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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
自己免疫疾患の診断剤であって、
　アクロレイン、４－ヒドロキシ－２－ノネナール、４－ヒドロキシ－２－ヘキセナール
及びクロトンアルデヒド並びにこれらの修飾体から選択されるいずれかと反応する自己抗
体を検出する検出試薬を含む、診断剤。
【請求項２】
　前記修飾体は、以下の一般式（１）～（４）から選択されるいずれかである、請求項１
に記載の診断剤。
【化１】

（前記式中、Ｒ１及びＲ２は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク質のタンパク
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質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又はＲ１は水素原
子を表しＲ２は水酸基を表す。）
【化２】

（前記式中、Ｒ３及びＲ４は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク質のタンパク
質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又はＲ３は水素原
子を表しＲ４は水酸基を表す。）
【化３】

（前記式中、Ｒ５及びＲ６は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク質のタンパク
質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又はＲ５は水素原
子を表しＲ６は水酸基を表す。）
【化４】

（前記式中、Ｒ７及びＲ８は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク質のタンパク
質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又はＲ７は水素原
子を表しＲ８は水酸基を表す。）
【請求項３】
　前記修飾体はタンパク質による修飾体である、請求項１又は２のいずれかに記載の診断
剤。
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【請求項４】
　前記自己免疫疾患は、全身性エリテマトーデス、慢性関節リウマチ、シェーグレン症候
群、進行性全身性硬化症、多発性筋炎、皮膚筋炎及びＩ型糖尿病から選択されるいずれか
である、請求項１～３のいずれかに記載の診断剤。
【請求項５】
　前記検出試薬は、アクロレイン、４－ヒドロキシ－２－ノネナール、４－ヒドロキシ－
２－ヘキセナール及びクロトンアルデヒド並びにこれらの修飾体から選択されるいずれか
又はその断片である、請求項１～４のいずれかに記載の診断剤。
【請求項６】
自己免疫疾患の診断キットであって、
　アクロレイン、４－ヒドロキシ－２－ノネナール、４－ヒドロキシ－２－ヘキセナール
及びクロトンアルデヒド並びにこれらの修飾体から選択されるいずれかと反応する自己抗
体を検出する検出試薬を含む、診断キット。
【請求項７】
　前記検出試薬は、アクロレイン、４－ヒドロキシ－２－ノネナール、４－ヒドロキシ－
２－ヘキセナール及びクロトンアルデヒド並びにこれらの修飾体から選択されるいずれか
又はその断片である、請求項６に記載の診断キット。
【請求項８】
　自己免疫疾患の検査方法であって、
　被験試料中のアクロレイン、４－ヒドロキシ－２－ノネナール、４－ヒドロキシ－２－
ヘキセナール及びクロトンアルデヒド並びにこれらの修飾体から選択されるいずれかと反
応する自己抗体を検出する検出工程を備える、検査方法。
【請求項９】
　前記検出工程は、前記被験試料中の前記抗体の含有量を測定する工程である、請求項８
に記載の検査方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、自己免疫疾患の診断、予防又は治療に関し、特に、自己免疫疾患の診断剤、
診断方法、自己免疫疾患の予防または治療用の薬剤の探索方法及び自己免疫疾患の予防又
は治療用の薬剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　自己免疫疾患としては、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、Ｉ型糖尿病（ＩＤＤＭ）
、慢性関節リウマチ（ＲＡ）を始めとして多くの疾患が知られている。例えば、ＳＬＥに
おいては血液中に抗ＤＮＡ抗体などの自己抗体が産生され、それらは病因であるとともに
酵素抗体法を用いた臨床検査における自己免疫疾患の重要な指標（バイオマーカー）とな
っている。また、本発明者は、高度不飽和脂肪酸残基が酸化を受け、更に、過酸化分解す
ることにより生ずる産物であるアクロレイン（２－プロペナール又はアクリルアルデヒド
）や４－ヒドロキシ－２－ノネナール（４－ＨＮＥ）などは酸化ストレス性代謝産物であ
って、タンパク質と高い反応性を有していることを既に開示している（非特許文献１、２
、３、４）。
【非特許文献１】ＦＥＢＳＬｅｔｔｅｒｓ 第３５９巻（１９９５年）第１８９～１９１
頁
【非特許文献２】Ｐｒｏｃ．Ｎａｃｌ． Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ 第９１巻（１９９４
年）２６１６～２６２０頁
【非特許文献３】日本油化学会誌 第４７巻（１９９８年）第２９～３７頁
【非特許文献４】日本農芸化学会誌 第７１巻（１９９７年）第３１１頁
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】



(4) JP 4774513 B2 2011.9.14

10

20

30

40

【０００３】
　しかしながら、自己免疫疾患とこうした脂質過酸化アルデヒド又はその修飾体との関係
については具体的に検討されておらず、何らの開示もされていない。また、自己免疫疾患
の診断に現在用いられている自己抗体は自己免疫疾患の重要な指標の一つではあるが、こ
れらの自己抗体の陽性と自己免疫疾患とが常に関連付けられるわけではなかった。これら
の自己抗体は老化によっても増加し、また、自己抗体が陽性であっても、自己免疫疾患に
罹患していない場合や自己抗体が陰性であっても自己免疫疾患に罹患している場合もある
からである。
【０００４】
　そこで、本発明は、自己免疫疾患についての新たな指標とその用途を提供することを目
的とする。すなわち、本発明は自己免疫疾患の新たな診断剤、診断方法、自己免疫疾患の
予防または治療用の薬剤の探索方法、予防又は治療用の吸着剤及び抗体吸着装置の作動方
法等を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明者は、抗ＨＮＥ抗体などの脂質過酸化アルデヒド修飾タンパク質を認識する抗体
が自己免疫疾患患者の血清において有意に検出されたことを見出し、本発明を完成した。
すなわち、本発明によれば以下の手段が提供される。
【０００６】
　本発明の一つの形態によれば、自己免疫疾患の診断剤であって、脂質過酸化アルデヒド
、その修飾体及びこれらのいずれかと反応する自己抗体のいずれかを検出する検出試薬を
含む、診断剤が提供される。この形態においては、前記脂質過酸化アルデヒドは、アクロ
レイン、４－ヒドロキシ－２－ノネナール、４－ヒドロキシ－２－ヘキセナール、クロト
ンアルデヒド及びマロンジアルデヒドから選択されるいずれかとすることができ、さらに
前記脂質過酸化アルデヒドは、アクロレイン又は４－ヒドロキシ２－ノネナールとするこ
とができる。
【０００７】
　この形態においては、また、前記修飾体は、以下の一般式（１）～（５）で表されるい
ずれかとすることができ、さらに前記一般式（１）又は（２）で表されるものとすること
ができる。前記修飾体は脂質過酸化アルデヒドのタンパク質の修飾体であることが好まし
い。
【化６】

（前記式中、Ｒ１及びＲ２は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク質のタンパク
質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又はＲ１は水素原
子を表しＲ２は水酸基を表す。）
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【化７】

（前記式中、Ｒ３及びＲ４は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク質のタンパク
質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又はＲ３は水素原
子を表しＲ４は水酸基を表す。）
【化８】

（前記式中、Ｒ５及びＲ６は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク質のタンパク
質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又はＲ５は水素原
子を表しＲ６は水酸基を表す。）
【化９】

（前記式中、Ｒ７及びＲ８は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク質のタンパク
質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又はＲ７は水素原
子を表しＲ８は水酸基を表す。）
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【化１０】

（前記式中、Ｒ９及びＲ１０は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク質のタンパ
ク質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又はＲ９は水素
原子を表しＲ１０は水酸基を表す。）
【０００８】
　この形態においては、前記自己免疫疾患は、全身性エリテマトーデス、慢性関節リウマ
チ、シェーグレン症候群、進行性全身性硬化症、多発性筋炎、皮膚筋炎及びＩ型糖尿病か
ら選択することができる。
【０００９】
　この形態においては、前記検出試薬は、前記抗体を検出する試薬であることが好ましい
。また、この形態においては、前記検出試薬は、前記脂質過酸化アルデヒド又はその修飾
体若しくはその断片であることも好ましい。
【００１０】
　本発明の他の一つの形態によれば、自己免疫疾患の診断キットであって、脂質過酸化ア
ルデヒド、その修飾体及びこれらのいずれかと反応する自己抗体のいずれかを検出する検
出試薬を含む、診断キットが提供される。前記検出試薬は、前記脂質過酸化アルデヒド又
はその修飾体若しくはその断片とすることができる。
【００１１】
　本発明の他の一つの形態によれば、自己免疫疾患の診断方法であって、被験試料中の脂
質過酸化アルデヒド、その修飾体及びこれらのいずれかと反応する自己抗体のいずれかを
検出する検出工程を備える、診断方法が提供される。この形態においては、前記検出工程
は、前記被験試料中の前記抗体の含有量を測定する工程とすることができる。
【００１２】
　本発明の他の一つの形態によれば、自己免疫疾患の予防又は治療用の薬剤の探索方法で
あって、１種又は２種以上の化合物と脂質過酸化アルデヒド、その修飾体及びこれらのい
ずれかと反応する自己抗体のいずれかとを接触させて、これらの活性阻害作用を測定する
工程を備える、探索方法が提供される。
【００１３】
　本発明の他の一つの形態によれば、自己免疫疾患の予防又は治療用の吸着剤であって、
脂質過酸化アルデヒド又はその修飾体若しくはその断片を含有する、吸着剤が提供される
。
【００１４】
　本発明の他の一つの形態によれば、抗体吸着装置の作動方法であって、体外に導出され
た血液成分を、前記抗体吸着装置に備えられる脂質過酸化アルデヒド又はその修飾体のい
ずれかと反応する自己抗体を吸着する吸着体に導入する工程を備える、作動方法が提供さ
れる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　本発明の自己免疫疾患の診断剤は、脂質過酸化アルデヒド、その修飾体又はこれらを認
識する自己抗体を検出するための検出試薬を含むことを特徴としている。本発明の自己免
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疫疾患の診断方法は、上記脂質過酸化アルデヒド、その修飾体又はこれらを認識する抗体
を検出する工程を備えることを特徴としている。すなわち、本発明者による上記知見によ
れば、自己免疫疾患患者の血清中にこうした自己抗体が有意に検出されたことから、こう
した自己抗体を検出する検出ことが自己免疫疾患の診断に有用であることがわかる。加え
て、自己免疫疾患は、自己抗体が自己を攻撃することによる症状が見出されることから、
自己免疫疾患の疾患部位においては自己抗体がターゲットとする脂質過酸化アルデヒド又
はその修飾体（以下、脂質過酸化アルデヒド等という。）が存在することが明らかである
（Frostegard, J., Svenungsson, E., Wu, R., Gunnarsson, I., Lundberg, I. E., Klar
eskog, L., Horkko, S. & Witztum, J. L. Lipid peroxidation is enhanced in patient
s with systemic lupus erythematosus and is associated with arterial and renal di
sease manifestations. Arthritis Rheum. 52, 192-200 (2005),  Grune, T., Michel, P
., Sitte, N., Eggert, W., Albrecht-Nebe, H., Esterbauer, H. & Siems, W. G. Incre
ased levels of 4-hydroxynonenal modified proteins in plasma of children with aut
oimmune diseases. Free Radic. Biol. Med. 23, 357-360 (1997), Iuliano, L., Pratic
o, D., Ferro, D., Pittoni, V., Valesini, G., Lawson, J., FitzGerald, G. A. & Vio
li, F. Enhanced lipid peroxidation in patients positive for antiphospholipid ant
ibodies. Blood90, 3931-3935 (1997).）。したがって、本発明の診断剤及び診断方法に
よれば、被験試料中の脂質過酸化アルデヒド、その修飾体又はこれらを認識する抗体を検
出することにより、該疾患の発症予測、進行程度及び予防等に対する知見を得ることがで
きる。この結果、従来、自己免疫疾患については自己抗体の抗体価だけでは信頼性の高い
診断が困難であったが、本発明の診断剤及び診断方法を用いることでより信頼性の高い診
断が可能となる。
【００１６】
　本発明の他の形態である自己免疫疾患の予防又は治療用の薬剤の探索方法は、１種又は
２種以上の化合物と脂質過酸化アルデヒド、その修飾体及びこれらのいずれかと反応する
自己抗体のいずれかとを接触させて脂質過酸化アルデヒド等又はこれらと反応する自己抗
体の活性阻害作用を測定する工程を備えることを特徴としている。既に説明したように、
自己免疫疾患患者において、脂質過酸化アルデヒド等を認識する抗体が有意に見出された
ことから、当該抗体及び脂質過酸化アルデヒド等は、自己免疫疾患の予防、発症及び進行
等に関与しており、これらの活性阻害作用を奏する化合物は、自己免疫疾患の予防、発症
及び進行の程度を改善することができる。
【００１７】
　以下、本発明の実施形態である自己免疫疾患の診断方法について説明するとともに、該
診断方法に好ましい診断剤、診断用キットについて説明する。さらに、上記知見に基づく
自己免疫疾患の予防又は治療用の薬剤の探索方法及び自己疾患の治療用の吸着剤等につい
て説明する。
【００１８】
（自己免疫疾患の診断方法）
　本発明の診断方法を適用しうる自己免疫疾患としては、全身性エリテマトーデス、慢性
関節リウマチ、シェーグレン症候群、進行性全身性硬化症、多発性筋炎、皮膚筋炎、Ｉ型
糖尿病、混合性結合組織病、強皮症、リウマチ熱、結節性多発動脈炎、Ｗｅｇｅｎｅｒ肉
芽腫症、ベーチェット病などが挙げられる。なかでも、本発明の自己免疫疾患の診断方法
は、全身性エリテマトーデス、慢性関節リウマチ、シェーグレン症候群、進行性全身性硬
化症、多発性筋炎、皮膚筋炎及びＩ型糖尿病の診断に好適である。
【００１９】
　本発明の診断方法における被験試料としては、診断対象個体から採取される体液が挙げ
られる。具体的には、全血、血清又は血漿などの血液試料のほか、唾液、髄液、関節液、
滑膜液、胸水、心膜液、腹膜液又は尿などの血液以外の体液試料であってもよい。また、
診断対象個体から採取される組織も被験試料として挙げられる。具体的には、診断対象個
体の自己免疫疾患の疾患部位の組織であり、例えば、皮膚、各種粘膜などが挙げられる。
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また、被検試料の由来は、特に限定されるものではなく、例えば、動物、具体的には、ヒ
ト及び非ヒト哺乳類動物が挙げられる。
【００２０】
　本診断方法において、脂質過酸化アルデヒドとは、酸化ストレス等によって生体内脂質
が酸化されて生成されるとされるアルデヒドを意味している。脂質過酸化アルデヒドとし
ては、図１に示すようにアクロレイン（ＡＣＲ）、４－ヒドロキシ－２－ノネナール（４
－ＨＮＥ）、４－ヒドロキシ－２－ヘキセナール（４－ＨＨＥ）、マロンジアルデヒド（
ＭＤＡ）及びクロトンアルデヒド（ＣＲＡ）、が挙げられる。
【００２１】
　また、脂質過酸化アルデヒドの修飾体としては、脂質過酸化アルデヒドとタンパク質、
ペプチド又はアミノ酸との反応物、ＤＮＡなどの核酸との反応物が挙げられる。なかでも
、脂質過酸化アルデヒドのタンパク質、ペプチド又はアミノ酸の修飾体が好ましく、より
好ましくは、タンパク質修飾体である。
【００２２】
　タンパク質、ペプチド又はアミノ酸修飾体としては、例えば、ジヒドロピリジン－リジ
ン等のＭＤＡ－Ｌｙｓ付加体を含むタンパク質のリジン残基の修飾体のほか、同じくリジ
ン残基修飾体であるＣＲＡ－Ｌｙｓ付加体、Ｎ－（３ε－ｆｏｒｍｙｌ－３，４－デヒド
ロピペリジノ）－リジンなどのＡＣＲ－Ｌｙｓ付加体があり、他に、ＨＮＥ－Ｈｉｓ付加
体、ＨＨＥ－Ｈｉｓ付加体などのヒスチジン残基修飾体が挙げられる。ＡＣＲ、４－ＨＮ
Ｅ、４－ＨＨＥ、ＭＤＡ及びＣＲＡについてのこれらの例示を一般式（１）～（５）に示
す。なお、これらの式中、Ｒ１及びＲ２は、タンパク質のリジン残基に結合するタンパク
質のタンパク質残基若しくはペプチドのリジン残基に結合するペプチド残基を表すか又は
Ｒ１は水素原子を表しＲ２は水酸基を表し、Ｒ３及びＲ４、Ｒ５及びＲ６、Ｒ７及びＲ８

、Ｒ９及びＲ１０についても同様である。
【００２３】
　また、核酸の修飾体としては、アクロレイン－デオキシアデノシン付加体が挙げられる
。例えば、こうした修飾体は以下の一般式（６）で表される。
【化１１】

【００２４】
　脂質過酸化アルデヒドやこのタンパク質修飾体など脂質過酸化アルデヒド修飾体と反応
する自己抗体は、診断対象個体の免疫系によって産生されるガンマグロブリン等のイムノ
グロブリンであって、脂質過酸化アルデヒド等やこれらと反応するものである。本発明者
によれば、脂質過酸化アルデヒド等と反応する自己抗体が、ＤＮＡとも反応することを確
認している。したがって、従来、ＳＬＥなどにおいて抗ＤＮＡ抗体価をＳＬＥの指標とし
て測定していたが、こうした抗ＤＮＡ抗体価の測定にあたっては、本来の抗ＤＮＡ抗体以
外に脂質過酸化アルデヒド等と反応する自己抗体も同時に測定されていた可能性がある。
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これに対し、本診断方法においては、抗原としてＤＮＡを用いずにタンパク質に付加した
脂質過酸化アルデヒド等を用いることで、より信頼性の高い診断が可能となっている。
【００２５】
　本診断方法における検出工程は、脂質過酸化アルデヒド等又はこれらと反応する自己抗
体を検出する工程である。本明細書において、「検出」とは、脂質過酸化アルデヒド等又
は自己抗体が被験試料中に存在するか否かを確認することのほか、被験試料中におけるこ
れらの含有量を測定する、すなわち、定量することも包含している。
【００２６】
　本診断方法における検出工程の第１の態様は、脂質過酸化アルデヒド等を検出する工程
である。この態様においては、例えば、脂質過酸化アルデヒド等を自己免疫疾患の可能性
ある疾患部位の組織について免疫組織化学染色法等により検出する工程、これらの組織抽
出物について物理化学分析方法又は免疫化学的方法に検出する工程が挙げられる。免疫組
織化学染色は、常法により可能であるが、例えば、酵素抗体法（第４版、学際社）に記載
の方法に準じて行うことがきる。また、組織の抽出物中の脂質過酸化アルデヒド等を物理
化学的に検出するには、例えば、共役ジエンを指標にしたヒドロペルオキシドの検出、修
飾体化しその後のマロンジアルデヒド量換算で比色するＴＢＡ法や２、４－ＤＮＰ法、ス
ピントラップ剤を用いたＥＳＲ法や、ＬＣ、ＬＣ／ＭＳなどを用いることができる。
【００２７】
　組織抽出物から脂質過酸化アルデヒド等を免疫化学的に検出するには、例えば、公知の
イムノアッセイ（ＩＡ）を用いることができ、イムノアッセイとしては、エンザイムイム
ノアッセイ（ＥＩＡ及びＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、ラテックス凝
集法、ウェスタンブロッティング法、イムノクロマトグラフィー等が挙げられる。なお、
イムノアッセイには、サンドイッチ法及び競合法が挙げられるが、これらの各種態様を上
記各種イムノアッセイの種類に応じて適用することができる。なお、イムノアッセイによ
り、脂質過酸化アルデヒド等を検出するには、少なくとも、これらと反応する標識されて
いてもよい一次抗体の他、脂質過酸化アルデヒド等若しくはそのフラグメントや前記一次
抗体に結合する二次抗体等を検出試薬として用いることができる。
【００２８】
　また、本診断方法における検出工程の第２の態様は、脂質過酸化アルデヒド等を認識す
る自己抗体を検出する工程である。この態様においては、上記と同様のイムノアッセイを
用いることができる。すなわち、こうした自己抗体が認識する抗原である脂質過酸化アル
デヒド等又はその断片（標識されていてもよい）のほか、これらを認識する標識されてい
てもよい一次抗体、該一次抗体に結合する二次抗体等を検出試薬として用いることができ
る。検出感度や測定操作等を考慮すれば、自己抗体を検出することが好ましい態様である
。また、こうした抗体は、血清、血漿などの血液試料のほか、唾液、髄液、関節液、滑膜
液、胸水、心膜液、腹膜液又は尿などの血液以外の体液試料を被験試料とすることが好ま
しい。
【００２９】
　こうしたイムノアッセイによって抗原である脂質過酸化アルデヒド等及びこれらと反応
する自己抗体を検出するイムノアッセイのバリエーションについて説明する。例えば、Ｅ
ＬＩＳＡによるサンドイッチ法で抗原を検出する場合、抗原と反応する抗体を固相化して
おき、この抗体と被験試料とを接触させ、次に、先の抗体とは異なるエプトープを認識す
る標識された抗体を加えて反応させる。固相化した抗体と反応した抗原量に応じて標識抗
体の結合が多くなり標識量が増大する。また、競合法で抗原を検出する場合、同様に抗体
を固相化しておき、一定量の標識された標準品としての抗原と被験試料とを接触させて反
応させる。標識された抗原と被験試料中の標識されていない抗原とが競合するので、被験
試料中の抗原量が多くなれば標識量が低下する。
【００３０】
　また、脂質過酸化アルデヒド等と反応する抗体をサンドイッチＥＬＩＳＡ法で検出する
には、抗原を固相化しておき、この抗原と被験試料とを接触させ、次いで標識した二次抗
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体を加えて反応させる。また、競合法で検出するには、同様に抗原を固相化しておき、こ
れに標識した標準品としての抗体と被験試料とを接触させて反応させる。
【００３１】
　また、本診断方法においては、健常者の被験試料を対照試料とし、被験試料と対照試料
中の抗原量又は自己抗体量とを対比して、対照試料中の抗原量又は自己抗体量に比較して
被験試料中のこれらの量が多い場合に、自己免疫疾患の指標とすることができる。
【００３２】
　なお、イムノアッセイに用いる検出試薬としての抗原（脂質過酸化アルデヒド又はその
修飾体）は、試験内で人工的に合成することができる。例えば、上記した各種の脂質過酸
化アルデヒドは、商業的に入手可能であり、また容易に合成することができる。また、脂
質過酸化アルデヒドの各種修飾体も同様に容易に調製できる。例えば、タンパク質などの
修飾体は、脂質過酸化アルデヒドとＢＳＡ、カゼイン又はスキムミルクなどのタンパク質
の被修飾体とを一定条件下でインキュベートすることにより容易に得られる。また、例え
ば、タンパク質修飾体は、適当なプロテアーゼで分解することによりフラグメント化する
ことができる。本発明の診断方法においては、好ましくは、脂質過酸化アルデヒドのタン
パク質修飾体を用いる。より好ましくは、ＢＳＡ修飾体を用いる。
【００３３】
　また、検出試薬としての脂質過酸化アルデヒド等と反応する抗体は、脂質過酸化アルデ
ヒドと反応するものであってもそのタンパク質修飾体などの修飾体と反応するものであっ
てもよいが、特異性及び検出の容易性の観点からは、脂質過酸化アルデヒドの修飾体と反
応する抗体であることが好ましく、より好ましくは、タンパク質の修飾体と反応する抗体
である。なお、その製法等は特に限定しない。例えば、脂質過酸化アルデヒドとＫＬＨ等
のタンパク質やペプチドとを生理的条件下でインキュベートとして脂質過酸化アルデヒド
修飾体を形成し、この修飾体を免疫原としてマウス等を免疫し、この動物の血清からポリ
クローナル抗体を得ることができる。また、免疫した動物の脾臓から抗体産生細胞を採取
し、さらにミエローマ細胞とのハイブリッドを形成させてクローン化し、所望の選別を施
したクローンをマウス等の腹腔内に移植して増殖させて腹水から抗体を採取することでモ
ノクローナル抗体を得ることができる。
【００３４】
　競合法による場合、抗原に対して自己抗体と競合する限り、ポリクローナルであっても
モノクローナルであってもよい。また、免疫原に用いる脂質過酸化アルデヒド修飾体は、
化学合成物であってもよい。免疫する動物も特に限定されず、マウス、ラット、ウサギ、
ヤギ等を用いることができる。
【００３５】
　検出試薬としての脂質過酸化アルデヒド等と反応する抗体は、脂質過酸化アルデヒド等
の種類に応じて調製することもできるが、市販抗体を用いてもよい。例えば、ＭＤＡ－Ｌ
ｙｓ付加体と反応する抗ＭＤＡモノクローナル抗体、ＣＲＡ－Ｌｙｓ付加体と反応する抗
ＣＲＡモノクローナル抗体、ＡＣＲのタンパク質のＬｙｓ残基付加体であるＮ－（３ε－
ｆｏｒｍｙｌ－３，４－デヒドロピペリジノ）－リジン構造体と反応する抗ＡＣＲモノク
ローナル抗体、ＨＮＥ－Ｈｉｓ付加体と反応する抗４－ＨＮＥモノクローナル抗体、ＨＨ
Ｅ－Ｈｉｓ付加体と反応する抗４－ＨＨＥモノクローナル抗体（いずれも日本油脂株式会
社製である。）を用いることができる。また、抗４－ＨＮＥ抗体及び抗４－ＨＨＥ抗体に
ついては、それぞれ特開平８－１６８３９４号公報及び特開２００２－３１７００に記載
されている方法によっても取得することができる。
【００３６】
　抗原抗体複合体の検出にあたっては、イムノアッセイにおいて二次抗体あるいは過酸化
脂質アルデヒド等を標識するための標識には、蛍光物質、発光物質、色素、酵素、補酵素
、あるいはラジオアイソトープ等が挙げられる。なかでも、アルカリホスファターゼやパ
ーオキシダーゼのような酵素標識は、安全性や経済性に優れ、しかも必要な感度を比較的
容易に達成できる。二次抗体や、抗酸化ストレス物質抗体やアルデヒド類のような検出試
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薬は、こうした標識成分により直接標識されていてもよいし、これらの成分を認識する抗
体やアビジン－ビオチン系などを利用して間接標識されてもよい。こうした標識の検出に
あたっては、吸光度や蛍光を測定するほか、共焦点レーザー顕微鏡を用いることができる
。また、複合体の検出にあたっては、その他、ＭＳなども組み合わせることができる。
【００３７】
　また、イムノアッセイは、均一系で行われても不均一系で行われてもよいが、不均一系
イムノアッセイにおいて固相を用いる場合には、基板、マイクロタイタープレート、プラ
スチックビーズ、ガラスビーズ等の各種の固相担体を用いることができる。こうした固相
担体に対して物理吸着や化学的な結合、あるいはアビジン－ビオチンを用いた間接的な結
合方法によって一次抗体あるいは抗原が固定化される。こうした免疫成分が固相化された
担体は、ウシ血清アルブミンやスキムミルクなどの不活性タンパク質で処理することによ
って、非特異的な反応が抑制されることが好ましい。
【００３８】
（自己免疫疾患の診断剤及び診断用キット）
　本発明の診断剤は、脂質過酸化アルデヒド、該脂質過酸化アルデヒドによる修飾体又は
これらを認識する自己抗体の検出試薬を含んでいる。本診断剤においては、既に説明した
本発明の診断方法における診断対象疾患、被験試料及び診断対象動物の各種の態様をその
まま適用される。また、本診断剤は、本発明の診断方法における検出工程において用いら
れる反応成分を検出試薬として用いることができる。
【００３９】
　本診断剤に含まれる検出試薬の一つの態様として、脂質過酸化アルデヒド等又はこれら
と反応する自己抗体を物理化学的手法により検出する場合の試薬が挙げられる。また、他
の一つの態様として、脂質過酸化アルデヒド等をイムノアッセイにより検出するための試
薬が挙げられる。例えば、こうした検出試薬としては、脂質過酸化アルデヒド等と反応す
る標識されていてもよい一次抗体が挙げられる。また、このほか、脂質過酸化アルデヒド
等若しくはそのフラグメントや前記一次抗体に結合する二次抗体等の検出試薬が挙げられ
る。さらに、検出試薬の他の一つの態様としては、脂質過酸化アルデヒド等を認識する自
己抗体をイムノアッセイにより検出するための試薬が挙げられる。例えば、こうした自己
抗体が認識する抗原である脂質過酸化アルデヒド等又はその断片（標識されていてもよい
）のほか、これらを認識する標識されていてもよい一次抗体、該一次抗体に結合する二次
抗体が挙げられる。
【００４０】
　本発明の検出試薬としての抗体又は抗原は、適当な担体によって固相化されていてもよ
く、担体や結合手法は特に限定されないで上記の各種態様が適用される。また、標識され
ていてもいなくてもよく、標識化合物も特に限定されないで上記の各種態様が適用される
。
【００４１】
　本発明の診断用キットはこうした検出試薬の１種又は２種以上を備えることができる。
検出試薬は、例えば、適当な担体に固相化されていてもよい。さらに、本発明の診断用キ
ットは、例えば、診断対象の自己免疫疾患の診断に有用な他の指標（抗体又は抗原）を検
出可能な検出試薬を備えることができる。すなわち、複数のマーカーを測定可能な診断用
キットとすることもできる。こうした他のマーカーとしては、各種自己免疫疾患について
市販されている診断用薬から適宜選択される。例えばＳＬＥの診断用キットとしては、抗
ＤＮＡ抗体や抗核抗体を検出する検出試薬を備えることができる。
【００４２】
（自己免疫疾患の予防又は治療用の薬剤の探索方法）
　本発明の自己免疫疾患の予防又は治療用の薬剤の探索方法は、１種又は２種以上の化合
物と脂質過酸化アルデヒド、その修飾体及びこれらのいずれかと反応する自己抗体とを接
触させて、これらの活性阻害作用を測定する工程を備えている。脂質過酸化アルデヒド等
及び脂質過酸化アルデヒド等と反応する自己抗体は、自己免疫疾患の指標であると同時に
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病因でもあると考えられる。このため、こうした脂質過酸化アルデヒド等や自己抗体の活
性を阻害する作用を有する化合物は、自己免疫疾患を予防又は治療に用いることができる
。なお、本明細書において、脂質過酸化アルデヒド等又はこれらと反応する自己抗体の活
性を阻害するとは、脂質過酸化アルデヒドと反応してこれらを分解（解毒）したり、脂質
過酸化アルデヒドとその修飾対象であるタンパク質等との反応を阻害して修飾体の生成を
阻害したり、脂質過酸化アルデヒドの修飾体と反応してこれらを分解（解毒）したり、こ
うした内因性抗原を分解して自己抗体の産生を阻害したり、自己抗体を吸着して自己抗体
の結合活性を阻害したりすることが挙げられる。本探索方法においては、必ずしも患者等
から採取した自己抗体を用いる必要はなく、同様の反応性を有する人工的な抗体を用いる
ことができる。なお、本発明の探索方法における脂質過酸化アルデヒドでヒト及びその修
飾体並びに自己免疫疾患については、本発明の診断方法及び診断剤において既に説明した
各種態様を適用できるとともに、その好ましい態様が本探索方法においても好ましく適用
される。
【００４３】
　本探索方法における活性阻害作用の測定工程は、例えば、脂質過酸化アルデヒド等又は
これらと反応する自己抗体を含むウェルに、一つの化合物を供給して、その後、各ウェル
についての上記した各種の活性阻害作用のいずれかを計測する。こうした活性阻害作用の
検出においてもイムノアッセイを用いることができるほか、各種の物理化学的手法を用い
ることができる。こうした探索方法によれば、脂質過酸化アルデヒドの分解活性（解毒活
性）、脂質過酸化アルデヒドの修飾体の生成阻害活性、脂質過酸化アルデヒドの修飾体の
分解（解毒）活性、脂質過酸化アルデヒド等と反応する自己抗体の吸着活性等の脂質過酸
化アルデヒド等又はこれらと反応する自己抗体の活性阻害剤を含む自己免疫疾患の予防又
は治療剤が提供される。
【００４４】
（自己免疫疾患の治療用の吸着剤）
　本発明の自己免疫疾患の予防又は治療用の吸着剤は、脂質過酸化アルデヒド又はその修
飾体若しくはその断片を含有している。こうした吸着剤によれば、脂質過酸化アルデヒド
等と反応する自己抗体を吸着することができ、例えば、後段で説明する免疫吸着療法や抗
体吸着装置に用いることができる。なお、本発明の吸着剤における脂質過酸化アルデヒド
でヒト及びその修飾体並びに自己免疫疾患については、本発明の診断方法及び診断剤にお
いて既に説明した各種態様を適用できるとともに、その好ましい態様が本吸着剤において
も好ましく適用される。
【００４５】
（自己免疫疾患の治療方法又は抗体吸着装置及びその作動方法）
　本発明の自己免疫疾患の治療方法は、血液成分から脂質過酸化アルデヒド等と反応する
自己抗体を除去（好ましくは吸着除去）する工程を備えることができる。例えば、自己免
疫疾患患者の血液を体外循環させるとともに、血漿を分離し、血漿について適用な免疫化
学的手法等を用いた吸着剤によりあるいはメンブランにより、自己抗体を吸着し又は分離
し、自己抗体が除去された血漿を再び非血漿成分と混合して患者に還流することで、自己
免疫疾患の症状を改善し又は治療することができる。なお、こうした血漿ろ過（血漿交換
）又は体外免疫吸着については、従来公知の各種手法を本発明における自己抗体に適用す
ることができる。例えば、これらの自己抗体は、上記した各種の脂質過酸化アルデヒドの
タンパク質修飾体などを吸着剤として用いることで吸着除去することが可能である。なお
、本治療方法では、脂質過酸化アルデヒド等と反応する自己抗体の除去に加えて他の抗Ｄ
ＮＡ抗体などの自己抗体を除去することもできる。
【００４６】
　本発明の抗体吸着装置は、脂質過酸化アルデヒド等と反応する自己抗体を吸着する吸着
体を備えている。吸着体は、脂質過酸化アルデヒドや脂質過酸化アルデヒドのタンパク質
修飾体などの修飾体又はその断片を含む吸着剤を備えることができる。こうした吸着剤は
、ビーズあるいはメンブラン等に固相化されていてもよい。また、吸着体は、カラムある
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いはフィルターとして構成されていてもよい。抗体吸着装置は、また、血液成分の体外循
環を可能とする循環用管路とポンプ装置を備えることができる。さらに、本発明の抗体吸
着装置の吸着体は、他の自己抗体を吸着する吸着剤を備えていてもよいし、こうした他の
自己抗体を吸着する吸着体を備えることもできる。
【００４７】
　本発明の抗体吸着装置の作動方法は、体外に導出された血液成分を脂質過酸化アルデヒ
ド等又はこれらと反応する自己抗体を吸着する吸着体に導入する工程を備えることができ
る。さらに、この作動方法は、前記吸着体に導入した前記血液成分を吸着体外に押出しす
る工程を備えることができる。こうした押出し、通常、適当なポンプ装置によって行うこ
とができる。
【００４８】
　なお、本発明の自己免疫疾患の治療方法又は抗体吸着装置及びその作動方法における脂
質過酸化アルデヒドでヒト及びその修飾体並びに自己免疫疾患については、本発明の診断
方法及び診断剤において既に説明した各種態様を適用できるとともに、その好ましい態様
が本発明方法等においても好ましく適用される。
【実施例】
【００４９】
（実施例１）
（ＳＬＥ患者と健常者の血清中における抗４－ＨＮＥ抗体価の測定）
　ＳＬＥ患者血清６６例及び健常者血清１４例を反応用緩衝液で１００倍希釈し、その１
００μＬを４－ＨＮＥのＢＳＡ修飾体を固相化（５μｇ／ウェル）したマイクロプレート
の各ウェルに添加し、二次抗体としてＨＲＰ標識抗ヒトＩｇＧ二次抗体を用いて以下のＥ
ＬＩＳＡ法により抗体価を測定した。なお、全てのＳＬＥ患者は、ＳＬＥに罹患している
という診断が確定している患者であった。また、４－ＨＮＥのＢＳＡ修飾体は、４ｍＭＨ
ＮＥと２ｍｇ／ｍＬＢＳＡとをＰＢＳ中で３７℃、２４時間インキュベートした後、４℃
で２日間、ＰＢＳ中で透析した後、ＢＣＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａｙ ｒｅａｇｅｎｔ
でタンパク質定量を行い、－８０℃で保存したものを用いた。また、同様に、４－ＨＮＥ
のＢＳＡ修飾体と同様、二重鎖ＤＮＡ（仔ウシ胸腺ＤＮＡ）を固相化して抗ＤＮＡ抗体価
も測定した。
【００５０】
　ＥＬＩＳＡ法は、以下のようにして行った。なお、発色試薬は、０．０３％Ｈ２Ｏ２、

０．５ｍｇ／ｍＬο－Ｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ／０．１Ｍクエン酸－リン酸緩
衝液ｐＨ５．０とした。０．１Ｍクエン酸－リン酸緩衝液ｐＨ５．０は、Ｃｉｔｒａｔｅ
・１Ｈ２Ｏ１２．６ｇ／６００ｍＬＨ２Ｏ及びＮａ２ＨＰＯ４・１２Ｈ２Ｏ４２．６ｇ／
１２００ｍＬＨ２Ｏを混合し、ｐＨ５．０として調製した。
・　固相抗原タンパク質をＰＢＳで５０μｇ／ｍＬに希釈し、１００μＬずつＩｍｍｕｎ
ｏｐｌａｔｅにコートし、４℃で一晩もしくは３７℃で１時間インキュベートした。
・　ＴＰＢＳ（ＰＢＳ１Ｌに対し０．５ｍＬのＴｗｅｅｎ２０を加えたもの）２００μＬ
で３回、さらにＨ２Ｏ２００μＬで３回洗浄した後、４０ｍｇ／ｍＬＢｌｏｃｋ Ａｃｅ
溶液２００μＬを加え３７℃で１時間インキュベートしてブロッキングした。
・　ＴＰＢＳ２００μＬで３回、さらにＨ２Ｏ２００μＬで３回洗浄した後、ＴＰＢＳで
希釈した血清希釈液を１００μＬずつ加え３７℃で２時間インキュベートした。
・　ＴＰＢＳ２００μＬで３回、さらにＨ２Ｏ２００μＬで３回洗浄した後、ＴＰＢＳで
５０００倍に希釈したＨＲＰ標識抗ヒトＩｇＧ２次抗体を１００μＬずつ加え、３７℃で
１時間インキュベートした。
・　ＴＰＢＳ２００μＬで３回、さらにＨ２Ｏ２００μＬで３回洗浄した後、発色試薬を
１００μＬずつ加え、室温で数分～１５分間遮光放置して発色させた。
発色を確認したら、２ＮＨ２ＳＯ４を５０μＬずつ加え、反応を停止させ、その後プレー
トリーダーで４９２ｎｍの吸光度を測定した。
【００５１】
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　図２に示すように、ＳＬＥ患者血清の抗４－ＨＮＥ抗体価は、健常者血清のそれに比較
して有意に高かった。すなわち、健常者血清から得た吸光度の平均値０．３０１±０．１
１７をカットオフ値としたとき、ＳＬＥ患者血清は６６例中６５例が陽性となった。また
、ＳＬＥ患者血清の抗４－ＨＮＥ抗体価と健常者血清の抗４－ＨＮＥ抗体価との間の有意
差は、ｐ＜０．００００１であった。一方、抗ＤＮＡ抗体価では、健常者血清から得た吸
光度の平均値は０．６１９±０．３１７であり、ＳＬＥ患者では０．７６８±０．１３０
であったため、有意差は見られなかった。以上のことから、抗４－ＨＮＥ抗体を検出し、
その含有量を測定することは、自己免疫疾患患者の臨床判断に有用であることがわかった
。
【００５２】
（実施例２）
　多発性筋炎／皮膚筋炎（ＰＭ／ＤＭ）患者、慢性関節リウマチ（ＲＡ）患者、進行性全
身性硬化症（ＰＳＳ）患者及びシェーグレン症候群（ＳｊＳ）患者の各自己免疫疾患血清
（それぞれ、１５例、３０例、２０例及び２０例）及び健常者血清１４例を反応用緩衝液
で１００倍希釈し、その１００μｌを４－ＨＮＥのＢＳＡ修飾体を固相化（５μｇ／ウェ
ル）したマイクロプレートの各ウェルに添加する以外は、実施例１のＥＬＩＳＡ法と同様
にして抗体価を測定した。なお、全ての自己免疫疾患患者は、それぞれの自己免疫疾患に
罹患している診断が確定している患者であった。また、同様に、４－ＨＮＥのＢＳＡ修飾
体と同様、二重鎖ＤＮＡ（仔ウシ胸腺ＤＮＡ）を固相化して抗ＤＮＡ抗体価も測定した。
結果を図３に示す。
【００５３】
　図３に示すように、ＰＭ／ＤＭ患者、ＲＡ患者、ＰＳＳ患者及びＳｊＳ患者のいずれの
血清においても、抗４－ＨＮＥ抗体価は、健常者血清のそれに比較して有意に高かった。
一方、抗ＤＮＡ抗体価は、健常者血清と同等かそれ以下しか検出されなかった。以上のこ
とから、抗４－ＨＮＥ抗体を検出し、その含有量を測定することは、これらの各種自己免
疫疾患患者の臨床判断に有用であることがわかった。
【００５４】
（実施例３）
　ＳＬＥ患者血清９０例及び健常者血清１４例を反応用緩衝液で１００倍希釈し、その１
００μＬをＡＣＲ（アクロレイン）のＢＳＡ修飾体を固相化（５μｇ／ウェル）したマイ
クロプレートの各ウェルに添加する以外は、実施例１のＥＬＩＳＡ法と同様にして抗体価
を測定した。なお、全てのＳＬＥ患者は、ＳＬＥに罹患していることの診断が確定してい
る患者であった。結果を図４に示す。
【００５５】
　図４に示すように、ＳＬＥ患者血清においては、抗ＡＣＲ抗体価は、健常者血清のそれ
に比較して高かった。以上のことから、抗ＡＣＲ抗体を検出し、その含有量を測定するこ
とは、これらの自己免疫疾患患者の臨床判断に有用であることがわかった。
【００５６】
（実施例４）
　本実施例では、ＨＮＥ－ＫＬＨで免疫したマウス血清について抗ＨＮＥ－抗体価及び抗
ＤＮＡ抗体価を測定した。
（１）ＨＮＥ－ＫＬＨで免疫されたマウス血清の調製
　免疫原は、ＫＬＨ（１．０ｍｇ／ｍｌ）と５ｍＭのＨＮＥのラセミ体を１０ｍｌの０．
１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液(ｐＨ７．４)中で、３７℃で２４時間インキュベートして調
製した。マウスＢＡＬＢ／ｃ（メス、）を、フロイント完全アジュバントで乳化した０．
５ｍｇをその腹腔に注射することにより免疫した。さらに、フロイント不完全アジュバン
トで乳化した免疫原０．５ｍｇで同様にして２週間間隔で３回追加免疫した。抗体価の上
昇が確認されたマウスに追加免疫から２週間以上の間隔をあけて、アジュバントで乳化し
た免疫原０．５ｍｇを直接マウス眼孔静脈にゆっくりと１００μＬ注射して最終免疫を行
った。なお、抗体価の確認は、実施例１で説明したＥＬＩＳＡ法を準用して行った。
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【００５７】
(２)抗体価の測定
　得られたマウス血清について、実施例１に記載のＥＬＩＳＡ法に準じて抗ＨＮＥ抗体価
及び抗ＤＮＡ抗体価を測定した。なお、固相化抗原（４－ＨＮＥのＢＳＡ修飾体及び仔ウ
シ胸腺二重鎖ＤＮＡ）は、それぞれポリスチレンプレートの１ウェルあたり１μｇを固相
化して用い、４－ＨＮＥのＢＳＡ修飾体は、ＢＳＡ（１．０ｍｇ／ｍｌ）と０．０１～１
０ｍＭのＨＮＥのラセミ体を１ｍｌの０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液(ｐＨ７．２)中で
、３７℃で２４時間インキュベートして調製した。結果を図５に示す。
【００５８】
　図５に示すように、抗ＨＮＥウサギ血清は、抗ＨＮＥ抗体価を有するとともに、抗ＤＮ
Ａ抗体価を有していた。このことから、抗ＨＮＥ抗体が、同時に二重鎖ＤＮＡを認識する
ことが明らかであった。
【図面の簡単な説明】
【００５９】
【図１】脂質過酸化アルデヒドの例を示す図である。
【図２】ＳＬＥ患者と健常者の血清中における抗４－ＨＮＥ抗体価の測定結果を示す図。
【図３】各種自己免疫疾患患者と健常者の血清中における抗４－ＨＮＥ抗体価の測定結果
を示す図。
【図４】ＳＬＥ患者と健常者の血清中における抗ＡＣＲ抗体価の測定結果を示す図。
【図５】ＨＮＥ－ＫＬＨで免疫したマウス血清の抗ＨＮＥ抗体価及び抗ＤＮＡ抗体価の測
定結果を示す図である。

【図１】 【図２】
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本发明提供了一种新的自身免疫疾病指标。 种类代码：A1一种诊断剂，
其包含用于检测任何脂质过氧化醛，其修饰形式和与这些中的任何一种
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