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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　血液試料中の分子量９００ｋＤａ 以上として検出されるＭａｃ－２ｂｐ濃度を検出す
ることを特徴とするＮＡＳＨを判定するための検査方法。
【請求項２】
　Ｍａｃ－２ｂｐ濃度の検出が生体試料から分子量９００ｋＤａ以上として検出される多
量体のＭａｃ－２ｂｐを分離した後に実施されることを特徴とする請求項１に記載のＮＡ
ＳＨを判定するための検査方法。
【請求項３】
　Ｍａｃ－２ｂｐに対して特異的かつ選択的な抗体を使用して実施されることを特徴とす
る請求項１又は請求項２のいずれか一項に記載のＮＡＳＨを判定するための検査方法。
【請求項４】
　測定法がラテックス凝集比濁法であることを特徴とする請求項１乃至請求項３のいずれ
か一項に記載のＮＡＳＨを判定するための方法。
【請求項５】
　分子量９００ｋＤａ以上のＭａｃ－２ｂｐが１０量体以上のＭａｃ－２ｂｐである請求
項１乃至請求項４のいずれか一項に記載のＮＡＳＨを判定するための検査方法。
【請求項６】
　分子量９００ｋＤａ以上の物質がＭａｃ－２ｂｐの単量体や重合体が結合した蛋白質で
ある請求項１乃至請求項５のいずれか一項に記載のＮＡＳＨを判定するための検査方法。
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【請求項７】
　血液試料中の分子量９００ｋＤａ以上として検出されるＭａｃ－２ｂｐ濃度を検出する
ことを特徴とする肝炎、肝硬変及び肝癌、前立腺癌を患っている可能性を判定するための
検査方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、多量体のガレクチン-３結合蛋白質(Ｍａｃ－２ｂｐ)を用いたＮＡＳＨやＮ
ＡＦＬＤの進展度の検査方法及び炎症疾患や癌の検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　肝臓の組織中、脂肪滴を伴う肝細胞が３０％以上認められる場合、脂肪肝と診断される
。脂肪肝はこれまでアルコールの摂取を原因とするものが多かったが、メタボリックシン
ドローム、肥満、糖尿病といった生活習慣病の患者でも認められるようになってきた。こ
の中でも、飲酒歴はないがアルコール性脂肪肝に類似した脂肪肝がみられる病態が非アル
コール性脂肪性肝疾患（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｆａｔｔｙ　ｌｉｖｅｒ　ｄｉｓｅ
ａｓｅ：ＮＡＦＬＤ）と呼ばれている。ＮＡＦＬＤの患者は国内で約１０００万人いると
推定されている。ＮＡＦＬＤは、組織診断において肝細胞の脂肪沈着のみを認める非アル
コール性脂肪肝（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｆａｔｔｙ　ｌｉｖｅｒ：ＮＡＦＬ）と、
脂肪化に壊死・炎症や線維化を伴う進行性の非アルコール性脂肪肝炎（ｎｏｎａｌｃｏｈ
ｏｌｉｃ　ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ：ＮＡＳＨ）に分けられる。ＮＡＳＨはＮＡ
ＦＬＤの重症型で患者の１０～２０％を占める。治療介入が無い場合、ＮＡＳＨ患者は５
～１０年で５～２０％の症例で肝硬変へ進行する（非特許文献１）。
【０００３】
　ＮＡＳＨの診断における標準の診断方法は、肝生検である。病理学的診断では、肝細胞
の大滴性脂肪化に加えて、炎症を伴う肝細胞の風船様変性を認めるものをＮＡＳＨとして
いる。肝生検は肝臓の一部を採取して観察することから、病理医によって診断結果にばら
つきが生じうる。さらに肝生検の費用は高く、侵襲性も高いため、複数回実施することは
難しく、全ての症例に肝生検を実施することは不可能である。そのため、非侵襲的な診断
法の開発が望まれている。
【０００４】
　現時点ではＮＡＳＨとＮＡＦＬを鑑別できる確立された血液検査マーカーは存在しない
。ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＳＴ／ＡＬＴ　ｒａｔｉｏ（ＡＡＲ）、血清フェリチン、ヒアルロ
ン酸、ＩＶ型コラーゲン７Ｓ、高感度ＣＲＰ、ＨＯＭＡ－ＩＲなどの有用性が期待されて
いるが、国内外で、多数例で十分に妥当性が確認されたものは少ない。アポトーシスのマ
ーカーであるサイトケラチン１８断片（ＣＫ１８　ｆｒａｇｍｅｎｔ）はその有用性が期
待されるが、現在のところ一般臨床検査値として普及していない。
【０００５】
　又、特許文献１には糖蛋白質としてＭａｃ－２ｂｐを測定することにより肝疾患の検査
が可能ということが記載されている。この検査は、糖鎖変化を有したＭａｃ－２ｂｐを測
定し、肝線維化進展の診断に利用されている。ＮＡＳＨは肝線維化を有さずとも肝細胞の
風船様変性があればＮＡＳＨと診断されるため、ＮＡＳＨの診断とは相関しない。
【０００６】
　又、非特許文献２には血中Ｍａｃ－２ｂｐ濃度のＥＬＩＳＡ法での測定が、ＮＡＳＨ鑑
別のバイオマーカーとしてＣＫ１８　ｆｒａｇｍｅｎｔよりも優れているということが記
載されている。しかし、平均値では有意な差があるものの、ＮＡＳＨであるのにも関わら
ずＭａｃ－２ｂｐ濃度が健常人と同レベルの患者や、Ｍａｃ－２ｂｐ濃度が高値の健常人
が存在する。
【先行技術文献】
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【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特許第５０３１９２８号
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】日本肝臓学会編、「ＮＡＳＨ・ＮＡＦＬＤの診療ガイド２０１５」、文
光堂出版、２０１５年９月１１日
【非特許文献２】ＫＡＭＡＤＡ，Ｙｏｓｈｉｈｉｒｏ，ｅｔ ａｌ．Ｓｅｒｕｍ Ｍａｃ－
２　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ａｓ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｄｉａｇ
ｎｏｓｔｉｃ　ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　ｆｏｒ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｓｅａ
ｓｅ　ｓｅｖｅｒｉｔｙ　ａｎｄ　ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔ
ｉｔｉｓ．ＰＲＯＴＥＯＭＩＣＳ－Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，２０
１３，７．９－１０：６４８－６５６．
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、従来よりも高い精度でＮＡＳＨを診断できるＮＡＳＨやＮＡＦＬＤの進展度
の検査方法及び炎症疾患や癌の検出方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者等は前記課題を解決すべく鋭意研究の結果、分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２
ｂｐを測定する事により、ＮＡＳＨやＮＡＦＬＤの進展度及び炎症疾患や癌の検出をより
明確に診断することを見出し、本発明を完成させるに至った。
【００１１】
すなわち本発明は、
（１）生体試料中の分子量９００ｋ以上として検出されるＭａｃ－２ｂｐ濃度を検出する
ことを特徴とするＮＡＳＨやＮＡＦＬＤの進展度を判定するための検査方法。
（２）前記生体試料は血清試料又は血漿試料である、前記ＮＡＳＨやＮＡＦＬＤの進展度
を判定するための検査方法。
【００１２】
（３）Ｍａｃ－２ｂｐ濃度の検出が生体試料から分子量９００ｋ以上として検出されるＭ
ａｃ－２ｂｐを分離した後に実施されることを特徴とする前記ＮＡＳＨやＮＡＦＬＤの進
展度を判定するための検査方法。
【００１３】
（４）Ｍａｃ－２ｂｐ濃度の検出を分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐに対して特異的
かつ選択的な抗体を使用して実施されることを特徴とする前記ＮＡＳＨやＮＡＦＬＤの進
展度を判定するための検査方法。
【００１４】
（５）測定法がラテックス凝集比濁法であることを特徴とする前記ＮＡＳＨ及びＮＡＦＬ
Ｄの進展度を判定するための方法。
【００１５】
（６）分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐが１０量体以上のＭａｃ－２ｂｐである前記
ＮＡＳＨ及びＮＡＦＬＤの進展度を判定するための方法。
【００１６】
（７）分子量９００ｋ以上の物質がＭａｃ－２ｂｐの単量体や副量体が結合した蛋白であ
る前記ＮＡＳＨ及びＮＡＦＬＤの進展度を判定するための検査方法。
【００１７】
（８）生体試料中の分子量９００ｋ以上として検出されるＭａｃ－２ｂｐ濃度を検出する
ことを特徴とする炎症疾患及び癌を検出する方法。
【００１８】
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（９）検出する炎症疾患及び癌が肝炎、肝硬変及び肝癌、前立腺癌であることを特徴とす
る前記炎症疾患及び癌を検出する方法
に関する。
【発明の効果】
【００１９】
　分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐを測定する事により、ＮＡＳＨやＮＡＦＬＤの進
展度及び炎症疾患や癌の検出をより明確に判定することができる。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　生体試料は、対象から排泄、採取した試料をさす。種類は特に限定されないが、例えば
、排泄物、腹水、咽頭ぬぐい液、涙液、脳脊髄液、血液、血清、血漿などの体液、組織、
細胞などが挙げられる。好ましい生体試料は、血液試料（全血）である。さらに好ましい
生体試料は、血清試料又は血漿試料である。より好ましい生体試料は、血清試料である。
前記生体試料の採取方法に、特に制限はなく、常法により採取することができる。例えば
、血液試料の場合、静脈採血や動脈採血により採取される。また、前記血液試料の採取さ
れる部位としても、特に制限はなく、体のどの部位から採取された血液であってもよい。
【００２１】
　本発明において、「対象」とは、哺乳動物（例えば、ヒト、サル、イヌ、ネコ、ウサギ
、ウシ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、シカなど）であれば特に限定されないが、好ましく
はヒトである。
【００２２】
　本発明において、分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐとは、Ｍａｃ－２ｂｐの単量体
や重合体が生体物質と結合した蛋白質又はＭａｃ－２ｂｐのみが重合した蛋白質である。
Ｍａｃ－２ｂｐのみが重合する場合、１０量体以上となると分子量が９００ｋ以上となる
。
【００２３】
　本発明において分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐ検査の検出方法は、定量可能な方
法であればよく、特に限定されない。例えば、免疫学的手法による方法であり、間接蛍光
抗体法、二重免疫拡散法、ラジオイムノアッセイ法、ウエスタンブロッティング法、ＥＬ
ＩＳＡ法、ラテックス法、受身赤血球凝集反応、免疫沈降法、免疫ブロット法やイムノク
ロマト法など公知の手法で実施することができる。検出の際に使用し得る標識物質、測定
機器などは、その目的・手段に適用できるものであれば特に限定されず、公知のものを適
用することができる。
【００２４】
　本発明の検出手段は、比色法（染色法・着色コロイドや着色ラテックスなど含む）、蛍
光法や発光法（化学・生物）などを挙げることができる。
【００２５】
　分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐを分離する手段は、分子量毎に分画できるもので
あればよく、分子篩機能を有するゲル、膜や樹脂などを挙げることができる。
　ポリアクリルアミド（やアガロース）などゲル電気泳動やキャピラリー電気泳動、分離
形状はフィルター分離やカラム分離などを挙げることができる。
【００２６】
　分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐを分離して本発明の検査方法を実施する場合は、
分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐを分離後連続的に実施されることが望ましい。例え
ば、イムノクロマト法の様な方法が例として挙げられる。
【００２７】
　分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐに対して特異的かつ選択的な抗体は、通常の免疫
染色やＥＬＩＳＡ法で使用可能な抗体から選択しても良い。ポリクローナル抗体やモノク
ローナル抗体などで良く、例えば、Ｍａｃ－２ｂｐの糖鎖を認識する抗体であっても良い
（例えば特許第５０３１９２８号に記載の抗体）。この他、ＩＢＬ社から入手可能な８Ａ
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２、１１Ａ１、１２Ａ１、３１Ａ１、４７Ａ１、６７Ａ１、６９Ａ１が挙げられる。本発
明においては検出方法に合わせて、１種類又は複数の抗体を用いる。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】ＥＬＩＳＡ測定によるＮＡＳＨ患者及び健常人の血清におけるＭａｃ－２ｂｐ値
のプロット図である。
【図２】全自動免疫測定によるＮＡＳＨ患者及び健常人の血清におけるＭａｃ－２結合蛋
白糖鎖修飾異性体（Ｍ２ＢＰＧｉ）値のプロット図である。
【図３】ウエスタンブロッティング法によるＮＡＳＨ患者及び健常人の血清における分子
量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐを検出した画像である。
【図４】図３より解析したＮＡＳＨ患者及び健常人の血清における総Ｍａｃ－２ｂｐ値（
ａ）と分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐ値（ｂ）の図である。
【図５】ウエスタンブロッティング法によるＮＡＳＨ患者及び健常人の血清における総Ｍ
ａｃ－２ｂｐ値と分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐ値を比較したプロット図である。
【図６】分子量比較のためＮａｔｉｖｅ　ＰＡＧＥ電気泳動及びウエスタンブロッティン
グ法で化学発光検出した画像図である。
【図７】ラテックス凝集比濁法によるＮＡＳＨ患者及び健常人の血清におけるＭａｃ－２
ｂｐ値のプロット図である。図７（ａ）はＡｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｍａｃ－２ｂｐ（８Ａ
２）Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧを、図７（ｂ）はＡｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｍａｃ－２ｂｐ（１２
Ａ１）Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧを、図７（ｃ）はＡｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｍａｃ－２ｂｐ（６
７Ａ１）Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧを、図７（ｄ）はＡｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｍａｃ－２ｂｐ（
３１Ａ１）Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧを、それぞれ使用してラテックス凝集試薬を調製して測定
した結果の図である。
【図８】ラテックス凝集比濁法による炎症疾患、癌及び健常人の血清におけるＭａｃ－２
ｂｐ値のプロット図である。
【実施例】
【００２９】
　以下実施例により本発明を更に詳細に説明する。
【００３０】
[参考例１]
　ＥＬＩＳＡによるＭａｃ－２ｂｐ濃度測定
　株式会社免疫生物研究所（ＩＢＬ）社製のＨｕｍａｎ　Ｍａｃ－２　ｂｉｎｄｉｎｇ　
ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｍａｃ－２ｂｐ）Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔを用いて、健常人の血清９例、Ｎ
ＡＳＨ患者の血清９例のＭａｃ－２ｂｐ濃度の測定を行った。測定方法は製品データシー
トに従って行った。
　結果を図１に示した。平均値では、健常人が０．８６μｇ／ｍｌに対してＮＡＳＨ患者
が１．８１μｇ／ｍｌと有意な増加が認められた。しかし、ＮＡＳＨ患者の低値の検体（
１．１８μｇ／ｍｌ）よりも高い値を示した健常人の検体が２検体（１．２８μｇ／ｍｌ
、１．３４μｇ／ｍｌ）存在した。この結果より、健常人とＮＡＳＨ患者で値の重なりが
認められた。
【００３１】
[参考例２]
全自動免疫測定装置によるＭａｃ－２結合蛋白糖鎖修飾異性体（Ｍ２ＢＰＧｉ）濃度測定
　シスメックス株式会社製の肝臓の線維化検査用試薬（ＨＩＳＣＬ　Ｍ２ＢＰＧｉ試薬）
を用いて、健常人の血清９例ＮＡＳＨ患者の血清９例のＭａｃ－２ｂｐ濃度の測定を行っ
た。
　結果を図２に示した。平均値では、健常人が０．５６Ｃｕｔ－Ｏｆｆ　Ｉｎｄｅｘ（Ｃ
．Ｏ．Ｉ．）に対してＮＡＳＨ患者が１．００Ｃ．Ｏ．Ｉ．と増加しているものの統計的
な有意な差は認められなかった。
【００３２】
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[比較例１及び実施例１]ウエスタンブロッティング法を用いた分子量９００ｋ以上のＭａ
ｃ－２ｂｐ測定
　ＮＡＳＨ鑑別のバイオマーカーである分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐについて、
Ｎａｔｉｖｅ　ＰＡＧＥ電気泳動及びウエスタンブロッティング法を活用し、ＮＡＳＨの
検出を実施した例を以下に示す。
【００３３】
　スタンダードとしてＩＢＬ社製のＭａｃ－２ｂｐを用いた。
【００３４】
　まず、以下の条件でＮａｔｉｖｅ　ＰＡＧＥ電気泳動を行った。
（１）ゲル
　４－２０％　Ｎｏｎ－ＳＤＳ　ＰＡＧＥ　ｍｉｎｉ　１ｍｍ　８ｗｅｌｌ（ＴＥＦＣＯ
社製）
（２）電気泳動層
　セイフティーセルミニＳＴＣ－８０８（ＴＥＦＣＯ社製）
（３）泳動バッファー
　０．０２５Ｍトリスヒドロキシメチルアミノメタン　＋　０．２Ｍグリシン
（４）サンプル希釈液
　１０％グリセロール　＋　０．０２％ブロムフェノールブルー
（５）サンプル希釈倍率
　５倍希釈
（６）泳動条件
　１８ｍＡ定電流　９０分間
【００３５】
　次に、以下の条件でウエスタンブロッティングを行った。
（１）ＰＶＤＦメンブレン
　Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｈｙｂｏｎｄ－Ｐ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ社製）
（２）ブロッティングバッファー
　２０％メタノール　＋　２５ｍＭトリスヒドロキシメチルアミノメタン　＋　１９２ｍ
Ｍグリシン
（３）ブロッティング条件
　６５ｍＡ定電流　５０分間
（４）ブロッキングバッファー
　２％ＥＣＬ　Ｐｒｉｍｅ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃ
ａｒｅ社製）＋　０．１％Ｔｗｅｅｎ　２０　＋　リン酸塩緩衝液（ＰＢＳ）
（５）ブロッキング条件
　室温で１時間振盪後、冷蔵1晩
（６）一次抗体反応
　Ａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｍａｃ－２ｂｐ（８Ａ２）Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ（ＩＢＬ社製）
（７）二次抗体反応
　ＨＲＰ．　Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＡ＋ＩｇＧ＋ＩｇＭ（Ｈ＋Ｌ）（ＫＰＬ社製）
（８）検出試薬
　ＥＣＬ　Ｐｒｉｍｅ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ１　＋　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ２（ＧＥ　Ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ社製）
（９）検出機器
　ＬＡＳ－１０００（富士フィルム社製）
【００３６】
　化学発光検出した画像を図３に示した。最上部のバンドを分子量９００ｋ以上のＭａｃ
－２ｂｐとした。画像解析ソフト（ＣＳＡｎａｌｙｚｅｒ４，ＡＴＴＯ社製）を用いて、
スタンダードを１として総Ｍａｃ－２ｂｐの濃度と分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐ
の濃度を計算した。総Ｍａｃ－２ｂｐの濃度の結果を比較例１（図４ａ）に分子量９００
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ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐの濃度の結果を実施例１（図４ｂ）に示した。又、３枚のゲルを
用いて、健常人の血清９例、ＮＡＳＨ患者の血清９例の総Ｍａｃ－２ｂｐの濃度と分子量
９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐの濃度の結果を図５に示した。
【００３７】
　比較例１（図４ａ）のように総Ｍａｃ－２ｂｐ濃度では、健常人１例で１０を上回り、
ＮＡＳＨ患者と同程度の値となったが、実施例１（図４ｂ）のように分子量９００ｋ以上
のＭａｃ－２ｂｐ濃度で比べると健常人とＮＡＳＨ患者が明確に分かれた。検体数をそれ
ぞれ９例に増やして測定した結果、図５のように平均値においては、総Ｍａｃ－２ｂｐ濃
度（比較例）で健常人が７．０７に対してＮＡＳＨ患者が１７．０５と有意な増加が認め
られた。しかし、ＮＡＳＨ患者の低値の検体（７．７６）よりも高い値を示した健常人の
検体が３検体（８．５５、１１．４６、１４．０７）存在した。この結果より、健常人と
ＮＡＳＨ患者で値の重なりが認められた。一方で、分子量９００ｋ以上のＭａｃ－２ｂｐ
濃度（実施例）の平均値では健常人が２．０９に対してＮＡＳＨ患者が１０．９６と有意
な増加が認められた。又、ＮＡＳＨ患者の低値の検体（４．３１）よりも健常人の高値の
検体（２．９９）が低い値を示しており、健常人とＮＡＳＨ患者が明確に分かれた。以上
より、実施例１は、比較例１、参考例１及び２に比べて、生体試料中の分子量９００ｋ以
上のＭａｃ－２ｂｐ濃度により、健常人とＮＡＳＨ患者を明確に分けられることが明らか
であった。
【００３８】
[実施例２]多量体のＭａｃ－２ｂｐの比較
　分子量の比較を行うために、ＩＢＬ社製のＭａｃ－２ｂｐとＲ＆Ｄ　ＳＹＳＴＥＭＳ社
製のＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｕｍａｎ　Ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ＢＰ／ＭＡＣ－２ＢＰ
を実施例１と同様の方法でＮａｔｉｖｅ　ＰＡＧＥ電気泳動及びウエスタンブロッティン
グ法で評価した例を以下に示す。
【００３９】
　化学発光検出した画像を図６に示した。Ｒ＆Ｄ　ＳＹＳＴＥＭＳ社製のＭａｃ－２ｂｐ
は主に１０量体（約９００ｋ）又は１２量体（約１０８０ｋ）を形成しており、重量平均
分子量が９５０ｋＤａである。ＩＢＬ社製のＭａｃ－２ｂｐのバンドも同じ位置で検出さ
れているため、分子量９００ｋ以上又は１０量体以上のＭａｃ－２ｂｐを測定することに
より、ＮＡＳＨやＮＡＦＬＤの進展度をより明確に判定することができる。
【００４０】
［実施例３及び比較例２］ラテックス凝集比濁法によるＮＡＳＨ患者及び健常人の血清Ｍ
ａｃ－２ｂｐ値の比較
　実施例３－（ａ）はＡｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｍａｃ－２ｂｐ（８Ａ２）Ｍｏｕｓｅ　Ｉ
ｇＧを、実施例３－（ｂ）はＡｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｍａｃ－２ｂｐ（１２Ａ１）Ｍｏｕ
ｓｅ　ＩｇＧを、実施例３－（ｃ）はＡｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｍａｃ－２ｂｐ（６７Ａ１
）Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧを、実施例３－（ｄ）はＡｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｍａｃ－２ｂｐ（
３１Ａ１）Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧを使用してラテックス凝集試薬を調製して、ＮＡＳＨ患者
及び健常人の血清中のＭａｃ－２ｂｐ濃度を測定した結果を示す（図７ａ、７ｂ、７ｃ、
７ｄ）。なお、用いた４種の抗Ｍａｃ－２ｂｐ抗体はＩＢＬ社製である。
【００４１】
　ラテックス凝集試薬は以下の様に調製した。
　平均粒子径０．３μｍのポリスチレンラテックス（固形分１０％（Ｗ／Ｖ））１００μ
Ｌに、感作用緩衝液８００μＬを添加し、さらに抗Ｍａｃ－２ｂｐ抗体　１ｍｇ／ｍＬを
１００μＬ添加した。従って感作時には１％（Ｗ／Ｖ）ラテックス液となる。この溶液を
２５℃にて１時間振盪器にて１１０ｒｐｍで反応させた。その後、ブロッキング緩衝液を
１ｍＬ添加し、２５℃にて１．５時間振盪器にて反応させた。その後、５℃、１５０００
ｒｐｍにて３０分間遠心分離した。上清をアスピレータにて除去し、沈渣を得た。その沈
渣にラテックス試薬用緩衝液を２ｍＬ加え、ボルテックスによりラテックスを分散させた
。分散させたラテックス試薬を再び５℃、１５０００ｒｐｍにて３０分間遠心分離するこ
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この沈渣にラテックス試薬用緩衝液を２ｍＬ加え、ボルテックスにて分散させた後、さら
に３ｍＬのラテックス試薬用緩衝液を加えてよく攪拌後に超音波洗浄機にて分散処理を行
い、固形分０．２％（Ｗ／Ｖ）のラテックス試薬とした。このようにして調整したラテッ
クス試薬は４℃にて保存した。
【００４２】
　測定に使用した機器と測定条件は以下の通りである。
　ラテックス試薬によるヒトＭａｃ－２ｂｐ量の測定は生化学用自動分析装置ビオリス２
４ｉ　Ｐｒｅｍｉｕｍ（東京貿易機械株式会社）を用いて行った。上記（１）で得られた
固形分０．２％（Ｗ／Ｖ）のラテックス試薬をそのままＲ２試薬とした。測定条件は以下
の通りである。
検体容量　　　　　　　　　１０μＬ
検体希釈液（Ｒ１試薬）　２００μＬ
試薬（Ｒ２試薬）　　　　　４０μＬ
測定波長　　　　　　　　７５０ｎｍ
測定温度　　　　　　　　　３７℃
【００４３】
　Ｒ１試薬　２００μＬを添加し引き続いて検体１０μＬを添加後、３７℃のセル内で５
分間反応させる。その後、Ｒ２試薬　４０μＬを添加し約３０秒後の吸光度と約３６０秒
後の吸光度の差（△ＯＤ７５０）を測定し、吸光度変化量とした。また、検体の代わりに
既知濃度の標準品をもちいて同様の測定を行い、予め検量線を作成しておき、上記検体の
吸光度変化量を上記検量線に外挿して、検体中のヒトＭａｃ-２ｂｐ量を測定した。以上
より、実施例３は、比較例２に比べて、健常人とＮＡＳＨ患者を明確に分けられることが
明らかであった。
【００４４】
［実施例４］ラテックス凝集比濁法による炎症疾患、癌及び健常人の血清Ｍａｃ－２ｂｐ
値の比較
　実施例３－（ｂ）で使用した抗体を含むラテックス凝集試薬を用いて、炎症疾患（肝炎
、肝硬変）、癌（肝臓癌、前立腺癌）及び健常人の血清中のＭａｃ－２ｂｐ濃度を測定し
た結果を示す（図８）。
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