
(57)【要約】

　本発明は、癌発生及び転移に関与するタンパク質を測

定することにより癌を診断する方法及び該方法を利用し

た診断キットに関するものである。より詳細には、タン

パク質のグリコシル化の変化を測定して癌を診断する方

法及び前記方法を利用した癌診断キットに関するもので

ある。本発明の方法及びキットは、大腸癌、胃癌、肺癌

及び肝臓癌を含む癌を高い感度で診断するのに有用に使

用できる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 １ ） 患 者 か ら 試 料 を 採 取 す る 工 程 、 及 び  
　 ２ ） 前 記 試 料 を 対 象 に 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の N-結 合 型 糖 鎖 変 化 を 測 定
す る 工 程
か ら な る 癌 診 断 方 法 。  
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 が 、 血 液 ま た は 尿 か ら 採 取 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 癌 が 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 、 肝 臓 癌 、 子 宮 癌 、 乳 癌 及 び 膵 臓 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ４ 】
　 糖 鎖 変 化 が 、 N-結 合 型 β 1,6N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 糖 鎖 側 鎖 変 化 で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ５ 】
　 タ ン パ ク 質 が 、 PDF、 ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル ・ シ ス -ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ガ レ ク チ
ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 L3抗 原 、 Mac-2結 合 タ ン パ ク 質 、 血 清 タ ン パ ク 質 90K、 腫 瘍 関 連 抗 原 90
K、 TIMP-1及 び 配 列 番 号 ６ ～ １ １ で 表 さ れ る ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ６ 】
　 測 定 が 、 ELISAま た は 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 を 含 む 抗 原 － 抗 体 結 合 反 応 を 利 用 す る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ７ 】
　 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 基 体 、 緩 衝 溶 液 、 発 色 酵 素 ま た は
蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た 2次 抗 体 、 発 色 基 質 及 び 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は 標 識 さ れ た L 4 -PHAで
構 成 さ れ 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 糖 鎖 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 癌 を 診 断 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 癌 が 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 、 肝 臓 癌 、 子 宮 癌 、 乳 癌 及 び 膵 臓 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 ９ 】
　 癌 が 、 大 腸 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 １ ０ 】
　 糖 鎖 変 化 が 、 N-結 合 型 β 1,6 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 糖 鎖 側 鎖 変 化 で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 １ １ 】
　 タ ン パ ク 質 が PDF、 ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル ・ シ ス -ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ガ レ ク チ ン
結 合 タ ン パ ク 質 、 L3抗 原 、 Mac-2結 合 タ ン パ ク 質 、 血 清 タ ン パ ク 質 90K、 腫 瘍 関 連 抗 原 90K
、 TIMP-1及 び 配 列 番 号 ６ ～ １ １ で 表 さ れ る ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 １ ２ 】
　 基 体 が 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ポ リ ビ ニ ル 樹 脂 製 96ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン 樹 脂
製 96ウ ェ ル プ レ ー ト 及 び ス ラ イ ド グ ラ ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 １ ３ 】
　 発 色 酵 素 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ 、 発 色 基 質 液 が 、 ABTS(2, 2'-ア ジ ノ -ビ ス (3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 ))
及 び OPD(o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン )、 TMB(テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ) か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 １ ４ 】
　 標 識 さ れ た 抗 体 が 、 ビ オ チ ン (ま た は そ の 誘 導 体 )標 識 抗 体 で あ り 、 標 識 さ れ た L 4 -PHAが
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、 ビ オ チ ン (ま た は そ の 誘 導 体 )標 識 L 4 -PHAで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ
ッ ト 。  
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を 測 定 す る こ と に よ り 癌 を 診 断 す る 方
法 及 び 該 方 法 を 利 用 し た 診 断 キ ッ ト に 関 す る も の で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 タ ン パ ク 質 の グ
リ コ シ ル 化 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 と り わ け 、 癌 の 発 生 と 転 移 に 関 連 す る タ ン パ ク
質 の N-結 合 型 糖 鎖 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 癌 を 診 断 す る 方 法 及 び こ れ を 用 い た 診 断 キ
ッ ト に 関 す る も の で あ る 。  
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 分 析 す る 方 法 と し て 長 い 間 ２ 次 元 電 気 泳 動 方 法 が 多 く 使 用 さ れ て き
た 。 と こ ろ が 、 最 近 に な っ て 、 MALDI-TOFの よ う な 質 量 分 析 器 の 発 達 と N-末 端 ア ミ ノ 酸 配
列 決 定 が 簡 単 に な る に つ れ て 、 ポ ス ト ゲ ノ ム 時 代 の 機 能 分 析 方 法 と し て プ ロ テ オ ミ ク ス が
登 場 し た 。 し か し 、 プ ロ テ オ ミ ク ス は ダ イ ナ ミ ッ ク に 動 く 生 体 に 対 し て 静 止 し た 一 時 点 を
選 択 的 に 分 析 す る た め 、 高 度 に 複 雑 な シ グ ナ ル 伝 達 の 結 果 発 生 す る と 知 ら れ て い る 癌 の 研
究 に は 、 あ る 程 度 の 限 界 が あ る 。 癌 の 検 出 に お い て は 、 染 色 に よ る 新 し い ス ポ ッ ト を 観 察
す る よ り も 、 シ グ ナ ル 伝 達 の 結 果 物 と し て 発 現 量 の 増 加 や 翻 訳 後 修 飾 を 調 べ る こ と が 重 要
で あ る 。 ２ 次 元 電 気 泳 動 で 検 出 で き る タ ン パ ク 質 は 非 常 に 少 量 で あ る た め 、 単 純 染 色 に よ
っ て は 分 析 が 難 し い の が 実 情 で あ る 。 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 を 観 察 す る こ と に よ り 、
か か る 問 題 点 を 克 服 し 、 翻 訳 後 修 飾 に 基 づ く 分 析 上 の 間 違 い を 修 正 す る こ と が で き る 。 癌
患 者 群 を 対 照 群 と 比 較 す る 時 、 一 般 的 な 電 気 泳 動 で は ス ポ ッ ト の 差 を 発 見 で き な い 場 合 に
も 、 グ リ コ シ ル 化 の 変 化 を レ ク チ ン で 分 析 す る と 、 両 群 を 明 確 に 区 別 す る こ と が 可 能 と な
る 。 こ れ は 、 現 在 グ リ コ ミ ク ス (glycomics)と 呼 ば れ て お り 、 プ ロ テ オ ミ ク ス の 分 析 上 の
難 し さ を 克 服 し た 一 歩 進 ん だ 分 析 方 法 で 、 翻 訳 後 修 飾 中 の タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 の 変
化 を 追 跡 す る こ と を 特 徴 と す る 。  
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 発 癌 及 び 転 移 の 過 程 で 起 き る 細 胞 の 生 物 学 的 変 化 を 観 察 す る と 、 細 胞 膜 表 面 に 存 在 す る
多 く の 種 類 の 糖 タ ン パ ク 質 や 糖 脂 質 が 癌 遺 伝 子 か ら の 特 定 の シ グ ナ ル に よ り 、 「 異 常 グ リ
コ シ ル 化 (aberrant glycosylation)」 を 生 じ 、 こ れ に よ る 糖 鎖 の 変 化 が 細 胞 間 の 接 着 や 認
識 に 変 化 を 起 こ し 、 そ の 結 果 、 発 癌 及 び 癌 転 移 を も た ら す (ハ コ モ リ と カ ン ナ ギ 、 J. Natl
. Cancer Inst.、 第 71巻 、 231～ 251頁 、 1983年 ； フ ェ イ ジ (Feizi)、 Nature、 第 314巻 、 53
～ 571頁 、 1985年 )。 細 胞 外 部 か ら 刺 激 を 受 け る と 、 シ グ ナ ル は 癌 遺 伝 子 ras、 転 写 因 子 ets
-1を 介 し て 伝 達 さ れ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 転 移 酵 素 V(GnT-V)の 発 現 を 刺 激 す る 。 前 記
GnT-Vは 、 糖 タ ン パ ク 質 の 基 本 糖 鎖 の β 1,6位 に N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン を 付 加 す る 反 応 を
触 媒 す る 酵 素 で あ り 、 癌 の 侵 潤 と 転 移 に 直 接 的 な 関 連 が あ る こ と が 知 ら れ て い る (デ ニ ス (
Dennis)等 、 Science、 第 236巻 、 582～ 5853頁 、 1987年 )。 糖 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 が
合 成 さ れ た 後 小 胞 体 ERで 基 本 糖 鎖 が 作 ら れ た 後 、 ゴ ル ジ 体 に 移 動 し て 細 胞 の 多 様 な 生 命 現
象 の 結 果 と し て 色 々 な 糖 転 移 酵 素 に よ り 糖 の 付 加 が な さ れ る の で あ る が 、 １ 次 的 な 糖 鎖 (P
rimary sugar chain)は ６ 種 類 の N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 糖 転 移 酵 素 (I-VI)が 触 媒 し て 得
ら れ 、 こ の 中 で 、 β 1,6-N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 糖 鎖 を 形 成 す る GnT-Vが 癌 の 発 生 と 転 移
に 深 く 関 与 す る と 考 え ら れ て い る 。 GnT-Vは 、 ゴ ル ジ 体 に 位 置 し 、 標 的 タ ン パ ク 質 は 糖 鎖
に 変 化 を 受 け て 細 胞 表 面 や 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る 。 こ の 時 、 糖 タ ン パ ク 質 は 標 的 細 胞 の 表 面
タ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 こ れ と 接 着 し て 癌 を 誘 発 す る こ と に な る 。  
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 GnT-Vは 、 1987年 に デ ニ ス 等 に よ り 、 β 1,6側 鎖 が 癌 組 織 の 増 殖 や 癌 転 移 が 起 き る 時 、 高
い 程 度 で 現 れ る こ と が 初 め て 報 告 さ れ た (デ ニ ス (Dennis)等 、 Science、 第 236巻 、 582～ 58
53頁 、 1987年 )。 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ る gp130は GnT-Vの 主 な 標 的 タ ン パ ク 質 の 中 の 一
つ で あ る が 、 β 1,6N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 付 加 に 高 い 転 移 活 性 が あ る こ と が 明 ら か に さ
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れ た 。 胚 性 管 幹 細 胞 に お い て GnT-Vが 欠 損 し た ES細 胞 (GnT-Vノ ッ ク ア ウ ト )マ ウ ス を 構 築 し
、 ウ イ ル ス 性 癌 遺 伝 子 で あ る ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス の 中 型 T抗 原 (以 下 「 PyMT」 と 称 す る )を
導 入 し て 癌 を 誘 発 さ せ る と 、 PyMTだ け を 過 剰 発 現 さ せ た 他 の 正 常 マ ウ ス に 比 べ て 、 GnT-V
ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は PyMTに よ り 誘 導 さ れ る 癌 の 成 長 と 転 移 が 大 き く 抑 制 さ れ (グ ラ ノ
フ ス キ (Granovsky)等 、 Nature Med.、 第  6巻 、 306～ 312頁 、 2000年 )、 β 1,6の 側 鎖 化 が 特
に 乳 癌 マ ウ ス に お い て 高 い 転 移 性 を 示 し た 。 最 近 の 研 究 で は 、 ３ ３ 種 類 の 肝 細 胞 癌 (HCC)
組 織 に お け る GnT-Vの 活 性 が 、 正 常 組 織 で の 活 性 と 比 べ て ５ ０ 倍 、 癌 周 辺 組 織 に 比 し て は
４ 倍 高 い こ と が 裏 付 け ら れ た (ヤ オ (Yao)等 、 J Cancer Res. Clin. Oncol.、 第 124巻 、 27
～ 307頁 、 1998年 )。 ま た 、 大 腸 癌 細 胞 株 WiDrに こ の GnT-Vを 過 剰 発 現 さ せ た も の を 、 免 疫
不 全 マ ウ ス に 導 入 し て 大 腸 癌 を 誘 導 し た 場 合 、 ま た は CAM分 析 方 法 で 授 精 卵 を 利 用 し て 血
管 新 生 を 調 査 し た 場 合 に も 、 高 い 転 移 活 性 が 確 認 さ れ た (ミ ヨ シ 等 、 未 発 表 デ ー タ 、 2001
年 )。 こ の よ う に GnT-Vは 、 癌 の 転 移 過 程 に 関 与 し て お り 、 組 織 に 関 係 な し に 高 い 転 移 活 性
を 有 す る も の と 考 え ら れ て い る 。 こ の GnT-V酵 素 は 、 ヒ ト の 肺 癌 細 胞 及 び マ ウ ス の 腎 臓 か
ら 精 製 さ れ 、 該 酵 素 の cDNAク ロ ー ニ ン グ 、 ゲ ノ ム 構 造 及 び プ ロ モ ー タ 領 域 の 分 析 が な さ れ
た (グ ー (Gu)等 、 J Biochem、 第 113巻 、 614～ 619頁 、 1993年 ； ソ レ イ バ (Soreibah)等 、 J B
iol. Chem.、 第 268巻 、 15381～ 15385頁 、 1993年 ； カ ン (Kang)等 、 J. Biol. Chem.、 第 271
巻 、 26706～ 26712頁 、 1996年 )。 最 近 、 本 発 明 者 ら も 転 写 因 子 で あ る ets-1が GnT-Vの 発 現
に 大 き く 関 与 す る こ と を 報 告 し た (コ (Ko)等 、 J. Biol. Chem.、 第 274(33)巻 、 22941～ 229
48頁 、 1999年 )。 一 方 、 最 近 に な っ て 食 生 活 の 西 洋 化 に よ り 、 大 腸 癌 は 、 現 在 男 女 共 に ４
番 目 に 高 い 発 病 率 を 示 し 、 持 続 的 な 増 加 傾 向 を 見 せ て い る が 、 大 腸 内 視 鏡 の 他 に は 正 確 に
大 腸 癌 を 診 断 す る 方 法 が な い の が 実 情 で あ る 。  
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 以 上 の こ と を 鑑 み て 、 本 発 明 者 ら は 癌 が 誘 発 さ れ た 細 胞 で 糖 転 移 酵 素  GnT-Vに よ り 付 加
さ れ た β 1,6-N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン を 検 出 し て 、 こ れ を 質 量 分 析 器 で ア ミ ノ 酸 配 列 を 分
析 し て 糖 鎖 変 化 を 示 す 新 し い 糖 タ ン パ ク 質 を 発 見 し 、 検 体 か ら 前 記 タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 変 化
を 測 定 し て 癌 を 診 断 す る 方 法 と 前 記 方 法 を 利 用 し た 癌 の 診 断 キ ッ ト を 開 発 す る こ と に よ り
本 発 明 を 完 成 し た 。  
【 ０ ０ ０ ６ 】

 
　 本 発 明 の 目 的 は 、 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 変 化 を 測 定 し て 癌 を 診 断
す る 方 法 及 び 該 方 法 を 利 用 し た 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る こ と で あ る 。  
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 前 記 目 的 を 達 成 す る た め に 本 発 明 は 、 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 変 化
を 測 定 し て 癌 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 方 法 を 利 用 し た 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。  
　 前 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 、 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 変
化 を 測 定 し て 癌 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ １ ０ 】
　 前 記 癌 は 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 、 肝 臓 癌 、 子 宮 癌 、 乳 癌 及 び 膵 臓 癌 か ら な る 群 か ら 選 択
で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。  
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 正 常 細 胞 と 比 較 す る こ と に よ り 、 癌 細 胞 及 び 転 移 し た 細 胞 に お け る 、 N-結 合
型 糖 鎖 の 変 化 で あ る β 1,6N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 変 化 を 示 す 、 タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 側 鎖
変 化 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 β 1,6N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 糖 鎖 を 形 成 す る GnT-Vは
、 組 織 に 関 係 な し に 癌 の 発 生 と 転 移 に 関 与 し 、 β 1,6-N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 糖 鎖 は 、 レ
ク チ ン で あ る フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン -L 4 (以 下 「 L 4 -PHA」 と 称 す る )に よ り 検 出 す る こ と が
で き る 。  
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 癌 の 転 移 は 、 細 胞 間 の 認 識 お よ び 接 着 に よ る も の で 、 認 識 と 接 着 に 関 与 す る 糖 タ ン パ ク
質 は 細 胞 の 表 面 に あ る か ま た は 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る た め 、 血 液 や 尿 等 の 体 液 か ら の 初 期 マ
ー カ ー の 診 断 を 通 し て 癌 診 断 が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 大 腸 癌 特 異
的 な マ ー カ ー を 捜 し 出 す た め に GnT-V発 現 が 相 対 的 に 低 い 大 腸 癌 細 胞 株 WiDrを 使 用 し た 。 G
nT-Vを 過 剰 発 現 す る 細 胞 株 で あ る GnT-V/WiDrを 大 腸 癌 の モ デ ル シ ス テ ム と し て 用 い て グ リ
コ ミ ク ス を 遂 行 し た 。 本 発 明 で は 、 転 移 性 癌 細 胞 の 培 養 液 を ２ 次 元 電 気 泳 動 で 分 析 し た 。
そ の 結 果 、 二 枚 の ゲ ル を 得 、 一 枚 は ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で 染 色 し 、 も う 一 枚 は
レ ク チ ン ブ ロ ッ ト を 遂 行 し て 、 最 後 に 正 常 細 胞 と 比 べ て 癌 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 で 糖 鎖 変 化
を 起 こ し た タ ン パ ク 質 を 選 別 し た (図 ５ 及 び 図 ６ 参 照 )。 β 1,6N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 側
鎖 を 認 識 す る レ ク チ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 癌 細 胞 に 何 カ 所 で 濃 い 強 度 の ス ポ ッ ト が 検 出 さ れ
た 。 該 ス ポ ッ ト に 該 当 す る タ ン パ ク 質 が 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 し て 糖 鎖 変 化 を 示 す こ と が
確 認 さ れ た 。  
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ゲ ル 上 か ら 該 当 す る ス ポ ッ ト を 切 り 出 し 、 タ ン パ ク 質 を 切 断 し た 後 、 切 断 さ れ た ペ プ チ
ド を エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 ／ 四 重 極 － 飛 行 時 間 型 (ESI/Q-TOF)質 量 分 析 器 で ア ミ ノ
酸 配 列 を 決 定 し て 、 配 列 番 号 １ ～ １ ５ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 明 ら か に し た 。 前 記 分 析
さ れ た ペ プ チ ド 配 列 は 、 既 存 の タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 正 確 な タ ン パ ク 質 の 名
称 を 同 定 し 、 各 々 の 配 列 と 分 子 量 、 等 電 点 等 を さ ら に 分 析 し た (表 １ 参 照 )。  
【 ０ ０ １ ４ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 は 、 N-結 合 型 糖 鎖 は  Asn-Xaa-Thr/Serと い う 配 列 上 で Asnに 生 じ る と い
う 公 知 の 事 実 を 基 に し て 確 認 し た (バ ル キ (Varki)等 、 Essentials of glycobiology, Cold
 Spring Harbor Laboratory, New York, USA、 85～ 100頁 、 1999年 )。  
【 ０ ０ １ ５ 】
　 前 記 で 分 析 さ れ た 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 は 、 PDF(prostate
-derived factor)の 一 部 分 で あ り 、 PDFは TGF-β (ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β )フ ァ
ミ リ の BMPs(骨 形 成 タ ン パ ク 質 )の 一 つ で あ っ て 、 軟 骨 形 成 を 誘 導 し て 骨 の 発 生 と 再 生 に 関
与 す る も の と し て 知 ら れ て い て (パ ラ ル カ ー (Paralkar)V.M.等 、 J Biol. Chem、 第 273巻 13
760～ 13767頁 、 1998年 )、 2ヵ 所 の 保 存 さ れ た N-結 合 型 糖 鎖 部 位 を 有 し て い る 。 前 記 タ ン パ
ク 質 は 、 PDF、 MIC-1(macrophage inhibitory cytokine-1)、 PLAB(placental bone morpho
genic protein)、 GDF-15(growth/ differentiation factor 15)等 の 名 前 で 幾 つ か の グ ル
ー プ に よ っ て 発 見 さ れ た 。  
【 ０ ０ １ ６ 】
　 前 記 で 分 析 さ れ た 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 及 び 配 列 番 号 ５ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 は 、
T細 胞 シ ク ロ フ ィ リ ン と し て 知 ら れ て い る も の で ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル ・ シ ス -ト ラ ン ス ・
イ ソ メ ラ ー ゼ と も よ ば れ 、 配 列 上 ３ ヵ 所 の 保 存 さ れ た N-結 合 型 糖 鎖 部 位 を 有 し て い る 抗 酸
化 シ ス テ ム の 構 成 成 分 と し て よ く 知 ら れ て い る 。  
【 ０ ０ １ ７ 】
　 前 記 で 分 析 さ れ た 配 列 番 号 ６ ～ １ １ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 は 、 既 知 の 様 々 な デ ー タ ベ
ー ス と 比 較 し た 結 果 、 新 し い タ ン パ ク 質 で あ る と 判 明 し た 。 ４ 番 目 の ペ プ チ ド に Asn-Xaa-
Serの 配 列 を 持 っ て い て N-結 合 型 糖 鎖 を 保 有 し て い る も の と 推 定 さ れ る 。  
【 ０ ０ １ ８ 】
　 前 記 で 分 析 さ れ た 配 列 番 号 １ ２ 及 び 配 列 番 号 １ ３ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 は 、 ガ レ ク チ
ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 L3抗 原 、  Mac-2結 合 タ ン パ ク 質 、 血 清 タ ン パ ク 質 90K、 腫 瘍 関 連 抗 原 9
0K等 の 様 々 な 名 前 で 知 ら れ て い る 。 癌 や AIDS患 者 の 血 液 か ら 検 出 さ れ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト
の 結 果 に よ れ ば 正 常 組 織 、 原 発 癌 、 腫 瘍 関 連 細 胞 株 で 高 く 発 現 す る が 、 そ の 発 現 は 疾 病 の
タ イ プ に よ っ て 多 様 で あ り 、 ７ ヵ 所 の 保 存 さ れ た N-結 合 型 糖 鎖 部 位 を 有 し て い る (ウ ル リ
ッ チ (Ullich)A.等 、 J Biol. Chem.、 第 269巻 、 18401～ 18407頁 、 1994年 )。  
【 ０ ０ １ ９ 】
　 前 記 で 分 析 さ れ た 配 列 番 号 １ ４ 及 び 配 列 番 号 １ ５ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 は 、 TIMP-1(t
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issue inhibitor of matrix metalloproteinase-1)と し て 知 ら れ て お り 、 TIMPは 今 ま で ４
(１ ～ ４ )種 発 見 さ れ て い て 、 該 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 22K～ 30Kと 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 で あ
り 、 ４ ０ ～ ５ ０ ％ の 相 同 性 を 有 し て い る 。 TIMP-1は グ リ コ シ ル 化 に よ り ト レ イ ン (train)
形 態 を と り 、 こ の た め TIMP-1の 分 子 量 は 高 い よ う に み え る が (図 ７ 参 照 )、 N-末 端 が MMPsに
付 着 し マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 を 阻 害 す る も の と 知 ら れ て い て 、 ２ ヵ 所 の
N-結 合 型 糖 鎖 を 有 し て い る (ゴ ム ル ス -レ ウ ス (Gomls-Reuth)F.等 、 Nature、 第 389巻 、 77～
81頁 、 1997年 )。  
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 で 明 ら か に し た ５ 種 類 の タ ン パ ク 質 の う ち ２ 種 類 、 ガ レ ク チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 (腫
瘍 関 連 抗 原 90K)及 び TIMP-1は 、 癌 の 発 生 と 転 移 に 直 接 的 に 関 与 す る と 報 告 さ れ て い る が 、
前 記 二 種 の タ ン パ ク 質 に お け る 癌 に 誘 発 さ れ た β 1,6N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 糖 鎖 側 鎖
変 化 に 関 す る 直 接 的 な 報 告 は 、 現 在 ま で 発 表 さ れ て い な い 。  
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 で 明 ら か に し た 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 し 、 糖 鎖 変 化 を 示 す タ ン パ ク 質 は 、 糖 タ ン パ
ク 質 で あ り 、 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る か そ こ か ら 分 泌 さ れ る た め 、 血 液 や 尿 等 の 体 液 中 の 前
記 タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び N-結 合 型 糖 鎖 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 癌 を 診 断 で き る 。  
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 記 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を 利 用 し て 癌 を 診 断 す る 方 法 は 、 患 者 か ら 試
料 を 採 取 す る 工 程 (工 程 １ )及 び 前 記 試 料 に つ い て 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の
発 現 及 び N-結 合 型 糖 鎖 変 化 を 測 定 す る 工 程 (工 程 ２ )の ２ 工 程 か ら な る 。  
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 前 記 工 程 １ の 試 料 は 、 血 液 ま た は 尿 か ら 採 取 す る こ と が で き 、 好 ま し く は 一 般 的 な 血 清
分 離 法 で 調 製 す る 。  
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 前 記 工 程 ２ の 測 定 方 法 と し て は 、 抗 原 － 抗 体 反 応 の 原 理 に 基 づ く す べ て の 分 析 方 法 が 使
用 で き る 。 そ の 中 で も 抗 原 － 抗 体 反 応 の 分 析 に 最 も よ く 使 用 さ れ る ELISA(酵 素 結 合 免 疫 吸
着 検 定 法 )と 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 を 用 い る の が 好 ま し い 。 　  
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 癌 を 診 断 す る た め に 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体
を 生 産 し 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 程 度 及 び N-結 合 型 糖 鎖 変 化 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ELISAを 利 用 し て タ ン パ ク 質 の 発 現 程 度 及 び N-結 合 型 糖 鎖 変 化 を 測 定 す る 方 法 は 、  
１ ） 基 体 に 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 吸 着 さ せ る 工 程 、  
２ ） 前 記 基 体 に 検 体 の 血 清 を 添 加 し て 反 応 さ せ 、 そ の 後 そ れ を 洗 浄 す る 工 程 、  
３ ） 標 識 さ れ た 同 一 抗 体 ま た は 標 識 L 4 -PHAを 添 加 し て 反 応 さ せ る 工 程 、  
４ ） 前 記 基 体 を 洗 浄 し た 後 、 発 色 酵 素 ま た は 蛍 光 物 質 が 結 合 さ れ た 2次 抗 体 を 添 加 し て 反
応 さ せ る 工 程 、 及 び  
５ ） 発 色 基 質 液 を 添 加 し て 発 色 さ せ た 後 、 ELISAリ ー ダ ー で 吸 光 度 を 測 定 す る 工 程
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 工 程 １ の 基 体 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ポ リ ビ ニ ル 樹 脂 製 96ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ポ リ ス チ
レ ン 樹 脂 製 96ウ ェ ル プ レ ー ト 及 び ス ラ イ ド グ ラ ス か ら な る 群 か ら 選 択 で き 、 本 発 明 で は 96
ウ ェ ル プ レ ー ト を 使 用 し た 。  
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 前 記 工 程 ３ の 標 識 に は 、 ビ オ チ ン 等 の 化 合 物 (ま た は そ の 誘 導 体 )を 使 用 で き 、 ビ オ チ ン
標 識 さ れ た 同 一 抗 体 に よ っ て 、 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 分 析 で き 、
ビ オ チ ン 標 識 さ れ た L 4 -PHAに よ っ て 、 N-結 合 型 糖 鎖 変 化 で あ る β 1,6N-ア セ チ ル グ ル コ サ
ミ ン の 糖 鎖 側 鎖 変 化 を 測 定 で き る 。  
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 工 程 ４ の 抗 体 に 結 合 さ れ る 発 色 酵 素 に は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-515440 A 2005.5.26



が 使 用 で き 、 蛍 光 物 質 は FITC、 RITC等 が 使 用 で き 、 本 発 明 で は 特 に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 結
合 さ れ た 抗 体 を 使 用 し た 。 　  
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 工 程 ５ の 発 色 基 質 液 に は 、 ABTS(2, 2'-ア ジ ノ -ビ ス (3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル
ホ ン 酸 ))ま た は OPD(o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン )、 TMB(テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン )が 使 用 で き 、
本 発 明 で は 特 に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 発 色 す る OPDを 使 用 し た 。 　  
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 癌 診 断 方 法 で は 、 生 物 学 的 マ イ ク ロ チ ッ プ (biological microchip)及 び 自 動 マ
イ ク ロ ア レ イ シ ス テ ム を 利 用 し て 大 量 に 試 料 を 分 析 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 糖 鎖 変 化 を 測 定 し
て 癌 を 診 断 す る キ ッ ト を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 前 記 癌 は 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 、 肝 臓 癌 、 子 宮 癌 、 乳 癌 及 び 膵 臓 癌 を 包 含 す る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 す べ て の 種 類 の 癌 が 本 発 明 の 対 象 に な り 得 る 。  
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 は 、 PDF、 ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル ・ シ ス -ト ラ ン ス
・ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ガ レ ク チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 L3抗 原 、 Mac-2結 合 タ ン パ ク 質 、 血 清 タ ン
パ ク 質 90K、 腫 瘍 関 連 抗 原 90K、 TIMP-1及 び 配 列 番 号 ６ ～ １ １ で 表 さ れ る ペ プ チ ド を 含 む タ
ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。  
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト は 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 定 量 分 析 ま た は 定 性 分 析 す る か ま た は
、 N-結 合 型 糖 鎖 変 化 、 具 体 的 に は β 1,6-N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 糖 鎖 側 鎖 変 化 を 測 定 す る
の に 利 用 で き る 。 前 記 分 析 の た め に ELISAを 利 用 で き る 。 例 え ば 、 前 記 タ ン パ ク 質 に 対 す
る 抗 体 を コ ー テ ィ ン グ し た 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 等 を 利 用 し た ELISA用 に 前
記 診 断 キ ッ ト を 提 供 で き る 。  
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト は 、 前 記 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 基 体 、 緩 衝 液 、 発 色 酵 素 ま た は
蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 、 発 色 基 質 等 を 含 む こ と が で き 、 特 に β 1,6-N-ア セ チ ル グ
ル コ サ ミ ン 糖 鎖 側 鎖 変 化 を 測 定 す る た め に L 4 -PHAを 含 む こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 基 体 に は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ポ リ ビ ニ ル 樹 脂 製 96ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン 樹
脂 製 96ウ ェ ル プ レ ー ト 及 び ス ラ イ ド グ ラ ス 等 が 使 用 で き 、 発 色 酵 素 に は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 使 用 で き 、 蛍 光 物 質 に は 、 FITC、 RITC等 が 使 用 で き 、
発 色 基 質 液 に は 、 ABTS(2, 2'-ア ジ ノ -ビ ス (3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 ))ま
た は OPD(o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン )、 ま た は TMB(テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン )が 使 用 で き る 。  
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト で 癌 を 診 断 す る た め に 、 生 物 学 的 マ イ ク ロ チ ッ プ を 利 用 し た
自 動 分 析 法 を 利 用 で き る 。 例 え ば 、 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 連 し て 糖 鎖 が 変 化 し た タ ン パ ク 質
等 を ス ラ イ ド グ ラ ス 等 の 表 面 に 固 定 化 さ せ て タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 作 製 し 、 タ ン パ ク 質 の 糖
鎖 変 化 を 同 時 に 測 定 で き る よ う に 診 断 キ ッ ト を 構 成 で き る 。 こ の よ う な 診 断 キ ッ ト は 、 前
記 タ ン パ ク 質 、 緩 衝 液 及 び L 4 -PHA等 を 含 む 。  
【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 の 実 用 的 で 、 好 ま し い 態 様 を 、 以 下 の 例 で 説 明 す る 。
　 し か し な が ら 、 当 業 者 は 、 本 開 示 に 基 づ き 、 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 の 中 で 、 変 更 や 改 良 を
な し 得 る も の と 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
例 １
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細 胞 株 の ２ 次 元 電 気 泳 動 と レ ク チ ン ブ ロ ッ ト



　 本 発 明 者 ら は 、 GnT-V/WiDr細 胞 株 を 大 腸 癌 の モ デ ル シ ス テ ム と し て 該 細 胞 株 で の プ ロ テ
オ ミ ク ス を 試 み た 。 具 体 的 に は 、 細 胞 を 培 養 し た 後 、 細 胞 内 と 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る タ ン パ
ク 質 の う ち 、 本 酵 素 に 関 連 し て 癌 の 悪 化 を 惹 起 す る 具 体 的 な 標 的 タ ン パ ク 質 群 を 検 索 し た
。 対 照 群 細 胞 株 で あ る Mock/WiDr、 ets-1を 過 剰 発 現 す る 細 胞 株 で あ る ets-1/WiDr及 び GnT-
Vを 過 剰 発 現 す る 細 胞 株 で あ る  GnT-V/WiDrを 10％ ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)を 含 む RPMI培 地 (Gibc
o BRL社 )で 培 養 し た 。 過 剰 発 現 細 胞 株 は 、 米 国 の ATCC(American Type Tissue Culture)社
か ら 購 入 し た 大 腸 癌 細 胞 株 WiDrに 真 核 細 胞 過 剰 発 現 プ ラ ス ミ ド (コ 等 、 J. Biol. Chem.、
第 274(33)巻 、 22941～ 22948頁 、 1999年 )と 転 写 因 子 ets-1、 そ し て 糖 転 移 酵 素  GnT-Vを 導
入 し た 。 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 に 対 応 し て 350μ g/mlの 濃 度 で G418を 処 理 し た 。 コ ロ ニ
ー が 形 成 さ れ た 時 、 ets-1は 抗 体 を 利 用 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 、 GnT-Vは cDNAを 利 用 し
た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト で 検 出 し た 。 ２ ～ ３ 日 後 、 CO 2 培 養 器 中 の 培 養 プ レ ー ト の 底 を 細 胞 が 9
0％ 程 度 覆 っ た 時 (confluent)、 細 胞 を PBS(リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 )で ２ 回 以 上 洗 っ て 残 存 血 清
を 除 去 し た 。 ス ク レ イ パ ー で 細 胞 を 掻 き 集 め た 後 、 PBSで 洗 浄 し て 1mlの PBSに 懸 濁 さ せ た
後 、 超 音 波 破 砕 機 で １ 分 ず つ ３ 回 細 胞 を 破 砕 し た 。 前 記 破 砕 細 胞 に TCA(ト リ ク ロ ロ 酢 酸 )
を 含 む ア セ ト ン を 最 終 濃 度 が １ ０ ％ に な る よ う に 加 え 、 タ ン パ ク 質 だ け を 沈 殿 さ せ る 。 ア
セ ト ン で ３ 回 以 上 洗 っ て 残 留  TCAを 除 去 し て 乾 燥 し た 後 、 ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ 緩 衝 溶 液 (8M
尿 素 、 2％  Triton X-100、 20 mM DTT、 0.5％ 両 性 担 体 、 ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 色 素 )を
加 え て 溶 解 し 、 Multiphor-II(Pharmarcia社 )を 利 用 し て １ 次 元 電 気 泳 動 を 実 施 し た (18cm
の ド ラ イ ス ト リ ッ プ 、 pH 3～ 10)。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 得 ら れ た １ 次 元 電 気 泳 動 ゲ ル を SDSと 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む 平 衡 緩 衝 溶 液 で 平
衡 化 さ せ た 後 、 Protean II(Bio-Rad社 )を 利 用 し て 12％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド で 2次 元 電 気 泳
動 を 実 施 し た 。 得 ら れ た 二 枚 の ゲ ル を 得 、 一 枚 は バ イ オ セ ー フ (Biosafe)染 色 液 (Bio-Rad
社 )を 利 用 し て ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 し た 。 も う 一 枚 は 、 半 乾 燥 転 写 装 置 (Bi
o-Rad社 )を 利 用 し て PVDF(ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド )膜 へ 転 写 し た 。 β 1,6 N-ア セ チ ル
グ ル コ サ ミ ン 側 鎖 を 認 識 す る ビ オ チ ン 標 識 さ れ た L-PHAを 、 側 鎖 を 持 っ た 糖 タ ン パ ク 質 に
付 く よ う に し た 後 、 HRP標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 付 着 さ せ 、 ECL蛍 光 反 応 を 利 用 し
て フ イ ル ム に 感 光 さ せ た 。  
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 対 照 群 (Mock/WiDr)と の 比 較 の た め に 同 一 条 件 で 実 験 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 ま ず １ 次 元 (
等 電 点 分 離 )電 気 泳 動 を 行 い 、 次 に ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で 染 色 し て (図 ３ )、 ゲ
ル の タ ン パ ク 質 を PVDF膜 に 転 写 し 、 GnT-Vに 特 異 的 な L 4 -PHAで レ ク チ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た (
図 ４ )。 ３ 回 以 上 の ２ 次 元 電 気 泳 動 を 行 い 、 細 胞 内 の タ ン パ ク 質 発 現 の 変 化 を ソ フ ト ウ ェ
ア (PDQUEST、 Bio-Rad社 )を 利 用 し て 分 析 し た 結 果 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル で ４ 倍
以 上 の 差 を 見 せ る タ ン パ ク 質 は 検 出 さ れ な か っ た 。 図 ４ の レ ク チ ン ブ ロ ッ ト で も 大 き な 変
化 が 見 ら れ な か っ た 。  
【 ０ ０ ４ ３ 】
例 ２

　 本 発 明 者 ら は 、 無 血 清 培 地 で 細 胞 株 を 培 養 し て 糖 鎖 の 変 化 を 調 べ た 。 具 体 的 に は 、 Mock
/WiDr細 胞 株 、 ets-1/WiDr細 胞 株 及 び GnT-V/WiDr細 胞 株 を 10％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む RPMI(Gi
bco BRL社 )培 地 で 培 養 し た 。 ２ ～ ３ 日 後 、 CO 2 培 養 器 中 の 培 養 プ レ ー ト の 底 を 細 胞 が 80％
程 度 覆 っ た 時 、 PBSで ２ 回 以 上 洗 っ て 残 存 血 清 を 除 去 し た 。 さ ら に 血 清 を 含 ま な い RPMI培
地 を 入 れ て ４ ８ 時 間 培 養 し た 後 、 培 養 液 を 集 め た 。 培 地 を 濃 縮 し た 後 、 最 終 濃 度 10％ に な
る よ う TCA(ト リ ク ロ ロ 酢 酸 )を 含 む ア セ ト ン を 加 え て タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ た 。 ア セ ト ン
で ３ 回 以 上 洗 っ て 残 留  TCAを 除 去 し 乾 燥 し た 後 、 ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ 緩 衝 溶 液 (8M尿 素 、 2％
 Triton X-100、 20 mM DTT、 0.5％ 両 性 担 体 、 ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 色 素 )を 加 え て 溶 解
し た 後 、 前 記 例 １ と 同 じ 方 法 で １ 次 元 電 気 泳 動 と ２ 次 元 電 気 泳 動 を 遂 行 し た 。  
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 2次 元 電 気 泳 動 の 結 果 、 FCSが 微 量 残 っ て い て PTM(翻 訳 後 修 飾 )の 大 幅 な 変 化 が 予 想 さ れ
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た た め 、 発 現 量 の 比 較 は ソ フ ト ウ ェ ア の 限 界 上 難 し さ が あ っ た 。 反 面 、 L-PHAレ ク チ ン ブ
ロ ッ ト の 結 果 か ら 、 対 照 群 と 比 べ て ets-1過 剰 発 現 細 胞 株 で 濃 い ス ポ ッ ト が 検 出 さ れ 、 GnT
-V過 剰 発 現 細 胞 株 で 最 も 濃 い ス ポ ッ ト が 観 察 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た (図 ５ 及 び 図 ６ )。 こ
れ ら の ス ポ ッ ト の 中 か ら １ ２ 個 の ス ポ ッ ト を 切 り 出 し 、 ５ 個 の ス ポ ッ ト を 同 定 し た 。  
【 ０ ０ ４ ５ 】
例 ３

　 本 発 明 者 ら は 、 前 記 の ５ 個 の ス ポ ッ ト に 存 在 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 既 に Ｘ
線 フ イ ル ム に 感 光 さ せ た PVDF膜 (レ ク チ ン ブ ロ ッ ト )を ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で 染
色 し 、 感 光 し た フ イ ル ム に 再 び 付 着 さ せ 、 ス ポ ッ ト の 正 確 な 位 置 を 確 認 し 、 そ の 後 ク ー マ
シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で 染 色 さ れ た ゲ ル 上 の 該 当 す る ス ポ ッ ト を 切 り 出 し た 。 30％ の メ
タ ノ ー ル と 100％ ア セ ト ニ ト リ ル を 利 用 し て 脱 色 後 、 10Uの ト リ プ シ ン (Promega社 )を 加 え
て ３ ７ ℃ で 一 晩 切 断 し た 。 ペ プ チ ド を ア セ ト ニ ト リ ル で 抽 出 し た 後 、 遠 心 凍 結 乾 燥 機 で 凍
結 乾 燥 し て ESI/Q-TOF(エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 ／ 四 重 極 － 飛 行 時 間 型 )質 量 分 析 器 で
ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た 。 ESIは 、 各 ペ プ チ ド を 分 離 す る 効 果 が あ り 、 タ ン デ ム 質 量 分 析
は 配 列 分 析 が 可 能 で あ る 。  
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 そ の 結 果 、 ESI/Q-TOFに よ り 配 列 番 号 １ ～ １ ５ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 が 決 定 さ れ 、 前
記 配 列 は タ ン パ ク 質 の デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 同 定 し 、 各 々 の 配 列 と 分 子 量 (MW)、 等 電 点
(pI)等 を 以 下 に 示 し た (表 １ )。  
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ れ ら の 特 性 を 下 記 に 示 す 。 上 記 の タ ン パ ク 質 は 、 N-結 合 型 糖 鎖 が Asn-Xaa-Thr/Serと
い う 配 列 上 の Asnに 生 じ る と い う 公 知 の 事 実 に も と づ い て 確 認 し た (バ ル キ (Varki)等 、 Ess
entials of glycobiology, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, USA、 85～ 100頁
、 1999年 )。  
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 前 記 表 １ の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 含 む a、 即 ち PDF(prost
ate-derived factor)は 、 TGF(ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 )-β フ ァ ミ リ の BMPs(骨 形 成
タ ン パ ク 質 )中 の 一 つ と し て ２ ヵ 所 の 保 存 さ れ た N-結 合 型 糖 鎖 部 位 を 有 し て い る 。 こ の タ
ン パ ク 質 は 、 PDFだ け で は な く 、 MIC-1(macrophage inhibitory cytokine-1)、 PLAB(place
ntal bone morphogenic protein)、 GDF-15、 PTGFP等 の 名 前 で 色 々 な グ ル ー プ に よ り 発 見
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さ れ た 。  
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 及 び 配 列 番 号 ５ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 含 む bは 、 T細 胞 シ ク
ロ フ ィ リ ン と し て 知 ら れ て い る も の で 、 ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル ・ シ ス -ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ
ー ゼ と も 呼 ば れ 、 ３ ヵ 所 の 保 存 さ れ た N-結 合 型 糖 鎖 部 位 を 有 し て い る 。  
【 ０ ０ ５ １ 】
　 配 列 番 号 ６ ～ １ １ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 含 む cは 、 既 存 の 公 知 の デ ー タ ベ ー ス と 比
較 し た 結 果 、 新 し い タ ン パ ク 質 で あ る と 判 明 し た 。 ４ 番 目 の ペ プ チ ド に Asn-Xaa-Serの 配
列 を 持 っ て い て N-結 合 型 糖 鎖 を 保 有 し て い る も の と 推 定 さ れ る 。  
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 配 列 番 号 １ ２ 及 び 配 列 番 号 １ ３ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 含 む dは 、 ガ レ ク チ ン 結 合 タ
ン パ ク 質 、 L3抗 原 、 Mac-2-結 合 タ ン パ ク 質 、 血 清 タ ン パ ク 質 90K、 腫 瘍 関 連 抗 原  90K等 の
様 々 な 名 前 で 知 ら れ て い て 、 ７ ヵ 所 の 保 存 さ れ た N-結 合 型 糖 鎖 部 位 を 有 し て い る 。  
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 配 列 番 号 １ ４ 及 び 配 列 番 号 １ ５ で 表 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 含 む eは 、 TIMP-1(tissue inh
ibitor of matrix metalloproteinase-1)と し て 知 ら れ 、 ESI/Q-TOFに 同 定 さ れ た 前 記 timp
-1の 例 で あ る (図 ７ )。 TIMP-1は 、 図 ７ に 見 ら れ る よ う に グ リ コ シ ル 化 に よ り ト レ イ ン 形 態
と な っ て お り 、 こ れ に よ り 分 子 量 は 高 く み え る 。 TIMP-1は ま た 、 ２ ヵ 所 の N-結 合 型 糖 鎖 部
位 を 含 ん で い る 。  
【 ０ ０ ５ ４ 】
例 ４

　 本 発 明 者 ら は 、 前 記 で 同 定 し た タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 糖 鎖 変 化 を 測 定 し て 癌 を 診 断 す
る た め 、 ELISAを 利 用 し て 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 糖 鎖 変 化 を 測 定 し た 。  
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま ず 、 標 的 タ ン パ ク 質 の cDNAを 得 た 後 、 真 核 細 胞 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し
、 こ れ を WiDr細 胞 株 に ク ロ ー ニ ン グ し て 培 養 液 か ら タ ン パ ク 質 を 各 1mg程 度 精 製 し た 後 、
ア ジ ュ バ ン ド と 混 ぜ て ウ サ ギ の 皮 下 に 注 射 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 し た 。 前 記 の 抗
体 を 所 定 量 ず つ 二 枚 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 吸 着 さ せ た 。 即 ち 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト (Maxisor
b、 Nunc社 )に バ ク テ リ ア 由 来 の タ ン パ ク 質 Aを １ ウ ェ ル 当 た り 1μ gず つ 0.1M炭 酸 ナ ト リ ウ
ム (pH 9.6)100μ lの 存 在 下 で 被 覆 し 、 続 け て TBS-T(ト リ ス 緩 衝 食 塩 水 － Tween、 0.2M Tris
-Cl、 0.4 M NaCl、 0.05％  Tween-20)で 洗 浄 し 、 上 記 で 製 造 し た 抗 体 を 付 着 さ せ 、 再 び TBS
-Tで 洗 浄 し 、 非 付 着 部 分 を ブ ロ ッ キ ン グ し て 安 定 化 さ れ た 抗 体 系 を 調 製 し た 。 血 液 や そ の
他 の 試 料 を 再 現 性 と 統 計 処 理 の た め に 連 続 稀 釈 し て プ レ ー ト に 加 え た 後 、 TBS-Tで ３ 回 洗
浄 し た 。 こ の 時 、 標 的 タ ン パ ク 質 は 各 々 の 特 異 抗 体 に 付 着 し て い る 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 は
、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 同 一 抗 体 で 確 認 し 、 β 1,6 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 糖 鎖 変 化 は 、
レ ク チ ン に よ り 確 認 し 、 こ こ で ビ オ チ ン 標 識 さ れ た L-PHAを 利 用 し た 。 ビ オ チ ン 標 識 さ れ
た 抗 体 を 製 造 す る た め に 、 抗 体 (5～ 10mg/ml)を 250mlの SBRB(ス ク シ ニ ミ ジ ル － ビ オ チ ン 反
応 バ ッ フ ァ ー )中 、 ２ ３ ℃ で ６ 時 間 透 析 し た 。 NHS-ビ オ チ ン (N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ジ ル
－ ビ オ チ ン )ま た は NHS-LC-ビ オ チ ン (長 鎖 ス ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ ル 　 6-(ビ オ チ ン ア ミ ド )ヘ
キ サ ノ エ ー ト 由 来 ビ オ チ ン )を DMSO(ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド )中 で 、 2～ 4mg/mlの 濃 度 に な る
よ う に 調 整 し 、 そ れ に 抗 体 と ビ オ チ ン 溶 液 を 1： 30(Ab： ビ オ チ ン )の 比 率 で 混 ぜ た 後 、 ３
７ ℃ で 撹 拌 し 、 一 時 間 放 置 し て ビ オ チ ン と 抗 体 を 結 合 さ せ 、 BBS(ホ ウ 酸 緩 衝 食 塩 水 )に 透
析 し て ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 抗 体 を 製 造 し た 。 レ ク チ ン の 場 合 に は 、 市 販 の ビ オ チ ン 標 識  L
-PHAを 利 用 し た 。 つ ぎ に 、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 抗 体 と レ ク チ ン は 市 販 の ア ビ ジ ン － ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ キ ッ ト を 利 用 し て 検 出 す る 。 具 体 的 に は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 基 質 で あ る O-フ
ェ ニ ル ア ミ ン と H 2 O 2 を 加 え て 490nmで の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 癌 患 者 の 血 液 試 料 中 の タ ン パ
ク 質 の 発 現 と β 1,6 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の グ リ コ シ ル 化 の 変 化 を 測 定 し 、 こ れ ら を 正
常 対 照 群 と 比 較 し た 。  
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 そ の 結 果 、 癌 患 者 の 血 液 に お け る β 1,6 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の グ リ コ シ ル 化 の 程 度
が 、 正 常 血 液 に 比 べ て １ ０ ～ ２ ０ 倍 増 加 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。  
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 前 記 の よ う に 、 本 発 明 の 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 変 化 を 測 定 し て 癌
を 診 断 す る 方 法 及 び こ れ を 利 用 し た 診 断 キ ッ ト は 、 大 腸 癌 を 含 む 癌 を 効 果 的 に 診 断 で き る
。  
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 図 １ 】 N-結 合 型 糖 鎖 と 関 与 す る ６ 種 の 糖 転 移 酵 素 が 触 媒 し て 得 ら れ る 糖 鎖 を 示 し た 模 式
図 で あ る 。
【 図 ２ 】 糖 転 移 酵 素 GnT-Vに よ り β 1,6N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン (GlcNAcβ 1)が 糖 鎖 に 付 加
さ れ る 過 程 を 示 し た 模 式 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 ３ 種 の 細 胞 株 (Mock/WiDr, ets-1/WiDr, GnT-V/WiDr)の ２ 次 元 電 気 泳 動 で 得 た ゲ
ル を ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で 染 色 し た 結 果 を 示 す 写 真 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 ３ 種 の 細 胞 株 に 対 す る 2次 元 電 気 泳 動 で 得 た ゲ ル の レ ク チ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示
す 写 真 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 ３ 種 の 細 胞 株 に 由 来 す る 無 血 清 培 地 を ２ 次 元 電 気 泳 動 後 に ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン
ト ブ ル ー で 染 色 し た 結 果 を 示 す 写 真 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 ３ 種 の 細 胞 株 に 由 来 す る 無 血 清 培 地 を ２ 次 元 電 気 泳 動 後 に L 4 -PHAに よ る レ ク チ ン
ブ ロ ッ ト を 行 っ た 結 果 を 示 す 写 真 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 ESI/Q-TOFに よ る timp-1ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 3月 25日 (2004.3.25)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 １ ） 患 者 か ら 試 料 を 採 取 す る 工 程 、 及 び  
　 ２ ） 前 記 試 料 を 対 象 に 、 PDF、 ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル ・ シ ス -ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ 、
ガ レ ク チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 L3抗 原 、 Mac-2結 合 タ ン パ ク 質 、 血 清 タ ン パ ク 質 90K、 腫 瘍 関
連 抗 原 90K、 TIMP-1及 び 配 列 番 号 6～ 11で 表 さ れ る ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の N-結 合 型 糖 鎖 変 化 を 測 定 す る 工 程
か ら な る 癌 診 断 方 法 。  
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 が 、 血 液 ま た は 尿 か ら 採 取 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ３ 】
　 癌 が 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 、 肝 臓 癌 、 子 宮 癌 、 乳 癌 及 び 膵 臓 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ４ 】
　 糖 鎖 変 化 が 、 N-結 合 型 β 1,6N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 糖 鎖 側 鎖 変 化 で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ５ 】
（ 削 除 ）
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【 請 求 項 ６ 】
　 測 定 が 、 ELISAま た は 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 を 含 む 抗 原 -抗 体 結 合 反 応 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ７ 】
　 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る 、 PDF、 ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル ・ シ ス -ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー
ゼ 、 ガ レ ク チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 L3抗 原 、 Mac-2結 合 タ ン パ ク 質 、 血 清 タ ン パ ク 質 90K、 腫
瘍 関 連 抗 原 90K、 TIMP-1及 び 配 列 番 号 6～ 11で 表 さ れ る ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 糖 鎖 変 化 を 測 定 し て 癌 を 診 断 す る キ ッ ト で あ っ て
、 癌 発 生 及 び 転 移 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 基 体 、 緩 衝 溶 液 、 発 色 酵 素 ま た は
蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 、 発 色 基 質 及 び 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は 標 識 さ れ た L 4 -PHAで
構 成 さ れ て い る 、 前 記 キ ッ ト 。  
【 請 求 項 ８ 】
　 癌 が 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 、 肝 臓 癌 、 子 宮 癌 、 乳 癌 及 び 膵 臓 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 ９ 】
　 癌 が 、 大 腸 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 １ ０ 】
　 糖 鎖 変 化 が 、 N-結 合 型 β 1,6 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 糖 鎖 側 鎖 変 化 で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 １ １ 】
（ 削 除 ）
【 請 求 項 １ ２ 】
　 基 体 が 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ポ リ ビ ニ ル 樹 脂 製 96ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン 樹 脂
製 96ウ ェ ル プ レ ー ト 及 び ス ラ イ ド グ ラ ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 １ ３ 】
　 発 色 酵 素 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ 、 発 色 基 質 液 が 、 ABTS(2, 2'-ア ジ ノ -ビ ス (3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 ))
及 び OPD(o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン )、 TMB(テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ) か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。  
【 請 求 項 １ ４ 】
　 標 識 さ れ た 抗 体 が 、 ビ オ チ ン (ま た は そ の 誘 導 体 )標 識 抗 体 で あ り 、 標 識 さ れ た L 4 -PHAが
ビ オ チ ン (ま た は そ の 誘 導 体 )標 識 L 4 -PHAで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ ッ
ト 。
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