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(57)【要約】

要約

　特定のポリペプチドの発現を指標とする癌の検出方法

が開示されている。これらのポリペプチドは、イヌ精巣

由来cDNAライブラリーと担癌犬の血清を用いたSEREX法

により、担癌生体由来の血清中に存在する抗体と結合す

るポリペプチドとして単離されたものである。これらの

ポリペプチドは、癌患者の血清中に特異的に存在する抗

体と反応するので、試料中の該抗体を測定すれば、生体

内の癌を検出することができる。また、該抗体の抗原タ

ンパク質自体又はそれをコードするｍＲＮＡを測定する

ことによっても、生体内の癌を検出することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 生 体 か ら 分 離 さ れ た 試 料 に 対 し て 行 な う 方 法 で あ っ て 、 以 下 の (a)～ (d)の 少 な く と も い

ず れ か １ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 癌 の 検 出 方 法 。

(a)　 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 抗

原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 す る 、 前 記 生 体 内 で 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、

(b)　 カ ル メ ジ ン 、

(c)　 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 中 心 体 タ ン パ ク 質 に

対 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

(d)　 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 相 互 作 用 因 子 １ １ （ thyroid hormone receptor interactor 1

1） 。

【 請 求 項 ２ 】

　 前 記 (a)の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド

又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド と ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 前 記 (c)の ポ リ

ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ６ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 中 心 体 タ ン パ ク 質 又

は 該 中 心 体 タ ン パ ク 質 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ 記 載

の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 生 体 が イ ヌ 、 ヒ ト 又 は ネ コ で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 生 体 が イ ヌ で あ り 、 測 定 す べ き 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４

２ 及 び ４ ５ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ３ 記 載

の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 前 記 生 体 が イ ヌ で あ り 、 測 定 す べ き 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 及 び

４ ５ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 生 体 が ヒ ト で あ り 、 測 定 す べ き 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ４ 、 １ ８ 、 ２ ８ 及 び

４ ７ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 測 定 は 、 前 記 試 料 に 含 ま れ 得 る 、 測 定 す べ き 前 記 ポ リ ペ プ チ

ド に 対 し 前 記 生 体 内 で 誘 導 さ れ た 抗 体 を 免 疫 測 定 す る こ と に よ り 行 わ れ る 請 求 項 １ な い し

６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 以 下 の (e)～ (h)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い た 免 疫 測 定 に よ り 行 な わ れ

る 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。

(e)　 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

(f)　 配 列 番 号 １ ６ 又 は １ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

(g)　 配 列 番 号 ２ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成

る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 １ ５ １ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個

以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 配 列 番 号 ２ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連

続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 １ ５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番

ア ミ ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、

(h)　 配 列 番 号 ４ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成

る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以

上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 配 列 番 号 ４ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続

す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ

ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ９ 】

　 前 記 (g)の ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ５ １ ４ 番 ～ ２

３ ３ ９ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み 、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は

、 配 列 番 号 ２ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含

み 、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 前 記 (h)の ポ リ ペ プ チ ド が

、 配 列 番 号 ４ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み

、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 配 列 番 号 ４ ７ に 示 さ れ る ア ミ

ノ 酸 配 列 中 の ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み 、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か

ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 前 記 (g)の ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ３ ５ 又 は ３ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ

リ ペ プ チ ド で あ り 、 前 記 (h)の ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ５ ４ 又 は ５ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ

酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 前 記 (a)～ (d)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 測 定 は 、 前 記 試 料 中 に 含 ま れ 得 る 該 ポ

リ ペ プ チ ド を 免 疫 測 定 す る こ と に よ り 行 な わ れ る 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載

の 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 前 記 試 料 が 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 又 は 胸 水 で あ る 請 求 項 １ な い し １ １ の い ず れ か １ 項 に 記

載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 前 記 (a)～ (d)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 測 定 は 、 前 記 試 料 中 に 含 ま れ 得 る 、 該

ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRN Aを 測 定 す る こ と に よ り 行 わ れ る 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ

か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 前 記 mRN Aの 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用

い て 、 前 記 試 料 中 の 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 量 を 調 べ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 前 記 生 体 が イ ヌ で あ り 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 １ 、 １ ５ 、 ２ ５ 、 ４ １ 及 び ４

４ の い ず れ か に 示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド で あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 前 記 生 体 が ヒ ト で あ り 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 ３ 、 １ ７ 、 ２ ７ 及 び ４ ６ の い

ず れ か に 示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

で あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ７ 】

　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ で あ る 請 求 項 １ ４ な い し １ ６ の い ず れ

か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ８ 】

　 前 記 試 料 が 組 織 又 は 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ３ な い し １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ９ 】

　 前 記 癌 が 、 脳 腫 瘍 、 頭 、 首 、 肺 、 子 宮 、 ま た は 食 道 の 扁 平 上 皮 癌 、 メ ラ ノ ー マ 、 肺 ま た

は 子 宮 の 腺 癌 、 腎 癌 、 悪 性 混 合 腫 瘍 、 肝 細 胞 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 勅 細 胞 腫 様 歯 肉 腫 、 口 腔 内

腫 瘤 、 肛 門 周 囲 腺 癌 、 肛 門 嚢 腫 瘤 、 肛 門 嚢 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 セ ル ト リ 細 胞 腫 、 膣 前 庭 癌 、

皮 脂 腺 癌 、 皮 脂 腺 上 皮 腫 、 脂 腺 腺 腫 、 汗 腺 癌 、 鼻 腔 内 腺 癌 、 鼻 腺 癌 、 甲 状 腺 癌 、 大 腸 癌 、

気 管 支 腺 癌 、 腺 癌 、 腺 管 癌 、 乳 腺 癌 、 複 合 型 乳 腺 癌 、 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 、 乳 管 内 乳 頭 状 腺

癌 、 線 維 肉 腫 、 血 管 周 皮 腫 、 骨 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 軟 部 組 織 肉 腫 、 組 織 球 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、

未 分 化 肉 腫 、 肺 癌 、 肥 満 細 胞 腫 、 皮 膚 平 滑 筋 腫 、 腹 腔 内 平 滑 筋 腫 、 平 滑 筋 腫 、 慢 性 型 リ ン

パ 球 性 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 消 化 管 型 リ ン パ 腫 、 消 化 器 型 リ ン パ 腫 、 小 ～ 中 細 胞 型 リ ン パ 腫

、 副 腎 髄 質 腫 瘍 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 、 褐 色 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 （ 移 行 上 皮 癌 ） 、 化 膿 性 炎 症 、 腹 腔
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内 肝 臓 腫 瘍 、 肝 臓 癌 、 形 質 細 胞 腫 、 悪 性 血 管 外 膜 細 胞 腫 、 血 管 肉 腫 、 肛 門 嚢 腺 癌 、 口 腔 癌

、 転 移 性 悪 性 黒 色 腫 、 メ ラ ニ ン 欠 乏 性 悪 性 黒 色 腫 、 皮 膚 悪 性 黒 色 腫 、 悪 性 筋 上 皮 腫 、 悪 性

精 巣 上 皮 腫 、 精 細 胞 腫 （ セ ミ ノ ー マ ） 、 大 腸 腺 癌 、 胃 腺 癌 、 低 グ レ ー ド 皮 脂 腺 癌 、 耳 垢 腺

癌 、 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 低 分 化 型 ア ポ ク リ ン 汗 腺 癌 、 悪 性 線 維 性 組 織 球 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、

間 葉 系 悪 性 腫 瘍 、 脂 肪 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 起 原 不 明 の 肉 腫 、 軟 部 肉 腫 （ 紡 錘 形 細 胞 腫 瘍 ） 、 低

分 化 肉 腫 、 滑 膜 肉 腫 、 血 管 肉 腫 、 転 移 性 悪 性 上 皮 腫 瘍 、 管 状 乳 腺 腺 癌 、 乳 腺 導 管 癌 、 炎 症

性 乳 癌 、 胚 細 胞 腫 、 白 血 病 、 浸 潤 性 毛 包 上 皮 腫 、 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、 多 中 心 型 リ ン パ 腫 、

骨 肉 腫 （ 乳 腺 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (PatnaikII型 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (GradeII） 及 び 平 滑 筋 肉 腫 か ら

な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の 癌 で あ る 請 求 項 １ な い し １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載

の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

　 前 記 (a)～ (d)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 が 多 い 場 合 に 癌 の 悪 性 度 が 高 く な る こ

と に 基 づ き 、 癌 の 悪 性 度 を さ ら に 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ な い し １ ９ の い ず れ か １

項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ １ 】

　 前 記 (a)～ (d)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 が 多 い 場 合 に 癌 の 進 行 度 が 進 ん で い る

こ と に 基 づ き 、 癌 の 進 行 度 を さ ら に 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ な い し ２ ０ の い ず れ か

１ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

　 前 記 (a)～ (d)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 が 低 下 す る か 否 か に よ っ て 、 癌 の 治 療

効 果 を さ ら に モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ な い し ２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の

方 法 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

　 以 下 の (i)～ (l)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 体 内 で 誘 導 さ れ る 抗 体 と 抗 原 抗 体

反 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 癌 検 出 試 薬 。

(i)　 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

(j)　 カ ル メ ジ ン 、

(k)　 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 中 心 体 タ ン パ ク 質 、

(l)　 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 相 互 作 用 因 子 １ １ 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

　 前 記 (k)の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続 す る ５ ０ ０

個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 １ ５ １ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 ア ミ ノ 酸 の 領

域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 配 列 番 号 ２ ８ に 示 さ

れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、

１ ５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ

ペ プ チ ド で あ り 、 前 記 (l)の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ４ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番

ア ミ ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 配 列 番

号 ４ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ

ド で あ っ て 、 ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸

を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 試 薬 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

　 前 記 (k)の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ５ １ ４ 番 ～ ２

３ ３ ９ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み 、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は

、 配 列 番 号 ２ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含

み 、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 前 記 (l)の ポ リ ペ プ チ ド は

、 配 列 番 号 ４ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み

、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 配 列 番 号 ４ ７ に 示 さ れ る ア ミ

ノ 酸 配 列 中 の ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み 、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か

ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 試 薬 。
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【 請 求 項 ２ ６ 】

　 前 記 (k)の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ３ ５ 又 は ３ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ

リ ペ プ チ ド で あ り 、 前 記 (l)の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ５ ４ 又 は ５ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ

酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 試 薬 。

【 請 求 項 ２ ７ 】

　 以 下 の (m)～ (p)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド と 抗 原 抗 体 反 応 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性

断 片 を 含 む 癌 検 出 試 薬 。

(m)　 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 抗

原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 し 生 体 内 で 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、

(n)　 カ ル メ ジ ン 、

(o)　 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 中 心 体 タ ン パ ク 質 に

対 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 し 生 体 内 で 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド

、

(p)　 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 相 互 作 用 因 子 １ １ 。

【 請 求 項 ２ ８ 】

　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ４ １ 、 ４ ４ 及 び ４ ６ の い ず れ か に

示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 癌

検 出 試 薬 。

【 請 求 項 ２ ９ 】

　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ４ １ 、

４ ４ 及 び ４ ６ の い ず れ か に 示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 連 続 す る １ ８ 塩 基 以 上 か ら 成 る 請 求 項 ２

８ 記 載 の 試 薬 。

【 請 求 項 ３ ０ 】

　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ で あ る 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ 記 載 の 試

薬 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 新 規 な 癌 の 検 出 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 癌 は 全 死 亡 原 因 の 第 一 位 を 占 め る 疾 患 で あ り 、 現 在 行 わ れ て い る 治 療 は 手 術 療 法 を 主 体

に 放 射 線 療 法 と 化 学 療 法 を 組 み 合 わ せ た 、 対 処 療 法 が 主 と な っ て い る 。 こ れ ま で 医 療 技 術

の 発 達 に よ り 、 早 期 発 見 で き れ ば 癌 は 治 せ る 可 能 性 の 高 い 病 と な っ て き て い る 。 そ の た め

、 癌 患 者 の 体 力 的 、 経 済 的 負 担 な く 、 血 清 や 尿 な ど を 用 い て 簡 便 に 検 査 で き る 癌 の 検 出 方

法 が 求 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 血 液 や 尿 を 用 い た 癌 診 断 法 と し て 、 最 近 で は 腫 瘍 マ ー カ ー な ど の 腫 瘍 生 産 物 を 測 定 す る

方 法 が 普 及 し て き た 。 腫 瘍 生 産 物 と は 、 腫 瘍 に 関 連 す る 抗 原 、 酵 素 、 特 定 の タ ン パ ク 質 、

代 謝 産 物 、 腫 瘍 遺 伝 子 、 腫 瘍 遺 伝 子 生 産 物 お よ び 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 な ど を さ し 、 癌 胎 児 性 抗

原 CEA、 糖 タ ン パ ク 質 CA19-9、 CA125、 前 立 腺 特 異 抗 原 PSA、 甲 状 腺 で 産 生 さ れ る ペ プ チ ド

ホ ル モ ン で あ る カ ル シ ト ニ ン な ど が 一 部 の 癌 で 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 癌 診 断 に 活 用 さ れ て い

る 。 し か し 多 く の 癌 種 に お い て は 、 癌 診 断 に 有 用 な 腫 瘍 マ ー カ ー は 存 在 し な い 。 ま た 、 現

在 知 ら れ て い る 腫 瘍 マ ー カ ー の 大 部 分 は 、 体 液 中 に は ご く 微 量 （ pg/mLオ ー ダ ー 程 度 ） し

か 存 在 し な い た め 、 そ れ ら を 検 出 す る た め に は 、 高 感 度 な 測 定 法 や 特 殊 な 技 術 が 必 要 と さ

れ る 。 こ の よ う な 現 状 の 中 で 、 各 種 癌 を 簡 便 な 操 作 で 高 感 度 に 検 出 で き る 新 規 な 癌 検 査 手

段 が 提 供 さ れ れ ば 、 各 種 癌 に 対 す る 診 断 用 途 が 開 か れ る と 期 待 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ま た 、 癌 の 検 出 が 可 能 な だ け で な く 、 目 に 見 え な い 部 分 に 発 生 し た 癌 診 断 、 癌 の 進 行 度

診 断 、 癌 の 悪 性 度 や 術 後 の 経 過 診 断 、 再 発 診 断 、 転 移 診 断 、 治 療 の モ ニ タ リ ン グ な ど が 可
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能 で あ れ ば 、 非 常 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 具 体 的 に は 、 目 に 見 え な い 部 分 に 発 生 し た 癌 診 断 が 可 能 と な れ ば 、 腹 腔 内 な ど 気 づ き に

く い 部 分 の 癌 の 早 期 発 見 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 腫 瘍 が 肉 眼 で 確 認 で き る ほ ど 大 き く な い 場

合 、 超 音 波 検 査 ・ CT（ コ ン ピ ュ ー タ ト モ グ ラ フ ィ ー ） ・ M RI（ 核 磁 気 共 鳴 イ メ ー ジ ン グ ）

で も 発 見 で き な い よ う な 癌 を 発 見 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 ま た 、 癌 の 進 行 度 に つ い て は 、 腫 瘍 の 原 発 部 位 で の 拡 が り の 程 度 と 、 所 属 リ ン パ 節 ・ 遠

隔 臓 器 へ の 転 移 の 有 無 と に 基 づ き 分 類 さ れ る 。 一 般 に 、 ス テ ー ジ と 呼 ば れ る 病 期 は 5段 階

に 分 類 さ れ て お り 、 数 字 が 大 き く な る ほ ど 進 行 し て い る 。 厳 密 に は 臓 器 に よ っ て 定 義 が 異

な る が 、 例 え ば 病 期 0は 上 皮 内 に 留 ま っ て い る 癌 、 病 期 IVは 遠 隔 転 移 を 起 こ し て い る よ う

な 癌 で あ る 。 こ う い っ た 癌 の 進 行 度 が わ か っ た 場 合 に は 、 適 切 な 治 療 方 針 の 決 定 の ほ か に

、 抗 癌 剤 治 療 効 果 診 断 が 可 能 と な る 。 治 療 方 針 の 決 定 の 具 体 例 と し て は 、 前 立 腺 癌 な ど は

悪 性 度 が 非 常 に 低 く 、 ほ と ん ど 進 行 し な い ま ま 治 療 を 必 要 と し な い も の も 存 在 す る 一 方 、

骨 な ど に 転 移 を 起 こ し て 痛 み を 伴 っ て 患 者 を 死 に 至 ら し め る よ う な 進 行 性 の も の も 存 在 す

る 。 ホ ル モ ン 療 法 や 摘 出 手 術 な ど の 治 療 に は そ れ ぞ れ 副 作 用 が 伴 う た め 、 治 療 法 を 適 切 に

判 断 し 決 定 す る 必 要 が あ る 。 ま た 、 抗 癌 剤 選 択 が 適 切 か 否 か や 、 抗 癌 剤 投 与 を 終 え る タ イ

ミ ン グ な ど を 適 切 に 判 断 す る こ と が で き れ ば 、 患 者 の 体 力 的 、 経 済 的 負 担 も 軽 減 で き る 。

そ の た め 、 進 行 度 が 診 断 で き る こ と は 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 癌 細 胞 は 特 徴 の 一 つ に 幼 若 化 す な わ ち 脱 分 化 す る と い う 性 質 が あ る 。 一 部 の 癌 を 除 い て

、 低 分 化 あ る い は 未 分 化 な 分 化 度 の 低 い も の 癌 細 胞 ほ ど 、 転 移 後 の 増 殖 も 早 く 治 療 予 後 も

不 良 で あ る 。 こ の よ う な 癌 を 悪 性 度 が 高 い と い う 。 逆 に 、 高 分 化 な 癌 細 胞 す な わ ち 細 胞 分

化 度 が 高 い も の ほ ど 臓 器 の 構 造 ・ 機 能 的 性 質 を 残 し て お り 、 比 較 的 悪 性 度 が 低 い と 言 え る

。 こ う い っ た 癌 の 悪 性 度 が わ か っ た 場 合 、 腫 瘍 が 小 さ く て も 悪 性 度 が 高 け れ ば 腫 瘍 摘 出 時

の マ ー ジ ン を 多 く 確 保 し た り 、 周 辺 組 織 の 広 範 囲 に 注 意 し て 経 過 観 察 し た り す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 再 発 、 転 移 を 含 む 術 後 の 経 過 診 断 が で き る 場 合 に は 、 手 術 に よ っ て 腫 瘍 が 完 全 に 摘 出 で

き た か ど う か と い う 診 断 が 可 能 と な る 。 摘 出 が 完 全 で な か っ た 場 合 は 再 発 が 起 こ る 可 能 性

が 高 い た め 、 よ り 注 意 深 く 短 い 間 隔 で 経 過 観 察 を 行 っ た り 、 場 合 に よ っ て は 早 期 に 再 手 術

に 踏 み 切 っ た り す る 判 断 材 料 と な る 。 ま た 、 再 発 し た 場 合 に も 早 期 に 発 見 で き る 可 能 性 が

高 い 。 遠 隔 転 移 を 起 こ し て い る 場 合 に は 発 見 が 遅 れ が ち で あ る が 、 転 移 診 断 が 可 能 と な れ

ば 、 摘 出 部 位 と そ の 周 辺 以 外 に も 検 査 範 囲 を 広 げ る 判 断 材 料 と な る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 治 療 の モ ニ タ リ ン グ が で き る 場 合 、 様 々 な 治 療 法 の 中 か ら 最 適 な 治 療 方 法 や 組 み 合 わ せ

を 選 択 し 、 治 療 の 最 適 化 す る こ と が で き る 。 抗 癌 剤 の 治 療 効 果 を 見 る こ と が で き れ ば 抗 癌

剤 の 投 与 期 間 や 種 類 、 量 を 選 択 す る 手 助 け と な る 。 ま た 、 腫 瘍 摘 出 後 に は 残 存 腫 瘍 の 有 無

を 知 る こ と が で き 、 経 過 観 察 で も 転 移 ・ 再 発 を い ち 早 く 知 る 手 が か り が 得 ら れ る た め 早 期

治 療 開 始 が 可 能 で あ る 。 治 療 効 果 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き れ ば 、 そ の 治 療 法 が 適 切

で あ っ た か 、 他 の 治 療 法 へ 変 更 す る か と い っ た 判 断 材 料 と な る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 と こ ろ で 、 イ ヌ は ヒ ト と 比 べ 7倍 早 く 年 を 取 る と い う こ と が 知 ら れ て い る 。 最 近 、 コ ン

パ ニ オ ン ア ニ マ ル は 家 族 の 一 員 と し て 飼 育 さ れ 、 飼 い 主 と 同 様 の 生 活 習 慣 を 持 っ て い る こ

と が 多 い 。 そ の た め 、 コ ン パ ニ オ ン ア ニ マ ル の 癌 罹 患 に よ り 、 飼 い 主 が 将 来 癌 を 発 症 す る

危 険 性 が 高 い こ と を 予 測 す る こ と が で き る 。 コ ン パ ニ オ ン ア ニ マ ル の 簡 便 で 正 確 な 癌 診 断

が 可 能 と な れ ば 、 飼 い 主 の 癌 予 防 の 手 が か り と な る こ と が 期 待 さ れ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 現 在 、 イ ヌ の 飼 育 数 は 日 本 で は 約 639万 頭 、 ま た 米 国 で は 約 1764万 頭 と も い わ れ て い る

。 狂 犬 病 予 防 接 種 の ほ か に 5種 、 7種 、 8種 な ど の 混 合 ワ ク チ ン が 一 般 に 普 及 し 、 イ ヌ パ ル
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ボ ウ ィ ル ス 感 染 症 、 イ ヌ ジ ス テ ン パ ー ウ ィ ル ス 感 染 症 、 イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ (ケ ン ネ

ル コ フ )、 イ ヌ ア デ ノ ウ ィ ル ス 2型 感 染 症 (ケ ン ネ ル コ フ )、 イ ヌ 伝 染 性 肝 炎 、 イ ヌ コ ロ ナ ウ

ィ ル ス 感 染 症 、 レ プ ト ス ピ ラ 病 と い っ た 致 死 率 の 高 い 感 染 症 が 減 少 し た 。 そ の た め 、 イ ヌ

の 平 均 寿 命 は 延 び 、 7歳 以 上 の 高 齢 犬 は 全 飼 育 数 の 35.5%を 占 め て い る 。 死 亡 原 因 も ヒ ト と

同 じ く 癌 や 高 血 圧 、 心 臓 病 な ど が 増 加 の 一 途 を た ど っ て い る 。 米 国 で は 1年 間 に 約 400万 頭

が 癌 と 診 断 さ れ て お り 、 日 本 に お い て も 潜 在 的 に 約 160万 頭 に 何 ら か の 腫 瘍 が あ る と い わ

れ て い る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 し か し な が ら 、 こ れ ま で 簡 便 な 動 物 用 の 癌 診 断 薬 は 存 在 せ ず 、 動 物 医 療 に お い て は X線

、 CT、 M RIに よ る 撮 影 な ど の 検 査 法 も 普 及 し て い な い 。 触 診 や 簡 単 な 血 液 検 査 、 X線 撮 影 に

よ る 検 査 を 行 っ て 、 獣 医 の 経 験 に 大 き く 依 存 し た 診 断 が 行 わ れ て い る の が 現 状 で あ る 。 血

清 を 用 い た 検 査 法 も 一 部 で は 行 わ れ 始 め た が 、 イ ヌ の 腫 瘍 マ ー カ ー は ま だ 見 つ か っ て い な

い た め 、 ヒ ト の 腫 瘍 マ ー カ ー を 用 い た も の と な っ て い る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 正 確 な 癌 診 断 の た め に は 、 開 腹 手 術 が 必 要 で あ り 、 イ ヌ の 体 力 的 負 担 、 飼 い 主 の 費 用 負

担 の 問 題 が 大 き い 。 イ ヌ や ネ コ と い っ た コ ン パ ニ オ ン ア ニ マ ル の 癌 診 断 を 簡 便 に 行 う こ と

が で き れ ば 、 早 期 発 見 や 正 確 な 診 断 に つ な が り コ ン パ ニ オ ン ア ニ マ ル の 癌 治 療 に 有 用 で あ

る と 期 待 さ れ る 。 ま た 、 そ う い っ た 血 清 を 用 い た 簡 便 な 癌 診 断 が 可 能 に な れ ば 、 癌 診 断 が

可 能 に な る だ け で な く 、 定 期 的 な 健 康 診 断 や 手 術 前 診 断 、 治 療 方 針 の 決 定 に 大 き く 貢 献 す

る こ と が 期 待 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 コ ン パ ニ オ ン ア ニ マ ル は ヒ ト の よ う に 健 康 診 断 が 普 及 し て い な い た め 発 見 が 遅 れ 、 腫 瘍

が 大 き く な っ て 初 め て 飼 い 主 が 気 づ き 、 来 院 す る こ と が 多 い 。 そ の 大 き く な っ て し ま っ た

腫 瘍 が 悪 性 で あ る 場 合 、 手 術 な ど の 外 科 的 療 法 や 抗 癌 剤 な ど の 投 薬 を 行 っ た と し て も 、 す

で に 手 遅 れ と な る 場 合 が 非 常 に 多 い 。 そ の た め 、 獣 医 が 悪 性 と 判 断 し た 場 合 に は 手 術 せ ず

に 抗 癌 剤 治 療 を 行 う の が 一 般 的 で あ る 。 手 術 を 行 う 場 合 に も 、 マ ー ジ ン 確 保 の 大 き さ や 手

術 中 の 血 液 、 細 胞 飛 散 対 策 と い っ た 手 術 中 の 対 策 も 厳 重 に 施 す 必 要 が あ る 。 手 術 後 す ぐ に

抗 癌 剤 治 療 を 開 始 し 、 経 過 観 察 も 短 い 間 隔 で 行 う こ と が 望 ま し い 。 最 近 普 及 し つ つ あ る ド

ッ グ ド ッ ク と い わ れ る イ ヌ 健 康 診 断 に 取 り 入 れ ら れ れ ば 、 早 期 発 見 に つ な が る こ と が 期 待

さ れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 一 方 、 良 性 腫 瘍 で あ る 場 合 に は 、 腫 瘍 が 大 き く と も 手 術 に 踏 み 切 れ る 。 手 術 後 は 切 除 部

分 の ケ ア だ け で す み 、 高 価 な 抗 癌 剤 治 療 を 行 う 必 要 は な く 、 経 過 観 察 に 神 経 を 尖 ら せ る 必

要 も な い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 こ の よ う な 現 状 か ら 、 動 物 の 癌 診 断 に 適 用 で き る 高 感 度 で 簡 便 な 癌 検 出 手 段 が 提 供 さ れ

れ ば 、 正 確 で 無 駄 の な い 治 療 が 可 能 に な り 、 飼 い 主 に と っ て も 獣 医 に と っ て も メ リ ッ ト が

大 き い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 2004年 度 厚 生 労 働 省 調 査

【 非 特 許 文 献 ２ 】 日 経 サ イ エ ン ス 、 2007年 、 3月 号 、 p. p.80-88

【 非 特 許 文 献 ３ 】 臨 床 検 査 　 2003年 、 12月 発 行 、 vol.47、 No.13、 p.1641-1654

【 非 特 許 文 献 ４ 】 イ ヌ ・ ネ コ の 疾 病 統 計 　 2005年 1月 発 行

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Companion Animal Health Products : 2006 Edition By Tim Wesley, A

NIM AL PH AR M REPORTS

【 非 特 許 文 献 ６ 】 が ん の 拡 が り と 進 行 度 、 大 阪 府 立 成 人 病 セ ン タ ー 調 査 部 　 津 熊 秀 明

【 非 特 許 文 献 ７ 】 蛋 白 質 核 酸 酵 素 　 vol.50, No.11, p.1405-1412

【 非 特 許 文 献 ８ 】 J Cell Sci. 115:1825-35

【 非 特 許 文 献 ９ 】 Blood. 95:1788-96

【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Mol Endocrinol. 9:243-54(1995)
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【 非 特 許 文 献 １ １ 】 J Cell Biol. 145： 83-98(1999)

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 癌 の 診 断 に 有 用 な 癌 の 検 出 手 段 を 提 供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 願 発 明 者 ら は 、 鋭 意 研 究 の 結 果 、 イ ヌ 精 巣 由 来 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー と 担 癌 犬 の 血 清 を 用

い た SEREX法 に よ り 、 担 癌 生 体 由 来 の 血 清 中 に 存 在 す る 抗 体 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を コ ー

ド す る cD N Aを 取 得 し 、 そ の cD N Aを 基 に し て 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る

ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 １ ６ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク 、

配 列 番 号 ２ ６ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る イ ヌ 中 心 体 タ ン パ ク 質 （ centrosomal prot

ein、 以 下 CEPと 略 記 す る こ と が あ る ） 、 及 び 配 列 番 号 ４ ５ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す

る イ ヌ 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 相 互 作 用 因 子 １ １ （ thyroid hormone receptor interactor

11、 以 下 「 TRIP11」 と 記 載 す る こ と が あ る ） を 作 製 し た 。 ま た 、 取 得 し た 遺 伝 子 の ヒ ト 相

同 性 遺 伝 子 を 基 に し て 、 配 列 番 号 ４ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列

番 号 １ ８ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト カ ル メ ジ ン タ ン パ ク 、 配 列 番 号 ２ ８ で 示 さ

れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト CEP、 及 び 配 列 番 号 ４ ７ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る

ヒ ト TRIP11を 作 製 し た 。 そ し て 、 そ れ ら タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 イ ヌ お よ び ヒ

ト の 精 巣 と 悪 性 の 癌 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 す る こ と （ 実 施 例 Ａ － １ 、 Ｂ － １ 、 Ｃ － １ 、 Ｄ －

１ を 参 照 ） 、 お よ び そ れ ら タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に 作 製 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ

ド が 、 担 癌 生 体 中 の 血 清 と の み 特 異 的 に 反 応 す る こ と を 見 出 し 、 さ ら に 、 該 組 換 え ポ リ ペ

プ チ ド を 用 い て 調 製 し た 抗 体 を 利 用 し て 、 担 癌 生 体 か ら 特 異 的 に 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ

の 相 同 因 子 を 検 出 で き る こ と を 見 出 し 、 本 願 発 明 を 完 成 し た 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 生 体 か ら 分 離 さ れ た 試 料 に 対 し て 行 な う 方 法 で あ っ て 、 以 下 の (a

)～ (d)の 少 な く と も い ず れ か １ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 癌 の 検 出

方 法 を 提 供 す る 。

(a)　 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 抗

原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 す る 、 前 記 生 体 内 で 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、

(b)　 カ ル メ ジ ン 、

(c)　 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 中 心 体 タ ン パ ク 質 に

対 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

(d)　 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 相 互 作 用 因 子 １ １ （ thyroid hormone receptor interactor 1

1） 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 以 下 の (i)～ (l)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 体 内 で 誘 導 さ れ

る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 癌 検 出 試 薬 を 提 供 す る 。

(i)　 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

(j)　 カ ル メ ジ ン 、

(k)　 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 中 心 体 タ ン パ ク 質 、

(l)　 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 相 互 作 用 因 子 １ １ 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 以 下 の (m)～ (p)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド と 抗 原 抗 体 反 応 す る 抗 体

又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 を 含 む 癌 検 出 試 薬 を 提 供 す る 。

(m)　 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 抗

原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 し 生 体 内 で 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、

(n)　 カ ル メ ジ ン 、

(o)　 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 中 心 体 タ ン パ ク 質 に

対 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 し 生 体 内 で 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
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、

(p)　 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 相 互 作 用 因 子 １ １ 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ４ １ 、 ４ ４ 及

び ４ ６ の い ず れ か に 示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド を 含 む 癌 検 出 試 薬 を 提 供 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 に よ り 、 新 規 な 癌 の 検 出 方 法 が 提 供 さ れ た 。 下 記 実 施 例 に お い て 具 体 的 に 示 さ れ

る よ う に 、 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 カ ル メ ジ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列

番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る CEPの ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び TRIP11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基

に 作 製 し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 癌 患 者 の 血 清 中 に 特 異 的 に 存 在 す る 抗 体 と 反 応 す る 。

し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 試 料 中 の 該 抗 体 を 測 定 す れ ば 、 生 体 内 の 癌 を 検 出 す る こ

と が で き る 。 ま た 、 該 抗 体 の 抗 原 タ ン パ ク 質 自 体 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 生 体 内 の 癌

を 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 眼 に 見 え な い 小 さ い サ イ ズ の 癌 や 体 内

深 部 の 癌 も 検 出 す る こ と が で き る た め 、 健 康 診 断 等 に お け る 癌 の 早 期 発 見 に も 有 用 で あ る

。 ま た 、 癌 治 療 後 の 患 者 の 経 過 観 察 に 本 発 明 の 方 法 を 利 用 す れ ば 、 再 発 し た 癌 を 早 期 に 検

出 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 腫 瘍 の 増 大 や 周 辺 組 織 へ の 浸 潤 、

リ ン パ 節 及 び 遠 隔 臓 器 へ の 癌 の 転 移 と い っ た 、 癌 の 進 行 度 の 診 断 も 可 能 で あ る 。 ま た 、 上

記 抗 体 の 血 清 中 存 在 量 は 、 悪 性 度 の 高 い 癌 患 者 に お い て 悪 性 度 の 低 い 癌 患 者 よ り も 多 い た

め 、 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 癌 の 悪 性 度 の 診 断 も 可 能 で あ る 。 上 記 抗 体 の 血 清 中 存 在 量 増

減 に よ っ て 抗 癌 剤 の 治 療 効 果 や 、 腫 瘍 摘 出 後 の 残 存 腫 瘍 有 無 、 さ ら に 経 過 観 察 で も 転 移 ・

再 発 を い ち 早 く 知 る 手 が か り が 得 ら れ る な ど 、 そ の 治 療 法 が 適 切 で あ っ た か 、 他 の 治 療 法

へ 変 更 す る か 、 な ん ら か の 治 療 を 開 始 す る か と い っ た 治 療 方 法 選 択 の 判 断 材 料 と な る 治 療

の モ ニ タ リ ン グ も 可 能 で あ る 。 ま た 、 下 記 実 施 例 に 記 載 さ れ る 通 り 、 精 巣 及 び 癌 細 胞 に お

い て 、 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 カ ル メ ジ ン 、 配

列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る CEP、 及 び TRIP11を コ ー ド す

る ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 特 異 的 に 高 発 現 し て い る 。 従 っ て 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、

癌 の 検 出 が 可 能 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

【 図 １ 】 実 施 例 Ａ － １ で 同 定 し た 遺 伝 子 の 、 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 細 胞 株 で の 発 現 パ タ ー ン

を 示 す 図 で あ る 。 参 照 番 号 １ ； 同 定 し た 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン 、 参 照 番 号 ２ ； Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ

遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。

【 図 ２ 】 実 施 例 Ａ に お い て 大 腸 菌 で 製 造 し 精 製 し た 、 本 発 明 で 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド の

１ 例 で あ る イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク を ク マ シ ー 染 色 で 検 出 し た 図 で あ る 。 参 照 番 号 ３ ； イ ヌ 組

換 え タ ン パ ク の バ ン ド を 示 す 。

【 図 ３ 】 実 施 例 Ａ で 調 製 し た イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク を 用 い て 行 な っ た 担 癌 犬 の 癌 診 断 結 果 の

一 部 で あ る 。

【 図 ４ 】 実 施 例 Ａ で 調 製 し た イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク を 用 い て 行 な っ た 担 癌 犬 の 癌 詳 細 診 断 結

果 の 一 部 で あ る 。

【 図 ５ 】 カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 、 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 細 胞 株 で の 発 現

パ タ ー ン を 示 す 図 で あ る 。 参 照 番 号 １ ； カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 パ

タ ー ン 、 参 照 番 号 ２ ； Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。

【 図 ６ 】 実 施 例 Ｂ に お い て 大 腸 菌 で 製 造 し 精 製 し た 、 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク の 1例

で あ る イ ヌ カ ル メ ジ ン を ク マ シ ー 染 色 で 検 出 し た 図 で あ る 。 参 照 番 号 ３ ； イ ヌ カ ル メ ジ ン

タ ン パ ク の バ ン ド を 示 す 。

【 図 ７ 】 実 施 例 Ｂ で 調 製 し た イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を 用 い て 行 っ た 担 癌 犬 の 癌 診 断 結 果

の 一 部 で あ る 。

【 図 ８ 】 実 施 例 Ｂ で 調 製 し た イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を 用 い て 行 っ た 担 癌 犬 の 癌 詳 細 診 断
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結 果 の 一 部 で あ る 。

【 図 ９ 】 CEPを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 、 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 細 胞 株 で の 発 現 パ タ ー ン を 示 す

図 で あ る 。 参 照 番 号 １ ； CEPを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン 、 参 照 番 号 ２ ； Ｇ Ａ Ｐ Ｄ

Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。

【 図 １ ０ 】 実 施 例 Ｃ に お い て 大 腸 菌 で 製 造 し 精 製 し た 、 本 発 明 で 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド

の 1例 で あ る イ ヌ CEP由 来 ポ リ ペ プ チ ド を ク マ シ ー 染 色 で 検 出 し た 図 で あ る 。 参 照 番 号 ３ ；

イ ヌ CEP由 来 ポ リ ペ プ チ ド の バ ン ド を 示 す 。

【 図 １ １ 】 実 施 例 Ｃ で 調 整 し た イ ヌ CEP由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 行 っ た 担 癌 犬 の 癌 診 断

結 果 の 一 部 で あ る 。

【 図 １ ２ 】 実 施 例 Ｃ で 調 整 し た イ ヌ CEP由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 行 っ た 担 癌 犬 の 癌 詳 細

診 断 結 果 の 一 部 で あ る 。

【 図 １ ３ 】 TRIP11タ ン パ ク を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 、 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 細 胞 株 で の 発 現 パ

タ ー ン を 示 す 図 で あ る 。 参 照 番 号 １ ； TRIP11タ ン パ ク を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン

、 参 照 番 号 ２ ； Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。

【 図 １ ４ 】 実 施 例 Ｄ に お い て 大 腸 菌 で 製 造 し 精 製 し た 、 本 発 明 で 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド

の 1例 で あ る イ ヌ TRIP11由 来 ポ リ ペ プ チ ド を ク マ シ ー 染 色 で 検 出 し た 図 で あ る 。 参 照 番 号

３ ； イ ヌ TRIP11由 来 ポ リ ペ プ チ ド の バ ン ド を 示 す 。

【 図 １ ５ 】 実 施 例 Ｄ で 調 製 し た イ ヌ TRIP11由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 行 っ た 担 癌 犬 の 癌 診

断 結 果 の 一 部 で あ る 。

【 図 １ ６ 】 実 施 例 Ｄ で 調 製 し た イ ヌ TRIP11由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 行 っ た 担 癌 犬 の 癌 詳

細 診 断 結 果 の 一 部 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の 方 法 で は 、 生 体 か ら 分 離 さ れ た 試 料 を 用 い て 、 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 測

定 す る 。 上 記 試 料 を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 測 定 す る 方 法 と し て は 、 試 料 中 に 含 ま れ

る 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 免 疫 測 定 す る 方 法 （ 第 １ の 方 法 ） 、 試 料 中 に 含 ま れ る 該

ポ リ ペ プ チ ド 自 体 を 免 疫 測 定 す る 方 法 （ 第 ２ の 方 法 ） 、 及 び 試 料 中 に 含 ま れ る 該 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る 方 法 （ 第 ３ の 方 法 ） が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 方 法 で

は 、 こ れ ら の い ず れ の 方 法 で ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 測 定 し て も よ い 。 な お 、 本 発 明 に お い

て 、 「 測 定 」 と い う 語 に は 、 検 出 、 定 量 及 び 半 定 量 の い ず れ も が 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の 方 法 で 発 現 を 測 定 す る 上 記 し た 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド と は 、 以 下 の (a)～ (d)の う

ち の 少 な く と も い ず れ か １ つ の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。

(a)　 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 抗

原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 す る 、 前 記 生 体 内 で 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、

(b)　 カ ル メ ジ ン 、

(c)　 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 中 心 体 タ ン パ ク 質 に

対 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

(d)　 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 相 互 作 用 因 子 １ １ （ thyroid hormone receptor interactor 1

1） 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 下 記 実 施 例 に 示 さ れ る よ う に 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 い ず れ か １ つ の み の 発 現 を 測

定 し て も 、 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 で は 、 (a)～ (d)の う ち の １ つ の み

に つ い て 発 現 を 調 べ て も よ い し 、 ２ つ 以 上 を 組 み 合 わ せ て 調 べ て も よ い 。 ２ つ 以 上 を 組 み

合 わ せ て 指 標 と す れ ば 、 癌 の 検 出 精 度 を よ り 高 め る こ と が で き る （ 下 記 実 施 例 Ｅ 参 照 ） 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 上 記 (a)の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ

プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て

、 生 体 内 で 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 言 い 換 え る と 、 発 現 を 測 定 す べ き 該 所 定 の ポ

リ ペ プ チ ド と は 、 配 列 番 号 ２ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 配 列 番 号 ４ の ヒ ト 由 来 ポ リ ペ プ
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チ ド と 同 一 の 抗 原 性 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 具 体 例 と し て は 、 配 列 番 号 ２ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列

番 号 ４ の ヒ ト 由 来 ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 「 配 列 番 号 ２ 又

は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 」 の 対 応 抗 原 そ の も の で

あ り 、 上 記 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 。 ま た 、 そ の 他 の 具 体 例 と し て は 、 上 記 イ ヌ 由

来 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ヒ ト 由 来 ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の 抗 原 性 を 有 す る 、 そ の 他 の 哺 乳 動 物 由

来 の ポ リ ペ プ チ ド （ 以 下 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 「 相 同 因 子 」 と 表 現 す る 。 ま た 、 上

記 し た ヒ ト 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 、 イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド の 「 ヒ ト 相 同 因 子 」 と い う こ と が

あ る 。 ） が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 こ こ で 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と は 、 イ ヌ 精 巣 由 来 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー と 担

癌 犬 の 血 清 を 用 い た SEREX法 に よ り 、 担 癌 犬 由 来 の 血 清 中 に 特 異 的 に 存 在 す る 抗 体 （ 以 下

、 イ ヌ の 「 癌 特 異 的 抗 体 」 と い う こ と が あ る ） と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド と し て 同 定 さ れ た

、 機 能 未 知 な ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る （ 実 施 例 Ａ － １ 参 照 ） 。 従 っ て 、 上 記 第

１ の 方 法 に よ り 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 該 癌 特 異 的 抗 体 を 測 定 す る こ と で 、 イ

ヌ の 癌 を 検 出 で き る （ 実 施 例 Ａ － ３ 及 び Ａ － ４ 参 照 ） 。 ま た 、 上 記 第 ２ の 方 法 に よ り 抗 原

た る 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 自 体 を 測 定 す る こ と で も 、 イ ヌ の 癌 を 検 出 で き る （ 実 施 例

Ａ － ５ 及 び Ａ － ６ 参 照 ） 。 ま た 、 下 記 実 施 例 に 記 載 さ れ る 通 り 、 該 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を コ

ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 精 巣 と 癌 細 胞 で 有 意 に 高 発 現 し て い る た め （ 実 施 例 Ａ － １ 参 照 ） 、 該

ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 イ ヌ の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。 な お 、 配 列 番 号

２ に 示 す イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 NCBIの デ ー タ ー ベ ー ス に Accession No.XP_5353

43（ タ ン パ ク 質 ） 及 び Accession No.X M_535343（ コ ー ド 遺 伝 子 ） と し て 登 録 さ れ て い る が

、 そ の 機 能 は 報 告 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 BLASTに よ る 相 同 検 索 の 結 果 見 出 さ れ た 、 上 記

イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト 相 同 因 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 ヒ ト 相 同 因 子 を コ ー ド す る

塩 基 配 列 及 び そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ 及 び ４ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る 通 り で

あ り 、 NCBIの デ ー タ ー ベ ー ス に も Accession No.NP_689873（ タ ン パ ク 質 ） 及 び Accession

No.N M_152660（ コ ー ド 遺 伝 子 ） と し て 登 録 さ れ て い る 。 ヒ ト 相 同 因 子 も 、 上 記 し た イ ヌ 由

来 ポ リ ペ プ チ ド 同 様 、 そ の 機 能 は 報 告 さ れ て い な い 。 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 通

り 、 ヒ ト 相 同 因 子 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 ２ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド 同 様 、 ヒ

ト の 精 巣 と 癌 細 胞 で 有 意 に 高 発 現 し て お り 、 健 常 ヒ ト に お い て は 該 ヒ ト 相 同 因 子 に 対 す る

抗 体 が 検 出 さ れ な い 。 従 っ て 、 ヒ ト に お い て 配 列 番 号 ４ の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 調 べ る こ

と に よ っ て 、 ヒ ト の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 上 記 し た イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ヒ ト 相 同 因 子 と 同 一 の 抗 原 性 を 有 す る そ の 他 の

哺 乳 動 物 相 同 因 子 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 、 下 記 実 施 例 に 示 さ れ る 担 癌 ネ コ 体 内 に 特 異

的 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 該 ネ コ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ の イ ヌ 由 来

ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 用 い て 調 製 し た 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る し 、 ま た 、 配 列 番 号

４ の ヒ ト 相 同 因 子 を 免 疫 原 と し て 用 い て 調 製 し た 抗 体 と も 抗 原 抗 体 反 応 す る （ 実 施 例 Ａ －

５ 及 び Ａ － ６ 参 照 ） 。 従 っ て 、 こ の ネ コ ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド 及 び

ヒ ト 由 来 ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の 抗 原 性 を 有 す る ネ コ 相 同 因 子 で あ り 、 本 発 明 に お い て 発 現

を 測 定 す る 対 象 と な る 「 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド

に 対 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有 す る 」 ポ リ ペ プ チ ド の 範 囲 に 包 含

さ れ る 。 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 通 り 、 ネ コ 相 同 因 子 に 対 し ネ コ 体 内 で 誘 導 さ れ

る 抗 体 は 、 健 常 ネ コ で は 検 出 さ れ ず 、 担 癌 ネ コ で の み 検 出 さ れ る 。 抗 原 た る ネ コ 相 同 因 子

自 体 も ま た 、 健 常 ネ コ で は 検 出 さ れ ず 、 担 癌 ネ コ で の み 検 出 さ れ る 。 従 っ て 、 イ ヌ 及 び ヒ

ト 以 外 の 哺 乳 動 物 相 同 因 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 該 哺 乳 動 物 の 癌 を 検 出 す る

こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】

　 好 ま し く は 、 上 記 (a)の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 し 生 体 内 で 産 生

さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ） と そ の ヒ ト 相 同 因 子 （

配 列 番 号 ４ ） と の 相 同 性 は 、 塩 基 配 列 で ９ ３ ％ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 で ９ ９ ％ で あ る 。 イ ヌ と ヒ

ト の よ う に 遺 伝 的 に 遠 縁 な 哺 乳 動 物 間 で あ っ て も 、 相 同 因 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は ９

９ ％ と 非 常 に 高 く 、 そ の た め 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 と の 間 で も 、 配 列 番 号 ２ の イ ヌ 由 来 ポ

リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 因 子 と は ９ ５ ％ 以 上 の 高 い 相 同 性 を 有 す る も の と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 上 記 (b)の ポ リ ペ プ チ ド で あ る カ ル メ ジ ン （ Calmegin） と は 、 精 細 胞 の 分 化 時 期 に 特 異

的 に 発 現 す る タ ン パ ク と し て 同 定 さ れ た も の で あ り 、 in vitroで シ ャ ペ ロ ン 活 性 を 示 す 。

精 巣 内 の み で 発 現 し 、 成 熟 精 子 で は 消 失 す る タ ン パ ク 質 で あ る こ と か ら 、 精 細 胞 分 化 に 関

与 す る タ ン パ ク 質 を 折 り た た む 機 能 を 持 つ と 考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ７ 、 井 上 直 和 ・

山 口 亮 ・ 伊 川 正 人 　 蛋 白 質 核 酸 酵 素 　 vol.50 No.11 1405-1412） 。 し か し 、 該 タ ン パ ク が

癌 に 発 現 し 、 癌 の 診 断 等 に 有 用 で あ る と い う 報 告 は な い 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 配 列 番 号 １ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は イ ヌ の カ ル メ ジ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 該 ア

ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る イ ヌ カ ル メ ジ ン は 、 イ ヌ 精 巣 由 来 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー と 担 癌 犬 の 血 清 を

用 い た SEREX法 に よ り 、 担 癌 犬 由 来 の 血 清 中 に 特 異 的 に 存 在 す る 抗 体 と 結 合 す る ポ リ ペ プ

チ ド と し て 同 定 さ れ た も の で あ る （ 実 施 例 Ｂ － １ 参 照 ） 。 す な わ ち 、 担 癌 犬 体 内 で は 、 配

列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る カ ル メ ジ ン に 対 す る 抗 体 が 特 異 的 に 誘 導 さ れ て い

る 。 従 っ て 、 上 記 第 １ の 方 法 に よ り 配 列 番 号 １ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る カ ル メ

ジ ン に 対 す る 上 記 し た 抗 体 を 測 定 す る こ と で 、 イ ヌ の 癌 を 検 出 で き る （ 実 施 例 Ｂ － ３ 及 び

Ｂ － ４ 参 照 ） 。 ま た 、 上 記 第 ２ の 方 法 に よ り 抗 原 た る 配 列 番 号 １ ６ の カ ル メ ジ ン 自 体 を 測

定 す る こ と で も 、 イ ヌ の 癌 を 検 出 で き る （ 実 施 例 Ｂ － ５ 及 び Ｂ － ６ 参 照 ） 。 ま た 、 下 記 実

施 例 に 記 載 さ れ る 通 り 、 カ ル メ ジ ン を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 精 巣 と 癌 細 胞 で 有 意 に 高 発 現

し て い る た め （ 実 施 例 Ｂ － １ 参 照 ） 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 イ ヌ の 癌 を

検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 の 方 法 で は 、 配 列 番 号 １ ６ の イ ヌ カ ル メ ジ ン の み な ら ず 、 そ の 他 の 哺 乳 動 物 の カ

ル メ ジ ン （ 以 下 、 イ ヌ カ ル メ ジ ン に 対 す る 「 相 同 因 子 」 と い う こ と が あ る 。 ま た 、 単 に 「

カ ル メ ジ ン 」 と い う 場 合 に は 、 イ ヌ に 限 ら ず 、 他 の 哺 乳 動 物 由 来 の カ ル メ ジ ン も 包 含 さ れ

る 。 ） も 測 定 対 象 と な る 。 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 通 り 、 ヒ ト カ ル メ ジ ン を コ ー

ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 １ ６ の イ ヌ カ ル メ ジ ン 同 様 、 ヒ ト の 精 巣 と 癌 細 胞 で 有 意 に 高

発 現 し て お り 、 健 常 ヒ ト 体 内 に は 該 ヒ ト カ ル メ ジ ン に 対 す る 抗 体 が 検 出 さ れ な い 。 ま た 、

ネ コ カ ル メ ジ ン に 対 す る 抗 体 は 、 健 常 ネ コ 体 内 で は 検 出 さ れ ず 、 担 癌 ネ コ で の み 検 出 さ れ

る 。 従 っ て 、 イ ヌ 以 外 の 哺 乳 動 物 に お け る カ ル メ ジ ン の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、

該 哺 乳 動 物 の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 で 測 定 対 象 と な る イ ヌ 以 外 の カ ル

メ ジ ン と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ト カ ル メ ジ ン 、 ネ コ カ ル メ ジ ン 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に

限 定 さ れ な い 。 な お 、 ヒ ト カ ル メ ジ ン を コ ー ド す る 塩 基 配 列 及 び そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配

列 表 の 配 列 番 号 １ ７ 及 び １ ８ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る 通 り で あ り 、 イ ヌ カ ル メ ジ ン と の 相 同 性

は 塩 基 配 列 で ９ ０ ％ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 で ８ ９ ％ で あ る 。 イ ヌ と ヒ ト の よ う に 遺 伝 的 に 遠 縁 な

哺 乳 動 物 間 で あ っ て も 、 そ れ ぞ れ の カ ル メ ジ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は ８ ９ ％ と 非 常 に

高 く 、 そ の た め 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 と の 間 で も 、 イ ヌ カ ル メ ジ ン と そ の 相 同 因 子 と は ８

０ ％ 程 度 以 上 の 高 い 相 同 性 を 有 す る も の と 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 方 法 に お い て

発 現 を 測 定 す る カ ル メ ジ ン は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 配 列 番 号 １ ６ に 示 さ れ る イ ヌ カ ル メ

ジ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 と 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す

る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 上 記 (c)の ポ リ ペ プ チ ド と は 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
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有 す る 中 心 体 タ ン パ ク 質 （ CEP） に 対 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性 を 有

す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 言 い 換 え る と 、 上 記 (c)の ポ リ ペ プ チ ド と は 、 配 列 番 号 ２ ６ 若

し く は ４ ２ の イ ヌ 由 来 CEP又 は 配 列 番 号 ２ ８ の ヒ ト 由 来 CEPと 同 一 の 抗 原 性 を 示 す ポ リ ペ プ

チ ド で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 こ の よ う な 所 定 の CEPの 具 体 例 と し て は 、 配 列 番 号 ２ ６ 又 は ４ ２ の イ ヌ 由 来 CEP、 配 列 番

号 ２ ８ の ヒ ト 由 来 CEPが 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の CEPは 、 「 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２ に 示

さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る CEPに 対 す る 抗 体 」 の 対 応 抗 原 そ の も の で あ り 、 上 記 所 定 の C

EPに 含 ま れ る 。 ま た 、 そ の 他 の 具 体 例 と し て は 、 上 記 イ ヌ 由 来 CEP又 は ヒ ト 由 来 CEPと 同 一

の 抗 原 性 を 有 す る 、 そ の 他 の 哺 乳 動 物 由 来 の CEP（ 以 下 、 こ の よ う な CEPを 「 相 同 因 子 」 と

表 現 す る 。 ま た 、 上 記 し た ヒ ト 由 来 CEPを 、 イ ヌ 由 来 CEPの 「 ヒ ト 相 同 因 子 」 と い う こ と が

あ る 。 ） が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 こ こ で 、 配 列 番 号 ２ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と は 、 イ ヌ 精 巣 由 来 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー と

担 癌 犬 の 血 清 を 用 い た SEREX法 に よ り 、 担 癌 犬 由 来 の 血 清 中 に 特 異 的 に 存 在 す る 抗 体 （ 以

下 、 イ ヌ の 「 癌 特 異 的 抗 体 」 と い う こ と が あ る ） と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド と し て 同 定 さ れ

た 、 イ ヌ CEPの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る （ 実 施 例 Ｃ － １ 参 照 ） 。 従 っ て 、 上 記 第 １ の 方 法 に よ

り 配 列 番 号 ２ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る イ ヌ CEPに 対 す る 上 記 し た 抗 体 を 測 定 す

る こ と で 、 イ ヌ の 癌 を 検 出 で き る （ 実 施 例 Ｃ － ３ 及 び Ｃ － ４ 参 照 ） 。 ま た 、 上 記 第 ２ の 方

法 に よ り 抗 原 た る 配 列 番 号 ２ ６ の CEP自 体 を 測 定 す る こ と で も 、 イ ヌ の 癌 を 検 出 で き る （

実 施 例 Ｃ － ５ 及 び Ｃ － ６ 参 照 ） 。 ま た 、 下 記 実 施 例 に 記 載 さ れ る 通 り 、 配 列 番 号 ２ ６ の CE

Pを コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 精 巣 と 癌 細 胞 で 有 意 に 高 発 現 し て い る た め （ 実 施 例 Ｃ － １ 参 照

） 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 イ ヌ の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。 な お 、 CE

Pと は 、 中 心 体 が 微 小 管 を 制 御 す る た め に 必 要 な タ ン パ ク 質 で あ り 、 中 心 体 の 成 熟 に も 関

与 し て い る 。 骨 髄 増 殖 性 疾 患 の 一 部 に お い て 、 染 色 体 転 座 が 度 々 起 こ る こ と が 知 ら れ て い

る が 、 そ の 転 座 が 起 こ る ポ イ ン ト に CEP遺 伝 子 が 存 在 す る た め 、 何 ら か の 関 係 が あ る と 考

え ら れ て い る 。 し か し 、 該 タ ン パ ク が 癌 に 発 現 し 、 癌 診 断 に 有 用 で あ る と い う 報 告 は な い

（ 非 特 許 文 献 ８ 　 J Cell Sci. 115:1825-35、 非 特 許 文 献 ９ 　 Blood. 95:1788-96） 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 配 列 番 号 ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る 公 知 の イ ヌ CE

Pの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 BLAST検 索 に よ り 上 記 取 得 し た イ ヌ CEPと 相 同 性 が 極 め て 高 い タ

ン パ ク 質 と し て 見 出 さ れ た も の で あ る （ 実 施 例 Ｃ － １ 参 照 ） 。 該 公 知 の イ ヌ CEPの 塩 基 配

列 を 配 列 番 号 ４ １ に 示 す 。 配 列 番 号 ４ ２ の イ ヌ CEPも 、 配 列 番 号 ２ ６ の イ ヌ CEPと 同 様 に 、

担 癌 イ ヌ に お い て 高 発 現 し て い る と 考 え ら れ 、 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 通 り 、 該

公 知 の イ ヌ CEPの 発 現 を 調 べ る こ と に よ っ て イ ヌ の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 配 列 番 号 ２ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 BLASTに よ る 相 同 検 索 の 結 果 見 出 さ れ た 、 上

記 イ ヌ 由 来 CEPの ヒ ト 相 同 因 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 ヒ ト 相 同 因 子 を コ ー ド す る 塩 基 配

列 及 び そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ７ 及 び ２ ８ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る 通 り で あ

る 。 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 通 り 、 ヒ ト 相 同 因 子 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列

番 号 ２ ６ の イ ヌ 由 来 CEP同 様 、 ヒ ト の 精 巣 と 癌 細 胞 で 有 意 に 高 発 現 し て お り 、 健 常 ヒ ト に

お い て は 該 ヒ ト 相 同 因 子 に 対 す る 抗 体 が 検 出 さ れ な い 。 従 っ て 、 ヒ ト に お い て 配 列 番 号 ２

８ の CEPの 発 現 を 調 べ る こ と に よ っ て 、 ヒ ト の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 上 記 し た イ ヌ 由 来 CEP又 は そ の ヒ ト 相 同 因 子 と 同 一 の 抗 原 性 を 有 す る そ の 他 の 哺 乳 動 物

相 同 因 子 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 、 下 記 実 施 例 に 示 さ れ る 担 癌 ネ コ 体 内 に 特 異 的 に 存 在

す る CEPが 挙 げ ら れ る 。 該 ネ コ CEPは 、 配 列 番 号 ２ ６ 又 は ４ ２ の イ ヌ 由 来 CEPを 免 疫 原 と し

て 用 い て 調 製 し た 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る し 、 ま た 、 配 列 番 号 ２ ８ の ヒ ト 相 同 因 子 を 免 疫

原 と し て 用 い て 調 製 し た 抗 体 と も 抗 原 抗 体 反 応 す る （ 実 施 例 Ｃ － ５ 及 び Ｃ － ６ 参 照 ） 。 従

っ て 、 こ の ネ コ CEPは 、 上 記 イ ヌ 由 来 CEP及 び ヒ ト 由 来 CEPと 同 一 の 抗 原 性 を 有 す る ネ コ 相
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同 因 子 で あ り 、 本 発 明 に お い て 発 現 を 測 定 す る 対 象 と な る 「 配 列 番 号 ２ ６ 、 ２ ８ 又 は ４ ２

に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る CEPに 対 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 す る 反 応 性

を 有 す る 」 CEPの 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 通 り 、 ネ コ 相 同 因

子 に 対 し ネ コ 体 内 で 誘 導 さ れ る 抗 体 は 、 健 常 ネ コ で は 検 出 さ れ ず 、 担 癌 ネ コ で の み 検 出 さ

れ る 。 抗 原 た る ネ コ 相 同 因 子 自 体 も ま た 、 健 常 ネ コ で は 検 出 さ れ ず 、 担 癌 ネ コ で の み 検 出

さ れ る 。 従 っ て 、 イ ヌ 及 び ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 相 同 因 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て も

、 該 哺 乳 動 物 の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 発 現 を 測 定 す べ き 上 記 CEPは 、 配 列 表 の 配 列 番

号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る CEP、 又 は 、 該 CEPと ８ ０ ％ 以 上 の 相

同 性 を 有 し 生 体 内 で 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 イ ヌ 由 来 CEPと そ の ヒ ト 相 同 因 子 と

の 相 同 性 は 、 塩 基 配 列 で ８ ７ ％ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 で ８ ４ ％ で あ る 。 イ ヌ と ヒ ト の よ う に 遺 伝

的 に 遠 縁 な 哺 乳 動 物 間 で あ っ て も 、 相 同 因 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は ８ ４ ％ と 非 常 に 高

く 、 そ の た め 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 と の 間 で も 、 イ ヌ 由 来 CEPと そ の 相 同 因 子 と は ８ ０ ％

以 上 の 高 い 相 同 性 を 有 す る も の と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 上 記 (d)の ポ リ ペ プ チ ド で あ る TRIP11（ thyroid hormone receptor interactor 11） は

、 当 初 は 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 β に 相 互 作 用 す る 因 子 と し て 同 定 さ れ た が 、 ゴ ル ジ 体 や 微

小 管 に 結 合 す る こ と も 判 明 し 、 ゴ ル ジ 体 や 微 小 管 等 を 結 び つ け 、 こ れ ら 細 胞 小 器 官 の 形 状

を を 維 持 す る 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ て い る 。 し か し 、 該 タ ン パ ク が 癌 に 発 現 し 、

癌 の 診 断 等 に 有 用 で あ る と い う 報 告 は な い （ 非 特 許 文 献 １ ０ 　 Mol Endocrinol. 9:243-54

(1995)、 非 特 許 文 献 １ １ 　 J Cell Biol. 145： 83-98(1999)） 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 配 列 番 号 ４ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は イ ヌ の TRIP11の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 該 ア ミ ノ

酸 配 列 を 有 す る イ ヌ TRIP11は 、 イ ヌ 精 巣 由 来 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー と 担 癌 犬 の 血 清 を 用 い た SE

REX法 に よ り 、 担 癌 犬 由 来 の 血 清 中 に 特 異 的 に 存 在 す る 抗 体 と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド と し

て 同 定 さ れ た も の で あ る （ 実 施 例 Ｄ － １ 参 照 ） 。 す な わ ち 、 担 癌 犬 体 内 で は 、 配 列 番 号 ４

５ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る TRIP11に 対 す る 抗 体 が 特 異 的 に 誘 導 さ れ て い る 。 従 っ て 、

上 記 第 １ の 方 法 に よ り 配 列 番 号 ４ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る TRIP11に 対 す る 上 記

し た 抗 体 を 測 定 す る こ と で 、 イ ヌ の 癌 を 検 出 で き る （ 実 施 例 Ｄ － ３ 及 び Ｄ － ４ 参 照 ） 。 ま

た 、 上 記 第 ２ の 方 法 に よ り 抗 原 た る 配 列 番 号 ４ ５ の TRIP11自 体 を 測 定 す る こ と で も 、 イ ヌ

の 癌 を 検 出 で き る （ 実 施 例 Ｄ － ５ 及 び Ｄ － ６ 参 照 ） 。 ま た 、 下 記 実 施 例 に 記 載 さ れ る 通 り

、 TRIP11を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 精 巣 と 癌 細 胞 で 有 意 に 高 発 現 し て い る た め （ 実 施 例 Ｄ －

１ 参 照 ） 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 イ ヌ の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 発 明 の 方 法 で は 、 配 列 番 号 ４ ５ の イ ヌ TRIP11の み な ら ず 、 そ の 他 の 哺 乳 動 物 の TRIP11

（ 以 下 、 イ ヌ TRIP11に 対 す る 「 相 同 因 子 」 と い う こ と が あ る 。 ま た 、 単 に 「 TRIP11」 と い

う 場 合 に は 、 イ ヌ に 限 ら ず 、 他 の 哺 乳 動 物 由 来 の TRIP11も 包 含 さ れ る 。 ） も 測 定 対 象 と な

る 。 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 通 り 、 ヒ ト TRIP11を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列 番

号 ４ ５ の イ ヌ TRIP11同 様 、 ヒ ト の 精 巣 と 癌 細 胞 で 有 意 に 高 発 現 し て お り 、 健 常 ヒ ト 体 内 に

は 該 ヒ ト TRIP11に 対 す る 抗 体 が 検 出 さ れ な い 。 ま た 、 ネ コ TRIP11に 対 す る 抗 体 は 、 健 常 ネ

コ 体 内 で は 検 出 さ れ ず 、 担 癌 ネ コ で の み 検 出 さ れ る 。 従 っ て 、 イ ヌ 以 外 の 哺 乳 動 物 に お け

る TRIP11の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 該 哺 乳 動 物 の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。 本

発 明 の 方 法 で 測 定 対 象 と な る イ ヌ 以 外 の TRIP11と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ト TRIP11、 ネ コ TRIP

11等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 な お 、 ヒ ト TRIP11を コ ー ド す る 塩 基 配 列 及

び そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ６ 及 び ４ ７ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る 通 り で あ り 、

イ ヌ TRIP11と の 相 同 性 は 塩 基 配 列 で ８ ８ ％ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 で ８ ６ ％ で あ る 。 イ ヌ と ヒ ト の

よ う に 遺 伝 的 に 遠 縁 な 哺 乳 動 物 間 で あ っ て も 、 そ れ ぞ れ の TRIP11の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性

は ８ ６ ％ と 非 常 に 高 く 、 そ の た め 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 と の 間 で も 、 イ ヌ TRIP11と そ の 相

同 因 子 と は ７ ５ ％ 程 度 以 上 の 高 い 相 同 性 を 有 す る も の と 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の
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方 法 に お い て 発 現 を 測 定 す る TRIP11は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 配 列 番 号 ４ ５ に 示 さ れ る イ

ヌ TRIP11の ア ミ ノ 酸 配 列 と 好 ま し く は ７ ５ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を

有 す る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 な お 、 本 発 明 に お い て 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が そ の よ う な 順

序 で 配 列 し て い る と い う 意 味 で あ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 「 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸

配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る Met Ala Ala Leu・ ・ (中 略 )・

・ Ile Thr Ser Proの ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 、 ３ ０ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 の サ イ ズ の ポ リ ペ プ チ ド

を 意 味 す る 。 ま た 、 例 え ば 、 「 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド

」 を 「 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 」 と 略 記 す る こ と が あ る 。 「 塩 基 配 列 を 有 す る 」 と い う

表 現 に つ い て も 同 様 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 に お い て 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 複 数 の ア ミ

ノ 酸 が ペ プ チ ド 結 合 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 分 子 を い い 、 構 成 す る ア ミ ノ 酸 数 が 多 い

ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の み な ら ず 、 ア ミ ノ 酸 数 が 少 な い 低 分 子 量 の 分 子 （ オ リ ゴ ペ プ チ ド ） や

、 全 長 タ ン パ ク 質 も 包 含 さ れ 、 本 発 明 で は 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ４

２ 、 ４ ５ 又 は ４ ７ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 長 か ら 成 る タ ン パ ク 質 も 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 上 記 第 １ の 方 法 に お い て 、 試 料 中 に 存 在 し 得 る 上 記 癌 特 異 的 抗 体 の 測 定 は 、 該 抗 体 と 抗

原 抗 体 反 応 す る 抗 原 物 質 を 用 い た 免 疫 測 定 に よ り 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 免 疫 測 定 法 自

体 は 下 記 に 詳 述 す る と お り 周 知 の 常 法 で あ る 。 免 疫 測 定 の 抗 原 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 担

癌 イ ヌ 体 内 で 該 抗 体 を 誘 導 す る も と と な っ た 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 又 は ４ ５ の ポ

リ ペ プ チ ド を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 抗 体 に は 交 叉 反 応 性 が あ り 、 実 際 に 免 疫 原 と な

っ た 抗 原 物 質 以 外 の 分 子 で あ っ て も 、 分 子 上 に 免 疫 原 の エ ピ ト ー プ と 類 似 し た 構 造 が 存 在

す れ ば 、 そ の 分 子 は 免 疫 原 に 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 し 得 る 。 例

え ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 が 高 い ポ リ ペ プ チ ド 同 士 で は 、 エ ピ ト ー プ の 構 造 も 類 似 し て

い る 場 合 が 多 く 、 そ の 場 合 に は 両 者 は 同 一 の 抗 原 性 を 示 し 得 る 。 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記

載 さ れ る 通 り 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 又 は ４ ５ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド は 、 担 癌

イ ヌ 体 内 で 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 誘 導 さ れ た 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る ほ か 、 担 癌 ネ コ 体 内

で ネ コ 相 同 因 子 に 対 し 誘 導 さ れ た 抗 体 と も 抗 原 抗 体 反 応 す る し 、 ま た 、 ヒ ト 相 同 因 子 は 、

担 癌 イ ヌ 体 内 及 び 担 癌 ネ コ 体 内 で 誘 導 さ れ た 上 記 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る 。 従 っ て 、 本 発

明 の 第 １ の 方 法 で は 、 免 疫 測 定 の 抗 原 と し て 、 い ず れ の 哺 乳 動 物 由 来 の 相 同 因 子 を 用 い る

こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 通 常 、 タ ン パ ク 質 等 の よ う な 、 複 雑 な 構 造 を と る 分 子 量 の 大 き い 抗 原 物 質 の 場 合 、 分 子

上 に 構 造 の 異 な る 複 数 の 部 位 が 存 在 し て い る 。 従 っ て 、 生 体 内 で は 、 そ の よ う な 抗 原 物 質

に 対 し 、 複 数 の 部 位 を そ れ ぞ れ 認 識 し て 結 合 す る 複 数 種 類 の 抗 体 が 生 産 さ れ る 。 す な わ ち

、 生 体 内 で タ ン パ ク 質 等 の 抗 原 物 質 に 対 し て 生 産 さ れ る 抗 体 は 、 複 数 種 類 の 抗 体 の 混 合 物

で あ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 本 願 発 明 者 ら が 見 出 し た 、 担 癌 生 体 由 来 の 血 清 中 に 特

異 的 に 存 在 す る 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 又 は ４ ５ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 相 同

因 子 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 特 異 的 に 結 合 す る 癌 特 異 的 抗 体 も ま た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で

あ る 。 な お 、 本 発 明 に お い て 「 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い っ た 場 合 に は 、 抗 原 物 質 を 体 内

に 含 む 生 体 由 来 の 血 清 中 に 存 在 す る 抗 体 で あ っ て 、 該 抗 原 物 質 に 対 し て 該 生 体 内 で 誘 導 さ

れ た 抗 体 を 指 す 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 担 癌 生 体 特 異 的 な 抗 体 を 免 疫 測 定 す る た め の 抗 原 と し て 、 下 記 実 施 例 Ａ で は 、 配 列 番 号

２ の 全 長 領 域 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び そ の ヒ ト 相 同 因 子 で あ る 配 列 番 号 ４ の 全 長 領

域 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 し 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド と 担 癌 生 体 由 来 の 血 清 中 の 前 記

抗 体 と の 反 応 性 を 確 認 し て い る 。 下 記 実 施 例 Ｂ で は 、 配 列 番 号 １ ６ （ イ ヌ カ ル メ ジ ン ） の

全 長 領 域 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び そ の ヒ ト 相 同 因 子 で あ る 配 列 番 号 １ ８ （ ヒ ト カ ル

メ ジ ン ） の 全 長 領 域 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 し 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド と 担 癌 生 体 由

来 の 血 清 中 の 前 記 抗 体 と の 反 応 性 を 確 認 し て い る 。 下 記 実 施 例 Ｃ で は 、 配 列 番 号 ２ ６ （ イ
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ヌ CEP） 中 の １ ５ １ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 配 列 番

号 ２ ８ （ ヒ ト CEP） 中 の １ ５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を

調 製 し 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド と 担 癌 生 体 由 来 の 血 清 中 の 前 記 抗 体 と の 反 応 性 を 確 認 し て

い る 。 下 記 実 施 例 Ｄ で は 、 配 列 番 号 ４ ５ （ イ ヌ TRIP11） 中 の ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ

酸 の 領 域 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 配 列 番 号 ４ ７ （ ヒ ト TRIP11） 中 の ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２

３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 し 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド と 担 癌 生 体 由

来 の 血 清 中 の 前 記 抗 体 と の 反 応 性 を 確 認 し て い る 。 し か し な が ら 、 前 記 抗 体 は ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 で あ る か ら 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ 又 は そ の 相 同 因 子 の 全

長 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ れ ば 当 然 結 合 す る し 、 ま た 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 で あ っ て

も 、 前 記 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 中 に は そ の 断 片 の 構 造 を 認 識 す る 抗 体 が 含 ま れ 得 る た め 、 や

は り 担 癌 生 体 由 来 の 血 清 中 に 含 ま れ る 前 記 抗 体 と 結 合 で き る 。 す な わ ち 、 配 列 番 号 ２ 、 １

６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ 又 は そ の 相 同 因 子 の 全 長 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も 、

そ の 断 片 で あ っ て も 、 同 様 に 担 癌 生 体 血 清 中 に 特 異 的 に 含 ま れ る 前 記 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

の 測 定 に 用 い る こ と が で き 、 癌 の 検 出 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 従 っ て 、 本 発 明 の 第 １ の 方 法 で 免 疫 測 定 の 抗 原 と し て 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列

番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ 又 は そ の 相 同 因 子 （ 例 え ば 配 列 番 号 ４ 、 １ ８ 、 ２

８ 、 ４ ７ 等 ） の 全 長 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド の み に 限 定 さ れ ず 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、

４ ２ 若 し く は ４ ５ 又 は そ の 相 同 因 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続 す る ７ 個 以 上 、 好 ま し く は 連

続 す る １ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２

６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 相 同 因 子 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル

抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 以 下 、 便 宜 的 に 「 特 異 反 応 性 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 」

と い う こ と が あ る ） も 包 含 さ れ る 。 な お 、 約 ７ ア ミ ノ 酸 残 基 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド で あ れ ば

抗 原 性 を 発 揮 す る こ と が こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 た だ し 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 が あ ま り に 少 な い と 、 試 料 中 に 存 在 す る 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６

、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 相 同 因 子 と は 異 な る そ の 他 の

タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 と も 交 叉 反 応 し て し ま う 可 能 性 が 高 く な る 。 従 っ て 、 免 疫 測 定 の

精 度 を 高 め る 観 点 か ら は 、 抗 原 と し て 用 い る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 は 多 い

も の が 好 ま し い 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 又 は そ の 相 同 因 子 の 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の ア ミ

ノ 酸 残 基 数 を 好 ま し く は ３ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は １ ０ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ０

０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ５ ０ 以 上 と す る の が 望 ま し い 。 配 列 番 号 １ ６ の イ ヌ カ ル メ ジ

ン 又 は そ の 相 同 因 子 の 場 合 、 好 ま し く は ３ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は １ ０ ０ 以 上 、 さ ら に

好 ま し く は ２ ０ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ４ ０ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ５ ５ ０ 以 上 と す

る の が 望 ま し い 。 配 列 番 号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ の イ ヌ CEP又 は そ の 相 同 因 子 の 場 合 、 好 ま し

く は ３ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は １ ０ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ３ ０ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま

し く は ６ ０ ０ 以 上 と す る の が 望 ま し く 、 さ ら に は １ ０ ０ ０ 以 上 、 １ ５ ０ ０ 以 上 、 ２ ０ ０ ０

以 上 と し て も よ い 。 配 列 番 号 ４ ５ の イ ヌ TRIP11又 は そ の 相 同 因 子 の 場 合 、 好 ま し く は ３ ０

以 上 、 さ ら に 好 ま し く は １ ０ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ３ ０ ０ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ６

０ ０ 以 上 と す る の が 望 ま し く 、 さ ら に は １ ０ ０ ０ 以 上 、 １ ５ ０ ０ 以 上 と し て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 抗 原 と し て 用 い る ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い 具 体 例 と し て は 、 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ

ら れ る 。

(e)　 配 列 番 号 ２ 又 は ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

(f)　 配 列 番 号 １ ６ 又 は １ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

(g)　 配 列 番 号 ２ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成

る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 １ ５ １ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個

以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 配 列 番 号 ２ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連

続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 １ ５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番

ア ミ ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
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(h)　 配 列 番 号 ４ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成

る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以

上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 配 列 番 号 ４ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 連 続

す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ

ノ 酸 の 領 域 内 の 連 続 す る ５ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 上 記 (g)の ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ６ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 又 は 配 列 番

号 ２ ８ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 ） の う ち 、 よ り 好 ま し い 具 体 例 と し て は 、 配 列 番

号 ２ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ５ １ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み 、 １ ０

０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 断 片 、 及 び 、 配 列 番 号 ２ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １

５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み 、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 断 片 が

挙 げ ら れ る 。 特 に 好 ま し い 具 体 例 と し て は 、 配 列 番 号 ２ ６ 中 の １ ５ １ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 ア

ミ ノ 酸 の 領 域 （ 配 列 番 号 ３ ５ ） か ら 成 る 断 片 、 及 び 配 列 番 号 ２ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

中 の １ ５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 （ 配 列 番 号 ３ ６ ） か ら 成 る 断 片 が 挙 げ ら れ る

。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 上 記 (h)の ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ５ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 又 は 配 列 番

号 ４ ７ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 ） の う ち 、 よ り 好 ま し い 具 体 例 と し て は 、 配 列 番

号 ４ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み 、 １ ０ ０

０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 断 片 、 及 び 、 配 列 番 号 ４ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ２ ３

６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 み 、 １ ０ ０ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 断 片 が 挙 げ

ら れ る 。 特 に 好 ま し い 具 体 例 と し て は 、 配 列 番 号 ４ ５ 中 の ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸

の 領 域 （ 配 列 番 号 ５ ４ ） か ら 成 る 断 片 、 及 び 配 列 番 号 ４ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ２

３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 （ 配 列 番 号 ５ ５ ） か ら 成 る 断 片 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 一 般 に 、 タ ン パ ク 質 抗 原 に お い て 、 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 少 数 の ア ミ ノ 酸

残 基 が 置 換 さ れ 、 欠 失 さ れ 又 は 挿 入 さ れ た 場 合 で あ っ て も 、 元 の タ ン パ ク 質 と ほ ぼ 同 じ 抗

原 性 を 有 し て い る 場 合 が あ る こ と は 当 業 者 に お い て 広 く 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 配 列 番 号

２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ 又 は そ の 相 同 因 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 少 数 の ア ミ ノ

酸 残 基 が 置 換 さ れ 、 欠 失 さ れ 、 及 び ／ 又 は 挿 入 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て

、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ 又 は そ の 相 同 因 子 の 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 、 好

ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ８ ％ 以 上 の 相 同 性

を 有 し 、 か つ 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有

す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 相 同 因 子 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 特

異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド (以 下 、 便 宜 的 に 「 特 異 反 応 性 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う こ

と が あ る )も 、 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 に 癌 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く

は 、 該 特 異 反 応 性 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ 又 は

そ の 相 同 因 子 （ 好 ま し く は 配 列 番 号 ４ 、 １ ８ 、 ２ ８ 、 ４ ７ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １

な い し 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 さ れ 、 欠 失 さ れ 、 及 び ／ 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を

有 す る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 こ こ で 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 相 同 性 」 と は 、 比 較 す べ き ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 残

基 が で き る だ け 多 く 一 致 す る よ う に 両 ア ミ ノ 酸 配 列 を 整 列 さ せ 、 一 致 し た ア ミ ノ 酸 残 基 数

を 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 で 除 し た も の を 百 分 率 で 表 し た も の で あ る 。 上 記 整 列 の 際 に は 、 必 要

に 応 じ 、 比 較 す る ２ つ の 配 列 の 一 方 又 は 双 方 に 適 宜 ギ ャ ッ プ を 挿 入 す る 。 こ の よ う な 配 列

の 整 列 化 は 、 例 え ば BLAST、 FASTA、 CLUSTAL W等 の 周 知 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 な う こ と

が で き る 。 ギ ャ ッ プ が 挿 入 さ れ る 場 合 、 上 記 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 は 、 １ つ の ギ ャ ッ プ を １ つ

の ア ミ ノ 酸 残 基 と し て 数 え た 残 基 数 と な る 。 こ の よ う に し て 数 え た 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 が 、

比 較 す る ２ つ の 配 列 間 で 異 な る 場 合 に は 、 相 同 性 （ ％ ） は 、 長 い 方 の 配 列 の 全 ア ミ ノ 酸 残

基 数 で 、 一 致 し た ア ミ ノ 酸 残 基 数 を 除 し て 算 出 さ れ る 。 な お 、 天 然 の タ ン パ ク 質 を 構 成 す
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る ２ ０ 種 類 の ア ミ ノ 酸 は 、 低 極 性 側 鎖 を 有 す る 中 性 ア ミ ノ 酸 （ Gly, Ile, Val, Leu, Ala,

 Met, Pro)、 親 水 性 側 鎖 を 有 す る 中 性 ア ミ ノ 酸 （ Asn, Gln, Thr, Ser, Tyr, Cys)、 酸 性

ア ミ ノ 酸 (Asp, Glu)、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 (Arg, Lys, His)、 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 (Phe, Tyr, Trp)

の よ う に 類 似 の 性 質 を 有 す る も の に グ ル ー プ 分 け で き 、 こ れ ら の 間 で の 置 換 で あ れ ば ポ リ

ペ プ チ ド の 性 質 が 変 化 し な い こ と が 多 い こ と が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６

、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 相 同 因 子 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 置 換 す る

場 合 に は 、 こ れ ら の 各 グ ル ー プ の 間 で 置 換 す る こ と に よ り 、 対 応 抗 体 と の 結 合 性 を 維 持 で

き る 可 能 性 が 高 く な る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 で 用 い ら れ る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 部 分 配 列 と し て 含 み (す な わ ち 、 本 発 明 で 用 い

ら れ る ポ リ ペ プ チ ド の 一 端 又 は 両 端 に 他 の (ポ リ )ペ プ チ ド が 付 加 さ れ た も の )、 か つ 、 配

列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 相 同 因 子 に 対 す る ポ リ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド (以 下 、 便 宜 的 に 「

特 異 反 応 性 付 加 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う こ と が あ る )も 、 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 に 癌

の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 本 発 明 で 用 い ら れ る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 Fmoc法 （ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ

カ ル ボ ニ ル 法 ） 、 tBoc法 （ t̶ ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） 等 の 化 学 合 成 法 に 従 っ て 合 成

す る こ と が で き る 。 ま た 、 各 種 の 市 販 の ペ プ チ ド 合 成 機 を 利 用 し て 常 法 に よ り 合 成 す る こ

と も で き る 。 ま た 、 公 知 の 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 用 い て 容 易 に 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え

ば 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 相 同 因 子 を コ ー

ド す る 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 組 織 か ら 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ か ら 、 該 遺 伝 子 の cD N Aを Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ

Ｒ に よ り 調 製 し 、 該 cD N Aの 全 長 又 は 所 望 の 一 部 を 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 宿 主 細 胞 中

に 導 入 し 、 目 的 と す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。 配 列 番 号 ２ の イ ヌ ポ リ ペ プ チ ド

、 配 列 番 号 １ ６ の イ ヌ カ ル メ ジ ン 、 配 列 番 号 ２ ６ 及 び ４ ２ の イ ヌ CEP、 並 び に 配 列 番 号 ４

５ の イ ヌ TRIP11を コ ー ド す る cD N Aの 塩 基 配 列 は そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列

番 号 ２ ５ 及 び ４ １ 、 並 び に 配 列 番 号 ４ ４ に 示 さ れ 、 こ れ ら の ヒ ト 相 同 因 子 を コ ー ド す る cD

N Aの 塩 基 配 列 は そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 １ ７ （ ヒ ト カ ル メ ジ ン ） 、 配 列 番 号 ２ ７ （

ヒ ト CEP） 、 及 び 配 列 番 号 ４ ７ （ ヒ ト TRIP11） に 示 さ れ て い る た め 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い

る プ ラ イ マ ー は こ れ ら の 塩 基 配 列 を 参 照 し て 容 易 に 設 計 で き る 。 ま た 、 後 述 す る と お り 、

ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 の 相 同 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 イ ヌ の 塩 基 配 列 及 び ヒ ト 相 同 因 子

の 塩 基 配 列 を 参 照 し て 設 計 し た プ ラ イ マ ー に よ り 増 幅 し 得 る た め 、 例 え ば ネ コ 相 同 因 子 を

コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ も 上 記 と 同 様 の 手 法 に よ り 容 易 に 調 製 し 得 る 。 Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 、 Ｒ Ｔ －

Ｐ Ｃ Ｒ 、 ベ ク タ ー へ の cD N Aの 組 み 込 み 、 ベ ク タ ー の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 例 え ば 以 下 に 記

載 す る と お り 、 周 知 の 方 法 に よ り 行 な う こ と が で き る 。 ま た 、 用 い る ベ ク タ ー や 宿 主 細 胞

も 周 知 で あ り 、 種 々 の も の が 市 販 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 上 記 宿 主 細 胞 と し て は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 可 能 な 細 胞 で あ れ ば い か な る も の で あ

っ て も よ く 、 原 核 細 胞 の 例 と し て は 大 腸 菌 な ど 、 真 核 細 胞 の 例 と し て は サ ル 腎 臓 細 胞 COS

1、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 CH O等 の 哺 乳 動 物 培 養 細 胞 、 出 芽 酵 母 、 分 裂 酵 母 、 カ

イ コ 細 胞 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 宿 主 細 胞 と し て 原 核 細 胞 を 用 い る 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 原 核 細 胞 中 で 複 製 可 能

な オ リ ジ ン 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 D N Aク ロ ー ニ ン グ 部 位 、 タ ー ミ ネ ー タ

ー 等 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る 。 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 pUC系 、 pBluescri

ptII、 pET発 現 シ ス テ ム 、 pGEX発 現 シ ス テ ム な ど が 例 示 で き る 。 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー

ド す る Ｄ Ｎ Ａ を こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 該 ベ ク タ ー で 原 核 宿 主 細 胞 を 形 質 転

換 し た の ち 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す れ ば 、 前 記 D N Aが コ ー ド し て い る ポ リ ペ プ チ ド

を 原 核 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 際 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 、 他 の タ ン パ ク

質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 な お 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
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す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 上 記 し た よ う に RT-PCRに よ り cD N Aを 調 製 し て 得 る こ と が で き 、 ま た

後 述 す る よ う に 市 販 の 核 酸 合 成 機 を 用 い て 常 法 に よ り 合 成 す る こ と も で き る 。 な お 、 配 列

番 号 ２ 、 ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ４ ２ 、 ４ ５ 及 び ４ ７ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る

遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ５ 、

２ ７ 、 ４ １ 、 ４ ４ 及 び ４ ６ に 示 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 宿 主 細 胞 と し て 真 核 細 胞 を 用 い る 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ス プ ラ

イ シ ン グ 領 域 、 ポ リ （ A） 付 加 部 位 等 を 有 す る 真 核 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る 。 そ の よ

う な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 pK A1、 pCD M8、 pSV K3、 pMSG、 pSVL、 pBK-C M V、 pBK-RSV、 EBV

ベ ク タ ー 、 pRS、 pcD N A3、 pMSG、 pYES2等 が 例 示 で き る 。 上 記 と 同 様 に 、 本 発 明 で 用 い ら れ

る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 該 ベ ク タ ー で

真 核 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し た の ち 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す れ ば 、 前 記 D N Aが コ ー ド

し て い る ポ リ ペ プ チ ド を 真 核 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー と し て

pIN D/V5-His、 pFLA G-C M V-2、 pEGFP-N1、 pEGFP-C1等 を 用 い た 場 合 に は 、 Hisタ グ 、 FLA Gタ

グ 、 mycタ グ 、 H Aタ グ 、 GFPな ど 各 種 タ グ を 付 加 し た 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 上 記 ポ リ ペ プ

チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 発 現 ベ ク タ ー の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 リ ポ ソ ー ム 法

、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 法 等 の 周 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 宿 主 細 胞 か ら 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 精 製 す る た め に は 、 公 知 の 分 離 操 作 を 組 み 合 わ

せ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 尿 素 な ど の 変 性 剤 や 界 面 活 性 剤 に よ る 処 理 、 超 音 波 処 理 、

酵 素 消 化 、 塩 析 や 溶 媒 分 別 沈 殿 法 、 透 析 、 遠 心 分 離 、 限 外 ろ 過 、 ゲ ル ろ 過 、 SDS-PA GE、 等

電 点 電 気 泳 動 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ニ テ ィ ー

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 以 上 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド に は 、 他 の 任 意 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ

ク 質 の 形 態 に あ る も の も 含 ま れ る 。 例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン － S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST

） や Hisタ グ と の 融 合 タ ン パ ク 質 な ど が 例 示 で き る 。 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 態 の

ポ リ ペ プ チ ド も 、 上 記 し た 特 異 反 応 性 付 加 ポ リ ペ プ チ ド に 包 含 さ れ 、 本 発 明 の 第 １ の 検 出

方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 形 質 転 換 細 胞 で 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 翻 訳 さ

れ た 後 、 細 胞 内 で 各 種 修 飾 を 受 け る 場 合 が あ る 。 こ の よ う な 翻 訳 後 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ

ド も 、 配 列 番 号 ２ 又 は ４ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 結 合 性 を 有 す る

限 り 、 本 発 明 の 第 １ の 検 出 方 法 に お い て 使 用 可 能 で あ る 。 こ の 様 な 翻 訳 修 飾 と し て は 、 N

末 端 メ チ オ ニ ン の 脱 離 、 N末 端 ア セ チ ル 化 、 糖 鎖 付 加 、 細 胞 内 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 限 定 分

解 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 イ ソ プ レ ニ ル 化 、 リ ン 酸 化 な ど が 例 示 で き る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 試 料 中 の 抗 体 の 測 定 は 、 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い た 免 疫 測 定 に よ り 容 易

に 行 う こ と が で き る 。 免 疫 測 定 自 体 は こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 反 応 様 式 で 分 類 す る

と 、 サ ン ド イ ッ チ 法 、 競 合 法 、 凝 集 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 等 が あ る 。 ま た 、 標 識 で 分

類 す る と 、 放 射 免 疫 測 定 、 蛍 光 免 疫 測 定 、 酵 素 免 疫 測 定 、 ビ オ チ ン 免 疫 測 定 等 が あ り 、 い

ず れ の 方 法 を 用 い て も 上 記 抗 体 の 免 疫 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 特 に 限 定 さ れ な い が 、 サ

ン ド イ ッ チ ELISAや 凝 集 法 は 、 操 作 が 簡 便 で 大 掛 か り な 装 置 等 を 必 要 と し な い た め 、 本 発

明 の 方 法 に お け る 上 記 抗 体 の 免 疫 測 定 方 法 と し て 好 ま し く 適 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 の

標 識 と し て 酵 素 を 用 い る 場 合 、 酵 素 と し て は 、 タ ー ン オ ー バ ー 数 が 大 で あ る こ と 、 抗 体 と

結 合 さ せ て も 安 定 で あ る こ と 、 基 質 を 特 異 的 に 着 色 さ せ る 等 の 条 件 を 満 た す 物 で あ れ ば 特

段 の 制 限 は な く 、 通 常 の 酵 素 免 疫 測 定 法 に 用 い ら れ る 酵 素 、 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、

β ̶ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア セ チ ル

コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 化 脱 水 素 酵 素 、 リ ン ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 等 を 用

い る こ と も で き る 。 ま た 、 酵 素 阻 害 物 質 や 補 酵 素 等 を 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら 酵 素 と
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抗 体 と の 結 合 は 、 マ レ イ ミ ド 化 合 物 等 の 架 橋 剤 を 用 い る 公 知 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で

き る 。 基 質 と し て は 、 使 用 す る 酵 素 の 種 類 に 応 じ て 公 知 の 物 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。

例 え ば 酵 素 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 使 用 す る 場 合 に は 、 3,3',5,5'̶ テ ト ラ メ チ ル ベ ン

ジ シ ン を 、 ま た 酵 素 と し て は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 パ ラ ニ ト ル フ

ェ ノ ー ル 等 を 用 い る こ と が で き る 。 放 射 性 同 位 体 と し て は
1 2 5

Iや
3
H等 の 通 常 ラ ジ オ イ ム ノ

ア ッ セ イ で 用 い ら れ て い る 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。 蛍 光 色 素 と し て は 、 フ ル オ ロ レ ッ

セ ン ス イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） や テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ TRIT

C） 等 の 通 常 の 蛍 光 抗 体 法 に 用 い ら れ る 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 な お 、 こ れ ら の 免 疫 測 定 法 自 体 は 周 知 で あ り 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 必 要 は な い が 、 簡 単

に 記 載 す る と 、 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ 法 で は 、 抗 原 と し て 用 い る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 固 相

に 不 動 化 し 、 血 清 等 の 試 料 と 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 適 当 な 二 次 抗 体 を 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 固

相 に 結 合 し た 二 次 抗 体 を 測 定 す る 。 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 に 不 動 化 す る こ と に よ り 、 未

結 合 の 二 次 抗 体 を 容 易 に 除 去 す る こ と が で き る た め 、 本 発 明 の 癌 の 検 出 方 法 の 態 様 と し て

好 ま し い 。 二 次 抗 体 と し て は 、 例 え ば 試 料 が イ ヌ 由 来 で あ れ ば 、 抗 イ ヌ IgG抗 体 を 用 い る

こ と が で き る 。 二 次 抗 体 を 上 記 に 例 示 し た 標 識 物 質 で 標 識 し て お く こ と に よ り 、 固 相 に 結

合 し た 二 次 抗 体 を 測 定 す る こ と が で き る 。 こ う し て 測 定 し た 二 次 抗 体 量 が 血 清 試 料 中 の 上

記 抗 体 量 に 相 当 す る 。 標 識 物 質 と し て 酵 素 を 用 い る 場 合 に は 、 酵 素 作 用 に よ っ て 分 解 し て

発 色 す る 基 質 を 加 え 、 基 質 の 分 解 量 を 光 学 的 に 測 定 す る こ と に よ っ て 抗 体 量 を 測 定 で き る

。 標 識 物 質 と し て 放 射 性 同 位 体 を 用 い る 場 合 に は 、 放 射 性 同 位 体 の 発 す る 放 射 線 量 を シ ン

チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 等 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 本 発 明 の 第 ２ の 方 法 で は 、 生 体 か ら 得 た 試 料 中 に 含 ま れ 得 る 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ

ド 若 し く は そ の 相 同 因 子 、 カ ル メ ジ ン 、 配 列 番 号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ の CEP若 し く は そ の 相

同 因 子 、 及 び TRIP11の う ち の 少 な く と も い ず れ か １ つ が 測 定 さ れ る 。 上 述 し た 通 り 、 癌 患

者 に お い て は 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 相 同 因 子 、 イ ヌ や ヒ ト 等 の カ ル メ

ジ ン 、 配 列 番 号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ の CEP若 し く は そ の 相 同 因 子 、 又 は イ ヌ や ヒ ト 等 の TRIP1

1と 抗 原 抗 体 反 応 す る 癌 特 異 的 抗 体 の 量 が 有 意 に 多 い が 、 こ の こ と は 、 癌 患 者 体 内 に お い

て 、 該 癌 特 異 的 抗 体 の 抗 原 た る こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 相 同 因 子 の 産 生 量 が 有 意 に

多 い こ と を 示 し て い る 。 該 抗 原 自 体 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 癌 を 検 出 す る こ と が で き

る と い う こ と は 、 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ て い る 通 り で あ る 。 従 っ て 、 配 列 番 号 ２

の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 相 同 因 子 、 カ ル メ ジ ン 、 配 列 番 号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ の CEP若

し く は そ の 相 同 因 子 、 又 は TRIP11自 体 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 上 記 第 １ の 方 法 と 同 様

に 、 生 体 内 の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 測 定 は 、 周 知 の 免 疫 測 定 法 に よ り 容 易 に 行 な う こ と が で き る 。

具 体 的 に は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ

の 相 同 因 子 と 抗 原 抗 体 反 応 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 を 作 製 し 、 こ れ を 用 い て 免 疫

測 定 を 行 う こ と に よ り 、 試 料 中 に 存 在 し 得 る 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５

の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 相 同 因 子 を 測 定 す る こ と が で き る 。 上 述 し た 通 り 、 抗 体 に は 交 叉

反 応 性 が あ る た め 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ の イ ヌ 由 来 ポ リ

ペ プ チ ド と 抗 原 抗 体 反 応 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 を 用 い て 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、

２ ６ 、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド の み な ら ず 、 そ の 他 の 哺 乳 動 物 相 同 因 子

、 例 え ば 配 列 番 号 ４ 、 １ ８ 、 ２ ８ 若 し く は ４ ７ の ヒ ト 相 同 因 子 や 、 ネ コ 相 同 因 子 等 も 測 定

す る こ と が で き る 。 免 疫 測 定 方 法 自 体 は 、 上 述 し た 通 り 周 知 の 常 法 で あ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 こ こ で 、 「 抗 原 結 合 性 断 片 」 と は 、 抗 体 分 子 中 に 含 ま れ る Fab断 片 や F(ab') 2 断 片 の よ う

な 、 抗 原 と の 結 合 能 を 有 す る 抗 体 断 片 を 意 味 す る 。 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も モ ノ ク

ロ ー ナ ル で も よ い が 、 免 疫 測 定 等 の た め に は 、 再 現 性 が 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し

い 。 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 方
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法 は 周 知 で あ り 、 常 法 に よ り 容 易 に 行 う こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を キ ー ホ ー

ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ン （ KLH） や カ ゼ イ ン 等 の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ た も の を

免 疫 原 と し 、 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 動 物 に 免 疫 す る こ と に よ り 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗

体 を 誘 起 す る こ と が で き る 。 免 疫 し た 動 物 か ら 採 取 し た 脾 細 胞 や リ ン パ 球 の よ う な 抗 体 産

生 細 胞 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６

、 ４ ２ 若 し く は ４ ５ の タ ン パ ク 質 又 は そ の 相 同 因 子 と 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド

ー マ を 選 択 し 、 こ れ を 増 殖 さ せ て 、 培 養 上 清 か ら 上 記 タ ン パ ク 質 を 対 応 抗 原 と す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が 出 来 る 。 な お 、 上 記 の 方 法 は 周 知 の 常 法 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 本 発 明 の 第 ３ の 方 法 で は 、 生 体 か ら 得 た 試 料 中 に 含 ま れ 得 る 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ

ド 若 し く は そ の 相 同 因 子 、 カ ル メ ジ ン 、 配 列 番 号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ の CEP若 し く は そ の 相

同 因 子 、 及 び TRIP11の う ち の い ず れ か １ つ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 測 定 さ れ る 。 下 記 実 施

例 に 具 体 的 に 示 さ れ る 通 り 、 配 列 番 号 ２ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は 配 列 番 号 ４ の そ

の ヒ ト 相 同 因 子 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ； 配 列 番 号 １ ６ の イ ヌ カ ル メ ジ ン 若 し く は 配 列 番 号

１ ８ の ヒ ト カ ル メ ジ ン を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ； 配 列 番 号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ の イ ヌ CEP又 は

配 列 番 号 ２ ８ の そ の ヒ ト 相 同 因 子 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ； 及 び 配 列 番 号 ４ ５ の イ ヌ TRIP11

又 は 配 列 番 号 ４ ７ の ヒ ト TRIP11を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 癌 細 胞 に お い て 有 意 に 高 発 現 し

て い る 。 従 っ て 、 試 料 中 の 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 生 体 内 の 癌 を 検 出 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 試 料 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と す る リ ア ル タ イ ム 検 出 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ

の よ う な 常 法 に よ り 定 量 す る こ と が で き 、 常 法 で あ る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に お け る 染 色 強 度

等 に よ っ て も 概 ね 定 量 す る こ と が で き る 。 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ４

２ 、 ４ ５ 及 び ４ ７ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ 、

３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ４ １ 、 ４ ４ 及 び ４ ６ に 示 さ れ る 通 り で あ る か ら 、 こ れ ら の

配 列 を も と に 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ４ １ 、 ４ ４ 又 は ４ ６ に 示 さ れ

る 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 以 下 、 「 癌 検

出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う ） を 調 製 し 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ や 核 酸 増 幅 法

に お け る プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 試 料 中 存 在 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。

後 述 す る と お り 、 配 列 番 号 １ 又 は ３ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ

ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ れ ば 、 イ ヌ 及 び ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 に お け る 相 同 因 子 を

コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 測 定 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 配 列 番 号 １ ５ 又 は １ ７ に 示 さ れ る

塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ れ ば 、 イ ヌ 及

び ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 に お け る カ ル メ ジ ン を コ ー ド す る mRN Aも 測 定 す る こ と が で き る 。 配

列 番 号 ２ ５ 、 ２ ７ 又 は ４ １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す

る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ れ ば 、 イ ヌ 及 び ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 に お け る 相 同 因 子 を コ ー ド す

る mRN Aも 測 定 す る こ と が で き る 。 配 列 番 号 ４ ４ 又 は ４ ６ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域

と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ れ ば 、 イ ヌ 及 び ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物

に お け る TRIP11を コ ー ド す る mRN Aも 測 定 す る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 に お い て 、 ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド は Ｒ Ｎ Ａ で も Ｄ Ｎ Ａ で も よ い 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 こ こ で 、 「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と は 、 通 常 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ の 条 件 下 に お い

て 、 対 象 と す る 部 分 領 域 と の み ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 他 の 領 域 と は 実 質 的 に ハ イ ブ リ ダ

イ ズ し な い と い う 意 味 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 「 通 常 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ の 条 件 下 」 と は 、 通 常 の Ｐ Ｃ Ｒ の ア ニ ー リ ン グ や プ ロ ー ブ に よ

る 検 出 に 用 い ら れ る 条 件 下 の こ と を い い 、 例 え ば 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ の 場

合 に は 、 50m M KCl、 10m M Tris-HCl(pH 8.3～ 9.0)、 1.5m M MgCl 2 と い っ た 一 般 的 な 緩 衝 液

を 用 い て 、 54℃ ～ 60℃ 程 度 の 適 当 な ア ニ ー リ ン グ 温 度 で 反 応 を 行 な う こ と を い い 、 ま た 、

例 え ば ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 に は 、 5 x SSPE、 50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5 x
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Denhardt 's solution、 0.1～ 0.5％ SDSと い っ た 一 般 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 用

い て 、 42℃ ～ 65℃ 程 度 の 適 当 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 で 反 応 を 行 な う こ と を い う 。

た だ し 、 適 当 な ア ニ ー リ ン グ 温 度 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は 、 上 記 例 示 に 限 定 さ

れ ず 、 プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 用 い る 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の Tm値 及 び 実 験 者

の 経 験 則 に 基 づ い て 定 め ら れ 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 定 め る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 「 実 質 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 」 と は 、 全 く ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い か 、 す る と し て も

対 象 と す る 部 分 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 量 よ り も 大 幅 に 少 な く 、 相 対 的 に 無 視 で き る 程

度 の 微 量 し か ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い と い う 意 味 で あ る 。 そ の よ う な 条 件 下 で 特 異 的 に ハ イ

ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 対 象 の 部 分 領 域 の 塩 基 配 列 と 一 定 以 上 の 相 同

性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ 、 例 え ば ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 、 よ

り 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ３ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、

さ ら に 好 ま し く は ９ ８ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 最 も 好 ま

し く は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 対 象 の 部 分 領 域 の 塩 基 配 列 と 同 一 の 塩 基 配 列 を 有 す る 。

相 同 性 の 定 義 は 、 上 記 し た ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 と 同 様 で あ る 。 な お 、 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド の 末 端 に 対 象 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 領 域 が 含 ま れ て い て も 、 プ ロ ー ブ の 場 合 に

は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 が プ ロ ー ブ 全 体 の お よ そ 半 分 以 上 を 占 め て い れ ば 検 出 に 用 い

る こ と が で き る し 、 ま た 、 プ ラ イ マ ー の 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 が プ ラ イ マ ー

全 体 の お よ そ 半 分 以 上 を 占 め 、 か つ 3'末 端 側 に あ れ ば 、 正 常 に ア ニ ー リ ン グ し て 伸 長 反 応

を 生 じ 得 る の で 、 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う に 、 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の

末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 領 域 が 含 ま れ て い る 場 合 に お い て 、 対 象 の 塩 基 配 列 と の 相 同

性 を 算 出 す る と き は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 領 域 は 考 慮 せ ず 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 の

み に 着 目 し て 算 出 す る も の と す る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 な お 、 本 発 明 に お い て 、 「 部 分 領 域 」 と は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ５ 、 ２ ７

、 ４ １ 、 ４ ４ 又 は ４ ６ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 一 部 の 領 域 を 言 い 、 好 ま し く は 連 続 す る 18

塩 基 以 上 の 領 域 で あ る 。 な お 、 本 発 明 に お い て 、 「 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 」 と 言

っ た 場 合 に は 、 配 列 番 号 １ に 実 際 に 示 さ れ て い る 塩 基 配 列 の 他 、 こ れ と 相 補 的 な 配 列 も 包

含 す る 。 従 っ て 、 例 え ば 「 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と

言 っ た 場 合 に は 、 配 列 番 号 １ に 実 際 に 示 さ れ て い る 塩 基 配 列 を 有 す る 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド 、 そ の 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 有 す る 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び こ れ ら か ら 成 る 二 本

鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 包 含 さ れ る 。 本 発 明 で 用 い ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る 場 合

や 、 本 発 明 で 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る 場 合 に は

、 適 宜 い ず れ か の 塩 基 配 列 を 選 択 す る こ と と な る が 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に そ の 選 択 を す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 数 は 、 特 異 性 を 確 保 す る 観 点 か ら 、 １ ８ 塩 基 以 上 が 好

ま し い 。 サ イ ズ は 、 プ ロ ー ブ と し て 用 い る 場 合 に は 、 好 ま し く は １ ８ 塩 基 以 上 、 さ ら に 好

ま し く は ２ ０ 塩 基 以 上 、 コ ー ド 領 域 の 全 長 以 下 が 好 ま し く 、 プ ラ イ マ ー と し て 用 い る 場 合

に は 、 １ ８ 塩 基 以 上 が 好 ま し く 、 ５ ０ 塩 基 以 下 が 好 ま し い 。 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の

好 ま し い 例 と し て は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ４ １ 、 ４ ４ 又 は ４ ６ に

示 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 連 続 す る １ ８ 塩 基 以 上 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 本 明 細 書 を 参 照 し た 当 業 者 に は 明 ら か で あ る が 、 配 列 番 号 ２ 、 １ ６ 、 ２ ６ 又 は ４ ５ の イ

ヌ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRN A量 の 測 定 に は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ 、 １ ５ 、 ２ ５ 又 は ４

４ 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 用 い ら れ 、 ま た 、 配 列

番 号 ４ 、 １ ８ 、 ２ ８ 又 は ４ ７ の ヒ ト 相 同 因 子 を コ ー ド す る mRN A量 の 測 定 に は 、 そ れ ぞ れ 配

列 番 号 ３ 、 １ ７ 、 ２ ７ 又 は ４ ６ 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド が 用 い ら れ る 。 た だ し 、 相 同 因 子 同 士 は 、 通 常 、 塩 基 配 列 レ ベ ル で も 相 同 性 が 高 く 、

配 列 番 号 １ と ３ と は ９ ３ ％ 、 配 列 番 号 １ ５ と １ ７ と は ９ ０ ％ 、 配 列 番 号 ２ ５ と ２ ７ と は ８
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７ ％ 、 配 列 番 号 ４ ４ と ４ ６ と は ８ ８ ％ と 、 い ず れ も 相 同 性 が 非 常 に 高 い 。 そ の た め 、 配 列

番 号 １ 、 １ ５ 、 ２ ５ 又 は ４ ４ 中 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド は 、 そ れ ぞ れ 、 該 部 分 領 域 に 対 応 す る 配 列 番 号 ３ 、 １ ７ 、 ２ ７ 又 は ４ ６ 中 の 部 分 領 域 と

も 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る 。 実 際 に 、 下 記 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う に 、 例 え ば 配 列

番 号 ７ 及 び ８ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る 一 対 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い れ ば 、

配 列 番 号 １ 中 の 部 分 領 域 と も 配 列 番 号 ３ 中 の 部 分 領 域 と も 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の

で 、 配 列 番 号 ２ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 そ の ヒ ト 相 同 因 子 で あ

る 配 列 番 号 ４ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 い ず れ も 測 定 す る こ と が で き る （

実 施 例 Ａ ） 。 配 列 番 号 １ ９ 及 び ２ ０ の 塩 基 配 列 を 有 す る 一 対 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い れ

ば 、 配 列 番 号 １ ５ 中 の 部 分 領 域 と も 配 列 番 号 １ ７ 中 の 部 分 領 域 と も 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ

ズ す る の で 、 配 列 番 号 １ ６ の イ ヌ カ ル メ ジ ン を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 そ の ヒ ト 相 同 因 子

で あ る 配 列 番 号 １ ８ の ヒ ト カ ル メ ジ ン を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 い ず れ も 測 定 す る こ と が

で き る （ 実 施 例 Ｂ ） 。 配 列 番 号 ２ ９ 及 び ３ ０ の 塩 基 配 列 を 有 す る 一 対 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト

で あ れ ば 、 配 列 番 号 ２ ５ 中 の 部 分 領 域 と も 配 列 番 号 ２ ７ 中 の 部 分 領 域 と も 特 異 的 に ハ イ ブ

リ ダ イ ズ す る し 、 ま た 、 配 列 番 号 ４ １ 中 の 部 分 領 域 と も 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の で

、 配 列 番 号 ２ ６ 又 は ４ ２ の イ ヌ CEPを コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 そ の ヒ ト 相 同 因 子 で あ る 配

列 番 号 ２ ８ の ヒ ト CEPを コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 い ず れ も 測 定 す る こ と が で き る （ 実 施 例

Ｃ ） 。 配 列 番 号 ４ ８ 及 び ４ ９ の 塩 基 配 列 を 有 す る 一 対 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ れ ば 、 配 列

番 号 ４ ４ 中 の 部 分 領 域 と も 配 列 番 号 ４ ６ 中 の 部 分 領 域 と も 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の

で 、 配 列 番 号 ４ ５ の イ ヌ TRIP11を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 そ の ヒ ト 相 同 因 子 で あ る 配 列 番

号 ４ ７ の ヒ ト TRIP11を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 い ず れ も 測 定 す る こ と が で き る （ 実 施 例 Ｄ

） 。 従 っ て 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ； １ ５ ； ２ ５ ； 又 は ４ ４ の イ ヌ の 塩 基 配 列 中 の 部 分 領 域

と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 配 列 番 号 ２ ； １ ６ ； ２ ６ 及 び

４ ２ ； 又 は ４ ５ の イ ヌ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRN Aの み な ら ず 、 こ れ ら の ヒ ト 相 同 因 子

で あ る 配 列 番 号 ４ ； １ ８ ； ２ ８ ； 又 は ４ ７ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRN Aも そ れ ぞ れ 測

定 で き る し 、 同 様 に 、 ネ コ 等 の そ の 他 の 哺 乳 動 物 の 相 同 因 子 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 測 定

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る 場 合 に は 、 配 列 番 号 １ と ３ と の 間 ； 配 列 番 号 １ ５

と １ ７ と の 間 ； 配 列 番 号 ２ ５ と ２ ７ と の 間 ； 又 は 配 列 番 号 ４ ４ と ４ ６ と の 間 で 相 同 性 が 特

に 高 い （ 好 ま し く は 塩 基 配 列 が 同 一 で あ る ） 部 分 領 域 を 選 択 す る こ と が よ り 望 ま し い 。 イ

ヌ と ヒ ト と の 間 で 相 同 性 が 特 に 高 い 部 分 領 域 で あ れ ば 、 そ の 他 の 動 物 種 の 相 同 遺 伝 子 中 に

も 該 領 域 と 相 同 性 が 非 常 に 高 い 領 域 が 存 在 す る と 予 想 さ れ る の で 、 そ の よ う に 部 分 領 域 を

選 択 す れ ば 、 イ ヌ や ヒ ト 以 外 の 動 物 種 の 相 同 因 子 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る 精 度 も

高 め る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 被 検 核 酸 の 部 分 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な

核 酸 増 幅 法 の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 用 い て 被 検 核 酸 を 測 定 す る 方 法 自 体 は 周 知 で

あ り 、 例 え ば 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 詳 述 さ れ る RT-PCRの 他 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 イ ン サ イ

チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に お い て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 測 定 す る 場

合 に は 、 こ れ ら 周 知 の 測 定 方 法 の い ず れ を も 採 用 で き る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な 核 酸 増 幅 法 自 体 は こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 そ の た め の 試 薬 キ ッ ト

及 び 装 置 も 市 販 さ れ て い る の で 、 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 す な わ ち 、 例 え ば 、 鋳 型 と な

る 被 検 核 酸 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ４ ５ 又 は ４ ７ に 示 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ )と 、 癌 検 出 用 ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド （ プ ラ イ マ ー ） の 一 対 と を 、 公 知 の 緩 衝 液 中 で 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ 及 び dNTPの

存 在 下 で 、 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ 、 伸 長 の 各 工 程 を 反 応 液 の 温 度 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 行

う 。 通 常 、 変 性 工 程 は 、 ９ ０ ～ ９ ５ ℃ 、 ア ニ ー リ ン グ 工 程 は 、 鋳 型 と プ ラ イ マ ー の Tm又 は

そ の 近 傍 （ 好 ま し く は ± ４ ℃ 以 内 ） 、 伸 長 工 程 は Taqポ リ メ ラ ー ゼ の 至 適 温 度 で あ る ７ ２
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℃ で 行 わ れ る 。 各 工 程 は ３ ０ 秒 ～ ２ 分 程 度 で 適 宜 選 択 さ れ る 。 こ の 熱 サ イ ク ル を 例 え ば ２

５ ～ ４ ０ 回 程 度 繰 り 返 す こ と に よ り 、 一 対 の プ ラ イ マ ー で 挟 ま れ た 鋳 型 核 酸 の 領 域 が 増 幅

さ れ る 。 な お 、 核 酸 増 幅 法 は Ｐ Ｃ Ｒ に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 の

他 の 核 酸 増 幅 法 も 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 対 を

プ ラ イ マ ー と し て 用 い 、 被 検 核 酸 を 鋳 型 と し て 用 い て 核 酸 増 幅 法 を 行 う と 、 被 検 核 酸 が 増

幅 さ れ る の に 対 し 、 試 料 中 に 被 検 核 酸 が 含 ま れ な い 場 合 に は 増 幅 が 起 き な い の で 、 増 幅 産

物 を 検 出 す る こ と に よ り 試 料 中 に 被 検 核 酸 が 存 在 す る か 否 か を 知 る こ と が で き る 。 増 幅 産

物 の 検 出 は 、 増 幅 後 の 反 応 溶 液 を 電 気 泳 動 し 、 バ ン ド を エ チ ジ ウ ム ブ ロ ミ ド 等 で 染 色 す る

方 法 や 、 電 気 泳 動 後 の 増 幅 産 物 を ナ イ ロ ン 膜 等 の 固 相 に 不 動 化 し 、 被 検 核 酸 と 特 異 的 に ハ

イ ブ リ ダ イ ズ す る 標 識 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 洗 浄 後 、 該 標 識 を 検 出 す る こ と に

よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 ク エ ン チ ャ ー 蛍 光 色 素 と レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 を 用 い た い わ

ゆ る リ ア ル タ イ ム 検 出 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と に よ り 、 検 体 中 の 被 検 核 酸 の 量 を 定 量 す る こ と も

可 能 で あ る 。 な お 、 リ ア ル タ イ ム 検 出 Ｐ Ｃ Ｒ 用 の キ ッ ト も 市 販 さ れ て い る の で 、 容 易 に 行

う こ と が で き る 。 さ ら に 、 電 気 泳 動 バ ン ド の 強 度 に 基 づ い て 被 検 核 酸 を 半 定 量 す る こ と も

可 能 で あ る 。 な お 、 被 検 核 酸 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ で も 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 逆 転 写 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ っ

て も よ い 。 被 検 核 酸 と し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 増 幅 す る 場 合 に は 、 上 記 一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い た

N ASBA法 (3SR法 、 T M A法 ） を 採 用 す る こ と も で き る 。 N ASBA法 自 体 は 周 知 で あ り 、 そ の た め

の キ ッ ト も 市 販 さ れ て い る の で 、 上 記 一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 容 易 に 実 施 す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 プ ロ ー ブ と し て は 、 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 蛍 光 標 識 、 放 射 標 識 、 ビ オ チ ン 標 識 等

の 標 識 を 付 し た 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 標 識 方 法 自 体 は

周 知 で あ る 。 被 検 核 酸 又 は そ の 増 幅 物 を 固 相 化 し 、 標 識 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、

洗 浄 後 、 固 相 に 結 合 さ れ た 標 識 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 中 に 被 検 核 酸 が 存 在 す る か 否

か を 調 べ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 固 相 化 し 、 被 検 核 酸 を

ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 固 相 に 結 合 し た 被 検 核 酸 を 標 識 プ ロ ー ブ 等 で 検 出 す る こ と も 可 能 で

あ る 。 こ の よ う な 場 合 、 固 相 に 結 合 し た 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も プ ロ ー ブ と 呼 ば れ る

。 な お 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い た 被 検 核 酸 の 測 定 方 法 も こ の 分 野 に お い て 周 知

で あ り 、 緩 衝 液 中 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 被 検 核 酸 と Tm又 は そ の 近 傍 (好 ま し く は

± ４ ℃ 以 内 ） で 接 触 さ せ る こ と に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 洗 浄 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た

標 識 プ ロ ー ブ 又 は 固 相 プ ロ ー ブ に 結 合 さ れ た 鋳 型 核 酸 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で

き る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 例 え ば ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 等 の 周 知 の 方 法 が 包 含 さ れ る 。 本 発 明 に お い て は 、 周 知 の い ず

れ の 方 法 を も 適 用 で き る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 本 発 明 の 検 出 方 法 で は 、 上 記 の と お り に 測 定 し た ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 に 基 づ い て 、 対

象 生 体 が 癌 で あ る か 否 か 等 を 判 断 す る 。 癌 の 検 出 は 、 対 象 生 体 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 発

現 を 測 定 す る の み で も 可 能 で あ る が 、 検 出 精 度 を 高 め る 観 点 か ら は 、 １ な い し 複 数 の 健 常

者 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 （ 抗 体 量 、 ポ リ ペ プ チ ド 量 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 ） を 調 べ

て 健 常 者 基 準 値 を 取 得 し 、 対 象 生 体 の 測 定 値 を 該 健 常 者 基 準 値 と 比 較 す る こ と が 好 ま し い

。 さ ら に 検 出 精 度 を 高 め た い 場 合 に は 、 癌 を 罹 患 し て い る こ と が わ か っ て い る 多 数 の 患 者

か ら 得 た 試 料 に つ い て ポ リ ペ プ チ ド 発 現 量 を 調 べ て 癌 患 者 基 準 値 を 取 得 し 、 対 象 生 体 の 測

定 値 を 健 常 者 基 準 値 及 び 癌 患 者 基 準 値 の 双 方 と 比 較 し て も よ い 。 上 記 基 準 値 は 、 例 え ば 、

各 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド 発 現 量 を 数 値 化 し 、 そ の 平 均 値 を 算 出 す る こ と に よ っ て 定 め

る こ と が で き る 。 な お 、 健 常 者 基 準 値 と 癌 患 者 基 準 値 は 、 予 め 多 数 の 健 常 者 及 び 癌 患 者 に

つ い て ポ リ ペ プ チ ド 発 現 量 を 調 べ て 定 め て お く こ と が で き る 。 そ の た め 、 本 発 明 の 方 法 で

基 準 値 と の 比 較 を 行 な う 場 合 に は 、 予 め 定 め た 基 準 値 を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 上 記 ４ 種 類 の ポ リ ペ プ チ ド の う ち 、 ２ 種 類 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 を 指 標 と す る 場

合 で あ れ ば 、 い ず れ か １ 種 類 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 に よ り 癌 が 検 出 さ れ た 場 合 に 、 対 象
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生 体 が 癌 を 罹 患 し て い る と 判 断 す る こ と が で き る （ 下 記 実 施 例 Ｅ 参 照 ） 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 本 発 明 の 検 出 方 法 で は 、 他 の 癌 抗 原 や 癌 マ ー カ ー に よ る 診 断 を 組 み 合 わ せ て 用 い て も よ

い 。 こ れ に よ り 、 癌 の 検 出 精 度 を さ ら に 高 め る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 に お

い て 、 上 記 し た 癌 特 異 的 抗 体 を 測 定 す る 際 に は 、 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 に 、 癌 組 織

で 多 く 発 現 す る 別 の ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、

本 発 明 の 方 法 と 既 に 知 ら れ て い る 癌 マ ー カ ー に よ る 診 断 と を 組 み 合 わ せ て 行 な っ て も よ い

。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 本 発 明 の 検 出 方 法 に よ れ ば 、 生 体 内 の 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。 特 に 、 下 記 実 施 例 に

記 載 さ れ る 通 り 、 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 眼 に 見 え な い 小 さ い サ イ ズ の 腫 瘍 や 体 内 深 部 の 腫

瘍 を も 検 出 で き る の で 、 癌 の 早 期 発 見 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 癌 の 治 療 後 経 過 観 察 中 の 患 者

に つ い て 本 発 明 の 検 出 方 法 を 適 用 す れ ば 、 癌 の 再 発 が あ っ た 場 合 に そ の 癌 を 早 期 に 検 出 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 ま た 、 担 癌 生 体 に お い て 、 本 発 明 で 測 定 対 象 と な る 上 記 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る

癌 細 胞 の 数 が 増 加 す れ ば そ れ だ け 、 該 生 体 内 に お け る 該 ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の

蓄 積 量 が 増 大 し 、 血 清 中 に 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 多 く 産 生 さ れ る 。 一 方 、 癌 細

胞 の 数 が 減 少 す れ ば そ れ だ け 、 生 体 内 の 該 ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 蓄 積 量 が 減 少

し 、 血 清 中 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 減 少 す る 。 従 っ て 、 上 記 所 定 の ポ リ ペ プ チ

ド の 発 現 量 が 多 い 場 合 に は 、 腫 瘍 の 増 大 や 癌 の 転 移 が 生 じ て い る 、 す な わ ち 癌 の 進 行 度 が

進 ん で い る と 判 断 す る こ と が で き る 。 実 際 に 、 下 記 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 通 り 、 腫

瘍 の 増 大 や 転 移 と い っ た 癌 の 進 行 に 伴 い 、 担 癌 生 体 血 清 中 の 上 記 抗 体 量 の 上 昇 が 観 察 さ れ

て い る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 癌 の 進 行 度 を 検 出 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 ま た 、 下 記 実 施 例 に 示 さ れ る 通 り 、 同 一 種 類 の 腫 瘍 に お い て 、 悪 性 型 で は 良 性 型 よ り も

有 意 に 上 記 抗 体 量 が 多 い 。 そ の た め 、 上 記 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 が 多 い 場 合 に は 、

癌 の 悪 性 度 が よ り 高 い と 判 断 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 癌 の

悪 性 度 を 検 出 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 さ ら に 、 上 記 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 の 増 減 を 指 標 と し て 、 癌 の 治 療 効 果 を モ ニ タ

リ ン グ す る こ と も で き る 。 下 記 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う に 、 手 術 に よ る 腫 瘍 摘 出 後 、 再 発

防 止 の た め に 抗 癌 剤 を 投 与 し て い る 個 体 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 量 が 担 癌 状 態 よ り も 低 下

し て い る 。 良 性 腫 瘍 の 場 合 で あ っ て も 同 様 で あ り 、 切 除 前 に ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 認 め ら

れ て い る 場 合 で あ れ ば 、 腫 瘍 が 完 全 に 切 除 で き て い る と 発 現 量 が 低 下 す る 。 従 っ て 、 癌 の

治 療 中 や 治 療 後 の 個 体 に つ い て 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 を 観 察 す る こ と で 、 抗 癌 剤 の

治 療 効 果 や 、 腫 瘍 摘 出 後 の 残 存 腫 瘍 有 無 、 さ ら に 経 過 観 察 で も 転 移 ・ 再 発 を い ち 早 く 知 る

手 が か り が 得 ら れ る 。 適 切 に 治 療 で き て い る 場 合 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 は 治 療 前 の

担 癌 状 態 よ り も 低 下 す る の で 、 そ の 生 体 に 対 し 行 な っ た （ 行 な っ て い る ） 治 療 の 効 果 が 良

好 で あ る と 判 断 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 量 が 上 昇 又 は 維 持 さ れ て い る 場 合 、

あ る い は 一 旦 低 下 し た 後 さ ら に 上 昇 が 見 ら れ た 場 合 に は 、 治 療 効 果 が 不 十 分 と 判 断 す る こ

と が で き 、 他 の 治 療 方 法 へ の 変 更 や 抗 癌 剤 投 与 量 の 変 更 等 、 治 療 方 法 選 択 の 有 用 な 判 断 材

料 と な る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 本 発 明 の 癌 の 検 出 方 法 の 対 象 と な る 癌 と し て は 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ

の 相 同 因 子 、 カ ル メ ジ ン 、 配 列 番 号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ の CEP若 し く は そ の 相 同 因 子 、 及 び T

RIP11の う ち の 少 な く と も い ず れ か １ つ を 発 現 し て い る 癌 で あ り 、 脳 腫 瘍 、 頭 、 首 、 肺 、

子 宮 、 ま た は 食 道 の 扁 平 上 皮 癌 、 メ ラ ノ ー マ 、 肺 ま た は 子 宮 の 腺 癌 、 腎 癌 、 悪 性 混 合 腫 瘍

、 肝 細 胞 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 勅 細 胞 腫 様 歯 肉 腫 、 口 腔 内 腫 瘤 、 肛 門 周 囲 腺 癌 、 肛 門 嚢 腫 瘤 、

肛 門 嚢 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 セ ル ト リ 細 胞 腫 、 膣 前 庭 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 皮 脂 腺 上 皮 腫 、 脂 腺 腺 腫
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、 汗 腺 癌 、 鼻 腔 内 腺 癌 、 鼻 腺 癌 、 甲 状 腺 癌 、 大 腸 癌 、 気 管 支 腺 癌 、 腺 癌 、 腺 管 癌 、 乳 腺 癌

、 複 合 型 乳 腺 癌 、 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 、 乳 管 内 乳 頭 状 腺 癌 、 線 維 肉 腫 、 血 管 周 皮 腫 、 骨 肉 腫

、 軟 骨 肉 腫 、 軟 部 組 織 肉 腫 、 組 織 球 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 未 分 化 肉 腫 、 肺 癌 、 肥 満 細 胞 腫 、 皮

膚 平 滑 筋 腫 、 腹 腔 内 平 滑 筋 腫 、 平 滑 筋 腫 、 慢 性 型 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 消 化 管 型

リ ン パ 腫 、 消 化 器 型 リ ン パ 腫 、 小 ～ 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、 副 腎 髄 質 腫 瘍 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 、 褐

色 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 （ 移 行 上 皮 癌 ） 、 化 膿 性 炎 症 、 腹 腔 内 肝 臓 腫 瘍 、 肝 臓 癌 、 形 質 細 胞 腫 、

悪 性 血 管 外 膜 細 胞 腫 、 血 管 肉 腫 、 肛 門 嚢 腺 癌 、 口 腔 癌 、 転 移 性 悪 性 黒 色 腫 、 メ ラ ニ ン 欠 乏

性 悪 性 黒 色 腫 、 皮 膚 悪 性 黒 色 腫 、 悪 性 筋 上 皮 腫 、 悪 性 精 巣 上 皮 腫 、 精 細 胞 腫 （ セ ミ ノ ー マ

） 、 大 腸 腺 癌 、 胃 腺 癌 、 低 グ レ ー ド 皮 脂 腺 癌 、 耳 垢 腺 癌 、 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 低 分 化 型 ア ポ

ク リ ン 汗 腺 癌 、 悪 性 線 維 性 組 織 球 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 間 葉 系 悪 性 腫 瘍 、 脂 肪 肉 腫 、 骨 肉 腫

、 起 原 不 明 の 肉 腫 、 軟 部 肉 腫 （ 紡 錘 形 細 胞 腫 瘍 ） 、 低 分 化 肉 腫 、 滑 膜 肉 腫 、 血 管 肉 腫 、 転

移 性 悪 性 上 皮 腫 瘍 、 管 状 乳 腺 腺 癌 、 乳 腺 導 管 癌 、 炎 症 性 乳 癌 、 胚 細 胞 腫 、 白 血 病 、 浸 潤 性

毛 包 上 皮 腫 、 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、 多 中 心 型 リ ン パ 腫 、 骨 肉 腫 （ 乳 腺 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Patna

ik II型 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Grade II） 、 平 滑 筋 肉 腫 な ど を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に

限 定 さ れ な い 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 の 対 象 と な る 生 体 は 哺 乳 動 物 で あ り 、 ヒ ト や イ ヌ 、 ネ

コ が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 本 発 明 の 方 法 に 供 す る 試 料 と し て は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 胸 水 な ど の 体 液 、 組 織

、 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 上 記 第 １ の 方 法 及 び 第 ２ の 方 法 に お い て は 、 血 清 、 血 漿 、 腹

水 及 び 胸 水 を 好 ま し く 用 い る こ と が で き 、 ま た 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る 上 記 第 ３ の 方 法 に お

い て は 、 組 織 試 料 及 び 細 胞 試 料 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 第 １ の 方 法 で 免 疫 測 定 の 抗 原 と し て 用 い ら れ る 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 配 列

番 号 ２ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ 、 又 は 配 列 番 号 ４ ５ の イ ヌ 由 来 ポ リ ペ

プ チ ド 及 び そ の 相 同 因 子 、 特 異 反 応 性 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 特 異 反 応 性 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、

並 び に 特 異 反 応 性 付 加 ポ リ ペ プ チ ド ） は 、 癌 検 出 試 薬 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 該 試

薬 は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の み か ら 成 っ て い て も よ く 、 ま た 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 安 定 化 等 に

有 用 な 各 種 添 加 剤 等 を 含 ん で い て も よ い 。 ま た 、 該 試 薬 は 、 プ レ ー ト や メ ン ブ レ ン 等 の 固

相 に 固 定 化 し た 状 態 で 提 供 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 第 ２ の 方 法 で 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 ２ ６ 若 し く は ４ ２ 、 若 し く は 配 列 番

号 ４ ５ の イ ヌ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 相 同 因 子 を 免 疫 測 定 す る 際 に 用 い ら れ る 、 該 イ ヌ ポ リ

ペ プ チ ド 又 は そ の 相 同 因 子 と 抗 原 抗 体 反 応 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 も 、 癌 検 出 試

薬 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 の 癌 検 出 試 薬 も 、 上 記 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 断 片

の み か ら 成 る も の で あ っ て も よ く 、 ま た 、 該 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 断 片 の 安 定 化 等 に 有 用 な

各 種 添 加 剤 等 を 含 ん で い て も よ い 。 ま た 、 該 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 断 片 は 、 マ ン ガ ン や 鉄 等

の 金 属 を 結 合 さ せ た も の で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 金 属 結 合 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 断 片 を

体 内 に 投 与 す る と 、 抗 原 タ ン パ ク 質 が よ り 多 く 存 在 す る 部 位 に 該 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 断 片

が よ り 多 く 集 積 す る の で 、 M RI等 に よ っ て 金 属 を 測 定 す れ ば 、 抗 原 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る

癌 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 さ ら に ま た 、 第 ３ の 方 法 で ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 測 定 に 用 い ら れ る 上 記 し た 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド も 、 癌 検 出 試 薬 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に 癌 検 出 用 試 薬 も 、 該 ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド の み か ら 成 る も の で あ っ て も よ く 、 ま た 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 安 定 化 等 に 有

用 な 各 種 添 加 剤 等 を 含 ん で い て も よ い 。 該 試 薬 中 に 含 ま れ る 該 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

は 、 好 ま し く は プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ で あ る 。 癌 検 出 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 条 件 及 び 好

ま し い 例 は 上 述 し た 通 り で あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ き よ り 具 体 的 に 説 明 す る 。
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【 ０ ０ ９ ７ 】

実 施 例 Ａ － １ ： Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 新 規 癌 抗 原 タ ン パ ク の 取 得

（ １ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 作 製

　 健 常 な 犬 の 精 巣 組 織 か ら 酸 － グ ア ニ ジ ウ ム － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ フ ォ ル ム 法 （ Acid gua

nidium-Phenol-Chloroform法 ） に よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Oligotex-dT30 mRN A purificat

ion Kit（ 宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て キ ッ ト 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ポ リ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 精

製 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 こ の 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ） を 用 い て イ ヌ 精 巣 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 合 成

し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の 作 製 に は cD N A Synthesis Kit ,ZAP-cD N A Synthesis

Kit ,ZAP-cD N A GigapackIII Gold Cloning Kit（ STRATA GENE社 製 ） を 用 い 、 キ ッ ト 添 付 の

プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し た 。 作 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の サ

イ ズ は １ ． ３ × １ ０
６

ｐ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

（ ２ ） 血 清 に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ

　 上 記 作 製 し た イ ヌ 精 巣 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 、 イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン

グ を 行 っ た 。 具 体 的 に は Φ ９ ０ × １ ５ ｍ ｍ の Ｎ Ｚ Ｙ ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト に ２ ３ ４ ０ ク ロ

ー ン と な る よ う に 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-Blue M RF'） に 感 染 さ せ 、 ４ ２ ℃ 、 ３ ～ ４ 時 間 培 養 し

、 溶 菌 斑 （ プ ラ ー ク ） を 作 ら せ 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ （ イ ソ プ ロ ピ ル － β － D－ チ オ ガ ラ ク ト シ ド ）

を 浸 透 さ せ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン （ Hybond C Extra: GE Healthecare Bio-Scien

ce社 製 ） で プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ４ 時 間 覆 う こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 誘 導 ・ 発 現 さ せ 、 メ ン

ブ レ ン に タ ン パ ク 質 を 転 写 し た 。 そ の 後 メ ン ブ レ ン を 回 収 し ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ

Ｓ （ 10m M Tris-HCl,150m M NaCl pH7.5） に 浸 し ４ ℃ で 一 晩 振 盪 す る こ と に よ っ て 非 特 異 反

応 を 抑 制 し た 。 こ の フ ィ ル タ ー を ５ ０ ０ 倍 希 釈 し た 患 犬 血 清 と 室 温 で ２ ～ ３ 時 間 反 応 さ せ

た 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 上 記 患 犬 血 清 と し て は 、 扁 平 上 皮 癌 の 患 犬 よ り 採 取 し た 血 清 を 用 い た 。 こ れ ら の 血 清 は

－ ８ ０ ℃ で 保 存 し 、 使 用 直 前 に 前 処 理 を 行 っ た 。 血 清 の 前 処 理 方 法 は 、 以 下 の 方 法 に よ る

。 す な わ ち 、 外 来 遺 伝 子 を 挿 入 し て い な い λ ZAP Express フ ァ ー ジ を 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-B

Lue M RF'） に 感 染 さ せ た 後 、 Ｎ Ｚ Ｙ プ レ ー ト 培 地 上 で ３ ７ ℃ 、 一 晩 培 養 し た 。 次 い で 0.5M

 NaClを 含 む 0.2M NaHCO 3 pH8.3の バ ッ フ ァ ー を プ レ ー ト に 加 え 、 ４ ℃ で １ ５ 時 間 静 置 後 、

上 清 を 大 腸 菌 ／ フ ァ ー ジ 抽 出 液 と し て 回 収 し た 。 次 に 、 回 収 し た 大 腸 菌 ／ フ ァ ー ジ 抽 出 液

を N HS-カ ラ ム (GE Healthecare Bio-Science社 製 ） に 通 液 し て 、 大 腸 菌 ・ フ ァ ー ジ 由 来 の

タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し た 。 こ の タ ン パ ク 固 定 化 カ ラ ム に 患 犬 血 清 を 通 液 ・ 反 応 さ せ 、 大 腸

菌 お よ び フ ァ ー ジ に 吸 着 す る 抗 体 を 血 清 か ら 取 り 除 い た 。 カ ラ ム を 素 通 り し た 血 清 画 分 は

、 ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ に て ５ ０ ０ 倍 希 釈 し 、 こ れ を イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ 材 料

と し た 。

【 ０ １ ０ １ 】

　 か か る 処 理 血 清 と 上 記 融 合 タ ン パ ク 質 を ブ ロ ッ ト し た メ ン ブ レ ン を Ｔ Ｂ Ｓ ̶ Ｔ （ 0.05%

Tween20/TBS） に て ４ 回 洗 浄 を 行 っ た 後 、 二 次 抗 体 と し て ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ

に て ５ ０ ０ ０ 倍 希 釈 を 行 っ た ヤ ギ 抗 イ ヌ Ｉ ｇ Ｇ （ Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated

: BETH YL Laboratories社 製 ） を 、 室 温 1時 間 反 応 さ せ 、 NBT/BCIP反 応 液 （ Roche社 製 ） を

用 い た 酵 素 発 色 反 応 に よ り 検 出 し 、 発 色 反 応 陽 性 部 位 に 一 致 す る コ ロ ニ ー を Φ ９ ０ × １ ５

m mの Ｎ Ｚ Ｙ ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト 上 か ら 採 取 し 、 Ｓ Ｍ 緩 衝 液 （ 100m M NaCl、 10m M MgClSO 4 、

50m M Tris-HCl、 0.01% ゼ ラ チ ン pH7.5） ５ ０ ０ μ lに 溶 解 さ せ た 。 発 色 反 応 陽 性 コ ロ ニ ー

が 単 一 化 す る ま で 上 記 と 同 様 の 方 法 で 、 二 次 、 三 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し 、 血 清 中 の

Ｉ ｇ Ｇ と 反 応 す る ３ ０ ９ ４ ０ 個 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 １ 個 の 陽 性 ク

ロ ー ン を 単 離 し た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

（ ３ ） 単 離 抗 原 遺 伝 子 の 相 同 性 検 索
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　 上 記 方 法 に よ り 単 離 し た １ 個 の 陽 性 ク ロ ー ン を 塩 基 配 列 解 析 に 供 す る た め 、 フ ァ ー ジ ベ

ク タ ー か ら プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 転 換 す る 操 作 を 行 っ た 。 具 体 的 に は 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-Bl

ue M RF'） を 吸 光 度 O D 6 0 0 が １ ． ０ と な る よ う 調 製 し た 溶 液 ２ ０ ０ μ lと 、 精 製 し た フ ァ ー

ジ 溶 液 １ ０ ０ μ lさ ら に ExAssist helper phage (STRATA GENE社 製 )１ μ lを 混 合 し た 後 ３ ７

℃ で １ ５ 分 間 反 応 後 、 Ｌ Ｂ 培 地 を ３ ｍ ｌ 添 加 し ３ ７ ℃ で ２ ． ５ ～ ３ 時 間 培 養 を 行 い 、 直 ち

に ７ ０ ℃ の 水 浴 に て ２ ０ 分 間 保 温 し た 後 、 ４ ℃ 、 １ ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ５ 分 間 遠 心 を 行 い 上 清

を フ ァ ー ジ ミ ド 溶 液 と し て 回 収 し た 。 次 い で フ ァ ー ジ ミ ド 宿 主 大 腸 菌 （ SOLR） を 吸 光 度 O D

6 0 0 が １ ． ０ と な る よ う 調 製 し た 溶 液 ２ ０ ０ μ lと 、 精 製 し た フ ァ ー ジ 溶 液 １ ０ μ lを 混 合

し た 後 ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 反 応 さ せ 、 ５ ０ μ lを ア ン ピ シ リ ン （ 終 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 含

有 Ｌ Ｂ 寒 天 培 地 に 播 き ３ ７ ℃ 一 晩 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た SOLRの シ ン グ ル コ ロ ニ

ー を 採 取 し 、 ア ン ピ シ リ ン （ 終 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 含 有 Ｌ Ｂ 培 地 ３ ７ ℃ に て 培 養 後 、 QI

A GEN plasmid Miniprep Kit(キ ア ゲ ン 社 製 ） を 使 っ て 目 的 の イ ン サ ー ト を 持 つ プ ラ ス ミ ド

Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 精 製 し た プ ラ ス ミ ド は 、 配 列 番 号 ５ に 記 載 の Ｔ ３ プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 ６ に 記 載 の Ｔ ７

プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 プ ラ イ マ ー ウ ォ ー キ ン グ 法 に よ る イ ン サ ー ト 全 長 配 列 の 解 析 を 行 っ

た 。 こ の シ ー ク エ ン ス 解 析 に よ り 配 列 番 号 １ に 記 載 の 遺 伝 子 配 列 を 取 得 し た 。 こ の 遺 伝 子

の 塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ ム Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ サ ー チ （ http

://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） を 行 い 既 知 遺 伝 子 と の 相 同 性 検 索 を 行 っ た 結 果 、 得 ら

れ た 遺 伝 子 は 機 能 未 知 の タ ン パ ク 質 （ Accession No.XP_535343） を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ Ac

cession No.X M_535343） で あ る こ と が 判 明 し た 。 こ の 遺 伝 子 の ヒ ト 相 同 因 子 も ま た 機 能 未

知 の タ ン パ ク 質 （ Accession No.NP_689873） を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ Accession No.N M_1526

60） （ 相 同 性 ： 塩 基 配 列 ９ ３ ％ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ９ ９ ％ ） で あ っ た 。 ヒ ト 相 同 因 子 の 塩 基 配

列 を 配 列 番 号 ３ に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ４ に 記 載 し た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

（ ４ ） 各 組 織 で の 発 現 解 析

　 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た 遺 伝 子 に 対 し イ ヌ お よ び ヒ ト の 正 常 組 織 お よ び 各 種 細 胞 株 に お

け る 発 現 を RT-PCR(Reverse Transcription-PCR)法 に よ り 調 べ た 。 逆 転 写 反 応 は 以 下 の 通

り 行 な っ た 。 す な わ ち 、 各 組 織 ５ ０ － １ ０ ０ ｍ ｇ お よ び 各 細 胞 株 ５ － １ ０ × １ ０
６

個 の 細

胞 か ら TRIZOL試 薬 （ invitrogen社 製 ） を 用 い て 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出

し た 。 こ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て Superscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR（

invitrogen社 製 ） に よ り 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 ヒ ト 正 常 組 織 （

脳 、 海 馬 、 精 巣 、 結 腸 、 胎 盤 ） の ｃ D N Aは 、 ジ ー ン プ ー ル ｃ D N A（ invitrogen社 製 ） 、 Q UIC

K-Clone cD N A（ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） お よ び Large-Insert cD N A Library（ ク ロ ン テ ッ ク 社

製 ） を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 取 得 し た イ ヌ 遺 伝 子 及 び そ の ヒ ト 相 同 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ

ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ７ お よ び ８ に 記 載 ） を 用 い て 以 下 の 通 り 行 っ た 。 す な わ ち 、 逆 転 写 反

応 に よ り 調 製 し た サ ン プ ル 0.25μ l、 上 記 プ ラ イ マ ー を 各 2μ M、 0.2m M各 dNTP、 0.65Uの ExT

aqポ リ メ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ２ ５ μ

lと し 、 Thermal Cycler(BIO RA D社 製 ） を 用 い て 、 ９ ４ ℃ ̶ ３ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ ３ ０ 秒 、 ７

２ ℃ ̶ １ 分 の サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰 り 返 し て 行 っ た 。 な お 、 上 記 し た 配 列 番 号 ７ 及 び ８ に 示

す 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 中 の ８ ７ 番 ～ ６ ０

６ 番 お よ び 配 列 番 号 ３ の 塩 基 配 列 中 の １ ７ ３ 番 ～ ６ ９ ５ 番 塩 基 の 領 域 を 増 幅 す る も の で あ

り 、 該 プ ラ イ マ ー を 用 い て イ ヌ 遺 伝 子 及 び そ の ヒ ト 相 同 遺 伝 子 の い ず れ の 発 現 も 調 べ る こ

と が で き る も の で あ っ た 。 比 較 対 照 の た め 、 G APD H特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ９ お よ

び １ ０ に 記 載 ） も 同 時 に 用 い た 。 そ の 結 果 、 図 １ に 示 す よ う に 、 取 得 し た イ ヌ 遺 伝 子 は 、

健 常 な イ ヌ 組 織 で は 精 巣 に 強 い 発 現 が 見 ら れ 、 一 方 イ ヌ 乳 癌 細 胞 株 で 強 い 発 現 が 見 ら れ た

。 ヒ ト 相 同 遺 伝 子 の 発 現 も 、 イ ヌ 遺 伝 子 と 同 様 、 ヒ ト 正 常 組 織 で 発 現 が 確 認 で き た の は 精

巣 の み だ っ た が 、 ヒ ト 癌 細 胞 で は 脳 腫 瘍 、 白 血 病 、 乳 癌 、 肺 癌 で 発 現 が 検 出 さ れ 、 ヒ ト 相

同 遺 伝 子 も 精 巣 と 癌 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ １ ０ ５ 】
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　 な お 、 図 １ 中 、 縦 軸 の 参 照 番 号 １ は 、 上 記 で 同 定 し た 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 、 参 照 番

号 ２ は 、 比 較 対 照 で あ る G APD H遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。

【 ０ １ ０ ６ 】

実 施 例 Ａ － ２ ： 新 規 癌 抗 原 タ ン パ ク の 作 製

（ １ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 作 製

　 実 施 例 Ａ － １ で 取 得 し た 配 列 番 号 １ の 遺 伝 子 を 基 に 、 以 下 の 方 法 に て 組 換 え タ ン パ ク 質

を 作 製 し た 。 PCRは 、 実 施 例 Ａ － １ で 得 ら れ た フ ァ ー ジ ミ ド 溶 液 よ り 調 製 し 配 列 解 析 に 供

し た ベ ク タ ー を １ μ l、 NdeIお よ び XhoI制 限 酵 素 切 断 配 列 を 含 む ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー （ 配

列 番 号 １ １ お よ び １ ２ に 記 載 ） を 各 0.4μ M、 0.2m M dNTP、 1.25Uの PrimeSTAR HSポ リ メ ラ

ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ５ ０ μ lと し 、 The

rmal Cycler (BIO RA D社 製 )を 用 い て 、 ９ ８ ℃ ̶ １ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ １ ５ 秒 、 ７ ２ ℃ ̶ 1分 の

サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰 り 返 す こ と に よ り 行 っ た 。 な お 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー か ら 、 配 列

番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 を コ ー ド す る 領 域 が 得 ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た D N Aを １ ％

ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ） を 用 い て

約 ９ ３ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 精 製 し た D N A断 片 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR-Blunt（ invitrogen社 製 ） に ラ イ ゲ ー シ ョ

ン し た 。 こ れ を 大 腸 菌 に 形 質 転 換 後 プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 断 片 が 目 的 配

列 と 一 致 す る こ と を シ ー ク エ ン ス で 確 認 し た 。 目 的 配 列 と 一 致 し た プ ラ ス ミ ド を NdeIお よ

び XhoI制 限 酵 素 で 処 理 し 、 QIAquick Gel Extraction Kitで 精 製 後 、 目 的 遺 伝 子 配 列 を 、 N

deI、 XhoI制 限 酵 素 で 処 理 し た 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ ー pET16b（ Novagen社 製 ） に 挿 入 し た 。

こ の ベ ク タ ー の 使 用 に よ り Hisタ グ 融 合 型 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 産 生 で き る 。 こ の プ ラ ス

ミ ド を 発 現 用 大 腸 菌 BL21（ DE3） に 形 質 転 換 し 、 1m M IPTGに よ る 発 現 誘 導 を 行 う こ と で 目

的 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 ま た 、 配 列 番 号 ３ の 遺 伝 子 を 基 に 、 以 下 の 方 法 に て ヒ ト 相 同 遺 伝 子 の 組 換 え タ ン パ ク 質

を 作 製 し た 。 PCRは 、 実 施 例 Ａ － １ で 作 製 し た 各 種 組 織 ・ 細 胞 ｃ D N Aよ り RT-PCR法 に よ る 発

現 が 確 認 で き た ｃ D N Aを １ μ l、 EcoRVお よ び EcoRI制 限 酵 素 切 断 配 列 を 含 む ２ 種 類 の プ ラ イ

マ ー （ 配 列 番 号 １ ３ お よ び １ ４ に 記 載 ） を 各 0.4μ M、 0.2m M dNTP、 1.25Uの PrimeSTAR HS

ポ リ メ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ５ ０ μ l

と し 、 Thermal Cycler (BIO RA D社 製 )を 用 い て 、 ９ ８ ℃ ̶ １ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ １ ５ 秒 、 ７ ２

℃ ̶ 1分 の サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰 り 返 す こ と に よ り 行 っ た 。 な お 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー か

ら 、 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 を コ ー ド す る 領 域 が 得 ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た

D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ）

を 用 い て 約 ９ ３ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 精 製 し た D N A断 片 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR-Blunt（ invitrogen社 製 ） に ラ イ ゲ ー シ ョ

ン し た 。 こ れ を 大 腸 菌 に 形 質 転 換 後 プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 断 片 が 目 的 配

列 と 一 致 す る こ と を シ ー ク エ ン ス で 確 認 し た 。 目 的 配 列 と 一 致 し た プ ラ ス ミ ド を EcoRVお

よ び EcoRI制 限 酵 素 で 処 理 し 、 QIAquick Gel Extraction Kitで 精 製 後 、 目 的 遺 伝 子 配 列 を

、 EcoRV、 EcoRI制 限 酵 素 で 処 理 し た 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ ー pET30a（ Novagen社 製 ） に 挿 入

し た 。 こ の ベ ク タ ー の 使 用 に よ り Hisタ グ 融 合 型 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 産 生 で き る 。 こ の

プ ラ ス ミ ド を 発 現 用 大 腸 菌 BL21（ DE3） に 形 質 転 換 し 、 1m M IPTGに よ る 発 現 誘 導 を 行 う こ

と で 目 的 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。

【 ０ １ １ ０ 】

(２ )組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製

　 上 記 で 得 ら れ た 、 配 列 番 号 １ お よ び 配 列 番 号 ３ を 発 現 す る そ れ ぞ れ の 組 換 え 大 腸 菌 を ア

ン ピ シ リ ン （ 終 濃 度 100μ g/ml） 含 有 LB培 地 に て 600nmで の 吸 光 度 が 0.7付 近 に な る ま で 37

℃ で 培 養 後 、 IPTG終 濃 度 が 1 m Mと な る よ う 添 加 し 、 さ ら に 37℃ で 4時 間 培 養 し た 。 そ の 後 4

800rpmで 10分 間 遠 心 し 集 菌 し た 。 こ の 菌 体 ペ レ ッ ト を リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し 、

10

20

30

40

50



(30) JP  WO2009/054475  A1  2009.4.30

さ ら に 4800rpmで 10分 間 遠 心 し 菌 体 の 洗 浄 を 行 っ た 。

【 ０ １ １ １ 】

　 こ の 菌 体 を 50m Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH8.0)に 懸 濁 し 、 氷 上 に て 超 音 波 破 砕 を 行 っ た 。 大

腸 菌 超 音 波 破 砕 液 を 6000rpmで 20分 間 遠 心 分 離 し 、 得 ら れ た 上 清 を 可 溶 性 画 分 、 沈 殿 物 を

不 溶 性 画 分 と し た 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 不 溶 性 画 分 を 50m Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH8.0)に て 懸 濁 し 6000rpmで 15分 間 遠 心 し た 。 本 操

作 を 2回 繰 り 返 し 、 脱 プ ロ テ ア ー ゼ 操 作 を 行 っ た 。

【 ０ １ １ ３ 】

　 こ の 残 渣 を 6Mグ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 、 0.15M塩 化 ナ ト

リ ウ ム 含 有 50m Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH8.0)に 懸 濁 し 、 4℃ で 15時 間 静 置 し タ ン パ ク 質 を 変 性

さ せ た 。 こ の 変 性 操 作 後 、 6000rpmで 30分 間 遠 心 し て 得 ら れ た 可 溶 性 画 分 を 、 定 法 に 従 っ

て 調 整 し た ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム （ 担 体 　 Chelateing Sepharose（ 商 標 ） Fast Flow（

GE Health Care社 製 ） 、 カ ラ ム 容 量 5mL、 平 衡 化 緩 衝 液 　 6Mグ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 0.15M塩 化

ナ ト リ ウ ム 含 有 50m Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH8.0)） に 添 加 し 、 さ ら に 4℃ で 一 晩 静 置 し ニ ッ ケ

ル キ レ ー ト 化 し た 担 体 へ の 吸 着 を 行 っ た 。 こ の カ ラ ム 担 体 を 1500rpmで 5分 間 遠 心 し て 上 清

を 回 収 し 、 カ ラ ム 担 体 に つ い て は リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 で 懸 濁 後 、 カ ラ ム に 再 充 填 し た

。

【 ０ １ １ ４ 】

　 カ ラ ム 未 吸 着 画 分 を カ ラ ム 容 量 の 10倍 量 の 0.5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 0.1M酢 酸 緩 衝 液 (pH4

.0)に て 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 直 ち に 、 0.5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 0.1M酢 酸 緩 衝 液 (pH3.0)に

て 溶 出 し た 。 各 溶 出 画 分 は カ ラ ム 容 量 の 6倍 量 採 取 し た 。 目 的 タ ン パ ク 質 の 溶 出 に つ い て

は 定 法 に 従 っ て 行 っ た ク マ シ ー 染 色 に よ っ て 確 認 し 、 こ の 結 果 よ り 溶 出 画 分 を 脱 塩 、 濃 縮

し 診 断 用 の 固 相 化 材 料 と し た 。

【 ０ １ １ ５ 】

実 施 例 Ａ － ３ ： イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク を 用 い た 癌 診 断

（ １ ） イ ヌ の 癌 診 断

　 悪 性 ま た は 良 性 腫 瘍 の 確 認 さ れ た 患 犬 486頭 と 健 常 犬 6頭 の 血 液 を 採 取 し 、 血 清 を 分 離 し

た 。 実 施 例 Ａ － ２ で 作 製 し た イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク 、 抗 イ ヌ IgG抗 体 を 用 い て ELISA法 に て 該

タ ン パ ク に 特 異 的 に 反 応 す る 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ １ １ ６ 】

　 作 製 し た タ ン パ ク の 固 相 化 は 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 50μ g/mLに 希 釈 し た 組 換 え

タ ン パ ク 質 溶 液 を 96穴 イ モ ビ ラ イ ザ ー ア ミ ノ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に 100μ L/well添 加

し 、 4℃ で 一 晩 静 置 し て 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 、 0.5 % BSA（ bovine serum albumin（ ウ

シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 含 有 50 m M 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩

衝 溶 液 (pH 8.3)（ 以 下 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ） を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し た 。

希 釈 に ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 用 い た 500倍 希 釈 血 清 を 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 3時 間 振 と

う し て 反 応 さ せ た 。 0.05%Tween20（ 和 光 純 薬 工 業 社 製 ） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ 以

下 PBS-T） で 3回 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 3000倍 希 釈 し た HRP修 飾 イ ヌ IgG抗 体 (Goat

anti Dog IgG-h+I HRP conjugated:BETH YL Laboratories社 製 )を 100μ L/well加 え 、 室 温

で 1時 間 振 と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 HRP基 質 T M B（ 1-Step　 Turbo　 T M B

（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 、 PIERCE社 製 ） を 100μ l/well添 加 し 、 室 温 で 30分 間 酵 素 基

質 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 0.5M硫 酸 溶 液 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） を 100μ l/wel

l加 え て 反 応 停 止 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 450nmの 吸 光 度 測 定 を 行 っ た 。 コ ン ト

ロ ー ル と し て は 、 作 製 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 を 固 相 化 し な い も の 、 担 癌 犬 血 清 を 反 応 さ せ

な い も の を 上 記 と 同 様 に 行 い 比 較 す る こ と と し た 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 上 記 癌 診 断 に 用 い た 全 486検 体 中 311検 体 で 、 摘 出 さ れ た 腫 瘍 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 の 結

果 、 悪 性 と 確 定 診 断 が さ れ て い る 。

【 ０ １ １ ８ 】
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　 具 体 的 に は 、 悪 性 黒 色 腫 、 悪 性 混 合 腫 瘍 、 肝 細 胞 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 勅 細 胞 腫 様 歯 肉 腫 、

口 腔 内 腫 瘤 、 肛 門 周 囲 腺 癌 、 肛 門 嚢 腫 瘤 、 肛 門 嚢 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 セ ル ト リ 細 胞 腫 、 膣 前

庭 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 皮 脂 腺 上 皮 腫 、 脂 腺 腺 腫 、 汗 腺 癌 、 鼻 腔 内 腺 癌 、 鼻 腺 癌 、 甲 状 腺 癌 、 大

腸 癌 、 気 管 支 腺 癌 、 腺 癌 、 腺 管 癌 、 乳 腺 癌 、 複 合 型 乳 腺 癌 、 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 、 乳 管 内 乳

頭 状 腺 癌 、 線 維 肉 腫 、 血 管 周 皮 腫 、 骨 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 軟 部 組 織 肉 腫 、 組 織 球 肉 腫 、 粘 液

肉 腫 、 未 分 化 肉 腫 、 肺 癌 、 肥 満 細 胞 腫 、 皮 膚 平 滑 筋 腫 、 腹 腔 内 平 滑 筋 腫 、 平 滑 筋 腫 、 扁 平

上 皮 癌 、 慢 性 型 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 消 化 管 型 リ ン パ 腫 、 消 化 器 型 リ ン パ 腫 、 小

～ 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、 副 腎 髄 質 腫 瘍 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 、 褐 色 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 （ 移 行 上 皮 癌 ）

、 化 膿 性 炎 症 、 腹 腔 内 肝 臓 腫 瘍 、 肝 臓 癌 、 形 質 細 胞 腫 、 悪 性 血 管 外 膜 細 胞 腫 、 血 管 肉 腫 、

肛 門 嚢 腺 癌 、 口 腔 癌 、 転 移 性 悪 性 黒 色 腫 、 メ ラ ニ ン 欠 乏 性 悪 性 黒 色 腫 、 皮 膚 悪 性 黒 色 腫 、

悪 性 筋 上 皮 腫 、 悪 性 精 巣 上 皮 腫 、 精 細 胞 腫 （ セ ミ ノ ー マ ） 、 大 腸 腺 癌 、 胃 腺 癌 、 低 グ レ ー

ド 皮 脂 腺 癌 、 耳 垢 腺 癌 、 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 低 分 化 型 ア ポ ク リ ン 汗 腺 癌 、 悪 性 線 維 性 組 織 球

腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 間 葉 系 悪 性 腫 瘍 、 脂 肪 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 起 原 不 明 の 肉 腫 、 軟 部 肉 腫 （ 紡

錘 形 細 胞 腫 瘍 ） 、 低 分 化 肉 腫 、 滑 膜 肉 腫 、 血 管 肉 腫 、 転 移 性 悪 性 上 皮 腫 瘍 、 管 状 乳 腺 腺 癌

、 乳 腺 導 管 癌 、 炎 症 性 乳 癌 、 胚 細 胞 腫 、 白 血 病 、 浸 潤 性 毛 包 上 皮 腫 、 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、

多 中 心 型 リ ン パ 腫 、 骨 肉 腫 （ 乳 腺 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Patnaik II型 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Grade II

） 、 平 滑 筋 肉 腫 な ど の 癌 診 断 を 受 け て い る 検 体 で あ る 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 こ れ ら 担 癌 犬 生 体 由 来 の 血 清 は 、 図 ３ に 示 し た よ う に 有 意 に 高 い 組 換 え タ ン パ ク 質 に 対

す る 抗 体 価 を 示 し た 。 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 192

検 体 、 61.7%で 悪 性 と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。 こ の 192検 体 の 癌 の 種 類 は 以 下 の と お り

で あ る 。 な お 、 検 体 に よ っ て は 複 数 種 類 の 癌 を 罹 患 し て い る も の も あ る が 、 以 下 に 示 す 数

値 は 癌 の 種 類 ご と の 累 計 値 で あ る 。

悪 性 黒 色 腫 10例 、 リ ン パ 腫 9例 、 褐 色 細 胞 腫 1例 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 1例 、 肝 細 胞 癌 3例 、 血 管 腫

1例 、 悪 性 精 巣 腫 瘍 9例 、 口 腔 内 腫 瘤 4例 、 肛 門 周 囲 腺 癌 7例 、 骨 肉 腫 3例 、 線 維 肉 腫 8例 、 腺

管 癌 19例 、 軟 骨 肉 腫 1例 、 乳 腺 癌 35例 、 複 合 型 乳 腺 癌 24例 、 肺 癌 1例 、 皮 脂 腺 癌 2例 、 鼻 腺

癌 2例 、 肥 満 細 胞 腫 26例 、 副 腎 髄 質 腫 瘍 1例 、 平 滑 筋 肉 腫 2例 、 扁 平 上 皮 癌 7例 、 慢 性 リ ン パ

球 性 白 血 病 1例 、 未 分 化 肉 腫 1例 、 悪 性 混 合 腫 瘍 2例 、 血 管 外 膜 細 胞 腫 1例 、 左 膝 関 節 部 の 腫

瘍 1例 、 左 肺 後 葉 腫 瘍 1例 、 膀 胱 癌 （ 移 行 上 皮 癌 ） 1例 、 軟 部 肉 腫 （ 紡 錘 形 細 胞 腫 瘍 ） 1例 、

耳 垢 腺 癌 1例 、 多 中 心 型 リ ン パ 腫 2例 、 脂 肪 肉 腫 1例 、 滑 膜 肉 腫 1例 、 浸 潤 性 毛 包 上 皮 腫 1例

、 肛 門 嚢 腺 癌 1例

【 ０ １ ２ ０ 】

　 さ ら に 、 末 期 癌 患 犬 よ り 採 取 し た 胸 水 、 腹 水 を 用 い て 、 同 様 の 診 断 を 行 っ た 結 果 、 血 清

を 用 い た 本 診 断 法 に よ る 結 果 と 同 様 の 値 を 検 出 す る こ と が で き 、 癌 と 診 断 す る こ と が で き

た 。

【 ０ １ ２ １ 】

　 ま た 、 本 診 断 法 を 用 い る こ と に よ り 、 さ ら に 目 に 見 え な い 部 分 の 癌 診 断 、 進 行 度 診 断 、

悪 性 度 診 断 、 術 後 の 経 過 診 断 、 再 発 診 断 、 転 移 診 断 な ど の よ う な 診 断 が 可 能 で あ る こ と が

わ か っ た 。 以 下 に 図 ４ に 示 し た 詳 細 診 断 の 具 体 例 に つ い て 数 例 を あ げ る 。

【 ０ １ ２ ２ 】

（ ２ ） － １ 　 目 に 見 え な い 腫 瘍 の 癌 診 断

　 患 犬 1（ フ ラ ッ ト コ ー テ ッ ト レ ト リ バ ー ） は 、 2007年 6月 7日 時 点 で 腫 瘤 が 確 認 さ れ て い

な か っ た が 、 そ の 20日 ほ ど 後 の 2007年 6月 24日 に 左 上 顎 犬 歯 の 付 け 根 の 歯 肉 に 有 茎 状 の 直

径 2m mの 腫 瘤 が 発 見 さ れ た 患 犬 で あ る 。 発 見 さ れ た 日 に 有 茎 部 を 結 糸 し 、 切 除 を 行 っ て い

る 。 肉 眼 で 腫 瘤 を 確 認 で き る 以 前 か ら 450nmで の 吸 光 度 は 0.32と 、 有 意 に 高 い 値 が 確 認 さ

れ て お り 、 腫 瘍 発 見 時 0.37と 比 較 し て も 大 き く 変 わ ら な か っ た 。 こ の 結 果 か ら 本 手 法 を 用

い る こ と に よ り 、 腹 腔 内 な ど 目 に 見 え な い 部 分 の 癌 診 断 で も 可 能 な こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 ま た 、 腫 瘍 が 肉 眼 で 確 認 で き る 以 前 か ら 値 の 上 昇 が 確 認 さ れ 、 腫 瘍 発 生 の 前 兆 を 示 し て

い た も の 言 え る 。 よ っ て 、 定 期 健 診 な ど の 健 康 診 断 に も 有 用 で あ る こ と が わ か る 。
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【 ０ １ ２ ４ 】

　 こ の 患 犬 1は 腫 瘤 切 除 2週 間 後 に 再 び 血 清 診 断 を 行 っ た と こ ろ 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.07

と 大 き く 低 下 し て い た 。 ゆ え に 、 抗 体 価 上 昇 の 原 因 と な っ て い た 癌 抗 原 の 発 現 し て い る 腫

瘍 が 完 全 切 除 さ れ て い る こ と も 確 認 さ れ た 。 （ (2)-4　 術 後 の 経 過 診 断 ）

【 ０ １ ２ ５ 】

（ ２ ） － ２ 　 癌 の 進 行 度 診 断

　 癌 の 進 行 度 は 腫 瘍 の 大 き さ や 深 さ 、 周 辺 組 織 に ど れ ほ ど 影 響 を 及 ぼ し て い る か 、 転 移 を

し て い る か な ど に よ っ て 判 断 さ れ る 。 転 移 す な わ ち 癌 が 進 行 す る と 以 前 よ り 高 い 値 が 検 出

さ れ る こ と が わ か っ た 。 さ ら に も う 一 例 と し て 以 下 で は 、 抗 癌 剤 投 与 を 行 っ た 具 体 例 に よ

る 進 行 度 診 断 に つ い て 述 べ る 。

【 ０ １ ２ ６ 】

　 患 犬 2（ 雑 種 ） は 、 2006年 10月 13日 に 右 後 肢 断 脚 に よ る 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ る 。

摘 出 し た 腫 瘍 を 用 い た 病 理 診 断 結 果 は 、 グ レ ー ド 3に や や 近 い グ レ ー ド ２ の 高 悪 性 度 肥 満

細 胞 腫 と の こ と で あ っ た 。 2007年 3月 12日 に 右 鼠 頚 部 と 肝 臓 に 転 移 ・ 再 発 を 確 認 し 、 こ の

と き は 手 術 せ ず に 抗 が ん 剤 （ ビ ン ブ ラ ス チ ン ・ プ レ ド ニ ゾ ロ ン ） に よ る 治 療 を 開 始 し た 。

転 移 ・ 再 発 の 確 認 さ れ た 時 点 よ り 抗 癌 剤 投 与 を 開 始 し 、 1週 間 後 、 2週 間 後 、 4週 間 後 、 8週

間 後 に 再 度 抗 癌 剤 投 与 を 行 っ て い る 。 そ の 投 与 毎 の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は

そ れ ぞ れ 0.36、 0.37、 0.26、 0.20、 0.29で あ っ た 。 投 与 開 始 後 か ら 4週 間 目 ま で は 短 い 間

隔 に て 抗 癌 剤 投 与 を 行 い 、 徐 々 に 値 が 低 下 し て い る こ と か ら 癌 の 進 行 を 抑 制 で き て い る こ

と が わ か る 。 し か し な が ら 、 前 回 投 与 か ら 1ヵ 月 の 間 隔 を お い た 、 8週 間 後 に は 再 び 値 の 上

昇 が 確 認 さ れ 、 癌 が 再 び 進 行 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 こ の と き 、 臨 床 で も 腫 瘍 が 大 き く

な っ て い る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 患 犬 2の 結 果 よ り 、 癌 進 行 度 に つ い て も 診 断 で き る こ

と が わ か っ た 。 さ ら に 、 そ の 一 例 と し て 上 記 の よ う に 抗 癌 剤 治 療 効 果 に つ い て も 診 断 可 能

で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ２ ７ 】

（ ２ ） － ３ 　 癌 の 悪 性 度 診 断

　 基 底 細 胞 腫 に は 悪 性 型 と 良 性 型 と が あ り 、 近 年 、 新 W H Oで は 悪 性 型 を 基 底 細 胞 癌 、 良 性

型 を 毛 芽 腫 と 分 類 す る と い う 傾 向 に あ る と の こ と で あ る 。

【 ０ １ ２ ８ 】

　 基 底 細 胞 癌 （ 悪 性 ） と 診 断 さ れ た 患 犬 3（ ビ ー グ ル ） は 、 手 術 時 の 血 清 診 断 の 結 果 、 450

nmで の 吸 光 度 は 0.35で あ っ た 。 一 方 、 毛 芽 腫 （ 良 性 ） と 診 断 さ れ た 患 犬 4（ 雑 種 ） は 、 手

術 時 の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 よ っ て 、 同 じ 基 底

細 胞 腫 で も 、 悪 性 型 の 基 底 細 胞 癌 と 良 性 型 の 毛 芽 腫 を 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ２ ９ 】

　 次 に 、 乳 腺 腫 瘍 に つ い て 例 を 挙 げ る 。 乳 腺 腫 瘍 に は 、 乳 腺 癌 や 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 と い っ

た 悪 性 腫 瘍 と 、 悪 性 所 見 を 示 さ な い 良 性 乳 腺 腫 瘍 が あ る 。 患 犬 5（ ヨ ー キ ー ） は 、 2006年 5

月 17日 に 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 と 乳 腺 癌 に て 、 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る 。 一 般 的 に 、 乳 腺

の 混 合 腫 瘍 は 悪 性 で あ っ て も 周 囲 へ の 浸 潤 性 が 乏 し い た め に 完 全 切 除 さ れ や す く 、 切 除 後

の 経 過 が 良 好 な こ と が 多 い 腫 瘍 で あ る 。 し か し な が ら 摘 出 さ れ た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で

は 、 患 犬 5の 標 本 の 一 部 成 分 に 、 浸 潤 性 が 見 ら れ て お り 、 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 で あ る と 診 断

さ れ て い た 。 ま た 、 乳 腺 癌 は 通 常 周 囲 へ の 浸 潤 性 が 強 く 再 発 や 転 移 が 起 こ り や す い 腫 瘍 で

あ る 。 患 犬 5の 標 本 上 で は 腫 瘍 細 胞 に 浸 潤 性 が 見 ら れ な か っ た が 、 部 分 材 料 の た め 他 の 領

域 に 悪 性 度 の 高 い 成 分 が 増 殖 し て い る 可 能 性 も 指 摘 さ れ て い た 。 そ の た め 、 患 犬 5は 悪 性

度 の 高 い 乳 癌 で あ る こ と が 病 理 診 断 結 果 か ら 明 ら か で あ る 。 こ の 手 術 時 に 採 血 し た 血 清 診

断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.39で あ っ た 。 一 方 、 患 犬 6（ ヨ ー ク シ ャ テ リ ア ） は 、 2007

年 1月 28日 に 、 乳 腺 腫 瘍 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る 。 こ の と き の 摘 出 組 織 を 用 い た 病

理 診 断 で は 、 細 胞 異 型 性 は 軽 度 で あ り 、 悪 性 所 見 の 見 当 た ら な い 良 性 乳 腺 腫 と 診 断 さ れ た

。 こ の 手 術 時 に 採 血 し た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.05で あ っ た 。 以 上 の 2検 体

の 結 果 か ら も 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 は 、 悪 性 度 の 低 い 、 す な わ ち 良 性 の 腫 瘍 に 比 べ 、 値 が 大 き

い こ と が わ か っ た 。
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【 ０ １ ３ ０ 】

（ ２ ） － ４ 　 術 後 の 経 過 診 断

　 患 犬 7（ シ ー ズ ー ） は 、 口 腔 内 腫 瘍 で 来 院 し 2007年 3月 22日 に 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ

の 際 行 っ た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.40で あ っ た 。 ま た 、 摘 出 し た 組 織 を 用

い た 病 理 診 断 で は 、 悪 性 の 勅 細 胞 腫 様 歯 肉 腫 と 診 断 さ れ て い る 。 こ の 腫 瘍 は 、 遠 隔 転 移 は

稀 で あ る が 切 除 が 不 十 分 だ と 再 発 し や す い と い う 特 徴 が あ る 。 そ の た め 手 術 に よ り 腫 瘍 の

完 全 切 除 が で き た か 否 か と い う こ と は 、 重 要 で あ る 。 2007年 5月 18日 の 経 過 観 察 の 際 に は

、 450nmで の 吸 光 度 は 0.25と 抗 体 価 の 低 下 が 確 認 さ れ た 。 2007年 8月 ま で に 再 発 は 確 認 さ れ

て い な い 。 よ っ て 患 犬 7で は 、 完 全 に 腫 瘍 を 切 除 で き た た め に 血 清 診 断 結 果 は 手 術 時 よ り

も 低 下 し た と い え る 。

【 ０ １ ３ １ 】

（ ２ ） － ５ 　 再 発 診 断

　 患 犬 8（ ハ ス キ ー ） は 、 2007年 5月 8日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ の 際 行 っ た

血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.08で あ っ た 。 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は

、 異 型 性 の 強 い 上 皮 系 細 胞 が 主 に 腺 管 構 造 を 形 成 、 増 殖 し て お り 乳 腺 原 発 の 腺 癌 と 診 断 さ

れ た 。 そ の と き 既 に リ ン パ 管 内 に 多 数 の 癌 細 胞 が 入 っ て い る の が 確 認 さ れ て お り 、 リ ン パ

節 や 遠 隔 部 へ の 転 移 、 再 発 の リ ス ク が 高 い と い う こ と で あ っ た 。 手 術 か ら 約 一 ヶ 月 半 後 の

2007年 6月 28日 に 同 部 位 に 再 発 が 確 認 さ れ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 は 0.08と 値 は 全

く 下 が っ て い な い 。 患 犬 8で は 、 腫 瘍 が 切 除 し き れ て い な か っ た か ま た は 、 再 発 し た た め

に 、 診 断 結 果 が 5月 初 旬 と 6月 下 旬 で 変 化 し て い な い と い え る 。

【 ０ １ ３ ２ 】

（ ２ ） － ６ 　 転 移 診 断

　 患 犬 9（ ス コ テ ィ ッ シ ュ テ リ ア ） は 、 2003年 2月 　 乳 腺 腫 瘍 、 2003年 8月 　 口 腔 内 悪 性 黒

色 腫 、 2005年 1月 　 口 唇 に 悪 性 黒 色 腫 、 2005年 4月 13日 　 口 腔 内 黒 色 腫 と 転 移 ・ 再 発 を 繰 り

返 し 、 こ れ ら す べ て 手 術 で 切 除 済 み の 患 犬 で あ る 。 2005年 4月 の 口 腔 内 黒 色 腫 の 再 発 の 後

に 、 経 過 観 察 で 再 来 院 し た 2006年 12月 17日 の 血 清 診 断 の 結 果 は 、 450nmで の 吸 光 度 が 0.3で

あ っ た 。 そ の 半 年 後 の 2007年 6月 20日 に は 頚 部 リ ン パ 、 膝 き ょ う リ ン パ が 肥 大 し て 再 来 院

し て い る 。 リ ン パ 腫 で あ れ ば 全 身 の リ ン パ が 腫 れ る が 、 患 犬 9に つ い て は 2箇 所 の み で あ っ

た た め 、 お そ ら く 転 移 に よ る リ ン パ 腫 で あ る 可 能 性 が 高 い と の 臨 床 診 断 で あ っ た 。 本 手 法

に よ る 診 断 に よ っ て も 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.75と 大 き く 上 昇 し て お り 、 以 前 存 在 し た 腫

瘍 の 転 移 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ３ ３ 】

（ ２ ） － ７ 　 治 療 モ ニ タ リ ン グ

　 患 犬 11（ ミ ニ チ ュ ア ダ ッ ク ス フ ン ド ） は 、 2007年 4月 19日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ

る 。 摘 出 し た 腫 瘍 を 用 い た 病 理 診 断 結 果 は 、 浸 潤 性 、 転 移 性 に 発 生 し て い る 可 能 性 が 高 い

中 等 度 の 悪 性 度 で あ る 複 合 型 乳 腺 癌 と の こ と で あ っ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 、 450n

mで の 吸 光 度 は 0.26で あ っ た 。 摘 出 手 術 か ら 約 1年 後 の 2008年 6月 3日 、 血 清 診 断 の 結 果 、 45

0nmで の 吸 光 度 は 0.13と 大 き く 低 下 し て い た 。 こ の と き 肉 眼 で は 癌 の 再 発 は 確 認 さ れ な か

っ た が 、 再 発 防 止 の た め そ れ か ら 2ヶ 月 間 、 週 に 一 度 の 間 隔 に て 抗 癌 剤 投 与 （ イ ン タ ー キ

ャ ッ ト ） を 行 い 、 再 発 が な い 状 態 を 維 持 し た 。 抗 癌 剤 投 与 開 始 2週 間 後 、 4週 間 後 、 6週 間

後 に 血 清 診 断 を 行 っ た 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は そ れ ぞ れ 0.09、 0.07、 0.08で あ っ た 。 患

犬 11の 結 果 か ら 、 腫 瘍 が 完 全 に 取 り き れ て い れ ば 担 癌 状 態 よ り 値 が 低 下 し 、 抗 癌 剤 治 療 に

お い て も 癌 の 再 発 が 抑 制 で き て い れ ば 値 の 上 昇 が 見 ら れ ず 、 治 療 の 経 時 変 化 を 追 え る こ と

が わ か っ た 。 ま た 、 患 犬 8で 示 し た よ う に 再 発 診 断 も 可 能 で あ る こ と か ら 、 治 療 モ ニ タ リ

ン グ に つ い て も 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ３ ４ 】

（ ２ ） － ８ 　 再 発 時 の 悪 性 診 断

　 患 犬 12（ チ ワ ワ ） は 2007年 4月 27日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ る 。 摘 出 し た 腫 瘍 を 用

い た 病 理 診 断 結 果 は 、 乳 管 上 皮 由 来 の 腺 管 癌 、 す な わ ち 悪 性 の 乳 癌 と の こ と で あ っ た 。 そ

の 約 1年 後 の 2008年 6月 29日 に 再 び 腫 瘍 が 発 見 さ れ た た め 、 摘 出 手 術 を 行 っ た 。 そ の 摘 出 し
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た 腫 瘍 を 用 い た 病 理 組 織 診 断 結 果 は 、 乳 管 上 皮 由 来 の 腫 瘍 細 胞 が 不 規 則 な 腺 腔 を 形 成 し 、

内 腔 へ 重 層 化 し て 造 成 す る 部 分 も 認 め ら れ る が 構 成 す る 細 胞 は ほ ぼ 均 一 な 卵 円 形 核 を 有 し

、 細 胞 の 異 型 性 は 軽 度 と い う こ と で 良 性 乳 腺 腫 と 診 断 さ れ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果

、 450nmで の 吸 光 度 は 0.02と ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。 患 犬 8、 12の 結 果 か ら 、 再 発 時 に

悪 性 の 場 合 に は 血 清 診 断 値 は 下 が ら な い か 維 持 さ れ て お り 、 良 性 の 場 合 に は ほ と ん ど 検 出

さ れ な い こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ３ ５ 】

（ ２ ） － ９ 　 良 性 腫 瘍 患 犬 の 予 後 診 断

　 患 犬 13（ ト イ プ ー ド ル ） は 、 2007年 10月 9日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ る 。 摘 出 し た

腫 瘍 を 用 い た 病 理 診 断 結 果 は 、 乳 腺 上 皮 細 胞 と 筋 上 皮 細 胞 両 成 分 が 増 殖 す る 腫 瘍 が 形 成 さ

れ て い た が 、 両 成 分 と も 悪 性 所 見 を 示 し て お ら ず 、 乳 腺 良 性 混 合 腫 瘍 と 診 断 さ れ て い た 。

こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.07と 僅 か に 検 出 さ れ た 。 そ の 8ヵ 月 後 の

2008年 6月 5日 に 再 採 血 を 行 っ た 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 臨 床

で も こ の と き 再 発 は 確 認 さ れ て い な い 。 従 っ て 、 良 性 腫 瘍 患 犬 で あ っ て も 、 腫 瘍 が あ る 状

態 の と き に 血 清 診 断 値 が 検 出 さ れ て い れ ば 、 腫 瘍 が 取 り き れ て い れ ば 値 は 低 下 し 、 予 後 の

診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ３ ６ 】

（ ３ ） ネ コ の 診 断

　 次 に 担 癌 猫 お よ び 健 常 猫 の 診 断 を 行 っ た 。 上 記 で 用 い た イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク と 抗 ネ コ Ig

G抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る ネ コ 血 清 中 の IgG

抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体 は 、 HRP修 飾 抗 ネ コ IgG抗 体 (PERO XID ASE-CO NJU G ATED G O AT IgG

 FRACTIO N TO CAT IgG (W H OLE M OLECULE): CAPPEL RESERCH REA GENTS社 製 )を ブ ロ ッ キ ン

グ 溶 液 に て 8000倍 希 釈 し て 用 い た 。

【 ０ １ ３ ７ 】

　 患 猫 1（ チ ン チ ラ ） は 2005年 8月 17日 に 乳 腺 癌 に て 腫 瘍 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 猫 で あ る 。

患 猫 1の 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.32で あ っ た 。 ま た 、 2006年 10月 17日 に 腺 管 癌 に て 摘 出 手 術

を 受 け た 、 患 猫 2（ ヒ マ ラ ヤ ン ） に お い て も 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.18で あ っ た 。 一 方 、 健

常 猫 で は 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ １ ３ ８ 】

　 従 っ て 犬 と 同 様 、 猫 の 場 合 も 、 癌 を 患 っ た 検 体 で は 値 が 検 出 さ れ 、 一 方 健 常 の 検 体 で は

ま っ た く 検 出 さ れ な か っ た た め 、 猫 に つ い て も 犬 と 同 様 に 、 イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク を 用 い た

本 手 法 に て 癌 診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ３ ９ 】

（ ４ ） 健 常 人 の 診 断

　 上 記 で 用 い た イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク と 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、 該 タ

ン パ ク に 特 異 的 に 反 応 す る 健 常 人 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体 は 、 HRP修 飾 抗

ヒ ト IgG抗 体 (HRP-Goat Anti-Human IgG(H+L) Conjugate: Zymed Laboratories社 製 )を ブ

ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 10000倍 希 釈 し て 用 い た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て リ ン 酸 緩 衝

化 生 理 食 塩 水 に て 50μ g/mlに 調 整 し た 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 を 固 相 化 し た も の を 用 い た 。 そ

の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 に は 健 常 ヒ ト 1で 0.25で あ っ た 。 一 方 、 こ

の 組 換 え タ ン パ ク 質 に は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 ま た 、 健 常 ヒ ト 2に お い て も 、 卵 白 ア

ル ブ ミ ン 抗 原 に は 450nmで の 吸 光 度 は 0.18で あ り 、 一 方 、 こ の 組 換 え タ ン パ ク 質 に は 0と 全

く 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ １ ４ ０ 】

実 施 例 Ａ － ４ ： ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を 用 い た 癌 診 断

　 実 施 例 Ａ － ２ で 作 製 し た ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を 用 い て 、 実 施 例 Ａ － ３ と 同 様 に し て 、 該

タ ン パ ク に 反 応 す る 、 ヒ ト 、 イ ヌ お よ び ネ コ 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ １ ４ １ 】

　 健 常 人 血 清 を 用 い た 診 断 結 果 で は 、 実 施 例 Ａ － ３ （ ４ ） と 同 様 に 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 を

ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 場 合 に 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン を 固 相 化 し た 場 合 に 値 は 検
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出 さ れ 、 ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を 固 相 化 し た 場 合 に は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ １ ４ ２ 】

　 ま た 、 健 常 犬 ・ 猫 に お い て も 、 該 タ ン パ ク を 固 相 化 し た 場 合 に は 、 450nmで の 吸 光 度 は

ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ １ ４ ３ 】

　 一 方 、 患 犬 10（ シ ー ズ ー ） は 、 2007年 6月 21日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る

。 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は 、 強 い 異 型 性 と 浸 潤 性 を 有 す る 乳 腺 組 織 が 大 小 の 塊

状 に 腺 様 増 殖 し て お り 、 悪 性 と 診 断 さ れ て い る 。 こ の 患 犬 10の 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.29

で あ っ た 。 そ の 他 病 理 診 断 で 悪 性 と 診 断 さ れ て い る 310検 体 の 血 清 を 用 い て 悪 性 診 断 を 行

っ た 。 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 189検 体 、 60.8%で 悪 性 と 診 断 で き

る こ と が わ か っ た 。 患 猫 3（ 雑 種 ） は 、 2007年 4月 3日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 受 け て い る が

、 こ の 患 猫 に お い て も 、 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.14で あ っ た 。

【 ０ １ ４ ４ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を 用 い て も 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も

同 様 の 診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ４ ５ 】

　 さ ら に 、 イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク と 同 様 に ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を 用 い て 、 末 期 癌 患 犬 よ り 採

取 し た 胸 水 、 腹 水 を 診 断 し た 結 果 、 血 清 を 用 い た 結 果 と 同 様 の 値 を 検 出 す る こ と が で き 、

癌 と 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ １ ４ ６ 】

実 施 例 Ａ － ５ ： 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 癌 診 断 （ １ ）

　 実 施 例 Ａ － ２ で 作 製 し た イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に 免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的

抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。 こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に よ り

、 担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ た 。 作 製 し た 該 タ ン パ

ク 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 特 異 的 に 反 応 す る 、 血 清 中 の 該 タ ン パ ク 量 に つ い て 抗 マ ウ

ス IgG抗 体 を 用 い て サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に て 測 定 し た 。

【 ０ １ ４ ７ 】

　 1次 抗 体 の 固 相 化 は 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 20倍 希 釈 し た ウ サ ギ 抗 血 清 を 96穴 イ

モ ビ ラ イ ザ ー ア ミ ノ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 2時 間 振 と う し

て 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 、 0.5 % BSA（ bovine serum albumin（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ）

、 シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 含 有 50 m M 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 溶 液 (pH 8.3)（ 以

下 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ） を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し た 。 そ の 後 、 ブ ロ ッ キ ン

グ 溶 液 を 用 い て 希 釈 し た 担 癌 生 体 由 来 血 清 を 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 3時 間 振 と う し て

反 応 さ せ た 。 こ の と き 希 釈 倍 率 は 10-1000倍 の 10倍 希 釈 系 列 で 調 整 し た 。 0.05%Tween20（

和 光 純 薬 工 業 社 製 ） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ 以 下 PBS-T） で 3回 洗 浄 し 、 2次 抗 体 は

、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 200倍 希 釈 し た マ ウ ス 抗 血 清 を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振

と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 3次 抗 体 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 2000倍 希 釈

し た HRP修 飾 マ ウ ス IgG抗 体 (Stabilized Goat Anti Mouse HRP conjugated : PIERCE社 製 )

を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 HRP基 質 T

M B（ 1-Step　 Turbo　 T M B（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 、 PIERCE社 製 ） を 100μ l/well添 加

し 、 室 温 で 30分 間 酵 素 基 質 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 0.5M硫 酸 溶 液 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ

パ ン 社 製 ） を 100μ l/well加 え て 反 応 停 止 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 450nmの 吸 光

度 測 定 を 行 っ た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 ウ サ ギ 抗 血 清 を 固 相 化 し な い も の 、 担 癌 生 体 由

来 血 清 を 反 応 さ せ な い も の を 上 記 と 同 様 に 行 い 比 較 す る こ と と し た 。

【 ０ １ ４ ８ 】

　 そ の 結 果 、 皮 膚 平 滑 筋 肉 腫 、 乳 癌 、 悪 性 黒 色 腫 な ど の 担 癌 犬 及 び 担 癌 猫 で は ポ リ ペ プ チ

ド の 値 が 検 出 さ れ 、 健 常 犬 、 健 常 猫 及 び 健 常 人 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 イ ヌ 由 来

組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ

の 手 法 に お い て も 、 癌 を 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ １ ４ ９ 】
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実 施 例 Ａ － ６ ： 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 癌 診 断 （ ２ ）

　 実 施 例 Ａ － ２ で 作 製 し た ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に 免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的

抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。 実 施 例 ５ と 同 様 に 、 こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ

チ ELISA法 に よ り 、 担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ た 。

【 ０ １ ５ ０ 】

　 そ の 結 果 、 皮 膚 平 滑 筋 肉 腫 、 乳 癌 、 悪 性 黒 色 腫 な ど の 担 癌 犬 及 び 担 癌 猫 で は ポ リ ペ プ チ

ド の 値 が 検 出 さ れ 、 健 常 犬 、 健 常 猫 及 び 健 常 人 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 ヒ ト 由 来

組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ

の 手 法 に お い て も 、 癌 を 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ １ ５ １ 】

実 施 例 Ｂ － １ ： Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 新 規 癌 抗 原 タ ン パ ク の 取 得

（ １ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 作 製

　 健 常 な 犬 の 精 巣 組 織 か ら 酸 － グ ア ニ ジ ウ ム － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ フ ォ ル ム 法 （ Acid gua

nidium-Phenol-Chloroform法 ） に よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Oligotex-dT30 mRN A purificat

ion Kit（ 宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て キ ッ ト 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ポ リ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 精

製 し た 。

【 ０ １ ５ ２ 】

　 こ の 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ） を 用 い て イ ヌ 精 巣 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 合 成

し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の 作 製 に は cD N A Synthesis Kit ,ZAP-cD N A Synthesis

Kit ,ZAP-cD N A GigapackIII Gold Cloning Kit（ STRATA GENE社 製 ） を 用 い 、 キ ッ ト 添 付 の

プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し た 。 作 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の サ

イ ズ は １ ． ３ × １ ０
６

ｐ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。

【 ０ １ ５ ３ 】

（ ２ ） 血 清 に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ

　 上 記 作 製 し た イ ヌ 精 巣 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 、 イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン

グ を 行 っ た 。 具 体 的 に は Φ ９ ０ × １ ５ ｍ ｍ の Ｎ Ｚ Ｙ ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト に ２ ３ ４ ０ ク ロ ー

ン と な る よ う に 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-Blue M RF'） に 感 染 さ せ 、 ４ ２ ℃ 、 ３ ～ ４ 時 間 培 養 し 、

溶 菌 斑 （ プ ラ ー ク ） を 作 ら せ 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ （ イ ソ プ ロ ピ ル － β － D－ チ オ ガ ラ ク ト シ ド ） を

浸 透 さ せ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン （ Hybond C Extra: GE Healthecare Bio-Science

社 製 ） で プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ４ 時 間 覆 う こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 誘 導 ・ 発 現 さ せ 、 メ ン ブ

レ ン に タ ン パ ク 質 を 転 写 し た 。 そ の 後 メ ン ブ レ ン を 回 収 し ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ

（ 10m M Tris-HCl,150m M NaCl pH7.5） に 浸 し ４ ℃ で 一 晩 振 盪 す る こ と に よ っ て 非 特 異 反 応

を 抑 制 し た 。 こ の フ ィ ル タ ー を ５ ０ ０ 倍 希 釈 し た 患 犬 血 清 と 室 温 で ２ ～ ３ 時 間 反 応 さ せ た

。

【 ０ １ ５ ４ 】

　 上 記 患 犬 血 清 と し て は 、 肛 門 近 位 腫 瘍 の 患 犬 よ り 採 取 し た 血 清 を 用 い た 。 こ れ ら の 血 清

は － ８ ０ ℃ で 保 存 し 、 使 用 直 前 に 前 処 理 を 行 っ た 。 血 清 の 前 処 理 方 法 は 、 以 下 の 方 法 に よ

る 。 す な わ ち 、 外 来 遺 伝 子 を 挿 入 し て い な い λ ZAP Express フ ァ ー ジ を 宿 主 大 腸 菌 （ XL1

-BLue M RF'） に 感 染 さ せ た 後 、 Ｎ Ｚ Ｙ プ レ ー ト 培 地 上 で ３ ７ ℃ 、 一 晩 培 養 し た 。 次 い で 0.

5M NaClを 含 む 0.2M NaHCO 3 pH8.3の バ ッ フ ァ ー を プ レ ー ト に 加 え 、 ４ ℃ で １ ５ 時 間 静 置 後

、 上 清 を 大 腸 菌 ／ フ ァ ー ジ 抽 出 液 と し て 回 収 し た 。 次 に 、 回 収 し た 大 腸 菌 ／ フ ァ ー ジ 抽 出

液 を N HS-カ ラ ム (GE Healthecare Bio-Science社 製 ） に 通 液 し て 、 大 腸 菌 ・ フ ァ ー ジ 由 来

の タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し た 。 こ の タ ン パ ク 固 定 化 カ ラ ム に 患 犬 血 清 を 通 液 ・ 反 応 さ せ 、 大

腸 菌 お よ び フ ァ ー ジ に 吸 着 す る 抗 体 を 血 清 か ら 取 り 除 い た 。 カ ラ ム を 素 通 り し た 血 清 画 分

は 、 ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ に て ５ ０ ０ 倍 希 釈 し 、 こ れ を イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ 材

料 と し た 。

【 ０ １ ５ ５ 】

　 か か る 処 理 血 清 と 上 記 融 合 タ ン パ ク 質 を ブ ロ ッ ト し た メ ン ブ レ ン を Ｔ Ｂ Ｓ ̶ Ｔ （ 0.05%

Tween20/TBS） に て ４ 回 洗 浄 を 行 っ た 後 、 二 次 抗 体 と し て ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ

に て ５ ０ ０ ０ 倍 希 釈 を 行 っ た ヤ ギ 抗 イ ヌ Ｉ ｇ Ｇ （ Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated
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: BETH YL Laboratories社 製 ） を 、 室 温 1時 間 反 応 さ せ 、 NBT/BCIP反 応 液 （ Roche社 製 ） を

用 い た 酵 素 発 色 反 応 に よ り 検 出 し 、 発 色 反 応 陽 性 部 位 に 一 致 す る コ ロ ニ ー を Φ ９ ０ × １ ５

m mの Ｎ Ｚ Ｙ ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト 上 か ら 採 取 し 、 Ｓ Ｍ 緩 衝 液 （ 100m M NaCl、 10m M MgClSO 4 、

50m M Tris-HCl、 0.01% ゼ ラ チ ン pH7.5） ５ ０ ０ μ lに 溶 解 さ せ た 。 発 色 反 応 陽 性 コ ロ ニ ー

が 単 一 化 す る ま で 上 記 と 同 様 の 方 法 で 、 二 次 、 三 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し 、 血 清 中 の

Ｉ ｇ Ｇ と 反 応 す る ３ ０ ９ ４ ０ 個 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 １ 個 の 陽 性 ク

ロ ー ン を 単 離 し た 。

【 ０ １ ５ ６ 】

（ ３ ） 単 離 抗 原 遺 伝 子 の 相 同 性 検 索

　 上 記 方 法 に よ り 単 離 し た １ 個 の 陽 性 ク ロ ー ン を 塩 基 配 列 解 析 に 供 す る た め 、 フ ァ ー ジ ベ

ク タ ー か ら プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 転 換 す る 操 作 を 行 っ た 。 具 体 的 に は 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-Bl

ue M RF'） を 吸 光 度 O D 6 0 0 が １ ． ０ と な る よ う 調 製 し た 溶 液 ２ ０ ０ μ lと 、 精 製 し た フ ァ ー

ジ 溶 液 １ ０ ０ μ lさ ら に ExAssist helper phage (STRATA GENE社 製 )１ μ lを 混 合 し た 後 ３ ７

℃ で １ ５ 分 間 反 応 後 、 Ｌ Ｂ 培 地 を ３ ｍ ｌ 添 加 し ３ ７ ℃ で ２ ． ５ ～ ３ 時 間 培 養 を 行 い 、 直 ち

に ７ ０ ℃ の 水 浴 に て ２ ０ 分 間 保 温 し た 後 、 ４ ℃ 、 １ ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ５ 分 間 遠 心 を 行 い 上 清

を フ ァ ー ジ ミ ド 溶 液 と し て 回 収 し た 。 次 い で フ ァ ー ジ ミ ド 宿 主 大 腸 菌 （ SOLR） を 吸 光 度 O D

6 0 0 が １ ． ０ と な る よ う 調 製 し た 溶 液 ２ ０ ０ μ lと 、 精 製 し た フ ァ ー ジ 溶 液 １ ０ μ lを 混 合

し た 後 ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 反 応 さ せ 、 ５ ０ μ lを ア ン ピ シ リ ン （ 終 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 含

有 Ｌ Ｂ 寒 天 培 地 に 播 き ３ ７ ℃ 一 晩 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た SOLRの シ ン グ ル コ ロ ニ

ー を 採 取 し 、 ア ン ピ シ リ ン （ 終 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 含 有 Ｌ Ｂ 培 地 ３ ７ ℃ に て 培 養 後 、 QI

A GEN plasmid Miniprep Kit(キ ア ゲ ン 社 製 ） を 使 っ て 目 的 の イ ン サ ー ト を 持 つ プ ラ ス ミ ド

Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。

【 ０ １ ５ ７ 】

　 精 製 し た プ ラ ス ミ ド は 、 配 列 番 号 ５ に 記 載 の Ｔ ３ プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 ６ に 記 載 の Ｔ ７

プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 プ ラ イ マ ー ウ ォ ー キ ン グ 法 に よ る イ ン サ ー ト 全 長 配 列 の 解 析 を 行 っ

た 。 こ の シ ー ク エ ン ス 解 析 に よ り 配 列 番 号 １ ５ に 記 載 の 遺 伝 子 配 列 を 取 得 し た 。 こ の 遺 伝

子 の 塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ ム Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ サ ー チ （ ht

tp://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） を 行 い 既 知 遺 伝 子 と の 相 同 性 検 索 を 行 っ た 結 果 、 得

ら れ た 遺 伝 子 は カ ル メ ジ ン （ calmegin） 遺 伝 子 で あ る こ と が 判 明 し た 。 イ ヌ カ ル メ ジ ン の

ヒ ト 相 同 因 子 は 、 ヒ ト カ ル メ ジ ン （ 相 同 性 ： 塩 基 配 列 ９ ０ ％ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ８ ９ ％ ） で あ

っ た 。 ヒ ト カ ル メ ジ ン の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 １ ７ に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ ８ に 示 す

。

【 ０ １ ５ ８ 】

（ ４ ） 各 組 織 で の 発 現 解 析

　 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た 遺 伝 子 に 対 し イ ヌ お よ び ヒ ト 正 常 組 織 お よ び 各 種 細 胞 株 に お け

る 発 現 を RT-PCR(Reverse Transcription-PCR)法 に よ り 調 べ た 。 逆 転 写 反 応 は 以 下 の 通 り

行 な っ た 。 す な わ ち 、 各 組 織 ５ ０ － １ ０ ０ ｍ ｇ お よ び 各 細 胞 株 ５ － １ ０ × １ ０
６

個 の 細 胞

か ら TRIZOL試 薬 （ invitrogen社 製 ） を 用 い て 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し

た 。 こ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て Superscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR（ in

vitrogen社 製 ） に よ り 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 ヒ ト 正 常 組 織 （ 脳

、 海 馬 、 精 巣 、 結 腸 、 胎 盤 ） の ｃ D N Aは 、 ジ ー ン プ ー ル ｃ D N A（ invitrogen社 製 ） 、 Q UICK-

Clone cD N A（ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） お よ び Large-Insert cD N A Library（ ク ロ ン テ ッ ク 社 製

） を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 取 得 し た 遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ９ お よ び ２

０ に 記 載 ） を 用 い て 以 下 の 通 り 行 っ た 。 す な わ ち 、 逆 転 写 反 応 に よ り 調 製 し た サ ン プ ル 0.

25μ l、 上 記 プ ラ イ マ ー を 各 2μ M、 0.2m M各 dNTP、 0.65Uの ExTaqポ リ メ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製

） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ２ ５ μ lと し 、 Thermal Cycler (BIO

 RA D社 製 ） を 用 い て 、 ９ ４ ℃ ̶ ３ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ̶ １ 分 の サ イ ク ル を ３ ０

回 繰 り 返 し て 行 っ た 。 な お 、 上 記 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ ５ の 塩 基 配 列 （

イ ヌ カ ル メ ジ ン 遺 伝 子 ） 中 の ７ ５ ５ 番 ～ １ ３ １ ８ 番 お よ び 配 列 番 号 １ ７ の 塩 基 配 列 （ ヒ ト

カ ル メ ジ ン 遺 伝 子 ） 中 の ７ ９ ５ 番 ～ １ ３ ５ ８ 番 塩 基 の 領 域 を 増 幅 す る も の で あ り 、 該 プ ラ
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イ マ ー を 用 い て イ ヌ カ ル メ ジ ン 遺 伝 子 及 び ヒ ト カ ル メ ジ ン 遺 伝 子 の い ず れ の 発 現 も 調 べ る

こ と が で き る も の で あ っ た 。 比 較 対 照 の た め 、 G APD H特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ９ お

よ び １ ０ に 記 載 ） も 同 時 に 用 い た 。 そ の 結 果 、 図 ５ に 示 す よ う に 、 健 常 な イ ヌ 組 織 で は 精

巣 に 強 い 発 現 が 見 ら れ 、 一 方 イ ヌ 腫 瘍 細 胞 株 で 強 い 発 現 が 見 ら れ た 。 ヒ ト カ ル メ ジ ン 遺 伝

子 の 発 現 も 、 イ ヌ カ ル メ ジ ン 遺 伝 子 と 同 様 、 正 常 組 織 で 発 現 が 確 認 で き た の は 精 巣 の み だ

っ た が 、 癌 細 胞 で は 脳 腫 瘍 、 白 血 病 、 食 道 癌 で 発 現 が 検 出 さ れ 、 ヒ ト カ ル メ ジ ン 遺 伝 子 も

精 巣 と 癌 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ １ ５ ９ 】

　 な お 、 図 ５ 中 、 縦 軸 の 参 照 番 号 １ は 、 カ ル メ ジ ン 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 、 参 照 番 号 ２

は 、 比 較 対 照 で あ る G APD H遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。

【 ０ １ ６ ０ 】

実 施 例 Ｂ － ２ ： イ ヌ お よ び ヒ ト カ ル メ ジ ン タ ン パ ク の 作 製

（ １ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 作 製

　 実 施 例 Ｂ － １ で 取 得 し た 配 列 番 号 １ ５ の 遺 伝 子 を 基 に 、 以 下 の 方 法 に て 組 換 え タ ン パ ク

質 を 作 製 し た 。 PCRは 、 実 施 例 Ｂ － １ で 得 ら れ た フ ァ ー ジ ミ ド 溶 液 よ り 調 製 し 配 列 解 析 に

供 し た ベ ク タ ー を １ μ l、 Bam HIお よ び EcoRI制 限 酵 素 切 断 配 列 を 含 む ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー

（ 配 列 番 号 ２ １ お よ び ２ ２ に 記 載 ） を 各 0.4μ M、 0.2m M dNTP、 1.25Uの PrimeSTAR HSポ リ

メ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ５ ０ μ lと し

、 Thermal Cycler (BIO RA D社 製 )を 用 い て 、 ９ ８ ℃ ̶ １ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ １ ５ 秒 、 ７ ２ ℃ ̶

２ 分 の サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰 り 返 す こ と に よ り 行 っ た 。 な お 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー か ら

、 配 列 番 号 １ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 を コ ー ド す る 領 域 が 得 ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た

D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ）

を 用 い て 約 １ ． ９ ｋ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ １ ６ １ 】

　 精 製 し た D N A断 片 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR-Blunt（ invitrogen社 製 ） に ラ イ ゲ ー シ ョ

ン し た 。 こ れ を 大 腸 菌 に 形 質 転 換 後 プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 断 片 が 目 的 配

列 と 一 致 す る こ と を シ ー ク エ ン ス で 確 認 し た 。 目 的 配 列 と 一 致 し た プ ラ ス ミ ド を Bam HIお

よ び EcoRI制 限 酵 素 で 処 理 し 、 QIAquick Gel Extraction Kitで 精 製 後 、 目 的 遺 伝 子 配 列 を

、 Bam HI、 EcoRI制 限 酵 素 で 処 理 し た 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ ー pET30a（ Novagen社 製 ） に 挿 入

し た 。 こ の ベ ク タ ー の 使 用 に よ り Hisタ グ 融 合 型 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 産 生 で き る 。 こ の

プ ラ ス ミ ド を 発 現 用 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） に 形 質 転 換 し 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る 発

現 誘 導 を 行 う こ と で 目 的 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。

【 ０ １ ６ ２ 】

　 ま た 、 配 列 番 号 １ ７ の 遺 伝 子 を 基 に 、 以 下 の 方 法 に て ヒ ト 相 同 遺 伝 子 の 組 換 え タ ン パ ク

質 を 作 製 し た 。 PCRは 、 実 施 例 Ｂ － １ で 作 製 し た 各 種 組 織 ・ 細 胞 ｃ D N Aよ り RT-PCR法 に よ る

発 現 が 確 認 で き た ｃ D N Aを １ μ l、 EcoRIお よ び XhoI制 限 酵 素 切 断 配 列 を 含 む ２ 種 類 の プ ラ

イ マ ー （ 配 列 番 号 ２ ３ お よ び ２ ４ に 記 載 ） を 各 0.4μ M、 0.2m M dNTP、 1.25Uの PrimeSTAR H

Sポ リ メ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ５ ０ μ l

と し 、 Thermal Cycler (BIO RA D社 製 )を 用 い て 、 ９ ８ ℃ ̶ １ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ １ ５ 秒 、 ７ ２

℃ ̶ ２ 分 の サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰 り 返 す こ と に よ り 行 っ た 。 な お 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー

か ら 、 配 列 番 号 １ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 を コ ー ド す る 領 域 が 得 ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ

れ た D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社

製 ） を 用 い て 約 １ ． ９ ｋ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ １ ６ ３ 】

　 精 製 し た D N A断 片 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR-Blunt（ invitrogen社 製 ） に ラ イ ゲ ー シ ョ

ン し た 。 こ れ を 大 腸 菌 に 形 質 転 換 後 プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 断 片 が 目 的 配

列 と 一 致 す る こ と を シ ー ク エ ン ス で 確 認 し た 。 目 的 配 列 と 一 致 し た プ ラ ス ミ ド を EcoRIお

よ び XhoI制 限 酵 素 で 処 理 し 、 QIAquick Gel Extraction Kitで 精 製 後 、 目 的 遺 伝 子 配 列 を

、 EcoRI、 XhoI制 限 酵 素 で 処 理 し た 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ ー pET30a（ Novagen社 製 ） に 挿 入 し

た 。 こ の ベ ク タ ー の 使 用 に よ り Hisタ グ 融 合 型 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 産 生 で き る 。 こ の プ
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ラ ス ミ ド を 発 現 用 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） に 形 質 転 換 し 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る 発 現

誘 導 を 行 う こ と で 目 的 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。

【 ０ １ ６ ４ 】

(２ )組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製

　 上 記 で 得 ら れ た 、 配 列 番 号 １ ５ お よ び 配 列 番 号 １ ７ を 発 現 す る そ れ ぞ れ の 組 換 え 大 腸 菌

を カ ナ マ イ シ ン （ 終 濃 度 30μ g/ml） 含 有 LB培 地 に て 600nmで の 吸 光 度 が 0.7付 近 に な る ま で

37℃ で 培 養 後 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 終 濃 度 が 1 m Mと な る よ う 添 加 し 、 さ ら に 37℃ で 4時 間 培 養 し た 。

そ の 後 4800rpmで 10分 間 遠 心 し 集 菌 し た 。 こ の 菌 体 塊 を リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し

、 さ ら に 4800rpmで 10分 間 遠 心 し 菌 体 の 洗 浄 を 行 っ た 。

【 ０ １ ６ ５ 】

　 得 ら れ た 菌 体 塊 を 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に 懸 濁 し 、 氷 上 に て 超 音 波 破 砕 を 行 っ た 。

大 腸 菌 超 音 波 破 砕 液 を 6000rpmで 20分 間 遠 心 分 離 し 、 得 ら れ た 上 清 を 可 溶 性 画 分 、 沈 殿 物

を 不 溶 性 画 分 と し た 。

【 ０ １ ６ ６ 】

　 可 溶 性 画 分 を 陽 イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ 担 体 　 SP Sepharose(商 標 ) Fast Flow（ GE Health

Care社 ） 、 カ ラ ム 容 量 5mL、 平 衡 化 緩 衝 液 　 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)） に 添 加 し た 。 カ ラ

ム 容 量 の 10倍 量 の 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に て 洗 浄 を 行 っ た 後 、 直 ち に 0.3M-1.0M 塩 化

ナ ト リ ウ ム 含 有 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に て 塩 の 段 階 的 濃 度 勾 配 に よ り 溶 出 を 行 っ た 。

各 溶 出 画 分 は カ ラ ム 容 量 の 6倍 量 ず つ 採 取 し た 。

【 ０ １ ６ ７ 】

　 こ の 溶 出 画 分 の う ち 0.3M塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)の 画 分 す べ て と

、 1.0M塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)画 分 の 1番 目 の 画 分 を 合 わ せ て 、 2次

カ ラ ム に よ り さ ら に 精 製 操 作 を 行 っ た 。

【 ０ １ ６ ８ 】

　 2次 カ ラ ム は カ ラ ム 担 体 Bio gel HT Type II（ BioRad社 ） 、 カ ラ ム 容 量 5mLを 用 い た 。 カ

ラ ム 容 量 の 10倍 の 0.3M塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に て 平 衡 化 を 行 っ た

後 、 上 記 溶 出 画 分 を 添 加 し た 。 カ ラ ム 容 量 の 10倍 量 の 0.3M塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 20m Mリ ン 酸

緩 衝 液 (pH7.0)と 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に て 、 カ ラ ム 未 吸 着 画 分 の 洗 浄 を 行 っ た 。 そ の

後 直 ち に 、 0.2Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に て 溶 出 を 行 っ た 。 溶 出 画 分 は カ ラ ム 容 量 の 6倍 量 採

取 し た 。 目 的 タ ン パ ク 質 の 溶 出 に つ い て は 定 法 に 従 っ て 行 っ た ク マ シ ー 染 色 に よ っ て 確 認

し 、 こ の 結 果 よ り 溶 出 画 分 を 脱 塩 、 濃 縮 し 診 断 用 の 固 相 化 材 料 と し た 。

【 ０ １ ６ ９ 】

実 施 例 Ｂ － ３ ： イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を 用 い た 癌 診 断

（ １ ） イ ヌ の 癌 診 断

　 悪 性 ま た は 良 性 腫 瘍 の 確 認 さ れ た 患 犬 486頭 と 健 常 犬 6頭 の 血 液 を 採 取 し 、 血 清 を 分 離 し

た 。 実 施 例 Ｂ － ２ で 作 製 し た イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク 、 抗 イ ヌ IgG抗 体 を 用 い て ELISA法 に

て 該 タ ン パ ク に 特 異 的 に 反 応 す る 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ １ ７ ０ 】

　 作 製 し た タ ン パ ク の 固 相 化 は 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 50μ g/mLに 希 釈 し た 組 換 え

タ ン パ ク 質 溶 液 を 96穴 イ モ ビ ラ イ ザ ー ア ミ ノ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に 100μ L/well添 加

し 、 4℃ で 一 晩 静 置 し て 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 、 0.5 % BSA（ bovine serum albumin（ ウ

シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 含 有 50 m M 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩

衝 溶 液 (pH 8.3)（ 以 下 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ） を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し た 。

希 釈 に ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 用 い た 1000倍 希 釈 血 清 を 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 3時 間 振 と

う し て 反 応 さ せ た 。 0.05%Tween20（ 和 光 純 薬 工 業 社 製 ） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ 以

下 PBS-T） で 3回 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 3000倍 希 釈 し た HRP修 飾 イ ヌ IgG抗 体 (Goat

anti Dog IgG-h+I HRP conjugated:BETH YL Laboratories社 製 )を 100μ L/well加 え 、 室 温

で 1時 間 振 と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 HRP基 質 T M B（ 1-Step　 Turbo　 T M B

（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 、 PIERCE社 ） を 100μ l/well添 加 し 、 室 温 で 30分 間 酵 素 基 質

反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 0.5M硫 酸 溶 液 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） を 100μ l/well
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加 え て 反 応 停 止 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 450nmの 吸 光 度 測 定 を 行 っ た 。 コ ン ト

ロ ー ル と し て は 、 作 製 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 を 固 相 化 し な い も の 、 担 癌 犬 血 清 を 反 応 さ せ

な い も の を 上 記 と 同 様 に 行 い 比 較 す る こ と と し た 。

【 ０ １ ７ １ 】

　 上 記 癌 診 断 に 用 い た 全 486検 体 中 311検 体 で 、 摘 出 さ れ た 腫 瘍 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 の 結

果 、 悪 性 と 確 定 診 断 が さ れ て い る 。

【 ０ １ ７ ２ 】

　 具 体 的 に は 、 悪 性 黒 色 腫 、 悪 性 混 合 腫 瘍 、 肝 細 胞 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 勅 細 胞 腫 様 歯 肉 腫 、

口 腔 内 腫 瘤 、 肛 門 周 囲 腺 癌 、 肛 門 嚢 腫 瘤 、 肛 門 嚢 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 セ ル ト リ 細 胞 腫 、 膣 前

庭 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 皮 脂 腺 上 皮 腫 、 脂 腺 腺 腫 、 汗 腺 癌 、 鼻 腔 内 腺 癌 、 鼻 腺 癌 、 甲 状 腺 癌 、 大

腸 癌 、 気 管 支 腺 癌 、 腺 癌 、 腺 管 癌 、 乳 腺 癌 、 複 合 型 乳 腺 癌 、 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 、 乳 管 内 乳

頭 状 腺 癌 、 線 維 肉 腫 、 血 管 周 皮 腫 、 骨 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 軟 部 組 織 肉 腫 、 組 織 球 肉 腫 、 粘 液

肉 腫 、 未 分 化 肉 腫 、 肺 癌 、 肥 満 細 胞 腫 、 皮 膚 平 滑 筋 腫 、 腹 腔 内 平 滑 筋 腫 、 平 滑 筋 腫 、 扁 平

上 皮 癌 、 慢 性 型 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 消 化 管 型 リ ン パ 腫 、 消 化 器 型 リ ン パ 腫 、 小

～ 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、 副 腎 髄 質 腫 瘍 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 、 褐 色 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 （ 移 行 上 皮 癌 ）

、 化 膿 性 炎 症 、 腹 腔 内 肝 臓 腫 瘍 、 肝 臓 癌 、 形 質 細 胞 腫 、 悪 性 血 管 外 膜 細 胞 腫 、 血 管 肉 腫 、

肛 門 嚢 腺 癌 、 口 腔 癌 、 転 移 性 悪 性 黒 色 腫 、 メ ラ ニ ン 欠 乏 性 悪 性 黒 色 腫 、 皮 膚 悪 性 黒 色 腫 、

悪 性 筋 上 皮 腫 、 悪 性 精 巣 上 皮 腫 、 精 細 胞 腫 （ セ ミ ノ ー マ ） 、 大 腸 腺 癌 、 胃 腺 癌 、 低 グ レ ー

ド 皮 脂 腺 癌 、 耳 垢 腺 癌 、 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 低 分 化 型 ア ポ ク リ ン 汗 腺 癌 、 悪 性 線 維 性 組 織 球

腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 間 葉 系 悪 性 腫 瘍 、 脂 肪 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 起 原 不 明 の 肉 腫 、 軟 部 肉 腫 （ 紡

錘 形 細 胞 腫 瘍 ） 、 低 分 化 肉 腫 、 滑 膜 肉 腫 、 血 管 肉 腫 、 転 移 性 悪 性 上 皮 腫 瘍 、 管 状 乳 腺 腺 癌

、 乳 腺 導 管 癌 、 炎 症 性 乳 癌 、 胚 細 胞 腫 、 白 血 病 、 浸 潤 性 毛 包 上 皮 腫 、 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、

多 中 心 型 リ ン パ 腫 、 骨 肉 腫 （ 乳 腺 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Patnaik II型 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Grade II

） 、 平 滑 筋 肉 腫 な ど の 癌 診 断 を 受 け て い る 検 体 で あ る 。

【 ０ １ ７ ３ 】

　 こ れ ら 担 癌 犬 生 体 由 来 の 血 清 は 、 図 ７ に 示 し た よ う に 有 意 に 高 い 組 換 え タ ン パ ク 質 に 対

す る 抗 体 価 を 示 し た 。 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 177

検 体 、 56.9%で 悪 性 と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。 こ の 177検 体 の 癌 の 種 類 は 以 下 の と お り

で あ る 。 な お 、 検 体 に よ っ て は 複 数 種 類 の 癌 を 罹 患 し て い る も の も あ る が 、 以 下 に 示 す 数

値 は 癌 の 種 類 ご と の 累 計 値 で あ る 。

悪 性 黒 色 腫 10例 、 リ ン パ 腫 10例 、 褐 色 細 胞 腫 1例 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 1例 、 肝 細 胞 癌 4例 、 汗 腺

癌 5例 、 血 管 腫 1例 、 悪 性 精 巣 腫 瘍 7例 、 口 腔 内 腫 瘤 4例 、 肛 門 周 囲 腺 癌 11例 、 骨 肉 腫 4例 、

線 維 肉 腫 7例 、 軟 骨 肉 腫 2例 、 乳 腺 癌 35例 、 複 合 型 乳 腺 癌 27例 、 肺 癌 2例 、 皮 脂 腺 癌 2例 、 鼻

腺 癌 2例 、 肥 満 細 胞 腫 25例 、 副 腎 髄 質 腫 瘍 1例 、 平 滑 筋 肉 腫 1例 、 扁 平 上 皮 癌 5例 、 慢 性 リ ン

パ 球 性 白 血 病 1例 、 胚 細 胞 腫 1例 、 悪 性 線 維 性 組 織 球 腫 1例 、 転 移 性 悪 性 上 皮 腫 瘍 1例 、 乳 腺

導 管 癌 1例 、 血 管 肉 腫 1例 、 管 状 乳 腺 腺 癌 1例 、 浸 潤 性 毛 包 上 皮 腫 1例 、 前 立 腺 癌 1例 、 気 管

支 腺 癌 1例

【 ０ １ ７ ４ 】

　 さ ら に 、 末 期 癌 患 犬 よ り 採 取 し た 胸 水 、 腹 水 を 用 い て 、 同 様 の 診 断 を 行 っ た 結 果 、 血 清

を 用 い た 本 診 断 法 に よ る 結 果 と 同 様 の 値 を 検 出 す る こ と が で き 、 癌 と 診 断 す る こ と が で き

た 。

【 ０ １ ７ ５ 】

　 ま た 、 本 診 断 法 を 用 い る こ と に よ り 、 さ ら に 目 に 見 え な い 部 分 の 癌 診 断 、 進 行 度 診 断 、

悪 性 度 診 断 、 術 後 の 経 過 診 断 、 再 発 診 断 、 転 移 診 断 な ど の よ う な 診 断 が 可 能 で あ る こ と が

わ か っ た 。 以 下 に 図 ８ に 示 し た 詳 細 診 断 の 具 体 例 に つ い て 数 例 を あ げ る 。

【 ０ １ ７ ６ 】

（ ２ ） － １ 　 目 に 見 え な い 腫 瘍 の 癌 診 断

　 患 犬 1（ フ ラ ッ ト コ ー テ ッ ト レ ト リ バ ー ） は 、 2007年 6月 7日 時 点 で 腫 瘤 が 確 認 さ れ て い

な か っ た が 、 そ の 20日 ほ ど 後 の 2007年 6月 24日 に 左 上 顎 犬 歯 の 付 け 根 の 歯 肉 に 有 茎 状 の 直

径 2m mの 腫 瘤 が 発 見 さ れ た 患 犬 で あ る 。 発 見 さ れ た 日 に 有 茎 部 を 結 糸 し 、 切 除 を 行 っ て い
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る 。 肉 眼 で 腫 瘤 を 確 認 で き る 以 前 か ら 450nmで の 吸 光 度 は 0.31と 、 有 意 に 高 い 値 が 確 認 さ

れ て お り 、 腫 瘍 発 見 時 0.33と 比 較 し て も 大 き く 変 わ ら な か っ た 。 こ の 結 果 か ら 本 手 法 を 用

い る こ と に よ り 、 腹 腔 内 な ど 目 に 見 え な い 部 分 の 癌 診 断 で も 可 能 な こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ７ ７ 】

　 ま た 、 腫 瘍 が 肉 眼 で 確 認 で き る 以 前 か ら 値 の 上 昇 が 確 認 さ れ 、 腫 瘍 発 生 の 前 兆 を 示 し て

い た こ と が 言 え る 。 よ っ て 、 定 期 健 診 な ど の 健 康 診 断 に も 有 用 で あ る こ と が わ か る 。

【 ０ １ ７ ８ 】

　 こ の 患 犬 1は 腫 瘤 切 除 2週 間 後 に 再 び 血 清 診 断 を 行 っ た と こ ろ 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.17

と 大 き く 低 下 し て い た 。 ゆ え に 、 抗 体 価 上 昇 の 原 因 と な っ て い た 癌 抗 原 の 発 現 し て い る 腫

瘍 が 完 全 切 除 さ れ て い る こ と も 確 認 さ れ た 。 （ (2)-4　 術 後 の 経 過 診 断 ）

【 ０ １ ７ ９ 】

（ ２ ） － ２ 　 癌 の 進 行 度 診 断

　 癌 の 進 行 度 は 腫 瘍 の 大 き さ や 深 さ 、 周 辺 組 織 に ど れ ほ ど 影 響 を 及 ぼ し て い る か 、 転 移 を

し て い る か な ど に よ っ て 判 断 さ れ る 。 転 移 す な わ ち 癌 が 進 行 す る と 以 前 よ り 高 い 値 が 検 出

さ れ る こ と が わ か っ た 。 さ ら に も う 一 例 と し て 以 下 で は 、 抗 癌 剤 投 与 を 行 っ た 具 体 例 に よ

る 進 行 度 診 断 に つ い て 述 べ る 。

【 ０ １ ８ ０ 】

　 患 犬 2（ ミ ニ チ ュ ア ダ ッ ク ス フ ン ド ） は 、 2007年 2月 21日 に 吐 き 気 と 痩 せ て き た こ と を 主

訴 に 来 院 し 、 腹 腔 内 に 2箇 所 の 大 型 腫 瘍 が 発 見 さ れ た 患 犬 で あ る 。 2007年 2月 23日 に 腫 瘍 の

摘 出 を 行 い 、 右 腎 は 肥 大 し 433g、 近 傍 リ ン パ 節 も 血 管 に 富 み 、 42gあ っ た 。 こ の と き の 摘

出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は 、 多 中 心 型 の 悪 性 リ ン パ 腫 と 診 断 さ れ た 。 腫 瘍 細 胞 が 脂

肪 織 を 播 種 性 に 拡 が っ て い る の が 確 認 さ れ 、 腹 腔 内 の ほ か の 臓 器 に も 広 が る 可 能 性 が あ る

と の 診 断 で あ っ た 。 腫 瘍 摘 出 手 術 後 の 2007年 3月 1日 よ り 抗 癌 剤 （ オ ン コ ビ ン ） 投 与 を 開 始

し 、 そ れ か ら 2ヵ 月 後 、 3ヵ 月 後 と 3回 に わ た っ て 血 清 診 断 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 450nmで の

吸 光 度 は そ れ ぞ れ 0.18、 0.16、 0.14で あ っ た 。 投 与 開 始 時 点 か ら 徐 々 に 値 が 低 下 し て き て

お り 、 抗 癌 剤 効 果 が 現 れ て い る こ と が 確 認 で き た 。 す な わ ち 癌 の 進 行 を 抑 制 で き て い る こ

と が わ か る 。 患 犬 2の 結 果 よ り 、 癌 進 行 度 に つ い て も 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。 さ ら に

、 そ の 一 例 と し て 上 記 の よ う に 抗 癌 剤 治 療 効 果 に つ い て も 診 断 可 能 で あ る こ と が わ か っ た

。

【 ０ １ ８ １ 】

（ ２ ） － ３ 　 癌 の 悪 性 度 診 断

　 基 底 細 胞 腫 に は 悪 性 型 と 良 性 型 と が あ り 、 近 年 、 新 W H Oで は 悪 性 型 を 基 底 細 胞 癌 、 良 性

型 を 毛 芽 腫 と 分 類 す る と い う 傾 向 に あ る と の こ と で あ る 。

【 ０ １ ８ ２ 】

　 基 底 細 胞 癌 （ 悪 性 ） と 診 断 さ れ た 患 犬 3（ ビ ー グ ル ） は 、 手 術 時 の 血 清 診 断 の 結 果 、 450

nmで の 吸 光 度 は 0.13で あ っ た 。 一 方 、 毛 芽 腫 （ 良 性 ） と 診 断 さ れ た 患 犬 4（ 雑 種 ） は 、 手

術 時 の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 よ っ て 、 同 じ 基 底

細 胞 腫 で も 、 悪 性 型 の 基 底 細 胞 癌 と 良 性 型 の 毛 芽 腫 を 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ８ ３ 】

　 次 に 、 乳 腺 腫 瘍 に つ い て 例 を 挙 げ る 。 乳 腺 腫 瘍 に は 、 乳 腺 癌 や 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 と い っ

た 悪 性 腫 瘍 と 、 悪 性 所 見 を 示 さ な い 良 性 乳 腺 腫 瘍 が あ る 。 患 犬 5（ ヨ ー キ ー ） は 、 2006年 5

月 17日 に 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 と 乳 腺 癌 に て 、 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る 。 一 般 的 に 、 乳 腺

の 混 合 腫 瘍 は 悪 性 で あ っ て も 周 囲 へ の 浸 潤 性 が 乏 し い た め に 完 全 切 除 さ れ や す く 、 切 除 後

の 経 過 が 良 好 な こ と が 多 い 腫 瘍 で あ る 。 し か し な が ら 摘 出 さ れ た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で

は 、 患 犬 5の 標 本 の 一 部 成 分 に 、 浸 潤 性 が 見 ら れ て お り 、 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 で あ る と 診 断

さ れ て い た 。 ま た 、 乳 腺 癌 は 通 常 周 囲 へ の 浸 潤 性 が 強 く 再 発 や 転 移 が 起 こ り や す い 腫 瘍 で

あ る 。 患 犬 5の 標 本 上 で は 腫 瘍 細 胞 に 浸 潤 性 が 見 ら れ な か っ た が 、 部 分 材 料 の た め 他 の 領

域 に 悪 性 度 の 高 い 成 分 が 増 殖 し て い る 可 能 性 も 指 摘 さ れ て い た 。 そ の た め 、 患 犬 5は 悪 性

度 の 高 い 乳 癌 で あ る こ と が 病 理 診 断 結 果 か ら 明 ら か で あ る 。 こ の 手 術 時 に 採 血 し た 血 清 診

断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.57で あ っ た 。 一 方 、 患 犬 6（ ヨ ー ク シ ャ テ リ ア ） は 、 2007
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年 1月 28日 に 、 乳 腺 腫 瘍 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る 。 こ の と き の 摘 出 組 織 を 用 い た 病

理 診 断 で は 、 細 胞 異 型 性 は 軽 度 で あ り 、 悪 性 所 見 の 見 当 た ら な い 良 性 乳 腺 腫 と 診 断 さ れ た

。 こ の 手 術 時 に 採 血 し た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0で あ っ た 。 以 上 の 2検 体 の

結 果 か ら も 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 は 、 悪 性 度 の 低 い 、 す な わ ち 良 性 の 腫 瘍 に 比 べ 、 値 が 大 き い

こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ８ ４ 】

（ ２ ） － ４ 　 術 後 の 経 過 診 断

　 患 犬 7（ シ ー ズ ー ） は 、 口 腔 内 腫 瘍 で 来 院 し 2007年 3月 22日 に 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ

の 際 行 っ た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.70で あ っ た 。 ま た 、 摘 出 し た 組 織 を 用

い た 病 理 診 断 で は 、 悪 性 の 勅 細 胞 腫 様 歯 肉 腫 と 診 断 さ れ て い る 。 こ の 腫 瘍 は 、 遠 隔 転 移 は

稀 で あ る が 切 除 が 不 十 分 だ と 再 発 し や す い と い う 特 徴 が あ る 。 そ の た め 手 術 に よ り 腫 瘍 の

完 全 切 除 が で き た か 否 か と い う こ と は 、 重 要 で あ る 。 2007年 5月 18日 の 経 過 観 察 の 際 に は

、 450nmで の 吸 光 度 は 0.47と 値 の 低 下 が 確 認 さ れ た 。 2007年 8月 ま で に 再 発 は 確 認 さ れ て い

な い 。 よ っ て 患 犬 7で は 、 完 全 に 腫 瘍 を 切 除 で き た た め に 血 清 診 断 結 果 は 手 術 時 よ り も 低

下 し た と い え る 。

【 ０ １ ８ ５ 】

（ ２ ） － ５ 　 再 発 診 断

　 患 犬 8（ ハ ス キ ー ） は 、 2007年 5月 8日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ の 際 行 っ た

血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.11で あ っ た 。 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は

、 異 型 性 の 強 い 上 皮 系 細 胞 が 主 に 腺 管 構 造 を 形 成 、 増 殖 し て お り 乳 腺 原 発 の 腺 癌 と 診 断 さ

れ た 。 そ の と き 既 に リ ン パ 管 内 に 多 数 の 癌 細 胞 が 入 っ て い る の が 確 認 さ れ て お り 、 リ ン パ

節 や 遠 隔 部 へ の 転 移 、 再 発 の リ ス ク が 高 い と い う こ と で あ っ た 。 手 術 か ら 約 一 ヶ 月 半 後 の

2007年 6月 28日 に 同 部 位 に 再 発 が 確 認 さ れ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 は 0.12と 値 の 上

昇 が 確 認 さ れ た 。 患 犬 8で は 、 腫 瘍 が 切 除 し き れ て い な か っ た か ま た は 、 再 発 し た た め に

、 血 清 診 断 結 果 が 5月 初 旬 よ り も 6月 下 旬 の ほ う が 大 き く 検 出 さ れ た と わ か っ た 。

【 ０ １ ８ ６ 】

　 患 犬 9（ シ ェ ル テ ィ ー ） は 、 2006年 10月 24日 に 腺 管 癌 の 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ の 際

行 っ た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は ほ ぼ 0と ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。 そ の 約 3

ヵ 月 後 の 2007年 1月 31日 に 再 発 し 、 再 来 院 、 再 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ の と き の 摘 出 し

た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は 、 卵 円 形 異 型 核 を 有 す る 癌 細 胞 が 多 数 リ ン パ 管 侵 襲 を お こ し

、 鼠 径 部 リ ン パ 節 転 移 し て い る た め 遠 隔 転 移 の 可 能 性 が あ る 腺 管 癌 (乳 癌 ） と の 診 断 で あ

っ た 。 こ の 際 行 っ た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.10と 上 昇 し て い る こ と が 確 認

さ れ た 。 患 犬 9で も 同 様 に 、 腫 瘍 が 切 除 し き れ て い な か っ た か ま た は 、 再 発 し た た め に 、

血 清 診 断 結 果 が 3ヵ 月 後 の ほ う が 大 き く 検 出 さ れ た と わ か っ た 。

【 ０ １ ８ ７ 】

（ ２ ） － ６ 　 転 移 診 断

　 患 犬 10（ ス コ テ ィ ッ シ ュ テ リ ア ） は 、 2003年 2月 　 乳 腺 腫 瘍 、 2003年 8月 　 口 腔 内 悪 性 黒

色 腫 、 2005年 1月 　 口 唇 に 悪 性 黒 色 腫 、 2005年 4月 13日 　 口 腔 内 黒 色 腫 と 転 移 ・ 再 発 を 繰 り

返 し 、 こ れ ら す べ て 手 術 で 切 除 済 み の 患 犬 で あ る 。 2005年 4月 の 口 腔 内 黒 色 腫 の 再 発 の 後

に 、 経 過 観 察 で 再 来 院 し た 2006年 12月 17日 の 血 清 診 断 の 結 果 は 、 450nmで の 吸 光 度 が 0.39

で あ っ た 。 そ の 半 年 後 の 2007年 6月 20日 に は 頚 部 リ ン パ 、 膝 き ょ う リ ン パ が 肥 大 し て 再 来

院 し て い る 。 リ ン パ 腫 で あ れ ば 全 身 の リ ン パ が 腫 れ る が 、 患 犬 10に つ い て は 2箇 所 の み で

あ っ た た め 、 お そ ら く 転 移 に よ る リ ン パ 腫 で あ る 可 能 性 が 高 い と の 臨 床 診 断 で あ っ た 。 本

手 法 に よ る 診 断 に よ っ て も 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.80と 大 き く 上 昇 し て お り 、 以 前 存 在 し

た 腫 瘍 の 転 移 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ８ ８ 】

　 患 犬 11（ 柴 犬 ） は 、 2006年 3月 11日 に 右 口 唇 部 口 腔 悪 性 黒 色 腫 に て 腫 瘍 の 摘 出 を 行 っ た

患 犬 で あ る 。 2006年 6月 10日 か ら 同 年 9月 26日 ま で 抗 が ん 剤 （ シ ク ロ ホ ス フ ァ シ ド )の 治 療

歴 が あ り 、 2006年 5月 23日 か ら 有 機 ゲ ル マ ニ ウ ム 主 成 分 の ビ レ モ S投 薬 継 続 中 で あ る 。 こ の

腫 瘍 の 転 移 と 考 え ら れ る 2007年 3月 20日 の 腫 瘍 摘 出 時 に 行 っ た 血 清 診 断 の 結 果 は 、 450nmで
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の 吸 光 度 が 0.06で あ っ た 。 こ の と き の 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は 、 転 移 性 悪 性 黒

色 腫 と 診 断 さ れ て い る 。 し か し 、 転 移 し た 黒 色 種 の 手 術 3ヵ 月 後 の 2007年 6月 27日 に 再 び 転

移 を 起 こ し て い る 。 2007年 3月 20日 は 右 頚 部 に 腫 瘍 が 発 生 し た が 、 今 回 は そ の 反 対 側 に 発

生 し 、 腫 瘍 の 形 状 も 前 回 と 類 似 し た 黒 色 の 塊 を 形 成 し て い る と の こ と で あ る 。 大 き さ は 3.

1× 3.2× 0.8cm大 で あ り 、 臨 床 診 断 で も 転 移 と の こ と で あ る 。 こ の と き 行 っ た 血 清 診 断 の

結 果 は 、 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.19と 上 昇 し て い る の が 確 認 さ れ 、 転 移 で あ る こ と が わ か

っ た 。

【 ０ １ ８ ９ 】

（ ２ ） － ７ 　 治 療 モ ニ タ リ ン グ

　 患 犬 11（ ミ ニ チ ュ ア ダ ッ ク ス フ ン ド ） は 、 2007年 4月 19日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ

る 。 摘 出 し た 腫 瘍 を 用 い た 病 理 診 断 結 果 は 、 浸 潤 性 、 転 移 性 に 発 生 し て い る 可 能 性 が 高 い

中 等 度 の 悪 性 度 で あ る 複 合 型 乳 腺 癌 と の こ と で あ っ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 、 450n

mで の 吸 光 度 は 0.30で あ っ た 。 摘 出 手 術 か ら 約 1年 後 の 2008年 6月 3日 、 血 清 診 断 の 結 果 、 45

0nmで の 吸 光 度 は 0.25と 低 下 し て い た 。 こ の と き 肉 眼 で は 癌 の 再 発 は 確 認 さ れ な か っ た が

、 再 発 防 止 の た め そ れ か ら 2ヶ 月 間 、 週 に 一 度 の 間 隔 に て 抗 癌 剤 投 与 （ イ ン タ ー キ ャ ッ ト

） を 行 い 、 再 発 が な い 状 態 を 維 持 し た 。 抗 癌 剤 投 与 開 始 2週 間 後 、 4週 間 後 、 6週 間 後 に 血

清 診 断 を 行 っ た 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は そ れ ぞ れ 0.25、 0.19、 0.19で あ っ た 。 患 犬 11の

結 果 か ら 、 腫 瘍 が 完 全 に 取 り き れ て い れ ば 担 癌 状 態 よ り 値 が 低 下 し 、 抗 癌 剤 治 療 に お い て

も 癌 の 再 発 が 抑 制 で き て い れ ば 値 の 上 昇 が 見 ら れ ず 、 治 療 の 経 時 変 化 を 追 え る こ と が わ か

っ た 。 ま た 、 患 犬 8で 示 し た よ う に 再 発 診 断 も 可 能 で あ る こ と か ら 、 治 療 モ ニ タ リ ン グ に

つ い て も 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ９ ０ 】

（ ２ ） － ８ 　 再 発 時 の 悪 性 診 断

　 患 犬 12（ チ ワ ワ ） は 2007年 4月 27日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ る 。 摘 出 し た 腫 瘍 を 用

い た 病 理 診 断 結 果 は 、 乳 管 上 皮 由 来 の 腺 管 癌 、 す な わ ち 悪 性 の 乳 癌 と の こ と で あ っ た 。 そ

の 約 1年 後 の 2008年 6月 29日 に 再 び 腫 瘍 が 発 見 さ れ た た め 、 摘 出 手 術 を 行 っ た 。 そ の 摘 出 し

た 腫 瘍 を 用 い た 病 理 組 織 診 断 結 果 は 、 乳 管 上 皮 由 来 の 腫 瘍 細 胞 が 不 規 則 な 腺 腔 を 形 成 し 、

内 腔 へ 重 層 化 し て 造 成 す る 部 分 も 認 め ら れ る が 構 成 す る 細 胞 は ほ ぼ 均 一 な 卵 円 形 核 を 有 し

、 細 胞 の 異 型 性 は 軽 度 と い う こ と で 良 性 乳 腺 腫 と 診 断 さ れ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果

、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 患 犬 8、 12の 結 果 か ら 、 再 発 時 に 悪 性 の

場 合 に は 血 清 診 断 値 は 上 昇 す る か 維 持 さ れ て お り 、 良 性 の 場 合 に は 検 出 さ れ な い こ と が わ

か っ た 。

【 ０ １ ９ １ 】

（ ２ ） － ９ 　 良 性 腫 瘍 患 犬 の 予 後 診 断

　 患 犬 13（ ト イ プ ー ド ル ） は 、 2007年 10月 9日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ る 。 摘 出 し た

腫 瘍 を 用 い た 病 理 診 断 結 果 は 、 乳 腺 上 皮 細 胞 と 筋 上 皮 細 胞 両 成 分 が 増 殖 す る 腫 瘍 が 形 成 さ

れ て い た が 、 両 成 分 と も 悪 性 所 見 を 示 し て お ら ず 、 乳 腺 良 性 混 合 腫 瘍 と 診 断 さ れ て い た 。

こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.13と 僅 か に 検 出 さ れ た 。 そ の 8ヵ 月 後 の

2008年 6月 5日 に 再 採 血 を 行 っ た 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 臨 床

で も こ の と き 再 発 は 確 認 さ れ て い な い 。 従 っ て 、 良 性 腫 瘍 患 犬 で あ っ て も 、 腫 瘍 が あ る 状

態 の と き に 血 清 診 断 値 が 検 出 さ れ て い れ ば 、 腫 瘍 が 取 り き れ て い れ ば 値 は 低 下 し 、 予 後 の

診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ９ ２ 】

（ ３ ） ネ コ の 診 断

　 次 に 担 癌 猫 お よ び 健 常 猫 の 診 断 を 行 っ た 。 上 記 で 用 い た イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク と 抗 ネ

コ IgG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る ネ コ 血 清 中

の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体 は 、 HRP修 飾 抗 ネ コ IgG抗 体 (PERO XID ASE-CO NJU G ATED G O A

T IgG FRACTIO N TO CAT IgG (W H OLE M OLECULE): CAPPEL RESERCH REA GENTS社 製 )を ブ ロ ッ

キ ン グ 溶 液 に て 8000倍 希 釈 し て 用 い た 。

【 ０ １ ９ ３ 】
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　 患 猫 1（ チ ン チ ラ ） は 2005年 8月 17日 に 乳 腺 癌 に て 腫 瘍 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 猫 で あ る 。

患 猫 1の 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.22で あ っ た 。 ま た 、 2006年 10月 17日 に 腺 管 癌 に て 摘 出 手 術

を 受 け た 、 患 猫 2（ ヒ マ ラ ヤ ン ） に お い て も 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.21で あ っ た 。 一 方 、 健

常 猫 で は 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ １ ９ ４ 】

　 従 っ て 犬 と 同 様 、 猫 の 場 合 も 、 癌 を 患 っ た 検 体 で は 値 が 検 出 さ れ 、 一 方 健 常 の 検 体 で は

ま っ た く 検 出 さ れ な か っ た た め 、 猫 に つ い て も 犬 と 同 様 に 、 イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を 用

い た 本 手 法 に て 癌 診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ９ ５ 】

（ ４ ） 健 常 人 の 診 断

　 上 記 で 用 い た イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク と 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、

該 タ ン パ ク に 特 異 的 に 反 応 す る 健 常 人 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体 は 、 HRP修

飾 抗 ヒ ト IgG抗 体 (HRP-Goat Anti-Human IgG(H+L) Conjugate: Zymed Laboratories社 製 )

を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 10000倍 希 釈 し て 用 い た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て リ ン 酸

緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 50μ g/mlに 調 整 し た 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 を 固 相 化 し た も の を 用 い た

。 そ の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 に は 健 常 ヒ ト 1で 0.25で あ っ た 。 一 方

、 こ の 組 換 え タ ン パ ク 質 に は 0.03と ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ １ ９ ６ 】

実 施 例 Ｂ － ４ ： ヒ ト カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を 用 い た 癌 診 断

　 実 施 例 Ｂ － ２ で 作 製 し た ヒ ト カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を 用 い て 、 実 施 例 Ｂ － ３ と 同 様 に し て

、 該 タ ン パ ク に 反 応 す る 、 ヒ ト 、 イ ヌ お よ び ネ コ 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ １ ９ ７ 】

　 健 常 人 血 清 を 用 い た 診 断 結 果 で は 、 実 施 例 Ｂ － ３ （ ４ ） と 同 様 に 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 を

ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 場 合 に 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン を 固 相 化 し た 場 合 に 値 は 検

出 さ れ 、 ヒ ト カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を 固 相 化 し た 場 合 に は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ １ ９ ８ 】

　 ま た 、 健 常 犬 ・ 猫 に お い て も 、 該 タ ン パ ク を 固 相 化 し た 場 合 に は 、 450nmで の 吸 光 度 は

ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ １ ９ ９ 】

　 一 方 、 患 犬 12（ シ ー ズ ー ） は 、 2007年 6月 21日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る

。 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は 、 強 い 異 型 性 と 浸 潤 性 を 有 す る 乳 腺 組 織 が 大 小 の 塊

状 に 腺 様 増 殖 し て お り 、 悪 性 と 診 断 さ れ て い る 。 こ の 患 犬 12の 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.70

で あ っ た 。 そ の 他 病 理 診 断 で 悪 性 と 診 断 さ れ て い る 310検 体 の 血 清 を 用 い て 悪 性 診 断 を 行

っ た 。 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 171検 体 、 55.0%で 悪 性 と 診 断 で き

る こ と が わ か っ た 。 患 猫 3（ 雑 種 ） は 、 2007年 4月 3日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 受 け て い る が

、 こ の 患 猫 に お い て も 、 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.38で あ っ た 。

【 ０ ２ ０ ０ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 ヒ ト カ ル メ ジ ン タ ン パ ク を 用 い て も 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い

て も 同 様 の 診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ０ １ 】

　 さ ら に 、 イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク と 同 様 に ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を 用 い て 、 末 期 癌 患 犬 よ り 採

取 し た 胸 水 、 腹 水 を 診 断 し た 結 果 、 血 清 を 用 い た 結 果 と 同 様 の 値 を 検 出 す る こ と が で き 、

癌 と 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ ２ ０ ２ 】

実 施 例 Ｂ － ５ ： 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 癌 診 断 （ １ ）

　 実 施 例 Ｂ － ２ で 作 製 し た イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に 免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的

抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。 こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に よ り

、 担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ た 。 作 製 し た 該 タ ン パ

ク 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 特 異 的 に 反 応 す る 、 血 清 中 の 該 タ ン パ ク 量 に つ い て 抗 マ ウ

ス IgG抗 体 を 用 い て サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に て 測 定 し た 。
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【 ０ ２ ０ ３ 】

　 1次 抗 体 の 固 相 化 は 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 20倍 希 釈 し た ウ サ ギ 抗 血 清 を 96穴 イ

モ ビ ラ イ ザ ー ア ミ ノ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 2時 間 振 と う し

て 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 、 0.5 % BSA（ bovine serum albumin（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ）

、 シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 含 有 50 m M 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 溶 液 (pH 8.3)（ 以

下 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ） を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し た 。 そ の 後 、 ブ ロ ッ キ ン

グ 溶 液 を 用 い て 希 釈 し た 担 癌 生 体 由 来 血 清 を 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 3時 間 振 と う し て

反 応 さ せ た 。 こ の と き 希 釈 倍 率 は 10-1000倍 の 10倍 希 釈 系 列 で 調 整 し た 。 0.05%Tween20（

和 光 純 薬 工 業 社 製 ） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ 以 下 PBS-T） で 3回 洗 浄 し 、 2次 抗 体 は

、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 200倍 希 釈 し た マ ウ ス 抗 血 清 を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振

と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 3次 抗 体 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 2000倍 希 釈

し た HRP修 飾 マ ウ ス IgG抗 体 (Stabilized Goat Anti Mouse HRP conjugated : PIERCE社 製 )

を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 HRP基 質 T

M B（ 1-Step　 Turbo　 T M B（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 、 PIERCE社 製 ） を 100μ l/well添 加

し 、 室 温 で 30分 間 酵 素 基 質 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 0.5M硫 酸 溶 液 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ

パ ン 社 製 ） を 100μ l/well加 え て 反 応 停 止 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 450nmの 吸 光

度 測 定 を 行 っ た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 ウ サ ギ 抗 血 清 を 固 相 化 し な い も の 、 担 癌 生 体 由

来 血 清 を 反 応 さ せ な い も の を 上 記 と 同 様 に 行 い 比 較 す る こ と と し た 。

【 ０ ２ ０ ４ 】

　 そ の 結 果 、 皮 膚 平 滑 筋 肉 腫 、 乳 癌 、 悪 性 黒 色 腫 な ど の 担 癌 犬 、 担 癌 猫 で は ポ リ ペ プ チ ド

の 値 が 検 出 さ れ 、 健 常 犬 、 健 常 猫 及 び 健 常 人 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 イ ヌ 由 来 組

換 え ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の

手 法 に お い て も 、 癌 を 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ ２ ０ ５ 】

実 施 例 Ｂ － ６ ： 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 癌 診 断 （ ２ ）

　 実 施 例 Ｂ － ２ で 作 製 し た ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に 免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的

抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。 実 施 例 Ｂ － ５ と 同 様 に 、 こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド

イ ッ チ ELISA法 に よ り 、 担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ

た 。

【 ０ ２ ０ ６ 】

　 そ の 結 果 、 皮 膚 平 滑 筋 肉 腫 、 乳 癌 、 悪 性 黒 色 腫 な ど の 担 癌 犬 、 担 癌 猫 で は ポ リ ペ プ チ ド

の 値 が 検 出 さ れ 、 健 常 犬 、 健 常 猫 及 び 健 常 人 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 ヒ ト 由 来 組

換 え ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の

手 法 に お い て も 、 癌 を 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ ２ ０ ７ 】

実 施 例 Ｃ － １ ： Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 新 規 癌 抗 原 タ ン パ ク の 取 得

（ １ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 作 製

　 健 常 な 犬 の 精 巣 組 織 か ら 酸 － グ ア ニ ジ ウ ム － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ フ ォ ル ム 法 （ Acid gua

nidium-Phenol-Chloroform法 ） に よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Oligotex-dT30 mRN A purificat

ion Kit（ 宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て キ ッ ト 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ポ リ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 精

製 し た 。

【 ０ ２ ０ ８ 】

　 こ の 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ） を 用 い て イ ヌ 精 巣 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 合 成

し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の 作 製 に は cD N A Synthesis Kit ,ZAP-cD N A Synthesis

Kit ,ZAP-cD N A GigapackIII Gold Cloning Kit（ STRATA GENE社 製 ） を 用 い 、 キ ッ ト 添 付 の

プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し た 。 作 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の サ

イ ズ は １ ． ３ × １ ０
６

ｐ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。

【 ０ ２ ０ ９ 】

（ ２ ） 血 清 に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ

　 上 記 作 製 し た イ ヌ 精 巣 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 、 イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン
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グ を 行 っ た 。 具 体 的 に は Φ ９ ０ × １ ５ ｍ ｍ の Ｎ Ｚ Ｙ ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト に ２ ３ ４ ０ ク ロ ー

ン と な る よ う に 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-Blue M RF'） に 感 染 さ せ 、 ４ ２ ℃ 、 ３ ～ ４ 時 間 培 養 し 、

溶 菌 斑 （ プ ラ ー ク ） を 作 ら せ 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ （ イ ソ プ ロ ピ ル － β － D－ チ オ ガ ラ ク ト シ ド ） を

浸 透 さ せ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン （ Hybond C Extra: GE Healthecare Bio-Science

社 製 ） で プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ４ 時 間 覆 う こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 誘 導 ・ 発 現 さ せ 、 メ ン ブ

レ ン に タ ン パ ク 質 を 転 写 し た 。 そ の 後 メ ン ブ レ ン を 回 収 し ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ

（ 10m M Tris-HCl,150m M NaCl pH7.5） に 浸 し ４ ℃ で 一 晩 振 盪 す る こ と に よ っ て 非 特 異 反 応

を 抑 制 し た 。 こ の フ ィ ル タ ー を ５ ０ ０ 倍 希 釈 し た 患 犬 血 清 と 室 温 で ２ ～ ３ 時 間 反 応 さ せ た

。

【 ０ ２ １ ０ 】

　 上 記 患 犬 血 清 と し て は 、 乳 癌 の 患 犬 よ り 採 取 し た 血 清 を 用 い た 。 こ れ ら の 血 清 は － ８ ０

℃ で 保 存 し 、 使 用 直 前 に 前 処 理 を 行 っ た 。 血 清 の 前 処 理 方 法 は 、 以 下 の 方 法 に よ る 。 す な

わ ち 、 外 来 遺 伝 子 を 挿 入 し て い な い λ ZAP Express フ ァ ー ジ を 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-BLue M R

F'） に 感 染 さ せ た 後 、 Ｎ Ｚ Ｙ プ レ ー ト 培 地 上 で ３ ７ ℃ 、 一 晩 培 養 し た 。 次 い で 0.5M NaCl

を 含 む 0.2M NaHCO 3 pH8.3の バ ッ フ ァ ー を プ レ ー ト に 加 え 、 ４ ℃ で １ ５ 時 間 静 置 後 、 上 清

を 大 腸 菌 ／ フ ァ ー ジ 抽 出 液 と し て 回 収 し た 。 次 に 、 回 収 し た 大 腸 菌 ／ フ ァ ー ジ 抽 出 液 を N H

S-カ ラ ム (GE Healthecare Bio-Science社 製 ） に 通 液 し て 、 大 腸 菌 ・ フ ァ ー ジ 由 来 の タ ン

パ ク 質 を 固 定 化 し た 。 こ の タ ン パ ク 固 定 化 カ ラ ム に 患 犬 血 清 を 通 液 ・ 反 応 さ せ 、 大 腸 菌 お

よ び フ ァ ー ジ に 吸 着 す る 抗 体 を 血 清 か ら 取 り 除 い た 。 カ ラ ム を 素 通 り し た 血 清 画 分 は 、 ０

． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ に て ５ ０ ０ 倍 希 釈 し 、 こ れ を イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ 材 料 と し

た 。

【 ０ ２ １ １ 】

　 か か る 処 理 血 清 と 上 記 融 合 タ ン パ ク 質 を ブ ロ ッ ト し た メ ン ブ レ ン を Ｔ Ｂ Ｓ ̶ Ｔ （ 0.05%

Tween20/TBS） に て ４ 回 洗 浄 を 行 っ た 後 、 二 次 抗 体 と し て ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ

に て ５ ０ ０ ０ 倍 希 釈 を 行 っ た ヤ ギ 抗 イ ヌ Ｉ ｇ Ｇ （ Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated

: BETH YL Laboratories社 製 ） を 、 室 温 1時 間 反 応 さ せ 、 NBT/BCIP反 応 液 （ Roche社 製 ） を

用 い た 酵 素 発 色 反 応 に よ り 検 出 し 、 発 色 反 応 陽 性 部 位 に 一 致 す る コ ロ ニ ー を Φ ９ ０ × １ ５

m mの Ｎ Ｚ Ｙ ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト 上 か ら 採 取 し 、 Ｓ Ｍ 緩 衝 液 （ 100m M NaCl、 10m M MgClSO 4 、

50m M Tris-HCl、 0.01% ゼ ラ チ ン pH7.5） ５ ０ ０ μ lに 溶 解 さ せ た 。 発 色 反 応 陽 性 コ ロ ニ ー

が 単 一 化 す る ま で 上 記 と 同 様 の 方 法 で 、 二 次 、 三 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し 、 血 清 中 の

Ｉ ｇ Ｇ と 反 応 す る ３ ０ ９ ４ ０ 個 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 １ 個 の 陽 性 ク

ロ ー ン を 単 離 し た 。

【 ０ ２ １ ２ 】

（ ３ ） 単 離 抗 原 遺 伝 子 の 相 同 性 検 索

　 上 記 方 法 に よ り 単 離 し た １ 個 の 陽 性 ク ロ ー ン を 塩 基 配 列 解 析 に 供 す る た め 、 フ ァ ー ジ ベ

ク タ ー か ら プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 転 換 す る 操 作 を 行 っ た 。 具 体 的 に は 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-Bl

ue M RF'） を 吸 光 度 O D 6 0 0 が １ ． ０ と な る よ う 調 製 し た 溶 液 ２ ０ ０ μ lと 、 精 製 し た フ ァ ー

ジ 溶 液 １ ０ ０ μ lさ ら に ExAssist helper phage (STRATA GENE社 製 )１ μ lを 混 合 し た 後 ３ ７

℃ で １ ５ 分 間 反 応 後 、 Ｌ Ｂ 培 地 を ３ ｍ ｌ 添 加 し ３ ７ ℃ で ２ ． ５ ～ ３ 時 間 培 養 を 行 い 、 直 ち

に ７ ０ ℃ の 水 浴 に て ２ ０ 分 間 保 温 し た 後 、 ４ ℃ 、 １ ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ５ 分 間 遠 心 を 行 い 上 清

を フ ァ ー ジ ミ ド 溶 液 と し て 回 収 し た 。 次 い で フ ァ ー ジ ミ ド 宿 主 大 腸 菌 （ SOLR） を 吸 光 度 O D

6 0 0 が １ ． ０ と な る よ う 調 製 し た 溶 液 ２ ０ ０ μ lと 、 精 製 し た フ ァ ー ジ 溶 液 １ ０ μ lを 混 合

し た 後 ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 反 応 さ せ 、 ５ ０ μ lを ア ン ピ シ リ ン （ 終 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 含

有 Ｌ Ｂ 寒 天 培 地 に 播 き ３ ７ ℃ 一 晩 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た SOLRの シ ン グ ル コ ロ ニ

ー を 採 取 し 、 ア ン ピ シ リ ン （ 終 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 含 有 Ｌ Ｂ 培 地 ３ ７ ℃ に て 培 養 後 、 QI

A GEN plasmid Miniprep Kit(キ ア ゲ ン 社 製 ） を 使 っ て 目 的 の イ ン サ ー ト を 持 つ プ ラ ス ミ ド

Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。

【 ０ ２ １ ３ 】

　 精 製 し た プ ラ ス ミ ド は 、 配 列 番 号 ５ に 記 載 の Ｔ ３ プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 ６ に 記 載 の Ｔ ７

プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 プ ラ イ マ ー ウ ォ ー キ ン グ 法 に よ る イ ン サ ー ト 全 長 配 列 の 解 析 を 行 っ
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た 。 こ の シ ー ク エ ン ス 解 析 に よ り 配 列 番 号 ２ ５ に 記 載 の 遺 伝 子 配 列 を 取 得 し た 。 こ の 遺 伝

子 の 塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ ム Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ サ ー チ （ ht

tp://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） を 行 い 既 知 遺 伝 子 と の 相 同 性 検 索 を 行 っ た 結 果 、 得

ら れ た 遺 伝 子 は 配 列 番 号 ４ １ に 記 載 の 登 録 さ れ て い る CEP遺 伝 子 と 塩 基 配 列 ・ ア ミ ノ 酸 配

列 共 に ９ ９ ％ （ た だ し 、 オ ー バ ー ラ ッ プ す る 領 域 の み で 算 出 ） の 相 同 性 を 示 す 遺 伝 子 で あ

る こ と が 判 明 し 、 該 遺 伝 子 は CEP遺 伝 子 で あ る と 判 断 さ れ た 。 取 得 し た イ ヌ CEPの ヒ ト 相 同

因 子 は 、 ヒ ト CEP（ 配 列 番 号 ２ ５ に 記 載 の CEP遺 伝 子 と の 相 同 性 ： 塩 基 配 列 ８ ７ ％ 、 ア ミ ノ

酸 配 列 ８ ４ ％ ） で あ っ た 。 ヒ ト CEPの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ２ ７ に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番

号 ２ ８ に 示 す 。

【 ０ ２ １ ４ 】

（ ４ ） 各 組 織 で の 発 現 解 析

　 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た 遺 伝 子 に 対 し イ ヌ お よ び ヒ ト 正 常 組 織 お よ び 各 種 細 胞 株 に お け

る 発 現 を RT-PCR(Reverse Transcription-PCR)法 に よ り 調 べ た 。 逆 転 写 反 応 は 以 下 の 通 り

行 な っ た 。 す な わ ち 、 各 組 織 ５ ０ － １ ０ ０ ｍ ｇ お よ び 各 細 胞 株 ５ － １ ０ × １ ０
６

個 の 細 胞

か ら TRIZOL試 薬 （ invitrogen社 製 ） を 用 い て 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し

た 。 こ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て Superscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR（ in

vitrogen社 製 ） に よ り 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 ヒ ト 正 常 組 織 （ 脳

、 海 馬 、 精 巣 、 結 腸 、 胎 盤 ） の ｃ D N Aは 、 ジ ー ン プ ー ル ｃ D N A（ invitrogen社 製 ） 、 Q UICK-

Clone cD N A（ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） お よ び Large-Insert cD N A Library（ ク ロ ン テ ッ ク 社 製

） を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 取 得 し た 遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ２ ９ お よ び ３

０ に 記 載 ） を 用 い て 以 下 の 通 り 行 っ た 。 す な わ ち 、 逆 転 写 反 応 に よ り 調 製 し た サ ン プ ル 0.

25μ l、 上 記 プ ラ イ マ ー を 各 2μ M、 0.2m M各 dNTP、 0.65Uの ExTaqポ リ メ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製

） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ２ ５ μ lと し 、 Thermal Cycler (BIO

 RA D社 製 ） を 用 い て 、 ９ ４ ℃ ̶ ３ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ̶ ３ ０ 秒 の サ イ ク ル を ３

０ 回 繰 り 返 し て 行 っ た 。 な お 、 上 記 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ２ ５ お よ び 配 列

番 号 ４ １ の 塩 基 配 列 （ イ ヌ CEP遺 伝 子 ） 中 の ４ ５ ８ ２ 番 ～ ５ １ ２ ４ 番 並 び に 配 列 番 号 ２ ７

の 塩 基 配 列 （ ヒ ト CEP遺 伝 子 ） 中 の ４ ６ １ ０ 番 ～ ５ １ ５ ２ 番 塩 基 の 領 域 を 増 幅 す る も の で

あ り 、 該 プ ラ イ マ ー を 用 い て イ ヌ CEP遺 伝 子 及 び ヒ ト CEP遺 伝 子 の い ず れ の 発 現 も 調 べ る こ

と が で き る も の で あ っ た 。 比 較 対 照 の た め 、 G APD H特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ９ お よ

び １ ０ に 記 載 ） も 同 時 に 用 い た 。 そ の 結 果 、 図 ９ に 示 す よ う に 、 イ ヌ CEP遺 伝 子 は 、 健 常

な イ ヌ 組 織 で は 精 巣 に 強 い 発 現 が 見 ら れ 、 一 方 イ ヌ 乳 癌 細 胞 で 強 い 発 現 が 見 ら れ た 。 ヒ ト

CEP遺 伝 子 の 発 現 も 、 イ ヌ CEP遺 伝 子 と 同 様 、 ヒ ト 正 常 組 織 で 発 現 が 確 認 で き た の は 精 巣 の

み だ っ た が 、 ヒ ト 癌 細 胞 で は 脳 腫 瘍 、 白 血 病 、 食 道 癌 で 発 現 が 検 出 さ れ 、 特 に 白 血 病 細 胞

株 で 強 い 発 現 を 示 し た こ と か ら 、 ヒ ト CEP遺 伝 子 も 精 巣 と 癌 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る

こ と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ２ １ ５ 】

　 な お 、 図 ９ 中 、 縦 軸 の 参 照 番 号 １ は 、 CEP遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 、 参 照 番 号 ２ は 、 比

較 対 照 で あ る G APD H遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。

【 ０ ２ １ ６ 】

実 施 例 Ｃ － ２ ： イ ヌ お よ び ヒ ト CEP由 来 ポ リ ペ プ チ ド の 作 製

（ １ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 作 製

　 実 施 例 Ｃ － １ で 取 得 し た 配 列 番 号 ２ ５ の 遺 伝 子 を 基 に 、 以 下 の 方 法 に て 組 換 え タ ン パ ク

質 を 作 製 し た 。 PCRは 、 実 施 例 Ｃ － １ で 得 ら れ た フ ァ ー ジ ミ ド 溶 液 よ り 調 製 し 配 列 解 析 に

供 し た ベ ク タ ー を １ μ l、 Bam HIお よ び SalI制 限 酵 素 切 断 配 列 を 含 む ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー （

配 列 番 号 ３ １ お よ び ３ ２ に 記 載 ） を 各 0.4μ M、 0.2m M dNTP、 1.25Uの PrimeSTAR HSポ リ メ

ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ５ ０ μ lと し 、 T

hermal Cycler (BIO RA D社 製 )を 用 い て 、 ９ ８ ℃ ̶ １ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ ５ 秒 、 ７ ２ ℃ ̶ ７ 分

の サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰 り 返 す こ と に よ り 行 っ た 。 な お 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー に よ り 、

配 列 番 号 ２ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ５ １ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 （ 配 列 番 号 ３ ５

） を コ ー ド す る 領 域 が 得 ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電
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気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ） を 用 い て 約 ２ ． ５ ｋ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ

Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ ２ １ ７ 】

　 同 様 に し て 、 配 列 番 号 ３ ７ お よ び ３ ８ に 記 載 し た ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を

行 い 、 配 列 番 号 ２ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 を コ ー ド す る 領 域 を 得 た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た

D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ）

を 用 い て 約 ７ ． ０ ｋ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ ２ １ ８ 】

　 さ ら に 、 配 列 番 号 ３ ７ お よ び ４ ３ に 記 載 し た ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い

、 配 列 番 号 ４ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 を コ ー ド す る 領 域 を 得 た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た D N A

を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ） を

用 い て 約 ７ ． ８ ｋ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ ２ １ ９ 】

　 精 製 し た 各 D N A断 片 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR-Blunt（ invitrogen社 製 ） に ラ イ ゲ ー シ

ョ ン し た 。 こ れ を 大 腸 菌 に 形 質 転 換 後 プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 断 片 が 目 的

配 列 と 一 致 す る こ と を シ ー ク エ ン ス で 確 認 し た 。 目 的 配 列 と 一 致 し た プ ラ ス ミ ド を Bam HI

お よ び SalI制 限 酵 素 で 処 理 し 、 QIAquick Gel Extraction Kitで 精 製 後 、 目 的 遺 伝 子 配 列

を 、 Bam HI、 SalI制 限 酵 素 で 処 理 し た 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ ー pET30a（ Novagen社 製 ） に 挿 入

し た 。 こ の ベ ク タ ー の 使 用 に よ り Hisタ グ 融 合 型 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 産 生 で き る 。 こ の

プ ラ ス ミ ド を 発 現 用 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） に 形 質 転 換 し 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る 発

現 誘 導 を 行 う こ と で 目 的 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。

【 ０ ２ ２ ０ 】

　 ま た 、 配 列 番 号 ２ ７ の 遺 伝 子 を 基 に 、 以 下 の 方 法 に て ヒ ト 相 同 遺 伝 子 の 組 換 え タ ン パ ク

質 を 作 製 し た 。 PCRは 、 実 施 例 Ｃ － １ で 作 製 し た 各 種 組 織 ・ 細 胞 ｃ D N Aよ り RT-PCR法 に よ る

発 現 が 確 認 で き た ｃ D N Aを １ μ l、 Bam HIお よ び SalI制 限 酵 素 切 断 配 列 を 含 む ２ 種 類 の プ ラ

イ マ ー （ 配 列 番 号 ３ ３ お よ び ３ ４ に 記 載 ） を 各 0.4μ M、 0.2m M dNTP、 1.25Uの PrimeSTAR H

Sポ リ メ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ５ ０ μ l

と し 、 Thermal Cycler (BIO RA D社 製 )を 用 い て 、 ９ ８ ℃ ̶ １ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ ５ 秒 、 ７ ２ ℃

̶ ７ 分 の サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰 り 返 す こ と に よ り 行 っ た 。 な お 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー に

よ り 、 配 列 番 号 ２ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 （ 配 列 番

号 ３ ６ ） を コ ー ド す る 領 域 が 得 ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル

に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ） を 用 い て 約 ２ ． ５ ｋ ｂ ｐ

の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ ２ ２ １ 】

　 同 様 に し て 、 配 列 番 号 ３ ９ お よ び ４ ０ に 記 載 し た ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を

行 い 、 配 列 番 号 ２ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 を コ ー ド す る 領 域 を 得 た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た

D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ）

を 用 い て 約 ７ ． ０ ｋ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ ２ ２ ２ 】

　 精 製 し た 各 D N A断 片 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR-Blunt（ invitrogen社 製 ） に ラ イ ゲ ー シ

ョ ン し た 。 こ れ を 大 腸 菌 に 形 質 転 換 後 プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 断 片 が 目 的

配 列 と 一 致 す る こ と を シ ー ク エ ン ス で 確 認 し た 。 目 的 配 列 と 一 致 し た プ ラ ス ミ ド を Bam HI

お よ び SalI制 限 酵 素 で 処 理 し 、 QIAquick Gel Extraction Kitで 精 製 後 、 目 的 遺 伝 子 配 列

を 、 Bam HI、 SalI制 限 酵 素 で 処 理 し た 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ ー pET30a（ Novagen社 製 ） に 挿 入

し た 。 こ の ベ ク タ ー の 使 用 に よ り Hisタ グ 融 合 型 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 産 生 で き る 。 こ の

プ ラ ス ミ ド を 発 現 用 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） に 形 質 転 換 し 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る 発

現 誘 導 を 行 う こ と で 目 的 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。

【 ０ ２ ２ ３ 】

(２ )組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製

　 上 記 で 得 ら れ た 、 配 列 番 号 ２ ６ の 一 部 お よ び 配 列 番 号 ２ ８ の 一 部 を 発 現 す る そ れ ぞ れ の
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組 換 え 大 腸 菌 を カ ナ マ イ シ ン （ 終 濃 度 30μ g/ml） 含 有 LB培 地 に て 600nmで の 吸 光 度 が 約 0.7

に な る ま で 37℃ で 培 養 後 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 終 濃 度 が 1 m Mと な る よ う 添 加 し 、 30℃ で 20時 間 培 養 し

た 。 そ の 後 4800rpmで 10分 間 遠 心 し 集 菌 し た 。 こ の 菌 体 ペ レ ッ ト を リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩

水 に 懸 濁 し 、 さ ら に 4800rpmで 10分 間 遠 心 し 菌 体 の 洗 浄 を 行 っ た 。

【 ０ ２ ２ ４ 】

　 こ の 菌 体 を リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し 、 氷 上 に て 超 音 波 破 砕 を 行 っ た 。 大 腸 菌 超

音 波 破 砕 液 を 7000rpmで 20分 間 遠 心 分 離 し 、 得 ら れ た 上 清 を 可 溶 性 画 分 、 沈 殿 物 を 不 溶 性

画 分 と し た 。 不 溶 性 画 分 を 4%Triton X-100溶 液 に て 懸 濁 し 7000rpmで 20分 間 遠 心 し た 。 本

操 作 を 2回 繰 り 返 し 、 脱 プ ロ テ ア ー ゼ 操 作 を 行 っ た 。 そ の 後 、 残 渣 を リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食

塩 水 に 懸 濁 し 、 脱 界 面 活 性 剤 操 作 を 行 っ た 。 こ の 残 渣 を 8M尿 素 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ

パ ン 社 製 ） 含 有 10m Mト リ ス 塩 酸 、 100m Mリ ン 酸 緩 衝 溶 液 （ 以 下 8M尿 素 溶 液 ） と プ ロ テ ア ー

ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル 溶 液 に 懸 濁 し 、 4℃ で 15時 間 静 置 し タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ た 。

【 ０ ２ ２ ５ 】

　 こ の 変 性 操 作 後 、 7000rpmで 20分 間 遠 心 し て 得 ら れ た 可 溶 性 画 分 を 、 定 法 に 従 っ て 調 整

し た ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム （ 担 体 　 Chelateing Sepharose（ 商 標 ） Fast Flow（ GE Hea

lth Care社 ） 、 カ ラ ム 容 量 5mL、 平 衡 化 緩 衝 液 　 8M尿 素 溶 液 ） に 添 加 し 、 さ ら に 4℃ で 一 晩

静 置 し た 。 こ の カ ラ ム 担 体 を 1500rpmで 5分 間 遠 心 し て 上 清 を 回 収 し 、 カ ラ ム 担 体 に つ い て

は リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 で 懸 濁 後 、 カ ラ ム に 再 充 填 し た 。 未 吸 着 画 分 を カ ラ ム 容 量 の 5

倍 量 の 8M尿 素 溶 液 と 10倍 量 の 0.5M 塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 0.1M酢 酸 緩 衝 液 (pH5.0)と 10m Mイ ミ

ダ ゾ ー ル 含 有 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH8.0） に て 洗 浄 操 作 を 行 い 、 直 ち に 、 5段 階 に 分 け た 10

0m M-500m Mイ ミ ダ ゾ ー ル 段 階 的 濃 度 勾 配 に て 溶 出 し た 。 各 溶 出 画 分 は カ ラ ム 容 量 の 5倍 量 採

取 し た 。 目 的 タ ン パ ク 質 の 溶 出 に つ い て は 定 法 に 従 っ て 行 っ た ク マ シ ー 染 色 に よ っ て 確 認

し 、 こ の 結 果 よ り 溶 出 画 分 を 濃 縮 し 診 断 用 の 固 相 化 材 料 と し た 。

【 ０ ２ ２ ６ 】

　 同 様 に し て 、 実 施 例 Ｃ － ２ （ １ ） で 得 ら れ た 、 配 列 番 号 ２ ６ の 全 長 お よ び 配 列 番 号 ２ ８

の 全 長 、 配 列 番 号 ４ ２ の 全 長 を 発 現 す る そ れ ぞ れ の 組 換 え 大 腸 菌 を 培 養 し 、 目 的 タ ン パ ク

質 の 精 製 を 行 い 、 診 断 用 の 固 相 化 材 料 を 得 た 。

【 ０ ２ ２ ７ 】

実 施 例 Ｃ － ３ ： イ ヌ CEP由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 癌 診 断

（ １ ） イ ヌ の 癌 診 断

　 悪 性 ま た は 良 性 腫 瘍 の 確 認 さ れ た 患 犬 486頭 と 健 常 犬 6頭 の 血 液 を 採 取 し 、 血 清 を 分 離 し

た 。 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た イ ヌ CEPの 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列

中 ： １ ５ １ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 、 配 列 番 号 ３ ５ ） と 抗 イ ヌ IgG抗 体 を 用 い て 、 ELISA法 に て 該

ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ ２ ２ ８ 】

　 作 製 し た ポ リ ペ プ チ ド の 固 相 化 は 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 50μ g/mLに 希 釈 し た 組

換 え タ ン パ ク 質 溶 液 を 96穴 イ モ ビ ラ イ ザ ー ア ミ ノ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に 100μ L/well

添 加 し 、 4℃ で 一 晩 静 置 し て 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 、 0.5 % BSA（ bovine serum albumin

（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 含 有 50 m M 重 炭 酸 ナ ト リ ウ

ム 緩 衝 溶 液 (pH 8.3)（ 以 下 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ） を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し

た 。 希 釈 に ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 用 い た 500倍 希 釈 血 清 を 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 3時 間

振 と う し て 反 応 さ せ た 。 0.05%Tween20（ 和 光 純 薬 工 業 社 製 ） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水

（ 以 下 PBS-T） で 3回 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 3000倍 希 釈 し た HRP修 飾 イ ヌ IgG抗 体 (G

oat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated:BETH YL Laboratories社 製 )を 100μ L/well加 え 、

室 温 で 1時 間 振 と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 HRP基 質 T M B（ 1-Step　 Turbo　

T M B（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 、 PIERCE社 ） を 100μ l/well添 加 し 、 室 温 で 30分 間 酵 素 基

質 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 0.5M硫 酸 溶 液 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） を 100μ l/wel

l加 え て 反 応 停 止 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 450nmの 吸 光 度 測 定 を 行 っ た 。 コ ン ト

ロ ー ル と し て は 、 作 製 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 を 固 相 化 し な い も の 、 担 癌 犬 血 清 を 反 応 さ せ

な い も の を 上 記 と 同 様 に 行 い 比 較 す る こ と と し た 。
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【 ０ ２ ２ ９ 】

　 上 記 癌 診 断 に 用 い た 全 486検 体 中 311検 体 で 、 摘 出 さ れ た 腫 瘍 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 の 結

果 、 悪 性 と 確 定 診 断 が さ れ て い る 。

【 ０ ２ ３ ０ 】

　 具 体 的 に は 、 悪 性 黒 色 腫 、 悪 性 混 合 腫 瘍 、 肝 細 胞 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 勅 細 胞 腫 様 歯 肉 腫 、

口 腔 内 腫 瘤 、 肛 門 周 囲 腺 癌 、 肛 門 嚢 腫 瘤 、 肛 門 嚢 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 セ ル ト リ 細 胞 腫 、 膣 前

庭 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 皮 脂 腺 上 皮 腫 、 脂 腺 腺 腫 、 汗 腺 癌 、 鼻 腔 内 腺 癌 、 鼻 腺 癌 、 甲 状 腺 癌 、 大

腸 癌 、 気 管 支 腺 癌 、 腺 癌 、 腺 管 癌 、 乳 腺 癌 、 複 合 型 乳 腺 癌 、 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 、 乳 管 内 乳

頭 状 腺 癌 、 線 維 肉 腫 、 血 管 周 皮 腫 、 骨 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 軟 部 組 織 肉 腫 、 組 織 球 肉 腫 、 粘 液

肉 腫 、 未 分 化 肉 腫 、 肺 癌 、 肥 満 細 胞 腫 、 皮 膚 平 滑 筋 腫 、 腹 腔 内 平 滑 筋 腫 、 平 滑 筋 腫 、 扁 平

上 皮 癌 、 慢 性 型 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 消 化 管 型 リ ン パ 腫 、 消 化 器 型 リ ン パ 腫 、 小

～ 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、 副 腎 髄 質 腫 瘍 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 、 褐 色 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 （ 移 行 上 皮 癌 ）

、 化 膿 性 炎 症 、 腹 腔 内 肝 臓 腫 瘍 、 肝 臓 癌 、 形 質 細 胞 腫 、 悪 性 血 管 外 膜 細 胞 腫 、 血 管 肉 腫 、

肛 門 嚢 腺 癌 、 口 腔 癌 、 転 移 性 悪 性 黒 色 腫 、 メ ラ ニ ン 欠 乏 性 悪 性 黒 色 腫 、 皮 膚 悪 性 黒 色 腫 、

悪 性 筋 上 皮 腫 、 悪 性 精 巣 上 皮 腫 、 精 細 胞 腫 （ セ ミ ノ ー マ ） 、 大 腸 腺 癌 、 胃 腺 癌 、 低 グ レ ー

ド 皮 脂 腺 癌 、 耳 垢 腺 癌 、 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 低 分 化 型 ア ポ ク リ ン 汗 腺 癌 、 悪 性 線 維 性 組 織 球

腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 間 葉 系 悪 性 腫 瘍 、 脂 肪 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 起 原 不 明 の 肉 腫 、 軟 部 肉 腫 （ 紡

錘 形 細 胞 腫 瘍 ） 、 低 分 化 肉 腫 、 滑 膜 肉 腫 、 血 管 肉 腫 、 転 移 性 悪 性 上 皮 腫 瘍 、 管 状 乳 腺 腺 癌

、 乳 腺 導 管 癌 、 炎 症 性 乳 癌 、 胚 細 胞 腫 、 白 血 病 、 浸 潤 性 毛 包 上 皮 腫 、 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、

多 中 心 型 リ ン パ 腫 、 骨 肉 腫 （ 乳 腺 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Patnaik II型 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Grade II

） 、 平 滑 筋 肉 腫 な ど の 癌 診 断 を 受 け て い る 検 体 で あ る 。

【 ０ ２ ３ １ 】

　 こ れ ら 担 癌 犬 生 体 由 来 の 血 清 は 、 図 １ １ に 示 し た よ う に 有 意 に 高 い 組 換 え タ ン パ ク 質 に

対 す る 抗 体 価 を 示 し た 。 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 1

97検 体 、 63.3%で 悪 性 と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。 こ の 197検 体 の 癌 の 種 類 は 以 下 の と お

り で あ る 。 な お 、 検 体 に よ っ て は 複 数 種 類 の 癌 を 罹 患 し て い る も の も あ る が 、 以 下 に 示 す

数 値 は 癌 の 種 類 ご と の 累 計 値 で あ る 。

悪 性 黒 色 腫 8例 、 リ ン パ 腫 9例 、 褐 色 細 胞 腫 1例 、 化 膿 性 炎 症 1例 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 1例 、 肝 細

胞 癌 5例 、 血 管 腫 1例 、 悪 性 精 巣 腫 瘍 6例 、 口 腔 内 腫 瘤 5例 、 肛 門 周 囲 腺 癌 12例 、 骨 肉 腫 4例

、 線 維 肉 腫 8例 、 腺 管 癌 10例 、 軟 骨 肉 腫 2例 、 乳 腺 癌 35例 、 複 合 型 乳 腺 癌 24例 、 肺 癌 2例 、

皮 脂 腺 癌 2例 、 鼻 腺 癌 2例 、 肥 満 細 胞 腫 24例 、 副 腎 髄 質 腫 瘍 1例 、 平 滑 筋 肉 腫 1例 、 扁 平 上 皮

癌 4例 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 1例 、 未 分 化 肉 腫 1例 、 悪 性 混 合 腫 瘍 1例 、 左 肺 後 葉 腫 瘍 1例

、 右 腋 下 部 腫 瘍 1例 、 右 前 肢 肘 部 腫 瘍 1例 、 膀 胱 癌 （ 移 行 上 皮 癌 ） 1例 、 転 移 性 悪 性 黒 色 腫 3

例 、 メ ラ ニ ン 欠 乏 性 悪 性 黒 色 腫 1例 、 大 腸 腺 癌 1例 、 形 質 細 胞 腫 1例 、 組 織 球 肉 腫 1例 、 脂 肪

肉 腫 1例 、 低 分 化 肉 腫 1例 、 滑 膜 肉 腫 1例 、 悪 性 血 管 外 膜 細 胞 腫 1例 、 ア ポ ク リ ン 汗 腺 癌 3例

、 気 管 支 腺 癌 1例

【 ０ ２ ３ ２ 】

　 さ ら に 、 末 期 癌 患 犬 よ り 採 取 し た 胸 水 、 腹 水 を 用 い て 、 同 様 の 診 断 を 行 っ た 結 果 、 血 清

を 用 い た 本 診 断 法 に よ る 結 果 と 同 様 の 値 を 検 出 す る こ と が で き 、 癌 と 診 断 す る こ と が で き

た 。

【 ０ ２ ３ ３ 】

　 ま た 、 本 診 断 法 を 用 い る こ と に よ り 、 さ ら に 目 に 見 え な い 部 分 の 癌 診 断 、 進 行 度 診 断 、

悪 性 度 診 断 、 術 後 の 経 過 診 断 、 再 発 診 断 、 転 移 診 断 な ど の よ う な 診 断 が 可 能 で あ る こ と が

わ か っ た 。 以 下 に 図 １ ２ に 示 し た 詳 細 診 断 の 具 体 例 に つ い て 数 例 を あ げ る 。

【 ０ ２ ３ ４ 】

（ ２ ） － １ 　 目 に 見 え な い 腫 瘍 の 癌 診 断

　 患 犬 1（ フ ラ ッ ト コ ー テ ッ ト レ ト リ バ ー ） は 、 2007年 6月 7日 時 点 で 腫 瘤 が 確 認 さ れ て い

な か っ た が 、 そ の 20日 ほ ど 後 の 2007年 6月 24日 に 左 上 顎 犬 歯 の 付 け 根 の 歯 肉 に 有 茎 状 の 直

径 2m mの 腫 瘤 が 発 見 さ れ た 患 犬 で あ る 。 発 見 さ れ た 日 に 有 茎 部 を 結 糸 し 、 切 除 を 行 っ て い

る 。 肉 眼 で 腫 瘤 を 確 認 で き る 以 前 か ら 450nmで の 吸 光 度 は 0.41と 、 有 意 に 高 い 値 が 確 認 さ
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れ て お り 、 腫 瘍 発 見 時 0.43と 比 較 し て も 大 き く 変 わ ら な か っ た 。 こ の 結 果 か ら 本 手 法 を 用

い る こ と に よ り 、 腹 腔 内 な ど 目 に 見 え な い 部 分 の 癌 診 断 で も 可 能 な こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ３ ５ 】

　 ま た 、 腫 瘍 が 肉 眼 で 確 認 で き る 以 前 か ら 値 の 上 昇 が 確 認 さ れ 、 腫 瘍 発 生 の 前 兆 を 示 し て

い た も の 言 え る 。 よ っ て 、 定 期 健 診 な ど の 健 康 診 断 に も 有 用 で あ る こ と が わ か る 。

【 ０ ２ ３ ６ 】

　 こ の 患 犬 1は 腫 瘤 切 除 2週 間 後 に 再 び 血 清 診 断 を 行 っ た と こ ろ 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.06

と 大 き く 低 下 し て い た 。 ゆ え に 、 抗 体 価 上 昇 の 原 因 と な っ て い た 癌 抗 原 の 発 現 し て い る 腫

瘍 が 完 全 切 除 さ れ て い る こ と も 確 認 さ れ た 。 （ （ ２ ） ̶ ４ 　 術 後 の 経 過 診 断 参 照 ）

【 ０ ２ ３ ７ 】

（ ２ ） － ２ 　 癌 の 進 行 度 診 断

　 癌 の 進 行 度 は 腫 瘍 の 大 き さ や 深 さ 、 周 辺 組 織 に ど れ ほ ど 影 響 を 及 ぼ し て い る か 、 転 移 を

し て い る か な ど に よ っ て 判 断 さ れ る 。 転 移 す な わ ち 癌 が 進 行 す る と 以 前 よ り 高 い 値 が 検 出

さ れ る こ と が わ か っ た 。 さ ら に も う 一 例 と し て 以 下 で は 、 抗 癌 剤 投 与 を 行 っ た 具 体 例 に よ

る 進 行 度 診 断 に つ い て 述 べ る 。

【 ０ ２ ３ ８ 】

　 患 犬 2（ ミ ニ チ ュ ア ダ ッ ク ス フ ン ド ） は 、 2007年 2月 21日 に 吐 き 気 と 痩 せ て き た こ と を 主

訴 に 来 院 し 、 腹 腔 内 に 2箇 所 の 大 型 腫 瘍 が 発 見 さ れ た 患 犬 で あ る 。 2007年 2月 23日 に 腫 瘍 の

摘 出 を 行 い 、 右 腎 は 肥 大 し 433g、 近 傍 リ ン パ 節 も 血 管 に 富 み 、 42gあ っ た 。 こ の と き の 摘

出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は 、 多 中 心 型 の 悪 性 リ ン パ 腫 と 診 断 さ れ た 。 腫 瘍 細 胞 が 脂

肪 織 を 播 種 性 に 拡 が っ て い る の が 確 認 さ れ 、 腹 腔 内 の ほ か の 臓 器 に も 広 が る 可 能 性 が あ る

と の 診 断 で あ っ た 。 腫 瘍 摘 出 手 術 後 の 2007年 3月 1日 よ り 抗 癌 剤 （ オ ン コ ビ ン ） 投 与 を 開 始

し 、 そ れ か ら 2ヵ 月 後 、 3ヵ 月 後 と 3回 に わ た っ て 血 清 診 断 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 450nmで の

吸 光 度 は そ れ ぞ れ 0.15、 0.15、 0.07で あ っ た 。 投 与 開 始 時 点 か ら 徐 々 に 値 が 低 下 し て き て

お り 、 抗 癌 剤 効 果 が 現 れ て い る こ と が 確 認 で き た 。 す な わ ち 癌 の 進 行 を 抑 制 で き て い る こ

と が わ か る 。 患 犬 2の 結 果 よ り 、 癌 進 行 度 に つ い て も 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。 さ ら に

、 そ の 一 例 と し て 上 記 の よ う に 抗 癌 剤 治 療 効 果 に つ い て も 診 断 可 能 で あ る こ と が わ か っ た

。

【 ０ ２ ３ ９ 】

（ ２ ） － ３ 　 癌 の 悪 性 度 診 断

　 基 底 細 胞 腫 に は 悪 性 型 と 良 性 型 と が あ り 、 近 年 、 新 W H Oで は 悪 性 型 を 基 底 細 胞 癌 、 良 性

型 を 毛 芽 腫 と 分 類 す る と い う 傾 向 に あ る と の こ と で あ る 。

【 ０ ２ ４ ０ 】

　 基 底 細 胞 癌 （ 悪 性 ） と 診 断 さ れ た 患 犬 3（ ビ ー グ ル ） は 、 手 術 時 の 血 清 診 断 の 結 果 、 450

nmで の 吸 光 度 は 0.14で あ っ た 。 一 方 、 毛 芽 腫 （ 良 性 ） と 診 断 さ れ た 患 犬 4（ 雑 種 ） は 、 手

術 時 の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 よ っ て 、 同 じ 基 底

細 胞 腫 で も 、 悪 性 型 の 基 底 細 胞 癌 と 良 性 型 の 毛 芽 腫 を 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ４ １ 】

　 次 に 、 乳 腺 腫 瘍 に つ い て 例 を 挙 げ る 。 乳 腺 腫 瘍 に は 、 乳 腺 癌 や 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 と い っ

た 悪 性 腫 瘍 と 、 悪 性 所 見 を 示 さ な い 良 性 乳 腺 腫 瘍 が あ る 。 患 犬 5（ ヨ ー キ ー ） は 、 2006年 5

月 17日 に 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 と 乳 腺 癌 に て 、 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る 。 一 般 的 に 、 乳 腺

の 混 合 腫 瘍 は 悪 性 で あ っ て も 周 囲 へ の 浸 潤 性 が 乏 し い た め に 完 全 切 除 さ れ や す く 、 切 除 後

の 経 過 が 良 好 な こ と が 多 い 腫 瘍 で あ る 。 し か し な が ら 摘 出 さ れ た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で

は 、 患 犬 5の 標 本 の 一 部 成 分 に 、 浸 潤 性 が 見 ら れ て お り 、 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 で あ る と 診 断

さ れ て い た 。 ま た 、 乳 腺 癌 は 通 常 周 囲 へ の 浸 潤 性 が 強 く 再 発 や 転 移 が 起 こ り や す い 腫 瘍 で

あ る 。 患 犬 5の 標 本 上 で は 腫 瘍 細 胞 に 浸 潤 性 が 見 ら れ な か っ た が 、 部 分 材 料 の た め 他 の 領

域 に 悪 性 度 の 高 い 成 分 が 増 殖 し て い る 可 能 性 も 指 摘 さ れ て い た 。 そ の た め 、 患 犬 5は 悪 性

度 の 高 い 乳 癌 で あ る こ と が 病 理 診 断 結 果 か ら 明 ら か で あ る 。 こ の 手 術 時 に 採 血 し た 血 清 診

断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.77で あ っ た 。 一 方 、 患 犬 6（ ヨ ー ク シ ャ テ リ ア ） は 、 2007

年 1月 28日 に 、 乳 腺 腫 瘍 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る 。 こ の と き の 摘 出 組 織 を 用 い た 病

10

20

30

40

50



(52) JP  WO2009/054475  A1  2009.4.30

理 診 断 で は 、 細 胞 異 型 性 は 軽 度 で あ り 、 悪 性 所 見 の 見 当 た ら な い 良 性 乳 腺 腫 と 診 断 さ れ た

。 こ の 手 術 時 に 採 血 し た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0で あ っ た 。 以 上 の 2検 体 の

結 果 か ら も 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 は 、 悪 性 度 の 低 い 、 す な わ ち 良 性 の 腫 瘍 に 比 べ 、 値 が 大 き い

こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ４ ２ 】

（ ２ ） － ４ 　 術 後 の 経 過 診 断

　 患 犬 7（ 雑 種 ） は 2003年 8月 と 2006年 8月 9日 に 肛 門 周 囲 腺 腫 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ

る 。 2006年 8月 9日 は 、 同 部 位 に 同 様 の 腫 瘍 が 再 び 発 生 し て い る こ と か ら 再 発 と 臨 床 診 断 さ

れ た 。 再 発 手 術 時 の 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は 、 通 常 の 肛 門 周 囲 腺 腫 と 比 較 し て 大 小 不 同

や 核 異 型 な ど と い っ た 細 胞 異 型 や 浸 潤 性 が 強 く 、 ま た 核 分 裂 像 も 多 数 認 め ら れ た こ と か ら

悪 性 腫 瘍 と 診 断 さ れ て い る 。 病 理 診 断 医 の コ メ ン ト に よ る と 、 再 度 の 局 所 再 発 や 転 移 形 成

に は 注 意 が 必 要 で あ る と の こ と で あ っ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 は 、 450nmで の 吸 光

度 は 0.43で あ っ た 。 こ の 手 術 か ら 約 4ヶ 月 の 2006年 12月 19日 、 術 後 経 過 観 察 時 に 再 び 行 っ

た 血 清 診 断 の 結 果 は 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.32と 値 が 低 下 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 200

7年 8月 ま で に 再 発 、 転 移 は 確 認 さ れ て い な い 。 よ っ て 患 犬 7で は 、 完 全 に 腫 瘍 を 切 除 で き

た た め に 血 清 診 断 結 果 は 手 術 時 よ り も 低 下 し た と い え る 。

【 ０ ２ ４ ３ 】

（ ２ ） － ５ 　 再 発 診 断

　 患 犬 8（ ハ ス キ ー ） は 、 2007年 5月 8日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ の 際 行 っ た

血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.09で あ っ た 。 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は

、 異 型 性 の 強 い 上 皮 系 細 胞 が 主 に 腺 管 構 造 を 形 成 、 増 殖 し て お り 乳 腺 原 発 の 腺 癌 と 診 断 さ

れ た 。 そ の と き 既 に リ ン パ 管 内 に 多 数 の 癌 細 胞 が 入 っ て い る の が 確 認 さ れ て お り 、 リ ン パ

節 や 遠 隔 部 へ の 転 移 、 再 発 の リ ス ク が 高 い と い う こ と で あ っ た 。 手 術 か ら 約 一 ヶ 月 半 後 の

2007年 6月 28日 に 同 部 位 に 再 発 が 確 認 さ れ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 は 0.10と 値 の 上

昇 が 確 認 さ れ た 。 患 犬 8で は 、 腫 瘍 が 切 除 し き れ て い な か っ た か ま た は 、 再 発 し た た め に

、 血 清 診 断 結 果 が 5月 初 旬 よ り も 6月 下 旬 の ほ う が 大 き く 検 出 さ れ た と わ か っ た 。

【 ０ ２ ４ ４ 】

　 患 犬 9（ シ ェ ル テ ィ ー ） は 、 2006年 10月 24日 に 腺 管 癌 の 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ の 際

行 っ た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.02で あ っ た 。 そ の 約 3ヵ 月 後 の 2007年 1月 31

日 に 再 発 し 、 再 来 院 、 再 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ の と き の 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診

断 で は 、 卵 円 形 異 型 核 を 有 す る 癌 細 胞 が 多 数 リ ン パ 管 侵 襲 を お こ し 、 鼠 径 部 リ ン パ 節 転 移

し て い る た め 遠 隔 転 移 の 可 能 性 が あ る 腺 管 癌 (乳 癌 ） と の 診 断 で あ っ た 。 こ の 際 行 っ た 血

清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.09と 上 昇 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 患 犬 9で も 同 様

に 、 腫 瘍 が 切 除 し き れ て い な か っ た か ま た は 、 再 発 し た た め に 、 血 清 診 断 結 果 が 3ヵ 月 後

の ほ う が 大 き く 検 出 さ れ た と わ か っ た 。

【 ０ ２ ４ ５ 】

（ ２ ） － ６ 　 転 移 診 断

　 患 犬 10（ ス コ テ ィ ッ シ ュ テ リ ア ） は 、 2003年 2月 　 乳 腺 腫 瘍 、 2003年 8月 　 口 腔 内 悪 性 黒

色 腫 、 2005年 1月 　 口 唇 に 悪 性 黒 色 腫 、 2005年 4月 13日 　 口 腔 内 黒 色 腫 と 転 移 ・ 再 発 を 繰 り

返 し 、 こ れ ら す べ て 手 術 で 切 除 済 み の 患 犬 で あ る 。 2005年 4月 の 口 腔 内 黒 色 腫 の 再 発 の 後

に 、 経 過 観 察 で 再 来 院 し た 2006年 12月 17日 の 血 清 診 断 の 結 果 は 、 450nmで の 吸 光 度 が 0.42

で あ っ た 。 そ の 半 年 後 の 2007年 6月 20日 に は 頚 部 リ ン パ 、 膝 き ょ う リ ン パ が 肥 大 し て 再 来

院 し て い る 。 リ ン パ 腫 で あ れ ば 全 身 の リ ン パ が 腫 れ る が 、 患 犬 10に つ い て は 2箇 所 の み で

あ っ た た め 、 お そ ら く 転 移 に よ る リ ン パ 腫 で あ る 可 能 性 が 高 い と の 臨 床 診 断 で あ っ た 。 本

手 法 に よ る 診 断 に よ っ て も 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.91と 大 き く 上 昇 し て お り 、 以 前 存 在 し

た 腫 瘍 の 転 移 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ４ ６ 】

（ ２ ） － ７ 　 治 療 モ ニ タ リ ン グ

　 患 犬 12（ 雑 種 ） は 、 2007年 7月 27日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ る 。 摘 出 し た 腫 瘍 を 用

い た 病 理 診 断 結 果 は 、 乳 管 内 を 進 展 性 に 増 殖 す る 乳 癌 が 認 め ら れ 、 腺 管 癌 と 診 断 さ れ た 。
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こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.24で あ っ た 。 摘 出 手 術 か ら 13ヶ 月 後 の

現 在 、 癌 の 再 発 は 認 め ら れ て い な い 。 摘 出 手 術 か ら 約 1ヶ 月 後 の 2007年 9月 3日 、 2ヵ 月 後 の

2007年 10月 12日 、 10ヵ 月 後 の 2008年 6月 1日 に 再 び 血 清 診 断 を 行 っ た 結 果 、 450nmで の 吸 光

度 は そ れ ぞ れ 0.18、 0.18、 0.12で あ っ た 。

【 ０ ２ ４ ７ 】

　 患 犬 12の 結 果 か ら 、 腫 瘍 が 完 全 に 取 り き れ て い れ ば 担 癌 状 態 よ り 値 が 低 下 し 、 癌 の 再 発

が 起 こ ら な け れ ば 値 の 上 昇 が 見 ら れ ず 、 治 療 の 経 時 変 化 を 追 え る こ と が わ か っ た 。 ま た 、

患 犬 8で 示 し た よ う に 再 発 診 断 も 可 能 で あ る こ と か ら 、 治 療 モ ニ タ リ ン グ に つ い て も 可 能

で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ４ ８ 】

（ ２ ） － ８ 　 再 発 時 の 悪 性 診 断

　 患 犬 13（ ゴ ー ル デ ン レ ト リ ー バ ー ） は 2005年 5月 1日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ る 。 摘

出 し た 腫 瘍 を 用 い た 病 理 診 断 結 果 は 、 乳 管 上 皮 由 来 の 悪 性 腫 瘍 性 病 変 、 す な わ ち 悪 性 乳 腺

管 癌 お よ び 乳 管 内 を 進 展 し て 増 生 す る 悪 性 乳 頭 状 癌 と の こ と で あ っ た 。 そ の 約 3年 後 の 200

8年 6月 28日 に 再 び 腫 瘍 が 発 見 さ れ た た め 、 摘 出 手 術 を 行 っ た 。 そ の 摘 出 し た 腫 瘍 を 用 い た

病 理 組 織 診 断 結 果 は 、 前 回 の 術 創 と 見 ら れ る 皮 下 の 縫 合 糸 の 周 囲 に 好 中 球 や マ ク ロ フ ァ ー

ジ 、 形 質 細 胞 な ど の 顕 著 な 炎 症 細 胞 浸 潤 が 認 め ら れ る の み で 腫 瘍 性 病 変 は 無 と 診 断 さ れ た

。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 患 犬 8、 9、

13の 結 果 か ら 、 再 発 時 に 悪 性 の 場 合 に は 血 清 診 断 値 は 上 昇 す る か 維 持 さ れ て お り 、 良 性 の

場 合 に は 検 出 さ れ な い こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ４ ９ 】

（ ２ ） － ９ 　 良 性 腫 瘍 患 犬 の 予 後 診 断

　 患 犬 1４ （ ト イ プ ー ド ル ） は 、 2007年 10月 9日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ る 。 摘 出 し た

腫 瘍 を 用 い た 病 理 診 断 結 果 は 、 乳 腺 上 皮 細 胞 と 筋 上 皮 細 胞 両 成 分 が 増 殖 す る 腫 瘍 が 形 成 さ

れ て い た が 、 両 成 分 と も 悪 性 所 見 を 示 し て お ら ず 、 乳 腺 良 性 混 合 腫 瘍 と 診 断 さ れ て い た 。

こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.05と 僅 か に 検 出 さ れ た 。 そ の 8ヵ 月 後 の

2008年 6月 5日 に 再 採 血 を 行 っ た 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 臨 床

で も こ の と き 再 発 は 確 認 さ れ て い な い 。 従 っ て 、 良 性 腫 瘍 患 犬 で あ っ て も 、 腫 瘍 が あ る 状

態 の と き に 血 清 診 断 値 が 検 出 さ れ て い れ ば 、 腫 瘍 が 取 り き れ て い れ ば 値 は 低 下 し 、 予 後 の

診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ５ ０ 】

（ ３ ） ネ コ の 診 断

　 次 に 担 癌 猫 お よ び 健 常 猫 の 診 断 を 行 っ た 。 上 記 で 用 い た イ ヌ CEPの 部 分 ポ リ ペ プ チ ド と

抗 ネ コ IgG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る ネ コ 血

清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体 は 、 HRP修 飾 抗 ネ コ IgG抗 体 (PERO XID ASE-CO NJU G ATED

 G O AT IgG FRACTIO N TO CAT IgG (W H OLE M OLECULE): CAPPEL RESERCH REA GENTS社 製 )を ブ

ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 8000倍 希 釈 し て 用 い た 。

【 ０ ２ ５ １ 】

　 患 猫 1（ チ ン チ ラ ） は 2005年 8月 17日 に 乳 腺 癌 に て 腫 瘍 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 猫 で あ る 。

患 猫 1の 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.48で あ っ た 。 ま た 、 2006年 10月 17日 に 腺 管 癌 に て 摘 出 手 術

を 受 け た 、 患 猫 2（ ヒ マ ラ ヤ ン ） に お い て も 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.18で あ っ た 。 一 方 、 健

常 猫 で は 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ ２ ５ ２ 】

　 従 っ て 犬 と 同 様 、 猫 の 場 合 も 、 癌 を 患 っ た 検 体 で は 値 が 検 出 さ れ 、 一 方 健 常 の 検 体 で は

ま っ た く 検 出 さ れ な か っ た た め 、 猫 に つ い て も 犬 と 同 様 に 、 イ ヌ CEP由 来 ポ リ ペ プ チ ド を

用 い た 本 手 法 に て 癌 診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ５ ３ 】

（ ４ ） 健 常 人 の 診 断

　 上 記 で 用 い た イ ヌ CEPの 部 分 ポ リ ペ プ チ ド と 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て

、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る 健 常 人 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体 は 、
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HRP修 飾 抗 ヒ ト IgG抗 体 (HRP-Goat Anti-Human IgG(H+L) Conjugate: Zymed Laboratories

社 製 )を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 10000倍 希 釈 し て 用 い た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て リ

ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 50μ g/mlに 調 整 し た 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 を 固 相 化 し た も の を 用

い た 。 そ の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 に は 健 常 ヒ ト 1で 0.25で あ っ た 。

一 方 、 こ の 組 換 え タ ン パ ク 質 に は 0.02と ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。 ま た 、 健 常 ヒ ト 2に

お い て も 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 に は 450nmで の 吸 光 度 は 0.18で あ り 、 一 方 、 こ の 組 換 え タ

ン パ ク 質 に は 0.03と ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ ２ ５ ４ 】

　 ま た 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ２ ６ に 記 載 の イ ヌ CEPの 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 用

い て 、 上 記 と 同 様 に 診 断 を 行 っ た と こ ろ 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 同 様 の 診 断

が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ５ ５ 】

　 さ ら に 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ４ ２ に 記 載 の イ ヌ CEPの 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を

用 い て 、 上 記 と 同 様 に 診 断 を 行 っ た と こ ろ 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 同 様 の 診

断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ５ ６ 】

実 施 例 Ｃ － ４ ： ヒ ト CEP由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 癌 診 断

　 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た ヒ ト CEPの 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 中

： １ ５ １ ３ 番 ～ ２ ３ ２ ５ 番 、 配 列 番 号 ３ ６ ） を 用 い て 、 実 施 例 Ｃ － ３ と 同 様 に し て 、 該 ポ

リ ペ プ チ ド に 反 応 す る 、 ヒ ト 、 イ ヌ お よ び ネ コ 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ ２ ５ ７ 】

　 健 常 ヒ ト 血 清 を 用 い た 診 断 結 果 で は 、 実 施 例 Ｃ － ３ （ ４ ） と 同 様 に 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原

を ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 場 合 に 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン を 固 相 化 し た 場 合 に 値 は

検 出 さ れ 、 ヒ ト CEPの 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 化 し た 場 合 に は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た

。

【 ０ ２ ５ ８ 】

　 ま た 、 健 常 犬 ・ 猫 に お い て も 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 化 し た 場 合 に は 、 450nmで の 吸 光

度 は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ ２ ５ ９ 】

　 一 方 、 患 犬 11（ シ ー ズ ー ） は 、 2007年 6月 21日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る

。 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は 、 強 い 異 型 性 と 浸 潤 性 を 有 す る 乳 腺 組 織 が 大 小 の 塊

状 に 腺 様 増 殖 し て お り 、 悪 性 と 診 断 さ れ て い る 。 こ の 患 犬 11の 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.33

で あ っ た 。 そ の 他 病 理 診 断 で 悪 性 と 診 断 さ れ て い る 310検 体 の 血 清 を 用 い て 悪 性 診 断 を 行

っ た 。 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 185検 体 、 59.5%で 悪 性 と 診 断 で き

る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ６ ０ 】

　 ま た 、 患 猫 3（ 雑 種 ） は 、 2007年 4月 3日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 受 け て い る が 、 こ の 患 猫

に お い て も 、 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.15で あ っ た 。

【 ０ ２ ６ １ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 ヒ ト CEP由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て も 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お

い て も 同 様 の 診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ６ ２ 】

　 さ ら に 、 イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク と 同 様 に ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を 用 い て 、 末 期 癌 患 犬 よ り 採

取 し た 胸 水 、 腹 水 を 診 断 し た 結 果 、 血 清 を 用 い た 結 果 と 同 様 の 値 を 検 出 す る こ と が で き 、

癌 と 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ ２ ６ ３ 】

　 ま た 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ２ ８ に 記 載 の ヒ ト CEPの 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 用

い て 、 上 記 と 同 様 に 診 断 を 行 っ た と こ ろ 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 同 様 の 診 断

が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ２ ６ ４ 】
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実 施 例 Ｃ － ５ ： 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 癌 診 断 （ １ ）

　 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ３ ５ に 記 載 の イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に

免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的 抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。 こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 サ ン ド

イ ッ チ ELISA法 に よ り 、 担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ

た 。 作 製 し た 該 タ ン パ ク 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 特 異 的 に 反 応 す る 、 血 清 中 の 該 タ ン

パ ク 量 に つ い て 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 用 い て サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に て 測 定 し た 。

【 ０ ２ ６ ５ 】

　 1次 抗 体 の 固 相 化 は 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 20倍 希 釈 し た ウ サ ギ 抗 血 清 を 96穴 イ

モ ビ ラ イ ザ ー ア ミ ノ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 2時 間 振 と う し

て 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 、 0.5 % BSA（ bovine serum albumin（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ）

、 シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 含 有 50 m M 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 溶 液 (pH 8.3)（ 以

下 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ） を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し た 。 そ の 後 、 ブ ロ ッ キ ン

グ 溶 液 を 用 い て 希 釈 し た 担 癌 生 体 由 来 血 清 を 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 3時 間 振 と う し て

反 応 さ せ た 。 こ の と き 希 釈 倍 率 は 10-1000倍 の 10倍 希 釈 系 列 で 調 整 し た 。 0.05%Tween20（

和 光 純 薬 工 業 社 製 ） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ 以 下 PBS-T） で 3回 洗 浄 し 、 2次 抗 体 は

、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 200倍 希 釈 し た マ ウ ス 抗 血 清 を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振

と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 3次 抗 体 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 2000倍 希 釈

し た HRP修 飾 マ ウ ス IgG抗 体 (Stabilized Goat Anti Mouse HRP conjugated : PIERCE社 製 )

を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 HRP基 質 T

M B（ 1-Step　 Turbo　 T M B（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 、 PIERCE社 製 ） を 100μ l/well添 加

し 、 室 温 で 30分 間 酵 素 基 質 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 0.5M硫 酸 溶 液 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ

パ ン 社 製 ） を 100μ l/well加 え て 反 応 停 止 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 450nmの 吸 光

度 測 定 を 行 っ た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 ウ サ ギ 抗 血 清 を 固 相 化 し な い も の 、 担 癌 生 体 由

来 血 清 を 反 応 さ せ な い も の を 上 記 と 同 様 に 行 い 比 較 す る こ と と し た 。

【 ０ ２ ６ ６ 】

　 そ の 結 果 、 皮 膚 平 滑 筋 肉 腫 、 乳 癌 、 悪 性 黒 色 腫 な ど の 担 癌 犬 、 担 癌 猫 で は ポ リ ペ プ チ ド

の 値 が 検 出 さ れ 、 健 常 犬 、 健 常 猫 及 び 健 常 人 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 イ ヌ 由 来 組

換 え ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の

手 法 に お い て も 、 癌 を 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ ２ ６ ７ 】

　 ま た 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ２ ６ に 記 載 の イ ヌ CEPの 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 免

疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に 診 断 を 行 っ た 。

【 ０ ２ ６ ８ 】

　 そ の 結 果 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 、 イ ヌ CEPの 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て

調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の 手 法 に お い て 、 同 様 に 癌 を 診 断 す

る こ と が で き た 。

【 ０ ２ ６ ９ 】

　 さ ら に 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ４ ２ に 記 載 の イ ヌ CEPの 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を

免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に 診 断 を 行 っ た 。

【 ０ ２ ７ ０ 】

　 そ の 結 果 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 、 イ ヌ CEPの 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て

調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の 手 法 に お い て 、 同 様 に 癌 を 診 断 す

る こ と が で き た 。

【 ０ ２ ７ １ 】

実 施 例 Ｃ － ６ ： 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 癌 診 断 （ ２ ）

　 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ３ ６ に 記 載 の ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に

免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的 抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。 実 施 例 Ｃ － ５ と 同 様 に 、 こ の ポ リ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に よ り 、 担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ た 。

【 ０ ２ ７ ２ 】
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　 そ の 結 果 、 皮 膚 平 滑 筋 肉 腫 、 乳 癌 、 悪 性 黒 色 腫 な ど の 担 癌 犬 、 担 癌 猫 で は ポ リ ペ プ チ ド

の 値 が 検 出 さ れ 、 健 常 犬 、 健 常 猫 及 び 健 常 人 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 ヒ ト 由 来 組

換 え ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の

手 法 に お い て も 、 癌 を 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ ２ ７ ３ 】

　 ま た 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ２ ８ に 記 載 の ヒ ト CEPの 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 免

疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に 診 断 を 行 っ た 。

【 ０ ２ ７ ４ 】

　 そ の 結 果 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 、 ヒ ト CEPの 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て

調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の 手 法 に お い て 、 同 様 に 癌 を 診 断 す

る こ と が で き た 。

【 ０ ２ ７ ５ 】

実 施 例 Ｄ － １ ： Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 新 規 癌 抗 原 タ ン パ ク の 取 得

（ １ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 作 製

　 健 常 な 犬 の 精 巣 組 織 か ら 酸 － グ ア ニ ジ ウ ム － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ フ ォ ル ム 法 （ Acid gua

nidium-Phenol-Chloroform法 ） に よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Oligotex-dT30 mRN A purificat

ion Kit（ 宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て キ ッ ト 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ポ リ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 精

製 し た 。

【 ０ ２ ７ ６ 】

　 こ の 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ） を 用 い て イ ヌ 精 巣 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 合 成

し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の 作 製 に は cD N A Synthesis Kit , ZAP-cD N A Synthesis

 Kit, ZAP-cD N A GigapackIII Gold Cloning Kit（ STRATA GENE社 製 ） を 用 い 、 キ ッ ト 添 付

の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し た 。 作 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の

サ イ ズ は １ ． ３ × １ ０
６

ｐ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。

【 ０ ２ ７ ７ 】

（ ２ ） 血 清 に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ

　 上 記 作 製 し た イ ヌ 精 巣 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 、 イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン

グ を 行 っ た 。 具 体 的 に は Φ ９ ０ × １ ５ ｍ ｍ の Ｎ Ｚ Ｙ ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト に ２ ３ ４ ０ ク ロ ー

ン と な る よ う に 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-Blue M RF'） に 感 染 さ せ 、 ４ ２ ℃ 、 ３ ～ ４ 時 間 培 養 し 、

溶 菌 斑 （ プ ラ ー ク ） を 作 ら せ 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ （ イ ソ プ ロ ピ ル － β － D－ チ オ ガ ラ ク ト シ ド ） を

浸 透 さ せ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン （ Hybond C Extra: GE Healthecare Bio-Science

社 製 ） で プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ４ 時 間 覆 う こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 誘 導 ・ 発 現 さ せ 、 メ ン ブ

レ ン に タ ン パ ク 質 を 転 写 し た 。 そ の 後 メ ン ブ レ ン を 回 収 し ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ

（ 10m M Tris-HCl, 150m M NaCl pH7.5） に 浸 し ４ ℃ で 一 晩 振 盪 す る こ と に よ っ て 非 特 異 反

応 を 抑 制 し た 。 こ の フ ィ ル タ ー を ５ ０ ０ 倍 希 釈 し た 患 犬 血 清 と 室 温 で ２ ～ ３ 時 間 反 応 さ せ

た 。

【 ０ ２ ７ ８ 】

　 上 記 患 犬 血 清 と し て は 、 乳 癌 の 患 犬 よ り 採 取 し た 血 清 を 用 い た 。 こ れ ら の 血 清 は － ８ ０

℃ で 保 存 し 、 使 用 直 前 に 前 処 理 を 行 っ た 。 血 清 の 前 処 理 方 法 は 、 以 下 の 方 法 に よ る 。 す な

わ ち 、 外 来 遺 伝 子 を 挿 入 し て い な い λ ZAP Express フ ァ ー ジ を 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-BLue M R

F'） に 感 染 さ せ た 後 、 Ｎ Ｚ Ｙ プ レ ー ト 培 地 上 で ３ ７ ℃ 、 一 晩 培 養 し た 。 次 い で 0.5M NaCl

を 含 む 0.2M NaHCO 3 pH8.3の バ ッ フ ァ ー を プ レ ー ト に 加 え 、 ４ ℃ で １ ５ 時 間 静 置 後 、 上 清

を 大 腸 菌 ／ フ ァ ー ジ 抽 出 液 と し て 回 収 し た 。 次 に 、 回 収 し た 大 腸 菌 ／ フ ァ ー ジ 抽 出 液 を N H

S-カ ラ ム (GE Healthecare Bio-Science社 製 ） に 通 液 し て 、 大 腸 菌 ・ フ ァ ー ジ 由 来 の タ ン

パ ク 質 を 固 定 化 し た 。 こ の タ ン パ ク 固 定 化 カ ラ ム に 患 犬 血 清 を 通 液 ・ 反 応 さ せ 、 大 腸 菌 お

よ び フ ァ ー ジ に 吸 着 す る 抗 体 を 血 清 か ら 取 り 除 い た 。 カ ラ ム を 素 通 り し た 血 清 画 分 は 、 ０

． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ に て ５ ０ ０ 倍 希 釈 し 、 こ れ を イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ 材 料 と し

た 。

【 ０ ２ ７ ９ 】

　 か か る 処 理 血 清 と 上 記 融 合 タ ン パ ク 質 を ブ ロ ッ ト し た メ ン ブ レ ン を Ｔ Ｂ Ｓ ̶ Ｔ （ 0.05%
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Tween20/TBS） に て ４ 回 洗 浄 を 行 っ た 後 、 二 次 抗 体 と し て ０ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ

に て ５ ０ ０ ０ 倍 希 釈 を 行 っ た ヤ ギ 抗 イ ヌ Ｉ ｇ Ｇ （ Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated

: BETH YL Laboratories社 製 ） を 、 室 温 1時 間 反 応 さ せ 、 NBT/BCIP反 応 液 （ Roche社 製 ） を

用 い た 酵 素 発 色 反 応 に よ り 検 出 し 、 発 色 反 応 陽 性 部 位 に 一 致 す る コ ロ ニ ー を Φ ９ ０ × １ ５

m mの Ｎ Ｚ Ｙ ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト 上 か ら 採 取 し 、 Ｓ Ｍ 緩 衝 液 （ 100m M NaCl、 10m M MgClSO 4 、

50m M Tris-HCl、 0.01% ゼ ラ チ ン pH7.5） ５ ０ ０ μ lに 溶 解 さ せ た 。 発 色 反 応 陽 性 コ ロ ニ ー

が 単 一 化 す る ま で 上 記 と 同 様 の 方 法 で 、 二 次 、 三 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し 、 血 清 中 の

Ｉ ｇ Ｇ と 反 応 す る ３ ０ ９ ４ ０ 個 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 １ 個 の 陽 性 ク

ロ ー ン を 単 離 し た 。

【 ０ ２ ８ ０ 】

（ ３ ） 単 離 抗 原 遺 伝 子 の 相 同 性 検 索

　 上 記 方 法 に よ り 単 離 し た １ 個 の 陽 性 ク ロ ー ン を 塩 基 配 列 解 析 に 供 す る た め 、 フ ァ ー ジ ベ

ク タ ー か ら プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 転 換 す る 操 作 を 行 っ た 。 具 体 的 に は 宿 主 大 腸 菌 （ XL1-Bl

ue M RF'） を 吸 光 度 O D 6 0 0 が １ ． ０ と な る よ う 調 製 し た 溶 液 ２ ０ ０ μ lと 、 精 製 し た フ ァ ー

ジ 溶 液 １ ０ ０ μ lさ ら に ExAssist helper phage (STRATA GENE社 製 )１ μ lを 混 合 し た 後 ３ ７

℃ で １ ５ 分 間 反 応 後 、 Ｌ Ｂ 培 地 を ３ ｍ ｌ 添 加 し ３ ７ ℃ で ２ ． ５ ～ ３ 時 間 培 養 を 行 い 、 直 ち

に ７ ０ ℃ の 水 浴 に て ２ ０ 分 間 保 温 し た 後 、 ４ ℃ 、 １ ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ５ 分 間 遠 心 を 行 い 上 清

を フ ァ ー ジ ミ ド 溶 液 と し て 回 収 し た 。 次 い で フ ァ ー ジ ミ ド 宿 主 大 腸 菌 （ SOLR） を 吸 光 度 O D

6 0 0 が １ ． ０ と な る よ う 調 製 し た 溶 液 ２ ０ ０ μ lと 、 精 製 し た フ ァ ー ジ 溶 液 １ ０ μ lを 混 合

し た 後 ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 反 応 さ せ 、 ５ ０ μ lを ア ン ピ シ リ ン （ 終 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 含

有 Ｌ Ｂ 寒 天 培 地 に 播 き ３ ７ ℃ 一 晩 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た SOLRの シ ン グ ル コ ロ ニ

ー を 採 取 し 、 ア ン ピ シ リ ン （ 終 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 含 有 Ｌ Ｂ 培 地 ３ ７ ℃ に て 培 養 後 、 QI

A GEN plasmid Miniprep Kit(キ ア ゲ ン 社 製 ） を 使 っ て 目 的 の イ ン サ ー ト を 持 つ プ ラ ス ミ ド

Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。

【 ０ ２ ８ １ 】

　 精 製 し た プ ラ ス ミ ド は 、 配 列 番 号 ５ に 記 載 の Ｔ ３ プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 ６ に 記 載 の Ｔ ７

プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 プ ラ イ マ ー ウ ォ ー キ ン グ 法 に よ る イ ン サ ー ト 全 長 配 列 の 解 析 を 行 っ

た 。 こ の シ ー ク エ ン ス 解 析 に よ り 配 列 番 号 ４ ４ に 記 載 の 遺 伝 子 配 列 を 取 得 し た 。 こ の 遺 伝

子 の 塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ ム Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ サ ー チ （ ht

tp://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） を 行 い 既 知 遺 伝 子 と の 相 同 性 検 索 を 行 っ た 結 果 、 得

ら れ た 遺 伝 子 は TRIP11遺 伝 子 で あ る こ と が 判 明 し た 。 イ ヌ TRIP11の ヒ ト 相 同 因 子 は 、 ヒ ト

TRIP11（ 相 同 性 ： 塩 基 配 列 ８ ８ ％ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ８ ６ ％ ） で あ っ た 。 ヒ ト TRIP11の 塩 基 配

列 を 配 列 番 号 ４ ６ に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ４ ７ に 示 す 。

【 ０ ２ ８ ２ 】

（ ４ ） 各 組 織 で の 発 現 解 析

　 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た 遺 伝 子 に 対 し イ ヌ お よ び ヒ ト 正 常 組 織 お よ び 各 種 細 胞 株 に お け

る 発 現 を RT-PCR(Reverse Transcription-PCR)法 に よ り 調 べ た 。 逆 転 写 反 応 は 以 下 の 通 り

行 な っ た 。 す な わ ち 、 各 組 織 ５ ０ － １ ０ ０ ｍ ｇ お よ び 各 細 胞 株 ５ － １ ０ × １ ０
６

個 の 細 胞

か ら TRIZOL試 薬 （ invitrogen社 製 ） を 用 い て 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し

た 。 こ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て Superscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR（ in

vitrogen社 製 ） に よ り 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 ヒ ト 正 常 組 織 （ 脳

、 海 馬 、 精 巣 、 結 腸 、 胎 盤 ） の ｃ D N Aは 、 ジ ー ン プ ー ル ｃ D N A（ invitrogen社 製 ） 、 Q UICK-

Clone cD N A（ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） お よ び Large-Insert cD N A Library（ ク ロ ン テ ッ ク 社 製

） を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 取 得 し た 遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ４ ８ お よ び ４

９ に 記 載 ） を 用 い て 以 下 の 通 り 行 っ た 。 す な わ ち 、 逆 転 写 反 応 に よ り 調 製 し た サ ン プ ル 0.

25μ l、 上 記 プ ラ イ マ ー を 各 2μ M、 0.2m M各 dNTP、 0.65Uの ExTaqポ リ メ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製

） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ２ ５ μ lと し 、 Thermal Cycler (BIO

 RA D社 製 ） を 用 い て 、 ９ ４ ℃ ̶ ３ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ̶ １ ． ５ 分 の サ イ ク ル を

３ ０ 回 繰 り 返 し て 行 っ た 。 な お 、 上 記 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ４ ４ の 塩 基 配

列 （ イ ヌ TRIP11遺 伝 子 ） 中 の １ ５ １ ９ 番 ～ ２ ９ ５ ７ 番 お よ び 配 列 番 号 ４ ６ の 塩 基 配 列 （ ヒ
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ト TRIP11遺 伝 子 ） 中 の １ ８ ７ ２ 番 ～ ３ ３ １ ０ 番 塩 基 の 領 域 を 増 幅 す る も の で あ り 、 該 プ ラ

イ マ ー を 用 い て イ ヌ TRIP11遺 伝 子 及 び ヒ ト TRIP11遺 伝 子 の い ず れ の 発 現 も 調 べ る こ と が で

き る も の で あ っ た 。 比 較 対 照 の た め 、 G APD H特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ９ お よ び １ ０

に 記 載 ） も 同 時 に 用 い た 。 そ の 結 果 、 図 １ ３ に 示 す よ う に 、 イ ヌ TRIP11遺 伝 子 は 、 健 常 な

イ ヌ 組 織 で は 精 巣 に 強 い 発 現 が 見 ら れ 、 一 方 イ ヌ 乳 癌 細 胞 株 で 強 い 発 現 が 見 ら れ た 。 ヒ ト

TRIP11遺 伝 子 の 発 現 も 、 イ ヌ TRIP11遺 伝 子 と 同 様 、 正 常 組 織 で 発 現 が 確 認 で き た の は 精 巣

の み だ っ た が 、 癌 細 胞 で は 脳 腫 瘍 、 白 血 病 、 乳 癌 、 肺 癌 、 食 道 癌 細 胞 株 な ど 、 多 種 類 の 癌

細 胞 株 で 発 現 が 検 出 さ れ 、 ヒ ト TRIP11遺 伝 子 も 精 巣 と 癌 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る こ と

が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ２ ８ ３ 】

　 な お 、 図 １ ３ 中 、 縦 軸 の 参 照 番 号 １ は 、 TRIP11遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 、 参 照 番 号 ２ は

、 比 較 対 照 で あ る G APD H遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。

【 ０ ２ ８ ４ 】

実 施 例 Ｄ － ２ ： イ ヌ お よ び ヒ ト TRIP11タ ン パ ク の 作 製

（ １ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 作 製

　 実 施 例 Ｄ － １ で 取 得 し た 配 列 番 号 ４ ４ の 遺 伝 子 を 基 に 、 以 下 の 方 法 に て 組 換 え タ ン パ ク

質 を 作 製 し た 。 PCRは 、 実 施 例 Ｄ － １ で 得 ら れ た フ ァ ー ジ ミ ド 溶 液 よ り 調 製 し 配 列 解 析 に

供 し た ベ ク タ ー を 1μ l、 SalIお よ び XhoI制 限 酵 素 切 断 配 列 を 含 む ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー （ 配

列 番 号 ５ ０ お よ び ５ １ に 記 載 ） を 各 0.4μ M、 0.2m M dNTP、 1.25Uの PrimeSTAR HSポ リ メ ラ

ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ５ ０ μ lと し 、 The

rmal Cycler (BIO RA D社 製 )を 用 い て 、 ９ ８ ℃ ̶ １ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ ５ 秒 、 ７ ２ ℃ ̶ ６ 分 の

サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰 り 返 す こ と に よ り 行 っ た 。 な お 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー に よ り 、 配

列 番 号 ４ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 （ 配 列 番 号 ５ ４ ） を

コ ー ド す る 領 域 が 得 ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳

動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ） を 用 い て 約 ２ ． ４ ｋ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断

片 を 精 製 し た 。

【 ０ ２ ８ ５ 】

　 同 様 に し て 、 配 列 番 号 ５ ６ お よ び ５ ７ に 記 載 し た ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を

行 い 、 配 列 番 号 ４ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 を コ ー ド す る 領 域 を 得 た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た

D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ）

を 用 い て 約 ６ ． ０ ｋ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ ２ ８ ６ 】

　 精 製 し た 各 D N A断 片 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR-Blunt（ invitrogen社 製 ） に ラ イ ゲ ー シ

ョ ン し た 。 こ れ を 大 腸 菌 に 形 質 転 換 後 プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 断 片 が 目 的

配 列 と 一 致 す る こ と を シ ー ク エ ン ス で 確 認 し た 。 目 的 配 列 と 一 致 し た プ ラ ス ミ ド を SalIお

よ び XhoI制 限 酵 素 で 処 理 し 、 QIAquick Gel Extraction Kitで 精 製 後 、 目 的 遺 伝 子 配 列 を

、 SalI、 XhoI制 限 酵 素 で 処 理 し た 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ ー pET30b（ Novagen社 製 ） に 挿 入 し

た 。 こ の ベ ク タ ー の 使 用 に よ り Hisタ グ 融 合 型 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 産 生 で き る 。 こ の プ

ラ ス ミ ド を 発 現 用 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） に 形 質 転 換 し 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る 発 現

誘 導 を 行 う こ と で 目 的 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。

【 ０ ２ ８ ７ 】

　 ま た 、 配 列 番 号 ４ ６ の 遺 伝 子 を 基 に 、 以 下 の 方 法 に て ヒ ト 相 同 遺 伝 子 の 組 換 え タ ン パ ク

質 を 作 製 し た 。 PCRは 、 実 施 例 Ｄ － １ で 作 製 し た 各 種 組 織 ・ 細 胞 ｃ D N Aよ り RT-PCR法 に よ る

発 現 が 確 認 で き た ｃ D N Aを １ μ l、 NdeIお よ び KpnI制 限 酵 素 切 断 配 列 を 含 む ２ 種 類 の プ ラ イ

マ ー （ 配 列 番 号 ５ ２ お よ び ５ ３ に 記 載 ） を 各 0.4μ M、 0.2m M dNTP、 1.25Uの PrimeSTAR HS

ポ リ メ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） と な る よ う に 各 試 薬 と 添 付 バ ッ フ ァ ー を 加 え 全 量 を ５ ０ μ l

と し 、 Thermal Cycler (BIO RA D社 製 )を 用 い て 、 ９ ８ ℃ ̶ １ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ ̶ ５ 秒 、 ７ ２ ℃

̶ ６ 分 の サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰 り 返 す こ と に よ り 行 っ た 。 な お 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー に

よ り 、 配 列 番 号 ４ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 ア ミ ノ 酸 の 領 域 （ 配 列 番 号

５ ５ ） を コ ー ド す る 領 域 が 得 ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に
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て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ） を 用 い て 約 ２ ． ４ ｋ ｂ ｐ の

Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ ２ ８ ８ 】

　 同 様 に し て 、 配 列 番 号 ５ ８ お よ び ５ ９ に 記 載 し た ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を

行 い 、 配 列 番 号 ４ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 を コ ー ド す る 領 域 を 得 た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 増 幅 さ れ た

D N Aを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 ）

を 用 い て 約 ６ ． ０ ｋ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。

【 ０ ２ ８ ９ 】

　 精 製 し た 各 D N A断 片 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR-Blunt（ invitrogen社 製 ） に ラ イ ゲ ー シ

ョ ン し た 。 こ れ を 大 腸 菌 に 形 質 転 換 後 プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 断 片 が 目 的

配 列 と 一 致 す る こ と を シ ー ク エ ン ス で 確 認 し た 。 目 的 配 列 と 一 致 し た プ ラ ス ミ ド を NdeIお

よ び KpnI制 限 酵 素 で 処 理 し 、 QIAquick Gel Extraction Kitで 精 製 後 、 目 的 遺 伝 子 配 列 を

、 NdeI、 KpnI制 限 酵 素 で 処 理 し た 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ ー pET30b（ Novagen社 製 ） に 挿 入 し

た 。 こ の ベ ク タ ー の 使 用 に よ り Hisタ グ 融 合 型 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 産 生 で き る 。 こ の プ

ラ ス ミ ド を 発 現 用 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） に 形 質 転 換 し 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る 発 現

誘 導 を 行 う こ と で 目 的 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。

【 ０ ２ ９ ０ 】

（ ２ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製

　 上 記 で 得 ら れ た 、 配 列 番 号 ４ ４ の 一 部 お よ び 配 列 番 号 ４ ６ の 一 部 を 発 現 す る そ れ ぞ れ の

組 換 え 大 腸 菌 を カ ナ マ イ シ ン （ 終 濃 度 30μ g/ml） 含 有 LB培 地 に て 600nmで の 吸 光 度 が 0.7付

近 に な る ま で 37℃ で 培 養 後 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 終 濃 度 が 1 m Mと な る よ う 添 加 し 、 30℃ で 20時 間 培 養

し た 。 そ の 後 4800rpmで 10分 間 遠 心 し 集 菌 し た 。 こ の 菌 体 ペ レ ッ ト を リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食

塩 水 に 懸 濁 し 、 さ ら に 4800rpmで 10分 間 遠 心 し 菌 体 の 洗 浄 を 行 っ た 。

【 ０ ２ ９ １ 】

　 こ の 菌 体 を リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し 、 氷 上 に て 超 音 波 破 砕 を 行 っ た 。 大 腸 菌 超

音 波 破 砕 液 を 7000rpmで 15分 間 遠 心 分 離 し 、 得 ら れ た 上 清 を 可 溶 性 画 分 、 沈 殿 物 を 不 溶 性

画 分 と し た 。

【 ０ ２ ９ ２ 】

　 不 溶 性 画 分 を 4%Triton X-100溶 液 に て 懸 濁 し 7000rpmで 10分 間 遠 心 し た 。 本 操 作 を 2回 繰

り 返 し 、 脱 プ ロ テ ア ー ゼ 操 作 を 行 っ た 。 そ の 後 、 残 渣 を リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し

、 脱 界 面 活 性 剤 操 作 を 行 っ た 。

【 ０ ２ ９ ３ 】

　 こ の 残 渣 を 6Mグ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 含 有 20m Mリ ン 酸 緩

衝 液 (pH8.0)に 懸 濁 し 、 4℃ で 15時 間 静 置 し タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ た 。 こ の 変 性 操 作 後 、 70

00rpmで 20分 間 遠 心 し て 得 ら れ た 可 溶 性 画 分 を 、 定 法 に 従 っ て 調 整 し た ニ ッ ケ ル キ レ ー ト

カ ラ ム （ 担 体 　 Chelateing Sepharose(商 標 ) Fast Flow（ GE Health Care社 ） 、 カ ラ ム 容

量 5mL、 平 衡 化 緩 衝 液 　 6Mグ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 含 有 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH8.0)） に 添 加 し た 。

未 吸 着 画 分 を カ ラ ム 容 量 の 10倍 量 の 6Mグ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 含 有 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH8.0)と 1

0m Mイ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 20m Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH8.0） に て 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 直 ち に 、 4段

階 に 分 け た 50m M-500m Mイ ミ ダ ゾ ー ル 段 階 的 濃 度 勾 配 に て 溶 出 し た 。 各 溶 出 画 分 は カ ラ ム 容

量 の 5倍 量 採 取 し た 。 目 的 タ ン パ ク 質 の 溶 出 に つ い て は 定 法 に 従 っ て 行 っ た ク マ シ ー 染 色

に よ っ て 確 認 し 、 こ の 結 果 よ り 溶 出 画 分 を 濃 縮 し 診 断 用 の 固 相 化 材 料 と し た 。

【 ０ ２ ９ ４ 】

　 同 様 に し て 、 実 施 例 Ｄ － ２ （ １ ） で 得 ら れ た 、 配 列 番 号 ４ ５ の 全 長 お よ び 配 列 番 号 ４ ７

の 全 長 を 発 現 す る そ れ ぞ れ の 組 換 え 大 腸 菌 を 培 養 し 、 目 的 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 行 い 、 診 断

用 の 固 相 化 材 料 を 得 た 。

【 ０ ２ ９ ５ 】

実 施 例 Ｄ － ３ ： イ ヌ TRIP11由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 癌 診 断

（ １ ） イ ヌ の 癌 診 断

　 悪 性 ま た は 良 性 腫 瘍 の 確 認 さ れ た 患 犬 486頭 と 健 常 犬 6頭 の 血 液 を 採 取 し 、 血 清 を 分 離 し
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た 。 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た イ ヌ TRIP11の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ５ の ア ミ ノ 酸 配

列 中 ： ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 、 配 列 番 号 ５ ４ ） 抗 イ ヌ IgG抗 体 を 用 い て ELISA法 に て 該 ポ リ

ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ ２ ９ ６ 】

　 作 製 し た ポ リ ペ プ チ ド の 固 相 化 は 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 100μ g/mLに 希 釈 し た

組 換 え タ ン パ ク 質 溶 液 を 96穴 イ モ ビ ラ イ ザ ー ア ミ ノ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に 100μ L/wel

l添 加 し 、 4℃ で 一 晩 静 置 し て 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 、 0.5 % BSA（ bovine serum albumi

n（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 含 有 50 m M 重 炭 酸 ナ ト リ

ウ ム 緩 衝 溶 液 (pH 8.3)（ 以 下 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ） を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う

し た 。 希 釈 に ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 用 い た 1000倍 希 釈 血 清 を 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 3時

間 振 と う し て 反 応 さ せ た 。 0.05%Tween20（ 和 光 純 薬 工 業 社 製 ） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩

水 （ 以 下 PBS-T） で 3回 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 3000倍 希 釈 し た HRP修 飾 イ ヌ IgG抗 体

(Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated:BETH YL Laboratories社 製 )を 100μ L/well加 え

、 室 温 で 1時 間 振 と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 HRP基 質 T M B（ 1-Step　 Turbo

　 T M B（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 、 PIERCE社 ） を 100μ l/well添 加 し 、 室 温 で 30分 間 酵 素

基 質 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 0.5M硫 酸 溶 液 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） を 100μ l/w

ell加 え て 反 応 停 止 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 450nmの 吸 光 度 測 定 を 行 っ た 。 コ ン

ト ロ ー ル と し て は 、 作 製 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 を 固 相 化 し な い も の 、 担 癌 犬 血 清 を 反 応 さ

せ な い も の を 上 記 と 同 様 に 行 い 比 較 す る こ と と し た 。

【 ０ ２ ９ ７ 】

　 上 記 癌 診 断 に 用 い た 全 486検 体 中 311検 体 で 、 摘 出 さ れ た 腫 瘍 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 の 結

果 、 悪 性 と 確 定 診 断 が さ れ て い る 。

【 ０ ２ ９ ８ 】

　 具 体 的 に は 、 悪 性 黒 色 腫 、 悪 性 混 合 腫 瘍 、 肝 細 胞 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 勅 細 胞 腫 様 歯 肉 腫 、

口 腔 内 腫 瘤 、 肛 門 周 囲 腺 癌 、 肛 門 嚢 腫 瘤 、 肛 門 嚢 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 セ ル ト リ 細 胞 腫 、 膣 前

庭 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 皮 脂 腺 上 皮 腫 、 脂 腺 腺 腫 、 汗 腺 癌 、 鼻 腔 内 腺 癌 、 鼻 腺 癌 、 甲 状 腺 癌 、 大

腸 癌 、 気 管 支 腺 癌 、 腺 癌 、 腺 管 癌 、 乳 腺 癌 、 複 合 型 乳 腺 癌 、 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 、 乳 管 内 乳

頭 状 腺 癌 、 線 維 肉 腫 、 血 管 周 皮 腫 、 骨 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 軟 部 組 織 肉 腫 、 組 織 球 肉 腫 、 粘 液

肉 腫 、 未 分 化 肉 腫 、 肺 癌 、 肥 満 細 胞 腫 、 皮 膚 平 滑 筋 腫 、 腹 腔 内 平 滑 筋 腫 、 平 滑 筋 腫 、 扁 平

上 皮 癌 、 慢 性 型 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 消 化 管 型 リ ン パ 腫 、 消 化 器 型 リ ン パ 腫 、 小

～ 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、 副 腎 髄 質 腫 瘍 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 、 褐 色 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 （ 移 行 上 皮 癌 ）

、 化 膿 性 炎 症 、 腹 腔 内 肝 臓 腫 瘍 、 肝 臓 癌 、 形 質 細 胞 腫 、 悪 性 血 管 外 膜 細 胞 腫 、 血 管 肉 腫 、

肛 門 嚢 腺 癌 、 口 腔 癌 、 転 移 性 悪 性 黒 色 腫 、 メ ラ ニ ン 欠 乏 性 悪 性 黒 色 腫 、 皮 膚 悪 性 黒 色 腫 、

悪 性 筋 上 皮 腫 、 悪 性 精 巣 上 皮 腫 、 精 細 胞 腫 （ セ ミ ノ ー マ ） 、 大 腸 腺 癌 、 胃 腺 癌 、 低 グ レ ー

ド 皮 脂 腺 癌 、 耳 垢 腺 癌 、 ア ポ ク リ ン 腺 癌 、 低 分 化 型 ア ポ ク リ ン 汗 腺 癌 、 悪 性 線 維 性 組 織 球

腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 間 葉 系 悪 性 腫 瘍 、 脂 肪 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 起 原 不 明 の 肉 腫 、 軟 部 肉 腫 （ 紡

錘 形 細 胞 腫 瘍 ） 、 低 分 化 肉 腫 、 滑 膜 肉 腫 、 血 管 肉 腫 、 転 移 性 悪 性 上 皮 腫 瘍 、 管 状 乳 腺 腺 癌

、 乳 腺 導 管 癌 、 炎 症 性 乳 癌 、 胚 細 胞 腫 、 白 血 病 、 浸 潤 性 毛 包 上 皮 腫 、 中 細 胞 型 リ ン パ 腫 、

多 中 心 型 リ ン パ 腫 、 骨 肉 腫 （ 乳 腺 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Patnaik II型 ） 、 肥 満 細 胞 腫 (Grade II

） 、 平 滑 筋 肉 腫 な ど の 癌 診 断 を 受 け て い る 検 体 で あ る 。

【 ０ ２ ９ ９ 】

　 こ れ ら 担 癌 犬 生 体 由 来 の 血 清 は 、 図 １ ５ に 示 し た よ う に 有 意 に 高 い 組 換 え タ ン パ ク 質 に

対 す る 抗 体 価 を 示 し た 。 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 7

8検 体 、 25.1%で 悪 性 と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。 こ の 78検 体 の 癌 の 種 類 は 以 下 の と お り

で あ る 。 な お 、 検 体 に よ っ て は 複 数 種 類 の 癌 を 罹 患 し て い る も の も あ る が 、 以 下 に 示 す 数

値 は 癌 の 種 類 ご と の 累 計 値 で あ る 。

悪 性 黒 色 腫 4例 、 リ ン パ 腫 5例 、 化 膿 性 炎 症 1例 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 1例 、 肝 細 胞 癌 2例 、 悪 性 精

巣 腫 瘍 2例 、 口 腔 内 腫 瘤 3例 、 肛 門 周 囲 腺 腫 5例 、 骨 肉 腫 2例 、 腺 管 癌 6例 、 乳 腺 癌 16例 、 複

合 型 乳 腺 癌 8例 、 肺 癌 1例 、 皮 脂 腺 癌 2例 、 肥 満 細 胞 腫 6例 、 平 滑 筋 肉 腫 2例 、 扁 平 上 皮 癌 4例

、 悪 性 混 合 腫 瘍 1例 、 転 移 性 悪 性 黒 色 腫 1例 、 乳 腺 導 管 癌 1例 、 ア ポ ク リ ン 腺 癌 1例 、 胃 腺 癌
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1例 、 多 中 心 型 リ ン パ 腫 1例 、 精 細 胞 腫 （ セ ミ ノ ー マ ） 1例 、 形 質 細 胞 腫 1例

【 ０ ３ ０ ０ 】

　 さ ら に 、 末 期 癌 患 犬 よ り 採 取 し た 胸 水 、 腹 水 を 用 い て 、 同 様 の 診 断 を 行 っ た 結 果 、 血 清

を 用 い た 本 診 断 法 に よ る 結 果 と 同 様 の 値 を 検 出 す る こ と が で き 、 癌 と 診 断 す る こ と が で き

た 。

【 ０ ３ ０ １ 】

　 ま た 、 本 診 断 法 を 用 い る こ と に よ り 、 さ ら に 目 に 見 え な い 部 分 の 癌 診 断 、 進 行 度 診 断 、

悪 性 度 診 断 、 術 後 の 経 過 診 断 、 再 発 診 断 、 転 移 診 断 な ど の よ う な 診 断 が 可 能 で あ る こ と が

わ か っ た 。 以 下 に 図 4に 示 し た 詳 細 診 断 の 具 体 例 に つ い て 数 例 を あ げ る 。

【 ０ ３ ０ ２ 】

（ ２ ） － １ 　 目 に 見 え な い 腫 瘍 の 癌 診 断

　 患 犬 1（ フ ラ ッ ト コ ー テ ッ ト レ ト リ バ ー ） は 、 2007年 6月 7日 時 点 で 腫 瘤 が 確 認 さ れ て い

な か っ た が 、 そ の 20日 ほ ど 後 の 2007年 6月 24日 に 左 上 顎 犬 歯 の 付 け 根 の 歯 肉 に 有 茎 状 の 直

径 2m mの 腫 瘤 が 発 見 さ れ た 患 犬 で あ る 。 発 見 さ れ た 日 に 有 茎 部 を 結 糸 し 、 切 除 を 行 っ て い

る 。 肉 眼 で 腫 瘤 を 確 認 で き る 以 前 か ら 450nmで の 吸 光 度 は 0.15と 、 有 意 に 高 い 値 が 確 認 さ

れ て お り 、 腫 瘍 発 見 時 0.14と 比 較 し て も 大 き く 変 わ ら な か っ た 。 こ の 結 果 か ら 本 手 法 を 用

い る こ と に よ り 、 腹 腔 内 な ど 目 に 見 え な い 部 分 の 癌 診 断 で も 可 能 な こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ０ ３ 】

　 ま た 、 腫 瘍 が 肉 眼 で 確 認 で き る 以 前 か ら 値 の 上 昇 が 確 認 さ れ 、 腫 瘍 発 生 の 前 兆 を 示 し て

い た も の 言 え る 。 よ っ て 、 定 期 健 診 な ど の 健 康 診 断 に も 有 用 で あ る こ と が わ か る 。

【 ０ ３ ０ ４ 】

　 こ の 患 犬 1は 腫 瘤 切 除 2週 間 後 に 再 び 血 清 診 断 を 行 っ た と こ ろ 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 検

出 さ れ な か っ た 。 ゆ え に 、 抗 体 価 上 昇 の 原 因 と な っ て い た 癌 抗 原 の 発 現 し て い る 腫 瘍 が 完

全 切 除 さ れ て い る こ と も 確 認 さ れ た 。 （ (2)-4　 術 後 の 経 過 診 断 ）

【 ０ ３ ０ ５ 】

（ ２ ） － ２ 　 癌 の 進 行 度 診 断

　 癌 の 進 行 度 は 腫 瘍 の 大 き さ や 深 さ 、 周 辺 組 織 に ど れ ほ ど 影 響 を 及 ぼ し て い る か 、 転 移 を

し て い る か な ど に よ っ て 判 断 さ れ る 。 転 移 す な わ ち 癌 が 進 行 す る と 以 前 よ り 高 い 値 が 検 出

さ れ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ０ ６ 】

（ ２ ） － ３ 　 癌 の 悪 性 度 診 断

　 基 底 細 胞 腫 に は 悪 性 型 と 良 性 型 と が あ り 、 近 年 、 新 W H Oで は 悪 性 型 を 基 底 細 胞 癌 、 良 性

型 を 毛 芽 腫 と 分 類 す る と い う 傾 向 に あ る と の こ と で あ る 。

【 ０ ３ ０ ７ 】

　 基 底 細 胞 癌 （ 悪 性 ） と 診 断 さ れ た 患 犬 2（ ビ ー グ ル ） は 、 手 術 時 の 血 清 診 断 の 結 果 、 450

nmで の 吸 光 度 は 0.15で あ っ た 。 一 方 、 毛 芽 腫 （ 良 性 ） と 診 断 さ れ た 患 犬 3（ 雑 種 ） は 、 手

術 時 の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 よ っ て 、 同 じ 基 底

細 胞 腫 で も 、 悪 性 型 の 基 底 細 胞 癌 と 良 性 型 の 毛 芽 腫 を 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ０ ８ 】

　 次 に 、 乳 腺 腫 瘍 に つ い て 例 を 挙 げ る 。 乳 腺 腫 瘍 に は 、 乳 腺 癌 や 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 と い っ

た 悪 性 腫 瘍 と 、 悪 性 所 見 を 示 さ な い 良 性 乳 腺 腫 瘍 が あ る 。 患 犬 4（ ヨ ー キ ー ） は 、 2006年 5

月 17日 に 乳 腺 悪 性 混 合 腫 瘍 と 乳 腺 癌 に て 、 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る 。 一 般 的 に 、 乳 腺

の 混 合 腫 瘍 は 悪 性 で あ っ て も 周 囲 へ の 浸 潤 性 が 乏 し い た め に 完 全 切 除 さ れ や す く 、 切 除 後

の 経 過 が 良 好 な こ と が 多 い 腫 瘍 で あ る 。 し か し な が ら 摘 出 さ れ た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で

は 、 患 犬 4の 標 本 の 一 部 成 分 に 、 浸 潤 性 が 見 ら れ て お り 、 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 で あ る と 診 断

さ れ て い た 。 ま た 、 乳 腺 癌 は 通 常 周 囲 へ の 浸 潤 性 が 強 く 再 発 や 転 移 が 起 こ り や す い 腫 瘍 で

あ る 。 患 犬 4の 標 本 上 で は 腫 瘍 細 胞 に 浸 潤 性 が 見 ら れ な か っ た が 、 部 分 材 料 の た め 他 の 領

域 に 悪 性 度 の 高 い 成 分 が 増 殖 し て い る 可 能 性 も 指 摘 さ れ て い た 。 そ の た め 、 患 犬 4は 悪 性

度 の 高 い 乳 癌 で あ る こ と が 病 理 診 断 結 果 か ら 明 ら か で あ る 。 こ の 手 術 時 に 採 血 し た 血 清 診

断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.20で あ っ た 。 一 方 、 患 犬 5（ ヨ ー ク シ ャ テ リ ア ） は 、 2007
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年 1月 28日 に 、 乳 腺 腫 瘍 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る 。 こ の と き の 摘 出 組 織 を 用 い た 病

理 診 断 で は 、 細 胞 異 型 性 は 軽 度 で あ り 、 悪 性 所 見 の 見 当 た ら な い 良 性 乳 腺 腫 と 診 断 さ れ た

。 こ の 手 術 時 に 採 血 し た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0で あ っ た 。 以 上 の 2検 体 の

結 果 か ら も 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 は 、 悪 性 度 の 低 い 、 す な わ ち 良 性 の 腫 瘍 に 比 べ 、 値 が 大 き い

こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ０ ９ 】

（ ２ ） － ４ 　 術 後 の 経 過 診 断

　 患 犬 6（ シ ー ズ ー ） は 、 口 腔 内 腫 瘍 で 来 院 し 2007年 3月 22日 に 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ

の 際 行 っ た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.12で あ っ た 。 ま た 、 摘 出 し た 組 織 を 用

い た 病 理 診 断 で は 、 悪 性 の 勅 細 胞 腫 様 歯 肉 腫 と 診 断 さ れ て い る 。 こ の 腫 瘍 は 、 遠 隔 転 移 は

稀 で あ る が 切 除 が 不 十 分 だ と 再 発 し や す い と い う 特 徴 が あ る 。 そ の た め 手 術 に よ り 腫 瘍 の

完 全 切 除 が で き た か 否 か と い う こ と は 、 重 要 で あ る 。 2007年 5月 18日 の 経 過 観 察 の 際 に は

、 450nmで の 吸 光 度 は 0.02と 抗 体 価 の 低 下 が 確 認 さ れ た 。 2007年 8月 ま で に 再 発 は 確 認 さ れ

て い な い 。 よ っ て 患 犬 6で は 、 完 全 に 腫 瘍 を 切 除 で き た た め に 血 清 診 断 結 果 は 手 術 時 よ り

も 低 下 し た と い え る 。

【 ０ ３ １ ０ 】

　 患 犬 7（ ヨ ー キ ー ） は 、 手 術 時 の 2006年 5月 17日 に 採 血 し た 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の

吸 光 度 は 0.20で あ っ た 。 2006年 12月 16日 に 経 過 観 察 で 再 来 院 し た 際 、 再 び 血 清 診 断 を 行 っ

た 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0で あ っ た 。 2007年 8月 ま で に 転 移 や 再 発 は 確 認 さ れ て い な い

。 よ っ て 患 犬 7で は 、 完 全 に 腫 瘍 を 切 除 で き た た め に 血 清 診 断 結 果 は 手 術 時 よ り も 低 下 し

た と い え る 。

【 ０ ３ １ １ 】

（ ２ ） － ５ 　 再 発 診 断

　 患 犬 8（ ハ ス キ ー ） は 、 2007年 5月 8日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 行 っ て い る 。 こ の 際 行 っ た

血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.04で あ っ た 。 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は

、 異 型 性 の 強 い 上 皮 系 細 胞 が 主 に 腺 管 構 造 を 形 成 、 増 殖 し て お り 乳 腺 原 発 の 腺 癌 と 診 断 さ

れ た 。 そ の と き 既 に リ ン パ 管 内 に 多 数 の 癌 細 胞 が 入 っ て い る の が 確 認 さ れ て お り 、 リ ン パ

節 や 遠 隔 部 へ の 転 移 、 再 発 の リ ス ク が 高 い と い う こ と で あ っ た 。 手 術 か ら 約 一 ヶ 月 半 後 の

2007年 6月 28日 に 同 部 位 に 再 発 が 確 認 さ れ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 は 0.07と 値 の 上

昇 が 確 認 さ れ た 。 患 犬 8で は 、 腫 瘍 が 切 除 し き れ て い な か っ た か ま た は 、 再 発 し た た め に

、 診 断 結 果 が 5月 初 旬 よ り も 6月 下 旬 の ほ う が 大 き く 検 出 さ れ た と わ か っ た 。

【 ０ ３ １ ２ 】

（ ２ ） － ６ 　 転 移 診 断

　 患 犬 9（ ス コ テ ィ ッ シ ュ テ リ ア ） は 、 2003年 2月 　 乳 腺 腫 瘍 、 2003年 8月 　 口 腔 内 悪 性 黒

色 腫 、 2005年 1月 　 口 唇 に 悪 性 黒 色 腫 、 2005年 4月 13日 　 口 腔 内 黒 色 腫 と 転 移 ・ 再 発 を 繰 り

返 し 、 こ れ ら す べ て 手 術 で 切 除 済 み の 患 犬 で あ る 。 2005年 4月 の 口 腔 内 黒 色 腫 の 再 発 の 後

に 、 経 過 観 察 で 再 来 院 し た 2006年 12月 17日 の 血 清 診 断 の 結 果 は 、 450nmで の 吸 光 度 が 0で あ

っ た 。 そ の 半 年 後 の 2007年 6月 20日 に は 頚 部 リ ン パ 、 膝 き ょ う リ ン パ が 肥 大 し て 再 来 院 し

て い る 。 リ ン パ 腫 で あ れ ば 全 身 の リ ン パ が 腫 れ る が 、 患 犬 9に つ い て は 2箇 所 の み で あ っ た

た め 、 お そ ら く 転 移 に よ る リ ン パ 腫 で あ る 可 能 性 が 高 い と の 臨 床 診 断 で あ っ た 。 本 手 法 に

よ る 診 断 に よ っ て も 、 450nmで の 吸 光 度 は 0.27と 大 き く 上 昇 し て お り 、 以 前 存 在 し た 腫 瘍

の 転 移 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ １ ３ 】

　 患 犬 10（ 柴 犬 ） は 、 2006年 3月 11日 に 右 口 唇 部 口 腔 悪 性 黒 色 腫 に て 腫 瘍 の 摘 出 を 行 っ た

患 犬 で あ る 。 2006年 6月 10日 か ら 同 年 9月 26日 ま で 抗 が ん 剤 （ シ ク ロ ホ ス フ ァ シ ド )の 治 療

歴 が あ り 、 2006年 5月 23日 か ら 有 機 ゲ ル マ ニ ウ ム 主 成 分 の ビ レ モ S投 薬 継 続 中 で あ る 。 こ の

腫 瘍 の 転 移 と 考 え ら れ る 2007年 3月 20日 の 腫 瘍 摘 出 時 に 行 っ た 血 清 診 断 の 結 果 は 、 450nmで

の 吸 光 度 が ほ ぼ 0と ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の と き の 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診

断 で は 、 転 移 性 悪 性 黒 色 腫 と 診 断 さ れ て い る 。 し か し 、 転 移 し た 黒 色 種 の 手 術 3ヵ 月 後 の 2

007年 6月 27日 に 再 び 転 移 を 起 こ し て い る 。 2007年 3月 20日 は 右 頚 部 に 腫 瘍 が 発 生 し た が 、 2
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007年 6月 27日 は そ の 反 対 側 に 発 生 し 、 腫 瘍 の 形 状 も 前 回 と 類 似 し た 黒 色 の 塊 を 形 成 し て い

る と の こ と で あ る 。 大 き さ は 3.1× 3.2× 0.8cm大 で あ り 、 臨 床 診 断 で も 転 移 と の こ と で あ

る 。 こ の と き 行 っ た 血 清 診 断 の 結 果 は 、 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.02と 上 昇 し て い る の が 確

認 さ れ 、 以 前 存 在 し た 腫 瘍 の 転 移 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ １ ４ 】

（ ２ ） － ７ 　 治 療 モ ニ タ リ ン グ

　 患 犬 12（ ミ ニ チ ュ ア ダ ッ ク ス フ ン ド ） は 、 2007年 4月 19日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ

る 。 摘 出 し た 腫 瘍 を 用 い た 病 理 診 断 結 果 は 、 浸 潤 性 、 転 移 性 に 発 生 し て い る 可 能 性 が 高 い

中 等 度 の 悪 性 度 で あ る 複 合 型 乳 腺 癌 と の こ と で あ っ た 。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 、 450n

mで の 吸 光 度 は 0.03で あ っ た 。 摘 出 手 術 か ら 約 1年 後 の 2008年 6月 3日 、 血 清 診 断 の 結 果 、 45

0nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の と き 肉 眼 で は 癌 の 再 発 は 確 認 さ れ な か っ

た が 、 再 発 防 止 の た め そ れ か ら 2ヶ 月 間 、 週 に 一 度 の 間 隔 に て 抗 癌 剤 投 与 （ イ ン タ ー キ ャ

ッ ト ） を 行 い 、 再 発 が な い 状 態 を 維 持 し た 。 抗 癌 剤 投 与 開 始 2週 間 後 、 4週 間 後 、 6週 間 後

に 血 清 診 断 を 行 っ た 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は い ず れ も 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 患 犬 12

の 結 果 か ら 、 腫 瘍 が 完 全 に 取 り き れ て い れ ば 担 癌 状 態 よ り 値 が 低 下 し 、 抗 癌 剤 治 療 に お い

て も 癌 の 再 発 が 抑 制 で き て い れ ば 値 の 上 昇 が 見 ら れ ず 、 治 療 の 経 時 変 化 を 追 え る こ と が わ

か っ た 。 ま た 、 患 犬 8で 示 し た よ う に 再 発 診 断 も 可 能 で あ る こ と か ら 、 治 療 モ ニ タ リ ン グ

に つ い て も 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ １ ５ 】

（ ２ ） － ８ 　 再 発 時 の 悪 性 診 断

　 患 犬 13（ ゴ ー ル デ ン レ ト リ ー バ ー ） は 2005年 5月 1日 に 腫 瘍 摘 出 を 行 っ た 患 犬 で あ る 。 摘

出 し た 腫 瘍 を 用 い た 病 理 診 断 結 果 は 、 乳 管 上 皮 由 来 の 悪 性 腫 瘍 性 病 変 、 す な わ ち 悪 性 乳 腺

管 癌 お よ び 乳 管 内 を 進 展 し て 増 生 す る 悪 性 乳 頭 状 癌 と の こ と で あ っ た 。 そ の 約 3年 後 の 200

8年 6月 28日 に 再 び 腫 瘍 が 発 見 さ れ た た め 、 摘 出 手 術 を 行 っ た 。 そ の 摘 出 し た 腫 瘍 を 用 い た

病 理 組 織 診 断 結 果 は 、 前 回 の 術 創 と 見 ら れ る 皮 下 の 縫 合 糸 の 周 囲 に 好 中 球 や マ ク ロ フ ァ ー

ジ 、 形 質 細 胞 な ど の 顕 著 な 炎 症 細 胞 浸 潤 が 認 め ら れ る の み で 腫 瘍 性 病 変 は 無 と 診 断 さ れ た

。 こ の と き の 血 清 診 断 の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 患 犬 8、 13

の 結 果 か ら 、 再 発 時 に 悪 性 の 場 合 に は 血 清 診 断 値 は 上 昇 す る か 維 持 さ れ て お り 、 良 性 の 場

合 に は 検 出 さ れ な い こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ １ ６ 】

（ ３ ） ネ コ の 診 断

　 次 に 担 癌 猫 お よ び 健 常 猫 の 診 断 を 行 っ た 。 上 記 で 用 い た イ ヌ TRIP11の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド

と 抗 ネ コ IgG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る ネ コ

血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体 は 、 HRP修 飾 抗 ネ コ IgG抗 体 (PERO XID ASE-CO NJU G AT

ED G O AT IgG FRACTIO N TO CAT IgG (W H OLE M OLECULE): CAPPEL RESERCH REA GENTS社 製 )を

ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 8000倍 希 釈 し て 用 い た 。

【 ０ ３ １ ７ 】

　 患 猫 1（ チ ン チ ラ ） は 2005年 8月 17日 に 乳 腺 癌 に て 腫 瘍 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 猫 で あ る 。

患 猫 1の 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.05で あ っ た 。 ま た 、 2006年 10月 17日 に 腺 管 癌 に て 摘 出 手 術

を 受 け た 、 患 猫 2（ ヒ マ ラ ヤ ン ） に お い て も 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.34で あ っ た 。 一 方 、 健

常 猫 で は 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ ３ １ ８ 】

　 従 っ て 犬 と 同 様 、 猫 の 場 合 も 、 癌 を 患 っ た 検 体 で は 値 が 検 出 さ れ 、 一 方 健 常 の 検 体 で は

ま っ た く 検 出 さ れ な か っ た た め 、 猫 に つ い て も 犬 と 同 様 に 、 本 手 法 に て 癌 診 断 が 可 能 で あ

る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ １ ９ 】

（ ４ ） 健 常 人 の 診 断

　 上 記 で 用 い た イ ヌ TRIP11の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド と 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に

し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る 健 常 人 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体

は 、 HRP修 飾 抗 ヒ ト IgG抗 体 (HRP-Goat Anti-Human IgG(H+L) Conjugate: Zymed Laborator
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ies社 製 )を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 10000倍 希 釈 し て 用 い た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し

て リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 50μ g/mlに 調 整 し た 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 を 固 相 化 し た も の

を 用 い た 。 そ の 結 果 、 450nmで の 吸 光 度 は 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 に は 健 常 ヒ ト 1で 0.25で あ っ

た 。 一 方 、 こ の 組 換 え タ ン パ ク 質 に は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 ま た 、 健 常 ヒ ト 2に お い

て も 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 に は 450nmで の 吸 光 度 は 0.18で あ り 、 一 方 、 こ の 組 換 え タ ン パ

ク 質 に は 0と 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ ３ ２ ０ 】

　 ま た 、 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ４ ５ に 記 載 の イ ヌ TRIP11の 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を

用 い て 、 上 記 と 同 様 に 診 断 を 行 っ た と こ ろ 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 同 様 の 診

断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ２ １ 】

実 施 例 Ｄ － ４ ： ヒ ト TRIP11由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 癌 診 断

　 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た ヒ ト TRIP11の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列

中 ： ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 、 配 列 番 号 ５ ５ ） を 用 い て 、 実 施 例 Ｄ － ３ と 同 様 に し て 、 該 ポ

リ ペ プ チ ド に 反 応 す る 、 ヒ ト 、 イ ヌ お よ び ネ コ 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ ３ ２ ２ 】

　 健 常 人 血 清 を 用 い た 診 断 結 果 で は 、 実 施 例 Ｄ － ３ （ ４ ） と 同 様 に 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 原 を

ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 場 合 に 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン を 固 相 化 し た 場 合 に 値 は 検

出 さ れ 、 ヒ ト TRIP11の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 化 し た 場 合 に は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た

。

【 ０ ３ ２ ３ 】

　 ま た 、 健 常 犬 ・ 猫 に お い て も 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 化 し た 場 合 に は 、 450nmで の 吸 光

度 は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ ３ ２ ４ 】

　 一 方 、 患 犬 11（ シ ー ズ ー ） は 、 2007年 6月 21日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 受 け た 患 犬 で あ る

。 摘 出 し た 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 で は 、 強 い 異 型 性 と 浸 潤 性 を 有 す る 乳 腺 組 織 が 大 小 の 塊

状 に 腺 様 増 殖 し て お り 、 悪 性 と 診 断 さ れ て い る 。 こ の 患 犬 11の 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.19

で あ っ た 。 そ の 他 病 理 診 断 で 悪 性 と 診 断 さ れ て い る 310検 体 の 血 清 を 用 い て 悪 性 診 断 を 行

っ た 。 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 74検 体 、 23.8%で 悪 性 と 診 断 で き る

こ と が わ か っ た 。 患 猫 3（ 雑 種 ） は 、 2007年 4月 3日 に 乳 腺 癌 の 摘 出 手 術 を 受 け て い る が 、

こ の 患 猫 に お い て も 、 450nmで の 吸 光 度 は 、 0.06で あ っ た 。

【 ０ ３ ２ ５ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 ヒ ト TRIP11由 来 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て も 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に

お い て も 同 様 の 診 断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ２ ６ 】

　 さ ら に 、 イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク と 同 様 に ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を 用 い て 、 末 期 癌 患 犬 よ り 採

取 し た 胸 水 、 腹 水 を 診 断 し た 結 果 、 血 清 を 用 い た 結 果 と 同 様 の 値 を 検 出 す る こ と が で き 、

癌 と 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ ３ ２ ７ 】

　 ま た 、 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ４ ７ に 記 載 の ヒ ト TRIP11の 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を

用 い て 、 上 記 と 同 様 に 診 断 を 行 っ た と こ ろ 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 同 様 の 診

断 が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ２ ８ 】

実 施 例 Ｄ － ５ ： 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 癌 診 断 （ １ ）

　 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ５ ４ に 記 載 の イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に

免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的 抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。 こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 サ ン ド

イ ッ チ ELISA法 に よ り 、 担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ

た 。 作 製 し た 該 タ ン パ ク 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 特 異 的 に 反 応 す る 、 血 清 中 の 該 タ ン

パ ク 量 に つ い て 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 用 い て サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に て 測 定 し た 。

【 ０ ３ ２ ９ 】
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　 1次 抗 体 の 固 相 化 は 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に て 20倍 希 釈 し た ウ サ ギ 抗 血 清 を 96穴 イ

モ ビ ラ イ ザ ー ア ミ ノ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 2時 間 振 と う し

て 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 、 0.5 % BSA（ bovine serum albumin（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ）

、 シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ パ ン 社 製 ） 含 有 50 m M 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 溶 液 (pH 8.3)（ 以

下 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ） を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し た 。 そ の 後 、 ブ ロ ッ キ ン

グ 溶 液 を 用 い て 希 釈 し た 担 癌 生 体 由 来 血 清 を 100μ L/well添 加 し 、 室 温 で 3時 間 振 と う し て

反 応 さ せ た 。 こ の と き 希 釈 倍 率 は 10-1000倍 の 10倍 希 釈 系 列 で 調 整 し た 。 0.05%Tween20（

和 光 純 薬 工 業 社 製 ） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ 以 下 PBS-T） で 3回 洗 浄 し 、 2次 抗 体 は

、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 200倍 希 釈 し た マ ウ ス 抗 血 清 を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振

と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 3次 抗 体 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 に て 2000倍 希 釈

し た HRP修 飾 マ ウ ス IgG抗 体 (Stabilized Goat Anti Mouse HRP conjugated : PIERCE社 製 )

を 100μ L/well加 え 、 室 温 で 1時 間 振 と う し て 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 HRP基 質 T

M B（ 1-Step　 Turbo　 T M B（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 、 PIERCE社 製 ） を 100μ l/well添 加

し 、 室 温 で 30分 間 酵 素 基 質 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 0.5M硫 酸 溶 液 （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ ジ ャ

パ ン 社 製 ） を 100μ l/well加 え て 反 応 停 止 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 450nmの 吸 光

度 測 定 を 行 っ た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 ウ サ ギ 抗 血 清 を 固 相 化 し な い も の 、 担 癌 生 体 由

来 血 清 を 反 応 さ せ な い も の を 上 記 と 同 様 に 行 い 比 較 す る こ と と し た 。

【 ０ ３ ３ ０ 】

　 そ の 結 果 、 皮 膚 平 滑 筋 肉 腫 、 乳 癌 、 悪 性 黒 色 腫 な ど の 担 癌 犬 、 担 癌 猫 で は ポ リ ペ プ チ ド

の 値 が 検 出 さ れ 、 健 常 犬 、 健 常 猫 及 び 健 常 人 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 イ ヌ 由 来 組

換 え ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の

手 法 に お い て も 、 癌 を 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ ３ ３ １ 】

　 ま た 、 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ４ ５ に 記 載 の イ ヌ TRIP11の 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を

免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 の 手 法 で 診 断 を 行 っ た 。

【 ０ ３ ３ ２ 】

　 そ の 結 果 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 、 イ ヌ TRIP11の 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し

て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の 手 法 に お い て 、 同 様 に 癌 を 診 断

す る こ と が で き た 。

【 ０ ３ ３ ３ 】

実 施 例 Ｄ － ６ ： 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 癌 診 断 （ ２ ）

　 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ５ ５ に 記 載 の ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に

免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的 抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。 実 施 例 Ｄ － ５ と 同 様 に 、 こ の ポ リ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に よ り 、 担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ た 。

【 ０ ３ ３ ４ 】

　 そ の 結 果 、 皮 膚 平 滑 筋 肉 腫 、 乳 癌 、 悪 性 黒 色 腫 な ど の 担 癌 犬 、 担 癌 猫 で は ポ リ ペ プ チ ド

の 値 が 検 出 さ れ 、 健 常 犬 、 健 常 猫 及 び 健 常 人 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 ヒ ト 由 来 組

換 え ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の

手 法 に お い て も 、 癌 を 診 断 す る こ と が で き た 。

【 ０ ３ ３ ５ 】

　 ま た 、 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た 配 列 番 号 ４ ７ に 記 載 の ヒ ト TRIP11の 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を

免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に 診 断 を 行 っ た 。

【 ０ ３ ３ ６ 】

　 そ の 結 果 、 イ ヌ 、 ネ コ い ず れ に お い て も 、 ヒ ト TRIP11の 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し

て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ の 手 法 に お い て 、 同 様 に 癌 を 診 断

す る こ と が で き た 。

【 ０ ３ ３ ７ 】

実 施 例 Ｅ － １ ： 4種 類 の 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 組 み 合 わ せ 癌 診 断 （ １ ）

（ １ ） イ ヌ の 癌 診 断
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　 実 施 例 Ａ － ２ で 作 製 し た イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク （ 配 列 番 号 ２ ） 、 実 施 例 Ｂ － ２ で 作 製 し た

イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク （ 配 列 番 号 １ ６ ） 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た イ ヌ CEPの 全 長 （ 配

列 番 号 ２ ６ ま た は ４ ２ ） ま た は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 ： １ ５

１ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 、 配 列 番 号 ３ ５ ） 、 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た イ ヌ TRIP11の 全 長 （ 配 列

番 号 ４ ５ ） ま た は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 ： ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２

３ 番 、 配 列 番 号 ５ ４ ） と 抗 イ ヌ IgG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、 該 タ ン パ ク ま た は

該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ ３ ３ ８ 】

　 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 272検 体 、 87.5%で 悪 性

と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。 な お 、 4種 類 の タ ン パ ク ま た は ポ リ ペ プ チ ド の う ち ど れ か 1

種 類 に つ い て 悪 性 判 断 が さ れ た 場 合 に 対 象 生 体 を 悪 性 腫 瘍 と 診 断 し た （ 以 下 同 様 ） 。 こ の

272検 体 の 癌 の 種 類 は 以 下 の と お り で あ る 。 な お 、 検 体 に よ っ て は 複 数 種 類 の 癌 を 罹 患 し

て い る も の も あ る が 、 以 下 に 示 す 数 値 は 癌 の 種 類 ご と の 累 計 値 で あ る 。

悪 性 黒 色 腫 10例 、 リ ン パ 腫 13例 、 褐 色 細 胞 腫 1例 、 化 膿 性 炎 症 1例 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 1例 、 肝

細 胞 癌 5例 、 血 管 腫 1例 、 悪 性 精 巣 腫 瘍 8例 、 口 腔 内 腫 瘤 4例 、 肛 門 周 囲 腺 癌 14例 、 骨 肉 腫 5

例 、 線 維 肉 腫 9例 、 腺 管 癌 10例 、 軟 骨 肉 腫 2例 、 乳 腺 癌 56例 、 複 合 型 乳 腺 癌 26例 、 肺 癌 2例

、 皮 脂 腺 癌 2例 、 鼻 腺 癌 2例 、 肥 満 細 胞 腫 37例 、 副 腎 髄 質 腫 瘍 1例 、 平 滑 筋 肉 腫 2例 、 扁 平 上

皮 癌 11例 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 1例 、 未 分 化 肉 腫 2例 、 悪 性 混 合 腫 瘍 2例 、 左 肺 後 葉 腫 瘍 1

例 、 右 腋 下 部 腫 瘍 1例 、 右 前 肢 肘 部 腫 瘍 1例 、 膀 胱 癌 （ 移 行 上 皮 癌 ） 1例 、 転 移 性 悪 性 黒 色

腫 3例 、 メ ラ ニ ン 欠 乏 性 悪 性 黒 色 腫 1例 、 大 腸 腺 癌 1例 、 形 質 細 胞 腫 1例 、 組 織 球 肉 腫 1例 、

脂 肪 肉 腫 1例 、 低 分 化 肉 腫 1例 、 滑 膜 肉 腫 1例 、 悪 性 血 管 外 膜 細 胞 腫 1例 、 ア ポ ク リ ン 汗 腺 癌

3例 、 気 管 支 腺 癌 1例 、 胚 細 胞 腫 1例 、 悪 性 線 維 性 組 織 球 腫 1例 、 転 移 性 悪 性 上 皮 腫 瘍 1例 、

乳 腺 導 管 癌 1例 、 血 管 肉 腫 1例 、 管 状 乳 腺 腺 癌 1例 、 浸 潤 性 毛 包 上 皮 腫 1例 、 前 立 腺 癌 1例 、

軟 部 肉 腫 （ 紡 錘 形 細 胞 腫 瘍 ） 1例 、 耳 垢 腺 癌 1例 、 多 中 心 型 リ ン パ 腫 2例 、 浸 潤 性 毛 包 上 皮

腫 1例 、 肛 門 嚢 腺 癌 1例 、 ア ポ ク リ ン 腺 癌 1例 、 胃 腺 癌 1例 、 精 細 胞 腫 （ セ ミ ノ ー マ ） 1例 、

基 底 細 胞 癌 1例 、 血 管 周 皮 腫 4例 、 粘 液 肉 腫 1例 、 皮 脂 腺 上 皮 腫 1例 、 脾 臓 腫 瘍 1例

【 ０ ３ ３ ９ 】

（ ２ ） ネ コ の 癌 診 断

　 次 に 担 癌 猫 お よ び 健 常 猫 の 診 断 を 行 っ た 。 上 記 4種 類 の イ ヌ 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド と 抗 ネ コ I

gG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る ネ コ 血 清 中 の Ig

G抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体 は 、 HRP修 飾 抗 ネ コ IgG抗 体 (PERO XID ASE-CO NJU G ATED G O AT Ig

G FRACTIO N TO CAT IgG (W H OLE M OLECULE): CAPPEL RESERCH REA GENTS社 製 )を ブ ロ ッ キ ン

グ 溶 液 に て 8000倍 希 釈 し て 用 い た 。

【 ０ ３ ４ ０ 】

　 癌 診 断 に 用 い た 全 17検 体 中 11検 体 で 、 摘 出 さ れ た 腫 瘍 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 の 結 果 、 悪

性 と 確 定 診 断 が さ れ て い る 。 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 猫 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場

合 、 9検 体 、 81.8%で 悪 性 と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ４ １ 】

実 施 例 Ｅ － ２ ： 4種 類 の 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 組 み 合 わ せ 癌 診 断 （ ２ ）

（ １ ） イ ヌ の 癌 診 断

　 実 施 例 Ａ － ２ で 作 製 し た ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク （ 配 列 番 号 ４ ） 、 実 施 例 Ｂ － ２ で 作 製 し た

ヒ ト カ ル メ ジ ン タ ン パ ク （ 配 列 番 号 １ ８ ） 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た ヒ ト CEPの 全 長 （ 配

列 番 号 ２ ８ ） ま た は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 ： １ ５ １ ３ 番 ～ ２

３ ２ ５ 番 、 配 列 番 号 ３ ６ ） 、 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た ヒ ト TRIP11の 全 長 （ 配 列 番 号 ４ ７ ）

ま た は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 ： ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 、 配 列

番 号 ５ ５ ） と 抗 イ ヌ IgG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、 該 タ ン パ ク ま た は 該 ポ リ ペ プ

チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る 血 清 中 の IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ ３ ４ ２ 】

　 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 268検 体 、 86.2%で 悪 性

と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。
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【 ０ ３ ４ ３ 】

（ ２ ） ネ コ の 癌 診 断

　 次 に 担 癌 猫 お よ び 健 常 猫 の 診 断 を 行 っ た 。 上 記 4種 類 の ヒ ト 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド と 抗 ネ コ I

gG抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 に し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る ネ コ 血 清 中 の Ig

G抗 体 価 を 測 定 し た 。 2次 抗 体 は 、 HRP修 飾 抗 ネ コ IgG抗 体 (PERO XID ASE-CO NJU G ATED G O AT Ig

G FRACTIO N TO CAT IgG (W H OLE M OLECULE): CAPPEL RESERCH REA GENTS社 製 )を ブ ロ ッ キ ン

グ 溶 液 に て 8000倍 希 釈 し て 用 い た 。

【 ０ ３ ４ ４ 】

　 癌 診 断 に 用 い た 全 17検 体 中 11検 体 で 、 摘 出 さ れ た 腫 瘍 組 織 を 用 い た 病 理 診 断 の 結 果 、 悪

性 と 確 定 診 断 が さ れ て い る 。 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 猫 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場

合 、 7検 体 、 63.6%で 悪 性 と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ４ ５ 】

実 施 例 Ｅ － ３ ： 4種 類 の 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 組 み 合 わ せ 癌 診 断 （ １ ）

　 実 施 例 Ａ － ２ で 作 製 し た イ ヌ 組 換 え タ ン パ ク （ 配 列 番 号 ２ ） 、 実 施 例 Ｂ － ２ で 作 製 し た

イ ヌ カ ル メ ジ ン タ ン パ ク （ 配 列 番 号 １ ６ ） 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た イ ヌ CEPの 全 長 （ 配

列 番 号 ２ ６ ま た は ４ ２ ） ま た は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 ： １ ５

１ ４ 番 ～ ２ ３ ３ ９ 番 、 配 列 番 号 ３ ５ ） 、 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た イ ヌ TRIP11の 全 長 （ 配 列

番 号 ４ ５ ） ま た は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 ： ２ ３ ７ 番 ～ １ ０ ２

３ 番 、 配 列 番 号 ５ ４ ） を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に 免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的 抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。

実 施 例 Ａ ,Ｂ ,Ｃ ,Ｄ － ５ と 同 様 に 、 こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISA法

に よ り 、 担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ た 。

【 ０ ３ ４ ６ 】

　 そ の 結 果 、 イ ヌ 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ

ド を 検 出 す る こ の 手 法 に お い て 、 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し

た 場 合 、 252検 体 、 81.0%で 悪 性 と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。 ネ コ に つ い て も 同 様 に 、 本

診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 猫 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 8検 体 、 72.7%で 悪 性 と 診 断

で き る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ３ ４ ７ 】

実 施 例 Ｅ － ４ ： 4種 類 の 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と に よ る 組 み 合 わ せ 癌 診 断 （ ２ ）

　 実 施 例 Ａ － ２ で 作 製 し た ヒ ト 組 換 え タ ン パ ク （ 配 列 番 号 ４ ） 、 実 施 例 Ｂ － ２ で 作 製 し た

ヒ ト カ ル メ ジ ン タ ン パ ク （ 配 列 番 号 １ ８ ） 、 実 施 例 Ｃ － ２ で 作 製 し た ヒ ト CEPの 全 長 （ 配

列 番 号 ２ ８ ） ま た は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 ： １ ５ １ ３ 番 ～ ２

３ ２ ５ 番 、 配 列 番 号 ３ ６ ） 、 実 施 例 Ｄ － ２ で 作 製 し た ヒ ト TRIP11の 全 長 （ 配 列 番 号 ４ ７ ）

ま た は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 ： ２ ３ ６ 番 ～ １ ０ ２ ３ 番 、 配 列

番 号 ５ ５ ） を マ ウ ス 、 ウ サ ギ に 免 疫 し 、 該 抗 原 特 異 的 抗 体 を 作 製 、 取 得 し た 。 実 施 例 Ａ ,

Ｂ ,Ｃ ,Ｄ － ５ と 同 様 に 、 こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に よ り 、

担 癌 生 体 血 清 中 に 含 ま れ る 該 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 検 出 を 行 っ た 。

【 ０ ３ ４ ８ 】

　 そ の 結 果 、 ヒ ト 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て 抗 原 ポ リ ペ プ チ

ド を 検 出 す る こ の 手 法 に お い て 、 本 診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 犬 平 均 値 の 2倍 以 上 と し

た 場 合 、 248検 体 、 79.7%で 悪 性 と 診 断 で き る こ と が わ か っ た 。 ネ コ に つ い て も 同 様 に 、 本

診 断 法 に よ る 悪 性 判 断 を 健 常 猫 平 均 値 の 2倍 以 上 と し た 場 合 、 7検 体 、 63.6%で 悪 性 と 診 断

で き る こ と が わ か っ た 。
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