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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検体由来の体液中に存在するＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質、その変異体及び／又はそ
れらの断片からなる早期胃癌検出用マーカーの量をインビトロで測定し、その量に基づい
て早期胃癌の罹患を決定する早期胃癌検出方法。
【請求項２】
　前記Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質が配列番号１に示されるポリペプチドである、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　被検体の前記早期胃癌検出用マーカーの量が健常体のそれと比較して統計学的に有意に
多いときに早期胃癌に罹患していると決定する、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記統計学的に有意に多い量が健常体の２倍以上である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記測定が前記早期胃癌検出用マーカーと特異的に結合可能な物質を用いる、請求項１
～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記結合可能な物質が抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体、抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１変異体抗体及び／
又はそれらの断片である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
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　前記体液試料が血液又は尿である、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体、抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１変異体抗体、それらの断片及び／又はそ
れらの化学修飾誘導体を含む、早期胃癌検出用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質を胃癌検出用マーカーとし、その体液中の濃度
を測定することによる胃癌の検出方法に関する。
【０００２】
　本発明はまた、胃癌の検出のために使用される前記タンパク質と結合可能な物質を含む
胃癌の検出用キットに関する。
【背景技術】
【０００３】
　胃は、飲食物を数時間貯蔵し、その間に分泌された胃酸により飲食物を酸性にして腐敗
を防ぎ、かつ消化酵素によって飲食物を消化する役割を持つ、重要な消化器系器官である
。
【０００４】
　胃癌の発生頻度は、日本においては人口１０万人あたり５０～６０人程度であり、男女
比は１～２：１で男性に多い傾向がある。また、死亡数は、年間約５万人で、全癌の１７
％程度であり、第二次世界大戦後、１９９０年初頭まで部位別の癌死亡率で一位であった
。現在では患者数は年々減少しており肺癌についで第二位となっているが、依然として患
者数の多い疾患であることには変わりない。また、胃癌は世界的に見た場合は日本、韓国
、中国等のアジア地域、南米における患者数が多い疾患である。胃癌の危険因子としては
一般的には喫煙、高塩分の食習慣、ヘリコバクター・ピロリ菌の感染等を挙げることがで
きる。
【０００５】
　胃癌の治療には、内視鏡治療、外科手術、化学療法、放射線療法等が知られており、病
期、腫瘍の大きさ・深達度、転移の度合等を勘案して施される。治療方針にあたっては、
２００４年に日本胃癌学会により作成された「胃癌治療ガイドライン」に基づいて決定さ
れる。早期胃癌の場合には、内視鏡切除又は外科手術によって完全に切除することが可能
であり、再発率も非常に低い。一方、進行胃癌である場合には、病変が摘出されても、手
術時には発見できなかった微小な転移巣があり、再発する場合が少なくない。胃癌は、早
期で発見された場合の予後は比較的良く、通常、９０％以上が完全に治癒する。しかし、
大きな腫瘍や転移後の治療成績は５年生存率が約７０％と劣る。それ故、早期発見が重要
性となっている。
【０００６】
　しかしながら、ほとんどの胃癌は、早期段階では無症状であり、癌が進行してからでな
いと明確な自覚症状が現れないことが多い。したがって、自覚症状により胃癌を早期発見
することは困難である。自覚症状としては、胃癌の進行につれて軟便化、黒色便、吐き気
、胃部不快感等が見られ、また全身的症状として易疲労感、発熱、体重減少、貧血等が見
られる。さらに進行すると腫瘍の増大に伴い、腹部にしこりを覚えるようになる。このよ
うな、自覚症状が現れた後も患者はそれをしばしば放置する傾向があり、検診時のＸ線撮
影等で既に進行した状態で初めて発見される場合も少なくない。それ故、早期段階で胃癌
を高感度に、かつ正確に検出する検査方法の開発が重要となってくる。
【０００７】
　胃癌の検査法としては、超音波検査、ＣＴ検査、血管造影検査、Ｘ線撮影等による画像
診断法がある。画像診断法は、早期の小さい胃癌を発見するのには有用な方法ではあるが
、例えば、健康診断等多数の被検者を対象とする場合には効率的な方法とはいえず、また
診断に必要な費用も比較的高いという問題がある。
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【０００８】
　近年のゲノム解析又はプロテオーム解析の技術進歩に伴い、癌領域での研究の成果とし
て様々な新規の腫瘍マーカー候補が発見されつつある（例えば、特許文献１、特許文献２
）。特定の癌に特異的で、かつ感受性の高い血中マーカーは、比較的安価でハイスループ
ットな検査・診断が可能になると考えられることから、その開発が強く望まれている。マ
ーカー探索の方法としては、癌細胞と非癌細胞における遺伝子発現やタンパク質又は細胞
の代謝産物等の量を比較する方法や、癌患者と非癌患者の体液中に含まれるｍRNA、タン
パク質又は代謝産物等の量を測定する方法が挙げられる。現在、臨床現場で用いられてい
る胃癌腫瘍マーカーとしては、ＣＥＡ、ＢＦＰ、ＮＣＣ－ＳＴ－４３９、ＣＡ７２－４、
ＣＡ１９－９等が知られている。また組織においてはｐｅｐｓｉｎｏｇｅｎ　Ｃ（非特許
文献１）、ｈｎＲＮＰ　Ａ２／Ｂ１（非特許文献２）、ＮＳＰ３、ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ
、ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ、ＨＳＰ２７、ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ　ｉｓｏｍ
ｅｒａｓｅ　Ａ３、ＧＲＰ５８（非特許文献３）等のマーカー候補が発見されている。し
かしながら、これらのマーカー及びマーカー候補は、特異性及び／又は検出感度に乏しい
ことや、生体試料からのその効率的な検出方法が確立していない。したがって、その利用
は、治療後の経過観察といった限られた目的に限定されており、より特異性及び検出感度
が高い胃癌のマーカーが切望されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】国際公開ＷＯ２００５／００１１２６
【特許文献２】国際公開ＷＯ２００３／０６０１２１
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Ｍｅｌｌｅ，Ｃ．ら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｏｍｅ　ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ、２００５、第５巻、ｐ．１７９９－１８０４
【非特許文献２】Ｌｅｅ，Ｃ．ら、Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ、２００５、第５巻、ｐ．１１
６０－１１６６
【非特許文献３】Ｒｙｕ，Ｊ．Ｗ．ら、Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｋｏｒｅａｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅ、２００３、第１８巻、ｐ．５０５－５０９
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明の課題は、胃癌の検出に有用な腫瘍マーカー及び該腫瘍マーカーを用いた胃癌の
検出方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　上記の課題を解決するために、本発明者らは、胃癌患者の血液と健常体の血液に存在す
るタンパク質群を比較し、胃癌患者の血液にのみ特異的に検出される新規腫瘍マーカーと
してＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質を見出し、本発明を完成するに至った。
【００１３】
　「Ｃｏｆｉｌｉｎ１」（Ｃｏｆｉｌｉｎ、ｎｏｎ－ｍｕｓｃｌｅ　ｉｓｏｆｏｒｍ　１
８　ｋＤａ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ）タンパク質は、ＡＤＦ／ＣＯＦＩＬＩＮフ
ァミリーに属するアクチン細胞骨格結合性タンパク質である。このタンパク質は、細胞の
形態や運動性の調節を介して、細胞質分裂、エンドサイトーシス、発生と組織の分化など
様々な生命現象に関与することが報告されている(ｋａｊｉ Ｎ.ら、２００８年、Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、第２８３巻、p. ４９８
３-４９９２；ｖｏｎ　Ｂｌｕｍｅ　Ｊ．ら、２００９年、Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ, 第１８７巻、p. １０５５-１０６９；Ｓａｘｅｎａ　Ｒ
.ら、２００７年、Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ａｃａｄｅｍｙ　
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ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，第１１１６巻、ｐ．４９４－４９８)。また、このタンパク質は
、肺癌細胞、膵臓癌細胞、乳癌細胞、卵巣癌細胞や 肝癌細胞において発現が高いことが
知られており、癌の進展に深く関与することも判明している（Ｋｅｓｈａｍｏｕｎｉ　Ｖ
Ｇ．ら、２００６年、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、第
５巻、p.１１４３－１１５４；Ｓｉｎｈａ　Ｐ．ら、１９９９年、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ
ｒｅｓｉｓ、第２０巻、p.２９５２－２９６０；Ｚｈａｎｇ　Ｙ．ら、２０１０年、Ｔｈ
ｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ,第３８巻、ｐ１０４２－１０４８；Ｍａｒｔｏｇｌｉｏ　Ａら、２０００年、Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第６巻、p.７５０－７６５Ｄｉｎｇ　Ｓ．ら、２
００４年、Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ、第４巻、p.９８２－９９４）。しかしながら、現在ま
でＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質と胃癌との関連性に関する報告はない。
【００１４】
　したがって、本発明は、以下の発明を包含する。
【００１５】
（１）被検体由来の体液中に存在するＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質、その変異体及び／又
はそれらの断片からなる胃癌検出用マーカーの量をインビトロで測定し、その量に基づい
て胃癌の罹患を決定する胃癌検出方法。
【００１６】
（２）前記Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質が配列番号１に示されるポリペプチドである、（
１）に記載の方法。
【００１７】
（３）被検体の前記胃癌検出用マーカーの量が健常体のそれと比較して統計学的に有意に
多いときに胃癌に罹患していると決定する、（１）又は（２）に記載の方法。
【００１８】
（４）前記統計学的に有意に多い量が健常体の２倍以上である、（３）に記載の方法。
【００１９】
（５）前記測定が前記胃癌検出用マーカーと特異的に結合可能な物質を用いる、（１）～
（４）のいずれかに記載の方法。
【００２０】
（６）前記結合可能な物質が抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体、抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１変異体抗体及
び／又はそれらの断片である、（５）に記載の方法。
【００２１】
（７）前記胃癌が早期胃癌である、（１）～（６）のいずれかに記載の方法。
【００２２】
（８）前記体液試料が血液又は尿である、（１）～（７）のいずれかに記載の方法。
【００２３】
（９）抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体、抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１変異体抗体、それらの断片及び／又
はそれらの化学修飾誘導体を含む、胃癌検出用キット。
【００２４】
　本明細書は本願の優先権の基礎である日本国特許出願2010-046558号の明細書および／
または図面に記載される内容を包含する。
【発明の効果】
【００２５】
　本発明により、胃癌を容易にかつ高い信頼度で検出することが可能になった。例えば、
胃癌患者の血液等の体液試料中に含まれるＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質の濃度を測定する
だけで、胃癌であるか否かを容易に判定することができる。本発明の胃癌検出方法によれ
ば、早期癌の場合であっても検出が可能な点で有効である。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】胃癌患者及び健常者の血漿中のＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質を、ウェスタンブロ
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ット法により検出したグラフ。
【図２】胃癌患者及び健常者の血漿中のＣＥＡ（図２Ａ）及びＣＡ１９－９（図２Ｂ）を
、サンドイッチＥＬＩＳＡ法により検出したグラフ。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
１．胃癌検出用マーカー
　（概要）
　本発明の第一の態様は、胃癌を検出するための胃癌検出用マーカーに関する。本発明は
、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質が健常者よりも胃癌患者の血液中に多く存在する知見に基
づくものである。後述の本発明の第二の態様で説明するように、被検体の血液中に存在す
る当該タンパク質の量の多寡によって、その被検体の胃癌の罹患を検出し得る。
【００２８】
　（発明の構成）
　本発明において「胃癌検出用マーカー」とは、胃癌を検出するための生物学的マーカー
であって、被検体が胃癌に罹患していることを示す指標となる物質をいう。本発明の胃癌
検出用マーカーは、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質、その変異体及び／又はそれらの断片（
以降、本明細書において、これらをまとめて、しばしば「Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等
」と呼ぶ）で構成される。
【００２９】
　本発明の「Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質」は、前述のようにアクチン細胞骨格結合性タ
ンパク質をいう。本発明においては、１６６アミノ酸からなる約１８ｋＤａの各生物種Ｃ
ｏｆｉｌｉｎ１タンパク質が該当するが、好ましくはヒト由来のＣｏｆｉｌｉｎ１タンパ
ク質（ＧｅｎＢａｎｋ　アクセッションＮＰ＿００５４９８．１）、具体的には、配列番
号１に示されるポリペプチドである。
【００３０】
　本明細書において前記Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質の「変異体」とは、Ｃｏｆｉｌｉｎ
１タンパク質の、好ましくは配列番号１に示されるヒト由来の野生型Ｃｏｆｉｌｉｎ１タ
ンパク質を構成するアミノ酸配列又はその部分配列において、１以上、好ましくは１～数
個のアミノ酸の欠失、置換、付加又は挿入を含む変異体、あるいは該アミノ酸配列又はそ
の部分配列と約８０％以上、約８５％以上、好ましくは約９０％以上、より好ましくは約
９５％以上、約９７％以上、約９８％以上、約９９％以上の％同一性を示す変異体を意味
する。ここで、「数個」とは、約１０、９、８、７、６、５、４、３又は２個以下の整数
を指す。また、「％同一性」とは、ＢＬＡＳＴやＦＡＳＴＡによるタンパク質の検索シス
テムを用いて、ギャップを導入して又はギャップを導入しないで、決定することができる
（Ｋａｒｌｉｎ，Ｓ．ら、１９９３年、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｕ．Ｓ．Ａ．、第９０巻、ｐ.５８７３-
５８７７；Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．ら、１９９０年、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第２１５巻、ｐ．４０３－４１０；Ｐｅａｒｓｏｎ，Ｗ
．Ｒ．ら、１９８８年、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｕ．Ｓ．Ａ．、第８５巻、ｐ.２４４４-２４４８）。Ｃｏ
ｆｉｌｉｎ１タンパク質の変異体の具体例として、被検体の種類(例えば、被検者の場合
は人種)や個体に基づく多型（ＳＮＩＰｓを含む）、スプライス変異等が挙げられる。
【００３１】
　本明細書において「断片」とは、野生型Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質、好ましくは配列
番号１で示されるヒト由来の野生型Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質又はその変異体を構成す
るアミノ酸の少なくとも７個以上全数未満、少なくとも１０個以上全数未満、少なくとも
１５個以上全数未満、好ましくは少なくとも２０個以上全数未満、少なくとも２５個以上
全数未満、より好ましくは少なくとも３５個以上全数未満、少なくとも４０個以上全数未
満、少なくとも５０個以上全数未満の連続するアミノ酸残基からなり、１個又は複数のエ
ピトープを保持するポリペプチド断片をいう。このような断片は、後述する本発明に関わ
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る抗体又はその断片と免疫特異的に結合することができる。このようなペプチド断片をＣ
ｏｆｉｌｉｎ１タンパク質に包含する理由は、たとえ断片化されていても血液中のＣｏｆ
ｉｌｉｎ１タンパク質を定量できれば、本発明の目的を達し得、また、血液中の上記野生
型Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質（好ましくは配列番号１で示されるヒト由来の野生型Ｃｏ
ｆｉｌｉｎ１タンパク質）又はその変異体の全長ポリペプチドが、例えば、血液中に存在
するプロテアーゼやペプチダーゼ等によって断片化されて存在する可能性があるからであ
る。
【００３２】
２．胃癌検出方法
　（概要）
　本発明の第二の態様は、胃癌を検出する方法に関する。本発明は、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タ
ンパク質が健常者よりも胃癌患者の血液中に多く存在する知見に基づき、被検体由来の体
液中の存在する本発明の胃癌検出用マーカーＣｏｆｉｌｉｎ１の量を測定し、その結果か
ら胃癌を検出する方法である。
【００３３】
　（発明の構成）
　本発明の方法は、（１）胃癌検出用マーカーＣｏｆｉｌｉｎ１測定工程、及び（２）罹
患決定工程を含む。以下、それぞれの工程について詳細に説明をする。
【００３４】
２－１．胃癌検出用マーカーＣｏｆｉｌｉｎ１測定工程
　「胃癌検出用マーカーＣｏｆｉｌｉｎ１測定工程」とは、被検体由来の体液中に存在す
る本発明の胃癌検出用マーカー、すなわち、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質、その変異体及
び／又はそれらの断片の量をインビトロで測定する工程である。
【００３５】
　本明細書において、「被検体」とは、胃癌の罹患の検出対象となる検体であって、脊椎
動物、好ましくは哺乳動物、特に好ましくはヒトが該当する。本明細書において、被検体
がヒトの場合には、以降、特に「被検者」とする。
【００３６】
　本明細書において「体液」とは、胃癌検出のために供される試料であって、生物学的流
動体を意味する。体液は、本発明の胃癌検出用マーカーＣｏｆｉｌｉｎ１が含まれる可能
性のある生物学的流動体であればよく、特に限定はされない。例えば、血液、尿、リンパ
球培養上清、髄液、消化液（胃液、唾液を含む）、汗、腹水、鼻水、涙、膣液、精液等が
含まれる。好ましくは、血液又は尿である。ここでいう「血液」とは、全血、血漿及び血
清を含む。全血は、静脈血、動脈血又は臍帯血を問わない。体液は、同一個体から得られ
る異なる二以上の組合せであってもよい。本発明の胃癌の検出方法は、侵襲性の低い血液
や尿からも検出可能であることから、簡便な検出法として非常に有用である。
【００３７】
　「被検体由来の体液」とは、被検体から既に採取された体液をいい、体液を採取する行
為自体は、本発明の態様には包含されない。被検体由来の体液は、被検体から採取された
ものを直ちに本発明の方法に供してもよいし、採取後、直接、又は適当な処理を施した後
に、冷蔵又は凍結したものを本発明の方法に供する前に、室温に戻して使用してもよい。
冷蔵又は凍結前の適当な処理としては、例えば、全血にヘパリン等を添加して抗凝固処理
を施した後、又は血漿若しくは血清として分離すること等が含まれる。これらの処理は、
当該分野で公知の技術に基づいて行なえばよい。
【００３８】
　本明細書においてに「本発明の胃癌検出用マーカーの量」とは、被検体由来の体液中に
存在するＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等の分量をいう。この分量は、絶対量又は相対量の
いずれであってもよい。絶対量の場合、所定の体液量中に含まれる胃癌検出用マーカーの
質量又は容量が該当する。相対量の場合、特定の測定値に対する被検体由来の胃癌検出用
マーカーの測定値によって表わされる相対的な値をいう。例えば、濃度、蛍光強度、吸光
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度等が挙げられる。
【００３９】
　胃癌検出用マーカーの量は、インビトロで公知の方法を用いて測定することができる。
例えば、前記タンパク質等と特異的に結合可能な物質を用いて測定する方法が挙げられる
。
【００４０】
　本明細書において「特異的に結合可能」とは、ある物質が、本発明の標的である胃癌検
出用マーカー、すなわち、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質、その変異体及び／又はそれらの
断片とのみ実質的に複合体を形成することを意味する。ここで、「実質的に」とは、非特
異的な結合以外の結合を意味する。
【００４１】
　「特異的に結合可能な物質」としては、例えば、Ｃｏｆｉｌｉｎ１結合タンパク質が挙
げられる。より具体的には、例えば、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質を抗原とし、それを認
識して結合する「抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体」、好ましくは配列番号１で示されるアミノ酸
配列を有するポリペプチドを認識し結合する抗体、又はＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質の変
異体を抗原とし、それを認識して結合する「抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１変異体抗体」、好ましく
は配列番号１の変異体のアミノ酸配列を有するポリペプチドを認識し結合する抗体、及び
／又はそれらの抗体断片である。あるいは、それらの化学修飾誘導体であってもよい。こ
こで、「化学修飾誘導体」とは、前記抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体、抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１変異
体抗体及び／又はそれらの断片のＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等との特異的な結合活性を
獲得又は保持する上で必要な機能上の修飾、又は前記抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体、抗Ｃｏｆ
ｉｌｉｎ１変異体抗体及び／又はそれらの断片を検出する上で必要な標識のための修飾の
いずれをも含む。
【００４２】
　機能上の修飾には、例えば、グリコシル化、脱グリコシル化、ＰＥＧ化が挙げられる。
【００４３】
　標識上の修飾には、例えば、蛍光色素（ＦＩＴＣ、ローダミン、テキサスレッド、Ｃｙ
３、Ｃｙ５）、蛍光タンパク質（例えば、ＰＥ、ＡＰＣ、ＧＦＰ）、酵素（例えば、西洋
ワサビペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、グルコースオキシダーゼ）、又は
ビオチン若しくは（ストレプト）アビジンによる標識が挙げられる。
【００４４】
　抗体は、ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体のいずれであってもよい。特異的
検出を可能にするため、好ましくは、モノクローナル抗体である。Ｃｏｆｉｌｉｎ１タン
パク質等と特異的に結合する抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１ポリクローナル抗体等（抗Ｃｏｆｉｌｉ
ｎ１ポリクローナル抗体、抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１変異体ポリクローナル抗体及び／又はそれ
らの抗体の断片に対するポリクローナル抗体を含む）又はモノクローナル抗体等（抗Ｃｏ
ｆｉｌｉｎ１モノクローナル抗体、抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１変異体モノクローナル抗体及び／
又はそれらの抗体の断片に対するモノクローナル抗体を含む）は、後述する方法によって
作製することができる。その他、抗ヒトＣｏｆｉｌｉｎ１ポリクローナル抗体は、Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｇｒｏｕｐ社等より市販されており、それを利用することもできる。本発明の
抗体のグロブリンタイプは、上記特徴を有するものである限り、特に限定されるものでは
なく、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤのいずれでもよいが、ＩｇＧ及びＩｇＭ
が好ましい。抗体断片は、例えばＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、ＳｃＦｖ等
が含まれるが、これらに限定されない。遺伝子工学技術によって産生可能な抗体断片及び
誘導体もまた含まれる。そのような抗体には、例えば合成抗体、組換え抗体、多重特異性
抗体（二重特異性抗体を含む）、単鎖抗体等が含まれる。本発明の抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１タ
ンパク質抗体等は、前記タンパク質の少なくとも５個、好ましくは少なくとも８個のアミ
ノ酸からなる１若しくは数個のエピトープに対する抗体である。特異的なポリクローナル
抗体は、例えば、アガロース等の担体にＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等を結合したカラム
に、該タンパク質を免疫したウサギ等の抗血清を通し、カラム担体に結合したＩｇＧ抗体
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を回収することを含む手法によって作製することができる。
【００４５】
　（１）抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体の作製
　以下、本発明で使用する抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１ポリクローナル抗体等及びモノクローナル
抗体等の作製方法について具体的に説明をする。
【００４６】
　（１－１）免疫原の調製
　本発明において抗体を作製するにあたり、免疫原（抗原）としてのＣｏｆｉｌｉｎ１タ
ンパク質等を調製する。本発明において免疫原として使用可能なＣｏｆｉｌｉｎ１タンパ
ク質は、例えば、配列番号１に示されるアミノ酸配列を有するヒトＣｏｆｉｌｉｎ１タン
パク質若しくはその変異体又はそのポリペプチド断片、あるいはそれらと他のペプチド（
例えば、シグナルペプチド、標識ペプチド等）との融合ポリペプチドである。免疫原とし
てのＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質は、例えば、配列番号１のアミノ酸配列情報を利用して
、当技術分野で公知の手法、例えば固相ペプチド合成法等により、免疫原として使用する
ためのＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質断片を合成することができる。免疫原としてＣｏｆｉ
ｌｉｎ１タンパク質断片を使用する場合は、ＫＬＨ、ＢＳＡ等のキャリアータンパク質に
連結させて使用するのが好ましい。
【００４７】
　また、免疫原としてのＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等は、公知のＤＮＡ組換え技術を利
用して得ることができる。Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等をコードするｃＤＮＡは、ｃＤ
ＮＡクローニング法によって作製できる。免疫原Ｃｏｆｉｌｉｎ１遺伝子等を発現する胃
上皮細胞等の生体組織からｔｏｔａｌ　ＲＮＡを抽出し、それをオリゴｄＴセルロースカ
ラムで処理して得られるポリＡ（＋）ＲＮＡからＲＴ－ＰＣＲ法によってｃＤＮＡライブ
ラリーを作製し、このライブラリーからハイブリダイゼーションスクリーニング、発現ス
クリーニング、抗体スクリーニング等のスクリーニングによって目的のｃＤＮＡクローン
を得ることができる。必要に応じて、ｃＤＮＡクローンをさらにＰＣＲ法によって増幅す
ることもできる。これによって目的の遺伝子に対応するｃＤＮＡを得ることができる。ｃ
ＤＮＡクローニング技術は、例えばＳａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．及び Ｒｕｓｓｅｌ，Ｄ．著
、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ， Ａ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ ＭＡＮＵＡＬ、Ｃｏ
ｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ、２００１年１月１
５日発行、の第１巻７．４２～７．４５、第２巻８．９～８．１７に記載されている。
【００４８】
　続いて、上記の方法等で得られたｃＤＮＡクローンを発現ベクターに組み込み、該ベク
ターによって形質転換又はトランスフェクションされた原核又は真核宿主細胞を培養する
ことによって、目的のＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等を該細胞から得ることができる。こ
のとき、目的のタンパク質等を培養上清中から得る場合には、そのポリペプチドをコード
するＤＮＡの５’末端に、分泌シグナル配列をコードするヌクレオチド配列をフランキン
グすることによって細胞外に成熟ポリペプチドを分泌させることができる。
【００４９】
　発現ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド（例えばｐＥＴ２１ａ、ｐＧＥＸ４Ｔ
、ｐＣ１１８、ｐＣ１１９、ｐＣ１８、ｐＣ１９等）、枯草菌由来のプラスミド（例えば
、ｐＵＢ１１０、ｐＴＰ５等）、酵母由来のプラスミド（例えば、ＹＥｐ１３、ＹＥｐ２
４、ＹＣｐ５０等）等が挙げられ、ファージＤＮＡとしてはλファージ（λ ｇｔ１１、
λＺＡＰ等）が挙げられる。さらに、ワクシニアウイルス等の動物ウイルス、バキュロウ
イルス等の昆虫ウイルスベクターを用いることもできる。ベクター及び発現系は、Ｎｏｖ
ａｇｅｎ社、宝酒造、第一化学薬品、Ｑｉａｇｅｎ社、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社、Ｐｒｏ
ｍｅｇａ社、Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｔｉｃｓ社、インビトロジェン社、Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ社、ＧＥ　ヘルスケア社等から入手可能である。
【００５０】
　発現ベクターにＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等のｃＤＮＡを挿入するには、まず、精製
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されたＤＮＡを適当な制限酵素で切断し、適当な制限酵素部位又はマルチクローニングサ
イトに挿入してベクターに連結する方法等が採用される。ベクターには、該タンパク質を
コードするＤＮＡの他に、調節エレメント、例えばプロモーター、エンハンサー、ポリア
デニル化シグナル、リボソーム結合部位、複製開始点、ターミネーター、選択マーカー等
を含むことができる。またポリペプチドの精製を容易にするために標識ペプチドをポリペ
プチドのＣ末端又はＮ末端につけた融合ポリペプチドとしてもよい。代表的な標識ペプチ
ドには、６～１０残基のヒスチジンリピート、ＦＬＡＧ、ｍｙｃペプチド、ＧＦＰタンパ
ク質等が挙げられるが、標識ペプチドはこれらに限られるものではない。またＤＮＡ組換
え技術については、Ｓａｍｂｒｏｏｋ， Ｊ．& Ｒｕｓｓｅｌ， Ｄ．（上記）に記載され
ている。ＤＮＡ断片とベクター断片とを連結させるには、公知のＤＮＡリガーゼを用いる
。
【００５１】
　宿主細胞としては、細菌等の原核細胞（例えば、エシェリヒア・コリ：Ｅｓｃｈｅｒｉ
ｃｈｉａ　ｃｏｌｉ等の大腸菌、バチルス・サブチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉ
ｌｉｓ）等の枯草菌）、酵母（例えば、サッカロマイセス・セレビシアエ）、昆虫細胞（
例えば、Ｓｆ細胞）、哺乳動物細胞（例えば、ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＢＨＫ）等を用いること
ができる。宿主細胞への組換えベクターの導入方法は、それぞれの宿主へＤＮＡを導入す
る方法であれば特に限定されるものではない。細菌に該ベクターを導入する方法であれば
、例えば、ヒートショック法、カルシウムイオンを用いる方法、エレクトロポレーション
法等が挙げられる。これらの技術は、いずれも当該分野で公知であり、様々な文献に記載
されている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ, Ｊ． ｅｔ． ａｌ., (１９８９) Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ: Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ Ｓｅｃｏｎｄ Ｅｄ., 
Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ, Ｃｏｌｄ Ｓ
ｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ, Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照されたい。また、動物細胞に該ベク
ターを導入する方法であれば、例えば、リポフェクチン法（ＰＮＡＳ(1989) Vol.86, 607
7）、（ＰＮＡＳ(1987) Vol.84, 7413）、エレクトロポレーション法、リン酸カルシウム
法（Ｖｉｒｏｌｏｇｙ(1973) Vol.52, 456－467）、リポソームを用いる方法、ＤＥＡＥ
－Ｄｅｘｔｒａｎ法等が好適に用いられる。
【００５２】
　大腸菌や酵母菌等の微生物を宿主として得られた形質転換体を培養する培地としては、
微生物が資化し得る炭素源、窒素源、無機塩類等を含有し、形質転換体の培養を効率的に
行うことができる培地であれば、天然培地、合成培地のいずれを用いてもよい。培養は、
通常、振盪培養又は通気攪拌培養等の好気的条件下、３７℃で６～２４時間行う。培養期
間中、ｐＨは中性付近に保持する。ｐＨの調整は、無機又は有機酸、アルカリ溶液等を用
いて行う。培養中は必要に応じてアンピシリンやテトラサイクリン等の抗生物質を培地に
添加してもよい。哺乳類細胞等の形質転換体を培養する場合においても、それぞれの細胞
に適した培地中で培養後、培養上清又は細胞内に生産されたタンパク質を回収する。この
とき培地には血清を含んでもよく、含まなくてもよいが、無血清培地での培養がより望ま
しい。Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等が菌体内又は細胞内に生産される場合には、菌体又
は細胞を破砕することによりタンパク質を抽出する。また、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質
等が菌体外又は細胞外に生産される場合には、培養液をそのまま使用するか、遠心分離等
により菌体又は細胞を除去する。
【００５３】
　標識ペプチドを付けずに本発明に係るタンパク質を生産した場合には、その精製法とし
て例えばイオン交換クロマトグラフィーによる方法を挙げることができる。またこれに加
えて、ゲルろ過や疎水性クロマトグラフィー、等電点クロマトグラフィー等を組み合わせ
る方法でもよい。一方、当該タンパクにヒスチジンリピート、ＦＬＡＧ、ｍｙｃ、ＧＦＰ
といった標識ペプチドを付けている場合には、一般に用いられるそれぞれの標識ペプチド
に適したアフィニティークロマトグラフィーによる方法を挙げることができる。単離・精
製が容易となるような発現ベクターを構築するとよい。特にポリペプチドと標識ペプチド
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との融合タンパク質の形態で発現するように発現ベクターを構築し、遺伝子工学的に当該
タンパク質を調製すれば、単離・精製も容易である。Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等が得
られたか否かは、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動等により確認することができ
る。
【００５４】
　（１－２）抗体の作製
　このようにして得られたＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等を抗原としてＣｏｆｉｌｉｎ１
タンパク質等を特異的に認識する抗体を得ることができる。
【００５５】
　より具体的には、タンパク質、タンパク質断片、タンパク質変異体、融合タンパク質等
は、抗体形成を引き出す抗原決定基又はエピトープを含むが、これら抗原決定基又はエピ
トープは、直鎖でもよいし、より高次構造（断続的）でもよい。なお、該抗原決定基又は
エピトープは、当該技術分野に知られるあらゆる方法によって同定できる。
【００５６】
　本発明のタンパク質によってあらゆる態様の抗体が誘導される。該タンパク質の全部若
しくは一部又はエピトープが単離されていれば、慣用的技術を用いてポリクローナル抗体
及びモノクローナル抗体のいずれも調製可能である。方法には例えば、Ｋｅｎｎｅｔら（
監修），Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ： 　Ａ
　Ｎｅｗ 　Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｅｓ，Ｐ
ｌｅ ｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８０に挙げられた方法がある。
【００５７】
　　（１－２－１）ポリクローナル抗体の作製
　ポリクローナル抗体を作製するために、まず、得られたＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等
を緩衝液に溶解して免疫原を調製する。なお、必要であれば、免疫を効果的に行うために
アジュバントを添加してもよい。アジュバントの例としては、市販の完全フロイントアジ
ュバント（ＦＣＡ）、不完全フロイントアジュバント（ＦＩＡ）等が挙げられ、これらを
単独で又は混合して用いることができる。
【００５８】
　次に、前記調製した免疫原を、哺乳動物、例えばラット、マウス（例えば近交系マウス
のＢａｌｂ／ｃ）、ウサギ等に投与し、免疫する。免疫原の１回の投与量は、免疫動物の
種類、投与経路等により適宜決定されるものであるが、動物１匹当たり約５０～２００μ
ｇとされる。免疫原の投与方法としては、例えば、ＦＩＡ又はＦＣＡを用いた皮下注射、
ＦＩＡを用いた腹腔内注射、又は０．１５ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムを用いた静脈注射が
挙げられるが、この限りでない。また、免疫の間隔は特に限定されず、初回免疫後、数日
から数週間間隔で、好ましくは１～４週間間隔で、２～１０回、好ましくは３～４回追加
免疫を行う。初回免疫の後、免疫動物の血清中の抗体価の測定をＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍ
ｅ－Ｌｉｎｋｅｄ Ｉｍｍｕｎｏ Ｓｏｒｂｅｎｔ Ａｓｓａｙ）法等により繰り返し行い
、抗体価がプラトーに達したときは、免疫原を静脈内又は腹腔内に注射し、最終免疫とす
る。免疫後は、血液からＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等に対するポリクローナル抗体が回
収できる。モノクローナル抗体が必要な場合には、後述の抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体産生ハ
イブリドーマを作製すればよい。
【００５９】
　　（１－２－２）モノクローナル抗体の作製
　免疫動物からの抗体産生細胞の回収
　本発明によれば、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等を特異的に認識する抗Ｃｏｆｉｌｉｎ
１モノクローナル抗体を生産するハイブリドーマを作製することができる。こうしたハイ
ブリドーマは、慣用的技術によって産生し、そして同定することが可能である。こうした
ハイブリドーマを産生するための１つの方法は、動物を本発明のタンパク質で免疫し、免
疫された動物から抗体産生細胞を採取し、その抗体産生細胞を骨髄腫（ミエローマ）細胞
株に融合させ、それによりハイブリドーマ細胞を生成し、そしてＣｏｆｉｌｉｎ１タンパ



(11) JP 5773979 B2 2015.9.2

10

20

30

40

50

ク質等に結合するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを同定すればよい。抗体
産生細胞としては、脾臓細胞、リンパ節細胞、末梢血細胞等が挙げられるが、脾臓細胞又
は局所リンパ節細胞が好ましい。これらの細胞は、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等で免疫
した動物から摘出又は採取したものを用いればよい。動物に免疫する方法は、前記ポリク
ローナル抗体の作製の項に準ずる。抗体産生細胞と融合させる骨髄腫細胞株としては、マ
ウス等の動物の一般に入手可能な株化細胞を使用することができる。使用する細胞株とし
ては、薬剤選択性を有し、未融合の状態ではＨＡＴ選択培地（ヒポキサンチン、アミノプ
テリン、チミンを含む）で生存できず、抗体産生細胞と融合した状態でのみ生存できる性
質を有するものが好ましい。また株化細胞は、免疫動物と同種系の動物に由来するものが
好ましい。骨髄腫細胞株の具体例としては、BALB/cマウス由来のヒポキサンチン・グアニ
ン・ホスホリボシル・トランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ）欠損細胞株であるＰ３Ｘ６３－
Ａｇ.８株（ＡＴＣＣ ＴＩＢ９）、Ｐ３Ｘ６３‐Ａｇ.８.Ｕ１株（ＪＣＲＢ９０８５）、
Ｐ３／ＮＳＩ／１‐Ａｇ４‐１株（ＪＣＲＢ０００９）、Ｐ３ｘ６３Ａｇ８．６５３株（
ＪＣＲＢ００２８）又はＳｐ２／０‐Ａｇ１４株（ＪＣＲＢ００２９）等が挙げられる。
【００６０】
　細胞融合
　細胞融合は、血清を含まないＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ－１６４０培地等の動物細胞培養用培
地中で、抗体産生細胞と骨髄腫細胞株とを約１：１～ ２０：１の割合で混合し、細胞融
合促進剤の存在下にて融合反応を行う。細胞融合促進剤として、平均分子量１５００～４
０００ダルトンのポリエチレングリコール等を約１０～８０％の濃度で使用することがで
きる。また場合によっては、融合効率を高めるために、ジメチルスルホキシド等の補助剤
を併用してもよい。さらに、電気刺激（例えばエレクトロポレーション）を利用した市販
の細胞融合装置を用いて抗体産生細胞と骨髄腫細胞株とを融合させることもできる（Natu
re, 1977, Vol.266, 550‐552）。
【００６１】
　ハイブリドーマの選別及びクローニング
　細胞融合処理後の細胞から目的とする抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等を産生するハイブリド
ーマを選別する。その方法として、細胞懸濁液を、例えばウシ胎児血清含有ＲＰＭＩ－１
６４０培地等で適当に希釈後、マイクロタイタープレート上に２００万個/ウェル程度ま
き、各ウェルに選択培地を加え、以後適当に選択培地を交換して培養を行う。培養温度は
、２０～４０℃ 、好ましくは約３７℃である。ミエローマ細胞がＨＧＰＲＴ欠損株又は
チミジンキナーゼ欠損株のものである場合には、ヒポキサンチン・アミノプテリン・チミ
ジンを含む選択培地（ＨＡＴ培地）を用いることにより、抗体産生能を有する細胞と骨髄
腫細胞株のハイブリドーマのみを選択的に培養し、増殖させることができる。その結果、
選択培地で培養開始後、約１４日前後から生育してくる細胞をハイブリドーマとして得る
ことができる。
【００６２】
　次に、増殖してきたハイブリドーマの培養上清中に、目的とする抗体が存在するか否か
をスクリーニングする。ハイブリドーマのスクリーニングは、通常の方法に従えばよく、
特に限定されない。例えば、ハイブリドーマとして生育したウェルに含まれる培養上清の
一部を採取し、酵素免疫測定法（ＥＩＡ：Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ａｓｓａｙ、及
びＥＬＩＳＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ：Ｒａｄｉｏ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ａｓｓａｙ）等
によって行うことができる。融合細胞のクローニングは、限界希釈法等により行い、最終
的にモノクローナル抗体産生細胞であるハイブリドーマを樹立する。本発明のハイブリド
ーマは、後述するように、ＲＰＭＩ－１６４０、ＤＭＥＭ等の基本培地中での培養におい
て安定であり、胃癌に由来するＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質と特異的に反応するモノクロ
ーナル抗体を産生、分泌するものである。
【００６３】
　抗体の回収
　モノクローナル抗体は、慣用的技術によって回収可能である。すなわち樹立したハイブ
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リドーマからモノクローナル抗体を採取する方法として、通常の細胞培養法又は腹水形成
法等を採用することができる。細胞培養法においては、ハイブリドーマを１０％ ウシ胎
児血清含有ＲＰＭＩ－１６４０培地、ＭＥＭ培地又は無血清培地等の動物細胞培養培地中
で、通常の培養条件（例えば３７℃、５％ＣＯ２濃度）で２～１０日間培養し、その培養
上清から抗体を取得する。腹水形成法の場合は、ミエローマ細胞由来の哺乳動物と同種系
動物の腹腔内にハイブリドーマを約１０００万個投与し、ハイブリドーマを大量に増殖さ
せる。そして、１～２週間後に腹水又は血清を採取する。
【００６４】
　上記抗体の採取方法において、抗体の精製が必要とされる場合は、硫安塩析法、イオン
交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ゲルクロマトグラフィー
等の公知の方法を適宜に選択して、又はこれらを組み合わせることにより、精製された本
発明のモノクローナル抗体を得ることができる。
【００６５】
　本発明のモノクローナル抗体には、キメラ抗体、例えば、ネズミモノクローナル抗体の
ヒト化型が含まれる。また本発明によれば、上記抗体の抗原結合断片も提供される。慣用
的技術によって産生可能な抗原結合断片の例には、Ｆａｂ及びＦ（ａｂ’）２断片が含ま
れるが、これらに限定されない。遺伝子工学技術によって産生可能な抗体断片及び誘導体
もまた提供される。本発明の抗体は、インビトロ及びインビボのいずれにおいても、本発
明のポリペプチド又はその（ポリ）ペプチド断片の存在を検出するためのアッセイに使用
可能である。また本発明の抗体は、免疫アフィニティークロマトグラフィーによってタン
パク質又はタンパク質断片を精製することにも使用することができる。
【００６６】
　アッセイにおける特異的検出を可能にするために、モノクローナル抗体の使用が好まし
いが、ポリクローナル抗体であっても、精製ポリペプチドを結合したアフィニティーカラ
ムに抗体を結合させることを含む、いわゆる吸収法によって、特異抗体を得ることができ
る。
【００６７】
　（２）抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等を用いた本発明の胃癌検出用マーカーのインビトロ測
定
　前記（１）で作製した抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等を用いた被検者由来の体液中に存在す
る本発明の胃癌検出用マーカー、すなわち、Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等の量をインビ
トロで測定する方法（免疫学的測定法）としては、例えば、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ
、ＥＩＡ）、蛍光免疫測定法、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、発光免疫測定法、免疫比濁法
、ラテックス凝集反応、ラテックス比濁法、赤血球凝集反応、粒子凝集反応又はウェスタ
ンブロット法が挙げられる。
【００６８】
　本発明の胃癌検出用マーカー測定方法を、酵素免疫測定法、蛍光免疫測定法、放射免疫
測定法又は発光免疫測定法等の標識を用いた免疫測定法により実施する場合には、前記抗
Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等を固相化するか、又は試料中の成分を固相化して、それらの免疫
学的反応を行うことが好ましい。固相担体としては、ポリスチレン、ポリカーボネート、
ポリビニルトルエン、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリ塩化ビニル、ナイロン、ポリ
メタクリレート、ラテックス、ゼラチン、アガロース、セルロース、セファロース、ガラ
ス、金属、セラミックス又は磁性体等の材質よりなるビーズ、マイクロプレート、試験管
、スティック又は試験片等の形状の不溶性担体を用いることができる。固相化は、固相担
体と前記抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等又は試料成分とを物理的吸着法、化学的結合法又はこ
れらの併用等の公知の方法に従って結合させることにより行うことができる。
【００６９】
　本発明においては、前記抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等と、体液中の胃癌細胞に由来する本
発明の胃癌検出用マーカーとの反応を容易に検出するために、前記抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗
体等を標識することにより該反応を直接検出するか、又は標識二次抗体を用いることによ
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り間接的に検出する。本発明の胃癌検出方法においては、感度の点で、後者の間接的検出
（例えばサンドイッチ法等）を利用することが好ましい。
【００７０】
　標識物質としては、酵素免疫測定法の場合には、ペルオキシダーゼ（ＰＯＤ）、アルカ
リホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコースオキシ
ダーゼ、乳酸脱水素酵素、アミーゼ又はビオチン－アビジン複合体等を、蛍光免疫測定法
の場合には、フルオレセインイソチオシアネート、テトラメチルローダミンイソチオシア
ネート、置換ローダミンイソチオシアネート、ジクロロトリアジンイソチオシアネート、
Ａｌｅｘａ又はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒｏ等を、そして放射免疫測定法の場合にはトリチウ
ム、ヨウ素１２５又はヨウ素１３１等を用いることができる。また、発光免疫測定法は、
ＮＡＤＨ－、ＦＭＮＨ２－、ルシフェラーゼ系、ルミノール－過酸化水素－ＰＯＤ系、ア
クリジニウムエステル系又はジオキセタン化合物系等を用いることができる。
【００７１】
　標識物質と抗体との結合法は、酵素免疫測定法の場合にはグルタルアルデヒド法、マレ
イミド法、ピリジルジスルフィド法又は過ヨウ素酸法等の公知の方法を、放射免疫測定法
の場合にはクロラミンＴ法、ボルトンハンター法等の公知の方法を用いることができる。
測定の操作法は、公知の方法（Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、１９９５年、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　Ｉｎｃ．
、Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、２００１年、Ｊ
ｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　Ｉｎｃ．）により行うことができる。
【００７２】
　例えば、前記抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等を直接標識した場合には、体液中の成分を固相
化し、標識した前記抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等と接触させて、本発明の胃癌検出用マーカ
ー（Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等）－抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等の複合体を形成させる
。そして未結合の標識抗体を洗浄分離して、結合標識抗体量又は未結合標識抗体量より体
液中の胃癌検出用マーカー（Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等）の量を測定することができ
る。
【００７３】
　また、例えば、標識二次抗体を用いる場合には、本発明の抗体と試料とを反応させ（一
次反応）、さらに標識二次抗体を反応させる（二次反応）。一次反応と二次反応は逆の順
序で行ってもよいし、同時に行ってもよいし、又は時間をずらして行ってもよい。一次反
応及び二次反応により、固相化した本発明の胃癌検出用マーカー－抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗
体等－標識二次抗体の複合体、又は固相化した抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１抗体等－本発明の胃癌
検出用マーカー－標識二次抗体の複合体が形成する。そして未結合の標識二次抗体を洗浄
分離して、結合標識二次抗体量又は未結合標識二次抗体量より試料中の胃癌検出用マーカ
ーの質量を測定することができる。
【００７４】
　具体的には、酵素免疫測定法の場合は標識酵素にその至適条件下で基質を反応させ、そ
の反応生成物の量を光学的方法等により測定する。蛍光免疫測定法の場合には蛍光物質標
識による蛍光強度を、放射免疫定法の場合には放射性物質標識による放射能量を測定する
。発光免疫測定法の場合は発光反応系による発光量を測定する。
【００７５】
　本発明の方法では、免疫比濁法、ラテックス凝集反応、ラテックス比濁法、赤血球凝集
反応又は粒子凝集反応等の免疫複合体凝集物の生成を、その透過光や散乱光を光学的方法
により測るか、目視的に測る測定法により実施する場合には、溶媒としてリン酸緩衝液、
グリシン緩衝液、トリス緩衝液又はグッド緩衝液等を用いることができ、更にポリエチレ
ングリコール等の反応促進剤や非特異的反応抑制剤を反応系に含ませてもよい。
【００７６】
　本発明の検出法の好ましい実施形態の一例を示す。最初に、本発明の抗体を一次抗体と
して不溶性担体に固定する。そして好ましくは、抗原が吸着していない固相表面を、抗原
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とは無関係のタンパク質（仔ウシ血清、ウシ血清アルブミン、ゼラチン等）によりブロッ
キングする。続いて、固定化された一次抗体と被検試料とを接触させる。次いで、上記一
次抗体と異なる部位で本発明の胃癌検出用マーカーと反応する標識二次抗体とを接触させ
、該標識からの信号を検出する。ここで用いる「一次抗体と異なる部位で胃癌検出用マー
カーと反応する二次抗体」は、一次抗体と胃癌検出用マーカー（Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパ
ク質等）との結合部位以外の部位を認識する抗体であれば特に制限はなく、免疫原の種類
を問わず、ポリクローナル抗体、抗血清、モノクローナル抗体のいずれでもよく、またこ
れらの抗体のフラグメント（Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、Ｆｖ、ＳｃＦｖ等）を用
いることもできる。更に、二次抗体として複数種のモノクローナル抗体を用いてもよい。
【００７７】
　また、これとは逆に、本発明の抗体に標識を付して二次抗体とし、本発明の抗体と異な
る部位で、胃癌検出用マーカーと反応する抗体を一次抗体として不溶性担体に固定し、こ
の固定化された一次抗体と被検試料とを接触させ、次いで、二次抗体として標識を付した
本発明の抗体とを接触させ、前記標識からの信号を検出してもよい。
【００７８】
　また本発明の抗体は、上述したように、胃癌細胞に由来する胃癌検出用マーカーと特異
的に反応するため、癌の検出薬として用いることができる。本発明の検出薬は、本発明の
抗体を含むものであり、従って、本発明の検出薬を用いて、胃癌への罹患が疑われる個体
から採取した試料中に含まれる胃癌細胞に由来する胃癌検出用マーカーを検出することに
よって、該個体の胃癌の罹患を検出することができる。
【００７９】
　また、本発明の検出薬は、免疫学的測定を行うための手段であればいずれの手段におい
ても利用することができるが、当技術分野で公知の免疫クロマト用テストストリップ等の
簡便な手段と組み合わせて用いることによって、さらに簡便かつ迅速に癌を検出すること
ができる。免疫クロマト用テストストリップとは、例えば、試料を吸収しやすい材料から
なる試料受容部、本発明の検出薬を含有する試薬部、試料と検出薬との反応物が移動する
展開部、展開してきた反応物を呈色する標識部、呈色された反応物が展開してくる提示部
等から構成されるものであり、妊娠診断薬と同様の形態とすることができる。まず、試料
受容部に試料を与えると、試料受容部は試料を吸収して試料を試薬部にまで到達させる。
続いて、試薬部において、試料中の胃癌細胞由来の胃癌検出用マーカーと抗Ｃｏｆｉｌｉ
ｎ１抗体等との反応が起こり、反応した複合体が展開部を移動して標識部に到達する。標
識部においては、上記反応複合体と標識二次抗体との反応が起こって、その標識二次抗体
との反応物が提示部にまで展開すると呈色が認められることになる。上記免疫クロマト用
テストストリップは、使用者に対し苦痛や試薬使用による危険性を一切与えないものであ
るため、家庭におけるモニターに使用することができ、その結果を各医療機関レベルで精
査・治療（外科的切除等）し、転移・再発予防に結びつけることが可能となる。また現在
、このテストストリップは、例えば特開平１０－５４８３０号公報に記載されるような製
造方法により安価に大量生産できるものである。また、本発明の検出薬と既知の胃癌の腫
瘍マーカーに対する検出薬とを組み合わせて使用することにより、さらに信頼性の高い診
断が可能になる。
【００８０】
２－２．罹患決定工程
　「罹患決定工程」とは、前記胃癌検出用マーカー測定工程で測定されたタンパク質量に
基づいて胃癌の罹患を決定する工程である。測定された胃癌検出用マーカー、すなわち、
Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等の質量に基づいて胃癌の罹患を決定する。決定方法の一例
として、例えば、被検体の胃癌検出用マーカーの量が健常体のそれと比較して統計学的に
有意に多いときに胃癌に罹患していると決定する方法が挙げられる。
【００８１】
　ここで、「健常体」とは、少なくとも胃癌に罹患していない個体、好ましくは健康な個
体をいう。さらに、健常体は、被検体と同一の生物種であることを要する。例えば、検査
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に供する被検体がヒト（被検者）の場合には、健常体もヒト（本明細書では、以降「健常
者」とする）でなければばらない。健常体の身体的条件は、被検体と同一又は近似するこ
とが好ましい。身体的条件とは、例えば、ヒトの場合であれば、人種、性別、年齢、身長
、体重等が該当する。
【００８２】
　「統計学的に有意」とは、例えば、得られた値の危険率（有意水準）が５％、１％又は
０．１％より小さい場合が挙げられる。それ故、「統計学的に有意に多い」とは、被検体
と健常体のそれぞれから得られた胃癌検出用マーカーの量的差異を統計学的に処理したと
きに両者間に有意差があり、かつ被検体の前記タンパク質量が健常体のそれと比較して多
いことをいう。通常、体液中の胃癌検出用マーカーの量に関して、被検体が健常体の２倍
以上、好ましくは３倍以上、より好ましくは４倍以上、最も好ましくは５倍以上多い場合
が該当する。量的差異が３倍以上であれば信頼度は高く、統計学的にも有意に多いといえ
る。統計学的処理の検定方法は、有意性の有無を判断可能な公知の検定方法を適宜使用す
ればよく、特に限定しない。例えば、スチューデントｔ検定法、多重比較検定法を用いる
ことができる。
【００８３】
　健常体の体液中における胃癌検出用マーカーの量は、前記工程で説明をした被検体の体
液中における胃癌検出用マーカーの量の測定方法と同様の方法で測定することが好ましい
。健常体の体液中における胃癌検出用マーカーの量は、被検体の体液中における胃癌検出
用マーカーの量を測定する都度、測定することもできるが、予め測定しておいた胃癌検出
用マーカーの量を利用することもできる。特に、健常体の様々な身体的条件における胃癌
検出用マーカー質量を予め測定しておき、その値をコンピューターに入力してデータベー
ス化しておけば、被検体の身体的条件を当該コンピューターに入力することで、その被験
体との比較に最適な身体的条件を有する健常体の胃癌検出用マーカーの量を即座に利用で
きるので便利である。
【００８４】
　被検体の体液中の胃癌検出用マーカーの量が健常体の体液中の胃癌検出用マーカーの量
よりも統計学的に有意に多い場合、その被検体は胃癌に罹患していると判定する。本発明
において対象となる胃癌の病期は、特に限定はなく、早期胃癌から末期胃癌に及ぶ。特に
、早期胃癌であっても、その検出が可能である点において、本発明の実益がある。「早期
胃癌」とは、腫瘍が発生した局所（粘膜内）に限局していて、周囲組織への浸潤の無いも
の、あるいは浸潤があってもその範囲が局所に限局しているものを言う。早期胃癌は、ス
テージ分類のステージ０とステージＩを含む。胃癌の早期検出は、５年生存率を著しく向
上させる。
【００８５】
　このように、本発明の胃癌の検出方法によれば、体液試料中の胃癌検出用マーカーを、
抗体を用いて免疫学的に測定することを含む。本発明の方法によって、被検体が胃癌に罹
患しているか否かを判定することができるだけでなく、胃癌患者と非胃癌患者の識別を可
能にする。
【００８６】
３．胃癌検出用キット
　本発明の第三の態様は、胃癌検出キットである。
【００８７】
　「胃癌検出用キット」とは、胃癌の罹患の有無、罹患の程度若しくは改善の有無や改善
の程度を検出するために、また胃癌の予防、改善又は治療に有用な候補物質をスクリーニ
ングするために、直接又は間接的に利用されるものをいう。
【００８８】
　本態様のキットは、その構成物として、胃癌の罹患に関連して体液試料中、特に血液、
血清、血漿において発現が変動するＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質、好ましくは配列番号１
に示されるアミノ酸配列又はその変異体配列を有するタンパク質を特異的に認識し、また
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結合可能な物質が包含される。具体的には、例えば、抗Ｃｏｆｉｌｉｎ１タンパク質抗体
等若しくはその断片又はそれらの化学修飾誘導体が含まれる。これらの抗体は、固相担体
に結合されていてもよい。その他、例えば、標識二次抗体、さらには標識の検出に必要な
基質、担体、洗浄バッファー、試料希釈液、酵素基質、反応停止液、精製された標準物質
としてのＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質等、使用説明書等を含んでいてもよい。
【実施例】
【００８９】
本発明を以下の実施例によってさらに具体的に説明する。しかし、本発明は、この実施例
によって制限されないものとする。
【００９０】
＜参考例＞
（１）中空糸フィルターの作製
　分画分子量約５万の孔径を膜表面に有するポリスルホン中空糸を１００本束ね、中空糸
中空部を閉塞しないようにエポキシ系ポッティング剤で両末端をガラス管に固定し、ミニ
モジュールを作成した。該ミニモジュール（モジュールＡ）は血清又は血漿中の高分子量
タンパク質の除去に用いられ、その直径は約７ｍｍ、長さは約１７ｃｍである。同様に低
分子量タンパク質の濃縮に用いられるミニモジュール（モジュールＢ）を分画分子量約３
千の孔径の膜を用いて作成した。ミニモジュールは片端に中空糸内腔に連結する入口があ
り、反対側の端は出口となる。中空糸入口と出口はシリコンチューブによる閉鎖循環系流
路であり、この流路内を液体がペリスタポンプに駆動されて循環する。また、中空糸外套
のガラス管には、中空糸から漏出してきた液体を排出するポートを備え、１つモジュール
セットが構成される。流路途中にＴ字のコネクターによって、モジュールを連結し、モジ
ュールＡ３本と、モジュールＢ１本をタンデムに連結してひとつの中空糸フィルターとし
た。この中空糸フィルターを蒸留水にて洗浄し、ＰＢＳ（０．１５ｍＭ ＮａＣｌを含む
リン酸緩衝液、ｐＨ７．４）水溶液を充填した。分画原料の血清又は血漿は該中空糸フィ
ルターの流路入口から注入され、分画・濃縮後に流路出口から排出される。該中空糸フィ
ルターに注入された血清又は血漿は、モジュールＡ毎に分子量約5万で分子篩が作用し、
分子量５万よりも低分子の成分はモジュールＢで濃縮され、調製されるようになっている
。
【００９１】
＜実施例１＞
（１）健常者及び胃癌患者血液のタンパク質同定
　５０～７０歳代の胃癌患者６名から得た血清の混合液、及び同年代の健常者６名から得
た血清の混合液を調製した。各混合液をポアサイズ０．２２μｍのフィルターでろ過して
夾雑物質を取り除き、タンパク質濃度５０ｍｇ／ｍＬとなるように調製した。この血漿を
さらに２５ｍＭ重炭酸アンモニウム溶液（ｐＨ８．０）１２．５ｍｇ／ｍＬに希釈し、参
考例（１）に示した中空糸フィルターによって分子量による分画を行った。分画後の血清
サンプル（全量１．８ｍＬ、最大２５０μｇのタンパク質を含む）を凍結乾燥した後、１
００μＬの２５ｍＭ重炭酸アンモニウム溶液（ｐＨ８．０）に再溶解した。このサンプル
について、総タンパク質の５０分の１量のトリプシンで３７℃、２～３時間の条件でペプ
チド消化を行い、脱塩カラム（Ｗａｔｅｒｓ社）による脱塩処理を行った後、さらにイオ
ン交換カラム（ＫＹＡテクノロジーズ）によって８分画化した。その各々の分画を、逆相
カラム（ＫＹＡテクノロジーズ）でさらに分画し、溶出されてきたペプチドについて、オ
ンラインで連結された質量分析計Ｑ－ＴＯＦ　Ｕｌｔｉｍａ（Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ社）を
用いて、サーベイスキャンモードで３回測定した。
【００９２】
　血液タンパク質を同定する基準として、(i)そのタンパク質に属するペプチドのうち、
少なくとも一本以上がＰ値０．０５以下の高い信頼性をもって検出されていること、(ii)
ペプチドのＭＳデータの測定値及びＭＳ／ＭＳデータの測定値と、ペプチドの理論値との
誤差が０．３ダルトン以下であること、という二つの基準を用い、誤ったタンパク質同定
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を極力排除できる条件での解析を行った。
【００９３】
　このデータを健常者と癌患者間で比較し、同定されたタンパク質のうち、３回の胃癌患
者のサンプル測定のＭＡＳＣＯＴスコアの平均が、健常者サンプルの平均と比べ、有意に
高いタンパク質としてＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質を見いだした（表１）。
【表１】

【００９４】
（２）ウェスタンブロット法による血液中のＣｏｆｉｌｉｎ１タンパク質の検出
　胃癌患者１６名（ステージＩ：７名、ステージＩＩＩ：５名、ステージＩＶ：４名）及
び健常対照１２名より血漿サンプルを得た。各サンプル１００μＬに対し、１００μＬの
アフィゲルブルー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）と５０μＬのＰｒｏｔｅｉｎＡ－セファロース（Ｇ
Ｅヘルスケア）を加え、４℃で一晩反応させ、サンプル中のアルブミン及びイムノグロブ
リンを除去した。このようにして得られたサンプルをＳＤＳサンプルバッファー（５０ｍ
Ｍ トリス塩酸、ｐＨ６．８、１mＭ　ＤＴＴ、５％ ＳＤＳ、１０％ グリセロール）で可
溶化及び沸騰処理を行い、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル（１６％）電気泳動にかけた
後、タンパク質をＰＶＤＦ膜へ移した。これをウサギポリクローナル抗体（Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｔｅｃｈ　Ｇｒｏｕｐ社）、さらにパーオキシダーゼ標識２次抗体と反応させた。免疫
反応するタンパク質をＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ　Ｗｅｓｔ　Ｆｅｍｔｏ　Ｍａｘｉｍｕｍ
　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（Ｐｉｅｒｃｅ社）を用いてX線フィル
ムに感光させ可視化し、Ｃｏｆｉｌｉｎ１に相当するバンドのシグナル強度を、Ｓｃｉｏ
ｎ　Ｉｍａｇｅ（Ｓｃｉｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を用いて画像解析により数値化
した。その結果、早期及び進行性胃癌患者において、健常対照者と比べて高値の血漿中Ｃ
ｏｆｉｌｉｎ１タンパク質濃度が検出された（図１）。
【００９５】
＜比較例１＞
（１）胃癌検出におけるＣＥＡ及びＣＡ１９－９との性能比較
　比較対象の腫瘍マーカーとして、ＣＥＡ、及びＣＥ１９－９を選んだ。ＣＥＡ（癌胎児
性抗原）は，臨床的に最も広範囲かつ頻繁に利用されている腫瘍マーカーの一種であり、
胃癌以外にも、肺癌，乳癌，胆道癌，膵癌，大腸癌等の検出に有用である。一方、ＣＡ１
９－９は、主に胃癌、大腸癌及び膵癌や胆嚢・胆管癌の進行例で高い陽性率を示すことが
知られている。しかしながら、両マーカーともに感受性が低く、早期癌の検出には適して
いない。
【００９６】
　胃癌患者血漿及び健常対照中のＣＥＡレベルを、ＣａｇＡｇ　ＣＥＡ　ＥＩＡキット（
富士レビオ社）を用いて測定した（図２Ａ）。ＣＥＡは、ステージＩＶのみで高値を示て
おり、早期胃癌は検出出来ない。
【００９７】
　ＣＡ１９－９レベル（図２Ｂ）は、ＣａｇＡｇ　ＣＡ１９－９　ＥＩＡキット（富士レ
ビオ社）を用いて測定した。ＣＡ１９－９は、ステージＩＩＩ及びステージＶＩで特に高
値を示すサンプルが存在するが、早期胃癌は検出出来ない。
【００９８】
　以上の結果から、本発明は、早期胃癌を検出する上で極めて優れた方法であることが立
証された。
【産業上の利用可能性】
【００９９】
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本発明により、簡易かつ安価な方法で、胃癌を効果的に検出することができるため、胃癌
の早期発見、診断及び治療が可能になる。また、本発明の方法により、患者血液を用いて
胃癌を非侵襲的に検出できるため、胃癌を簡便かつ迅速に検出することが可能になる。
【０１００】
　本明細書で引用した全ての刊行物、特許および特許出願をそのまま参考として本明細書
にとり入れるものとする。

【図１】 【図２】
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