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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
以下の（ａ）及び（ｂ）のステップを備えたことを特徴とする非アルコール性脂肪性肝疾
患（ＮＡＦＬＤ）の進展度合いを判定する方法。
（ａ）ＮＡＦＬＤ患者から採取した血液試料中のオンコスタチンＭ濃度を測定するステッ
プ;
（ｂ）オンコスタチンＭの測定値が６０ｐｇ／ｍｌを超える場合、ＮＡＳ（ＮＡＦＬＤ a
ctivity score）が「６以上」と評価し、オンコスタチンＭの測定値が２０～６０ｐｇ／
ｍｌである場合、ＮＡＳが５と評価し、オンコスタチンＭの測定値が２０ｐｇ／ｍｌ未満
である場合、ＮＡＳが４以下と評価するステップ；
【請求項２】
ＮＡＦＬＤ患者から経時的に採取した血液中のオンコスタチンＭ濃度を測定し、経時的デ
ータを収集することを特徴とする請求項１記載のＮＡＦＬＤの進展度合いを判定する方法
。
【請求項３】
オンコスタチンＭの測定キットを非アルコール性脂肪性肝疾患（ＮＡＦＬＤ）の進展度合
いの判定に使用する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、非アルコール性脂肪性肝疾患（Non Alcoholic fatty liver disease; ＮＡ
ＦＬＤ）患者から採取した血液中のオンコスタチンＭ濃度を測定し、ＮＡＦＬＤの進展度
合いを判定する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　脂肪性肝疾患とは肝臓に脂肪が沈着して障害をきたす病態の総称であるが、従前は、主
としてアルコール多量摂取を原因とするアルコール性肝障害に起因する病態であると考え
られてきた。しかし、近年、アルコールを摂取しないヒトの間にもアルコール性肝障害に
類似した所見が現れることが判明してきた。かかるＮＡＦＬＤは、まず肝細胞への中性脂
肪の沈着が認められる単純性脂肪肝が所見として現れるが、より重症化すると、遊離脂肪
酸、ＴＮＦ－α、レプチン、レジスチンの上昇とアディポネクチンの低下をおこし、肝細
胞の脂肪化に壊死、炎症、線維化、炎症細胞浸潤等を伴う脂肪肝炎（Non-alcoholic stea
tohepatitis;ＮＡＳＨ）へ進展し、さらには肝硬変症や肝癌に進行するといわれている。
ＮＡＦＬＤは約９０％が病態のほとんど進行しない単純性脂肪肝（simple steatosis)で
あるが、他の１０％は肝硬変、肝細胞癌へと進行していくＮＡＳＨである。内臓脂肪型肥
満をもつ人が高血圧・脂質異常症・糖尿病等の病気を併発する症候群として、メタボリッ
クシンドロームに注目が集まってきたことを背景に、アルコールを摂取しなくても肝硬変
症や肝癌に進行するおそれがある点が重要視され、ＮＡＳＨを含めたＮＡＦＬＤの病態の
さらなる解明が求められている。また、Ｃ型肝炎をはじめとするウイルス性肝炎は初期の
段階では肝細胞の脂肪沈着は所見として認められないが、症状が進行するにつれて、肝細
胞への中性脂肪の沈着が認められるようになり、重症化すると肝硬変症や肝癌に進行しう
る点は、ＮＡＦＬＤと共通すると考えられている。
【０００３】
　肝細胞の１／３以上に脂肪滴が存在すると脂肪肝と診断されるが、最近、ＮＡＦＬＤの
肝組織所見の中から３項目、すなわち、脂肪肝（steatosis）、肝細胞風船様腫大（hepat
ocellular ballooning）、実質炎症（lobular inflammation）の程度をスコア化し（ＮＡ
Ｓ；ＮＡＦＬＤ activity score）、ＮＡＳが５以上をＮＡＳＨとし、単純性脂肪肝との
鑑別に利用することが提案されている(例えば、非特許文献１参照)。
【０００４】
　また、ＮＡＦＬＤやＮＡＳＨの診断については、患者のサンプルにおいて、ＮＡＳＨの
発病又は進行に関連した１又は２以上の小誘導性サイトカインを含む遺伝子パネルの発現
レベルを測定し、該発現レベルと前記遺伝子パネルにおけるＮＡＳＨに関連した遺伝子発
現に対する所定値とを比較して、該発現レベルとＮＡＳＨの病状とを関連づける方法（例
えば、特許文献１参照）や、検出可能に標識されたコリンを含む、非アルコール性脂肪性
肝障害等の脂肪肝炎への罹患、前記疾患の重症度又は前記疾患に対する治療効果の判定の
ための診断薬（例えば、特許文献２参照）や、非アルコール性脂肪肝炎の診断に際して、
体液試料をIII型プロコラーゲンのＮ末端のペプチドに特異性を有する免疫結合的パート
ナーと接触させ、体液試料と免疫結合パートナーとの間で生じた反応生成物を測定するこ
とを特徴とする測定方法（例えば、特許文献３参照）や、末梢血のリン脂質若しくはリン
脂質の脂肪酸組成を測定することを特徴とする非アルコール性脂肪肝炎の鑑別方法（例え
ば、特許文献４参照）や、被験体の体液からの１つ以上の試料中の１つ以上の脂質代謝物
の量を決定し、１つ以上の脂質代謝物の量を肝障害の存在と相関させることを含む、被験
体における脂肪沈着、ＮＡＦＬＤ、ＮＡＳＨ等の肝障害を診断又はモニタリングする方法
（例えば、特許文献５参照）が提案されている。
【０００５】
　他方、オンコスタチンＭ（Oncostatin M；ＯＳＭ）は、１９８０年代後半にヒトのＡ３
７５メラノーマ細胞の増殖を抑制する因子として同定された、インターロイキン６（ＩＬ
－６）ファミリーに属するサイトカインの一種であり、ヒトのオンコスタチンＭは、２５
２アミノ酸からなる分子量約２６ｋＤの前駆タンパク質が、プロセシングによりＮ末端の
２５アミノ酸残基が除去されて２２７アミノ酸残基からなる成熟タンパク質となるもので
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あるが、さらにＣ末端側の３１アミノ酸残基が除去された、１９６アミノ酸残基からなる
分子量約２２ｋＤａの成熟タンパク質の存在も知られている。これらの成熟タンパク質の
生理活性は、前駆タンパク質よりも５～６０倍高いとされている(例えば、非特許文献２
参照)。
【０００６】
　オンコスタチンＭについては、肝臓毒を投与して肝障害を誘発することで、肝障害モデ
ルとして有用である、オンコスタチンＭ受容体遺伝子欠損動物（例えば、特許文献６参照
）が提案されており、ヒトオンコスタチンＭを含むオンコスタチンＭ受容体アゴニストを
有効成分として含有する肝疾患治療又は予防薬が肝細胞壊死の軽減、肝臓の組織破壊の軽
減及び血清肝障害マーカーの低減等、肝臓障害の軽減に種々の点から有効であり、急性肝
炎や劇症肝炎のような、肝細胞壊死又は肝臓の組織破壊を伴う種々の肝疾患の治療及び予
防に有効であることが示されている（例えば、特許文献７参照）。また、オンコスタチン
Ｍアンタゴニストおよび薬学的に受容可能なキャリアを含む、疼痛を処置するための薬学
的組成物（例えば、特許文献８参照）や、オンコスタチンＭを含有していることを特徴と
する抗ＨＣＶ剤（例えば、特許文献９参照）についても報告されている。
【０００７】
　また、センダイウイルスに包まれたオンコスタチンＭｃＤＮＡを繰り返し投与すること
によりオンコスタチンＭタンパク質が肝臓のクッパー細胞に発現し、かかるオンコスタチ
ンＭ遺伝子治療により、体重の増加や肝臓の重量増加、肝機能悪化のパラメーターの減少
が見られたこと（例えば、非特許文献３参照）が報告されており、オンコスタチンＭ、デ
キサメタゾン又はその誘導体若しくはその塩、及びＴＧＦ－βの存在下で間葉系幹細胞を
培養し、間葉系幹細胞を成熟肝細胞様細胞に分化させる工程を含む、成熟肝細胞様細胞の
製造方法（例えば、特許文献１０参照）が報告されている。さらには、炎症マーカーとし
てのオンコスタチンＭが増加している場合に、肝炎を含む炎症性疾患を治療する方法であ
って、該治療を必要とする対象者に、ＧＡＢＡＡ作動性神経伝達を増強する化合物の治療
的有効量を投与することを含む方法（例えば、特許文献１１参照）が報告されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特表２００９－５３５６４２号公報
【特許文献２】特開２００８－２０１７５９号公報
【特許文献３】特開２００６－０２９９１９号公報
【特許文献４】国際公開第２００５／１０９００６号パンフレット
【特許文献５】特表２０１０－５００５６６号公報
【特許文献６】特開２００３－１８０１９８号公報
【特許文献７】特開２００４－０２６７６８号公報
【特許文献８】特開２００５－２４７８３６号公報
【特許文献９】特開２０１０－５９０８１号公報
【特許文献１０】特開２００９－１５３３８３号公報
【特許文献１１】特表２００９－５２６７８６号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Kleiner et al., Hepatology 41:1313-1321, 2005
【非特許文献２】Linsley et al., Mol. Cell. Biol. 10:1882-1890, 1990
【非特許文献３】Hamada et al., American Journal of Pathology, 872-881, 2007
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の課題は、ＮＡＦＬＤの進展度合いの判定に際して、肝生検体を用いることなく
、従来法より安価でしかも患者に対する負担が少なくてすむ方法を提供することにある。
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【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者は、慢性Ｃ型肝炎患者の肝生検組織において、オンコスタチンＭレセプターの
発現が脂肪沈着部に多いことを見いだし、ＮＡＦＬＤの進行にオンコスタチンＭの上昇が
関与するかもしれないという着想を得た。この着想に加え、ＮＡＦＬＤはサイトカインが
原因で進行している可能性を考え、実際にＮＡＦＬＤ患者の血清オンコスタチンＭの測定
と、肝生検組織におけるＮＡＦＬＤの進行度をＮＡＳで評価すると共に、オンコスタチン
Ｍレセプターの発現の程度について検討し、オンコスタチンＭがＮＡＦＬＤ進行に重要な
意義があることを明らかにした。本発明はこのような知見に基づき完成するに至ったもの
である。
【００１２】
　すなわち、本発明は（１）（ａ）ＮＡＦＬＤ患者から採取した血液試料中のオンコスタ
チンＭ濃度を測定するステップ;（ｂ）オンコスタチンＭの測定値が６０ｐｇ／ｍｌを超
える場合、ＮＡＦＬＤ activity score（ＮＡＳ）が「６以上」と評価し、オンコスタチ
ンＭの測定値が２０～６０ｐｇ／ｍｌである場合、ＮＡＳが５と評価し、オンコスタチン
Ｍの測定値が２０ｐｇ／ｍｌ未満である場合、ＮＡＳが４以下と評価するステップ；を備
えたことを特徴とするＮＡＦＬＤの進展度合いを判定する方法に関する。
【００１３】
　また、本発明は、（２）ＮＡＦＬＤ患者から経時的に採取した血液中のオンコスタチン
Ｍ濃度を測定し、経時的データを収集することを特徴とする上記（１）記載のＮＡＦＬＤ
の進展度合いを判定する方法や、（３）オンコスタチンＭの測定キットをＮＡＦＬＤの進
展度合いの判定に使用する方法に関する。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明によると、ＮＡＦＬＤの進行に関連を有する新規の指標として血清中のオンコス
タチンＭ量を用いることにより、従来、直接患者からの生検による組織採取が行われ、被
検者の負担が大きかったＮＡＦＬＤの進行度についての判定が、血液採取のみで可能とな
る。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】ＮＡＦＬＤ患者Ａの肝生検の結果（ＨＥ染色；２００倍）を示す図である。
【図２】ＮＡＦＬＤ患者Ａの肝生検の結果（アザン染色；１００倍）を示す図である。
【図３】ＮＡＦＬＤ患者Ａの肝生検の結果（ＯＳＭＲを標的とした免疫抗体染色；４００
倍）を示す図である。
【図４】ＮＡＦＬＤ患者Ｂの肝生検の結果（ＨＥ染色；２００倍）を示す図である。
【図５】ＮＡＦＬＤ患者Ｂの肝生検の結果（アザン染色；１００倍）を示す図である。
【図６】ＮＡＦＬＤ患者Ｂの肝生検の結果（ＯＳＭＲを標的とした免疫抗体染色；４００
倍）を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明のＮＡＦＬＤの進展度合いを判定する方法としては、（ａ）ＮＡＦＬＤ患者から
血液を採取するステップ;（ｂ）血液試料中のオンコスタチンＭ濃度を測定するステップ;
（ｃ）オンコスタチンＭの測定値が６０ｐｇ／ｍｌを超える場合、ＮＡＳ（ＮＡＦＬＤ a
ctivity score）が「６以上」と評価し、オンコスタチンＭの測定値が２０～６０ｐｇ／
ｍｌである場合、ＮＡＳが５と評価し、オンコスタチンＭの測定値が２０ｐｇ／ｍｌ未満
である場合、ＮＡＳが４以下と評価するステップ；を順次備えた方法であれば特に制限さ
れず、上記血液試料としては、全血、血漿、血清を挙げることができるが血清が好ましく
、また、オンコスタチンＭの測定には、タンパク質の発現量の測定方法やｍＲＮＡの発現
量の測定方法を適用することができる。
【００１７】
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　タンパク質の発現量の測定方法としては、ウエスタンブロット法又はＥＬＩＳＡ法を好
適に例示することができる。上記ウエスタンブロット法は、ＳＤＳを含むポリアクリルア
ミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）でオンコスタチンＭを分画し、ニトロセルロース
フィルターに移し、これを抗体により検出する方法である。フィルターへ付着したオンコ
スタチンＭは抗オンコスタチンＭ抗体をプローブとすることによって同定できる。抗体検
出には標識化二次抗体法を用いる。ゲルからフィルターへのトランスファーは多くの場合
エレクトロブロッティングによって行うことができる。
【００１８】
　オンコスタチンＭを特異的に認識する抗オンコスタチンＭ抗体としては、モノクローナ
ル抗体であっても、ポリクローナル抗体であってもよいが、モノクローナル抗体がその特
異性の点でより好ましく、またそのクラスとしては、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、
ＩｇＥ等のいずれのアイソタイプを含むものであってもよく、好ましくは、ＩｇＧまたは
ＩｇＭであり、精製の容易性等を考慮すると、より好ましくはＩｇＧである。また、ここ
でいう「抗体」という用語は、任意の抗体断片又は誘導体を含む意味で用いられ、例えば
、Ｆａｂ、Ｆａｂ’2、ヒト化抗体、多機能抗体、単鎖抗体（ＳｃＦｖ）等の免疫特異的
な抗体などを含む。本発明の抗体は、これらは上記オンコスタチンＭを特異的に認識する
受容体タンパク質を抗原として用いて常法により作製することができる（例えば、Harlow
 E. & Lane D., Antibody, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988)を参照）。
【００１９】
　上記ＥＬＩＳＡ法は、サンドイッチ法（非競合法）と競合法の二つに大別される。サン
ドイッチ法は、マイクロプレートのウェルやプラスチックチューブなどの固相に、あらか
じめ抗オンコスタチンＭ抗体を結合させておき、これにサンプルを添加してサンプル中の
目的物質を抗原抗体反応により固相に結合させ、夾雑物を洗い流した後、酵素標識した第
二の抗体を添加すると再度抗原抗体反応が起こり、固相化抗体－目的物質－酵素標識抗体
のサンドイッチ構造が構築される。ここで遊離の酵素標識抗体を洗い流し、発色基質を添
加すると、サンドイッチ構造の量（すなわちサンプル中のオンコスタチンＭ質量）に比例
して生起する発色反応により目的物質量を定量することができる。ＥＬＩＳＡ法によるオ
ンコスタチンＭの測定には、例えば株式会社エスアールエル社製のキット「human OSM（
カタログナンバー：DY295）」を有利に使用することができる。また競合法は、あらかじ
め目的物質に対する抗体を結合させた固相に、サンプルと酵素標識抗原を添加して抗原抗
体複合体を形成させ、固相に結合しなかった酵素標識抗原を洗い流した後に発色基質を添
加し、生成した発色物質の吸光度を吸光度計で測定することによりサンプル中の目的物質
量を定量することができる。
【００２０】
　他方、ｍＲＮＡの発現量の測定方法としては、ノーザンハイブリダイゼーション法、Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ法、ＦＩＳＨ法、リアルタイムＰＣＲ法、コンペティティブＰＣＲ法又はＤＮ
Ａマイクロアレイ法を挙げることができる。これらの方法に用いられるプローブやプライ
マーは、オンコスタチンＭ遺伝子の配列情報に基づいて適宜設計し、適当なオリゴヌクレ
オチド合成装置を用いて適宜作製することができる。
【００２１】
　上記ノーザンハイブリダイゼーション法におけるハイブリダイゼーションは、例えばモ
レキュラー・クローニング、ア・ラボラトリーマニュアル（Molecular cloning,A labora
torymanual）、第３版、第９．５２－９．５５頁（１９８９）に記載の方法で行うことが
できる。また、使用されるプローブの標識化に用いられる標識物質としては、例えば、放
射性同位元素、酵素、蛍光物質、発光物質、ランタニド元素、スピン試薬などを挙げるこ
とができる。放射性同位元素としては、例えば、〔１２５Ｉ〕、〔１３１Ｉ〕、〔３Ｈ〕
、〔１４Ｃ〕、〔３２Ｐ〕、〔３３Ｐ〕、〔３５Ｓ〕、〔５９Ｆｅ〕などが用いられる。
上記酵素としては、安定で比活性の大きなものが好ましく、例えば、β－ガラクトシダー
ゼ、β－グルコシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水
素酵素などを用いることができ、蛍光物質としては、例えば、シアニン蛍光色素（例、Ｃ



(6) JP 5574331 B2 2014.8.20

10

20

30

40

50

ｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）な
ど）、フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネートなどを用いることができ、
発光物質としては、例えば、ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン
などを用いることができる。
【００２２】
　上記ＲＴ－ＰＣＲ法は、当業者において周知の技術を用いて容易に行なうことができる
。具体的には、オンコスタチンＭ遺伝子の転写産物であるｍＲＮＡ又はその断片に対して
相補的な一本鎖ＤＮＡを合成し、該ＤＮＡ又はその断片を特異的に増幅することができる
プライマーにより該ＤＮＡ又はその断片をＰＣＲ増幅した後、増幅産物を電気泳動などで
検出することができる。ＲＴ－ＰＣＲ法については、例えば、Ishikawaら, J.Clin.  Onc
ol., 28:723-728, 1998などを参照して行なうこともできる。また、ＦＩＳＨ（Fluoresce
nt in situ hybridization）法によりオンコスタチンＭ遺伝子の転写状態を検出すること
ができる。
【００２３】
　上記リアルタイムＰＣＲ法としては、例えば、血液試料中のトータルＲＮＡやｍＲＮＡ
から逆転写酵素を用いてｃＤＮＡを合成し、このｃＤＮＡを鋳型に目的領域をＰＣＲで増
幅し、リアルタイムモニタリング用試薬を用いて増幅産物の生成過程をリアルタイムでモ
ニタリングし、解析する方法があげられる。前記リアルタイムモニタリング試薬としては
、例えば、ＳＹＢＲ（登録商標：Molecular Probes社製）Ｇｒｅｅｎ Ｉや、ＴａｑＭａ
ｎ（登録商標：Applied Biosystems社製）プローブ等があげられる。リアルタイムＰＣＲ
法は、微量のＲＮＡであっても簡便にｍＲＮＡを検出又は定量することができるので好適
に例示することができる。
【００２４】
　また、定量的ＰＣＲとして知られている上記コンペティティブＰＣＲ法としては、例え
ば、血液試料中のトータルＲＮＡやｍＲＮＡから逆転写酵素を用いてｃＤＮＡを合成し、
このｃＤＮＡとＤＮＡコンペティターとを同一チューブ内で反応させる方法や、さらに前
記逆転写反応時にｍＲＮＡとともにＲＮＡコンペティターを加えて反応させる方法等があ
げられる。またコンペティターのプライマー配列以外の内部配列としては、例えば、増幅
目的ｍＲＮＡの配列と相同配列でもよく、非相同な配列でもよい。
【００２５】
　上記マイクロアレイ（マイクロチップ）法に用いられる、マイクロアレイやマイクロチ
ップは、プローブが支持体上の定められた領域に固定されているアレイ又はチップであり
、アレイ又はチップの支持体としては、ハイブリダイゼーションに使用可能なものであれ
ばよく、例えばガラス、シリコン、プラスチックなどの基板や、ニトロセルロース膜、ナ
イロン膜等を好適に用いることができる。マイクロアレイやマイクロチップの製造方法は
特に制限されず、例えば、以下に示す文献に記載されたような当業者に公知の任意の方法
で製造することができる。
ＤＮＡマイクロアレイ 実戦マニュアル、林崎良英 監修（羊土社）；DNA Microarrays -A
 Practical Approach-, Edited by Mark Schene, Oxford University Press 1999；Lockh
art DJ, Dong H, Byrne MC, Follettie MT, Gallo MV, Chee MS, Mittmann M, Wang C, K
obayashi M, Horton H, Brown EL. Expression monitoring by hybridization to high-d
ensity oligonucleotide arrays；Nat. Biotechnol. 1996 Dec. 14(13):1675-80；Wodick
a L, Dong H, Mittmann M, Ho MH, Lockhart DJ. Genome-wide expression monitoring i
n Saccharomyces cerevisiae；Nat. Biotechnol. 1997 Dec. 15(13):1359-67.
【００２６】
　マイクロアレイ（マイクロチップ）に用いるプローブは、ＤＮＡであってもよいし、Ｒ
ＮＡであってもよいが、プローブの安定性に優れていることからＤＮＡプローブであるこ
とが好ましい。マイクロアレイを用いることにより、少量のサンプルから多数の遺伝子に
ついて一度に検出又は定量することができる。より具体的には、血液試料からｍＲＮＡを
調製し、該ｍＲＮＡを鋳型とした逆転写反応を行う際に、適切な標識を付したプライマー
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や標識ヌクレオチドを使用することにより、標識されたｃＲＮＡを得ることができる。こ
の標識化ｃＲＮＡとマイクロアレイやマイクロチップ表面上に固定されたプローブとの間
でハイブリダイゼーションを行わせ、オンコスタチンＭのｍＲＮＡ発現量を測定すること
ができる。ハイブリダイゼーションは公知の方法で実施すればよく、その条件は使用する
マイクロアレイ（マイクロチップ）や標識ｃＤＮＡに適したものを適宜選択すればよい。
例えば、モレキュラー・クローニング、ア・ラボラトリーマニュアル（Molecular clonin
g,A laboratory manual）、第２版、第９．５２－９．５５頁（１９８９）の記載を参考
にしてハイブリダイゼーション条件を選択することができる。上記ｃＤＮＡの標識化にあ
たっては、前述した放射性同位元素、蛍光物質、化学発光物質、発光団を有する物質等の
標識物質を用いることができる。
【００２７】
　本発明において、ＮＡＦＬＤとは、肝細胞の脂肪沈着が病因である疾患であり、かつ病
態のほとんど進行しない単純脂肪肝と、肝硬変、肝細胞癌へと進行していくＮＡＳＨまで
を含めた総称として用いられ、ＮＡＳＨとは、脂肪沈着に加えて壊死炎症性変化を示し、
その病態はほとんど線維化を認めない軽症例から肝硬変までを含めた総称として用いられ
る。また、本発明においてＮＡＦＬＤの進展度合いとは、ＮＡＳＨへの進展（単純脂肪肝
からＮＡＳＨへの進展）度合いをも含めたＮＡＦＬＤにおける進展度合いを意味する。
【００２８】
　本発明におけるＮＡＦＬＤの評価方法は、前記非特許文献１や日本肝臓学会編「ＮＡＳ
Ｈ・ＮＡＦＬＤの診療ガイド」（文光堂）の３５頁の表１や、日本消化器病学会編「肥満
と消化器疾患」（２０１０年３月３１日発行）の１３８頁の表１に記載されているように
、脂肪肝（steatosis）、肝細胞風船様腫大（hepatocellular ballooning）、実質炎症（
lobular inflammation）の程度をスコア化することにより行うことができる。
【実施例１】
【００２９】
［オンコスタチンＭの測定］
　１８才の男性と２０才の男性の２人のＮＡＦＬＤ患者から、定法により調製した血清を
それぞれ試料に供した。ＥＬＩＳＡ法によるオンコスタチンＭの測定には、株式会社エス
アールエル社製のキット「human OSM（カタログナンバー：DY295）」を用い、添付のプロ
トコールにしたがって血清中のオンコスタチンＭ濃度を測定した。
【００３０】
（プレートの調製）
　オンコスタチンＭ捕捉抗体をＰＢＳ（１３７ｍＭ　ＮａＣｌ，２．７ｍＭ　ＫＣｌ，８
．１ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４，１．５ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ７．２～７．４，０．２μ
ｍフィルター滅菌）中に希釈した。９６ウェルのマイクロプレートに、１００μｌ／ウェ
ルの希釈した捕捉抗体をコーティングし、プレートをシールして室温にて一晩静置した。
各ウェルを吸引後、洗浄バッファーで洗浄し、同様のことを二回繰り返して合計三回行っ
た。最後の洗浄後、プレートを吸引又はペーパータオルの上にインバートしてブロッティ
ングすることにより、残存する洗浄バッファーを取り除いた。ウェル毎に３００μｌのブ
ロッキングバッファー（１％ＢＳＡ，５％シュークロースのＰＢＳ）でプレートをブロッ
キングし、１時間室温にてインキュベートした。吸引と洗浄を合計三回行い、ブロッキン
グバッファーを吸引後、サンプルの添加を行った。
【００３１】
（アッセイ）
　１００μｌの試料又は対照試料をウェルに添加し、２時間インキュベートした。その後
、プレートの調製と同様に吸引と洗浄を行った。１００μｌの基質溶液（発色試薬Ａ（Ｈ

２Ｏ２）と発色試薬Ｂ（Tetremethylbenzidine）の１：１混合物）をウェルに添加し、直
射光を避けて室温で２０分間インキュベートした。５０μｌのストップ溶液（２Ｎ　Ｈ２

ＳＯ４）を添加し、そっとたたいて十分混合した後、４５０ｎｍにおける吸光度を測定し
た。
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【００３２】
［オンコスタチンＭの測定結果］
　１８才の男性のＮＡＦＬＤ患者の血清中のオンコスタチンＭ濃度は、７２．９ｐｇ／ｍ
ｌ（２００９年９月８日）、６８．８ｐｇ／ｍｌ（肝生検の翌日の２０１０年１月６日）
、５６．１ｐｇ／ｍｌ（２０１０年１月１９日より小腸コレステロールトランスポーター
阻害薬「ＥＰＡ製剤」の内服加療開始後の２０１０年２月１６日）であった。他方、２０
才の男性のＮＡＦＬＤ患者の血清中のオンコスタチンＭ濃度は、４回の測定（２００９年
１１月２４日、肝生検の翌日の２００９年１２月９日、２０１０年１月２６日、２０１０
年３月２３日）とも測定感度（１５．６ｐｇ／ｍｌ）未満であった。
【実施例２】
【００３３】
［肝生検］
　上記の１８才の男性と２０才の男性の２人のＮＡＦＬＤ患者について、それぞれ２０１
０年１月５日と２００９年１２月８日に肝生検を実施した。被検者の右肋間をイソジン（
登録商標）にて消毒し、０．５％キシロカイン溶液で、穿刺部を局所麻酔した。エコーガ
イド下に、supercore 16G needleで肝右葉を穿刺し、微量の肝組織を採取した。採取され
た肝組織をホルマリン瓶に漬け、ホルマリン固定した組織からパラフィン標本を作製し、
パラフィン包埋未染標本を作製し、ヘマトキシリンエオジン（ＨＥ）染色、アザン（Ａｚ
ａｎ）染色及びオンコスタチンＭレセプター（ＯＳＭＲ）を標的とした免疫抗体染色でそ
れぞれ染色し光学顕微鏡にて観察した。
【００３４】
（免疫抗体染色）
　上記のパラフィン包埋組織切片標本を、キシレンに５分間浸漬し、キシレンを蒸発させ
、さらにキシレンに２回各３分間浸漬した。乾燥後同様に１００％エタノール２回、９５
％エタノール１回、８０％エタノール１回、７０％エタノール１回、蒸留水１回の、各５
分間の浸漬、及び乾燥処理を繰り返して脱パラフィン処理を行った。
【００３５】
（抗原の賦活化）
　クエン酸一水和物２．１ｇと蒸留水１００ｍｌを混合して調製した、０．１Ｍクエン酸
水溶液（Ａ液）と、クエン酸三ナトリウム二水和物１４．７ｇと蒸留水５００ｍｌを混合
して調製した、０．１Ｍクエン酸ナトリウム水溶液（Ｂ液）とを準備し、ビーカーに、Ａ
液９ｍｌ、Ｂ液４１ｍｌ、蒸留水４５０ｍｌを入れて９７℃に熱し、上記脱パラフィン処
理を行った組織切片標本を５分間浸漬し、抗原（オンコスタチンＭ受容体）を賦活化した
。その後、ビーカーごと水道水の中に入れ冷却後、切片標本を取り出して蒸留水に入れて
冷却した。
【００３６】
（内因性ペルオキシダーゼのブロッキング）
　０．３％過酸化水素メタノール溶液に、上記抗原が賦活化された切片標本を３０分浸漬
し、内因性ペルオキシダーゼのブロッキングを行い、蒸留水で３回各３分間洗浄した。
【００３７】
（一次抗体反応）
　湿潤箱に少量の水道水を加え、切片標本の水分をよく切って、渡し棒の上にのせた。
１０ｍｌのＰＢＳ(Phosphate buffered saline)にブロッキング用血清として１０％ヤギ
血清を添加したブロッキング溶液を、切片標本に３滴滴下し、２０分間反応させた後、ブ
ロッキング溶液を捨て、切片標本に抗オンコスタチンＭ受容体一次抗体（Anti OSMR, Hum
an (Rabbit) [Catalog Number : 10982-1-AP]、Proteintech Group社製）を滴下し、４℃
にて一晩静置した後、ＰＢＳで３回各５分間洗浄した。
【００３８】
（二次抗体反応）
　１０ｍｌのＰＢＳにビオチン化二次抗体を３滴添加した溶液を切片標本に滴下し、室温
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ＢＳ溶液を切片標本に滴下して室温にて３０分間静置し、ＡＢＣ反応させた。
【００３９】
（発色反応）
ＤＡＢ溶液（ＰＢＳ　１５０ｍｌ＋ＤＡＢ(3,3'-Diaminobenzidine, tetrahydrochloride
)）に、３０％過酸化水素溶液を３０μｌ添加して混合した溶液に、上記ＡＢＣ反応後の
切片標本を入れて発色させ、顕微鏡下オンコスタチンＭ受容体の発現状態を観察した。
【００４０】
（ＨＥ染色）
　ヘマトキシリン・エオシン染色（ＨＥ染色）は組織学で組織薄片をみるのによく使われ
ている。上記のパラフィン包埋未染標本をキシロール槽に入れてパラフィンを除去した切
片を、ヘマトキシリン溶液に１０秒程度浸漬して染色し、水道水で軽く洗浄した。７０％
エタノールに切片を１回３分間浸漬し、８０％エタノールに切片を１回３分間浸漬し、９
０％エタノールに切片を１回３分間浸漬し、９５％エタノールに切片を１回３分間浸漬し
、１００％エタノールに切片を２回各３分間浸漬した後、キシレンに、切片を３回各３分
間浸漬した切片標本に、オイキットを滴下し、カバーグラスを載せて、顕微鏡で撮像した
。
【００４１】
（アザン染色）
　上記のパラフィン包埋未染標本について、線維組織染色のためのアザン染色を常法に従
って行った。
【００４２】
［肝生検の結果］
　１８才の男性のＮＡＦＬＤ患者の肝生検のＨＥ染色（２００倍）の結果を図１に、アザ
ン染色（１００倍）の結果を図２に、ＯＳＭＲを標的とした免疫抗体染色（４００倍）の
結果を図３に示す。これらの病理診断の結果から、１８才の男性のＮＡＦＬＤ患者のＮＡ
Ｓは６点と判断され、ＮＡＳＨと判定された。他方、２０才の男性のＮＡＦＬＤ患者の肝
生検のＨＥ染色（２００倍）の結果を図４に、アザン染色（１００倍）の結果を図５に、
ＯＳＭＲを標的とした免疫抗体染色（４００倍）の結果を図６に示す。これらの病理診断
の結果から、２０才の男性のＮＡＦＬＤ患者のＮＡＳは４点と判断された。
【００４３】
［まとめ］
　ヒト肝臓組織の二重免疫組織染色の結果、オンコスタチンＭレセプターの発現の局在と
目視による脂肪滴の局在は一致した。ウイルス性肝炎であるＣ型慢性肝炎が進行すると、
細胞への脂肪沈着が進み、いわゆる脂肪肝の症状が現れるが、この場合も、オンコスタチ
ンＭがかかる症状のマーカーとなる可能性を強く示唆している。実際に、ＮＡＳ６点と判
断された１８才の男性のＮＡＦＬＤ患者の血清中のオンコスタチンＭ濃度は６８．８ｐｇ
／ｍｌ（肝生検の翌日）であり、ＮＡＳ４点と判断された２０才の男性のＮＡＦＬＤ患者
の血清中のオンコスタチンＭ濃度は測定感度（１５．６ｐｇ／ｍｌ）未満であった。これ
らのことから、ＮＡＦＬＤ患者の血清中のオンコスタチンＭを測定することにより、ＮＡ
ＦＬＤの進展度合いを判定しうることが示された。
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