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(57)【要約】
　本発明はアポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク
質（ａ）、神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸
脱水酵素１、及びフィブロネクチンのうちの２種以上の
タンパク質マーカーからなる乳癌診断用バイオマーカー
セット、前記バイオマーカーセットを多重反応モニタリ
ング技法により血液試料から検出する方法、前記バイオ
マーカーセットのタンパク質に特異的な抗体を含む乳癌
診断キット、及び抗原-抗体結合反応を用いて血液から
前記マーカーセットのタンパク質を検出する方法に関す
る。ＭＲＭ技法または抗原-抗体結合反応によって血液
試料から本発明の乳癌診断用タンパク質マーカーセット
を検出する方法及び診断キットは、単一マーカーを利用
した診断方法に比べて診断の敏感度及び正確度が遥かに
高いだけでなく、患者の血液を用いて極めて簡易に乳癌
を診断することができ、乳癌の早期診断に有用に用いる
ことができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１の配列を有するアポリポタンパク質Ｃ１、配列番号２の配列を有するアポリ
ポタンパク質（ａ）、配列番号３の配列を有する神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、
配列番号４の配列を有する炭酸脱水酵素１、及び配列番号５の配列を有するフィブロネク
チンのうちの２種以上のタンパク質マーカーからなる、乳癌診断用バイオマーカーセット
。
【請求項２】
　前記５種のタンパク質マーカーのうちの３種からなる、請求項１に記載の乳癌診断用バ
イオマーカーセット。
【請求項３】
　前記５種のタンパク質マーカーのうちの４種からなる、請求項１に記載の乳癌診断用バ
イオマーカーセット。
【請求項４】
　前記５種のタンパク質マーカーからなる、請求項１に記載の乳癌診断用バイオマーカー
セット。
【請求項５】
　非患者対照群に比べてアポリポタンパク質Ｃ１の発現量の減少、アポリポタンパク質（
ａ）の発現量の増加、神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質の発現量の増加、炭酸脱水酵
素１の発現量の増加、及びフィブロネクチンの発現量の増加が乳癌の発病を示す、請求項
１～４のいずれかに記載の乳癌診断用バイオマーカーセット。
【請求項６】
　三重四極子質量分析計を利用した多重反応モニタリング（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｒｅａｃ
ｔｉｏｎ　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ）により血液試料から請求項１～４のいずれかに記載の
乳癌診断用バイオマーカーセットを検出する方法。
【請求項７】
１）被検者の血液試料及び対照群血液試料のタンパク質をペプチド切片にする段階と；
２）前記ペプチド切片を三重四極子質量分析計に注入してアポリポタンパク質Ｃ１、アポ
リポタンパク質（ａ）、神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフ
ィブロネクチンをそれぞれ代表するターゲットペプチドのうちの２種以上に対して多重反
応モニタリングを行う段階と；
３）前記多重反応モニタリングの結果を内部標準物質に対する割合にて表示する段階；及
び
４）被検者と対照群に対する検出結果を比較する段階とを含むことを特徴とする請求項６
に記載の方法。
【請求項８】
　アポリポタンパク質Ｃ-１を代表するターゲットペプチドは配列番号６の配列を有し、
ターゲットペプチドの親イオン／娘イオンの対はそれぞれｍ／ｚ　５２６．８とｍ／ｚ　
６０５．３であり、アポリポタンパク質（ａ）を代表するターゲットペプチドは配列番号
７の配列を有し、ターゲットペプチドの親イオン／娘イオンの対はそれぞれｍ／ｚ　５２
１．８とｍ／ｚ　６３４．３であり、神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質を代表するタ
ーゲットペプチドは配列番号８の配列を有し、ターゲットペプチドの親イオン／娘イオン
の対はそれぞれｍ／ｚ　６４２．８とｍ／ｚ　８３６.４であり、炭酸脱水酵素１を代表
するターゲットペプチドは配列番号９の配列を有し、ターゲットペプチドの親イオン／娘
イオンの対はそれぞれｍ／ｚ　４８５．８とｍ／ｚ　７５８．４であり、フィブロネクチ
ンを代表するターゲットペプチドは配列番号１０の配列を有し、ターゲットペプチドの親
イオン／娘イオンの対はそれぞれｍ／ｚ　５５５．８とｍ／ｚ　８２１．４であることを
特徴とする請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　内部標準物質として大膓菌β-ガラクトシダーゼが用いられ、大膓菌β-ガラクトシダー
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ゼを代表するターゲットペプチドは配列番号１１の配列を有し且つ親イオンと娘イオンは
それぞれｍ／ｚ　５４２．３とｍ／ｚ　６３６．３であることを特徴とする請求項７また
は８に記載の方法。
【請求項１０】
　試料は血漿または血清であることを特徴とする請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　多重反応モニタリング技法を用いて血液試料から請求項１～４のいずれかに記載の乳癌
診断用バイオマーカーセットを検出するために必要な各タンパク質のターゲットペプチド
及びターゲットペプチドの親イオン／娘イオンの対に関する情報を含む、乳癌診断キット
。
【請求項１２】
　乳癌診断タンパク質マーカーであるアポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ
）、神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンのそ
れぞれに特異的に結合する抗体のうちの２種以上を含み、血液試料から前記タンパク質マ
ーカーのうちの２種以上を検出するためのものである乳癌診断キット。
【請求項１３】
　前記５種のタンパク質マーカーを検出するためのものである、請求項１２に記載の乳癌
診断キット。
【請求項１４】
　前記抗体が多クローン抗体または単クローン抗体であることを特徴とする請求項１２ま
たは１３に記載の乳癌診断キット。
【請求項１５】
　基質との反応によって発色する標識体が接合された二次抗体接合体；前記標識体と発色
反応する発色基質溶液；洗浄液；及び酵素反応停止液をさらに含むことを特徴とする請求
項１２または１３に記載の乳癌診断キット。
【請求項１６】
　二次抗体接合体の標識体がＨＲＰ（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）
、アルカリフォスファターゼ（ａｌｋａｌｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）、コロイド
ゴールド（ｃｏｌｏｉｄ　ｇｏｌｄ）、蛍光物質（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）、及び色素
（ｄｙｅ）からなる群より選ばれることを特徴とする請求項１５に記載の乳癌診断キット
。
【請求項１７】
　発色基質がＴＭＢ（３,３’,５,５’-テトラメチルベジジン）、ＡＢＴＳ［２,２’-ア
ジノ-ビス（３-エチルベンゾチアゾリン-６-スルホン酸）］及びＯＰＤ（ｏ-フェニレン
ジアミン）からなる群より選ばれることを特徴とする請求項１５に記載の乳癌診断キット
。
【請求項１８】
　アポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ）、神経細胞接着分子Ｌ１類似タン
パク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンのそれぞれに特異的に結合する抗体を利
用した抗原-抗体結合反応によって血液試料から前記５種のタンパク質マーカーのうちの
２種以上を検出する方法。
【請求項１９】
１）被検者の血液試料及び対照群血液試料のタンパク質を固定体にコートするか固定させ
る段階と；
２）前記固定体にアポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ）、神経細胞接着分
子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンのそれぞれのタンパク質
に特異的な抗体のうちの２種以上を添加して抗原-抗体結合反応を行う段階と；
３）前記抗原-抗体結合反応によって生成された抗原-抗体結合反応物を二次抗体接合体（
ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）及び発色基質溶液を利用して検出する段階；及び
４）被検者血液試料と対照群血液試料に対する検出結果を比較する段階とを含むことを特
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徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　５種のタンパク質マーカーを検出することを特徴とする請求項１８または１９に記載の
方法。
【請求項２１】
　段階１）の血液試料が血清または血漿であることを特徴とする請求項１９に記載の方法
。
【請求項２２】
　段階１）の固定体がニトロセルロース膜、ＰＶＤＦ膜、ポリビニル（ｐｏｌｙｖｉｎｙ
ｌ）またはポリスチレン（ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ）樹脂で合成されたウェルプレート、
及びガラスからなるスライドガラスからなる群より選ばれることを特徴とする請求項１９
に記載の方法。
【請求項２３】
　段階２）の前記抗原-抗体結合反応が酵素免疫測定法（ｅｎｚｙｍｅ-ｌｉｎｋｅｄ　ｉ
ｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ、ＥＬＩＳＡ）、放射能免疫測定法（ｒａｄｉｏ
ｉｍｍｎｏａｓｓａｙ、ＲＩＡ）、サンドイッチ測定法（ｓａｎｄｗｉｃｈ　ａｓｓａｙ
）、ウェスタンブロッティング、免疫沈降法、免疫組織化学染色法（ｉｍｍｎｏｈｉｓｔ
ｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）、蛍光免疫法、酵素基質発色法、抗原-抗体凝
集法からなる群より選ばれることを特徴とする請求項１９に記載の方法。
【請求項２４】
　段階３）の二次抗体接合体の標識体がＨＲＰ、アルカリフォスファターゼ、コロイドゴ
ールド、蛍光物質、及び色素からなる群より選ばれることを特徴とする請求項１９に記載
の方法。
【請求項２５】
　段階３）の発色基質がＴＭＢ、ＡＢＴＳ、及びＯＰＤからなる群より選ばれることを特
徴とする請求項１９に記載の方法。
【請求項２６】
　アポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ）、神経細胞接着分子Ｌ１類似タン
パク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンのそれぞれに特異的に結合する抗体のう
ちの２種以上が固形基質に集積された乳癌診断用バイオチップ。
【請求項２７】
　５種の抗体が固形基質に集積された、請求項２６に記載のバイオチップ。
【請求項２８】
固形基質はプラスチック、ガラス、金属、及びシリコンからなる群より選ばれることを特
徴とする請求項２６または２７に記載のバイオチップ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は乳癌診断に関する。より具体的に、本発明は血液から乳癌発病の有無を選択的
に診断することができるマルチバイオマーカーセット及びその検出方法、及びそれを特異
的に認識する抗体を含む乳癌診断キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　乳癌の原因については明確に解明されていないが、女性ホルモン、家族力、過去力、出
産力、食生活習慣などの様々な因子が挙げられている。２００５年統計庁の調査によると
、韓国女性の乳癌の発病が最近急増しており、１９９８年に子宮頸部癌を追い越して以来
、２００１年には、発病した韓国女性癌患者の１６．１％を占めるなど、胃癌を追い抜い
て女性癌１位になった。特に、２００２年には２００１年に比べて乳癌（１１．１％）が
最も急増した癌であると示され、低出産、短い授乳期間、早い月経、遅い閉経などの生理
的に旺盛な身体的変化を経験する時期の女性では女性ホルモンの刺激を受ける回数の急激
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な増加による乳腺組織の敏感度の増加、食生活の西欧化、生活環境の汚染などの理由から
乳癌の発病が急増している。
【０００３】
　このような乳癌の発病率及び乳癌による死亡率の増加は、現在の西欧化実態からみて、
今後も相当期間持続すると予想される。乳癌は癌細胞の成長による周辺組織への浸潤また
はリンパ節転移などの症状をきたすのが普通であるが、その大半は何らの症状がなくても
自己検診にて診断することができる。したがって、乳癌による死亡率を減らすためには、
乳癌を有効に早期診断するのが何より重要である（Tuli et al., Breast J. 12: 343-348
, 2006）。
【０００４】
　乳癌を診断するために様々な方法が複合的に用いられており、現在までのところ、乳癌
患者の７０％が自己診断によって来院している。しかし、このような自己診断方法では悪
性腫瘍と良性腫瘍とを区分するのが非常に難しいという不具合がある。その他、乳癌の診
断方法としてＸ線乳房撮影法、超音波検査法、微細針吸引細胞検査法、磁気共鳴撮影法な
どがあり、最終的には組織検査により確認するのが重要である。Ｘ線乳房撮影法はＸ線で
乳房を撮影して検査する方法であって、腫瘍が良性なのか悪性なのかを鑑別するうえで優
れているだけでなく、隠れている腫瘍を発見する方法として、自己診断で腫瘍が感じられ
る以前に初期乳癌を診断するうえで最も有効な方法である。しかし、乳房撮影法は若い女
性のように乳腺が多く発達していたり、乳房が小さく繊維質の多い我が国の女性には診断
率が落ちるという短所があり、また頻繁に撮影するとむしろ乳癌が誘発されることもある
という不具合がある。このような乳房撮影法の代案として超音波検査法が用いられている
が、該超音波検査法は、結節腫と硬い腫瘍とを区別するうえでは効果的であるが、悪性腫
瘍と良性腫瘍とを鑑別する能力に劣る。
【０００５】
　このような既存の診断方法の短所を補完するための方法として、患者の血液から腫瘍標
識子（ｍａｒｋｅｒ）の濃度を測定して乳癌を診断しようとする試みがあった（Clinton 
et al., Biomed Sci. Instrum. 39: 408-414、2003; Rui et al., Proteomics. 3: 433-4
39, 2003; Soletormos et al., 48: 229-255, 2001）。しかし、このような腫瘍標識子の
診断的または予後因子としての価値が研究されているものの、未だ制限的に用いられてい
るだけであって、公式的に勧奨されている乳癌標識子はないのが実情である。
そこで、本発明者らは、乳癌患者の血液で特異的に量が変化するマーカータンパク質を乳
癌の診断に利用する方法を開発するために鋭意研究を重ねた結果、複数のバイオマーカー
からなるマーカーセットの乳癌による変化パターンを比較することが、単一のバイオマー
カーの変化による方法よりも乳癌を効果的に診断することができるという事実を見出し、
このような複数のタンパク質マーカーを効率的に追跡するために多重反応モニタリング技
法にてそれぞれのバイオマーカータンパク質を代表することができるペプチドの発現程度
をモニタリングすることにより、乳癌を簡易に診断することができることを見出し、本発
明を完成するに至った。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　したがって、本発明の目的は、血液中に存在する複数のバイオマーカーセットの乳癌発
病の有無による変化様相を用いて簡易に乳癌を確認することができる方法を提供すること
である。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　前記目的を達成するために、本発明は、乳癌診断用タンパク質マーカーセットを提供す
る。
【０００８】
　また、本発明は、三重四極子質量分析計を利用した多重反応モニタリングにより血液試
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料から前記バイオマーカーセットを検出する方法を提供する。
さらに、本発明は、前記バイオマーカーセットを構成するそれぞれのマーカーに特異的な
抗体を含む乳癌診断キットを提供する。
さらにまた、本発明は、前記バイオマーカーセットを構成するそれぞれのマーカーに特異
的な抗体を利用した抗原-抗体結合反応によって血液試料から前記バイオマーカーセット
を検出する方法を提供する。
【０００９】
　以下、本発明を詳しく説明することにする。
【００１０】
　本発明の一態様に従い、本発明は、乳癌診断のための、下記の表１に表された５種のタ
ンパク質マーカーのうちの２種以上からなるバイオマーカーセットを提供する。好ましく
は、本発明のバイオマーカーセットは、下記の５種のタンパク質マーカーのうちの３種か
らなり、より好ましくは４種からなり、最も好ましくは５種のタンパク質マーカーからな
る。
【００１１】
【表１】

【００１２】
　本発明のバイオマーカーセットを構成する第一のタンパク質は配列番号１に示されるア
ポリポタンパク質Ｃ１であって、これは遊離脂肪酸と結合して細胞中でこれらのエステル
化を減少させる（Westerterp M. et al., J. Lipid Res.,48:1353-1361, 2007）。第二の
タンパク質は配列番号２に示されるアポリポタンパク質（ａ）であって、これはセリンプ
ロテイナーゼの活性を有しており自己タンパク質分解作用をしたりもする（Salonen E.M.
 et al., EMBO J., 8:4035-4040, 1989）。第三のタンパク質は配列番号３に示される神
経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質であって、これは細胞の外基質と細胞との粘着に関与
するタンパク質であって、主に神経系の発達とシナプス可塑性において重要な役割をする
（Wei M.H. et al., Hum. Genet., 103:355-364, 1998）。第四のタンパク質は配列番号
４に示される炭酸脱水酵素１であって、これは二酸化炭素の可逆的水和反応とシアナミド
を水和してユレアに変形させる（Briganti F. et al., J. Biol. Inorg. Chem., 4:528-5
36, 1999）。最後の第五のタンパク質は配列番号５に示されるフィブロネクチンであって
、これは細胞と基質の接着に際してタンパク質付着を提供し細胞を膠質側へ浸透させる機
能をする（Morla A. et al., Nature, 367:193-196, 1994）。
【００１３】
　一方、三重四極子質量分析計（ｔｒｉｐｌｅ　ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ-ｓｐｅ
ｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）を利用した多重反応モニタリング（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒｅａｃｔ
ｉｏｎ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ；ＭＲＭ）は、特定の分析物質を選択的に分離して検出し
定量することでその濃度変化をモニタリングすることができる分析技法である。ＭＲＭは
既に小さい分子の定量分析に活用され特定の遺伝病の診断に用いられてきている。ＭＲＭ
技法は多数のペプチドの同時測定が容易であり、且つ標準品や抗体なしで正常人と癌患者
間でのタンパク質診断マーカー候補の相対的濃度の差を確認することができるという長所
がある。また敏感度と選択性に優れ、特に、質量分析計を利用したプロテオーム分析にて
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血液中にある複雑なタンパク質とペプチッドの分析のためにＭＲＭ分析技法が導入されて
いる（Anderson L. et al., Mol Cell Proteomics, 5: 375-88, 2006； DeSouza, L. V. 
et al., Anal. Chem., 81: 3462-70, 2009）。
【００１４】
　本発明者らは、乳癌患者の血液で特異的にその量が変化して乳癌の診断に有用に用いる
ことができる診断マーカータンパク質セットを選抜するために、８０名の乳癌患者と８０
名の非患者対照群から血液試料を得、三重四極子質量分析計を利用した多重反応モニタリ
ング（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ；ＭＲＭ）を行うこ
とで定量分析した。その結果、アポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ）、神
経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンが、非患者
対照群の血液に比べて乳癌患者の血液で量の変化が見られ、これにより、乳癌患者を効果
的に区分可能であることを確認した。
【００１５】
　本発明で確認された５種のタンパク質のうちの２種以上からなるマルチバイオマーカー
セットを乳癌診断のために使用した場合、相互補完によって一層優れた診断正確性を確保
することができ、特に、５種タンパク質からなるマルチバイオマーカーセットは単一のマ
ーカーとは比べ物にならないほど優れた診断正確性を確保することができるようになる。
また、前記マーカータンパク質セットは、血液から検出が可能であることから生検（ｂｉ
ｏｐｓｙ）を行わなくて済み、その結果、患者に不便をかけることなく簡易な方法にて乳
癌を診断するのに活用することができる。
【００１６】
　本発明の他の態様に従い、本発明は、三重四極子質量分析計を利用した多重反応モニタ
リングによって血液試料からアポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ）、神経
細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンのうちの２種
以上のタンパク質マーカーを検出する方法を提供する。
【００１７】
　好ましくは、本方法は、
１）被検者の血液試料及び対照群血液試料のタンパク質をペプチド切片にする段階と；
２）前記ペプチド切片を三重四極子質量分析計に注入してアポリポタンパク質Ｃ１、アポ
リポタンパク質（ａ）、神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフ
ィブロネクチンをそれぞれ代表するターゲットペプチドのうちの２種以上に対して多重反
応モニタリングを行う段階；
３）前記多重反応モニタリング結果を内部標準物質に対する割合にて表示する段階；及び
４）被検者と対照群に対する検出結果を比較する段階とを含む。
【００１８】
　本発明の一実施例によれば、被検者の血液試料を採取し、前記アポリポタンパク質Ｃ１
、アポリポタンパク質（ａ）、神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、
及びフィブロネクチンのうちの２種以上を被検者の血液試料からＭＲＭ技法にて検出し、
非患者対照群の検出結果と比較することでタンパク質量の増減の有無を確認することによ
り、乳癌の発病の有無を確認することができ、好ましくは、アポリポタンパク質Ｃ１、ア
ポリポタンパク質（ａ）、神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及び
フィブロネクチンを被検者の血液試料からＭＲＭ技法にて検出し、非患者対照群の検出結
果と比較することで前記５種のタンパク質マーカーの量の増減の有無を確認することによ
り、乳癌の発病の有無を確認することができる。
【００１９】
　本発明の目的上、ターゲットタンパク質をＭＲＭ技法にて検出するためには、各タンパ
ク質を代表することができる特定のペプチドの選定と各ペプチドのＭＲＭモニタリングタ
ーゲットである親イオン／娘イオンの対の選定が先に行われる必要がある。本発明の５種
のマーカータンパク質の場合、アポリポタンパク質Ｃ-１を代表するターゲットペプチド
は配列番号６の配列を有し、ターゲットペプチドの親イオン／娘イオンの対はそれぞれｍ
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／ｚ　５２６．８とｍ／ｚ　６０５．３であり、アポリポタンパク質（a）を代表するタ
ーゲットペプチドは配列番号７の配列を有し、ターゲットペプチドの親イオン／娘イオン
の対はそれぞれｍ／ｚ　５２１．８とｍ／ｚ　６３４．３であり、神経細胞接着分子Ｌ１
類似タンパク質を代表するターゲットペプチドは配列番号８の配列を有し、ターゲットペ
プチドの親イオン／娘イオンの対はそれぞれｍ／ｚ　６４２．８とｍ／ｚ　８３６．４で
あり、炭酸脱水酵素１を代表するターゲットペプチドは配列番号９の配列を有し、ターゲ
ットペプチドの親イオン／娘イオンの対はそれぞれｍ／ｚ　４８５．８とｍ／ｚ　７５８
．４であり、フィブロネクチンを代表するターゲットペプチドは配列番号１０の配列を有
し、ターゲットペプチドの親イオン／娘イオンの対はそれぞれｍ／ｚ　５５５．８とｍ／
ｚ　８２１．４である。
【００２０】
　また、ターゲットタンパク質を検出するためにＭＲＭ技法にてモニタリングする一部の
アミノ酸が安定同位元素で置換された特定のペプチドを合成し、ＭＲＭ分析の際に内部標
準物質として使用すると、ターゲットタンパク質の血液中の絶対量も測定することができ
、より正確な分析結果を導出することができる。本発明における内部標準物質は、ＭＲＭ
分析の際に一般に用いられる任意の内部標準物質が用いられていてよく、例えば、大膓菌
β-ガラクトシダーゼが用いられていてよい。ターゲットタンパク質の血液中の絶対量を
測定するために一部のアミノ酸が安定同位元素で置換された特定のペプチドを内部標準物
質として合成する場合、同位元素で置換されたアミノ酸はリジン（Ｌｙｓｉｎｅ）やアル
ギニン（Ａｒｇｉｎｉｎｅ）が好ましいが、これらに制限されるものではない。合成され
たペプチドは、９５％以上の純粋分離されたペプチドを用いることが好ましい。
本発明に係る５種のタンパク質マーカーのうちの２種以上からなるバイオマーカーセット
をＭＲＭ技法にて検出する方法は、患者の血液を用いるといった新規な診断技法であって
、敏感度に優れるだけでなく、抗原抗体を用いる既存の免疫化学的方法よりも検出したい
タンパク質に対する選択性が極めて高く且つ生検を用いることなく血液を対象に簡易に分
析することができ、また単一のマーカーを利用するものに比べて乳癌発病の有無の確認正
確度が遥かに優れ、その結果、乳癌の早期診断に有用に用いることができる。
【００２１】
　また、本発明は、ＭＲＭ技法にて前記５種のタンパク質マーカーのうちの２種以上から
なるバイオマーカーセットを血液試料から検出するための診断キットを提供する。本診断
キットは、ＭＲＭ技法にてアポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ）、神経細
胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンのうちの２種以
上のタンパク質マーカーを検出するために必要な２種以上のタンパク質のそれぞれのター
ゲットペプチド及び該ターゲットペプチドの親イオン／娘イオンの対に関する情報を含み
、当分野において質量分析の際に一般に使用される道具、試薬などが含まれる。最も好ま
しくは、本診断キットは、前記５種のタンパク質マーカーのいずれものためのターゲット
ペプチドと該ターゲットペプチドの親イオン／娘イオンの対に関する情報を含む。
【００２２】
 
　一方、本発明に係るバイオマーカーセットは、ＭＲＭ技法だけでなく、抗原-抗体結合
反応によっても血液試料から検出することができる。したがって、本発明に係る他の態様
に従い、本発明は、アポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ）、神経細胞接着
分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンのそれぞれに特異的な
抗体のうちの２種以上の抗体を含み、血液試料から２種以上のタンパク質マーカーを検出
するための乳癌診断試薬及び乳癌診断キットを提供する。好ましくは、本発明に係る診断
試薬及び診断キットは、前記５種のタンパク質マーカーのそれぞれに特異的な抗体のうち
の３種の抗体を含み、より好ましくは、４種の抗体を含み、最も好ましくは、５種の抗体
を含む。
【００２３】
　前記タンパク質マーカーのそれぞれに選択的に結合する抗体を製造するためには、前記
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タンパク質マーカーの入手が先に行われる必要があり、これは、本発明の配列番号１～配
列番号５のアミノ酸配列を用いて合成するかまたは遺伝子組み換えを用いて微生物から産
生することができ、または血液から直接分離して準備することもできる。
【００２４】
　本発明の目的上、前記抗体は、多クローン抗体及び単クローン抗体をいずれも含んでい
てよいが、抗原とより特異的に結合することができる単クローン抗体が好ましい。
【００２５】
　多クローン抗体は、当業者に公知の従来方法に従い、免疫原（ａｎｔｉｇｅｎ）として
のタンパク質マーカーまたはその断片を外部の宿主に注射することで調製していてよい。
このような外部の宿主としては、マウス、ラット、ヤギ、ウサギのような哺乳動物が挙げ
られ、免疫原は一般に抗原性を増加させるための補助剤（ａｄｊｕｖａｎｔ）とともに筋
肉内、腹腔内または皮下注射などの方法で投与され、外部の宿主を免疫化させる。免疫化
された外部の宿主から定期的に血清を採取し、向上した力価及び抗原に対する特異性を示
す血清を回収するか、またはこれらから抗体を分離・精製し、マーカータンパク質に特異
的な多クローン抗体を調製することができる。
単クローン抗体は、当業者に公知の融合（ｆｕｓｉｏｎ）による不滅化された細胞株生成
方法（Kohler G. et al., Nature, 256: 495-497, 1975）にて調製することができる。該
方法について簡略に説明すると、先ず純粋なマーカータンパク質またはその断片でマウス
を免疫化するか、またはそのペプチドを合成してウシ血清アルブミンと結合させてマウス
を免疫化する。免疫化されたマウスから分離した抗体-産生Ｂリンパ球をヒトまたはマウ
スの骨髄腫細胞と融合して不滅化されたハイブリドーマ細胞を生成する。次いで、酵素免
疫測定法（ＥＬＩＳＡ；Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　ＩｍｍｕｎｏＳｏｒｂｅｎｔ　Ａ
ｓｓａｙ）にてハイブリドーマ細胞の単クローン抗体の生成の有無を調査して陽性クロー
ンを選抜し、これを培養した後、抗体を分離・精製するかまたはマウスの腹腔に注入して
から複数を採取して、マーカータンパク質に特異的な単クローン抗体を調製することがで
きる。
【００２６】
　本発明に係るタンパク質マーカーの検出に用いられる抗体は、２個の全長の軽鎖及び２
個の全長の中鎖を有する完全な形態だけでなく、抗体分子の機能的な断片を含む。抗体分
子の機能的な断片とは、少なくとも抗原結合能を持っている断片のことを意味し、Ｆａｂ
、Ｆ（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ’）２及びＦｖなどがある。
本発明に係る乳癌診断キットには、５種のタンパク質マーカーのそれぞれを選択的に認知
する抗体だけでなく、当分野において免疫学的分析に一般に使用される道具、試薬などが
含まれる。
【００２７】
　本発明の一実施例によれば、前記乳癌診断キットは、５種のタンパク質マーカーのそれ
ぞれに特異的な５種の抗体のうちの２種以上；基質との反応によって発色する標識体が接
合された二次抗体接合体（ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）；前記標識体と発色反応する発色基質溶
液；洗浄液；及び酵素反応停止液を含んでいてよい。
また、本発明に係る乳癌診断キットは、前記５種のマーカータンパク質標準抗原を含む陽
性対照群と前記抗原が注入されていない動物の抗血清を含む陰性対照群とをさらに含んで
いてよい。
【００２８】
　本発明に係る乳癌診断キットは、抗原-抗体結合反応によって抗体タンパク質に対する
抗原を定量または定性分析することで乳癌を診断することができ、前記抗原-抗体結合反
応は、通常の酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫測定法（ｒａｄｉｏｉｍｍｎｏａ
ｓｓａｙ、ＲＩＡ）、サンドイッチ測定法（ｓａｎｄｗｉｃｈ　ａｓｓａｙ）、ウェスタ
ンブロッティング、免疫沈降法、免疫組織化学染色法（ｉｍｍｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）、蛍光免疫法、酵素基質発色法、抗原-抗体凝集法などの方
法を用いて測定することができる。例えば、検体及び対照群を表面にコートした９６ウェ



(10) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

30

40

50

ルマイクロタイタープレートなどを利用して組み換え単クローン抗体タンパク質と反応す
るＥＬＩＳＡを行うように前記診断キットを提供していてよい。
抗原-抗体結合反応のための固定体としては、ニトロセルロース膜、ＰＶＤＦ膜、ポリビ
ニル樹脂またはポリスチレン樹脂で合成されたウェルプレート、ガラスからなるスライド
ガラスなどが使用されていてよい。
【００２９】
　二次抗体の標識体は、発色反応をする通常の発色剤が好ましく、ＨＲＰ（ｈｏｒｓｅｒ
ａｄｉｓｈ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）、アルカリフォスファターゼ（ａｌｋａｌｉｎｅ　
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）、コロイドゴールド（ｃｏｌｏｉｄ　ｇｏｌｄ）、ＦＩＴＣ（
ポリ-Ｌ-リジン-フルオレセインイソチオシアネート）、ＲＩＴＣ（ローダミン-Ｂ-イソ
チオシアネート）などの蛍光物質（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）及び色素（ｄｙｅ）などの
標識体が用いられていてよい。
【００３０】
　発色を誘導するための発色基質は、発色反応をする標識体に応じて用いることが好まし
く、ＴＭＢ（３,３’,５,５’-テトラメチルベジジン）、ＡＢＴＳ［２,２’-アジノ－-
ビス（３-エチルベンゾチアゾリン-６-スルホン酸）］、ＯＰＤ（ｏ-フェニレンジアミン
）などを用いていてよい。このとき、発色基質は、緩衝溶液（０．１Ｍ　ＮａＡｃ、ｐＨ
５．５）に溶解された状態で提供されるのがより好ましい。ＴＭＢのような発色基質は、
二次抗体接合体の標識体として用いられたＨＲＰによって分解され発色沈積体を生成し、
該発色沈積体の沈積程度を目視して確認することで前記マーカータンパク質の存在の有無
を検出する。
【００３１】
　洗浄液は、リン酸塩緩衝溶液、ＮａＣｌ及びツイン２０（Ｔｗｅｅｎ　２０）を含むも
のが好ましく、０．０２Ｍのリン酸塩緩衝溶液、０．１３ＭのＮａＣｌ、及び０．０５％
のツイン２０からなる緩衝溶液（ＰＢＳＴ）がより好ましい。洗浄液は、抗原-抗体の結
合反応後、抗原-抗体結合体に二次抗体を反応させた後に適量を固定体に添加して３～６
回洗浄する。反応停止液は、硫酸溶液（Ｈ２ＳＯ４）が好ましく用いられる。
【００３２】
 
　さらに、本発明のまた他の態様は、アポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ
）、神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンのそ
れぞれのタンパク質に特異的な抗体を利用した抗原-抗体結合反応によって血液試料から
前記タンパク質マーカーのうちの２種以上を検出する方法を提供する。好ましくは、本発
明は、前記５種のタンパク質のそれぞれに特異的な抗体を利用した抗原-抗体結合反応に
よって血液試料から３種のタンパク質マーカーを検出する方法を提供し、より好ましくは
、４種のタンパク質マーカーを検出する方法を提供し、最も好ましくは、５種のタンパク
質マーカーを検出する方法を提供する。
【００３３】
　前記検出方法は、血液中のタンパク質を固定化させるか、または電気泳動（ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ）で分離させてからＰＶＤＦ膜に転移させ、前記タンパク質マーカー群のタンパク
質を選択的に認知する抗体と接触させて、抗原-抗体結合反応によってマーカータンパク
質群の存在を間接的に確認することを含む。前記抗原-抗体結合反応としては、酵素免疫
測定法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫分析法（ＲＩＡ）、サンドイッチ測定、ウェスタンブロ
ッティング、免疫沈降法、免疫組織化学染色法、蛍光免疫法、酵素基質発色法、抗原-抗
体凝集法などが挙げられる。試料としては、血清、血漿、または血液を用いていてよく、
血漿が最も好ましい。
【００３４】
　本発明の好適な実施例によれば、前記検出方法は、
１）被検者の血液試料及び対照群血液試料のタンパク質を固定体にコートするかまたは固
定させる段階と；
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２）前記固定体にアポリポタンパク質Ｃ１、アポリポタンパク質（ａ）、神経細胞接着分
子Ｌ１類似タンパク質、炭酸脱水酵素１、及びフィブロネクチンのそれぞれのタンパク質
に特異的な抗体のうちの２種以上を添加して抗原-抗体結合反応を行う段階；
３）前記抗原-抗体結合反応によって生成された抗原-抗体結合反応物を二次抗体接合体（
ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）及び発色基質溶液を利用して検出する段階；及び
４）被検者血液試料と対照群血液試料に対する検出結果を比較する段階とを含んでいてよ
い。
【００３５】
　前記検出方法の一実施例としては、先ず血液試料から血漿タンパク質を電気泳動などに
よって分子量に応じて分離し、該分離されたタンパク質をＰＶＤＦ膜のような固定体に転
移させて固定する。次いで、固定されたタンパク質抗原にそれぞれのマーカータンパク質
に特異的な抗体を加えて抗原-抗体結合反応を行う。血液試料にマーカータンパク質が存
在すれば、前記タンパク質が固定された膜に、マーカータンパク質に特異的な抗体が加え
られたとき、抗原-抗体結合反応が起こるようになる。マーカータンパク質とこれに対す
る抗体の結合程度を測定するために、マーカータンパク質抗体に親和性を持つ二次抗体、
例えば抗ヒトＩｇＧ－ＨＲＰと結合させる段階を行い、二次抗体に接合されたＨＲＰ（ｈ
ｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）が基質であるＥＣＬ（ｅｎｈａｎｃｅｄ
　ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ）と反応して発色反応を起こすか否かやその程度
を対照群と比べることで血液試料中の乳癌診断タンパク質マーカーの存在の有無及び対照
群に比べてのその量の増減の有無を検出するようになる。
一方、本発明に係る５種のタンパク質マーカーのそれぞれに特異的な抗体のうちの２種以
上を生物学的マイクロチップ（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｍｉｃｒｏｃｈｉｐ）上に固定さ
せた後、対象者から分離された血液試料と反応させて前記抗体タンパク質に対する抗原を
検出することができる生物学的マイクロチップ及び自動化されたマイクロアレイシステム
（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ｓｙｓｔｅｍ）を利用すれば、一回の分析で大量の試料を分析
することができるという長所がある。したがって、本発明は、本発明に係る５種のタンパ
ク質マーカーのそれぞれに特異的に結合する抗体のうちの２種以上が固形基質に集積され
たバイオチップを提供する。バイオチップの固形基質の例としては、プラスチック、ガラ
ス、金属、シリコンなどが挙げられる。
【発明の効果】
【００３６】
　前述したように、本発明に係る５種の乳癌診断用タンパク質マーカーのうちの２種以上
からなるバイオマーカーセットを血液試料からＭＲＭ技法にて検出する方法は、患者の血
液を用いるといった新規な診断技法であって、敏感度に優れるだけでなく、抗原抗体を用
いる既存の免疫化学的方法よりも検出したいタンパク質に対する選択性が極めて高く且つ
生検を用いることなく血液を対象に簡易に分析することができ、また、前記バイオマーカ
ーセットに対する抗体を用いた乳癌診断キット及び診断方法も比較的採取が容易な血液を
試料とするため、生検を対象とする既存の乳癌診断方法とは異なり、患者に負担を与える
ことなく極めて簡易に乳癌を診断することができるだけでなく、診断の正確度及び敏感度
が高く、さらに、このようなバイオマーカーセットをＭＲＭ技法または抗原抗体反応によ
って検出する方法は、単一マーカーを利用する診断法に比べて極めて高い正確度及び敏感
度を提供することができるため、乳癌の早期診断に有用に用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１ａ】アポリポタンパク質Ｃ-１マーカータンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名
の非患者対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダー
ゼに対する割合）を示す図であって、図１ａは箱図表であり、図１ｂはＲＯＣ曲線である
。
【図１ｂ】アポリポタンパク質Ｃ-１マーカータンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名
の非患者対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダー
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ゼに対する割合）を示す図であって、図１ａは箱図表であり、図１ｂはＲＯＣ曲線である
。
【図２ａ】アポリポタンパク質（ａ）マーカータンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名
の非患者対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダー
ゼに対する割合）を示す図であって、図２ａは箱図表であり、図２ｂはＲＯＣ曲線である
。
【図２ｂ】アポリポタンパク質（ａ）マーカータンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名
の非患者対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダー
ゼに対する割合）を示す図であって、図２ａは箱図表であり、図２ｂはＲＯＣ曲線である
。
【図３ａ】神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名の非患者
対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダーゼに対す
る割合）を示す図であって、図３ａは箱図表であり、図３ｂはＲＯＣ曲線である。
【図３ｂ】神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名の非患者
対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダーゼに対す
る割合）を示す図であって、図３ａは箱図表であり、図３ｂはＲＯＣ曲線である。
【図４ａ】炭酸脱水酵素１マーカータンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名の非患者対
照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダーゼに対する
割合）を示す図であって、図４ａは箱図表であり、図４ｂはＲＯＣ曲線である。
【図４ｂ】炭酸脱水酵素１マーカータンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名の非患者対
照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダーゼに対する
割合）を示す図であって、図４ａは箱図表であり、図４ｂはＲＯＣ曲線である。
【図５ａ】フィブロネクチンマーカータンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名の非患者
対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダーゼに対す
る割合）を示す図であって、図５ａは箱図表であり、図５ｂはＲＯＣ曲線である。
【図５ｂ】フィブロネクチンマーカータンパク質を、８０名の乳癌患者と８０名の非患者
対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダーゼに対す
る割合）を示す図であって、図５ａは箱図表であり、図５ｂはＲＯＣ曲線である。
【図６ａ】表１に表されたバイオマーカーセットを、８０名の乳癌患者と８０名の非患者
対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダーゼに対す
る割合）をＲＯＣ曲線で示した図である。
【図６ｂ】表１に表されたバイオマーカーセットを、３７名の第１期乳癌患者と８０名の
非患者対照群に対してＭＲＭ技法にて測定した抗原の濃度（大膓菌β-ガラクトシダーゼ
に対する割合）をＲＯＣ曲線で示した図である。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
以下、実施例を挙げて本発明をより詳しく説明することにする。なお、これらの実施例は
本発明をより具体的に説明するためのものであるに過ぎず、本発明の範囲がこれらの実施
例によって制限されるものではない。
実施例１．多重反応モニタリング（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｍｏｎｉｔｏ
ｒｉｎｇ；ＭＲＭ）技法を用いた乳癌診断のためのバイオマーカーセットの検出
本発明者らは、前記表１に表されたタンパク質群を血液から乳癌の選択的診断のためのマ
ーカーとして使用することができるか否かを確認するために、次のように三重四極子質量
分析計を利用した多重反応モニタリング技法にて定量分析する方法を用いた（Anderson L
. et al., Mol Cell Proteomics, 5: 375-88, 2006）。ＭＲＭとは、質量分析計を利用し
た定量に主に用いられる技法であって、関心のある親イオンから生成された特定の娘イオ
ンを観察して情報を得る技法である。例えば、ｍ／ｚ　１０００を有する幾つかの親イオ
ンのうちの1個のイオンだけがｍ／ｚ　５００の娘イオンを有するとした場合、そのよう
なイオンを追跡するためにｍ／ｚ　１０００を有する親イオンを選択して断片化させ、ｍ
／ｚ　５００の娘イオンを調査することがＭＲＭである。
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１．１試料の準備
　本発明に係る５種のバイオマーカータンパク質の効率性を確認するために、乳癌患者８
０名と非患者対照群８０名から得た血液試料におけるタンパク質の発現程度を確認し、統
計処理して、バイオマーカーセットの乳癌診断効率を確認した。１６０名から得た血液か
らそれぞれ２００μｇのタンパク質試料を準備した。準備された試料毎に１０ｍＭのジチ
オトレイトールを処理してから１時間反応させ、タンパク質をペプチド切片にする過程を
妨害し得るタンパク質中のアミノ酸のうちのシスチンのチオール（ｔｈｉｏｌ－）残基間
の結合を切断した。このようにして切断されたチオール結合は、６０ｍＭのヨードアセト
アミドを処理してから暗所で１時間反応させ、チオール残基間の再結合を防いだ。準備さ
れたタンパク質試料にタンパク質２００μｇ全体の１／５０に該当する量の４μｇのトリ
プシン２０μｌ（プロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ）社製、ＵＳＡ）を添加し、３７℃で１６時
間処理を施して複数のペプチド切片に分離した。このようにして得たペプチド切片を、Ｃ
１８カートリッジを利用して塩を除去することで質量分析のための最終試料として準備し
た。
１．２三重四極子質量分析計を利用した多重反応モニタリングの実施
　ＭＲＭ分析のためには、特定のタンパク質を代表することができるペプチドの選定と該
ペプチドから断片化によって生成された娘イオン、すなわちターゲットペプチドを効果的
にモニタリングできる親イオンと娘イオンの対を先に選定する必要がある。表１に表され
た５個のタンパク質の親イオンと娘イオンの対を選定するために、血液試料をそのままタ
ンデム質量分析にかけてアポリポタンパク質Ｃ-１とアポリポタンパク質（ａ）を同定し
た。このタンデム質量分析スペクトルからアポリポタンパク質Ｃ-１を代表することがで
きる配列番号６のペプチドと、アポリポタンパク質（ａ）を代表することができる配列番
号７のペプチドを選定し、これらの各ペプチドの親イオン／娘イオンの対を選定して下記
の表２に表した。血液試料をそのままタンデム質量分析にかけることでは確認することが
できなかった残りの３個のタンパク質のカラムにおける残留時間と、タンデム質量分析ス
ペクトルを確認するために残りの３個のタンパク質（神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク
質、炭酸脱水酵素１、フィブロネクチン）のそれぞれを代表することができるペプチドを
合成した（ジェイピーティーペプチドテクノロジー（ＪＰＴ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｇｍｂｈ）社製、Ｇｅｒｍａｎｙ）。その結果、神経細胞接着分子Ｌ
１類似タンパク質は配列番号８に示されるペプチドを、炭酸脱水酵素１は配列番号９に示
されるペプチドを、フィブロネクチンは配列番号１０に示されるペプチドを選定し、これ
らの各ペプチドの親イオン／娘イオンの対を選定して下記の表２に表した。
【００３９】
【表２】

【００４０】
　実施例１．１で準備された最終試料を逆相樹脂クロマトグラフィーにかけて血漿ペプチ
ド切片を分離し、三重四極子質量分析計（機器：５５００Ｑｔｒａｐ、ＡＢ Ｓｃｉｅｘ
社製、ＵＳＡ）を使用して各ペプチドのＭＲＭスペクトルを得た。このとき、逆相樹脂ク
ロマトグラフィーは、Ｃ１８コラムとしてのＨＡＬＯＴＭ（Ｅｋｓｉｇｅｎｔ社製、ＵＳ
Ａ）で４５分間５％～４０％のアセトニトリル濃度勾配を用いて実施した。コンピュータ
ー定量分析プログラムとしてのＭｕｌｔｉＱｕａｎｔＴＭ（ＡＢ　Ｓｃｉｅｘ社製、ＵＳ
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Ａ）にてターゲットペプチドのＭＲＭクロマトグラムのピーク面積を計算することで定量
情報を確認した。このとき、各ターゲットペプチドの定量値は、内部標準物質として注入
した大膓菌β-ガラクトシダーゼ（表２）のＭＲＭクロマトグラムのピーク面積に対する
割合にて表した。各ペプチドのＭＲＭクロマトグラム面積比を求めることで乳癌患者と非
患者対照群間でのタンパク質の発現量の差を確認することができた。
【００４１】
　前記方法にて測定された５個のマーカータンパク質のそれぞれの濃度をグラフで図示し
た。具体的に、配列番号１に示されるアポリポタンパク質Ｃ-１の場合、図１ａに示した
ように箱図表にて図示した結果、前記マーカータンパク質が、非患者対照群に比べて乳癌
患者群で１．４１倍減少することを確認した。また、図１ｂに示したように受信者操作特
性（ＲＯＣ）グラフにて図示した結果、前記マーカータンパク質のＡＵＣ（ａｒｅａ　ｕ
ｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅ）は０．７１と示された。
配列番号２に示されるアポリポタンパク質（ａ）の場合、図２ａに示したように箱図表に
て図示した結果、前記マーカータンパク質が、非患者対照群に比べて乳癌患者群で１．３
５倍増加することを確認した。また、図２ｂに示したように受信者操作特性（ＲＯＣ）グ
ラフにて図示した結果、前記マーカータンパク質のＡＵＣ（ａｒｅａ　ｕｎｄｅｒ　ｔｈ
ｅ　ｃｕｒｖｅ）は０．６４と示された。
【００４２】
　配列番号３に示される神経細胞接着分子Ｌ１類似タンパク質の場合、図３aに示したよ
うに箱図表にて図示した結果、前記マーカータンパク質が、非患者対照群に比べて乳癌患
者群で１．４３倍増加することを確認した。また、図３ｂに示したように受信者操作特性
（ＲＯＣ）グラフにて図示した結果、前記マーカータンパク質のＡＵＣ（ａｒｅａ　ｕｎ
ｄｅｒ　ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅ）は０．７５と示された。
配列番号４に示される炭酸脱水酵素１の場合、図４ａに示したように箱図表にて図示した
結果、前記マーカータンパク質が、非患者対照群に比べて乳癌患者群で１．６０倍増加す
ることを確認した。また、図４ｂに示したように受信者操作特性（ＲＯＣ）グラフにて図
示した結果、前記マーカータンパク質のＡＵＣ（ａｒｅａ　ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｃｕｒ
ｖｅ）は０．７２と示された。
【００４３】
　最後に、配列番号５に示されるフィブロネクチンの場合、図５ａに示したように箱図表
にて図示した結果、前記マーカータンパク質が、非患者対照群に比べて乳癌患者群で１．
５６倍増加することを確認した。また、図５ｂに示すように受信者操作特性（ＲＯＣ）グ
ラフにて図示した結果、前記マーカータンパク質のＡＵＣ（ａｒｅａ　ｕｎｄｅｒ　ｔｈ
ｅ　ｃｕｒｖｅ）は０．７０と示された。
参考として、ＲＯＣグラフは観察されたデータの全範囲に亘って判定閾値を連続して変化
させて得られる全ての感受性／特異性の対のグラフであって、主に試験の正確度を示す（
Zweig et al., Clin. Chem. 39:561-577, 1993）。
１．３バイオマーカーセットによる乳癌の診断
　前記実施例１．２で確認された５個のマーカータンパク質群の定量結果をロジスティッ
ク回帰分析にて一つにまとめて多数のマーカーから構成された一つの診断マーカー（多標
識マーカー）を作成し、これを用いて乳癌診断効率を確認した。
その結果、図６ａに示すように、多標識マーカーを８０名の乳癌患者と８０名の非患者対
照群に対する受信者操作特性（ＲＯＣ）グラフにて図示した結果、ＡＵＣ（ａｒｅａ　ｕ
ｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅ）は０．８６と示された。また、８０％の特異度で７５％
の敏感度を示し、前記分析が既存の単一標識マーカーに比べて高い敏感性と正確性を兼ね
備えれていることが分かった。
さらに、図６ｂに示すように、前記多標識マーカーを８０名の非患者対照群と３７名の第
１期乳癌患者に対する受信者操作特性（ＲＯＣ）グラフにて図示した結果、ＡＵＣ（ａｒ
ｅａ　ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅ）は０．９２と示された。また、８０％の特異度
で９２％の敏感度を示し、前記分析が初期乳癌患者の診断に極めて有効であることが分か



(15) JP 2015-511002 A 2015.4.13

った。

【図１ａ】

【図１ｂ】

【図２ａ】

【図２ｂ】

【図３ａ】

【図３ｂ】



(16) JP 2015-511002 A 2015.4.13

【図４ａ】

【図４ｂ】

【図５ａ】

【図５ｂ】

【図６ａ】

【図６ｂ】

【配列表】
2015511002000001.app



(17) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

30

40

【国際調査報告】



(18) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

30

40



(19) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

30

40



(20) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

30

40



(21) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

30

40



(22) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

30

40



(23) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

30

40



(24) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

30

40



(25) JP 2015-511002 A 2015.4.13

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｇ０１Ｎ  27/62     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ   27/62     ＺＮＡＶ        　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,
BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,H
U,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO
,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,
UZ,VC,VN

(72)発明者  イ，ホン　ス
            大韓民国，４６３－８６３　キョンギ－ド，ソンナム－シ，プンダン－グ，チョンジャイル－ロ，
            ２４８，６０１－２２０４
(72)発明者  シン，ヘ　スン
            大韓民国，４６３－７５２　キョンギ－ド，ソンナム－シ，プンダン－グ，チョンジャ－ロ，１４
            ４，４０１－１１０１
(72)発明者  カン，ウン－ボム
            大韓民国，１５０－８５０　ソウル，ヨンドゥンポ－グ，トリム－ロ　８１－キル，９，６０１
(72)発明者  ノ，ドン－ヨン
            大韓民国，１５０－７９３　ソウル，ヨンドゥンポ－グ，ヨウィナル－ロ，１２１，１－１２０６
(72)発明者  ムン，ヒョン－ゴン
            大韓民国，１３６－７５１　ソウル，ソンブク－ク，ソンブン－ロ　４－キル，５２，２０１－１
            ５０５
Ｆターム(参考) 2G041 CA01  DA05  EA04  EA12  FA12  GA09  HA01  KA01  LA08 



专利名称(译) 用于乳腺癌诊断的多生物标志物，其检测方法和包括其抗体的乳腺癌诊断试剂盒

公开(公告)号 JP2015511002A 公开(公告)日 2015-04-13

申请号 JP2014559839 申请日 2013-03-08

[标]申请(专利权)人(译) 生物位数有限公司
SN用户厄尔＆D基金会蜂

申请(专利权)人(译) 生物位数有限公司
Esuenuyu伯爵＆D基金会蜂

[标]发明人 イホンス
シンヘスン
カンウンボム
ノドンヨン
ムンヒョンゴン

发明人 イ,ホン ス
シン,ヘ スン
カン,ウン-ボム
ノ,ドン-ヨン
ムン,ヒョン-ゴン

IPC分类号 G01N33/574 G01N33/53 G01N33/536 G01N33/543 G01N33/545 G01N27/62

CPC分类号 G01N33/57415 G01N33/6848 G01N33/92 G01N2333/705 G01N2333/70503 G01N2333/775 G01N2333
/78 G01N2333/938 G01N2333/988 G01N2800/60

FI分类号 G01N33/574.A G01N33/53.W G01N33/536.C G01N33/543.545.A G01N33/545.A G01N27/62.ZNA.V

F-TERM分类号 2G041/CA01 2G041/DA05 2G041/EA04 2G041/EA12 2G041/FA12 2G041/GA09 2G041/HA01 2G041
/KA01 2G041/LA08

优先权 1020120023703 2012-03-08 KR

其他公开文献 JP6096813B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明提供用于乳腺癌诊断的生物标志物组，其包含两种或更多种载脂
蛋白C1，载脂蛋白（a），神经细胞粘附分子L1类似物蛋白，碳酸酐酶1
和纤连蛋白的蛋白质标志物，上述生物标志物组通过多种反应监测技术
从血液样品中检测，包含对生物标志物组蛋白质特异的抗体的乳腺癌诊
断试剂盒，以及使用抗原 - 抗体结合反应检测血液中标志物组蛋白质的
方法上。通过MRM技术或抗原 - 抗体结合反应从血液样品中检测用于本
发明的乳腺癌诊断的蛋白质标记物组的方法和试剂盒在诊断方面比使用
单个标记物的诊断方法更灵敏和准确。患者的血液可以非常简单地用于
诊断乳腺癌，并且可以有效地用于乳腺癌的早期诊断。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/9f93c9f0-3614-4b9b-a202-231b875d3fa2
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/049117079/publication/JP2015511002A?q=JP2015511002A

