
JP 5422785 B2 2014.2.19

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　膵癌および卵巣癌をもつヒト担癌患者において単一の血液試料を用いて該複数の癌腫を
検出および同定する方法であって、下記の（１）～（３）：
（１）　前記複数の特定の種類の癌について各々の特定の癌をもつヒト担癌患者由来の血
液試料および非癌健常人由来の血液試料中のタンパク質のマススペクトルを測定してタン
パク質発現プロファイルを得るステップ、
（２）　前記ステップ（１）のタンパク質発現プロファイルを示すピークについて、前記
特定の種類のヒト癌の各々を非癌から区別可能な質量数（ｍ／ｚ）のピークを選択するス
テップ、
（３）　癌の種類が不明であるヒト担癌患者由来の単一の血液試料中のタンパク質のマス
スペクトルを測定し、得られたタンパク質発現プロファイルを示すピークについて、非癌
健常人との間の、前記ステップ（２）で選択された質量数（ｍ／ｚ）のピークに対応する
タンパク質の相対的な発現レベルの差を指標にして、複数のヒト癌を検出し同定するステ
ップ
を含む、ただし、前記膵癌を非癌から区別可能な選択されたピークの質量数（ｍ／ｚ）が
、８５６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２
３．５１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０
．８２±２％からなり、また、前記卵巣癌を非癌から区別可能な選択されたピークの質量
数（ｍ／ｚ）が、４４７０．８０１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±
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２％、９１４０．２２２±２％、９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および
１３９３５．１±２％からなる、上記方法。
【請求項２】
　前記選択されたピークの質量数を有するタンパク質を同定することをさらに含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記同定されたタンパク質に基づいて、それをコードする遺伝子を決定することをさら
に含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記質量数（ｍ／ｚ）を有するタンパク質からなる群から選択されるタンパク質に対す
る抗体、あるいは前記タンパク質をコードするポリヌクレオチドまたはそれに相補的なポ
リヌクレオチドを使用して、前記発現レベルの差を測定する、請求項１～３のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項５】
　膵癌、卵巣癌またはその両方の癌腫を有するヒト担癌患者において単一の血液試料を用
いて前記癌腫を検出する方法であって、膵癌または卵巣癌をもつ第１の担癌患者由来の血
液試料および第２の非癌健常人由来の血液試料のマススペクトルを測定してタンパク質発
現プロファイルを得ること、前記タンパク質発現プロファイルを示すピークについて前記
第１の担癌患者からの血液試料と前記第２の非癌健常人群からの血液試料とを互いに区別
可能な質量数（ｍ／ｚ）のピークを選択すること、ならびに、前記第１の担癌患者と第２
の非癌健常人との間の前記選択された質量数（ｍ／ｚ）のピークに対応するタンパク質の
相対的な発現レベルの差を指標にして、前記ヒト担癌患者の血液試料について癌を検出す
ることを含み、ここで、前記選択されたピークに対応するタンパク質の各々が、膵癌に関
しては、８５６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、
９４２３．５１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７
２５０．８２±２％からなる質量数（ｍ／ｚ）、および、卵巣癌に関しては、４４７０．
８０１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２
％、９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％からな
る質量数（ｍ／ｚ）をそれぞれ有することを特徴とする、上記方法。
【請求項６】
　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、８５６２．２６２±２％、
８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５１３±２％、１３７６
１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２±２％からなるタンパ
ク質の各々に対する抗体またはその断片を含む、ヒト膵癌患者の血液診断を行うためのキ
ット。
【請求項７】
　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、８５６２．２６２±２％、
８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５１３±２％、１３７６
１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２±２％からなるタンパ
ク質をコードするポリヌクレオチド、それに相補的なポリヌクレオチド、あるいは１５以
上の連続した塩基を含むそれらの断片を含む、ヒト膵癌患者の血液診断を行うためのキッ
ト。
【請求項８】
　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、８５６２．２６２±２％、
８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５１３±２％、１３７６
１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２±２％からなるタンパ
ク質の各々に対する抗体またはその断片を含む、ヒト膵癌患者の血液診断を行うためのマ
イクロアレイ。
【請求項９】
　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、８５６２．２６２±２％、
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８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５１３±２％、１３７６
１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２±２％からなるタンパ
ク質をコードするポリヌクレオチド、それに相補的なポリヌクレオチド、あるいは１５以
上の連続した塩基を含むそれらの断片を含む、ヒト膵癌患者の血液診断を行うためのマイ
クロアレイ。
【請求項１０】
　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、４４７０．８０１±２％、
６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、９４２２．
６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％からなるタンパク質の
各々に対する抗体またはその断片を含む、ヒト卵巣癌患者の血液診断を行うためのキット
。
【請求項１１】
　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、４４７０．８０１±２％、
６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、９４２２．
６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％からなるタンパク質を
コードするポリヌクレオチド、それに相補的なポリヌクレオチド、あるいは１５以上の連
続した塩基を含むそれらの断片を含む、ヒト卵巣癌患者の血液診断を行うためのキット。
【請求項１２】
　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、４４７０．８０１±２％、
６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、９４２２．
６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％からなるタンパク質の
各々に対する抗体またはその断片を含む、ヒト卵巣癌患者の血液診断を行うためのマイク
ロアレイ。
【請求項１３】
　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、４４７０．８０１±２％、
６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、９４２２．
６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％からなるタンパク質を
コードするポリヌクレオチド、それに相補的なポリヌクレオチド、あるいは１５以上の連
続した塩基を含むそれらの断片を含む、ヒト卵巣癌患者の血液診断を行うためのマイクロ
アレイ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、膵癌および卵巣癌を含む複数癌腫をもつヒト担癌患者において癌腫の検出に
有用な新規血液診断生物マーカー、ならびに、質量分析法を利用した癌腫の血液検出方法
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　日本における悪性新生物による死亡者数は、年間約３０万人にのぼり、全死亡者数のお
よそ３分の１（６０歳代では２人に１人）を占め、また、１９８０年代から一貫して増加
の一途を辿っている。癌は働き盛りの中壮年世代における最大の死亡原因であり、少子高
齢化が他国に先駆けて進行する日本にとっては、労働力の損失は国家的に緊急に対策を構
ずるべき課題であると考えられる。さらに、高齢者人口の増加は、新規発症者数の増加に
つながると考えられ、実際にその傾向は顕著であり、２０２０年には年間約８５万人が癌
に罹患するとの推計も提示されている。以上の如く、いずれの観点からも抜本的な対策が
急務であると考えられる。また、健康寿命の延伸、生活の質の向上は、全世界的な関心事
項・希求事項であり、これらを達成するためには、より良い革新的医療サービスの提供が
必須である事は明白である。今日までの精力的な医学研究の推進により、すでに白血病の
様に不治の病から、適切な治療を早期に開始する事により治癒が十分望める程にまで診療
体系の整った腫瘍も存在する。また、胃癌においても、早期発見・早期治療が徹底された
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ことにより、罹患者数では未だに圧倒的な第１位であるが、死亡者数は戦後一貫して減少
し、１９９８年には男女合計で肺癌のそれを下回り、５年相対生存率は約６０％にまで向
上している。以上の様に、癌の早期診断法の開発は今後の癌対策で最重要ポイントであり
、本発明者らは複数癌腫の存在診断を、血液試料を対象として簡便に行う方法の開発を進
めるため、膵癌および卵巣癌の担癌患者ならびに非癌健常人からの血液試料を用いてその
開発に着手した。
【０００３】
　胃腸や肝臓に隠れた深部臓器である膵臓に発生する膵癌は、腹部ＣＴ検査でも早期発見
が困難であり、また、胃カメラやバリウム造影検査などの直接的な検査手法も存在しない
。さらに、臨床症状に乏しいことも早期発見を困難にしており、多くの症例において診断
時には既に治癒が見込めない状況にまで病状が進展している。現時点における膵癌診療に
関するコンセンサスとしては、外科的切除が根治治療の第一選択である。然しながら、治
癒が期待される外科手術が出来た症例においても、その５年生存率が２０％程度と、他の
癌の治療成績を大きく下回っている状況である。さらには、多くの症例において診断時に
は既に治癒が見込めない状況にまで病状が進展している（例えば、膵癌患者全体における
５年生存率は５％前後である。）という状況は、１０年前と比較してもほとんど改善はみ
られていない。この様に、年間発症症例数と死亡者数がほぼ等数である膵癌は、ヒト癌種
の中でも最難治と考えられる。然しながら、腫瘍径が２ｃｍ以下で膵臓内に限局している
Ｓｔａｇｅ　ＩＩまでの段階で切除手術を受けた症例に限ると、５年生存率は６０％程度
に向上するとの統計も存在し、この事は、早期発見・早期治療の重要性を示唆しているも
のと考えられる。現在の実地臨床では、この様な段階で発見される症例は、全体のわずか
５％程度と極少数例のみであり、さらには、近年その死亡者数が増加傾向にある事からも
（２０年前と比較し約２倍、１０年前と比較し約１．５倍となっている。）、その診療体
系の抜本的な変革が強く望まれており、早期膵癌診断法の新規開発が至上命題となってい
る。
【０００４】
　現在のところ、膵癌診断を目的としたスクリーニング検査には、通常、Ｘ線ＣＴ、超音
波検査が用いられており、また、切除手術可能膵癌については超音波検査で見つかった症
例が多いとの報告があるが、患者一人当たりに３０分程度の検査時間がかかることや、超
音波検査担当者の技能格差が大きいことなどから、現状では、全ての地方自治体において
一般健診として超音波検査が実施されているわけではない。また、その発見頻度は非常に
低く約２５，０００回の検査で一例程度であること、さらには、超早期の膵癌に関しては
、検出が非常に困難であり、疑陰性（検診時“異常なし“であるにも拘らず半年以内に膵
癌を発症する）も少なくない。以上の如くに、超音波診断の一般臨床上における有用性に
関する疑問の余地は無いものの、目標を膵癌診断のみに特定して考えた場合、その有効性
は低いと言わざるを得ない。このような観点からも、広く検診に応用可能な高感度且つ低
侵襲で簡便且つ安価な早期発見法の確立が望まれている。
【０００５】
　さらにまた、卵巣は腹部深部にあり、腫瘍形成初期にはほとんど自覚症状を認めない。
このため、２／３以上の症例は、転移した状態ではじめて病院を訪れる。卵巣癌に最もよ
くおこる転移は、腹膜播種で、卵巣の表面から腹膜全体に転位巣が拡がっていく。転移の
ない卵巣癌は手術だけで根治が望めるが、転移症例では、手術療法のみで全ての腫瘍を摘
出不可能であり、残存腫瘍に対しては、手術後化学療法が行われる。その診断は、有症状
受診で、既に腫瘍の増大を認める場合は、婦人科診察のみでも、腫瘍の存在と、子宮筋腫
との鑑別は、かなりの確度で可能である。２次検査としては、超音波、Ｘ線によるＣＴ、
ＭＲＩなどの画像診断が行われ、腫瘍の発生部位、内部構造、転移の有無などが詳細に調
べられる。血液中腫瘍マーカーとしては、ＣＡ１２５が臨床上用いられおり、転移のある
卵巣癌ではほとんどのヒトがＣＡ１２５陽性となる。しかしながら、早期癌では陽性率は
低く、また、若い女性の中には癌がなくても軽度陽性のヒトもいるので、ＣＡ１２５は卵
巣癌の早期発見には不十分と言える。
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【０００６】
　近年のヒトゲノム計画の完遂やマイクロアレイ・質量分析装置を用いた網羅的発現解析
技術など、様々なバイオテクノロジー技術の開発が進んだ事により、難治癌を含む癌全般
の診断と治療のコンセプトに変容が促されつつある。プロテオミクス・バイオインフォマ
ティクス融合研究の現状については、ヒトゲノム上の遺伝情報が基本的にタンパクに翻訳
されて遂行されることから、大きな期待を集めつつある分野であるが、マイクロアレイと
いう成熟した解析技術を用いるゲノミクス研究に比して黎明期ともいえる状況にあり、医
療への応用を念頭に置いたプロテオミクス研究には、依然として相当な技術的な困難性が
存在する事も事実である。しかしながら、世界の動向についてみてみると、すでに爆発的
な進歩と発展が目前に迫っていることを示唆する研究成果は報告されつつあり、例えば、
米国の癌研究所やバンダービルト大学などの研究グループは、卵巣癌・前立腺癌・肺癌の
臨床病態の差異と発現プロファイルの関連性を見出すなど質の高い成果を報告している（
非特許文献１～６）。しかしながら、膵癌および卵巣癌などの複数癌腫を同時に対象とし
た解析の報告は皆無である。その理由は、上述の如くに詳細かつ良質で大規模なプロテオ
ミクス解析データの取得と検証を高いレベルで遂行できる研究グループが、その技術的な
困難性ゆえに未だ世界的に見ても極めて限られていること、並びに詳細な臨床情報の付帯
する大規模な臨床試料バンクを有する機関が限定されることなどに起因する。
【０００７】
　なお、膵臓癌マーカーは、例えば特許文献１～４に記載されており、また、卵巣癌マー
カーは、例えば特許文献５に記載されている。さらにまた、マススペクトルピークからの
癌マーカーのスクリーニング法に関しては、特許文献６に記載されている。
【０００８】
【特許文献１】特開２００７－０５１８８０
【特許文献２】特開２００４－２４８５８５
【特許文献３】特開２００４－２４８５７５
【特許文献４】特表２０００－５０２９０２
【特許文献５】特表２００７－５０４４６３
【特許文献６】特開２００８－０７６２０２
【非特許文献１】ＥＦ　Ｐｅｔｒｉｃｏｉｎら，　Ｌａｎｃｅｔ　２００２，　３５９：
５７２－５７７
【非特許文献２】ＥＦ　Ｐｅｔｒｉｃｏｉｎら，　Ｊ．　Ｎａｔｌ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉ
ｎｓｔ．　２００２，　９４：１５７６－１５７８
【非特許文献３】ＢＬ　Ａｄａｍら，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　２００２，　６２：３
６０９－１４
【非特許文献４】Ｄ　Ｓｉｄｒａｎｓｋｙら，　Ｊ．　Ｎａｔｌ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎ
ｓｔ．　２００３，　９５：１７１１－１７１７
【非特許文献５】ＭＪ　Ｃａｍｐａら，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　２００３，　６３：
１６５２－１６５６
【非特許文献６】Ｋ　Ｙａｎａｇｉｓａｗａら，　Ｌａｎｃｅｔ　２００３，　３６２：
４３３－４３９
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　深部臓器に生じる癌であって、代表的難治癌である膵癌および卵巣癌は、臨床症状に乏
しく、現状では早期診断に有効な検査法が欠如しているため、血液試料を用いて高感度且
つ低侵襲に、簡便で安価にこれらの難治癌を早期検出することを可能とする新規分子検査
法の開発ニーズが存在する。
【００１０】
　このような状況において、本発明者らは、単一の遺伝子またはタンパク質による検査方
法ではなく、複数のタンパク質を解析対象とした検査法の導入により、感度・精度を飛躍
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的に高めることが可能であると考え、ヒト膵癌・卵巣癌担癌患者血液試料と非癌健常人血
液試料とを判別する事が出来る有用な生物マーカーを複数見出すこと、並びに複数癌腫の
担癌患者を単回の測定により判別可能な診断アルゴリズムおよび検査方法を構築すること
目的とした。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　膵癌患者血液試料と非癌健常人血液試料とを正確に判別するために有用な指標を得る事
を目的とし、また、担癌患者血液試料中のプロテオミクスプロファイルが臨床的に意味の
あるツールであることを立証するために、本発明者らは、ＭＡＬＤＩ　ＭＳを使用して、
訓練群として８０症例の膵癌患者血漿および８０例の非癌健常人血漿を含む１６０血液試
料中のタンパク質発現プロファイルを解析し、膵癌患者血液試料を非癌健常人血液試料か
ら正確に区別する（タンパク質）ピークを選択することができた。さらに、本発明者らは
、担癌患者血液試料と非癌健常人血液試料のプロテオミクスプロファイルに基づいた判別
法を、盲検群から得られた独立のデータセットに適用し、癌存在診断におけるその有用性
を検証することに成功した。
【００１２】
　上記と同様の検討を、卵巣癌患者血液試料と非癌健常人血液試料とを正確に判別するた
めに有用な指標を得ることを目的とし、本発明者らは、ＭＡＬＤＩ　ＭＳを使用して、訓
練群として６３症例の卵巣癌患者血漿および６４例の非癌健常人血漿を含む１２７血液試
料中のタンパク質発現プロファイルを解析し、卵巣癌患者血液試料を非癌健常人血液試料
から正確に区別する（タンパク質）ピークを選択することができた。
【００１３】
　さらに、本発明者らは、担癌患者血液試料と非癌健常人血液試料のプロテオミクスプロ
ファイルに基づいた判別法を、盲検群から得られた独立のデータセットに適用し、癌存在
診断におけるその有用性を検証することに成功した。
【００１４】
　さらに、バイオインフォマティクス解析を進め、単回の試料採取、並びに測定で、上記
２癌腫を含む複数の癌腫が健常人と判別可能であった。
【００１５】
　したがって、本発明は、要約すると、以下の特徴を有する。
　（１）　複数の癌腫をもつヒト担癌患者において単一の血液試料を用いて複数の癌腫を
検出および同定する方法であって、下記の（ａ）～（ｃ）：
（ａ）　複数の特定の種類の癌について各々の特定の癌をもつヒト担癌患者由来の血液試
料および非癌健常人由来の血液試料中のタンパク質のマススペクトルを測定してタンパク
質発現プロファイルを得るステップ、
（ｂ）　上記ステップ（ａ）のタンパク質発現プロファイルを示すピークについて、上記
特定の種類のヒト癌の各々を非癌から区別可能な質量数（ｍ／ｚ）のピークを選択するス
テップ、
（ｃ）　癌の種類が不明であるヒト担癌患者由来の単一の血液試料中のタンパク質のマス
スペクトルを測定し、得られたタンパク質発現プロファイルを示すピークについて、非癌
健常人との間の、上記ステップ（２）で選択された質量数（ｍ／ｚ）のピークに対応する
タンパク質の相対的な発現レベルの差を指標にして、複数のヒト癌を検出し同定するステ
ップ
を含む、上記方法。
【００１６】
　（２）　上記複数の癌腫が膵癌および卵巣癌を含む、上記（１）に記載の方法。
【００１７】
　（３）　上記膵癌を非癌から区別可能な選択されたピークの質量数（ｍ／ｚ）が、８５
６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５
１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２
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±２％からなる群から選択される１または２以上である、上記（２）に記載の方法。
【００１８】
　（４）　上記卵巣癌を非癌から区別可能な選択されたピークの質量数（ｍ／ｚ）が、４
４７０．８０１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２
２２±２％、９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２
％からなる群から選択される１または２以上である、上記（２）に記載の方法。
【００１９】
　（５）　上記選択されたピークの質量数を有するタンパク質を同定することをさらに含
む、上記（１）～（４）のいずれかに記載の方法。
【００２０】
　（６）　上記同定されたタンパク質に基づいて、それをコードする遺伝子を決定するこ
とをさらに含む、上記（５）に記載の方法。
【００２１】
　（７）　上記質量数（ｍ／ｚ）を有するタンパク質からなる群から選択されるタンパク
質もしくはその変異体に対する抗体、あるいは上記タンパク質もしくはその変異体をコー
ドするポリヌクレオチドまたはそれに相補的なポリヌクレオチドを使用して、上記発現レ
ベルの差を測定する、上記（１）～（６）のいずれかに記載の方法。
【００２２】
　（８）　膵癌、卵巣癌またはその両方の癌腫を有するヒト担癌患者において単一の血液
試料を用いて上記癌腫を検出する方法であって、膵癌または卵巣癌をもつ第１の担癌患者
由来の血液試料および第２の非癌健常人由来の血液試料のマススペクトルを測定してタン
パク質発現プロファイルを得ること、上記タンパク質発現プロファイルを示すピークにつ
いて上記第１の担癌患者からの血液試料と上記第２の非癌健常人群からの血液試料とを互
いに区別可能な質量数（ｍ／ｚ）のピークを選択すること、ならびに、上記第１の担癌患
者と第２の非癌健常人との間の上記選択された質量数（ｍ／ｚ）のピークに対応するタン
パク質の相対的な発現レベルの差を指標にして、上記ヒト担癌患者の血液試料について癌
を検出することを含み、ここで、上記選択されたピークに対応するタンパク質の各々が、
膵癌に関しては、８５６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９
±２％、９４２３．５１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％お
よび１７２５０．８２±２％からなる群から選択される１または２以上の質量数（ｍ／ｚ
）、および、卵巣癌に関しては、４４７０．８０１±２％、６９４０．４１８±２％、８
７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、９４２２．６７７±２％、１３８７９．
６±２％および１３９３５．１±２％からなる群から選択される１または２以上の質量数
（ｍ／ｚ）をそれぞれ有することを特徴とする、上記方法。
【００２３】
　（９）　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、８５６２．２６２
±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５１３±２％、
１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２±２％からな
る群から選択されるものであるタンパク質またはその変異体の各々に対する抗体またはそ
の断片を少なくとも１つ含む、ヒト膵癌患者の血液診断を行うための組成物。
【００２４】
　（１０）　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、８５６２．２６
２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５１３±２％
、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２±２％から
なる群から選択されるものであるタンパク質をコードするポリヌクレオチド、それに相補
的なポリヌクレオチド、それらの変異体、それらにストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズするポリヌクレオチド、あるいは１５以上の連続した塩基を含むそれらの断片から
なる群から選択される少なくとも１つのポリヌクレオチドを含む、ヒト膵癌患者の血液診
断を行うための組成物。
【００２５】
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　（１１）　上記組成物がキットまたはマイクロアレイの形態である、上記（９）または
（１０）に記載の組成物。
【００２６】
　（１２）　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、４４７０．８０
１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、
９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％からなる群
から選択されるものであるタンパク質またはその変異体の各々に対する抗体またはその断
片を少なくとも１つ含む、ヒト卵巣癌患者の血液診断を行うための組成物。
【００２７】
　（１３）　マススペクトル測定におけるピークの質量数（ｍ／ｚ）が、４４７０．８０
１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、
９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％からなる群
から選択されるものであるタンパク質をコードするポリヌクレオチド、それに相補的なポ
リヌクレオチド、それらの変異体、それらにストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
するポリヌクレオチド、あるいは１５以上の連続した塩基を含むそれらの断片からなる群
から選択される少なくとも１つのポリヌクレオチドを含む、ヒト卵巣癌患者の血液診断を
行うための組成物。
【００２８】
　（１４）　上記組成物がキットまたはマイクロアレイの形態である、上記（１２）また
は（１３）に記載の組成物。
【発明の効果】
【００２９】
　本発明によって、早期検出に苦慮し臨床現場において大きな問題点を有していた膵癌・
卵巣癌患者を個別的に高精度に予測することが可能となり、早期治療導入によって治癒す
る症例群の増加並びに死亡率の低下に繋がるという現在の癌診療に対して格別の作用効果
を提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３０】
定義
　本明細書中で使用する用語は、以下の意味を含む。
【００３１】
　本明細書で使用する癌に関して「早期」とは、癌の進行度を表すステージがＩおよびＩ
Ｉの段階を指す。
【００３２】
　本明細書で使用する「試料」は、ヒトから採取された血液を指す。本明細書で使用され
る「血液」は、全血、血清または血漿のいずれかを指すものとする。
【００３３】
　本発明においては、膵癌および卵巣癌を含む複数の癌腫を持つヒト患者由来の血液試料
と非癌健常人由来の血液試料との間において、本発明に関わるタンパク質または核酸マー
カーの発現レベルに相対的な差異が認められる。
【００３４】
　本明細書で使用する「変異体」は、例えば突然変異、多型性、選択的スプライシングな
どの生物学的事象、遺伝暗号の縮重などに起因して生じる変異体などを包含する。変異体
には、本発明に関わるタンパク質マーカーの変異体、あるいは該タンパク質マーカーをコ
ードする遺伝子の変異体が含まれる。そのような変異体は、該タンパク質マーカーまたは
核酸マーカーの配列上に１若しくは複数、好ましくは１若しくは数個、の置換、欠失、付
加、挿入などの変異を有する変異体、該配列またはその部分配列と８０％以上、８５％以
上、９０％以上、９３％以上、９５％以上、９８％以上、９９％以上の配列同一性を有す
る配列からなる変異体などを含む。ここで、「数個」とは、通常、１０個以下の整数、好
ましくは２～５個の整数を意味する。また、同一性（％）は、ギャップを導入したまたは
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ギャップを導入しない、公知のＢＬＡＳＴやＦＡＳＴＡプラグラムを用いて決定すること
ができる（Ｓ．　Ｆ．　Ａｌｔｓｃｈｕｌら，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏ．　２１５：４
０３－４１０，　１９９０）。一般に、２つの配列のアラインメントにおいて、最も多い
アミノ酸または塩基が重なり合うようにアラインメントしたときの、全アミノ酸残基数又
は全塩基数（ただし、ギャップが存在するときは、そのギャップも含める）に対する一致
したアミノ酸残基数または塩基数の百分率として同一性（％）を算出できる。さらにまた
、タンパク質におけるアミノ酸の変異には、保存的または非保存的アミノ酸変異が含まれ
る。ここで、保存的アミノ酸変異とは、構造（芳香族基、分枝など）、荷電（塩基性、酸
性、中性）、極性もしくは疎水性などの点で性質の類似したアミノ酸間での置換変異を指
す。
【００３５】
　本明細書で使用する「ストリンジェントな条件」は、以下のものに限定されないが、少
なくとも９０％、好ましくは少なくとも９５％、より好ましくは少なくとも９８％の同一
性を有するヌクレオチド配列が互いにハイブリダイズするようなハイブリダイゼーション
および洗浄条件を意味する。このような条件の例は、１～６×ＳＳＣ、室温～４０℃での
ハイブリダイゼーションの後、０．１～１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、５０～６５℃での
洗浄である。ここで、１×ＳＳＣは１５０ｍＭ塩化ナトリウムと１５ｍＭクエン酸ナトリ
ウム水溶液（ｐＨ７．２）である。ハイブリダイゼーションについては、Ｆ．Ｍ．　Ａｕ
ｓｂｅｌら，　Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ（３版）Ａ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｓ　ｆｒｏｍ　Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　１９９
５年，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．（米国）に記載されている。
【００３６】
詳細な説明
　以下において、本発明をさらに詳細に説明する。
【００３７】
１．癌関連マーカー
　本発明のヒト癌関連マーカーには、少なくとも、（ｉ）非癌健常人血液試料に比べて膵
癌患者血液試料において該マーカーの発現レベルに有意の差（すなわち、増大または減少
）が認められるものであって、これによって膵癌を検出することを可能にするマーカー、
ならびに、（ｉｉ）　非癌健常人血液試料に比べて卵巣癌患者血液試料において該マーカ
ーの発現レベルに有意の差（すなわち、増大または減少）が認められるものであって、こ
れによって卵巣癌を検出することを可能にするマーカー、が含まれる。
【００３８】
　上記のマーカーは、上記血液試料のマススペクトルを測定し、上記血液試料間でスペク
トルパターンを比較し互いに判別可能な（すなわち、発現レベルに差のある）ピークを選
択し、必要に応じてそれらのピークに対応するタンパク質もしくはペプチドを同定し、さ
らにこれらの手順による多数の担癌患者からの血液試料における膵癌、卵巣癌などを含め
た複数の癌腫の検出の確定作業に基づいたマーカーとしての信頼性と判定の再現性を確認
することによって見出された。ここで、タンパク質またはペプチドの同定（配列決定を含
む）は、マスフィンガープリンティング法、シークエンスタグ法などの公知の手法で行う
ことができる。
【００３９】
　マススペクトルの測定には、タンパク質の同定に使用されるものであればいずれの質量
分析装置も使用できる。そのような質量分析装置の例は、表面増強レーザー脱離イオン化
ＭＳ装置、マトリックス支援レーザー脱離イオン化ＭＳ装置（例えばＭＡＬＤＩ　ＭＳ）
などを含む。本発明において特に好ましい質量分析装置は、ＭＡＬＤＩ　ＭＳである。こ
の装置による具体的な分析条件は以下のとおりである。
【００４０】
　血液試料は、５マイクリットルを取り分け、５０％アセトニトリル／０．１％トリフル
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オロ酢酸溶液を用いて１０倍に希釈を行う。１０倍に希釈した血液試料５マイクリットル
を取り分け、５０％アセトニトリル／０．１％トリフルオロ酢酸溶液溶解した３０ｍｇ／
ｍｌ濃度のシナピン酸を２０マイクロリットルと混和する。マトリックス混和血液試料０
．５マイクリットルを試料台上のｗｅｌｌに６箇所に滴下し試料を乾燥させる。試料台上
の滴下血液試料から、マススペクトロメトリー（例えば、アプライドバイオシステムズ社
製、４８００型）を用いてタンパク質発現プロファイルを取得する。この際の機器の解析
条件は、加速電圧；２５，０００Ｖ、フォーカスマス；１００００、解析範囲；２，００
０～２０，０００ダルトンである。
【００４１】
　上記の手法により、本発明者らは、ヒト膵癌患者血液試料と非癌健常人血液試料のマス
スペクトルを測定するとき、両試料を判別可能にするピークを見出した。このようなピー
クは、本発明のマーカーとしてのタンパク質またはその断片ペプチドに相当する。膵癌患
者血液試料と非癌健常人血液試料を判別可能にする７個のピークが見出され（膵癌患者に
ついて図１～７、非癌健常人について図８～１４参照）、これらのピークに相当するタン
パク質の質量数は、８５６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７
９±２％、９４２３．５１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％
および１７２５０．８２±２％である。ここで「±２％」は、装置や測定条件等の違いに
よる誤差範囲を意味する。
【００４２】
　さらにまた、本発明者らは、上記と同様の手法により、ヒト卵巣癌患者血液試料と非癌
健常人血液試料のマススペクトルを測定するとき、両試料を判別可能にするピークを見出
した。上記の該卵巣癌患者血液試料と非癌健常人血液試料とを判別可能にする７個のピー
クが見出され（卵巣癌患者について図１５～２１、非癌健常人について図２２～２８参照
）、これらのピークに相当するタンパク質の質量数は、４４７０．８０１±２％、６９４
０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、９４２２．６７７
±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％である。ここで、「±２％」
は、上記と同様の意味を有する。
【００４３】
　本発明においては、癌関連マーカーとして、上記タンパク質に加えて、該タンパク質を
コードするポリヌクレオチドまたはそれに相補的なポリヌクレオチドも包含される。タン
パク質が同定されるならば、その配列に基づいて、ＢＬＡＳＴ、ＦＥＳＴＡ検索などの検
索手段によって、該タンパク質をコードする遺伝子またはＤＮＡの一次構造（配列）を決
定することができる。そのようなポリヌクレオチドの具体例には、マススペクトルにおけ
るピークの質量数が、８５６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０
７９±２％、９４２３．５１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２
％および１７２５０．８２±２％であるタンパク質、あるいは質量数が、４４７０．８０
１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、
９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％であるタン
パク質をコードするポリヌクレオチド、それに相補的なポリヌクレオチド、またはその変
異体が含まれる。そのような変異体は、生体内で例えば突然変異、多型性、選択的スプラ
イシングなどの生物学的事象の結果とし生じた変異体を含む。実際には、該核酸マーカー
は、転写産物または翻訳産物として核酸レベルまたはタンパク質レベルで検出される。
【００４４】
　転写産物の場合、それはｍＲＮＡ、ｃＲＮＡまたはｃＤＮＡとして検出される。細胞ま
たは組織から公知の手法で全ＲＮＡを抽出し、オリゴｄＴセルロースカラム法によってポ
リＡ（＋）ＲＮＡまたはｍＲＮＡを調製し、必要により、さらにｍＲＮＡからｃＤＮＡ、
ｃＲＮＡを合成する。
【００４５】
　翻訳産物の場合、それは上記遺伝子またはその変異体によってコードされるタンパク質
またはその断片として検出される。
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【００４６】
２．癌関連マーカー検出用組成物
Ａ．膵癌を検出するための組成物
　本発明は、上記のとおり、ヒト膵癌患者血液試料および非癌健常人血液試料のマススペ
クトルを測定して各試料中のタンパク質発現プロファイルを得ること、該タンパク質発現
プロファイルを示すピークについて該膵癌患者血液試料と非癌健常人血液試料とを判別可
能なピークを選択すること、該膵癌患者血液試料と非癌健常人血液試料との間の該選択さ
れたピークに対応するタンパク質の相対的な発現レベルの差を指標にしてヒト膵癌血液試
料について膵癌を検出することを含む。ここで、上記選択されたピークに対応するタンパ
ク質は、図１～７、図８～１４に示されるマススペクトルにおいて質量数（ｍ／ｚ）が、
８５６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３
．５１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．
８２±２％を有するものである。
【００４７】
　膵癌患者由来の血液試料または非癌健常人血液試料中の、上記ピークに対応するタンパ
ク質マーカーまたはその変異体の少なくとも１つの発現レベル、あるいは、該タンパク質
またはその変異体をコードするポリヌクレオチドのレベルを、該マーカーに対応するプロ
ーブを用いて測定し、膵癌患者血液試料と非癌健常人血液試料との間の、上記タンパク質
またはポリヌクレオチドの有意なレベル差を指標にして、癌患者において膵癌を検出する
ことを含む。
【００４８】
　本発明で使用されるプローブは、上記マーカーを検出可能なものであれば特に制限され
ないが、通常は、ポリヌクレオチドまたは抗体である。したがって、このようなポリヌク
レオチドまたは抗体を含む組成物は、患者の膵癌をインビトロで検出するために使用され
うる。
【００４９】
Ｂ．卵巣癌を検出するための組成物
　本発明はまた、上記のとおり、ヒト卵巣癌患者血液試料および非癌健常人血液試料のマ
ススペクトルを測定して各試料中のタンパク質発現プロファイルを得ること、該タンパク
質発現プロファイルを示すピークについて該卵巣癌患者血液試料と非癌健常人血液試料と
を判別可能なピークを選択すること、該卵巣癌患者血液試料と非癌健常人血液試料との間
の該選択されたピークに対応するタンパク質の相対的な発現レベルの差を指標にしてヒト
卵巣癌血液試料について卵巣癌を検出することを含む。ここで、上記選択されたピークに
対応するタンパク質は、図１５～２１、２２～２８に示されるマススペクトルにおいて質
量数（ｍ／ｚ）が、４４７０．８０１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４
±２％、９１４０．２２２±２％、９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％およ
び１３９３５．１±２％を有するものである。
【００５０】
　該患者由来の卵巣癌患者血液試料または非癌健常人血液試料中の、上記ピークに対応す
るタンパク質マーカーまたはその変異体の少なくとも１つの発現レベル、あるいは、該タ
ンパク質またはその変異体をコードするポリヌクレオチドのレベルを、該マーカーに対応
するプローブを用いて測定し、卵巣癌患者血液試料と非癌健常人血液試料との間の、上記
タンパク質またはポリヌクレオチドの有意なレベル差を指標にして、卵巣癌を検出するこ
とを含む。
【００５１】
　本発明で使用されるプローブは、上記マーカーを検出可能なものであれば特に制限され
ないが、通常は、ポリヌクレオチドまたは抗体である。したがって、このようなポリヌク
レオチドまたは抗体を含む組成物は、患者の卵巣癌をインビトロで検出するために使用さ
れうる。
【００５２】
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２．１　抗体プローブ
　本発明においては、癌関連マーカーを検出するためのプローブとして抗体を使用するこ
とができる。
【００５３】
　本発明で使用されうる抗体は、以下のグループに分けられる。
（１）図１～７、図８～１４に示されるマススペクトルにおいて質量数（ｍ／ｚ）８５６
２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５１
３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２±
２％であるタンパク質、あるいは質量数が、４４７０．８０１±２％、６９４０．４１８
±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±２％、９４２２．６７７±２％、１
３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％を有するタンパク質およびそれらの変異
体からなる群から選択されるタンパク質またはその断片に対する抗体またはその断片。こ
れらの抗体またはその断片は、膵癌患者血液試料と非癌健常人血液試料とを判別するタン
パク質マーカーの発現レベルの差を測定するために使用される。
【００５４】
（２）図１５～２１、図２２～２８に示されるマススペクトルにおいて質量数（ｍ／ｚ）
４４７０．８０１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．
２２２±２％、９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±
２％を有するタンパク質およびそれらの変異体からなる群から選択されるタンパク質また
はその断片に対する抗体またはその断片。これらの抗体またはその断片は、卵巣癌患者血
液試料と非癌健常人血液試料とを識別するタンパク質マーカーの発現レベルの差を測定す
るために使用される。
【００５５】
　上記の各グループにおいて、組成物は、少なくとも１個、好ましくは少なくとも２個、
さらに好ましくは３個～全数、例えば４個～全数、５個～全数のプローブを含むことがで
きる。
【００５６】
　変異体は、上記タンパク質の完全または部分配列と、アミノ酸レベルで通常８０％以上
、８５％以上、好ましくは９０％以上、９３％以上、さらに好ましくは９５％以上、９８
％以上、９９％以上の配列同一性を有するものである。
【００５７】
　また、上記タンパク質は、誘導体化されていてもよく、例えば、グリコシル化、リン酸
化、硫酸化、アルキル化、アシル化などの化学修飾誘導体を含むことができる。
【００５８】
　本発明で使用される抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、抗ペプチド抗
体、単鎖抗体、キメラ抗体などを含む。また、抗体の断片には、Ｆａｂ、（Ｆａｂ’）２

、Ｆｃ、Ｆｃ’、Ｆｄ、Ｆｖなどが含まれる。これらの抗体断片は、例えばパパイン、ペ
プシンなどのプロテアーゼによる抗体の限定分解によって得ることができる。
【００５９】
　各タンパク質またはその断片を、タンパク質合成または遺伝子組換え技術を用いて合成
し、その結果得られたタンパク質またはその断片を抗原としてウサギ、マウス、ラット、
ウマ、ウシ、ヤギ、ヒツジなどの動物を免疫し、それらの抗原に対する抗体を産生し、精
製する。
【００６０】
　ポリクローナル抗体は、上記動物を１０～３００μｇ程度の抗原で皮下に免疫し、さら
に約２週間後に追加免疫し、初回免疫から約３週間～１か月後に採血し、抗血清から目的
のポリクローナル抗体を含むＩｇＧ成分を硫安分画、イオン交換クロマトグラフィーを使
用して分離することを含む方法によって作製することができる。特異性を高めるために、
得られたＩｇＧを、目的タンパク質をセルロースまたはアガロースなどの担体に結合して
作製されたカラムに結合させたのち、高塩濃度のバッファーで溶出し、透析や限外ろ過な



(13) JP 5422785 B2 2014.2.19

10

20

30

40

50

どの方法で脱塩して、特異的ポリクローナル抗体を得ることができる。抗体価は、通常の
免疫測定法、例えば酵素免疫測定法（ＥＩＡ、ＥＬＩＳＡ）、放射性免疫測定法（ＲＩＡ
）、蛍光抗体法などによって測定することができる。
【００６１】
　モノクローナル抗体は、例えば以下のような方法によって作製することができる。
　標的タンパク質またはその断片を、ポリクローナル抗体の作製と同様にマウスまたはラ
ット（例えばＢａｌｂ／ｃマウス）の皮下に投与し、１～４週間間隔で、約２～４回追加
免疫を行う。抗体価が頭打ちになったとき、抗原を静脈内または腹腔内に注射し、最終免
疫とする。２～５日後、抗体産生細胞（例えば脾臓細胞またはリンパ節細胞）を採取する
。次いで、抗体産生細胞を骨髄腫細胞株（好ましくはヒポキサンチン・グアニン・ホスホ
リボシル・トランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ）欠損細胞株）に融合させてハイブリドーマ
細胞を生成し、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）選択を行う。細胞
融合は、血清を含まないＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ－１６４０培地などの動物細胞培養用培地中
で、抗体産生細胞と骨髄腫細胞株とを約１：１～２０：１の割合で混合し、ポリエチレン
グリコールなどの細胞融合促進剤の存在下で実施する。目的の抗体かどうかの確認は、上
記の免疫測定法によって行うことができる。さらに、ハイブリドーマの増殖のために、マ
ウスの腹腔内にハイブリドーマを投与し、ハイブリドーマを増殖させたのち、１～２週間
後に腹水を採取する。抗体の精製は、硫安分画、イオン交換クロマトグラフィー、アフィ
ニティクロマトグラフィー、ゲルクロマトグラフィーなどの方法を適宜組み合わせて行う
ことができる。
【００６２】
　抗ペプチド抗体は、タンパク質の表面上のリニアーなペプチドに対する抗体であり、免
疫学的特異性を高めることができる。そのようなペプチドは、例えばＫｙｔｅ－Ｄｏｏｌ
ｉｔｔｌｅら（Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　１５７：１０５－１３２，　１９８２）の
親水性－疎水性領域の推定法、Ｅｍｉｎｉら（Ｊ．　Ｖｉｏｌ．　５５：８３６－８３９
，　１９８５）によるタンパク質分子上の特定ペプチド部位の表面に位置する確率、タン
パク質鎖の折れ曲がり程度、例えばＣｈｏｕ－Ｆａｓｍａｎら（Ａｄｖ．　Ｅｎｚｙｍｏ
ｌ．　Ｒｅｌａｔ．　Ａｒｅａｓ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　４７：４５－１４８，　１９
７８）などのαヘリックス、βシート、ターンを表示するタンパク質の二次構造予測、等
を単独でまたは組み合わせて使用して推定しうる。次いで、推定されたペプチドは、ペプ
チド合成機を用いて合成することができる。
【００６３】
　標的タンパク質の合成は、ｃＤＮＡクローンを発現ベクターに組み込み、該ベクターに
よって形質転換またはトランスフェクションされた原核または真核宿主細胞を培養するこ
とによって該細胞または培養上清から得ることができる。発現ベクターは市販のものを使
用することができる。宿主細胞は、細菌などの原核細胞（例えば大腸菌、枯草菌、シュウ
ドモナス属細菌など）、酵母（例えばサッカロマイセス属、ピチア属など）、昆虫細胞（
例えばＳｆ細胞）、哺乳動物細胞（例えばＣＨＯ、ＣＯＳ、ＢＨＫ、ＨＥＫ２９３など）
などを含む。また、ベクターは、プラスミド、コスミド、ファージ、ウイルスなどからな
り、標的タンパク質をコードするＤＮＡ、プロモーター、必要ならエンハンサー、ポリア
デニル化シグナル、リボソーム結合部位、複製開始点、ターミネーター、選択マーカーな
どを含むことができる。タンパク質の精製を容易にするために、標識ペプチド、例えば６
～１０残基のヒスチジンタグ、ＦＬＡＧ、ＧＦＰタンパク質などをコードするＤＮＡ配列
を含有させることもできる。遺伝子組換え技術については、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（上記）
、Ａｕｓｂｅｌら（上記）に記載されており、それらに記載の技術を本発明のために使用
することができる。
【００６４】
　上記のようにして得られた標的タンパク質は、ゲルろ過、イオン交換クロマトグラフィ
ー、アフィニティクロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、等電点電気泳動、電
気泳動、限外ろ過、塩析、透析などを適宜組み合わせて精製することができる。
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【００６５】
　標的タンパク質またはその断片の配列は、ＧｅｎＢａｎｋまたはＵｎｉＧｅｎｅ受託番
号に基づいてＮＣＢＩ　ＨｏｍｅＰａｇｅ（米国）にアクセスすることによって入手可能
である。
【００６６】
　本発明の実施形態により、上記組成物は、キットまたはマイクロアレイの形態であって
もよく、すなわち、上記プローブは、キットまたはマイクロアレイの形態で含まれる。
【００６７】
　キットの場合、２つのグループの各タンパク質マーカーの１または２以上から全数のマ
ーカーを検出することが可能な抗体を、個別にまたは２以上を組み合わせて適当な容器に
包装することができる。
【００６８】
　抗体は、上記の方法で作製されるようなポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、抗
ペプチド抗体などであるが、それらに限定されないものとする。抗体の種類は、いずれの
タイプ、クラス、サブクラスでもよく、例えばＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＤ、ＩｇＡ
、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２などを含む。また、抗
体の断片は、Ｆａｂ、（Ｆａｂ’）２、Ｆｃ、Ｆｄ、Ｆｖなどを含む。
【００６９】
２．２　ポリヌクレオチドプローブ
　本発明に関わるポリヌクレオチドプローブは、以下のグループに分けられる。
（１）図１～７、図８～１４に示されるマススペクトルにおいて質量数（ｍ／ｚ）　８５
６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５
１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２
±２％を有するタンパク質およびそれらの変異体からなる群から選択されるタンパク質を
コードするポリヌクレオチド、それに相補的なポリヌクレオチド、それらにストリンジェ
ントな条件でハイブリダイズするポリヌクレオチド、または少なくとも１５塩基からなる
それらの断片。これらのポリヌクレオチド、相補的ポリヌクレオチドまたは断片は、膵癌
患者血液試料と非癌健常人血液試料とを判別するタンパク質マーカーの発現に対応する転
写レベルの差を測定するために使用される。
【００７０】
（２）図１５～２１、図２２～２８に示されるマススペクトルにおいて質量数（ｍ／ｚ）
　４４７０．８０１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０
．２２２±２％、９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１
±２％を有するタンパク質およびそれらの変異体からなる群から選択されるタンパク質を
コードするポリヌクレオチド、それに相補的なポリヌクレオチド、それらにストリンジェ
ントな条件でハイブリダイズするポリヌクレオチド、または少なくとも１５塩基からなる
それらの断片。これらのポリヌクレオチド、相補的ポリヌクレオチドまたは断片は、卵巣
癌患者血液試料と非癌健常人血液試料とを判別するタンパク質マーカーの発現に対応する
転写レベルの差を測定するために使用される。
【００７１】
　上記の各グループにおいて、組成物は、少なくとも１個、好ましくは少なくとも２個、
さらに好ましくは３個～全数、例えば４個～全数、５個～全数のプローブを含むことがで
きる。
【００７２】
　本発明に関わる癌関連マーカーは、対象の癌腫によって次のように２つの群に分けるこ
とができる。すなわち、グループ１は、膵癌患者血液試料の判別に有用なものであり、一
方、グループ２は、卵巣癌患者血液試料の判別に有用なものである。
【００７３】
　本発明において、プローブとしての変異体は、上記のグループ１またはグループ２のポ
リヌクレオチドの塩基配列に１若しくは複数、好ましくは１若しくは数個、の置換、欠失
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、付加、挿入などの変異を有する変異体、該配列と通常８０％以上、８５％以上、好まし
くは９０％以上、さらに好ましくは９５％以上、９８％以上の同一性を有する配列からな
る変異体などを含む。
【００７４】
　さらに、本発明において、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレ
オチドは、上記定義のようなハイブリダイゼーション条件下で、上記のグループ１または
グループ２のポリヌクレオチドまたはその相補的ポリヌクレオチドにハイブリダイズする
ことが可能なものであれば、特に制限されないものとする。患者の個体によっては、突然
変異、多型性、選択的スプライシングなどの生物学的事象によって変化した遺伝子をもつ
こともありえるために、そのようなポリヌクレオチドは、標的核酸の検出を可能にする。
【００７５】
　さらにまた、本発明において、ポリヌクレオチドの断片は、１５塩基数～全塩基数未満
のサイズを有する。断片は、この範囲の任意の塩基数、例えば２０塩基以上、３０塩基以
上、５０塩基以上、７０塩基以上、１００塩基以上、１５０塩基以上、２００塩基以上、
２５０塩基以上などの塩基数である。
【００７６】
　本発明で使用されるポリヌクレオチドプローブは、慣用の化学的ＤＮＡ合成技術や遺伝
子組換え技術によって合成されうる。
【００７７】
　ポリヌクレオチドが約１００塩基以下のＤＮＡ分子であれば、ホスホアミダイト法を利
用するＤＮＡ自動合成装置（例えばＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、米国）を用
いて合成することができる。
【００７８】
　或いは、上記ポリヌクレオチドは、ｃＤＮＡクローニングによって作製することができ
る。対象の癌組織から全ＲＮＡを取得し、オリゴｄＴセルロースカラム処理によってポリ
Ａ（＋）ＲＮＡを得たのち、逆転転写－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）法によっ
てｃＤＮＡライブラリーを作製し、このライブラリーから、ＧｅｎＢａｎｋやＵｎｉＧｅ
ｎｅなどのデータバンクに登録された配列検索によって入手可能な塩基配列に基づいて予
め作製したプローブ（１５以上、好ましくは３０以上、より好ましくは、５０～１００ま
たはそれ以上の塩基長）とのハイブリダイゼーションによりｃＤＮＡクローンを得ること
ができる。取得したクローンは、例えば市販されるような発現ベクターに組み込んだのち
大腸菌、枯草菌などの適当な宿主細胞に導入し、宿主細胞を増殖することによって、或い
はデータバンクに登録された配列に基づいて予め作製したプライマー（通常１５～３０塩
基、好ましくは１７～２５塩基長）を使用し、かつ上記ｃＤＮＡクローンを鋳型とするポ
リメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって、増幅することができる。ｃＤＮＡクローニング
およびＰＣＲ法の具体的手順や試薬等については、市販のキット、装置、試薬を使用する
ことができるし、また、例えばＳａｍｂｒｏｏｋ　Ｊら，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，１９８９年，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（米国）；Ｆ．Ｍ．　Ａｕｓ
ｂｅｌら，　Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ（３版）Ａ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｓ　ｆｒｏｍ　Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　１９９５
年，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．（米国）などに教示されている
。
【００７９】
　本発明の組成物は、本発明の膵臓癌および卵巣癌関連マーカーを検出するための抗体類
またはポリヌクレオチドプローブ類の少なくとも１つを含む混合物の形態であってもよい
し、あるいは個々のまたは２以上のプローブを容器に入れて包装された、いわゆるキット
の形態であってもよいし、あるいはマイクロアレイの形態であってもよい。
【００８０】
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　キットにはさらに、ハイブリダイゼーションを行うための試薬類、例えばバッファー、
逆転写酵素、標識二次抗体などを含有させてもよい。
【００８１】
　マイクロアレイの場合、アレイは、ＤＮＡマイクロアレイ（ＤＮＡチップともいう）、
組織アレイまたはタンパク質マイクロアレイである。
【００８２】
　これらのマイクロアレイにはそれぞれ、プローブとしての上記のポリヌクレオチド或い
は上記の抗体またはその断片が結合される。すなわち、アレイの表面に、上記核酸マーカ
ーまたは転写若しくは翻訳産物を検出することができる、核酸マーカーまたはその変異体
とハイブリダイズすることが可能なポリヌクレオチド、或いはそれらの遺伝子によってコ
ードされるタンパク質、またはその変異体若しくは誘導体と特異的に結合反応することが
できる抗体またはその断片が、プローブとして結合される。
【００８３】
　アレイの基板としては、ガラスまたはポリマーが使用され、その表面に例えばポリＬ－
リジン、シランまたは高密度化アミノ基が導入される。また、基板上へのポリヌクレオチ
ドまたは抗体の結合は、スポット法またはインクジェット法によって行われる。
【００８４】
　アレイに代わる方法としてハイブリダイゼーションも可能であり、これには、ＤＮＡ－
ＤＮＡハイブリダイゼーション、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリダイゼーション、ＲＮＡ－ＲＮ
Ａハイブリダイゼーション、ドットブロットなどが含まれる。
【００８５】
３．検出または予測方法
　本発明は、上記のとおり、複数の癌腫をもつヒト担癌患者において単一の血液試料を用
いて複数の癌腫を検出および同定する方法であって、下記の（１）～（３）：
（１）　複数の種類の癌について各々の癌をもつヒト担癌患者由来の血液試料および非癌
健常人由来の血液試料中のタンパク質のマススペクトルを測定してタンパク質発現プロフ
ァイルを得るステップ、
（２）　上記ステップ（１）のタンパク質発現プロファイルを示すピークについて、上記
特定の種類のヒト癌の各々を非癌から区別可能な質量数（ｍ／ｚ）のピークを選択するス
テップ、
（３）　癌の種類が不明であるヒト担癌患者由来の単一の血液試料中のタンパク質のマス
スペクトルを測定し、得られたタンパク質発現プロファイルを示すピークについて、非癌
健常人との間の、上記ステップ（２）で選択された質量数（ｍ／ｚ）のピークに対応する
タンパク質の相対的な発現レベルの差を指標にして複数のヒト癌を検出し同定するステッ
プ
を含む、方法を提供する。
【００８６】
　本発明の実施形態により、上記複数の癌腫には、膵癌および卵巣癌が含まれる。
【００８７】
　膵癌を非癌から区別可能な選択されたピークの質量数（ｍ／ｚ）は、８５６２．２６２
±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％、９４２３．５１３±２％、
１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１７２５０．８２±２％からな
る群から選択される１または２以上、好ましくは全部である。
【００８８】
　また、卵巣癌を非癌から区別可能な選択されたピークの質量数（ｍ／ｚ）は、４４７０
．８０１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２２±
２％、９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％から
なる群から選択される１または２以上、好ましくは全部である。
【００８９】
　発現レベルは、血液試料中のタンパク質について、転写または翻訳産物レベルで、特定
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の癌腫を有する担癌患者からの血液試料と非癌健常人からの血液試料との間で、該タンパ
ク質の相対的な発現レベルを比較したときの差（すなわち、増加または減少）を意味する
。
【００９０】
　発現レベルの差を示す上記タンパク質を同定することによって、膵癌、卵巣癌などの癌
腫をインビトロで検出することができる。
【００９１】
　本発明で同定されうる癌腫には、膵癌、卵巣癌に加えて、胃癌、肺癌、肝臓癌、大腸癌
、直腸癌、脳腫瘍、腎癌、食道癌、前立腺癌、骨髄腫、白血病、リンパ腫などの他の癌、
好ましくは深部臓器に生じる癌が非限定的に含まれる。本発明の方法によって、これらの
癌の２以上、３以上、４以上の存在が、担癌患者の単一の血液試料から検出することがで
きる。
【００９２】
　本発明によれば、発現レベルの差は、マーカーとしての該タンパク質またはそれに対応
するポリヌクレオチド（ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ｃＲＮＡなど）の存在または量を測定する
ことによって、あるいはマススペクトル上の各タンパク質に対応するピークの強度に基づ
いて決定することができる。
【００９３】
　以下に、これらの２つの異なる方法について具体的に説明する。
３．１　ポリヌクレオチドによる方法
　本発明に関わるタンパク質マーカーを検出するために、それらの各タンパク質マーカー
をコードする核酸とハイブリダイズする上記ポリヌクレオチドを使用する。検出すべきマ
ーカーの数は、グループ毎に１または２以上であり、好ましくは２以上、より好ましくは
３から全数、例えば４から全数、５以上から全数である。検出すべきマーカーの数が多い
ほど、予測の確度が向上する。
【００９４】
　ハイブリダイゼーションは、マイクロアレイ法、ブロット法、例えばノーザンもしくは
サザンブロット、ノーザンもしくはサザンハイブリダイゼーション法、ｉｎ　ｓｉｔｕハ
イブリダイゼーション法、定量ＲＴ－ＰＣＲ法などの方法で実施することができる。好ま
しいハイブリダイゼーション法は、マイクロアレイ、定量ＲＴ－ＰＣＲまたはブロット法
である。また、好ましいマイクロアレイの例は、ＤＮＡマイクロアレイおよびタンパク質
マイクロアレイである。
【００９５】
　ＤＮＡマイクロアレイ法では、上記マーカー遺伝子群（１～全数）とハイブリダイズす
る核酸プローブを基板に結合したＤＮＡマイクロアレイを作製し使用する。
【００９６】
　ＤＮＡマイクロアレイは、核酸プローブを固相化できるものであればいずれの種類の基
板も使用できる。固相には、例えばガラス、ポリマーなどが含まれ、さらに核酸を共有結
合するための反応性基を含むスペーサーやクロスリンカーを導入することができる。この
ようなチップは市販されているため、それらを使用することが望ましい。
【００９７】
　核酸プローブの固相化は、特に制限はないが、一般的な方法、例えばスポッターまたは
アレイヤーと呼ばれる高密度分注機を用いてＤＮＡをスポットする方法、ノズルから液滴
を噴射するインクジェット方式などの方法を用いて実施することができる。
【００９８】
　血液試料中のＤＮＡまたはＲＮＡ、それから誘導されたｃＤＮＡ、ｃＲＮＡなどの核酸
を、Ｃｙ染料（Ｃｒ３またはＣｙ５）などの蛍光物質で標識した核酸を、ＤＮＡマイクロ
アレイ上のプローブとハイブリダイズさせる。レーザースキャンによる読み取り装置を用
いて蛍光強度を読み取り、コンピュータでデータを解析する。
【００９９】
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　ブロット法では、本発明の核酸プローブを放射性同位元素（例えば、３２Ｐおよび３５

Ｓ）や蛍光物質（ローダミン誘導体、フルオレサミン誘導体、Ｃｙ染料など）などで標識
したのち、ナイロンなどのポリマーメンブレンに転写した血液試料中のＤＮＡまたはＲＮ
Ａ、それから誘導されたｃＤＮＡ、ｃＲＮＡなどの核酸との間でハイブリダイゼーション
を行う。シグナルを、放射線検出器または蛍光検出器を用いて検出し、その強度を測定す
る。
【０１００】
　定量ＲＴ―ＰＣＲ法では、生物学的検体中のＲＮＡから作製したｃＤＮＡを鋳型として
標的の各遺伝子の領域が増幅できるように、プライマーをｃＤＮＡとアニーリングさせＰ
ＣＲを行い、得られた二本鎖ＤＮＡを検出する。プライマーを予め放射性同位元素や蛍光
物質で標識しておくか、或いは、ＰＣＲ産物をアガロースゲルで電気泳動し、エチジウム
ブロマイドなどで二本鎖ＤＮＡを染色するなどの方法で、標的遺伝子を検出、定量するこ
とができる。
【０１０１】
　ＰＣＲ条件は、例えば変性：９２～９４℃で３０～６０秒；アニーリング：５０～５５
℃で３０～６０秒；伸長：６８～７２℃で３０～６０秒を１サイクルとして３０～４０サ
イクルの反応を含む。逆転写酵素は、市販の酵素、例えばＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（登録
商標）ＩＩＩ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、米国）、ＡＭＶ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃ
ｒｉｐｔａｓｅ　（Ｐｒｏｍｅｇａ、米国）、Ｍ－ＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ－）（宝酒造、
京都）などを使用することができる。
【０１０２】
　本発明において、ハイブリダイゼーションは、ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリダイゼーション
、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリダイゼーション、ＲＮＡ－ＲＮＡハイブリダイゼーションのい
ずれでもよい。
【０１０３】
　ハイブリダイゼーションにおけるストリンジェントな条件は、上記のとおりである。ハ
イブリダイゼーションの条件および方法については、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら，　Ｃｕ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　１９９
５，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，　ＵＳ）を参照することができる。
【０１０４】
３．２　抗体による方法
　上記タンパク質マーカーの測定法は、免疫学的方法である。
【０１０５】
　上記のように作製された抗体を、生物学的検体中の標的タンパク質またはその断片の検
出のために使用することができる。
【０１０６】
　多数の抗体をマイクロアレイ基板上に結合したタンパク質マイクロアレイを作製するこ
とによって、或いは、多数の抗体をＰＶＤＦ膜などのフィルター上にドット状にスポット
することによって、一度に多数の標的タンパク質を検出または定量することが可能になる
。或いは、慣用の免疫学的測定法、例えば酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ、ＥＩＡ）、蛍光
抗体法、放射性免疫測定法（ＲＩＡ）、発光免疫測定法、免疫比濁法、ラテックス凝集反
応、ラテックス比濁法、赤血球凝集反応、粒子凝集反応またはウェスタンブロット法など
によって、生物学的検体中の標的タンパク質またはその断片を検出または定量することが
できる。
【０１０７】
　固相上で反応を行うときには、固相担体として、ポリスチレン、ポリカーボネート、ポ
リエチレンなどのポリマーの膜（フィルター）、プレート、チューブ、ストリップなど、
ラテックス、磁性体などの粒子、などが含まれる。固相化は、物理的に或いは化学的に行
うことができる。化学的結合のためには、例えばスクシンイミド化試薬、臭化シアンなど
の試薬で固相を処理し、タンパク質のアミノ基などと反応する官能基を固相に導入するこ
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とができる。
【０１０８】
　標的の検出のために、抗体を標識してもよいし、或いは標識二次抗体を使用してもよい
。標識としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼなどの酵素、フ
ルオレセイン、ローダミン、それらの誘導体などの蛍光物質、ルシフェラーゼ系、ルミノ
ール系などの発光物質、３２Ｐ、１２５Ｉ、３５Ｓなどの放射性同位元素などが含まれる
。標識化は、例えばグルタルアルデヒド法、マレイミド法、ピリジルジスルフィド法、ク
ロラミンＴ法、ボルトンハンター法などを含む。
【０１０９】
３．３　マススペクトルによる方法
　本発明はさらに、マススペクトルデータからの膵癌、卵巣癌などの癌腫の検出法を提供
する。
【０１１０】
　これらの方法は、ヒト膵癌患者、卵巣癌患者、または膵癌および卵巣癌を疑われる被験
者からの血液試料を未処理のままで、またはＥＤＴＡ－Ｎａ処理のように抗凝固前処理し
て得た試料を、上記のマススペクトル測定条件と同じ条件下で質量分析装置にかけてマス
スペクトル（例えば、ｍ／ｚ：２，０００～２０，０００の範囲）をとり、マススペクト
ル上の指定された質量数（ｍ／ｚ）のピークの強度に基づいて、対応のタンパク質の発現
レベルを決定し、該サンプルの発現レベルと対照サンプルの発現レベルとの差を決定する
ことを含む。あるいは、本発明の方法は、検体のマススペクトルのピークパターン（もし
くはプロファイル）を標準サンプル、陽性サンプルまたは陰性サンプルのものと対比する
ことを含む。
【０１１１】
　膵癌の検出においては、例えば図１～７に示されるような膵癌の場合のピークパターン
が得られるならば、試料は膵癌患者由来であることを示し、一方、非癌の場合のピークパ
ターン（図８～１４）が得られるならば、試料は非癌健常人であることを示す。あるいは
、発現レベルの差に基づいて、膵癌患者血液試料において高発現するタンパク質（図１～
７の質量数８５６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５．０７９±２％
、９４２３．５１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８±２％および１
７２５０．８２±２％のピーク）、または非癌健常人血液試料において高発現するタンパ
ク質（図８～１４の質量数８５６２．２６２±２％、８６８４．４３８±２％、８７６５
．０７９±２％、９４２３．５１３±２％、１３７６１．４９±２％、１４１４５．１８
±２％および１７２５０．８２±２％のピーク）を決定することができる。
【０１１２】
　卵巣癌患者血液試料と非癌健常人血液試料との判別においても、上記と同様に、ピーク
パターンあるいは発現レベルの差に基づいて（図１５～２１、図２２～２８の質量数４４
７０．８０１±２％、６９４０．４１８±２％、８７６４．１４±２％、９１４０．２２
２±２％、９４２２．６７７±２％、１３８７９．６±２％および１３９３５．１±２％
のピークによって判定される。）判別することができる。
【０１１３】
　上記のようにして決定された各タンパク質の相対的発現レベルを多数の症例について系
統的かつ網羅的なクラスター解析を行うと、膵癌患者と非癌健常人、あるいは、卵巣癌患
者と非癌健常人とが明瞭に判別されることがわかる。
【０１１４】
　以下に実施例を挙げて本発明をさらに具体的に説明する。しかし、本発明の範囲は、こ
れらの実施例によって制限されないものとする。
【実施例】
【０１１５】
（材料と実験）
１．調査対象
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　２００１年１月から２００５年１０月までの間に愛知県がんセンター病院（名古屋）を
受診された、１３６症例の膵癌、６２症例の卵巣癌を含む一連の血液試料を、愛知県がん
センター研究所疫学予防部（名古屋）のファイルから選択した。教師・検証モデル解析の
ため、膵癌および卵巣癌血液試料とも教師または検証データセットのいずれかに無作為に
割り付けた。さらに、２００３年４月から２００７年１２月までの間に名古屋大学医学部
付属病院並びに共同研究病院（名古屋）において取得された膵癌患者血液試料を、検証用
血液試料として供与を受けた。これらのすべては、倫理審査委員会から必要な承認を得た
後に取得され、測定まで－８０℃で保存されていた。また、担癌患者ならびに非癌健常人
の両者からインフォームドコンセントを得ている。
【０１１６】
２．プロテオミクス解析
　血液試料は、５マイクリットルを取り分け、５０％アセトニトリル／０．１％トリフル
オロ酢酸溶液を用いて１０倍に希釈を行う。１０倍に希釈した血液試料５マイクリットル
を取り分け、５０％アセトニトリル／０．１％トリフルオロ酢酸溶液溶解した３０ｍｇ／
ｍｌ濃度のシナピン酸を２０マイクロリットルと混和する。マトリックス混和血液試料０
．５マイクリットルを試料台上のｗｅｌｌに６箇所に滴下し試料を乾燥させる。試料台上
の滴下血液試料から、マススペクトロメトリー（アプライドバイオシステムズ社製、４８
００）を用いてタンパク質発現プロファイルを取得する。この際の機器の解析条件は、加
速電圧；２５，０００Ｖ、フォーカスマス；１００００、解析範囲；２，０００～２０，
０００ダルトンである。各スペクトルからのピーク検出と帰属は、ＭａｒｋｅｒＶｉｅｗ
ソフトウエア（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて行い、その結果、膵癌
患者判別生物マーカー探索では、教師付きデータ群に７個のユニークなシグナルが生じ、
卵巣癌患者判別生物マーカー探索では、７個のユニークなシグナルが生じた。全イオン数
の最大総和により、スペクトルを互いに正規化した。その最大総和数を各スペクトルの和
で割り算して、各スペクトルの正規化率を求め、さらにこの正規化率を用いて各スペクト
ルについて各データ点を乗じた。ヒト材料を使用するＭＡＬＤＩ　ＭＳ分析の精度と再現
性は、これまでの研究によって実証されている（例えばＪ　Ｎａｔｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉ
ｎｓｔ　２００３，　９５：１７１１－７；　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　２００３，　６３
：１６５２－６など）。
【０１１７】
３．統計解析
　ＭＡＬＤＩ　ＭＳにより得られたタンパク質プロファイルを、ＳＡＭ法（significant 
analysis of microarray法；多重検定を考慮した偽発見率（ＦＤＲ）を算出）を用いて解
析し、癌あるいは非癌の情報を提供し得るシグナルを選択した。カットオフはＦＤＲ＜１
％とした。この選択基準を満たしたシグナルを以下の解析のために使用した。本発明者ら
は、教師付き分類として十分確立された線形判別手法である、重み付き投票アルゴリズム
を用いた。重み付き投票アルゴリズムでは、各シグナルに対する重み値がシグナル対ノイ
ズ（Ｓ／Ｎ）比として計算される。シグナル数は、種々のマイクロアレイ研究で判明して
いるように、予測精度に強く影響を及ぼすために、本発明者らは、１０，０００回のラン
ダムな繰り返しを伴う１０分割交差評価手法（１０－ｆｏｌｄ　ｃｒｏｓｓ－ｖａｌｉｄ
ａｔｉｏｎ）を実施して、予測モデルに使用したシグナル数を最適化した。
【０１１８】
（結果）
（１）ヒト膵癌患者血液試料ならびに非癌健常人血液試料からのプロテオミクスＭＳシグ
ナル
　本発明者らは、教師群に属する８０症例の膵癌患者および８０例の非癌健常人からの血
液試料１６０検体におけるタンパク質発現プロファイルをＭＡＬＤＩ　ＭＳを用いて分析
し、７個の異なるＭＳシグナルを得た。ヒト膵癌患者血液試料からのスペクトルの代表例
を、図１～７に示した。さらに、本発明者らは、膵癌患者血液試料を非癌健常人血液試料
から正確に判別することが可能であるプロテオミクスプロファイルを探索し、その結果、
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膵癌患者血液試料（図１～７）と非癌健常人血液試料（図８～１４）との間で有意に発現
差をみとめる７個のＭＳシグナル（質量数（ｍ／ｚ）８５６２．２６２、８６８４．４３
８、８７６５．０７９、９４２３．５１３、１３７６１．４９、１４１４５．１８および
１７２５０．８２）を選択した（ＦＤＲ＜０．０１）。
【０１１９】
（２）ヒト卵巣癌患者血液試料ならびに非癌健常人血液試料からのプロテオミクスＭＳシ
グナル
　本発明者らは、６３症例の卵巣癌患者および６４例の非癌健常人からの血液試料１２７
検体におけるタンパク質発現プロファイルをＭＡＬＤＩ　ＭＳを用いて分析し、７個の異
なるＭＳシグナルを得た。ヒト卵巣癌患者血液試料からのスペクトルの代表例を、図１５
～２１に示した。本発明者らはさらに、卵巣癌患者血液試料を非癌健常人血液試料から正
確に判別することが可能であるプロテオミクスプロファイルを探索し、その結果、卵巣癌
患者血液試料（図１５～２１）と非癌健常人血液試料（図２２～２８）との間で有意に発
現差をみとめる７個のＭＳシグナル（質量数（ｍ／ｚ）４４７０．８０１、６９４０．４
１８、８７６４．１４、９１４０．２２２、９４２２．６７７、１３８７９．６および１
３９３５．１）を選択した（ＦＤＲ＜０．０１）。
【０１２０】
（３）独立の盲検データセットを使用することによる膵癌または卵巣癌診断法の使用可能
性の確認
　ＭＡＬＤＩ　ＭＳを用いるプロテオミクス解析への使用可能性を評価するためには、独
立の検査データセットによる有効性が極めて重要である。したがって、本発明者らは、教
師データセットに基づいて構築されたプロテオミクスプロファイルを、３２症例の膵癌患
者血液試料と３２例の非癌健常人血液試料から得られた独立のＭＳシグナルデータセット
に適用した。本発明者らは、膵癌または卵巣癌血液試料を非癌健常人血液試料から区別す
るプロテオミクスプロファイルを、検証データセットに適用し、系統的かつ網羅的クラス
ター解析における明瞭な区別を確認した。クラスター解析パターンは、プロテオミクスプ
ロファイルと担癌・非癌症例との間の強い相関を反映し、膵癌判別モデルでは７５．０％
（６０／８０）の感度と、９３．７５％（７５／８０）の特異度が得られることを示し（
図２９）、また卵巣癌判別モデルでは７４．２％（４６／６２）の感度、８０．２％（１
０１／１２６）の特異度が得られることを示した（図３０）。ここで感度は癌患者の陽性
判定率、特異度は健常人の陽性判定率をそれぞれ意味する。
【０１２１】
　さらに、ＭＡＬＤＩ　ＭＳを用いたプロテオミクス解析の評価を行うため、他施設にお
いて（名古屋大学医学部付属病院）取得された独立の検証用血液試料（膵癌３７症例、健
常人１１例）を用いて、測定を行った。その結果、上記と同様に８１．１％の感度と、１
００％の特異度が得られることが確認された。さらに、本測定法により、膵癌と診断され
た患者の中に、既存の膵癌腫瘍マーカーとして汎用されるＣＡ１９－９値が正常である症
例を３症例（１５．８％）認めた。
【０１２２】
　上記の結果は、本発明の上記検査法が、プロテオミクスプロファイルに基づいた、ヒト
膵癌血液試料を用いた存在診断の精度と特異度の高さを示しているのみならず、早期癌の
検出に有効であること、および既存スクリーニング法であるＣＡ１９－９検査と相補的に
使用可能であることを示している。
【０１２３】
（考察）
　本発明者らは、非常に少量（数マイクロリットル）の血液試料を用いて、ＭＡＬＤＩを
応用したプロテオミクスプロファイル解析を遂行し、タンパク質発現プロファイルが、膵
癌並びに卵巣癌担癌患者の早期診断を高精度で可能にする十分な情報を含むことを実証し
た。今回本発明者らが見出した分類因子は、第一に、膵癌患者血液試料と非癌健常人血液
試料とを判別するに有用である教師群から選択された７個の異なるピークであるが、これ
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らは、独立の検証データセットにも応用可能であったことから、ＭＡＬＤＩ　ＭＳによる
血液試料の直接的タンパク質発現プロファイルの再現性が支持された。さらには、本解析
結果は、他施設において取得された完全に独立した試料セットを用いた検討においても、
その有用性が確認され、なおかつ既存の腫瘍マーカーであるＣＡ１９－９が陰性の症例に
おいても、有用であることが確認された。
【０１２４】
　第二に、卵巣癌患者血液試料と非癌健常人血液試料とを判別するに有用である教師群か
ら選択された７個の異なるピークであるが、これらは、独立の検証データセットにも応用
可能であったことから、ＭＡＬＤＩ　ＭＳによる血液試料の直接的タンパク質発現プロフ
ァイルの再現性が支持された。
【０１２５】
　結論として、本発明者らは、未処理の血液試料に対して直接ＭＡＬＤＩ　ＭＳを適用し
、教師群と独立の検証群との両方において、膵癌並びに患者血液試料と非癌健常人血液試
料とを判別することができる癌関連タンパク質発現プロファイルを見出した。本解析法は
、診断に苦慮する膵癌並びに卵巣癌の臨床管理に将来的に使用されることが確信される。
【産業上の利用可能性】
【０１２６】
　本発明によって、ヒト膵癌を高い精度で検出できる。またこれに加えて、ヒト卵巣癌患
者を高い精度で検出できる。このため、膵癌および卵巣癌患者の早期診断・治療導入また
は治療後の経過観察指標として有効に利用することが可能であると考える。このように、
癌医療において、本発明は多大なる貢献をすることが可能であろう。
【図面の簡単な説明】
【０１２７】
【図１】ヒト膵癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）８５６２
．２６２のピークを示す。
【図２】ヒト膵癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）８６８４
．４３８のピークを示す。
【図３】ヒト膵癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）８７６５
．０７９のピークを示す。
【図４】ヒト膵癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）９４２３
．５１３のピークを示す。
【図５】ヒト膵癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）１３７６
１．４９のピークを示す。
【図６】ヒト膵癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）１４１４
５．１８のピークを示す。
【図７】ヒト膵癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）１７２５
０．８２のピークを示す。
【図８】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図１のピークに対応する
質量数（ｍ／ｚ）８５６２．２６２のピークを示す。
【図９】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図２のピークに対応する
質量数（ｍ／ｚ）８６８４．４３８のピークを示す。
【図１０】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図３のピークに対応す
る質量数（ｍ／ｚ）８７６５．０７９のピークを示す。
【図１１】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図４のピークに対応す
る質量数（ｍ／ｚ）９４２３．５１３のピークを示す。
【図１２】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図５のピークに対応す
る質量数（ｍ／ｚ）１３７６１．４９のピークを示す。
【図１３】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図６のピークに対応す
る質量数（ｍ／ｚ）１４１４５．１８のピークを示す。
【図１４】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図７のピークに対応す
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【図１５】ヒト卵巣癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）　４
４７０．８０１のピークを示す。
【図１６】ヒト卵巣癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）６９
４０．４１８のピークを示す。
【図１７】ヒト卵巣癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）８７
６４．１４のピークを示す。
【図１８】ヒト卵巣癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）９１
４０．２２２のピークを示す。
【図１９】ヒト卵巣癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）９４
２２．６７７のピークを示す。
【図２０】ヒト卵巣癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）１３
８７９．６のピークを示す。
【図２１】ヒト卵巣癌患者血液試料からのマススペクトルにおける質量数（ｍ／ｚ）１３
９３５．１のピークを示す。
【図２２】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図１５のピークに対応
する質量数（ｍ／ｚ）４４７０．８０１のピークを示す。
【図２３】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図１６のピークに対応
する質量数（ｍ／ｚ）６９４０．４１８のピークを示す。
【図２４】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図１７のピークに対応
する質量数（ｍ／ｚ）８７６４．１４のピークを示す。
【図２５】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図１８のピークに対応
する質量数（ｍ／ｚ）９１４０．２２２のピークを示す。
【図２６】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図１９のピークに対応
する質量数（ｍ／ｚ）９４２２．６７７のピークを示す。
【図２７】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図２０のピークに対応
する質量数（ｍ／ｚ）１３８７９．６のピークを示す。
【図２８】ヒト非癌患者血液試料からのマススペクトルにおける、図２１のピークに対応
する質量数（ｍ／ｚ）１３９３５．１のピークを示す。
【図２９】ヒト膵臓癌患者から見出されたマススペクトルの質量数（ｍ／ｚ）８５６２．
２６２、８６８４．４３８、８７６５．０７９、９４２３．５１３、１３７６１．４９、
１４１４５．１８および１７２５０．８２からなる７つの特異ピークから作成された膵臓
癌判別モデルのＲＯＣ曲線（図２９Ａ）を示す。この判別モデルを用い、かつ（ｉ）をカ
ットオフした場合と（ｉｉ）をカットオフした場合について、膵臓癌患者と非癌患者とを
判定した結果、（ｉｉ）のカットオフを判定基準としたとき、ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ（
感度）およびｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ（特異度）がより高いことを示す。また、この判別
モデルを用いて膵臓癌患者と非癌健常人とを判定した結果（図２９Ｂ）をそれぞれ示す。
【図３０】ヒト卵巣癌患者から見出されたマススペクトルの質量数（ｍ／ｚ）４４７０．
８０１、６９４０．４１８、８７６４．１４、９１４０．２２２、９４２２．６７７、１
３８７９．６および１３９３５．１からなる７つの特異ピークから作成された卵巣癌判別
モデルのＲＯＣ曲線（図３０Ａ）を示す。図中、矢印は判定基準としたカットオフを示す
。また、この判別モデルを用いて卵巣癌患者と非癌健常人とを判定した結果（図３０Ｂ）
をそれぞれ示す。
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种能够对患有癌症的患者进行血液检测的方法，该患者针对多种癌症，包括胰腺癌和卵巢癌。解决方案：通
过使用相对于携带人类癌症的患者的单个血液样本来检测和鉴定多种癌症的方法具有以下过程：（1）通过测量血液样品中每种蛋
白质的质谱来获取蛋白质表现谱起源于携带相对于多种癌症的每种癌症的人携带癌症的患者和起源于非癌症健康人的血液样品; 
（2）相对于显示步骤（1）中的蛋白质表现谱的峰值，选择能够区分特定种类的人类癌症与非癌症的质量数（m / z）的峰值; 
（3）测量源自携带癌症的患者的单个血液样品中蛋白质的质谱，其中癌症的种类是未知的，并且通过使用相对的差异来检测和鉴
定多种人类癌症。基于获得的蛋白质表现谱，相对于步骤（2）中选择的质量数（m / z）的峰值，以非癌症健康人的表现水平为指
标。 Ž
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