
10

20

JP 2023-156159 A 2023.10.24

(19)日本国特許庁(JP) (12)公開特許公報(A) (11)公開番号　　
特開2023-156159
(P2023-156159A)

(43)公開日　令和5年10月24日(2023.10.24)

(54)【発明の名称】　がんリスクの試験方法

(51)国際特許分類
　   Ｇ０１Ｎ 33/68 (2006.01)
　   Ｃ１２Ｑ 1/68 (2018.01)

ＦＩ
　Ｇ０１Ｎ 33/68 　　　　 　　　
　Ｃ１２Ｑ 1/68 　　　　 　　　

(21)出願番号　 特願2022-65853(P2022-65853)
(22)出願日　 令和4年4月12日(2022.4.12)
　特許法第３０条第２項適用申請有り  ▲１▼  刊行物等 
：第４１回日本分子腫瘍マーカー研究会  プログラムおよ 
び抄録  ウェブサイトの掲載日：令和３年９月１０日  掲 
載アドレス：ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｒｏｃｏｍｕ 
．ｊｐ／ｊｓｍｔｍｒ２０２１／  ▲２▼刊行物等：第４ 
１回日本分子腫瘍マーカー研究会  プログラム集・抄録集  
発行日：令和３年９月２９日  ▲３▼  刊行物等：第４１ 
回日本分子腫瘍マーカー研究会  発表資料  開催日：令和 
３年９月２９日  集会名：第４１回日本分子腫瘍マーカー 
研究会  開催場所：パシフィコ横浜  ▲４▼  刊行物等：第 
６回Ｌｉｑｕｉｄ  Ｂｉｏｐｓｙ研究会  プログラム  ウェ 
ブサイトの掲載日：令和３年１２月２９日  掲載アドレス 
：ｈｔｔｐｓ：／／ｍｕｒａａ９．ｗｉｘｓｉｔｅ．ｃ 

最終頁に続く

(71)出願人　 513086728
テオリアサイエンス株式会社
東京都千代田区神田駿河台２丁目３番１ 
０号

(71)出願人　 304021831
国立大学法人千葉大学
千葉県千葉市稲毛区弥生町１番３３号

(74)代理人　 100129137
弁理士　中山  ゆみ

(72)発明者　 落谷  孝広
東京都中央区晴海３－１３－１－３１６

(72)発明者　 吉岡  祐亮
東京都足立区千住４－２８－１０

(72)発明者　 田村  貴明
千葉県千葉市中央区亥鼻一丁目８番１号  

最終頁に続く

テーマコード（参考）
　２Ｇ０４５
　４Ｂ０６３

(57)【要約】
【課題】  がんリスクを試験する新たな方法を提供する。
【解決手段】  本発明は、被検者由来の検体中の細胞外 
小胞のＬＡＴ１タンパク質レベルを取得する取得工程を 
含み、前記細胞外小胞のＬＡＴ１ががんマーカであるこ 
とを特徴とする、がんリスクを試験する方法である。前 
記検体は、例えば、体液であり、具体例として、血液、 
尿等があげられる。
【選択図】図１

審査請求　未請求　請求項の数　9　　ＯＬ　（全15頁）
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
被 検 者 由 来 の 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 取 得 す る 取 得 工 程 を 含 み 、
前 記 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ が が ん マ ー カ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 が ん リ ス ク を 試 験 す る  
試 験 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ が 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 験 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 検 体 が 、 被 検 者 か ら 採 取 し た 体 液 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 試 験 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 検 体 が 、 被 検 者 か ら 採 取 し た 血 液 ま た は 尿 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か 一 項 に  
記 載 の 試 験 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 検 体 が 、 細 胞 が 除 去 さ れ た 検 体 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 試 験  
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
さ ら に 、 前 記 被 検 者 由 来 の 検 体 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル と 評 価 基 準 と を 比 較 す る 比 較 工 程 を 含 み  
、
前 記 評 価 基 準 は 、
　 が ん に 罹 患 し て い な い 陰 性 比 較 対 象 者 由 来 の 同 じ 種 類 の 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １  
レ ベ ル で あ り 、
　 前 記 被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 、 前 記 評 価 基 準 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 前 記 被 検 者 は が ん  
に 罹 患 し て い る 可 能 性 が あ る こ と を 意 味 す る 、 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 試  
験 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
さ ら に 、 前 記 被 検 者 由 来 の 検 体 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル と 評 価 基 準 と を 比 較 す る 比 較 工 程 を 含 み  
、
前 記 評 価 基 準 は 、
　 が ん に 罹 患 し て い る 陽 性 比 較 対 象 者 由 来 の 同 じ 種 類 の 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ  
ベ ル で あ り 、
　 前 記 被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 、 前 記 評 価 基 準 と 比 較 し て 同 一 ま た は 高 い 場 合 、 前 記 被  
検 者 は が ん に 罹 患 し て い る 可 能 性 が あ る こ と を 意 味 す る 、 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か 一 項  
に 記 載 の 試 験 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 被 検 者 由 来 の 経 時 的 な 複 数 の 検 体 に つ い て 、 前 記 取 得 工 程 を 行 い 、
前 記 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル の 経 時 変 化 情 報 を 得 る 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず  
れ か 一 項 に 記 載 の 試 験 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 が ん が 、 前 立 腺 が ん ま た は 乳 が ん で あ る 、 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 試  
験 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 が ん リ ス ク の 試 験 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 医 療 の 発 達 に よ り 、 が ん は 不 治 の 病 で は な く な っ て き て い る が 、 そ の た め に も 重 要 な の  
が 、 が ん の 早 期 発 見 と 予 後 の 判 断 と い わ れ て い る 。 こ の た め 、 が ん の 診 断 に お い て は 、 早  
期 発 見 や 予 後 の 判 断 に 利 用 で き る 新 た な マ ー カ が 求 め ら れ て い る 。
【 発 明 の 概 要 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 が ん リ ス ク を 試 験 す る 新 た な 方 法 の 提 供 を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 前 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 、 被 検 者 由 来 の 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ  
ベ ル を 取 得 す る 取 得 工 程 を 含 み 、 前 記 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ が が ん マ ー カ で あ る こ と を 特  
徴 と す る 、 が ん リ ス ク を 試 験 す る 方 法 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ノ 酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー で あ り 、 正 常 細 胞 に も 存 在 す る が 、  
が ん 細 胞 に お い て 特 異 的 に 発 現 が 増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 Ｌ Ａ Ｔ １  
タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 膜 上 の タ ン パ ク 質 で あ る た め 、 こ れ を バ イ オ マ ー カ と し て 検 出 す る に  
は 、 細 胞 そ の も の に 対 す る Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 検 出 が 必 要 で あ っ た 。 一 方 、 本 発 明 者 ら  
は 、 鋭 意 研 究 の 結 果 、 が ん 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 細 胞 外 小 胞 が 、 細 胞 外 小 胞 上 に Ｌ Ａ Ｔ １ タ  
ン パ ク 質 を 有 す る こ と 、 ま た 、 分 泌 さ れ た 細 胞 外 小 胞 が 体 液 中 に 放 出 さ れ る こ と を 初 め て  
見 出 し た 。 こ の こ と か ら 、 ま ず 、 細 胞 そ の も の で は な く 、 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た 細 胞 外 小 胞  
に つ い て Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と に よ り 、 被 検 者 が が ん に 罹 患 し て い る 可 能 性  
を 試 験 す る こ と が 可 能 に な っ た 。 さ ら に 、 例 え ば 、 血 液 等 の 体 液 を 検 体 と し 、 前 記 体 液 に  
放 出 さ れ た 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る た め 、 患 者 お よ  
び 医 師 等 の 医 療 従 事 者 の 負 担 と な る 生 検 も 回 避 で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、  
医 療 分 野 に お い て 非 常 に 有 用 な 技 術 と い え る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ （ Ａ ） は 、 が ん 細 胞 由 来 の エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ を 検 出 し た 結 果 で あ り  
、 図 １ （ Ｂ ） は 、 が ん 細 胞 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ を 検 出 し た 結 果 で あ り 、 そ れ ぞ れ 、 上 図 が 、 ウ ェ  
ス タ ン ブ ロ ッ ト の 画 像 で あ り 、 下 図 が 、 タ ン パ ク 質 の 相 対 値 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 抵 抗 性 の が ん 細 胞 由 来 の エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ を 検 出 し た 結 果 で あ  
り 、 上 図 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 画 像 で あ り 、 下 図 が 、 タ ン パ ク 質 の 相 対 値 を 示 す グ ラ  
フ で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 抵 抗 性 の が ん 細 胞 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ を 検 出 し た 結 果 で あ り 、 上 図 が 、 ウ ェ ス  
タ ン ブ ロ ッ ト の 画 像 で あ り 、 下 図 が 、 タ ン パ ク 質 の 相 対 値 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 が ん 患 者 血 清 お よ び 健 常 者 血 清 中 の エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ を 検 出 し  
た 結 果 で あ り 、 上 図 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 画 像 で あ り 、 下 図 が 、 タ ン パ ク 質 の 相 対 値  
を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 細 胞 外 小 胞 （ ｅ ｘ ｔ ｒ ａ ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒ   ｖ ｅ ｓ ｉ ｃ ｌ ｅ ） は 、 以  
下 、 Ｅ Ｖ ｓ と も い う 。 本 発 明 の が ん リ ス ク を 試 験 す る 方 法 は 、 以 下 、 本 発 明 の 試 験 方 法 と  
も い う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ が 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 前 記 検 体 が 、 被 検 者 か ら 採 取 し た 体 液 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 前 記 検 体 が 、 被 検 者 か ら 採 取 し た 血 液 ま た は 尿 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 前 記 検 体 が 、 細 胞 が 除 去 さ れ た 検 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 さ ら に 、 前 記 被 検 者 由 来 の 検 体 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル と 評 価  
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基 準 と を 比 較 す る 比 較 工 程 を 含 み 、 前 記 評 価 基 準 は 、 が ん に 罹 患 し て い な い 陰 性 比 較 対 象  
者 由 来 の 同 じ 種 類 の 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル で あ り 、 前 記 被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １  
レ ベ ル が 、 前 記 評 価 基 準 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 前 記 被 検 者 は が ん に 罹 患 し て い る 可 能 性 が  
あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 さ ら に 、 前 記 被 検 者 由 来 の 検 体 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル と 評 価  
基 準 と を 比 較 す る 比 較 工 程 を 含 み 、 前 記 評 価 基 準 は 、 が ん に 罹 患 し て い る 陽 性 比 較 対 象 者  
由 来 の 同 じ 種 類 の 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル の 検 出 結 果 で あ り 、 前 記 被 検 者 の  
検 出 結 果 が 、 前 記 評 価 基 準 と 比 較 し て 同 一 ま た は 高 い 場 合 、 前 記 被 検 者 は が ん に 罹 患 し て  
い る 可 能 性 が あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 前 記 被 検 者 由 来 の 経 時 的 な 複 数 の 検 体 に つ い て 、 前 記 取  
得 工 程 を 行 い 、 前 記 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル の 経 時 変 化 情 報 を 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 前 記 が ん が 、 前 立 腺 が ん ま た は 乳 が ん で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 健 常 者 」 と は 、 本 発 明 に お け る 試 験 の 対 象 と な る が ん に 罹 患 し て  
い な い 者 （ が ん を 発 症 し て い な い 者 ） を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お け る 健 常 者 は 、 例 え ば 、  
試 験 の 対 象 と な る が ん 以 外 の 疾 患 に 罹 患 し て い る か 否 か は 制 限 さ れ ず 、 好 ま し く は 、 試 験  
の 対 象 と な る が ん 以 外 の 疾 患 に も 罹 患 し て い な い 者 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
＜ が ん リ ス ク の 試 験 方 法 ＞
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 前 述 の よ う に 、 が ん リ ス ク を 試 験 す る 方 法 で あ り 、 被 検 者 由 来 の  
検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 取 得 す る 取 得 工 程 を 含 み 、 前 記 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ  
Ｔ １ が が ん マ ー カ で あ る こ と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 の が ん リ ス ク の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、  
が ん リ ス ク の 判 定 方 法 と も い え る 。 ま た 、 前 記 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル は 、 例 え ば 、  
が ん リ ス ク の 診 断 の た め の 情 報 に な る こ と か ら 、 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 が ん リ ス ク の 診 断  
の た め の 情 報 を 取 得 す る 方 法 ま た は 提 供 す る 方 法 と も い え る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 Ｌ Ａ Ｔ １ を 有 す る 細 胞 外 小 胞 を 、 以 下 、 「 Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 細 胞 外 小 胞 」  
と も い う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 が ん リ ス ク と は 、 例 え ば 、 罹 患 可 能 性 、 が ん ス テ ー ジ （ 病 期 ） 、 外 科  
的 手 術 ま た は 化 学 治 療 、 ホ ル モ ン 療 法 、 も し く は 免 疫 療 法 等 の 各 種 治 療 の 経 過 状 況 、 ま た  
は 予 後 等 が あ げ ら れ る 。 罹 患 可 能 性 と は 、 例 え ば 、 が ん に 罹 患 し て い る 可 能 性 、 ま た は が  
ん に 罹 患 す る 可 能 性 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 が ん ス テ ー ジ は 、 例 え ば 、 ス テ ー ジ 分 類 （ 臨 床 進 行 期 分 類 ） に よ り 決 定 さ れ る 。 ス テ ー  
ジ は 、 例 え ば 、 Ｉ 、 I I 、 I I I 、 お よ び I V 、 よ り 詳 細 に は 、 ス テ ー ジ ０ 、 Ｉ 、 I I Ａ 、 I I Ｂ 、 I  
I I Ａ 、 I I I Ｂ 、 I I I Ｃ 、 お よ び Ｉ Ｖ に 分 類 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Ｌ Ａ Ｔ １ （ L - t y p e  a m i n o  a c i d  t r a n s p o r t e r  1 ） は 、 例 え ば 、 ヒ ト 由 来 の 配 列 情 報  
が 、 デ ー タ ベ ー ス （ N C B I デ ー タ ベ ー ス ） に ア ク セ ッ シ ョ ン N o .  N P _ 0 0 3 4 7 7 で 登 録 さ  
れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 記 診 断 の た め の 情 報 は 、 例 え ば 、 前 記 検 体 に 含 ま れ る 前 記 細 胞 外 小 胞 に お け る Ｌ Ａ Ｔ  
１ レ ベ ル で あ る 。 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル は 、 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル が  
あ げ ら れ る が 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 好 ま し い 。 前 記 レ ベ ル は 、 例 え ば 、 Ｌ Ａ Ｔ １  
の 存 在 の 程 度 を 示 す 指 標 で あ る 。 前 記 存 在 の 程 度 を 示 す 指 標 は 、 例 え ば 、 有 無 、 量 、 ま た  
は 濃 度 等 で あ り 、 こ れ ら を 実 質 的 、 ま た は 間 接 的 も し く は 相 対 的 に 示 す 数 値 が 好 ま し い 。  
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実 質 的 な 数 値 は 、 例 え ば 、 量 ま た は 濃 度 で あ り 、 間 接 的 ま た は 相 対 的 な 数 値 は 、 例 え ば 、  
後 述 す る 発 色 シ グ ナ ル 、 放 射 線 シ グ ナ ル 等 の 測 定 値 が あ げ ら れ る 。 量 ま た は 濃 度 の 実 質 的  
な 数 値 は 、 例 え ば 、 間 接 的 ま た は 相 対 的 な 数 値 （ 例 え ば 、 測 定 値 ） か ら 換 算 さ れ た 値 で も  
よ い 。 前 記 細 胞 外 小 胞 に お け る Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル は 、 例 え ば 、 検 体 に 含 ま れ る 全 細 胞 外 小 胞  
の 量 ま た は 濃 度 と 、 前 記 検 体 に 含 ま れ る Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 （ 細 胞 外 小 胞 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ  
ン パ ク 質 ） の 量 ま た は 濃 度 と の 相 対 関 係 に よ り 表 す こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 前 記 検 体 に 含 ま れ る 前 記 細 胞 外 小 胞 に お け る Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル は 、 例 え ば 、 そ の 膜  
上 に Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 を 有 す る 細 胞 外 小 胞 、 す な わ ち Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 細 胞 外 小 胞 の レ ベ ル  
で も よ い 。 具 体 例 と し て 、 例 え ば 、 検 体 中 の Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 細 胞 外 小 胞 の 量 も し く は 濃 度 、  
ま た は 全 細 胞 外 小 胞 に お け る Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 細 胞 外 小 胞 の 割 合 等 に よ り 表 す こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 試 験 の 対 象 と な る が ん （ 以 下 、 対 象 が ん と も い う ） は 、 特 に 制 限 さ れ ず  
、 例 え ば 、 前 立 腺 が ん 、 乳 が ん 、 膵 臓 が ん 、 大 腸 が ん 、 胃 が ん 、 食 道 が ん 、 肝 が ん 、 肺 が  
ん 、 前 立 腺 が ん 、 腎 が ん 、 頭 頸 部 が ん 等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 細 胞 外 小 胞 は 、 例 え ば 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス パ ス ウ ェ イ に よ り 分 泌 さ  
れ る エ ク ソ ソ ー ム 、 マ イ ク ロ ベ シ ク ル （ 微 小 小 胞 体 ） 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 等 で あ り 、 中 で  
も 、 例 え ば 、 エ ク ソ ソ ー ム で あ る 。 エ ク ソ ソ ー ム は 、 一 般 的 に 、 Ａ ｌ ｉ ｘ 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １  
、 Ｃ Ｄ ８ １ 、 Ｃ Ｄ ６ ３ 、 Ｃ Ｄ ９ 、 フ ロ チ リ ン 等 の マ ー カ 分 子 に よ り 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に お け る 前 記 検 体 は 、 例 え ば 、 被 検 者 か ら 採 取 し た 体 液 が あ げ ら れ 、 具 体 例 と し  
て は 、 例 え ば 、 血 液 、 尿 が あ げ ら れ る 。 前 記 血 液 は 、 例 え ば 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 が あ げ ら  
れ 、 中 で も 、 細 胞 を 除 去 し た 血 液 、 す な わ ち 、 血 漿 ま た は 血 清 が 好 ま し い 。 本 発 明 に お い  
て 、 血 液 や 尿 等 の 前 記 体 液 を 検 体 と す る 場 合 、 例 え ば 、 前 述 の よ う に 、 生 検 等 を 回 避 で き  
、 被 検 者 や 医 療 従 事 者 の 負 担 を 軽 減 で き る 。 そ し て 、 本 発 明 に お い て 、 前 記 体 液 を 検 体 と  
す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 被 検 者 に つ い て 、 前 述 し た い ず れ か の 対 象 が ん リ ス ク を 試 験  
で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 前 記 検 体 は 、 例 え ば 、 体 液 そ の も の で も よ い し 、 体 液 か ら 回 収 し た 細 胞 外 小 胞 を  
含 む 検 体 で も よ い 。 細 胞 外 小 胞 の 回 収 方 法 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 体 液 を 超 遠 心 分  
離 す る こ と に よ り 、 沈 殿 画 分 と し て 回 収 で き る 。 ま た 、 前 記 体 液 が 血 液 の 場 合 、 例 え ば 、  
血 清 か ら 回 収 で き 、 具 体 例 と し て は 、 前 記 血 清 を 超 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 沈 殿 画 分 と  
し て 回 収 で き る 。 前 記 超 遠 心 分 離 の 条 件 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 ３ ０ ， ０ ０ ０ ～ ５  
０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ２ ０ ～ ９ ０ 分 、 ２ ～ ６ ℃ で あ り 、 具 体 例 と し て 、 ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ  
ー 社 製 の ロ ー タ ー   Ｔ Ｌ Ｓ － ５ ５ を 用 い た 場 合 、 ４ ９ ， ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ３ ２ 分 、 ４ ℃ 、 も  
し く は ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー 社 製 の ロ ー タ ー   Ｓ Ｗ ４ １ － Ｔ ｉ を 用 い た 場 合 、 ３ ５ ， ０ ０  
０ ｒ ｐ ｍ 、 ７ ０ 分 、 ４ ℃ 等 が 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に お け る 前 記 検 体 は 、 血 液 、 尿 等 の 体 液 に は 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 被 検 者 か ら 採  
取 し た 試 料 （ 体 液 以 外 ） か ら 調 製 し た 検 体 で も よ い 。 前 記 試 料 と し て は 、 例 え ば 、 細 胞 が  
あ げ ら れ る 。 前 記 細 胞 は 、 例 え ば 、 所 望 の 器 官 、 臓 器 、 組 織 等 か ら 採 取 で き る 。 前 記 被 検  
者 か ら 細 胞 を 採 取 し た 場 合 、 例 え ば 、 採 取 し た 細 胞 を 培 養 し た 培 養 物 を 前 記 検 体 と し て 使  
用 で き る 。 前 記 細 胞 を 培 地 で 培 養 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 前 記 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 細  
胞 外 小 胞 を 、 前 記 培 地 中 に 放 出 で き る 。 前 記 検 体 は 、 例 え ば 、 前 記 培 養 物 か ら 細 胞 を 除 去  
し た 上 清 （ 液 体 画 分 と も い う ） が 好 ま し い 。 前 記 細 胞 を 除 去 し た 検 体 を 使 用 す る こ と に よ  
っ て 、 例 え ば 、 前 記 細 胞 が Ｌ Ａ Ｔ １ を 有 す る 場 合 で も 、 前 記 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ の み を  
検 出 で き る 。 そ し て 、 本 発 明 に お い て 、 前 記 細 胞 を 検 体 と す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 被  
検 者 に つ い て 、 前 記 細 胞 の 採 取 元 で あ る 組 織 に お け る が ん リ ス ク を 試 験 で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 ま た 、 前 記 検 体 は 、 例 え ば 、 前 記 上 清 か ら 回 収 し た 細 胞 外 小 胞 を 含 む 検 体 で も よ い 。 細  
胞 外 小 胞 の 回 収 方 法 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 前 記 上 清 か ら 回 収 で き 、 具 体 例 と し て  
は 、 前 記 上 清 を 超 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 沈 殿 画 分 と し て 回 収 で き る 。 前 記 超 遠 心 分 離  
の 条 件 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 前 述 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 に お い て 、 前 記 取 得 工 程 は 、 被 検 者 由 来 の 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ  
Ｔ １ レ ベ ル を 取 得 す る 工 程 で あ る 。 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル は 、 例 え ば 、 前 記 検 体 を 用 い て 前  
記 検 体 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ り 取 得 し て も よ い し 、 前 記 検 体  
に つ い て す で に 検 出 結 果 と し て 得 ら れ て い る Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 取 得 し て も よ い 。 前 記 検 出  
は 、 例 え ば 、 定 性 で も 定 量 で も よ く 、 測 定 で も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 前 記 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 検 出 す る 方 法 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば  
、 Ｌ Ａ Ｔ １ に 結 合 す る 物 質 （ 以 下 、 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 と い う ） が 使 用 で き 、 前 記 細 胞 外  
小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ と 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 と の 結 合 を 検 出 す る こ と で 、 前 記 細 胞 外 小 胞 の  
Ｌ Ａ Ｔ １ を 検 出 で き る 。 前 記 結 合 物 質 は 、 Ｌ Ａ Ｔ １ に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 で あ る こ と が  
好 ま し い 。 前 記 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル の 検 出 は 、 例 え ば 、 細 胞 外 小 胞 上 の Ｌ Ａ Ｔ １  
タ ン パ ク 質 の 検 出 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 の 種 類 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が Ｌ Ａ Ｔ １ タ  
ン パ ク 質 レ ベ ル の 場 合 、 例 え ば 、 抗 体 、 抗 原 結 合 断 片 （ 抗 原 結 合 ペ プ チ ド ） 、 ア プ タ マ ー  
等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 前 記 抗 体 は 、 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ で も よ く 、 ま  
た 、 そ の ア イ ソ タ イ プ は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、  
Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｙ 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 抗 原 結 合 断 片 は 、 例 え ば 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 を 認  
識 し て 結 合 で き れ ば よ く 、 抗 体 の 一 部 （ 部 分 断 片 ） を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 等 が  
あ げ ら れ る 。 前 記 抗 原 結 合 断 片 は 、 例 え ば 、 前 記 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 有 し  
て い る 断 片 が あ げ ら れ 、 具 体 例 と し て 、 例 え ば 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ  
ｂ ３ 、 一 本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ と も い う ） 、 （ タ ン デ ム ） バ イ ス ペ シ フ ィ ッ ク 一 本 鎖 Ｆ ｖ （  
ｓ ｃ （ Ｆ ｖ ） ２ と も い う ） 、 一 本 鎖 ト リ プ ル ボ デ ィ 、 ナ ノ ボ デ ィ 、 ダ イ バ レ ン ト Ｖ Ｈ Ｈ 、  
ペ ン タ バ レ ン ト Ｖ Ｈ Ｈ 、 ミ ニ ボ デ ィ 、 （ 二 本 鎖 ） ダ イ ア ボ デ ィ 、 タ ン デ ム ダ イ ア ボ デ ィ 、  
バ イ ス ペ シ フ ィ ッ ク ト リ ボ デ ィ 、 バ イ ス ペ シ フ ィ ッ ク バ イ ボ デ ィ 、 デ ュ ア ル ア フ ィ ニ テ ィ  
リ タ ー ゲ テ ィ ン グ 分 子 （ Ｄ Ａ Ｒ Ｔ ） 、 ト リ ア ボ デ ィ （ ま た は ト リ ボ デ ィ ） 、 テ ト ラ ボ デ ィ  
（ ま た は ［ ｓ ｃ （ Ｆ ｖ ） ２ ］ ２ ） 、 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｓ Ａ ） ４ ） ジ ス ル フ ィ ド 結 合 Ｆ ｖ （ ｄ ｓ  
Ｆ ｖ と も い う ） 、 コ ン パ ク ト Ｉ ｇ Ｇ 、 重 鎖 抗 体 、 ま た は そ れ ら の 重 合 体 等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 前 記 ア プ タ マ ー は 、 例 え ば 、 核 酸 分 子 （ 核 酸 ア プ タ マ ー と も い う ） が あ げ ら れ る 。 前 記  
ア プ タ マ ー の 構 成 単 位 は 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 残 基 ま た は 非 ヌ ク レ オ チ ド 残 基 で あ る 。  
前 者 は 、 例 え ば 、 糖 と 、 プ リ ン ま た は ピ リ ミ ジ ン 等 の 塩 基 と 、 リ ン 酸 と を 含 む 、 デ オ キ シ  
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 が あ げ ら れ 、 後 者 は 、 例 え ば 、 ピ ロ リ  
ジ ン ま た ピ ペ リ ジ ン 等 の 塩 基 を 含 む 非 ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 が あ げ ら れ る 。 前 記 構 成 単 位 は 、  
例 え ば 、 天 然 型 で も 、 人 工 の 非 天 然 型 で も よ い 。 前 記 ア プ タ マ ー は 、 例 え ば 、 同 じ 構 成 単  
位 か ら 形 成 さ れ て も よ い し 、 二 種 類 以 上 の 構 成 単 位 か ら 形 成 さ れ て も よ い 。 前 記 ア プ タ マ  
ー は 、 例 え ば 、 修 飾 型 で も 非 修 飾 型 で も よ く 、 前 者 の 場 合 、 例 え ば 、 糖 、 塩 基 、 ヌ ク レ オ  
シ ド 間 結 合 等 の い ず れ が 修 飾 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 前 記 細 胞 外 小 胞 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ と 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 と の 結 合 の 検 出 方 法 は 、 特 に 制  
限 さ れ ず 、 例 え ば 、 前 記 結 合 を 可 視 化 す る 方 法 が あ げ ら れ る 。 前 記 可 視 化 と は 、 例 え ば 、  
目 視 可 能 な 可 視 化 で も よ い し 、 シ グ ナ ル 検 出 と し て の 可 視 化 で も よ い 。 前 記 標 識 物 質 を 使  
用 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 標 識 物 質 と し て 蛍 光 色 素 を 使 用 し た 蛍 光 法 、 標 識 物 質 と し  
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て 酵 素 を 使 用 し 、 酵 素 反 応 に よ り 呈 色 す る 基 質 を 併 用 す る 酵 素 法 、 標 識 物 質 と し て 放 射 性  
同 位 体 （ Ｒ Ｉ ） を 使 用 す る Ｒ Ｉ 法 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 蛍 光 法 は 、 例 え ば 、 蛍 光 色 素 に よ  
る 蛍 光 を 発 色 シ グ ナ ル と し て 検 出 で き 、 前 記 酵 素 法 は 、 例 え ば 、 基 質 の 呈 色 を 発 色 シ グ ナ  
ル と し て 検 出 で き 、 前 記 Ｒ Ｉ 法 は 、 例 え ば 、 放 射 線 を シ グ ナ ル と し て 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 前 記 蛍 光 物 質 は 、 例 え ば 、 Ｄ Ａ Ｐ Ｉ 、 Ｓ Ｙ Ｔ Ｏ Ｘ （ 登 録 商 標 ） Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ 、 Ｓ Ｙ Ｔ Ｏ （  
登 録 商 標 ） ９ 、 Ｔ Ｏ － Ｐ Ｒ Ｏ （ 登 録 商 標 ） － ３ 、 Ｐ ｒ ｏ ｐ ｉ ｄ ｉ ｕ ｍ  Ｉ ｏ ｄ ｉ ｄ ｅ 、 Ａ  
ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ３ ５ ０ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ６ ４ ７ 、  
Ｏ ｒ ｅ ｇ ｏ ｎ  Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ （ 登 録 商 標 ） 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ０ ５ 、 Ａ  
ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ６ ８ ０ 、 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｅ ｓ ｃ ｅ ｉ ｎ （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ａ ｌ  
ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ７ ５ ０ 、 Ｃ  
ｙ （ 登 録 商 標 ） ３ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ５ ３ ２ 、 Ｐ ａ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃ  Ｂ ｌ ｕ  
ｅ （ 商 標 ） 、 Ｐ ａ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃ  Ｏ ｒ ａ ｎ ｇ ｅ （ 商 標 ） 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標  
） ５ ４ ６ 、 Ｃ ｏ ｕ ｍ ａ ｒ ｉ ｎ 、 Ｔ ｅ ｔ ｒ ａ ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ｒ ｈ ｏ ｄ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ （ Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ  
） 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ５ ５ ５ 、 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ （ 登 録 商 標 ） Ｆ Ｌ 、 Ｔ ｅ  
ｘ ａ ｓ  Ｒ ｅ ｄ （ 登 録 商 標 ） 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ５ ６ ８ 、 Ｐ ａ ｃ ｉ ｆ ｉ  
ｃ  Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ （ 商 標 ） 、 Ｃ ｙ （ 登 録 商 標 ） ５ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標  
） ５ ９ ４ 等 の 蛍 光 色 素 が あ げ ら れ る 。 前 記 酵 素 は 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ  
Ｐ ） 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 Ｒ Ｉ は 、 例 え ば 、 ３  
２ Ｐ 、 １ ３ １ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ 、 ４ ５ Ｃ ａ 、 ３ Ｈ 、 １ ４ Ｃ 等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 は 、 例 え ば 、 前 記 標 識 物 質 に よ り 標 識 化 さ れ て も よ い 。 前 記 Ｌ  
Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 が 前 記 標 識 化 物 質 で 標 識 化 さ れ て い る 場 合 、 例 え ば 、 標 識 化 さ れ た 前 記  
Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 （ 以 下 、 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 と い う ） と 前 記 検 体 と の 接 触 に よ  
り 、 前 記 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ （ 例 え ば 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 ） と 前 記 標 識 化 Ｌ  
Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 と を 結 合 さ せ 、 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ に 結 合 し た 前 記 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 物 質 に つ  
い て 、 そ の 標 識 物 質 を 検 出 す る こ と に よ り 、 前 記 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に  
は 、 例 え ば 、 前 記 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 を 固 定 化 し て か ら 、 前 記 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質  
を 接 触 さ せ 、 未 結 合 の 前 記 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 を 除 去 し た 後 、 前 記 固 定 化 さ れ た 細  
胞 外 小 胞 に 結 合 し た 前 記 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 を 検 出 す る こ と で 、 前 記 結 合 を 検 出 す  
る こ と が で き る 。 前 記 細 胞 外 小 胞 の 固 定 化 は 、 例 え ば 、 前 記 細 胞 外 小 胞 に 特 異 的 に 結 合 す  
る 結 合 物 質 （ 以 下 、 Ｅ Ｖ ｓ 用 結 合 物 質 ） を 担 体 に 固 定 化 し 、 前 記 Ｅ Ｖ ｓ 用 結 合 物 質 に 前 記  
検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 行 う こ と が で き る 。 前 記 Ｅ Ｖ ｓ 用 結 合 物  
質 は 、 例 え ば 、 抗 体 、 抗 原 結 合 断 片 （ 抗 原 結 合 ペ プ チ ド ） 、 ア プ タ マ ー 等 が あ げ ら れ る 。  
前 記 Ｅ Ｖ ｓ 用 結 合 物 質 は 、 例 え ば 、 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 が 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ に 結  
合 可 能 な よ う に 、 Ｌ Ａ Ｔ １ に 対 し て 非 結 合 性 で あ る こ と が 好 ま し い 。 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合  
物 質 お よ び 前 記 Ｅ Ｖ ｓ 用 結 合 物 質 は 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 抗 体 が 好 ま し く 、 こ の よ う な 抗 体  
の 使 用 に よ り 、 免 疫 組 織 化 学 が 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 が 非 標 識 の 場 合 は 、 例 え ば 、 さ ら に 、 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質  
に 結 合 す る 二 次 結 合 物 質 を 併 用 す る 方 法 が あ げ ら れ る 。 前 記 二 次 結 合 物 質 は 、 例 え ば 、 前  
記 標 識 化 物 質 で 標 識 化 さ れ て い る こ と が 好 ま し い （ 以 下 、 標 識 化 二 次 結 合 物 質 と い う 。 ）  
こ の 方 法 で は 、 例 え ば 、 標 識 化 さ れ て い な い 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 （ 以 下 、 非 標 識 化 Ｌ  
Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 と い う ） と 前 記 検 体 と の 接 触 に よ り 、 前 記 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ  
１ （ 例 え ば 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 ） と 前 記 非 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 と を 結 合 さ せ 、 さ  
ら に 、 前 記 標 識 化 二 次 結 合 物 質 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ に 結 合 し た 前 記 非  
標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 に 前 記 標 識 化 二 次 結 合 物 質 を 結 合 さ せ る 。 そ し て 、 前 記 非 標 識  
化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 を 介 し て Ｌ Ａ Ｔ １ に 結 合 し た 前 記 標 識 化 二 次 結 合 物 質 に つ い て 、 そ  
の 標 識 物 質 を 検 出 す る こ と に よ り 、 Ｌ Ａ Ｔ １ と 前 記 非 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 と の 結 合  
を 検 出 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 前 記 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 を 固 定 化 し て か  
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ら 、 前 記 非 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 を 接 触 さ せ 、 未 結 合 の 前 記 非 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合  
物 質 を 除 去 し た 後 、 さ ら に 、 前 記 標 識 化 二 次 結 合 物 質 を 接 触 さ せ る 。 そ し て 、 前 記 固 定 化  
さ れ た 細 胞 外 小 胞 に 結 合 し た 前 記 非 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 に 対 し て 、 さ ら に 前 記 標 識  
化 二 次 結 合 物 質 を 結 合 さ せ 、 結 合 し た 前 記 標 識 化 二 次 結 合 物 質 を 検 出 す る こ と で 、 間 接 的  
に Ｌ Ａ Ｔ １ と 前 記 非 標 識 化 Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 と の 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る 。 前 記 細  
胞 外 小 胞 の 固 定 化 は 、 例 え ば 、 前 述 と 同 様 に 、 前 記 Ｅ Ｖ ｓ 用 結 合 物 質 が 使 用 で き る 。 前 記  
Ｌ Ａ Ｔ １ 用 結 合 物 質 、 前 記 Ｅ Ｖ ｓ 用 結 合 物 質 、 お よ び 前 記 二 次 結 合 物 質 は 、 例 え ば 、 そ れ  
ぞ れ 抗 体 が 好 ま し く 、 前 記 二 次 結 合 物 質 は 、 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 等 で 使 用 さ れ る 二 次 抗 体  
が 好 ま し い 。 こ の よ う な 抗 体 の 使 用 に よ り 、 免 疫 組 織 化 学 が 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 前 記 細 胞 外 小 胞 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 前 記 細 胞 外 小 胞 自 体 の マ ー  
カ に 対 す る 結 合 物 質 （ 例 え ば 、 抗 マ ー カ 抗 体 ） と 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 物 質  
（ 例 え ば 、 抗 Ｌ Ａ Ｔ １ 抗 体 ） と を 用 い て 、 発 明 者 ら が 開 発 し た Ｅ ｘ ｏ Ｓ ｃ ｒ ｅ ｅ ｎ 法 に よ  
り 検 出 す る こ と も で き る 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 例 え ば 、 １ つ の 細 胞 外 小 胞 に 対 し て 、 前 記  
抗 マ ー カ 抗 体 と 前 記 抗 Ｌ Ａ Ｔ １ 抗 体 と 結 合 さ せ る こ と で 、 前 記 抗 マ ー カ 抗 体 と 前 記 抗 Ｌ Ａ  
Ｔ １ 抗 体 と の 間 に お け る 相 互 作 用 を 利 用 で き る た め 、 前 記 細 胞 外 小 胞 の 中 で も 、 Ｌ Ａ Ｔ １  
タ ン パ ク 質 を 有 す る 細 胞 外 小 胞 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の た め 、 例 え ば 、 前 述 の よ う  
な 培 養 物 ま た は 血 液 等 か ら 細 胞 外 小 胞 を 回 収 す る こ と な く 、 容 易 に 細 胞 外 小 胞 上 の Ｌ Ａ Ｔ  
１ タ ン パ ク 質 を 検 出 で き る 。 前 記 Ｅ ｘ ｏ Ｓ ｃ ｒ ｅ ｅ ｎ 法 は 、 例 え ば 、 国 際 特 許 公 報 Ｗ Ｏ ２  
０ １ ３ ／ ０ ９ ４ ３ ０ ７ 号 等 の 記 載 を 援 用 で き る 。 前 記 細 胞 外 小 胞 自 体 の マ ー カ は 、 例 え ば  
、 前 述 の よ う な マ ー カ 分 子 の 例 示 が あ げ ら れ 、 具 体 例 と し て は 、 Ｃ Ｄ ９ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 前 記 検 体 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル の 検 出 は 、 例 え ば 、 前 記 検 体 に お け る Ｌ Ａ Ｔ １  
タ ン パ ク 質 ／ 前 記 マ ー カ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ９ タ ン パ ク 質 ） 共 陽 性 の 細 胞 外 小 胞 の  
検 出 で も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 さ ら に 、 前 記 被 検 者 由 来 の 検 体 の 検 出 結 果 と 評 価 基 準 と  
を 比 較 す る 比 較 工 程 を 含 ん で も よ い 。 前 記 検 体 の 検 出 結 果 と 前 記 評 価 基 準 と の 比 較 に よ っ  
て 、 が ん リ ス ク を 判 断 で き る 。 前 記 評 価 基 準 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な  
基 準 が 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 第 １ の 評 価 基 準 と し て 、 が ん に 罹 患 し て い な い 陰 性 比 較 対 象 者 由 来 の 同 じ 種 類 の 検 体 中  
の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 例 示 で き る 。 前 記 陰 性 比 較 対 象 者 は 、 例 え ば 、 試 験 の 対  
象 が ん に 罹 患 し て い な い 健 常 者 で あ る 。 前 述 の よ う に 、 前 記 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ  
１ レ ベ ル を 取 得 し た 場 合 、 試 験 の 対 象 が ん に 罹 患 し た が ん 患 者 は 、 対 象 が ん に 罹 患 し て い  
な い 健 常 者 と 比 較 し て 、 Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 高 い （ Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 細 胞 外 小 胞 が 多 い ） 。 こ の  
た め 、 例 え ば 、 前 記 陰 性 比 較 対 象 者 に 関 し て 、 前 記 被 検 者 と 同 じ 種 類 の 検 体 中 の 細 胞 外 小  
胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 取 得 し 、 そ の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 評 価 基 準 と す れ ば 、 前 記 評 価 基 準 と  
前 記 被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル と の 比 較 に よ り 、 前 記 被 検 者 に つ い て 、 試 験 の 対 象 が ん の リ  
ス ク を 判 断 で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 前 記 被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 前 記 陰 性 比 較 対  
象 者 の 評 価 基 準 と 比 較 し て 高 い 場 合 （ 例 え ば 、 有 意 に 高 い 値 の 場 合 ） 、 前 記 被 検 者 は 、 対  
象 が ん の 罹 患 可 能 性 が あ る 、 ま た は 罹 患 可 能 性 が 高 い と 判 断 す る こ と が で き る 。 一 方 、 前  
記 被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 前 記 陰 性 比 較 対 象 者 の 評 価 基 準 と 比 較 し て 同 程 度 の 場 合 （ 例  
え ば 、 有 意 差 が な い 場 合 ） 、 前 記 被 検 者 は 、 対 象 が ん の 罹 患 可 能 性 が な い 、 ま た は 罹 患 可  
能 性 が 低 い と 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 第 ２ の 評 価 基 準 と し て 、 が ん に 罹 患 し て い る 陽 性 比 較 対 象 者 由 来 の 同 じ 種 類 の 検 体 中 の  
細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 例 示 で き る 。 前 記 陽 性 比 較 対 象 者 は 、 例 え ば 、 試 験 の 対 象  
が ん に 罹 患 し て い る が ん 患 者 で あ る 。 こ の 場 合 、 例 え ば 、 試 験 の 対 象 が ん に 罹 患 し た 陽 性  
比 較 対 象 者 に 関 し て 、 前 記 被 検 者 と 同 じ 種 類 の 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 取  
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得 し 、 そ の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 評 価 基 準 と す れ ば 、 前 記 評 価 基 準 と 前 記 被 検 者 の 検 出 結 果 と  
の 比 較 に よ り 、 前 記 被 検 者 に つ い て 、 試 験 の 対 象 が ん の リ ス ク を 判 断 す る こ と が で き る 。  
具 体 的 に は 、 例 え ば 、 前 記 被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 前 記 陽 性 比 較 対 象 者 の 評 価 基 準 と 比  
較 し て 同 程 度 の 場 合 （ 例 え ば 、 有 意 差 が な い 場 合 ） ま た は よ り 高 い 場 合 、 前 記 被 検 者 は 、  
対 象 が ん の 罹 患 可 能 性 が あ る 、 ま た は 罹 患 可 能 性 が 高 い と 判 断 す る こ と が で き る 。 一 方 、  
前 記 被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 前 記 陽 性 比 較 対 象 者 の 評 価 基 準 と 比 較 し て 低 い 場 合 （ 例 え  
ば 、 有 意 に 低 い 場 合 ） 、 前 記 被 検 者 は 、 対 象 が ん の 罹 患 可 能 性 が な い 、 ま た は 罹 患 可 能 性  
が 低 い と 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 試 験 方 法 は 、 例 え ば 、 同 じ 被 検 者 に 由 来 す る 経 時 的 な 複 数 の 検 体 に つ い て 、 前  
記 取 得 工 程 を 行 い 、 前 記 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル の 経 時 変 化 情 報 を 得 て も よ  
い 。 前 述 の よ う に 、 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ は 、 が ん マ ー カ で あ る こ と か ら 、 例 え ば 、 同 じ  
被 検 者 に つ い て 、 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル の 経 時 変 化 情 報 を 得 る こ と に よ っ て 、 前 記  
被 検 者 に つ い て 試 験 の 対 象 が ん の リ ス ク の 変 化 を 判 断 す る こ と が で き る 。 具 体 例 と し て 、  
被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 経 時 的 に 増 加 し て い る 場 合 、 例 え ば 、 が ん の 罹 患 可 能 性 が 高 く  
な っ て い る 等 の 判 断 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 治 療 中 の 被 検 者 で あ れ ば 、 例 え ば 、 Ｌ Ａ Ｔ １ レ  
ベ ル が 治 療 開 始 時 か ら 経 時 的 に 増 加 し て い る 場 合 、 治 療 方 法 が 効 果 的 で な い 、 Ｌ Ａ Ｔ １ レ  
ベ ル が 治 療 開 始 時 か ら 経 時 的 に 低 下 し て い る 場 合 、 治 療 方 法 が 効 果 的 で あ る 、 と し て 治 療  
方 法 が 適 切 か 否 か の 判 断 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 治 療 後 の 被 検 者 で あ れ ば 、 例 え ば 、 Ｌ Ａ Ｔ  
１ レ ベ ル が 治 療 終 了 時 か ら 経 時 的 に 増 加 し て い る 場 合 、 予 後 が 不 良 で あ る 、 Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ  
ル が 治 療 終 了 時 か ら 経 時 的 に 変 化 し て い な い ま た は 低 下 し て い る 場 合 、 予 後 が 良 好 で あ る  
、 と し て 予 後 の 判 断 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 前 記 治 療 中 の 患 者 の 場 合 、 具 体 例 と し て 、 以 下 の よ う な 判 断 が 可 能 で あ る 。 前 立 腺 が ん  
は 、 男 性 ホ ル モ ン の ア ン ド ロ ゲ ン （ テ ス ト ス テ ロ ン ） の 刺 激 に よ り 病 気 が 進 行 す る こ と か  
ら 、 男 性 ホ ル モ ン 受 容 体 を ブ ロ ッ ク す る と い う ホ ル モ ン 療 法 が あ る 。 一 方 、 こ の ホ ル モ ン  
療 法 に 対 し て 、 抵 抗 性 （ 去 勢 耐 性 ま た は ホ ル モ ン 抵 抗 性 と も い う ） を 獲 得 し 、 ホ ル モ ン 療  
法 が 有 効 に 使 用 で き な る 患 者 も い る 。 こ れ に 対 し て 、 本 発 明 ら は 、 前 立 腺 が ん 患 者 の 細 胞  
外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 、 前 述 の よ う に 、 健 常 者 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル よ り も  
高 く 、 さ ら に 、 抵 抗 性 を 有 し た 前 立 腺 が ん 患 者 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 、 抵 抗 性  
を 有 し て い な い 前 立 腺 が ん 患 者 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル よ り も 高 く な る こ と を 見 出  
し た 。 こ の た め 、 ホ ル モ ン 療 法 を 施 す 患 者 に つ い て 、 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル の 経 時  
変 化 情 報 を 取 得 し 、 前 記 Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル の 増 加 を 確 認 す る こ と に よ っ て 、 ホ ル モ ン 療 法 に  
よ っ て 抵 抗 性 を 獲 得 し て い る か 否 か の 偏 移 を 判 断 す る こ と も で き る 。 そ し て 、 Ｌ Ａ Ｔ １ レ  
ベ ル が 増 加 し て 、 抵 抗 性 を 獲 得 し て い る と 判 断 し た 場 合 、 例 え ば 、 そ の 患 者 に は 、 ホ ル モ  
ン 療 法 が 有 効 な 療 法 で は な く な っ た と し て 、 他 の 治 療 方 法 へ の 切 り 替 え を 決 定 す る こ と も  
で き る 。 ま た 、 す で に 抵 抗 性 を 獲 得 し て い る 患 者 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 第 ４ の  
評 価 基 準 と す れ ば 、 前 記 被 検 者 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が 、 前 記 第 ４ の 評 価 基 準 と 同 等 に 達 し た  
場 合 、 ま た は 前 記 第 ４ の 評 価 基 準 を 超 え た 場 合 、 抵 抗 性 を 獲 得 し た と 客 観 的 に 判 断 す る こ  
と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
＜ が ん の 診 断 方 法 ＞
　 本 発 明 の が ん の 診 断 方 法 は 、 被 検 者 由 来 の 検 体 中 の 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル を 検 出  
す る 検 出 工 程 を 含 み 、 前 記 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ レ ベ ル が が ん マ ー カ で あ る こ と を 特 徴 と  
す る 。 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 前 記 本 発 明 の が ん リ ス ク の 試 験 方 法 に お け る 記 載 を 援 用 で き  
る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 つ ぎ に 、 本 発 明 の 実 施 例 に つ い て 説 明 す る 。 た だ し 、 本 発 明 は 、 下 記 実 施 例 に よ り 制 限  
さ れ な い 。 市 販 の 試 薬 は 、 特 に 示 さ な い 限 り 、 そ れ ら の プ ロ ト コ ル に 基 づ い て 使 用 し た 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
［ 実 施 例 １ ］
　 ヒ ト 前 立 腺 が ん 細 胞 株 に つ い て 、 エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 存 在 を 確 認 し  
た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 前 記 ヒ ト 前 立 腺 が ん 細 胞 株 と し て 、 Ｃ ４ － ２ 、 Ｐ Ｃ ３ 、 Ｄ Ｕ １ ４ ６ を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ウ ェ ル 内 で 前 記 前 立 腺 が ん 細 胞 株 を １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ （ ウ シ 胎 児 血 清 ） 含 有 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ を 用 い  
て 培 養 を 開 始 し （ Ｄ ａ ｙ ０ ） 、 ６ ０ － ７ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で ３ 日 間 培 養 し （ Ｄ  
ａ ｙ ３ ） 、 培 地 を 無 血 清 の ａ ｄ ｖ ａ ｎ ｃ ｅ ｄ   Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ に 置 換 し た 。 さ ら に 、 ２ 日 間 培 養  
を 行 い 、 細 胞 と 上 清 と を そ れ ぞ れ 回 収 し た （ Ｄ ａ ｙ ５ ） 。 前 記 上 清 を 、 ４ ℃ 。 ３ ５ ， ０ ０  
０ ｒ ｐ ｍ （ ２ １ ０ ， ０ ０ ０ ｇ ） 、 ７ ０ 分 の 条 件 で 超 遠 心 分 離 し （ ス ウ ィ ン グ ロ ー タ ー Ｓ Ｗ  
４ １ Ｔ ｉ ） 、 細 胞 外 小 胞 で あ る エ ク ソ ソ ー ム を 含 む 沈 殿 画 分 を 回 収 し た 。 前 記 沈 殿 画 分 を  
２ ０ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 懸 濁 し 、 エ ク ソ ソ ー ム 検 体 と し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 前 記 エ ク ソ ソ ー ム 検 体 に つ い て 、 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ  
ン パ ク 質 お よ び エ ク ソ ソ ー ム の マ ー カ で あ る Ｃ Ｄ ９ タ ン パ ク 質 の 検 出 を 行 っ た 。 ま た 、 参  
照 例 と し て 、 回 収 し た 細 胞 に つ い て 、 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 Ｌ Ａ Ｔ １  
タ ン パ ク 質 お よ び 細 胞 の マ ー カ で あ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ９ タ ン パ ク 質 の 検 出 を 行 っ た 。 Ｌ Ａ Ｔ １  
タ ン パ ク 質 用 の 抗 体 は 、 市 販 抗 体 （ Ｃ Ｓ Ｔ ＃ ５ ３ ４ ７ 、 C e l l  S i g n a l i n g  T e c h n o l o g y  
社 ） を 使 用 し 、 Ｃ Ｄ ９ タ ン パ ク 質 用 の 抗 体 は 、 市 販 抗 体 （ S H I - E X O - M 0 1 、 コ ス モ バ イ  
オ 社 ） を 使 用 し 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ タ ン パ ク 質 用 の 抗 体 は 、 市 販 抗 体 （ Ｍ Ａ Ｂ ３ ７ ４ 、 ｓ ｉ ｇ ｍ  
ａ 社 ） を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ れ ら の 結 果 を 図 １ に 示 す 。 図 １ （ Ａ ） は 、 エ ク ソ ソ ー ム の 結 果 で あ り 、 上 が 、 ウ ェ ス  
タ ン ブ ロ ッ ト の 画 像 で あ り 、 下 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 （ バ ン ド イ ン テ ン シ テ ィ ）  
に 基 づ き 算 出 し た タ ン パ ク 質 の 相 対 値 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 前 記 相 対 値 は 、 エ ク ソ ソ ー ム  
の マ ー カ で あ る Ｃ Ｄ ９ タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 比 率 で あ り 、 全 エ ク ソ ソ  
ー ム あ た り の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 割 合 、 す な わ ち 全 エ ク ソ ソ ー ム に お け る Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性  
エ ク ソ ソ ー ム の 割 合 に 相 当 す る （ 以 下 、 同 様 ） 。 ま た 、 図 １ （ Ｂ ） は 、 参 照 例 で あ る 細 胞  
の 結 果 で あ り 、 上 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 画 像 で あ り 、 下 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結  
果 に 基 づ き 算 出 し た タ ン パ ク 質 の 相 対 値 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 前 記 相 対 値 は 、 細 胞 の マ ー  
カ で あ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 比 率 で あ り 、 全 細 胞 あ た り  
の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 割 合 、 す な わ ち 全 細 胞 に お け る Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 細 胞 の 割 合 に 相 当 す  
る （ 以 下 、 同 様 ） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 １ （ Ａ ） に 示 す よ う に 、 Ｃ Ｄ ９ 陽 性 で あ る こ と か ら 、 い ず れ の 前 立 腺 が ん 細 胞 株 か ら  
も エ ク ソ ソ ー ム が 分 泌 さ れ 、 且 つ 、 Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 で あ っ た 。 エ ク ソ ソ ー ム は 、 破 壊 す る こ  
と な く 分 析 に 供 し た こ と か ら 、 エ ク ソ ソ ー ム 上 に Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 が 存 在 し て い る と い  
え る 。 ま た 、 図 １ （ Ａ ） に 示 す エ ク ソ ソ ー ム の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 量 の 結 果 は 、 図 １ （ Ｂ  
） に 示 す 参 照 例 で あ る 細 胞 株 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 量 の 結 果 と 相 関 し て い た 。 前 述 の よ う  
に 、 前 立 腺 が ん 細 胞 に お け る Ｌ Ａ Ｔ １ は 、 が ん マ ー カ と な る こ と が 知 ら れ て い る た め 、 前  
立 腺 が ん 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る エ ク ソ ソ ー ム 上 に Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 存 在 が 確 認 さ れ 、 且  
つ 、 エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 量 が 前 立 腺 が ん 細 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 量 と  
相 関 し て い る こ と に よ り 、 エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 が 新 た な が ん マ ー カ と な  
る と い え る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
［ 実 施 例 ２ ］
　 前 立 腺 が ん の 治 療 方 法 と し て 、 前 述 の よ う に 、 男 性 ホ ル モ ン の ア ン ド ロ ゲ ン に よ る 刺 激  
を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 用 い て 前 立 腺 が ん 細 胞 の 増 殖 を 抑 え る ホ ル モ ン  
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治 療 が あ る 。 そ こ で 、 ホ ル モ ン 治 療 時 に お け る 前 立 腺 が ん 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る エ ク ソ ソ ー  
ム の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 挙 動 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 前 記 ヒ ト 前 立 腺 が ん 細 胞 株 と し て 、 Ｃ ４ － ２ を 使 用 し た 。 Ｃ ４ － ２ は 、 男 性 ホ ル モ ン の  
ア ン ド ロ ゲ ン に 対 す る 受 容 体 を 発 現 し 、 且 つ 去 勢 耐 性 （ ホ ル モ ン 抵 抗 性 ） を 有 す る 細 胞 株  
で あ る 。 こ の 細 胞 に つ い て は 、 前 記 実 施 例 １ に お い て 、 細 胞 お よ び そ れ か ら 分 泌 さ れ る 細  
胞 外 小 胞 が Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ウ ェ ル 内 で Ｃ ４ － ２ を 、 ５ ％ Ｃ Ｓ － Ｆ Ｂ Ｓ （ ホ ル モ ン を 完 全 に 除 去 し た ウ シ 胎 児 血 清 ）  
と １ μ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ   ア ン ド ロ ゲ ン （ 活 性 を 有 す る 男 性 ホ ル モ ン Ｄ Ｈ Ｔ ： ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス  
テ ロ ン ） と を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ を 用 い て 培 養 を 開 始 し （ Ｄ ａ ｙ ０ ） 、 ６ ０ － ７ ０ ％ コ ン フ ル エ  
ン ト に な る ま で ３ 日 間 培 養 し （ Ｄ ａ ｙ ３ ） 、 続 い て 、 培 地 を ３ 種 類 の 培 地 （ 培 地 １ 、 培 地  
２ 、 培 地 ３ ） に そ れ ぞ れ 置 換 し た 。 培 地 １ （ C o n t r o l ） は 、 Ｄ Ｈ Ｔ 含 有 の 同 じ 培 地 で あ  
り 、 未 治 療 の 系 に 該 当 す る 。 培 地 ２ （ B i c a l t a m i d e ） は 、 １ ０ μ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 非 ス テ ロ イ  
ド   ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 拮 抗 薬 （ ビ カ ル タ ミ ド ） と ５ ％ Ｃ Ｓ － Ｆ Ｂ Ｓ と を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ で  
あ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 の 遮 断 を 目 的 と し た 治 療 の 系 に 該 当 す る 。 培 地 ３ （ D H T ( - ) ）  
は 、 Ｄ Ｈ Ｔ 未 含 有 ・ ビ カ ル タ ミ ド 未 含 有 で ５ ％ Ｃ Ｓ － Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ で あ り 、 Ｄ Ｈ  
Ｔ お よ び ビ カ ル タ ミ ド の 除 去 に よ り 治 療 を 模 し た 系 に 該 当 す る 。 培 地 置 換 後 、 さ ら に 、 １  
日 間 ま た は ２ 日 間 培 養 を 行 い 、 そ れ ぞ れ の 培 地 （ 培 地 １ 、 ２ 、 ３ ） か ら 、 細 胞 と 上 清 と を  
そ れ ぞ れ 回 収 し た （ Ｄ ａ ｙ ４ 、 Ｄ ａ ｙ ５ ） 。 Ｄ ａ ｙ ５ の 前 記 上 清 を 、 ４ ℃ 、 ３ ５ ， ０ ０ ０  
ｒ ｐ ｍ （ ２ １ ０ ， ０ ０ ０ ｇ ） 、 ７ ０ 分 の 条 件 で 超 遠 心 分 離 し （ ス ウ ィ ン グ ロ ー タ ー Ｓ Ｗ ４  
１ Ｔ ｉ ） 、 細 胞 外 小 胞 で あ る エ ク ソ ソ ー ム を 含 む 沈 殿 画 分 を 回 収 し た 。 前 記 沈 殿 画 分 を ２  
０ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 懸 濁 し 、 エ ク ソ ソ ー ム 検 体 と し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Ｄ ａ ｙ ５ の 前 記 エ ク ソ ソ ー ム 検 体 に つ い て 、 前 記 実 施 例 １ と 同 様 に し て 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン  
パ ク 質 、 エ ク ソ ソ ー ム の マ ー カ で あ る Ｃ Ｄ ９ タ ン パ ク 質 の 検 出 を 行 っ た 。 ま た 、 参 照 例 で  
あ る Ｄ ａ ｙ ４ お よ び Ｄ ａ ｙ ５ の 細 胞 に つ い て 、 前 記 実 施 例 １ と 同 様 に し て 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン  
パ ク 質 、 細 胞 の マ ー カ で あ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ９ タ ン パ ク 質 の 検 出 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 を 図 ２ お よ び 図 ３ に 示 す 。 図 ２ は 、 エ ク ソ ソ ー ム の 結 果 で あ り 、 上 が 、 ウ  
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 画 像 で あ り 、 下 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 に 基 づ き 算 出 し た タ ン  
パ ク 質 の 相 対 値 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 ３ は 、 参 照 例 の 細 胞 の 結 果 で あ り 、 具 体 的 に は 、  
左 が Ｄ ａ ｙ ４ の 細 胞 、 右 が Ｄ ａ ｙ ５ の 細 胞 の 結 果 で あ り 、 そ れ ぞ れ 上 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ  
ッ ト の 画 像 で あ り 、 下 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 に 基 づ き 算 出 し た タ ン パ ク 質 の 相 対  
値 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 前 記 相 対 値 は 、 細 胞 の マ ー カ で あ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ タ ン パ ク 質 に 対 す  
る Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 比 率 で あ り 、 全 細 胞 あ た り の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 割 合 、 す な わ  
ち 全 細 胞 に お け る Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 細 胞 の 割 合 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま ず 、 図 ３ の 参 照 例 に つ い て 説 明 す る 。 図 ３ に お い て 、 C o n t r o l は 、 培 地 １ を 使 用 し  
た 未 治 療 の 系 、 B i v c a l t a m i d e は 、 非 ス テ ロ イ ド の ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 拮 抗 薬 （ ビ カ ル  
タ ミ ド ） 含 有 の 培 地 ２ を 使 用 し た 治 療 の 系 、 Ｄ Ｈ Ｔ （ － ） は 、 ア ン ド ロ ゲ ン （ Ｄ Ｈ Ｔ ） 未  
含 有 ・ ビ カ ル タ ミ ド 未 含 有 の 培 地 ３ を 使 用 し た 治 療 を 模 し た 系 で あ る 。 そ し て 、 前 述 の よ  
う に 、 Ｃ ４ － ２ は 、 去 勢 耐 性 （ ホ ル モ ン 抵 抗 性 ） を 有 す る 細 胞 株 で あ る 。 図 ３ に 示 す よ う  
に 、 細 胞 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 は 、 未 治 療 の 系 （ C o n t r o l ） と 比 較 し て 、 治 療 の 系 （ B i c  
a l t a m i d e ） お よ び 治 療 を 模 し た 系 （ D H T ( - ) ） の い ず れ で も Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 細 胞 が 増 加 し  
た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 つ ぎ に 、 エ ク ソ ソ ー ム に 関 す る 図 ２ に つ い て 説 明 す る 。 図 ２ の エ ク ソ ソ ー ム の 結 果 に お  
い て も 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 を 有 す る エ ク ソ ソ ー ム （ Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 エ ク ソ ソ ー ム ） は 、 未  
治 療 の 系 （ C o n t r o l ） と 比 較 し て 、 治 療 の 系 （ B i c a l t a m i d e ） お よ び 治 療 を 模 し た 系 （  



10

20

30

40

50

JP 2023-156159 A 2023.10.24(12)

D H T ( - ) ） の い ず れ で も 増 加 し た 。 こ の 結 果 か ら 、 ホ ル モ ン 療 法 に お い て Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 エ  
ク ソ ソ ー ム が 増 加 す る か 否 か に よ っ て 、 患 者 が ホ ル モ ン 療 法 に よ り 抵 抗 性 を 獲 得 す る に 至  
っ た か 否 か を 判 断 で き る こ と が わ か る 。 そ し て 、 抵 抗 性 を 獲 得 し た 患 者 に 対 し て 、 ホ ル モ  
ン 療 法 は 有 効 で は な く な っ た と し て 、 他 の 治 療 方 法 へ の 切 り 替 え の 必 要 性 を 判 断 す る こ と  
が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
［ 実 施 例 ３ ］
　 ヒ ト 乳 が ん 細 胞 株 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ に つ い て 、 エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 存 在 を  
確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ に つ い て は 、 前 記 実 施 例 １ の 前 記 前 立 腺 が ん 細 胞 と 同 様 に 細 胞 の 回 収 、 エ ク  
ソ ソ ー ム 検 体 の 調 製 、 Ｌ Ａ Ｔ １ の 検 出 を お こ な っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ れ ら の 結 果 を 前 述 の 図 ２ の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 画 像 に あ わ せ て 示 す 。 図 ２ に 示 す よ  
う に 、 Ｃ Ｄ ９ 陽 性 で あ る こ と か ら 、 乳 が ん 細 胞 株 か ら エ ク ソ ソ ー ム が 分 泌 さ れ 、 且 つ 、 Ｌ  
Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 陽 性 で あ っ た 。 こ の こ と か ら 、 乳 が ん 細 胞 株 か ら の エ ク ソ ソ ー ム に お い  
て 、 Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 エ ク ソ ソ ー ム が 増 加 し て い る こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
［ 実 施 例 ４ ］
　 前 立 腺 腺 が ん の 患 者 血 清 を 用 い て 、 エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ホ ル モ ン 療 法 を 行 っ て い な い 患 者 ４ 名 （ Ｐ １ 、 Ｐ ２ 、 Ｐ ３ 、 Ｐ ４ ） お よ び 健 常 者 ４ 名 （  
Ｎ １ 、 Ｎ ２ 、 Ｎ ３ 、 Ｎ ４ ） か ら 血 清 ６ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ μ Ｌ を 採 取 し 、 ４ ℃ 、 ３ ５ ， ０ ０ ０  
ｒ ｐ ｍ （ ２ １ ０ ， ０ ０ ０ ｇ ） 、 ３ ２ 分 の 条 件 で 超 遠 心 分 離 し （ ス ウ ィ ン グ ロ ー タ ー Ｓ Ｗ ４  
１ Ｔ ｉ ） 、 細 胞 外 小 胞 で あ る エ ク ソ ソ ー ム を 含 む 沈 殿 画 分 を 回 収 し た 。 前 記 沈 殿 画 分 を ６  
０ ～ １ ０ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 懸 濁 し 、 エ ク ソ ソ ー ム 検 体 と し た 。 前 記 患 者 ４ 名 の 悪 性 度 お よ  
び Ｐ Ｓ Ａ （ 前 立 腺 特 異 抗 原 、 p r o s t a t e  s p e c i f i c  a n t i g e n ） は 、 表 １ の 通 り で あ る 。 Ｐ  
Ｓ Ａ は 、 前 立 腺 が ん の 公 知 の マ ー カ で あ る 。 前 記 エ ク ソ ソ ー ム 検 体 に つ い て 、 前 記 実 施 例  
１ と 同 様 に し て 、 Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 お よ び エ ク ソ ソ ー ム の マ ー カ で あ る Ｃ Ｄ ９ タ ン パ ク  
質 の 検 出 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 表 １ 】

【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ れ ら の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 図 ４ は 、 血 清 中 エ ク ソ ソ ー ム の 結 果 で あ り 、 上 が 、 ウ ェ ス  
タ ン ブ ロ ッ ト の 画 像 で あ り 、 下 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 に 基 づ き 算 出 し た タ ン パ ク  
質 の 相 対 値 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 前 記 相 対 値 は 、 エ ク ソ ソ ー ム の マ ー カ で あ る Ｃ Ｄ ９ タ ン  
パ ク 質 に 対 す る Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 の 比 率 で あ り 、 全 エ ク ソ ソ ー ム あ た り の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン  
パ ク 質 の 割 合 、 す な わ ち 全 エ ク ソ ソ ー ム に お け る Ｌ Ａ Ｔ １ 陽 性 エ ク ソ ソ ー ム の 割 合 に 相 当  
す る 。 図 ４ の 上 図 に 示 す よ う に 、 患 者 お よ び 健 常 者 の い ず れ に お い て も エ ク ソ ソ ー ム が 検  
出 さ れ た が 、 エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 は 、 患 者 の み で 検 出 さ れ た 。 健 常 者 と  
比 較 し て 、 患 者 は 、 エ ク ソ ソ ー ム の バ ン ド が 薄 い に も か か わ ら ず Ｌ Ａ Ｔ １ の バ ン ド が 検 出  
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さ れ て い る こ と か ら 、 健 常 者 に お い て 、 Ｌ Ａ Ｔ １ の バ ン ド が 検 出 さ れ て い な い こ と は 、 エ  
ク ソ ソ ー ム の 量 が 原 因 で な い こ と は 明 ら か と 言 え る 。 ま た 、 最 も 低 い Ｐ Ｓ Ａ 値 を 示 す 患 者  
Ｐ １ に 関 し て も 、 エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 を 検 出 で き た 。 こ れ ら の 結 果 か ら  
、 血 清 中 の エ ク ソ ソ ー ム 上 の Ｌ Ａ Ｔ １ タ ン パ ク 質 が 、 が ん マ ー カ と し て 使 用 で き る こ と が  
確 認 で き た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 以 上 、 実 施 形 態 お よ び 実 施 例 を 参 照 し て 本 発 明 を 説 明 し た が 、 本 発 明 は 、 上 記 実 施 形 態  
お よ び 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の 構 成 や 詳 細 に は 、 本 発 明 の ス コ ー プ 内  
で 当 業 者 が 理 解 し う る 様 々 な 変 更 を す る こ と が で き る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 細 胞 そ の も の で は な く 、 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た 細 胞 外 小 胞 に つ い て Ｌ Ａ  
Ｔ １ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と に よ り 、 被 検 者 が が ん に 罹 患 し て い る 可 能 性 を 試 験 す る こ  
と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 例 え ば 、 血 液 を 検 体 と し 、 血 液 に 放 出 さ れ た 細 胞 外 小 胞 の Ｌ Ａ Ｔ  
１ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る た め 、 患 者 お よ び 医 師 等 の 医 療 従 事 者 の 負 担 と  
な る 生 検 も 回 避 で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 医 療 分 野 に お い て 非 常 に 有 用 な  
技 術 と い え る 。
【 図 面 】
【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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