
(57)【要約】
【課題】　肝臓疾患用のバイオマーカーおよびその使用方法を提供する。
【解決手段】　 SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に記載されたアミノ酸配列またはその誘導体
またはフラグメントまたはその変異型もしくはこれらの組み合わせあるいは該アミノ酸配
列に対する抗体の何れかから選択される、肝臓疾患用のバイオマーカー。該バイオマーカ
ーを含むことを特徴とする、肝臓疾患用の検出キット。試料を調製する工程と；上記バイ
オマーカーを用いて、該試料中の自己抗体を同定し、かつ捕獲する工程と；該自己抗体を
検出する工程を含むスクリーニング法。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ
メ ン ト ま た は そ の 変 異 型 も し く は こ れ ら の 組 み 合 わ せ あ る い は 該 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 抗
体 の 何 れ か か ら 選 択 さ れ る 、 肝 臓 疾 患 用 バ イ オ マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 肝 臓 疾 患 が 肝 硬 変 ま た は 肝 臓 癌 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の バ イ オ マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 変 異 型 と 、 SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 何 れ か 1種 と が 、
80％ を 越 え る 配 列 相 同 性 を 示 す 、 請 求 項 1記 載 の バ イ オ マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ
メ ン ト ま た は そ の 変 異 型 も し く は こ れ ら の 組 み 合 わ せ の 何 れ か か ら 選 択 さ れ る 、 バ イ オ マ
ー カ ー を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 肝 臓 疾 患 用 の 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 肝 臓 疾 患 が 肝 硬 変 ま た は 肝 臓 癌 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 検 出 キ ッ ト が 、 更 に SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ
の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト ま た は そ の 変 異 型 も し く は こ れ ら の 組 み 合 わ せ の 何 れ か 1種
に 対 す る 自 己 抗 体 を 認 識 で き る 、 二 次 抗 体 を も 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 肝 臓 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 試 料 を 調 製 す る 工 程 と ； SEQ ID NO:1～ S
EQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト ま た は そ の
変 異 型 も し く は こ れ ら の 組 み 合 わ せ の 何 れ か 1種 か ら 選 択 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー を 用 い て
、 該 試 料 中 の 自 己 抗 体 を 同 定 し 、 か つ 捕 獲 す る 工 程 と ； 該 自 己 抗 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む
こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 試 料 が 、 全 血 ま た は 血 清 を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 試 料 が 血 清 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 バ イ オ マ ー カ ー を 、 検 出 用 の キ ッ ト と す る こ と が で き る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 バ イ オ マ ー カ ー を 、 ま ず 基 板 上 に 固 定 化 す る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 基 板 が 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 用 プ レ ー ト ま た は バ イ オ チ ッ プ で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 試 料 を 、 ま ず 蛍 光 マ ー カ ー で 標 識 す る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 方 法 が 、 更 に 該 自 己 抗 体 を 認 識 し 、 か つ 吸 着 す る 二 次 抗 体 を 使 用 す る 工 程 を 含 む 、 請
求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 二 次 抗 体 が 変 性 さ れ て お り 、 か つ 発 色 反 応 、 放 射 能 ま た は 蛍 光 に よ っ て 検 出 で き る 特
別 な 官 能 基 を 持 つ 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 自 己 抗 体 の 検 出 を 、 蛍 光 ス キ ャ ナ ー を 用 い て 、 蛍 光 標 識 さ れ た 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ
と に よ り 達 成 す る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 自 己 抗 体 の 検 出 を 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ー ベ ン ト ア ッ セ イ (ELISA)、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ
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セ イ (RIA)ま た は 免 疫 蛍 光 に よ り 、 該 二 次 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ り 達 成 す る 、 請 求
項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記 載 さ れ た 、 何 れ か 1種 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 、 一 連 の
抗 体 を 含 む 、 肝 臓 疾 患 用 の 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 肝 臓 疾 患 が 肝 硬 変 ま た は 肝 臓 癌 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 肝 臓 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 試 料 を 調 製 す る 工 程 と ； SEQ ID NO:1～ S
EQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 何 れ か 1種 に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て 、 該 試 料 中 の
抗 原 を 捕 獲 す る 工 程 と ； 該 抗 体 -抗 原 錯 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 試 料 が 、 全 血 ま た は 血 清 を 含 む 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 試 料 が 血 清 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 肝 臓 疾 患 用 バ イ オ マ ー カ ー お よ び そ の 使 用 方 法 に 関 連 し 、 そ こ で は 、 自 己 抗
原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 使 用 し て 、 肝 臓 疾 患 を 検 出 す る た め に 使 用 で き る 、 バ イ オ
マ ー カ ー を 同 定 す る 。 こ れ ら の 同 定 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー は 、 更 に 肝 臓 疾 患 の ス ク リ ー ニ
ン グ の た め に 、 試 料 (検 体 )に お け る 自 己 抗 体 ま た は 自 己 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る た め の 、 検
出 用 キ ッ ト へ と 発 展 さ せ ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 損 な わ れ た 免 疫 機 能 を 持 つ 人 々 は 、 免 疫 疾 患 を 発 症 す る 傾 向 が あ る 。 多 く の ヒ ト 疾 患 の
病 因 学 は 、 以 下 に 記 載 す る 3つ の 状 態 の 何 れ か に お い て 、 そ の 原 因 を 、 我 々 の 免 疫 系 に ま
で 遡 る こ と を 可 能 と す る 。 そ の 第 一 の 状 態 は 、 低 い 免 疫 性 、 免 疫 細 胞 の よ り 低 い 活 性 、 ま
た は 免 疫 細 胞 数 の 低 下 で あ り 、 例 え ば ヒ ト の 身 体 が 、 侵 入 し て く る 細 菌 、 ウ イ ル ス ま た は
真 菌 を 撃 退 す る こ と が で き ず 、 か つ 伝 染 性 の 疾 患 、 例 え ば 感 冒 、 流 行 性 感 冒 、 肺 炎 、 腸 炎
、 ま た は 肝 炎 お よ び AIDSに 対 し て も 罹 り 易 く な る 。 そ の 第 二 の 状 態 は 、 免 疫 不 全 ま た は 免
疫 系 の 過 剰 反 応 で あ り 、 そ こ で は 該 侵 入 す る 物 質 は 微 生 物 で は な く 、 些 細 な 花 粉 ま た は 摂
取 し た 食 物 に お け る 巨 大 タ ン パ ク で あ り 、 そ れ ら に 対 し て 該 免 疫 系 が 大 量 の 抗 体 を 放 出 す
る 。 こ の よ う な 攻 撃 お よ び 防 御 は 、 我 々 の 細 胞 内 で 起 こ り 、 連 鎖 反 応 を 生 じ 、 こ れ は ま た
ア レ ル ギ ー と も 呼 ば れ る 。 真 の 病 原 体 、 例 え ば 細 菌 、 ウ イ ル ス ま た は 真 菌 が 、 こ の 時 点 で
人 の 身 体 を 攻 撃 し た 場 合 に は 、 該 免 疫 系 は 最 早 抵 抗 性 を 高 め る こ と は 不 可 能 で あ る 。 該 損
な わ れ た 免 疫 系 の 第 三 の 状 態 は 、 ヒ ト の 身 体 内 で 免 疫 細 胞 が 正 常 な 細 胞 を 攻 撃 す る こ と で
あ り 、 こ れ は リ ウ マ ト イ ド 関 節 炎 、 紅 斑 性 狼 ソ ウ (エ リ テ マ ト ー デ ス )お よ び ヘ ル ペ ス の 場
合 に お け る よ う に 、 自 己 免 疫 疾 患 と 呼 ば れ る 。 こ の よ う な 免 疫 疾 患 は 、 自 己 抗 体 が 、 ヒ ト
身 体 自 体 の 細 胞 に 対 し て 生 成 さ れ 、 組 織 の 損 傷 お よ び 疾 病 を も た ら す と い う 、 識 別 、 確 認
の 問 題 を 含 む 我 々 自 身 の 免 疫 系 に 起 因 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 現 在 で は 、 自 己 抗 体 が 自 己 免 疫 疾 患 だ け に 存 在 す る 訳 で は な い こ と は 、 公 知 で あ る 。 益
々 多 数 の 研 究 が 、 癌 に 対 す る 免 疫 応 答 に お い て 、 自 己 抗 原 (腫 瘍 由 来 )お よ び 自 己 抗 体 (身
体 由 来 )が 、 幾 つ か の 場 合 に お い て 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 従 っ て 、 身 体 の 応 答 を 引
出 す 、 腫 瘍 自 己 抗 原 の 検 出 は 、 癌 の テ ス ト 、 診 断 、 ま た は 予 後 、 お よ び 更 に 疾 患 の 治 療 の
た め に 行 い 、 か つ こ れ ら に お い て 適 用 す る こ と が で き る 。
　 米 国 特 許 第 6,631,330号 、 同 第 5,137,807号 、 同 第 5,830,667号 、 同 第 6,264,949号 お よ び
同 第 5,985,542号 は 、 硬 変 、 線 維 症 ま た は 自 己 免 疫 性 肝 炎 (AIH)の 診 断 に お け る 、 バ イ オ マ
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ー カ ー の 使 用 を 開 示 し て お り 、 米 国 特 許 第 4,994,374号 お よ び 同 第 5,175,084号 は 、 肝 細 胞
癌 の 診 断 に お け る 、 バ イ オ マ ー カ ー の 使 用 を 開 示 し て お り 、 米 国 特 許 第 6,410,724号 は 、
診 断 手 段 と し て 、 肝 細 胞 癌 に 関 連 す る DNAプ ラ イ マ ー を 使 用 し て い る 。 し か し 、 こ れ ら の
特 許 に 記 載 さ れ て い る バ イ オ マ ー カ ー は 、 正 確 さ に 劣 り 、 あ る い は あ る 程 度 ま で 、 干 渉 に
影 響 さ れ 易 い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 米 国 特 許 第 5,891,436号 お よ び 公 開 No.20030138860は 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 ま た は 肝 細
胞 癌 に 対 す る 診 断 手 段 と し て 、 ヒ ト 血 清 中 の 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 バ イ オ マ
ー カ ー を 用 い る こ と を 開 示 し て い る 。 こ れ ら の 特 許 は 、 癌 患 者 に お け る 自 己 抗 体 の 存 在 を
明 ら か に し 、 ま た そ の 結 果 と し て 、 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ に お け る バ イ オ マ ー カ ー の 使 用 に
関 す る 、 合 理 性 を 確 立 し て い る 。
　 癌 は 、 1982年 以 来 、 台 湾 に お け る 主 な 死 因 と な っ て お り 、 ま た 肝 癌 は 、 男 性 、 女 性 両 者
に お け る 第 一 の 死 因 と し て ラ ン ク 付 け さ れ て い る 。 従 っ て 、 早 期 診 断 お よ び 早 期 治 療 が 、
そ の 死 亡 率 を 下 げ る の に 役 立 つ こ と を 期 待 し つ つ 、 高 い 正 確 性 を 持 ち 、 干 渉 に 影 響 さ れ 難
い バ イ オ マ ー カ ー を 見 出 す こ と が 重 要 で あ り 、 ま た こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー を 使 用 し て 、
肝 硬 変 お よ び 癌 用 の 検 出 キ ッ ト を 開 発 し 、 肝 臓 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 を 効 率 よ く ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 公 知 技 術 の 諸 欠 点 を 処 理 す る た め に 、 本 発 明 は 、 肝 臓 疾 患 用 の バ イ オ マ ー カ ー を 提
供 し 、 該 マ ー カ ー は 、 更 に 発 展 さ せ て 、 自 己 抗 体 の 存 在 に 係 る 知 見 に 基 い て 、 肝 硬 変 お よ
び 肝 臓 癌 を 診 断 す る た め の 、 検 出 キ ッ ト と す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 目 的 は 、 SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 誘
導 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト ま た は そ の 変 異 型 も し く は こ れ ら の 組 み 合 わ せ あ る い は 該 ア ミ ノ
酸 配 列 に 対 す る 抗 体 の 何 れ か か ら 選 択 さ れ る 、 肝 硬 変 お よ び 肝 臓 癌 を 検 出 す る た め の バ イ
オ マ ー カ ー を 提 供 す る こ と に あ る 。
　 本 発 明 に よ れ ば 、 上 記 変 異 型 は 、 1種 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 、 該 バ イ オ マ ー カ ー の ア ミ ノ 酸
配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 と 置 換 し 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 削 除 し 、 そ こ に 挿 入 し 、 お よ び /ま
た は 付 加 す る こ と に よ り 得 ら れ 、 こ の 変 異 型 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 該 バ イ オ マ ー カ ー の ア ミ
ノ 酸 配 列 と は 、 80％ を 越 え る 配 列 相 同 性 を 持 つ 。
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ
の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト ま た は そ の 変 異 型 も し く は こ れ ら の 組 み 合 わ せ の 何 れ か か ら
選 択 さ れ る 、 一 組 の バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 、 肝 臓 疾 患 用 の 検 出 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 上 記 検 出 キ ッ ト は 、 更 に SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記 載
さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト ま た は そ の 変 異 型 の 何 れ か 1種
に 対 す る 抗 体 を 認 識 で き る 、 二 次 抗 体 を も 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 、 更 な る 目 的 は 、 肝 臓 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と に
あ り 、 こ の 方 法 は 、 試 料 (ま た は 検 体 )を 調 製 す る 工 程 ； SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記
載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト ま た は そ の 変 異 型 も し く は こ
れ ら の 組 み 合 わ せ の 何 れ か 1種 か ら 選 択 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー を 用 い て 、 該 試 料 中 の 自 己
抗 体 を 捕 獲 す る 工 程 ； お よ び 該 自 己 抗 体 を 検 出 す る 工 程 、 を 含 む 。
　 更 に 別 の 本 発 明 の 目 的 は 、 SEQ ID NO:1～ SEQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 何
れ か 一 つ に 対 す る 一 連 の 抗 体 を 含 む 、 肝 臓 疾 患 用 の 検 出 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 肝 臓 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 上 記 検 出 キ ッ ト を 使 用
す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ り 、 該 方 法 は 、 試 料 を 調 製 す る 工 程 ； SEQ ID NO:1～ SEQ ID 
NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 何 れ か 1種 に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て 、 該 試 料 中 の 抗 原 を
捕 獲 す る 工 程 ； お よ び 該 抗 体 -抗 原 錯 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 本 発 明 は 、 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 利 用 に 基 く も の で あ り 、 こ の 方 法 は 、 ま ず 正 常
な ヒ ト 、 肝 硬 変 患 者 お よ び 肝 癌 患 者 由 来 の 抗 体 各 々 を 精 製 す る 工 程 お よ び こ れ ら 抗 体 を 異
な る カ ラ ム 内 に 固 定 化 す る 工 程 ； 肝 臓 疾 患 関 連 細 胞 系 (HepG2 C3Aお よ び SNU-387)由 来 の 細
胞 抽 出 物 を 、 順 次 該 正 常 抗 体 カ ラ ム お よ び 患 者 抗 体 カ ラ ム に 通 し て 、 肝 硬 変 お よ び 肝 癌 と
関 連 す る 自 己 抗 原 を 得 る 工 程 ； こ れ ら の 自 己 抗 原 を 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ー ベ ン ト ア ッ セ イ
(ELISA)、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)ま た は 免 疫 蛍 光 と 組 み 合 わ せ た 、 バ イ オ マ ー カ ー キ
ッ ト と し て 使 用 し て 、 該 ス ク リ ー ニ ン グ し た 試 料 に お け る 該 自 己 抗 原 に 対 す る 自 己 抗 体 の
存 在 を 検 出 し 、 か つ こ の 検 出 結 果 に 基 い て 、 該 患 者 が 、 肝 硬 変 ま た は 肝 癌 に 罹 患 し て い る
か 否 か を 決 定 す る 工 程 を 含 む 。 こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー は 、 既 存 の 自 己 抗 体 に 基 い て 同 定
さ れ る の で 、 こ れ ら を 診 断 キ ッ ト に 発 展 さ せ 、 該 バ イ オ マ ー カ ー に 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在
に 基 い て 、 該 患 者 が 、 こ の よ う な 疾 患 に 罹 っ て い る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 方 法 は 、 該 抗 原 の 直 接 的 な ス ク リ ー ニ ン グ よ り も 著 し く 容 易 で あ り 、 か つ よ り 高 い
精 度 お よ び 感 度 を も た ら す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 肝 臓 疾 患 、 例 え ば 肝 硬 変 お よ び 肝 癌 の 検 出 に お い て 使 用 で き る 、 バ イ オ マ ー
カ ー を 同 定 す る た め の 、 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 利 用 に 関 す る 。 図 1に 示 す よ う な 、
該 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 以 下 の よ う な 諸 工 程 を 含 む ： ま ず 正 常 な ヒ ト お よ び 患 者
由 来 の 血 清 サ ン プ ル を 得 、 か つ 抗 体 を 捕 獲 し て 、 該 血 清 サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る 該 抗 体 を 精
製 す る こ と の で き る 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 、 該 各 サ ン プ ル を 通 す 工 程 ； 次 い で 、 得 ら
れ る 精 製 さ れ た 正 常 抗 体 お よ び 患 者 抗 体 各 々 を カ ラ ム に 充 填 し て 、 正 常 な ヒ ト 由 来 の 抗 体
を 含 む カ ラ ム (正 常 抗 体 カ ラ ム )お よ び 患 者 由 来 の 抗 体 を 含 む カ ラ ム (患 者 抗 体 カ ラ ム )を 得
る 工 程 、 こ こ で 抗 体 は 、 該 抗 体 と 該 カ ラ ム 内 の 化 学 的 な 官 能 基 と の 間 に 形 成 さ れ る 、 化 学
的 な 結 合 を 介 し て 固 定 化 さ れ る ； お よ び 疾 患 関 連 細 胞 系 ま た は 病 理 学 的 な 組 織 か ら の 抽 出
物 で あ り 得 る 、 サ ン プ ル を 得 る 工 程 。 こ こ で 、 上 記 血 清 サ ン プ ル は 、 単 一 の 患 者 の サ ン プ
ル ま た は 複 数 の 患 者 由 来 の 血 清 を 含 む 、 混 合 サ ン プ ル 何 れ で あ っ て も 良 い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の 手 順 を 継 続 す る た め に 、 疾 患 関 連 細 胞 系 ま た は 病 理 学 的 な 組 織 か ら の 抽 出 物 由 来 の
サ ン プ ル が 、 該 正 常 抗 体 カ ラ ム に 通 さ れ る 。 該 カ ラ ム で は 、 正 常 抗 体 の 特 異 的 な ア フ ィ ニ
テ ィ ー を 介 し て 、 非 -特 異 的 な 抗 原 が 捕 獲 さ れ 、 か つ 該 カ ラ ム 内 に 保 持 さ れ る 。 こ の 工 程
は 、 該 患 者 抗 体 カ ラ ム を 使 用 し て 、 該 サ ン プ ル 中 の 自 己 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 前 の 、
該 サ ン プ ル の 予 備 処 理 で あ る と 考 え る こ と が で き る 。 非 -特 異 的 な 抗 原 を 除 去 し た 後 、 該
サ ン プ ル は 、 特 異 的 な 抗 原 の み で 構 成 さ れ る こ と に な る 。 次 い で 、 該 サ ン プ ル を 、 患 者 抗
体 を 充 填 し た カ ラ ム に 通 し て 、 疾 患 関 連 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 非 -特 異 的 な 抗 原 が
、 正 常 血 清 抗 体 に よ っ て 除 去 さ れ て い る の で 、 患 者 の 抗 体 に よ り 同 定 さ れ る こ と に な る 該
自 己 抗 原 は 、 更 に 一 層 特 異 的 な も の と な る 。
　 最 後 に 、 該 患 者 抗 体 カ ラ ム か ら 置 換 さ れ た 自 己 抗 原 は 、 マ ス ス ペ ク ト ル 技 術 に よ る 測 定
に か け ら れ 、 こ の 測 定 手 順 で は 、 マ ス ス ペ ク ト ル 図 か ら の シ グ ナ ル と 、 デ ー タ ベ ー ス と の
比 較 を 行 っ て 、 該 自 己 抗 原 に 関 す る 情 報 を 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 肝 臓 疾 患 関 連 細 胞 系 内 の 自 己 抗 原 は 、 上 記 方 法 に 従 っ て 精 製 さ れ 、 か つ 同 定 さ れ る 。 こ
れ ら の 自 己 抗 原 が 、 患 者 血 清 中 の 抗 体 に よ っ て 同 定 さ れ た 場 合 に は 、 該 自 己 抗 原 ま た は そ
の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト も し く は 変 異 型 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 、 バ イ オ マ ー カ
ー と し て 利 用 し 、 か つ 検 出 用 キ ッ ト へ と 発 展 さ せ る こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ す べ き
検 体 に お け る 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、 該 患 者 が 肝 硬 変 ま た は 他 の 肝 臓 疾 患
に 罹 患 し て い る か 否 か を 、 決 定 す る こ と が で き る 。 バ イ オ マ ー カ ー に 加 え て 、 該 検 出 キ ッ
ト は 、 更 に 該 バ イ オ マ ー カ ー に 対 す る 自 己 抗 体 を 認 識 し て 、 こ の 検 出 法 の 適 用 を 容 易 に す
る こ と の で き る 、 二 次 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。
　 図 2に 示 し た よ う に 、 上 記 検 出 キ ッ ト を 利 用 す る こ の 方 法 は 、 以 下 の よ う な 諸 工 程 を 含
む ： 試 料 を 調 製 す る 工 程 ； お よ び バ イ オ マ ー カ ー を 使 用 し て 、 該 試 料 中 の 自 己 抗 体 を 検 出
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す る 工 程 。 該 バ イ オ マ ー カ ー は 、 該 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ
た 自 己 抗 原 ま た は そ の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト も し く は 変 異 型 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ
せ か ら 選 択 さ れ る 。 上 記 試 料 は 、 全 血 ま た は 血 清 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の 検 出 を 容 易 に す る た め に 、 上 記 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 任 意 の 形 状 で あ り 得 、 検 出 キ
ッ ト ま た は 基 板 上 に 予 め 固 定 化 し た も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 該 基 板 は 、 イ ム
ノ ア ッ セ イ プ レ ー ト ま た は バ イ オ チ ッ プ で あ り 得 る 。 該 バ イ オ マ ー カ ー に よ り 捕 獲 さ れ た
、 該 試 料 中 の 自 己 抗 体 を 、 該 二 次 抗 体 に よ っ て 認 識 し 、 か つ 吸 着 で き 、 該 二 次 抗 体 は 発 色
反 応 、 放 射 性 検 出 ま た は 蛍 光 検 出 用 の 、 特 殊 な 官 能 基 を 持 つ 、 変 性 さ れ た 抗 体 で あ る 。
　 自 己 抗 体 を 該 二 次 抗 体 に よ っ て 吸 着 し た 後 、 特 別 な 試 薬 を 添 加 し て 、 発 色 反 応 さ せ 、 ま
た 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ー ベ ン ト ア ッ セ イ (ELISA)を 利 用 し て 、 該 二 次 抗 体 の 存 在 を 決 定 し 、
そ の 結 果 か ら 、 該 患 者 が 肝 癌 ま た は 肝 硬 変 に 罹 っ て い る か 否 か を 決 定 す る た め の 基 礎 と し
て 、 該 自 己 抗 体 の 存 在 を 突 き 止 め る 。 該 二 次 抗 体 の 存 在 お よ び そ の 結 果 と し て の 該 自 己 抗
体 の 存 在 は 、 ま た ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)ま た は 免 疫 蛍 光 法 に よ り 決 定 す る こ と も 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 、 該 二 次 抗 体 を 含 ま な い 場 合 、 該 試 料 は 、 該 バ イ オ マ ー カ ー と
反 応 さ せ る 前 に 、 蛍 光 マ ー カ ー (例 え ば 、 cy3ま た は Cy5)で 標 識 す る こ と が で き る 。 該 バ イ
オ マ ー カ ー に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 、 こ の 蛍 光 -標 識 を 施 し た 自 己 抗 体 は 、 次 い で 該
二 次 抗 体 を 使 用 す る こ と 無 し に 、 蛍 光 ス キ ャ ナ ー に よ り 検 出 で き る 。
　 該 自 己 抗 体 存 在 の 検 出 に 加 え て 、 該 抗 原 の 検 出 も 、 患 者 が 肝 硬 変 ま た は 肝 臓 癌 に 罹 っ て
い る か 否 か を 決 定 す る た め の 基 礎 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め
に 、 本 発 明 は 抗 体 を 含 む 検 出 用 キ ッ ト を も 提 供 し 、 該 抗 体 は 、 肝 臓 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る た め の 、 該 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 同 定 さ れ た 自 己 抗 原 を 認 識 す る こ と が で
き る 。
　 肝 硬 変 ま た は 肝 癌 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 、 上 記 検 出 キ ッ ト を 使 用 す る 方 法 は 、 以
下 の 工 程 を 含 む ： 血 清 試 料 を 調 製 す る 工 程 ； 上 記 抗 体 を 用 い て 、 該 血 清 中 の 該 抗 原 を 認 識
し 、 か つ 捕 獲 す る 工 程 ； お よ び 生 成 す る 抗 体 -抗 原 錯 体 を 検 出 す る 工 程 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 利 点 は 、 更 に 実 際 の 例 を 示 す こ と に よ り 説 明 さ れ る が 、 以 下 の 実 施 例 に お け る
説 明 は 、 本 発 明 の 実 際 の 適 用 に 、 何 等 制 限 を 加 え る も の で は な い 。
実 施 例 1： 肝 臓 疾 患 に 罹 っ て い る 患 者 の 血 清 中 の 自 己 抗 体 を 用 い た 、 自 己 抗 原 の ス ク リ ー
ニ ン グ 、 該 血 清 サ ン プ ル 中 の 自 己 抗 体 の 精 製
　 ま ず 、 肝 硬 変 ま た は 肝 癌 に 罹 っ て い る 患 者 の 血 清 を 得 、 該 血 清 を 結 合 バ ッ フ ァ ー (20ｍ M
の PBS、 ｐ H 7.0)で 1:10の 割 合 に て 希 釈 し 、 次 い で 0.45μ mの メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ を 用 い て
、 こ の 希 釈 さ れ た 血 清 を 濾 過 し 、 後 の 段 階 に お け る カ ラ ム の 詰 ま り を 回 避 し 、 次 い で プ ロ
テ イ ン G(Protein G)ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 、 1ml/分 な る 流 速 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 10倍 量
の 上 記 結 合 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 次 に 該 濾 過 し た 血 清 サ ン プ ル を 、 0.2ml/分 な る 流 量 で 該
プ ロ テ イ ン Gア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 し て 、 そ の ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ り 該 抗 体 を 該 カ ラ
ム 内 に 保 持 し 、 再 度 該 プ ロ テ イ ン Gア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 、 1ml/分 な る 流 速 で 、 該 カ ラ
ム 体 積 の 5-10倍 量 の 上 記 結 合 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し て 、 該 血 清 サ ン プ ル 中 の 、 該 カ ラ ム と ア
フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 を 形 成 し な い 物 質 を 除 去 す る 。 1ml/分 な る 流 速 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 2-5
倍 量 の 溶 出 バ ッ フ ァ ー (0.1Mグ リ シ ン -HCl、 pH 2.7)を 用 い て 、 該 カ ラ ム か ら 抗 体 を 溶 出 し
、 予 め 60-200μ lの Tris-HCl溶 液 (1M、 pH 9.0)を 加 え た 試 験 管 に 、 該 溶 出 さ れ た 抗 体 を 集
め た 。 最 後 に 、 該 サ ン プ ル を 、 結 合 バ ッ フ ァ ー (0.2M NaHCO 3 、 0.5M NaCl、 pH 8.3)に 移 し
て 、 該 血 清 サ ン プ ル 中 の 自 己 抗 体 (IgG)の 精 製 を 完 了 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 各 々 1種 の 正 常 な IgGお よ び 患 者 IgGカ ラ ム を 必 要 と す る 。 従 っ て 、 正
常 な ヒ ト お よ び 患 者 由 来 の 血 清 を 得 、 こ れ ら を 上 記 の 精 製 段 階 に 掛 け る 必 要 が あ る 。
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自 己 抗 体 を 含 む カ ラ ム の 調 製
　 酸 性 化 溶 液 (1mM HCl、 氷 浴 内 )1滴 を 、 ピ ペ ッ ト で NHS-活 性 化 カ ラ ム に 滴 下 し 、 泡 の 生 成
を 阻 止 す る 。 こ の カ ラ ム の 上 端 部 に 注 射 器 ま た は ポ ン プ を 接 続 し た 後 、 該 カ ラ ム の 底 部 に
お け る ア ダ プ タ を 取 外 す 。 該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 量 の 該 酸 性 化 溶 液 で 、 該 カ ラ ム 内 の イ ソ プ
ロ パ ノ ー ル を 洗 い 流 す 。 こ の 洗 浄 段 階 を 3回 繰 り 返 し た 後 、 自 己 抗 体 を 含 む 該 サ ン プ ル を
、 該 カ ラ ム に 注 入 す る 。 精 製 さ れ た 自 己 抗 体 を 含 む 上 記 結 合 バ ッ フ ァ ー を 、 該 カ ラ ム 体 積
と 等 価 な 体 積 お よ び 0.5-10mg/mlな る 濃 度 を 持 つ 溶 液 と し た 。 自 己 抗 体 を 含 む 上 記 サ ン プ
ル を 、 該 カ ラ ム に 通 し た 後 に 、 こ の カ ラ ム を 封 止 し 、 か つ こ の 反 応 を 25℃ に て 15-30分 間
、 ま た は 4℃ に て 4時 間 に 渡 り 行 っ て 、 化 学 結 合 に よ り 、 該 抗 体 を 該 カ ラ ム に 固 定 化 さ せ た
。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 該 自 己 抗 体 と 該 カ ラ ム と を 結 合 さ せ た 後 、 該 カ ラ ム を 、 そ の 体 積 の 2倍 量 の 、 遮 断 バ ッ
フ ァ ー (0.5Mの エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 0.5Mの NaCl、 pH 8.3)で 溶 出 し 、 こ れ ら 段 階 を 3回 繰 り
返 し た 。 次 に 、 こ の カ ラ ム を 、 そ の 体 積 の 2倍 量 の 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (0.1Mの ア セ テ ー ト 、
0.5Mの NaCl、 pH 4)で 洗 浄 し 、 同 様 に こ れ ら 段 階 を 3回 繰 り 返 し た 。 再 度 、 各 々 該 カ ラ ム 体
積 の 2倍 量 の 、 上 記 遮 断 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 、 該 カ ラ ム を 3回 溶 出 し 、 次 に こ の カ ラ ム を 15
-30分 間 反 応 さ せ て 、 自 己 抗 体 と 結 合 し な い 、 該 カ ラ ム 内 の 官 能 基 を 遮 断 し 、 か つ 不 活 性
化 し た 。 こ の 遮 断 反 応 の 完 了 後 、 各 々 該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 量 の 、 上 記 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 用
い て 、 該 カ ラ ム を 3回 洗 浄 し 、 次 に 該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 量 の 、 上 記 遮 断 バ ッ フ ァ ー を 用 い て
、 該 カ ラ ム を 3回 溶 出 し て 、 自 己 抗 体 と 結 合 し な い 全 て の 官 能 基 を 、 確 実 に 遮 断 し た 。 再
度 、 各 々 該 カ ラ ム 体 積 の 2倍 量 の 、 上 記 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 、 該 カ ラ ム を 3回 洗 浄 し た
。 最 後 に 、 該 カ ラ ム 体 積 の 2-5倍 量 の 、 中 性 pHを 持 つ バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し て 、 該 自 己 抗 体
を 充 填 し た カ ラ ム の 調 製 を 完 了 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
肝 臓 疾 患 関 連 細 胞 系 の 抽 出 物 由 来 の 、 自 己 抗 原 の 同 定
　 ま ず 、 培 地 を 除 去 し た 、 2.68mgの HepG2 C3A細 胞 を 、 氷 浴 で 処 理 し た Trisの 塩 溶 液 (50mM
 Tris、 pH 7.5、 150mM NaCl、 1.5mM PMSF、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 阻 害 剤 )で 2度 洗 浄 し 、 次 い で 1
mlの ト ラ イ ト ン (Triton)抽 出 液 (15mM Tris、 pH 7.5、 120mM NaCl、 25mM KCl、 2mM EGTA、
0.1mM DTT、 0.5% Triton X-100、 10μ g/mlの ロ イ ペ プ チ ン 、 0.5mM PMSF、 お よ び ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 阻 害 剤 )に 添 加 し 、 4℃ に て 30分 間 放 置 し た 。 こ の 時 点 で 、 細 胞 は 分 解 し 、 か つ タ ン
パ ク 質 を 遊 離 し 始 め た 。 こ の 溶 液 を 、 4℃ に て 15分 間 、 (テ ー ブ ル ト ッ プ 式 遠 心 機 で )14,00
0rpmに て 遠 心 分 離 処 理 し て 、 固 形 分 、 不 溶 性 細 胞 構 成 物 を 除 去 し た 。 そ の 上 澄 み を 集 め て
、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 回 収 し た 細 胞 抽 出 物 を 、 1:10の 割 合 で 、 上 記 結 合 バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し 、 0.45μ mの メ ン
ブ ラ ン フ ィ ル タ に 通 し て 、 後 の 段 階 に お け る 該 カ ラ ム の 閉 塞 を 防 止 し た 。 該 サ ン プ ル を 、
該 IgGカ ラ ム に 注 入 す る 前 に 、 1ml/分 な る 流 速 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 10倍 量 の 上 記 結 合 バ ッ
フ ァ ー で 、 該 正 常 お よ び 患 者 抗 体 カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 次 い で 、 濾 過 し た 細 胞 抽 出 物 を 、 0.
2ml/分 な る 流 速 で 、 該 正 常 抗 体 カ ラ ム に 通 し た 。 該 正 常 抗 体 カ ラ ム を 、 1ml/分 な る 流 速 で
、 該 カ ラ ム 体 積 の 5-10倍 量 の 結 合 バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し た 。 こ の 時 点 に お い て 、 該 正 常 抗 体
に よ り 同 定 さ れ 、 か つ 捕 獲 さ れ た 、 該 細 胞 抽 出 物 中 の 抗 原 は 、 該 カ ラ ム 内 に 保 持 さ れ る は
ず で あ る 。 こ の 段 階 の 目 的 は 、 該 HepG2 C3A細 胞 内 の 非 -特 異 的 な 抗 原 を 除 去 す る こ と で あ
る 。 結 果 と し て 、 該 カ ラ ム を 通 過 す る 該 細 胞 抽 出 物 は 、 非 -特 異 的 な 抗 原 を 含 ま な い 。 得
ら れ た 細 胞 抽 出 物 を 、 該 患 者 抗 体 カ ラ ム に 注 入 し た 。 こ の カ ラ ム を 、 1ml/分 な る 流 速 で 、
該 カ ラ ム 体 積 の 5-10倍 量 の 結 合 バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し た 。 こ の 時 点 に お い て 、 該 細 胞 抽 出 物
中 に 存 在 す る 自 己 抗 原 は 、 該 患 者 由 来 の 自 己 抗 体 に よ り 捕 獲 さ れ 、 か つ 該 カ ラ ム 内 に 保 持
さ れ る で あ ろ う 。 該 細 胞 抽 出 物 を 該 正 常 抗 体 カ ラ ム に 通 し た 場 合 、 該 正 常 抗 体 に よ り 捕 獲
さ れ る 抗 原 は 、 該 カ ラ ム 内 に 保 持 さ れ 、 一 方 抗 原 を 含 ま な い 細 胞 抽 出 物 は 、 該 正 常 抗 体 に
よ り 同 定 し 、 か つ 捕 獲 す る こ と が で き 、 該 患 者 抗 体 に よ り 同 定 し 、 か つ 捕 獲 で き る 抗 原 の
み が 、 該 カ ラ ム に 保 持 さ れ る で あ ろ う 。 該 患 者 抗 体 カ ラ ム 内 に 保 持 さ れ た 抗 原 を 、 1ml/分
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な る 流 速 で 、 該 カ ラ ム 体 積 の 2-5倍 量 の 溶 出 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 溶 出 し 、 か つ 捕 集 し た 。
該 カ ラ ム を 通 過 し た 部 分 を 、 ト リ プ シ ン を 用 い て タ ン パ ク 加 水 分 解 に か け 、 得 ら れ た ペ プ
チ ド を マ ス ス ペ ク ト ル 技 術 を 利 用 し て 検 定 し た 。 得 ら れ た ス ペ ク ト ル 図 を 、 デ ー タ ベ ー ス
と 比 較 し て 、 該 タ ン パ ク に 関 す る 情 報 を 得 た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 肝 臓 疾 患 関 連 細 胞 系 を 、 肝 硬 変 ま た は 肝 癌 に 罹 っ て い る 患 者 の 血 清 中 の 自 己 抗 体 に よ っ
て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 以 下 の 自 己 抗 原 を 得 た ：
1. ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ェ ー ト キ ナ ー ゼ (gi|1421609, SEQ ID NO:1)
2. NM23タ ン パ ク (gi|35068, SEQ ID NO:2)
3. ATPシ ン タ ー ゼ β -鎖 、 ミ ト コ ン ド リ ア [プ リ カ ー サ ] (gi|28940, SEQ ID NO:3)
4. 14-3-3ζ -タ ン パ ク (チ ロ シ ン 3/ト リ プ ト フ ァ ン 5-モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 活 性 化 タ ン パ ク )
 (gi|4507953, SEQ ID NO:4)
5. 14-3-3ε -タ ン パ ク (チ ロ シ ン 3/ト リ プ ト フ ァ ン 5-モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 活 性 化 タ ン パ ク )
 (gi|4507953, SEQ ID NO:5)
6. タ ン パ ク ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ -関 連 タ ン パ ク 5(gi|1710248, SEQ ID NO:6)
7. 命 名 さ れ て い な い タ ン パ ク 製 品 (gi|21750187, SEQ ID NO:7)
8. ト ロ ポ ミ オ シ ン α 3 (gi|37403, SEQ ID NO:8)
9. ト リ ポ ミ オ シ ン (trypomyosin)α 4 (gi|10435300, SEQ ID NO:9)
10. カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン プ リ カ ー サ (gi|4757900, SEQ ID NO:10)
11. ヒ ト プ レ -mRNAス プ ラ イ シ ン グ 因 子 SF2p32 (gi|338043, SEQ ID NO:11)
【 ０ ０ １ ９ 】
12. 腫 瘍 壊 死 因 子 タ イ プ Iレ セ プ タ 関 連 タ ン パ ク TRAP-1 (gi|1082886, SEQ ID NO:12)
13. 腫 瘍 拒 絶 抗 原 (gp96) 1; グ ル コ ー ス 調 節 タ ン パ ク (gi|4507677, SEQ ID NO:13)
14. 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 90-β (gi|72222, SEQ ID NO:14)
15. 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 90-α  (gi|123678, SEQ ID NO:15)
16. 熱 シ ョ ッ ク 60kDaタ ン パ ク 質  1 (gi|31542947, SEQ ID NO:16)
17. HMG-1 (gi|968888, SEQ ID NO:17)
18. KIAA0144遺 伝 子 生 成 物 (NICE-4タ ン パ ク 質 ) (gi|13111995, SEQ ID NO:18)
19. バ ロ シ ン (Valosin)含 有 タ ン パ ク 質 (p97); 転 移 性 小 胞 体 ATPア ー ゼ  (gi|6005942, SEQ
 ID NO:19)
20. グ リ セ ロ ア ル デ ヒ ド 3-ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 肝 臓 (gi|30157565, SEQ ID N
O:20)
21. サ イ ト ケ ラ チ ン (gi|1419564, SEQ ID NO:21)
22. IGF-II mRNA-結 合 タ ン パ ク 質  1 (gi|4191608, SEQ ID NO:22)
23. NADPH: キ ノ ン レ ダ ク タ ー ゼ (gi|13236495, SEQ ID NO:23)
24. ヒ ト コ -シ ャ ペ ロ ン P23の 結 晶 構 造 (hsp-90コ -シ ャ ペ ロ ン ) (gi|9257073, SEQ ID NO:2
4)
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 肝 臓 疾 患 関 連 細 胞 系 由 来 の 抗 体 で 同 定 し た 自 己 抗 原 を 以 下 の 表 1に 示 す 。 表 1の 左 側 に は
、 GI番 号 お よ び そ の タ ン パ ク 質 名 を 、 お よ び そ の 右 側 に は 、 肝 硬 変 ま た は 肝 癌 に 罹 っ て い
る 患 者 の 血 清 を 用 い て 、 細 胞 系 か ら 同 定 で き る 自 己 抗 原 を 示 す 。 示 さ れ た よ う に 、 こ れ ら
の 自 己 抗 原 は 、 単 一 の 肝 臓 疾 患 に お い て の み 存 在 す る の で は な く 、 こ れ ら は 繰 返 し 、 起 源
を 異 に す る 血 清 中 の 自 己 抗 体 を 用 い て 、 様 々 な 細 胞 系 に お い て 同 定 さ れ て お り 、 こ の こ と
は 肝 臓 疾 患 と の 密 接 な 相 関 関 係 の 存 在 を 示 し て い る 。 表 1に 掲 載 し た タ ン パ ク 質 の 幾 つ か
は 、 2つ の GI番 号 を 持 つ 。 こ れ は 、 該 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 変 異 型 が 、 マ ス ス ペ ク ト ル に
お い て 同 様 な 結 果 を 示 す か ら で あ る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
実 施 例 2： 上 記 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 同 定 さ れ る 自 己 抗 原 の 入 手 性 の 測 定
　 実 施 例 1で 同 定 さ れ た 24種 の 自 己 抗 原 の 入 手 性 を 立 証 す る た め に 、 正 常 な ヒ ト 、 肝 硬 変
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患 者 お よ び 肝 癌 患 者 由 来 の 血 清 サ ン プ ル に 関 す る ア ッ セ イ を 、 イ ム ノ ア ッ セ イ (ELISA、 RI
Aま た は 免 疫 蛍 光 法 )お よ び 上 記 24種 の バ イ オ マ ー カ ー を 使 用 し て 、 実 施 し た 。 こ の ア ッ セ
イ 法 は 、 図 2に 示 す よ う に 、 以 下 に 説 明 す る 段 階 を 含 む 。 試 料 を 調 製 す る 工 程 ； SEQ ID NO
:1～ SEQ ID NO:24に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 誘 導 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト ま た は
そ の 変 異 型 も し く は こ れ ら の 組 み 合 わ せ の 何 れ か 1種 か ら 選 択 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー を 用
い て 、 該 試 料 中 の 自 己 抗 体 を 捕 獲 す る 工 程 ； お よ び 該 自 己 抗 体 を 検 出 す る 工 程 。
　 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ー ベ ン ト ア ッ セ イ (ELISA)の 例 に お い て は 、 以 下 の 段 階 を 採 用 す る ：
ま ず 、 該 バ イ オ マ ー カ ー を 被 覆 バ ッ フ ァ ー (a. 50mMの Na 2 HCO 3 , pH=9.6;ま た は b. 20mMの T
ris-HCl, pH=8.5;ま た は c. 10mMの PBS, pH=7.4か ら 選 択 )で 、 0.5～ 10μ g/mlな る 濃 度 ま で
希 釈 し 、 こ こ で 該 被 覆 バ ッ フ ァ ー は 、 該 バ イ オ マ ー カ ー の PI値 に 従 っ て 選 択 さ れ 、 好 ま し
く は pIよ り も 高 い pH1～ 2を 持 つ バ ッ フ ァ ー を 選 択 す る 。 100μ l/ウ エ ル の バ イ オ マ ー カ ー
液 を ELISAプ レ ー ト に 添 加 し 、 4℃ に て 一 夜 こ れ を 放 置 し て 、 固 定 化 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 手 順 を 継 続 す る た め に 、 該 プ レ ー ト を 、 PBSTバ ッ フ ァ ー (PBSTバ ッ フ ァ ー ： PSBバ ッ フ ァ
ー +0.05％ Tween-20)で 2回 洗 浄 す る こ と に よ り 、 未 結 合 の バ イ オ マ ー カ ー を 除 去 し 、 次 い
で 200μ l/ウ エ ル の 遮 断 バ ッ フ ァ ー (a. ゼ ラ チ ン -NET: 0.5%ゼ ラ チ ン 、 0.15Mの NaCl、 5mM
の EDTA・ 2Na、 0.05％ の Tween-20、 50mMの Tris塩 基 、 ま た は b. 1% BSA-PBS, pH=7.4、 ま た
は c. 5%の 脱 脂 ミ ル ク -PBS、 pH=7.4か ら 選 択 )を 添 加 し 、 周 囲 温 度 下 で 、 少 な く と も 2時 間
遮 断 反 応 を 行 い ； こ の 反 応 の 完 了 後 、 PBSTバ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し 、 100μ l/ウ エ ル の 血 清
溶 液 を ア ッ セ イ に 供 し た (血 清 溶 液 は 、 該 血 清 サ ン プ ル を 、 該 遮 断 バ ッ フ ァ ー で 1000倍 に
希 釈 す る こ と に よ り 得 た )。 こ の 時 点 に お い て 、 該 血 清 中 の 自 己 抗 体 は 、 固 定 化 し た バ イ
オ マ ー カ ー と 反 応 す る で あ ろ う 。 周 囲 温 度 で の 少 な く と も 2時 間 の 反 応 の 後 、 該 プ レ ー ト
を PBSTバ ッ フ ァ ー で 4回 洗 浄 し 、 次 に 100μ l/ウ エ ル の 二 次 抗 体 (該 遮 断 バ ッ フ ァ ー で 5000
倍 に 稀 釈 )を 添 加 し た 。 こ の 時 点 で 、 該 二 次 抗 体 は 、 該 自 己 抗 体 を 認 識 し 、 か つ 吸 着 す る
で あ ろ う 。 周 囲 温 度 で の 少 な く と も 1時 間 の 反 応 の 後 、 該 プ レ ー ト を PBSTバ ッ フ ァ ー で 5回
洗 浄 し た 。 次 い で 、 100μ l/ウ エ ル の TMBを 添 加 し 、 30分 間 に 渡 り 発 色 反 応 を 誘 発 さ せ た 。
そ の 後 、 100μ l/ウ エ ル の 0.5M H 2 SO 4 を 添 加 し 、 ま た 450nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 該 自 己 抗 体 の 発 現 を 、 肝 硬 変 お よ び /ま た は 肝 癌 の 診 断 に お い て 、 確 実 に 使 用 可 能 と す
る た め に 、 ELISAを 使 用 し て 、 夫 々 の 自 己 抗 原 に よ っ て 同 定 さ れ た 如 き 、 正 常 な ヒ ト 、 肝
硬 変 患 者 お よ び 肝 癌 患 者 由 来 の 血 清 中 の 自 己 抗 体 の 吸 光 度 値 を 得 る 。 5種 の タ ン パ ク 質 、
即 ち GADPH、 NADPH、 HMG-1、 NM23お よ び サ イ ト ケ ラ チ ン か ら 導 か れ た デ ー タ を 、 生 物 統 計
学 的 解 析 お よ び ウ イ ル コ ク ソ ン /マ ン /ホ イ ッ ト ニ ー テ ス ト (Wilcoxon-Mann-Whitney Test)
に 掛 け た 。 以 下 の 表 に 示 す よ う に 、 95％ の 信 頼 度 で 、 以 下 の よ う な 結 果 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
正 常 な ヒ ト ： N=10； 肝 硬 変 患 者 ： N=15； 肝 癌 患 者 ： N=21(p<0.05な る 仮 説 は 妥 当 で あ る )。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 正 常 な ヒ ト 、 肝 硬 変 患 者 お よ び 肝 癌 患 者 に お け る バ イ オ マ ー カ ー に よ り 検 出 さ れ る 自 己
抗 体 の 発 現 間 に は 差 異 が あ る も の と 仮 定 す る と 、 上 記 表 は 、 こ の よ う な 仮 定 が 、 正 常 な ヒ
ト vs.肝 硬 変 患 者 お よ び 正 常 な ヒ ト vs. 肝 癌 患 者 に お い て 妥 当 で あ る こ と を 示 し て お り 、
こ の こ と は 、 正 常 な ヒ ト と 肝 硬 変 患 者 と の 間 お よ び 正 常 な ヒ ト と 肝 癌 患 者 と の 間 に お い て
見 ら れ る 、 バ イ オ マ ー カ ー に よ り 検 出 さ れ る 自 己 抗 体 の 発 現 レ ベ ル に お け る 差 が 、 統 計 的
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に 有 意 で あ る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 統 計 処 理 は 、 正 常 な ヒ ト お よ び 肝 硬 変 患 者 に お け る 、 GADPH-検 出 自 己 抗 体 の 発 現 レ ベ ル
が 、 8.375倍 異 な っ て お り 、 一 方 正 常 な ヒ ト お よ び 肝 癌 患 者 に お け る そ れ は 、 4.86倍 異 な
っ て い る こ と を 示 し 、 ま た 正 常 な ヒ ト お よ び 肝 硬 変 患 者 に お け る 、 HMG-1-検 出 自 己 抗 体 の
発 現 レ ベ ル は 、 74倍 異 な っ て お り 、 か つ 正 常 な ヒ ト お よ び 肝 硬 変 患 者 に お け る 、 NM23-検
出 自 己 抗 体 の 発 現 レ ベ ル は 、 24倍 異 な っ て お り 、 一 方 で 正 常 な ヒ ト お よ び 肝 癌 患 者 に お け
る そ れ は 、 8.545倍 異 な っ て い る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 こ こ に 与 え ら れ た 2
4種 の 自 己 抗 原 に よ っ て 検 出 さ れ る よ う な 、 肝 硬 変 お よ び 肝 臓 癌 患 者 の 、 抗 体 発 現 レ ベ ル
が 、 正 常 な ヒ ト に お け る こ れ ら の 値 よ り も 高 い こ と を 証 明 し て い る 。 従 っ て 、 イ ム ノ ア ッ
セ イ と 組 み 合 わ せ た 、 こ れ ら 24種 の 自 己 抗 原 を 使 用 す る 検 出 キ ッ ト は 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ
れ る 検 体 に お け る 自 己 抗 体 の 発 現 レ ベ ル に 基 い て 、 肝 硬 変 お よ び 肝 癌 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と を 可 能 と す る 。
　 上 記 の よ う な 好 ま し い 本 発 明 の 態 様 は 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 味 す る も の で は な い
。 本 発 明 の 精 神 お よ び 添 付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と 無 し に 、 当 業 者 に よ っ て な
し 得 る あ ら ゆ る 改 良 並 び に 変 更 は 、 本 発 明 の 保 護 さ れ る べ き 範 囲 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に
入 る は ず で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に よ る 自 己 抗 原 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 工 程 系 統 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 に よ り 、 自 己 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 、 バ イ オ マ ー カ ー の 利 用 に
関 す る 工 程 系 統 図 で あ る 。
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摘要(译)

要解决的问题：为肝脏疾病提供生物标志物及其使用方法。 解决方案：
选自SEQ ID NO：1至SEQ ID NO：24中描述的氨基酸序列或其衍生物
或片段或其变体，其组合或针对氨基酸序列的抗体的肝病生物标志物。
一种用于肝病的检测试剂盒，其特征在于包含所述生物标志物。准备样
品;使用生物标记物鉴定和捕获样品中的自身抗体;并检测自身抗体。 
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