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(54)【発明の名称】 全身性エリテマトーデスの診断用試薬、診断用キット及び全身性エリテマトーデス由来の免疫グ

ロブリンＧの存在確認方法

(57)【要約】
【課題】  全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）の診断を
簡単かつ高精度で行うことができる診断用試薬、診断用
キットの提供及びＳＬＥに由来するＩｇＧを検出する方
法の提供。
【解決手段】  ファセオルス・ヴルガリス由来のレクチ
ンを有効成分として含有する全身性エリテマトーデス診
断用試薬；かかる診断用試薬と、不溶化担体と、該担体
に固定化されて免疫グロブリンＧを捕捉する捕捉物質と
を含むことを特徴とする全身性エリテマトーデス診断用
キット；並びに検体に含有されるＩｇＧと、かかるレク
チンとを反応させ、前記ＩｇＧに結合した前記レクチン
を検出することを特徴とするＳＬＥ由来のＩｇＧの存在
確認方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  ファセオルス・ヴルガリス（Phaseolus 
vulgaris）由来のレクチンを有効成分として含有する全
身性エリテマトーデス診断用試薬。
【請求項２】  ファセオルス・ヴルガリス由来のレクチ
ンが、ファセオルス・ヴルガリス・エリスロアグルチニ
ン（Phaseolus vulgaris erythroagglutinin）又はＰＨ
Ａ－Ｅ４である請求項１に記載の全身性エリテマトーデ
ス診断用試薬。
【請求項３】  ファセオルス・ヴルガリス由来のレクチ
ンが、標識化されたものである請求項１又は２の全身性
エリテマトーデス診断用試薬。
【請求項４】  請求項１～３のいずれか１項に記載の診
断用試薬と、不溶化担体と、該不溶化担体に固定化され
て免疫グロブリンＧを捕捉する捕捉物質とを含むことを
特徴とする全身性エリテマトーデス診断用キット。
【請求項５】  更に、標識化レクチンを検出する検出物
質を更に含む請求項４に記載の全身性エリテマトーデス
診断用キット。
【請求項６】  検体に含有される免疫グロブリンＧと、
請求項１～３のいずれか１項に記載のレクチンとを反応
させ、前記免疫グロブリンＧに結合した前記レクチンを
検出することを特徴とする全身性エリテマトーデス由来
の免疫グロブリンＧの存在確認方法。
【請求項７】  検体に含有される免疫グロブリンＧを、
不溶化担体に固定化された免疫グロブリンＧ捕捉物質を
用いて固定化し、該固定化免疫グロブリンＧを請求項３
に記載の標識化レクチンと反応させ、結合した前記標識
化レクチンの標識に起因したシグナルを検出することを
特徴とする全身性エリテマトーデス由来の免疫グロブリ
ンＧの存在確認方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、免疫グロブリンＧ
（以下、ＩｇＧと記載する。）の糖鎖を利用して全身性
エリテマトーデスを診断するための診断用試薬、診断用
キット及び全身性エリテマトーデスに由来するＩｇＧの
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存在確認方法に関する。さらに詳しくは、本発明は、Ｉ
ｇＧの糖鎖をファセオルス・ヴルガリス（Phaseolus vu
lgaris（和名：インゲンマメ））由来のレクチンを用い
て糖鎖工学的に測定する全身性エリテマトーデス診断用
試薬、診断用キット及び全身性エリテマトーデスに由来
するＩｇＧの存在確認方法に関するものである。本明細
書において百分率は、特に断りのない限り重量による表
示である。
【０００２】
【従来の技術及び発明が解決しようとする課題】（１）
全身性エリテマトーデス
全身性エリテマトーデスは、膠原病と呼ばれる疾患群の
一つであるが、この疾患群は１９４２年にクレンペラー
（Klemperer）により提唱された臨床形態学的概念であ
り、結合組織の系統的疾患であって、全身の膠原繊維に
フィブリノイド変性という共通の病変が見られる疾患群
の総称である。
【０００３】特に全身性エリテマトーデス（systemic l
upus erythematosus：以下、「ＳＬＥ」と略記す
る。）、強皮症（progressive systemic sclerosis：以
下、「ＰＳＳ」と略記する。）、皮膚筋炎（dermatomyo
sitis：以下、「ＤＭ」と略記する。）、慢性関節リウ
マチ（rheumatoid arthritis：以下、「ＲＡ」と略記す
る。）、リウマチ熱（rheumatic fever：以下、「Ｒ
Ｆ」と略記する。）、結節性多発(性)動脈炎（polyarte
ritis nodosa：以下、「ＰＮ」と略記する。）の６疾患
が古典的膠原病と呼ばれている。この中で、ＳＬＥ、Ｐ
ＳＳ、ＲＡは、高γ-グロブリン血症、抗核抗体等の各
種自己抗体が検出され、免疫異常を伴って発症する共通
点があり、相互に重複して発症することも希ではない。
このように重複現象が認められる疾患には、混合性結合
組織病（mixed connective tissue disease：以下、
「ＭＣＴＤ」と略記する。）、及び重複症候群（overla
p syndrome）がある。
【０００４】また、
【０００５】
【外１】

【０００６】、ウェゲナー肉芽腫症、過敏性血管炎、ベ
ーチェット病、血栓性血小板減少性紫斑病等は、その病
態や病像が膠原病に類似することから膠原病周辺疾患、
又は膠原病近縁疾患と呼ばれている。
【０００７】これら膠原病の診断薬及び診断方法につい
ては、本発明者等が、レクチンの一種であるDatura str
amonium（和名：洋種チョウセンアサガオ）由来のレク
チン（以下、「ＤＳＡ」と略記する。）に対して、健常

人由来のＩｇＧは反応性が高いが、膠原病患者のＩｇＧ
は反応性が低いという性質に基づいて、ＩｇＧの測定を
指標に膠原病の検出薬及び検出方法に関して特許出願し
た（特開２０００－２８３９８３号公報。以下、「従来
技術１」と記載する。）。しかし、従来技術１では、個
々の膠原病のＩｇＧを識別するまでには及ばず、特定の
膠原病、特にＳＬＥに対して、そのＩｇＧの検出薬及び
検出方法の技術改良が必要であった。
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【０００８】また、１９８２年にアメリカリウマチ協会
が改訂したＳＬＥ診断基準［アースライティス・リウマ
トロジー（Arthritis Rheumatology）、第２５巻、第１
２７１頁、１９８２年］では、臨床所見を含めた１１の
項目のうち４項目を満たせばＳＬＥと診断されることが
示されている。この中には抗ＤＮＡ抗体や抗核抗体を測
定する項目も含まれているが、ＳＬＥで認められる自己
抗体は１７種を超えており（「NIM Lectures：免疫・ア
レルギー・リウマチ病学」、柏崎禎夫編、第１５０頁、
医学書院、１９９５年)、実に多彩である。しかしなが
らこれまでは、これら自己抗体が結合する抗原を元にし
た分類がなされたのみで、抗原に結合する抗体であるＩ
ｇＧの構造的特徴は特に省みられてこなかった。
【０００９】（２）ＩｇＧの糖鎖構造
生体の感染防御機能を司る分子の一つであるＩｇＧは、
分子量約１５０，０００ダルトンの糖蛋白質であり、そ
の糖鎖部分についての構造は、特にＦｃフラグメントを*
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*中心に既に解明されている｛［ザ・ジャーナル・オブ・
イムノロジー（The Journal of Immunology）、第１２
９巻、第２０１６頁、１９８２年］、［バイオケミスト
リー（Biochemistry）、第２６巻、第１１３７頁、１９
８７年］｝。一方、Ｆａｂフラグメントの糖鎖について
はあまり報告が無く、わずかにウサギＩｇＧについて谷
口らの報告［バイオケミストリー（Biochemistry）、第
２４巻、第５５５１頁、１９８５年］が知られるのみで
あり、ヒトに関する報告はない。ところでこのＦｃフラ
グメント（Ｆｃ断片）の糖鎖には幾つかの亜型があるこ
とも知られている［アナリティカル・バイオケミストリ
ー（Analytical Biochemistry）、第１６３巻、第４８
９頁、１９８７年］が、これらの主要な構造は次の化１
に示す通りである。
【００１０】
【化１】

【００１１】［本化学式中Ｇａｌはガラクトース、Ｇｌ
ｃＮＡｃは、Ｎ－アセチルグルコサミン、Ｍａｎはマン
ノース、Ｆｕｃはフコースを示す。］（以下同様）特に
この糖鎖構造は、ＲＡ患者の血清について詳細に研究さ
れ、その結果ＲＡ患者血清中のＩｇＧは、健常人のＩｇ
Ｇと比較してガラクトースの含有量が著しく減少してい
ることが見出された［ネイチャー（Nature）、第３１６
巻、第４５２頁、１９８５年］。更に、この事実に基づ
いてＲＡ患者の血清ＩｇＧの糖鎖のガラクトース欠損と
いう構造異常を把握することにより、ＲＡのマーカーと
して使用し得ることが判明した［クリニカル・イムノロ
ジー（Clinical Immunology）、第１７巻、第９７７
頁、１９８５年］。
【００１２】また、前記以外のＩｇＧ分子の糖鎖異常に
ついては、ミエローマ患者から採取した血清ＩｇＧと、
健常人から採取した血清ＩｇＧとを比較検討した前記報
告［バイオケミストリー（Biochemistry） 、第２６
巻、第１１３７頁、１９８７年］において、ミエローマ
患者ＩｇＧでは分枝構造のフコースの欠損、糖末端に存
在するガラクトース及びそれに続くＮ－アセチルグルコ
サミンの欠損が見出されたと記載されている。
【００１３】（３）ＩｇＧの糖鎖を指標とする膠原病診

断薬
膠原病患者のＩｇＧの変異に着目して診断薬を開発した
例として、ＲＡ患者の血清ＩｇＧの糖鎖におけるガラク
トース欠損に着目し、ヒト血清中のＩｇＧのガラクトー
ス量をＦｃ断片を削除した抗ヒトＩｇＧとガラクトース
に特異的に結合するレクチンであるRicinus communis a
gglutinin（和名：ヒママメ）120（以下、「ＲＣＡ１２
０」と略記する。）でサンドイッチして測定する方法
（特開平５－８７８１４号公報。以下、「従来技術２」
と記載する。）がある。この方法においては、ＲＣＡ１
２０を使用している点、及びヒトＩｇＧをトラップする
物質が、Ｆｃ断片を削除した抗ヒトＩｇＧに限定されて
いるが、Ｆｃ断片の削除は操作が煩雑であり、かつ費用
も要する点において不都合があった。更に、ＲＡ患者の
血清中のＩｇＧはガラクトースを欠損しているものが多
いので、健常人の血清中のＩｇＧはＲＣＡ１２０との反
応性が高いが、ＲＡ患者では反応性が低く測定される特
徴がある。
【００１４】これに対し、糖鎖末端のガラクトースの欠
損により、前記化１に示す通りその次に存在するＮ－ア
セチルグルコサミンが外部に露出していることから、糖
鎖末端のガラクトース及びＮ－アセチルグルコサミンを
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同時に検出し、その量を比較する方法も開発された（特
許第２７０１９０８号公報。以下、「従来技術３」と記
載する。）。従来技術３には、血液試料からＩｇＧ画分
を公知の方法により分離し、分離したＩｇＧを加熱、化
学的な還元、又は尿素のいずれかにより変性させ、これ
を固相に吸着させ、糖鎖末端のガラクトースをAbrus pr
ecatorius（和名：トウアズキ）由来のレクチン又はＲ
ＣＡ１２０を用いて測定し、Ｎ－アセチルグルコサミン
をBandeirea simplicifolia、Datura stramonium（和
名：洋種チョウセンアサガオ）又はLycopersicon escul
entum（和名：トマト）由来のレクチンを用いて測定す
る方法が開示されているが、操作が煩雑であり、かつ測
定に要する時間が長いという欠点があった。
【００１５】その後、土屋らが、血清中のＩｇＧの糖鎖
末端のＮ－アセチルグルコサミンのみを検出することを
目的とした方法［ザ・ジャーナル・オブ・イムノロジー
（The Journal of Immunology）、第１５１巻、第１１
３７頁、１９９３年］（以下、「従来技術４」と記載す
る。）を発表した。従来技術４には、血清中のＩｇＧを
トラップする物質としてプロテインＧを使用し、酵素免
疫定量法（enzyme-linked immunosorbent assay：ＥＬ
ＩＳＡ）用のプレートにプロテインＧを吸着させ、この
プロテインＧと検体中のＩｇＧとを反応させた後、Psat
hyrella velutina（和名：ムジナタケ）由来のレクチン
を使用して、結合したＩｇＧの糖鎖末端を検出する方法
が開示されている。
【００１６】更に、この方法を改良した方法として、Ｉ
ｇＧをレクチンでトラップし、これを抗ヒトＩｇＧで検
出するサンドイッチ法が開示されている（特開平１０－
１２３１３２号公報。以下、「従来技術５」と記載す
る。）。従来技術５には、主にPsathyrella velutina由
来のレクチンを使用しているが、その他にもTriticum v
ulgaris（和名：コムギ胚）、Datura stramonium、Lyco
persicon esculentum、Solanum tuberosum（和名：ジャ
ガイモ）、Laburnum alpinum、Oryzae sativa（和名：
イネ）、Phytolacca americana（和名：アメリカヤマゴ
ボウ）又はUlex europaeus II（和名：ヨーロッパハリ
エニシダ）由来のレクチンが使用可能であるとして例示
されている。
【００１７】前記従来技術４及び５では、レクチンは、
いずれも末端ガラクトース残基が欠損した場合に露出さ
れるＮ－アセチルグルコサミンを検出する目的で使用さ
れているので、ＲＣＡ１２０を用いてガラクトースを検
出していた場合とは異なり、健常人では反応性が低下
し、ＲＡ患者では反応性が高く測定される特徴を持って
いた。
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【００１８】このように、個々の膠原病の診断法につい
ての知見は少なく、唯一ＲＡについて、従来技術２～５
に記載された方法が知られているが、該方法は、操作が
煩雑であり、コストもかかるという点で実用的でないの
が実状である。
【００１９】したがって、本発明は、膠原病の中でも、
特にＳＬＥの診断を簡単かつ高精度で行うことができる
診断用試薬を提供することを目的とする。本発明はま
た、かかるＳＬＥ診断用のキットを提供することを目的
とする。本発明はさらに、ＳＬＥに由来するＩｇＧの存
在を確認する方法を提供することを目的とする。
【００２０】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記目的
を達成すべく鋭意研究した結果、化1に示したヒトＩｇ
ＧのＦｃフラグメントの糖鎖構造と非常によく似た糖鎖
と反応し、かつヒトＩｇＧと反応することが知られてい
るファセオルス・ヴルガリス由来のレクチンに着目し
た。
【００２１】すなわち、ファセオルス・ヴルガリス（Ph
aseolus vulgaris（一般名：Red kidney been、和名：
インゲンマメ））由来のレクチンは、通常いわゆるマン
ノース結合型やフコース結合型といった分類に属さない
その他のレクチンとして知られており、また、中でもフ
ァセオルス・ヴルガリス・エリスロアグルチニン（Phas
eolus vulgaris erythroagglutinin）又はＰＨＡ－Ｅ４
（以下、これらを総称して「ＰＨＡ－Ｅ」と記載する）
は、赤血球凝集活性が強いことが知られている（「続生
化学実験講座４：複合糖質研究法Ｉ」、第３７頁、日本
生化学学会編、東京化学同人、１９８５年）。その後の
研究により、ＰＨＡ－Ｅは、糖鎖のbisecting GlcNAcと
非常によく反応することが判明した｛［カーボハイドレ
ート・リサーチ（Carbohydrate Research）、第１４９
巻、第６５頁、１９８６年］（以下、「従来技術６」と
記載する。）、［アクタ・メド・オカヤマ（Acta Med O
kayama）、第５２巻、第３１１頁、１９９８年］（以
下、「従来技術７」と記載する）｝。ここでＰＨＡ－Ｅ
をクロマトグラフィー用担体に結合させ、これを用いて
糖鎖の結合性を測定すること（「細胞工学別冊  実験プ
ロトコールシリーズ：グライコバイオロジー実験プロト
コール－糖蛋白質・糖脂質・プロテオグリカン」、谷口
直之監修、第２０頁、秀潤社、１９９６年）により判明
したＰＨＡ－Ｅ反応性糖鎖の骨格は以下の化２に示すと
おりである。
【００２２】
【化２】
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【００２３】［本化学式中Ｒは水素又は糖を示し、また
ｐｙはピラノースを示す。］この構造は、化1に示した
ヒトＩｇＧのＦｃフラグメントの糖鎖構造と非常によく
似てはいるものの、微妙に異なる構造である。しかし、
従来技術７においては、ＰＨＡ－ＥはヒトＩｇＧと反応
することが示されている。
【００２４】本発明者等は、糖鎖の構造について鋭意研
究を重ねた結果、市販の健常人ＩｇＧを、通常行われて
いる方法（「続生化学実験講座５：免疫生化学研究
法」、日本生化学学会編、第９４頁、東京化学同人、１
９８６年)にて消化を行い、この消化物とＰＨＡ－Ｅと
の反応性を確認したところ、本レクチンはＦ（ａｂ'）
２部分とも反応することが確認された。その結果、本発
明におけるＰＨＡ－Ｅにより検出されるＳＬＥ患者のＩ
ｇＧの糖鎖構造の差異は、ＲＡの場合のように、これま
でに糖鎖異常として知られたガラクトースの欠損による
ものではないことが明らかとなった。そこで、かかるＰ
ＨＡ－Ｅを用いれば、ＳＬＥを簡単に、かつ高精度で診
断できることを見出し、本発明を完成させた。
【００２５】前記課題を解決する本発明の第一の発明
(以下、「第一発明」と記載する。)は、 ファセオルス
・ヴルガリス由来のレクチンを有効成分として含有する
ＳＬＥ診断用試薬である。そして、ファセオルス・ヴル
ガリス由来のレクチンがＰＨＡ－Ｅであること及び標識
化されたものであることを望ましい態様としている。ま
た、前記課題を解決する本発明の第二の発明(以下、
「第二発明」と記載する。)は、上記診断用試薬と、不
溶化担体と、該不溶化担体に固定化されてＩｇＧを捕捉
する捕捉物質とを含むＳＬＥ診断用キットである。そし
て、更に、標識化レクチンを検出する検出物質を含むＳ
ＬＥ診断用キットを望ましい態様としている。前記課題
を解決する本発明の第三の発明(以下、「第三発明」と
記載する。)は、検体に含有されるＩｇＧと、上記レク
チンとを反応させ、前記ＩｇＧに結合した前記レクチン
を検出することを特徴とするＳＬＥ由来のＩｇＧの存在
確認方法である。第三発明はまた、検体に含有されるＩ
ｇＧを、不溶化担体に固定化されたＩｇＧ捕捉物質を用
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いて固定化し、該固定化ＩｇＧを上記標識化レクチンと
反応させ、結合した前記標識化レクチンの標識に起因し
たシグナルを検出することを特徴とするＳＬＥ由来のＩ
ｇＧの存在確認方法である。
【００２６】
【発明の実施の形態】ＰＨＡ－Ｅが、ヒトＩｇＧの糖鎖
構造と類似する糖鎖構造と反応し、かつヒトＩｇＧと反
応することは知られていた。しかしながら、かかるＰＨ
Ａ－Ｅは、健常人や他の膠原病由来のＩｇＧとは反応す
るが、ＳＬＥ由来のＩｇＧとは反応せず、したがって、
ＰＨＡ－Ｅを用いてＳＬＥを容易に診断できることは全
く知られていなかった。次に本発明について詳細に説明
するが、最初に第一発明について説明する。本発明の診
断用試薬は、ＳＬＥ由来のＩｇＧを測定することによ
り、ＳＬＥに罹患しているか否かを診断するものであ
り、ファセオルス・ヴルガリス由来のレクチンを有効成
分とするものである。ファセオルス・ヴルガリス由来の
レクチンとしては、ＰＨＡ－Ｅが望ましい。ＰＨＡ－Ｅ
を用いることにより、より容易にかつ高精度でＳＬＥの
診断をすることができる。かかるレクチンは、市販品を
用いることができる。
【００２７】かかるレクチンは、西洋わさびペルオキシ
ダーゼ（以下、ＨＲＰと略記する。）等の酵素、ビオチ
ン、蛍光色素、金コロイド、ラテックス粒子等で標識さ
れたものが望ましい。標識することにより、より容易に
かつ高精度でＳＬＥの診断をすることができる。標識レ
クチンは市販品を使用することが可能であるが、公知の
方法（例えば、石川栄治著、「超高感度酵素免疫測定
法」、第１１７７頁、学会出版センター、１９９３年
等）を用いて標識を行なうこともできる。
【００２８】本発明の第二発明に用いる不溶化担体は、
ＩｇＧを、捕捉物質を介して固定化するためのものであ
る。不溶化担体としては、ポリスチレン、ガラス等を用
いたマイクロプレート、ビーズ、チューブ等を例示する
ことができる。また、セルロースやその他の材質からな
るメンブレン等も利用可能である。
【００２９】検体中のＩｇＧを不溶化担体（固相）に固
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定化させるための、ＩｇＧを捕捉する物質（捕捉物質）
としては、プロテインＡ、プロテインＧ等を例示するこ
とができる。また、他の動物種に免疫することにより得
られる抗ヒトＩｇＧ抗体についても、糖鎖を除去し、後
に用いるレクチンとの反応を惹起しないよう処理すれば
利用が可能である。この他にも後記するＰＨＡ－Ｅとの
反応を妨げることなくＩｇＧを特異的に捕捉できるもの
であれば利用することができる。これらＩｇＧの捕捉物
質等は、市販品を用いることが可能であり、不溶化担体
に化学的又は物理的に固定化することができる。固定化
の方法に特に制限はない。
【００３０】このうち、レクチンは、検出の容易性の観
点から、標識化されていることが好ましい。標識手段と
しては、上記したものが挙げられる。本発明の第二発明
は、標識化レクチンを検出する検出物質を更に含むこと
が好ましい。検出物質は、標識手段に応じて適宜公知の
物質を選択することができる。例えば、標識がＨＲＰで
ある場合には、ＨＲＰに対する基質である２，２'－ア
ジノジ－（３－４エチルベンズチアゾリン－６－スルホ
ン酸）（以下、ＡＢＴＳと略記する。）、ビオチンで標
識を行った場合は、ＨＲＰ等の酵素を標識したアビジン
又はストレプトアビジン等が挙げられる。
【００３１】本発明の第二発明は、前記ファセオルス・
ヴルガリス由来のレクチン、特に標識化レクチンを含む
診断用試薬と、不溶化担体と、該不溶化担体に固定化さ
れてＩｇＧを捕捉する捕捉物質と、好ましくは標識化レ
クチンを検出する検出物質と、を含むＳＬＥ診断用キッ
トである。尚、ＩｇＧを測定する検体は、ＳＬＥ患者由
来の血液、血清、血漿、及び尿、並びにＩｇＧを産出す
る細胞の培養上清等が望ましい。
【００３２】次に、第三発明について説明する。第三発
明のＳＬＥ由来のＩｇＧの存在確認に使用する検体とし
ては、ＳＬＥ患者由来の血液、血清、血漿、及び尿、並
びにＩｇＧを産出する細胞の培養上清等、ＩｇＧを含有
する液体試料であれば、いずれであってもよい。これら
の検体を凍結乾燥した粉体試料であっても、濃度が判明
していれば、生理的食塩水等に再溶解し、液状化するこ
とにより測定が可能である。例えば血液そのものを使用
する等の場合には、固形成分の混在する試料について
は、事前に遠心分離、膜等による分離を行い、赤血球等
の固形成分を除去することが好ましい。
【００３３】前記ＩｇＧ捕捉物質（例えば、プロテイン
Ｇ等）とレクチンとを用いた検体中のＩｇＧの測定は、
例えば次の通り行うことができる。即ち、不溶化担体に
ＩｇＧ捕捉物質、例えばプロテインＧ等を固定化し、こ
の捕捉物質に検体（又は必要に応じて希釈した検体）を
反応させ、捕捉物質と結合したＩｇＧ（Ｂ：結合型）
を、結合しない遊離のＩｇＧ（Ｆ：遊離型）から分離
（Ｂ／Ｆ分離）し、次いでレクチン、好ましくは標識し
たレクチンを反応させる。これを再度Ｂ／Ｆ分離し、レ
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クチンを検出する。このとき、レクチンが標識化されて
いれば、標識のシグナルを適宜な手段により検出するこ
とができ、検出が容易である。
【００３４】標識に起因したシグナルは、前記の通り吸
光度法（比色法）、蛍光法、発光法、直接肉眼による観
察等により検出することが出来る。例えば吸光度法によ
る場合には、シグナルの経時的変化を測定する方法及び
一定時間後のシグナルを測定する方法がある。更に具体
的には、この標識に起因したシグナルを検出するには、
例えば標識がＨＲＰである場合には、ＨＲＰに対する基
質である２，２'－アジノジ－（３－４エチルベンズチ
アゾリン－６－スルホン酸）（以下、ＡＢＴＳと略記す
る。）等を一定時間反応させ、その反応を２％シュウ酸
等を用いて停止させ、吸光値を測定する等の方法があ
る。ＡＢＴＳ等は市販のキットを使用することが可能で
ある。またビオチンで標識を行った場合は、ＨＲＰ等の
酵素を標識したアビジン又はストレプトアビジンを更に
反応させ、アビジン又はストレプトアビジンにより標識
された酵素を、前記ＡＢＴＳ等の基質を用いて検出す
る。また、シグナルが蛍光色素である場合には、蛍光色
素を認識できる市販の機器を用いて検出を行うことが出
来る。また、シグナルが金コロイド又はラテックスの場
合は、濁度を市販の粒度分布計等の機器を用いて測定す
ることも可能であり、肉眼で観察することによっても検
出が可能である。ＳＬＥ由来のＩｇＧは、ＰＨＡ－Ｅと
は反応しないから、標識化レクチンの標識に起因したシ
グナルは、小さくなる。
【００３５】第三発明の存在確認方法により、実際に健
常人１７名、膠原病の患者（ＳＬＥ９名、ＰＳＳ６名、
ＳｊＳ５名、ＭＣＴＤ６名、及びＲＡ１１名）から血液
を採取し、赤血球等の固形成分を自然凝固させ、遠心分
離して除去し、血清画分の測定を行った結果、実施例２
に示す通り、健常人及びＳＬＥ以外の膠原病患者血清中
のＩｇＧはレクチンとの反応性が高く、ＳＬＥ患者血清
中のＩｇＧはレクチンとの反応性が低いことが判明し
た。
【００３６】
【実施例】次に実施例を示して本発明を詳細に説明する
が、本発明は以下の実施例に限定されるものではない。
【００３７】実施例１
次の方法により本発明の全身性エリテマトーデス検出薬
を調製した。
（１）判定用プレートの調製
ダルベッコリン酸緩衝液（以下、ＰＢＳと略記する。）
に１μｇ／ｍｌの濃度で溶解した組換えプロテインＧ
（和光純薬工業社製）を、固相支持体であるプラスチッ
ク性９６穴プレート（ヌンク社製）に１００μｌ／ウェ
ルの割合で注入し、３７℃で２時間放置して、９６穴プ
レートに組換えプロテインＧを固定した後、界面活性剤
を含有するＰＢＳでプレートを洗浄した。次いで、ＰＢ
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Ｓに１％の濃度で溶解した牛血清アルブミン（シグマ社
製。以下、ＢＳＡと略記する。)を１００μｌ／ウェル
の割合で注入し、３７℃で２時間放置してブロッキング
を行い、判定用プレートを調製した。
【００３８】（２）ビオチン化ＰＨＡ－Ｅ溶液の調製
市販のビオチン化ＰＨＡ－Ｅ（ホーネン社製）をＰＢＳ
により１，０００倍に希釈して、ビオチン化ＰＨＡ－Ｅ
溶液を調製した。
（３）ＨＲＰストレプトアビジン溶液の調製
市販のＨＲＰストレプトアビジン（ベクター社製）をＰ
ＢＳにより１，０００倍に希釈してＨＲＰストレプトア
ビジン溶液を調製した。
（４）ＨＲＰに対する基質溶液の調製
市販のＡＢＴＳ基質キット（ケーピーエル社製）を用い
て使用直前に調製した。
（５）反応停止液の調製
シュウ酸（ナカライテスク社製）を脱イオン水に溶解
し、２％溶液を調製した。以上の各工程により、ＳＬＥ
診断用試薬を調製した。
【００３９】試験例１
この試験は、実施例1のＳＬＥ診断用試薬を用いて、膠
原病患者のＩｇＧとレクチンとの反応性を調べるために
行った。
（１）試料の調製
健常人１７名、ＳＬＥ患者９名、ＰＳＳ患者６名、Ｓｊ
Ｓ患者５名、ＭＣＴＤ患者６名及びＲＡ患者１１名から
採取した血液を、プラスチック製の遠沈管内で固形成分
を自然凝固させ、遠心分離装置（トミー精工社製。ＲＢ
－１８ＩＶ型）により３，０００回転で３０分遠心して
固形分と上清を分離し、上清のみを採取して血清試料と
した。
【００４０】（２）試験方法
ａ）実施例１で調製した判定用プレートに、ＰＢＳによ
り適宜希釈した血清試料及びコントロールの市販健常人
血清を１００μｌ／ウェルの割合で注入し、３７℃で２
時間放置した。
ｂ）界面活性剤を含有するＰＢＳでプレートを洗浄し、
実施例１で調製したビオチン化ＰＨＡ－Ｅ溶液を１００
μｌ／ウェルの割合で注入し、３７℃で１時間放置し
た。
ｃ）界面活性剤を含むＰＢＳでプレートを洗浄し、実施
例1で調製したＨＲＰストレプトアビジン溶液を１００
μｌ／ウェルの割合で注入し、室温で３０分間放置し
た。
ｄ）界面活性剤を含むＰＢＳでプレートを洗浄し、実施
例1で調製したＨＲＰに対する基質溶液を、１００μｌ
／ウェルの割合で注入し、室温で３０分間放置した。
ｅ）実施例１で調製した反応停止液により反応を停止さ
せ、マイクロプレートリーダー（バイオラッド社製。Mo
del3550）により４１５ｎｍの吸収を測定した。
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【００４１】（３）試験結果
膠原病患者のＩｇＧとレクチンとの反応性の結果を図１
に示す。図１の横軸は健常人及び各種疾患患者から採取
した血清試料の種類を示し、縦軸は各血清試料の吸光値
をコントロールの血清の吸光値で割った値（ｖａｌｕ
ｅ）を示す。図１から明らかな通り、健常人及びその他
の膠原病患者と比較して特にＳＬＥ疾患患者で吸光値が
低いことが判明した。この結果から、本発明の試薬を使
用してＳＬＥ疾患患者のＩｇＧの存在確認が可能であ
り、ＳＬＥ疾患の診断が可能である事が明らかになっ
た。
【００４２】実施例２
次の方法により本発明のＳＬＥ診断用試薬を調製した。
（１）ＰＨＡ－Ｅ金コロイドの調製
２０ｍｌのメスシリンダー（岩城ガラス社製）に、２０
ｍｌの金コロイド粒子懸濁液と８８μｇＰＨＡ－Ｅ（ホ
ーネン社製）を添加し、伸張性フィルム（富士フィルム
社製）によりメスシリンダーを密封して十分に撹拌した
後、室温で１０分間静置した。その後、１０％濃度に調
製したＢＳＡ（シグマ社製）２ｍｌを前記溶液に添加し
て、伸張性フィルム(富士フィルム社製)により密封し、
十分撹拌した後に室温で１０分間静置した。この溶液を
プラスチック製の遠沈管に入れ、超遠心分離装置（日立
製作所製７０Ｐ－７２型）により１２，０００回転で１
時間遠心して沈殿を回収した。
【００４３】（２）プロテインＧメンブレンの調製
ＰＢＳにより１ｍｇ／ｍｌとなるように調製した組み換
えプロテインＧ（和光純薬工業社製）を１．５μｌずつ
メンブレン（ミリポア社製）にプロットし、このメンブ
レンを温風乾燥機（アドバンテック社製。ＦＣ－４１０
型）により十分に乾燥させた後、ＰＢＳに１％の濃度で
溶解したＢＳＡに浸漬した。さらに、再びメンブレンを
温風乾燥機により十分に乾燥させ、１．４ｃｍ×１．４
ｃｍの大きさに切断した。
【００４４】（３）反応カセットの組立て
プラスチック製の受け板に吸収剤となる脱脂綿を敷き、
その上から１．４ｃｍ×１．４ｃｍにカットした濾紙
（アドバンテック社製）を載置した。この濾紙の上に、
さらに（２）で調製したプロテインＧメンブレンを載置
し、メンブレン部分が外部に露出されるように丸い穴を
あけたプラスチック製の蓋で被蓋した。以上の各工程に
より、本発明の全身性エリテマトーデス検出薬を調製し
た。
【００４５】試験例２
この試験は、実施例２の診断用試薬を用いて、膠原病患
者のＩｇＧとレクチンとの反応性を調べるために行っ
た。
（１）試料の調製
血清試料の調製は、試験例1の試料の調製方法に基づい
て行った。
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（２）試験方法
実施例２で調製した反応カセットのメンブレン部分に、
ＰＢＳで希釈した前記血清試料２００μｌを滴下した。
検体が確実に吸収されたことを確認し、実施例２で調製
したＰＨＡ－Ｅ金コロイド溶液２０μｌを滴下した。金
コロイドの溶液が確実に吸収されたことを確認し、界面
活性剤を含有するＰＢＳ溶液２００μｌを用いてメンブ
レン表面を洗浄した。次いで、メンブレン表面を肉眼で
観察した。
【００４６】（３）試験結果
試験結果を表１に示す。表１から明らかなとおり、健常
人の血清を検体とした場合は、そのＩｇＧはＰＨＡ－Ｅ
と反応するため、全ての試料に金コロイド標識ＰＨＡ－
Ｅによるスポットが観察されたが、ＳＬＥ患者の血清を
検体とした場合は、ＩｇＧはＰＨＡ－Ｅと反応しないの
で、金コロイド標識ＰＨＡ－Ｅによるスポットは観察さ
れなかった。また、このほかの膠原病である、ＲＡ患
者、ＰＳＳ患者及びＳｊＳ患者の血清を検体とした場合
は、健常人の場合と同じくスポットを観察した。ＭＣＴ
Ｄ患者については、２例に金コロイド標識ＰＨＡ－Ｅに
よるスポットを観察しなかったが、残りの試料では、ス
ポットが観察された。従って、この結果から明らかなと
おり、本発明の診断用試薬は、ＳＬＥ疾患患者のＩｇＧ
の存在確認に使用することができ、これによりＳＬＥ疾
患の診断ができることが判明した。
【００４７】
【表1】

【００４８】実施例３
ＳＬＥの検出を以下のとおり実施した。
（１）試料の調製
健常人及びＳＬＥ患者から採取した血液を、プラスチッ
ク製の遠沈管内で固形成分を自然凝固させ、遠心分離装
置（トミー精工社製。ＲＢ－１８ＩＶ型）により３，０
００回転で３０分遠心して固形分と上清を分離し、上清
のみを採取して血清試料とした。
（２）ＩｇＧの測定方法。
ａ）実施例１で調製した判定用プレートに、ＰＢＳによ
り適宜希釈した血清試料及びコントロールの市販健常人
血清を１００μｌ／ウェルの割合で注入し、３７℃で２

14
時間放置した。
ｂ）界面活性剤を含有するＰＢＳでプレートを洗浄し、
実施例１で調製したビオチン化ＰＨＡ－Ｅ４溶液を１０
０μｌ／ウェルの割合で注入し、３７℃で１時間放置し
た。
ｃ）界面活性剤を含むＰＢＳでプレートを洗浄し、実施
例1で調製したＨＲＰストレプトアビジン溶液を１００
μｌ／ウェルの割合で注入し、室温で３０分間放置し
た。
ｄ）界面活性剤を含むＰＢＳでプレートを洗浄し、実施
例1で調製したＨＲＰに対する基質溶液を、１００μｌ
／ウェルの割合で注入し、室温で３０分間放置した。
ｅ）実施例１で調製した反応停止液により反応を停止さ
せ、マイクロプレートリーダー（バイオラッド社製。Mo
del3550）により４１５ｎｍの吸収を測定した。
【００４９】実施例４
ＳＬＥ検出を以下のとおり実施した。
（１）試料の調製
健常人及びＳＬＥ患者から採取した血液を、プラスチッ
ク製の遠沈管内で固形成分を自然凝固させ、遠心分離装
置（トミー精工社製。ＲＢ－１８ＩＶ型）により３，０
００回転で３０分遠心して固形分と上清を分離し、上清
のみを採取して血清試料とした。
（２）ＩｇＧの測定方法。
実施例２で調製した反応カセットのメンブレン部分に、
ＰＢＳで希釈した前記血清試料２００μｌを滴下した。
検体が確実に吸収されたことを確認し、実施例２で調製
したＰＨＡ－Ｅ金コロイド溶液２０μｌを滴下した。金
コロイドの溶液が確実に吸収されたことを確認し、界面
活性剤を含有するＰＢＳ溶液２００μｌを用いてメンブ
レン表面を洗浄した。次いで、メンブレン表面を肉眼で
観察した。
【００５０】
【発明の効果】以上、詳細に説明したとおり、本発明は
ファセオルス・ヴルガリス由来のレクチンを有効成分と
して含有するＳＬＥ診断用試薬、ＳＬＥ診断用キット及
びＳＬＥ由来のＩｇＧの存在確認方法であり、本発明に
より奏せられる効果は次のとおりである。
（１）ファセオルス・ヴルガリス由来のレクチン、特に
ＰＨＡ－Ｅを用いることにより、簡単、迅速かつ高精度
でＳＬＥを診断することができる。
（２）本発明の診断用試薬、診断用キットを用いること
により、検体中のＩｇＧを簡単、迅速かつ高精度で検出
することができ、その結果、精度の高いＳＬＥの診断が
可能である。
（３）本発明の診断用試薬又は診断用キットを用いるこ
とにより、特別な検査機器を用いることなく、容易にＳ
ＬＥの診断を行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】  健常人及び各種疾患患者から採取した試料の
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吸光値をコントロール血清の吸光値で除した値を示すグ*
16

*ラフである。

【図１】
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