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(54)【発明の名称】 グルテン過敏性腸疾患と他の自己免疫疾患の診断

(57)【要約】
サンプルを採取すること、およびヒト組織トランスグル
タミナーゼ、組織特異的トランスグルタミナーゼまたは
その他のトランスグルタミナーゼに対する抗体について
このサンプルを試験することを含む、グルテン過敏性腸
疾患タイプ自己免疫疾患またはグルタン過敏性腸疾患を
伴う自己免疫疾患の診断のための方法。この方法により
、不妊症、流産のリスク増加あるいは胎児成長低下に関
連している自己免疫疾患だけではなく、とりわけ疱疹状
皮膚炎すなわちデューリング病、クローン病、アジソン
病、ＡＩ溶血性貧血、ＡＩ血小板減少紫斑病、ＡＩ甲状
腺疾患、萎縮性胃炎－悪性貧血、ＩｇＡ腎症あるいはＩ
ｇＡ糸球体腎炎、重症筋無力症、部分リポジストロフィ
ー、多発性筋炎、原発性胆汁性肝硬変、原発性硬化性胆
管炎、再発性心膜炎、再燃性多発性軟骨炎、リウマチ様
関節炎、サルコイドーシス、シェーグレン症候群、全身
性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、脾臓萎縮、タイプＩ（
インスリン依存性）糖尿病、その他のタイプの糖尿病、
潰瘍性大腸炎、脈管炎（全身性脈管炎と皮膚血管炎の両
方）など、腹腔疾患以外の自己免疫疾患を、診断し鑑別
することができることが見い出された。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  サンプルを採取するステップ、および、ヒト組織トランスグ

ルタミナーゼと少なくとも１つの他のトランスグルタミナーゼ分子とに対する抗

体について前記サンプルを試験するステップ、を含む、グルテン過敏性腸疾患タ

イプ自己免疫疾患またはグルテン過敏性腸疾患を伴う自己免疫疾患の診断のため

の方法。

    【請求項２】  前記自己免疫疾患が疱疹状皮膚炎、デューリング病である請

求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記自己免疫疾患がアジソン病、ＡＩ溶血性貧血、ＡＩ血小

板減少紫斑病、ＡＩ甲状腺疾患、萎縮性胃炎－悪性貧血、クローン病、多発性潰

瘍性大腸炎、グッドパスチャー症候群、ＩｇＡ腎症あるいはＩｇＡ糸球体腎炎、

重症筋無力症、部分リポジストロフィー、多発性筋炎、原発性胆汁性肝硬変、原

発性硬化性胆管炎、進行性全身性硬化症、再発性心膜炎、再燃性多発性軟骨炎、

リウマチ様関節炎、リウマチ、サルコイドーシス、シェーグレン症候群、全身性

エリテマトーデス（ＳＬＥ）、脾臓萎縮、タイプＩ（インスリン依存性）糖尿病

、その他のタイプの糖尿病、ヴェーゲナー肉芽腫症、潰瘍性大腸炎、脈管炎（全

身性脈管炎と皮膚血管炎の両方）、白斑から選択される請求項１に記載の方法。

    【請求項４】  前記自己免疫疾患が、不妊症と、流産のリスク増加と、胎児

成長低下に関連している請求項１に記載の方法。

    【請求項５】  トランスグルタミナーゼに対する抗体の検出ステップを含む

自己免疫疾患の鑑別診断のための比較タンパク質結合測定方法であって、前記タ

ンパク質結合測定法は抗原としての組換えヒト組織トランスグルタミナーゼを含

むことを特徴とする前記測定方法。

    【請求項６】  組織特異的トランスグルタミナーゼをさらに含む、請求項５

に記載の比較タンパク質結合測定法。

    【請求項７】  前記トランスグルタミナーゼがＦＸＩＩＩＡと、ＴＧｋと、

ＴＧｅと、ＴＧｘと、バンド４．２から選択される請求項６に記載の比較タンパ

ク質結合測定方法。

    【請求項８】  抗原としての他のいずれかのトランスグルタミナーゼをさら
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に含む、前出の請求項５または６のいずれかに記載の比較タンパク質結合測定方

法。

    【請求項９】  異なる種から得られるトランスグルタミナーゼを含む、請求

項８に記載の比較タンパク質結合測定方法。

    【請求項１０】  前記トランスグルタミナーゼが組換え融合タンパク質ある

いはその断片である請求項８に記載の比較タンパク質結合測定方法。

    【請求項１１】  前記結合測定方法がＲＩＡと、ＥＩＡ／ＥＬＩＳＡと、Ｌ

ｉＡと、ＦｉＡとから選択される免疫測定法である前出の請求項５～１０のいず

れか一項に記載の比較タンパク質結合測定方法。

    【請求項１２】  前記結合測定方法が、ＩＲＭＡと、ＩＥＭＡ／ＥＵＡと、

ＩＬＭＡ（免疫発光測定法）と、ＩＦＭＡ（免疫蛍光測定法）とから選択される

サンドイッチ免疫測定法である前出の請求項５～１１のいずれか一項に記載の比

較タンパク質結合測定方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （技術分野）

  本発明はトランスグルタミナーゼに対する抗体の検出を含むグルテン過敏性腸

疾患と他の自己免疫疾患の診断に関する。

      【０００２】

    （背景技術）

  グルテン過敏性腸疾患（ＧＳＥ）は、小児や成人の両方に生じる、自己免疫起

源のよくある慢性小腸障害である。他のシリアル食品にも存在する小麦グルテン

により起こり、また維持される。グルテン過敏性腸疾患の臨床発現は典型的には

セリアック病（ＣＤ）である。しかし、人によっては、乳頭真皮の顆粒状ＩｇＡ

染色により特徴付けられる疱疹状皮膚炎（ＤＨ）、水疱性の自己免疫性皮膚疾患

を伴う。グルテン過敏性腸疾患のこれら両方の形態とも同じ遺伝的バックグラウ

ンドを有し、ＨＬＡクラスＩＩ抗原ＤＱ２、ＤＲ３、およびＨＬＡ－Ａ１、－Ｂ

８、－ＤＲ３のハプロタイプと関連している。グルテンを経口摂取し、遺伝子素

因が存在すると、Ｔ－細胞を介する自己免疫反応が小腸でまず発現し、リンパ性

浸潤、後に縮小、その後再吸収障害につながる絨毛全体の萎縮を引き起こす（Ｍ

ａｒｓｈ  ＭＮら、Ｂａｉｌｌｉｅｒｅ  Ｃｌｉｎ  Ｇａｓｔｒ  １９９５．  

９：２７３－２９４）。しかし、完全にグルテン抜きの食事で、病理学的変化が

まったく消え、形態学上正常となり、また機能は回復する。

      【０００３】

  グルテン過敏性腸疾患の診断は、空腸生検にみられる特徴的な組織学的変化（

絨毛萎縮、上皮内リンパ球増加症、陰窩過形成）、その後にグルテン抜きの食事

後の粘膜再生と、その後のグルテン試食時の再発に基づくものである。しかし、

血清学的試験は、より侵襲性が低くまた安価な代替法を提供するので、グルテン

過敏性腸疾患の診断において有用であろう。血清学的試験は、筋内膜抗原、レチ

クリン、あるいはグリアジンに対するＩｇＡ抗体を検出する。ＩｇＡクラス筋内

膜抗体（ＥＭＡ）試験は、ＩｇＡクラス抗レチクリン抗体とＩｇＡクラス抗グリ

アジン抗体試験に比較した場合は、その高度の感受性と特異性のため、選択され
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るべき血清学的方法と考えられる。ＥＭＡは未治療の疱疹状皮膚炎患者の６０～

７０％でみつかり、セリアック病患者ではほとんど全員でみつかっている。しか

し、ＥＭＡ試験は、絶滅の危機に瀕している類人猿から採取した食道切片上で実

施され、労力と時間を浪費し、またボーダーラインケースでは主観的なものとな

る。

      【０００４】

  組織トランスグルタミナーゼ（ＴＧｃ、ＥＣ  ２．３．２．１３）はさらに、

セリアック病の主要な、あるいは唯一の筋内膜自己抗原として同定されている（

Ｄｉｅｔｅｒｉｃｈ  Ｗら、Ｎａｔｕｒｅ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  １９９７，  ３

  （７）：  ７９７－８０１）。セリアック病に対するＥＬＩＳＡ  試験は市販

されていて入手可能なモルモットＴＧｃに基づいて生産されてきた。モルモット

とヒトＴＧｃの間でのアミノ酸配列識別は８２．８％であり、この試験は、９０

％以上の高度感受性と特異性を示している（Ｉｋｕｒａ  Ｋら、Ｂｉｏｃｈｅｉ

ｓｔｒｙ  １９８８；  ２７：２８９８－９０５；  Ｇｅｎｔｉｌｅ  Ｖら、Ｊ

．  Ｂｉｏｌ．  Ｃｈｅｍ．  １９９１；  ２６６：  ４７８－８３；  Ｄｉｅ

ｔｒｉｃｈ  Ｗら、Ｇｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ  １９８８；  １１５：  

１３１７－２１；  Ｓｕｌｋａｎｅｎ  Ｓら、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇ

ｙ  １９９８；  １１５：１３２２－８）。

      【０００５】

    （発明の目的）

  本発明の目的は、グルテン過敏性腸疾患に対する改善された測定方法を提供し

、また特に、グルテン過敏性腸疾患タイプの自己免疫疾患、グルテン過敏性腸疾

患を伴う自己免疫疾患および一見非活性の潜在的なグルテン過敏性腸疾患の鑑別

診断を可能にする抗体結合測定方法を提供する。

      【０００６】

    （本発明の簡単な説明）

  この目的は、グルテン過敏性腸疾患（ＧＳＥ）、グルテン過敏性疾患タイプの

自己免疫疾患、ならびにトランスグルタミナーゼに対するＩｇＡおよびＩｇＧに

関連した自己免疫疾患のグループについての、組換えヒト組織トランスグルタミ
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ナーゼおよび他のトランスグルタミナーゼに基づく比較タンパク質結合測定法を

提供することにより、達成された。本発明の１つの好適な実施態様は、ヒト組織

トランスグルタミナーゼと結合パートナーとしてのその他のトランスグルタミナ

ーゼから成る多重タンパク質結合測定法に関する。本発明の１つのさらに好適な

実施態様は、異なる組織および種から分離あるいはクローン化されたトランスグ

ルタミナーゼから成るタンパク質結合測定法に関する。

      【０００７】

  本発明のもう１つの態様は、ヒト組織ＴＧｃと、モルモットＴＧｃあるいはそ

の他のトランスグルタミナーゼタンパク質ファミリーのその他のメンバーなどの

その他のトランスグルタミナーゼに基づく多重タンパク質結合測定法に関する。

多重あるいは比較タンパク質結合測定法は、その診断が、抗原として少なくとも

２つ、好適には、３つあるいはそれ以上の異なるトランスグルタミナーゼ分子を

基礎として行われることを意味する。

      【０００８】

  本発明および好適なその変更例は請求項１および５に開示されている。好適な

その実施態様はその従属請求項に記載されている。

      【０００９】

  本発明は、サンプルを採取するステップ、および組織トランスグルタミナーゼ

および少なくとも一つの他のトランスグルタミナーゼに対する抗体について前記

サンプルを試験するステップ、を含む、グルテン過敏性腸疾患タイプの自己免疫

疾患またはグルテン過敏性疾患を伴う自己免疫疾患の診断方法を提供する。好適

な実施態様では、その自己免疫疾患は、疱疹状皮膚炎、デューリング病であり、

あるいは、アジソン病、ＡＩ（ＡＩ－自己免疫）溶血性貧血、ＡＩ血小板減少紫

斑病、ＡＩ甲状腺疾患、ＩＤＤＭ、脱毛症、萎縮性胃炎－悪性貧血、クローン病

、副腎機能低下症、性機能低下症、脾機能低下症、クリオグロブリン血症、多発

性潰瘍性大腸炎、グッドパスチャー症候群、グルテン誘発失調症、ＩｇＡ腎症あ

るいはＩｇＡ糸球体腎炎、重症筋無力症、部分リポジストロフィー、多発性筋炎

、原発性胆汁性肝硬変、原発性硬化性胆管炎、進行性全身性硬化症、口腔内アフ

タ症、再発性心膜炎、再燃性多発性軟骨炎、リウマチ様関節炎、リウマチ、サル
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コイドーシス、知覚ニューロパシー、発作、シェーグレン症候群、全身性エリテ

マトーデス、脾臓萎縮、タイプＩ（インスリン依存性）糖尿病、その他のタイプ

の糖尿病、アミノ基転移症、ヴェーゲナー肉芽腫症、潰瘍性大腸炎、脈管炎（全

身性脈管炎と皮膚血管炎の両方）、白斑から選択される自己免疫疾患である。

      【００１０】

  本発明はまた、タンパク質結合測定法が抗原として組換えヒト組織トランスグ

ルタミナーゼから成るトランスグルタミナーゼに対する抗体の検出ステップを含

む自己免疫疾患の鑑別診断に関する比較タンパク質結合測定法を提供する。ある

好適な実施態様では、その比較タンパク質結合測定法はさらに、抗原としての組

織特異的トランスグルタミナーゼを含み、好適には、トランスグルタミナーゼは

、ＦＸＩＩＩＡ、ＴＧｋ、ＴＧｅ、ＴＧｘおよびいわゆるバンド４．２から選択

される。その比較タンパク質結合測定法にはまた、抗原としてのいずれかのその

他のトランスグルタミナーゼ、特に、異なる種から得られるトランスグルタミナ

ーゼが含まれる。当業者であれば、組換え融合タンパク質あるいはその断片もま

た使用することができることは理解されることであろう。その比較タンパク質結

合測定法は好適には、ＲＩＡと、ＥＩＡ／ＥＬＩＳＡと、ＬｉＡとＦｉＡとから

選択される免疫測定法であり、またもっとも好適にはＩＲＭＡ、ＩＥＭＡ／ＥＵ

Ａ、  ＩＬＭＡ（免疫発光測定法）、ＩＦＭＡ（免疫蛍光測定法）から選択され

るサンドイッチ免疫測定法である。

      【００１１】

  驚くべきことに、ヒトＴＧｃとモルモットＴＧｃの間で高いアミノ酸配列の同

一性が見い出されているにも拘わらず、モルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡ法によっ

ては認識されなかった試験を受けた患者の血清のいくつかが、モルモットの酵素

には保存されていなかったヒトＴＧｃのエピトープに対する抗体を有しているこ

とが分かった。われわれの研究は、ＴＧｃは、疱疹状皮膚炎にも罹患しているＥ

ＭＡ陽性患者の自己抗原であることを示している。さらに、われわれは、その疾

患の原因において決定的な役割をトランスグルタミナーゼが演じている自己免疫

疾患のクラスがあること、そのような自己免疫疾患はさまざまなトランスグルタ

ミナーゼのユニークなエピトープパターンにより識別することができること、を
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発見した。

      【００１２】

  グルタミン過敏性腸疾患における主要な自己抗原としてのＴＧｃの発見では、

なぜセリアック病に罹患している患者の一部分だけが疱疹状皮膚炎の症状をも示

すのか、また、これらの疾患における抗原レパートリーに差異があるのかどうか

という疑問に答えることにはならなかった。疱疹状皮膚炎患者の皮膚中の顆粒状

ＩｇＡ沈殿物が皮膚中に存在する抗原に方向付けられているのかどうか、あるい

は乳頭真皮に蓄積される血中免疫複合体を代表しているのかどうかが不明であっ

た。ＩｇＡ沈殿物はいままで、皮膚から抽出されたことはなく、また特徴付けも

されていなかった。しかし、ＴＧｃについての免疫染色は疱疹状皮膚炎患者の皮

膚中のＩｇＡ沈殿物に関する直接免疫蛍光研究により見ることができるものと同

じ染色パターンを示さない。これは、蓄積されたＩｇＡ抗体が対している抗原は

ＴＧｃとは異なるものなのではないかということを示唆している。われわれは現

在では、これら抗体は、乳頭真皮に存在している別のトランスグルタミナーゼと

の交差反応に由来するものであると考えている。こうした限られた交差反応はセ

リアック病に罹患している患者における皮膚発疹の適度の浸透度に対する説明と

してはもっともらしいものであり得た。また、ＴＧｃはヒトの身体のほぼあらゆ

る組織に存在しているので、セリアック病の場合、なぜ病理学的変化と臨床上の

症状が小腸だけに、および疱疹状皮膚炎の場合には罹患している皮膚だけに非常

に限られた局在性を有しているのかもまた不明である。こうした問題に取り組む

ため、われわれは、皮膚中で発見することができる３つの他のトランスグルタミ

ナーゼ（ヒトＴＧｋ、ＴＧｅおよびＴＧｘ）をヒト胚性腎細胞の中で発現させ、

セリアック病、疱疹状皮膚炎およびその他の自己免疫疾患に罹患している患者に

おける血中ＩｇＡおよびＩｇＧ力価を測定した。

      【００１３】

    （図面の簡単な図面）

  本発明はここで添付の図面とグラフ図に参照しながら詳細に説明される。本発

明の典型的な実施例の説明からはどのような本発明に関する制限も解釈されるべ

きではない。
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      【００１４】

  図１は、ＴＧｃのＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ａ）および免疫ブロット（Ｂ）分析を示

す。免疫ブロットはＴＧｃに対するモノクローナル抗体を使用して実施された。

分子質量標準（ｋＤａ）の位置が左側に示されている。レーンＩ、モルモットＴ

Ｇｃ；レーンＩＩ，精製前の組換えヒトＴＧｃを産生する細胞溶解物；レーンＩ

ＩＩ、通って流れる；レーンＩＶ、カラムからの溶出ＴＧｃ。

      【００１５】

  図２は、ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡに関するレシーバー操作特性（ＲＯＣ）曲線

であり、この試験の最大効果点を示し、これに基づきカットオフレベルが選択さ

れた。

      【００１６】

  図３は、対照（Ｉ）とセリアック病または疱疹状皮膚炎患者（ＩＩ）における

ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡにおける血清抗ＴＧｃ抗体濃度を示す。治療を受けたセ

リアック病と疱疹状皮膚炎患者が白角印により示されている。陽性（破線）の任

意選択のカットオフレベルは１８というＡＵ値で引かれている。

      【００１７】

  図４は、モルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡに関するＲＯＣ曲線であり、この試験

の最大効率点を示し、これに基づいてカットオフレベルが選択された。

      【００１８】

  図５は、対照（Ｉ）とセリアック病あるいは疱疹状皮膚炎（ＩＩ）におけるモ

ルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡシステムにおける血清抗ＴＧｃ抗体濃度を示す。治

療を受けたセリアック病あるいは疱疹状皮膚炎患者は、白角印により示されてい

る。陽性（破線）の任意選択カットオフレベルは１４というＡＵ値で引かれてい

る。

      【００１９】

  図６は、任意の単位（ＡＵ）で与えられたヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡにおけるＴ

Ｇｃに対するＩｇＡ抗体の血清濃度を示す。治療を受けたセリアック病あるいは

疱疹状皮膚炎患者は、白角印により示されている。陽性（破線）の任意選択カッ

トオフレベルは１８  ＡＵで引かれている。ＣＤ，  セリアック病；ＤＨ，疱疹
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状皮膚炎；ＣＴＲＬ，対照血清；ＰＶ，尋常性天疱瘡、ＢＰ，水疱性類天疱瘡；

ＣＲ，クローン病；ＣＵ，多発性潰瘍性大腸炎；ＷＥＧ，ヴェーゲナー肉芽腫；

ＲＡ，リウマチ様関節炎；ＳＬＥ，全身性エリテマトーデス；ＰＳＳ，進行性全

身性硬化症；ＰＡ，乾癬性関節炎；ＨＥＰＣ，Ｃ型肝炎。

      【００２０】

  図７は、ヒトＴＧｃに対するＩｇＡ抗体の血清濃度を示すボックスとホイスカ

図である。ボックスの下方および上方端は２５％と７５％パーセンタイルをそれ

ぞれ表わしている。中央値は、ボックスの中を通っている水平線により示されて

いる。下方および上方ホイスカは５％と９５％パーセンタイルをそれぞれ表わし

ている。未治療患者のみが、セリアック病および疱疹状皮膚炎群に含められてい

る。略語については図６を参照されたい。

      【００２１】

  図８は、ヒトとモルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡとの間の抗体価の相関関係を示

す。ｘ軸上には、ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡにより測定された任意の単位で力価が

与えられていて、ｙ軸上にはモルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡにより測定された値

である。カットオフ値は破線で示されている。

      【００２２】

  図９は精製後のＴＧｅのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析値を示す。分子質量標準（ｋＤ

ａ）は左側に示されている。

      【００２３】

  図１０はＳｔｒｅｐ  ＩＩタグに対するポリクローナルウサギ抗体を使用した

ヒトＴＧｓの免疫ブロット分析を示す。分子質量標準（ｋＤａ）の位置は左側に

示されている。レーンＩ，ＴＧｃ；レーンＩＩ，ＴＧｅ；レーンＩＩＩ，ＴＧｋ

；レーンＩＶ，ＴＧｘ。

      【００２４】

  図１１は、ＥＬＩＳＡにおけるヒトＴＧｃあるいはＴＧｅに対するグルテン過

敏性腸疾患（ＧＳＥ）患者血清におけるＩｇＡの結合を示す。０．４より下の値

を示すＴＧｃと反応している血清は、ＴＧｅとの同様の結果を出しているが、し

かし、殆んどの症例では、ＴＧｃに対して上昇ＩｇＡ抗体力価を有する血清はＴ
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Ｇｅに対しては低い抗体力価を示した。

      【００２５】

  図１２は、固体相ヒトＴＧｃに対するヒトＴＧｃ（点線）あるいはＴＧｅ（実

線）の増加量と共にプレインキュベーションすることによる４人のグルテン過敏

性腸疾患血清におけるＩｇＡ結合の阻害を示す。ＴＧｃとＴＧｅの両方とも、阻

害効果を示したが、しかしＴＧｃはＴＧｅによりもさらに効果的であった。

      【００２６】

    （詳細な発明の説明）

  本発明者らは、ヒトＴＧｃと他のトランスグルタミナーゼを、組換えＤＮＡ方

法により発現させ、またＩｇＡ抗ＴＧ抗体に対する精製タンパク質に基づくさま

ざまなＥＬＩＳＡを設定した。これら測定法の結果はモルモットＴＧｃを用いた

ＥＬＩＳＡ試験とサルの食道についてのＥＭＡ試験から得たものと比較した。

      【００２７】

  方法と材料

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥと免疫ブロッティング

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動

法）は、５％ポリアクリルアミド濃縮用ゲルを加えた１２％ポリアクリルアミド

分離ゲルを使用してＬａｅｍｍｉｌの方法  （Ｌａｅｍｍｌｉ，  Ｎａｔｕｒｅ

  １９７０，  ２２７：６８－５）  により、実施された。サンプルは２％（ｖ

／ｖ）２－メルカプトエタノールの付加により還元された。タンパク質はクーマ

シーブリリアントブルーＲ（Ｓｅｒｖａ社製）を用いた染色によるか、あるいは

、Ｔｏｗｂｉｎと共同研究者らの方法（Ｔｏｗｂｉｎ  Ｈら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ

ｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ，  １９７９；  ７６：４３５０－４）により、

ニトロ－セルロース膜（Ｐｒｏｔｒａｎ、Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ  ＆  Ｓｃｈｕ

ｅｌｌ社製）に電気泳動的に移送した後に免疫ブロッティング法によるかのいず

れかの方法により検出された。タンパク質移送後、その膜はＰｏｎｃｅａｕ  Ｓ

（Ｓｅｒｖａ社製）により染色され、その後に７５分間室温にて脱脂肪乳粉末を

含有する５０ｍＭトリス、１５０ｍＭ  ＮａＣｌ，  ｐＨ  ７．４  （ＴＢＳ）

でブロックされた。ブロックされた膜はその後に特異的な抗体と一緒にインキュ
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ベートされた。

      【００２８】

  ヒトＴＧｃは、室温にて１．５時間５％脱脂乳粉末と０．０５％ＴｗｅｅｎＴ

Ｍ２０（Ｓｉｇｍａ社製）を含有するＴＢＳに１：２０００で希釈されたＴＧｃ

に対するマウスモノクローナル抗体（ＴＧｃに対して特異的であるが、しかしヒ

トおよびモルモットＴＧｃの両方と交差反応する。ネオメーカー、ＡＢ－３、Ｃ

ＵＢ７４０２＋ＴＧ１００）により、検出された。結合マウス抗体の検出のため

に、膜は、室温にて１時間５％脱脂乳粉末を含有するＴＢＳ／Ｔｗｅｅｎに１：

２０００で希釈されたマウス免疫グロブリン（Ｄａｋｏ社製）に対する、西洋ワ

サビペルオキシダーゼ標識化ウサギ抗体とともにインキュベートされた。結合２

次抗体は、性能向上させた化学発光システム（ＥＣＬキット、Ａｍｅｒｓｈａｍ

社製）を使用してオートラジオグラフィにより検出された。モルモットＴＧｃ（

Ｓｉｇｍａ社製）は、陽性対照として各回毎に使用された。

      【００２９】

  組換え発現させたＴＧｓは、室温にて１時間１％脱脂乳粉末と０．０５％Ｔｗ

ｅｅｎ２０（Ｓｉｇｍａ社製）を含有するＴＢＳに１：５０００で希釈されたＳ

ｔｒｅｐ  ＩＩタグ（Ｉｎｓｔｉｔｕｔ  ｆｕｒ  Ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｋ社製

）に対するウサギポリクローナル抗体により、検出された。結合ウサギ抗体の検

出のために、膜は、室温にて１時間１％脱脂乳粉末を含有するＴＢＳ／Ｔｗｅｅ

ｎに１：３０００で希釈されたウサギ免疫グロブリン（Ｄａｋｏ社製）に対する

、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識化ブタ抗体とともにインキュベートされた。

結合２次抗体は、０．２ｍＭ  ｐ－クマル酸（Ｓｉｇｍａ社製）、２．６５ｍＭ

  Ｈ２Ｏ２  （Ｓｉｇｍａ社製）、１．２５ｍＭ  ３－アミノフタルヒドラジド

（Ｆｌｕｋａ社製）を含有する１００ｍＭトリス／ＨＣｌ，ｐＨ  ８．３の中で

５分間インキュベートした後、発光により検出された。Ｃ－末端Ｓｔｒｅｐ  Ｉ

Ｉタグにより融合タンパク質として発現させたヒトＴＧｃが、陽性対照として使

用された。

      【００３０】

  逆転写とポリメラーゼ連鎖反応



(13) 特表２００３－５２１６７７

  逆転写が、ＡＭＶ逆転写（Ｏｎｃｏｒ  Ａｐｐｌｉｇｅｎｅ社製）を使用して

実施され、また、Ｐｆｘ  Ｔａｑポリメラーゼ（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ

ｉｅｓ社製）を使用したＰＣＲが製造業者により提供されたプロトコルにしたが

って実施された。

      【００３１】

  ヒトＴＧｃの組換え発現

  ｐＣＥＰ４（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）から産生されたエピソーム真核細胞

発現ベクターｐＣＥＰ－Ｐｕ／ＢＭ４０Ｐ（Ｋｏｈｆｅｌｄｔ，Ｅら、ＦＥＢＳ

  Ｌｅｔｔ  １９９７；  ４１４：５５７－６１）はＳｔｒｅｐ  ＩＩタグ（Ｉ

ＢＡ社製、ドイツ）をコードした配列および停止コドンを複数クローン化部位に

導入するように修飾された。プライマー５’－ＧＧＣＣＧＣＡＴＧＧＡＧＣＣＡ

ＴＣＣＡＣＡＡＴＴＣＧＡＡＡＡＧＴＡと  ５’－ＧＧＣＣＴＡＣＴＴＴＴＣＧ

ＡＡＴＴＧＴＧＧＡＴＧＧＣＴＣＣＡＴＧＣは一緒にアニールされてＳｃｈｍｉ

ｄｔ  ＴＧＭら（Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  １９９６；  ２５５：  ７５３－６６

）により以前に説明されているように、Ｓｔｒｅｐ  ＴａｃｔｉｎＴＭ（ＩＢＭ

社製、ドイツ）親和性カラムによってストレプトアビジン親和性精製に適してい

るカルボキシ末端Ｓｔｒｅｐ  ＩＩ融合タンパク質を産生するベクター（ｐＣＥ

Ｐ－Ｐｕ／ＢＭ４０ＳＰ／Ｃ－Ｓｔｒｅｐ）をそのように構築するＮｏｔ  Ｉ部

位の中に導入された。完全長ヒトＴＧｃ  ｃＤＮＡ  （ＧｅｎｅＢａｎｋ受託番

号Ｍ５５１５３、ｐＳＰ７３中でクローン化）が、５’－  プライマーＡＴＴＡ

ＡＧＣＴＴＧＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣＣＧＡＧＧＡＧＣＴＧＧＴＣおよび３

’－プライマー５’－ＴＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＧＧＧＧＣＣＡＡＴＧＡＴＧＡＣ

ＡＴＴＣを使用してポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により増幅された。その５

’－プライマーは新しいＨｉｎｄ  ＩＩＩ制限部位とＫｏｚａｋの翻訳開始配列

を導入し、また３’－プライマーは、新しいＮｏｔ  Ｉ制限部位を挿入し、停止

コドンを取り除いた。最終産物発現ベクターｐＣＥＰ－Ｐｕ／ＴＧｃ／Ｃ－Ｓｔ

ｒｅｐを得るために、Ｈｉｎｄ  ＩＩＩ／Ｎｏｔ  Ｉ制限酵素加水分解ＰＣＲ産

物は精製され、また、ｐＣＥＰ－Ｐｕ／ＢＭ４０ＳＰ／Ｃ－Ｓｔｒｅｐの同じ制

限部位に挿入された。完全な構築物の正確な挿入と配列は、ＡＢＩプリズムビッ
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グダイターミネーターサイクル配列決定簡易反応キットを使用してサイクル配列

決定により検証され、またその産物をＡＢＩプリズム３７７自動化シークエンサ

ー（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ社製／応用バイオシステム）上で分離された。

      【００３２】

  ヒト胚性腎細胞（２９３－ＥＢＮＡ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）がｐＣＥＰ

－Ｐｕ／ＴＧｃ／Ｃ－Ｓｔｒｅｐによりトランスフェクションされ、また、１０

％仔牛血清（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）、１％Ｌ－グルタミン

（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｉｅｓ社製）、２００ＩＵ／ｍｌペニシリン（Ｌ

ｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）、２００μｇ／ｍｌストレプトマイシ

ン（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）を含むダルベッコのＭＥＭ  Ｎ

ＵＴ  ＭＩＸ  Ｆ－１２  （Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）培地に

おける細胞培養で収穫された。細胞は０．５μｇ／ｍｌピューロマイシンにより

選択された。その培地を取り除き、また寒冷（４℃）０．２５  Ｍショ糖により

洗浄した後、その細胞は寒冷０．２５  Ｍショ糖の中で機械的に溶解された。そ

の可溶化液は、３０分間４℃にて２７，２００ｇで遠心分離により微粒子物質に

関して清澄化され、その後に６０分間４℃にて２１０，０００ｇで上清の超遠心

分離にかけられた。チーズクロスによりろ過され、またプロテイナーゼ阻害薬と

して１ｍＭ  フッ化フェニルメタンスルホニル（ＰＭＳＦ、Ｆｌｕｋａ社製）を

添加した後、１２ｍｌの上清が４℃にて無菌化されて、また、ろ過された１ｍＭ

エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）を含む１００ｍＭトリス／ＨＣｌ，  ｐＨ

  ７．５により平衡化された３ｃｍ３容量のＳｔｒｅｐ  Ｔａｃｔｉｎ親和性カ

ラムに０．４ｍｌ／ｃｍ２／分の流速で通過させた。１ｍＭ  ＰＭＳＦを含む平

衡緩衝液により延長洗浄した後、０．９ｍｌ／ｃｍ２／分の流速で、そのタンパ

ク質は１ｍＭ  ＰＭＳＦと２．５ｍＭデスチオビオチン（Ｓｉｇｍａ社製）を含

む平衡緩衝液により０．４ｍｌ／ｃｍ２／分で溶出された。２ｍｌ分画が回収さ

れた。その精製は、上述のように、ＴＧｃに対するモノクローナル抗体を用いて

クーマシー染色ＳＤＳ－ＰＡＧＥとウェスタンブロッティング法により制御され

た。そのタンパク質濃度はＳＤＳ－ＰＡＧＥ法により推定され、また、ウシ血清

アルブミンを標準として用いて、供給業者により提供されたプロトコルにしたが
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ってビシンコニン酸（ＢＣＡ）タンパク質測定試薬（Ｐｉｅｒｃｅ社製）を使用

して測定された。

      【００３３】

  さまざまなトランスグルタミナーゼからのｃＤＮＡの産生

  ヒトケラチノ細胞から得た全ＲＮＡがＴＧｅとＴＧｋプロ酵素に特異的なプラ

イマーにより逆転写され、また、ＰＣＲがｃＤＮＡを得るために使用された。完

全長ヒトＴＧｘ  ｃＤＮＡ（ＧｅｎｅＢａｎｋ受託番号ＡＦ０３５９６０）がｐ

ＳＰ７３中でクローン化された。

      【００３４】

  ＴＧｅの発現のための発現構築物の産生

  ＳｔｒｅｐＴａｃｔｉｎＴＭ  （Ｉｎｓｔｉｔｕｔ  ｆｕｒ  Ｂｉｏａｎａｌ

ｙｔｉｋ社、ドイツ）  親和性カラム（Ｓｃｈｍｉｄｔ  ＴＧＭら、Ｊ  Ｍｏｌ

  Ｂｉｏｌ  １９９６；  ２５５：  ７５３－６６）によりストレプトアビジン

親和性精製に適しているＣ－末端Ｓｔｒｅｐ  ＩＩ融合タンパク質の産生を可能

にするエピソーム発現構築物が構築された。そのＴＧｅプロ酵素ｃＤＮＡは、５

’－プライマー５’－ＡＴＴＡＡＧＣＴＴＧＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴＧＣ

ＴＣＴＡＧＧＡＧＴＣおよび３’－プライマー５’－ＡＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴ

ＴＣＧＧＣＴＡＣＡＴＣＧＡＴＧＧＡＣＡＡＣを用いてＰＣＲにより増幅された

。その５’－プライマーは新しいＨｉｎｄ  ＩＩＩ制限部位とＫｏｚａｋの翻訳

開始配列を導入し、一方、３’－プライマーは、新しいＮｏｔ  Ｉ制限部位を挿

入し、停止コドンを取り除いた。最終産物発現ベクターｐＣＥＰ－Ｐｕ／ＴＧｅ

／Ｃ－Ｓｔｒｅｐを得るために、Ｈｉｎｄ  ＩＩＩ／Ｎｏｔ  Ｉ制限酵素加水分

解ＰＣＲ産物が精製され、また、ｐＣＥＰ４  （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）か

ら産生されるエピソーム真核細胞発現ベクターｐＣＥＰ－Ｐｕ／ＢＭ４０ＳＰ／

Ｃ－Ｓｔｒｅｐの同じ制限部位に挿入された。

      【００３５】

  発現ベクターＰｃｅｐ４／ｎ－Ｓｔｒｅｐの構築

  真核細胞エピソーム発現ベクターｐＣＥＰ４（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）が

、コザックの翻訳開始配列とＳｔｒｅｐ  ＩＩタグをコードする配列を複数クロ
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ーン化部位の中に導入するために修飾された。プライマー５’－ＣＴＡＧＴＴＧ

ＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴＴＧＧＡＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＡＴＴＣＧＡＡＡ

ＡＧＧと５’－ＣＴＡＧＣＧＣＣＴＴＴＴＣＧＡＡＴＴＧＴＧＧＡＴＧＧＣＴＣ

ＣＡＡＧＣＣＡＴＧＧＴＧＧＣＧＧＣＡＡが一緒にアニールされ、また、Ｎ－末

端Ｓｔｒｅｐ  ＩＩ融合タンパク質を産生するベクター（ｐＣＥＰ４／Ｎ－Ｓｔ

ｒｅｐ）をそのように構築するＮｈｅ  Ｉ部位の中に導入された。

      【００３６】

  ＴＧｘの発現のための発現構築物の産生

  Ｃ－末端とＮ－末端Ｓｔｒｅｐ  ＩＩ融合タンパク質の両方の産生を可能にす

る２つのエピソーム発現構築物が構築された。Ｃ－末端Ｓｔｒｅｐ  ＩＩタグに

よる構築のため、ＴＧｘ  ｃＤＮＡは、５’－プライマー５’－ＡＴＴＧＣＧＧ

ＣＣＧＣＣＡＴＧＧＣＣＣＡＡＧＧＧＣＴＡＧＡＡＧおよび３’－プライマー５

’－ＴＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴＡＡＴＧＣＡＡＡＧＴＣＴＡＣＡＴＡＡＡＣを使

用してポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により増幅された。その５’－プライマ

ーは新しいＨｉｎｄ  ＩＩＩ制限部位とＫｏｚａｋの翻訳開始配列を導入し、一

方、３’－プライマーは、新しいＮｏｔ  Ｉ制限部位を挿入し、停止コドンを取

り除いた。最終産物発現ベクターｐＣＥＰ－Ｐｕ／ＴＧｘ／Ｃ－Ｓｔｒｅｐを得

るために、Ｎｏｔ  Ｉ制限酵素加水分解ＰＣＲ産物が精製され、また、ｐＣＥＰ

４の同じ制限部位に挿入された。Ｎ－末端Ｓｔｒｅｐ  ＩＩタグにより構築する

ために、ＴＧｘ  ｃＤＮＡが、５’－プライマー５’－ＡＴＴＧＣＴＡＧＣＣＣ

ＡＡＧＧＧＣＴＡＧＡＡＧＴＧＧおよび３’－プライマー５’－ＴＡＡＧＣＧＧ

ＣＣＧＣＴＴＡＴＡＡＴＧＣＡＡＡＧＴＣＴＡＣＡＴＡＡＡＣを使用してポリメ

ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により増幅された。５’プライマーは新しいＮｈｅ  

ＩＩ制限部位を導入し、また第１メチオニンを取り除き、３’－プライマーは、

停止コドン直後に新しいＮｏｔ  Ｉ制限部位を挿入した。制限酵素Ｎｈｅ  Ｉお

よびＮｏｔ  Ｉにより加水分解した後、最終発現ベクターｐＣＥＰ４／Ｎ－Ｓｔ

ｒｅｐ／ＴＧｘを得るために、そのＰＣＲ産物は精製され、ｐＣＥＰ４の同じ制

限部位に挿入された。

      【００３７】
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  ＴＧｋの発現のための発現構築物の構築

  Ｃ－末端とＮ－末端Ｓｔｒｅｐ  ＩＩ融合タンパク質の両方の産生を可能にす

る２つのエピソーム発現構築物が構築された。Ｃ－末端Ｓｔｒｅｐ  ＩＩタグに

よる構築のため、ＴＧｋ  プロ酵素ｃＤＮＡは、５’－プライマー５’－ＡＴＴ

ＡＡＧＣＴＴＧＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＴＧＧＡＴＧＧＧＣＣＡＣＧＴＴＣＣ

および３’－プライマー５’－ＡＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＣＴＣＣＡＣＣＴＣ

ＧＡＧＡＴＧＣＣＡＴＡＧＧを使用してポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により

増幅された。その５’－プライマーは新しいＨｉｎｄ  ＩＩＩ制限部位とＫｏｚ

ａｋの翻訳開始配列を導入し、一方、３’－プライマーは、新しいＮｏｔ  Ｉ制

限部位を挿入し、停止コドンを取り除いた。最終産物発現ベクターｐＣＥＰ－Ｐ

ｕ／ＴＧｋ／Ｃ－Ｓｔｒｅｐを得るために、Ｈｉｎｄ  ＩＩＩ／Ｎｏｔ  Ｉ制限

酵素加水分解ＰＣＲ産物が精製され、また、ｐＣＥＰ－Ｐｕ／ＢＭ４０ＳＰ／Ｃ

－Ｓｔｒｅｐの同じ制限部位に挿入された。Ｎ－末端Ｓｔｒｅｐ  ＩＩタグによ

り構築するために、ＴＧｋ  プロ酵素ｃＤＮＡが、５’－プライマー５’－ＡＴ

ＴＧＣＴＡＧＣＡＧＡＴＧＧＧＣＣＡＣＧＴＴＣＣＧＡＴＧおよび３’－プライ

マー５’－ＡＡＴＧＧＡＴＣＣＴＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣＴＣＧＡＧＡＴＧＣを使

用してポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により増幅された。５’プライマーは新

しいＮｈｅ  Ｉ制限部位を導入し、また第１の２つのメチオニンを取り除き、３

’－プライマーは停止コドン直後に新しいＮｏｔ  Ｉ制限部位を挿入した。制限

酵素Ｎｈｅ  ＩおよびＮｏｔ  Ｉにより加水分解した後、最終発現ベクターｐＣ

ＥＰ４／Ｎ－Ｓｔｒｅｐ／ＴＧｋを得るために、そのＰＣＲ産物は精製され、ｐ

ＣＥＰ４の同じ制限部位に挿入された。正確な挿入と完全な構築物の配列が、上

述のようにサイクル配列決定により検証された。

      【００３８】

  ヒトＴＧｅ、ＴＧｘ、ＴＧｋの組換え発現

  ヒト胚性腎細胞（２９３－ＥＢＮＡ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）がトランス

フェクションされ、また、１０％仔ウシ血清（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ

ｅｓ社製）、１％Ｌ－グルタミン（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｉｅｓ社製）、

２００ＩＵ／ｍｌペニシリン（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）、２
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００μｇ／ｍｌストレプトマイシン（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製

）を含むダルベッコのＭＥＭ  ＮＵＴ  ＭＩＸ  Ｆ－１２  （Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃ

ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）培地における細胞培養で収穫された。ｐＣＥＰ－Ｐｕ

構築物によりトランスフェクションされた細胞は０．５μｇ／ｍｌピューロマイ

シンにより選択され、ｐＣＥＰ４によりトランスフェクションされた細胞は３３

３μｇ／ｍｌ（３３５Ｕ／ｍｌ）ハイグロマイシンＢ（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ社

製）により選択された。その培地を取り除き、また寒冷（４℃）０．２５  Ｍシ

ョ糖により洗浄した後、その細胞は寒冷０．２５  Ｍショ糖の中で機械的に溶解

された。その可溶化液は、３０分間４℃にて２７，２００ｇで遠心分離により微

粒子物質に関して清澄化され、その後に６０分間４℃にて２１０，０００ｇで上

清の超遠心分離にかけられた。チーズクロスによりろ過され、またプロテイナー

ゼ阻害薬として１ｍＭフッ化フェニルメタンスルホニル（ＰＭＳＦ、Ｆｌｕｋａ

社製）を添加した後、１２～７２ｍｌの上清が４℃にて無菌化されてろ過された

１ｍＭ  ＥＤＴＡを含む５０ｍＭトリス／ＨＣｌ，  ｐＨ  ７．５により平衡化

され、また、３ｃｍ３容量のＳｔｒｅｐ  Ｔａｃｔｉｎ親和性カラムに０．４ｍ

ｌ／ｃｍ２／分の流速で通した。１ｍＭ  ＰＭＳＦを含む平衡緩衝液により延長

洗浄した後、０．９ｍｌ／ｃｍ２／分の流速で、そのタンパク質は１ｍＭ  ＰＭ

ＳＦと２．５ｍＭデスチオビオチン（Ｓｉｇｍａ社製）を含む平衡緩衝液により

０．４ｍｌ／ｃｍ２／分で溶出された。２ｍｌ分画が回収された。その精製は、

上述のように、Ｓｔｒｅｐタグに対するモノクローナル抗体を用いてＳＤＳ－Ｐ

ＡＧＥ法と免疫ブロッティング法により制御された。そのタンパク質濃度はＳＤ

Ｓ－ＰＡＧＥ法により推定され、また、ウシ血清アルブミンを標準として用いて

、供給業者により提供されたプロトコルにしたがってビシンコニン酸（ＢＣＡ）

タンパク質測定試薬（Ｐｉｅｒｃｅ社製）を使用して測定された。

      【００３９】

  トランスグルタミナーゼ活性測定法

  ＴＧｃとＴＧｅ活性は、触媒活性には重要な、いずれかの酸化スルフヒドリル

基を還元するために、緩衝液が７．５ｍＭジチオトレイトールを含むという唯一

の違い以外は、上述のように、３７℃にて３０分間［１，４－３Ｈ］プトレシン
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（Ａｍｅｒｓｈａｍ社製）を組み込むことにより測定された。ＴＧｅは、４５．

４μｇ／ｍｌ（０．５Ｕ／ｍｌ）プロテイナーゼＫ（Ｓｉｇｍａ社製）、あるい

は４５．４μｇ／ｍｌ（５５．４Ｕ／ｍｌ）トリプシン１：２５０（Ｓｉｇｍａ

社製）、あるいは１．１８ｍｇ／ｍｌ（１Ｕ／ｍｌ）でディスパーゼ（Ｌｉｆｅ

  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）かのいずれかと一緒に３７℃にて２０分間そ

れをプレインキュベートして、部分タンパク質加水分解により活性化させた。

      【００４０】

  質量分光測定

  線形検出用の高質量検出器を備えたＢｒｕｋｅｒ  Ｒｅｆｌｅｘ  ＩＩＩ装置

を使用して、マトリックス補助レーザー離脱法によりＴＧｃとＴＧｅの質量分光

測定が実施された。シナピン酸がマトリックスとして使用され、また外部校正が

プロティンＡの一重、二重、三重荷電分子イオンを使用して実施された。

      【００４１】

  血清と患者

  第１の研究では、患者はＳｅｍｍｅｌｗｅｉｓ大学の内科の消化器科あるいは

小児科、および皮膚－性病科で検査された。セリアック病の診断は空腸生検によ

り確認され、一方、疱疹状皮膚炎は、皮膚生検により検証された。血清サンプル

は、グルテン過敏性腸疾患（３３症例は疱疹状皮膚炎、また３８症例はセリアッ

ク病）に罹患している７１人の患者、非セリアック病性消化管疾患に罹患してい

る２６人の患者（クローン病、食品過敏症、食品不耐性、腸管内感染、逆流性食

道炎、非セリアック病性下痢、食事異栄養症）、および自己免疫疾患様のその他

の診断を受けた２７人の患者（全身性エリテマトーデス、糖尿病タイプＩ）、異

なる皮膚障害（落葉状天疱瘡、魚鱗癬、蕁麻疹）、胆石症、肝脾腫大症、こびと

症および健常者対照から採取された。患者群の平均年齢と性別は表１に提示する

。

      【００４２】

    【表１】
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      【００４３】

  ＴＧｃ  ＥＬＩＳＡ感受性についてのデータを得るために、われわれは、１６

人の治療患者（グルテン抜きの食事をしている患者）から得た血清を現行の研究

の中に含めた。

      【００４４】

  自己免疫疾患に関連しているグルテン過敏性腸疾患についての補足的な研究で

は、血清はＳｅｍｍｅｌｗｅｉｓ大学の内科の消化器科あるいは小児科、および

皮膚－性病科、ケルン大学の医学部第Ｉ－ＩＶ内科、スウェーデンのＷｉｅｓｌ

ａｂ社の自己免疫疾患研究所からその血清は得られた。血清サンプルは以下の自

己免疫疾患の診断を受けた患者から採取された（括弧内は患者数）。グルテン過

敏性腸疾患（１４１；うちグルテン抜きの食事を実施している１８人を含めた７

３人の疱疹状皮膚炎患者、およびグルテン抜きの食事を実施している２７人を含

めた６８人のセリアック病患者）、クローン病（３１人）、水疱性天疱瘡（４４

人）、尋常性天疱瘡（５７人）、多発性大腸炎（２１人）、グッドパスチャー症

候群（２０人）、ヴェーゲナー肉芽腫症（２０人）、リウマチ様関節炎（４４人

）、ＳＬＥ（２５人）、進行性全身性硬化症（７人）であった。乾癬性関節炎（

５人）と肝炎Ｃ（３９人）に罹っている患者から得た血清もまた、これら疾患が

自己免疫成分を有する可能性があるため、研究された。

      【００４５】

  全ての血清サンプルは測定されるまで－７８℃で貯蔵された。対照血清（４８

）のうち、健常者（２１人）から得たものと、はっきりと自己免疫成分を有して

はいない疾患に罹患している患者（２７人）から得たものとがあった。全ての血

清サンプルは測定されるまで－７８℃で貯蔵された。
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      【００４６】

  ＥＭＡ試験

  血清ＩｇＡ抗体が間接免疫蛍光法により測定された（ＣｏｌｌｉｎＰら、Ｓｃ

ａｎｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｅｒｏｌ１９９２；２７：３６７－７１）。全て

の血清サンプルはリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ，ｐＨ：７．４）中で１：５の

割合で希釈された。サル（オナガザル類）の食道の反口側部分の１０μｍクリオ

スタット組織片が抗原として使用された。結合ＩｇＡが、α－鎖特異的、蛍光イ

ソチオシアン酸塩共役ウサギ抗ヒトＩｇＡ抗対（ＰＢＳ中で１：４０；Ｄａｋｏ

社製）により検出された。第１回目の研究に使用された全ての血清はＩｇＡ  Ｅ

ＭＡに関しては疑いようもなく陰性あるいは陽性であった。補足的な研究では、

ＥＭＡ試験はまったく実施されなかった。

      【００４７】

  ＥＬＩＳＡ法

  ＥＬＩＳＡ法は以前に説明されているカルシウム活性化試験に類似している（

Ｄｉｅｔｅｒｉｃｈ  Ｗら、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ  １９９８；１

１５：１３１７－２１；Ｓｕｌｋａｎｅｎ  Ｓら、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ

ｏｇｙ  １９９８；１１５：１３２２－８）。手短に言うと、９６ウェル力価プ

レート（Ｎｕｎｃ  ＭａｘｉＳｏｒｐ社製）が４℃にて一晩中（少なくとも９時

間）ウェル毎に５ｍＭ  ＣａＣｌ２を含む、ｐＨ７．５の５０ｍＭトリス／ＨＣ

ｌの１００μｌ中でウェル毎に１μｇモルモットＴＧｃ（Ｓｉｇｍａ社製）ある

いはヒトＴＧｅあるいはＴＧｃにより塗布された。ブロッキングはまったく使用

しなかった。各ステップ後、そのウェルは１０ｍＭＥＤＴＡおよび０．１％  Ｔ

ｗｅｅｎ  ２０（ＴＥＴ）を含む５０ｍＭトリス／ＨＣｌにより洗浄された。血

清はＴＥＴによりさまざまな濃度に希釈され、あるいは、１０ｍＭ  ＥＤＴＡお

よび０．１％  Ｔｗｅｅｎ  ２０（ＴＥＴ）を含む５０ｍＭトリス／ＨＣｌ、お

よびＴＧｃあるいはＴＧｅあるいはモルモットＴＧのさまざまな濃度の中でプレ

インキュベートされ、また、室温にて１．５時間プレート上でインキュベートさ

れた。結合ＩｇＡは、ペルオキシダーゼ共役抗ヒトＩｇＡ抗体（Ｄａｋｏ社製）

により検出され、ＴＥＴで１：４０００の割合で希釈され、また室温にて１時間
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インキュベートされた。色は、室温にて５分間、０．０１５％  Ｈ２Ｏ２を含む

、ｐＨ  ６．０の１００ｍＭ酢酸ナトリウムに中に入れた６０μｇ／ｍｌ  ３，

３’，５，５’－テトラメチルベンジジン基質１０  μｌにより現像された。そ

の反応は１００  μｌの２０％  Ｈ２Ｏ２を加えることにより停止させた。吸光

度は４５０  ｎｍにてＥＬＩＳＡ読取り器で読み出された。

      【００４８】

  試験で使用されたタンパク質の量と血清濃度は最適化された。全ての血清サン

プルは３通りで調べられ、また陰性および陽性基準血清の３通りのものは緩衝液

ブランクとともに、各プレートに含められた。抗体濃度は任意単位（ＡＵ）で表

現され、すなわち、陽性基準血清のパーセンテージとして表わされた。

      【００４９】

  カルシウム活性化の効果についてのデータを得るため、塗布緩衝液の中でＣａ

Ｃｌ２を加えずにヒトＴＧｃにより実験的な塗布が実施された。

      【００５０】

  阻害ＥＬＩＳＡ

  ＴＧｅに対する血清ＩｇＡ値は、ＴＧｃに対するそうした値に比較された。Ｔ

Ｇｃに対して少々（１症例の血清）、中程度（１症例の血清）あるいは高度に（

２症例の血清）上昇した血清ＩｇＡ抗体力価を含むことが前に示されているセリ

アック病あるいは疱疹状皮膚炎に罹っている患者から得た４つの血清が研究され

た。ブロッキング実験は、室温にて６０分間、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０およびＴ

ＧｅあるいはＴＧｃのいずれかの１μｇを含む５０ｍＭトリス／ＨＣｌの中で１

：２５０～１：３２０００の連続希釈で血清をプレインキュベートすることによ

り実施された。血清希釈は、プレインキュベーションを行った場合と行わなかっ

た場合とで、血清の抗体力価の間でもっとも大きな差が検出された血清希釈液が

選択された。以下の阻害実験では、４つの血清が、室温にて６０分間、ＴＧｃあ

るいはＴＧｅの０～４μｇの範囲にある連続希釈による０．１％Ｔｗｅｅｎ２０

を含む５０ｍＭトリス／ＨＣｌの中でのこの希釈率でプレインキュベートされた

。

      【００５１】
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  統計

  光学密度（またしたがってＡＵ値で与えられた力価）は、ガウス分布を示さず

、したがって、異なる患者群から得た力価の統計的説明に関しては、われわれは

、その９５％信頼区間（９５％ＣＩ）を備えた中央値を提示する（Ｇａｒｄｎｅ

ｒＭＪとＡｌｔｍａｎＤＧ編「信頼－信頼区間に関する統計と統計的ガイドライ

ン」、ロンドン、ＢｒｉｔｉｓｈＭｅｄｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ，１９８９：２

８ｐｐ）および比較のため、Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙの非パラメトリック、不

対、両側試験が使用された（ＷｅｒｎｅｒＪ．Ｂｉｏｍａｔｈｅｍａｔｉｋｕｎ

ｄＭｅｄｉｚｉｎｉｓｃｈｅＳｔａｔｉｓｔｉｋ，第２版、Ｍｕｎｃｈｅｎ－Ｗ

ｉｅｎ－Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ：Ｕｒｂａｎ＆Ｓｃｈｗａｒｚｅｎｂｅｒｇ、１９

９２：５３ｐｐ）。力価の相関関係を説明するために、その９５％ＣＩに関する

Ｓｐｅａｒｍａｎの相関関係係数と正規分布ではない相関関係の分析が用いられ

た（ＧａｒｄｎｅｒとＡｌｔｍａｎ，１９８９；Ｗｅｒｎｅｒ，１９９２）。

      【００５２】

  カルシウム活性化および不活性化ヒトＴＧｃＥＬＩＳＡにおける力価の比較に

関しては、ウィルコクソンの両側符号付き順位和検定が実施された（Ｗｅｒｎｅ

ｒ，１９９２）。その２つのＥＬＩＳＡシステムの説明と比較に関しては、受信

器操作特性（ＲＯＣ）曲線とＲＯＣ曲線下（ＡＵＣ）の面積が９５％ＣＩに関し

て提示された。ＡＵＣの信頼区間を計算するために、もっとも頻繁に使用されて

いる方法の他にも、最大値（１．０）に非常に近接しているＡＵＣの信頼区間を

説明するに当たってより適切であるため、ブートストラップテクニック、バイア

ス修正および加速（ＢＣａ）信頼区間法も適用された（ＤｅｌｏｎｇＥＲら、Ｂ

ｉｏｍｅｔｒｉｃｓ１９８８；４４：８３７－４５；Ｍｏｓｓａｍａｎｄ，Ｍｅ

ｄＤｅｃｉｓＭａｋｉｎｇ１９９５；１５：３５８－６６；ＨｅｌｌｍｉｃｈＭ

Ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ（ＲＯＣ）

ＫｕｒｖｅｎｕｎｄＦｌａｃｈｅｎ  ｄａｒｕｎｔｅｒ．［博士号論文］１９９

６．ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｅｄｉｚｉｎ．－ｕｎｉ－ｋｏｅｌｎ．ｄｅ／ｋ

ａ／ｊｍｓｉｅ／ｈｏｍｅｐａｇｅｓ／Ｍａｒｔｉｎ．Ｈｅｌｌｍｉｃｈ／ｄｒ

．ｈｔｍｌ（１９９９年６月にアクセス））。
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      【００５３】

  実施例

  組換えヒトＴＧｃ

  ヒトＴＧｃをＳｔｒｅｐＩＩタグが付いている融合タンパク質として、２９３

－ＥＢＮＡヒト胚性腎細胞系統の中で発現させた。そのタンパク質はＳｔｒｅｐ

Ｔａｃｔｉｎカラムに対する親和性結合により単一ステップで精製することがで

き、デスチオビオチンにより洗浄するに当たっては、８９  ｋＤａ  （図１Ａ）

  という推定分子量の単一バンドとして、クーマシー染色ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法に

より視覚化されて、そのタンパク質は溶出された。ウェスタンブロット分析では

、そのバンドがモノクローナル抗ＴＧｃ抗体と反応したことが示されている（図

１Ｂ）。通り抜けで現れる免疫反応性がまったくなかった標識化タンパク質はほ

とんど全てカラムに結合していた（図１Ｂ）。１３ｃｍ直径の細胞培養皿中のコ

ンフルエント細胞単層可溶化液から得られる収率は、およそ２００μｇであった

。ヒトＴＧｃの配列から算出された分子質量は７７．３  ｋＤａであり、また融

合タンパク質のその算出された分子質量（１０アミノ酸のカルボキシ末端タグを

有するＴＧｃ）は７８．４  ｋＤａである。融合タンパク質の質量分光測定は７

８．３  ｋＤａという分子質量を示した。細胞可溶化物では、発現ヒトＴＧｃの

活性が、トランスフェクションされていない２９３－ＥＢＮＡ細胞に存在するト

ランスグルタミナーゼのバックグラウンド活性よりも４．７倍高かった。新鮮に

精製されたヒトＴＧｃは、Ｓｉｇｍａ社から入手したモルモットＴＧｃと同様か

あるいはそれよりも高いことを示した。

      【００５４】

  ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡの性能

  ヒトＴＧｃの最適塗布濃度がウェル毎に１μｇであった。校正のため、４人の

患者から得た高度に陽性の血清を使用して、対数線形曲線が、１：２５０という

希釈率と１：３２０００という希釈率の間でみられた。４つの陰性血清では低い

希釈率（＞１：５００）で何らかのシグナルを示した。陽性血清では、１：２５

０以下の希釈率で単一のプラトーを示した。１：１２５という希釈率での陽性お

よび陰性結果の平均ＯＤ値は１：６であって、一方、より大きな希釈率では、１
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：１０以上であった。そのため、測定では、１：２５０という血清希釈率が使用

された。１つの陽性および１つの陰性基準血清サンプルは試験性能を制御するた

めに各測定法に含めた。陽性血清は、「標準」として使用され、また光学密度の

結果は、標準血清のパーセンテージとして算出された任意の単位（ＡＵ）として

示された。標準血清に関する変動の平均測定内および測定間係数はそれぞれ、１

．３％と１３．７％であった。ヒトＴＧｃＥＬＩＳＡに関する変動の平均測定内

および測定間係数はそれぞれ３．２％（ｎ＝１２４）および９．２％（ｎ＝１５

）であった。

      【００５５】

  治療していないグルテン過敏性腸疾患（セリアック病あるいは疱疹状皮膚炎）

に罹っている患者についての中央値抗体濃度は６１．４ＡＵ（ｎ＝５５，９５％

ＣＩ：４５．１～７８．５）であって、対照については１２ＡＵ（ｎ＝５３，９

５％ＣＩ；１０．８－１３）、その差は有意であった（ｐ＜０．０００１）。治

療を受けた患者については、抗体濃度の中央値は４８．１ＡＵ（ｎ＝１６，９５

％ＣＩ；２０．８～８５．６）、消化管疾患の対照については、１２．１ＡＵ（

ｎ＝２６，９５％ＣＩ：９．８～１４．７）、健常者とその他の診断を受けた対

照については、１２ＡＵ（ｎ＝２７，９５％ＣＩ：１０．７～１３．０）であっ

た。ＲＯＣ曲線下の面積は０．９９９（９５％ＣＩ：０．９９６～１．００１；

ＢＣａ方法による９５％ＣＩ：０．９９０～１．０）であった（図２）。

      【００５６】

  １８ＡＵのカットオフ値が選択され、また、１８ＡＵに等しいかあるいは高い

抗体濃度を有する血清が、ヒトＴＧｃＥＬＩＳＡ陽性として標識化された。この

カットオフ値は、９８．１％（９５％ＣＩ：９５．７～１００％）および９８．

２％（９５％ＣＩ：９５．９～１００％）の特異性と感受性をそれぞれ付与して

いる（治療を受けている患者は除外した）。  臨床診断によるヒトＴＧｃ測定の

一致率（治療を受けた患者は除いて）が１０６／１０８（９８．１％）であって

、１つの偽陽性と１つの偽陰性の結果が出ている（図３）。

      【００５７】

  組換えヒトＴＧｅ
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  ヒトＴＧｅはＳｔｒｅｐＩＩタグをつけた融合プロ酵素として２９３－ＥＢＮ

Ａヒト胚性腎細胞系統の中で発現させた。そのタンパク質はＳｔｒｅｐＴａｃｔ

ｉｎＴＭカラムに対する親和性結合により単一ステップで精製することができた

。デスチオビオチンにより溶出後は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法で単一８０  ｋＤａバ

ンドを示し（図９）、そのバンドがＳｔｒｅｐＩＩタグに対するモノクローナル

抗体と反応した（図１０、レーンＩＩ）。通り抜けで現れる免疫反応性がまった

くなかった標識化タンパク質はほとんど全てカラムに結合していた。１３ｃｍ直

径の細胞培養皿中のコンフルエント細胞単層可溶化液から得られる収率は、およ

そ２００μｇであった。ヒトＴＧｅプロ酵素の配列から算出された分子質量は７

６８２６  Ｄａであり、また融合タンパク質のその算出された分子質量（１０ア

ミノ酸のカルボキシ末端タグを有するＴＧｅプロ酵素）は７８０１１  Ｄａであ

る。融合タンパク質の質量分光測定は７７７６５  Ｄａという分子質量を示した

。細胞可溶化物では、発現ヒトＴＧｅの活性が、トランスフェクションされてい

ない２９３－ＥＢＮＡ細胞に存在するトランスグルタミナーゼのバックグラウン

ド活性よりも２．５倍高かった。新鮮に精製されたヒトＴＧｅプロ酵素は、ＴＧ

ｃ活性の１：４０～１：８０を示し、異なるプロテアーゼ（プロテアーゼＫ，ト

リプシンあるいはディスパーゼ）ＴＧｃと同様かあるいはそれよりも高いことを

示した。

      【００５８】

  ヒトＴＧｅＥＬＩＳＡの性能

  ヒトＴＧｃに対して上昇ＩｇＡ抗体値を示すグルテン過敏性腸疾患はまた、ヒ

トＴＧｅに対する上昇ＩｇＡ力価を示し、一方、ヒトＴＧｃと反応しない血清は

ヒトＴＧｅと反応しなかった（図１１）。ＴＧｅに対する抗体力価は、ＴＧｃ（

図１１）に関するよりも大抵の場合は低かった（図１１）。

      【００５９】

  阻害ＥＬＩＳＡ法

  ヒトＴＧｃあるいはＴＧｅに関するグルテン過敏性腸疾患のプレインキュベー

ションは、ヒトＴＧｃで塗布されたＥＬＩＳＡプレートでのＩｇＡ抗体を阻害し

た（図１２）。示されている結果は、セリアック病および疱疹状皮膚炎に罹って
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いる患者から得た血清ＩｇＡ抗体は、ＴＧｅに対する力価が低いにもかからわず

、ヒトＴＧｃとＴＧＥの両方と反応することを支持している。ＴＧｃとＴＧｅの

両方とも、ＴＧｃとの血清ＩｇＡ抗体の反応を阻害することができる。セリアッ

ク病と疱疹状皮膚炎に罹っている患者から得た血清抗体の少なくとも一部はその

２つのトランスグルタミナーゼにより共有されているエピトープに対して方向付

けられる。

      【００６０】

  モルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡの性能

  モルモットＴＧｃの最適塗布濃度は、ウェル毎に１μｇであって、またその最

適血清希釈率はヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡの場合と同様に、１：２５０である。各

測定は、同時にヒトＴＧｃ測定と並行して行われ、また、同じ血清サンプルと血

清希釈が使用された。モルモットＥＬＩＳＡに関する変動の平均測定内および測

定間係数はそれぞれ、２．８％（ｎ＝１２４）および１２．８％（ｎ＝１５）で

あった。

      【００６１】

  治療していないグルテン過敏性腸疾患（セリアック病あるいは疱疹状皮膚炎）

に罹っている患者についての中央値抗体濃度は５１．８  ＡＵ（ｎ＝５５，９５

％ＣＩ：３４．２～６３）であって、対照については８  ＡＵ（ｎ＝５３，９５

％ＣＩ；７．３－８．９）、その差は有意であった（ｐ＜０．０００１）。治療

を受けた患者については、抗体濃度の中央値は１８ＡＵ（ｎ＝１６，９５％ＣＩ

；９．２～６９．９）、消化管疾患の対照については、７．５  ＡＵ（ｎ＝２６

，９５％ＣＩ：６．６～９）、健常者とその他の診断を受けた対照については、

８．５  ＡＵ（ｎ＝２７，９５％ＣＩ：７．２～１０．３）であった。ＲＯＣ曲

線下の面積は０．９８０（９５％ＣＩ：０．９５８～１．００２；ＢＣａ方法に

よる９５％ＣＩ：０．９４３～０．９９３）であった（図４）。

      【００６２】

  １４ＡＵのカットオフ値が選択され、また、１４ＡＵに等しいかあるいは高い

抗体濃度を有する血清が、ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡ陽性として標識化された。こ

のカットオフ値は、９６．２％（９５％ＣＩ：９２．８～９９．６％）および９



(28) 特表２００３－５２１６７７

２．７％（９５％ＣＩ：８８．１～９７．３％）の特異性と感受性をそれぞれ付

与している（治療を受けている患者は除外した）。  臨床診断によるヒトＴＧｃ

測定の一致率（治療を受けた患者は除いて）が１０２／１０８（９４．４％）で

あって、２つの偽陽性と４つの偽陰性の結果が出ている（図５）。

      【００６３】

  カルシウム活性化の効果

  ３２の血清サンプルが、カルシウム活性化を加えられた場合と加えられない場

合のＩｇＡ抗ヒトＴＧｃ抗体に関してＥＬＩＳＡ法で試験された。総体的な抗体

力価は有意な差は示さなかった（ｐ＝０．２７）。しかし、カルシウム活性化測

定で３０ＡＵよりも低い抗ＴＧｃ力価を有する血清は、カルシウム活性化を行わ

なかった測定におけるよりも有意に低かった（ｎ＝１８，ｐ＝０．００９）が、

一方、高い方の力価は有意には異ならなかった（ｎ＝１４，ｐ＝０．３５）。

      【００６４】

  ＴＧｃＥＬＩＳＡについてのＥＭＡの比較

  治療患者を除外して、１つの偽陽性結果を例外として、ＥＭＡ陽性血清を有す

る全ての患者はグルテン過敏性腸疾患（５５／５６，９８．２％）に罹患してい

た。１６のうち１２人（７５％）の治療を受けていたグルテン過敏性腸疾患患者

は、ＥＭＡに関しては陽性であった。未治療ＥＭＡ陽性症例だけを比較すると、

ヒトとモルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡの結果は、５４／５６（９６．４％）およ

び５１／５６（９１．１％）症例でＥＭＡ試験とそれぞれ一致していた。ＥＭＡ

による偽陽性血清は、ヒトおよびモルモットＴＧｃＥＬＩＳＡの両方により陰性

であった。ヒトＴＧｃＥＬＩＳＡに関して１つの偽陰性血清はまた、モルモット

ＴＧｃＥＬＩＳＡに関しても陰性であった。ＥＭＡ陽性であるグルテン抜きの食

事が未完了である１２人の患者は、また、両方のＥＬＩＳＡシステムに関して陽

性抗ＴＧｃＩｇＡ力価を有する。

      【００６５】

  ＥＭＡに関して陰性である全ての患者は、グルテン過敏性腸疾患に罹患してい

て治療を受けている患者か、あるいはグルテン過敏性腸疾患を有していない患者

のいずれかであった。未治療ＥＭＡ陰性症例だけを比較すると、ヒトとモルモッ
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トＴＧｃ  ＥＬＩＳＡの結果は、５２／５３（９８．１％）および５１／５３（

９６．２％）症例でＥＭＡ試験とそれぞれ一致していた。ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳ

Ａに関して１つの偽陽性血清はまた、モルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡに関しても

陽性であった。さらに、別の偽陽性血清が、モルモット測定により検出された。

両方の偽陽性血清は、クローン病に罹っている患者から得たものであった。グル

テン過敏性腸疾患の治療を受けている４人のＥＭＡ陰性患者はまた、モルモット

ＴＧｃ  ＥＬＩＳＡによっても陰性であったが、それらのうちの１例はヒトＴＧ

ｃ  ＥＬＩＳＡにより陽性であった。

      【００６６】

  ヒトおよびモルモットＥＬＩＳＡによりＥＭＡ試験の総体的な一致率は、それ

ぞれ１２０／１２４（９６．８％）および１１７／１２４（９４．４％）であっ

た。

      【００６７】

  モルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡとのヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡの比較

  ２つのＥＬＩＳＡの結果は全ての試験血清の１１９／１２４（９６％）で一致

していた。４つの一致しなかった症例では、ヒト測定が、モルモット測定よりも

より感受性が高く、ヒト測定では陽性に出た。それらのうちの１つは、グルテン

抜きの食事を受けていたＥＭＡ陰性セリアック病患者であった。５番目の不一致

症例では、モルモットＥＬＩＳＡがクローン病に罹っている患者に関して偽陽性

という結果を出していた。しかし、ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡでは抗体力価も高く

（１７．５ＡＵ）、ほとんどがカットオフ値（１８ＡＵ）に届いていた。

      【００６８】

  ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡの偽陽性陰性結果はモルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡの

そうしたものと一致していた。両方の測定で、１人のＥＭＡ陽性セリアック病患

者の血清を認識するのに失敗し、また両方とも、クローン病を有する患者を陽性

として検出していた。両方の試験とも、ＥＭＡ偽陽性患者の場合、正確な、陰性

結果を出していた。

      【００６９】

  ２つの測定に関する力価はよく相関しており（ｒｓ＝０．９３７７，９５％Ｃ
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Ｉ：０．９１２１～０．９５５９，ｐ＜０．０００１）、その相関関係は理論的

には指数関数であったが、しかし、１．０５という指数を有する実際に線形のも

のであった（図８）。ＲＯＣ曲線下の面積間の差違は０．０１９であった（９５

％ＣＩ：－０．００２～０．０４０；ＢＣａ法による９５％ＣＩ：０．００５～

０．０５６）。

      【００７０】

  組換えヒトＴＧｅ

  ヒトＴＧｅはＳｔｒｅｐ  ＩＩタグをつけた融合プロ酵素として２９３－ＥＢ

ＮＡヒト胚性腎細胞系統の中で発現させた。そのタンパク質はＳｔｒｅｐＴａｃ

ｔｉｎＴＭカラムに対する親和性結合により単一ステップで精製することができ

た。デスチオビオチンにより溶出後は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法で単一８０  ｋＤａ

バンドを示し  （図９）、そのバンドがＳｔｒｅｐＩＩタグに対するモノクロー

ナル抗体と反応した（図１０）。通り抜けで現れる免疫反応性がまったくなかっ

た標識化タンパク質はほとんど全てカラムに結合していた。１３ｃｍ直径の細胞

培養皿中のコンフルエント細胞単層可溶化液から得られる収率は、およそ２００

μｇであった。ヒトＴＧｅプロ酵素の配列から算出された分子質量は７６８２６

  Ｄａであり、また融合タンパク質のその算出された分子質量（１０アミノ酸の

カルボキシ末端タグを有するＴＧｅプロ酵素）は７８０１１  Ｄａである。融合

タンパク質の質量分光測定は７７７６５  Ｄａという分子質量を示した。細胞可

溶化物では、発現ヒトＴＧｅの活性が、トランスフェクションされていない２９

３－ＥＢＮＡ細胞に存在するトランスグルタミナーゼのバックグラウンド活性よ

りも２．５倍高かった。新鮮に精製されたヒトＴＧｅプロ酵素は、ＴＧｃ活性の

１：４０～１：８０を示し、異なるプロテアーゼ（プロテアーゼＫ，トリプシン

あるいはディスパーゼ）ＴＧｃと同様かあるいはそれよりも高いことを示した。

      【００７１】

  実施例と結果ついての考察

  われわれの知識では、ヒトＴＧｃはＤＡＮＮ組換え法による哺乳動物細胞での

ものよりも前に発現することはなかった。われわれは、２つの理由で細菌の代わ

りにヒト細胞を使用することを好んだ。まず、ＴＧｃの翻訳後修飾に関する証拠
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がないが、われわれはこの可能性を完全には除外することができないでいる。こ

うした修飾は細菌では十中八九は起こらないであろう。第２に、シャペロンが正

確な折りたたみを得るのに必要である場合は、それら修飾がヒト細胞に存在する

可能性がさらにあると考えられる。

      【００７２】

  モルモットＴＧｃの分子質量は、質量分光測定により測定したときには、ヒト

ＴＧｃのそれとほんの少し異なるだけである（０．１  ｋＤａ）が、しかし、モ

ルモットＴＧｃはヒトＴＧｃよりもＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で明らかに速く走行する

。ヒト線維芽細胞から得たＴＧｃは、われわれの融合タンパク質とほぼ同じ速度

で走行し、それらの間の差違は１．２ｋＤａである。これらの観察結果からは、

ヒトとモルモットＴＧｃの構造間の差違は、高度なアミノ酸識別によって示唆さ

れているものよりも、さらに甚大であることが示されている。

      【００７３】

  ＳｔｒｅｐＩＩタグが付いている融合タンパク質としてのヒトＴＧｃはクーマ

シー染色ゲル上に１つの単一バンドを付与する１つのステップで非常に効果的に

精製することができた。タンパク質バンドは、組織トランスグルタミナーゼとし

て、免疫ブロットにより明確に同定することができた。質量分光測定により、予

想される分子サイズが与えられる。精製された組換えヒトタンパク質はトランス

グルタミナーゼ活性を有する。ヒトＴＧｃがモルモット酵素と同じ触媒活性を有

しているのかどうかは分かっていない。我々の精製タンパク質はモルモット肝Ｔ

Ｇｃと同量で同様あるいはより高い活性を有していた。したがって、われわれは

、われわれが測定で使用しているタンパク質は、Ｃ－末端ＳｔｒｅｐＩＩタグを

付けた精製され、活性のあるヒトＴＧｃであると結論付ける。

      【００７４】

  試験に使用されるモルモット肝ＴＧｃ作成物には、モノクローナル抗ＴＧｃ抗

体により免疫反応性ではないその他のタンパク質汚染物が含まれている。しかし

、その元の形態で他の原著者らにより成功裡に使用されてきたように、われわれ

はは、それをさらに精製することはしなかった。マイクロ力価ウェルの中で見ら

れる免疫陽性は、ある症例では、汚染物に対する反応によるものである可能性が
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あることを除外できない。

      【００７５】

  Ｓｕｌｋａｎｅｎと共同研究者（Ｓｕｌｋａｎｅｎ  Ｓら、Ｇａｓｔｒｏｅｎ

ｔｅｒｏｌｏｇｙ１９９８；１１５：１３２２－８）は、モルモットＴＧｃの活

性に適している濃度で塗布緩衝液に付与されているカルシウムは、抗体によるＴ

Ｇｃのさらに特異的な検出により、試験性能を改善させることを示している。原

著者らは、カルシウム活性化により起こされる配座変化として、それらの観察を

説明しているが、しかし、塗布後、彼らは洗浄によりカルシウムを除去し、また

、その後彼らが高濃度のＥＤＴＡを使用し、そのため、抗体－抗原反応はカルシ

ウムがない場合に起こる。したがって、配座変化は、カルシウム除去後にＴＧｃ

分子を固定化することにより維持されると考えられる。塗布により非可逆性にな

るとは考えられない配座変化のほかに、この効果についてはもう１つ可能な説明

がある。ＴＧｃはそれ自体基質として作用することができ、また、高分子量のタ

ンパク質複合体を形成するようにそれ自体を架橋することができる（Ｂｉｒｃｋ

ｂｉｃｈｌｅｒ  ＰＪら、Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｒｅｓ  Ｃｏｍｍ

ｕｎ  １９７７；７８：１－７）。これは、活性測定で使用されているのとほぼ

同じでＴＧｃの濃度であるウェルでは起こる可能性がある。したがって、ＴＧｃ

モノマーだけではなく、ＴＧｃ複合体が、ＥＬＩＳＡウェルに固定されうるし、

またこれは、より高いシグナルを付与する抗体結合を助力しうる。さらに、架橋

ＴＧｃ複合体は、ＴＧｃモノマーのそうしたものとは異なる新しい抗原エピトー

プを示すことができる。この仮説は、カルシウム活性化モルモットＴＧｃと一緒

にセルアック病血清がプレインキュベーションされることにより、ＥＬＩＳＡの

再活性化を効果的にブロックするという観察結果により支持されるが、しかし、

不活性化モルモットＴＧｃと同じブロッキング効果を得るためには、１０倍量で

のプレインキュベーションが必要となる。

      【００７６】

  Ｓｕｌｋａｎｅｎと共同研究者（Ｓｕｌｋａｎｅｎ  Ｓら、Ｇａｓｔｒｏｅｎ

ｔｅｒｏｌｏｇｙ  １９９８；１１５：１３２２－８）は、ただ単にカルシウム

活性を使用することにより、元の方法を変更しただけではなく、緩衝液を変え、
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またブロッキングを省略した。彼らは、改善された測定性能を担っている成分を

示すデータを提示していない。われわれは、ヒトＴＧｃのカルシウム活性化を行

う場合と行わない場合で、いくつか陽性および陰性の血清を試験したが、その試

験の総体的な性能での有意な変化を見出すことはできなかった。これは、カルシ

ウムに加えて、その他の要素がモルモットＴＧｃ測定の最適化には重要であるこ

とを示唆している。しかし、軽いウム活性化測定での３０ＡＵよりも低い抗ＴＧ

ｃ力価を有するＥＭＡ陽性血清の光学密度が有意に低いか、あるいは陰性であっ

ても、カルシウム活性がない場合の測定では、われわれはヒトＴＧｃについての

測定でもカルシウムを使用する。

      【００７７】

  ＥＬＩＳＡに関するカットオフ値の設定は、試験のＲＯＣ分析に基づくもので

あった。グルテン過敏性腸疾患を有するか、あるいは有しない個人の完全な分離

を提供するカットオフ値はみつけることができなかったが、生検による診断と一

致率は両方の試験で非常に高い。モルモットＴＧｃＥＬＩＳＡが、疱疹状皮膚炎

に覆っている未治療の２人の患者と、ヒトＴＧｃＥＬＩＳＡにより検出すること

ができたセリアック病に罹っている未治療の１人の患者を検出することができな

かった。２つのＥＬＩＳＡ感受性の９５％信頼区間が重複し、またしたがって、

感受性の差違がさらなる研究により確認されなければならないが、しかし、その

結果から、モルモットＴＧｃでは保存されていなかったヒトＴＧｃのエピトープ

に対して数例では自己抗体が方向付けられるという仮定が確認されている。はっ

きりとＥＭＡ陽性であるセリアック病患者から得られた１つの血清は、どちらの

ＥＬＩＳＡでも免疫反応性のものではなかったし、またその力価の値がそれまで

はカットオフ値よりも下であり、その結果はおそらく偶然ではない。ＴＧｃはグ

ルテン過敏性腸疾患での自己抗原であるばかりでなく、何らかの稀な症例では、

ＥＭＡ陽性が起こっても、ＴＧｃに対する抗体はまったく存在しないことが考え

られる。これら実験は、全ての患者の抗体がモルモット抗原と交差反応する可能

性がないため、カルシウム活性化ヒトＴＧｃを使用して繰り返し行われるべきで

あろうが、これはまた、モルモットＴＧｃによるＴＧｃに対するＩｇＡクラス自

己抗体の免疫吸光度によっては抗筋内膜活性を完全に排除することができない（
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ＬｏｃｋＲＬら、Ｃｌｉｎ  Ｅｘｐ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １９９９；１１６：２５

８－６２）という観察結果によっても支持されている。

      【００７８】

  ＥＭＡ試験では、１９９８年２月に一過性の下痢をした８歳の少女で、偽陽性

の結果が生じた。繰り返し行われたＥＭＡ試験では、平滑筋細胞の細胞間空隙に

おけるＩｇＡ結合が示されている。空腸組織学的には、グルテン過敏性腸疾患に

関しては陰性であったが、その下痢は再度起こることはなかった。血清がＥＭＡ

試験により偽陽性であったという事実があったが、しかし、両方のＥＬＩＳＡに

より正確に診断され、またＴＧｃではなく抗原によってＥＭＡ陽性が生じるとい

う可能性もまた、際立せられることになる。

      【００７９】

  クローン病に罹っている２人のＥＭＡ陰性患者がが、モルモットＴＧｃ  ＥＬ

ＩＳＡではカットオフ値によりも上のＴＧｃ抗体力価を有しており、それらのう

ち１つもまたヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡでもそうだったことは興味深いことである

。腹腔疾患とクローン疾患は同じ患者で起こることが記載されている（Ｇｉｌｌ

ｂｅｒｇら、Ｓｃａｎｄ  Ｊ  Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ  １９８２；１７：

４９１－６）が、しかし、この組み合わせは非常に稀である。われわれの２つの

症例では、関連腹腔疾患を除外することはできないが、しかし、両方の力価とも

境界値に近いため（ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡでは２１６と１７．５ＡＵ、モルモ

ットＥＬＩＳＡでは１５．９と１７．８ＡＵ）、力価の上昇は活性腹腔疾患での

抗体産生から得られるものよりも、クローン病でのＴＧｃに対する低いレベルの

ＩｇＡ自己抗体産生から結果的に生じる可能性がある。この推論は、両方のＥＬ

ＩＳＡシステムで、クローン病に罹っている患者の力価の中央値は、健常者や、

その他の消化管あるいは非消化管疾患に罹っている患者のそれよりも大きいとい

う事実により支持される。しかし、現在の研究で試験された多くの患者血清の差

違や数は非常に小さく、そのため、この発見の有意性を判断することはわれわれ

にはできない。

      【００８０】

  完全なあるいは不完全なグルテン抜きの食事を受けている患者は、抗体力価の
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広範なスペクトルを有し、また、ＥＬＩＳＡのその結果は、ＥＭＡ試験のそれら

と良好な一致を見ている。ヒト抗原によるＥＬＩＳＡは、１つのＥＭＡ－および

モルモットＥＬＩＳＡ陰性セリアック病患者を陽性として認識しまうＥＭＡ試験

あるいはモルモットＥＬＩＳＡよりも、この点に関しては、さらに少々感受性が

高いことになる。

      【００８１】

  その他の確立しているシステムと比較すると、ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡはＥＭ

Ａ試験と同様に特異的であり、また感受性があり、またモルモットＴＧｃ  ＥＬ

ＩＳＡよりも優れたものであることが判明した。その結果からは、本研究での全

ての試験システムの高い診断価値が示されているが、しかし、特に、ほとんど完

璧な感受性と特異性を有するヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡが高い診断価値を示し、し

かもＥＭＡ試験の欠点は有していないことが示されている。したがって、われわ

れはヒトＴＧｃに基づくＥＬＩＳＡは、簡易で非侵襲的なスクリーニングおよび

グルテン過敏性腸疾患に対する選択すべき方法であるとわれわれは結論付ける。

      【００８２】

  図６と７に要約してあるその結果は、グルテン過敏性腸疾患だけではなく、そ

の他の自己免疫障害でもヒト組織トランスグルタミナーゼに対するＩｇＡがまた

検出されることを示している。セリアック病や疱疹状皮膚炎ではない他の自己免

疫疾患に罹患している患者のヒトＴＧｓＥＬＩＳＡ陽性は活性グルテン過敏性腸

疾患を有する患者によるものではない可能性が高い。ある症例では、力価が非常

に高く、その試験は疾患との現実の関連を示していることが考えられるが、全て

の自己免疫患者の１／４以上がグルテン過敏性腸疾患に関連した疾患を有してい

ることは実際にはほとんどありえないことのようでもある。表２に示されている

ように、腹腔疾患は、さまざまな自己免疫障害に関連して説明されてきた。

      【００８３】

    【表２】
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      【００８４】

  グルテン過敏性腸疾患は、さまざまな再吸収障害の原因となる十二指腸空腸領

域のＴ細胞を介した炎症を引き起こすことができることが知られている（総説に

ついては、Ｔｒｅｊｄｏｓｉｅｗｉｃｚ  ＬＫら、Ｃｌｉｎ  Ｇａｓｔｒ  １９

９５；９：２５１－７２）。後者は痛みを伴う下痢、鉄欠乏貧血、低蛋白血症、

骨粗鬆症、無月経、ビタミン不足症、および小児では、成長と発達遅滞という結

果を生じることがある（総説については、Ｃｏｒａｚｚａ  ＧＲ，  Ｇａｓｂａ

ｒｒｉｎｉ  Ｇ．  Ｃｏｅｌｉａｃ  ｄｉｓｅａｓｅ  ｉｎ  ａｄｕｌｔｓ．  

Ｂａｌｉｌｌｉｅｒｅ  Ｃｌｉｎ  Ｇａｓｔｒ  １９９５；９：３２９－５０；

Ｌｉｔｔｌｅｗｏｏｄ  ＪＭ．  Ｃｏｅｌｉａｃ  ｄｉｓｅａｓｅ  ｉｎ  ｃｈ

ｉｌｄｈｏｏｄ．  Ｂａｉｌｌｉｅｒｅ  Ｃｌｉｎ  Ｇａｓｔｒ  １９９５；９

：２９５－３２８）。これらの直接的な結果のほかに、その疾患の持続によりさ

まざまな自己免疫障害（例えば、糖尿病タイプ１）や悪性疾患（例えば、十二指

腸空腸リンパ腫）が起こりやすくなる。疱疹性皮膚炎の臨床兆候や症状は、皮膚

疾患のそれを主なものとする（大きな関節の伸筋側表面上に典型的には位置して

横たわる紅斑を伴う多形性の痒い疱疹）、胃腸学的症状は多くの場合軽度、ある

いは臨床的にはまったく無い。しかし、空腸病変を示唆する何の臨床的兆候ある
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いは症状はまったく無い場合であっても、組織学的な検査により炎症性小腸病変

を多く発見することができる。疱疹状皮膚炎の腸疾患は、グルテン過敏性腸疾患

のこれら２つの形態の両方に同じあるいは非常に類似している病因および病理メ

カニズムを示唆するセリアック病におけるそれと形態学的、臨床的にまた、機能

的に同一である。

      【００８５】

  しかし、われわれの結果は、自己免疫プロセスにおけるＴＧｃの一般的な役割

と、その他のトランスグルタミナーゼを示す。他の自己免疫疾患に罹患している

患者におけるＴＧｃ  ＩｇＡに対して結果生じた陽性成績はグルテン過敏性腸疾

患の診断の基礎としてだけ受け取るべきではない。一方、ＴＧｃに対する抗体、

およびＴＧｃなどのその他のトランスグルタミナーゼは、グルテン過敏性腸疾患

タイプのその他の自己免疫疾患に罹患している患者のためのマーカーとして使用

することができ、また、こうした疾患群内の患者のサブグループを定義するのに

役立つことができる。

      【００８６】

  その結果、われわれはグルテン過敏性腸疾患タイプあるいはグルテン過敏性腸

疾患に関連している自己免疫疾患の診断のための新しい方法、特に、標本を採取

するステップと、ヒト組織トランスグルタミナーゼあるいはその他のトランスグ

ルタミナーゼに対する抗体のためのその標本を試験するステップとを含む方法を

提供する。このように、腹腔疾患ではない自己免疫疾患は、診断し鑑別すること

ができ、とりわけ、グルテン過敏性腸疾患タイプあるいは潜在性、非活性グルテ

ン過敏性腸疾患の自己免疫疾患の存在が原因となっている女性の不妊症に関連し

ている自己免疫疾患（Ｃｏｌｌｉｎら、Ｇｕｔ，１９９６：３９，３８２－３８

４）、流産のリスク増加（Ｓｍｅｃｕｌら、Ｅｕｒ．  Ｊ．  Ｇａｓｔｒ．＆Ｈ

ｅｐ．１９９６；８  （１），６３－６７）あるいは胎児成長低下だけではなく

、疱疹状皮膚炎すなわちデューリング病、アジソン病、ＡＩ溶血性貧血、ＡＩ血

小板減少紫斑病、ＡＩ甲状腺疾患、萎縮性胃炎－悪性貧血、ＩｇＡ腎症あるいは

ＩｇＡ糸球体腎炎、重症筋無力症、部分リポジストロフィー、多発性筋炎、原発

性胆汁性肝硬変、原発性硬化性胆管炎、再発性心膜炎、再燃性多発性軟骨炎、リ
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ウマチ様関節炎、サルコイドーシス、シェーグレン症候群、全身性エリテマトー

デス（ＳＬＥ）、脾臓萎縮、タイプＩ（インスリン依存性）糖尿病、その他のタ

イプの糖尿病、潰瘍性大腸炎、脈管炎（全身性脈管炎と皮膚血管炎の両方）、白

斑などの自己免疫疾患を診断し鑑別することができる。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ＴＧｃのＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ａ）および免疫ブロット（Ｂ）分析を示

す。

    【図２】

  ヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡに関するレシーバー操作特性（ＲＯＣ）曲線である。

    【図３】

  対照（Ｉ）とセリアック病または疱疹状皮膚炎患者（ＩＩ）におけるヒトＴＧ

ｃ  ＥＬＩＳＡにおける血清抗ＴＧｃ抗体濃度を示す。

    【図４】

  モルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡに関するＲＯＣ曲線である。

    【図５】

  対照（Ｉ）とセリアック病あるいは疱疹状皮膚炎（ＩＩ）におけるモルモット

ＴＧｃ  ＥＬＩＳＡシステムにおける血清抗ＴＧｃ抗体濃度を示す。

    【図６】

  任意の単位（ＡＵ）で与えられたヒトＴＧｃ  ＥＬＩＳＡにおけるＴＧｃに対

するＩｇＡ抗体の血清濃度を示す。

    【図７】

  ヒトＴＧｃに対するＩｇＡ抗体の血清濃度を示すボックスとホイスカ図である

。

    【図８】

  ヒトとモルモットＴＧｃ  ＥＬＩＳＡとの間の抗体価の相関関係を示す。

    【図９】

  精製後のＴＧｅのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析値を示す。

    【図１０】
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  Ｓｔｒｅｐ  ＩＩタグに対するポリクローナルウサギ抗体を使用したヒトＴＧ

ｓの免疫ブロット分析を示す。

    【図１１】

  ＥＬＩＳＡにおけるヒトＴＧｃあるいはＴＧｅに対するグルテン過敏性腸疾患

（ＧＳＥ）患者血清におけるＩｇＡの結合を示す。

    【図１２】

  固体相ヒトＴＧｃに対するヒトＴＧｃ（点線）あるいはＴＧｅ（実線）の増加

量と共についてプレインキュベーションすることによる４人のグルテン過敏性腸

疾患血清におけるＩｇＡ結合の阻害を示す。

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８】

【図９】
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【図１０】
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【図１１】
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【図１２】
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【国際調査報告】
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【要約の続き】
鑑別することができることが見い出された。



专利名称(译) 诊断面筋敏感性肠病和其他自身免疫性疾病
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

面筋敏感性肠疾病类型的自身免疫性疾病或麸质敏感性肠疾病，包括采
集样品并测试该样品中人体组织转谷氨酰胺酶，组织特异性转谷氨酰胺
酶或其他转谷氨酰胺酶的抗体。 诊断相关的自身免疫性疾病的方法。 该
方法不仅允许与不孕症相关的自身免疫性疾病，流产风险增加或胎儿生
长减少，还允许疱疹性皮炎或杜林氏病，克罗恩氏病，艾迪生氏病，AI
溶血性贫血，AI血小板等。 紫癜减少，AI甲状腺疾病，萎缩性胃炎-恶性
贫血，IgA肾病或IgA肾小球肾炎，重症肌无力，部分脂肪营养不良，多
发性肌炎，原发性胆汁性肝硬化，原发性硬化性胆管炎， 复发性心包
炎，复发性多软骨炎，类风湿性关节炎，结节病，干燥综合征，系统性
红斑狼疮（SLE），脾萎缩，I型（胰岛素依赖型）糖尿病，其他类型的
糖尿病，溃疡性大肠 已经发现，除了腹部疾病以外的自身免疫疾病，例
如炎症，血管炎（全身性血管炎和皮肤血管炎）都可以被诊断和区分。 
。
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