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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
被験体における肝癌細胞の存在を検出するためのインビトロの免疫アッセイ方法であって
、
（ａ）前記被験体から調製された後に、パラフィンに包まれて透過性の支持体に取り付け
られた、同一被験体より少なくとも二つの同視し得る一組の組織標品がパラフィン包埋切
片として提供され、
（ｂ）前記一組の組織標品の脱パラフィン処理が実施され、
（ｃ）前記（ｂ）処理が実施された同視し得る一組の組織標品の一方に対して熱誘導抗原
賦活化法による抗原賦活化処理が施され、他方に対してプロテアーゼ抗原賦活化法による
抗原賦活化処理が施され、
（ｄ）前記（ｃ）処理が施された組織標品中に存するグリピカン３と抗グリピカン３抗体
との複合体の形成に適切な条件下で、当該標品に対して抗グリピカン３抗体が接触され、
（ｅ）複合体の存在が検出され、ここで、複合体が存在する場合に被験体において肝癌細
胞が存在すると判定される、
の各工程を含む方法。
【請求項２】
前記熱誘導抗原賦活化法がマイクロ波による加熱である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記熱誘導抗原賦活化法がオートクレーブによる加熱である請求項１に記載の方法。
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【請求項４】
前記プロテアーゼ抗原賦活化法に用いるプロテアーゼが、ペプシン、トリプシンおよびプ
ロテアーゼＫからなる群より選択される、請求項１から３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
複合体を検出するための検出反応が酵素反応である、請求項１から４のいずれかに記載の
方法。
【請求項６】
前記抗グリピカン３抗体がグリピカン３のＣ末端ポリペプチドに結合する抗体である、請
求項１から５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
グリピカン３のＣ末端ポリペプチドが配列番号１に記載の３５９番目のアミノ酸から５８
０番目のアミノ酸からなるポリペプチド、または、３７５番目のアミノ酸から５８０番目
のアミノ酸からなるポリペプチドである請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記抗グリピカン３抗体がＧＣ３３抗体である請求項６または７に記載の方法。
【請求項９】
前記抗グリピカン３抗体が１Ｇ１２抗体である請求項１から５のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
工程（ｅ）において、複合体の存在が数値化されて検出される、請求項１から９のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１１】
前記数値化が以下の式；
ＩＲCp＝ＰＲ＋（ＳＩ－Ｃｐ）＋ＳＰ
［式中、
ＩＲCpは、グリピカン３の発現量スコアであり、
ＰＲは、検鏡下で前記複合体が検出される細胞の割合をスコア化した数値であり、
ＳＩ－Ｃｐは、検鏡下で前記複合体が視野中細胞の細胞質において検出される染色強度を
スコア化した数値であり、
ＳＰは、検鏡下での視野中細胞の細胞膜において完全な膜染色を示す細胞の割合をスコア
化した数値である］にしたがって算出される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記数値化が以下の式；
ＩＲCm＝ＰＲ＋（ＳＩ－Ｃｍ）＋ＳＰ
［式中、
ＩＲCmは、グリピカン３の膜局在スコアであり、
ＰＲは、検鏡下で前記複合体が検出される細胞の割合をスコア化した数値であり、
ＳＩ－Ｃｍは、検鏡下で前記複合体が視野中細胞の細胞膜において検出される染色強度を
スコア化した数値であり、
ＳＰは、検鏡下での視野中細胞の細胞膜において完全な膜染色を示す細胞の割合をスコア
化した数値である］
にしたがって算出される、請求項１０に記載の方法。

                                                                                
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、被験体における肝癌細胞の存在を検出するためのインビトロ免疫アッセイ方
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　グリピカン３は肝癌で頻繁に高発現していることから、肝癌におけるグリピカン３の発
現プロファイルの解析は、グリピカン３の肝癌における機能の同定、肝癌の治療または診
断および肝癌の予後予測に有用であろうと考えられている。一般にタンパク質の発現解析
に際しては、免疫組織化学、とりわけ酵素抗体法が病理診断に広く用いられている。免疫
組織化学は生体内の物質（抗原）の存在と分布を抗体や酵素等の生物学的試薬を用いて高
感度、かつ特異的に検出する方法である。免疫組織化学の特徴として、１．手技的に簡便
である、２．得られた生化学的情報を形態情報に適用することができる等の広範な応用が
可能である、３．生物学的、病理学的に重要な情報を提供する、４．生物学的試薬を用い
るので通常の方法とは異なった注意がいる、等の特徴があげられる。また、免疫組織化学
染色は新鮮凍結切片、細胞診検体、または、固定組織のパラフィン切片等広範囲な検体を
用いて目的とする病理診断や形態学的観察に使用できるという長所も有している。
【０００３】
　免疫組織化学の中でも、酵素抗体法による免疫染色は、通常の病理診断に用いられるホ
ルマリン固定パラフィン包埋組織が使えるために、その応用範囲は非常に広い。しかし、
ホルマリン固定組織であるために起こりうるアーチファクト（人為的所産）等に十分な注
意を払わないと、染色に失敗するばかりか、ときにはホルマリン固定および包埋による抗
原の変化や、抗体の浸透と反応性の変化をもたらす結果、偽陽性や偽陰性が生じる。こう
した偽陽性や偽陰性は、染色結果に対する解釈の誤りに帰結することがある。
【０００４】
　通常の組織学的検索に用いられるホルマリン固定は、形態の保持には有用であるが、抗
体との結合性の保持という点からは理想的な固定液とはいえない。そこでホルマリン以外
にもアルコールなどが固定液として用いられることもあるが、形態保持に優れ、すべての
抗原の抗体との結合性を保存できるような固定法はまだ確立されていない。したがって、
ホルマリン固定は、抗体との結合性の保持に問題があるものの、広く用いられている現実
的な固定法となっている。
【０００５】
　そこで、抗体との結合性の保持に対するホルマリン固定の影響を減弱するためのいくつ
かの方法が考えられてきている。第一に、ホルマリン固定の影響を受けないエピトープを
認識する抗体を選択して免疫染色に使用するという方策が考えられる。同一の抗原を認識
する抗体の中から、抗原中のホルマリン固定の影響を受けにくいエピトープを認識する抗
体を免疫染色に使用することにより、偽陰性を減らすことが可能となる。しかしながら、
グリピカン３は細胞表面に発現した後にプロテアーゼ等の翻訳後修飾を受けるため、抗体
との結合が可能なエピトープが限定されることから、好適なエピトープを選択するための
エピトープの多様性がない。
【０００６】
　第二に、免疫染色の感度を高くして通常の方法では可視化できない抗原を検出する方法
が挙げられる。最も簡便な方法は、発色時に通常免疫染色で使用されるＤＡＢ（３，３’
ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ　ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）に銅など
の重金属を加える方法であるが、顕著な感度の上昇は期待できない。ＡＢＣ（ａｖｉｄｉ
ｎ－ｂｉｏｔｙｌａｔｅｄ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　ｃｏｍｐｌｅｘ）法やＬＳＡＢ（ｌ
ａｂｅｌｅｄ　ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　ｂｉｏｔｙｎｌａｔｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ
）法などの、ビオチン化二次抗体とＡＢＣあるいは酵素標識アビジンを繰り返して切片と
反応させることによって感度をあげるという方法も試みられたが、反応回数が増えるに従
って背景の非特異染色も増強する傾向が認められた。さらに酵素標識デキストランポリマ
ーを用いるＥＰＯＳ（ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒ　ｏｎｅ－ｓｔｅｐ　ｓｔａｉ
ｎｉｎｇ）法や、ビオチン化タイラマイドとＡＢＣ法を組み合わせたＣＳＡ（ｃａｔａｌ
ｙｚｅｄ　ｓｉｇｎａｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）法が利用できるようになって、
染色の感度は飛躍的に向上した。しかしながら、ＡＢＣ法等の従来の方法を用いてホルマ
リン固定組織における抗原を検出する際には、腫瘍組織は陽性と、正常または非腫瘍組織
は陰性と判断され、そうした判断に基づいて腫瘍組織と非腫瘍組織の識別をすることが可
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能であったが、高感度法を用いると非腫瘍組織内の微量の抗原も検出されるため、抗原に
よってはこのような識別ができない場合もある。また、高感度法を用いる場合は高感度ゆ
えに背景染色も増強するといった問題も有していた。
【０００７】
　第三にホルマリン固定により抗体との反応性が減弱した抗原の反応性を賦活化するとい
う方法がある。１９７０年代に導入されたプロテアーゼを用いた切片の消化による方法（
Ｐｒｏｔｅａｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｅｐｉｔｏｐｅ　ｒｅｔｒｉｅｖａｌ，以下「ＰＩ
ＥＲ法」または「プロテアーゼ抗原賦活化法」と指称される）においては、トリプシン、
ペプシンなどによる切片の消化が免疫染色の前に行われる。この方法では、切片自体が消
化されることに起因する切片のガラスからの剥離や染色結果の不安定性等の問題があった
。
【０００８】
　その後、熱誘導抗原賦活化法（Ｈｅａｔ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｅｐｉｔｏｐｅ　ｒｅｔｒ
ｉｅｖａｌ，以下「ＨＩＥＲ法」または「熱誘導抗原賦活化法」と指称される）が、１９
９０年代に開発された。マイクロウェーブ、煮沸やオートクレーブを用いて加熱すると、
高温処理により抗原が加水分解される結果、エピトープが抗体と結合可能になるといわれ
ている。グリピカン３の肝癌における発現も、これまではＨＩＥＲ法によって検出されて
きた（非特許文献１～５および特許文献１）。しかしながら、抗グリピカン３抗体が血管
や肝類洞の上皮細胞と交叉反応性を示すため、正常肝細胞由来のタンパク質ライゼートと
のブロッキング反応を予め施してこうした交叉結合を除外するような煩雑な処理が必要で
あり（非特許文献４）、元来細胞膜上に発現しているグリピカン３が細胞質性に発現して
いるように観察される等（非特許文献２）、従来用いられているＨＩＥＲ法では肝癌組織
でのグリピカン３の発現が正確に検出できず、従来のＨＩＥＲ法に替わる当該発現の正確
な検出方法の開発が求められていた。
【０００９】
【非特許文献１】Ｃａｐｕｒｒｏ　Ｍ，Ｗａｎｌｅｓｓ　ＩＲ，Ｓｈｅｒｍａｎ　Ｍ，Ｄ
ｅｂｏｅｒ　Ｇ，Ｓｈｉ　Ｗ，Ｍｉｙｏｓｈｉ　Ｅ，Ｆｉｌｍｕｓ　Ｊ．，（２００３）
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　１２５（１），８９－９７
【非特許文献２】Ｙａｍａｕｃｈｉ　Ｎ，Ｗａｔａｎａｂｅ　Ａ，Ｈｉｓｈｉｎｕｍａ　
Ｍ，Ｏｈａｓｈｉ　Ｋ，Ｍｉｄｏｒｉｋａｗａ　Ｙ，Ｍｏｒｉｓｈｉｔａ　Ｙ，Ｎｉｋｉ
　Ｔ，Ｓｈｉｂａｈａｒａ　Ｊ，Ｍｏｒｉ　Ｍ，Ｍａｋｕｕｃｈｉ　Ｍ，Ｈｉｐｐｏ　Ｙ
，Ｋｏｄａｍａ　Ｔ，Ｉｗａｎａｒｉ　Ｈ，Ａｂｕｒａｔａｎｉ　Ｈ，Ｆｕｋａｙａｍａ
　Ｍ．，（２００５）Ｍｏｄ　Ｐａｔｈｏｌ　１８（１２），１５９１－８
【非特許文献３】Ｌｉｂｂｒｅｃｈｔ　Ｌ，Ｓｅｖｅｒｉ　Ｔ，Ｃａｓｓｉｍａｎ　Ｄ，
Ｖａｎｄｅｒ　Ｂｏｒｇｈｔ　Ｓ，Ｐｉｒｅｎｎｅ　Ｊ，Ｎｅｖｅｎｓ　Ｆ，Ｖｅｒｓｌ
ｙｐｅ　Ｃ，ｖａｎ　Ｐｅｌｔ　Ｊ，Ｒｏｓｋａｍｓ　Ｔ．，（２００６）Ａｍ　Ｊ　Ｓ
ｕｒｇ　Ｐａｔｈｏｌ　３０（１１），１４０５－１１
【非特許文献４】Ｇｒｏｚｄａｎｏｖ　ＰＮ，Ｙｏｖｃｈｅｖ　ＭＩ，Ｄａｂｅｖａ　Ｍ
Ｄ．，（２００６）Ｌａｂ　Ｉｎｖｅｓｔ　８６（１２），１２７２－８４
【非特許文献５】Ｌｌｏｖｅｔ，Ｊ．Ｍ．，Ｃｈｅｎ，Ｙ．，Ｗｕｒｍｂａｃｈ，Ｅ．，
Ｒｏａｙａｉｅ，Ｓ．，Ｆｉｅｌ，Ｍ．Ｉ．，Ｓｃｈｗａｒｔｚ，Ｍ．，Ｔｈｕｎｇ，Ｓ
．Ｎ．，Ｋｈｉｔｒｏｖ，Ｇ．，Ｚｈａｎｇ，Ｗ．，Ｖｉｌｌａｎｕｅｖａ，Ａ．，Ｂａ
ｔｔｉｓｔｏｎ，Ｃ．，Ｍａｚｚａｆｅｒｒｏ，Ｖ．，Ｂｒｕｉｘ，Ｊ．，Ｗａｘｍａｎ
，Ｓ．，Ｆｒｉｅｄｍａｎ，Ｓ．Ｌ．，（２００６）Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ
　１３１（６），１７５８－１７６７
【特許文献１】ＷＯ２００３１００４２９
【特許文献２】ＷＯ２００６００６６９３
【特許文献３】ＷＯ２００４０２２７３９
【発明の開示】
【００１０】
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［発明が解決しようとする課題］
　本発明はこのような情況に鑑みて為されたものであり、その目的は、肝癌組織における
グリピカン３の発現の態様を正確に検出することを可能とする方法を提供することにある
。
【００１１】
［課題を解決するための手段］　本発明者らは、肝癌組織におけるグリピカン３抗原の発
現を検出する際に、熱誘導抗原賦活化法による抗原賦活化処理と、プロテアーゼ抗原賦活
化法による抗原賦活化処理とを組み合わせることによって、グリピカン３抗原の発現量や
発現態様の差異を免疫組織化学的染色法によって検出できることを見出して本発明を完成
した。このことにより、従来のＨＩＥＲ法ではグリピカン３が高発現していると認定され
ていた検体を、グリピカン３の発現量に応じて段階的に類別することが可能となった。
【００１２】
　すなわち、本願出願は以下の発明；
［１］被験体における肝癌細胞の存在を検出するためのインビトロの免疫アッセイ方法で
あって、
（ａ）前記被験体から調製された後に、パラフィンに包まれて透過性の支持体に取り付け
られた、同一被験体より少なくとも二つの同視し得る一組の組織標品がパラフィン包埋切
片として提供され、
（ｂ）前記一組の組織標品の脱パラフィン処理が実施され、
（ｃ）前記（ｂ）処理が実施された同視し得る一組の組織標品の一方に対して熱誘導抗原
賦活化法による抗原賦活化処理が施され、他方に対してプロテアーゼ抗原賦活化法による
抗原賦活化処理が施され、
（ｄ）前記（ｃ）処理が施された組織標品中に存するグリピカン３と抗グリピカン３抗体
との複合体の形成に適切な条件下で、当該標品に対して抗グリピカン３抗体が接触され、
（ｅ）複合体の存在が検出され、ここで、複合体が存在する場合に被験体において肝癌細
胞が存在すると判定される、
の各工程を含む方法；
［２］前記熱誘導抗原賦活化法がマイクロ波による加熱である［１］に記載の方法；
［３］前記熱誘導抗原賦活化法がオートクレーブによる加熱である［１］に記載の方法；
［４］前記プロテアーゼ抗原賦活化法に用いるプロテアーゼが、ペプシン、トリプシンお
よびプロテアーゼＫからなる群より選択される、［１］から［３］のいずれかに記載の方
法；
［５］複合体を検出するための検出反応が酵素反応である、［１］から［４］のいずれか
に記載の方法；
［６］前記抗グリピカン３抗体がグリピカン３のＣ末端ポリペプチドに結合する抗体であ
る、［１］から［５］のいずれかに記載の方法；
［７］グリピカン３のＣ末端ポリペプチドが配列番号１に記載の３５９番目のアミノ酸か
ら５８０番目のアミノ酸からなるポリペプチド、または、３７５番目のアミノ酸から５８
０番目のアミノ酸からなるポリペプチドである［６］に記載の方法；
［８］前記抗グリピカン３抗体がＧＣ３３抗体である［６］または［７］に記載の方法；
［９］前記抗グリピカン３抗体が１Ｇ１２抗体である［１］から［５］のいずれかに記載
の方法；
［１０］工程（ｅ）において、複合体の存在が数値化されて検出される、［１］から［９
］のいずれかに記載の方法；
［１１］前記数値化が以下の式；
ＩＲＣｐ＝ＰＲ＋（ＳＩ－Ｃｐ）＋ＳＰ
［式中、
ＩＲＣｐは、グリピカン３の発現量スコアであり、
ＰＲは、検鏡下で前記複合体が検出される細胞の割合をスコア化した数値であり、
ＳＩ－Ｃｐは、検鏡下で前記複合体が視野中細胞の細胞質において検出される染色強度を
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スコア化した数値であり、ＳＰは、検鏡下での視野中細胞の細胞膜において完全な膜染色
を示す細胞の割合をスコア化した数値である］
にしたがって算出される、［１０］に記載の方法；
［１２］前記数値化が以下の式；
ＩＲＣｍ＝ＰＲ＋（ＳＩ－Ｃｍ）＋ＳＰ
［式中、
ＩＲＣｍは、グリピカン３の膜局在スコアであり、
ＰＲは、検鏡下で前記複合体が検出される細胞の割合をスコア化した数値であり、
ＳＩ－Ｃｍは、検鏡下で前記複合体が視野中細胞の細胞膜において検出される染色強度を
スコア化した数値であり、
ＳＰは、検鏡下での視野中細胞の細胞膜において完全な膜染色を示す細胞の割合をスコア
化した数値である］
にしたがって算出される、［１０］に記載の方法；
［１３］［１１］および［１２］に記載の方法により算出されたスコアに基づいて、被験
体に存在する肝癌細胞を分類する方法；
［１４］［１１］および［１２］に記載の方法により算出されたスコアに基づいて、被験
体に抗グリピカン３抗体を含む抗癌剤を投与するか否かを決定する方法；
［１５］［１１］および［１２］に記載の方法により算出されたスコアに基づいて、被験
体に対する肝癌治療における抗グリピカン３抗体を含む抗癌剤の投与量を決定する方法；
を提供するものである。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】ＳＩのスコアの各グレードを表す図である。
【図２】ＳＰのスコアの各グレードを表す図である。
【図３】ＨｕＨ－７およびＨｅｐＧ２細胞移植モデルの標品の染色結果を示す図である。
【図４】ヒト肝癌の臨床検体から調製された標品の染色結果を示す図である。
【図５Ａ】ｈＧＣ３３抗体のヒト肝癌移植マウスモデルにおける抗腫瘍効果を表す図であ
る。
【図５Ｂ】ｈＧＣ３３抗体のヒト肝癌移植マウスモデルにおける抗腫瘍効果を表す図であ
る。
【図５Ｃ】ｈＧＣ３３抗体のヒト肝癌移植マウスモデルにおける抗腫瘍効果を表す図であ
る。
【図５Ｄ】ｈＧＣ３３抗体のヒト肝癌移植マウスモデルにおける抗腫瘍効果を表す図であ
る。
【００１４】
　本明細書は、本願の優先権の基礎である特願２００８－０６８３１６号の明細書に記載
された内容を包含する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
組織標品
　本明細書中で使用される用語「組織標品」とは、個体、体液（例えば、血液、血清、血
漿、および髄液）、組織培養物もしくは組織切片等から得られる任意の生物学的標品をい
う。生物学的標品として用いられるものとして被験体標品が好適に挙げられる。好ましい
被験体標品は、被験体から得られた組織であり、さらに好ましくは、被験体の肝組織であ
る。肝組織を採取する方法としては公知の方法である生検（バイオプシー）が好適に用い
られる。肝生検とは細く長い針が皮膚の表面から直接肝臓に刺され、肝臓の組織が採取さ
れる方法をいう。通常、針が穿刺される部位は右胸下部の肋間である。術前に超音波検査
装置を用いて穿刺部の安全性が確認された上で、穿刺部が消毒される。更に皮膚から肝臓
の表面までが麻酔の対象となり、穿刺部の皮膚が小切開された後に穿刺針が穿刺される。
【００１６】
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　本発明においては、組織標品が顕微鏡下で透過光線によって観察されるために、組織標
品が顕微鏡に使用される光線を十分に透過する程度に薄切される。薄切の前段階として組
織標品が固定される。すなわち、組織・細胞の蛋白質に脱水や変性を起こさせて凝固させ
ることによって、組織を構成する細胞が速やかに死滅し、その構造が安定化および不溶化
される。まず、固定の対象とされる組織標品が、パラフィン包埋切片を作るのに適した大
きさおよび形の断片として手術用メス等の刃物で切り取られる。次いで、固定を実施する
ために用いられる試薬である固定液中で当該断片が浸漬される。固定液としては、ホルマ
リン、更に好ましくは中性緩衝ホルマリンが好適に使用される。中性緩衝ホルマリンの濃
度は組織標品の特性または物性に応じて適宜選択される。濃度は１～５０％、好ましくは
５～２５％、更に好ましくは１０～１５％の間で適宜変更されて使用され得る。組織標品
が浸漬された固定液が真空ポンプを用いて適宜脱気される。固定は組織標本を常圧および
室温の条件下で固定液中に数時間放置することによって実施される。固定に要する時間は
、１時間から７日間、好ましくは２時間から３日間、また好ましくは３時間から２４時間
、更に好ましくは４時間から１６時間の範囲で適宜選択され得る。固定の後にリン酸緩衝
液等に更に数時間（２時間から４８時間、好ましくは３時間から２４時間、更に好ましく
は４時間から１６時間の範囲で適宜選択され得る時間）、適宜浸漬される。
【００１７】
　次に、固定が適用された組織標品から、凍結切片法またはパラフィン切片法を用いて切
片が好適に作製され得る。凍結切片法の好適な例としては、Ｏ．Ｃ．Ｔ．ｃｏｍｐｏｕｎ
ｄ（Ｍｉｌｅｓ．Ｉｎｃ）中に組織を投入して凍結させたものを、クリオスタット（凍結
切片作製装置）を用いて薄切する方法が挙げられる。パラフィン切片法においては、固定
が適用された組織標品が包埋剤に浸漬され固められることにより、均一かつ適切な硬度が
付与される。包埋剤としては、パラフィンが好適に使用され得る。固定が適用された組織
標品はエタノールを用いて脱水される。具体的には、組織標品が７０％エタノール、８０
％エタノール、１００％エタノールに順次浸漬されることによって、当該組織標品が脱水
される。浸漬に要する時間および回数は、１時間から数日および１回から３回の範囲で適
宜選択され得る。また、室温または４℃においても浸漬され得るが、４℃において浸漬さ
れる場合には、浸漬時間は終夜等その時間が長いほうが好ましい。次いでその液相がキシ
レンに置換された後に、組織標品がパラフィンによって包埋される。その液相のキシレン
への置換に要する時間は１時間から数時間の範囲で適宜選択され得る。その際に、室温で
置換され得るし、４℃においても置換され得るが、４℃において置換される場合には、置
換の時間は、終夜等その時間が長いほうが好ましい。パラフィン包埋に要する時間および
回数は、１時間から数時間および１回から４回の範囲で適宜選択され得る。その際に、室
温で包埋され得るし、４℃においても包埋され得るが、４℃において包埋される場合には
、包埋の時間は、終夜等その時間が長いほうが好ましい。また、パラフィン包埋反応が自
動化処理されるパラフィン包埋装置（ＥＧ１１６０、Ｌｅｉｃａ等）を用いることによっ
て、組織標品が好適にパラフィン包埋され得る。
【００１８】
　上述のようにしてパラフィン包埋された組織標品を台木に接着することによって「ブロ
ック」が作製され、このブロックがミクロトームよって１から２０μｍの厚さから選択さ
れる所望の厚さに薄切される。薄切された組織切片は透過性の支持体であるスライドグラ
ス上に静置されることにより固着される。この場合において、組織切片の剥離を防止する
ためにスライドガラスに０．０１％ポリ－Ｌ－リジン（Ｓｉｇｍａ）を塗布し乾燥させた
スライドグラスも好適に使用され得る。固着された組織切片は数分から１時間の間から選
択される適切な時間風乾される。
【００１９】
　本発明においては、上述のように調製され、透過性の支持体上に取り付けられた二つの
組織標品が一組用意される。この当該組織標品は組織上同視され得る二つの組織標品であ
ることが望ましい。「同視され得る」とは、相比較する二つの組織標品がその組織標品が
由来する被験体標品中でほぼ同一の細胞または組織から構成されていることを意味する。
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例えば、隣接する切片として調製された二つの組織標品は同視され得る二つの組織標品で
ある。本発明においても特段別に記載しない限り、「同視され得る二つの組織標品」とは
隣接する切片として調製された二つの組織標品をいうが、これに加えて、隣接する切片と
して調製されていなくとも二つの組織標品を構成する細胞または組織の構成が当該二つの
組織標品間で同視できるものであれば「同視され得る二つの組織標品」に該当する。細胞
または組織の構成が当該二つの組織標品間で同視できる場合としては、例えば、（１）組
織切片中の平面座標上で同一の位置に同一の細胞から由来する細胞の切片が存在する場合
、（２）当該細胞の切片が当該平面座標上の同一の位置に存在する割合が少なくとも５０
％以上、好ましくは６０％以上、また好ましくは７０％以上、更に好ましくは８０％以上
、より好ましくは９０％以上、特に好ましくは９５％以上である場合、等が好適に例示さ
れる。
【００２０】
抗原賦活化
　本発明の方法においては、ホルマリン固定により抗体との反応性が減弱した抗原の反応
性を賦活化する。本発明においては、二つの組織標品のうち一の標品に対して、プロテア
ーゼ抗原賦活化法（ＰＩＥＲ法）を適用し、他方の標品に対して、熱誘導抗原賦活化法（
ＨＩＥＲ法）を適用し、抗体と反応させたときの両者間の染色程度の相違を数値化する。
【００２１】
　熱誘導抗原賦活化法は、マイクロ波による加熱方法やオートクレーブによる加熱方法、
または、煮沸処理による加熱方法等が適宜用いられる。液温が約９８℃に保たれるように
７８０Ｗの出力で煮沸処理する場合、処理等賦活化に要する時間は５分－６０分の間から
適宜選択され、例えば１０分間である。抗原の賦活化処理は、１０ｍＭクエン酸ナトリウ
ム緩衝液の他、市販のＴａｒｇｅｔ　Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｄａｋｏ
Ｃｙｔｏｍａｔｉｏｎ）等の中で行うことができる。下記の実施例においてはＴａｒｇｅ
ｔ　Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎを使用する。賦活化処理の結果として抗グリ
ピカン３抗体が認識する抗原中のエピトープが抗体との結合性を獲得して、後述する抗原
と抗体の複合体の検出が可能となるものであれば、いずれの緩衝液、水溶液も好適に用い
られる。
【００２２】
　プロテアーゼ抗原賦活化法において使用されるプロテアーゼは、その種類や由来につい
て特に限定されるものでなく、一般的に入手可能なプロテアーゼを適宜選択して使用され
得る。用いられるプロテアーゼの例として、０．０１Ｎ塩酸中０．０５％濃度のペプシン
、または、ｐＨ７．６のＴｒｉｓ緩衝液中０．０１％濃度のＣａＣｌ２を更に含有する０
．１％濃度のトリプシン、１０ｍＭのＥＤＴＡおよび０．５％のＳＤＳを含むｐＨ７．８
の１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ塩酸緩衝液中１～５０μｇ／ｍｌ濃度のプロテアーゼＫ等が好適に
挙げられる。さらにプロテアーゼＫを用いる場合、その反応液のｐＨは６．５から９．５
の間で適宜選択され、ＳＨ試薬やトリプシン阻害剤やキモトリプシン阻害剤も適宜利用さ
れ得る。本明細書実施例中で記載されるヒストファインＨＥＲ２キット（ＭＯＮＯ）（ニ
チレイバイオサイエンス）に添付されるプロテアーゼもこうした好適なプロテアーゼの具
体例として挙げられる。プロテアーゼ抗原賦活化は通常３７℃にて行われるが、反応温度
は２５℃から５０℃の範囲内において適宜変更され得る。プロテアーゼ抗原賦活化が３７
℃にて行われる場合には、反応時間は例えば１分から５時間の間で適宜選択され、例えば
、１５分、３０分、４５分、１時間、２時間、３時間、４時間等である。賦活化処理が終
了した後、当該処理が施された組織標品は洗浄用緩衝液によって洗浄される。洗浄用緩衝
液はＰＢＳ（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ　ｓａｌｉｎｅ）が好適に用いられる他
、Ｔｒｉｓ塩酸緩衝液も好適に使用され得る。通常、洗浄条件としては室温にて５分間の
洗浄を３回実施する方法が採用されるが、洗浄の時間および温度は適宜変更され得る。
【００２３】
抗グリピカン３抗体
　本発明の方法に用いられる抗グリピカン３抗体は、グリピカン３に結合する活性を有し
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ていればいずれの抗体も好適に使用され得る。特に好適な抗体の例は、下記の実施例にお
いて開示されるＧＣ３３抗体（特許文献２）や１Ｇ１２抗体（特許文献１）である。また
、これらの公知の抗体の他にも、グリピカン３を免疫抗原として使用して非ヒト動物を免
疫することによって、本発明に好適に用いられる抗グリピカン３抗体を取得することがで
きる。特許文献１、特許文献２にはこうした抗グリピカン３抗体の作製方法が記載されて
おり、当業者であれば当該方法に基づいて適宜所望の抗グリピカン３抗体を取得すること
が可能である。
【００２４】
　抗グリピカン３抗体のグリピカン３への結合は当業者に公知の方法により好適に検出さ
れ得る。例えば、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着検定法）、ＥＩＡ（酵素免疫測定法）、
ＲＩＡ（放射免疫測定法）あるいは蛍光免疫法などを用いることができる。これらの方法
は、一般的な教示書である「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ．Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ，Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８８」に記載されている。
【００２５】
　抗原を発現している細胞に対する抗体の結合活性を測定する方法としては、例えば、Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ．（Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ
，Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ，１９８８）中の３５９－４２０ページに記載されている方法が挙げられる。すなわち
、細胞を抗原とするＥＬＩＳＡやＦＡＣＳ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｃｔｉｖａｔ
ｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｏｒｔｉｎｇ）の原理によって好適に評価され得る。ＥＬＩＳＡフォ
ーマットにおいては、細胞への抗体の結合活性は、酵素反応によって生成するシグナルレ
ベルを比較することによって定量的に評価される。すなわち、抗原を強制発現させた細胞
を固定化したＥＬＩＳＡプレートに被験抗体を加え、被験抗体を認識する酵素標識抗体を
利用して、細胞に結合した抗体が検出される。あるいはＦＡＣＳにおいては、被験抗体の
希釈系列を作成し、抗原を強制発現させた細胞に対する抗体結合力価（ｔｉｔｅｒ）を決
定することにより、細胞に対する結合活性が比較され得る。
【００２６】
　ＦＡＣＳフォーマットにより、ＥＬＩＳＡプレート等の担体に結合していない、緩衝液
等に懸濁した細胞表面上に発現している抗原と当該抗原に対する抗体との結合を測定する
ことができる。このような測定に使用するフローサイトメーターとしては、例えば、ＦＡ
ＣＳＣａｎｔｏＴＭ　ＩＩ，ＦＡＣＳＡｒｉａＴＭ，ＦＡＣＳＡｒｒａｙＴＭ，ＦＡＣＳ
ＶａｎｔａｇｅＴＭ　ＳＥ，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒＴＭ（以上、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ）や、ＥＰＩＣＳ　ＡＬＴＲＡ　ＨｙＰｅｒＳｏｒｔ，Ｃｙｔｏｍｉｃｓ　ＦＣ
　５００，ＥＰＩＣＳ　ＸＬ－ＭＣＬ　ＡＤＣ，ＥＰＩＣＳＸＬ　ＡＤＣ，Ｃｅｌｌ　Ｌ
ａｂ　Ｑｕａｎｔａ／Ｃｅｌｌ　Ｌａｂ　Ｑｕａｎｔａ　ＳＣ（以上、Ｂｅｃｋｍａｎ　
Ｃｏｕｌｔｅｒ）などが挙げられる。
【００２７】
　抗グリピカン３抗体の抗原に対する結合活性を測定する好適な方法の一例として、グリ
ピカン３を発現する細胞と反応させた被検抗体を認識する二次抗体を用いる方法が挙げら
れる。グリピカン３を発現する細胞を被検抗体と反応させ、ＦＩＴＣ標識した二次抗体で
染色後、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（ＢＤ）により測定を行い、その蛍光強度をＣＥＬＬ　
ＱＵＥＳＴ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ（ＢＤ）を用いて解析する。本方法によれば、ＦＡＣＳＣ
ａｌｉｂｕｒにより測定を行った場合において、その蛍光強度をＣＥＬＬ　ＱＵＥＳＴ　
Ｓｏｆｔｗａｒｅを用いて解析する方法によって得られるＧｅｏｍｅｔｒｉｃ　Ｍｅａｎ
の値（被検Ｇｅｏ－Ｍｅａｎ値）を、一次抗体として対照抗体を用いたときの対照Ｇｅｏ
－Ｍｅａｎ値と比較することによって、抗原に対する抗体の結合活性を判定することがで
きる。Ｇｅｏ－Ｍｅａｎ値（Ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ　Ｍｅａｎ）を求める計算式は、ＣＥＬ
Ｌ　ＱＵＥＳＴ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｕｓｅｒ’ｓ　Ｇｕｉｄｅ（ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ社）に記載されている。
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【００２８】
組織標品と抗グリピカン３抗体との反応
　熱誘導抗原賦活化法による抗原賦活化処理が施された組織標品およびプロテアーゼ抗原
賦活化法による抗原賦活化処理が施された組織標品に対して、抗グリピカン３抗体を一次
抗体として反応させる。当該反応は抗グリピカン３抗体が抗原中のエピトープを認識して
抗原抗体複合体を形成するのに適切な条件下で実施される。通常、当該反応は４℃にて終
夜、または３７℃にて１時間実施されるが、反応条件は、抗体が抗原中のエピトープを認
識して抗原抗体複合体を形成するのに適切な範囲で適宜変更され得る。例えば、反応温度
は４℃から５０℃の範囲内で変更され得るし、反応時間は１分から７日の間で変更され得
る。低温での反応が実施される場合には長い時間反応させることが好ましい。一次抗体反
応が終了した後、組織標品は洗浄用緩衝液によって洗浄される。洗浄用緩衝液はＰＢＳ（
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ　ｓａｌｉｎｅ）が好適に用いられる他、Ｔｒｉｓ塩
酸緩衝液も好適に使用され得る。通常、洗浄条件としては室温にて５分間の洗浄を３回実
施する方法が採用されるが、洗浄の時間および温度は適宜変更され得る。
【００２９】
　次いで、一次抗体反応が施された組織標品に対して、一次抗体を認識する二次抗体を反
応させる。通常、二次抗体を可視化するための標識物質によって予め標識された二次抗体
が用いられる。標識物質としては、ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアネート）やＣ
ｙ２（Ａｍｅｒｓｈａｍ）、Ａｌｅｘａ４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ）等の
蛍光色素、ペルオキシダーゼやアルカリフォスファターゼ等の酵素、または金コロイド等
が好適に挙げられる。
【００３０】
　二次抗体との反応は、抗グリピカン３抗体と、当該抗グリピカン３抗体を認識する二次
抗体とが抗原抗体複合体を形成するのに適切な条件下で実施される。通常、当該反応は室
温または３７℃にて３０分乃至１時間実施されるが、抗グリピカン３抗体と二次抗体とが
抗原抗体複合体を形成するのに適切な範囲で適宜変更され得る。例えば、反応温度は４℃
から５０℃の範囲内で変更され得るし、反応時間は１分から７日の間で変更され得る。低
温での反応が実施される場合には長い時間反応させることが好ましい。二次抗体反応が終
了した後、組織標品は洗浄用緩衝液によって洗浄される。洗浄用緩衝液はＰＢＳ（Ｐｈｏ
ｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ　ｓａｌｉｎｅ）が好適に用いられる他、Ｔｒｉｓ塩酸緩衝
液も好適に使用され得る。通常、洗浄条件としては室温にて５分間の洗浄を３回実施する
方法が採用されるが、洗浄の時間および温度は適宜変更され得る。
【００３１】
　次に、二次抗体反応が施された組織標品に対して、標識物質を可視化する物質を反応さ
せる。二次抗体の標識物質としてペルオキシダーゼを用いた場合には、０．０２％過酸化
水素水とｐＨ７．２の０．１Ｍトリス塩酸緩衝液で０．１％濃度に調製されたＤＡＢ（ジ
アミノベンジジン）溶液とをインキュベート直前に等量混合することによって得られる反
応液で組織標品がインキュベートされる。ＤＡＢの他には、ＤＡＢ－ＮｉやＡＥＣ＋（以
上、ＤＡＫＯ）等の発色基質が適宜選択され得る。インキュベートの過程において、時折
顕微鏡下で発色の程度を観察し、適切な発色が確認された段階で組織標品をＰＢＳに浸漬
することによって可視化反応が止められる。
【００３２】
　二次抗体の標識物質として、アルカリフォスファターゼを用いた場合には、ＢＣＩＰ（
５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸）／ＮＢＴ（ニトロブルーテトラゾリウ
ム）（Ｚｙｍｅｄ）基質溶液（１０ｍＭ濃度のＭｇＣｌ２および２８ｍＭ濃度のＮａＣｌ
を含有するｐＨ９．８の５０ｍＭ炭酸ナトリウム緩衝液に、０．４ｍＭ濃度でＮＢＴおよ
び０．３８ｍＭ濃度でＢＣＩＰが溶解されたもの）で組織標品がインキュベートされる。
また、ＢＣＩＰおよびＮＢＴの他には、Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｒｅｄ、Ｆａｓｔ　Ｒｅｄ
、またはＦｕｃｈｓｉｎ＋（以上、ＤＡＫＯ）等も適宜使用されうる。インキュベートに
先立って、１ｍＭ濃度の内在性アルカリフォスファターゼの阻害剤である塩化レバミソー
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ル（ナカライテスク）、０．１Ｍ塩化ナトリウムおよび５０ｍＭ塩化マグネシウムを含む
０．１Ｍトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ９．５）と、室温にて１分から数時間プレインキュベ
ートしてもよい。インキュベートの過程において、時折顕微鏡下で観察し、反応最終産物
である紫色のホルマザンの沈着が観察された段階で、組織標品を水洗または２％ポリビニ
ルアルコールを含むＴＢＳによる反応停止の後、ＴＢＳＴ（０．１％のＴｗｅｅｎ２０を
含むＴＢＳ）にて洗浄される。金コロイドが二次抗体の標識として使用される場合には、
銀増感によって金粒子に金属銀が付着されることによって金コロイドが可視化される。銀
増感の方法は当業者に公知である。
【００３３】
　ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアネート）やＣｙ２（Ａｍｅｒｓｈａｍ）、Ａｌ
ｅｘａ４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ）等の蛍光色素を二次抗体の標識物質と
して用いた場合には、可視化物質の反応工程は不要であり、当該蛍光物質の励起波長の光
を照射して、放出される光が蛍光顕微鏡を用いることによって適宜検出され得る。
【００３４】
肝癌組織の分類と治療効果の予測
　グリピカン３は肝癌組織において消化を受けてそのＮ末端部分が血清中に遊離すること
が知られている（特許文献３）。したがって、本発明の方法において、そのような消化を
受けて血清中に遊離するグリピカン３のＮ末端の部分ペプチドに結合する抗体を用いた場
合には、当該抗体は消化を受けた後になお細胞表面上に係留するＣ末端の部分ポリペプチ
ドには結合することができない。一方、本発明の方法において、Ｃ末端の部分ペプチドに
結合する抗体を用いた場合には、当該抗体は消化を受けた後になお細胞表面上に係留する
Ｃ末端の部分ポリペプチドに結合することができる。すなわち、本発明に使用される抗グ
リピカン３抗体を目的によって適宜選択することによって、消化を受けるか否かに関わら
ず細胞表面上に係留するグリピカン３の部分ポリペプチドを検出することも、消化される
までは細胞表面に係留されるが消化を受けた後には血清中に遊離されるグリピカン３の部
分ポリペプチドを検出することも可能である。
【００３５】
　肝癌の治療および予防に抗グリピカン３抗体が有用であることが見いだされている（特
許文献３）。このような治療用抗グリピカン３抗体が奏する殺細胞活性は、主に、細胞表
面上に係留されたＣ末端の部分ポリペプチドに結合した抗グリピカン３抗体のＦｃ部分に
エフェクター細胞や補体が結合することにより開始される抗体依存性細胞傷害活性（ＡＤ
ＣＣ活性）や補体依存性細胞傷害活性（ＣＤＣ活性）によって発揮される。したがって、
抗グリピカン３抗体が結合するエピトープの肝癌組織における存否の観点から治療用抗グ
リピカン３抗体による肝癌の治療効果を予測する場合には、本発明の方法において、Ｃ末
端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体が好適に使用され得る。
【００３６】
　グリピカン３が肝癌組織において消化を受ける部位は、配列番号１で表されるグリピカ
ン３分子の３５８番目と３５９番目のアミノ酸、または、３７４番目と３７５番目のアミ
ノ酸のポリペプチド結合であることが示唆されている（特許文献３）。したがって、本発
明で好適に使用されるＣ末端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体としては
、配列番号１で表されるグリピカン３分子の３５９番目から５８０番目のアミノ酸からな
るポリペプチド、または、３７５番目から５８０番目のアミノ酸からなるポリペプチドに
結合する抗体が挙げられる。
【００３７】
　一方で、治療用抗グリピカン３抗体による治療効果をグリピカン３分子の成熟化の観点
から予測する場合には、本発明の方法において、Ｎ末端の部分ポリペプチドに結合する抗
グリピカン３抗体を用いることができる。この場合、Ｎ末端の部分ポリペプチドに結合す
る抗グリピカン３抗体によって認識されるグリピカン３分子はより成熟化していない治療
標的分子として、そのようなグリピカン３分子を発現する肝癌細胞はより成熟化していな
い治療標的細胞として、それぞれ性格付けされ得る。グリピカン３分子のＣ末端の部分ポ
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リペプチドに結合する抗グリピカン３抗体は、成熟化のいかんに関わらずグリピカン３分
子を検出する。一方、グリピカン３分子のＮ末端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピ
カン３抗体は成熟化前のグリピカン３分子を検出するが、成熟化後のグリピカン３分子は
検出しない。すなわち、グリピカン３分子のＣ末端の部分ポリペプチドに結合する抗体と
、Ｎ末端の部分ポリペプチドに結合する抗体との２種類の抗体を使用することによって、
本発明の方法によって検出されるグリピカン３分子およびグリピカン３分子を発現する肝
癌細胞を成熟化の度合いにより分類することが可能となる。
【００３８】
　この分類方法について、以下により具体的に記載する。一次抗体として、グリピカン３
分子のＣ末端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体と、グリピカン３分子の
Ｎ末端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体との２種類の抗体を用意する。
同一被験者から２つの組織標品を調製し、その一方に対してはグリピカン３分子のＮ末端
の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体が一次抗体として反応に供され、他方
に対してはグリピカン３分子のＣ末端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体
が一次抗体として反応に供される。グリピカン３分子のＮ末端の部分ポリペプチドに結合
する抗グリピカン３抗体を用いて検出されるグリピカン３分子は、その成熟化の程度とい
う観点から、より成熟化されていない分子と評価されることが可能であり、そのようなグ
リピカン３分子を発現する肝癌細胞は、より成熟化されていない細胞と評価されることが
可能である。また、グリピカン３分子のＮ末端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカ
ン３抗体では検出されないが、グリピカン３分子のＣ末端の部分ポリペプチドに結合する
抗グリピカン３抗体を用いて検出されるグリピカン３分子は、その成熟化の程度という観
点から、より成熟化されている分子と評価されることが可能であり、そのようなグリピカ
ン３分子を発現する肝癌細胞は、より成熟化されている細胞と評価されることが可能であ
る。
【００３９】
　グリピカン３分子のＮ末端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体と、グリ
ピカン３分子のＣ末端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体とが互いに異な
る抗体のサブクラスに属する場合、あるいは異なる種類の動物で生成されたものである場
合には、１つの組織標品を用いて測定を行うことが可能である。この場合においては、Ｎ
末端の部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体を認識する二次抗体と、Ｃ末端の
部分ポリペプチドに結合する抗グリピカン３抗体を認識する二次抗体とを、異なる種類の
酵素または蛍光で標識することにより、１つの組織標品上で２種類の抗グリピカン３抗体
を用いる検出が可能となる。
【００４０】
抗グリピカン３抗体との反応性の数値化
　本発明は抗原賦活化反応（すなわち、熱誘導抗原賦活化法およびプロテアーゼ抗原賦活
化法）の相違に基づいて、グリピカン３と抗グリピカン３抗体とから形成される抗原抗体
複合体の顕微鏡下での検出の程度および態様の相違を数値化する方法を提供する。
【００４１】
　１つの態様においては、数値化は以下の式（１）；
ＩＲＣｐ＝ＰＲ＋（ＳＩ－Ｃｐ）＋ＳＰ
［式中、
ＩＲＣｐは、グリピカン３の発現量スコアであり、
ＰＲは、検鏡下で前記複合体が検出される細胞の割合をスコア化した数値であり、
ＳＩ－Ｃｐは、検鏡下で前記複合体が視野中細胞の細胞質において検出される染色強度を
スコア化した数値であり、
ＳＰは、検鏡下での視野中細胞の細胞膜において完全な膜染色を示す細胞の割合をスコア
化した数値である］
にしたがって行う。
ＰＲのスコアは、
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（ａ）４倍または１０倍の対物レンズを用いた検鏡下での視野中細胞のうち；
（ｉ）前記複合体が検出される細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）当該割合が２０％未満の検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）当該割合が２０％以上で５０％未満の検体のスコアを２、
（ｉｖ）当該割合が５０％以上の検体のスコアを３として算出し、
ＳＩ－Ｃｐのスコアは、
（ｂ）検鏡下での視野中細胞の細胞質において、
（ｉ）前記顕鏡が４倍または１０倍の対物レンズを用いられた場合に前記複合体が検出さ
れる細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）前記顕鏡が１０倍の対物レンズを用いられた場合に不明りょうであるがうっすら
と陽性反応が認められる検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）４倍の対物レンズでうっすらと陽性反応が認められる検体のスコアを２、
（ｉｖ）４倍の対物レンズでも十分認識可能である陽性反応が認められる検体のスコアを
３、
（ｖ）４倍の対物レンズで、明確に認識され強い陽性反応が認められる検体のスコアを４
として算出し、
ＳＰのスコアは、
（ｃ）検鏡下での視野中細胞の細胞膜における前記複合体の検出において、
（ｉ）細胞膜における陽性反応が認められない検体のスコアを０、
（ｉｉ）陽性反応が認められる細胞のうち２０％未満の細胞が完全な膜染色を示す検体の
スコアを１、
（ｉｉｉ）陽性反応が認められる細胞のうち２０％以上で５０％未満の細胞が完全な膜染
色を示す検体のスコアを２、
（ｉｖ）陽性反応が認められる細胞のうち５０％以上の細胞が完全な膜染色を示す検体の
スコアを３として算出する。
【００４２】
　別の態様においては、数値化は以下の式（２）；
ＩＲＣｍ＝ＰＲ＋（ＳＩ－Ｃｍ）＋ＳＰ
［式中、
ＩＲＣｍは、グリピカン３の膜局在スコアであり、
ＰＲは、検鏡下で前記複合体が検出される細胞の割合をスコア化した数値であり、
ＳＩ－Ｃｍは、検鏡下で前記複合体が視野中細胞の細胞膜において検出される染色強度を
スコア化した数値であり、
ＳＰは、検鏡下での視野中細胞の細胞膜において完全な膜染色を示す細胞の割合をスコア
化した数値である］
にしたがって行う。
ＰＲのスコアは、
（ａ）４倍または１０倍の対物レンズを用いた検鏡下での視野中細胞のうち；
（ｉ）前記複合体が検出される細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）当該割合が２０％未満の検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）当該割合が２０％以上で５０％未満の検体のスコアを２、
（ｉｖ）当該割合が５０％以上の検体のスコアを３として算出し、
ＳＩ－Ｃｍのスコアは、
（ｂ）検鏡下での視野中細胞の細胞膜において、
（ｉ）前記顕鏡が４倍または１０倍の対物レンズを用いられた場合に前記複合体が検出さ
れる細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）前記顕鏡が１０倍の対物レンズを用いられた場合に不明りょうであるがうっすら
と陽性反応が認められる検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）４倍の対物レンズで不明りょうであるが１０倍の対物レンズで十分認識可能で
ある陽性反応が認められる検体のスコアを２、
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（ｉｖ）４倍の対物レンズでも十分認識可能である陽性反応が認められる検体のスコアを
３、
（ｖ）４倍の対物レンズで、明確に認識され強い陽性反応が認められる検体のスコアを４
として算出し、
ＳＰのスコアは、
（ｃ）検鏡下での視野中細胞の細胞膜における前記複合体の検出において、
（ｉ）細胞膜における陽性反応が認められない検体のスコアを０、
（ｉｉ）陽性反応が認められる細胞のうち２０％未満の細胞が完全な膜染色を示す検体の
スコアを１、
（ｉｉｉ）陽性反応が認められる細胞のうち２０％以上で５０％未満の細胞が完全な膜染
色を示す検体のスコアを２、
（ｉｖ）陽性反応が認められる細胞のうち５０％以上の細胞が完全な膜染色を示す検体の
スコアを３として算出する。
【００４３】
　この場合において、熱誘導抗原賦活化法が施された組織標品と、プロテアーゼ抗原賦活
化法が施された組織標品のそれぞれについて、上述の式（１）および式（２）に基づいて
算出されるスコアが決定される。式（１）に基づいて算出されるスコアはグリピカン３の
発現量を反映したスコアであり、式（２）に基づいて算出されるスコアはグリピカン３の
細胞膜での発現の局在を反映したスコアである。本発明の数値化の方法に基づけば、被験
体に存在する肝癌細胞をグリピカン３の発現量や発現の態様に基づいて分類することが可
能となる。下記の実施例に示されるように、実際の肝癌患者から採取された組織標品を用
いて分類が有効に実施されることが確認された。さらに、グリピカン３の発現量が決定さ
れている肝癌細胞株であるＨｕＨ－７またはＨｅｐＧ２を移植した肝癌動物モデルにおい
ても、当該分類が有効に実施されることが確認された。
【００４４】
　さらに本発明において、肝癌動物モデルに対して治療用抗グリピカン３抗体を投与した
結果、本発明の方法にしたがって数値化により分類された肝癌におけるグリピカン３の発
現量および発現態様の相違と、治療用抗グリピカン３抗体による肝癌の治療に対する効果
の相違が互いに相関することが実証された。すなわち、本発明にしたがって数値化された
スコアの相違に基づいて、治療用抗グリピカン３抗体の治療効果の相違が判断されること
が示された。本発明にしたがう数値化の方法に基づけば、抗グリピカン３抗体を有効成分
として含む肝癌治療剤を用いた肝癌治療の効果を予測することが可能となる。また、本発
明にしたがう数値化の方法に基づけば、抗グリピカン３抗体を用いた肝癌治療において所
望の効果を得るために必要な治療用抗グリピカン３抗体の必要投与量を決定することがで
きる。
【実施例】
【００４５】
　以下に実施例により本発明をより詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例により限
定されるものではない。
【００４６】
　（実施例１）
グリピカン３を発現するヒト肝癌細胞株のマウス腹部皮下への移植モデルを用いたグリピ
カン３の免疫染色
（１）細胞株
　肝癌細胞株としてＨｕＨ－７細胞（ヒューマンサイエンス研究資源バンク）、ＨｅｐＧ
２細胞（ＡＴＣＣ）が用いられた。ＨｕＨ－７は、１０％ＦＢＳ（ＢＩＯＮＥＴ）を含む
Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ培地（ＳＩＧＭ
Ａ）にて、ＨｅｐＧ２は１０％ＦＢＳ、１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｐｙｒ
ｕｖａｔｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＭ　Ｎｏｎ－Ｅｓｓｅｎｔ
ｉａｌ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含むＭｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓ
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ｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ　Ｅａｇｌｅ培地（ＳＩＧＭＡ）にて、維持継代された。
【００４７】
（２）ＧＰＣ３発現量の測定
（２－１）測定方法
　ＨｕＨ－７細胞およびＨｅｐＧ２細胞におけるＧＰＣ３の発現量は、マウス抗ヒトＧＰ
Ｃ３モノクローナル抗体（クローン名：ＧＣ３３、ＷＯ２００６／００６６９３に記載さ
れる。）を用いて、ＱＩＦＩ－Ｋｉｔ（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）により測定され
た。測定方法は付属の説明書に記載された方法が実施された。
【００４８】
　使用されたＧＣ３３抗体は室温にて溶解後、ＰＢＳにて１ｍｇ／ｍｌに調製された。陰
性対照として、凍結乾燥状態のｍＩｇＧ２ａ（１バイアル分）が５００μｌの「日本薬局
方　注射用水　大塚蒸留水」に溶解されたものが用いられた。５×１０５の各細胞が９８
μｌの０．５ｗ／ｖ％　ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）が添加されたＣｅｌｌＷ
ＡＳＨ細胞洗浄溶液（ベクトン・ディッキンソン）（以下ＦＡＣＳ－ＰＢＳと指称される
。）に懸濁された。ＧＣ３３およびｍＩｇＧ２ａがそれぞれ２μｌおよび５μｌ添加され
た当該各懸濁液が４℃にて３０分間静置された。その後、１ｍｌのＦＡＣＳ－ＰＢＳが添
加された当該各懸濁液が４℃において５０００ｒｐｍにて１分間の遠心分離操作に供され
ることにより細胞が分画された。当該細胞は９８μｌのＦＡＣＳ－ＰＢＳに再び懸濁され
た。
【００４９】
　また前記の操作と並行して以下の操作も行われた。ＱＩＦＩＫＩＴに付属しているキャ
リブレーションビーズおよびセットアップビーズ１００μｌに１ｍｌのＦＡＣＳ－ＰＢＳ
が添加され、４℃において５０００ｒｐｍにて１分間の遠心分離操作により洗浄された。
当該ビーズは９８μｌのＦＡＣＳ－ＰＢＳに懸濁された。前記の細胞およびビーズに対し
てＱＩＦＩＫＩＴに付属しているＦＩＴＣ標識ヤギ抗マウス抗体が各２μｌずつ添加され
、当該細胞およびビーズが４℃にて４５分間の反応に供された。次に１ｍｌのＦＡＣＳ－
ＰＢＳが添加された前記の反応液が４℃において５０００ｒｐｍにて１分間の遠心分離操
作に供された。沈降された細胞およびビーズは１ｍｌのＦＡＣＳ－ＰＢＳに懸濁された。
全自動細胞解析装置ＥＰＩＣＳ－ＸＬ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）を用いて、標
識されたセットアップビーズの測定により生じる２つのピークが測定画面内に入るように
出力が調整された。全自動細胞解析装置ＥＰＩＣＳ－ＸＬを用いてＧＣ３３抗体が反応に
供された細胞サンプル、ｍＩｇＧ２ａが反応に供された細胞サンプル、およびキャリブレ
ーションビーズが発する各蛍光のＭｅａｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｉｎｔｅｎｓｉ
ｔｙ（ＭＦＩ）値が測定された。キャリブレーションビーズの５つのＭＦＩ値とＡｎｔｉ
ｂｏｄｙ－Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｃａｐａｃｉｔｙ（ＡＢＣ）値を基礎としてＭｉｃｒｏｓｏ
ｆｔ　Ｏｆｆｉｃｅ　Ｅｘｃｅｌ　２００３　ＳＰ２（Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ）を用いて最適直線が作図された。当該直線の検量線に各細胞のＭＦＩ値を
代入されてＡＢＣ値が求められた。ＧＣ３３抗体が反応に供されたサンプルのＡＢＣ値か
らｍＩｇＧ２ａが反応に供されたサンプルのＡＢＣ値を引いた値が抗体結合部位数とされ
た。
【００５０】
　その結果、ＨｕＨ－７におけるグリピカン３の発現量は、細胞当たり１．２５×１０５

分子であった。ＨｅｐＧ２におけるグリピカン３の発現量は、細胞当たり９．６７×１０
５分子であった。
【００５１】
（３）ヒト肝癌細胞株のマウス腹部皮下への移植モデルの作製
　ＨｕＨ－７およびＨｅｐＧ２の各細胞が、（１）に記載されるその維持継代用の培地と
ＭＡＴＲＩＧＥＬ　Ｍａｔｒｉｘ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｃｎｃｅ）を等量含む溶液にて１
ｍｌ当たり５×１０７細胞になるように調製された。各細胞のマウスへの移植前日に、予
め抗アシアロＧＭ１抗体（和光純薬、１バイアルの内容物が１ｍｌの蒸留水に溶解され更
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に４ｍｌの生理食塩水によって希釈された。）１００μｌがオスで５週齢のＳＣＩＤマウ
ス（日本クレア）の腹腔内へ投与された。当該抗アシアロＧＭ１抗体（和光純薬）は、１
バイアルの内容物が１ｍｌの蒸留水に溶解され更に４ｍｌの生理食塩水によって希釈され
ることによって調製された。その翌日、当該マウスの腹部皮下へ１００μｌの当該各細胞
懸濁液（すなわち、マウス一匹当たり５×１０６細胞）が移植された。
【００５２】
（４）腫瘍組織切片の作製法の検討
　（３）で作製したＨｅｐＧ２の移植モデルより採取された均一な移植組織片が手術用メ
スを用いて四等分された。その内の一断片が１０％中性緩衝ホルマリンで２４時間固定さ
れた。固定化された組織片はその後自動包埋装置ＥＴＰ－１５０Ｃ（サクラファインテッ
クジャパン）を用いてパラフィン包埋され、４℃にて保存された（Ａ法）。
【００５３】
　次に、別の一断片は４％パラホルムアルデヒドを含有するＰＬＰ固定液（１０ｍＭ濃度
のＮａＩＯ４、７５ｍＭ濃度のリジン、３７．５ｍＭ濃度のリン酸緩衝液、２％濃度のパ
ラホルムアルデヒド）を用いて４℃において６時間固定された後にＰＢＳ（リン酸緩衝生
理食塩水、１０ｍＭ、ｐＨ７．４）にて４℃において洗浄された。次いで当該断片が４℃
において終夜および室温において２時間アセトン中にて脱水された。さらに、当該断片は
安息香酸メチルで一時間およびキシレンで一時間清浄化され、前記同様パラフィンに包埋
され、４℃にて保存された（Ｂ法）。
【００５４】
　Ａ法、および、Ｂ法で作製されたパラフィン包埋標品は免疫組織染色の適用直前にクリ
オスタットミクロトーム上で薄切され、風乾された後に脱パラフィン処理され染色に供さ
れた。
【００５５】
　次に、別の一断片はＰＬＰ固定液を用いて４℃において６から８時間浸漬された後に４
℃において段階的ショ糖濃度を有するＰＢＳに順次浸潤された（１０％ショ糖濃度のＰＢ
Ｓで４時間、１５％ショ糖濃度のＰＢＳで４時間、および２０％ショ糖で終夜の期間）。
次いで当該断片がＴｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ　ＯＣＴ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ（Ｓａｋｕｒａ　Ｆ
ｉｎｅｔｅｃｈｎｉｃａｌ）中に包埋されドライアイスアセトン浴中で凍結された。凍結
されたブロックはクリオスタットミクロトーム上で薄切され、薄切切片は風乾後－８０℃
にて保存された（Ｃ法）。
【００５６】
　別の一断片はＴｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ　ＯＣＴ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ中に４℃において包埋
されドライアイスアセトン浴中で凍結された。凍結されたブロックはクリオスタットミク
ロトーム上で複数の切片に薄切された後に、当該切片は風乾され下記の異なる方法で固定
化された。その内の一切片は４℃において４％パラホルムアルデヒド中で３０分固定され
た（Ｄ法）。別の一切片は４℃においてアセトン中で１０分固定された（Ｅ法）。更に別
の切片は室温において１０％中性緩衝ホルマリン中で３０分固定された（Ｆ法）。Ｄ法、
Ｅ法およびＦ法による固定化切片はトリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ、５０ｍＭ、ｐＨ７．
４）を用いて５分間、３回洗浄された後に風乾され－８０℃にて保存された。
【００５７】
　前記のように調製された組織切片が以下に示す免疫組織化学的染色に用いられた。一次
抗体として、ＧＣ３３抗体（ＩｇＧ２ａ）または１Ｇ１２抗体（ＢｉｏＭｏｓａｉｃ、Ｉ
ｇＧ１）がそれぞれ２．５μｇ／ｍｌおよび１．０μｇ／ｍｌの濃度で使用された。染色
に際して、染色に必要な試薬はＬＳＡＢ－２ｋｉｔ（Ｄａｋｏ　Ｃｙｔｏｍａｔｉｏｎ）
に同梱された試薬が使用された。染色方法はキット付属の説明書に記載の方法が実施され
た。固定化時間が短時間だったため抗原賦活化は実施されなかった。かかる免疫組織化学
的染色過程において形成された抗原抗体複合体は、ペルオキシダーゼ－ジアミノベンジジ
ン（ＤＡＢ）反応により可視化された。対比染色としてはヘマトキシリンが用いられた。
なお、一次抗体の対照抗体として、ＧＣ３３の場合にはマウスＩｇＧ２および１Ｇ１２の
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場合にはＩｇＧ１が使用された。各方法当たり３例ずつが評価され、その結果が表１に示
されている。
【００５８】
【表１】

【００５９】
　免疫染色における染色性は、以下に示すようなパラメーターによってグレード化された
。すなわち；
ＰＲ（陽性細胞率）グレードについて；
４倍または１０倍の対物レンズを用いた検鏡下での視野中細胞のうち；
（ｉ）前記複合体が検出される細胞の割合が５０％以下の標品を「Ｌ」、
（ｉｉ）前記複合体が検出される細胞の割合が５０％以上７０％未満の標品を「ＭＬ」、
（ｉｉｉ）前記複合体が検出される細胞の割合が７０％以上で９０％未満の標品を「ＭＨ
」、
（ｉｖ）前記複合体が検出される細胞の割合が９０％以上の標品を「Ｈ」、
としてＰＲのグレードが決定され、
ＳＩ（染色強度スコア）について；
（ｉ）軽微陽性の染色を示す標品を「＋１」、
（ｉｉ）弱陽性の染色を示す標品を「＋２」、
（ｉｉｉ）中程度陽性または／および強陽性を伴う、弱陽性の染色を示す標品を「＋３」
、
（ｉｖ）中程度陽性の染色を示す標品を「＋４」、
（ｖ）強陽性の染色を示す標品を「＋５」、
としてＳＩのスコアが決定され、
ＳＰ（細胞膜染色性）について；
４倍または１０倍の対物レンズを用いた検鏡下での視野中細胞のうち；
（ｉ）細胞が細胞膜の一部のみ染色される標品を「Ｉ」、
（ｉｉ）ほとんどの細胞の細胞膜の一部が染色され、一部の細胞の細胞膜が円周状に染色
される標品を「ＩＩ」、
（ｉｉｉ）ほとんどの細胞の細胞膜が円周状に染色される標品を「ＩＩＩ」、
としてＳＰのスコアが決定された。
【００６０】
　ＳＩのスコアの各グレード（＋１、＋２、＋４および＋５）の標準染色像が図１に示さ
れる。ＡはＳＩが＋１の標品を、ＢはＳＩが＋２の標品を、ＣはＳＩが＋４の標品を、Ｄ
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よび＋ＩＩＩ）の染色像が図２に示される。ＡはＳＰがＩの標品を、ＢはＳＩがＩＩＩの
標品をそれぞれ示す。
【００６１】
　Ｃ法からＦ法のいずれの方法で調製された標品のＳＩおよびＳＰのグレードは共に低く
、十分な染色像が得られていないことが示された。また、当該標品における形態的な構造
も保存されていなかった。Ａ法とＢ法との比較においては、Ｂ法で調製された標品のＳＩ
およびＳＰのグレードがいずれも高く（ＳＩが＋３から＋５で、ＳＰがＩＩまたはＩＩＩ
）、ＰＲグレードも９０％以の細胞が陽性（Ｈ）と判定された。一方、Ａ法ではＳＩが＋
３から＋５で、ＳＰがＩまたはＩＩと判定され、ＰＲグレードもＬないしＭＨと判定され
た。ＧＣ３３抗体と１Ｇ１２抗体の相違という点では、ＧＣ３３抗体はいずれも１Ｇ１２
抗体よりもより強い染色像を与えた。
【００６２】
（５）腫瘍組織切片の作製の際の固定化時間および抗原賦活化法の検討
　（３）で作製したＨｅｐＧ２の移植モデルより採取された均一な移植組織片の固定化時
間が以下のように検討された。（４）で記載されたＡ法における１０％中性緩衝ホルマリ
ンによる固定時間を２４時間と７日間とした標品が調製された。また、それぞれの固定時
間で調製された標品は、以下に記載されるオートクレーブ、マイクロウェーブ、プロテア
ーゼのうちのいずれかの賦活化法によりそれぞれ賦活化された。ｔａｒｇｅｔ　ｒｅｔｒ
ｉｅｖａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｐＨ６（ＤＡＫＯ）が１０倍希釈された溶液中で標品を
１２１℃において１０分間のオートクレーブ処理することによって、オートクレーブによ
り賦活化された標品が調製された。同一溶液中において標品を４回、７８０Ｗにて５分間
加熱することによりマイクロウェーブにより賦活化された標品が調製された。Ｈｉｓｔｏ
ｆｉｎｅＨｅｒ２　ｋｉｔ（ＭＯＮＯ）（ニチレイバイオサイエンス）に付属のＡＲ試薬
によって室温にて５分反応された標品もまた別に調製された。
【００６３】
　前記のように調製された組織切片が以下に示す免疫組織化学的染色に用いられた。一次
抗体として、ＧＣ３３抗体（ＩｇＧ２ａ）または１Ｇ１２抗体（ＢｉｏＭｏｓａｉｃ、Ｉ
ｇＧ１）がそれぞれ２．５μｇ／ｍｌおよび１．０μｇ／ｍｌの濃度で使用された。染色
に際して、染色に必要な試薬はＬＳＡＢ－２ｋｉｔに同梱された試薬が使用された。染色
方法はキット付属の説明書に記載の方法が実施された。固定化時間が短時間だったため抗
原賦活化は実施されなかった。かかる免疫組織化学的染色過程において形成された抗原抗
体複合体は、ペルオキシダーゼ－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）反応により可視化された
。対比染色としてはヘマトキシリンが用いられた。なお、一次抗体の対照抗体として、Ｇ
Ｃ３３の場合にはマウスＩｇＧ２および１Ｇ１２の場合にはＩｇＧ１が使用された。各固
定化時間および各賦活化反応が適用された標品当たり３例ずつが評価され、その結果が表
２に示されている。抗原賦活化法の比較において、マイクロウェーブ法はオートクレーブ
法よりも若干優れたＳＩおよびＳＰグレードを示す結果を与えた。一方、プロテアーゼ法
による抗原賦活化処理がされた標品は、そのＰＲグレードおよびＳＩスコアとともにＳＰ
スコアにおいてもその他の抗原賦活化処理がされた標品よりも優れた染色性を示した。
【００６４】
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【表２】

【００６５】
（６）腫瘍組織切片の免疫組織化学染色
（６－１）組織標品の作製および染色
　（２）で作製した移植モデルより採取された移植組織片が１０％中性緩衝ホルマリンに
７日間浸漬することによって固定され、次いで常法に従い当該組織片のパラフィン包埋ブ
ロック標本が作製された。このブロック標本より薄切された組織切片が以下に示す免疫組
織化学的染色に用いられた。
【００６６】
　一次抗体として、ＧＣ３３抗体（ＩｇＧ２ａ）が使用された。染色に際して、染色に必
要な試薬はヒストファインＨＥＲ２キット（ＭＯＮＯ）（ニチレイバイオサイエンス）に
同梱された試薬が使用された。一次抗体としてＧＣ３３抗体を使用した以外は、染色方法
はキット付属の説明書に記載の方法が実施された。なお、抗原賦活化処理としては、プロ
テアーゼ処理（同キットに付属しているプロテアーゼを用いて室温にて５分間の反応に供
する処理）または、１０倍希釈したＴａｒｇｅｔ　Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ　Ｓｏｌｕｔｉｏ
ｎ（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）中で１２１℃にて１０分間オートクレーブ処理が実
施された。かかる免疫組織化学的染色過程において形成された抗原抗体複合体は、ペルオ
キシダーゼ－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）反応により可視化された。対比染色としては
ヘマトキシリンが用いられた。なお、一次抗体の対照抗体として、マウスＩｇＧ２が使用
された。
【００６７】
（６－２）染色結果の評価
　マウス抗ヒトグリピカン３抗体を用いた免疫染色による染色性が、下記に示される３つ
のパラメーター（陽性細胞率：ＰＲ、染色強度：ＳＩ、細胞膜染色パターン：ＳＰ）によ
って評価された。
【００６８】
　すなわち；
ＰＲ（陽性細胞率）値を；
４倍または１０倍の対物レンズを用いた検鏡下での視野中細胞のうち；
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（ｉ）前記複合体が検出される細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）当該割合が２０％未満の検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）当該割合が２０％以上で５０％未満の検体のスコアを２、
（ｉｖ）当該割合が５０％以上の検体のスコアを３としてＰＲのスコアを算出し、
細胞質の染色性を反映する（ＳＩ－Ｃｐ）（細胞質染色強度）値を；
検鏡下での視野中細胞の細胞質において、
（ｉ）前記検鏡が４倍または１０倍の対物レンズを用いられた場合に前記複合体が検出さ
れる細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）前記検鏡が１０倍の対物レンズを用いられた場合に不明りょうであるがうっすら
と陽性反応が認められる検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）４倍の対物レンズでうっすらと陽性反応が認められる検体のスコアを２、
（ｉｖ）４倍の対物レンズでも十分認識可能である陽性反応が認められる検体のスコアを
３、
（ｖ）４倍の対物レンズで、明確に認識され強い陽性反応が認められる検体のスコアを４
としてＳＩ－Ｃｐのスコアを算出し、
細胞膜の染色性を反映する（ＳＩ－Ｃｍ）（細胞膜の染色強度）値を；
検鏡下での視野中細胞の細胞膜において、
（ｉ）前記検鏡が４倍または１０倍の対物レンズを用いられた場合に前記複合体が検出さ
れる細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）前記検鏡が１０倍の対物レンズを用いられた場合に不明りょうであるがうっすら
と陽性反応が認められる検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）４倍の対物レンズ不明りょうであるが１０倍の対物レンズで十分認識可能であ
る陽性反応が認められる検体のスコアを２、
（ｉｖ）４倍の対物レンズでも十分認識可能である陽性反応が認められる検体のスコアを
３、
（ｖ）４倍の対物レンズで、明確に認識され強い陽性反応が認められる検体のスコアを４
としてＳＩ－Ｃｍのスコアを算出し、
ＳＰ（細胞膜染色パターン）値を；
検鏡下での視野中細胞の細胞膜における前記複合体の検出において、
（ｉ）細胞膜における陽性反応が認められない検体のスコアを０、
（ｉｉ）陽性反応が認められる細胞のうち２０％未満の細胞が完全な膜染色を示す検体の
スコアを１、
（ｉｉｉ）陽性反応が認められる細胞のうち２０％以上で５０％未満の細胞が完全な膜染
色を示す検体のスコアを２、
（ｉｖ）陽性反応が認められる細胞のうち５０％以上の細胞が完全な膜染色を示す検体の
スコアを３としてＳＰのスコアを算出する；
方法によって各パラメーターが数値化された。なお、ＳＩ－Ｃｍを用いて算出されるトー
タルスコアはＩＲＣｍ、ＳＩ－Ｃｐを用いて算出されるトータルスコアはＩＲＣｐと表記
された。
【００６９】
（６－３）染色性の評価
　ＨｕＨ－７およびＨｅｐＧ２が移植された動物モデルから由来する組織標品がオートク
レーブ処理された場合の染色像が図３に示される。ＡはＨｕＨ－７移植モデルから調製さ
れた切片にオートクレーブ処理による熱誘導抗原賦活化処理をした標品の染色像を、Ｂは
ＨｕＨ－７移植モデルから調製された切片にプロテアーゼ抗原賦活化処理をした標品の染
色像を、ＣはＨｅｐＧ２移植モデルから調製された切片にオートクレーブ処理による熱誘
導抗原賦活化処理をした標品の染色像を、ＤはＨｅｐＧ２移植モデルから調製された切片
にプロテアーゼ抗原賦活化処理をした標品の染色像を表す。
【００７０】
　また、個別の染色パラメーターのスコアが表３に示されている。ＨｕＨ－７およびＨｅ
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ｐＧ２が移植された動物モデルから由来する組織標品から算出されるＩＲＣｐの値はいず
れも７で、ＨｕＨ－７とＨｅｐＧ２間でその値の差は観察されなかった。また、それらの
ＩＲＣｍの値はいずれも５であり、両者間でその値の差はみられなかった。（表３および
図３）。
【００７１】
【表３】

【００７２】
　一方、ＨｕＨ－７およびＨｅｐＧ２が移植された動物モデルから由来する組織標品に対
してプロテアーゼ処理が施された場合の個別の染色パラメーターのスコアも表３に示され
ている。プロテアーゼ処理が施された組織標品から得られるＳＩ－ＣｍおよびＳＩ－Ｃｐ
のスコアは、オートクレーブ処理された標品から得られるそれらの値と比べて高い傾向が
観察された。個別の染色パラメーターから算出されるトータルスコアとしては、ＨｕＨ－
７およびＨｅｐＧ２が移植された組織標品から得られたＩＲＣｐの値は、それぞれ４およ
び８であった。また、ＨｕＨ－７およびＨｅｐＧ２が移植された組織標品から得られたＩ
ＲＣｍの値は、それぞれ４および９であった（表３および図３）。図３最下段の写真に示
されるように、プロテアーゼ処理した組織標品が染色された場合にあっては、グリピカン
３を発現していない細胞、グリピカン３を中等度に発現した細胞、グリピカン３を強く発
現した細胞がそれぞれ明確に区別され得る。これに対して、オートクレーブ処理された組
織標品を染色した場合にあっては、そのような定量性が得られなかった。更に、オートク
レーブ処理された組織標品を染色した場合にあっては、炎症細胞等に対する非特異的反応
が頻繁に認められた。
【００７３】
　以上の結果から、オートクレーブ処理と比較してプロテアーゼ処理による抗原賦活化は
、グリピカン３の発現量の違いがより正確に反映される方法であることが示された。また
、組織標品の細胞膜の染色性の観点からは、オートクレーブ処理と比較してプロテアーゼ
処理が優れていることが明らかとされた。
【００７４】
　（実施例２）
ヒト肝細胞癌組織標品を用いたＧＰＣ３免疫染色におけるプロテアーゼによる抗原賦活化
効果
（１）ヒト肝細胞癌サンプルにおける免疫組織化学染色
（１－１）標本作製および染色方法
　ヒト肝細胞癌サンプルが１０％中性緩衝ホルマリンに一定時間以上浸漬固定された。次
に、常法に従いパラフィン包埋ブロック標本が作製された。上記ブロック標本より薄切さ
れた組織切片が免疫組織化学的染色に用いられた。免疫組織化学染色は実施例１と同様の
手法により、実施された。
【００７５】
（１－２）染色結果の評価方法
　実施例１（６－２）の記載に基づいて、マウス抗ヒトＧＰＣ３抗体免疫染色による染色
性が下記に示される３つのパラメーター（陽性細胞率：ＰＲ、染色強度：ＳＩ、細胞膜染
色パターン：ＳＰ）によって評価された。
【００７６】
　すなわち；
ＰＲ（陽性細胞率）値を；
４倍または１０倍の対物レンズを用いた検鏡下での視野中細胞のうち；
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（ｉ）前記複合体が検出される細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）当該割合が２０％未満の検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）当該割合が２０％以上で５０％未満の検体のスコアを２、
（ｉｖ）当該割合が５０％以上の検体のスコアを３としてＰＲのスコアを算出し、
細胞質の染色性を反映する（ＳＩ－Ｃｐ）（細胞質染色強度）値を；
検鏡下での視野中細胞の細胞質において、
（ｉ）前記検鏡が４倍または１０倍の対物レンズを用いられた場合に前記複合体が検出さ
れる細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）前記検鏡が１０倍の対物レンズを用いられた場合に不明りょうであるがうっすら
と陽性反応が認められる検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）４倍の対物レンズでうっすらと陽性反応が認められる検体のスコアを２、
（ｉｖ）４倍の対物レンズでも十分認識可能である陽性反応が認められる検体のスコアを
３、
（ｖ）４倍の対物レンズで、明確に認識され強い陽性反応が認められる検体のスコアを４
としてＳＩのスコアを算出し、
細胞膜の染色性を反映する（ＳＩ－Ｃｍ）（細胞膜の染色強度）値を；
検鏡下での視野中細胞の細胞膜において、
（ｉ）前記検鏡が４倍または１０倍の対物レンズを用いられた場合に前記複合体が検出さ
れる細胞の割合がゼロの検体のスコアを０、
（ｉｉ）前記検鏡が１０倍の対物レンズを用いられた場合に不明りょうであるがうっすら
と陽性反応が認められる検体のスコアを１、
（ｉｉｉ）４倍の対物レンズで不明りょうであるが１０倍の対物レンズで十分認識可能で
ある陽性反応が認められる検体のスコアを２、
（ｉｖ）４倍の対物レンズでも十分認識可能である陽性反応が認められる検体のスコアを
３、
（ｖ）４倍の対物レンズで、明確に認識され強い陽性反応が認められる検体のスコアを４
としてＳＩのスコアを算出し、
ＳＰ（細胞膜染色パターン）値を；
検鏡下での視野中細胞の細胞膜における前記複合体の検出において、
（ｉ）細胞膜における陽性反応が認められない検体のスコアを０、
（ｉｉ）陽性反応が認められる細胞のうち２０％未満の細胞が完全な膜染色を示す検体の
スコアを１、
（ｉｉｉ）陽性反応が認められる細胞のうち２０％以上で５０％未満の細胞が完全な膜染
色を示す検体のスコアを２、
（ｉｖ）陽性反応が認められる細胞のうち５０％以上の細胞が完全な膜染色を示す検体の
スコアを３としてＳＰのスコアを算出する；
方法によって各パラメーターが数値化された。
【００７７】
　また、併せて、非特異的染色（バックグラウンド）の程度（炎症性細胞や間質の染色性
から判断される）についても評価が行われた。
【００７８】
（１－３）結果および結論
　抗原賦活化処理をした標品の染色像が図４に示される。Ａは症例Ａの検体から調製され
た切片にオートクレーブ処理による熱誘導抗原賦活化処理をした標品の染色像を、Ｂは症
例Ａの検体から調製された切片にプロテアーゼ抗原賦活化処理をした標品の染色像を、Ｃ
は症例Ｂの検体から調製された切片にオートクレーブ処理による熱誘導抗原賦活化処理を
した標品の染色像を、Ｄは症例Ｂの検体から調製された切片にプロテアーゼ抗原賦活化処
理をした標品の染色像を、Ｅは症例Ｃの検体から調製された切片にオートクレーブ処理に
よる熱誘導抗原賦活化処理をした標品の染色像を、Ｆは症例Ｃの検体から調製された切片
にプロテアーゼ抗原賦活化処理をした標品の染色像をそれぞれ表す。
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【００７９】
　図４および表４に示されるように、オートクレーブ処理がされた組織標品においては、
症例Ａ、Ｂ、Ｃいずれも図中の肝細胞癌領域において、ＰＲのスコアが３（５０％以上の
領域で陽性）であった。また、膜染色強度および膜染色パターンについては、症例Ａおよ
びＢでは、膜局在がみられなかった（ＳＩ－Ｃｍ＝０およびＳＰ－Ｃｍ＝０）のに対し、
症例Ｃでは、膜発現が認められ、スコアはそれぞれＳＩ－Ｃｍ＝１、ＳＰ－Ｃｍ＝２であ
った。なお、いずれの症例でも、炎症性細胞や間質において、図４症例Ｂの写真に示され
るような非特異的陽性反応が認められる傾向があった。
【００８０】
【表４】

【００８１】
　一方、プロテアーゼ処理がされた組織標品においては、ＰＲのスコアが症例Ａでは、１
（２０％未満の領域が陽性）、症例Ｂでは２（２０－５０％の領域で陽性）、症例Ｃでは
３（５０％以上の領域で陽性）であった。また、膜染色強度および膜染色パターンについ
ては、症例Ａの各スコアはＳＩ－Ｃｍ＝１およびＳＰ－Ｃｍ＝１であった。また症例Ｂの
各スコアは、ＳＩ－Ｃｍ＝３およびＳＰ－Ｃｍ＝２であった。症例Ｃにおいては、明瞭な
膜発現が認められ、その各スコアはそれぞれＳＩ－Ｃｍ＝４、ＳＰ－Ｃｍ＝３であった。
なお、オートクレーブ処理がされた組織標品とは異なり、プロテアーゼ処理がされた組織
標品では、非特異的陽性反応はほとんど認められなかった。
【００８２】
　以上の結果から、オートクレーブと比較してプロテアーゼ処理による抗原賦活化法は、
臨床肝細胞癌サンプルを用いたＧＰＣ３免疫染色において、ＧＰＣ３の発現量の違いをよ
り正確に反映する方法である可能性が示唆された。また、細胞膜染色性についても、プロ
テアーゼ処理が優れていることが明らかとなった。さらに、プロテアーゼ法では、非特異
的陽性反応が最小限であることから、抗ＧＰＣ３抗体による特異的陽性反応をより的確に
捉えることが可能であることが示された。
【００８３】
　（実施例３）
ＧＰＣ３発現ヒト肝癌細胞株移植マウスモデルに対する抗ＧＰＣ３抗体の薬効
（１）細胞株
　移植に供する細胞としてＨｕＨ－７細胞およびＨｅｐＧ２細胞が用いられた。ＨｕＨ－
７細胞は１０％ＦＢＳ（ＢＩＯＮＥＴ）を含むＤｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｄ　
Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ培地（ＳＩＧＭＡ）中で、ＨｅｐＧ２細胞は１０％ＦＢＳ
、１ｍｍｏｌ／ｌ　ＭＥＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｐｙｒｕｖａｔｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
、１ｍｍｏｌ／ｌ　ＭＥＭ　Ｎｏｎ－Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄ（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含むＭｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ　Ｅａｇ
ｌｅ培地（ＳＩＧＭＡ）中で、それぞれ維持継代された。
【００８４】
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（２）ヒト肝癌細胞株移植マウスモデルの作製
　各細胞が、上述の継代用培地とＭａｔｒｉｇｅｌ　Ｍａｔｒｉｘ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅ）とをそれぞれ等量含む溶液を用いて１ｍｌ当たり５×１０７個細胞になるよう
に調製された。細胞の移植前日に、あらかじめ１００μｌの抗アシアロＧＭ１抗体（和光
純薬、１バイアルが５ｍｌのＰＢＳで溶解されたもの）がその腹腔内へ投与されたＳＣＩ
Ｄマウス（オス、５週齢、日本クレア）の腹部皮下へ、１００μｌの当該細胞懸濁液が移
植された。すなわち、マウス一匹当たり５×１０６細胞が投与された。腫瘍体積は以下の
式にて算出され、腫瘍体積の平均が１１７～３３０ｍｍ３になった時点でモデルが成立し
たものとした。
　式１：腫瘍体積＝長径×短径×短径／２
【００８５】
（３）投与抗体の調製
　治療用抗体として、ヒト化抗ヒトＧＰＣ３モノクローナル抗体（クローン名：ｈＧＣ３
３、公開出願　ＷＯ２００６／００６６９３に記載されている。）が投与の当日に、濾過
滅菌されたＰＢＳを用いて、０．５ｍｇ／ｍｌ、０．１ｍｇ／ｍｌまたは０．０５ｍｇ／
ｍｌになるように調製され、それぞれ５ｍｇ／ｋｇ投与群、１ｍｇ／ｋｇ投与群、０．５
ｍｇ／ｋｇ投与群に対する投与試料として用いられた。
【００８６】
（４）抗体投与
　（２）で記載したように作製されたＨｕＨ－７細胞移植マウスモデルに対してはその移
植後２０日目より、ＨｅｐＧ２細胞移植マウスモデルに対してはその移植後２６日より、
それぞれ週に１回ずつ、三週間の間にわたり、上記（３）で調製された投与試料が１０ｍ
ｌ／ｋｇの用量で尾静脈より投与された。陰性対照として、濾過滅菌したＰＢＳ（Ｖｅｈ
ｉｃｌｅ）が前記と同様に週に１回ずつ、三週間の間にわたり、１０ｍｌ／ｋｇの用量で
尾静脈より投与された。いずれの群も、１群当たり５～６匹のマウスから構成された。
【００８７】
（５）抗腫瘍効果の評価
　ｈＧＣ３３抗体のヒト肝癌移植マウスモデルにおける抗腫瘍効果が、腫瘍体積の継時変
化（図５Ａ）および最終投与日より一週間後の腫瘍湿重量（図５Ｂ）で評価された。図５
Ａは、ＨｅｐＧ２移植マウスモデルにおける腫瘍体積の継時変化を表す図である。菱形は
ベヒクルを投与した群、四角はｈＧＣ３３抗体を１ｍｇ／ｋｇで投与した群、丸はｈＧＣ
３３抗体を５ｍｇ／ｋｇで投与した群の腫瘍体積の経時変化を表す。ｈＧＣ３３抗体を投
与した時点を矢印で示す。図中＊は有意差検定による有意水準ＰがＰ＜０．０５であるこ
とを表す。また、図中＊＊は有意差検定による有意水準ＰがＰ＜０．０００１であること
を表す。図５Ｂは、ＨｕＨ－７移植マウスモデルにおける腫瘍体積の継時変化を表す図で
ある。菱形はベヒクルを投与した群、四角はｈＧＣ３３抗体を１ｍｇ／ｋｇで投与した群
、丸はｈＧＣ３３抗体を５ｍｇ／ｋｇで投与した群の腫瘍体積の経時変化を表す。ｈＧＣ
３３抗体を投与した時点を矢印で示す。図中＊は有意差検定による有意水準ＰがＰ＜０．
０５であることを表す。また、図中＊＊は有意差検定による有意水準ＰがＰ＜０．０００
１であることを表す。図５Ｃは、ＨｅｐＧ２移植マウスモデルにおける、最終投与日から
一週間後の腫瘍湿重量を示す図である。図中＊は有意差検定による有意水準ＰがＰ＜０．
０５であることを表す。また、図中＊＊は有意差検定による有意水準ＰがＰ＜０．０００
１であることを表す。図５Ｄは、ＨｕＨ－７移植マウスモデルにおける、最終投与日から
一週間後の腫瘍湿重量を示す図である。図中＊は有意差検定による有意水準ＰがＰ＜０．
０５であることを表す。また、図中＊＊は有意差検定による有意水準ＰがＰ＜０．０００
１であることを表す。
【００８８】
　統計解析に際してはＳＡＳ前臨床パッケージ（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）が用いら
れた。最終測定日の腫瘍体積が用いられて、有意差検定がＤｕｎｎｅｔｔ型多重比較法に
よって評価された。その結果、図５Ａおよび図５Ｂに示すように、ｈＧＣ３３抗体投与群
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における腫瘍の増殖は、Ｖｅｈｉｃｌｅ投与群におけるそれと比較して有意に抑制されて
いることが認められた。また、抗体の薬効はＨｅｐＧ２細胞移植モデルにおいて比較的強
く、ＨｕＨ－７細胞移植モデルにおいては比較的弱いことが明らかとなった。
【００８９】
　以上より、プロテアーゼ抗原賦活化法によって調製された組織標本の免疫組織染色によ
る解析結果から抗原の発現量が高く、細胞膜局在性の発現態様を示すと判定されるＨｅｐ
Ｇ２細胞が移植されたマウスモデルに対して高い抗腫瘍効果を示すことが明らかとなった
。これに対して前記の解析結果から抗原の発現量が低いと診断されるＨｕＨ－７細胞が移
植されたマウスモデルに対しては低い抗腫瘍効果を示すことが明らかとなった。こうした
相違は従来の熱誘導抗原賦活化法による解析では導き出すことができない結論であり、従
来の熱誘導抗原賦活化法とプロテアーゼ抗原賦活化法を組み合わせることによってＧＰＣ
３抗体の薬効を有効に判断できることが明らかとなった。
【００９０】
　本明細書中で引用した全ての刊行物、特許及び特許出願をそのまま参考として本明細書
中にとり入れるものとする。
［配列表］
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