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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ａｎｎｅｘｉｎ　１抗体からなる特発性繊維症の検出マーカー。
【請求項２】
　ａｎｎｅｘｉｎ　１からなる抗原蛋白を構成要素として含む特発性繊維症検出キット。
【請求項３】
　抗原蛋白を基材に吸着させてなる請求項２記載の特発性繊維症検出キット。
【請求項４】
　前記抗原蛋白に標識が付されている請求項２記載の特発性繊維症検出キット。
【請求項５】
　前記標識がＨｉｓ－ｔａｇ標識である請求項４記載の特発性繊維症検出キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は特発性肺線維症の検出マーカー、検出キット及び検出方法等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　特発性肺線維症は原因不明の疾患であるが、肺胞上皮にａｐｏｔｏｓｉｓが亢進し、肺
胞上皮基底膜の破壊に伴って間質の線維芽細胞の異常増殖を伴う疾患である。
【０００３】
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　現在の特発性肺線維症の診断には開胸／胸腔鏡下肺生検が重要な位置を占めているが、
病状が進行した症例では検査による侵襲が大きな問題である。その問題を解決するために
気管支肺胞洗浄検査（Ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ　ｌａｖａｇｅ　:　以下「ＢＡ
Ｌ」）が行われている。特発性肺線維症においては、ＢＡＬで採取したＢＡＬ液中に好中
球の軽度の増加が確認されたことの報告があり、肺胞腔や間質に浸潤した好中球が病態に
重要な役割を果たしているのではないかとの示唆がある（例えば、下記非特許文献１参照
）。
【０００４】
　ところで、ＳＥＲＥＸ（Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏ
ｍｂｉｎａｎｔ　ｃＤＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ）法は、約１万
個のｃＤＮＡの中で数個程度しか存在しない自己抗原発現ｃＤＮＡに対しても検出が可能
であり、微量の自己抗原の検出に適した方法である。このＳＥＲＥＸ法により肺癌をはじ
めとする様々な腫瘍関連抗原が同定されている。同定された抗原には、転写因子、細胞の
分化抗原、細胞構成蛋白などに加え、新規遺伝子も含まれている。即ち、ＳＥＲＥＸ法は
自己抗原検索においては強力で有用な手法であり、これを用いた報告として、全身性エリ
テマトーデス（ＳＬＥ）や過敏性肺臓炎関連自己抗体の検索に関する報告がある（例えば
、下記非特許文献２参照）。
【０００５】
　また、ＰＣＲ（Ｐｏｌｉｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）法によるＢＡ
Ｌ液中のＴ細胞Ｖβ鎖遺伝子再構成の検索では、抗原特異的なＴ細胞増生がBAL液中に認
められ、肺胞局所において疾患特異的な抗原の存在が示唆されている（例えば、下記非特
許文献３参照）。
【０００６】
【非特許文献１】Wellset al.,“Bronchoalveolar lavage cellularity: lone cryptogen
ic fibrosing alveolitis compared with the fibrosing alveolitis of systemic scler
osis”, Am J Respir Crit Care Med, 1998, Vol.157, p.1474-1482
【非特許文献２】Matsunagaet al.,“A novel protein antigen of Trichosporon asahii
, in summer-type hypersensitivity pneumonitis。ノ痔Am J Respir Crit Care Med 200
2, Vol.167, p.991-998
【非特許文献３】Shimizudaniet al.,“Conserved CDR3 region of T cell receptor BV 
gene in lymphocytes from bronchoalveolar lavage fluid of patients with indiopath
ic pulmonary fibrosis”, Clin Exp Immunol 2002, Vol.129, p.140～149
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　確かに、上記非特許文献１において好中球が何らか病態に関与していることを示唆され
ているが、好中球が増加する機序や肺が線維化する機序は大部分が不明であり、しかも、
好中球の増加のみによっては特発性肺線維症の診断を行うことは極めて困難である。また
特に、ＢＡＬによって確かに侵襲の問題を和らげることはできるが、より患者に負担のか
からない非侵襲な診断も望まれる。
【０００８】
　また、ＳＥＲＥＸ法については、殆どが腫瘍関連抗原の同定のために用いられているも
のであって、腫瘍関連抗原以外のものに適用した例は極めて稀である。これを用いた過敏
性肺臓炎関連の報告としては上記非特許文献２の例があるが、これ一例に過ぎないだけで
なくこの例も夏型過敏性肺臓炎に対する真菌抗原の報告に過ぎず、特発性肺線維症につい
ての報告ではない。
【０００９】
　更に、上記非特許文献３に記載の報告では、抗原特異的なＴ細胞増生が認められている
が、ＰＣＲ法のみでは症例間でＨＬＡ抗原が異なること、認識している抗原は抗原提示細
胞によって断片化されていること、から認識抗原の決定は極めて困難である。
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【００１０】
　そこで、本発明は、上記課題を鑑み、より容易に特発性肺線維症を検出するための検出
マーカー及び検出キット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】
【００１１】
　発明者らは、上記課題につき検討したところ、特発性肺線維症において肺胞局所に疾患
特異的な抗原が存在し、肺において疾患特異的な抗原／抗体反応が生じているのであれば
、Ｂ細胞による抗体産生にはＣＤ４陽性Ｔ細胞の援助が必要不可欠であり、ＢＡＬ液中の
Ｔ細胞は抗原特異的なＶα／Ｖβ鎖を有したＴ細胞が特異的に増生していると考えられ、
特発性肺線維症においても、特定の抗原特異的なＶα／Ｖβ鎖を有したＴ細胞がｏｌｉｇ
ｏｃｌｏｎａｌに増生しているのではないかと検討を行った。この検討の結果、特定の抗
原特異的なＶα／Ｖβ鎖を有したCD4 陽性T 細胞が ｏｌｉｇｏｃｌｏｎａｌに増生し疾
患特異的な抗原抗体反応が強く生じた特発性肺線維症と、特定の抗原特異的なＶα／Ｖβ
鎖の増生がみられず疾患特異的な抗原抗体反応が生じていない特発性肺線維症があること
を見出した（図１参照）。
【００１２】
　そこで、更に本発明者らが上記について検討を行ったところ、上記の例のうち図１の（
Ｂ）はｏｌｉｇｏｃｌｏｎａｌにＳＥＲＥＸ法による自己抗体解析しやすい症例であり、
図１（Ａ）はそうでない症例であると考え、ＳＥＲＥＸ法による自己抗体の解析をしやす
い症例を用いて、特発性肺線維症の主な病変部位である肺胞上皮が発現する蛋白を非常に
鋭敏な方法（ＳＥＲＥＸ法）で解析を行うことで、特発性肺線維症の患者血清中に存在す
る自己抗体の検出が可能であることを見いだし、本発明を完成した。
【００１３】
　即ち、本発明は以下の態様に係るものである。
［態様１］特発性肺線維症の血清中に存在する自己抗体。
［態様２］抗ａｎｎｅｘｉｎ　１抗体、抗ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ　ｋｉｎａ
ｓｅ　１抗体、抗ａｎｎｅｘｉｎ　４抗体、抗ｂａｘ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　１抗体、抗
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｏｘｉｄａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　Ｖａ抗体、抗ａｌｄｅｈ
ｙｄｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　１抗体、抗ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ－１抗体、
抗ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ抗
体、抗ａｎｎｅｘｉｎ　２抗体、抗ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ　ｃ
ｏｒｅ　１抗体、及び、抗ｈｅｍｅ　ｏｘｙｇｅｎａｓｅ　１抗体から成る群から選択さ
れる、特発性肺線維症の血清中に存在する自己抗体。
［態様３］特発性肺線維症の血清中に存在する自己抗体から成る、特発性肺線維症の検出
マーカー。
［態様４］抗ａｎｎｅｘｉｎ　１抗体、抗ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ　ｋｉｎａ
ｓｅ　１抗体、抗ａｎｎｅｘｉｎ　４抗体、抗ｂａｘ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　１抗体、抗
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｏｘｉｄａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　Ｖａ抗体、抗ａｌｄｅｈ
ｙｄｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　１抗体、抗ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ－１抗体、
抗ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ抗
体、抗ａｎｎｅｘｉｎ　２抗体、抗ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ　ｃ
ｏｒｅ　１抗体、抗ｈｅｍｅ　ｏｘｙｇｅｎａｓｅ　１抗体、及び、それらの二つ以上の
任意の組み合わせから成る群から選択される、特発性肺線維症の血清中に存在する自己抗
体から成る特発性肺線維症の検出マーカー。
［態様５］ａｎｎｅｘｉｎ　１、ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ　ｋｉｎａｓｅ　１
、ａｎｎｅｘｉｎ　４、ｂａｘ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　１、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　
ｏｘｉｄａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　Ｖａ、ａｌｄｅｈｙｄｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓ
ｅ　１、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ－１、ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ、ａｎｎｅｘｉｎ　２、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ
　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ　ｃｏｒｅ　１、ｈｅｍｅ　ｏｘｙｇｅｎａｓｅ　１、及び、それ
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らの二つ以上の任意の組み合わせから成る群から選択される抗原蛋白を構成要素として含
む特発性肺線維症の検出キット。
［態様６］抗原蛋白を基材に吸着させて成る、態様５記載の特発性肺線維症の検出キット
。
［態様７］前記抗原蛋白に標識が付されていることを特徴とする、態様５又は６記載の特
発性肺線維症の検出キット。
［態様８］標識がＨｉｓ－ｔａｇ標識である、態様７記載の検出キット。
［態様９］検体中における態様１又は２記載の自己抗体の濃度を測定することを特徴とす
る、特発性肺線維症の検出方法。
［態様１０］態様６記載の検出キットを用いて、固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によ
り測定することを特徴とする、態様９記載の検出方法。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明によって、特発性肺線維症に見られる自己抗体、該自己抗体から成る特発性肺線
維症の検出マーカー、特発性肺線維症の検出方法及び検出キットが提供される。該自己抗
体、特に、以下に示す１１種類の具体的な自己抗体は比較的高頻度で特発性肺線維症症例
の血清中に存在し、これらを組み合わせることによって、特発性肺線維症の正確な検出、
特発性肺線維症の急性増悪の予測等の病勢フォローに、及び血清学的診断が可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】ＳＥＲＥＸ　法による自己抗体解析に適した症例と適さない症例の典型例を示す
電気泳動の写真。
【図２】Ｔ細胞Ｖβ鎖サブファミリーに対するＰＣＲ法に用いたプライマーを示す図。
【図３】ＳＥＲＥＸ法の概略図を示す図。
【図４】特発性肺線維症におけるＢＡＬ液中のＣＤ４陽性Ｔ細胞Ｖβ鎖レパートリーの解
析結果を示す図。
【図５】ＳＥＲＥＸ法によって検出した１１種類の特発性肺線維症特異的自己抗体の認識
する自己抗原蛋白とその発現頻度を示す図。
【図６】ＢＡＬ液とＢＡＬから３ヶ月後に得られた胸腔鏡下肺生検組織において一部に共
通の抗原を認識するＴ細胞Ｖβ鎖の増生を示す電気泳動の写真。
【図７】特発性肺線維症例（Ｃａｓｅ２）の ＢＡＬ液および胸腔鏡下肺生検組織中のＴ
細胞の抗原認識部分であるＶβ鎖と特発性肺線維症特異的自己抗原の一部に強い相同性が
認められを示す図。
【図８】ＲＴ－ＰＣＲ法によって１１種類の自己抗原蛋白の発現が、ＩＩ型肺胞上皮癌培
養株（Ａ５４９）および単球系培養株（ＴＨＰ－１）の双方に確認されたことを示す電気
泳動の写真。AG1 はａｎｎｅｘｉｎ　１、AG2 はｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ　ｋ
ｉｎａｓｅ　１、AG3 はａｎｎｅｘｉｎ　４、AG4はｂａｘ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　１、A
G5はｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｏｘｉｄａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　Ｖａ、AG6 はａｌｄ
ｅｈｙｄｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　１、AG7 はｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ－１、
AG8はｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏ
ｒ、AG9 はａｎｎｅｘｉｎ　２、 AG10 はｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｒｅｄｕｃｔａｓ
ｅ　ｃｏｒｅ　１、AG11 はｈｅｍｅ　ｏｘｙｇｅｎａｓｅ　１の自己抗原蛋白を示す。
【図９－１】１１種類の特発性肺線維症特異的自己抗体認識抗原遺伝子を増幅するために
用いたＰＣＲプライマーを示す図。
【図９－２】１１種類の特発性肺線維症特異的自己抗体認識抗原遺伝子を増幅するために
用いたＰＣＲプライマーを示す図。
【図１０】さまざまな肺疾患における血清中およびBAL 液中の特発性肺線維症特異的自己
抗体発現頻度を示す図。n は解析した症例数を示す。AG1 からAG11 は図８で示した自己
抗原蛋白を示す。
【図１１】特発性肺線維症急性増悪症例(Acute exacerbation of IPF) および安定症例 (
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Stable IPF) における血清中およびBAL 液中の特発性肺線維症特異的自己抗体発現頻度を
示す図。AG1 からAG11 は図８で示した自己抗原蛋白を示す。右上に＊で示した自己抗体
は、安定した肺線維症に比較して特発性肺線維症急性増悪例で頻度および発現強度（405 
nmの吸光度）が有意に増加している抗体を示す。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　以下、本発明の実施形態について説明する。
「自己抗体」とは、自己の構成成分（自己抗原）に反応する抗体を意味する。本発明の特
発性肺線維症の血清中に存在する自己抗体、特に、抗ａｎｎｅｘｉｎ　１抗体、抗ｐｈｏ
ｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ　ｋｉｎａｓｅ　１抗体、抗ａｎｎｅｘｉｎ　４抗体、抗ｂ
ａｘ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　１抗体、抗ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｏｘｉｄａｓｅ　ｓ
ｕｂｕｎｉｔ　Ｖａ抗体、抗ａｌｄｅｈｙｄｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　１抗体、
抗ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ－１抗体、抗ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ抗体、抗ａｎｎｅｘｉｎ　２抗体、抗ｃｙｔｏｃｈ
ｒｏｍｅ　ｃ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ　ｃｏｒｅ　１抗体、及び、抗ｈｅｍｅ　ｏｘｙｇｅ
ｎａｓｅ　１抗体は、これまでに報告されていない新規な物質である。
【００１７】
　尚、これらの自己抗体は、例えば、特発性肺線維症患者の血清又はＢＡＬ液等を出発原
料として、当業者に耕地の適当な方法で調製することが可能である。例えば、以下に記載
の自己抗体認識抗原を結合させたアフィニティクロマトグラフィを使用することによって
容易に精製することが可能である。
【００１８】
　既に記載したように、本発明者は、これらの自己抗体が比較的高頻度で特発性肺線維症
症例の血清又はＢＡＬ液中に有意に存在することを新たに見出した。従って、これらの濃
度を測定することによって、特発性肺線維症の正確な検出、又は、血清学的診断が可能と
なる。即ち、本発明の自己抗体は、特発性肺線維症の検出マーカーとしての用途を有する
ものである。特に、上記の１１種類の自己抗体は既存には報告されておらず、特発性肺線
維症以外の症例ではほとんどの自己抗体は検出されず、診断検査としての利用価値が高い
。
【００１９】
　従って、本発明の特発性肺線維症の検出キットは、上記の自己抗体が認識する抗原蛋白
（自己抗体認識抗原）、例えば、ａｎｎｅｘｉｎ　１、ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔ
ｅ　ｋｉｎａｓｅ　１、ａｎｎｅｘｉｎ　４、ｂａｘ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　１、ｃｙｔ
ｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｏｘｉｄａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　Ｖａ、ａｌｄｅｈｙｄｅ　ｄｅ
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　１、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ－１、ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ、ａｎｎｅｘｉｎ　２、ｃｙ
ｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ　ｃｏｒｅ　１、ｈｅｍｅ　ｏｘｙｇｅｎａ
ｓｅ　１、及び、それらの二つ以上の任意の組み合わせから成る群から選択される抗原蛋
白を構成要素として含むことを特徴とするものである。このような検出キットを用いて、
特発性肺線維症の疑いのある患者から採取した、血清又はＢＡＬ液等の適当な検体中に抗
体が存在しているか否か、又はそれらの濃度を測定し、それに応じて特発性肺線維症の検
出、又はその診断をすることができる。
【００２０】
　上記の抗原蛋白に代表される自己抗体認識抗原自体は物質としては公知であり、それら
の遺伝子には本明細書中の図５に示されるような登録番号（受託番号）が付与されて夫々
の寄託機関に保存されており、一般に入手可能である。従って、本発明の検出キットに含
まれる自己抗体認識抗原は、当業者に公知の任意の方法で調製することができる。例えば
、本明細書の実施例に記載されているように、これら自己抗体認識抗原をコードする遺伝
子が発現するように形質転換した、例えば、大腸菌等の各種細胞株を培養し、該形質転換
細胞に自己抗体認識抗原を産生させ、それから適宜精製することによって得ることが出来
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る。
【００２１】
　又、自己抗体認識抗原の調製に際して、例えば、産生された自己抗体認識抗原の溶解度
の向上、精製効率の向上（アフィニティ精製）等の目的で、自己抗体認識抗原を当業者に
公知の各種の標識と融合した融合蛋白質として調製し、そのまま使用しることも出来る。
このような標識物質の例として、大腸菌を宿主とした系では、ＧＳＴ（グルタチオン－Ｓ
－トランスフェラーゼ）、ヒスチジン（Ｈｉｓ６）標識、ＭＢＰ（マルトース結合蛋白質
）標識、Ｔｒｘ（チオレドキシン）標識、ＦＬＡＧ(DYKDDDDK)標識、及びＡｖｉＴａｇ標
識等を挙げることが出来る。
【００２２】
更に、上記の自己抗体認識抗原は、本発明の自己抗体と特異的な抗原抗体反応を示すこと
ができる限り、元のアミノ酸配列の一部、例えば、１個又は数個が置換、欠失、挿入など
により変異したアミノ酸配列を有する蛋白質であっても良い。尚、このよう蛋白質をコー
ドするＤＮＡ配列は、以下に述べるような、当業者に公知の部位特異的突然変異誘発等を
利用して容易に作成することが出来る。
【００２３】
又、上記の自己抗体認識抗原をコードする遺伝子は、例えば、ＩＩ型肺胞上皮癌培養株（
Ａ５４９）及び単球系培養株（ＴＨＰ－１）等の市販されている適当な細胞株を用いるＲ
Ｔ－ＰＣＲ、適当なｃＤＮＡライブラリーを鋳型として使用する各種のＰＣＲ及びＩＣＡ
Ｎ法等の当業者に公知の任意のＤＮＡ増幅技術を用いて容易に調製することが可能である
。尚、例えば、本明細書の図９に示されるプライマーに代表される、このようなＤＮＡ増
幅技術に使用するプライマーは、自己抗体認識抗原の公知の塩基配列情報に基づいて当業
者であれば適宜設計・選択することが出来る。
【００２４】
又、上記遺伝子は、公知の方法（例えば、Carruthers（1982）Cold Spring Harbor Symp.
 Quant. Biol. 47:411-418; Adams（1983）J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov（1997
）Nucleic Acid Res. 25:3440-3444; Frenkel（1995）Free Radic. Biol. Med. 19:373-3
80; Blommers（1994）Biochemistry 33:7886-7896; Narang（1979）Meth. Enzymol. 68:9
0; Brown（1979）Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage（1981）Tetra. Lett. 22:1859; 米
国特許第4,458,066号）に記載されているような周知の化学合成技術により、in vitroに
おいて合成することもできる。
【００２５】
或いは、上記遺伝子は当業者に周知の方法により上記cDNAライブラリーをスクリーニング
することによって単離することができる。更に、該遺伝子のcDNAに当業者に公知の部位特
異的突然変異誘発に基づき、市販のミューテーションシステム等を用いて自己抗体認識抗
原をコードする遺伝子に塩基変異を導入して調製することも可能である。
【００２６】
　当業者に周知の任意の方法に従い、上記の自己抗体認識抗原をコードする遺伝子及び必
要に応じて上記の標識（蛋白質又はペプチド）をコードするＤＮＡを、プラスミドベクタ
ー、ファージベクター、及び各種の混成ベクター等の適当な組換え用ＤＮＡに挿入し、こ
うして得られた発現ベクターを用いて各種の細胞を形質転換することができる。この組換
え用ＤＮＡは、当業者に公知の通常の組換えＤＮＡ手法によって取り扱うことが可能な任
意のベクターである。これらのベクターは、その導入すべき宿主細胞に依存して適当に選
択することが出来る。該ベクターは、宿主細胞の中に導入され、自己抗体認識抗原を一過
性で発現したり、或いは、宿主細胞のゲノムの中にその全体あるいはその一部がゲノム中
の１箇所以上に組込まれることができる。このようなベクターとして、当業者に公知の各
種の市販のベクターを使用することが出来る。
【００２７】
　上記の発現ベクターには、典型的には、当業者に公知の、構成的発現プロモーター又は
各種の誘導型発現プローター等の各種プロモーター、エンハンサー及びサイレンサー等の
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各種調節配列、リボソーム結合部位、シグナル配列、および翻訳開始配列等の各種要素な
らびにその他の外来性あるいは内在性タンパク質をコードする遺伝子、各種薬剤耐性遺伝
子、栄養要求性を相補する遺伝子等を任意に含むことができる。
【００２８】
　上記発現ベクターによって形質転換される宿主細胞として、原核微生物、真核微生物、
植物細胞、昆虫細胞、鳥類細胞、哺乳類細胞等を用いることができる。たとえば、原核微
生物の例としてはエシェリヒア属、バチルス属、又は、ストレプトマイセス・グリセウス
若しくはストレプトコッカス・セリカラー等のストレプトマイセス属を宿主とすることが
できる。真核生物としては、サッカロミセス属及びピヒア属等の酵母、アスペルギルス・
オリゼ及びアスペルギルス・ソーエ等のアスペルギルス属、ペニシリウム属、リゾプス属
、メタリチウム属、モナスカス属、アクレモニウム属、及びムコール属等の糸状菌、並び
に、トリコデルマ属等の担子菌などから選択することができる。昆虫細胞としてはキイロ
ショウジョウバエ、カイコ等の細胞を用いることができる。
【００２９】
　これらの発現ベクター（組換え用ＤＮＡ）は、例えば、塩化カルシウム法、プロトプラ
スト‐ＰＥＧ法、エレクトロポレーション法、Ｔｉプラスミド法、パーティクルガン法、
バキュロウィルス法などの当業者に公知の任意の方法によって宿主細胞へと導入でき、形
質転換体を作成することができる。更に、複数種の組換えＤＮＡを用いるコトランスフェ
クション法によっても可能である。
【００３０】
　上記発現ベクターの代わりに、ＰＣＲ増幅等により取得される自己抗体認識抗原をコー
ドする遺伝子を含む適当なＤＮＡ断片自体を用いて形質転換体を得ることも可能である。
そのような場合には、かかるＤＮＡ断片に加えてさらに適当な緩衝液及びその他の助剤を
任意に含む溶液等の組成物として形質転換に使用することができる。
【００３１】
　自己抗体認識抗原を発現する形質転換体を該抗原蛋白の生産に好ましい条件で培養して
該抗原蛋白を発現させ、その宿主細胞および／または培地から回収することにより製造す
ることができる。宿主細胞の培養に用いる培地は、当業者に公知である任意の培地の中か
ら、使用する発現ベクターの構成（プロモーターの種類等）及び宿主の種類等に応じて適
当なものを適宜選択することができる。
【００３２】
　宿主細胞により産生された自己抗体認識抗原は、当業者に公知の任意の手段の適当な組
み合わせ、例えば、遠心または濾過による培地と細胞の分離、および硫酸アンモニウムの
様な塩による培地のタンパク質成分の沈殿、及びこれに続く疎水クロマトグラフィー、イ
オン交換クロマトグラフィー、各種の標識との親和性を利用するアフィニティークロマト
グラフィー、又はその他のクロマトグラフィーの使用により培地から回収することができ
る。或いは、自己抗体認識抗原は化学合成法により製造することも可能である。
【００３３】
本発明の検出キットには、構成要素として含まれる上記の自己抗体認識抗原に加えて、自
己抗体の測定方法及び原理等に応じて、当業者に公知の他の要素又は成分、例えば、標識
抗抗体（二次抗体）、各種試薬、基質、酵素、緩衝液、反応プレート（容器）等が適宜含
まれいても良い。
【００３４】
既に記載したように、本発明においては、血清又はＢＡＬ液等の適当な検体中における本
発明の自己抗体の濃度を測定することにより、特発性肺線維症を検出することが出来る。
具体的な測定方法としては、当業者に公知の適当な各種の免疫アッセイ方法、例えば、Ｄ
ｏｔ　Ｂｌｏｔ法、ウェスタンブロット法、並びに、固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）
、競合ＥＩＡ、及び阻害ＥＩＡ等の酵素免疫測定法（ＥＩＡ）を挙げることが出来る。Ｅ
ＩＡには直接法と間接法があり、間接法では酵素標識抗体（二次抗体）が用いられる。Ｅ
ＬＩＳＡは抗原又は抗体を固相（基材）に吸着させて固定化して行う酵素免疫測定法であ
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る。固相の材料及び形態は当業者に公知の任意にものから測定方法などに応じて適宜選択
することが出来る。例えば、アガロース、マイクロタイタープレート、ラテックス粒子、
ポリスチレン製、ポリカーボネイト製、ポリプロピレン製或いはポリビニル製のボール、
スティック、微粒子、及び試験管などの種々のものを使用することが出来る。
【００３５】
　上記の検出方法における二次抗体で使用可能な標識としては、西洋ワサビプルオキシダ
ーゼ、アルカリフォスファターゼ、ガラクトシダーゼ等の酵素を挙げることができ、各種
の酵素標識抗体が市販されている。酵素以外のその他の標識としては、酵素基質、酵素イ
ンヒビター、補欠分子類、補酵素、酵素前駆体、アポ酵素、蛍光物質、色素物質、化学ル
ミネッセンス化合物、発光物質、発色物質、磁気物質、金属粒子、例えば金コロイドなど
、放射性物質などを挙げることができる。
【００３６】
これら免疫アッセイ方法の一般的な技術手段の詳細については、総説、成書などを参照す
ることができる〔例えば、入江 寛編，「ラジオイムノアッセイ」，講談社，昭和49年発
行；入江 寛編，「続ラジオイムノアッセイ」，講談社，昭和54年発行；石川栄治ら編，
「酵素免疫測定法」，医学書院，昭和53年発行；石川栄治ら編，「酵素免疫測定法」（第
２版），医学書院，昭和57年発行；石川栄治ら編，「酵素免疫測定法」（第３版），医学
書院，昭和62年発行〕。
【００３７】
　従って、本発明の一実施形態として、ａｎｎｅｘｉｎ　１、ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅ
ｒａｔｅ　ｋｉｎａｓｅ　１、ａｎｎｅｘｉｎ　４、ｂａｘ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　１、
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｏｘｉｄａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　Ｖａ、ａｌｄｅｈｙｄｅ
　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　１、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ－１、ｍａｃｒｏｐｈａ
ｇｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ、ａｎｎｅｘｉｎ　２
、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ　ｃｏｒｅ　１、ｈｅｍｅ　ｏｘｙｇ
ｅｎａｓｅ　１、の少なくともいずれかの抗原蛋白を基材に吸着させてなる特発性肺線維
症の検出キットを挙げることができる。これにより、特発性肺線維症の疑いのある患者か
ら血清又はＢＡＬ液を抽出し、この抗原蛋白が抗体と反応しているか否かを調べることに
より、特発性肺線維症の疑いがあるか否かを判定することができる。
【００３８】
具体的にはこれら抗原蛋白を基材に吸着させ、ＢＡＬ液又は血清などを塗布することによ
り抗原蛋白と反応させ、更に発光又は発色部位を有する二次抗体と反応させることで、発
光等が行われるか、又はその量にもとづいて抗体が存在しているか否かを判定し、特発性
肺線維症であるか否かを判定することが可能となる。この場合において、抗原蛋白には抗
原蛋白を作成する観点から標識が付されていることが望ましい。特に、あらかじめ作成し
た自己抗原蛋白が吸着したメンブレンやプレートを利用することによって、迅速な検査が
可能であり、１時間程度で結果を得ることができる。そのため、病状が刻々と変化する重
症例の特発性肺線維症においても迅速な対応が可能である。特発性肺線維症が悪化した場
合には、できるだけ早い治療が必要であるが、他の合併症（感染症、悪性腫瘍）の除外に
時間がかかり、診断に苦慮する場合が多い。本発明は特発性肺線維症自体が悪化したのか
他の合併症が重なったのかを鑑別するうえで非常に重要な情報を提供可能であり、迅速な
対応に結びつくことができる。
【００３９】
　以下、本発明を実施例によって詳細に説明するが、本発明の技術的範囲は以下の実施例
の記載によって何ら限定して解釈されるものではない。又、特に記載のない場合には、以
下の実施例は、当該技術分野における常法及び当業者に公知の標準的な方法、例えば、Sa
mbrook and Maniatis, in Molecular Cloning-A Laboratory Manual, Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, New York, 1989; Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in 
Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, N.Y, 1995等に記載されている遺伝
子工学及び分子生物学的技術に従い実施した。又、本明細書中に参考文献などとして引用
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された文献の記載内容は本明細書の開示内容の一部を構成するものである。
【実施例１】
【００４０】
　Ｔ細胞Ｖβ鎖は２５種類のサブファミリーから構成されているため、まずそれぞれのサ
ブファミリーに特異的なプライマーを作成した。作成したプライマーを図２に示す。なお
図中、Ｖβ１、Ｖβ２…、Ｖβ２５はｆｏｗａｒｄプライマーとして用い、Ｃβはｒｅｖ
ｅｒｓｅプライマーとして共通に用いた。
【００４１】
　そして特発性肺線維症２０症例に対しＢＡＬを行い、そのＢＡＬを抽出した。そしてこ
のＢＡＬ液からＤｙｎａ　ｂｅａｄｓを用いてＣＤ４陽性Ｔ細胞の分離、ｔｏｔａｌ　Ｒ
ＮＡの抽出、ＲＴ－ＰＣＲ法によるＴ細胞のＶβ鎖可変部領域の増幅を行い、更にこのＰ
ＣＲ産物を２％アガロースで泳動し、ナイロンメンブレンに転写し、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　
ｂｌｏｔ法によってＴ細胞Ｖβ鎖レパートリーについて解析した。その結果、特発性肺線
維症はＢＡＬ液中のCD4陽性Tリンパ球のＴ細胞Ｖβ鎖レパートリーは、２５種類すべての
Ｖβ鎖サブグループが均等に発現している症例とごく一部のＶβ鎖サブグループのみが発
現している症例に分類されることが判明した（図１参照。図１（Ａ）は全体が発現してい
る例であり、図１（Ｂ）はごく一部のＶβ鎖サブグループのみが発現している例である。
）。
【００４２】
　そして、特定のＶβ鎖のみが発現しＶβ鎖の発現に偏りがみられた症例１２例をＳＥＲ
ＥＸ法による自己抗体の検索に適した症例として考え、このＰＣＲ増幅産物をさらに２重
濃度勾配ゲルに泳動し、ナイロンメンブレンに転写し、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ法に
よって oligoclonality の有無について検討した。
【００４３】
　次に、上記Ｖβ鎖の発現に偏りが見られた１２例に対し、ＳＥＲＥＸ法を用いた。ＳＥ
ＲＥＸ法の概要を図３に示す。ＩＩ型肺胞上皮癌培養株からｍＲＮＡを抽出し、ｃＤＮＡ
ライブラリーを作成後、得られたｃＤＮＡライブラリーを蛋白発現ベクター（ＺＡＰ発現
ベクター）に組み込み作成したファージを大腸菌に感染させ、ｃＤＮＡのコードする蛋白
を大腸菌に発現させた。そしてｃｏｌｏｎｙ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ法によって、
特発性肺線維症の血清およびＢＡＬ液中の免疫グロブリンと結合するプラークを選別し、
陽性ファージをファジェミドベクターに変換後、シークエンスによって特異的蛋白の塩基
配列を決定した。ホモロジー検索によって蛋白の構造を決定し、特発性肺線維症症例の血
清中およびＢＡＬ液中に存在する自己抗体が認識する自己抗原の同定を行った。以上の結
果、各症例において検出されたＶβ鎖サブファミリーを図４に示し、その認識された自己
抗体認識抗原の一覧を図５に示す。なお図４中ＢＡＬＦはＢＡＬ液を用いて同定した場合
を、ＶＡＴＳは胸腔鏡下肺生検によって取り出した組織から同定した場合を示している（
Ｖｉｄｅｏ－Ａｓｓｉｓｔｅｄ　Ｔｈｏｒａｃｉｃ　Ｓｕｒｇｅｒｙ）。また図４の右側
列に記載されている数字はＶβ鎖のサブファミリーの番号であって、特に数字の右上の *
はｏｌｉｇｏｃｌｏｎａｌｉｔｙが確認されたものを示し、太字となっているものは同一
症例において時間経過した後であっても共通に同定できたＶβ鎖のサブファミリーを示す
。
【００４４】
　また図５によると、１１種類の抗体のうち、抗ａｎｎｅｘｉｎ　１抗体は、ＳＥＲＥＸ
法によって解析した特発性肺線維症１２例中５例（４１％）の血清及びＢＡＬ液中に存在
した。抗ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ　ｋｉｎａｓｅ　１抗体は特発性肺線維症１
２例中４例（３３％）の血清およびBAL 液中に存在が認められた。抗ａｎｎｅｘｉｎ　４
抗体、抗bａｘ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　１抗体及びｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｏｘｉｄ
ａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　Ｖａ　抗体は特発性肺線維症１２例中３例（２５％）の血清及
びＢＡＬ液中に存在してした。更に、抗ａｌｄｅｈｙｄｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
　１抗体、抗ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ－１抗体、抗ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｍｉｇｒａ
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ｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ抗体及び抗ａｎｎｅｘｉｎ　２抗体は特
発性肺線維症１２例中２例（１７％）に、抗ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ　ｒｅｄｕｃｔａ
ｓｅ　ｃｏｒｅ　１抗体及び抗ｈｅｍｅ　ｏｘｙｇｅｎａｓｅ　１抗体は１２例中１例（
８．３％）に存在していた。これにより、自己抗体を検出することによって、特発性肺線
維症の有無を判定することができることを確かめた。
【００４５】
　また、図４における特発性肺線維症例２（Ｃａｓｅ２）においては、ＢＡＬ液と、この
ＢＡＬ液採取から３ヶ月後に得られた胸腔鏡下肺生検組織において一部に共通の抗原を認
識するＴ細胞Ｖβ鎖の増生が認められた（図６参照）。この所見は、肺胞腔に存在する同
一抗原に対して反応するＴリンパ球が長期間、同一生体の肺に存在することを示す。この
ようなCD4陽性Tリンパ球のＶβ鎖の抗原反応性可変部領域の遺伝子解析を行ったところ、
今回検出したａｎｎｅｘｉｎ　１の一部と強い相同性があり（図７）、本発明の自己抗体
反応抗原蛋白のひとつであるａｎｎｅｘｉｎ　１に対して肺胞局所で強い免疫反応が生じ
ていることを示している。
【００４６】
　近年、ａｎｎｅｘｉｎ　１の特定のアミノ酸部分（ＥＹＶＱＴＶＫ）は、好中球が血管
内腔から血管外への遊走を阻止する機能を有するという報告がなされている（Ｗａｌｔｈ
ｅｒ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　５:８３１－８４０，２００
０）。一方、ここで認められたＴ細胞Ｖβ鎖可変部領域はこのＥＹＶＱＴＶＫのアミノ酸
と強い相同性が認められており、特発性肺線維症の肺胞局所においてａｎｎｅｘｉｎ　１
のＥＹＶＱＴＶＫ部分が重要な役割を果たしていることが読み取れ、特発性肺線維症の病
態と密接な関係のある好中球浸潤がこのａｎｎｅｘｉｎ　１のＥＹＶＱＴＶＫを自己抗体
がブロックするために増強している可能性が示唆され、矛盾しない結果を得ることができ
た（図７参照）。
【００４７】
　また、今回検出した１１種類の自己抗原蛋白について、ＩＩ型肺胞上皮癌培養株（Ａ５
４９）および単球系培養株（ＴＨＰ－１）の双方に対し、ＲＴ－ＰＣＲ法を用いて確認し
たところ、発現を確認することができた。特発性肺線維症は肺胞腔内に病変の主座が存在
すると考えられており、肺胞腔側の構成細胞の大部分を占めるＩＩ型肺胞上皮および肺胞
マクロファージの両者から自己抗体認識抗原蛋白が産生されている可能性を確認した。こ
の結果を図８に示す。なお、上記ＲＴ－ＰＣＲ法においては上記に示した自己抗体認識抗
原遺伝子全体に対するプライマーを作成した。図９にここで設計したプライマーを示す。
【実施例２】
【００４８】
　そして更に、発見した自己抗体認識抗原蛋白をＨｉｓ－ｔａｇ標識蛋白として人工的に
大腸菌に作成させた。以下に行った蛋白作成方法の概要を示す。
【００４９】
　上記のＲＴ－ＰＣＲ法によって得られたＰＣＲ産物をＨｉｓ－ｔａｇ標識蛋白発現ベク
ター（Ｐｑｅ－３０ＵＡ）にライゲーションし、コンペテントＭ１５細胞にトランスフォ
ーメーションを行った。得られたＨｉｓ－ｔａｇ標識蛋白発現コロニー蛋白をニトロセル
ロースフィルターに転写後、ＩＰＴＧを含むプレートにフィルターを移し６×Ｈｉｓ－ｔ
ａｇ標識蛋白質を発現させた。得られたフィルターをＰｅｎｔａ－Ｈｉｓ　ＨＲＰ　Ｃｏ
ｎｊｕｇａｔｅを用いて免疫染色を行い自己抗体認識抗原蛋白発現コロニーを選別した。
得られたコロニーをピックアップし培養液中で増殖させ、６×Ｈｉｓ－ｔａｇ標識蛋白質
の抽出を行った。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法によって蛋白発現を確認した後、大腸菌大
量培養液から、自己抗体認識抗原蛋白（Ｈｉｓ－ｔａｇ標識蛋白）の精製を行った。
【００５０】
　これにより得られた１１種類の特発性肺線維症特異的Ｈｉｓ－ｔａｇ標識自己抗原蛋白
をＴｈｅ　Ｃｏｎｖｅｒｔｉｂｌｅ（Ｂｉｏｍｅｔｒａ　社）を用いて、６ｍｍ　Ｄｏｔ
としてナイロンメンブレン上に吸着させた。これにより、得られた蛋白吸着メンブレンに
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対し症例の血清又はＢＡＬ液でｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎを行い、二次抗体として抗ヒ
トＩｇＧ抗体を結合させ化学発光にて自己抗体発現の有無を１１種類同時に検出した。Ｄ
ｏｔ　ｂｌｏｔ法およびＷｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法による検索では、特発性肺線維症例
の血清およびBAL液を用いた場合にのみＨｉｓ－ｔａｇ標識蛋白に対して陽性バンドを検
出することができ、またバンドの発現強度は、病勢が悪化した場合に強く検出される傾向
が認められた。
【実施例３】
【００５１】
　また、上記により得られた１１種類の特発性肺線維症特異的Ｈｉｓ－ｔａｇ標識自己抗
原蛋白をＮｉ－ＮＴＡ標識ＥＬＩＳＡプレートに添加し４度で一晩インキュベートし固定
した。これによりＨｉｓ－ｔａｇ標識蛋白をＮｉ－ＮＴＡに結合させることができ、これ
により得られたＥＬＩＳＡプレートを用いて症例血清又はＢＡＬ液を自己抗原蛋白と結合
させ、さらに２次抗体としてアルカリフォスファターゼ標識した抗ひとIgG抗体を反応さ
せ、アルカリフォスファターゼ発色基質にて発色後、４０５nmの吸光度を測定することに
よって自己抗体濃度を決定した。ＥＬＩＳＡの結果を図１０に示す。健常人５０例におけ
る結果の平均値から標準偏差の３倍以上を陽性とした。今回検出した１１種類の自己抗体
は３０例のサルコイドーシス（sarcoidosis）、１０例の好酸球性肺炎（eosinophilic pn
eumonia）、１０例の過敏性肺臓炎（hypersensitivity pneumonitis: HP）では血清中お
よびBAL 液中いずれにおいても検出されなかった。膠原病性間質性肺炎（collagen vascu
lar disease associated interstitial pneumonia: IP-CVD）では一部の抗体がごく少数
にみられたのみで大部分は陰性であった。一方、特発性肺線維症（IPF）においては血清
中およびBAL 液中の自己抗体は５％から２５％の頻度で陽性であり、これらの抗体を組み
合わせることによって約８０％の特発性肺線維症の診断が可能であった。このことから、
我々の発見した１１種類の自己抗体の測定は特発性肺線維症の診断に有用であることが確
認された。図１０においてPM/DMは多発性筋炎（polymyositis）/皮膚筋炎（dermatomyosi
tis）、シエーグレン症候群（Sjogren）、全身性硬化症（systemic sclerosis: SSc）、
関節リュウマチ（rheumatoid arthritis: RA）、全身性エリテマトーデス（systemic lup
us erythematosus: SLE）を示す。さらに、特発性肺線維症急性増悪症例においては、特
に　annexin 1、phosphoglycerate kinase 1、annexin 4、bax inhibitor 1、cytochrome
 c reductase core 1 に対する自己抗体が、安定した肺線維症症例よりも有意にその頻度
および発現強度（405 nmの吸光度）が高い傾向が認められた（図１１）。特に、 annenxi
n 1、phosphoglycerate kinase 1に対する自己抗体は特発性肺線維症急性増悪例において
は、血清中および BAL 液中で５０ー６０％と高率に陽性であった。１ヶ月以内に呼吸困
難が増悪し、胸部X線にて浸潤影が増加した特発性肺線維症症例で感染症や心不全が除外
された症例を急性増悪例とした。これら５種類の自己抗体を経時的にフォローすることに
よって、特発性肺線維症の急性増悪の予測が可能である。本発明のＥＬＩＳＡ解析は、特
発性肺線維症の病勢フォローに有用な指標であった。
【産業上の利用可能性】
【００５２】
本発明によって、特発性肺線維症の治療前後のＢＡＬ液または経時的に採取した血清によ
る連続的な疾患特異的自己抗体の解析が可能となる。特に、Ｈｉｓ－ｔａｇ標識自己抗原
蛋白を用いた自己抗体の測定は、病勢フォローやステロイドなどの治療効果判定に最適な
検査法となる。



(12) JP 4521575 B2 2010.8.11

【図９－１】 【図９－２】

【図１】



(13) JP 4521575 B2 2010.8.11

【図２】



(14) JP 4521575 B2 2010.8.11

【図３】



(15) JP 4521575 B2 2010.8.11

【図４】



(16) JP 4521575 B2 2010.8.11

【図５】

【図６】



(17) JP 4521575 B2 2010.8.11

【図７】

【図８】



(18) JP 4521575 B2 2010.8.11

【図１０】



(19) JP 4521575 B2 2010.8.11

【図１１】



(20) JP 4521575 B2 2010.8.11

10

フロントページの続き

    審査官  三木　隆

(56)参考文献  特表２００３－５３５３０９（ＪＰ，Ａ）
              日本胸部疾患学会雑誌，１９８７年，Vol.25, No.9，Page.969-976
              日本呼吸器学会雑誌，２００７年，Vol.45　増刊号，Page.140 MS113
              Proc Natl Acad Sci USA，２００１年，Vol.98, No.17，Page.9824-9829
              日本胸部疾患学会雑誌，１９８９年，Vol.27, No.10，Page.1184-1192
              Int J Radiat Biol，１９９７年，Vol.72, No.2，Page.227-234
              The American Journal of Medicine，１９８４年，Vol.76, No.3，Page.538-544
              日本呼吸器学会雑誌，２００３年，Vol.41, 増刊号，Page.134 P-96
              J Med Invest，２００１年，Vol.48, No.3/4，Page.181-189

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C07K  16/18
              G01N  33/53
              G01N  33/543
              JSTPlus/JMEDPlus/JST7580(JDreamII)


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

