体分子に同時に結合することができる。
【０２５２】
　全く同一の試料で得られる結果は、当分野の現況の多くを、また糖尿病の自己反応性の
特徴を明らかにしている。すなわち：
　１）ヒトＴ１Ｄ自己抗体は、天然のマウス配列（配列番号４０）に対してはヒトの相当
物（ｈＣＱ）（配列番号５０）と比較して反応性が低い｛ｍＣＱ対ｈＣＱ｝。
【０２５３】
　２）アミノ酸３２４のＧｌｎ残基（配列番号４１）（ヒトのａａ３２５と等価）をＡｒ
ｇ残基（配列番号４９）に置き換える単一の点突然変異によって、マウスＺｎＴ８に対す
る抗体の結合が増大する｛ｍＣＱデータ対ｍＣＲデータ｝。
【０２５４】
　３）３２５位に単一アミノ酸変化を有するヒトプローブに対する反応性は様々である（
発症時における自己抗体の保有率は常にｈＣＲ＞ｈＣＷ＞ｈＣＱの順である）。これは、
ｈＣＲプローブ（配列番号４９）およびｈＣＷプローブ（配列番号５１）が、ａａ３２５
位を中心とした別のエピトープを有するからであり、また、大部分がコーカサス人である
発明者らの集団ではＡｒｇバリアントに対する抗体がＴｒｐバリアントよりも高頻度で生
じているからである。
【０２５５】
　４）Ｎ末端と、Ｃ末端のＷバリアント（配列番号６２）またはＲバリアント（配列番号
６３）との融合により、Ｔ１Ｄ集団の５～８％によって認識されるＮ末端エピトープを、
より反応性の高いＣ末端エピトープと並べて包含することができるようになる。しかしな
がら、このようにして計測された抗体の全体的な保有率は、実際には、該アッセイのバッ
クグラウンドが高く、従ってカットオフ値が高いために、Ｃ末端プローブ単独の場合より
も低い。分子のさらなる設計により、これは是正されるであろう。
【０２５６】
　５）ＣＷドメインおよびＣＲドメインを融合して１つの分子（配列番号６０）とするこ
とにより、ＣＲ、ＣＷおよびＣＱプローブに反応性を有する人の自己反応性を検出するプ
ローブが創出された。さらに、そのシグナルは、バックグラウンド中に埋もれることなく
高性能のアッセイをもたらし、３つの異なるアッセイの組み合わせよりも糖尿病被験者に
おいてより高かった。プローブをさらに多量体化することにより検出レベルがさらに増加
することも考えられる。検出率７８％は、他のいかなる生化学的糖尿病自己抗体マーカー
と比べても同程度であるか、またはより高い。
【０２５７】
　図３０は、Ｎ末端、Ｃ末端、内腔側ループ、細胞質側ループおよび多型の残基を組み合
わせた様々なＺｎＴ８構築物に対する自己反応性を示す。ｈＣＴｒｐ－ＴＭ（配列番号６
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７）は、６つの膜貫通ドメインを接続する３つの細胞外（内腔側）ループおよび２つの細
胞質側ループを包含する構築物であり、これらのループに存在するあらゆるエピトープを
捕捉するように設計されている。該構築物は、初発患者のさらに４％を検出した。ｈＣＡ
ｒｇＮはＮ末端およびＣ末端の両方を、ただし逆の順序で包含している（配列番号６６）
。このプローブによって計測した抗体のレベルは、ｈＣＡｒｇ単独で計測したレベルと相
関するが、さらに何人かの患者、特に低レベルの反応性を示す患者をもとらえた。データ
はさらに、３２５位のＡｒｇをＴｒｐと交換する多型が、アミノ酸３２５を包含するエピ
トープに同程度または独立に反応する患者に加えて、ｈＣＡｒｇまたはｈＣＴｒｐのみに
対する抗体反応に限定されたかなりの数の患者を同定するということも例証している。
【実施例６】
【０２５８】
　次の実施例は、１型糖尿病の新規な標的およびマーカーとしてのＺｎＴ８に関する追加
データを提供する。
　図３１Ａ～Ｆは、ＺｎＴ８に対する自己抗体を、２３名の初発Ｔ１Ｄ被験者群において
経時的にＣペプチド（食後２時間）および他の自己抗体と比較した研究の結果を示す。こ
の分析の主な結果は、ＺｎＴ８に対する自己抗体は、疾患発病後に、Ｃペプチド応答性の
低下に反映されるβ細胞塊の損失に類似の速度論をもって低下することである。このデー
タから本発明者らは当初、図３１Ａ～３１ＣにおいてＣ末端構築物に対する応答は見られ
るが、Ｎ－Ｃ融合構築物と同等である（図３１Ａ）場合もあれば全く異なる（図３１Ｂ～
Ｃ）場合もあるので、該分子に遺伝変異があるのではないかと疑った。これらのプローブ
を再度配列決定すると、Ｃ末端はＡｒｇ３２５型（配列番号４９）であり、Ｎ－Ｃは該分
子のＴｒｐ３２５型（配列番号６４）であることが示された。クローニング用に２つの異
なる膵島供給源を使用すること、またはヘテロ接合の個体からの産物をクローニングする
ことにより、多型バリアントを導入した。Ｃ末端への反応性の年間平均低下率は２６±１
３％、Ｎ／Ｃは２８±９％、Ｃペプチドは３２±１４％、ＩＡ２は２２±１１であった（
±ＳＤ　ｎ＝１５）。対照的にＧＡＤＡは、恐らくはこの抗原の別の組織供給源が存在す
るために、４２±１９１％だけ増加した。
【０２５９】
　図３２は、発症後５～１０年におけるＺｎＴ８ＡおよびＣペプチドのレベルを示してい
る。以前の研究（上記の実施例に記載）から１０年の追跡調査により、抗体は人々におい
て一貫して減少したこと、最初高レベルであった抗体ほど持続されていたことが示されて
いる。５年後までに約６０％の試料でセロコンバージョンが起こり、全例においてレベル
は平均で９０％低下した。Ａｂレベルが低い（＜０．４）試料は、より早くセロコンバー
ジョンする傾向があった。高レベルの抗体を有する一部の試料には、ランダムＣペプチド
陽性で示されるように残存β細胞塊があった。
【０２６０】
　インスリン、ＧＡＤおよびＩＡ２に加えてのＺｎＴ８自己抗体の測定について、本明細
書中の先行する実施例で述べてきた。それらの実施例において、本発明者らは単にｈＣＲ
反応性を測定しており、これはＴｒｐ３２５反応性を除外してきたことになる。図３３Ａ
は、この概念を検出率の変化としてさらに例証している（黒はＺｎＴ８あり；白は無し）
。図３３Ｂは、ＺｎＴ８抗体測定を加える差動効果を示している。
【実施例７】
【０２６１】
　次の実施例は、異なるＺｎＴ８エピトープを区別するための組換え型タンパク質の有用
性を示す、自己抗体予備吸着実験について説明する。
　いくつかの組換えＺｎＴ８分子が、ｐＧＥＸ（グルタチオンアガロースで精製すること
が可能なグルタチオンＳトランスフェラーゼ融合タンパク質を生産する）またはｐＱＥシ
リーズ（金属キレートクロマトグラフィによって精製することが可能な、タンパク質のＮ
末端もしくはＣ末端にポリヒスチジンタグが付いたタンパク質を生産する）のようなベク
ターを使用して生成されてきた。しかしながら、精製が困難で、適切にフォールディング
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して抗原性エピトープを再作成できないものは、不溶性の封入体を生じることが分かった
。本発明者らは、金属キレートアフィニティ精製のためのＨｉｓタグと、細菌のシャペロ
ンであり適切なフォールディングを確実にするタンパク質融合パートナーとの両方を組込
むベクター（ｐＥＴ４３．１ベクター、ノバジェン（Novagen）、ＥＭＤバイオサイエン
シズ（EMD Biosciences））の使用に解決策を見出した。該タンパク質はＢＬ－２１（Ｄ
Ｅ３）細菌（ノバジェン）中で発現される。
【０２６２】
　ＮＵＳ　ｈＺｎＴ８　Ｃ末端タンパク質であって、配列番号４９に基づくもの（Ａｒｇ
３２５バリアント）、配列番号５０に基づくもの（Ｇｌｎ３２５バリアント）および配列
番号５１に基づくもの（Ｔｒｐ３２５バリアント）を生成させてＮｉキレートカラムで精
製し、２０マイクログラムの試料をＴ１Ｄ血清とともに室温で２時間インキュベートして
から、３５Ｓ　Ｍｅｔ標識したｈＣＡｒｇ、ｈＣＴｒｐ、およびｈＣＧｌｎプローブを添
加して従来の放射免疫沈降アッセイを実施した。
【０２６３】
　図２Ｃに示す実験では、Ａｒｇ３２５に限定的である（血清＃５４１８２７、ｈＣＡｒ
ｇと表示）、Ｔｒｐ３２５に限定的である（血清＃５３３８５５、ｈＣＴｒｐと表示）、
および３２５位のアミノ酸と無関係にすべてのｈＣ末端構築物により共有されるエピトー
プと反応する（血清＃ＢＴ、ｈＣＧｌｎと表示）ことが分かっている、３種の血清を選択
した。
【０２６４】
　結果は、３２５位の多型によって規定されたエピトープに限定的な血清の著しい特異性
を示している。この結果はさらに、ＴｒｐおよびＡｒｇ構築物は３２５位に限定的でない
血清では識別することができないことを示している。実際問題として、このことにより、
Ａｒｇ３２５、Ｔｒｐ３２５および非限定的なエピトープが同じ試料中に表われている場
合の、これらのエピトープに対する血清の相対的反応性を決定するよりよい手段が提供さ
れる。現在、単一の外部の全反応的なＣ末端標準品（ＢＵＮ－Ｅ）を使用する３つのラジ
オアッセイを用いて反応を較正し、次に、数値を互いに差し引いている。本明細書に記載
の組換え型タンパク質を利用すれば、反応性のレベルは、１つの適切なプローブを使用し
、異なる組換え型タンパク質によってシグナルが抑制される程度を測定することにより、
決定することができる。
【０２６５】
　したがって、期待されたエピトープ特異性を示す、本明細書に記載のｈＣＮＵＳ融合タ
ンパク質のようなＺｎＴ８を基にした融合タンパク質を利用できることは、アイソトープ
を用いない手順に基づく固相での自己抗体アッセイ法を作成するうえでの重要なステップ
である。
【実施例８】
【０２６６】
　次の実施例は、ｈＺｎＴ８をコードするアデノウイルスベクターの製造、および宿主細
胞におけるｈＺｎＴ８の発現について述べる。
　本発明者らはさらに、完全長ｈＺｎＴ８の発現用のアデノウイルスベクターを製造した
。対照アデノウイルス（ＡｄＬａｃＺ）またはＡｄ－ｈＺｎＴ８－Ｖ５－Ｈｉｓ（）を用
いて、ＭＯＩを１００としてＣｏｓ７細胞を形質導入した。４８時間後に細胞をハーベス
トし、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウサギ抗ｈＺｎＴ８ポリクローナル抗体を用いたイムノブ
ロッティングによって発現を観察し（データは示さない）、βグルクロニダーゼ（ＧＵＳ
）またはｈＺｎＴ８－Ｖ５－Ｈｉｓを製造業者の指示に従ってｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳し（
ＲＴＳ　１００コムギ麦芽ＣＥＣＦキット、ロッシュ（Roche））、混合物１μｌ（２％
）をウェスタンブロットによって分析した。ｈＺｎＴ８タンパク質の発現が検出された（
データは示さない）。
【実施例９】
【０２６７】



(72) JP 5694668 B2 2015.4.1

10

20

30

40

50

　次の実施例は、様々な細胞におけるＺｎＴ８の免疫組織化学的な位置確認について示す
。
　ＩＮＳ－１細胞は膵臓β細胞に由来するβ細胞株であり、β細胞の良好な細胞培養モデ
ルを提供する。上記の分析の中で使用される抗体は、ＢＵＮ－Ｅと名ばれる組換え融合タ
ンパク質に対して作られたものであり、Ｓｌｃ３０Ａ８遺伝子によってコードされるＺｎ
Ｔ８の細胞内局在を確認するために使用される。該抗体は、大きさがおよそ０．２～０．
５ミクロン（データは示さない）の細胞内の点状の細胞小器官を強調表示する。この細胞
小器官は、インスリン顆粒をマーキングするインスリンと同様のパターンで細胞内に分布
するが、インスリン顆粒には以前の研究によりＺｎＴ８が位置確認されている。この実施
例で述べる本発明者らの免疫組織化学的研究から（データは示さない）、ＺｎＴ８は全て
が顆粒内にあるわけではなく、トランスゴルジネットワークのマーカーであるＴＧＮ３８
と部分的な重なり合いを示すことが示唆されている。ＺｎＴ８は、初期エンドソームのマ
ーカーＥＥＡ１またはトランスフェリンレセプターによってマーキングされるようなリサ
イクリングエンドソームでは位置確認されないが、成熟したリソソームのマーカーである
ＬＡＭＰ１でも実質的な重なり合いは生じない。全体として、これらのデータは、ＺｎＴ
８が分泌顆粒限定的なタンパク質であるという以前の報告（キミエンティら、既述）と一
致しない。
【実施例１０】
【０２６８】
　次の実施例は、ヒト胎児の膵臓のリアルタイムＰＣＲにより、ＺｎＴ８が遺伝子ファミ
リーの関連遺伝子（ＺｎＴ１－７およびＺｎＴ９）とは異なる高い膵島特異性を有するこ
とが示されることを示す。
【０２６９】
　記載の週齢のヒト胎児の膵臓を入手し、ｍＲＮＡを抽出し、次いで発生途中（妊娠第９
週および第２３週）および成人の膵島における発現レベルの測定に使用した。第９週では
、膵臓は大部分が未分化の間充組織で構成されている。第２３週までに肉眼上の構造は成
体の構造と類似し、実質的なＺｎＴ１（Ｓｌｃ３０Ａ１）および特にＺｎＴ８（Ｓｌｃ３
０Ａ８）の発現増加を示す（図３４を参照）。単離された膵島にはＺｎＴ１が少ないが、
これはＺｎＴ１が主に外分泌腺組織に限局しているからである。
【実施例１１】
【０２７０】
　次の実施例は、新たに診断されたＴ１Ｄ患者がＺｎＴ８合成ペプチドに対する末梢のＴ
細胞応答を示すことを実証する。
　この実験は、糖尿病となったばかりの被験者由来のＰＢＭＣによるｈＺｎＴ８依存性の
ＩＦＮ－γ産生を示す。ＰＢＭＣを４名の糖尿病となったばかりの被験者から単離し、７
ａａが重複する２０量体ペプチドとしてヒトＺｎＴ８配列全体にわたるｈＺｎＴ８ペプチ
ドのうち連続した２つをプールしたもの（１０μｇ／ｍｌ）とともに４８時間培養した。
洗浄した後、細胞を抗ＩＦＮ－γモノクローナル抗体でコーティングしたＥＬＩＳＰＯＴ
プレートに移し、さらに１７時間培養した。洗浄して細胞と培地を取り除いた後、分泌さ
れたサイトカインを、別の部位がビオチン化された抗ＩＦＮｇモノクローナル抗体、ＧＡ
ＢＡおよび沈殿銀溶液を使用して検出した。スポットを、Ｂｉｏｒｅａｄｅｒ（Ｒ）４０
００　ＰｒｏＸ（バイオシス（BIOSYS））で計数した。対照の被験者はいずれのペプチド
にも有意なシグナル（ＳＩ≧３）を生じなかったが、陽性対照の破傷風トキソイド／ジフ
テリア毒素についてはＳＩ＝２２を示した。試験した全ての患者が、少なくとも３つのペ
プチドに対して有意なＩＦＮ－γ応答を示し（ＳＩ≧３）、被験者Ｎｏ．３はペプチドの
プール化物のうち１２種に対して応答したが、対照者では応答はなかった。個体間では相
関はほとんど観察されず、唯一プール１７（Ｅ５＋Ｆ５）がすべての被験者によって認識
されている。
【０２７１】
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　本明細書中に引用された各出版物は参照によって全体が本願に組み込まれる。
【０２７２】
　本発明の様々な実施形態について詳細に述べてきたが、当然ながら、当業者にはそれら
の実施形態の修正形態および改変形態が想起されるであろう。しかしながら、そのような
修正形態および改変形態は、添付の特許請求の範囲に述べる本発明の範囲内にあることは
明確に理解されるべきである。
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