
(57)【要約】
【課題】迅速にリウマチを診断する。
【解決手段】関節液、血清中のミッドカインを定量する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
関 節 液 あ る い は 血 清 中 の ミ ッ ド カ イ ン を 免 疫 化 学 的 に 測 定 す る こ と に よ り 、 リ ウ マ チ を 診
断 す る 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 リ ウ マ チ の 診 断 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
慢 性 関 節 リ ウ マ チ （ Ｒ Ａ ） は 多 発 性 の 関 節 痛 と 関 節 腫 張 を 主 症 状 と す る 原 因 不 明 の 破 壊 性
、 進 行 性 の 炎 症 性 疾 患 で あ る 。 当 初 は 滑 膜 炎 で あ る が 、 炎 症 が 軽 快 と 増 悪 を 繰 り 返 し て 、
関 節 軟 骨 や 骨 組 織 が 破 壊 さ れ 、 関 節 の 変 形 と 機 能 障 害 を 生 じ る 。 Ｒ Ａ は 一 般 的 に 非 常 に よ
く 知 ら れ て お り 、 患 者 数 も 多 い 疾 患 に も 関 わ ら ず 、 い ま だ に 確 定 診 断 を 行 う に は 以 下 の ア
メ リ カ リ ウ マ チ 学 会 診 断 基 準 （ １ ９ ８ ７ 年 、 ア メ リ カ リ ウ マ チ 学 会 ） を ４ つ 以 上 満 た す 必
要 が あ る 。 １ ． 朝 の こ わ ば り （ 朝 の こ わ ば り は 少 な く と も １ 時 間 以 上 持 続 ） 。 ２ ． ３ 関 節
領 域 以 上 の 関 節 炎 （ 少 な く と も ３ つ の 関 節 領 域 で 、 軟 部 組 織 の 腫 張 ま た は 関 節 液 の 貯 留 ）
。 ３ ． 手 の 関 節 炎 （ 手 の １ カ 所 の 関 節 領 域 に 腫 脹 が あ る ） 。 ４ ． 対 称 性 の 関 節 炎 。 ５ ． リ
ウ マ ト イ ド 結 節 。 ６ ． 血 清 リ ウ マ チ 因 子 陽 性 。 ７ ． Ｘ 線 像 の 変 化 。 し か し 、 診 断 基 準 の 一
つ で あ る Ｘ 線 的 な 変 化 が 現 れ る の は 、 関 節 に 腫 脹 を 伴 う 関 節 炎 が 現 れ て か ら 成 人 で 約 半 年
か か る と さ れ て お り 、 実 際 の 早 期 診 断 の 材 料 と し て は 難 し い 。 １ － ４ の 診 断 基 準 も 症 状 が
６ 週 間 以 上 続 く な ど の 条 件 が あ り 、 関 節 炎 が 起 き て か ら 診 断 ま で は 時 間 が か か る の が 普 通
で あ る 。
Ｒ Ａ は 難 治 性 で 、 関 節 の 破 壊 、 機 能 障 害 が 著 明 な た め 、 知 名 度 が 高 く 、 Ｒ Ａ を 心 配 し て 整
形 外 科 を 訪 れ る 患 者 も 多 い 。 多 く は 、 関 節 炎 は 示 す も の の Ｒ Ａ で あ る こ と は 少 な い た め 、
Ｘ 線 検 査 、 血 液 の リ ウ マ チ 因 子 検 査 で 陰 性 で あ る こ と を 示 し 、 除 外 診 断 を し て い る 。 し か
し 、 現 在 の 診 断 基 準 か ら 考 え る と こ れ も 完 全 に 除 外 し て よ い 条 件 で は な い 。 ま た 、 実 際 Ｒ
Ａ で あ っ た 場 合 、 活 動 性 の あ る 症 状 に は 早 期 か ら 積 極 的 に 抗 リ ウ マ チ 薬 治 療 を 行 う べ き だ
と 、 早 期 の 診 断 ・ 治 療 の 重 要 性 が 主 張 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
本 研 究 は 、 迅 速 に リ ウ マ チ を 診 断 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
ミ ッ ド カ イ ン は 細 胞 の 増 殖 、 移 動 、 生 存 を 促 進 す る 成 長 因 子 で あ る （ Ｍ ｕ ｒ ａ ｍ ａ ｔ ｓ ｕ
， Ｔ ． ， Ｗ ｉ ｌ ｅ ｙ 　 Ｅ ｎ ｃ ｙ ｃ ｌ ｏ ｐ ｅ ｄ ｉ ａ 　 Ｍ ｏ ｌ ． Ｍ ｅ ｄ ． ， ｐ ｐ 　 ２ ０ ８ ６ －
２ ０ ８ ８ ， ２ ０ ０ ２ ） 。 ミ ッ ド カ イ ン の 免 疫 化 学 的 測 定 法 は 確 立 さ れ て い る （ Ｍ ｕ ｒ ａ ｍ
ａ ｔ ｓ ｕ ， Ｈ ． ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． ， １ １ ９ ， １ １ ７ １ － １ １ ７ ５ ，
１ ９ ９ ６ ） 。 ま た 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 と 変 形 性 関 節 症 で い ず れ も 関 節 液 中 の ミ ッ ド カ イ ン
値 が 上 昇 す る こ と も 報 告 さ れ て い る （ Ｔ ａ ｋ ｅ ｄ ａ ， Ｔ ． ｅ ｔ ． ａ ｌ ． ， Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ
ｅ ｍ ． ， １ ２ ２ ， ４ ５ ３ － ４ ５ ８ ， １ ９ ９ ７ ） 。 し か し 、 症 例 数 が 少 な く 、 病 態 と の 関 連
が 不 明 で あ り 、 再 検 討 が 必 要 と な っ た 。 そ の 結 果 、 本 研 究 は 、 意 外 に も 高 ミ ッ ド カ イ ン 値
が リ ウ マ チ を 特 徴 づ け る も の で あ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
す な わ ち 、 本 発 明 は 、 ミ ッ ド カ イ ン 値 を も っ て リ ウ マ チ の マ ー カ ー と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
以 下 、 添 付 の 図 面 に 従 っ て こ の 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。 図 １ は 慢 性 関 節 リ ウ マ チ と 変 形 性
関 節 症 の 患 者 の 関 節 液 中 の ミ ッ ド カ イ ン 値 を 比 較 し た も の 、 図 ２ は Ｒ Ａ 患 者 の 血 清 中 の ミ
ッ ド カ イ ン 値 を 示 し た も の で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
１ ． ミ ッ ド カ イ ン 値 の 定 量 に つ い て 説 明 す る 。 ミ ッ ド カ イ ン に 対 す る 特 異 抗 体 を 用 い て 酵
素 免 疫 学 的 に 定 量 で き る （ Ｍ ｕ ｒ ａ ｍ ａ ｔ ｓ ｕ ， Ｈ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ
． ， １ １ ９ ， １ １ ７ １ － １ １ ７ ５ ， １ ９ ９ ６ ） 。 ま た 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ Ｍ ｕ ｒ ａ ｍ
ａ ｔ ｓ ｕ ， Ｈ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｄ ｅ ｖ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ， １ ５ ９ ， ３ ９ ２ － ４ ０ ２ ， １ ９ ９ ３
） 後 の デ ン シ ト メ ー タ ー に よ る 定 量 （ Ｔ ａ ｋ ｅ ｉ ， Ｙ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｒ
ｅ ｓ ． ， ６ １ ， ８ ４ ８ ６ － ８ ４ ９ １ ， ２ ０ ０ １ ） 。 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
２ ． リ ウ マ チ 因 子 の 判 定 に つ い て 説 明 す る 。 ヒ ト γ － グ ロ ブ リ ン を 吸 着 さ せ た ポ リ ス チ レ
ン ラ テ ッ ク ス 粒 子 が リ ウ マ チ 因 子 （ Ｒ Ｆ ） と 反 応 し て 凝 集 を 示 す か ど う か で 判 定 す る 。 栄
研 化 学 株 式 会 社 か ら 販 売 さ れ て い る Ｒ Ａ ７ ７ 栄 研 と い う キ ッ ト を 用 い て 測 定 す る こ と が で
き る 。
【 実 施 例 】
以 下 、 実 施 例 に よ り 、 本 発 明 を 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ 実 施 例 １ ） 　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ あ る い は 変 形 性 関 節 症 の 患 者 の 関 節 液 の ミ ッ ド カ イ ン 値
を 測 定 し た 。 こ の た め 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 抗 ヒ ト ミ ッ ド カ イ ン 抗 体 （ Ｍ ｕ ｒ ａ ｍ ａ
ｔ ｓ ｕ ， Ｈ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． ， １ １ ９ ， １ １ ７ １ － １ １ ７ ５ ， １ ９
９ ６ ） １ μ ｇ を ５ ０ μ ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ８ ． ０ に 溶 解 し 、 Ｆ ａ
ｌ ｃ ｏ ｎ 　 ３ ９ １ ５ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 穴 に 入 れ プ レ ー ト 面 に 吸 着 さ せ た 。 溶
液 を 除 き 、 穴 を 二 価 イ オ ン を 含 ま ぬ リ ン 酸 緩 衝 液 生 理 食 塩 水 ［ Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） ］ で 洗 い 、 洗
浄 緩 衝 液 ［ １ ０ ０ ｍ Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ． ５ ， ０ ． ４ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． １
％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． １ ％ Ｎ ａ Ｎ ３ 、 １ ｍ Ｍ Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ］ と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ イ ト
し た 。 洗 浄 緩 衝 液 を 除 い た 後 、 穴 に Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で ２ 倍 希 釈 し た ５ ０ ｍ ｌ 関 節 液 検 体 を 加
え 、 ３ 時 間 室 温 に 保 っ た 。 検 体 液 を 除 い た 後 、 ５ ０ μ ｌ 洗 浄 緩 衡 液 中 の ０ ． ７ ｎ ｇ ビ オ チ
ン 化 抗 ミ ッ ド カ イ ン 抗 体 （ Ｍ ｕ ｒ ａ ｍ ａ ｔ ｓ ｕ ， Ｈ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ
， １ １ ９ ， １ １ ７ １ － １ １ ７ ５ ） を 加 え 、 ４ ℃ で 一 夜 、 反 応 さ せ た 。 ５ ｍ Ｕ の ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 複 合 体 （ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 ） を ５ ０ μ ｌ の 洗 浄 緩
衝 液 に 溶 か し 、 穴 に 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 溶 液 を 除 き 、 穴 を 洗 浄 し た の ち 、 ５
μ ｇ の ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ー β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ド を ５ ０ μ ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 に 溶
か し て 加 え 、 室 温 で 反 応 さ せ た 。 酵 素 反 応 は ２ ０ ０ μ ｌ の ０ ． １ Ｍ グ リ シ ン 緩 衝 液 ｐ Ｈ １
０ ． ３ で 停 止 し 、 遊 離 し た ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン を マ イ ク ロ プ レ ー ト 蛍 光 リ ー ダ ー
（ サ イ ト フ ロ ー Ｉ Ｉ 、 バ イ オ サ ー チ 社 ） で 測 定 し た 。 標 準 ミ ッ ド カ イ ン を 用 い た 検 量 線 か
ら 、 こ の 測 定 値 に 基 づ い て 関 節 液 中 の ミ ッ ド カ イ ン 値 を 求 め た 。 リ ウ マ チ 患 者 を リ ウ マ チ
因 子 陽 性 者 と 陰 性 者 に 分 け る と 、 陽 性 者 で は 、 全 例 、 陰 性 者 で も ５ ５ ％ で ミ ッ ド カ イ ン 値
は 高 か っ た （ 図 １ ） 。 ま た 、 変 形 性 関 節 症 患 者 で は 、 ミ ッ ド カ イ ン 値 は 低 か っ た （ 図 １ ）
。 関 節 液 中 の ミ ッ ド カ イ ン 値 が 高 い こ と を も っ て リ ウ マ チ 診 断 の 重 要 因 子 と す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ 実 施 例 ２ ） 　 血 清 ０ ． １ ｍ ｌ を 用 い て ［ ０ ０ ０ ９ ］ の 方 法 で 血 清 ミ ッ ド カ イ ン 値 を 測 定
し た 。 正 常 人 の カ ッ ト オ フ 値 を ３ ０ ０ ｐ ｇ ／ ０ ． ５ ｍ ｌ （ Ｍ ｕ ｒ ａ ｍ ａ ｔ ｓ ｕ ， Ｈ ． ｅ ｔ
　 ａ ｌ ． ， Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． ， １ １ ９ ， １ １ ７ １ － １ １ ７ ５ ， １ ９ ９ ６ ） と す る と リ
ウ マ チ 因 子 陰 性 の 患 者 で も ３ ２ 例 中 ８ 例 が 陽 性 、 リ ウ マ チ 因 子 陽 性 の 患 者 で は ８ ８ 例 中 ８
５ 例 が 陽 性 で あ っ た 。 血 清 中 の リ ウ マ チ 因 子 測 定 と 組 み 合 わ せ て 、 精 度 が 高 い （ ２ つ の 値
が 高 い ） あ る い は 網 羅 性 が 高 い （ ど ち ら か の 値 が 高 い ） 測 定 を 行 い 得 る 。 な お 健 常 人 で も
約 ５ ％ の リ ウ マ チ 因 子 陽 性 者 が あ る が ミ ッ ド カ イ ン 値 は 健 常 人 で は 低 い 。
【 ０ ０ １ １ 】
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 患 者 と 変 形 性 関 節 症 の 患 者 の 関 節 液 中 の ミ ッ ド カ イ ン 値 の 比
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較 図 で あ る 。 ％ は 変 形 性 関 節 症 で の ミ ッ ド カ イ ン 値 以 上 の ケ ー ス の パ ー セ ン ト を 示 す 。 リ
ウ マ チ 因 子 （ Ｒ Ｆ ） 陰 性 （ － ） 、 陽 性 （ ＋ ） 、 強 陽 性 （ ＋ ＋ ） の 各 群 で 図 示 し て あ る 。
【 図 ２ 】 血 清 中 の ミ ッ ド カ イ ン 値 と 血 清 中 の リ ウ マ チ 因 子 （ Ｒ Ｆ ） の 関 連 を 示 す 図 で あ る
。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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