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(57)【要約】
　本発明は、少なくとも部分的に精製された眼の抗原の
少なくとも１つのサンプルに対する、体液における自己
免疫反応性の分析に基づく緑内障の第１の診断方法であ
って、個々の抗原に対する当該自己免疫反応性は、診断
結果を決定するよう、測定され、緑内障スコアに変換さ
れる方法に関する。本発明のさらなる局面は、少なくと
も部分的に精製された眼の抗原の少なくとも１つのサン
プルを担持する抗原担持要素と、緑内障の診断のための
キットとを含む。さらなる局面は、緑内障の診断方法に
おける使用のための、涙のような体液を収集する方法を
含む。さらに別の局面は、診断マーカとして機能するお
よび／または緑内障の治療のための医薬組成物を調製す
るための眼の抗原を含む。本発明はさらに、ａ）細胞の
インビトロ培養物を与えるステップと、ｂ）テスト対象
者の体液を細胞のインビトロ培養物とともにインキュベ
ートするか、またはテスト対象者の体液または身体試料
から分別した成分を細胞のインビトロ培養物とともにイ
ンキュベートするステップと、ｃ）ステップｂ）に従っ
た処理の後に細胞のタンパク質発現を分析および／また
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）少なくとも１つの少なくとも部分的に精製された眼の抗原を含む少なくとも１つ
のサンプルを与えるステップと、
　（ｂ）ステップａ）において与えられた前記眼の抗原サンプルの少なくとも１つと体液
を反応させるステップと、
　（ｃ）少なくとも１つの眼の抗原サンプルについて自己免疫反応性値を決定するよう前
記体液における自己抗体と前記眼の抗原サンプルの少なくとも１つとの間の前記ステップ
ｂ）の反応を検出および／または定量化するステップと、
　（ｄ）少なくとも１つの眼の抗原サンプルについて緑内障スコアを決定するよう、測定
された自己免疫反応性値を緑内障患者および／または健康な人から得られた標準データと
比較するステップと、
　（ｅ）任意で、前記少なくとも１つの緑内障スコアの評価により診断結果を決定するス
テップとを含む、緑内障の診断方法。
【請求項２】
　ステップａ）において、少なくとも１つの部分的に精製された眼の抗原を含む少なくと
も２つのサンプル、または少なくとも２つの部分的に精製された眼の抗原を含む少なくと
も１つのサンプルが与えられる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ステップａ）～ｅ）の少なくとも１つにおいて、前記眼の抗原サンプルの少なくとも１
つまたは少なくとも１つの眼の抗原に対する前記自己免疫反応性の前記診断結果への寄与
を調整するよう重み付け係数が割り当てられる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも１つの重み付け係数が、ステップ（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）の少なくとも１つ
の間に適用されるアルゴリズムにより前記眼の抗原サンプルの少なくとも１つに割り当て
られる、請求項３に記載の緑内障の診断方法。
【請求項５】
　少なくとも１つの重み付け係数が前記体液との反応のために与えられた個々の眼の抗原
の量を重み付けすることによって導入されるか、または前記反応のために与えられた体液
の量が重み付けされる、請求項３または４に記載の緑内障の診断方法。
【請求項６】
　前記眼の抗原の少なくとも１つのサンプルは、
　アクチン、アルブミン、α－１－アンチトリプシン、アネキシンＩ－ＩＶ、アネキシン
Ｖ、β－２－アドレナリン受容体、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、カルレティキュリ
ン、カルジオリピン、α－Ａ－クリスタリン、α－Ｂ－クリスタリン、β－Ｌ－クリスタ
リン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、ＤＮＡトポイソメラーゼ１、フィブロ
ネクチン、α－フォドリン（＝スペクトリン）、グリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）
、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、熱ショックタンパク質ＨＳＰ１０（＝シャペ
ロニン）、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、インスリン、ｊｏ－１、リゾチーム、
ミエリン結合タンパク質（ＭＢＰ）、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質（ＭＯ
Ｇ）、ミオグロビン、ニューロン特異エノラーゼ（ＮＳＥ）、ニューロトロフィン３、ニ
ューロトロフィン４、ニューロトロフィン５、パーオキシドジスムターゼ、３－ホスホセ
リン、プレアルブミン、プロテインキナーゼＣ阻害剤、プロテインキナーゼＣ、スーパー
オキシドジスムターゼ、α－シヌクレイン、γ－シヌクレイン、チレオグロブリン、トラ
ンスフェリン、トランスチレチン、トポイソメラーゼ阻害剤、ユビキチン、血管内皮細胞
増殖因子（ＶＥＧＦ）、ビメンチンといった４８個の少なくとも部分的に精製された眼の
抗原の群１のうちの少なくとも２つの抗原を含む、請求項１～５のいずれか１項に記載の
緑内障の診断方法。
【請求項７】
　前記眼の抗原サンプルの少なくとも１つのサンプルは、
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　アクチン、α－１－アンチトリプシン、アネキシンＶ、α－Ａ－クリスタリン、α－Ｂ
－クリスタリン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、α
－フォドリン（＝スペクトリン）、グリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、グルタチオ
ン－Ｓ－トランスフェラーゼ、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ｊｏ－１、ミエリ
ン結合タンパク質（ＭＢＰ）、ニューロン特異エノラーゼ（ＮＳＥ）、プロテインキナー
ゼＣ阻害剤、スーパーオキシドジスムターゼ、トランスフェリン、トランスチレチン、ユ
ビキチン、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、ビメンチンといった２４個の眼の抗原の
群Ａから選択される少なくとも２つの抗原を含む、請求項１～５のいずれか１項に記載の
緑内障の診断方法。
【請求項８】
　前記眼の抗原の少なくとも１つのサンプルは、群Ａおよび／またはアネキシンＩ－ＩＶ
、β－２－アドレナリン受容体、カルレティキュリン、熱ショックタンパク質ＨＳＰ１０
（＝シャペロニン）、インスリン、パーオキシドジスムターゼ、プロテインキナーゼＣ、
α－シヌクレイン、γ－シヌクレインといった９個の眼の抗原の群Ｂのいずれかから選択
される少なくとも２つの抗原を含む、請求項１～５のいずれか１項に記載の緑内障の診断
方法。
【請求項９】
　前記少なくとも部分的に精製された眼の抗原の少なくとも１つのサンプルは、
　アルブミン、α－１－アンチトリプシン、アネキシンＩ－ＩＶ、アネキシンＶ、β－２
－アドレナリン受容体、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、カルレティキュリン、カルジ
オリピン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、ＤＮＡト
ポイソメラーゼ１、フィブロネクチン、熱ショックタンパク質ＨＳＰ１０（＝シャペロニ
ン）、インスリン、ｊｏ－１、リゾチーム、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質
（ＭＯＧ）、ミオグロビン、ニューロトロフィン３、ニューロトロフィン４、ニューロト
ロフィン５、パーオキシドジスムターゼ、３－ホスホセリン、プレアルブミン、プロテイ
ンキナーゼＣ阻害剤、プロテインキナーゼＣ、スーパーオキシドジスムターゼ、α－シヌ
クレイン、γ－シヌクレイン、チレオグロブリン、トランスフェリン、トランスチレチン
、トポイソメラーゼ阻害剤、ユビキチン、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）といった３
６個の眼の抗原の群２のうち少なくとも１つの眼の抗原を含む、請求項１～５のいずれか
１項に記載の緑内障の診断方法。
【請求項１０】
　前記眼の抗原サンプルの少なくとも１つのサンプルは、１０個未満の眼の抗原を含む、
請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記部分的に精製された眼の抗原サンプルの少なくとも１つのサンプルは、マイクロア
レイチップ、ラテラルフローテストストリップ、またはマイクロ流体チップである抗原担
持要素の上に担持される、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記体液は、収集され、乾燥され、任意で保存され、その後、ステップｂ）における使
用のために戻される、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記体液は涙である、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１～１３のいずれか１項に記載の緑内障の診断方法のための抗原担持要素であっ
て、少なくとも１つの少なくとも部分的に精製された眼の抗原の少なくとも１つのサンプ
ルを担持する、抗原担持要素。
【請求項１５】
　前記少なくとも１つの部分的に精製された眼の抗原の少なくとも１つのサンプルは、群
１から選択される抗原を含む、請求項１４に記載の抗原担持要素。
【請求項１６】
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　少なくとも部分的に精製された眼の抗原の少なくとも１つのサンプルが、群２から選択
される少なくとも１つの抗原を含む、抗原担持要素。
【請求項１７】
　前記少なくとも部分的に精製された抗原の少なくとも１つのサンプルは、群Ａまたは群
ＡおよびＢから選択される抗原を含む、請求項１４または１５に記載の抗原担持要素。
【請求項１８】
　重み付けされた量の個々の抗原が前記抗原担持要素上に存在する、請求項１４～１７の
いずれか１項に記載の抗原担持要素。
【請求項１９】
　抗原ゾーンと、体液のための受取ゾーンとを含む、請求項１４～１８のいずれか１項に
記載の抗原担持要素。
【請求項２０】
　前記受取ゾーンは、涙または他の体液を収集するための吸収材料を含む、請求項１９に
記載の抗原担持要素。
【請求項２１】
　前記受取ゾーンは、患者に直接的に接触するように設計される、請求項１９または２０
に記載の抗原担持要素。
【請求項２２】
　請求項１～１３のいずれか１項に記載の診断方法のための、および／または請求項１４
～２１のいずれか１項に記載の抗原担持要素を含む緑内障の診断のためのキット。
【請求項２３】
　涙の収集のための吸取紙のような体液を収集する補助剤、ならびに／または診断結果を
計算および／もしくは提示するソフトウェアコンポーネント、ならびに／または前記体液
における自己抗体が抗原担持要素上に存在する抗原の選択されたものと反応する際に前記
体液サンプルを処理するための、もしくは添加される反応物をさらに含む、請求項２２に
記載の緑内障の診断のためのキット。
【請求項２４】
　測定された前記体液は、抗原担持要素の受取ゾーンに収集され、前記体液は、その自己
免疫反応性の分析のために前記抗原担持要素上の抗原担持ゾーンへと移送されるか、また
は前記体液は吸着材料から前記抗原担持要素へ直接的に流れるまたは拡散する、請求項１
～１３のいずれか１項に記載の緑内障の診断方法。
【請求項２５】
　請求項１～１３または２４のいずれか１項に記載の緑内障の診断方法での使用のために
、請求項１３～２０に記載の抗原担持要素のいずれかに体液を適用するために、または請
求項２１または２２に記載のキットとの使用のために、生体から体液サンプルを収集する
方法。
【請求項２６】
　緑内障を初期段階で検出するか、異なる形態の緑内障を特定するか、または病気の進行
もしくは医療処置の効果を監視する迅速な試験のための、請求項１～１３もしくは２４の
いずれか１項に記載の緑内障の診断方法の使用、請求項１４～２１のいずれか１項に記載
の抗原担持要素の使用、または請求項２２もしくは２３に記載のキットの使用。
【請求項２７】
　緑内障の監視のための、請求項１～１３または２４のいずれか１項に記載の緑内障の診
断方法におけるか、請求項１４～２１のいずれか１項に記載の抗原担持基材上におけるか
、請求項２２もしくは２３に記載のキットにおける以下の群１の眼の抗原のいずれかの使
用、または当該眼の抗原の１つ以上の任意の組合せのいずれかの使用。
【請求項２８】
　緑内障の診断方法における使用、または緑内障の診断方法における使用のための抗原担
持要素上における使用のための、群２の眼の抗原、当該眼の抗原の１つ以上の任意の組み
合せ、または群２の抗原の眼の抗原のいずれかに特異である抗体のいずれか。
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【請求項２９】
　治療処置での使用のための、群２の以下の眼の抗原、当該眼の抗原の１つ以上の任意の
組み合せ、または群２の抗原の眼の抗原のいずれかに特異である抗体のいずれか。
【請求項３０】
　緑内障の治療処置での使用のための、群２の以下の眼の抗原、当該眼の抗原の１つ以上
の任意の組み合せ、または群２の抗原の眼の抗原のいずれかに特異である抗体のいずれか
。
【請求項３１】
　医療処置または緑内障の治療のための組成物における使用のための、群２の以下の眼の
抗原、当該眼の抗原の１つ以上の任意の組み合せ、または群２の抗原の眼の抗原のいずれ
かに特異である抗体のいずれか。
【請求項３２】
　（ａ）細胞のインビトロ培養物を与えるステップと、
　（ｂ）テスト対象の人の体液とともにそれをインキュベートすることによる当該細胞培
養物の処理ステップと、
　（ｃ）ステップｂ）に従った処理の後に、前記細胞のインビトロ培養物によるタンパク
質の発現を分析および／または細胞の生存度を分析するステップと、
　（ｄ）診断結果を決定するよう、ステップｃ）における前記分析の結果を標準データと
比較するステップとを含む、緑内障の診断方法。
【請求項３３】
　前記インビトロ培養物の細胞は、不死化されたもしくは初代の網膜神経節細胞か、また
は網膜神経節細胞の前駆細胞である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　ステップｂ）における前記処理のための前記体液は血清または涙である、請求項３２ま
たは３３に記載の方法。
【請求項３５】
　ステップｂ）における前記処理のための前記体液は、前処理または分別された、請求項
３２または３３に記載の方法。
【請求項３６】
　前記前処理または分別された体液は、自己抗体を含むか、自己抗体の選ばれたものを含
むか、または抗体の特定の選ばれたものを含まない、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　ステップｃ）に従ったタンパク質発現分析は、細胞分解と、細胞内および／または細胞
外タンパク質を含む細胞タンパク質の回収と、任意でタンパク質消化および／またはタン
パク質精製および／またはタンパク質分別もしくは分離を含む、請求項３２～３６のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項３８】
　ステップｃ）に従ったタンパク質発現分析は、質量分析、ＭＡＬＤＩ　ＴＯＦ質量分析
、ＳＥＬＤＩ　ＴＯＦ質量分析、オービトラップ、または液体クロマトグラフィー質量分
析によるタンパク質分析を含む、請求項３２～３７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３９】
　ステップｃ）は、少なくとも１つのバイオマーカの発現を具体的に測定するアッセイを
含み、前記バイオマーカは任意で緑内障疾患、自己免疫疾患、神経変性疾患、またはアポ
トーシスに付随することが知られている、請求項３２～３８のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項４０】
　前記アッセイは、少なくとも１つのバイオマーカに特定的な少なくとも１つの抗体プロ
ーブを用いる免疫学的アッセイである、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記少なくとも１つの抗体プローブは、アクチン、アルブミン、α―１―アンチトリプ
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シン、アネキシンＩ－ＩＶ、アネキシンＶ、β－２－アドレナリン受容体、脳由来神経栄
養因子ＢＤＮＦ、カルレティキュリン、カルジオリピン、α－Ａ－クリスタリン、α－Ｂ
－クリスタリン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、Ｄ
ＮＡトポイソメラーゼ１、フィブロネクチン、α－フォドリン（＝スペクトリン）、グリ
ア線維酸性タンパク質ＧＦＡＰ、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、熱ショックタ
ンパク質ＨＳＰ１０（＝シャペロニン）、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、インス
リン、ｊｏ－１、リゾチーム、ミエリン結合タンパク質ＭＢＰ、ミエリンオリゴデンドロ
サイト糖タンパク質ＭＯＧ、ミオグロビン、ニューロン特異エノラーゼＮＳＥ、ニューロ
トロフィン３、ニューロトロフィン４、ニューロトロフィン５、パーオキシドジスムター
ゼ、３－ホスホセリン、プレアルブミン、プロテインキナーゼＣ阻害剤、プロテインキナ
ーゼＣ、スーパーオキシドジスムターゼ、α－シヌクレイン、γ－シヌクレイン、チレオ
グロブリン、トランスフェリン、トランスチレチン、トポイソメラーゼ阻害剤、ユビキチ
ン、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、ビメンチンといった眼の抗原の１つに対して向
けられている、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　ステップｃ）に従った前記タンパク質発現分析は、ウェスタンブロット、マイクロアレ
イ、ＥＬＩＳＡ（Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay）、ＥＬＩＳＰＯＴ（Enzyme Link
ed Immuno Spot Technique）のような免疫学的アッセイを含む、請求項３９～４１のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項４３】
　ステップｃ）のタンパク質発現分析は、前記インビトロ細胞培養物の細胞に対してその
場で行われる、請求項３２～４２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４４】
　ステップｃ）は前記細胞の生存度の分析を含み、前記分析は、フローサイトメトリー、
ならびに／またはアネキシンＶおよびプロピジウムでの細胞の標識付け、ならびに／また
は水溶性テトラゾリウムテストもしくはアラマーブルーステイニングを含む、請求項３２
～４３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４５】
　ステップｃ）は、前記タンパク質発現分析の結果のデータ処理を含み、このデータ処理
と、ステップｄ）の標準データとの前記タンパク質発現分析の結果の比較とは、１つの組
み合された計算処理において行われる、請求項３２～４４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４６】
　ステップｄ）の診断結果を決定するよう前記タンパク質発現分析の結果を標準データと
比較する際、前記標準データは、ステップｂ）の前記体液が緑内障患者および健康な人か
ら得られる対照実験から得られる、請求項３２～４５のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医学的診断の分野に存在し、特に、自己免疫反応性の分析に基づき緑内障を
診断する方法に関する。この発明は、緑内障の２つの診断方法を含む。第１および第２の
診断方法の両方は、緑内障患者の体液における自己免疫反応性に依拠している。本発明の
さらなる局面は、緑内障患者の自己免疫反応性を調整する治療方法に関する。
【０００２】
　緑内障の第１の診断方法は、少なくとも部分的に精製された眼の抗原に対する体液の自
己免疫反応性の分析に基づく。緑内障の第２の診断方法は、インビトロで培養された網膜
神経節細胞（ＲＧＣ）のタンパク質発現に対する体液における自己抗体の作用の分析に基
づく。
【背景技術】
【０００３】
　緑内障は、網膜神経節細胞およびそれらの軸索の進行性の損失と、視野の緩やかな損失
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とによって特徴づけられる眼障害の群である。緑内障は、世界的な失明の主要原因の１つ
である。緑内障の有病率は、ヨーロッパにおける一般人口の約１～２％である。６０歳を
超える年齢の人々の３～４％までがこの病気を患っている。緑内障の最も一般的な形態は
、原発性開放隅角緑内障（ＰＯＡＧ）であり、有病率は１．１％～２％の範囲である。
【０００４】
　緑内障の病因は、部分的に分かっているのみであり、眼内圧の上昇のみがこの病気の原
因であるわけではない。眼内圧の増加は今でも主な危険要因であると考えられるが、アポ
トーシスプロセス、一酸化窒素レベルの上昇、または免疫系の関与などの他の病原性の要
因が関連する可能性が高い。
【０００５】
　さらに、眼内圧の上昇はかなり一般的である（４０歳の人口の１０％）が、これらのう
ち一部の人のみが何年間に亘って緑内障を発症する。これまでのところ、眼内圧が上昇し
た人のうちどの人が緑内障を発症するかを特定する標準的な診断テストは存在しない。緑
内障の早期治療は、視力喪失を防止するために決定的であるので、眼内圧の増加とは独立
して緑内障を初期段階で検出する診断ツールの向上の必要性が存在する。
【０００６】
　眼内圧の上昇は、網膜細胞の死および緑内障疾患の発症の主な原因として公知である。
細胞死の原因としての圧力の上昇は、インビトロで再現されている。Ａｇａｒら（Brain 
Res. 2006. 1086(1): p. 191-200）は、網膜神経節細胞系のインビトロ培養物を上昇され
た静水圧に晒し、細胞死を誘導した。
【０００７】
　しかしながら、緑内障のケースのうち約３０％が眼内圧の上昇を伴っていないことも公
知である。緑内障の疾患の少なくともいくつかの形態は、末梢または中枢神経系の障害を
受けた構造の進行性の萎縮を伴う、神経系の局面での進行性の機能障害を有する神経変性
疾患のパターンに合致する。したがって、眼内圧の上昇に加えて、たとえば一酸化窒素レ
ベルの上昇、Ｔリンパ球が媒介するプロセス、または自己免疫攻撃といった網膜神経節細
胞の破壊につながるさらなる原因およびメカニズムが議論されている。
【０００８】
　緑内障の早期検出の方法はまだ限られている。眼内圧を測定することで、当該患者の一
部を検出することは可能であるが、変動する圧力レベルによって偽陰性の結果も与えられ
得る。その時に患者自身が視覚機能の損失を認識していれば、ほとんどの場合、網膜神経
節細胞の不可逆性の大きな欠損がすでに発生していることになる。
【０００９】
　緑内障のケースのうち眼内圧の上昇を伴っていない約３０％は、正常眼圧緑内障と呼ば
れる。眼内圧の上昇を測定する従来の検出方法は、これらの患者では役に立たない。正常
眼圧緑内障の診断方法の欠如と、初期段階の緑内障の検出方法の欠如とを考慮すると、眼
内圧と独立して緑内障を検出するための方法を開発する必要がある。眼の抗原に対して血
清抗体を示すいくつかの研究によって、自己免疫が、緑内障における重要な要因として実
証されている。たとえば緑内障患者においては、健康な被験者と比較して、熱ショックタ
ンパク質ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、α－Ｂ－クリスタリン、γ－エノラーゼ、α－フォド
リン、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、およびグリコサミノグリカンが、異なる
レベルの結合反応性を有する（たとえばJoachim, S.C., et al., Curr. Eye  Res. 2007,
 32(6): p. 501-9.）。興味深いことに、自己破壊的なインパクトを有し得る抗体反応性
の上昇のみでなく、ある抗原について減少した自己免疫反応性も、緑内障患者の体液にお
いて特徴的となっている。さらに細胞培養アプローチにおいて、抗ＨＳＰ抗体の直接適用
は網膜神経節細胞のアポトーシスにつながることが示され得た（Tezel G, et al. Invest
 Ophthalmol. Vis. Sci. 1998; 39:2277-2287）。
【００１０】
　以前に、緑内障患者の特定の自己免疫反応性パターンに基づく診断方法が開示された。
たとえば、ＷＯ２００４／０３６２２０は、眼の抗原に対する、血清、涙、眼房水、また
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は唾液といった体液中の複合自己抗体レパートリーの分析による緑内障の診断方法を開示
する。眼の抗原のための源として、網膜の抗原、視神経抗原、およびその他の抗原の粗混
合物が用いられるとともに、複合自己免疫反応性パターンが測定された。ウェスタンブロ
ットアッセイ、化学発光アッセイ、ＥＬＩＳＡ、放射性免疫アッセイを含む、自己免疫反
応性パターンの検出および測定のためのさまざまな免疫分析手法、ならびにデジタル画像
検出、処理、および分析のための方法が、テスト対象者、健康な人、および緑内障患者の
自己免疫反応性パターンの生成および比較分析のために用いられ、開示された。文献ＷＯ
２００４／０３６２２０は、多数の眼の抗原の複合混合物から隔離されておらず、そのほ
とんどが特定されていない眼の抗原に対する自己免疫反応性パターンに依拠する、緑内障
の診断方法を教示している。テスト対象者、健康な人、および緑内障患者からの体液にお
ける自己免疫反応性パターンの差異により、診断結果が与えられる。しかしながら、癌の
ような他の病気に関する診断分野における研究によると、未特定のバイオマーカに対する
自己免疫反応性に基づく診断はしばしば信頼性が低いということが明らかとなっている。
したがって、眼内圧の上昇とは独立した信頼性のある緑内障の診断方法の必要性が存在す
る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明の目的は、体液の分析によって眼内圧の上昇とは独立して緑内障を検出する、代
替的かつ向上され、かつ信頼できる診断方法を提供することである。本発明のさらなる目
的は、迅速なテストおよび専門の実験室テストの両方のために用いるのに選択可能な程度
の感度および特異度で緑内障を検出する診断方法を提供することである。本発明のさらな
る目的は、緑内障を診断するための抗原担持要素およびキットと、緑内障の診断のための
バイオマーカとして機能するとともに、緑内障の治療処置において抑制剤として機能する
新たに特定された眼の抗原とを提供することを含む。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明の１つの局面は、少なくとも１つの少なくとも部分的に精製された眼の抗原を含
む少なくとも１つのサンプルに対する体液における自己免疫反応性の分析に基づく緑内障
の第１の診断方法であって、１つ以上の既知の眼の抗原に対する自己免疫反応性が、測定
され、当該測定された自己免疫反応性の好ましく重み付けされた寄与についての診断結果
に対する緑内障スコアに変換される、方法に関する。
【００１３】
　本発明のさらなる局面は、少なくとも１つの部分的に精製された眼の抗原を担持する抗
原担持要素と、これらの抗原担持要素を調製する方法と、緑内障の診断のためにこれらを
用いる方法とを含む。さらなる局面は、抗原担持要素と、任意で補助材料とを含む緑内障
の診断のためのキットを含む。さらなる局面は、緑内障の診断方法での使用のために涙の
ような体液を収集する方法を含む。さらに別の局面は、診断もしくは治療のための方法ま
たは組成物における使用のための、緑内障を診断するためのバイオマーカとして機能する
眼の抗原か、緑内障の治療処置における治療薬として機能する眼の抗原か、またはこのよ
うな眼の抗原に結合する特異抗体の調製のために機能する眼の抗原を含む。
【００１４】
　緑内障の第１の診断方法は、（ａ）少なくとも１つの少なくとも部分的に精製された眼
の抗原を含む少なくとも１つのサンプルを与えるステップと、（ｂ）当該眼の抗原サンプ
ルの少なくとも１つと体液を反応させるステップと、（ｃ）自己免疫反応性値を決定する
よう当該体液における自己抗体とステップｂ）の少なくとも１つの眼の抗原サンプルとの
間の反応を検出および／または定量化するステップと、（ｄ）少なくとも１つの抗原サン
プルについて緑内障スコアを決定するよう、測定された自己免疫反応性値を緑内障患者お
よび／または健康な人から得られた標準データと比較するステップと、（ｅ）任意で、当
該少なくとも１つの緑内障スコアの評価により診断結果を決定するステップとを含む。



(9) JP 2013-529292 A 2013.7.18

10

20

30

40

50

【００１５】
　この出願の文脈における「人間または動物の体液」という用語は、血清、涙、唾液、尿
、眼房水、目の硝子体、もしくは脳脊髄液、およびその分画物か、または人間もしくは動
物の組織試験体のホモジェネートおよびその分画物を含むが、これらに限定されない。緑
内障の診断方法の好ましい実施形態においては、血清または涙が用いられる。
【００１６】
　眼の抗原とは、目においても発生する任意の抗原であり、以下に明示するこれらの眼の
抗原のいくつかは明らかに偏在性である。目に存在する眼の抗原は特に、網膜の抗原、視
神経の抗原、視神経円板の抗原、小柱網の抗原、ブドウ膜の抗原を含む。緑内障に関連す
る抗原は、網膜神経節細胞に存在するタンパク質に限定されないが、グリア細胞のような
隣接細胞または細胞骨格の構成要素に特徴的な抗原を含むことは知られている。
【００１７】
　さらに、この出願について、具体的に指定された以下に言及される眼の抗原のすべてを
含む「眼の抗原」という用語は、それぞれのタンパク質の生理学的な自然形態だけでなく
、翻訳後に修飾される形態、およびペプチドのような任意の他の自然または人工的な誘導
体、およびその他、タグ付けされた形態、開裂された形態、化学的に修飾された形態、そ
れら言及した修飾の組合せを含む形態にも適用される。
【００１８】
　少なくとも部分的に精製された眼の抗原とは、標準的なタンパク質精製技術による少な
くとも部分的なタンパク質精製によって、それらの生理的環境のタンパク質の複合混合物
から分離された眼の抗原のことである。本願明細書における文脈においては、緑内障の診
断方法における使用のための少なくとも部分的に精製された眼の抗原として、入手可能な
商用グレードの精製度の眼の抗原も考えられる。このような部分的な精製によって、総タ
ンパク質重量に対して、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましく
は少なくとも９０％、もっとも好ましくは少なくとも９５％の１つ以上の所望の眼の抗原
が作り出される。
【００１９】
　「眼の抗原サンプル」という用語は、１つ以上の少なくとも部分的に精製された眼の抗
原を含むサンプルのことである。本発明に従った方法の好ましい実施形態では、眼の抗原
サンプルは、ただ１つの眼の抗原を含み、緑内障スコアが別個に、部分的に精製された眼
の抗原の各々について個々に決定される。さらに好ましい実施形態では、２つ以上の部分
的に精製される眼の抗原が眼の抗原サンプルの少なくとも１つに組み合される。眼の抗原
のこのようなサンプルについて、測定された自己免疫反応性は、２つ以上の眼の抗原の組
合せに対する自己免疫反応に対応し、これは１つの緑内障スコアにつながる。眼の細胞溶
解物のような生理的環境から分離されていない抗原とは対照的に、当該抗原の組合せの構
成要素の相対量が制御される。抗原のこのような制御された組合せはさらに、重み付け、
すなわちある眼の抗原の測定された自己免疫反応性の寄与を調整する診断結果に対する重
み付け係数の効果につながり得る。
【００２０】
　本願明細書において、「眼の抗原」または「抗原」という用語は、かなり長い表現であ
る「少なくとも部分的に精製された眼の抗原」または「少なくとも部分的に精製された眼
の抗原のサンプル」の代わりにしばしば交換可能に用いられる。
【００２１】
　本願明細書の文脈における自己免疫反応性または交換可能に言うところの免疫反応性お
よび自己抗体反応性とは、体液とともにインキュベートされる少なくとも部分的に精製さ
れた眼の抗原に対する、体液に存在する自己抗体の結合活性である。
【００２２】
　自己免疫反応性を検出および測定する方法は、ウェスタンブロットアッセイ、化学発光
アッセイ、ＥＬＩＳＡ、放射性免疫アッセイ、およびマイクロアレイなどといった標準的
な免疫学的な分析技術を含む。抗原は、抗原担持要素に適用および固定され、次いで検出
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されるべき自己抗体を含む体液とともにインキュベートされる。その結果として結合され
た自己抗体が特定され、自己免疫反応性を決定する。特定方法は、たとえば分析されるべ
きサンプルを事前に標識付けすることと、抗原が結合された自己抗体に結合するか、また
はたとえば標識付けされたヤギ抗ヒト免疫グロブリンなどの間接標識に結合する二次抗体
を加えることとを含む。さらなる方法は、ビード、ナノ粒子、タグなどといった特定可能
な要素の分析を含む。検出方法はさらに、たとえばＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－タイプ（飛行時
間質量分析における表面増強レーザ脱離／イオン化）、ＭＡＬＤＩ（マトリックス支援レ
ーザ脱離／イオン化質量分析）、または他の抗体チップ技術といった、標識付けを必要と
しない方法を含んでもよい。
【００２３】
　本発明に従った緑内障の診断の第１の方法は、ある眼の抗原に対する緑内障患者におけ
る平均的な自己免疫反応性と比較した、健康な人における平均的な自己免疫反応性の差異
に依拠する。したがって、体液におけるある眼の抗原に対するあるタイターの自己抗体が
緑内障疾患の診断の証拠として用いられる。
【００２４】
　本発明の１つの局面は、健康な人と緑内障患者とでは自己抗体が異なって結合し、かつ
緑内障を検出するためおよび治療処置のためのマーカ（またはバイオマーカ）として診断
に役立つ新しく特定された眼の抗原に関する。
【００２５】
　眼の抗原サンプルに対する自己免疫反応性の測定信号から情報を抽出するために、自己
免疫反応性の当該測定信号または値が標準データと比較される。好ましい実施形態では、
ステップｄ）の比較が、各眼の抗原サンプルごとに別個に行われる。好ましい実施形態で
は、標準データは、健康な対照および緑内障患者の両方について、各眼の抗原サンプルに
対して測定された自己免疫反応性の平均値を含む。他の好ましい実施形態では、標準デー
タは、各眼の抗原サンプルに対する、当該疾患のある段階について特徴的な測定された自
己免疫反応性の平均値を含む。したがって、緑内障疾患の異なる段階の診断、および緑内
障疾患の進行の監視も、本発明に従った方法の精神の範囲内である。さらに好ましい実施
形態では、自己免疫反応性の標準データは、緑内障の特定の形態のサブタイプに特徴的な
自己免疫反応性を含む。
【００２６】
　このような標準データは、テストサンプルと並行して行われる、緑内障の診断方法のス
テップ（ａ）～（ｃ）における健康な人および緑内障患者の体液の対照反応によって生成
されてもよく、またはこのような標準データは、同一の条件下で異なる時間に行われた対
照反応の記録データに由来してもよい。
【００２７】
　好ましい実施形態では、眼の抗原サンプル毎に、テスト対象者の測定値を標準データに
相関させ、測定された自己免疫反応性値を緑内障スコアに変換することにより、測定され
た自己免疫反応性値から緑内障スコアが演繹される。簡素化した例では、緑内障スコアは
、０～１００の例示的な緑内障診断スケール上で、個々の眼の抗原サンプル毎に対して測
定された自己免疫反応性から決定される。当該スケールでは、０は健康な人における特定
の眼の抗原に対する測定された自己免疫反応性の平均値に対応し、１００は、緑内障患者
におけるこの抗原に対する測定された自己免疫反応性の平均値に対応する。
【００２８】
　本発明に従った方法の好ましい実施形態では、多変量統計的手法、ツリーアルゴリズム
、または人工ニューラルネットワークの標準的な方法を用いるアルゴリズムが、測定され
た自己免疫反応性の値から、ステップ（ｄ）に従った対応する緑内障スコアへの変換を計
算するよう用いられる。同様にステップ（ｅ）では、いくつかの好ましい実施形態におい
て、アルゴリズムが眼の抗原サンプルの各々について決定された緑内障スコアの分析のた
めに用いられ、診断結果を決定する。さらに好ましい実施形態では、アルゴリズムは両方
のステップのために用いられる。さらに別の変形例では、ステップｄ）の少なくとも１つ
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の緑内障スコアは、緑内障の診断の第１の方法の最後のステップである。これらの変形例
に従うと、ステップｅ）は、緑内障の第１の診断方法に含まれるのではなく、緑内障スコ
アから診断結果を演繹する医療専門家によって行われる。
【００２９】
　本発明に従った緑内障の診断方法の主な利点は、診断結果が、特定された部分的に精製
された抗原の緑内障スコアの分析に基づくということである。
【００３０】
　好ましい実施形態では、重み付け係数が眼の抗原のサンプルの少なくとも１つに割り当
てられる。このような重み付け係数は、診断結果について、特定の眼の抗原サンプルに対
する自己免疫反応性の寄与を調整する。好ましい実施形態では、重み付け係数は、第１の
診断方法のステップ（ｃ）、（ｄ）、または（ｅ）において計算により導入される。しか
しながらいくつかの好ましい実施形態では、重み付け係数は、ステップ（ａ）または（ｂ
）において導入され、さらに別の実施形態では、重み付け係数はステップ（ａ）～（ｅ）
のうちの１つより多くのステップにおいて導入される。重み付け係数は、重み付け係数が
導入されるステップとは独立して、診断結果を調整する効果を有する。重み付けされた緑
内障スコアは、ステップ（ａ）～（ｅ）のうちの１つまたは２つ以上のステップにて導入
された重み付け係数から得られる。
【００３１】
　診断結果が重み付けされた緑内障スコアに基づく好ましい実施形態に従うと、個々の抗
原に結合する自己抗体から引き出される信号が光学リーダのような信号検出ツールにおい
て検出および測定される場合に、特定の重み付け係数が計算ステップにおいて導入される
。
【００３２】
　さらに好ましい実施形態に従うと、重み付け係数は、自己免疫抗体との反応に晒される
個々の抗原の量を異なって重み付けすること、および／または個々の抗原に対する自己免
疫反応性の検出および測定のための分析ステップの１つ以上を重み付けすることによって
導入される。このような実施形態の例は、異なる抗原について固有となるよう設計された
ビードによる自己免疫反応性の検出を含み、当該重み付けは、抗原に固有のビードの標識
付けの異なる強度か、または異なってグレード付けされた感度の検出器ツールのいずれか
によって達成され得る。
【００３３】
　緑内障スコアはたとえば、高い診断妥当性を有する眼の抗原サンプルについての緑内障
スコアが診断結果により寄与するように重み付けされる。簡素化された例では、低い標準
偏差の平均値からの標準値で、緑内障患者と健康な人との間で大きな有意な値で異なる自
己免疫反応性を生じさせる眼の抗原サンプルＸは、緑内障患者と健康な人との間でわずか
にのみ異なる自己免疫反応性を生じさせ、高い標準偏差の平均的な標準値を有している眼
の抗原サンプルＹよりも、一般的に診断の妥当性が高い。これに対応して、特に特異度を
最大化するよう設計される緑内障テストにおいて、抗原サンプルＸについての緑内障スコ
アは、抗原サンプルＹについての緑内障スコアよりもより重く重み付けされる。これによ
り、診断結果へのそれぞれの寄与を調整する。
【００３４】
　第１の診断方法のさらなる利点は、ステップａ）において与えられた眼の抗原のサンプ
ルに含まれる既知の部分的に精製された眼の抗原、および／または任意の割り当てられた
重み付け係数が選ばれ得、緑内障の特定の診断テストの目的に依拠して選択されることで
ある。たとえば、当該疾患の初期段階での緑内障の診断のために設計されたスクリーニン
グテストでは、感度を最大化することが望ましい。このような診断テスト用途の場合、あ
る数の偽陽性は許容されると考えられるが、偽陰性は回避されるべきである。
【００３５】
　第１の診断方法の好ましい実施形態のさらなる利点は、特定の患者において高い緑内障
スコアを産出する抗原の生理学的な役割についての知見から、付加的な診断情報が抽出さ
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れ得、これにより診断結果が強化されることである。
【００３６】
　当該病気の進行がどのように眼の抗原に対する自己免疫反応性に相関するかが分かって
くるにつれて、特定の段階、特に初期段階のこのような抗原の特性が、病気の進行を監視
するためのバイオマーカとして用いられ得る。この監視には、病気の進行を遅らせるまた
は止めるという点について医療処置の有効性を監視することが含まれる。臨床的には、網
膜神経節細胞の不可逆性の死の前に治療を開始するために、眼内圧が上昇した人の中から
、緑内障を発症する人を特定することは非常に重要である。
【００３７】
　緑内障の診断方法のステップａ）の好ましい実施形態では、以下の４８個の眼の抗原か
らなる群１のうち少なくとも２つの部分的に精製された眼の抗原、または少なくとも３、
４、５、６、７、８もしくは９個の抗原、または好ましくは少なくとも２つであって、５
もしくは１０個より少ない抗原が、少なくとも部分的に精製された眼の抗原の１つ以上の
サンプルに含まれる。群１における４８個の眼の抗原は、アクチン、アルブミン、α－１
－アンチトリプシン、アネキシンＩ－ＩＶ、アネキシンＶ、β－２－アドレナリン受容体
、脳由来の神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、カルレティキュリン、カルジオリピン、α－Ａ－
クリスタリン、α－Ｂ－クリスタリン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、
γ－クリスタリン、ＤＮＡトポイソメラーゼ１、フィブロネクチン、α－フォドリン（＝
スペクトリン）、グリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、グルタチオン－Ｓ－トランス
フェラーゼ、熱ショックタンパク質ＨＳＰ１０（＝シャペロニン）、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ
６０、ＨＳＰ７０、インスリン、ｊｏ－１、リゾチーム、ミエリン結合タンパク質（ＭＢ
Ｐ）、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質（ＭＯＧ）、ミオグロビン、ニューロ
ン特異エノラーゼ（ＮＳＥ）、ニューロトロフィン３、ニューロトロフィン４、ニューロ
トロフィン５、パーオキシドジスムターゼ、３－ホスホセリン、プレアルブミン、プロテ
インキナーゼＣ阻害剤、プロテインキナーゼＣ、スーパーオキシドジスムターゼ、α－シ
ヌクレイン、γ－シヌクレイン、チレオグロブリン、トランスフェリン、トランスチレチ
ン、トポイソメラーゼ阻害剤、ユビキチン、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、ビメン
チンである。
【００３８】
　群２と称する、上述した抗原の以下のサブグループは、緑内障のための診断マーカとし
て初めて特定された。緑内障の診断方法のステップａ）のさらに好ましい実施形態では、
以下の３６個の眼の抗原からなる群２のうち少なくとも１つの部分的に精製された眼の抗
原、または少なくとも２、３、４、５、６、７、８もしくは９個の抗原、または好ましく
は少なくとも２つであって、５、１０、もしくは２０個より少ない抗原が、少なくとも部
分的に精製された眼の抗原の１つ以上のサンプルに含まれる。群２における３６個の眼の
抗原は、アルブミン、α－１－アンチトリプシン、アネキシンＩ－ＩＶ、アネキシンＶ、
β－２－アドレナリン受容体、脳由来の神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、カルレティキュリン
、カルジオリピン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、
ＤＮＡトポイソメラーゼ１、フィブロネクチン、熱ショックタンパク質ＨＳＰ１０（＝シ
ャペロニン）、インスリン、ｊｏ－１、リゾチーム、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タ
ンパク質（ＭＯＧ）、ミオグロビン、ニューロトロフィン３、ニューロトロフィン４、ニ
ューロトロフィン５、パーオキシドジスムターゼ、３－ホスホセリン、プレアルブミン、
プロテインキナーゼＣ阻害剤、プロテインキナーゼＣ、スーパーオキシドジスムターゼ、
α－シヌクレイン、γ－シヌクレイン、チレオグロブリン、トランスフェリン、トランス
チレチン、トポイソメラーゼ阻害剤、ユビキチン、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）で
ある。
【００３９】
　上述した群１の抗原のいくつかについては、それらに対する自己抗体反応性が緑内障患
者と健康な人とにおいて異なることはすでに知られている。このことは確認されており（
実施例および図を参照）、それらの自己抗体反応性は緑内障についても診断妥当性を有し
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ている。群３のこれらの眼の抗原は、アクチン、α－Ａ－クリスタリン、α－Ｂ－クリス
タリン、α－フォドリン（＝スペクトリン）、グリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、
グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ミエリ
ン結合タンパク質（ＭＢＰ）、ニューロン特異エノラーゼ（ＮＳＥ）、ビメンチンである
。
【００４０】
　群１の抗原は、３つのサブグループＡ、Ｂ、およびＣに分類されている。健康な人およ
び緑内障患者において異なる眼の抗原に対する自己免疫反応性が測定される実施例および
図において記載される方法において、診断の妥当性または抗原が評価された。群Ｃの抗原
、好ましくは群Ｂの抗原、より好ましくは群Ａの抗原が、緑内障の第１の診断方法のため
に用いられる眼の抗原の少なくとも１つのサンプルに含まれる。
【００４１】
　２４個の部分的に精製された眼の抗原の以下の群は、緑内障について非常に高く妥当な
診断マーカとして特定され、群Ａの抗原として分類された。群Ａの抗原は、アクチン、α
－１－アンチトリプシン、アネキシンＶ、α－Ａ－クリスタリン、α－Ｂ－クリスタリン
、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、α－フォドリン（
＝スペクトリン）、グリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、グルタチオン－Ｓ－トラン
スフェラーゼ、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ｊｏ－１、ミエリン結合タンパク
質（ＭＢＰ）、ニューロン特異エノラーゼ（ＮＳＥ）、プロテインキナーゼＣ阻害剤、ス
ーパーオキシドジスムターゼ、トランスフェリン、トランスチレチン、ユビキチン、血管
内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、ビメンチンである。好ましい実施形態では、ステップａ
）において提供される眼の抗原の少なくとも１つのサンプルは、群Ａの眼の抗原から選択
される少なくとも２つの抗原を含む。
【００４２】
　９個の部分的に精製された眼の抗原の以下の群が、緑内障について非常に妥当な診断マ
ーカとして特定され、群Ｂの抗原として分類された。群Ｂの抗原は、アネキシンＩ－ＩＶ
、β－２－アドレナリン受容体、カルレティキュリン、熱ショックタンパク質ＨＳＰ１０
（＝シャペロニン）、インスリン、パーオキシドジスムターゼ、プロテインキナーゼＣ、
α－シヌクレイン、γ－シヌクレインである。さらに好ましい実施形態では、ステップａ
）において与えられる眼の抗原の少なくとも１つのサンプルは、眼の抗原の群Ａおよび／
または群Ｂのいずれかから選択される少なくとも２つの抗原を含む。
【００４３】
　１４個の部分的に精製された眼の抗原の以下の群Ｃも、緑内障について妥当な診断マー
カとして特定された。この群は、アルブミン、脳由来の神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、カル
ジオリピン、ＤＮＡトポイソメラーゼ１、フィブロネクチン、リゾチーム、ミエリンオリ
ゴデンドロサイト糖タンパク質（ＭＯＧ）、ミオグロビン、ニューロトロフィン３、ニュ
ーロトロフィン４、ニューロトロフィン５、３－ホスホセリン、チレオグロブリン、トポ
イソメラーゼ阻害剤からなる。
【００４４】
　さらに好ましい実施形態では、少なくとも部分的に精製された眼の抗原の少なくとも１
つのサンプルは、群２もしくは群２－Ａと分類される群２および群Ａの両方に属する抗原
か、または群２－ＡＢと分類される群２と群Ａもしくは群Ｂに属する抗原のうち、少なく
とも１つの抗原、または好ましくは少なくとも２、３、４、５、６、７、８、もしくは９
個の抗原、または好ましくは少なくとも１つであって５もしくは１０個より少ない抗原、
または好ましくは少なくとも２つであって２０個よりも少ない抗原、またはこれらの抗原
のすべてを含む。
【００４５】
　本発明のさらなる局面は、少なくとも１つの少なくとも部分的に精製された眼の抗原を
含む少なくとも１つのサンプルを担持する抗原担持要素に関する。抗原担持要素の好まし
い実施形態は、マイクロアレイチップ、ラテラルフローテストストリップ、およびマイク
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ロ流体チップを含む。いくつかの好ましい実施形態では、抗原担持要素は、ストリップ、
もしくはスライド、もしくはプレートなどの上の表面エリアであるか、または装置におい
て眼の抗原サンプルがスポット配置またはマイクロスポット配置される所定の表面である
所定の抗原ゾーンを含む。さらに他の好ましい実施形態では、抗原担持要素はさらに体液
受取ゾーンを含む。さらに好ましい実施形態では、抗原担持要素は、眼の抗原のサンプル
でコーティングされたビードまたは別の基材を含む。さらに好ましい実施形態では、抗原
担持要素は、眼の抗原のサンプルの重み付けされた量を担持する。さらに別の実施形態で
は、抗原担持要素は、群１、群２、群Ａ、群ＡおよびＢ、または群２－Ａから選択される
眼の抗原を含む。本発明に従った抗原担持要素についての上述した特徴の組合せを用いる
ことは明らかに本発明の精神の範囲内である。
【００４６】
　緑内障の第１の診断方法の好ましい実施形態では、眼の抗原のサンプルのうち少なくと
も１つのサンプルを担持する要素は、抗原マイクロアレイチップである。眼の抗原の少な
くとも１つのサンプルは、抗原担持要素上において２次元または３次元のマトリックス状
にあるスポットの抗原アレイまたは抗原マイクロアレイとしてスポット配置される。抗原
担持要素はたとえば、ガラススライド、プレート、チップ、ニトロセルローススライド、
またはヒドロゲルスライドなどである。タンパク質アレイは、ニトロセルロースがコーテ
ィングされたスライドのような担持要素に対して、適用可能な場合、上述した抗原の特定
の群の少なくとも部分的に精製された眼の抗原の少なくとも２つ、好ましくは３～５、３
～９、または３～１２個のサンプルをスポット配置することにより調製される。当該アレ
イは、血清、涙、または眼房水のような体液の適切に希釈されたサンプルとともにインキ
ュベートされる。自己免疫反応性はたとえば、当該技術において公知の確立された手法に
従って、アレイ上での自己抗体抗原反応の可視化により検出される。この可視化としては
たとえば、蛍光標識付けされた抗ＩｇＧ抗体での処理を行い、その後、蛍光スキャニング
を行うことである。二次抗体から発せられた信号がデジタル化される。スポット強度が測
定され、任意で多変量統計的手法を用いて対照の人の体液の結果と比較される。自己抗体
反応性の検出のための代替例は、抗原担持要素に添加または存在する構成要素と反応する
酵素に結合される抗ヒトＩｇＧ抗体による可視化を含み、これにより色の出現または色の
変化が発生する。いくつかの適用例におけるこのような色の変化は、直接的に可視化され
るか、または光学リーダのような検出器ツールによって可視化されてもよい。さらに別の
好ましい実施形態では、別の確立された免疫学的アッセイ技術である競合アッセイを用い
て自己免疫反応性が測定される。すなわち、たとえばある眼の抗原について特異の商業的
に利用可能な単クローンの蛍光抗体が、ステップａ）において与えられた少なくとも部分
的に精製された眼の抗原と反応するためにステップｂ）の体液中に存在する自己抗体と競
合している。このようなアッセイにおける特定の眼の抗原に対する体液中の強い自己免疫
反応性は、蛍光的に標識付けされた商業的な抗体が体液中の標識付けされていない自己抗
体により抗原に結合するのが抑制されるので、弱い信号となる。本発明は、ここでは単に
例として言及される当該技術において公知の標準的な免疫学的なアッセイのこれらの例に
限定されないことは明らかであるが、少なくとも部分的に精製された眼の抗原に対する体
液中の自己免疫反応性を決定するよう適用可能である、当該技術において公知の任意の標
準的な免疫学的なアッセイまで拡大する。
【００４７】
　いくつかの好ましい適用例では、寄与を調整するよう個々の抗原に割り当てられた診断
結果に対する重み付け係数が、たとえば異なる量の抗原をマイクロアレイ上にスポット配
置することによって、または個々の抗原に結合された抗体から引き出される信号の異なる
重み付けによって導入される。さらに好ましい実施形態では、マイクロアレイ上にスポッ
ト配置される抗原の量は、検出器ツールによる信号検出の線形の範囲内に自己免疫反応性
の予想される信号の強さが存在するように当該信号の強さを調整するよう変動される。
【００４８】
　実施例７にさらに示されるように、５つの少なくとも部分的に精製された抗原のみを用
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いる選択による緑内障のテストにより、特異度および感度が約９０％にて、緑内障患者と
健康な人との間の区別が行われる。したがって、さらに好ましい実施形態では、眼の抗原
のサンプルの数は、１０、８、６、５、または５より少ないといった小さな数に限定され
る。これにより、分析が簡易で低コストで実行可能なテストが多数の人々の集団スクリー
ニングのために提供される。
【００４９】
　緑内障の第１の診断方法のさらに好ましい実施形態において、眼の抗原のサンプルのう
ち少なくとも１つのサンプルを担持する要素は、ラテラルフローテストストリップである
。これらの実施形態の好ましい変形例では、抗原担持要素は、所定の抗原担持ゾーンと、
体液のための所定の受取ゾーンとを含む。さらに好ましい変形例では、ラテラルフロース
トリップは、任意でサブゾーンを含むいくつかのゾーンを含む。少なくとも部分的に精製
された眼の抗原の選択されたものは抗原ゾーンに適用される。眼の抗原の個々のサンプル
は、方法のいくつかの変形例に従って、異なるサブゾーンに適用されてもよく、または１
つのゾーンもしくはいくつかのサブゾーンへと混合されてもよい。その後のステップでは
、任意で適切に前処理および／または希釈された体液のサンプルが、テストストリップの
受取ゾーンに適用される。抗原に結合される自己抗体の可視化のための適切な反応物は、
抗原ゾーン、受取ゾーン、またはその両方の中に含まれてもよい。代替的には、結合され
た自己抗体を有するテストストリップは、結合ステップの後で、可視化のための反応物と
ともにインキュベートされてもよい。可視化のような検出ステップは、デジタル化された
出力を産出する画像リーダのような分析ツールを用いてまたは用いないで測定される。好
ましい適用例では、診断結果への寄与について個々の抗原に割り当てられる重み付け係数
は、たとえば異なる量の抗原をテストストリップの抗原ゾーンに適用することによってか
、化学反応物の異なる追加によってか、または個々の抗原に結合される抗体から引き出さ
れる信号の異なる重み付けによって導入される。マイクロアレイを用いる方法の実施形態
について上述した特徴のいくつかおよび特徴の組合せはまた、ラテラルフローテストスト
リップの好ましい実施形態に同様に適用可能であることは明らかである。
【００５０】
　ラテラルフローテストストリップのさらに好ましい実施形態では、涙のような体液を収
集するよう、テストストリップの受取ゾーンが患者に直接接触するよう設計されている。
体液を収集するための同様の受取ゾーンも、吸着材料の受取ゾーンを含む抗原担持ビード
を有するマイクロ流体チップまたはカラムのような抗原担持要素の他の実施形態の一部で
ある。
【００５１】
　ある抗原に対する自己免疫反応性の欠如または自己免疫反応性の減少も緑内障を示すと
いうことは、現状技術から公知である。したがって、いくつかの好ましい実施形態は、選
択された抗原に対する自己免疫抗体の結合の欠如または減少が診断結果に寄与しているか
または診断結果のための基礎となるように設計される。たとえばラテラルフローテストス
トリップのいくつかの実施形態では、１つ以上の抗原サブゾーンは、自己免疫反応性が病
気を示さない抗原を用いてスポット配置され、その一方、他のサブゾーンは、緑内障患者
において健康な人よりもより低い自己抗体反応性を引き出す抗原、および／または緑内障
患者において健康な人よりもより高い自己抗体反応性を引き出す抗原、および／または自
己免疫反応性が緑内障の欠如を示さない抗原、および上記の組合せの好適な変形例を用い
てスポット配置される。
【００５２】
　緑内障の第１の診断方法のさらに好ましい実施形態では、抗原の少なくとも１つのサン
プルのための抗原担持要素は、マイクロ流体チップまたはラボオンチップ装置である。当
該抗原担持要素において、個々の抗原が好ましくは別個のマイクロチャネルに与えられる
。体液は、マイクロ流体チップの上に装填されるか、チップの体液受取ゾーン上にて受け
取られる。その後、体液は、たとえば圧力制御ユニットによって、マイクロ流体チップの
マイクロチャネルシステムへと動かされる。好ましい実施形態では、自己免疫反応性は、
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二次の蛍光が標識付けされた抗体と、カメラを搭載する標準的な光学リーダまたは標準的
なコンピュータとにより検出され、その後に上述したように、定量化され、緑内障スコア
に変換される。マイクロアレイチップおよびラテラルフローテストストリップといった他
の抗原担持要素の上述した特徴を、この出願に記載される方法および装置のための抗原担
持要素のさらなる実施形態のためのマイクロ流体チップの特徴に組み合せることは、明ら
かに本発明の精神の範囲内である。これは、健康な人に対して緑内障患者における自己免
疫反応性が高い抗原のためのサブゾーンと、健康な人に対して緑内障患者における自己免
疫反応性が低い抗原のための他のサブゾーンとを有するマイクロ流体チップを含む。
【００５３】
　本発明のさらなる局面は、緑内障の第１の診断方法のためのテストキットと、眼の抗原
のサンプルのうちの少なくとも１つのサンプルを担持する要素および任意の補助材料とを
含むテストキットの構成要素とに関する。この局面に従ったいくつかの実施形態では、こ
のようなキットは、診断テストの目的に依拠して、眼の抗原のサンプルのうちの少なくと
も１つのサンプルの異なる変形例を担持する抗原担持要素を含む。キットのいくつかの好
ましい実施形態では、抗原担持要素は、群１、群２、群Ａ、群ＡおよびＢ、または群２－
Ａから選択される眼の抗原を含み、これらの好ましい実施形態のうちのいくつかにおいて
、抗原担持要素上に装填された抗原の量の重み付けがなされる。キットのいくつかの好ま
しい実施形態では、抗原担持要素は、マイクロアレイスライド、ラテラルフローテストス
トリップ、もしくはマイクロ流体チップであるか、またはその一部である。このようなテ
ストキットのさらなる実施形態では、分析ツールおよび／もしくはソフトウェアのような
補助材料が、画像リーダおよび／またはテスト結果のデジタル化された出力を産出する画
像リーダのためのソフトウェアのような分析ツールのために含まれる。このソフトウェア
は、測定された自己免疫反応性を定量化するステップ、緑内障スコアまたは診断結果を計
算するステップのうち１つ以上のステップのために用いられる。さらなる好ましい実施形
態では、体液のサンプルを取得するための補助材料が含まれる。このような補助材料はた
とえば、涙を受け取るための吸取紙である。さらに好ましい実施形態は、体液とともに抗
原担持要素をインキュベーションした後での自己免疫反応性の検出および測定のための反
応物および／または反応容器、抗原担持要素でインキュベーションの前に体液サンプルを
処理するための反応物、または体液が収集された吸着材料から体液を溶出するための反応
物を含む。緑内障の診断方法の文脈における上記の特徴の任意の組合せは、緑内障の診断
方法を実行するためのキットのさらに好ましい実施形態のために組み合されてもよい。
【００５４】
　緑内障の第１の診断方法のさらに好ましい実施形態では、体液試料は、眼の抗原のサン
プルのうちの少なくとも１つのサンプルとの反応の前に、まず乾燥され、次いで再可溶化
されるか、または溶出される。当該体液試料は、専門的なセッティングまたは家庭でのセ
ッティングのいずれかにおいて収集される。いくつかの変形例では、体液は、ペーパース
トリップのような吸着材料の片の上に収集されるか、または抗原担持要素の受取ゾーンも
しくは体液のための任意の受取容器に直接的に収集される。体液試料は、乾燥され、たと
えば室温にて保存される。特に低い温度での１週間またはそれ以上の保存の後または凍結
される場合、乾燥された体液試料に存在する自己抗体は、たとえば緩衝液または生理的食
塩水により戻され、吸着材料から溶出され得るということが経験により示される。したが
って、この実施形態の利点は、収集された体液試料がたとえば患者自身によって家にて収
集され、分析のために実験室に郵送されるということである。緑内障の第１の診断方法の
さらなる好ましい実施形態では、乾燥され分析の前に戻される体液は涙または血清である
。
【００５５】
　涙における自己免疫反応性を測定する緑内障の第１の診断方法の好ましい実施形態では
、涙は、ピペットを用いる方法、またはシルマーペーパーストリップもしくは他の好適な
吸着材料といった吸取紙ストリップを用いる方法などの任意の標準的な方法により収集さ
れる。任意であるが、涙は乾燥され、たとえば室温で１週間、または０～５℃以上でそれ
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以上の間、凍結される場合はより長い間、保存される。その後、たとえばリン酸緩衝化食
塩水のような緩衝液により、自己抗体が乾燥またはまだ濡れているペーパーストリップか
ら溶出される。さらに好ましい実施形態では、涙は、たとえばテストストリップの受取ゾ
ーンを目における涙に晒すことにより、ラテラルフローテストストリップ上に直接的に収
集される。明らかなことに、たとえば血清の代わりに涙液を用いる実施形態の１つの利点
は、涙のサンプルが非侵襲的に得られ得るということである。これは、いくつかの眼科医
および視力検査医事務所ならびに自己テストの場合でのように、適宜訓練された医療専門
家がいないセッティングにおける特定の利点となる。
【００５６】
　緑内障の第１の診断方法のさらなる局面は、慣例的なスクリーニングにおいて、視力喪
失の前に緑内障を早期検出するための迅速なテストへの当該診断方法の使用に関する。好
ましい実施形態はたとえば、慣例的なスクリーニングにおいて偽陰性の可能性が最小限に
されるように非常に感度がよくなるよう設計される低コストの診断テストである。したが
って、その後のフォローアップ、すなわちより入念なテストは、たとえばより多くの数の
眼の抗原に依拠し、迅速なテストにおいて陽性のテスト結果を有する人の間で偽陽性を特
定するよう設計される。たとえば、上記のさまざまな実施形態において記載されたラテラ
ルフローテストストリップ、マイクロ流体チップ、または簡素なマイクロアレイチップは
、このような迅速なテストのために用いられ得る。
【００５７】
　緑内障の第１の診断方法の使用のさらなる局面は、病気の進行および医療処置の効果を
監視するための用途に関する。これらの局面の好ましい実施形態では、抗原の選択および
／またはこれらに割り当てられた重み付け係数が、緑内障の特定の段階に特徴的な、抗原
に対する自己免疫反応性を監視するよう設計される。
【００５８】
　さらなる本発明の局面は、たとえば涙のような患者の体液を患者の目から収集するよう
患者を抗原担持要素の受取ゾーンに接触させる方法に関する。好ましい実施形態では、患
者は、吸着材料を含む抗原担持要素の受取ゾーンに接触される。受取ゾーン自体には抗原
がないが、体液が抗原担持ゾーンに向かって流れる。たとえば、シルマーテストストリッ
プのような吸着紙を含む受取ゾーンを有するテストストリップが受取ゾーンにて人間の目
に接触して、涙を収集する。その後、当該涙液は、抗原ゾーンの中へ拡散し、これにより
緑内障の診断方法のステップｂ）に携わることになる。
【００５９】
　さらなる本発明の局面は、緑内障の診断の方法または緑内障を診断する方法において用
いられる抗原担持要素における使用のために以下の群２のうちの眼の抗原のいずれかまた
は１つ以上の任意の組合せに関する。群２は、アルブミン、α－１－アンチトリプシン、
アネキシンＩ－ＩＶ、アネキシンＶ、β－２－アドレナリン受容体、脳由来の神経栄養因
子（ＢＤＮＦ）、カルレティキュリン、カルジオリピン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ
－クリスタリン、γ－クリスタリン、ＤＮＡトポイソメラーゼ１、フィブロネクチン、熱
ショックタンパク質ＨＳＰ１０（＝シャペロニン）、インスリン、ｊｏ－１、リゾチーム
、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質（ＭＯＧ）、ミオグロビン、ニューロトロ
フィン３、ニューロトロフィン４、ニューロトロフィン５、パーオキシドジスムターゼ、
３－ホスホセリン、プレアルブミン、プロテインキナーゼＣ阻害剤、プロテインキナーゼ
Ｃ、スーパーオキシドジスムターゼ、α－シヌクレイン、γ－シヌクレイン、チレオグロ
ブリン、トランスフェリン、トランスチレチン、トポイソメラーゼ阻害剤、ユビキチン、
血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）からなる。
【００６０】
　さらなる本発明の局面は、眼の抗原の以下の群２の眼の抗原のいずれか、当該群２の１
つ以上の任意の組合せか、分画物もしくは修飾された眼の抗原のような眼の抗原の誘導体
か、または緑内障の治療処置の方法に用いられるか、もしくは医療処置における使用のた
めの組成物に用いられる、具体的には緑内障の処置における使用のための組成物に用いら
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れる群２の眼の抗原のいずれかに特異の抗体のようなリガンドに関する。
【００６１】
　緑内障を治療するよう医薬組成物のために眼の抗原を用いる好ましい実施形態では、当
該眼の抗原は、上昇したレベルで緑内障患者に存在する自己抗体に結合する抑制剤として
用いられる。特に、緑内障患者において上昇した自己免疫反応性の多くは、たとえばアネ
キシンＶ、αフォドリン、ミエリン結合タンパク質、ＨＳＰ２７といったアクチンおよび
アクチン結合タンパク質のような細胞骨格タンパク質に対することが分かった。網膜神経
節細胞に取り込まれる際のｆ－アクチン網状組織のような細胞骨格構造に対する自己抗体
は、アクチン網状組織を破壊し、細胞アポトーシスを引き起こすことが分かっている。し
たがって、本発明のこの局面に従うと、網膜神経節細胞の細胞死を防止する医薬組成物が
提供される。群２の眼の抗原の少なくとも１つを含む組成物は、緑内障患者において自己
抗体に結合して網膜神経節細胞に対する破壊的な作用をブロックする眼の抗原により緑内
障疾患の進行を止める。
【００６２】
　眼内圧の上昇から独立した緑内障の第１の診断方法は、特定された眼の抗原のバイオマ
ーカプロファイルに依拠するが、眼内圧の上昇から独立した第２のこのような診断方法は
インビトロ分析における細胞培養に対する体液の影響に依拠する。
【００６３】
　緑内障の診断の第２の方法は、ａ）細胞のインビトロ培養物を与えるステップと、ｂ）
テスト対象の人の体液とともに細胞のインビトロ培養物をインキュベートするステップと
、ｃ）ステップｂ）に従った処理の後に、当該細胞のインビトロ培養物によるタンパク質
の発現を分析および／または細胞の生存度を分析するステップと、ｄ）診断結果を決定す
るよう、ステップｃ）における当該分析の結果を標準データと比較するステップとを含む
。
【００６４】
　ステップａ）のために、商業的に利用可能な不死化細胞系からの細胞のような、好まし
くは人間または動物の初代または不死化細胞、より好ましくは哺乳動物細胞のインビトロ
培養物が与えられる。好ましくは、神経細胞、もっとも好ましくは網膜神経節細胞または
網膜神経節細胞の前駆細胞が与えられる。
【００６５】
　健康な人および異なる形態の緑内障または高眼圧を有する患者からの体液に晒された網
膜神経節細胞のタンパク質発現パターン、特定のバイオマーカタンパク質の発現、および
生存度が区別され得る。したがって、緑内障の診断のための方法の変動可能な好ましい実
施形態の特定の利点は、異なる形態の緑内障を有する患者同士の間で区別されること、さ
らに緑内障を有するかまたは緑内障を発症するリスクが上昇した高眼圧を有する患者の間
で区別されることである。したがって、高眼圧の監視とは独立したこの方法は、正常眼圧
緑内障の早期診断を可能にするとともに、さらに緑内障を患っている人と患っていない人
がいる高眼圧の影響を受けた個人間の区別を可能にする。
【００６６】
　さらに好ましい変形例では、ステップｂ）における処理のための体液またはその試料も
しくは分画物は、たとえば凍結および／もしくは乾燥によってか、または一般に用いられ
る血清チューブにおいて見られる保存剤のような保存剤の添加によって保存される。可変
の時間期間の保存の後、適切に戻された体液のサンプルは、第２の診断方法のステップｂ
）における処理のために用いられる。
【００６７】
　第２の診断方法のさらに好ましい実施形態では、体液は物理的または化学的に前処理さ
れ、これにより診断テストのステップｂ）における効果を安定化または増強する。たとえ
ば体液は、部分的に精製され、緑内障に関連しない態様で、または体液のサブ分画物に対
するステップａ）で与えられた細胞の特異反応を示すよう、ステップａ）で与えられたイ
ンビトロ細胞培養物における細胞成長および細胞のタンパク質発現に干渉する可能性のあ
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る物質を体液から除去してもよい。
【００６８】
　このような実施形態のさらに好ましい変形例では、前処理または分別により、緑内障ま
たはある形態の緑内障に関連する抗原に特異であることが知られる抗体または自己抗体の
ような抗体の所定の選択されたものを含むか、または濃縮された体液の分画物が産出され
る。さらに好ましい変形例では、少なくとも１つの抗体が体液から取り除かれる。これら
の変形例のいくつかでは、ステップｂ）での使用の前に体液からの抗体の選択されたもの
の除去が、緑内障に関連せず診断結果を曖昧にし得る態様で細胞成長を抑制するかまたは
細胞のタンパク質発現に影響を与える１つ以上の抗体を取り除くよう機能する。さらなる
実施形態ではこのような除去は、ある形態の緑内障に特異であると知られる自己抗体の除
去を担う。さらに好ましい実施形態では、細胞は、除去された抗体とともにインキュベー
トされ、これにより用いられた血清のタイプに対して典型的な細胞の反応を作り出す。
【００６９】
　ステップｂ）のインキュベーションは、当該技術において公知である標準的なインキュ
ベーション技術に従って行われる。ステップｂ）の好ましい実施形態の異なる変形例では
、インキュベーション時間、インキュベーション温度、および適用された静水圧のレベル
が変動される。
【００７０】
　ステップｃ）では、ステップｂ）のインキュベーションの間の、ステップａ）において
与えられた細胞に対する体液の影響が分析される。ステップｃ）の好ましい実施形態の第
１の群では、タンパク質発現パターンが分析される。ステップｃ）の好ましい実施形態の
第２の群では、バイオマーカまたは抗原のような特異タンパク質の発現が分析される。好
ましい実施形態の第３の群では、細胞の生存度が分析される。ステップｃ）のさらなる好
ましい実施形態では、上記の方法の１つより多くの方法による分析が行われる。ステップ
ｃ）のすべてのこれらの実施形態では、分析の結果は、診断結果を決定するようステップ
ｄ）のために用いられる。
【００７１】
　ステップｃ）の好ましい実施形態の第１の群の好ましい実施形態では、タンパク質発現
分析は、手が付けられていないタンパク質のような全タンパク質と、たとえばインビトロ
の細胞培養から得られる消化または分画されたタンパク質、たとえば、あらゆる細胞中お
よび上のタンパク質、ならびに細胞が培地中に放出するタンパク質を含むいくつかの変形
例において、細胞外タンパク質を、用いて行われる。ステップｃ）の好ましい実施形態で
は、タンパク質発現分析に晒されるタンパク質は、細胞分解によりインビトロ細胞培養物
から得られ、たとえば沈殿により回収される。任意であるが、当該タンパク質は、たとえ
ばタンパク質消化、タンパク質分別および／もしくは分離、ならびに／または精製ステッ
プにより前処理され、当該技術において公知の標準的なタンパク質分析手法によって分析
される。当該技術において公知である適用可能な方法の例には、アセトン沈殿、トリプシ
ン消化、ゲル電気泳動、ＨＰＬＣなどが含まれるが、これらに限定されない。
【００７２】
　ステップｃ）の好ましい実施形態の第１の群のさらなる好ましい実施形態では、タンパ
ク質発現分析は、質量分析のような、当該技術において公知である標準的なタンパク質フ
ィンガープリント分析によって行われる。当該分析には、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＴＯＦ　
ＭＳ（マトリックス支援レーザ脱離／イオン化飛行時間型質量分析）、オービトラップ質
量分析、ＬＣ－ＭＳ（液体クロマトグラフィー質量分析）、ＨＰＬＣ－ＭＳ（高圧液体ク
ロマトグラフィー質量分析）およびＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ（表面増強飛行時間型質量
分析）が含まれる。
【００７３】
　ステップｃ）の好ましい実施形態の第１の群のさらに好ましい実施形態では、タンパク
質発現パターンまたはフィンガープリントのようなタンパク質発現の分析データが、当該
技術において公知であるようなデジタル化のためのデジタル画像解析システムまたは他の
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装置により処理される。好ましい実施形態では、デジタル化されたデータはその後、たと
えば判別分析、分類ツリー／回帰ツリー、および／または人工ニューラルネットワークと
いった多変量統計的手法によって処理される。
【００７４】
　ステップｃ）の好ましい実施形態の第２の群において、特異タンパク質の発現が分析さ
れる。これらの実施形態の好ましい変形例では、ステップｃ）におけるタンパク質発現の
分析は、少なくとも１つの特異タンパク質またはバイオマーカに向けられるアッセイを含
む。このような実施形態の好ましい変形例では、バイオマーカは、緑内障疾患、自己免疫
疾患、神経変性疾患、またはアポトーシスに関連していることが知られるタンパク質であ
る。好ましい実施形態では、バイオマーカについてのアッセイは、たとえば化学ルミネッ
センスまたは蛍光に基づく免疫学的アッセイ、ＥＬＩＳＡ、Ｅｌｉｓｐｏｔ、または緑内
障疾患、自己免疫疾患、神経変性疾患、もしくはアポトーシスに関連していることが知ら
れるこのようなバイオマーカについて好ましくは固有である少なくとも１つの抗体プロー
ブを用いるタンパク質アレイといった免疫学的アッセイに基づく。好ましい変形例では、
抗体は単クローン抗体である。
【００７５】
　第２の診断方法のステップｃ）において免疫学的アッセイを用いるタンパク質発現分析
の好ましい実施形態では、用いられる抗体は、この出願の第１の発明に開示される群１の
４８個の抗原の１つ以上に対する特異抗体である。これらの抗原のすべてについて、それ
らの発現レベルが健康な人と比較して緑内障患者において増加または減少していることが
知られている。これらの抗原は、アクチン、アルブミン、α－１－アンチトリプシン、ア
ネキシンＩ－ＩＶ、アネキシンＶ、β－２－アドレナリン受容体、脳由来の神経栄養因子
ＢＤＮＦ、カルレティキュリン、カルジオリピン、α－Ａ－クリスタリン、α－Ｂ－クリ
スタリン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、ＤＮＡト
ポイソメラーゼ１、フィブロネクチン、α－フォドリン（＝スペクトリン）、グリア線維
酸性タンパク質ＧＦＡＰ、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、熱ショックタンパク
質ＨＳＰ１０（＝シャペロニン）、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、インスリン、
ｊｏ－１、リゾチーム、ミエリン結合タンパク質ＭＢＰ、ミエリンオリゴデンドロサイト
糖タンパク質ＭＯＧ、ミオグロビン、ニューロン特異エノラーゼＮＳＥ、ニューロトロフ
ィン３、ニューロトロフィン４、ニューロトロフィン５、パーオキシドジスムターゼ、３
－ホスホセリン、プレアルブミン、プロテインキナーゼＣ阻害剤、プロテインキナーゼＣ
、スーパーオキシドジスムターゼ、α－シヌクレイン、γ－シヌクレイン、チレオグロブ
リン、トランスフェリン、トランスチレチン、トポイソメラーゼ阻害剤、ユビキチン、血
管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、ビメンチンである。
【００７６】
　緑内障の第２の診断方法のステップｃ）における免疫学的アッセイを用いるタンパク質
発現分析のさらに好ましい実施形態では、用いられる抗体は、この出願の第１の発明に開
示される群２の３６個の抗原の１つ以上に対する特異抗体である。これらの抗原は、アル
ブミン、α－１－アンチトリプシン、アネキシンＩ－ＩＶ、アネキシンＶ、β－２－アド
レナリン受容体、脳由来の神経栄養因子ＢＤＮＦ、カルレティキュリン、カルジオリピン
、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、ＤＮＡトポイソメ
ラーゼ１、フィブロネクチン、熱ショックタンパク質ＨＳＰ１０（＝シャペロニン）、イ
ンスリン、ｊｏ－１、リゾチーム、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質ＭＯＧ、
ミオグロビン、ニューロトロフィン３、ニューロトロフィン４、ニューロトロフィン５、
パーオキシドジスムターゼ、３－ホスホセリン、プレアルブミン、プロテインキナーゼＣ
阻害剤、プロテインキナーゼＣ、スーパーオキシドジスムターゼ、α－シヌクレイン、γ
－シヌクレイン、チレオグロブリン、トランスフェリン、トランスチレチン、トポイソメ
ラーゼ阻害剤、ユビキチン、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）である。
【００７７】
　緑内障の第２の診断方法のステップｃ）における免疫学的アッセイを用いるタンパク質
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発現分析のさらに好ましい実施形態では、用いられる抗体は、この出願の第１の発明に開
示される群Ａの２４個の抗原の１つ以上に対する特異抗体である。これらの抗原は、アク
チン、α－１－アンチトリプシン、アネキシンＶ、α－Ａ－クリスタリン、α－Ｂ－クリ
スタリン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、α－フォ
ドリン（＝スペクトリン）、グリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、グルタチオン－Ｓ
－トランスフェラーゼ、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ｊｏ－１、ミエリン結合
タンパク質（ＭＢＰ）、ニューロン特異エノラーゼ（ＮＳＥ）、プロテインキナーゼＣ阻
害剤、スーパーオキシドジスムターゼ、トランスフェリン、トランスチレチン、ユビキチ
ン、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、ビメンチンである。
【００７８】
　緑内障の第２の診断方法のステップｃ）における免疫学的アッセイを用いるタンパク質
発現分析のさらに好ましい実施形態では、用いられる抗体は、この出願の第１の発明に開
示される群ＡまたはＢの３３個の抗原の１つ以上に対する特異抗体である。これらの抗原
は、アクチン、α－１－アンチトリプシン、アネキシンＶ、α－Ａ－クリスタリン、α－
Ｂ－クリスタリン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、
α－フォドリン（＝スペクトリン）、グリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、グルタチ
オン－Ｓ－トランスフェラーゼ、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ｊｏ－１、ミエ
リン結合タンパク質（ＭＢＰ）、ニューロン特異エノラーゼ（ＮＳＥ）、プロテインキナ
ーゼＣ阻害剤、スーパーオキシドジスムターゼ、トランスフェリン、トランスチレチン、
ユビキチン、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、ビメンチン、アネキシンＩ－ＩＶ、β
－２－アドレナリン受容体、カルレティキュリン、熱ショックタンパク質ＨＳＰ１０（＝
シャペロニン）、インスリン、パーオキシドジスムターゼ、プロテインキナーゼＣ、α－
シヌクレイン、γ－シヌクレインである。
【００７９】
　ステップｃ）における免疫学的アッセイを用いるタンパク質発現分析のさらに好ましい
実施形態では、細胞は溶解され、たとえば完全なタンパク質レパートリーまたは特異タン
パク質分画物が、ウエスタンブロッティング、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＳＰＯＴ、またはマイ
クロアレイにより分析される。
【００８０】
　マイクロアレイを含む実施形態の好ましい変形例では、単クローン抗体であり得る抗体
または選択されたバイオマーカのための他の捕捉剤が、ガラススライドまたはシリコンも
しくはニトロセルロース表面を含むがこれらに限定されないチップ表面のような担持要素
の上に配置され、その後、当該チップは、ステップｂ）に従った処理の後で細胞から得ら
れた細胞溶解物またはタンパク質製剤とともにインキュベートされる。他の好ましい変形
例では、捕捉剤を担持する要素は、マイクロ流体チップまたはテストストリップである。
【００８１】
　さらに好ましい実施形態では、ステップｃ）のタンパク質発現分析は、細胞のインビト
ロ培養物においてその場で行われる。当該その場でのタンパク質発現分析は、標識付方法
または標識付けのない方法と、細胞内または細胞外タンパク質の蛍光または化学ルミネッ
センスマーキングのような比色法と、Ｅｌｉｓｐｏｔ（Enzyme Linked Immuno Spot；酵
素結合免疫スポット）法の適用と、細胞内または上に標識付けしているタンパク質および
培地などにおけるタンパク質を介した吸収の変化の測定とを含むがこれらに限定されない
。その場でのタンパク質発現分析は好ましくは、ステップｂ）のための体液の除去の後、
細胞培養容器内で細胞に対して行われる。
【００８２】
　ステップｃ）の好ましい実施形態の第３の群では、細胞の生存度が分析される。細胞の
生存度の分析は、たとえばフローサイトメトリー、および／または細胞成長パターンの分
析、および／または生存度の監視、および／またはアポトーシスの監視、および／または
壊死の監視による細胞計数を含むがこれに限定されない。好ましい方法は、壊死およびア
ポトーシスを検出するようアネキシンＶおよびヨウ化プロピジウムにより細胞を標識付け
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することと、細胞の生存度を検出するようＷＳＴ－Ｔｅｓｔ（水溶性テトラゾリウム）ま
たはアラマーブルーステイニング（ａｌａｍａｒ　ｂｌｕｅ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）をする
こととを含むがこれに限定されない。好ましい実施形態では、生存度の分析の異なる方法
の結果が標準データと比較され、ステップｄ）に従った診断結果の決定のために組み合さ
れる。さらに好ましい実施形態では、タンパク質発現分析を含むステップｃ）の好ましい
実施形態の第１および／または第２の群の結果も、細胞の生存度の分析を含むステップｃ
）の実施形態の第３の群の結果と組み合される。
【００８３】
　ステップｄ）では、細胞のタンパク質発現分析および／またはステップｃ）の細胞生存
度分析の結果が、診断結果を決定するよう標準データと比較される。ステップｄ）の好ま
しい実施形態では、標準データに対するテスト細胞のタンパク質発現の計算による比較が
、当該技術において公知の計算方法を用いて行われる。
【００８４】
　いくつかの好ましい実施形態では、ステップｄ）において用いられる標準データは、並
行して行われる緑内障の診断の方法のステップ（ａ）～（ｃ）の対照試験に由来する。対
照試験は、以下のサンプルのうち１つ以上を含むが、これらに限定されない。すなわち、
当該サンプルは、緑内障患者の体液で処理された細胞と、健康な人からの体液で処理され
た細胞とである。緑内障患者の体液は、ＮＴＧ（正常眼圧緑内障）またはＰＯＡＧ（原発
性開放隅角緑内障）のような特定の公知の形態の緑内障を患う緑内障患者からの体液、ま
たは当該疾患の初期段階のような当該疾患の特定の段階にある緑内障患者の体液を含む。
他の好ましい実施形態では、このような標準データは、異なる時間で行われた対照試験の
記録データに由来してもよい。
【００８５】
　ステップｃ）の好ましい実施形態の第１の群では、ステップｄ）において決定される診
断結果は、テスト対象者の分析された細胞により発現されたタンパク質の複合タンパク質
プロファイルを考慮したタンパク質発現分析により、健康な人と緑内障患者との間で異な
る。
【００８６】
　ステップｃ）の好ましい実施形態の第２の群において、ステップｄ）において決定され
た診断結果は、ステップｂ）に従った体液での処理の後、細胞によって発現されたタンパ
ク質のうち選択されたバイオマーカを考慮したタンパク質発現分析により、健康な人と緑
内障患者との間で異なる。
【００８７】
　ステップｃ）の好ましい実施形態の第３の群において、ステップｄ）において決定され
た診断結果は、ステップｂ）に従った体液による処理の後で細胞の生存度を考慮すること
により、健康な人と緑内障患者との間で異なる。
【００８８】
　本発明に従った方法のさらに好ましい実施形態では、計算処理ステップは、ステップｃ
）におけるタンパク質発現分析および／または細胞生存度分析の結果からのデータの処理
と、ステップｄ）における標準データとのタンパク質発現分析の結果の比較のデータの処
理との両方を組み合わせる。
【００８９】
　ステップｄ）のいくつかの好ましい実施形態では、タンパク質発現分析および／または
ステップｃ）の細胞生存度分析の結果の計算による比較が行われる。この比較は、当該技
術において公知の計算方法に依拠している。ステップｂ）のテスト対象者の体液で処理さ
れた細胞のステップｃ）の結果と、患者または健康な人の可変の臨床群のような対照群か
らの体液でステップｂ）において処理された細胞のステップｃ）の結果に対応する標準デ
ータとの間にもっとも高い類似性のパターン。好ましい変形例では、当該標準データは、
並行して行われる対照実験から得られ、他の変形例では、標準データは異なる時間に行わ
れた対照実験に由来する。
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【００９０】
　ステップｄ）における計算による比較の好ましい変形例では、プログラミングではなく
経験から異なる臨床群同士を区別することを学習する人工ニューラルネットワークが用い
られる。ステップｄ）に適用可能な人工ニューラルネットワーク技術の例は、多層フィー
ドフォワードネットワーク（ＭＬＦＮ）、自己増殖プロシージャを有する人工ニューラル
ネットワーク、他の種類の学習アルゴリズム、プルーニング技術、および遺伝的アルゴリ
ズムを含む。
【００９１】
　本発明の方法は、タンパク質発現の結果を、複合タンパク質発現プロファイルまたはタ
ンパク質分画物プロファイルの比較のための標準データと、限られた数のバイオマーカも
しくは抗原の発現の比較または細胞生存度分析の比較のための標準データと比較するため
に、ステップｄ）について本願明細書において明示したような計算技術だけでなく、たと
えば他のパターンマッチング技術の使用、他の分類統計的手法の使用、または他の方法の
使用といったような同様の技術も含む。
【００９２】
　いくつかの実施形態における緑内障の第１および第２の診断方法により得られる診断結
果は、患者によって理解される準備ができている診断結果であり、または他の実施形態で
は、診断結果は、医療専門家によって解釈されるべき１つ以上の診断値を含む。
【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】接触印刷（Ａ）とピエゾベースのスポット配置技術（Ｂ）とによって生成される
抗ヒトＩｇＧ／Ａ／Ｍの折り返されるスポットの図である。
【図２Ａ】研究用マイクロアレイ上の眼の抗原について項目化された変動係数（ＣＶ）の
図である。
【図２Ｂ】研究用マイクロアレイ上の異なる抗原について項目化された標準偏差（ＳＤ）
の図である。
【図３】４つの異なる抗原についての異なるデータ処理から得られるデータの比較の図で
ある。生データ（Ａ）、ＡＵＣデータ（Ｂ）、およびＺスコアデータ（Ｃ）、およびＩｇ
Ｇ正規化（Ｄ）を用いて変換されたデータがリスト化される。
【図４】対照の人（ＣＴＲＬ）および原発性開放隅角緑内障（ＰＯＡＧ）患者の血清（Ａ
）および眼房水（Ｂ）とともにインキュベートされた２０の抗原についての平均化された
抗原強度のプロファイルの図である。
【図５】健康な対照の人（ＣＴＲＬ）および緑内障患者（ＰＯＡＧ）についての抗ヒトＩ
ｇＧ／Ａ／Ｍに関する箱ひげ図である。
【図６】血清（６Ａ）および眼房水（６Ｂ）について、抗体反応性による緑内障の検出の
ための受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線の図である。
【図７】対照群（７Ａ）およびＰＯＡＧサンプル（７Ｂ）についての血清および眼房水の
免疫反応性値の個人間の比較の図である。
【図８】ＧＯアノテーションによる生物学的機能分析により、血清サンプルにおける研究
対象群同士の間の有意差を示す、眼の抗原についての超幾何学的モデルによる計算によっ
ていくつかの大きな比率を占める項目が明らかになった図である。
【図９】緑内障患者の典型的な抗体パターンの図である。
【図１０】マイクロアレイデータの週ごとの再現性の図である。
【図１１】緑内障の第２の診断方法の好ましい実施形態のためのセットアップの、実施例
１～３のために用いられた簡易な概略図を与える図である。神経網膜の神経節細胞が実験
プレートに配置された。健康な人またはＰＯＡＧ（原発性開放隅角緑内障）、ＮＴＧ（正
常眼圧緑内障）、もしくはＯＨＴ（高眼圧症）を患う患者からの１０％の血清を含む培地
が加えられ、細胞は標準圧力または１５０００パスカルの上昇された圧力のいずれかで４
８時間３７℃にてインキュベートされた。細胞は溶解され、タンパク質はアセトン沈殿に
より分離された。タンパク質プロファイルはＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析を用いて測定さ
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れ、次いで統計的に分析された。
【図１２ａ】測定されたタンパク質プロファイルの分画を示す図である。合計タンパク質
プロファイルは約４００の異なるタンパク質クラスタを数えた。示された分画では、ｘ軸
はダルトンで分子量を示し、ｙ軸は細胞におけるタンパク質の発現レベルの強度を示した
。ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析によって測定された、タンパク質クラスタの非常に複雑な
合計タンパク質プロファイルは、３０７８ダルトン（Ｄａ）～１８３２２２Ｄａの範囲に
あった。ここで示される分画は、４９４３Ｄａ～２１９３４Ｄａの範囲にあり、細胞にお
けるタンパク質の複雑性の概略を与える。
【図１２ｂ】プロファイルの単なる視覚分析によって差を識別する困難さを明らかにする
いくつかの単一測定を示す図である。サンプルプロファイルは、上昇された圧力が存在す
る状態または存在しない状態で健康な血清またはＰＯＡＧ血清で処理された細胞に由来す
る。Ｘ軸はタンパク質の分子量をダルトンで示し、Ｙ軸は細胞における測定されたタンパ
ク質の強度を示す。プロファイルは数百のタンパク質を示すので視覚的にそれらを検査す
ることによってだけでは実験群同士の間の差を分析することはできなかった。
【図１３】分子量が９１９２ダルトン、１２３９０ダルトン、および１２３１４ダルトン
である計算されたバイオマーカのいくつかの変動性プロットを示す図である。ｘ軸は細胞
の異なる処理群を示す。ｙ軸はＳＥＬＤＩ　ＴＯＦ質量分析によって測定されるタンパク
質の強度を示す。プロットにおける各三角形は特定の群の１つのサンプルを示す。変動性
プロットは、これらの３つのバイオマーカのタンパク質発現が、ＰＯＡＧ血清とともにイ
ンキュベートされた細胞において、健康な血清とともにインキュベートされた細胞と比較
して変化（増加または減少）されることを示す。
【図１４】分散分析を示すグラフの図である。図１４ａは、健康な人またはＰＯＡＧ患者
の血清および環境の圧力または上昇された圧力を用いた場合の、細胞のタンパク質プロフ
ァイルに対する細胞のさまざまな処理の影響を示す。明らかに血清タイプは、タンパク質
プロファイルに対して５９．１％の非常に大きな影響を有し、上昇された圧力が組み合さ
れた場合にはそこにはさらに１４％が加えられ得る（組合せ１＋２）。圧力自体は、細胞
のタンパク質プロファイルに対して１１．６％の影響を有する。図１４ｂは、１つの選択
された特定のバイオマーカ、すなわち９１９２のバイオマーカに対して異なる処理の変動
の影響を示すグラフの図である。この影響は非常に類似している。
【図１５ａ】５０．５％を有するタンパク質プロファイルに対するＰＯＡＧ血清における
抗体の存在の影響を計算する分散分析（ＡＮＯＶＡ）を示す図である。ＰＯＡＧ血清また
は健康な対照からの血清を意味する血清タイプが１３．４％の付加的な影響を有した。
【図１５ｂ】対照血清とともにインキュベートされた細胞に対する、抗体が存在するまた
は存在しない状態でのＰＯＡＧ血清とともにインキュベートされた細胞の全体のタンパク
質プロファイルの比較をマハラノビス距離が示す図である。ポイントゼロからの増加する
距離が、健康な血清とともにインキュベートされた細胞のタンパク質プロファイルと比較
してＰＯＡＧ患者の血清とともにインキュベートされた細胞のタンパク質プロファイルに
おいて増加する差を示す。ＰＯＡＧ血清とともにインキュベートされた細胞のタンパク質
プロファイルは、約５５のマハラノビス距離に示されるように、約２０のマハラノビス距
離によって示される抗体が取り除かれた（ＰＯＡＧ－抗体）ＰＯＡＧ血清とともにインキ
ュベートされた細胞のタンパク質プロファイルよりも、対照血清とともにインキュベート
されたタンパク質プロファイルと有意により大きく異なる。
【図１６ａ】圧力が存在するまたは存在しない状態で健康な血清、ＰＯＡＧ血清、または
ＮＴＧ血清とともにインキュベートされた細胞からの測定されたタンパク質プロファイル
の分画を示す図である。Ｘ軸はタンパク質の分子量をダルトンで示し、Ｙ軸は細胞におけ
るタンパク質の測定された強度を示す。ＰＯＡＧ血清と比較して、細胞はＮＴＧ血清に対
して異なって反応することは明らかである。
【図１６ｂ】９２０７ダルトンのバイオマーカを示す図である。ｘ軸は実験群を示し、ｙ
軸はサンプルにおけるタンパク質の測定された強度を示す。緑内障群は、緑内障血清、し
たがってＰＯＡＧ血清またはＮＴＧ血清とともにインキュベートされたすべての細胞を含
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む。緑内障血清とともにインキュベートされた細胞において９２０７ダルトンのバイオマ
ーカがアップレギュレートされることは明らかである。
【図１７】緑内障血清、すなわちＰＯＡＧ血清またはＮＴＧ血清とともにインキュベート
された細胞の測定されたタンパク質プロファイルに基づき計算された受信者動作特性（Ｒ
ＯＣ）曲線を示す図である。感度が８８％であり特異度が９０％にて、非緑内障血清から
の緑内障血清の区別を示す。当該テストの正確さについてのパラメータである曲線下面積
はｒ：０．９２である。
【図１８】異なる濃度の１４－３－３抗体と１．５μＭのスタウロスポリン（ｓｔａ）の
ストレスとを用いるインキュベーションの後のＲＧＣ５細胞の生存度を示す図である。Ｘ
軸は実験群を示し、Ｙ軸はパーセントで細胞の生存度を示す。対照細胞（ダークグレーの
バー）は、細胞ストレスも抗体もなしでインキュベートされる。スタウロスポリンととも
にインキュベートされた細胞は、１６．１％の生存度の損失を示す。スタウロスポリンと
ともにインキュベートされ、１４－３－３抗体とともにプレインキュベートされた細胞は
、スタウロスポリンとともにインキュベートした細胞と比較して、１１．６％までの生存
度の有意（ｐ＜０．０５）から非常に有意（ｐ＜０．０１）な増加を示す（抗体濃度０．
５μｇ／ｍｌ）。
【図１９】異なる濃度のγ－シヌクレイン抗体と５０μＭのＨ２Ｏ２であるストレスとを
用いたインキュベーション（１ｈ）の後のＲＧＣ５細胞の生存度を示す図である。Ｘ軸は
実験群を示し、Ｙ軸はパーセントで細胞の生存度を示す。対照細胞は、細胞ストレスも抗
体もなしでインキュベートされた。Ｈ２Ｏ２とともにインキュベートされた細胞は、１７
．９％の生存度の損失を示す。Ｈ２Ｏ２とともにインキュベートされ、γ－シヌクレイン
抗体とともにプレインキュベートされた細胞は、Ｈ２Ｏ２とともにインキュベートした細
胞と比較して、１５．３％までの生存度の有意（ｐ＜０．０５）から非常に有意（ｐ＜０
．０１）な増加を示す（抗体濃度０．０５μｇ／ｍｌ）。
【図２０】異なる濃度のＧＦＡＰ抗体と５０μＭＨ２Ｏ２であるストレスとを用いたイン
キュベーション（１ｈ）の後のＲＧＣ５細胞の生存度を示す図である。Ｘ軸は、実験群を
示し、Ｙ軸はパーセントで細胞の生存度を示す。対照細胞は、細胞ストレスも抗体もなし
でインキュベートされた。Ｈ２Ｏ２とともにインキュベートされた細胞は７．４％の生存
度の損失を示し、Ｈ２Ｏ２とともにインキュベートされ、ＧＦＡＰ抗体とともにプレイン
キュベートされた細胞は、Ｈ２Ｏ２とともにインキュベートされた細胞と比較して、９．
８％までの生存度の有意（ｐ＜０．０５）な増加を示す（抗体濃度０．５μｇ／ｍｌ）。
【発明を実施するための形態】
【００９４】
　緑内障の第１の診断方法に関する実施例および詳細な説明：
　実施例１：血清および眼房水における自己免疫反応性を、緑内障患者および健康な人に
おける特徴的な差異と比較する抗原マイクロアレイ：
　原発性開放隅角緑内障（ＰＯＡＧ；ｎ＝１３）を患う患者と、健康な対照（ＣＴＲＬ；
ｎ＝１３）との血清および眼房水を抗体分析のために用いた。４０～１００の異なる精製
された抗原（既知のバイオマーカ）を、ニトロセルロースがコーティングされたスライド
の上にスポット配置することによりタンパク質アレイを調製した。当該アレイをそれぞれ
、血清（１：２５０）および眼房水（１：２０）とともにインキュベートした。抗体抗原
反応の可視化のために、蛍光標識付けされた抗ヒトＩｇＧ抗体でアレイを処理し、その後
で蛍光スキャニングした。二次抗体から発せられた信号がデジタル化され、多変量統計的
手法によりスポット強度を比較した。
【００９５】
　結果：個人間の比較により、血清および眼房水の抗体パターン同士の間には一致もある
が違いもあることが分かった。眼房水および血清の両方において、ＰＯＡＧ患者は、健康
な被験者（Ｐ≦０．００１）と比較して、α－１－アンチトリプシンおよびアネキシンＶ
に対して２倍より大きく増加した反応性を示した。対照的に、β－Ｌ－クリスタリンは、
眼房水（ＰＯＡＧ：ＭＥ＝５０４９；ＳＤ＝１６３８；ＣＴＲＬ：ＭＥ＝２１１９；ＳＤ
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＝６７３；Ｐ≦０．０１）において有意に増加した平均（ＭＥ）反応性と、ＰＯＡＧ患者
の血清（Ｐ≦０．０１）において減少した反応性とを示した。７つの抗原については、含
まれた研究対象者のいずれも、眼房水において免疫反応性を示さなかった。各体液からの
１０個の抗体／抗原のバイオマーカパネルをそれぞれ用いて、約９０％（ＲＯＣ曲線；血
清：ｒ＝０．９１；眼房水：ｒ＝０．９３）の特異度および感度で、特別なアルゴリズム
を用いて、ＰＯＡＧとＣＴＲＬとを区別することができた。これらの結果により、緑内障
患者の血清および眼房水における抗体反応性のアップレギュレーションおよびダウンレギ
ュレーションの両方が確認される。さらに、血清に対する眼房水の反応性の増加は、目に
おける局所的な抗体生成を示唆している。
【００９６】
　実施例２：血清および眼房水サンプルの取得
　サンプルの取得は、人間を対象とする医学研究の倫理的原則についてのヘルシンキ宣言
に従って行った。インフォームドコンセントを与えて、すべてのボランティアから血液お
よび眼房水を収集した。血液サンプルを１０００ｇで遠心分離し、血清をその後の分析の
ために－８０℃で保存した。眼房水サンプルは、サンプリングのすぐ後、－８０℃で保存
した。すべての参加者は、（ドイツのマインツ大学の）眼科部にてゴルドマン眼圧測定、
光干渉断層撮影（ＯＣＴ）、およびハイデンベルグ網膜トモグラフィ（ＨＲＴ）を含む完
全な眼科検査の対象となり、欧州緑内障協会のガイドラインに従って分類された。平均年
齢が７３（ＳＤ±１０）歳の白内障手術を経験した３１人の患者と、３７人の原発性開放
隅角緑内障患者（ＰＯＡＧ；平均年齢：６７歳、ＳＤ±１０）とが、この研究に含まれて
いた。原発性もしくは続発性緑内障または白内障以外の眼疾患の臨床的症状のない４２人
の白内障患者は、他の研究に従って対照群（ＣＴＲＬ）とした。ＰＯＡＧ患者のＩＯＰは
、薬物投与なしで、＞２１ｍｍＨｇ（ゴルドマン眼圧測定により求めた）であった。ＰＯ
ＡＧ患者は、典型的な視野欠陥（周辺視野測定により検査した（ＯＣＴＯＰＵＳ１０１視
野計；ドイツのヴェーデルのＨａａｇ－Ｓｔｒｅｉｔ社））を有するとともに、視神経乳
頭陥凹を有した。自己免疫疾患を患う患者またはパーキンソン病のような神経疾患を患う
患者は、この研究から除外した。
【００９７】
　実施例３：マイクロアレイの調製
　Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社（ドイツ）およびＢｉｏＭｏｌ社（ドイツのハンブルク
）より購入した高度に精製されたタンパク質を抗原として用いた。最適な印刷条件のため
に１．５％のトレハロースを含むＰＢＳ緩衝液により抗原を１μｇ／μｌまで希釈した。
ピエゾ分配に基づく非接触印刷技術（ドイツのベルリンのＳｃｉｅｎｉｏｎ社のｓｃｉＦ
ＬＥＸＡＲＲＡＹＥＲ　Ｓ３）と、一般に用いられるピンベースの接触印刷技術（アメリ
カ合衆国のアナーバーのＤｉｇｉｌａｂ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ社のＯｍ
ｎｉＧｒｉｄ１００）とを用いて、抗原のスポット配置を行った。スポットの形態および
スポット間の変動性について比較により結果を評価した。研究用マイクロアレイの全セッ
トの印刷のために、ピエゾベースのスポット配置技術を用いた。各抗原をニトロセルロー
ススライド（アメリカ合衆国のベンドのＧｒａｃｅ　Ｂｉｏ－Ｌａｂｓ社のＯｎｃｙｔｅ
，　ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　１６　ｍｕｌｔｉ－ｐａｄ　ｓｌｉｄｅｓ）の上に
３重にスポット配置した。陽性および陰性対照として、マウスの抗ヒトＩｇＧ／Ａ／Ｍ（
１０μｇ／μｌ）とスポッティング緩衝液とを用いた。当該スポット配置プロセスを、Ｒ
Ｔにて、湿度が３０％で行った。１ｎｌの各抗原稀釈液をニトロセルロース表面に、全く
同じ位置に４回、２５０ｐｌだけスポット配置することにより適用した。スポット体積の
正確さおよび液滴の正確な配置を、ｓｃｉＤｒｏｐ－ＶＯＬＵＭＥおよび自動液検出ソフ
トウェア（ドイツのベルリンのＳｃｉｅｎｉｏｎ社）を用いて各抗原のスポット配置プロ
セスの前および後で監視した。
【００９８】
　インキュベーションおよび洗浄ステップをオービタルシェーカー（ドイツのシュヴァー
バッハのＨｅｉｄｏｌｐｈ社のＴｉｔｒａｍａｘ　１００）上で４℃で行った。スライド
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を１６パッドＦＡＳＴフレームハイブリダイゼーションチャンバ（イギリスのメードスト
ンのＷｈａｔｍａｎｎ社）で覆い、４％ＢＳＡを含むＰＢＳで１時間ブロックした。その
後、０．５％のＴｗｅｅｎ（ＰＢＳ－Ｔ）を含むＰＢＳでスライドを３回洗浄した。患者
の血清をＰＢＳ中に１：２５０で希釈し、眼房水をＰＢＳ中に１：１０の比率で希釈した
。これらの稀釈液の１２０μｌを、調製された抗原スライド上で一晩、ランダムにインキ
ュベートした。ＰＢＳ－Ｔを用いるいくつかの洗浄ステップの後、スライドを（アメリカ
合衆国のウェストグローブのＪａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓのヤギ抗ヒトＩｇＧであるＰＢＳ－Ｔ中に１：５００で希釈された）蛍
光Ｃｙ－５標識付けされた二次抗体とともに暗闇のなかで１時間インキュベートした。Ｐ
ＢＳ－Ｔでの２つの洗浄ステップの後、ＨＰＬＣグレードの水を用いる２つの最終洗浄ス
テップを行った。すべてのマイクロアレイを空気乾燥した後、マイクロアレイスキャナ（
イギリスのハイワイクームのＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ社の４２８　ＴＭ　Ａｒｒａｙ　Ｓｃ
ａｎｎｅｒ）を用いるスキャンニングを行った。スライドの生成された１６ビットＴＩＦ
Ｆイメージ（タグ付けされた情報ファイル形式）をＳｐｏｔｆｉｎｄｅｒ　３．１．１ソ
フトウェア（アメリカ合衆国のボストンのＤａｎａ－Ｆａｂｅｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓ
ｔｉｔｕｔｅのＴＭ４）を用いて分析した。バックグラウンド除去を、スポット強度＝平
均強度ＳＰ－（（合計ｂｋｇ－合計ｔｏｐ５ｂｋｇ）／（ピクセルＳＰの数－ピクセルｔ
ｏｐ５ｂｋｇの数））という式に従って行った。式中、ＳＰは任意のスポットを示し、ｂ
ｋｇは対応する背景を示し、ｔｏｐ５ｂｋｇは背景ピクセルの上位５パーセントを示す。
変動係数（ＣＶ）を以下のように計算した。ＣＶ＝ＳＤＳＰ３／平均ＳＰＸ…ＳＰｎ。式
中、ＳＤＳＰ３は、１つのサンプルの１つの抗原の３つの反復されたスポットに亘る標準
偏差を示し、平均ＳＰＸ…ＳＰｎは、すべてのスポット強度平均を示す。
【００９９】
　実施例４：データの統計的分析
　データ正規化および処理によるバイアスが引き起こした結果の歪み比較を提供するよう
、まず曲線下面積（ＡＵＣ）およびＺスコアといった２つの異なる種類のデータ変換を生
データと対比した。研究データの分析のために、Ｚスコア＝（強度ＳＰ－平均強度ＳＰ１
…ＳＰＸ）／ＳＤＳＰＸ…ＳＰｎという式に従ってＺスコア変換を適用した。式中、ＳＰ
は任意のスポット強度を示し、ＳＰ１…ＳＰＸはすべての４６スポットの全体の強度を示
す。潜在的なバイオマーカの検出および抗体反応性における有意な変化の概算を多様な統
計的手法により行った。群同士の間の比較のため、一元配置ＡＮＯＶＡおよび多変量判別
分析（たとえばマハラノビス距離、カノニカルルート）を両方のサンプル材料について別
個に用いた。第２のステップでは、抗原の特定の集合から自己抗体パターンの分類率（cl
assification power）の決定のために人工ニューラルネットワーク（ＡＮＮ）を行った。
したがって、データセットをランダムに、群ごとに偶数人の患者の２つの部分に分けた。
半分をＡＮＮの学習のために用い、残りの半分を当該学習したＡＮＮをその分類率に関し
てテストするために用いた。そのため、学習データセット内に含まれるサンプルは、分類
目的のために用いなかった。感度を特異度に対してプロットすることにより結果を可視化
した（ＲＯＣ曲線）。統計的分析のために適用された方法の詳細な説明は、本発明者らの
グループの以前の出版物において見つけることができる。個体間の比較のためおよび対応
する血清サンプルからの抗体レベルに対する眼房水の抗体レベルの割合を例証するために
、各単一の患者についての血清値に基づき両者の間のパーセントの差を計算し、その後、
異なる患者群のすべての被験者の平均値を計算した。１００％より大きい血清と眼房水の
差が「有意」であると考えた。さらに、測定したデータをすべての収集した臨床記録に相
関させた。（アメリカ合衆国のアリゾナ州のタルサのＳｔａｔｓｏｆｔ社）のＳｔａｔｉ
ｓｔｉｃａ　８．０を用いて統計的な分析を行った。
【０１００】
　実施例５：ＧＯ分析
　患者群同士の間に有意差がある抗原の生物学的プロセスへの深い洞察を得るために、Ｃ
ｙｔｏｓｃａｐｅ　２．６．２をＢｉｎｇｏ　２．３　ｐｌｕｇｉｎ　５０と組み合わせ



(28) JP 2013-529292 A 2013.7.18

10

20

30

40

50

て用いた。ジーンオントロジー（ＧＯ）アノテーションを各抗原に割り当てるために、全
ＧＯアノテーションデータベースを用い、生物／アノテーションについては、ホモサピエ
ンスを選択した。超幾何学的モデルおよびＢｅｎｊａｍｉｎｉおよびＨｏｃｈｂｅｒｇ偽
発見率補正（Benjamini & Hochberg False Discovery Rate correction）（Ｐ≦０．０５
）が、大きな比率を占めるタンパク質の機能の有意性を保証した。
【０１０１】
　実施例６：緑内障スコアの決定の例示的な方法のためのスキーム
　緑内障スコアを決定する第１のステップでは、テストサンプルおよび参照サンプルの自
己抗体反応性の正規化された強度値の間の差異（％）を計算する。これらの差異（％）は
、緑内障スコアを決定するよう、ニューラルネットワーク分析のための入力データとして
用いられる。緑内障の診断方法の必要とされる感度および特異度に依拠して、ステップｂ
）の血清を、サンプルの以下の３つの例示的なオプションのうちの１つ、すなわち第１の
診断方法のステップａ）に従って与えられるサンプル１）、２）または３）を用いてイン
キュベートした。サンプル１）は、群１の少なくとも部分的に精製された４８個のすべて
の眼の抗原を含み、サンプル２）およびサンプル３）は、１２個および５個の少なくとも
部分的に精製された眼の抗原をそれぞれ含む。
【０１０２】
　予想されるように、ステップａ）に従ったサンプルによって構成される眼の抗原の数が
多ければ多いほど、感度および特異度に関して、第１の診断方法がより良好になる。わず
か５つの眼の抗原を有するサンプル３）でも、約９０％の感度および特異度が得られた。
【０１０３】
　さらに、緑内障スコア計算のために、サンプル１、２、および３に含まれた個々の抗原
に異なる重み付け係数を割り当てた。この割り当ては、高く重み付けされた抗原（たとえ
ば群Ａの抗原）は緑内障スコアに対して高いインパクトを有するように行った。
【０１０４】
　規定された参照値とは異なる緑内障スコア、たとえば規定されたしきい値を超える緑内
障スコアは、体液が緑内障患者から収集されたテストサンプルを特定する。
【０１０５】
　自己抗体反応性からの正規化された強度値
　　　　　　　　　↓
　以下の式による、参照値に対する強度の値の差異（％）の計算
【０１０６】
【数１】

【０１０７】
　緑内障スコアリング
計算された差異（％）をデータ入力とし、ニューラルネットワークアルゴリズムを用いる
緑内障スコアの評価
１）すべてのテストされた抗原に基づくスコアリング
　感度：９６％
　特異度：９７％
２）ＭＢＰ、ＧＳＴ、ＨＳＰ２７、プロテインキナーゼ阻害剤Ｃ、ＧＦＡＰ、Ｊｏ－１、
ユビキチン、アクチン、β－Ｓ－クリスタリン、ＨＳＰ７０、スーパーオキシドジスムタ
ーゼ、トランスチレチンを含む１２個のテストされた抗原のサブセットに基づくスコアリ
ング
　感度：９２％
　特異度：９４％
３）ＨＳＰ７０、アクチン、β－Ｓ－クリスタリン、ＨＳＰ２７、ＧＦＡＰを含む５つの
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テストされた抗原のサブセットに基づくスコアリング
　感度：９１％
　特異度：８８％
　緑内障の診断に対するインパクトによると、ポストホックテストまたは判別分析のよう
な統計的分析からのデータを考慮すると、抗原は、緑内障スコアの計算について異なる重
みを有する３つの異なる群へと細分される。非常に強い群間差異を示す抗原は群Ａに割り
当てられ、強い差異を有する抗原は群Ｂに割り当てられ、異なる群間差異を有する抗原は
群Ｃに割り当てられる。
【０１０８】
　群Ａ（非常に高い妥当性）：
アクチン、α－１－アンチトリプシン、アネキシンＶ、α－Ａ－クリスタリン、α－Ｂ－
クリスタリン、β－Ｌ－クリスタリン、β－Ｓ－クリスタリン、γ－クリスタリン、α－
フォドリン（＝スペクトリン）、グリア線維酸性タンパク質ＧＦＡＰ、グルタチオン－Ｓ
－トランスフェラーゼ、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、Ｊｏ－１、ミエリン結合
タンパク質ＭＢＰ、ニューロン特異エノラーゼＮＳＥ、プロテインキナーゼＣ阻害剤、ス
ーパーオキシドジスムターゼ、トランスフェリン、トランスチレチン、ユビキチン、血管
内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、ビメンチン
　群Ｂ（高い妥当性）：
アネキシンＩ－ＩＶ、β－２－アドレナリン受容体、カルレティキュリン、熱ショックタ
ンパク質ＨＳＰ１０、インスリン、パーオキシドジスムターゼ、プロテインキナーゼＣ、
α－シヌクレイン、γ－シヌクレイン
　群Ｃ（妥当な抗原）：
アルブミン、脳由来の神経栄養因子ＢＤＮＦ、カルジオリピン、ＤＮＡトポイソメラーゼ
１、フィブロネクチン、リゾチーム、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質ＭＯＧ
、ミオグロビン、ニューロトロフィン３、ニューロトロフィン４、ニューロトロフィン５
、３－ホスホセリン、チレオグロブリン、トポイソメラーゼ阻害剤
　緑内障診断について非常に高い妥当性を示す抗原は群ＢまたはＣからの抗原よりも強く
重み付けされ、これにより緑内障スコアに対してより高いインパクトとなる。高い妥当性
を有する抗原は、群Ｃからの抗原よりも強く重み付けされ、これにより、緑内障スコアに
対して中程度のインパクトとなる。妥当な抗原は、評価された緑内障スコアに対して最も
小さいインパクトとなった。
【０１０９】
　　　　　　　　　↓
　規定されたしきい値を超えた被験者は緑内障患者として診断される。
【０１１０】
　図１：接触印刷（Ａ）およびピエゾエレクトリックベースのスポット配置技術（Ｂ）に
よって生成された抗ヒトＩｇＧ／Ａ／Ｍの３つの反復されたスポットが示される。数字は
、スポットごとのそれぞれの平均ピクセル強度を示す。Ａ：すべてのスポットの平均強度
は７１７３．３２±１４７３．２７単位である。変動係数（ＣＶ）は０．２１である。Ｂ
：平均強度は、１１７１６±３７４．７８単位である。ＣＶは０．０３である。
【０１１１】
　再現可能な態様で異なる物性を有するタンパク質の特定のスポット配置に対する最良の
アプローチを見つけるために、２つの異なるスポット配置技術を比較した。反復したスポ
ットに亘るスポット強度の変動を記述するのに一般的に用いられる方法は、変動係数４５
の決定である。ピンベースの接触印刷技術を用いて、すべての抗原について、３つの技術
的な反復されたスポットに亘って０．３２のメジアンＣＶを達成した。図１Ａに示される
ように、スポットの形態および強度は、当該反復されたスポットに亘って変動する。対照
的に、非接触ピエゾベースのスポット配置技術によってスポット配置されたマイクロアレ
イは、１０倍小さいスポット同士間の変動性（メジアンＣＶ＝０．０２９）を示すととも
に、スポット形態においてはるかに良好な不変性を示した（図１Ｂ）。これらの発見は、
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ｓｃｉＤｒｏｐ－ＶＯＬＵＭＥおよび自動液検出ソフトウェアから得たデータと一貫して
いる。当該ソフトウェアは、すべての抗原の０．８％の液体積の変動（２５０ｐｌの液滴
のうち２ｐｌに相当）を検出した。その結果、抗原溶液の正確に等しい体積のスポット配
置を確実にするよう、非接触印刷技術が研究用マイクロアレイスライドの全体集合を印刷
するために選ばれた。スポット配置技術の有効性のためにＣＶの概算と同様に、研究用マ
イクロアレイの技術的な反復されたスポットについてメジアン変動係数を計算した。これ
らのマイクロアレイは、０．０３１のメジアンＣＶを示し、標準偏差が０．０６１であっ
た（単一の抗原についてのＣＶの分布に対する；図２Ａ参照）。その一方、すべてのサン
プルに亘って反復されたスポット上での測定された強度についてメジアン標準偏差は、抗
原およびその平均スポット強度に依拠して４４～４８０で変動する（図２Ｂ参照）。
【０１１２】
　図２Ａおよび図２Ｂ：図２Ａは、研究用マイクロアレイ上の各抗原について項目化され
た生データの変動係数（ＣＶ）を示す図である。ｘ軸は異なる抗原を示し、ｙ軸はＣＶ値
を示す。すべての抗原に亘るメジアンＣＶは０．０３１±０．０６１である。図２Ｂは、
研究用マイクロアレイ上の異なる抗原について項目化された生データの標準偏差（ＳＤ）
を示す図である。ｘ軸は異なる抗原を示し、ｙ軸は標準偏差（ＳＤ）についての値を示す
。
【０１１３】
　研究対象患者およびテスト対象者の抗体プロファイリングのために、データ正規化のた
めの異なるアルゴリズムの比較によって、Ｚスコア変換が、その研究対象群同士の間の比
に対する低いバイアス（図３）と、異なる実験および緑内障テストに亘って定量的な態様
で測定値を比較する可能性とにより本発明者らのアプローチに対してもっとも適用可能で
あることが明らかとなった。
【０１１４】
　図３：４つの異なる抗原について異なるデータ処理から得られたデータの比較。生デー
タ（Ａ）、ＡＵＣデータ（Ｂ）、Ｚスコアデータ（Ｃ）、およびＩｇＧ正規化を用いて変
換されたデータ（Ｄ）がリスト化されている。
【０１１５】
　すべての研究対象患者において複合抗体反応性パターンと、血清および眼房水における
緑内障患者と対照被験者との間の複数の差異（図４Ａおよび図４Ｂ）とを検出できた。Ｉ
ｇＧ／Ａ／Ｍのレベルと患者の年齢または性別との間には相関がないことを発見した。さ
らに、血清（Ｐ≧０．９、図５Ａ）または眼房水（Ｐ≧０．６、図５Ｂ）のいずれにおい
ても研究対象群のＩｇＧ／Ａ／Ｍレベルに有意差は発見されなかった。
【０１１６】
　図４：血清（Ａ）および眼房水（Ｂ）について平均化された抗体強度のプロファイル。
２０の抗原について、対照被験者（ＣＴＲＬ）および原発性開放隅角緑内障（ＰＯＡＧ）
患者の平均化された強度が示される。ラインパターンは、患者群（赤＝ＰＯＡＧ、青＝Ｃ
ＴＲＬ）を示す。Ｘ軸は、群同士の間でもっとも強い差を示した２０の抗体のサブセット
を示す。Ｙ軸は、計算されたＺスコアの値を示す。
【０１１７】
　図５：抗ヒトＩｇＧ／Ａ／Ｍについての決定値が箱ひげ図として示される。Ｘ軸は、異
なる群（対照群（ＣＯＮ）；緑内障群（ＰＯＡＧ））を示し、ｙ軸は測定および正規化さ
れた強度（Ｚスコア）を示す。血清（５Ａ）または眼房水（５Ｂ）において、両方の群同
士の間には有意差は発見され得なかった（Ｐ≧０．０５）。
【０１１８】
　血清では、ＣＴＲＬ被験者と比較して、ＰＯＡＧ患者はいくつかの免疫反応性の増加を
示したが、いくつかの反応性の減少も明らかとなった（図４Ａ）。実証されるように、Ｈ
ＳＰ２７、ＨＳＰ７０、ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）、またはアネキシンＶは、
対照群と比較して、ＰＯＡＧ患者の抗体反応性の上昇を示した。グリア線維酸性タンパク
質（ＧＦＡＰ）またはユビキチンのような他の抗原については、ＰＯＡＧ患者は健康な被
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験者よりも低い抗体反応性を示した。ミオグロビン、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タ
ンパク質（ＭＯＧ）、およびＤＮＡトポイソメラーゼ１については、検出不可能なまでの
稀少または非常に小さな強度が発見された。一元配置ＡＮＯＶＡおよび多変量判別解析で
は、ＰＯＡＧ患者および健康な対照の血清における全体の抗体反応性の間の有意差が明ら
かになった（Ｐ≦０．００２）だけでなく、いくつかの単一の抗原については統計的有意
差が明らかとなった。たとえば、ＰＯＡＧ患者は、ＭＢＰ（Ｐ≦０．００２８）、ＨＳＰ
２７（Ｐ≦０．０１９）、ＨＳＰ７０（Ｐ≦０．００３３）、またはα－フォドリン（Ｐ
≦０．００２７）（表３）に対して有意に増加した反応性を示した。有意に減少した抗体
の反応性は、ＧＦＡＰ（Ｐ≦０．００１）、ユビキチン（Ｐ≦０．００３８）、およびβ
－Ｌ－クリスタリン（Ｐ≦０．０３）について観察された。
【０１１９】
　緑内障の診断のツールとしての自己抗体反応性の潜在的な利用の文脈において、人工ニ
ューラルネットワーク（ＡＮＮ）を適用することにより、それらの分類率をテストした。
患者（ＣＴＲＬ　Ｎ＝１８、ＰＯＡＧ　Ｎ＝１７）のサブセットと、９つの最も有意な血
清抗体抗原反応性（１４－３－３、α－１－アンチトリプシン、β－Ｌ－クリスタリン、
ＧＦＡＰ、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ７０、ＭＢＰ、α－フォドリン、ユビキチン）のデータと
を用いてネットワークの学習を行った。その後、当該学習されたネットワークを未知の血
清サンプルに適用した。ＡＮＮを通じて群分類を示すパーソナライズされたＡＮＮの各患
者ごとの出力値は、組み合された抗体スコア（ＣＴＲＬ≧０．５、ＰＯＡＧ≧０．５）と
して用いられた。血清学習データセットのサンプルから計算された抗体スコアは、同じ患
者の眼房水サンプルから計算されたスコア（Ｒ≦０．７４、Ｐ≦０．００１、図６Ａ）と
強い正相関を示した。さらに、学習データセットに含まれなかった見込みのあるサンプル
（ＣＴＲＬ　Ｎ＝１３、ＰＯＡＧ　Ｎ＝２０；テストデータ）について、血清抗体スコア
と眼房水抗体スコアとの間の相関を発見した（Ｒ≦０．７２、Ｐ≦０．００１、図６Ｂ）
。計算された抗体スコアを患者分類のために用いると、血清および眼房水抗体スコアによ
って、ただ１人の被験者（ＣＴＲＬ）が誤ってＰＯＡＧ被験者として分類されただけであ
った（図６Ｂ）。両方のサンプルタイプから計算されたスコアの強い正相関は、個人間の
比較を介して検出された血清免疫反応性と眼房水免疫反応性との間の小さな差を強調する
。見込みのある緑内障および対照被験者の区別のための感度および特異度は９３％（図６
Ｃ；ＡＵＣ　ｒ＝０．９３）であった。
【０１２０】
　図６：Ａ、Ｂ：血清および眼房水の抗体反応性の散布図である。Ｘ軸は、血清抗体スコ
アからの値を示し、Ｙ軸は、眼房水サンプルからの値を示す。各ドットは単一の患者を示
す（青いドット＝ＰＯＡＧ、赤いドット＝ＣＴＲＬ）。Ａ：学習データセットの中に含ま
れるサンプルについての散布図である（Ｒ＝０．７４）。Ｂ：すべての研究用サンプルに
ついての散布図である（Ｒ＝０．７２）。Ｃ：見込みのある血清サンプル（Ｘ軸：１－特
異度、Ｙ軸：感度、ｒ＝０．９３）についての受信者動作特性を示す。
【０１２１】
　眼房水サンプルの検査も同様に、研究対象群同士の間でいくつかの差異を示した（図４
Ｂ）。しかしながら血清サンプルとは異なり、ほんのいくつかの反応性の低下が現れただ
けであった。ＭＢＰ、ＨＳＰ７０、アネキシンＶ、またはグルタチオンＳ－トランスフェ
ラーゼのような抗原のほとんどは、ＰＯＡＧ群については反応性の増加を示し、これらの
内のいくつかは血清サンプルに従っている。インスリンＢ鎖またはＭＯＧのようなその他
については、稀少な抗体反応性が眼房水において検出でき、これらは部分的に、血清にお
いて希薄な反応性を示した同じ抗原（たとえばＭＯＧまたはＤＮＡトポイソメラーゼ１、
表３）である。さらに、統計的分析は、両方のサンプルタイプ同士の間の類似性を裏付け
する。このように得られたデータは、眼房水において、たとえばＭＢＰについてはＰ≦０
．０２２、アネキシンＶについてはＰ≦０．０３を示した。すなわち両方の抗原は、ＰＯ
ＡＧ患者の血清においても有意に増加した値を示す。ＰＯＡＧ被験者とＣＴＲＬ被験者と
の間の一変量の統計的な有意差の数が少ないのに一致して、眼房水サンプルの確認された
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分類率は血清サンプルの１つよりも小さくなった（ＲＯＣ曲線；ＡＵＣ　ｒ＝０．７）。
【０１２２】
　図７：血清および眼房水免疫反応性の個人間の比較。Ｘ軸に抗原がリスト化される。Ｙ
軸は、測定されたＺスコア値を示す。ゼロ線の上のバーは、眼房水におけるより高い免疫
反応性を示し、ゼロ線の下のバーは、血清におけるより高い強度を示す。対照群（７Ａ）
およびＰＯＡＧサンプル（７Ｂ）についての結果が示される。全体として、ほんのわずか
な抗原が１００％（＝２倍の増加）より大きな免疫反応性の差異を示すことが観察され得
る。
【０１２３】
　血清サンプルからの免疫反応性と、対応する眼房水サンプルからの免疫反応性との個人
間の比較により、ほんのいくつかの有意差が明らかになった。ＣＴＲＬ被験者（図７Ａ）
に関して、対応する眼房水サンプルと比較して、有意なより高いレベルの血清抗体反応性
（たとえばＭＢＰ、ＨＳＰ６０、ＧＦＡＰ）が観察でき、また有意により高い眼房水の免
疫反応性（たとえばα－１－アンチトリプシン）も観察できた。しかしながら全体では、
テストされた抗原の８０％より多くが、対照被験者の血清および眼房水においてほとんど
同様の免疫反応性を示した。さらに、ＰＯＡＧ患者は、血清と眼房水との間にいくつかの
有意差を示した（図７Ｂ）。たとえば、アルブミンおよびα－１－アンチトリプシンは、
血清サンプルにおいてより高い免疫反応性を示した。後者の場合、これは、眼房水におい
てα－１－アンチトリプシンについてより高い免疫反応性を示した対照サンプルと対照的
である。緑内障群からの眼房水サンプルも、対応する血清サンプルと比較すると、いくつ
かのより高い抗体反応性を示した（たとえばフィブロネクチン、トランスチレチン）。し
かしながら対照群と同様に、緑内障群においては、血清免疫反応性と眼房水免疫反応性と
の間にはいくつかの有意差が現れただけであり、テストされた抗原の８０％より多くがほ
とんど一致する抗体パターンを示した。
【０１２４】
　図８：ＧＯアノテーションによる生物学的機能の分析により、いくつかの大きな比率を
占める項目が明らかになった。抗原について超幾何学的モデルによる計算により、血清サ
ンプルにおいて研究対象群同士の間に有意差が示された。ｘ軸では、異なる官能基に起因
するタンパク質の数が示される。官能基はｙ軸上にリスト化される。青いバーは、ＰＯＡ
Ｇ被験者における高い免疫反応性を有する抗原を示し、赤いバーは、緑内障患者における
低い免疫反応性を有する抗原を示す。アスタリスクは、眼房水にも発見され得た官能基を
示す。
【０１２５】
　興味深いことに、ストレス反応、細胞骨格、小胞輸送、およびアポトーシスのような項
目は、有意に大きな比率を占めている（図８）。細胞骨格または小胞輸送のような項目は
、神経系のプロセスに強く関連付けられ、ストレス反応またはアポトーシスのようなその
他の項目は、神経変性疾患に関連して考慮されなければならない。
【０１２６】
　図９：Ａ：緑内障患者の典型的な自己抗体パターン。リン酸緩衝化食塩水を用いて、乾
燥されたシルマーストリップから涙のタンパク質を溶出し、その後、タンパク質マイクロ
アレイ上でサンプルインキュベーションを行った。Ｂ）受信者操作特性曲線（ＲＯＣ曲線
）。緑内障患者および健康な被験者の涙の自己抗体パターンを、緑内障患者のパターン認
識に関連して人工ニューラルネットワークの学習のために用いた。ｙ軸は感度を示し、ｘ
軸は１－特異度を示す。これらの自己抗体パターンを用いると、≧９０％の特異度および
感度が達成することができた（曲線下面積：ｒ＝０．９３）。
【０１２７】
　図１０：週ごとのマイクロアレイデータの変動性。標準的な血清を連続する７週間イン
キュベートした後、変動係数（ＣＶ）の計算を行った。いくつかの異なる抗原について、
標準偏差を含むＣＶ（黒のバー）が示される。
【０１２８】
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　タンパク質マイクロアレイアプローチを用いて、当該技術において公知のように、緑内
障患者の血清および眼房水における抗体反応性の差異を確認できた。さらに、α－１－ア
ンチトリプシンまたはアネキシンＶといったいくつかの新しい抗原が、緑内障においてイ
ンパクトを有することが分かった。対照被験者と比較して、ＰＯＡＧ患者の血清および眼
房水における有意に増加した免疫反応性と、緑内障被験者の血清における有意に縮小した
反応性とを検出した。たとえばアネキシンＶ、シャペロニン、ＨＳＰ２７、ＨＳＰ６０、
ＨＳＰ７０、またはＭＢＰといったいくつかの抗原については、緑内障患者の眼房水およ
び血清サンプルにおいて、患者群同士の間に同じ種類の差異が観察され得た。すなわち、
両方のサンプルタイプの間の類似性に対する第１の暗示が与えられた。一般的に、対照被
験者と緑内障患者との間の差異は、血清サンプルにおける１１の有意差と対照的に、両方
の群の間に８つの一変量の有意差のみが検出され得る眼房水サンプルにおいてより少ない
ように思われる。眼房水および血清の個人間の比較により、たとえばＭＢＰ、ＧＦＡＰ、
またはα－１－アンチトリプシンといったいくつかの抗原が対照被験者の両方のサンプル
タイプの間の有意に異なる免疫反応性を示すことが明らかになった。さらに、緑内障被験
者のサンプルにおいては、たとえばアルブミンまたはトランスチレチンといったいくつか
の抗原が、両方の体液の免疫反応性パターン同士の間で統計的な有意差を示す。血清サン
プルと比較するとトランスチレチンは、ＰＯＡＧ患者の眼房水において、より高い自己抗
体反応性を示した。この結果は、より多くの量のトランスチレチン自体がＰＯＡＧ患者の
眼房水に発見され得たという事実を考慮すると非常に興味深い。全体では、健康な被験者
およびＰＯＡＧ患者において、抗原抗体反応性の８０％より多くが両方の流体において一
致することが分かった。この結果は、緑内障発病の場所である網膜へ密に接触する眼房水
のような眼液における免疫反応性が、抗体の点において、血清における全身的な免疫反応
性とあまり異ならないということを示している。したがって、この知見は、緑内障患者の
血清抗体パターンにおける検出された変化の特異度を際立たせ、他の眼の疾病にとっても
重要であり得る。
【０１２９】
　緑内障の第２の診断方法に関する詳細な説明および実施例：
　緑内障を検出するための第２の方法の好ましい実施形態によると、ステップａ）につい
ては、神経網膜細胞系Ｒ２８または網膜の前駆細胞系ＲＧＣ５の細胞培養物が与えられ、
ステップｂ）において、当該細胞が、通常の圧力または１５０００パスカル（Ｐａ）の上
昇された圧力の下、対照の人からの血清と、原発性開放隅角緑内障（ＰＯＡＧ）、正常眼
圧緑内障（ＮＴＧ）、および高眼圧症（ＯＨＴ）を患う患者からの血清とで処理される。
高眼圧症患者（ＯＨＴ）は、視神経損傷または視野損失といった緑内障の症状が存在せず
、正常より高い眼内圧を有する。
【０１３０】
　当該実施例では、以下の材料および方法を用いた。しかしながら、本発明は以下に示さ
れる材料および方法の組合せに限定されず、以下に記載される方法は、対応する目的のた
めに用いられる代替的な方法と置き換えられてもよい。
【０１３１】
　細胞培養：［G M. Seigel; Ross Eye Institute, University of Buffaloから提供され
た］神経網膜細胞系Ｒ２８を用いた。これは、生後６日のスプレーグドーリーネズミに由
来する神経網膜細胞系であり、Ｅ１Ａ遺伝子の１２Ｓ部分にて不死化される。当該細胞系
は、網膜神経節細胞、光受容細胞、ミュラー細胞といった網膜の前駆細胞、およびグリア
細胞の特性を示す［Seigel, G.M., A.L. Mutchler, and E.L. Imperato, Expression of 
glial markers in a retinal precursor cell line. Mol Vis, 1996. 2: p. 2］。培養物
は、１０％のウシ胎仔血清（ＦＢＳ；ベルギーのベルビエのＣａｍｂｒｅｘ　Ｂｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅ社）と、５ｍｇ／ｍｌのゲンタマイシン－グルタミン溶液（シュタインハイム
のＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　ＧｍｂＨ）と、１０％のＭＥＭビタミン（１００ｘ（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社））と、１０％のＭＥＭ非必須アミノ酸（１００ｘ（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ社））とを含むダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）に維持した。当該細胞
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は、４～５日毎に非酵素的細胞剥離用溶液（シュタインハイムのＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉ
ｃｈ　ＧｍｂＨ）が通過され、９５％の空気と５％ＣＯ２との湿気のある雰囲気にて３７
℃で成長された。［フォートワースのＵＮＴ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｃｅｎｔ
ｅｒのＮ．Ａｇａｒｗａｌから提供された］網膜の前駆細胞系ＲＧＣ５は、神経細胞およ
び網膜細胞に対するマーカを発現するＥ１Ａ遺伝子の１２Ｓ部分で同様に不死化された網
膜細胞系である［Krishnamoorthy, R. R., P. Agarwal, et al. (2001). "Characterizat
ion of a transformed rat retinal ganglion cell line." Brain Res Mol Brain Res 86
(1-2): 1-12.; Van Bergen, N. J., J. P. Wood, et al. (2009)." Recharacterization 
of the RGC-5 retinal ganglion cell line." Invest Ophthalmol Vis Sci 50(9): 4267-
4272.］。培養物は、１０％のＦＢＳと、１００Ｕ／ｍｌのペニシリンと、１００μｇ／
ｍｌのストレプトマイシンと、２ｍＭのグルタミンとを含むダルベッコ改変イーグル培地
（ＤＭＥＭ）に維持され、５％のＣＯ２を有する湿気のある大気において３７℃で成長さ
れた。当該培地は、２日おきに交換され、当該細胞は４～５日毎に非酵素的細胞剥離用溶
液を通過された。
【０１３２】
　細胞溶解物の調製：いくつかの実験では、当該培地は４８時間後、排出され、５ｍｌの
実験プレートの底部上で成長している細胞を５ｍｌのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ；Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）で２回洗浄した。４００：１の割合で加えられたプロテイナーゼ
阻害剤ミックス（Ｐ１８６０（シュタインハイムのＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｇｍｂ
Ｈ））を有する１００μｌの溶解緩衝液（尿素９．５Ｍ、Ｃｈａｐｓ２％、ＤＴＴ１％）
を当該細胞にピペットで移した。次いで、これらをプレートから削り取り、氷で冷却され
たエッペンドルフチューブの中に与えた。次いでこれらの細胞を、振幅が８０％とし周波
数／サイクルが３ｘ２５時間について０．５とした超音波パルスエコー機器（Ｌａｂｓｏ
ｎｉｃ（登録商標）Ｍ（ゲッティンゲンのＳａｒｔｏｒｉｕｓ社））を用いて溶解した。
２４のウェルプレートにおいて、１５０μｌのＰＢＳで当該細胞を２回洗浄した後、付加
的なプロテイナーゼ阻害剤ミックスを有する６０μｌのＳｅｌｄｉ緩衝液を加えた。細胞
を再びウェルの底部から削り取り、上述したように溶解させた。超音波パルスエコー機器
を用いる各溶解サイクルの後、当該細胞を氷の上に配置した。次いで、５ｍｌの実験ウェ
ルプレートからの細胞溶解物のタンパク質濃度をＬｏｗｒｙの方法を用いて測定した［Lo
wry, O.H., et al., Protein measurement with the Folin phenol reagent. J Biol Che
m, 1951. 193(1): p. 265-75］。
【０１３３】
　さらなる実験において、培地を排出し、細胞を暖かいカルシウムのないＰＢＳで洗浄し
た。次いで、細胞を非酵素的細胞剥離用溶液を用いて細胞培養プレートから剥離した。剥
離した細胞を１０分間、４℃で３００ｇにて遠心分離した。上澄みを除去し、細胞ペレッ
トをＰＢＳで洗浄した。当該細胞を再び遠心分離し、上澄みを除去し、細胞を－８０℃で
凍結した。凍結の後、細胞を解凍し、０．１％のドデシルＤ－βマルトシドおよびプロテ
ィナーゼ阻害剤を有する溶解緩衝液を加えた。氷で冷却した超音波処理槽の中に溶解緩衝
液とともに当該細胞を１分間配置することにより細胞溶解を強めた。さらに、Ｌｏｗｒｙ
の方法を用いてタンパク質濃度を測定した。
【０１３４】
　細胞溶解物からの総タンパク質の調製：細胞のタンパク質プロファイルを測定するため
に、上記のように調製した細胞溶解物からタンパク質の１５０μｇ相当を除去し、－８０
℃の８倍量（体積）のアセトンのサンプルへの追加により、アセトンにて当該タンパク質
を沈殿させ、３０分間、氷の上でインキュベートした。次いで、サンプルを３０分間、４
℃で１４０００ｒｐｍにて遠心分離した。次いで、アセトンを排出し、ＰＢＳを当該タン
パク質ペレットに加え、タンパク質の最終濃度を８μｇ／μｌとした。タンパク質をＰＢ
Ｓ中に溶解するために、当該チューブを超音波氷槽に３０分間、配置した。次いで、当該
サンプルの２μｌをＳｅｌｄｉ－Ｔｏｆ－ＭＳのタンパク質チップ上にスポット配置した
。



(35) JP 2013-529292 A 2013.7.18

10

20

30

40

50

【０１３５】
　オービトラップ（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）によるペプチドフラグメントの分析：ドデシル－
Ｄ－βマルトシドを用いる方法に従って調製された細胞溶解物から６０μｇ相当のタンパ
ク質を取得し、１２％ビス－トリスゲル電気泳動（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いて分
離した。これらのレーンを１６の等しいサイズの片に分割し、これらの片におけるタンパ
ク質をトリプシンで消化した。消化の後、ゲルからタンパク質を抽出し、各片のタンパク
質をＣ１８ジップチップ（ＺｉｐＴｉｐｓ）を用いて８つの異なる分画物にさらに分別し
た。これらのジップチップには、サンプルが装填され、チップ部から１０％～５０％のア
セトニトリル勾配を用いてペプチドが解放された。次いで、当該分画物はオービトラップ
ターゲット上に装填され、シナピン酸マトリックスで覆われる。製造者のプロトコルに従
って、オービトラップによりペプチドを測定した。たとえばオービトラップを用いてペプ
チドを測定することによって得られたペプチドの質量についての情報は、いくつかのデー
タベースに送られ、当該データベースに記録されたタンパク質の既知のペプチドフラグメ
ントと比較された。測定されたタンパク質のリストが生成された。異なる実験群における
測定されたタンパク質の強度が生成および比較された。
【０１３６】
　Ｓｅｌｄｉ－Ｔｏｆ質量分析による総細胞タンパク質の分析：タンパク質プロファイル
を分析するために、（たとえばアメリカ合衆国のカリフォルニア州のハーキュリーズのＢ
ｉｏＲａｄ社またはフリーモントのＣｉｐｅｒｈｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ
にて商業的に利用可能な）表面増強レーザ脱離／イオン化飛行時間形質量分析計ＰＢＳ－
ＩＩ　ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦを用いた。この質量分析計は、異なる化学的表面を有するタン
パク質チップを用いる。弱いカチオン交換体（ＣＭ１０）または逆相面（Ｈ５０）のいず
れかを有する、８か所スポット配置されたいくつかのチップ上に各サンプルが装填された
（これらを製造者のプロトコルに従って処理した後）。サンプルを乾燥させた後、１μｌ
のシナピン酸マトリックス、エネルギ吸収分子、（２０ｍｇのシナピン酸、７５０μｌの
ＡＣＮ、７５０μｌのＨ２Ｏ－ＨＰＬＣ、１５μｌのＴＦＡ）が各スポット上に２回ピペ
ットで移され、常に結晶化することを可能にする。次いで、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｉｐ　
Ｓｏｆｔｗａｒｅバージョン３．２を用いて一度に２４のチップを分析することができる
タンパク質チップアレイオートローダとともに、ＰＢＳ－ＩＩｃ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈ
ｉｐ　Ｒｅａｄｅｒを用いてサンプルを分析した。これらのサンプルは、２００までのレ
ーザ強度、デフレクタ設定を２８００Ｄａ、検出器感度を９、分子質量検出範囲を３００
０～２０００００Ｄａ（３０００～１５０００Ｄａに最適化）とし、測定した。
【０１３７】
　Ｓｅｌｄｉ－Ｔｏｆ－ＭＳによって測定したタンパク質プロファイルのピーク検出：次
いで、測定したタンパク質プロファイルをＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　Ｄａｔ
ａ　Ｍａｎａｇｅｒ　Ｓｏｆｔｗａｒｅバージョン３．０（ＣＥ；Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社）に送った。ベースラインが控除され、ピークが製造プロトコル
に従って検出された。
【０１３８】
　検出されたピークから、各実験設定毎のピーククラスタのリストを生成した。これらの
クラスタリストを統計的分析プログラム（Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａ、バージョン８．０；オ
クラホマ州のタルサのＳｔａｔｓｏｆｔ社）にエクスポートした。このプログラムは、複
数のバイオマーカピークの組合せに基づき多変量判別分析を計算するのに用いられた。当
該プログラムは、どのタンパク質ピークが個々の実験群同士の間で有意に異なるかを示す
ことができるとともに、群同士の間を識別するよう用いられ得る。ＰＯＡＧ血清とともに
インキュベートされた細胞を健康な血清とともにインキュベートされた細胞と比較する第
１の研究において、異なる群同士の間の識別が最も可能なピークを示した１０のタンパク
質の集団のバイオマーカパネルを検出した。
【０１３９】
　統計的分析による、上昇された圧力がある状態またはない状態での異なる血清とともに
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インキュベートされた細胞のタンパク質発現分析の結果に比較：従属変数（血清タイプ／
圧力高度）の影響と、細胞のタンパク質プロファイルについての独立変数の影響とを決定
するために、統計を用いて分散成分および混合モデルＡＮＯＶＡを計算した。この計算は
、存在するバイオマーカパネルのカノニカルルートに基づいた。さらに、単一のタンパク
質バイオマーカ毎にこれらの変数の影響を計算した。さらに、この分析は、タンパク質プ
ロファイルに対する血清における抗体の影響を計算するよう行う。さらに、抗体除去の後
でタンパク質プロファイルが変化する方向を示すようマハラノビス距離を計算した。
【０１４０】
　当該計算されたバイオマーカを用いて、受診者動作曲線（ＲＯＣ）を計算した。感度が
８８％および特異度が９０％で緑内障血清の検出を実証することができた。図１７に示さ
れるように、曲線下面積はｒ：０．９２である。
【０１４１】
　さらに、ニューラルネットワークを生成した。これは、タンパク質プロファイルのピー
ク情報が与えられた統計的データモデリングツールである。データが十分に有意／有力な
場合、当該ネットワークは実験群同士を区別するよう学習する能力を有するとともに、新
しいサンプルを特定することが可能／新しいサンプルを合致した群に関連づけることが可
能である。
【０１４２】
　タンパク質特定：Ｓｅｌｄｉ－Ｔｏｆ　ＭＳを用いて測定されたタンパク質バイオマー
カを特定するために、Ｍａｌｄｉ－Ｔｏｆ－Ｔｏｆ　ＭＳを用いた。細胞溶解物における
タンパク質は、アセトン沈殿を用いて調製した後、実験の毎に２００μｇ相当のタンパク
質を用いてＳＤＳ－Ｐａｇｅを介して分離した。残存するペレットを、１５μｌのＨ２Ｏ
で希釈した５μｌのＮｕＰａｇｅ（登録商標）ＬＤＳ　Ｓａｍｐｌｅ　ｂｕｆｆｅｒ　４
ｘ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）に溶解した。９０℃で５分間タンパク質を変性した後、Ｎ
ｕＰａｇｅ（登録商標）ＭＥＳ　ＳＤＳ　Ｒｕｎｎｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ　２０ｘ　Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎを用いて、１２％のビス－トリスゲル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）によ
り分離した。この実験の後、１０分間、ゲルを固定液（４０ｍｌのＨ２Ｏ、５０ｍｌのメ
タノール、１０ｍｌの酢酸）でインキュベートし、その後、製造者のプロトコルに従って
一晩に亘って、染色液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社のＣｏｌｌｏｉｄａｌ　Ｂｌｕｅ着色キ
ット）（５５ｍｌのＨ２Ｏ、２０ｍｌのメタノール、２０ｍｌの着色剤Ａ、５ｍｌの着色
剤Ｂ）でインキュベートした。バイオマーカを含むゲルのバンドにおけるタンパク質を、
以下のプロトコルに従って溶出した。すなわち、当該バンドの２ｘ１ｍｍ分画物をゲルか
ら切り出し、１００μｌの洗浄液（５０％メタノール、４０％Ｈ２Ｏ、１０％酢酸）の中
に移し、活発な揺動とともに３０分間インキュベートし、その後、１００％のＡＣＮによ
り２０分間、脱水した。次いで、５０μｌの溶出液（５０％ギ酸、２５％ＡＣＮ、１５％
イソプロパノール、１０％Ｈ２Ｏ）を乾燥されたゲル片に加え、４時間インキュベートし
た。２μｌのサンプルをＳｅｌｄｉ－Ｔｏｆ　ＭＳにより測定し、溶出されたタンパク質
を示した。当該タンパク質をＳｅｌｄｉ－ＭＳを用いて示した後、消化を行った。バンド
の残りは、小さな片に切断し、５０μｌのＡＣＮを１５分間加えた。短い遠心分離および
ＡＣＮの排出の後、ゲル片をスピードバックドライヤで１０分間乾かし、５０μｌのトリ
プシン緩衝液（５０ｍＭのＮＨ４ＨＣＯ３、１４．８ｎｇ／μｌのトリプシン）で覆い、
およそ１２時間、３７℃で放置した。消化されたタンパク質に２０μｌの２５ｍＭのＮＨ

４ＨＣＯ３を加え、その後、当該消化されたタンパク質を、３０分間のインキュベーショ
ンにより、２０μｌ抽出溶液（５％ギ酸；５０％ＡＣＮ；４５％Ｈ２Ｏ）を用いて抽出し
た。重層法を用いて、２ｘ０．５μｌケイ皮酸マトリックスを用いて１μｌの消化された
タンパク質をＭＡＬＤＩアンカーターゲット（ａｎｃｏｒ　ｔａｒｇｅｔ）上に装填した
。製造者プロトコルに従ってＭａｌｄｉ－ＴｏｆＴｏｆ　ＭＳ（Ｂｒｕｋｅｒ　Ｕｌｔｒ
ａ　Ｆｌｅｘ　ＩＩ）を用いて、分別されたタンパク質を測定した。
【０１４３】
　１つの好ましい実施形態に従った緑内障の診断テストの実施例１～４における設定が図
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１１において概説される。上述した細胞培養条件に従って、５ｍｌの（ｎｕｎｃｌｏｎ　
Ｓｕｒｆａｃｅ）実験プレートにおいて実施例１を実施した。実施例２および３は、２４
のウェルプレートにおいて実施され、その細胞培養条件は以下のように若干適合させた。
細胞をｃａ４０％のコンフルエントにプレートに配置し、ＦＢＳではなく１０％の実験血
清を含む上記にリスト化されたＤＭＥＭ培地で処理した。次いで、９５％の空気と５％の
ＣＯ２との湿気のある雰囲気において３７℃で４８時間、１５０００パスカル（１１２ｍ
ｍＨｇ）の上昇した圧力がある状態またはない状態のいずれかで、これらをインキュベー
トした。上昇した［静水圧の］圧力を生成するために、特別に設計されたガラス圧力チャ
ンバを用いた。３７℃のインキュベータに配置し、９５％の合成空気と５％のＣＯ２とを
含む（ルートヴィヒスハーフェンのＡｉｒＬｉｑｕｉｄｅ社）圧縮空気供給装置に取り付
けた。実施例４における細胞を、上述した細胞培養条件に従って、１０ｍｌの細胞培養プ
レートにおいて成長させた。
【０１４４】
　実施例Ａ
　実施例Ａを５ｍｌ（ｎｕｎｃｌｏｎ　Ｓｕｒｆａｃｅ）実験プレートにおいて実施した
。通常の圧力または上昇された圧力のいずれかが存在した状態において健康な血清ととも
にインキュベートした細胞のタンパク質プロファイルを、ＰＯＡＧを患っている患者から
の血清とともにインキュベートした細胞のタンパク質プロファイルと比較した。各群にお
けるサンプル数は、４つの異なる血清サンプルを用いて、ｎ＝８であった。患者を欧州緑
内障協会のガイドラインに従って分類した（The European Glaucoma Society. Terminolo
gy and Guidelines for Glaucoma.http://www.eugs.org. 2004）。
【０１４５】
　判別分析は、タンパク質プロファイル分析の前の細胞の処理に依拠して、細胞において
有意にアップレギュレートまたはダウンレギュレートした１０のタンパク質のパネルを示
した。Ａ：圧力がある状態での健康な人からの血清を用いた処理；Ｂ：圧力がない状態で
の健康な人からの血清を用いた処理；Ｃ：圧力がある状態でのＰＯＡＧ患者からの血清を
用いた処理；Ｄ：圧力がない状態でのＰＯＡＧ患者からの血清を用いた処理。図１３は、
群のうちのいくつかにおいて有意差をすべて示す分子量９１９２、１２３９０、１２３１
４Ｄａを有するタンパク質バイオマーカの３つの例を示す。図１３は、圧力がある状態お
よびない状態の両方でＰＯＡＧを患っている患者からの血清で処理された細胞においてア
ップレギュレートされた９１９２Ｄａのバイオマーカを示す（ｐ＝０．００００５８）。
１２３９０ダルトンのバイオマーカは、図１３に示されるように１５０００ｐａの上昇し
た圧力でＰＯＡＧ血清とともにインキュベートされた細胞においてのみ有意に（ｐ＝０．
００００８６）ダウンレギュレートした。この判別分析はさらに、血清のタイプにかかわ
らず圧力がある状態で処理された細胞において有意に（ｐ＝０．００００００）ダウンレ
ギュレートされたバイオマーカを示した。例として、図１３は、１２３１４ダルトンのバ
イオマーカを示す。
【０１４６】
　図１４ａは、上述したようなさまざまな処理Ａ、Ｂ、Ｃ、またはＤによるタンパク質プ
ロファイルにおける差異への寄与を示す。細胞のタンパク質プロファイルに対する、血清
タイプ、圧力、および血清タイプと圧力との両方の組合せの全体の影響を見て、分散分析
を計算した。図１４は、血清タイプがタンパク質プロファイルに対して最も大きな影響、
すなわち５９．１％を有したことを示す。圧力自体は、タンパク質プロファイルに対して
１１．６％の影響を有した。したがって、タンパク質プロファイルにおける差異によって
証明されるタンパク質発現に対する影響は、大気圧と比較して上昇された圧力がある状態
で細胞を処理することと比較して、健康な人の血清ではなくＰＯＡＧ患者の血清で細胞を
処理することにより、はるかに大きくなる。
【０１４７】
　血清タイプの大きな影響は、全体のタンパク質プロファイルについてのみでなく、選択
されたバイオマーカについて分散分析を計算した場合にも見ることができた。たとえば、
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図１４ｂは、９１９２ダルトンのバイオマーカについての以下の分散分析を示す。ここで
も、血清タイプの影響は最も重大であり、５５．１％の有意な効果を有するよう示され得
た。
【０１４８】
　実施例１のこれらの結果は、健康な人および／またはＰＯＡＧ患者からの血清で処理さ
れた細胞と比較した、テスト対象者の血清で処理された細胞のタンパク質プロファイルの
分析が、ＰＯＡＧ疾患を診断するための高感度なテストとして機能するということを示す
。
【０１４９】
　上述したように、好ましい変形例では、発現レベルが健康な人と比較して緑内障患者に
おいて増加もしくは減少する、または通常の細胞成長と比較して、他の自己免疫障害もし
くは神経変性障害もしくはアポトーシスの間に増加もしくは減少することが分かっている
バイオマーカまたは抗原が選択される。このようなバイオマーカの例は、ヒストンＨ４で
ある。実施例Ａ（図１３）における９１９２ダルトンのこのタンパク質は、ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＴＯＦ－ＭＳにより、ヒストンＨ４タンパク質のフラグメントとして特定された
。
【０１５０】
　実施例１では、ヒストンＨ４発現のレベル、すなわち９１９２ダルトンのバイオマーカ
は、緑内障を患っている患者からの血清とともにインキュベートした細胞において有意に
増加した。この影響は、上昇された圧力がある状態で付加的にインキュベートすることに
より増加した。
【０１５１】
　ヒストンＨ３およびＨ４は、真核細胞におけるクロモゾームのヌクレオソームコア粒子
へと集合するコアヒストンに属し、さらに遺伝子調節において伴われる。ヒストン、特に
Ｈ３およびＨ４は、たとえばアセチル化またはメチル化により翻訳後に修飾され得る。医
学研究の結果、ヒストンの発現レベル、修飾、および位置における変化は、いくつかの他
の神経変性疾患、たとえばアルツハイマー病およびパーキンソン病とも関連付けられると
いうことが明らかになっている。興味深いことに、ヒストンは、いくつかの神経変性疾患
の病理学的なメカニズムに関与するだけでなく、ヒストン発現および修飾における変化に
よって影響を受ける大腸癌細胞のような癌細胞にも関与する。ヒストンの生理学的な関与
を考慮すると、ヒストン発現のレベルの変化は、アポトーシスへとつながることになる。
これは、緑内障が網膜神経節細胞のアポトーシスを伴うという事実と合致する。したがっ
て、緑内障の病気に関連することが既知であるバイオマーカもしくは抗原、またはさらに
より一般的には自己免疫疾患もしくは神経変性疾患もしくはアポトーシスに関連すること
が既知であるバイオマーカもしくは抗原は、ステップｃ）における選択されたバイオマー
カに向けられたタンパク質発現分析についての有望な候補である。
【０１５２】
　別の興味深い発見は、上昇された圧力がある状態での４８時間のインキュベーションの
間、ＰＯＡＧ血清とともにインキュベートされた細胞の３５％までが生存力を失った一方
、健康な血清とともにインキュベートされた細胞のうち約１０％のみが死んだ。
【０１５３】
　実施例Ｂ
　２４のウェルプレートにおいて実施例Ｂを実施した。対照として、健康な血清とともに
インキュベートされた細胞のタンパク質プロファイルを、原発性開放隅角緑内障（ＰＯＡ
Ｇ）、正常眼圧緑内障（ＮＴＧ）、および高眼圧症（ＯＨＴ）を患っている患者からの血
清とともにインキュベートされた細胞のタンパク質プロファイルと比較した。
【０１５４】
　タンパク質プロファイルはさらに、非常に複雑なパターンを示した。図１６は、測定さ
れたタンパク質の範囲の拡大図を示す図である。判別分析はさらに、有意なバイオマーカ
のパネルを明らかにした。ＰＯＡＧ血清を用いる第１の研究で見られるバイオマーカのい
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くつかは、上で見られたようにアップレギュレーションまたはダウンレギュレーションの
点において同じ効果を示すこの実験においても見つけられ得る。これらのバイオマーカの
うちの１つは、９２０７ダルトンであり、ＰＯＡＧ血清のみを用いた第１の実験において
見られた９１９２ダルトンのバイオマーカと均等であるとみなされ得るとともに、緑内障
患者からの血清とともにインキュベートされた細胞において増加された。バイオマーカは
、図１６ｂに示され得る。以前の実施例に示されるように、バイオマーカは、緑内障血清
とともにインキュベートされた細胞においてアップレギュレートされる。
【０１５５】
　実施例Ｂは、以下の別の興味深い結果を産出する。ＯＨＴを患っている患者の血清で処
理された細胞は、全タンパク質プロファイルと、健康な人からの血清で処理された細胞と
して選択されたバイオマーカとの両方について非常に類似したタンパク質発現プロファイ
ルを有する。この結果は、眼内圧が上昇した人々の約１％のみが緑内障を発症するという
臨床的観察に合致しており、本発明に従った方法の利点は、この方法は緑内障を発症する
ことになる高眼圧を有する人々を特定することができるという点である。
【０１５６】
　実施例Ｃ
　２４のウェルプレートにおいて実施例Ｃを実施した。対照として健康な血清とともにイ
ンキュベートした細胞のタンパク質プロファイルを、抗体を含むかまたは血清から抗体を
取り除いた後のＰＯＡＧを患っている患者からの血清とともにインキュベートした細胞の
タンパク質プロファイルと比較した。抗体は、免疫グロブリンについてのアフィニティー
マトリックスでコーティングされた磁性のプロテインＧビード（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（登
録商標）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ；ノルウェーのオスロのＤｙｎａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＳ
Ａ社）を用いて取り除いた。２０μｌのビードを用いて３５μｌの血清を精製した。ビー
ドを用いるために、ｐＨ５の６００μｌのＮａＡｃで、２回は２分間、１回は５分間、ビ
ードを洗浄した。次いで、ビードを血清に加え、１２℃でオービタルシェーカー上にて６
時間インキュベートした。
【０１５７】
　健康な人からの血清で処理された細胞のタンパク質プロファイルと比較して、ＰＯＡＧ
患者からの血清で処理された細胞のタンパク質プロファイルと、抗体が上記のように取り
除かれたＰＯＡＧ患者からの血清で処理された細胞のタンパク質プロファイルとにおける
変化についての分散分析を図１５に示す。タンパク質プロファイルに対する抗体の影響は
５０．５％と同じぐらい高い。マハラノビス距離の計算により、抗体除去の後でＰＯＡＧ
血清とともにインキュベートした細胞のタンパク質プロファイルが、健康な血清とともに
インキュベートした細胞に対して有意に変化したことが明らかになった。すなわち、ＰＯ
ＡＧ血清とともにインキュベートした細胞のタンパク質プロファイルは、約５５のマハラ
ノビス距離によって示されるように、健康な血清によってインキュベートしたタンパク質
プロファイルとはより異なる。抗体（ＰＯＡＧ抗体）が取り除かれたＰＯＡＧ血清ととも
にインキュベートした細胞のタンパク質プロファイルは、約２０のマハラノビス距離によ
って示されるように健康な血清とともにインキュベートしたタンパク質プロファイルとは
あまり異ならない。
【０１５８】
　これらの結果は、健康な対照の人に対する、緑内障患者に由来する体液における自己免
疫反応性の差異に基づき緑内障を診断するための第１の方法において提示されるデータと
合致する。
【０１５９】
　実施例Ｄ：
　ＰＯＡＧまたは健康な血清とともに２４時間インキュベートされたＲＧＣ５細胞を用い
て１０ｍｌの細胞培養皿において実施例Ｄを実施した。タンパク質またはペプチドパター
ンをオービトラップを用いて測定した。さらに、細胞溶解物は非常に複合的であり、予備
的研究において、１５０を超えるタンパク質がオービトラップにより検出された。オービ
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トラップによって測定された当該タンパク質の強度の差異を分析した後、実験群同士の間
の有意差を検出し得た。たとえば熱ショックタンパク質６０、フィラミンＢ、またはβア
クチンといった、健康な血清とともにインキュベートした細胞において有意にアップレギ
ュレートされたタンパク質と、たとえば延長因子１α、Ｔ－複合タンパク質１サブユニッ
トαＢ、ホスホグリセレートキナーゼ１といったＰＯＡＧ血清とともにインキュベートし
た細胞においてアップレギュレートされたタンパク質とを検出することができた。
【０１６０】
【表１】

【０１６１】
　緑内障についての抗体の治療用途に関する実施例：
　実施例ｉ：
　ウェルにつき４５０００個の細胞を有する２４のウェルプレートにＲＧＣ５細胞を配置
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した。次いで、緑内障について診断能力（群１からの抗体）を有することが知られる、異
なる濃度の１４－３－３（プロテインキナーゼｃ阻害剤）抗体で３時間、細胞をプレイン
キュベートした。細胞ストレスおよび細胞死を誘発するために、ＲＧＣ５細胞を１．５μ
Ｍのスタウロスポリンにてインキュベートした。５時間後、細胞の生存度をクリスタルバ
イオレットを用いて測定した。異なる濃度の１４－３－３抗体とともにインキュベートし
た場合、ストレスを受けた細胞の生存度の有意および非常に著しい増加を検出することが
できた。１μｇ／ｍｌの１４－３－３抗体とともにインキュベートした細胞について、７
．４％の有意に増加した生存度（ｐ＜０．０５）が検出され得た。０．５μｇ／ｍｌの１
４－３－３抗体とともにインキュベートした細胞において、１１．６％の生存度の非常に
有意な増加（ｐ＜０．０１）が検出された（図１８）。
【０１６２】
　実施例ｉｉ：
　ウェルにつき４５０００個の細胞を有する２４のウェルプレートにＲＧＣ５細胞を配置
した。次いで、緑内障について診断能力（群１からの抗体）を有することが知られる、異
なる濃度のγ－シヌクレイン抗体で３時間、細胞をプレインキュベートした。細胞ストレ
スおよび細胞死を誘発するために、ＲＧＣ５細胞を５０μＭのＨ２Ｏ２にてインキュベー
トした。１時間後、細胞の生存度をクリスタルバイオレットを用いて測定した。異なる濃
度のγ－シヌクレイン抗体とともにインキュベートした場合、ストレスを受けた細胞の生
存度の有意および非常に有意な増加を検出することができた。異なる抗体濃度（０．０５
、０．５、１および５μｇ／ｍｌ）のγ－シヌクレイン抗体とともにインキュベートした
細胞において、１５．３％までの有意に増加した生存度（ｐ＜０．０５）が検出され得た
。１μｇ／ｍｌのγ－シヌクレイン抗体とともにインキュベートした細胞について、１３
．２％の生存度の非常に著しい増加（ｐ＜０．０１）が検出された（図１９）。
【０１６３】
　実施例ｉｉｉ：
　ウェルにつき４５０００個の細胞を有する２４のウェルプレートにＲＧＣ５細胞を配置
した。次いで、緑内障について診断能力（群１からの抗体）を有することが知られる、異
なる濃度のＧＦＡＰ抗体で３時間、細胞をプレインキュベートした。細胞ストレスおよび
細胞死を誘発するために、ＲＧＣ５細胞を５０μＭのＨ２Ｏ２にてインキュベートした。
１時間後、細胞の生存度をクリスタルバイオレットを用いて測定した。異なる濃度のＧＦ
ＡＰ抗体とともにインキュベートした場合、ストレスを受けた細胞の生存度の有意な増加
を検出することができた。異なる抗体濃度（０．１、０．５、および１μｇ／ｍｌ）のＧ
ＦＡＰ抗体とともにインキュベートした細胞について、９．８％までの有意に増加した生
存度（ｐ＜０．０５）が検出され得た（図２０）。
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