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(54)【発明の名称】 抗サイトケラチン抗体の測定に基づく自己免疫性肝炎の診断薬

(57)【要約】
【課題】本発明の課題は、抗サイトケラチン抗体、及び
サイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体の測
定法を確立し、AIHの診断薬として応用することにあ
る。
【解決手段】血清あるいは血漿中の抗サイトケラチン抗
体を測定する測定系を確立し、抗サイトケラチン抗体が
AIH患者で有意に高値を示し、更に抗体の量が治療に伴
って減少することを見出した。また、サイトケラチン－
抗サイトケラチン抗体免疫複合体もAIH患者で有意に高
値を示した。そして、抗サイトケラチン抗体、及びサイ
トケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体の測定
が、AIHの診断及び病態の把握に有用であることを明ら
かにした。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】ヒト血清あるいは血漿中の抗サイトケラチ
ン抗体、あるいはサイトケラチン－抗サイトケラチン抗
体免疫複合体を測定することを特徴とする、自己免疫性
肝炎の診断薬。
【請求項２】抗体の測定が以下の：
１．サイトケラチンを固相に結合させ、
２．適度に希釈した血清あるいは血漿を加え、
３．標識したヒト抗体に対する抗体を加えて、
４．サイトケラチンに結合したヒト抗体を定量する工程
を含む、請求項１に記載の自己免疫性肝炎の診断薬。
【請求項３】免疫複合体の測定が以下の：
１．抗サイトケラチン抗体を固相に結合させ、
２．適度に希釈した血清あるいは血漿を加え、
３．標識したヒト抗体に対する抗体を加えて、
４．サイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体
を定量する工程を含む、請求項１に記載の自己免疫性肝
炎の診断薬。
【発明の詳細な説明】
【発明の属する技術分野】本発明は、サイトケラチンに
対する自己抗体を定量することに基づく、自己免疫性肝
炎の診断薬に関する。
【０００１】
【従来の技術】肝炎には、ウイルス性肝炎、アルコール
性肝炎、薬剤性肝炎、自己免疫性肝炎（以下AIHと称
す）が知られている。AIH以外の各肝炎については、発
症の起因物質が明らかとなっているが、AIHについては
まだ解明されていない。AIHは、女性に多い疾患であり
関節痛・全身倦怠感、黄疸、悪心、食欲低下、発熱など
の症状を呈す。治療は薬物療法が中心であり、免疫抑制
剤・ステロイド剤などが使用されている。現在のAIHの
診断は、ウイルス性肝炎の有無を確認した後、血清トラ
ンスアミナーゼ・血清γグロブリン・抗核抗体、抗平滑
筋抗体・抗DNA抗体等を調べ、それら結果を総合的に判
断してAIHとの診断がなされる。いち早く的確に、AIHを
診断する方法の開発が待たれた。
【０００２】
【発明が解決しようとする課題】AIHの診断法を確立す
るため、発明者らは、細胞骨格蛋白質の構成要素である
サイトケラチンに着目した。サイトケラチンは細胞質内
線維状構造物の一つで、その中の中間径フィラメントを
形成する蛋白質群に属し、上皮細胞に特異的に局在する
蛋白質である。サイトケラチンは、分子量およそ40～68
kDaのポリペプチドであり、２０個のサブユニットに分
類されている。等電点により酸性に属するType1（ＣＫ
９～１９）と中性～塩基性に属するTyep2（ＣＫ１～
８）に大別され（Moll R. et al.,Cell 31(1): 11-24  
(1982), The catalog of human cytokeratins: pattern
sof expression in normal epithelia, tumors and cul
tured cells.）、細胞破壊によって、各ポリペプチドが
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血中に出現する事が明らかとなっている（WeberK. et a
l., EMBO J. 3(11): 2707-14 (1984), Tissue polypept
ide antigen (TPA) is related to the non-epidermal 
keratins 8, 18 and 19 typical of simple and non-sq
uamous epithelia: re-evaluation of a human tumor m
arker.）。これらポリペプチド中、現在、ポリペプチド
１９は肺癌の腫瘍マーカーとして市販されている（シフ
ラ）。
【０００３】発明者らは、AIH発症は何らかの原因によ
って肝細胞が破壊され、血中にサイトケラチンの各ポリ
ペプチドが放出された結果、それらペプチドに対する自
己抗体が体内で産生され、肝炎を起こすのではないかと
考えた。本発明の課題は、血清あるいは血漿中の抗サイ
トケラチン抗体、及びサイトケラチン－抗サイトケラチ
ン抗体免疫複合体の測定法を確立し、AIHの診断薬とし
て応用することにある。
【０００４】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、血清ある
いは血漿中の抗サイトケラチン抗体、及びサイトケラチ
ン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体を測定する測定系
を確立し、抗サイトケラチン抗体の抗体量がAIH患者で
有意に高値を示し、更に治療に伴って減少することを見
出した。また、サイトケラチン－抗サイトケラチン抗体
免疫複合体もAIH患者で有意に高値を示すことも見出し
た。すなわち本発明は、
(1).ヒト血清あるいは血漿中の抗サイトケラチン抗体、
あるいはサイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複
合体を測定することを特徴とする、自己免疫性肝炎の診
断薬。
(2).抗体の測定が以下の：
１．サイトケラチンを固相に結合させ、
２．適度に希釈した血清あるいは血漿を加え、
３．標識したヒト抗体に対する抗体を加えて、
４．サイトケラチンに結合したヒト抗体を定量する工程
を含む、請求項１に記載の自己免疫性肝炎の診断薬。
(3).免疫複合体の測定が以下の：
１．抗サイトケラチン抗体を固相に結合させ、
２．適度に希釈した血清あるいは血漿を加え、
３．標識したヒト抗体に対する抗体を加えて、
４．サイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体
を定量する工程を含む、請求項１に記載の自己免疫性肝
炎の診断薬、に関する。
【０００５】
【発明の実施の形態】以下に、１．抗サイトケラチン抗
体の測定法、２．サイトケラチン－抗サイトケラチン抗
体免疫複合体の測定法について、具体的に説明する。
１．抗サイトケラチン抗体の測定は、以下のステップで
行うことができる。
1).サイトケラチンフラグメントは、市販の、例えばプ
ロゲンバイオテクニクス社より入手した標品を使用す
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る。サイトケラチンフラグメントは、遺伝子組換え技術
を用いサイトケラチン遺伝子を導入した細胞より精製し
た標品を使用しても構わないし、また抗原決定基を解析
してペプチド合成により合成した標品を使用することも
許される。サイトケラチンフラグメントをビーズあるい
はカップ上に固相化する。固相化は、共有結合により結
合させても非共有結合により結合させても構わない。ま
た場合によっては、モノクローナルあるいはポリクロー
ナルの抗サイトケラチン抗体等、サイトケラチンを特異
的に結合する物質を固相化して、サイトケラチンを間接
的に結合させることも許される。通常、ビーズあるいは
カップ上の非特異的な結合部位をふさぐため、ウシ血清
アルブミン（BSA)・カゼイン等の蛋白質、Tween 20等の
界面活性剤でブロッキング操作を行う。
2).血清あるいは血漿検体を、必要であればウシ血清ア
ルブミン（BSA)・カゼイン等の蛋白質、Tween 20等の界
面活性剤を含むバッファーで希釈し、ビーズあるいはカ
ップに加える。また、標準とする抗サイトケラチン抗体
を同様に希釈して加え、検量線の作成に用いる。
3).ビーズあるいはカップを、できればTween 20等の界
面活性剤を含むバッファーで洗浄後、適当な方法で標識
したヒト抗体に対する抗体を、ウシ血清アルブミン（BS
A)・カゼイン等の蛋白質、Tween 20等の界面活性剤を含
むバッファーで希釈して加える。標識はヒト抗体に対す
る抗体を直接、酵素・放射性物質・電気発光物質等で標
識しても構わないし、ヒト抗体に対する抗体に、例えば
ビオチン等を結合させた後、該物質と特異的に結合する
標識物質、例えば標識アビジン等と結合させて、間接的
に標識しても構わない。また、サイトケラチンに結合し
たヒト抗体を検出する方法としては、ヒト抗体に対する
抗体と特異的に結合する標識二次抗体を用いることもで
き、更に、ヒト抗体に特異的に結合する標識物質、例え
ば標識プロテインＡを用いることもできる。
4).ビーズあるいはカップを、できればTween 20等の界
面活性剤を含むバッファーで洗浄後、標識に応じた方
法、放射性標識であれば放射活性を、酵素標識であれば
酵素活性を測定する。また、ビオチン化標識であれば更
に標識アビジンを加えて、標識に応じた方法で測定す
る。
5).標準の抗サイトケラチン抗体から得られた測定値を
基に検量線を作成し、血清あるいは血漿検体中に含まれ
る抗サイトケラチン抗体の抗体量を計算する。抗体量
は、標準とした抗サイトケラチン抗体を指標として表さ
れることが好ましいが、本発明はこれに限られない。
【０００６】２．サイトケラチン－抗サイトケラチン抗
体免疫複合体の測定法
サイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体の測
定は、以下のステップで行うことができる。
1).抗サイトケラチン抗体をビーズあるいはカップ上に
固相化する。抗サイトケラチン抗体は、ポリクローナル
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抗体でもモノクローナル抗体でも許されるが、例えばケ
ミコン社、アメリカンリサーチプロダクツ社より入手が
可能である。固相化は、共有結合により結合させても非
共有結合により結合させても構わない。通常、ビーズあ
るいはカップ上の非特異的な結合部位をふさぐため、ウ
シ血清アルブミン（BSA)・カゼイン等の蛋白質、Tween 
20等の界面活性剤でブロッキング操作を行う。
2).血清あるいは血漿検体を、必要であればウシ血清ア
ルブミン（BSA)・カゼイン等の蛋白質、Tween 20等の界
面活性剤を含むバッファーで希釈し、ビーズあるいはカ
ップに加える。また、標準とするサイトケラチン－抗サ
イトケラチン抗体免疫複合体を同様に希釈して加え、検
量線の作成に用いる。
3).ビーズあるいはカップを、できればTween 20等の界
面活性剤を含むバッファーで洗浄後、適当な方法で標識
したヒト抗体に対する抗体を、ウシ血清アルブミン（BS
A)・カゼイン等の蛋白質、Tween 20等の界面活性剤を含
むバッファーで希釈して加える。標識はヒト抗体に対す
る抗体を直接、酵素・放射性物質・電気発光物質等で標
識しても構わないし、ヒト抗体に対する抗体に、例えば
ビオチン等を結合させた後、該物質と特異的に結合する
標識物質、例えば標識アビジン等と結合させて、間接的
に標識しても構わない。また、サイトケラチンに結合し
たヒト抗体を検出する方法としては、ヒト抗体に対する
抗体と特異的に結合する標識二次抗体を用いることもで
き、更に、ヒト抗体に特異的に結合する標識物質、例え
ば標識プロテインＡを用いることもできる。
4).ビーズあるいはカップを、できればTween 20等の界
面活性剤を含むバッファーで洗浄後、標識に応じた方
法、放射性標識であれば放射活性を、酵素標識であれば
酵素活性を測定する。また、ビオチン化標識であれば更
に標識アビジンを加えて、標識に応じた方法で測定す
る。
5).標準のサイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫
複合体から得られた測定値を基に検量線を作成し、血清
あるいは血漿検体中に含まれるサイトケラチン－抗サイ
トケラチン抗体免疫複合体の量を計算する。免疫複合体
の量は、標準とした免疫複合体を指標として表されるこ
とが好ましいが、本発明はこれに限られない。以上のス
テップにより、検体中の抗サイトケラチン抗体、及びサ
イトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体を測定
することができる。
【０００７】
【発明の効果】血清あるいは血漿中の抗サイトケラチン
抗体、及びサイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫
複合体の測定が可能となり、該抗体及び免疫複合体を測
定することにより、AIHをいち早く的確に診断できるよ
うになった。
【０００８】
【実施例】［実施例１］抗サイトケラチン抗体の測定
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5
抗サイトケラチン抗体の測定は、以下の手順で実施し
た。
1)  .サイトケラチンフラグメント固相化カップの作製
サイトケラチン各フラグメント８・１８・１９（プロゲ
ンバイオテクニクス社製）を、0.01 Mトリス塩酸緩衝液
 pH 7.5で1μg/mlに調整し、ポリスチレンカップに100
μl注入し4℃16時間反応した。その後、 EIA専用洗浄機
（ミニラボウオシャー：ライフティック社製）によって
0.15 M NaCl、0.01% Tween20を含む0.01Mトリス塩酸緩
衝液pH 7.5で4秒3回洗浄した。洗浄したカップに0.5%ウ
シアルブミンを含む0.01 Mトリス塩酸緩衝液pH 7.5を20
0μl加え、再度4℃16時間反応し固相化カップとした。
2). HRP標識抗ヒトIgG抗体
HRP標識anti-human  IgG（シグマ社：goat  anti human
 IgG）を、ウサギ血清25%を含む0.1Mリン酸緩衝液  pH 
5.4に1000希釈して使用した。
3).標準抗体の調整
抗サイトケラチン抗体陽性の血清を、2% BSA、0.01 M  
EDTA、0.1% NaN

3
、0.01% Tween 20，0.15 M NaClを含む

0.05 Mトリス緩衝液pH 7.5で希釈し、各希釈液を作製し
た。
4).抗サイトケラチン抗体の測定
サイトケラチンペプチドを固相化したカップ中のウシア
ルブミン液を吸い取り、全カップに2% BSA、0.01 M EDT
A、0.1% NaN

3
、0.01% Tween 20，0.15 M NaClを含む0.0

5 Mトリス緩衝液pH 7.5を50μl注入した。そのカップに
標準抗体希釈液及び検体を50μl加え、室温（20～30
℃）で1時間反応した。反応後、 EIA専用洗浄機を用い
0.01% Tween 20、0.0015 M NaCl、0.0015% パラオキシ
安息香酸メチル、0.005% ２－クロロアセトアミドを含
む0.005Mトリス緩衝液pH 7.5で4秒3回洗浄した。洗浄
後、標識抗体を100μl加え室温（20～30℃）で1時間反
応した。反応後、EIA専用洗浄機を用い0.01% Tween20、
0.15 M NaCl、0.0015%パラオキシ安息香酸メチル、0.00
5% ２－クロロアセトアミドを含む0.005 Mトリス緩衝液
pH 7.5で4秒3回洗浄した。洗浄後、1.5 mg/mlのABTS
（2,2アジノ-ビス-(3-エチルベンゾチアゾリン-6スルホ
ン酸)を含む 0.1 Mクエン酸緩衝液pH 4.2を100μl加え
室温（20～30℃）で1時間反応し、0.013% NaN
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液を100

μl加え反応を停止した。発色した溶液を分光光度計405
 nmの吸光度を測定した。
5).検体中のサイトケラチン抗体の定量値の算出
各希釈の抗サイトケラチン標準抗体吸光度値から、ブラ
ンクの吸光度値を引き、横軸に標準抗体濃度、縦軸は標
準抗体の吸光度をプロットし、標準曲線を描く。図１に
代表的な検量線を示した。検体の吸光度値から、同様に
ブランクの吸光度値を引き、得られた検量線から、検体
中に含まれる抗体量が、標準抗体の何倍に当たるかを計
算して、抗サイトケラチン抗体の定量値とした。
【０００９】［実施例２］サイトケラチン－抗サイトケ

6
ラチン抗体免疫複合体の測定
サイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体の測
定は、以下の手順で実施した。
1)  .抗サイトケラチン抗体固相化カップの作製
サイトケラチン各フラグメント（８・１８）に対する抗
体（プロゲンバイオテクニクス社製）を、0.01 Mトリス
塩酸緩衝液 pH  7.5で４μg/mlに調整し、ポリスチレン
カップに100μl注入し4℃16時間反応した。その後、 EI
A専用洗浄機（ミニラボウオシャー：ライフティック社
製）によって0.15 M NaCl、0.01% Tween20を含む0.01M
トリス塩酸緩衝液pH 7.5で4秒3回洗浄した。洗浄したカ
ップに0.5%ウシアルブミンを含む0.01 Mトリス塩酸緩衝
液pH 7.5を200μl加え、再度4℃16時間反応し固相化カ
ップとした。
2). HRP標識抗ヒトIgG抗体
市販のHRP標識anti-human  IgG（シグマ社：goat  anti
 human IgG）を、ウサギ血清25%を含む0.1Mリン酸緩衝
液  pH 5.4に1000希釈して使用した。
3).標準免疫複合体の調整
サイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体陽性
の血清を、2% BSA、0.01 M  EDTA、0.1% NaN

3
、0.01% T

ween 20，0.15 M NaClを含む0.05 Mトリス緩衝液pH 7.5
で希釈し、各希釈液を作製した。
4).サイトケラチン－抗サイトケラチン抗体免疫複合体
の測定
抗サイトケラチン抗体を固相化したカップ中のウシアル
ブミン液を吸い取り、全カップに2% BSA、0.01 M EDT
A、0.1% NaN

3
、0.01% Tween 20，0.15 M NaClを含む0.0

5 Mトリス緩衝液pH 7.5を50μl注入した。そのカップに
標準免疫複合体希釈液及び検体を50μl加え、室温（20
～30℃）で1時間反応した。反応後、 EIA専用洗浄機を
用い0.01% Tween 20、0.0015 M NaCl、0.0015% パラオ
キシ安息香酸メチル、0.005% ２－クロロアセトアミド
を含む0.005 Mトリス緩衝液pH 7.5で4秒3回洗浄した。
洗浄後、標識抗体を100μl加え室温（20～30℃）で1時
間反応した。反応後、EIA専用洗浄機を用い0.01% Tween
20、0.15 M NaCl、0.0015%パラオキシ安息香酸メチル、
0.005% ２－クロロアセトアミドを含む0.005 Mトリス緩
衝液pH 7.5で4秒3回洗浄した。洗浄後、1.5 mg/mlのABT
S（2,2アジノ-ビス-(3-エチルベンゾチアゾリン-6スル
ホン酸)を含む 0.1 Mクエン酸緩衝液pH 4.2を100μl加
え室温（20～30℃）で1時間反応し、0.013% NaN

3
液を10

0μl加え反応を停止した。発色した溶液を分光光度計40
5 nmの吸光度を測定した。
5).検体中の免疫複合体の定量値の算出
各希釈の標準免疫複合体吸光度値から、ブランクの吸光
度値を引き、横軸に標準免疫複合体濃度、縦軸は標準免
疫複合体の吸光度をプロットし、検量線を描く。代表的
な検量線を図２に示した。検体の吸光度値から、同様に
ブランクの吸光度値を引き、得られた検量線から、検体
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7
中に含まれる免疫複合体の量が、標準免疫複合体の何倍
に当たるかを計算して、サイトケラチン－抗サイトケラ
チン抗体免疫複合体の定量値とした。
【００１０】［実施例３］AIH患者血清中の抗サイトケ
ラチン抗体及びサイトケラチン－抗サイトケラチン抗体
免疫複合体の量
AIHは、HBs抗原・HCV抗体が共に陰性、抗核抗体が陽性
であり、臨床的に慢性肝炎と診断された症例で、原発性
胆汁性肝硬変（PBC）の診断基準を満たさず、生活歴よ
り薬剤性及びアルコール性肝障害が除外され、更に腹部
超音波検査で脂肪肝の無いことを確認した症例である。
図３～５に示すように、抗原としてサイトケラチン各フ
ラグメント（８・１８・１９）の何れを使った場合に
も、健常人・慢性C型肝炎（CH-C）・PBC患者血清と比較
して、有意に高い抗サイトケラチン抗体の抗体が、AIH
患者血清で観察された。更に図６～８に示すように、各
抗サイトケラチン抗体は治療に伴って減少し、抗サイト
ケラチン抗体の抗体量が治療効果を反映して、病態の把
握に役立つことが示された。また、図９・１０に示すよ
うに、サイトケラチン各フラグメント（８・１８）に対
する免疫複合体の量は、AIH患者血清で、健常人・CH-C *

8
*と比較して有意に高い免疫複合体の定量値が観察され
た。
【００１１】
【図面の簡単な説明】
【図１】抗サイトケラチン１９抗体の検量線
【図２】サイトケラチン１８－抗サイトケラチン１８抗
体免疫複合の検量線
【図３】AIH患者血清中の抗サイトケラチン８抗体
【図４】AIH患者血清中の抗サイトケラチン１８抗体
【図５】AIH患者血清中の抗サイトケラチン１９抗体
【図６】AIH患者血清中抗サイトケラチン８抗体の治療
に伴う変化
【図７】AIH患者血清中抗サイトケラチン１８抗体の治
療に伴う変化
【図８】AIH患者血清中抗サイトケラチン１９抗体の治
療に伴う変化
【図９】AIH患者血清中のサイトケラチン８－抗サイト
ケラチン８抗体免疫複合体
【図１０】AIH患者血清中のサイトケラチン１８－抗サ
イトケラチン１８抗体免疫複合体

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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