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(57)【要約】
【課題】本発明の課題は、癌判定に応用することのできる、コフィリンとその自己抗体と
の複合体の測定方法を提供することである。
【解決手段】検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体に、コフィリンに対する試薬
抗体およびその自己抗体に対する結合可能物質を作用させ、得られる複合体と試薬抗体と
結合可能物質との免疫複合物を測定することによりその複合体を測定することができ、そ
れによって、膵臓癌などの癌判定が可能である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体を免疫測定することを特徴とする、検体
中のコフィリンとその自己抗体との複合体の免疫測定方法。
【請求項２】
　検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体に、コフィリンに対する試薬抗体および
その自己抗体に対する結合可能物質を作用させ、得られる複合体と試薬抗体と結合可能物
質との免疫複合物を測定することによりその複合体を測定する、請求項１に記載の免疫測
定方法。
【請求項３】
　試薬抗体および結合可能物質のいずれかが標識成分で標識されており、免疫複合物中の
標識成分を測定して免疫複合物を測定することにより複合体を測定する、請求項２に記載
の免疫測定方法。
【請求項４】
　検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体に、水不溶性担体に結合しているコフィ
リンに対する試薬抗体を作用させ、次いで、標識成分で標識されたその自己抗体に対する
結合可能物質を作用させ、複合体と試薬抗体と結合可能物質との免疫複合物を生成させ、
その免疫複合物に結合している標識成分を測定することによりその複合体を測定する、請
求項３に記載の免疫測定方法。
【請求項５】
　その自己抗体に対する結合可能物質が、抗ＩｇＧ抗体である、請求項２から４のいずれ
かに記載の免疫測定方法。
【請求項６】
　標識成分が酵素または放射性物質である、請求項３から５のいずれかに記載の免疫測定
方法。
【請求項７】
　癌判定用である、請求項１から６のいずれかに記載の免疫測定方法。
【請求項８】
　癌が膵臓癌である、請求項７に記載の免疫測定方法。
【請求項９】
　検体が血液由来検体である、請求項１から８のいずれかに記載の免疫測定方法。
【請求項１０】
　コフィリンに対する試薬抗体およびその自己抗体に対する結合可能物質を含む、コフィ
リンとその自己抗体との複合体の免疫測定用キット。
【請求項１１】
　コフィリンとその自己抗体との複合体を測定することにより、癌であることを判定する
、癌判定方法。
【請求項１２】
　血液由来検体中の複合体を測定する、請求項１１に記載の癌判定方法。
【請求項１３】
　癌が膵臓癌である、請求項１２に記載の癌判定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、コフィリンとその自己抗体との複合体を測定するための免疫測定方法、それ
に用いる免疫測定用キット及びそれを用いた癌判定方法に関するものである。コフィリン
とその自己抗体との複合体は、特に担癌患者の血中に高値に出現するものであり、したが
って、本発明は、コフィリンとその自己抗体との複合体を単に測定する方法を提供するだ
けでなく、癌の判定にも利用することができる。
【背景技術】
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【０００２】
　コフィリン（ｃｏｆｉｌｉｎ）は、分子量約１９０００のタンパク質で、アクチンフィ
ラメントに結合し、アクチンフィラメントの分解に関与して、アクチンの物理的状態を調
節し、アクチン系細胞骨格の再構築において主要な機能を果たしているアクチン結合タン
パク質の一員である。コフィリンは、細胞内でリン酸化型と脱リン酸化型が共存しており
、アクチンに対する結合活性は、リン酸化によって抑制され、脱リン酸化より促進される
。従ってコフィリンの活性は、リン酸化－脱リン酸化に依存し、ホスファチジルイノシト
ール４，５－ビスリン酸と結合すると、マイクロフィラメントを分解する活性が抑制され
る。
　アクチンへの結合性及び脱重合性を持つコフィリンは、リン酸化酵素の一つであるＬＩ
Ｍキナーゼによりリン酸化を受けることにより、細胞骨格性の変化が誘導され、細胞の可
動性が増加し、腫瘍細胞の増殖・転移が引起されることが知られている(非特許文献１、
非特許文献２、非特許文献３)。また、癌の増殖や転移に関与するコフィリンの結合剤を
用いたコフィリンの検出方法も提案されている（特許文献１）。
　一方、脳脊髄液中のコフィリンやその自己抗体、また、それらの異性体、変異体やアイ
ソフォームの検出が、脳損傷関連障害もしくはその可能性を診断する方法として提案され
ている（特許文献２）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】特開２００７－２９０９８４号公報
【特許文献２】特表２００９－５０１３３３号公報
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】R Bagheri-Yarmand, Int. J. Cancer. 2005, Dec 27, Ahead of Print
【非特許文献２】Y Nishimura, Eur. J. Cell. Biol. 2004,83(7):369-380
【非特許文献３】3R Stierum, Biochim. Biophys. Acta 2003, 1650’1-2):733-91
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　そのような状況下において、本発明者らは、生体試料中のコフィリンの存在について研
究を行った。その結果、コフィリンとその自己抗体との複合体が癌患者の血液に存在し、
さらに驚くべきことに、コフィリンの自己抗体そのものの測定では膵臓癌患者と健常者と
の有意差がないにもかかわらず、コフィリンとその自己抗体との複合体の測定では、それ
らの有意差があることを見出した。したがって、本発明の目的は、癌判定に応用すること
のできる、コフィリンとその自己抗体との複合体の測定方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体を免疫測定することによ
り、該複合体を測定することができ、それによって癌判定が可能になることを見出し、本
発明を完成させた。
　従って、本発明は、検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体を免疫測定すること
を特徴とする、検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体の免疫測定方法に関する。
　更に、本発明は、コフィリンに対する試薬抗体およびその自己抗体に対する結合可能物
質を含む、コフィリンとその自己抗体との複合体の免疫測定用キットに関する。
　更に、本発明は、コフィリンとその自己抗体との複合体を測定することにより、癌であ
ることを判定する、癌判定方法に関する。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明においては、検体中、特に、血液由来検体中に存在するコフィリンとその自己抗
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体との複合体を簡単に測定でき、膵臓癌などの癌患者の判定に有効である。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】抗コフィリン抗体を感作したＥＬＩＳＡプレートを用いて健常者血清検体、慢性
膵炎患者血清検体及び膵臓癌患者血清検体のコフィリンとその自己抗体との複合体を測定
した結果である。
【図２】コフィリン抗原を感作したＥＬＩＳＡプレートを用いて、健常者血清検体及び膵
臓癌患者血清検体のコフィリンに対する自己抗体を測定した結果である。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　本発明のコフィリンとその自己抗体との複合体の免疫測定方法は、一般的な蛋白質とそ
の抗体との免疫複合体の免疫測定方法で知られている公知の方法をそのまま、応用できる
。
　本発明の免疫測定方法においては、例えば、検体中のコフィリンとその自己抗体との複
合体に、コフィリンに対する試薬抗体およびその自己抗体に対する結合可能物質を作用さ
せ、得られる複合体と試薬抗体と結合可能物質との免疫複合物を測定することによりその
複合体を測定することができる。
【００１０】
　本発明において、検体とは、生体由来の試料が好適で、特に、血液由来検体が好適であ
り、血液検体としては、全血、血漿、血清を例示できる。
【００１１】
　本発明の免疫測定方法の測定対象は、コフィリンとその自己抗体との複合体である。
　なお、コフィリンは、１６６個のアミノ酸配列を有するアクチンへの結合性及び脱重合
性を持つ蛋白質であり、その全アミノ酸配列は既知である（Ｓｗｉｓｓ　ｐｒｏｔ　ａｃ
ｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ：　Ｐ２３５２８）。
【００１２】
　本発明において、コフィリンとその自己抗体との複合体とは、コフィリンとコフィリン
に対する自己抗体との免疫複合体を意味し、本明細書では単に複合体と記載することもあ
る。
　本発明において、自己抗体とは、自己の身体に存在する物質に対して自己の身体で産生
される抗体であって、自己の身体に存在する物質がコフィリンであり、そのコフィリンに
対する抗体をいう。
　本発明において、コフィリンに対する試薬抗体とは、コフィリンと特異的に結合する試
薬として用いる抗体をいい、本明細書では単に試薬抗体と記載することもある。その試薬
抗体は、その産生動物種としてヒト、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ウマ等があり、そ
れぞれに所定範囲の免疫グロブリンがある。その試薬抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、
ＩｇＥ、ＩｇＤのいずれでもよい。また、試薬抗体は、モノクローナル抗体、ポリクロー
ナル抗体、及びこれらの断片（抗原と結合能を有するもので例えば、Ｈ鎖、Ｌ鎖、Ｆａｂ
、Ｆ（ａｂ’）２等）のいずれでもよい。このような試薬抗体は、コフィリン全長蛋白質
またはその断片ペプチドを抗原として、上記した産生動物種に免疫して、その免疫動物か
ら抗血清として得ることができ、また、免疫動物からの脾細胞とミエローマ細胞とを融合
して、融合細胞から、コフィリンに対する抗体を産生する融合細胞をスクリーニングして
、得られるハイブリドーマからモノクローナル抗体として得ることもできる。また、コフ
ィリンに対する試薬抗体は、抗コフィリン抗体として市販されており、それらの市販品を
使用することもできる。
【００１３】
　本発明において、その自己抗体に対する結合可能物質とは、コフィリンに対する自己抗
体と結合可能な物質であれば特に限定しないが、本明細書では単に結合可能物質と記載す
ることがある。この様な結合可能物質としては、抗ＩｇＧ抗体、プロテインＡ、プロテイ
ンＧ、試薬としてのコフィリン抗原を用いることができ、そのうち、抗ＩｇＧ抗体が好ま
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しい。
　試薬としてのコフィリン抗原を用いる場合、コフィリンに対する自己抗体と抗原抗体反
応しうる抗原であれば特に限定しないが、コフィリン全長蛋白質、コフィリン全長蛋白質
の変異体であって該蛋白質と同様のコフィリンに対する自己抗体と抗原抗体反応しうる機
能を有し且つ該アミノ酸配列と９０％以上の相同性を有する蛋白質もしくはコフィリン全
長蛋白質のアミノ酸配列において１個から数個のアミノ酸残基が欠失、置換もしくは付加
したアミノ酸配列を有する蛋白質である変異体、コフィリンの断片ペプチドであってコフ
ィリンの自己抗体と抗原抗体反応しうるペプチドを例示できる。コフィリン全長蛋白質は
、Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ社より入手可能であるが、全アミノ酸配列が既知であるので
、コフィリン全長蛋白質やその変異体は、遺伝子組換え技術によっても合成できる。本発
明においてコフィリンの断片ペプチドを用いるときは、コフィリン全長蛋白質を酵素分解
等によって各種のペプチド断片に切断して作成してもよいし、市販の自動ペプチド合成装
置を用いても容易に作成することができる。また、標的のコフィリンの断片ペプチドを遺
伝子組み換え技術によっても作成することができる。
　そのようにして得られたコフィリン全長蛋白質の変異体や断片ペプチドを、コフィリン
に対する自己抗体と反応させ抗原抗体反応をするものを選択して試薬としてのコフィリン
抗原として用いることができる。本発明においては、上記した各ペプチド断片の全体のほ
か、その一部も使用できるし、それらの混合物も使用でき、これらも試薬としてのコフィ
リン抗原に包含される。
【００１４】
　本発明においては、検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体に、コフィリンに対
する試薬抗体およびその自己抗体に対する結合可能物質を作用させると、複合体と試薬抗
体と結合可能物質との免疫複合物が生成する。その免疫複合物を測定するには、コフィリ
ンに対する試薬抗体（試薬抗体）およびその自己抗体に対する結合可能物質（結合可能物
質）のいずれかを標識成分で標識し、生成する免疫複合物中の標識成分を測定することに
よって、免疫複合物を測定するのが好ましい。
　標識成分としては、酵素、放射性物質、蛍光物質、化学発光物質等常用される標識成分
を使用することができるが、酵素や放射性物質が好ましい。
　標識するための酵素としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)、ウシ小腸アルカ
リフォスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼ、グルコースオキシダーゼ等の
酵素免疫分析法（ＥＩＡ）に常用される酵素が適宜使用され、これらの酵素に適合しＥＩ
Ａで常用される発色基質が適宜使用される。発色基質としては、例えばＨＲＰの場合は、
３，３′，５，５′－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢＺ）、ＴＭＢＺ・ＨＣｌ、ＴＭＢ
Ｚ・ＰＳ、ＡＢＴＳ、ｏ－フェニレンジアミン、ｐ－ヒドロキシフェニル酢酸等が使用さ
れ、アルカリフォスファターゼの場合は、ｐ－ニトロフェニルフォスフェート、４－メチ
ルウンベリフェリルフォスフェート等が使用され、β－ガラクトシダーゼの場合は、ｏ－
ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、４－メチルウンベリフェリルβ－Ｄ－ガ
ラクトピラノシド等が使用される。
　標識するための放射性物質としては放射性ヨウ素原子等を、蛍光物質としてはＦＩＴＣ
やローダミン等を、化学発光物質としてはルミノール等を例示することができる。
【００１５】
　本発明において標識成分を用いる場合、例えば、検体中のコフィリンとその自己抗体と
の複合体に、水不溶性担体に結合しているコフィリンに対する試薬抗体を作用させ、次い
で、標識成分で標識されたその自己抗体に対する結合可能物質を作用させ、複合体と試薬
抗体と結合可能物質との免疫複合物を生成させ、その免疫複合物に結合している標識成分
を測定することによりその複合体を測定することが好ましい。また、検体中のコフィリン
とその自己抗体との複合体に、その自己抗体に対する結合可能物質が結合した水不溶性担
体を作用させ、次いで、標識成分で標識されたコフィリンに対する試薬抗体を作用させ、
複合体と結合可能物質と試薬抗体との免疫複合物を生成させ、その免疫複合物に結合して
いる標識成分を測定することによりその複合体を測定することもできる。
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【００１６】
　水不溶化担体の調製は、蛋白質を固相面に結合する既知の方法を用いて容易に行うこと
ができる。例えば、固相化担体としては、通常、ビーズ、マイクロプレート、チューブ等
が用いられる。これらの固相面にコフィリンに対する試薬抗体を結合する方法としては、
物理吸着、化学結合等既知の固定化技術が適宜利用できる。
　このようにして固相化したコフィリンに対する試薬抗体に、コフィリンとその自己抗体
との複合体とを含む検体とを接触させると、複合体中のコフィリン部分と試薬抗体とが結
合する。さらに、その結合物に対し、標識成分で標識されたその自己抗体に対する結合可
能物質（例えば標識抗ＩｇＧ抗体）を作用させると複合体と試薬抗体と結合可能物質との
免疫複合物が生成する。その結果、生成する免疫複合物中の標識成分を測定することによ
り、検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体を測定することができる。
　上記と同様にして、固相化担体にコフィリンの自己抗体に対する結合可能物質を結合さ
せて、固相化した結合可能物質に、コフィリンとその自己抗体との複合体とを含む検体と
を接触させて、複合体中の自己抗体部分と結合可能物質とを結合させ、さらに、その結合
物に対し、標識成分で標識されたコフィリンに対する試薬抗体（例えば、抗コフィリン抗
体）を作用させて、複合体と結合可能物質と試薬抗体との免疫複合物を生成させて、同様
にして、検体中のコフィリンとその自己抗体との複合体を測定することもできる。
【００１７】
　本発明の免疫測定方法の典型的な例を以下に示す。
　プレートに抗コフィリン抗体を加え、低温例えば４℃で静置して感作し、その後、ＰＢ
Ｓ等の洗浄液で洗浄する。ついで、そのプレートをＢＳＡでコーティングし、抗コフィリ
ン抗体ＥＬＩＳＡプレートを作成する。希釈した検体を抗コフィリン抗体ＥＬＩＳＡプレ
ートに加え、加温例えば３７℃で静置し、次いでＰＢＳ等の洗浄液で洗浄をする。得られ
るプレートのウェルにＨＲＰ標識された抗ヒトＩｇＧ抗体を加え、加温例えば３７℃で静
置する。ついで、ウェルをＰＢＳ等の洗浄液で洗浄した後、ＴＭＢＺを加え、例えば室温
で静置した後、反応停止剤として１Ｎ硫酸を加える。吸光度はマイクロプレートリーダー
（ＢｉｏＲａｄ社製）を用いて、波長４５０ｎｍにて吸光度を測定する。吸光度の値とあ
らかじめ作成しておいた検量線から、コフィリンとその自己抗体との複合体の値を求める
。
【００１８】
　本発明の測定方法は、コフィリンに対する試薬抗体およびその自己抗体に対する結合可
能物質を含む、コフィリンとその自己抗体との複合体の免疫測定用キットにより実施する
ことができる。そのためのコフィリンに対する試薬抗体、その自己抗体に対する結合可能
物質は、本発明の測定方法で説明したとおりである。すなわち、例えば、コフィリンに対
する試薬抗体およびその自己抗体に対する結合可能物質のいずれかを水不溶性担体に結合
させた形態で、他のいずれかを標識成分で標識した形態で、キットの試薬成分とすること
ができる。その他の試薬成分として、界面活性剤、緩衝剤等の免疫測定法で常用されるも
のを適宜、加えてもよい。
【００１９】
　本発明においては、コフィリンとその自己抗体との複合体を測定することにより、癌判
定をすることができる。
　また、一般にコフィリンとその自己抗体との複合体の量が多いと、膵臓癌などの癌が疑
われ、本発明によりコフィリンに対する自己抗体を測定することは、患者の癌疾患の判別
に有効である。本発明においては、膵臓癌等の癌の判別に有効であり、例えば、健常者と
、慢性膵炎や膵臓癌患者との判別に有効である。
【実施例】
【００２０】
　健常者、慢性膵炎患者及び膵臓癌患者から採取した血清検体について、コフィリンとそ
の自己抗体との複合体を測定した（実施例１）。また、健常者及び膵臓癌患者から採取し
た血清検体についてコフィリンに対する自己抗体を測定した（比較例１）。その測定結果
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に関し、有意差検定を行った。
【００２１】
実施例１
コフィリンとその自己抗体との複合体の測定
１．方法
（１）抗コフィリン抗体ＥＬＩＳＡプレートの作成
　ＥＬＩＳＡプレート（Ｎｕｎｃ社製，Ｍａｘｉｓｏｒｐ）に抗コフィリン抗体（Ａｂｎ
ｏｖａ社製，５μｇ／ｍＬ，１００μＬ／ｗｅｌｌ）を１晩４℃静置して感作し、その後
、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄を行った
。ついで、１．５％ＢＳＡ、１０％サッカロースを含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）
で１晩コーティングし、抗コフィリン抗体ＥＬＩＳＡプレートを作成した。
【００２２】
（２）コフィリンとその自己抗体との複合体の測定
　検出抗体としてＨＲＰ標識された抗ヒトＩｇＧ抗体（Ｚｙｍｅｄ社製）を、０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて４０００倍に希釈したものを用いた。サンプル血清はＰ
ＢＳにて１００倍に希釈した。その希釈したサンプルを抗コフィリン抗体ＥＬＩＳＡプレ
ートに１００μＬ／ｗｅｌｌずつ加え、１時間、３７℃で静置し、その後、０．０５％　
Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄を行った。得られるプ
レートのウェルに希釈したＨＲＰ標識された抗ヒトＩｇＧ抗体を１００μＬ／ｗｅｌｌず
つ加え、３０分間、３７℃で静置した。ついで、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ
（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄した後、ＴＭＢＺを１００μＬ／ｗｅｌｌずつ加え
、１０分間室温で静置の後、反応停止剤として１００μＬ／ｗｅｌｌの１Ｎ硫酸を加えた
。吸光度はマイクロプレートリーダー（ＢｉｏＲａｄ社製）を用いて、波長４５０ｎｍに
て測定を行った。
２．結果
　実施例１の結果を図１に示す。コフィリンとその自己抗体との複合体の測定では、膵臓
癌患者検体群は、健常者群や慢性膵炎患者群と比較して有意差を示した。また、慢性膵炎
患者群は、健常者群と比較して有意差を示した。
【００２３】
比較例１
コフィリン抗原に対する自己抗体の測定
【００２４】
１．方法
（１）コフィリン抗原のＥＬＩＳＡプレートの作成
　水不溶性担体としてＥＬＩＳＡプレート（Ｎｕｎｃ社製，Ｍａｘｉｓｏｒｐ）を用い、
それにコフィリン抗原（Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ社製５μｇ／ｍＬ，１００μＬ／ｗｅ
ｌｌ）を１晩４℃静置して感作し、その後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（２
００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄を行った。ついで、１．５％ＢＳＡ、１０％サッカロー
スを含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で１晩コーティングしてコフィリン抗原のＥＬ
ＩＳＡプレートを作成した。
【００２５】
（２）コフィリン抗原に対する自己抗体の測定
　各サンプル血清はＰＢＳにて１００倍に希釈し、それを１００μＬ／ｗｅｌｌずつコフ
ィリン抗原のＥＬＩＳＡプレートに加え、１時間３７℃で静置し、その後、そのプレート
を０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄した。そ
のプレートもＨＲＰ標識免疫グロブリン（ＨＲＰ標識されたａｎｔｉ－ＨｕｍａｎＩｇＧ
（Ｚｙｍｅｄ社製）を０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて４０００倍に希釈した
もの）を１００μＬ／ｗｅｌｌずつ加え、３０分間３７℃で静置した。ついで、そのプレ
ートを０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄した
後、ＴＭＢを１００μＬ／ｗｅｌｌずつ加え、１０分間室温で静置の後、反応停止剤とし
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て１００μＬ／ｗｅｌｌの１Ｎ硫酸を加えた。吸光度はマイクロプレートリーダー（Ｂｉ
ｏＲａｄ社製）を用いて、波長４５０ｎｍにて測定を行った。
【００２６】
２．結果
　結果を図２に示す。コフィリンに対する自己抗体の測定では、膵臓癌患者検体群は、健
常者群と比較して有意差は確認できなかった。
【産業上の利用可能性】
【００２７】
　以上に詳細に説明したように、血液由来検体などの検体中のコフィリンとその自己抗体
との複合体に、コフィリンに対する試薬抗体およびその自己抗体に対する結合可能物質を
作用させ、得られる複合体と試薬抗体と結合可能物質との免疫複合物を測定することによ
りその複合体を測定することができ、それによって、膵臓癌判定が可能である。
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