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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　従前に癌と診断されていないヒト対象における癌の発生リスクの評価方法であって、
　ａ）前記対象のサンプルにおけるプロガストリンのレベルを決定する工程（該工程は、
前記サンプルを少なくとも抗プロガストリン　モノクローナル抗体と接触させること、お
よび前記モノクローナル抗体のプロガストリンへの結合を測定してプロガストリンを検出
することを含む）を含んでなり、
　工程ａ）におけるプロガストリンの検出が前記対象における癌の発症リスクの指標であ
り；かつ、
　前記抗プロガストリン　モノクローナル抗体が、２０１６年１２月２７日に参照番号Ｉ
－５１５８としてＣＮＣＭ（Collection Nationale de Cultures de Microorganismes）
、パスツール研究所（２５－２８　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏｃｔｅｕｒ　Ｒｏｕｘ、７５７２
４　Ｐａｒｉｓ　ＣＥＤＥＸ１５、Ｆｒａｎｃｅ）に寄託されたハイブリドーマにより産
生されるモノクローナル抗体ｍＡｂ１４である、
前記方法。
【請求項２】
　工程ａ）の決定が、前記サンプルを少なくとも１つの他のプロガストリン結合分子と接
触させることを含み、前記プロガストリン結合分子は、ｍＡｂ１４が結合しないプロガス
トリンの部分へ結合する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
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　前記他のプロガストリン結合分子が、抗プロガストリン抗体、またはその抗原結合フラ
グメントである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記他のプロガストリン結合分子が、プロガストリンのＮ末端に結合する抗プロガスト
リン抗体である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記他のプロガストリン結合分子が、抗プロガストリン　モノクローナル抗体またな抗
プロガストリン　ポリクローナル抗体である、請求項３または４に記載の方法。
【請求項６】
　前記他のプロガストリン結合分子が、
　下記の３つのＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号４、５および６のアミノ酸配列のＣ
ＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、下記の３つのＣＤＲ
、すなわち、それぞれ配列番号７、８および９のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－
Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる軽鎖とを含んでなる、モノクローナル抗体ｍＡＢ３
、
　下記の３つのＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号１０、１１および１２のアミノ酸配
列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、下記の３つの
ＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号１３、１４および１５のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ
１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる軽鎖とを含んでなる、モノクローナル
抗体ｍＡＢ４、
　下記の３つのＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号１６、１７および１８のアミノ酸配
列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、下記の３つの
ＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号１９、２０および２１のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ
１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる軽鎖とを含んでなる、モノクローナル
抗体ｍＡＢ１６、ならびに
　下記の３つのＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号２２、２３および２４のアミノ酸配
列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、下記の３つの
ＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号２５、２６および２７のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ
１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる軽鎖とを含んでなる、モノクローナル
抗体ｍＡＢ１９
からなる群において選択される抗プロガストリン　モノクローナル抗体である、請求項３
～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記モノクローナル抗体ｍＡＢ１４が不溶性または部分的可溶性担体に結合され、かつ
、前記他のプロガストリン結合分子が検出可能な部分で標識される抗プロガストリン抗体
である、請求項３～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　プロガストリンのレベルが、工程ａ）においてＥＬＩＳＡを用いて決定される、請求項
３～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記サンプルが、血液、血清および血漿の中から選択される、請求項１～８のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１０】
　癌の発症リスクを評価するためのキットであって、２０１６年１２月２７日に参照番号
Ｉ－５１５８としてＣＮＣＭ（Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
）、パスツール研究所（２５－２８　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏｃｔｅｕｒ　Ｒｏｕｘ、７５７
２４　Ｐａｒｉｓ　ＣＥＤＥＸ１５、Ｆｒａｎｃｅ）に寄託されたハイブリドーマにより
産生されるモノクローナル抗体ｍＡｂ１４を少なくとも含んでなる、請求項１～９のいず
れか一項に記載の方法において用いるための、キット。
【請求項１１】
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　第１抗プロガストリン抗体（ここで、前記第１プロガストリン抗体が、前記２０１６年
１２月２７日に参照番号Ｉ－５１５８としてＣＮＣＭ（Collection Nationale de Cultur
es de Microorganismes）、パスツール研究所（２５－２８　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏｃｔｅ
ｕｒ　Ｒｏｕｘ、７５７２４　Ｐａｒｉｓ　ＣＥＤＥＸ１５、Ｆｒａｎｃｅ）に寄託され
たハイブリドーマにより産生されるモノクローナル抗体ｍＡＢ１４である）；ならびに
　第２抗プロガストリン抗体（ここで、前記第２プロガストリン抗体が、プロガストリン
のＮ末端に結合するポリクローナル抗体、または
　下記の３つのＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号４、５および６のアミノ酸配列のＣ
ＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、下記の３つのＣＤＲ
、すなわち、それぞれ配列番号７、８および９のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－
Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる軽鎖とを含んでなる、モノクローナル抗体ｍＡＢ３
、
　下記の３つのＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号１０、１１および１２のアミノ酸配
列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、下記の３つの
ＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号１３、１４および１５のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ
１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる軽鎖とを含んでなる、モノクローナル
抗体ｍＡＢ４、
　下記の３つのＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号１６、１７および１８のアミノ酸配
列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、下記の３つの
ＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号１９、２０および２１のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ
１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる軽鎖とを含んでなる、モノクローナル
抗体ｍＡＢ１６、ならびに
　下記の３つのＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号２２、２３および２４のアミノ酸配
列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、下記の３つの
ＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号２５、２６および２７のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ
１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる軽鎖とを含んでなる、モノクローナル
抗体ｍＡＢ１９
からなる群において選択されるモノクローナル抗体である）
を含んでなる、請求項１０に記載のキット。
【請求項１２】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の方法の実施形態に特徴的な一連の命令を含む、プ
ロダクト／コンピュータープログラム。
【請求項１３】
　演算装置と入力インターフェースを含む処理システムであって、前記システムが請求項
１～９のいずれか一項に記載の方法の実施手段を含む、システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　癌は、細胞群が、制御されない増殖、隣接する組織に侵入し破壊する浸潤、および時に
は転移、すなわちリンパまたは血液を介した体内の他の部位への拡散を示す、多面的な疾
患である。これらの３つの癌の悪性の特性により、浸潤または転移をしない良性腫瘍と癌
とが区別される。
【０００２】
　各種類の癌の治療には、手術、放射線療法、化学療法および標的療法など、多数の方法
が現在使用されている。癌治療の成功は、臨床的に明らかなものであるか顕微鏡的かを問
わず、原発腫瘍およびいずれかの転移に向けられる。
【０００３】
　適切な治療の選択は、患者にとって非常に重要である。急速進行性の癌の拡大を防止す
るために、強力かつ侵襲的な治療プロトコールを迅速に使用する時機を知ることが不可欠
である。一方、患者が有する腫瘍によって必要とされない場合に強力かつ侵襲的な治療を
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実施することは、患者にとって不利益にもなる。実際に、強力かつ侵襲的な治療は、常に
有害な毒性をもたらし、患者の生活の質に重大な影響を及ぼす恐れがある。例えば、その
毒性の大部分は変異原性であるため、二次性腫瘍を誘発する傾向がある。加えて、このよ
うな強力かつ侵襲的な治療は通常非常に高価であるため、必要な場合にのみ実施すべきで
ある。
【０００４】
　現在、固形腫瘍に対する治療の選択は腫瘍病期分類に基づいており、これは通常、米国
癌合同委員会（ＡＪＣＣ）による腫瘍／結節／転移（ＴＮＭ）検査を用いて実施される。
ＴＮＭシステムは、３つのカテゴリーに基づいて番号を割り当てている。「Ｔ」は腫瘍の
大きさを意味し、「Ｎ」はリンパ節の関与の程度を意味し、「Ｍ」は転移の程度を意味す
る。癌の広範な病期は通常、予後別でグループ化されたＴＮＭ値から引き出された数字Ｉ
、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶとして引用される；数字が高い程、より進行した癌およびおそらく
転帰がより不良であることを示す。
【０００５】
　この検査および病期分類システムは、患者において固形癌が診断されている病期に関す
る有用な情報をいくつかもたらすが、それは不正確および不十分であることが一般に認識
されている。特に、これは固形腫瘍に限定される。他方、液性腫瘍は、大部分が細胞遺伝
学的変化の同定により特徴付けられる。
【０００６】
　最も重要なことに、ＴＮＭ検査は、最も早期の病期の腫瘍進行を同定することができな
い。これらの早期の病期は、治療法にとって最も有望な期間をもたらすものである。癌発
生のまさに最初に癌を検出できれば、効率的な標的療法が可能となり、副作用が低減され
る。よって、全集団のスクリーニングの一環として、できる限り早期の病期で患者を同定
することが重要である。その結果、地域社会において癌を早期に同定でき、より早期の介
入および管理が可能となり、死亡率および前記疾患による苦痛を低減することができる。
患者の全生存率を改善するだけでなく、生活の質を改善し、実際に利益が得られる患者に
対して侵襲的かつ高価な化学療法を継続するために、癌の発生に関する優れた予後検査が
実際に必要である。特に、対象が癌を発症するリスクを評価する検査が必要である。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、従前に癌と診断されていない対象において癌の発生を予測するための簡便か
つ効率的な方法を提供する。本発明者らは、対象のサンプルにおけるプロガストリンの存
在は、前記対象が癌を発症するかどうかの優れた信頼性の高い指標であることを示した。
この関連性は、年齢または他のいずれのパラメーターとも独立している。よって、プロガ
ストリンは、対象が癌を発症するリスクを決定するための簡便かつ効率的なツールを提供
する。よって、プロガストリンは癌の最も早期の病期のマーカーである。
【０００８】
　プロガストリンレベルに基づいた予後検査は、従前に記載されている。しかしながら、
このような検査は、過形成性ポリープを有する患者が前記過形成性ポリープの切除後に結
腸新生物を発症するリスクを予測することに限定されている（WO 2012/164035; Do et al
., Cancer Prev Res, 5(4): 675-684, 2012）。よって、このような検査は、すでに存在
していることが判明している癌の予後に限定されるため、使用が限られている。このよう
な検査は、癌のいずれの徴候も示さない対象がこの疾患を発症するリスクを評価するのに
は使用することができない。
【０００９】
　第１の側面において、本発明は、従前に癌と診断されていない対象における癌の発生リ
スクの評価方法であって、
　ａ）前記対象のサンプルにおけるプロガストリンのレベルを決定すること；
　ｂ）工程ａ）のレベルに基づいて前記対象が癌を発症するリスクを決定すること
を含んでなる方法に関する。
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【００１０】
　臨床データのＲＯＣ（受信者動作特性)分析では、プロガストリンの存在は特異性が高
くかつ高感度なマーカーであることを示している。プロガストリンは、癌を発症していな
い対象のサンプルにおいては基本的に検出不可能である。他方、癌と診断されたことのな
い対象は、プロガストリンがその対象のサンプルで検出可能である場合、将来癌を発症す
るリスクが無視できない。
【００１１】
　本発明の方法は、従前に癌と診断されていない対象が癌を発症するリスクを容易かつ確
実に評価することを可能とする。言い換えれば、この方法は、たとえ現在症状を呈してい
なくとも、将来癌を発症する対象を同定することも可能とする。このような患者は、たと
え癌の症状を認識していなくとも、すでに癌を有している。
【００１２】
　「対象における癌の発生リスクの評価」という表現は、特定の対象が将来癌の症状を呈
する相対的確率の決定を呼称する。本発明による方法は、臨床検査、生検、ならびに、例
えば、ＣＡ１２５および／もしくはＯＶＡ１などの既知の癌のバイオマーカーのレベルの
決定などの他の方法または指標と組合せた、前記リスクの評価におけるツールを表す。
【００１３】
　本明細書に記載の方法に供し得る「対象」とは、ヒト、イヌ、ネコ、ウシ、ヤギ、ブタ
(pig)、ブタ(swine)、ヒツジおよびサルを含むいずれかの哺乳動物であり得る。ヒトの対
象は、「患者」として知られ得る。好ましくは、「対象」は、癌に罹患しておらず、癌に
罹患している疑いがなく、癌と診断されていない哺乳動物である。本明細書で使用する場
合、「癌に罹患している対象」とは、癌に罹患しておりその症状を示している、または癌
と診断されている哺乳動物を指す。医療従事者により実施された医学的検査で癌の存在が
明らかとなっている場合に、対象は「癌と診断」されているとされる。本明細書で使用す
る場合、「症状」とは、疾患、例えば癌のいずれかの主観的証拠である。「症状」とは、
異常な状態、または疾患、例えば癌の存在を反映する、患者によって認識される正常な機
能または感覚からの逸脱である。患者が前記疾患のキャリアであるが、症状を経験してい
ない場合、疾患は無症候性とみなされる。例えば、プロガストリンレベルの測定など、医
学的検査を患者が受けるまで、無症候性の状態は発見されない場合がある。
【００１４】
　本方法は、対象が癌と診断されたことがない、および／またはそのいずれの症状も経験
していない場合でも、対象において癌を同定することが可能であるため、特に有用でもあ
る。プロガストリンは、特異性が高くかつ高感度な癌マーカーである。対象においてプロ
ガストリンが検出されることは、前記対象が癌を発症する可能性が高いことを示す。よっ
て、プロガストリンは、たとえまだいずれの症状も呈していなくとも、将来癌を発症する
対象を同定するための特に重要なバイオマーカーである。本発明は、見たところ健常の、
すなわち、癌と診断されたことのない、および／またはそのいずれの症状も経験していな
い対象集団のスクリーニングを可能とし、将来癌を発症する対象の同定を可能とするため
、特に有利である。「スクリーニング」とは、本明細書では、集団内において、徴候また
は症状を呈していない個体にまだ診断されていない疾患が存在する可能性を同定するため
に用いられる方法を指す。これは、症状発現前または認識されていない症候性の疾患を有
する個体を含み得る。このようなものとして、スクリーニング検査は、見たところ良好な
健康状態にある者に対して実施されるという点で幾分独特であることは、当業者にとって
は明らかであろう。癌スクリーニングの直接的な目的は、ある者が症状を発現する前、お
よび処置が治癒をもたらす可能性が高い病状経過の時点で、早期の病期の癌または前癌病
変を同定することである。
【００１５】
　別の側面では、本発明は、従前に癌と診断されていない対象において癌を予測する方法
であって、
　ａ）前記対象のサンプルにおけるプロガストリンのレベルを決定すること；
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　ｂ）工程ａ）のレベルに基づいて癌を予測すること
を含んでなる方法を提供する。
【００１６】
　「予後」は、本明細書で使用する場合、疾患から回復する可能性または疾患のあり得る
発症もしくは転帰の予測を意味する。例えば、対象由来のサンプルが、プロガストリンの
存在に対して陰性である場合は、その対象の「予後」は、サンプルがプロガストリンに対
して陽性である場合よりも良好である。
【００１７】
　「プロガストリン」とは、本明細書では、哺乳動物のプロガストリンペプチドを指す。
プロガストリンは、ガストリン遺伝子の一次翻訳産物である１０１個のアミノ酸のペプチ
ド（アミノ酸配列参照：ＡＡＢ１９３０４．１）であるプレプロガストリン由来の最初の
２１個のアミノ酸（シグナルペプチド）の開裂によって形成される。プロガストリンの８
０個のアミノ酸鎖は、切断および修飾酵素によって、以下の数種類の生物学的に活性なガ
ストリンホルモン形態へとさらに処理される：プロガストリンのアミノ酸３８～７１を含
んでなるガストリン３４（Ｇ３４）およびグリシン伸長ガストリン３４（Ｇ３４－Ｇｌｙ
）、プロガストリンのアミノ酸５５～７１を含んでなるガストリン１７（Ｇ１７）および
グリシン伸長ガストリン１７（Ｇ１７－Ｇｌｙ）。
【００１８】
　好ましい態様では、本発明のプロガストリンペプチドは、ヒトプロガストリンである。
より好ましくは、「ヒトプロガストリン」という表現は、配列番号１の配列のヒトＰＧを
指す。ヒトプロガストリンは、特に、前述の生物学的に活性なガストリンホルモン形態に
は存在しないＮ末端およびＣ末端ドメインを含んでなる。好ましくは、前記Ｎ末端ドメイ
ンの配列は、配列番号２で表される。別の好ましい態様では、前記Ｃ末端ドメインの配列
は、配列番号３で表される。
【００１９】
　本発明は、サンプル、特に、生物学的液体および細胞、組織、生検サンプルおよび器官
切片などの生体サンプルにおいてプロガストリンを検出するための方法を提供する。
【００２０】
　「生体サンプル」とは、本明細書では、対象から採取され得るいずれのサンプルも指す
。このようなサンプルは、プロガストリンの発現レベルを決定できるものでなければなら
ない。プロガストリンは、分泌タンパク質であることが知られる。よって、プロガストリ
ンタンパク質のレベルを決定するための好ましい生体サンプルは、生物学的液体を含む。
「生物学的液体」は、本明細書で使用する場合、生物学的起源の物質を含むいずれの液体
も意味する。本発明において使用するための好ましい生物学的液体は、動物、例えば哺乳
動物、好ましくはヒト対象の体液を含む。体液は、限定されるものではないが、血液、血
漿、血清、リンパ液、脳脊髄液（ＣＳＦ）、唾液、汗および尿を含むいずれの体液であっ
てもよい。好ましくは、前記の好ましい液体生体サンプルは、血液サンプル、血漿サンプ
ル、またはリンパサンプルなどのサンプルを含む。より好ましくは、生体サンプルは血液
サンプルである。実際に、このような血液サンプルは、患者からの完全に無害な採血によ
って得られるため、対象が将来腫瘍を発症するリスクの非侵襲的評価が可能である。
【００２１】
　「生体サンプル」は、本明細書で使用する場合、癌が固形癌である場合、検査される患
者の固形癌サンプルも含む。このような固形癌サンプルは、当業者が本発明のバイオマー
カーのレベルのいずれかの種類の測定を実施することを可能とする。場合によっては、本
発明による方法は、患者から固形癌サンプルを採取する予備工程をさらに含んでなっても
よい。「固形癌サンプル」とは、腫瘍組織サンプルを指す。癌患者においても、腫瘍の部
位である組織は、非腫瘍健常組織をさらに含んでなる。よって、「癌サンプル」は、患者
から採取される腫瘍組織に限定されるべきである。前記「癌サンプル」は、生検サンプル
または外科切除療法から採取されるサンプルであってもよい。
【００２２】
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　一側面によれば、患者由来のサンプルは、癌細胞または癌組織である。
【００２３】
　このサンプルは、採取してもよいし、必要に応じて、当業者に既知の方法に従って調製
してもよい。特に、サンプルは絶食中の対象から採取すべきであることは、当技術分野で
周知である。
【００２４】
　本発明における癌細胞または癌組織は、特に限定されない。
【００２５】
　本明細書で使用する場合、用語「癌」は、制御されていない細胞増殖という特徴を一般
に有する哺乳動物における生理学的状態を指すまたは記載する。用語「癌」および「癌の
」は、本明細書で使用する場合、その疾患のあらゆる病期を包含することを意味する。「
癌」は、本明細書で使用する場合、生物体における障害された細胞の望ましくない増殖、
浸潤、および特定の条件下では転移の結果生じるいずれかの悪性新生物である。癌を引き
起こす細胞は、遺伝学的に障害されており、通常、細胞分裂、細胞遊走の挙動、分化状態
および／または細胞死の機構を制御する能力を失っている。大部分の癌は腫瘍を形成する
が、白血病などの一部の造血癌は腫瘍を形成しない。
【００２６】
　よって、「癌」は、本明細書で使用する場合、良性および悪性両方の癌を含み得る。癌
の例としては、限定されるものではないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫，および白
血病またはリンパ性悪性腫瘍が挙げられる。より具体的には、本発明に係る癌は、扁平上
皮細胞癌（例えば、上皮扁平上皮細胞癌）、肺癌（小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺腺癌お
よび肺扁平上皮癌を含む）、口咽頭癌、鼻咽頭癌、喉頭癌、腹膜癌、食道癌、肝細胞癌、
胃癌(gastric or stomach cancer)（消化管癌および消化管間質癌を含む）、膵癌、膠芽
腫、脳癌、神経系癌、子宮頸癌、卵巣癌、肝癌(liver cancer)、膀胱癌、尿路癌、肝細胞
腫、乳癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜または子宮癌、唾液腺癌、腎癌(kidne
y or renal cancer)、前立腺癌、膀胱癌、外陰癌、精巣癌、甲状腺癌、カポジ肉腫、肝癌
(hepatic carcinoma)、肛門癌、陰茎癌、非黒色腫皮膚癌（non-melanoma skin cancer）
、黒色腫、皮膚黒色腫、表在拡大型黒色腫、悪性黒子型黒色腫、肢端黒子型黒色腫、結節
性黒色腫、多発性骨髄腫およびＢ細胞リンパ腫（ホジキンリンパ腫；非ホジキンリンパ腫
、例えば、低悪性度／濾胞性非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）；小リンパ球型（ＳＬ）ＮＨ
Ｌ；中悪性度／濾胞性ＮＨＬ；中悪性度びまん性ＮＨＬ；高悪性度免疫芽球性ＮＨＬ；高
悪性度リンパ芽球性ＮＨＬ；高悪性度小型非切れ込み核細胞性ＮＨＬ；巨大病変ＮＨＬ；
マントル細胞リンパ腫；ＡＩＤＳ関連リンパ腫；およびワルデンストロームマクログロブ
リン血症を含む）；慢性リンパ球性白血病（ＣＬＬ）；急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ
）；有毛細胞白血病；慢性骨髄芽球性白血病（ＣＭＬ）；急性骨髄芽球性白血病（ＡＭＬ
）；および移植後リンパ増殖性障害（ＰＴＬＤ）、ならびに母斑病に関連する異常な血管
増殖、浮腫（例えば、脳腫瘍に関連するもの）、メイグス症候群、脳、ならびに口唇・口
腔癌、および関連転移を含む頭頸部癌を含んでなる群から選択される。
【００２７】
　好ましい態様では、前記癌は、肺癌、口唇・口腔癌、口咽頭癌、鼻咽頭癌、喉頭癌、前
立腺癌、食道癌、膀胱癌、肝癌(liver cancer)、肝細胞癌、胃癌(gastric or stomach ca
ncer)（消化管癌および消化管間質癌を含む）、膵癌、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリ
ンパ腫、白血病、多発性骨髄腫、カポジ肉腫、腎癌、膀胱癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸
癌、肝細胞腫、肝癌(hepatic carcinoma)、肛門癌、甲状腺癌、非黒色腫皮膚癌、皮膚黒
色腫、脳癌、神経系癌、精巣癌、子宮頸癌、子宮癌、子宮内膜癌、卵巣癌、または乳癌で
ある。
【００２８】
　より好ましい態様では、前記癌は、食道癌、肝癌(liver cancer)、肝細胞癌、胃癌（ga
stric or stomach cancer）（消化管癌および消化管間質癌を含む）、膵癌、ホジキンリ
ンパ腫、結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、肝細胞腫、肝癌、肛門癌、非黒色腫皮膚癌、皮膚
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黒色腫、子宮頸癌、子宮癌、子宮内膜癌、卵巣癌、または乳癌である。
【００２９】
　好ましくは、前記対象が癌を発症するリスクは、工程ｂ）において工程ａ）のレベルを
参照レベルと比較することによって決定される。
【００３０】
　用語「参照レベル」は、本明細書で使用する場合、参照サンプルにおける検討中の癌マ
ーカー、すなわち、プロガストリンの発現レベルを指す。「参照サンプル」とは、本明細
書で使用する場合、その疾患が存在しないことが知られる、あるいはまた一般集団からの
対象、好ましくは、２個体以上の対象から得られるサンプルを意味する。癌マーカーの好
適な参照発現レベルは、数個体の好適な対象において前記癌マーカーの発現レベルを測定
することにより決定することができ、このような参照レベルは特定の対象集団に対して補
正することができる。参照値または参照レベルは、絶対値；相対値；上限もしくは下限を
有する値；値の範囲；平均値(average value)；中央値、平均値(mean value)、または特
定の対照値もしくは基準値と比較した場合の値であり得る。参照値は、個々のサンプル値
、例えば、処置される対象のサンプルから、より早期の時点で得られた値に基づき得る。
参照値は、暦年齢適合群の対象の集団に由来するものなどの多数のサンプルに基づいても
よいし、または供試サンプルを含むもしくは含まないサンプルのプールに基づいてもよい
。
【００３１】
　有利には、「参照レベル」は、癌に関して既知の特定の状態を有する対象由来の生体サ
ンプルから得られた所定のプロガストリンレベルである。特定の態様では、工程（ｂ）に
おいて試験サンプルと比較するために使用される参照レベルは、健常対象由来の生体サン
プルから、または癌に罹患している対象由来の生体サンプルから得られたものであっても
よく、参照発現プロフィールもまた健常対象の生体サンプルのプールから、または癌を有
する対象由来のサンプルのプールから取得できると理解される。本発明者らは、絶食中の
健常対象におけるプロガストリンのレベルは０ｐＭであることを示した。好ましい態様で
は、参照レベルは０ｐＭである。
【００３２】
　プロガストリンのレベルは、当業者に知られたいずれの方法によって測定することもで
きる。
【００３３】
　好ましくは、サンプル中のプロガストリンのレベルの決定は、前記サンプルをプロガス
トリン結合分子と接触させること、および前記プロガストリン結合分子のプロガストリン
への結合を測定することを含む。
【００３４】
　発現レベルがタンパク質レベルで測定される場合、それは特に、例えば抗体などの特定
のプロガストリン結合分子を用いて、特に、ビオチン化または他の等価な技術を用いた細
胞膜染色とその後の特異的抗体による免疫沈降、ウエスタンブロット、ＥＬＩＳＡまたは
ＥＬＩＳＰＯＴ、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（Ｒ
ＩＡ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）、免疫蛍光（ＩＦ）、抗体マイクロアレイ、または免疫
組織化学と組合せた組織マイクロアレイなどの周知の技術を用いて実施され得る。他の好
適な技術には、ＦＲＥＴまたはＢＲＥＴ、単一または複数の励起波長を用い、かつ、電気
化学的方法（ボルタンメトリーおよびアンペロメトリー技術）、原子間力顕微鏡検査法、
および高周波法、例えば、多極共鳴分光法、共焦点および非共焦点、蛍光、発光、化学発
光、吸光度、反射率、透過率、および複屈折または屈折率の検出（例えば、表面プラズモ
ン共鳴、偏光解析法、共振ミラー法、格子結合器導波管法または干渉法）、細胞ＥＬＩＳ
Ａ、フローサイトメトリー、放射性同位体、磁気共鳴画像法、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）による分析；ＨＰＬＣ－質量分析；液体クロマトグラフィー
／質量分析／質量分析（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ））などの適合した光学的方法を適用する、単
細胞顕微鏡法または組織化学法が含まれる。これらの技術は総て当技術分野では周知のも
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のであり、ここでさらに詳説する必要はない。これらの種々の技術がプロガストリンレベ
ルを測定するために使用可能である。
【００３５】
　本発明のプロガストリン結合分子、特に、抗プロガストリン抗体は、イムノアッセイに
おいて特に有用である。イムノアッセイは、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、
ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫拡散アッセイ、または免疫検出アッセイ、例えば
、表面プラズモン耐性アッセイ（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅ（登録商標）アッセイ）、ＥＬ
ＩＳＰＯＴ、スロットブロット、またはウエスタンブロットであり得る。このような技術
に対する一般的な指針としては、例えば、Ausubel et al. (eds) (1987),“Current Prot
ocols in Molecular Biology” John Wiley and Sons, New York, N.Y.を参照。
【００３６】
　抗体は、医学、獣医学およびその他の免疫検出分野で使用される多数のアッセイ技術に
おいて重要な試薬である。このような検査には、例えば、酵素結合ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、
ＩＨＣ、およびＩＦアッセイなどの多くの慣用イムノアッセイ技術が含まれる。プロガス
トリンのレベルは優先的には、前記タンパク質に対する抗体を用いて当業者に既知の任意
の方法によってアッセイされる。好ましくは、プロガストリンのレベルは、好ましくはＲ
ＩＡおよびＥＬＩＳＡから選択される技術に基づく免疫酵素アッセイを、少なくとも１種
類のプロガストリン結合分子とともに用いて決定される。最も好ましくは、前記レベルは
、少なくとも１種類のプロガストリン結合分子を用いてＥＬＩＳＡにより決定される。よ
り好ましくは、プロガストリンのレベルは、免疫酵素アッセイ、最も好ましくは、ＥＬＩ
ＳＡアッセイを使用し、１種類のプロガストリン結合分子を用いて測定される。
【００３７】
　特に有用な態様では、本発明に係る癌の発生のリスクを評価するための方法は、好まし
くはＲＩＡおよびＥＬＩＳＡから選択される技術に基づく免疫酵素アッセイをプロガスト
リン結合分子とともに用い、対象由来の生体サンプルにおけるプロガストリンのレベルを
決定することを含んでなる。
【００３８】
　これらの技術は、当業者がプロガストリンの存在を簡単で再現性および信頼性がある試
験によりアッセイすることを可能にするという点で特に有用である。従来技術の方法は半
定量的試験、すなわち、ポリープ全体の上皮細胞のＩＨＣ染色に頼るものであった。この
ような方法は、いくらか信頼性を欠く。特に、アッセイに関連する主観性の程度のために
、異なる病理医によって得られた結果を比較することが困難である。これに対し、本発明
の方法は、完全に定量的、客観的、かつ、高感度である。
【００３９】
　別の特に有用な態様では、本発明による方法は、好ましくはＲＩＡおよびＥＬＩＳＡか
ら選択される技術に基づく免疫酵素アッセイをプロガストリン結合分子とともに用いて、
対象由来の生体サンプルにおけるプロガストリンのレベルを決定することを含んでなる。
【００４０】
　よって、プロガストリンのレベルは、本方法の工程ａ）において、プロガストリン結合
分子により、好ましくは、プロガストリンを認識する抗体が結合するプロガストリンの量
を決定することによって決定される。
【００４１】
　「プロガストリン結合分子」とは、本明細書では、プロガストリンに結合するが、ガス
トリン－１７（Ｇ１７）、ガストリン－３４（Ｇ３４）、グリシン伸長ガストリン－１７
（Ｇ１７－Ｇｌｙ）、またはグリシン伸長ガストリン－３４（Ｇ３４－Ｇｌｙ）には結合
しないいずれの分子も称する。本発明のプロガストリン結合分子は、例えば、抗体分子ま
たは受容体分子などのいずれのプロガストリン結合分子であってもよい。好ましくは、プ
ロガストリン結合分子は、抗プロガストリン抗体またはその抗原結合フラグメントである
。
【００４２】
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　「結合する」とは、本明細書では、抗体、またはその抗原結合フラグメントが抗原と、
生理条件下で比較的安定な複合体を形成することを意味する。２つの分子が互いに結合す
るかどうかを決定するための方法は当技術分野で周知であり、例えば、平衡透析、表面プ
ラズモン共鳴などが含まれる。特定の態様では、前記抗体、またはその抗原結合フラグメ
ントは、ＢＳＡまたはカゼインなどの非特異的分子との結合に関する親和性の少なくとも
２倍の親和性でプロガストリンに結合する。より詳しい態様では、前記抗体、またはその
抗原結合フラグメントは、プロガストリンにのみ結合する。
【００４３】
　特定の態様では、対象由来の生体サンプルは、プロガストリンに結合する少なくとも１
種類の分子と接触させ、プロガストリンに対する前記剤の親和性は、上記のものなどの方
法で決定した場合、少なくとも１００ｎＭ、少なくとも９０ｎＭ、少なくとも８０ｎＭ、
少なくとも７０ｎＭ、少なくとも６０ｎＭ、少なくとも５０ｎＭ、少なくとも４０ｎＭ、
少なくとも３０ｎＭ、少なくとも２０ｎＭ、少なくとも１０ｎＭ、少なくとも５ｎＭ、少
なくとも１ｎＭ、少なくとも１００ｐＭ、少なくとも１０ｐＭ、または少なくとも１ｐＭ
である。
【００４４】
　特定の態様では、本発明は、従前に癌と診断されていない対象における癌の発生リスク
の評価方法であって、癌と診断されていない対象由来の生体サンプルにおけるプロガスト
リンの濃度の検出を含んでなり、前記生体サンプルが抗ｈＰＧ抗体、またはその抗原結合
フラグメントと接触される方法に関する。
【００４５】
　特定の態様では、本発明は、癌と診断されていない対象由来の生体サンプルにおけるプ
ロガストリンの濃度の検出を含んでなり、前記生体サンプルが抗ｈＰＧ抗体、またはその
抗原結合フラグメントと接触される、癌の予後のための方法に関する。
【００４６】
　用語「抗体」は、本明細書で使用する場合、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体
を含むものとする。抗体（または「免疫グロブリン」）は、ジスルフィド結合により相互
に接続された少なくとも２本の重（Ｈ）鎖と２本の軽（Ｌ）鎖を含んでなる糖タンパク質
からなる。各重鎖は、重鎖可変領域（またはドメイン）（本明細書ではＨＣＶＲまたはＶ
Ｈと略される）および重鎖定常領域を含んでなる。重鎖定常領域は、３つのドメインＣＨ
１、ＣＨ２およびＣＨ３を含んでなる。各軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書ではＬＣＶＲ
またはＶＬと略される）および軽鎖定常領域を含んでなる。軽鎖定常領域は、１つのドメ
インＣＬを含んでなる。ＶＨおよびＶＬ領域は、抗原のエピトープとの結合を主として担
う「相補性決定領域」（ＣＤＲ）または「超可変領域」と称される超可変性の領域と、フ
レームワーク領域（ＦＲ）と称されるより保存性の高い領域が散在する領域とにさらに細
分できる。各ＶＨおよびＶＬは、アミノ末端からカルボキシ末端へと次の順序：ＦＲ１、
ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４で配置された３つのＣＤＲと４
つのＦＲから構成される。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ドメイ
ンを含む。抗体の定常領域は、免疫グロブリンと宿主組織、または免疫系の種々の細胞（
例えば、エフェクター細胞）および古典的補体系の第１成分（Ｃ１ｑ）を含む因子との結
合を媒介し得る。抗体は、種々のアイソタイプ（すなわち、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、Ｉ
ｇＧまたはＩｇＭ）であり得る。
【００４７】
　より詳しい態様では、前記生体サンプルは、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体
、キメラ抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体、ラクダ化抗体、ＩｇＡ１抗体、ＩｇＡ２抗体、
ＩｇＤ抗体、ＩｇＥ抗体、ＩｇＧ１抗体、ＩｇＧ２抗体、ＩｇＧ３抗体、ＩｇＧ４抗体お
よびＩｇＭ抗体からなる群から選択される、プロガストリン結合抗体、またはその抗原結
合フラグメントと接触される。
【００４８】
　加えて、抗体作製の分野の熟練者ならば、所与の抗原に対するポリクローナルおよび／
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またはモノクローナル抗体を作製するための方法を容易に選択および実施することができ
る。また、当業者ならば、抗体の軽鎖および重鎖内のＣＤＲを決定するための方法を知っ
ている。
【００４９】
　「ポリクローナル抗体」は、１以上の他の同一でない抗体の中でまたは存在下で産生さ
れた抗体である。一般に、ポリクローナル抗体は、Ｂリンパ球から、同一でない抗体を産
生するいくつかの他のＢリンパ球の存在下で産生される。通常、ポリクローナル抗体は、
免疫動物から直接得られる。
【００５０】
　用語「モノクローナル抗体」は、ほぼ均質な抗体集団から生じる抗体を表し、集団は、
最小の割合で見られ得る少数の潜在的な自然発生突然変異を除き、同一の抗体を含んでな
る。モノクローナル抗体は、ハイブリドーマなどの単細胞クローンの増殖から生じ、一ク
ラスおよびサブクラスの重鎖および一タイプの軽鎖を特徴とする。抗ヒトプロガストリン
（抗ｈＰＧ）モノクローナル抗体および診断または療法のためのそれらの使用は、すでに
当技術分野で公知であり、例えば、結腸直腸癌についてはＷＯ２０１１／０８３０８８、
乳癌についてはＷＯ２０１１／０８３０９０、膵癌についてはＷＯ２０１１／０８３０９
１、結腸直腸癌および消化管癌についてはＷＯ２０１１／１１６９５４、ならびに肝臓病
についてはＷＯ２０１２／０１３６０９およびＷＯ２０１１／０８３０８９を参照。
【００５１】
　抗体の「抗原結合フラグメント」という表現は、前記抗体の標的（一般には抗原とも称
される）、一般には同じエピトープと結合する能力を保持し、かつ、抗体のアミノ酸配列
の少なくとも５個の連続するアミノ酸残基、少なくとも１０個の連続するアミノ酸残基、
少なくとも１５個の連続するアミノ酸残基、少なくとも２０個の連続するアミノ酸残基、
少なくとも２５個の連続するアミノ酸残基、少なくとも４０個の連続するアミノ酸残基、
少なくとも５０個の連続するアミノ酸残基、少なくとも６０個の連続するアミノ酸残基、
少なくとも７０個の連続するアミノ酸残基、少なくとも８０個の連続するアミノ酸残基、
少なくとも９０個の連続するアミノ酸残基、少なくとも１００個の連続するアミノ酸残基
、少なくとも１２５個の連続するアミノ酸残基、少なくとも１５０個の連続するアミノ酸
残基、少なくとも１７５個の連続するアミノ酸残基、または少なくとも２００個の連続す
るアミノ酸残基のアミノ酸配列を含んでなるいずれのペプチド、ポリペプチド、またはタ
ンパク質も示すものとする。
【００５２】
　特定の態様では、前記抗原結合フラグメントは、それが由来する抗体の少なくとも１つ
のＣＤＲを含んでなる。いっそう好ましい態様では、前記抗原結合フラグメントは、それ
が由来する抗体の２、３、４または５つのＣＤＲ、より好ましくは、６つのＣＤＲを含ん
でなる。
【００５３】
　「抗原結合フラグメント」は、限定されるものではないが、Ｆｖ、ｓｃＦｖ（ｓｃは一
本鎖を表す）、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ－Ｆｃフラグメントまたは
ダイアボディ、またはＸＴＥＮ（伸長組換えポリペプチド）もしくはＰＡＳモチーフなど
の変性（disordered）ペプチドとの融合タンパク質、あるいはポリ（アルキレン）グリコ
ール、例えば、ポリ（エチレン）グリコール（「ペグ化」）（Ｆｖ－ＰＥＧ、ｓｃＦｖ－
ＰＥＧ、Ｆａｂ－ＰＥＧ、Ｆ（ａｂ’）２－ＰＥＧまたはＦａｂ’－ＰＥＧと呼称される
ペグ化フラグメント）（「ＰＥＧ」はポリ（エチレン）グリコールを表す）の付加などの
化学修飾によるか、または本発明による抗体の特徴的なＣＤＲのうち少なくとも１つを有
する前記フラグメントをリポソームに組み込むことによって半減期が延長される任意のフ
ラグメントからなる群において選択することができる。好ましくは、前記「抗原結合フラ
グメント」は、それらが由来する抗体の可変重鎖または可変軽鎖の部分配列から構成され
るか、またはそれらを含んでなり、前記部分配列は、標的に対して、それが由来する抗体
と同じ結合特異性と、十分な親和性、好ましくは、それらが由来する抗体の親和性と少な
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。
【００５４】
　別の特定の態様では、対象由来の生体サンプルは、プロガストリンに結合する少なくと
も１種類の抗体と接触され、前記抗体は、当業者に公知の免疫誘導法により、アミノ酸配
列がプロガストリンのアミノ酸配列の全部または一部を含んでなるペプチドを免疫原とし
て使用して得られたものである。前記抗体は、ポリクローナルまたはモノクローナルのい
ずれであってもよい。２以上（例えば、２つ）の抗体が使用される場合、本発明の方法は
、同じタイプの抗体だけで（例えば、２つのモノクローナル抗体）または異なるタイプに
属す抗体（例えば、１つのモノクローナル抗体と１つのポリクローナル抗体）で行うこと
ができる。
【００５５】
　別の特定の態様では、前記生体サンプルは、このような抗体と接触される。より詳しく
は、前記免疫原は、
・アミノ酸配列が全長プロガストリン、特に、配列番号１の全長ヒトプロガストリンのア
ミノ酸配列を含んでなる、またはからなるペプチド、
・アミノ酸配列がプロガストリン、特に、配列番号１の全長ヒトプロガストリンのアミノ
酸配列の一部に相当するペプチド、
・アミノ酸配列がプロガストリンのＮ末端部分の一部または全アミノ酸配列に相当するペ
プチド、特に、アミノ酸配列：ＳＷＫＰＲＳＱＱＰＤＡＰＬＧ（配列番号２）を含んでな
る、またはからなるペプチド、および
・アミノ酸配列がプロガストリンのＣ末端部分の一部または全アミノ酸配列に相当するペ
プチド、特に、アミノ酸配列：ＱＧＰＷＬＥＥＥＥＥＡＹＧＷＭＤＦＧＲＲＳＡＥＤＥＮ
（配列番号３）を含んでなる、またはからなるペプチド、
・アミノ酸配列がプロガストリンのＣ末端部分のアミノ酸配列の一部に相当するペプチド
、特に、プロガストリンのアミノ酸７１～８０に相当するアミノ酸配列ＦＧＲＲＳＡＥＤ
ＥＮ（配列番号４０）を含んでなるペプチド
の中から選択されるペプチドを含んでなる。
【００５６】
　当業者ならば、所望により、このような免疫誘導がポリクローナル抗体またはモノクロ
ーナル抗体のいずれかを作製するために使用可能であることを理解するであろう。これら
のタイプの抗体のそれぞれを取得するための方法は当技術分野で周知である。
【００５７】
　ヒトプロガストリンのアミノ酸配列１～１４（Ｎ末端）に相当するアミノ酸配列「ＳＷ
ＫＰＲＳＱＱＰＤＡＰＬＧ」を含んでなる免疫原を使用することにより作製されたモノク
ローナル抗体の例としては、限定されるものではないが、下記の表１～表４に記載される
ように、ｍＡｂ３、ｍＡｂ４、ｍＡｂ１６およびｍＡｂ１９およびｍＡｂ２０と呼称され
るモノクローナル抗体が挙げられる。他のモノクローナル抗体も記載されているが、これ
らの抗体が実際にプロガストリンに結合するかどうかは明らかでない（ＷＯ２００６／０
３２９８０）。エピトープマッピングの実験結果は、ｍＡｂ３、ｍＡｂ４、ｍＡｂ１６、
およびｍＡｂ１９およびｍＡｂ２０が前記ｈＰＧＮ末端アミノ酸配列内のエピトープに特
異的に結合することを示す。配列番号２で表されるプロガストリンのＮ末端内のエピトー
プを特異的に認識するポリクローナル抗体は、当技術分野で記載がある（例えば、ＷＯ２
０１１／０８３０８８）。
【００５８】
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【００５９】

【表２】

【００６０】

【表３】

【００６１】
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【表４】

【００６２】
　ヒトプロガストリンのアミノ酸配列５５～８０に相当するアミノ酸配列「ＱＧＰＷＬＥ
ＥＥＥＥＡＹＧＷＭＤＦＧＲＲＳＡＥＤＥＮ」（プロガストリンのＣ末端部分）を含んで
なる免疫原を使用することにより作製可能なモノクローナル抗体の例としては、限定され
るものではないが、下記の表５および６でｍＡｂ８およびｍＡｂ１３と呼称される抗体が
挙げられる。エピトープマッピングの実験結果は、ｍＡｂ１３が前記ｈＰＧＣ末端アミノ
酸配列内のエピトープに特異的結合することを示す。
【００６３】

【表５】

【００６４】
【表６】

【００６５】
　他の例としては、配列番号４０のアミノ酸配列を含んでなる免疫原を使用することによ
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り作製された抗ｈＰＧモノクローナル抗体および／またはポリクローナル抗体が挙げられ
る。
【００６６】
　より詳しい態様では、本発明による方法では、前記生体サンプルは少なくとも１種類の
抗ｈＰＧ抗体またはその抗原結合フラグメント、好ましくは、１種類の抗ｈＰＧ抗体また
はその抗原結合フラグメントと接触され、前記抗ｈＰＧ抗体は、Ｎ末端抗ｈＰＧ抗体およ
びＣ末端抗ｈＰＧ抗体の中から選択される。
【００６７】
　用語「Ｎ末端抗ｈＰＧ抗体」および「Ｃ末端抗ｈＰＧ抗体」とは、それぞれ、ｈＰＧの
Ｎ末端部分に位置するアミノ酸を含んでなるエピトープまたはｈＰＧのＣ末端部分に位置
するアミノ酸を含んでなるエピトープと結合する抗体を表す。好ましくは、用語「Ｎ末端
抗ｈＰＧ抗体」は、配列が配列番号２で表されるプロガストリンのドメインに位置するエ
ピトープと結合する抗体を指す。別の好ましい態様では、用語「Ｃ末端抗ｈＰＧ抗体」は
、配列が配列番号３で表されるプロガストリンのドメインに位置するエピトープに結合す
る抗体を指す。
【００６８】
　用語「エピトープ」は、抗体が結合する抗原の領域である。エピトープは、構造的また
は機能的として定義され得る。機能的エピトープは一般に構造的エピトープのサブセット
であり、相互作用の親和性に直接寄与するアミノ酸を有する。エピトープはまた立体配座
的であり得る。特定の態様では、エピトープは、アミノ酸、糖側鎖、ホスホリル基、また
はスルホニル基などの化学的に活性な表面分子群である決定基を含み得、特定の態様では
、特異的三次元構造特性、および／または特異的電荷特性を持ち得る。抗体が結合するエ
ピトープの決定は、当業者に既知のいずれのエピトープマッピング技術によって行っても
よい。エピトープは、タンパク質のアミノ酸配列内に連続的に位置する異なるアミノ酸を
含んでなり得る。エピトープはまた、タンパク質のアミノ酸配列内に連続的に位置しない
アミノ酸も含んでなり得る。
【００６９】
　本発明の方法の特定の態様では、前記抗体は、
・それぞれ配列番号４、５および６のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号４、５およ
び６の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、
９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－
Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを含んでなる重
鎖と、それぞれ配列番号７、８および９のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号７、８
および９の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０
％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤ
Ｒ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを含んでな
る軽鎖とを含んでなるモノクローナル抗体、
・それぞれ配列番号１０、１１および１２のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号１０
、１１および１２の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを
含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号１３、１４および１５のアミノ酸配列、またはそれ
ぞれ配列番号１３、１４および１５の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％
、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１
、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、
優先的には３つを含んでなる軽鎖とを含んでなるモノクローナル抗体、
・それぞれ配列番号１６、１７および１８のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号１６
、１７および１８の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを
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含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号１９、２０および２１のアミノ酸配列、またはそれ
ぞれ配列番号１９、２０および２１の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％
、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１
、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、
優先的には３つを含んでなる軽鎖とを含んでなるモノクローナル抗体、
・それぞれ配列番号２２、２３および２４のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号２２
、２３および２４の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを
含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号２５、２６および２７のアミノ酸配列、またはそれ
ぞれ配列番号２５、２６および２７の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％
、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１
、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、
優先的には３つを含んでなる軽鎖とを含んでなるモノクローナル抗体、
・それぞれ配列番号２８、２９および３０のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号２８
、２９および３０の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には少なく
とも３つを含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号３１、３２および３３のアミノ酸配列、
またはそれぞれ配列番号３１、３２および３３の配列と最適なアライメントの後に少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣ
ＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なく
とも２つ、優先的には３つを含んでなる軽鎖とを含んでなるモノクローナル抗体、
・それぞれ配列番号３４、３５および３６のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号３４
、３５および３６の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを
含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号３７、３８および３９のアミノ酸配列、またはそれ
ぞれ配列番号３７、３８および３９の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％
、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１
、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、
優先的には３つを含んでなる軽鎖とを含んでなるモノクローナル抗体、ならびに
・２０１６年１２月２７日に参照番号Ｉ－５１５８としてＣＮＣＭ、パスツール研究所（
２５－２８　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏｃｔｅｕｒ　Ｒｏｕｘ、７５７２４　Ｐａｒｉｓ　ＣＥ
ＤＥＸ１５、Ｆｒａｎｃｅ）に寄託されたハイブリドーマにより産生されるモノクローナ
ル抗体
からなる群において選択されるモノクローナル抗体である。
【００７０】
　本明細書で使用する場合、核酸またはアミノ酸の２つの配列間の「同一性パーセント」
または「同一性％」は、最適なアライメントの後に得られる、比較される２つの配列間で
同一であるヌクレオチドまたはアミノ酸残基のパーセンテージを指し、このパーセンテー
ジは純粋に統計学的であり、２つの配列間の違いはその長さにわたってランダムに分布し
ている。２つの核酸またはアミノ酸配列の比較は、それらを最適にアラインメントした後
に配列を比較することによって慣例的に実施されており、前記比較は、セグメントによっ
てまたは「アラインメントウィンドウ」を使用することによって実施することができる。
比較のための最適なアラインメントは、手動による比較に加えて、当業者に既知の方法に
よって実施することができる。
【００７１】
　参照アミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８
％の同一性を示すアミノ酸配列に関して、好ましい例としては、参照配列、特定の修飾、
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特に少なくとも１つのアミノ酸の欠失、付加もしくは置換、末端切断または伸長を含むも
のが挙げられる。１以上の連続または非連続アミノ酸の置換の場合は、置換されたアミノ
酸が「等価な」アミノ酸によって置換される置換が好ましい。ここで、「等価なアミノ酸
」という表現は、相当する抗体および以下で定義される特定例の生物活性を変更すること
なく構造アミノ酸の１つに関して置換される可能性のあるいずれのアミノ酸も示すものと
する。
【００７２】
　等価なアミノ酸は、置換されるアミノ酸との構造的相同性、または生じる可能性のある
種々の抗体間の生物活性の比較試験の結果に基づいて決定され得る。
【００７３】
　別の特定の態様では、本発明の方法に使用される抗体は、ヒト化抗体である。
【００７４】
　本明細書で使用する場合、「ヒト化抗体」は、非ヒト起源の抗体に由来するＣＤＲ領域
を含有し、抗体分子の他の部分は１または複数のヒト抗体に由来している抗体を指す。加
えて、骨格セグメント残基（フレームワークに関してはＦＲと呼称される）の一部は、必
要に応じて、当業者に周知の技術（Jones et al., Nature, 321:522-525, 1986）を用い
て、結合親和性を保つために修飾することができる。ヒト化の目的は、抗体の完全な抗原
結合親和性および特異性を維持しながらヒトに導入するために、マウス抗体などの異種抗
体の免疫原性を低減することである。
【００７５】
　抗体は、ＣＤＲの移植（ＥＰ０２３９４００；ＷＯ９１／０９９６７；米国特許第５，
５３０，１０１号；および同第５，５８５，０８９号）、ベニヤリング(veneering)また
はリサーフェイシング(resurfacing)（ＥＰ０５９２１０６；ＥＰ０５１９５９６; Padla
n E. A., 1991, Molecular Immunology 28(4/5): 489-498; Studnicka G. M. et al., 19
94, Protein Engineering 7(6): 805-814; Roguska M.A. et al., 1994, Proc. Natl. Ac
ad. ScL U.S.A., 91:969-973）、およびチェーンシャッフリング（米国特許第５，５６５
，３３２号）を含む種々の技術を用いてヒト化することができる。ヒト抗体は、ファージ
ディスプレー法を含む当技術分野で公知の種々の方法によって作製することができる。ま
た、米国特許第４，４４４，８８７号、同第４，７１６，１１１号、同第５，５４５，８
０６号、および同第５，８１４，３１８号；ならびに国際特許出願公開番号ＷＯ９８／４
６６４５、ＷＯ９８／５０４３３、ＷＯ９８／２４８９３、ＷＯ９８／１６６５４、ＷＯ
９６／３４０９６、ＷＯ９６／３３７３５、およびＷＯ９１／１０７４１も参照。
【００７６】
　より詳しい態様では、本発明の方法で使用される抗体は、
・それぞれ配列番号４、５および６のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号４、５およ
び６の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、
９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－
Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを含んでなる重
鎖と、それぞれ配列番号７、８および９のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号７、８
および９の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０
％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤ
Ｒ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを含んでな
る軽鎖とを含んでなるヒト化抗体、
・それぞれ配列番号１０、１１および１２のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号１０
、１１および１２の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを
含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号１３、１４および１５のアミノ酸配列、またはそれ
ぞれ配列番号１３、１４および１５の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％
、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１



(18) JP 6940505 B2 2021.9.29

10

20

30

40

50

、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、
優先的には３つを含んでなる軽鎖とを含んでなるヒト化抗体、
・それぞれ配列番号１６、１７および１８のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号１６
、１７および１８の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを
含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号１９、２０および２１のアミノ酸配列、またはそれ
ぞれ配列番号１９、２０および２１の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％
、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１
、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、
優先的には３つを含んでなる軽鎖とを含んでなるヒト化抗体、
・それぞれ配列番号２２、２３および２４のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号２２
、２３および２４の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを
含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号２５、２６および２７のアミノ酸配列、またはそれ
ぞれ配列番号２５、２６および２７の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％
、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１
、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、
優先的には３つを含んでなる軽鎖とを含んでなるヒト化抗体、
・それぞれ配列番号２８、２９および３０のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号２８
、２９および３０の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを
含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号３１、３２および３３のアミノ酸配列、またはそれ
ぞれ配列番号３１、３２および３３の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％
、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１
、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、
優先的には３つを含んでなる軽鎖とを含んでなるヒト化抗体、ならびに
・それぞれ配列番号３４、３５および３６のアミノ酸配列、またはそれぞれ配列番号３４
、３５および３６の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％、好ましくは８５
％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２お
よびＣＤＲ－Ｈ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、優先的には３つを
含んでなる重鎖と、それぞれ配列番号３７、３８および３９のアミノ酸配列、またはそれ
ぞれ配列番号３７、３８および３９の配列と最適なアライメントの後に少なくとも８０％
、好ましくは８５％、９０％、９５％および９８％の同一性を有する配列のＣＤＲ－Ｌ１
、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３のうち少なくとも１つ、優先的には少なくとも２つ、
優先的には３つを含んでなる軽鎖を含んでなるヒト化抗体
からなる群において選択されるヒト化抗体であり、前記抗体はまた、ヒト抗体に由来する
軽鎖および重鎖の定常領域も含んでなる。
【００７７】
　第１の態様では、本発明による方法は、生体サンプルを、ｈＰＧのエピトープに結合す
る少なくとも１種類の抗ｈＰＧ抗体、好ましくは、ｈＰＧのエピトープに結合する１種類
の抗ｈＰＧ抗体と接触させることを含んでなり、前記エピトープは、ｈＰＧのＣ末端部分
内に位置する。あるいは、本発明による方法は、生体サンプルを、ｈＰＧのエピトープに
結合する少なくとも１種類の抗ｈＰＧ抗体、好ましくは、ｈＰＧのエピトープに結合する
１種類の抗ｈＰＧ抗体と接触させることを含んでなり、前記エピトープは、ｈＰＧのＮ末
端部分内に位置する。
【００７８】
　より具体的な態様では、本発明による方法は、生体サンプルを、ｈＰＧのエピトープに
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結合する少なくとも１種類の抗ｈＰＧ抗体、好ましくは、ｈＰＧのエピトープに結合する
１種類の抗ｈＰＧ抗体と接触させることを含んでなり、前記エピトープは、ｈＰＧのアミ
ノ酸１０～１４、ｈＰＧのアミノ酸９～１４、ｈＰＧのアミノ酸４～１０、ｈＰＧのアミ
ノ酸２～１０およびｈＰＧのアミノ酸２～１４（なお、このｈＰＧのアミノ酸配列は配列
番号１である）に相当するアミノ酸配列の中から選択されるプロガストリンのＮ末端部分
のアミノ酸配列に相当するアミノ酸配列を含む。
【００７９】
　より具体的な態様では、本発明による方法は、生体サンプルを、ｈＰＧのエピトープに
結合する少なくとも１種類の抗ｈＰＧ抗体、好ましくは、ｈＰＧのエピトープに結合する
１種類の抗ｈＰＧ抗体に接触させることを含んでなり、前記エピトープは、ｈＰＧのアミ
ノ酸７１～７４、ｈＰＧのアミノ酸６９～７３、ｈＰＧのアミノ酸７１～８０（配列番号
４０）、ｈＰＧのアミノ酸７６～８０、およびｈＰＧのアミノ酸６７～７４（なお、この
ｈＰＧのアミノ酸配列は配列番号１である）に相当するアミノ酸配列の中から選択される
プロガストリンのＣ末端部分のアミノ酸配列に相当するアミノ酸配列を含む。
【００８０】
　本発明の方法の特定の態様では、前記方法は、対象由来の生体サンプルを、プロガスト
リンの第１の部分と結合する第１剤およびプロガストリンの第２の部分と結合する第２剤
と接触させる工程を含んでなる。前記プロガストリン結合分子が抗体であるより詳しい態
様では、対象由来の生体サンプルは、プロガストリンの第１のエピトープと結合する抗体
およびプロガストリンの第２のエピトープと結合する第２の抗体と接触される。
【００８１】
　好ましい態様によれば、前記第１の抗体は、不溶性または部分的可溶性担体に結合され
る。前記第１の抗体によるプロガストリンの結合は、前記生体サンプルからのプロガスト
リンの捕捉をもたらす。好ましくは、前記第１の抗体は、ｈＰＧのエピトープに結合する
抗体であり、前記エピトープは、上記のように、プロガストリンのＣ末端部分のアミノ酸
配列に相当するアミノ酸配列を含む。より好ましくは、前記第１の抗体は、ＷＯ２０１１
／０８３０８８に記載のハイブリドーマ２Ｈ９Ｆ４Ｂ７により産生されるモノクローナル
抗体Ｍａｂ１４である。ハイブリドーマ２Ｈ９Ｆ４Ｂ７は、ブダペスト条約の下、２０１
６年１２月２７日に参照番号Ｉ－５１５８としてＣＮＣＭ、パスツール研究所（２５－２
８　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏｃｔｅｕｒ　Ｒｏｕｘ、７５７２４　Ｐａｒｉｓ　ＣＥＤＥＸ１
５、Ｆｒａｎｃｅ）に寄託されたものである。
【００８２】
　別の好ましい態様によれば、前記第２の抗体は、下記のように、検出可能な部分で標識
される。第２の抗体によるプロガストリンの結合は、生体サンプル中に存在していたプロ
ガストリン分子の検出を可能とする。さらに、第２の抗体によるプロガストリンの結合は
、生体サンプル中に存在していたプロガストリン分子の定量を可能とする。好ましくは、
前記第２の抗体は、ｈＰＧのエピトープに結合する抗体であり、前記エピトープは、上記
のように、プロガストリンのＮ末端部分のアミノ酸配列に相当するアミノ酸配列を含む。
より好ましくは、前記Ｎ末端抗体は、上記のようにポリクローナル抗体である。あるいは
、プロガストリンのＮ末端内のエピトープに結合するモノクローナル抗体、例えば、上記
のＮ末端モノクローナル抗体、特に、それぞれ配列番号１６、１７および１８のアミノ酸
配列のＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、配列番号１
９、２０および２１のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を
含んでなる軽鎖とを含んでなるモノクローナル抗体を使用することも可能である。
【００８３】
　特に好ましい態様では、第１の抗体は不溶性または部分的可溶性担体に結合され、第２
の抗体は検出可能な部分で標識される。
【００８４】
　特定の態様では、本発明の方法は、従前に癌と診断されたことのないヒト対象由来の生
体サンプルにおいてプロガストリンの濃度を決定することを含んでなる。
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【００８５】
　別の特定の態様では、本発明の方法は、従前に癌と診断されたことのないヒト対象由来
の生体サンプルにおいてプロガストリンの濃度を決定することを含んでなり、前記生体サ
ンプルは血液、血清および血漿から選択される。
【００８６】
　より詳しい態様では、本発明の方法は、前記対象由来の血漿サンプルを少なくとも１種
類の抗ｈＰＧ抗体、特に、１種類の抗ｈＰＧ抗体と接触させること、および前記サンプル
中のプロガストリンの濃度を決定することを含んでなり、プロガストリンの濃度が前記血
漿中１０ｐＭを上回れば、前記対象における癌発症リスクの指標となる。言い換えれば、
前記血漿中１０ｐＭを上回るプロガストリンの濃度は、前記対象における不良の予後の指
標となる。
【００８７】
　いっそうより好ましくは、本発明の方法は、前記対象由来の血漿サンプルを少なくとも
１種類の抗ｈＰＧ抗体、特に、１種類の抗ｈＰＧ抗体と接触させること、および前記サン
プルにおいてプロガストリンの濃度を決定することを含んでなり、前記血漿サンプル中１
０ｐＭ、好ましくは２０ｐＭ、より好ましくは３０ｐＭ、いっそうより好ましくは４０ｐ
Ｍ、さらにより好ましくは５０ｐＭを上回るプロガストリンの濃度が前記対象における癌
発症リスクの指標となる。
【００８８】
　別の側面では、本発明は、癌と診断されたことのない患者において癌を治療する方法で
あって、
　ａ）上記のいずれかの方法によって、前記患者が癌を発症するリスクを評価すること；
および
　ｂ）ａ）に従って、リスクが存在する場合に前記癌を治療すること
を含んでなる方法に関する。
【００８９】
　本発明の方法は、癌を非常に早期の病期で同定できるため、特に有利である。癌の同定
が早期である程、寛解の可能性が高いことは、当技術分野で公知である。加えて、侵襲的
過ぎない抗癌薬で患者を治療できるため、治療効果を維持しながら副作用の可能性を低減
できる。
【００９０】
　特定の態様では、本発明による方法は、患者から得た生体サンプルにおけるプロガスト
リンの濃度を、サンプルにおけるプロガストリンの濃度の所定の値と比較することを含ん
でなり、より詳しい態様では、前記所定の値は、癌を有さない集団における値、すなわち
、患者が癌を有さないことが判明した場合に得られるプロガストリン濃度値の平均値(mea
n)、または平均値(average)の決定に基づいたサンプル値の平均値(mean)、または平均値(
average)の中から選択される。
【００９１】
　さらに別の側面では、本発明はまた、上記の方法において使用するための組成物を提供
する。本発明のこの側面によれば、組成物は、従前に癌と診断されていない対象において
癌の発生のリスクを評価するためのものであり、前記組成物は、少なくとも１つのプロガ
ストリン結合抗体、またはその抗原結合フラグメントを含んでなる。
【００９２】
　第１の態様では、本発明による組成物は、プロガストリンのアミノ酸配列に相当するア
ミノ酸配列を含むエピトープを認識する抗体を含んでなる。
【００９３】
　より具体的な態様では、本発明による組成物は、プロガストリンのエピトープを認識す
る抗体を含んでなり、前記エピトープは、プロガストリンのＮ末端部分のアミノ酸配列に
相当するアミノ酸配列を含み、前記アミノ酸配列は、ｈＰＧの残基１０～１４、ｈＰＧの
残基９～１４、ｈＰＧの残基４～１０、ｈＰＧの残基２～１０またはｈＰＧの残基２～１
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４（なお、このｈＰＧのアミノ酸配列は配列番号１である）を含み得る。
【００９４】
　より具体的な態様では、本発明による組成物は、プロガストリンのエピトープを認識す
る抗体を含んでなり、前記エピトープは、プロガストリンのＣ末端部分のアミノ酸配列に
相当するアミノ酸配列を含み、前記アミノ酸配列は、ｈＰＧの残基７１～７４、ｈＰＧの
残基６９～７３、ｈＰＧの残基７１～８０（配列番号４０）、ｈＰＧの残基７６～８０、
またはｈＰＧの残基６７～７４（なお、このｈＰＧのアミノ酸配列は配列番号１である）
を含み得る。
【００９５】
　さらに別の側面では、本発明は、上記の方法にとって有用なキットであって、本発明の
いずれかの抗体を含んでなるキットを提供する。上記の方法を実施するための説明を備え
た、所定の量の試薬の組合せを含んでなる包装された材料、例えばキットもまた、本発明
の範囲内である。好ましくは、前記キットは、本発明の抗体を少なくとも１つ、より好ま
しくは２つ含んでなる。
【００９６】
　例えば、第１の態様では、前記キットは、不溶性または部分的可溶性の担体に結合され
た第１の抗体を含んでなる。好ましくは、前記第１の抗体は、ｈＰＧのエピトープに結合
する抗体であり、前記エピトープは、上記のように、プロガストリンのＣ末端部分内のア
ミノ酸配列に相当するアミノ酸配列を含む。より好ましくは、前記第１の抗体は、ＷＯ２
０１１／０８３０８８に記載のハイブリドーマ２Ｈ９Ｆ４Ｂ７により産生されるモノクロ
ーナル抗体Ｍａｂ１４である。ハイブリドーマ２Ｈ９Ｆ４Ｂ７は、ブダペスト条約の下、
２０１６年１２月２７日に参照番号Ｉ－５１５８としてＣＮＣＭ、パスツール研究所（２
５－２８　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏｃｔｅｕｒ　Ｒｏｕｘ、７５７２４Ｐａｒｉｓ　ＣＥＤＥ
Ｘ１５、Ｆｒａｎｃｅ）に寄託されたものである。別の態様では、本明細書で詳説するポ
リクローナルもしくはモノクローナル抗体、またはその抗原結合フラグメントもしくは誘
導体は、上記の抗原を有する細胞を分泌またはプロガストリン受容体への結合の前に同定
するために、例えばキットとして包装および使用できるように、検出可能な部分で標識さ
れた状態で提供される。このような標識の限定されない例としては、フルオレセインイソ
チオシアネートなどの蛍光団；発色団、放射性核種、ビオチンまたは酵素が挙げられる。
このような標識抗体または結合フラグメントは、抗原の組織学的局在、ＥＬＩＳＡ、細胞
選別、ならびに、例えば、プロガストリン、およびこの抗原を有する細胞を検出または定
量するための他の免疫学的技術に使用し得る。好ましくは、前記標識抗体は、ｈＰＧのエ
ピトープに結合する抗体であり、前記エピトープは、上記のように、プロガストリンのＮ
末端部分内のアミノ酸配列に相当するアミノ酸配列を含む。より好ましくは、前記Ｎ末端
抗体は、上記のように、ポリクローナル抗体である。あるいは、例えば、上記のＮ末端モ
ノクローナル抗体、特に、それぞれ配列番号１６、１７および１８のアミノ酸配列のＣＤ
Ｒ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、配列番号１９、２０お
よび２１のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる
軽鎖とを含んでなるモノクローナル抗体など、プロガストリンのＮ末端内のエピトープに
結合するモノクローナル抗体を使用することも可能である。
【００９７】
　よって、最も好ましい態様では、本発明のキットは、
　２０１６年１２月２７日に参照番号Ｉ－５１５８としてＣＮＣＭ、パスツール研究所（
２５－２８　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏｃｔｅｕｒ　Ｒｏｕｘ、７５７２４　Ｐａｒｉｓ　ＣＥ
ＤＥＸ１５、Ｆｒａｎｃｅ）に寄託されたハイブリドーマにより産生されるモノクローナ
ル抗体である、第１の抗プロガストリン抗体；ならびに
　プロガストリンのＮ末端内のエピトープに結合するポリクローナル抗体または下記の３
つのＣＤＲ、すなわち、それぞれ配列番号１６、１７および１８のアミノ酸配列のＣＤＲ
－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含んでなる重鎖と、下記の３つのＣＤＲ、す
なわち、それぞれ配列番号１９、２０および２１のアミノ酸配列のＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ
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－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含んでなる軽鎖とを含んでなるモノクローナル抗体である、
第２の抗プロガストリン抗体
を含んでなる。
【００９８】
　本発明は、抗体、またはその抗原結合フラグメントもしくは誘導体が標識されているキ
ットを含む。
【００９９】
　試薬は、溶解時に適当な濃度を有する試薬溶液を提供する賦形剤を含む、通常凍結乾燥
された乾燥粉末として提供され得る。
【０１００】
　キットは、例えば、ＥＬＩＳＡまたはウエスタンブロットにおいてイン・ビトロ（ｉｎ
　ｖｉｔｒｏ）でプロガストリンを検出および定量するための抗体を含む。本発明の抗体
は、例えば、ＥＬＩＳＡまたはウエスタンブロットにおいてイン・ビトロでプロガストリ
ンを検出および定量するためのキット内に提供され得る。抗体が酵素で標識されている場
合、キットは、その酵素が必要とする基質および補因子（例えば、検出可能な発色団また
は蛍光団を提供する基質前駆体）を含む。加えて、安定剤、バッファー（例えば、ブロッ
キングバッファーまたは溶解バッファー）などの他の添加剤が含まれてもよい。このよう
なキットは、バイアル、チューブなどの１以上の容器を受容するように区画化されている
受け口を含んでなってもよく、このような容器は本発明の別々の要素を保持する。例えば
、１つの容器は、不溶性または部分的可溶性の担体に結合された第１の抗体を含んでもよ
い。第２の容器は、可溶性の検出できるように標識された第２の抗体を、凍結乾燥形態で
または溶液として含んでもよい。受け口はまた、検出できるように標識された第３の抗体
を凍結乾燥形態でまたは溶液として保持する第３の容器を含んでもよい。この性質のキッ
トは、本発明のサンドイッチアッセイにおいて使用し得る。ラベル表示または添付文書は
、組成物の説明、ならびに意図されるイン・ビトロまたは診断上の使用に関する指示を提
供し得る。
【０１０１】
　キットはまた、細胞からのプロガストリンの精製または免疫沈降用の陽性対照として使
用するために提供される。プロガストリンの単離および精製のために、キットは、ビーズ
（例えば、セファロースビーズ）と結合した、本明細書に記載の抗体、またはその抗原結
合フラグメントもしくは誘導体を含み得る。例えば、ＥＬＩＳＡまたはウエスタンブロッ
トにおいてイン・ビトロまたはエクス・ビボ（ｅｘ　ｖｉｖｏ）でプロガストリンを検出
および定量するための抗体を含むキットが提供され得る。キットは、容器と、その容器上
のまたはその容器に添付されたラベル表示または添付文書を含んでなる。容器は、本発明
の少なくとも１つの抗体、またはその結合フラグメントもしくは誘導体を含んでなる組成
物を保持する。例えば、希釈剤およびバッファー、対照抗体を含む追加の容器が含まれて
もよい。ラベル表示または添付文書は、組成物の説明、ならびに意図されるイン・ビトロ
または診断上の使用に関する指示を提供し得る。
【０１０２】
　本発明はまた、本発明の方法の実施形態に特徴的な一連の命令を含むプロダクト／コン
ピュータープログラムに関する。
【０１０３】
　本発明はまた、演算装置と入力インターフェースを含み、本明細書に開示されているよ
うに、癌を発症するリスクを決定するための方法を実施するための手段を含むことを特徴
とする処理システムに関する。
【０１０４】
　図１３に関して、本発明の特定の態様による装置（１）は、コンピューターの命令に従
うことおよびデータを処理することが可能な演算装置（１０）を含む。１つのこのような
演算装置は、優先的にはマイクロプロセッサー（１１０）を含み、これは現況技術に既知
のいずれの種類であってもよい。演算装置（１０）はまた、方法の実施形態に特徴的な一
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連の命令を含むコンピュータープログラムの受信が可能で、データの保存が可能な記憶装
置（１００）も有する。
【０１０５】
　装置（１）はまた、装置（１）のオペレーター（Ｏ）に処理されるデータの入力を可能
とする、演算装置（１０）に接続された入力インターフェース（１２）も含む。１つのこ
のような入力インターフェース（１２）は、ポインティングデバイス要素と関連していて
もよいキーボード要素などの演算装置（１０）用のこのようなデータの入力が可能ないず
れかの要素を含む。
【０１０６】
　優先的には、演算装置は、一方で、入力されたデータの完全性をユーザーが検証するこ
とを可能とし、他方で、演算装置（１０）がオペレーター（Ｏ）と対話できるようにする
ことを可能とする画面などの出力インターフェース（１４）をさらに含む。
【０１０７】
　装置（１）は、コンピューター、スマートフォンまたは本発明の方法の実施形態を可能
とする現況技術に既知のいずれかの他のシステムなどの単一のシステムに統合し得る。オ
ペレーター（Ｏ）は、いずれの熟練レベルでもあり得、よって、医療資格を保有していて
もしていなくてもよい。
【０１０８】
　本発明の特定の態様によれば、オペレーター（Ｏ）により入力されたデータは、本発明
の方法を実施することができ、よってサーバーにより受信されたデータを処理することが
できる演算装置を含んでなるリモートサーバーに、優先的には安全な方法で、ネットワー
ク（例えばインターネット）を介して送られることが、特に想定される。所望により、前
記処理の後、サーバーは、同じネットワークまたは別のネットワークを介して分析結果を
ユーザーに戻す。所望により、サーバーは、データおよび／または分析結果を記録の手段
で記録する。明らかに、ドナーおよびレシピエントの生理学的／臨床的特徴の匿名性を保
証する手段が想定され得る。
【０１０９】
　よって、１つのこのような装置（１）は、本発明の方法の実施形態を可能とする。すな
わち、
　入力インターフェース（１２）を用いて、演算装置（１０）に生理学的／臨床的特徴を
入力する工程（工程２２）（前記特徴は、サンプル（１０）におけるプロガストリンのレ
ベルを含む（工程２３））、
　所望により、演算装置（１０）によるデータ処理を介して前記プロガストリンレベルを
正規化する工程（工程２４）、および
　癌の発生リスクを決定するために、前記リスクスコアを分析する工程（工程２５）
の実施形態を可能とする。
【０１１０】
　よって、本発明の方法は、臨床職員または病院職員によるだけでなく、臨床研究に関与
する全職員（医薬品業界、科学者、医師など）または一般大衆によっても実施可能である
。
【０１１１】
　以下に示す実施例は、本発明の範囲および本開示の内容を単に例証したものである。当
業者ならば、本発明の範囲から逸脱することなく、以下に示す実施例に対する多数の修正
を考案および構築することができる。
【図面の簡単な説明】
【０１１２】
【図１】図１：結腸直腸癌に関する受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線（上のパネル）とＲＯ
Ｃ曲線下面積および統計分析（下のパネル）。
【図２】図２：Ｎ末端ポリクローナル抗体とＣ末端ポリクローナル抗体の組合せを用いた
、結腸直腸癌患者（ｎ＝１４８）および対照患者（ｎ＝１０３）におけるプロガストリン
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の血漿中濃度の中央値－マン・ホイットニー検定（両側）、＊＊＊ｐ＜０．０００１。
【図３】図３：肝細胞癌に関する受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線（上のパネル）とＲＯＣ
曲線下面積および統計分析（下のパネル）。
【図４】図４：Ｎ末端ポリクローナル抗体とＣ末端ポリクローナル抗体の組合せを用いた
、肝細胞癌患者（ｎ＝４７）および対照患者（ｎ＝１０３）におけるプロガストリンの血
漿中濃度の中央値－マン・ホイットニー検定（両側）、＊＊＊ｐ＜０．０００１。
【図５】図５：食道癌に関する受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線（上のパネル）とＲＯＣ曲
線下面積および統計分析（下のパネル）。
【図６】図６：Ｎ末端ポリクローナル抗体とＣ末端ポリクローナル抗体の組合せを用いた
、食道癌患者（ｎ＝１２）および対照患者（ｎ＝１０３）におけるプロガストリンの血漿
中濃度の中央値－マン・ホイットニー検定（両側）、＊＊＊ｐ＜０．０００１。
【図７】図７：胃癌（gastric cancer）に関する受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線（上のパ
ネル）とＲＯＣ曲線下面積および統計分析（下のパネル）。
【図８】図８：Ｎ末端ポリクローナル抗体とＣ末端ポリクローナル抗体の組合せを用いた
、胃癌（gastric cancer）患者（ｎ＝１５）および対照患者（ｎ＝１０３）におけるプロ
ガストリンの血漿中濃度の中央値－マン・ホイットニー検定（両側）、＊＊ｐ＜０．００
１。
【図９】図９：膵癌に関する受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線（上のパネル）とＲＯＣ曲線
下面積および統計分析（下のパネル）。
【図１０】図１０：Ｎ末端ポリクローナル抗体とＣ末端ポリクローナル抗体の組合せを用
いた、膵癌患者（ｎ＝４４）および対照患者（ｎ＝１０３）におけるプロガストリンの血
漿中濃度の中央値－マン・ホイットニー検定（両側）、＊＊＊ｐ＜０．０００１。
【図１１】図１１：卵巣癌に関する受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線（上のパネル）とＲＯ
Ｃ曲線下面積および統計分析（下のパネル）。
【図１２】図１２：Ｎ末端ポリクローナル抗体とＣ末端ポリクローナル抗体の組合せを用
いた、卵巣癌患者（ｎ＝８）および対照患者（ｎ＝１０３）におけるプロガストリンの血
漿中濃度の中央値。
【図１３】図１３：本発明の特定の態様による処理システムの概略図。
【図１４】図１４：本発明の特定の態様による方法を表した機能グラフ。
【図１５】図１５：ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体の組合せを用いた、種々の
癌型の患者（ｎ＝２３１）および対照患者（ｎ＝３２２）におけるプロガストリンの血漿
中濃度の中央値。
【図１６】図１６：ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体（ｍＡｂ－ｐＡｂ）の組合
せまたはモノクローナル抗体（ｍＡｂ－ｍＡｂ）の組合せを用いた、種々の癌型の患者（
ｎ＝１０）におけるプロガストリンの血漿中濃度の中央値－マン・ホイットニー検定（両
側）、ＮＳ　ｐ＞０．０５。
【実施例】
【０１１３】
実施例１：ポリクローナル抗体を用いた血漿中プロガストリン濃度の検出
　２種類の特異的抗プロガストリン抗体を用いて、ＥＬＩＳＡにより血漿中プロガストリ
ンレベルを定量した：捕捉抗体をプレートのウェルにコーティングし、一方、可視化抗体
を用いてプロガストリンを検出し、シグナルの可視化を媒介する。
【０１１４】
　本実施例では、定量は、反応が光を発する基質を使用することにより、捕捉抗体が保持
する抗原に結合された抗体の発光量に比例する値を割り当てることが可能なＥＬＩＳＡ法
に基づいている。
【０１１５】
材料
　試薬および機器を表７に示す：
【０１１６】
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【表７】

【０１１７】
　ポリクローナル抗体は、標準プロトコールに従い、Ｎ末端プロガストリン（配列番号２
）、またはｈＰＧのアミノ酸７１～８０に相当し、配列ＦＧＲＲＳＡＥＤＥＮ（配列番号
４０）を有するＣ末端プロガストリンでウサギを免疫することによって得た。
【０１１８】
　本アッセイに用いたプロガストリンに対するポリクローナル抗体の結合の特徴は、以下
の通りである：Ｇ３４－Ｇｌｙ、Ｇ３４、Ｇ１７－Ｇｌｙ、Ｇ１７に結合せず、全長プロ
ガストリンに結合する。
【０１１９】
　１つのカプセル剤の内容物を１００ｍＬのミリＱ水に溶解して、５０ｍＭ、ｐＨ９．６
の炭酸－重炭酸ナトリウムの溶液を調製することにより、９６ウェルプレートをコーティ
ングする。プロガストリンＦＧＲＲＳＡＥＤＥＮ（配列番号４０）のＣ末端を用いて得ら
れるポリクローナル抗体に相当する捕捉抗体溶液（３μｇ／ｍＬ）を、炭酸バッファー中
で調製する。１００マイクロリットルの抗体溶液を各ウェルに添加し、４℃で１６時間イ
ンキュベートする（一晩）。次に、抗体溶液を除去してプレートをブロッキングし、３０
０μＬの１倍ＰＢＳ／０．１％ツイーン２０で３回洗浄した後、ウェルあたり２００μＬ
のブロッキングバッファー（１倍ＰＢＳ／０．１％ツイーン２０／０．１％ＢＳＡ）を添
加し、２２℃で２時間インキュベートする。次に、ブロッキングバッファーを除去し、ウ
ェルを３００μＬの１倍ＰＢＳ／０．１％ツイーン２０で３回洗浄する。
【０１２０】
　血漿の希釈は、以下のように実施する：血漿は純品として使用し、１／２、１／５およ
び１／１０に希釈する。１倍ＰＢＳ／０．１％ツイーン２０／０．１％ＢＳＡ中に純粋血
漿から希釈溶液を調製する。
【０１２１】
　対照試験、すなわち、既知濃度のプロガストリンの存在下でのＥＬＩＳＡに関しては、
プロガストリン希釈溶液を以下のように調製する：ストック組換えＰＧ（パスツール研究
所、パリ、フランスから得た、大腸菌で産生され、グルタチオンアガロース／標識除去（
Ｔｅｖ）／ＩＭＡＣカウンター精製／透析でアフィニティー精製された全長ヒトプロガス
トリン）を、０．４５ｍｇ／ｍＬ（４５マイクロモル）の濃度にて３反復で調製する。プ
ロガストリン濃度の範囲は、以下のように調製した:
・溶液Ａ：前希釈１／１０、２μＬのストック＋１８μＬのバッファー
・溶液Ｂ：前希釈１／１００、１０μＬのＡ＋９０μＬのバッファー
・溶液Ｃ：前希釈１／１０００、１０μＬのＢ＋９０μＬのバッファー
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・溶液Ｄ：５００ｐＭ、５，５５μＬのＣ＋４９４．５μＬの希釈剤
・溶液Ｅ：２５０ｐＭ、２５０μＬのＤ＋２５０μＬの希釈剤
・溶液Ｆ：１００ｐＭ、２００μＬのＥ＋３００μＬの希釈剤
・溶液Ｇ：５０ｐＭ、２５０μＬのＦ＋２５０μＬの希釈剤
・溶液Ｈ：２５ｐＭ、２００μＬのＧ＋２００μＬの希釈剤
・溶液Ｉ：１０ｐＭ、１００μＬのＨ＋１５０μＬの希釈剤
【０１２２】
　組換えＰＧの範囲は線形であるため、使用する抗体に応じて多少広範囲とすることがで
きる。
【０１２３】
　試験サンプルの調製のために、およそ５００μＬの各サンプルを取っておき、結果の分
析（および必要な場合は確認）まで保存する。範囲の各点の１００μＬおよび／または血
漿を純品としてアッセイし、１／２、１／５および１／１０に希釈し、プレート上で２２
℃で２時間インキュベートする。
【０１２４】
　試験の可視化のために、プレートを３００μＬの１倍ＰＢＳ／０．１％ツイーン２０で
３回洗浄する。ビオチンと結合して０．５μｇ／ｍＬとなった、免疫原としてプロガスト
リンのＮ末端部分を用いて得られたポリクローナルウサギ抗プロガストリン抗体の溶液を
、１倍ＰＢＳ／０．１％ツイーン２０／０．１％ＢＳＡでの希釈により調製する。この溶
液１００μＬを各ウェルに添加する。２２℃で１時間インキュベートする。検出抗体を除
去することにより、ストレプトアビジン－ＨＲＰによる可視化を実施し、３００μＬの１
倍ＰＢＳ／０．１％ツイーン２０で３回洗浄した後、１倍ＰＢＳ／０．１％ツイーン２０
／０．１％ＢＳＡで希釈された２０ｎｇ／ｍＬのストレプトアビジン－ＨＲＰ溶液を調製
し、ここで、この溶液１００μＬを各ウェルに添加した後、２２℃で１時間インキュベー
トする。
【０１２５】
　検出は、ストレプトアビジン－ＨＲＰを除去し、３００μＬの１倍ＰＢＳ／０．１％ツ
イーン２０で３回洗浄した後、ウェルあたり１００μＬの化学発光基質溶液を添加するこ
とから構成される。基質溶液は、使用する３０分前に、スーパーシグナルＥＬＩＳＡフェ
ムトキットの２種類の溶液を等容量（２０ｍＬ＋２０ｍＬ）混合することにより調製し、
暗所に室温で保存する。暗所において室温で５分間インキュベートした後、発光を読み取
る。
【０１２６】
　各条件につき、試験を３反復で実施し、範囲の結果は、プロガストリン濃度に依存した
発光の変化を示すグラフとして示す。各血漿希釈溶液に関して、相当する範囲（１／１０
に希釈したサンプルについては範囲１／１０）の線形回帰直線の式を用いて、プロガスト
リンの濃度を決定する。
【０１２７】
方法および結果
　後に癌を発症したことが判明した対象由来の血漿サンプルにおいて、プロガストリンレ
ベルを決定した。プロガストリンは、Ｃ末端に対して特異的なポリクローナル抗体で捕捉
した。検出は、Ｎ末端に対して特異的な標識ポリクローナル抗体を用いて実施した。
【０１２８】
　重要なことに、サンプル採取の時点で、これらの対象は癌と診断されたことがなく、癌
に関連するいずれの症状も示していなかった。対照は、一般集団由来の血漿サンプルから
構成された。
【０１２９】
　結果を図１～１２に示す。プロガストリンの血漿中濃度の中央値は、後に結腸直腸癌を
発症した患者（ｎ＝１４８）において１７ｐＭ、肝細胞癌を発症した患者（ｎ＝４７）に
おいて１００ｐＭ、食道癌を発症した患者（ｎ＝１２）において４２．３ｐＭ、胃癌を発
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症した患者（ｎ＝１５）において１７．９０ｐＭ、膵癌を発症した患者（ｎ＝４４）にお
いて１６．６ｐＭ、卵巣癌を発症した患者（ｎ＝８）において８．４５であった。比較と
して、対照対象（ｎ＝１０３）におけるプロガストリンの血漿中濃度の中央値は、０ｐＭ
である。
【０１３０】
　これらのデータは、癌を将来発症する患者は、血漿中に検出可能なレベルのプロガスト
リンを有するが、健常対照個体は有しないことを示している。プロガストリンは、いずれ
かの癌が診断され得る前ですら検出することができるため、プロガストリンは癌発症の有
用なバイオマーカーとなる。ＲＯＣ分析では、上記の癌のそれぞれについて、プロガスト
リンの予測的性質が確認された。
【０１３１】
　これらのデータは、癌を発症するリスクを有する患者は、健常対照個体と比較して、血
漿中プロガストリン濃度が高いことを示している。
【０１３２】
実施例２：ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体の組合せを用いた血漿中プロガスト
リン濃度の検出
　本実施例では、９６ウェルプレートにプレコーティングされたヒトプロガストリン（ｈ
ＰＧ）に対して特異的な抗体を使用して、ＥＬＩＳＡにより血漿中プロガストリンレベル
を定量した。標準物質およびサンプルをウェルに添加し、ｈＰＧが存在すれば固定化捕捉
抗体に結合する。ウェルを洗浄し、抗ｈＰＧ検出抗体セイヨウワサビペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）コンジュゲートを添加し、抗体－抗原－抗体の「サンドイッチ」を作製する。２
回目の洗浄後、ＴＭＢ基質溶液を添加すると、最初のサンプル中に存在するｈＰＧの量と
正比例して青色が生じる。停止液で色を青色から黄色に変化させ、マイクロプレートリー
ダーを用いて４５０ｎｍでウェルを読み取る。
【０１３３】
　ポリクローナル抗体は、標準プロトコールに従い、Ｎ末端プロガストリン（配列番号２
）、またはｈＰＧのアミノ酸７１～８０に相当し、配列ＦＧＲＲＳＡＥＤＥＮ（配列番号
４０）を有するＣ末端プロガストリンでウサギを免疫することによって得た。
【０１３４】
　モノクローナル抗体は、標準プロトコールに従い、Ｎ末端プロガストリン（配列番号２
）、またはｈＰＧのアミノ酸７１～８０に相当し、配列ＦＧＲＲＳＡＥＤＥＮ（配列番号
４０）を有するＣ末端プロガストリンに対する抗体を産生するハイブリドーマを用いて得
た。
【０１３５】
　本アッセイに用いたプロガストリンに対するポリクローナルおよびモノクローナル抗体
の結合の特徴は、以下の通りである：Ｇ３４－Ｇｌｙ、Ｇ３４、Ｇ１７－Ｇｌｙ、Ｇ１７
に結合せず、全長プロガストリンに結合する。
【０１３６】
　対照試験、すなわち、既知濃度のプロガストリンの存在下でのＥＬＩＳＡに関しては、
プロガストリン希釈溶液を以下のように調製する：ストック組換えＰＧ（パスツール研究
所、パリ、フランスから得た、大腸菌で産生され、グルタチオンアガロース／標識除去（
Ｔｅｖ）／ＩＭＡＣカウンター精製／透析で精製された全長ヒトプロガストリン）を、０
．４５ｍｇ／ｍＬ（４５マイクロモル）の濃度にて３反復で調製する。プロガストリン濃
度の範囲は、以下のように調製した:
・溶液Ａ：前希釈１／１０、２μＬのストック＋１８μＬのバッファー
・溶液Ｂ：前希釈１／１００、１０μＬのＡ＋９０μＬのバッファー
・溶液Ｃ：前希釈１／１０００、１０μＬのＢ＋９０μＬのバッファー
・溶液Ｄ：５００ｐＭ、５，５５μＬのＣ＋４９４．５μＬの希釈剤
・溶液Ｅ：２５０ｐＭ、２５０μＬのＤ＋２５０μＬの希釈剤
・溶液Ｆ：１００ｐＭ、２００μＬのＥ＋３００μＬの希釈剤
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・溶液Ｇ：５０ｐＭ、２５０μＬのＦ＋２５０μＬの希釈剤
・溶液Ｈ：２５ｐＭ、２００μＬのＧ＋２００μＬの希釈剤
・溶液Ｉ：１０ｐＭ、１００μＬのＨ＋１５０μＬの希釈剤
　組換えＰＧの範囲は線形であるため、使用する抗体に応じて多少広範囲とすることがで
きる。
【０１３７】
方法および結果
　後に癌を発症したことが判明した対象由来の血漿サンプルにおいて、プロガストリンレ
ベルを決定した。プロガストリンは、ＷＯ２０１１／０８３０８８に記載のハイブリドー
マ２Ｈ９Ｆ４Ｂ７により産生されるＣ末端モノクローナル抗体ｍＡｂ１４で捕捉した（ハ
イブリドーマ２Ｈ９Ｆ４Ｂ７は、ブダペスト条約の下、２０１６年１２月２７日に参照番
号Ｉ－５１５８としてＣＮＣＭ、パスツール研究所（２５－２８　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏｃ
ｔｅｕｒ　Ｒｏｕｘ、７５７２４　Ｐａｒｉｓ　ＣＥＤＥＸ１５、Ｆｒａｎｃｅ）に寄託
されたものである）。検出は、Ｎ末端に対して特異的な標識ポリクローナル抗体を用いて
実施した。
【０１３８】
　重要なことに、サンプル採取の時点で、これらの対象は癌と診断されたことがなく、癌
に関連するいずれの症状も示していなかった。対照は、一般集団由来の血漿サンプルから
構成された。
【０１３９】
　結果を図１５に示す。プロガストリンの血漿中濃度の中央値は、癌の種類に応じた患者
（ｎ＝２３１）において２．７５０～２１．５ｐＭであった。比較として、対照対象（ｎ
＝３２２）におけるプロガストリンの血漿中濃度の中央値は、０ｐＭである。
【０１４０】
　これらのデータは、癌を将来発症する患者は、血漿中に検出可能なレベルのプロガスト
リンを有するが、健常対照個体は有しないことを示している。プロガストリンは、いずれ
かの癌が診断される前ですら検出することができるため、プロガストリンは癌発症の有用
なバイオマーカーとなる。
【０１４１】
　これらのデータは、癌を発症するリスクを有する患者は、健常対照個体と比較して、血
漿中プロガストリン濃度が高いことを示している。
【０１４２】
実施例３：モノクローナル抗体の組合せを用いた血漿中プロガストリン濃度の検出
　本実施例では、９６ウェルプレートにプレコーティングされたヒトプロガストリン（ｈ
ＰＧ）に対して特異的な抗体を使用して、ＥＬＩＳＡにより血漿中プロガストリンレベル
を定量した。標準物質およびサンプルをウェルに添加し、存在するいずれかのｈＰＧが固
定化捕捉抗体に結合する。ウェルを洗浄し、抗ｈＰＧ検出抗体セイヨウワサビペルオキシ
ダーゼ（ＨＲＰ）コンジュゲートを添加し、抗体－抗原－抗体の「サンドイッチ」を作製
する。２回目の洗浄後、ＴＭＢ基質溶液を添加すると、最初のサンプル中に存在するｈＰ
Ｇの量と正比例して青色が生じる。停止液で色を青色から黄色に変化させ、マイクロプレ
ートリーダーを用いて４５０ｎｍでウェルを読み取る。
【０１４３】
　ポリクローナル抗体は、標準プロトコールに従い、Ｎ末端プロガストリン（配列番号２
）、またはｈＰＧのアミノ酸７１～８０に相当し、配列ＦＧＲＲＳＡＥＤＥＮ（配列番号
４０）を有するＣ末端プロガストリンでウサギを免疫することによって得た。
【０１４４】
　モノクローナル抗体は、標準プロトコールに従い、Ｎ末端プロガストリン（配列番号２
）、またはｈＰＧのアミノ酸７１～８０に相当し、配列ＦＧＲＲＳＡＥＤＥＮ（配列番号
４０）を有するＣ末端プロガストリンに対する抗体を産生するハイブリドーマを用いて得
た。
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【０１４５】
　本アッセイに用いたプロガストリンに対するポリクローナルおよびモノクローナル抗体
の結合の特徴は、以下の通りである：Ｇ３４－Ｇｌｙ、Ｇ３４、Ｇ１７－Ｇｌｙ、Ｇ１７
に結合せず、全長プロガストリンに結合する。
【０１４６】
　対照試験、すなわち、既知濃度のプロガストリンの存在下でのＥＬＩＳＡに関しては、
プロガストリン希釈溶液を以下のように調製する：ストック組換えＰＧ（パスツール研究
所、パリ、フランスから得た、大腸菌で産生され、グルタチオンアガロース／標識除去（
Ｔｅｖ）／ＩＭＡＣカウンター精製／透析でアフィニティー精製された全長ヒトプロガス
トリン）を、０．４５ｍｇ／ｍＬ（４５マイクロモル）の濃度にて３反復で調製する。プ
ロガストリン濃度の範囲は、以下のように調製した:
・溶液Ａ：前希釈１／１０、２μＬのストック＋１８μＬのバッファー
・溶液Ｂ：前希釈１／１００、１０μＬのＡ＋９０μＬのバッファー
・溶液Ｃ：前希釈１／１０００、１０μＬのＢ＋９０μＬのバッファー
・溶液Ｄ：５００ｐＭ、５，５５μＬのＣ＋４９４．５μＬの希釈剤
・溶液Ｅ：２５０ｐＭ、２５０μＬのＤ＋２５０μＬの希釈剤
・溶液Ｆ：１００ｐＭ、２００μＬのＥ＋３００μＬの希釈剤
・溶液Ｇ：５０ｐＭ、２５０μＬのＦ＋２５０μＬの希釈剤
・溶液Ｈ：２５ｐＭ、２００μＬのＧ＋２００μＬの希釈剤
・溶液Ｉ：１０ｐＭ、１００μＬのＨ＋１５０μＬの希釈剤
　組換えＰＧの範囲は線形であるため、使用する抗体に応じて多少広範囲とすることがで
きる。
【０１４７】
方法および結果
　後に癌を発症したことが判明した対象由来の血漿サンプルにおいて、プロガストリンレ
ベルを決定した。プロガストリンは、ＷＯ２０１１／０８３０８８に記載のハイブリドー
マ２Ｈ９Ｆ４Ｂ７により産生されるＣ末端モノクローナル抗体ｍＡｂ１４で捕捉した（ハ
イブリドーマ２Ｈ９Ｆ４Ｂ７は、ブダペスト条約の下、２０１６年１２月２７日に参照番
号Ｉ－５１５８としてＣＮＣＭ、パスツール研究所（２５－２８　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏｃ
ｔｅｕｒ　Ｒｏｕｘ、７５７２４　Ｐａｒｉｓ　ＣＥＤＥＸ１５、Ｆｒａｎｃｅ）に寄託
されたものである）。検出は、Ｎ末端に対して特異的な、ＷＯ２０１１／０８３０８８に
記載の標識モノクローナル抗体ｍＡｂ１６を用いて実施した。
【０１４８】
　重要なことに、サンプル採取の時点で、これらの対象は癌と診断されたことがなく、癌
に関連するいずれの症状も示していなかった。対照は、一般集団由来の血漿サンプルから
構成された。
【０１４９】
　結果を図１６に示す。ｍＡｂ－ｐＡｂおよびｍＡｂ－ｍＡｂを用いたプロガストリンの
血漿中濃度の中央値は、中央値（それぞれ８．２対６．６ｐＭ）および平均値（それぞれ
１８．９９対１６．７９ｐＭ）において同程度であった（ｎ＝１０）。
【０１５０】
　これらのデータは、ｍＡｂ－ｐＡｂおよびｍＡｂ－ｍＡｂ　ＥＬＩＳＡサンドイッチ試
験は、双方とも患者の血漿中のプロガストリンを検出することを示している。重要なこと
に、両試験間の有意差は同定することができなかった。特に、ｍＡｂ－ｐＡｂとｍＡｂ－
ｍＡｂサンドイッチの感度は非常に類似していた。従って、ｍＡｂ－ｍＡｂ　ＥＬＩＳＡ
サンドイッチは、いずれかの癌が診断される前ですら患者の血漿中のプロガストリンの検
出に信頼して用いることができるため、プロガストリンは癌発症の有用なバイオマーカー
となる。
【０１５１】
　これらのデータは、癌を発症するリスクを有する患者は、健常対照個体と比較して、血
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