
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列表の配列番号５で示されるポリペプチド、 該配列番号５のアミノ酸配列を有す
るポリペプチ あって、慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド
。
【請求項２】
配列表の配列番号６で示されるポリペプチド、 該配列番号６のアミノ酸配列を有す
るポリペプチ あって、慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド
。
【請求項３】
配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチドであって、慢性関節リウ
マチ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド。
【請求項４】
配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるポリペプチ あって、慢性関節リウ
マチ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド。
【請求項５】

以下のポリペプチド；
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド

10

20

JP 3824173 B2 2006.9.20

または
ドで

または
ドで

ドで

慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体に結合するポリペプチドをコードするＤＮＡであっ
て、

；



)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；
( )配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド
)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなる 慢性関節リウマチ患者に特異的

な抗体と結合するポリペプチド
)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、慢性関節リウマチ患者に特異的

な抗体と結合するポリペプチド；
いずれかをコードす ＤＮＡ。

【請求項６】

配列表の配列番号 記載の配列である ＮＡ。
【請求項７】

ＤＮＡが、以下のポリペプチド；
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド
)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；

( )配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド
)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなる 慢性関節リウマチ患者に特異的

な抗体と結合するポリペプチド
)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、慢性関節リウマチ患者に特異的

な抗体と結合するポリペプチド
いずれかをコードするＤＮＡである クター。

【請求項８】

【請求項９】
請求項 または に記載の発現ベクターを有する形質転換細胞。
【請求項１０】

組成物が、以下のポリペプチド
からなる群から選択され なくとも一つのポリペプチドを含有する 成物：
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド
)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；

( )配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド
)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなる 慢性関節リウマチ患者に特異的

な抗体と結合するポリペプチド
)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、慢性関節リウマチ患者に特異的

な抗体と結合するポリペプチ
【請求項１１】
前記ポリペプチドが、

求項 に記載の形質転換細胞；
培養することにより得られたポリペプチドである、請求項 に記載の組成物。

【請求項１２】

ポリペプチドが、以下のポリペプチドからなる群から選択され
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(c
d ；
(e 、

；および
(f

の る、

慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体に結合するポリペプチドをコードするＤＮＡであっ
て、 ２に 、Ｄ

慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体に結合するポリペプチドをコードするＤＮＡを有す
る発現ベクターであって、該

；
(c
d ；
(e 、

；および
(f

；
の 、ベ

慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体に結合するポリペプチドをコードするＤＮＡを有す
る発現ベクターであって、該ＤＮＡは、配列表の配列番号２に記載の配列であるＤＮＡで
ある、ベクター。

７ ８

慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体に結合するポリペプチドを含む、慢性関節リウマチ
患者に特異的な抗体を検出するための組成物であって、該

る少 、組

；
(c
d ；
(e 、

；および
(f

ド。

請 ９
を １０

慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体を検出する方法であって、
該慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体と特異的に結合するポリペプチドと、被検試料と
を反応させる工程、および
反応生成物を検出する工程、
を包含する方法であり、該



なくとも一つのポリペプチドである 法：
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド
)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；

( )配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド
)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなる 慢性関節リウマチ患者に特異的

な抗体と結合するポリペプチド
)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、慢性関節リウマチ患者に特異的

な抗体と結合するポリペプチ
【請求項１３】

該ポリペプチドが、以下
のポリペプチドからなる群から選択される、少なくとも一つのポリペプチドである ッ
ト：
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド
)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；

( )配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
( )配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなる 慢性関節リウマチ患者に特異的
な抗体と結合するポリペプチド
)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、慢性関節リウマチ患者に特異的

な抗体と結合するポリペプチ
【請求項１４】
前記ポリペプチドが、

求項 に記載の形質転換細胞
培養することにより得られたポリペプチドである、請求項 に記載のキット。

【発明の詳細な説明】
技術分野
本願発明は、慢性関節リウマチ患者の抗体が特異的に反応する新規な抗原ペプチド、該抗
原をコードする DNA、該抗原を用いた抗原抗体反応によってリウマチ患者に特異的に存在
する抗体を検出する組成物、リウマチ患者に特異的に存在する抗体を検出するための方法
およびキットに関する。
背景技術
慢性関節リウマチ（ＲＡ）は、原因不明の慢性進行性の難病である。疾患経過は平均 20余
年の長きにわたり、その間、増悪、寛解、再燃を繰り返し、全体的には様々な程度の肢体
不自由を招来する。ＲＡの本能は、自然治癒傾向を示さない慢性滑膜炎にあり、リンパ球
の湿潤、血管新生、滑膜細胞の重層化とともに滑膜細胞の増殖が見られる。そしてこのよ
うな滑膜炎症の持続と炎症組織の増殖が、やがて軟骨および骨を破壊し、その結果、関節
変形さらには身体障害がもたらされる。このように、ＲＡは長期にわたる疾患であるため
、早期の段階で十分な治療を施し、成熟リウマチに進行させないように努めることが重要
であることが指摘されている。ＲＡの診断については、現在は 1987年に改訂されたアメリ
カリウマチ学会によるＲＡ診断基準 [Arnett.等、 Arthritis and Rheumatism 31 p315(198
8)]が広く使用されているが、それらの診断基準は、手足のこわばり、関節の腫脹などに
関する診療法的な診断法である。発症１年未満の早期ＲＡについては病型が定まらないも
のもあり、診断が困難な場合がある。したがって、早期ＲＡの自己抗原および自己抗体の
同定などの化学的に有効な診断薬が望まれている。
ＲＡ患者における自己抗体については種々の研究が行われている。例えば、抗フィブリラ
リン（ fibrillarin）抗体 [Kasturi等、 J. Exp. Med. 181 p1027(1995)]、抗ＲＡ３３抗体
［ Steiner等、 J. Clin. Invest. 90 p1061(1992)］、抗カルパスタチン（ calpastatin）
抗体［ Mimoriら、 Pro. Natl. Acad. Sci. USA a 92 p7267(1995)、および Despres等、 J. 
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る少 、方

；
(c
d ；
(e 、

；および
(f

ド。

慢性関節リウマチ患者に特異的な抗体と特異的に結合するポリペプチドを含む、慢性関節
リウマチ患者に特異的な抗体を検出するためのキットであって、

、キ

；
(c
d
e 、

；および
(f

ド。

請 ９
を １３



Clin. Invest. 95 p1891(1995)］、抗フィラグリン（ filaggrin）抗体［ Sebbag等、 J. Cl
in. Invest. 95 p2672(1995)］、抗アネキシン抗体［ Yoshikata等、 J. Biol. Chem. 269 
p4240(1994)］などがＲＡで同定されているが、これらはＲＡだけでなく他のＲＡの自己
抗体としても同定されており、ＲＡ特異的ではない。さらには、ＲＡの診断または治療に
使用されているものはなく、有効な診断薬が望まれている。
発明の開示
本願発明は、上記従来の課題を解決するものであり、その目的は、ＲＡ患者の抗体が特異
的に反応する新規な抗原ポリペプチドを取得すること、該抗原ポリペプチドをコードする
遺伝子、該遺伝子を含有する発現ベクター、該発現ベクターを有する形質転換体、および
該形質転換体を用いて新規抗原ポリペプチドを提供すること、さらに、該抗原ポリペプチ
ドを用いるＲＡ患者の検出、診断方法、および検出、診断のための組成物およびキットを
提供することにある。
滑膜細胞が産生する自己抗原を解析し、ＲＡにおける自己抗体に対応する抗原を特定する
ことは、ＲＡの診断を容易にし、治療にも道を開くものである。そこで、ＲＡ患者の関節
滑膜細胞を用いて cDNAライブラリーを作製し、ＲＡ患者滑液中の IgGでスクリーニングを
行ったところ、リウマチ抗原として新規なポリペプチドをコードするクローン（ cloneA）
、ならびにポリペプチドとしては公知であるがリウマチ抗原としては新規なフォリスタチ
ン関連タンパク質（ follistatin related protein、 FRP）をコードするクローンを単離す
ることに成功した。
この cloneAでコードされる新規な抗原ポリペプチド（以下、 cloneAポリペプチドという）
は、インターロイキン６（ IL-6）の受容体の一つである gp130（ Hibiら、 Cell, 63 p1149(
1991)）の変異体と考えられる。 gp130は公知のタンパク質であり、 IL-6、白血病増殖阻止
因子（ leukemia inhibitory factor LIF）、毛様体神経栄養因子（ ciliary neurotrophic
 factor:CNTF）、ある種のガン細胞増殖因子であるオンコスタチンＭ（ Oncostatin M）、
インターロイキン１１（ IL-11）等の受容体に共通のサブユニット［ Taga.および Kishimot
o FASEB J. 6 p3387(1992)］であり、細胞内にシグナルを伝える役割を有するタンパク質
である。本願発明の cloneAポリペプチドの１から 324番目までのアミノ酸配列は、この gp1
30（成熟蛋白質）のアミノ酸配列の１から 324番目の配列と一致していたが、 cloneAポリ
ペプチドの 325番から 329番目の 5アミノ酸（すなわち cloneAポリペプチドのカルボキシ末
端から 5残基のアミノ酸）が gp130のそれと異なっていた。この５アミノ酸でポリペプチド
が終わることが、 IL6の受容体活性化に変化を与えると推察される。
他方、 FRPは公知のタンパク質であり、ヒト Hs683神経膠腫 cDNAライブラリーからクローニ
ングされている［ Zwijsen.等、 Eur. J. Biochem., 225 p937(1994)］。そのアミノ酸配列
の類似性から、 FRPと同様の活性を有することが類推されているが、滑膜組織における生
理作用は不明である。
cloneAポリペプチドあるいは FRPの研究を進めるためには、これらのポリペプチドを大量
にしかも高純度に得ることが必要である。しかし、 cloneAポリペプチドを産生しているＲ
Ａ患者の滑膜細胞、あるいは FRPを産生しているヒト Hs683神経膠腫［ Zwijsen.等、 Eur. J
. Biochem. 225 p937(1994)］からの、これらのポリペプチドを単離、精製する方法は複
雑であり、かつ目的蛋白質が非常に少量しか得られないという問題がある。また、 Zwijse
n.等は COS1細胞により組換え FRPを産生しているが、本願発明において診断薬として用い
るためには、これらのポリペプチドを高純度でしかも大量に得る方法が渇望されていた。
本発明者らは cloneAポリペプチドおよび FRPをグルタチオン S-トランスフェラーゼ（ GST）
融合蛋白質として発現させ、精製ポリペプチドを大量に得ることに成功した。 cloneAポリ
ペプチドおよび FRPを大腸菌で発現させＲＡ患者血清との反応性を調べた結果、 FRPはＲＡ
患者の血清と特異的に反応することがわかった。
さらに、 cloneAポリペプチドにおいては、変異部分のペプチドであるカルボキシ末端の 5
アミノ酸を含むポリペプチドがＢ細胞抗原となる可能性が予測された。この５個のアミノ
酸を含むカルボキシ末端からの 10アミノ酸からなるポリペプチド（ C10ポリペプチド）お
よび 15アミノ酸からなるポリペプチド（ C15ポリペプチド）を化学合成し、これを抗原と
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して用いる ELISA系を構築した。そして、この抗原に対する抗体をＲＡ患者および他の自
己免疫疾患患者血清で調べたところ、驚くべきことにＲＡ患者の血清と特異的に反応する
ことがわかった。
従って、これらの抗原に対する抗体を検出することが、ＲＡを予見させるマーカーあるい
は診断のマーカーになり得ることを見出し、本願発明を完成させるに至った。
本願発明は、配列表の配列番号５で示されるポリペプチド、配列番号５のアミノ酸配列を
有するポリペプチド、または該配列番号５のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の
置換、欠失、あるいは付加を有するポリペプチドであって、ＲＡ患者に特異的な抗体と結
合するポリペプチドに関する。
さらに、本願発明は、配列表の配列番号６で示されるポリペプチド、配列番号６のアミノ
酸配列を有するポリペプチド、または該配列番号６のアミノ酸配列の少なくとも１つのア
ミノ酸の置換、欠失、あるいは付加を有するポリペプチドであって、ＲＡ患者に特異的な
抗体と結合するポリペプチドに関する。
さらに、本願発明は配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の一部を有するポリペプチ
ドであって、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチドに関する。
また、本願発明は配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチドであっ
て、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチドに関する。
さらに、本願発明は配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるポリペプチド、ま
たは該アミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失、あるいは付加を有するポ
リペプチドであって、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチドに関する。
さらに、本願発明は配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ
酸に置換、欠失、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプ
チドに関する。
また、本願発明はＲＡ患者に特異的な抗体に結合するポリペプチドをコードするＤＮＡに
関する。
好適な実施態様においては、ＤＮＡが、以下のポリペプチド：
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(c)配列表の配列番号５に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(d)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；
(e)配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(f)配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(g)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド；
(h)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(i)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；
(j)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(k)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(l)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；および
(m)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
のいずれかをコードするＤＮＡである。
好適な実施態様においては、ＤＮＡが配列表の配列番号２または配列番号４に記載のＤＮ
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Ａである。
また、本願発明はＲＡ患者に特異的な抗体に結合するポリペプチドをコードするＤＮＡを
有する発現ベクターに関する。
好適な実施態様においては、前記ＤＮＡが、以下のポリペプチド：
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(c)配列表の配列番号５に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(d)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；
(e)配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(f)配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(g)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド；
(h)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(i)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；
(j)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(k)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(l)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；および、
(m)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
のいずれかをコードするＤＮＡを有する発現ベクターに関する。
また、本願発明は上記発現ベクターを有する形質転換細胞に関する。
さらに本願発明は、ＲＡ患者に特異的な抗体に結合するポリペプチドを含む、ＲＡ患者に
特異的な抗体を検出するための組成物に関する。
好適な実施態様においては、前記組成物が以下のポリペプチド：
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(c)配列表の配列番号５に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(d)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；
(e)配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(f)配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(g)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド；
(h)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(i)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；
(j)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(k)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(l)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
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するポリペプチド；
(m)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；および
(n)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド；
からなる群から選択される、少なくとも一つのポリペプチドを含有する組成物である。
好適な実施態様においては、前記ポリペプチドが、
(1)上記発現ベクターで形質転換された形質転換細胞；
(2)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチドをコードするＤＮＡを有する発現ベクターを有する形質転換細胞；または
、
(3)配列表の配列番号４に記載のＤＮＡを有する発現ベクターを有する形質転換細胞；を
培養することにより得られたポリペプチドである。
また、本願発明はＲＡ患者に特異的な抗体を検出する方法であって、該ＲＡ患者に特異的
な抗体と特異的に結合するポリペプチドと、被検試料とを反応させる工程、および反応生
成物を検出する工程、を包含する方法に関する。
好適な実施態様においては前記ポリペプチドが、以下のポリペプチド：
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(c)配列表の配列番号５に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(d)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；
(e)配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(f)配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(g)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド；
(h)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(i)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；
(j)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(k)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(l)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；
(m)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；および
(n)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド；
からなる群から選択される、少なくとも一つのポリペプチドである。
さらに、本願発明はＲＡ患者に特異的な抗体と特異的に結合するポリペプチドを含む、Ｒ
Ａ患者に特異的な抗体を検出するためのキットに関する。
好適な実施態様においては、前記ポリペプチドが以下のポリペプチド：
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(c)配列表の配列番号５に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(d)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；
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(e)配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(f)配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(g)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド；
(h)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(i)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；
(j)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(k)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(l)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；
(m)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；および
(n)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド；
からなる群から選択される、少なくとも一つのポリペプチドである、キットに関する。
好適な実施態様においては、前記ポリペプチドが、
(1)上記形質転換細胞；
(2)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチドをコードするＤＮＡを有する発現ベクターを有する形質転換細胞；または
、
(3)配列表の配列番号４に記載のＤＮＡを有する発現ベクターを有する形質転換細胞；
を培養することにより得られたポリペプチドである。
【図面の簡単な説明】
図１　本願発明の新規タンパク質 cloneAポリペプチドを抗原として、およびＲＡ患者滑液
の IgGをプローブとして用いたウエスタンブロッティングの結果を示す図である。
図２　 FRPを抗原として、およびＲＡ患者滑液を IgGをプローブとして用いたウエスタンブ
ロッティングの結果を示す図である。
図３　 cloneAおよび FRPのクローニング部位を示す図である。
図４　組換え cloneAポリペプチドおよび FRPのウエスタンブロッティングの結果を示す図
である。
図５　化学合成した C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチドの ODSカラムによる HPLCパタ
ーンを示す図である。
図６　 C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチドを抗原として用いた ELISA系の標準曲線を
示す図である。
図７　リウマチ関連疾患での抗 C10ポリペプチド抗体測定結果を示す散布図である。
発明を実施するための最良の形態
本願発明に用いられるポリペプチドは、配列番号１、配列番号３、配列番号５、および配
列番号６に記載のアミノ酸配列をからなるポリペプチド、およびその誘導体を含む。具体
的には、以下の (a)から (n)のポリペプチドを包含する：
(a)配列表の配列番号５で示されるポリペプチド；
(b)配列番号５のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
(c)配列表の配列番号５に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(d)配列表の配列番号６で示されるポリペプチド；
(e)配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
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(f)配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(g)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド；
(h)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(i)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；
(j)配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；
(k)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の断片であって、ＲＡ患者に特異的な抗体
と結合するポリペプチド；
(l)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列を有する、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合
するポリペプチド；
(m)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失
、あるいは付加を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチド；および
(n)配列表の配列番号３に記載のアミノ酸配列からなるＲＡ患者に特異的な抗体と結合す
るポリペプチド。
本願発明においては、配列番号１に示されるポリペプチドを cloneAポリペプチドといい、
配列番号 3に示されるポリペプチドを FRPという。また、配列番号 5に示される cloneAポリ
ペプチドの断片であって、 cloneAポリペプチドのカルボキシ末端から 10個のアミノ酸から
なるポリペプチドを C10ポリペプチドという。また、配列番号６に示される cloneAポリペ
プチドの断片であって、 cloneAポリペプチドのカルボキシ末端から 15個のアミノ酸からな
るポリペプチドを C15ポリペプチドという。
その「その誘導体」とは、配列番号１、配列番号３、配列番号５、および配列番号６に記
載のアミノ酸配列を有するポリペプチド、または、配列番号１、配列番号３、配列番号５
、および配列番号６のアミノ酸配列の少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失、あるいは
付加を有するポリペプチドであって、ＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチドを
含む。さらに、配列表の配列番号１または配列番号３に記載のアミノ酸配列の一部（ポリ
ペプチドの断片という場合がある）を有し、かつＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリ
ペプチドを含む。
ポリペプチドというときは、アミノ酸が複数結合しているものをいう。
本願発明のポリペプチドは、化学合成により、あるいは後述する発現ベクターで形質転換
された形質転換細胞を培養することにより、得られる。また、ポリペプチドの断片は、適
当な蛋白分解酵素を用いても作製され得る。得られたポリペプチドまたは断片が抗体と反
応するか否かは、ＲＡ患者から得られた血清と反応させることにより、決定し得る。この
方法は当業者には周知であり、後述の抗体の検出方法と同じ手法が用いられ得る。
本願発明の C10ポリペプチド（配列番号５）および C15ポリペプチド（配列番号６）は、固
相合成法や液相合成法等の公知の化学合成によって得られる［例えば、「新生化学実験講
座第１巻タンパク質 VI合成および発現」（株）東京化学同人、 1992年発行、 p3-66参照］
。得られたペプチドは逆相の ODSによるクロマト、疎水クロマト、イオン交換クロマトに
より精製し、目的とするペプチドが得られる。
少なくとも１つのアミノ酸が欠失、置換、あるいは付加されたポリペプチドは、例えば、
cloneAまたは FRPの遺伝子配列をもとに、周知の方法、例えば、部位特異的突然変異、 M13
ファージを用いる欠失突然変異などの方法で遺伝子配列を改変することにより、生産され
得る。
また、本願発明のポリペプチドは、他のポリペプチドとの融合蛋白質として生産され得る
。例えば、スーパーオキサイドジスムターゼ (SOD)、チオレドキシン (TRX)あるいはグルタ
チオン -S-トランスフェラーゼ（ GST）との融合蛋白質として発現させ得る。 GSTを用いる
場合には、培養後、トロンビンで融合蛋白質を切断し、 GSTから目的の蛋白質を遊離させ
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、目的の蛋白質を得る。この方法を使用するキットが Pharmacia社等から販売されており
、利用し得る。
本願発明のＲＡ患者に特異的な抗体と結合するポリペプチドまたはその誘導体をコードす
るＤＮＡは、本願明細書に開示される配列に基づいて、当業者に周知の手法で化学合成さ
れ、あるいは、遺伝子工学的手法（ハイブリダイゼーション、ＰＣＲ、等）で滑膜細胞の
cDNAライブラリーから取得され得る。
本願発明のＤＮＡとしては、上記ポリペプチドの配列をコードするＤＮＡが好適に用いら
れ得る。
本願発明の発現ベクターには、上記ポリペプチドをコードするＤＮＡが含まれる。発現ベ
クターとしては、 ori領域と、必要により上記ＤＮＡの発現のためのプロモーター、プロ
モーターの制御因子等を有するプラスミド、ウイルスまたはファージベクターが挙げられ
る。ベクターは一つまたはそれ以上の選択的マーカー遺伝子、例えばアンピシリン耐性遺
伝子等を含み得る。これらのプラスミドあるいはベクターに目的のポリペプチドを発現す
る遺伝子を組み込む方法は、当業者には周知である。
原核生物、例えば、大腸菌の発現ベクターは、成熟蛋白質部分をコードする DNAの 5'末端
に開始コドン（ ATG）を有し、また 3'末端には翻訳終止コドン（ TAA、 TGAまたは TAG）を有
す DNAを適当なプロモーターの下流に接続し、大腸菌内で機能するベクターに挿入して構
築され得る。プロモーターとしては tacプロモーター、 trpプロモーター、 lacプロモータ
ー、 T7プロモーター等が挙げられるが、遺伝子の発現に用いる宿主に対応して適切なプロ
モーターであればいかなるものでもよい。ベクターは、形質転換細胞に表現形質（表現型
）の選択性を付与することのできるマーカー遺伝子を持つものが望ましい。例えば、 pET
システムベクター、 pExCell、 pBR322、 pUC18、 pUC19等があげられるが、これらに限定さ
れるものではない。この発現ベクターで形質転換した大腸菌を適当な培地で培養し、菌体
に目的とするポリペプチドを発現させ得る。
真核細胞を宿主とする場合には、発現させようとする遺伝子の前にプロモーターや RNAス
プライシング部位、後ろにポリアデニル化シグナル等を付加し、宿主に対応した発現ベク
ターに挿入する。このベクターには複製起源や選択マーカー等を含むものが望ましい。酵
母の場合は、発現ベクターにもちいるプロモーターとしては、サッカロマイセス・セレビ
シエ（ Saccharomyces cerevisiae）のアルコールデヒドロゲナーゼ (ADH)プロモーター、 C
YCプロモーター、 PhoAプロモーターなどのプロモーターが用いられ得る。また、ピチア・
パストリス (Pichia pastris）のアルコールオキシダーゼ AOX1プロモーターを用いた発現
ベクター（ pHIL-D2、 pPIC9等）が Invitrogen社から販売されており利用し得る。薬剤耐性
マーカーとして、 G418耐性遺伝子が使用され得る。
動物細胞における遺伝子発現用のプロモーターとしては SV40プロモーター、 LTRプロモー
ター、メタロチオネインプロモーター等があるが、これらに限定されるものではない。発
現ベクターとしては、例えば、レトロウイルスベクター、ワクシニアウイルスベクター、
パピローマウイルスベクター、 SV40系ベクター等があるがこれらに限定されない。
DNAからポリペプチドへの翻訳段階においては、一つのアミノ酸をコードするコドンは１
～６種類（ Metは 1種類、 Leuは 6種類）知られているため、ポリペプチドのアミノ酸配列を
変えることなく DNAの塩基配列を変えることが可能となる。塩基配列を変えることによっ
て、ポリペプチドの生産性が向上することがある。
ベクターは DNAに対応する RNAの製造、宿主細胞の形質転換に用いられ得る。 DNAをベクタ
ーのアンチセンス領域に挿入することでアンチセンス RNAを製造することもできる。この
ようなアンチセンス RNAは細胞中の当該ポリペプチドのレベルを制御することに用いるこ
ともできる。
本願発明の形質転換株は、上記発現ベクターを当業者に周知の方法で、宿主細胞に導入す
ることによって得られる。宿主細胞としては、例えば原核生物、たとえば細菌、真核細胞
として、例えば、酵母、昆虫細胞または哺乳動物細胞、植物細胞が用いられ得る。
細菌としては、大腸菌、枯草菌（ Bacillus属細菌）等が好適に用いられ得るがこれらに限
定されない。大腸菌としては、例えば、 JM109、 HB101、 DH5α等があげられる。
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酵母としては、サッカロマイセス・セレビシエ（ Saccharomyces cerevisiae）ピチア・パ
ストリス（ Pichia pastris）等が好適に用いら得る。
動物細胞としては、株化されたものが好ましく、例えば、 COS細胞、 CHO細胞、 3T3細胞、 H
ela細胞、ヒト FL細胞等が好適に用いられるが、これらに限定されるものではない。
これらの形質転換株を培養して、本願発明のポリペプチドが発現され、回収され得る。培
養は、当該ポリペプチドが発現し、宿主細胞より製造される条件下で行われ得る。
ポリペプチドの精製には、公知の方法、例えば、ゲル濾過クロマトグラフィー、イオン交
換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、逆相液体クロマトグラフィ
ー等のクロマトグラフィーを単独で、あるいは組み合わせて用いて、精製され得る。
本願発明の、ＲＡ患者に特異的な抗体に結合するペプチドを含む、ＲＡ患者に特異的な抗
体を検出するための組成物は、上記 (a)から (n)のポリペプチドからなる群から選択される
、少なくとも一つのペプチドを含有している。好適には、 cloneAポリペプチドあるいは FR
Pポリペプチド、あるいはこれらの断片（例えば、 C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチ
ド）を含む。
本願発明の組成物は、ＲＡ患者に特異的な抗体を検出、診断する方法、あるいはキットに
用いられ得る。
ＲＡ患者に特異的な抗体を検出、診断する方法は、該ＲＡ患者に特異的な抗体と特異的に
結合する上記ポリペプチドと、被検試料とを反応させる工程、および、反応生成物を検出
する工程を包含する。
抗体とは、ＲＡ患者の体液中に存在し、ある特定の抗原性の物質により惹起される、体液
に含まれる成分をいう。ＲＡ患者の抗体としては、 IgM、 IgG、 IgE、 IgD、 IgA等が挙げら
れる。
本願発明のポリペプチド（抗原）と抗体との反応は、当業者に周知の条件で行われる。抗
原と抗体とを反応させる条件は、当業者に周知の条件が適用される。抗原抗体反応物の検
出も、当業者に公知の方法が適用され得る。検出方法としては、沈降反応法、 ELISA法、 R
IA法、ウェスタンブロッティング法等が挙げられる。例えば、適当に希釈された患者血清
と抗原とを反応させ、洗浄後、２次抗体であるペルオキシダーゼ標識した抗ヒト IgG抗体
を加えて反応させ、その後、ペルオキシダーゼ基質である ABTSを加えて発色させ、 415nm
の吸光度を測定することにより抗体が測定され得る。
本願発明のＲＡ患者に特異的な抗体を検出するためのキットは、形成した抗原抗体複合体
を検出し得るさらなる成分を含有し得る。これらの成分は、たとえば、沈降反応法、 ELIS
A法、 RIA法、ウェスタンブロッティング法等の方法に適合する成分である。
本願発明のキットには、本願発明のポリペプチド、例えば、 cloneAポリペプチド、 C10ポ
リペプチド、 C15ポリペプチドあるいは FRPポリペプチド、あるいはこれらの誘導体が固定
化された ELISA用プレートと、ＲＡ患者の抗体と結合した抗原抗体複合体を検出するため
の試薬とを含み得る。さらに、キットには抗原の他に、必要により発色試薬、反応停止用
試薬、標準抗原試薬、サンプル前処理用試薬等の各試薬から測定法に応じた適当な試薬が
適宜選択され、添付され得る。
検出するための試薬は、沈降反応法、 ELISA法、 RIA法、ウェスタンブロッティング法等の
方法に適合する成分を含み得る。検出するための試薬としては、 ELISA法では、例えば２
次抗体試薬が挙げられる。２次抗体試薬は、ヤギあるいはマウスの抗ヒト IgGあるいは抗
ヒト（ IgA＋ IgG＋ IgM）であり、ヒト IgG、 IgM、 IgAと反応するものである。これら２次抗
体は、一般に免疫測定法で用いられる標識剤で標識されていればよい。そのような標識剤
としては、放射性同位体（例えば 3 2Ｐ、 3Ｈ、 1 2 5Ｉ等）、酵素（例えばβ -ガラクトシダ
ーゼ、ペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、乳酸オ
キシダーゼ、アルコールオキシダーゼ、モノアミンオキシダーゼ等）、補酵素・補欠分子
族（例えば、 FAD、 FMN、 ATP、ビオチン、ヘム等）、フルオレセイン誘導体（例えば、フ
ルオレセインイソチオシアネート、フルオレセインチオフルバミル等）、ローダミン誘導
体（例えば、テトラメチルローダミンＢイソチオシアネート等）、ウムベリフェロンおよ
び 1-アニリノ -８ -ナフタレンスルホン酸、ルミノール誘導体（例えば、ルミノール、イソ
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ルミノール等）等が用いられ得る。好適にはアルカリフォスファターゼやペルオキシダー
ゼであり、前者の場合基質はパラニトロフェニルリン酸等があり、後者の場合は 2-2'-ア
ジノジ（ 3-エチルベンズチアゾリン） -6-スルホン酸（ ABTS）やオルソフェニレンジアミ
ン（ OPD）等があるが、これらに限定されるものではない。
抗体と標識剤との結合は、成書［例えば、「続生化学実験講座 5免疫生化学研究法」（株
）東京化学同人、 1986年発行、 p102-112］に記載されているような公知の方法から適宜選
択して実施し得る。また、標識２次抗体の多くは市販されており利用し得る。例えば、ペ
ルオキシダーゼ標識ヤギ抗ヒト IgG抗体は Cappel社から購入し得る。
キットの形態としては、抗原が適切な容器、樹脂、膜、フィルム等の担体に含まれている
形態、あるいは、抗原が、容器、樹脂、膜、フィルム等の担体に固定された形態等が挙げ
られる。
ポリペプチドの担体としては、ポリ塩化ビニル、ポリスチレン、スチレン－ジビニルベン
ゼン共重合体、スチレン－無水マレイン酸共重合体、ナイロン、ポリビニルアルコール、
ポリアクリルアミド、ポリアクリロニトリル、ポリプロピレン、ポリメチレンメタクリレ
ート等の合成有機高分子化合物、デキストラン誘導体（セファデックス等）、アガロース
ゲル（セファロース、バイオゲル等）、セルロース（ペーパーデスク、濾紙等）等の多糖
類、ガラス、シリカゲル、シリコーン等の無機高分子化合物が例示され得る。これらは、
アミノ基、カルボキシル基、カルボニル基、水酸基、スルヒドリル基等の官能基が導入さ
れたものであり得る。特にポリスチレン、ポリ塩化ビニルが好適である。
担体の形状は、平板状（マイクロタイタープレート、ディスク等）、粒子状（ビーズ等）
、管状（試験管等）、繊維状、膜状、微粒子状（ラテックス粒子等）、カプセル状、小胞
体状等いずれの形態であってもよく、測定法に応じて好適な形状の担体が適宜選択され得
る。好適には、 ELISA系において一度に大量の検体を処理できる 96穴マイクロタイタープ
レートであり、例えば、 EBプレート（ラボシステムズ社製）、Ｈタイププレート、Ｃタイ
ププレート（住友ベークライト社製）、マキシソーププレート（ Nunc社製）、 E.I.A./R.I
.A.プレート（ Costar社製）等が例示され得る。
担体とポリペプチド（抗原）との結合は、物理的吸着法、イオン結合法、共有結合法、包
括法等公知の方法［例えば、「固定化酵素」千畑一郎編、昭和 50年 3月 20日、（株）講談
社発行、 Wong, S.S. Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking.(1991)CRC p
ress, Inc.あるいは Butler,J. E. Immunochemistry of Solid-Phase Immunoassay.(1991)
CRC Press, Inc.を参照］を採用し得、とりわけ、ポリペプチドの場合は物理的吸着法は
簡便である点で好ましい。
また、本願発明の C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチドは低分子ポリペプチドであるた
め該ポリペプチドの担体への物理的吸着はほとんど起こらないと考えられる。従って、上
述の官能基が導入された担体と架橋剤等を用いて共有結合による直接固定化が採用され得
、あるいはポリペプチドと担体との間に他の物質（スペーサーあるいはキャリアー）等を
介しても結合し得る。低分子ポリペプチドを結合するキャリアー蛋白質は種々考えられる
。例えば BSA［ Shirahama等、 Colloid Polym. Sci 263 p141(1985)］、 Alcian Blue［ Jacq
ueline等、 J. Immunol. Methods 175 p131(1994)］あるいはポリリジン［ Ball等、 J. Imm
unol. Methods 171 p37(1994)］が挙げられるが、これらに限定されず、被検血清による
非特異的な結合の少ないものが適宜選択され得る。キャリアー蛋白質とペプチドとの結合
は、架橋剤［例えば、グルタルアルデヒドや m-マレイミドベンゾイル -N-ヒドロキシスク
シンイミドエステル（ m-maleimidobenzoil-N-hydroxysuccinimide ester）］による共有
結合やキャリアー蛋白質とペプチド双方に存在する（あるいは導入した）システイン残基
のジスルフィド結合を利用する方法、あるいは双方にそれぞれ導入したビオチンとアビジ
ンによる結合を利用する方法等（上述の成書参照）が挙げられるが、これらに限定されな
い。これらの方法を用いられ得るアッセイ用プレートとして、例えばアミン結合プレート
（ Costar社製）、カーボハイドレート結合プレート（ Costar社製）、スルヒドリル結合プ
レート（ Costar社製）、アミノプレート（住友ベークライト）、カルボプレート（住友ベ
ークライト）等が市販されており利用し得る。尚、本願発明では C10ポリペプチドおよび C
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15ポリペプチドをグルタルアルデヒドを用いて BSAに結合させた後、担体との物理的吸着
による結合を行い ELISA系を構築した例を示す。
固定された抗原は、ゼラチン、 BSA等のブロッキング剤で、非特異的結合を抑制するため
にブロッキング処理され得る。
このようにして調製された抗原を用いて、ＲＡ患者に特異的な抗体が検出され、診断に用
いられる。
以下、ＲＡ患者の抗体と反応する抗原をスクリーニングし、その抗原が新規蛋白質（ clon
eAポリペプチド）および FRPポリペプチドであることを特定する方法、その蛋白質製造方
法、並びに新規蛋白質のカルボキシ末端よりなる C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチド
あるいは FRPポリペプチド抗原を用いた ELISA系およびウエスタンブロッティングによる抗
C10抗体および抗 FRP抗体を測定する方法について説明する。
ＲＡ患者が滑膜細胞に対する特異的自己抗体を有することは、例えば、ＲＡ患者の体液、
好ましくは関節滑液中の IgGをプローブとして、およびＲＡ患者の関節滑膜細胞を抗原と
して用いるウェスタンブロッティング法［ Sambrookr等、 Molecular Cloning, Cold Sprin
g Harbor Laboratory, 18.60(1989)]により確認できる。ＲＡ患者の関節滑膜切除術時に
得られた滑膜組織を、適当な細胞分離用酵素、例えばコラゲナーゼ等で消化して細胞を分
離した後、数週間培養することにより浮遊細胞を除去する。得られた付着細胞は滑膜細胞
として種々の目的に使用され得る。ここでは、まず、この滑膜細胞を処理して潤滑細胞ラ
イセートを得、ウエスタンブロッティングを行う。例えば、 10万～ 50万個に相当する滑膜
細胞を、 2-メルカプトエタノールおよび SDSを含むサンプルバッファーで溶解し、 5～ 10分
間煮沸し、急速に氷冷した後、 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ SDS-PAGE）を行う
。泳動後、常法に従ってナイロン膜にタンパク質のバンドを転写し、スキムミルク等を用
いて非特異的結合をブロックする。他方、ＲＡ患者の関節より滑液を採取し、細胞質画分
を遠心により除去し液性成分のみとし、カラムにより IgGを精製する。カラムにはプロテ
インＡカラム、例えば、プロセップＡ（ BoxyBrown社製）が用いられ得る。この精製され
た IgG画分と上記ナイロン膜に転写された滑膜細胞ライセートとを反応させる。ナイロン
膜を洗浄後、適当な検出試薬、例えばペルオキシダーゼ結合抗ヒト IgG抗体等を用いてさ
らに反応を行う。洗浄後、例えば、 ECLキット（ Amersham社製）等の検出剤で化学発光さ
せて、バンドを検出することにより、抗原の存在を決定し得る。
配列表の配列番号２および４で示される塩基配列を有する cDNAの作製は、以下の工程に従
って行われ得る。すなわち、 (i)本願発明の自己抗原を産生する細胞、例えば、ＲＡ患者
関節滑膜細胞から mRNAを分離し、 (ii)その mRNAから一本鎖 cDNA、次いで二本鎖 cDNAを合成
し（ cDNAの合成）、 (iii)その cDNAを適当なファージベクターに組み込み、 (iv)得られた
組換えファージのパッケージングを行って宿主細胞に感染させ、 cDNAライブラリーの増幅
を行い（ cDNAライブラリーの作製）、 (v)この cDNAライブラリーについてＲＡ患者の体液
、例えば、関節滑液より精製した IgGをプローブとしてスクリーニングを繰り返し、シン
グルクローンを得、そして、 (vi)得られたファージシングルクローンよりプラスミドを作
製して、シークエンシングにより cDNA配列および推定アミノ酸配列を決定し得る。
これらの工程をより詳しく説明すると、工程 (i)では、前述の培養滑膜細胞より RNAを回収
し、さらに polyAを有する mRNAを樹脂により精製し得る。精製用樹脂には、例えば Oligo-d
T付加ラテックス樹脂（ TaKaRa社より販売）等が用いられ得る。
工程 (ii)および (iii)は、 cDNAライブラリー作製の工程であり、 Gublerおよび Hoffmanの方
法［ Gene 25 p263(1983)］を改変して行われ得る。また、これらの工程は、市販の cDNA合
成キットおよび試薬、例えば、 TimeSaver cDNA Synthesis Kit（ Pharmacia社製）、逆転
写酵素（ Stratagene社製）、制限酵素（ TaKaRa社製）等を組み合わせて行われ得る。
工程 (iii)で用いられ得るファージベクターとしては、大腸菌内で機能するもの（例えば
、λ gt10、λ gt11、λ ExColl等）が多数知られており、好適には、大腸菌内で機能するλ
ExCell（ Pharmacia社製）が用いられる。
工程 (iv)のパッケージングでは、ファージλコートタンパク質中にファージ DNAをパッケ
ージングすることにより、ファージが大腸菌に感染し増殖できるようになる。この工程に
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は、市販のパッケージングキット等が用いられ得、例えばギガパック IIパッケージングキ
ット（ Stratagene社製）が好ましい。用いられ得る感染用大腸菌としては多くが知られて
おり、好ましくはパッケージングキットに添付されている大腸菌 NM522株が用いられる。
また、ライブラリーの増幅は種々の公知の方法［例えば、 Sambrookr等、 Molecular Cloni
ng, 8.78(1989)］により行い得る。
工程 (v)では、上述した関節滑液より精製した IgGをプローブとしてスクリーニングを行う
。精製した IgGは、例えば、上記宿主大腸菌 NM522株のライセートで処理することにより抗
大腸菌抗体を除去し得［ Sambrookr等、 Molecular Cloning, 12.26(1989)］、これにより
スクリーニング時のバックグラウンドを低くでき、スクリーニング効率を上げることがで
きる。スクリーニングおよびクローニングは公知の方法で行われ得る［ Sambrookr等、 Mol
ecular Cloning, 12.11(1989)］。例えば、上記工程 (iv)で作製した cDNAファージライブ
ラリーをプレートに播き、 37℃で培養してファージプラークを出現させる。次いで、例え
ばニトロセルロース膜（ Waters社製）をプラークの上に重ね、タンパク質合成を誘導する
と同時に膜上に転写する。転写した膜をリン酸緩衝化生理食塩液（ PBS）で洗浄後、 5%ス
キムミルク（ DIFCO社製） /PBSなどでブロッキングを行う。さらに PBSで洗浄後、上述の抗
大腸菌抗体を吸収した精製滑液 IgGを加えて反応させる。この転写膜を、例えば西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ（ HRP）等で標識した抗ヒト IgG抗体で処理することにより、 IgGと結
合する陽性ファージの検出を行い得る。このようして、ＲＡ患者滑液中の IgGを用いるス
クリーニングにより、陽性ファージクローンをピックアップして最低 3回以上クローニン
グを繰り返すことによって、最終的に 100%陽性のファージクローンを得ることができる。
工程 (vi)は、例えばλ ExCellクローニングベクター（ Pharmacia社製）付属の説明書に従
って行い得る。すなわち、インビトロ切除によりファージベクターを宿主大腸菌 NM522株
内でプラスミドに変換し、大腸菌を培養した後この大腸菌からプラスミドを調製し、他の
大腸菌、例えば DH5α株に形質転換してより安定なプラスミド発現株を得る。この株より
プラスミドを調製して配列決定を行う。配列決定は、種々の公知の方法、例えば、ジデオ
キシターミネータ法により行われ得る。
上述の (i)～ (vi)の工程を包含する方法により、本願発明の新規ポリペプチド cloneAポリ
ペプチドまたは公知の FRPを含む２種のクローンが単離され、これらのポリペプチドがＲ
Ａの自己抗原であることが示される。
抗原ポリペプチドを GSTとの融合蛋白質として発現させた後、 GST部分から切り放すことに
より目的のポリペプチドを得ることができる。以下に GST融合蛋白質発現システムである G
lutathione S-transferase（ GST） Gene Fusion System（ Pharmacia社製）を用いた方法を
示す。 (i)プラスミド pExCellに組み込まれた cDNA（ cloneAあるいは FRP）を鋳型に用い、
リンカープライマー法を用いた PCRにより適当な制限酵素部位を 5'側と 3'側に含みシグナ
ルペプチドを含まない cDNA断片を得る。 PCRに使用される耐熱性 DNAポリメラーゼは種々の
ものが市販されているが、好適には複製率の高い PfuDNAポリメラーゼ（ Stratagene社製）
が用いられ得る。 cDNA断片はアガロースゲル電気泳動にて分離し、目的のバンドを切り出
し精製を行う。精製には、例えば、ガラスビーズ法による精製キット GENECLEAN II（ BIO1
01社製）等が用いられ得る。 (ii)得られた精製 cDNA断片を TAクローニングキット、例えば
Original TA Cloning Kit（ Invitrogen社製）等を用いてキット付属のプラスミド（ pCRTM
II）にサブクローンニングする。 (iii)次に組換えプラスミド pCRIIから所定の制限酵素に
より cDNA断片を切り出し、これも同じ制限酵素で消化した融合蛋白発現用ベクターの pGEX
-4T-3にライゲーションを行い、続いて適当な大腸菌（例えば、 NM522、 TG1、 DH5α等）を
形質転換する。 (iv)得られた形質転換体を培養し IPTGによる誘導を行い GST融合蛋白質を
発現させる。 (v)菌体のライセートを調製し、抗 GST抗体カラムを用いて GST融合蛋白質を
精製する。 (vi)GST融合蛋白質をトロンビンで切断し、再び抗 GST抗体カラムを用いて GST
を吸着させ、目的のポリペプチドを溶出する。このようにして精製 cloneAポリペプチドあ
るいは FRPを得ることができる。
この精製ポリペプチドを抗原として用いてウェスタンブロッティングを行うことにより、
被検血清との反応性を調べＲＡに対する疾患特異性を示すことができる。
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C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチドは化学合成によって得られる。現在のペプチドの
化学合成では、α -アミノ基と側鎖官能基の保護基として、主に２種類の方法が用いられ
ている。即ち、α -アミノ基を t-ブトキシカルボニル（ Boc）基、側鎖官能基をベンジルア
ルコール系保護基で保護する Boc法と、α -アミノ基を 9-フルオレニルメトキシカルボニル
（ Fmoc）基、側鎖官能基を t-ブチルアルコール系保護基で保護する Fmoc法の２種類である
。いずれの合成方法も適用できるが、該ポリペプチドがわずか 10個および 15個のアミノ酸
から成ることおよび構成するアミノ酸の種類から Fmoc法による固相合成が適当である。具
体的には、 (i)有機溶媒に不溶性の支持体（樹脂）に合成すべきペプチドのＣ末端に対す
る Fmocアミノ酸を適当な縮合剤［例えば、 PyBOP： Benzotriazol-l-yl-oxy-tris（ pyrroli
dino） phosphonium hexafluorophosphateが好適である。］を用いて結合させる。ここで
、側鎖官能基を有するアミノ酸、例えば Thr、 Tyr、 Glu、 Asp、 Asnおよび Serにおいては、
その側鎖官能基は保護しておくのが望ましい。 (ii)結合したアミノ酸の Fmoc基を第２級ア
ミンであるピペリジンにより脱保護し、 DMF等で洗浄する。 (iii)Ｃ末端より２番目の Fmoc
アミノ酸を (i)と同様にして結合させる。 (iv)上記 (ii)～ (iii)の操作を交互に繰返し、ペ
プチド鎖をＣ末端から順に延長させてポリペプチド結合樹脂を得る。このポリペプチド結
合樹脂はデシケーター中で減圧下乾燥させる。 (v)乾燥したポリペプチド結合樹脂を弱酸
、例えば 95%TFA（ trifluoroacetic acid）中で撹拌することにより、ポリペプチドの脱保
護と樹脂からの遊離を行う。 (vi)ポリペプチドの TFA溶液を、例えばジエチルエーテル等
に滴下しポリペプチドを沈澱させ遠心等により回収後、乾燥させ、粗ポリペプチドを得る
。なお、合成には固相合成用自動ペプチド合成機が種々市販されており利用することがで
きる。また、合成に使用する Fmocアミノ酸誘導体もすべて市販されており利用することが
できる。
合成ポリペプチドの精製には、公知の方法、例えば、イオン交換クロマトグラフィー、逆
相液体クロマトグラフィー（逆相 HPLC）等のクロマトグラフィーが単独で、あるいは組み
合わせて用いられ得る。好適には逆相 HPLCが用いられ得る。逆相 HPLC用カラムとしては、
市販の種々のカラムが用いられ得るが、好適には 5C18が用いられ得る。得られた精製ポリ
ペプチドはアミノ酸配列決定機による一次配列解析およびアミノ酸組成分析等により、目
的のポリペプチドであることが検定され得る。
このようにして得られたポリペプチドは、活性を最大限に維持するために新鮮であるか、
４℃で保存する場合には、保存後 5日以内のものが好ましい、あるいは、本願発明の合成
ポリペプチドは、凍結乾燥して凍結保存することもできる。さらにまた、本ポリペプチド
の溶液を凍結させたものとすることもできるが、好適には凍結乾燥したポリペプチドを用
事調製することである。後述するように、本願発明の C10ポリペプチドおよび C15ポリペプ
チドは BSA等のキャリアー蛋白質と結合させ、 ELISA用抗原として利用され得る。
この C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチドをＲＡ患者血清中の抗体と反応させるために
は、例えば、グルタルアルデヒドを架橋剤に用いて該ポリペプチドをウシ血清アルブミン
（ BSA）に結合させたポリペプチド結合 BSAを調製し、これを抗原に用いることにより ELIS
A法による測定が可能になる。より具体的に説明すると、 C10ポリペプチドあるいは C15ポ
リペプチドと BSAを PBSに溶解し、 4℃で撹拌しながら 2%グルタルアルデヒドを添加するこ
とによりポリペプチドを BSAに結合させる。 PBSに対して透析を行い未反応のポリペプチド
および試薬の除去を行う。以後は通常の ELISA法に従って行えばよい、例えば、得られた
ポリペプチド結合 BSAをマイクロタイタープレート（ Costar社）の各ウェルに分注し、 4℃
で 1晩放置する。過剰の抗原を除去後、 BSA溶液でブロッキングを行い、 BSA溶液で適当に
希釈した被検血清を加え、室温で 2時間静置する。洗浄液で洗浄後、ペルオキシダーゼ標
識抗ヒト IgG抗体を入れ、室温で 1時間反応させる。洗浄液で洗浄後、適当なペルオキシダ
ーゼ基質溶液、例えば 0.03%過酸化水素を含む 0.1Mクエン酸緩衝液（ pH4.2）で調製した AB
TS（ Zymed社製）溶液を各ウェルに加え、室温で 30分間放置後、 415nmにおける吸光度を測
定する。
この ELISA系を用いて、ＲＡや他の自己免疫疾患の血清中の C10ポリペプチドおよび C15ポ
リペプチドに対する自己抗体が測定でき、該抗体がＲＡ患者特異的に出現することを示す
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ことができる。さらに該抗体を測定することはＲＡの診断法となる可能性を示すことがで
きる。
実施例
次に、本願発明を実施例に基づいて詳細に説明するが、これらの実施例によって本願発明
は何ら限定されるものではない。
〔実施例１〕滑膜細胞 cDNAライブラリーの構築
（１） mRNAの分離精製
ＲＡ患者膝関節より滑膜切除術時に得られた滑膜細胞を細片化し、 10%ウシ胎児血清（ FCS
）を含む DMEM培地（ Flow社製）中に浮遊させ、コラーゲナーゼで３時間消化した。浮遊し
てきた細胞を回収し、同じ培地中で２週間から３週間培養した。この間、３日～４日ごと
に培地を換え、浮遊細胞を除去した後、付着細胞を滑膜細胞として mRNA調製に用いた。約
108個の滑膜細胞よりトリゾール１試薬（ギブコ BRL社製）を用い、試薬付属の説明書に従
って RNAを調製した。 RNAを、さらに密度 1.51のセシウムトリフルオロアセテート（ CsTFA
）溶液（ Pharmacia社製）のクッションに上層し、 120,000× gで、 20時間超遠心分離する
ことにより、 mRNAをペレットとして回収した。この mRNAを滅菌水に溶解し、等量の緩衝液
飽和フェノール／クロロホルムで処理して洗浄した。次いで、 1/10量の 5MNaClと２倍量の
エタノールとを加えて撹拌し、－ 80℃にて 30分間放置することにより、 mRNAを沈澱させて
純化した。さらに、この mRNAについて、 Oligotex-dT30<super>（ TaKaRa社より販売）を添
付の処方に従って用いて、 poly(A)＋ mRNAを精製した。
（２） cDNAライブラリーの作製
cDNAライブラリーを、 Gublerおよび Hoffman［ Gene 25 p263(1983)］の変法により作製し
た。精製した poly(A)＋ mRNA（ 5μ g）より、 3'側プライマーとして (i)ランダムヘキサマー
と (ii)NotＩ部位とを有する Oligo-dTを用い、逆転写酵素により一本鎖 DNAを合成した。続
いて、二本鎖 DNAを合成し、クローマスピン -400カラム（ Clonetech社製）を用いて、 200
塩基以上長さの cDNAを選択回収した。この操作により低分子ヌクレオチド、酵素、プライ
マー等を除去し、 cDNAを純化した。さらに、 T4 DNAポリメラーゼにより cDNAの両端を完全
に平滑末端にした後、 (i)の場合は EcoRIアダプターのライゲーションを行い、 (ii)の場合
は NotI消化後に EcoRIアダプターのライゲーションを行った。これらの制限酵素部位を有
する cDNAの 5'側を T4ポリヌクレオチドキナーゼでリン酸化した後、両 cDNAともにクローマ
スピン -400カラムを用いてアダプター、酵素等を完全に除去して cDNAを純化した。上記の
cDNA合成工程は TimeSaver cDNA Synthesis Kit（ Pharmacia社製）を用いて行った。逆転
写酵素はこのキット付属のもの、あるいは SuperScriptTMII RNaseH-（ギブコ BRL社製）を
用いた。また、ライゲーションには TaKaRa社製の DNAライゲーションキットを用い、キッ
ト添付の処方に従ってライゲーションを行った。
cDNAを脱リン酸化したファージ発現ベクターのλ ExCell（ Pharmacia社製）に、 (i)では Ec
oRI制限酵素部位、あるいは (ii)では EcoRIと NotIでライゲーションした。この cDNAを組み
込んだλ ExCellをギガパック IIパッケージングキット（ Stratagene社製）を用い、キット
添付の処方に従い、ファージλコートタンパク質中にパッケージした。パッケージしたフ
ァージの力価を大腸菌宿主菌株 NM522（ Stratagene社より購入）で測定した。その結果、 (
i)では 5万、 (ii)では 15万の独立したクローンであると推定された。ブロモクロロインド
リルガラクトシド（ X-gal）指示薬によって、 95%が cDNAが挿入されたファージであること
がわかった。これらの組換えライブラリーの増幅をパッケージングキット添付の方法に従
って１回行い、ファージを回収して 7%ジメチルスルホキシド（ DIMSO）中に－ 80℃で保存
した。抗原のスクリーニングには、この１回増幅したライブラリーを用いた。
〔実施例２〕スクリーニング用 IgGの調製
（１）ＲＡ患者関節滑液中の IgGの精製
ＲＡ患者滑液中に含まれる IgGの精製を、プロテインＡカラムであるプロッセップＡ（ Box
yBrown社製）を用いて行った。ＲＡ患者の滑液を回収後リン酸緩衝化生理食塩水（ PBS）
で３倍に希釈し、これを 5,000xgにて 15分間遠心分離して上清を回収することにより、 IgG
画分を得た。この IgG画分を PBSで平衡化したプロッセップＡに通すことにより IgGを吸着
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させた後、３倍量の PBSで洗浄し、 0.1Ｍグリシン（ pH3.0）で IgGを溶出した。溶出画分を
1M Tris-HCl（ pH8.0）で中和した後、もとの関節液量の２倍量になるように濃縮した。こ
の精製 IgGをＲＡ抗原のスクリーニング用プローブあるいは抗原取得後のウェウタンブロ
ッティング用プローブとして用いた。
（２）大腸菌ライセートによる抗大腸菌抗体の吸収
精製した IgGは、 Sambrookr等［ Molecular Cloning, 12.26(1989)］の方法に従って、宿主
大腸菌 NM522株のライセートで処理することにより抗大腸菌抗体を除去した。
〔実施例３〕 cDNAライブラリーからのクローニング
（１） cDNAライブラリーのスクリーニングおよびクローニング
実施例１で作製した cDNAファージライブラリーを NZY寒天培地プレート（ 9cm× 14cm）に２
万プラークになるように播き、 37℃で４時間培養してファージプラークを出現させた。 IP
TGで処理したニトロセルロース膜（ Waters社製）をプラークの上に重ね、４時間タンパク
質合成を誘導すると同時に膜上に転写した。転写膜を PBSで３回洗浄した後 5%スキムミル
ク（ DIFCO社製） /PBSで１時間ブロッキングを行った。 PBSで３回洗浄後、実施例２で得た
抗大腸菌抗体を吸収した滑液 IgGを加え、４℃で一晩反応させた。転写膜を PBSで３回洗浄
後西洋ワサビペルオキシダーゼ（ HRP）標識した抗ヒト IgG抗体で１時間処理し、 PBSで３
回洗浄後 ECRキット（ Amersham社製）を用い、キット添付の処方に従って IgGと結合する陽
性ファージの検出を行った。陽性ファージを回収後、同様のスクリーニングを３回行うこ
とにより最終的に 100%陽性の２種のファージクローンを得た。
クローニングしたファージを、予め 50μ g/mlのスペクチノマイシン含有 NZCYM培地で 39℃
にて 20分間培養された大腸菌 NM522株中に加え、さらに 39℃で 20分間インキュベートする
ことによりファージ DNAを環状のファージミド（ pExCell）に変換した。 1Mのクエン酸ナト
リウムを添加することにより変換を停止し、スペクチノマイシン含有２ＹＴ培地を加え、
1.5時間 37℃でゆっくり培養した。 pExCellを含む NM522株を、さらにアンピシリン含有Ｌ
Ｂプレートに播いて培養することにより、目的の遺伝子を含む大腸菌をクローニングした
。この pExCellに変換する工程は、λ ExCellクローニングベクター付属の説明書（ Pharmac
ia社製）に従って行った。 NM522株からこの pExCellプラスミドを回収した後、 DH5α株（ T
OYOBO社より購入）に形質転換し、安定プラスミド発現株を得た。
（２）塩基配列決定
実施例３の（１）項でクローニングした２種のプラスミド中の cDNA配列を、 Applied Bios
ystems社の Taq Dyedeoxy Terminator Cycle Sequencing Kitにより反応させ、 Applied Bi
osystems 373A DNA sequencerにて蛍光検出して、塩基配列を決定した。配列表の配列番
号１および３にクローニングした自己抗原の推定アミノ酸配列を、ならびに配列番号２お
よび４にそれぞれのオープンリーディングフレームの塩基配列を示す。
（３）部分塩基配列のホモロジー解析
上記実施例３の（２）項で得られた２種の cDNA塩基配列について、 Lipman.および Pearson
.の FASTAプログラム［ Proc. Natl. Aca. Sci. USA 85 p2444(1988)]を用いて、既知デー
タベース DDBJに含まれる全ての塩基配列に対するホモロジー検索を行った。その結果、配
列表の配列番号２に示す cDNA塩基配列については、一致する塩基配列がなく、新規の配列
であることが明らかになった。この塩基配列から推定したアミノ酸配列（配列表の配列番
号１）とホモロジーのあるポリペプチドとしては、インターロイキン６のレセプターのβ
鎖である gp130が挙げられた。 gp130との配列の比較から、本願発明のポリペプチドをコー
ドする塩基配列は、報告されている gp130の塩基配列［ Hibi等、 Cell 63 p1149(1990)］の
1229位～ 1311位までの 83塩基がスプライシングにより欠失し、フレームがずれることによ
りストップコドンが現れ、結果的にアミノ酸配列が Arg(325)-Pro-Ser-Lys-Ala-Pro(330)-
Ser-Phe-Trp-Tyr--と 918位まで続くところが、 Asn(325)-Ile-Ala-Ser-PheOh(329)と全く
異なるアミノ酸配列になり、 329アミノ酸までの短いポリペプチドとなっていることがわ
かった。また、配列表の配列番号４に示す塩基配列は、 FRP［ Zwijsen.等、 Eur. J. Bioch
em. 225 p937(1994)］の 16位～ 1150位の塩基配列に一致し、この全アミノ酸配列（配列表
の配列番号３）を含んでいた。いずれもリウマチ抗原としては全く新規なものである。
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〔実施例４〕ＲＡ患者 IgGと自己抗原との反応性
上記実施例３において得られた抗原プラスミドを有する２種の大腸菌 NM522株を、それぞ
れアンピシリン添加ＬＢ培地 5mlで培養し、 O.D.600が 0.5の時点で IPTGを 1mMになるように
加え、さらに 3時間培養してタンパク質合成を誘導した。大腸菌を回収して SDSで可溶化し
、 SDS-ポリアクリルアミド電気泳動後、ウエスタンブロッティングを行った。ウエスタン
ブロッティングは、上記実施例２の（１）項で得られたＲＡ患者滑液 IgGをプローブとし
て、 HRP標識抗ヒト IgGを二次抗体として用い、 ECRキット（ Amersham社製）にてキット添
付の方法に従って行った。この結果の一例を、図１および図２にそれぞれ示す。本願発明
の cloneAポリペプチドを用いた場合は、陽性の患者を検出することができ（図１）、また
、 FRPを用いた場合も、陽性患者の存在を確認できた（図２）。
［実施例５］大腸菌発現ベクターの作製と発現
大腸菌による GST融合蛋白質発現ベクターの作製、産生および目的ポリペプチドの精製は P
harmacia社製の Glutathion S-transferase（ GST） Gene Fusion Systemを用いてキット付
属の処方に従って行った。
（１）より精製の容易な形で cDNA産物を大腸菌に大量発現させるため、 cDNAの翻訳産物が
グルタチオン S-トランスフェラーゼ（ GST）融合蛋白質となるように cDNAをプラスミド pGE
X-4T-3（ Pharmacia社製）に組み変えた。この時まず cDNAはプラスミド pExCellに組み込ん
だままリンカープライマー法を用いた PCRにより後述の制限酵素部位を 5'側と 3'側に含み
シグナルペプチドを含まない cDNA断片とした。得られた PCR産物はアガロースゲル電気泳
動後、切り出したゲルから GENECLEAN II（ BIO 101社製）にて添付の方法に従って精製し
た。精製 cDNAを Original TA Cloning Kit（ Invitrogen社製）により添付の方法に従って
プラスミド pCRIIにライゲーションを行い、続いて大腸菌 TOP10F'を形質転換しプラスミド
を回収した。次に、回収したプラスミドを所定の制限酵素により切断しアガロースゲル電
気泳動により分離後、目的の cDNAを含むゲルを切り出し GENECLEAN IIにて精製した。一方
、 pGEX-4T-3も同じ制限酵素で切断し電気泳動により分離後ベクターアーム側を回収し、
同様にして精製した。インサート cDNAとベクターアームのライゲーションを行い大腸菌 NM
522に形質転換後プラスミドを回収し目的の発現ベクターを得た。
図３に cloneAおよび FRPの pGEX-4T-3クローニング部位を示した。 cloneAは pGEX-4T-3のマ
ルチクローニング部位のうち挿入断片からみて 5'側に BamHI、 NotIを選び、 cDNA産物の抗
原性をなるべく変えないものとした。すなわちトロンビン消化後、 GSTから切り出される c
DNA産物にはアミノ酸の置換はないが２つのアミノ酸、 N末からグリシン、セリンがこの順
番で付加される形となった（配列番号 5）。一方、 FRPは 5'側に SmaI、 3'側に NotIを選び同
様に cDNA産物の抗原性をなるべく変えないものとした。すなわちトロンビン消化後、 GST
から切り出される cDNA産物にはアミノ酸の置換はないが 6つのアミノ酸、 N末からグリシン
、セリン、プロリン、アスパラギン、セリン、アルギニンがこの順番で付加される形とな
った（配列番号６）。
（２）以下に PCRに用いたプライマーと方法を示す。
cloneAプライマーとして 5'-AAGGATCCGAACTTCTAGATCCATGTGG-3'（配列番号７）および 5'-T
TGCGGCCGCTCAAAAGGAGGCAATGTTAT-3'（配列番号８）、 FRP用プライマーとして 5'-AACCCGGG
AGGAAGAGCTAAGGAGCAA-3'（配列番号９）および 5'-TTGCGGCCGCTGTGCCTCCTCATTAGATCT-3'（
配列番号１０）を用いた。
耐熱性 DNAポリメラーゼとしては複製率の高い Pfu DNAポリメラーゼ（ Cloned Pfu DNA Pol
ymerase、 Stratagene社製）を用いた。反応液組成は次の通りである。テンプレートは cDN
Aを持つプラスミド 50ng、プライマーそれぞれ 15pmol、バッファーとして Pfu DNAポリメラ
ーゼに添付の 10倍液を 5μ l、 dNTPとして 2.5mM dNTP Mixture（ TaKaRa社製）を 4μ lを加え
滅菌蒸留水で 49μ lとし最後に Pfu DNAポリメラーゼを 1μ l加えた。以上の反応液にミネラ
ルオイル（ Aldrich chem.社製）を重層後、 DNA Thermal Cycler PJ2000（ Perkin Elmer社
製）に設置し以下の設定で PCRを行った。すなわち 94℃の 3分後、 94℃ 30秒、 55℃ 30秒、 72
℃ 2分を 25サイクルとした。尚 Pfu DNAポリメラーゼを用いたため TAクローニングの効率を
損なわないよう Original TA Cloning Kitの添付書の指示のとおり PCR後に Taq DNAポリメ
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ラーゼ（ニッポンジーン社製）を添加し 72℃ 10分反応させた後、直ちにフェノールクロロ
ホルム処理を行い DNAポリメラーゼを失活させる工程を付加した。
（３）組換え型 cloneAポリペプチドおよび FRPの発現と精製
組換え型 cloneAポリペプチドおよび FRPの発現と精製を上記したようにキット添付のマニ
ュアルに従って行った。方法を簡単に示す。
それぞれのポリペプチドをコードする cDNAを組み込んだ pGEXで形質転換した大腸菌を 100
μ g/mlアンピシリンを含む 2xYT培地で、 OD600が 0.6～ 0.8になるまで 37℃で培養した。最
終濃度 1mMになるように IPTGを加え、さらに 1～ 2時間培養し融合蛋白質を発現させた。遠
心により菌体を回収し、冷 PBS中でソニケーターにより検体を破砕した。 20%TritonX-100
を最終濃度 1%になるように加え 30分撹拌することにより GST融合蛋白質を溶解した。 12,00
0xgで 4℃ 10分間遠心し上清を回収後、 0.45μ mのフィルターで濾過した。この濾液を Gluta
thione Sepharose 4B RedPack columnに通し GST融合蛋白質を吸着させた後、グルタチオ
ン溶出溶液を用いて融合蛋白質の溶出を行った。この溶出液にトロンビン溶液を加え 22～
25℃で 15時間インキュベートし目的のポリペプチドを GSTポリペプチドから切り放した。
この溶液を透析することによりまずグルタチオンを除去し、続いて Glutathione Sepharos
e 4B RedPack columnに通し GSTを吸着させることにより、目的のポリペプチドを溶出し回
収した。これら精製ポリペプチドは SDS-PAGEで単一のバンドを示し、またウェスタンブロ
ッティングによりＲＡ患者由来滑液 IgGと反応することがわかった（図４）。
［実施例６］リウマチ関連疾患患者での抗 FRP抗体の測定。
実施例５で得られた組換え FRPを用いてウェスタンブロッティングにより、リウマチ関連
疾患患者血清での抗 FRP抗体の測定を行った。精製抗原 0.5μ g/列を 12.5％ポリアクリルア
ミドゲルによる SDS-PAGEを行い、続いてイモビロン膜（ Millipore社製）に転写した。こ
のイモビロン膜を 5%スキムミルク /PBSでブロッキング後、自己免疫疾患患者血清あるいは
健常人血清（ 5％スキムミルク /PBSで 400倍に希釈したもの）と 4℃で一晩反応させた。 PBS
－ Tween20で洗浄後、２次抗体として 2000倍希釈したペルオキシダーゼ標識したヤギ抗ヒ
ト IgG抗体（ Cappel社製）を 1時間反応させた。 PBS-Tween20で洗浄後、 ECLシステムで検出
を行った。尚、用いたリウマチ関連疾患患者血清の内訳は以下の通りである。ＲＡ患者（
ＲＡ） 67例、全身性エリテマトーデス 51例、強皮症 18例、シェーグレン症候群 10例、多発
性筋炎／皮膚筋炎 13例および健常人 30例である。結果を表１に示した。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
この結果から、抗 FRP抗体はＲＡ特異的に出現することがわかり、ＲＡの診断に使用でき
ることが示された。
また、さらにＲＡ関節滑液（ 18例）と変形性関節症（ＯＡ）滑液（ 15例）での抗 FRP抗体
の測定を同様にして行った。その結果、表２に示したようにＲＡで 44.4％と効率に検出さ
れたが、ＯＡでは検出されなかった。この結果からも抗 FRP抗体の測定は、ＲＡの診断に
使用できることが示された。
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［実施例７］ペプチドの固相法による合成
C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチドの合成を、ペプチド合成機（島津製作所、 PSSM-8
型）を用いて、 Fmoc法により合成した。Ｃ末端の Pheを結合した支持体である TGS-AC-FmoC
-Phe（ 0.22mmol/g resin、全量 100mg、島津社製）よりＮ末端の方向に向かって順に、脱 F
moc基反応および縮合反応を繰り返してペプチド鎖を延長した。すなわち、 30%ピペリジン
/DMFによりα－アミノ基の保護基である Fmoc基の除去を２分間づつ２回行ない、 N'N-ジメ
チルフロムアミド（ DMF）で５分間づつ５回洗浄した。 1-ハイドロキシベンゾトリアゾー
ル（ 1-hydroxybenzotriazole、 HOBt）（渡辺化学社製）存在下で PyBOP［ benzotriazol-1-
yl-oxy-tris(pyrrolidino)phosphonium hexafluorophosphate］（渡辺化学社製）による
縮合反応を 30分行ない、 DMFで洗浄する操作（ 5分、５回）を繰り返した。これら脱 Fmoc基
から次のアミノ酸の縮合反応を繰り返すことにより目的のポリペプチドを合成した。尚、
これらの合成は上記ペプチド合成機に入力されている Fmoc法用合成プログラムによる自動
運転で行った。 Fmocアミノ酸は、 Fmoc-L-Ala、 Fmoc-L-Asn（ Trt）、 Fmoc-L-Asp（ OtBu）
、 Fmoc-L-Glu（ OtBu）、 Fmoc-L-ILe、 Fmoc-L-Thr（ tBu）、 Fmoc-L-Ser（ tBu）、 Fmoc-L-T
yr（ tBu）および Fmoc-Glyを用いた。それらの使用量は基質に対して約 10倍モル量を用い
た。（ここで、 Trt、 OtBu、 Boc、および tBuは、それぞれトリチル基、 tert-ブチルエステ
ル、ブチルオキシカルボニル基、および tert-ブチル基を表す。）
合成終了後、ペプチド結合樹脂 22μ molスケールあたり、ジエチルエーテル 10mlで洗浄し
た後、 2mlの 95%TFAを加え、室温で 2時間撹拌し脱保護および樹脂からの脱離を行った。次
にこの溶液を、冷ジエチルエーテル 40mlの入った遠心管に、攪拌しながらゆっくりと滴下
した後、氷水中で 30分間静置することによりポリペプチドを沈澱させた。遠心（ 5,000× g
 10分間、 4℃）の後、上清を捨て、得られた沈澱に冷ジエチルエーテル 45mlを加え、よく
攪拌した。氷水中で 5分間静置後、再び遠心により沈澱を回収した。この操作を 3回繰り返
した後、沈澱を減圧下乾燥し、目的のポリペプチドを得た。
得られた粗ポリペプチドは以下のようにして逆相 HPLCにより精製を行った。沈澱を 5mlの 0
.1%トリフルオロ酢酸水溶液に溶解し、 0.45μｍのフィルターでろ過し得られた濾液を HPL
Cに供した。 HPLCは、 Model LC-8Aシステム（島津製作所製）を用い、カラムは逆相系の Co
smosil 5C18（ 20x250mm）（ナカライテスク社製）を用いた。移動相にはＡ液として 0.1%T
FAを、Ｂ液として 50%（ V/V）アセトニトリル／ 0.1%TFAを用い、 0%Ｂ液から 100%Ｂ液への
直線濃度勾配により溶出した。溶出パターンを図 5-1（ C10ポリペプチド）および図 5-2（ C
15ポリペプチド）に示した。ポリペプチド溶出画分を回収後凍結乾燥することにより精製
ポリペプチドを得た。得られたポリペプチドは、気相プロティンシークエンサー 477型（
アプライドバイオシステムズ社製）により解析して、目的のアミノ酸配列のポリペプチド
が得られていることを確認した。
［実施例８］ C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチドを用いた ELISA系の構築。（１） C10
ポリペプチドおよび C15ポリペプチドのウシ血清アルブミンへの結合。
グルタルアルデヒドを用いて、 C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチドを BSAに結合させ
た。方法を以下に示す。 5mlの PBSに、 5mgの BSAを溶解した後、 2mgのそれぞれのポリペプ
チドを加えた。 4℃下、この溶液に、 5mlの 2%グルタルアルデヒド水溶液を攪拌しながらゆ
っくりと滴下し、 1時間攪拌しながら反応させた。続いて、テトラヒドロほう酸ナトリウ
ムを 100mg加え、さらに 1時間静置した。得られた反応溶液を PBSに対して透析し、ポリペ
プチド結合 BSAを得た。
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（２） C10ポリペプチドおよび C15ポリペプチド結合 BSAを用いた ELISA
患者血清中の cloneAポリペプチドに対する自己抗体の抗体価は、以下に示す ELISAにより
測定した。 PBSで 2μ g/mlに調製したポリペプチド結合 BSA溶液を、マイクロタイタープレ
ート（ Costar社）の各ウェルに 50μ lずつ入れ、 4℃で 1晩放置した。 PBSで 2回洗浄した後
、 5%BSAを含む PBSを 100μ l入れ、室温で 1時間放置した。 0.05%Tween-20を含む PBSで 2回洗
浄後、 5%BSAを含む PBSで 100倍希釈した血清を 50μ l入れ室温で 2時間反応させた。 0.05%Tw
een-20を含む PBSで 3回洗浄後、 5%BSAを含む PBSで 2000倍希釈したペルオキシダーゼ標識ヤ
ギ抗ヒト IgG抗体（ Cappel社）を 50μ l入れ、室温で 1時間反応させた。 0.05%Tween-20を含
む PBSで 5回洗浄後、 0.03%過酸化水素を含む 0.1Mクエン酸緩衝液（ pH4.2）で調製した ABTS
（ Zymed社製）溶液を各ウェルに 50μ lずつ入れた。室温で 30分間放置後、マイクロプレー
トリーダー（コロナ電子製、 MTP32）で、各ウェルの 415nmにおける吸光度（ OD）を測定し
た
各血清のクローン Aに対する自己抗体の抗体価は、高い抗体価を示す１人のＲＡ患者の血
清を 100単位（ U）を規定して、その患者血清から得られた OD値と抗体価の関係を示す標準
曲線から求めた。図 6-1および図 6-2にそれぞれ C10ポリペプチド、 C15ポリペプチドの標準
曲線を示した。これらの標準曲線より該ポリペプチドを抗原に用いた ELISAでの該ポリペ
プチド抗体の測定が可能になった。
［実施例９］リウマチ関連疾患患者での抗 C10ポリペプチド抗体の測定。
C10ポリペプチドを抗原に用いた ELISA系によりリウマチ関連疾患での抗 C10ポリペプチド
抗体の測定を行った。用いた疾患の内訳は以下の通りである、即ち、ＲＡ（ＲＡ） 123例
、全身性エリテマトーデス 51例、強皮症 14例、シェーグレン症候群７例、多発性筋炎／皮
膚筋炎 12例、および健常人 63例である。測定結果の疾患別散布図を図 7に示した。また表
３に溶性率を示した。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
尚、健常者の抗体価の平均値＋（ 2×標準偏差）の値より大きい値を示すものを陽性とし
た。これらの結果から、ＲＡ患者の測定値は他の疾患および健常人と比較して統計的に有
意であり、該ポリペプチド抗体の測定はＲＡ特異的であることが示された。従って、該ポ
リペプチド抗体の測定はＲＡの診断に使用できることが示された。
産業上の利用可能性
本願発明で得られた 2種の抗原はリウマチ抗原としては新規なものであり、診断薬の開発
に大きな意義を持つ。さらに、これら抗原はＲＡ患者の関節滑膜細胞で発現されているも
のであり、これらの抗原がＲＡの病態に関わる意義を研究することにより治療薬の開発に
も繋がる可能性を示すものである。
配列表
配列番号 1
配列の長さ： 329
配列の型：アミノ酸
トポロジー：直鎖状
配列の種類：タンパク質
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配列番号 2
配列の長さ： 990
配列の型：核酸
鎖の数：一本鎖
トポロジー：直鎖状
配列の種類： cDNA to mRNA
配列
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配列番号 3
配列の長さ： 308
配列の型：アミノ酸
トポロジー：直鎖状
配列の種類：タンパク質
配列
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配列番号 4
配列の長さ： 926
配列の型：核酸
鎖の数：一本鎖
トポロジー：直鎖状
配列の種類： cDNA to mRNA
配列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
配列番号 5
配列の長さ： 10
配列の型：アミノ酸
トポロジー：直鎖状
配列の種類：ポリペプチド
配列
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配列番号 6
配列の長さ： 15
配列の型：アミノ酸
トポロジー：直鎖状
配列の種類：ポリペプチド
配列
　
　
　
配列番号 7
配列の長さ： 28
配列の型：核酸
トポロジー：一本鎖
配列の種類：合成 DNA
配列
　
　
配列番号 8
配列の長さ： 30
配列の型：核酸
トポロジー：一本鎖
配列の種類：合成 DNA
配列
　
配列番号 9
配列の長さ： 27
配列の型：核酸
トポロジー：一本鎖
配列の種類：合成 DNA
配列
　
配列番号 10
配列の長さ：
配列の型：核酸
トポロジー：一本鎖
配列の種類：合成 DNA
配列
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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