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(57)【要約】
　肝臓腫瘍塊内部の細胞は、当該腫瘍と近接した正常肝
臓組織の上皮細胞と比較するとき、固有のタンパク質/
腫瘍抗原セットを含む。腫瘍抗原の存在はこれら腫瘍抗
原に対する自己抗体の産生と一致する。本発明は、肝臓
癌の診断及び予後判定のための新規なマーカーセットと
して機能しうるタンパク質セットの識別及び解明に関す
る。特に、本発明は肝臓癌患者の血清中の自己抗体の診
断的及び予後判定的測定を可能にするキットに関する。
本発明は、検証実施肝臓癌タンパク質/腫瘍抗原セット
（Bmi1、VCC1、SUMO-4、RhoA、TXN、ET-1、UBE2C、HDGF
2、FGF21、LECT2、SOD1、STMN4、ミッドカイン、IL-17A
及びIL26を含む）の評価によって、非侵襲的、特異的、
鋭敏かつ費用効率の良い検出及び定量方法を提供し、通
常的診断方法を補完する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　肝臓癌の診断及び病期決定を目的とする、複数の腫瘍バイオマーカーに対する自己抗体
を検出及び定量する方法であって、
　　腫瘍細胞を正常細胞と比較して、前記癌に特異的な複数のバイオマーカーとして腫瘍
細胞に固有であるが正常細胞では固有ではないタンパク質セットを評価する工程；
　　対になる患者生検サンプルの当該タンパク質セットを、二次元又は質量分析系技術を
用いることによって識別する工程；
　　当該タンパク質セットを肝臓癌の診断のために検証する工程、
を含み、
　　当該タンパク質セットは、cDNAクローンから発現され、精製され、さらに種々の放射
波長を有する蛍光微小球ビーズに結合させてタンパク質-ビーズ結合物が形成され、
　　患者の血清に存在する当該タンパク質セットに対する自己抗体が当該タンパク質-ビ
ーズ結合物と免疫学的に結合する、
前記方法。
【請求項２】
　自己抗体を続いてPE-結合二次抗体と相互反応させ、微小球ビーズに特異的な蛍光シグ
ナルが当該タンパク質-ビーズ結合物のための識別因子として機能する、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　複合体のPE-結合二次抗体によって提供される蛍光強度を測定して、自己抗体の検出及
び定量を可能にする、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　患者と健康な対象者との間で血清を比較して、該当するバイオマーカーに対する自己抗
体のレベルを決定する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　種々の病期の種々の患者から入手した種々の血清を比較して、病期決定のためのシグネ
チャーパターンを作製する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　タンパク質セットが配列番号:1から15のアミノ酸配列の少なくとも1つを含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項７】
　複数の腫瘍マーカーが、Bmi1、VCC1、SUMO-4、RhoA、TXN、ET-1、UBE2C、HDGF2、FGF21
、LECT2、SOD1、STMN4、ミッドカイン、IL-17A及びIL26を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　腫瘍細胞が肝細胞癌（HCC）腫に由来する細胞を含む、請求項1に記載の方法。
【請求項９】
　蛍光微小球ビーズの各々が、ある特異的腫瘍バイオマーカーの存在と対応するタンパク
質の各々に特異的な固有の蛍光放射波長を有し、一方、当該特異的腫瘍バイオマーカーの
ためのタンパク質の各々のタンパク質-ビーズ結合物と結合したPE-結合二次抗体から発生
するPEシグナルが患者血清中に産生された自己抗体の存在の指標であり、さらにPEシグナ
ルの蛍光強度が当該特異的腫瘍マーカーの豊富さと比例する、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　自己抗体に存在する当該腫瘍バイオマーカーの各々が約0.15ng/mLの低さで存在する、
請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　複数の腫瘍バイオマーカーに対する患者の自己抗体を検出及び定量することによって肝
臓癌を診断及び病期決定するためのキットであって、cDNAクローンから発現され、精製さ
れ、さらに種々の放射波長を有する蛍光微小球ビーズと結合されてタンパク質-ビーズ結
合物を形成したタンパク質セットを含み、当該タンパク質-ビーズ結合体が当該自己抗体
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と免疫学的に結合し、続いてPE-結合二次抗体の標的になって蛍光シグナル及び強度が測
定され、正常対象者と比較した患者の自己抗体レベルが決定される、前記キット。
【請求項１２】
　タンパク質セットが配列番号:1から15のアミノ酸配列の少なくとも1つを含む、請求項
１１に記載のキット。
【請求項１３】
　腫瘍バイオマーカーが、Bmi1、VCC1、SUMO-4、RhoA、TXN、ET-1、UBE2C、HDGF2、FGF21
、LECT2、SOD1、STMN4、ミッドカイン、IL-17A及びIL26を含む、請求項１１に記載のキッ
ト。
【請求項１４】
　cDNAクローンの各々が、自己抗体と免疫学的に結合して続いてPE-結合二次抗体の標的
になるタンパク質-ビーズ結合体を形成するために、種々の放射波長を有する蛍光微小球
ビーズと結合されている、コンピテント細胞で発現されるタンパク質に対応するcDNA挿入
物を含むHisタグ付きプラスミドを含む、請求項１１に記載のキット。
【請求項１５】
　個々に固有の蛍光を提供する種々の蛍光微小球の多重混合物をすでに述べたように発現
させ精製したタンパク質セットと結合させて、タンパク質-ビーズ結合体を形成し、さら
に前記タンパク質-ビーズ結合体を容器のウェルに予めロードし、各ウェルに自己抗体を
含む患者の血清をロードし、当該タンパク質-ビーズ結合体と相互作用させ、続いてPE-結
合二次抗体を添加して当該自己抗体と結合させ、続いて一切の過剰な二次抗体を洗い流し
、タンパク質-ビーズ結合体及び連なった抗体を含む複合体が個々に測定され、当該タン
パク質-ビーズ結合体の固有の蛍光シグナルにより特異的な腫瘍バイオマーカーの存在が
明らかにされ、一方、当該複合体の二次抗体由来のPEシグナルにより自己抗体の存在及び
患者血清中の前記腫瘍バイオマーカーの相対的濃度が示される、請求項１１に記載のキッ
ト。
【請求項１６】
　自己抗体に存在する腫瘍バイオマーカーの各々が約0.15ng/mLの低さで存在する、請求
項１１に記載のキット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（著作権表示／許諾）
　本特許文書の内容の一部は著作権保護の対象である情報を含む。本著作権者は、特許商
標庁の出願書類又は記録そのままの特許書類又は特許明細書の何人による複製にも異議を
申し立てないが、それ以外は如何なるものについても全著作権を保留する。下記表示は、
以下に記載の工程、実験及びデータ並びに前記に添付される図面に適用される：著作権　
2014，Vision Global Holdings Limited, 不許複製
（関連出願）本出願は、米国非仮特許出願14/321,867（2014年7月2日出願）及び米国非仮
特許出願14/321,870（2014年7月2日出願）に関し優先権を主張し、さらに前記の内容は参
照によりその全体が本明細書に含まれる。
（技術分野）
　本発明は、肝臓癌患者の血清で該当する自己抗体を測定することによる、特異的かつ新
規な肝細胞癌（HCC）腫瘍バイオマーカー一覧の検出及び定量方法を開示する。当該バイ
オマーカーセットは、Bmi1、VCC1、SUMO-4、RhoA、TXN、ET-1、UBE2C、HDGF2、FGF21、LE
CT2、SOD1、STMN4、ミッドカイン、IL-17A及びIL26を含む。より具体的には、本発明はさ
らに、処理能力が高くかつ鋭敏な試験キットの設計を開示する。前記キットは、当該バイ
オマーカーセットから選択されるバイオマーカーの少なくとも1つに対する自己抗体を測
定することによって肝臓癌を早期にかつ非侵襲的態様で検出するために、患者の末梢血清
採取に容易に利用できる。本発明はさらに、病期決定のためのシグネチャーバイオマーカ
ーパターンの識別を、化学療法処置後のモニタリング期間における再発の検出とともに可
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能にする。本発明は自動データ解析を援けることとなろう。
【背景技術】
【０００２】
　肝細胞癌（HCC）は中国では二番目に多い癌であり、全人口の5.7%を占める[1]。ほとん
どのHCC患者は高い死亡率をもたらす急速な腫瘍進行を示す。全生存期間を改善するため
に、本疾患の早期診断は必須となっている。これまでのところ、もっとも一般的なHCC検
出方法は、HCC腫瘍マーカー（例えばアルファフェトプロテイン（AFP））のレベルを測定
する血液検査である。AFPは血漿タンパク質であり、胎児発育期の卵黄嚢及び肝臓で生成
され血清アルブミンのように機能する。正常な状態では、AFPレベルは出生後徐々に低下
し、成人では低レベルで維持される。腫瘍マーカーレベルの増加は肝臓癌の可能性を示す
。しかしながら、AFP検査の主要な課題は過剰な偽陽性である。その理由は、HCCがAFPレ
ベル上昇の唯一の原因ではなく、アルコール性肝炎、慢性肝炎又は肝硬変もまたAFPの増
加に関係しているということである。
　AFP検査が肝臓癌の診断のために一般的に提唱されているにもかかわらず、その結果は
決定的ではない。疑いのある患者は、さらなる確認のために超音波画像診断、CTスキャン
又はコントラストMRIスキャンの実施を必要とするであろう。肝生検を実施して、腫瘍が
良性か又は悪性かが識別されるであろう。しかしながら、HCCの通常的検出はいくつかの
限界を伴う。（a）肝臓癌の約20%は一般的に用いられるHCC腫瘍マーカーのレベル上昇を
生じない[2]。（b）ウイルス性肝硬変は血液検査で偽陽性結果をもたらす[3]。（c）超音
波は小さな腫瘍を検出できない[4]。（d）CTスキャンは高い放射線量を必要とし、1cm未
満の腫瘍に対しては感度が低い[5]。（e）MRIスキャンは高価であり、処理手順は多くの
時間を要する。これらの限界のために、HCCの早期診断及び/又はHCCの予後判定を目的と
する感度及び特異性が高い新規なバイオマーカースクリーンを開発し通常的方法を補完す
ることが希求される。
　HCC腫瘍細胞は、腫瘍と並べて正常な肝上皮細胞を比較したとき固有のタンパク質セッ
トを産生する傾向がある。検証された腫瘍バイオマーカーの評価は高い潜在能力を有し、
HCCの診断を容易にする。しかしながら、全てのバイオマーカーそのものを簡便な診断用
血清又は尿で見出すことができるとは限らない。また別に、バイオマーカーに特異的な自
己抗体は当該バイオマーカーの発現を評価する機会を提供する。腫瘍バイオマーカーの存
在は、これらの腫瘍抗原に対する自己抗体の産生と一致することが多くの癌で示されてい
る[6－8]。患者血清における自己抗体の検出は、我々がバイオマーカーの存在をより効率
的に調査することを可能にするであろう。理想的には、末梢血で自己抗体を調べることは
、肝臓癌の早期かつ非侵襲的態様での検出の証明となろう。バイオマーカーの臨床使用を
妨げる1つの一般的な障害は、それらは発見後に未だに検証されていないということであ
る。しかしながらいったん検証されれば、そのような検査は費用効率がよくかつ正確とな
ろう。プロトタイプの設計もまた高処理スクリーニングを促進する。前記は通常的な肝臓
癌診断に必要な費用を軽減しうる。
【０００３】
　以下は本明細書で時に引用される参考文献リストである。これら参考文献のそれぞれの
内容は参照によりその全体が本明細書に含まれる。
（1）Chen JG, Zhang SW. Liver cancer epidemic in China: past, present and future
. Semin Cancer Biol. 2011; 21(1):59-69
（2）Okuda K, Peters RL. Human alpha-1 fetoprotein. Hepatocellular Carcinoma. 19
76:353-67
（3）Lok AS, Lai CL. Alpha-fetoprotein monitoring in Chinese patients with chron
ic hepatitis E virus infection: role in the early detection of hepatocellular ca
rcinoma. Hepatolog.y 1989;9:110-115
（4）Colombo M, de Franchis R, Del Ninno E, Sangiovanni A, De Fazio C, Tommasini
 M, Donato MF, Piva A, Di Carlo V, Dioguardi N. Hepatocellular carcinoma in Ital
ian patients with cirrhosis. N Engl J Med. 1991;325:675-80
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（5）Sahani DV, Kalva SP. Imaging the Liver. The Oncologist. 2004; 9 (4): 385-39
7
（6）Masutomi K, Kaneko S, Yasukawa M, Arai K, Murakami S, Kobayashi K. Identifi
cation of serum anti-human telomerase reverse transcriptase (hTERT) auto-antibod
ies during progression to hepatocellular carcinoma. Oncogene. 2002 Aug 29;21(38)
:5946-50.
（7）Karanikas V, Khalil S, Kerenidi T, Gourgoulianis KI, Germenis AE.  Anti-sur
vivin antibody responses in lung cancer. Cancer Lett. 2009 Sep 18;282(2):159-66.
（8）Wang YQ, Zhang HH, Liu CL, Xia Q, Wu H, Yu XH, Kong W. Correlation between 
auto-antibodies to survivin and MUC1 variable number tandem repeats in colorecta
l cancer. Asian Pac J Cancer Prev. 2012;13(11):5557-62.
【発明の概要】
【０００４】
　本発明では、癌の診断及び病期決定を目的として、特異的腫瘍バイオマーカー一覧に対
する自己抗体を検出及び定量する方法が提供される。正常な肝上皮細胞と比較して、HCC
腫瘍細胞は固有のタンパク質セットを産生する傾向がある。当該固有のタンパク質セット
（複数のバイオマーカー）の評価は通常的な診断方法を補完し、癌の早期発見を促進する
であろう。
　二次元/質量分析に基づく方法を用いることによって、対になる患者生検（腫瘍生検対
近接正常組織）に由来する肝臓癌バイオマーカーセット（Bmi1、VCC1、SUMO-4、RhoA、TX
N、ET-1、UBE2C、HDGF2、FGF21、LECT2、SOD1、STMN4、ミッドカイン、IL-17A及びIL26を
含む）が本発明で識別される。
　この肝臓癌バイオマーカーセットの特異性及び正確性を続いて検証し、肝臓癌の診断の
ために一つにまとめる。本発明では、このバイオマーカー一覧のタンパク質はcDNAクロー
ンから発現され、精製され、種々の放射波長を有する蛍光微小球ビーズに結合される。患
者の血清に存在する当該タンパク質に対する自己抗体は、このタンパク質-ビーズ結合物
と免疫学的に結合する。この自己抗体を続いてPE-結合二次抗体と相互反応させる。微小
球ビーズの特異的蛍光シグナルは、結合させたバイオマーカーのための識別因子として働
く。当該複合体のPE-結合二次抗体によって提供される蛍光強度を測定することによって
、自己抗体の検出及び定量が可能である。自己抗体は患者の血清でHCC腫瘍細胞のバイオ
マーカーの豊富さに比例して産生されるので、高濃度の自己抗体からもたらされる蛍光強
度が高ければ高いほど、対応するバイオマーカーの発現が高いことが示される。全血清自
己抗体に対する各バイオマーカーの最低検出限界は約0.15ng/mLである。
　健康な対象者の血清と比較すると、標的バイオマーカーに対する自己抗体のレベルは癌
患者でより高濃度である。さらにまた、種々の病期の肝臓癌患者の種々の血清を比較して
、病期決定のためのシグネチャーパターンを作製することができる。したがって、本発明
は、標的とする肝臓癌バイオマーカーの非侵襲的評価を可能にする。これは、初期病期に
おけるHCCの検出及びシグネチャーバイオマーカーパターンの病期決定のための識別とと
もに、化学療法処置後のモニタリング期間における再発の検出を可能にする。
　本発明の実施態様は図面を参考にして以降でより詳しく記載される。当該図面は以下の
とおりである：
【図面の簡単な説明】
【０００５】
【図１】腫瘍生検と近接正常組織との間のタンパク質発現パターンの相違を二次元/質量
分析によって示す（前記分析は、肝臓癌でアップレギュレートされる15の特異的バイオマ
ーカーの識別をもたらす）。矢印は質量分析二次元ゲルで識別されるスポットの位置を示
す。
【図２】本発明で標的にして測定した、検証実施15肝臓癌バイオマーカーのセット及びそ
れらの対応する分子量を示す。
【図３】cDNAクローンからバイオマーカーを発現するワークフローを示す。
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【図４】大腸菌（E.coli）から発現されるバイオマーカーを精製するワークフローを示す
。
【図５】バイオプレックス（BioPlex）システムによって自己抗体を測定するワークフロ
ーを示す。
【図６】バイオマーカーとバイオプレックスとの結合を示す。
【図７】一次抗体及びPE-結合二次抗体と免疫反応しているバイオマーカー-バイオプレッ
クスビーズ結合体の複合物のイラストを示す。
【図８】制限酵素HindIII及びBamH1によって切断されたプラスミドから遊離したDNA挿入
物のゲル電気泳動を示す。
【図９】以下のバイオマーカーのIPTG誘発を証明するクーマシーブルー染色SDS-PAGEを示
す：（a）Bmi1、（b）SOD1、（c）IL-17A、（d）TXN、及び（e）ミッドカイン。
【図１０（ａ）】AKTAにおける、Bmi1の溶出プロフィールを示す。
【図１０（ｂ）】AKTAにおける、SOD-1の溶出プロフィールを示す。
【図１０（ｃ）】AKTAにおけるIL-17Aの溶出プロフィールを示す。
【図１１（ａ）】Hisタグ付加Bmi1バイオマーカーの精製を証明するクーマシーブルー染
色SDS-PAGEを示す。画分Cは細菌溶解物である。
【図１１（ｂ）】Hisタグ付加SOD-1バイオマーカーの精製を証明するクーマシーブルー染
色SDS-PAGEを示す。画分BはIPTG誘発を実施した細菌、画分Cは細菌溶解物である。
【図１１（ｃ）】Hisタグ付加IL-17Aバイオマーカーの精製を証明するクーマシーブルー
染色SDS-PAGEを示す。画分AはIPTG誘発を実施していない細菌、画分BはIPTG誘発を実施し
た細菌、画分Cは細菌溶解物である。
【図１２】抗Bmi1抗体濃度に対する蛍光強度を示す標準曲線を示す。
【図１３】当該検査の設計を示す模式図である。自己抗体を含む患者血清を、バイオマー
カーセットの15のバイオマーカーに該当する15タイプのビーズを含むウェルで混合し、続
いてPE-結合二次抗体を添加する。
【発明を実施するための形態】
【０００６】
　定義
　“バイオマーカー”という用語は、正常な上皮細胞と比較して腫瘍で固有に発現される
か又はアップレギュレートされるタンパク質を指す。
　“バイオマーカーセット”という用語は、対になる患者生検（腫瘍生検対近接正常組織
）から識別されるバイオマーカーの特異的な組み合わせを指し、本発明の測定の標的であ
る。
　“自己抗体”という用語は、患者の身体によって産生され当該腫瘍バイオマーカーの発
現と対になる抗体を指し、前記は循環中に存在し末梢血清で収集することができる。
　Bmi1（ポリコームリングフィンガー）は、ポリコームグループ（PcG）マルチタンパク
質PRC1様複合体のタンパク質成分である。前記は、発生を通して多くの遺伝子（Hox遺伝
子を含む）の転写抑制状態の維持に必要である。前記調節は、発現を提供する、ヒストン
H2A‘Lys-119’の一ユビキチン付加（ヒストンを改変し、クロマチンを再構築する）を介
する。
　VCC1又はCXCL17（ケモカイン（C-X-Cモチーフ）リガンド17）は、血管形成で、さらに
おそらくは腫瘍の発育で必須の役割を有する。さらにまた、前記は非活性化血液単球及び
未熟な樹状突起細胞の組織への補充を調節するハウスキーピングケモカインであると提唱
されている。前記はまた、感染に対する先天的防御で役割を果たし得る。VCC1の機能不全
は十二指腸炎及びコレラと密接に関係する。
　SUMO-4（小ユビキチン様改変因子4）は小ユビキチン関連改変因子ファミリーに属し細
胞質に位置する。前記は、標的タンパク質、IKBAに共有結合により接着してその細胞内局
在、安定性又は活性を制御する。これは最終的には、IL12B遺伝子のNF-カッパ-B-依存転
写の負の調節をもたらす。
【０００７】
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　RhoA（RasホモローグファミリーメンバーA）は、形質膜受容体を接着班とアクチンスト
レスファイバーとの集合に連携させるシグナリング経路を調節する。前記はまた、細胞周
期における細胞質分裂の最中に必須の微小管依存シグナリング、並びに、微小管の安定並
びに細胞遊走及び接着に必要な他のシグナリング経路にも関与する。
　TXN（チオレドキシン）はホモダイマーを形成し、その活性中心ジチオールのジスルフ
ィドへの可逆的酸化における酸化還元反応に必要とされ、ジチオール-ジスルフィド交換
反応を触媒する。チオレドキシンは乳房粘液性癌腫と関連すると報告された。
　ET-1（エンドセテリン1）は、血管内皮細胞によって産生される強力な血管収縮因子で
ある。前記は、全ての組織（非血管構造物、例えば上皮細胞、グリア、及びニューロンを
含む）で広く発現されるエンドセリン受容体と結合する。血管緊張維持におけるその主要
な役割はさておき、ET-1はまた有糸分裂共助活性を有し他の増殖因子の作用を強化すると
提唱されている。
　UBE2C（ユビキチン結合酵素E2C）は、E2ユビキチン結合酵素ファミリーに属する。前記
はユビキチン付加（分解のために異常タンパク質を標的とする重要な細胞機構である）に
必要とされる3つの酵素の1つである。より具体的には、UBE2Cは有糸分裂期サイクリンの
標的としての分解及び細胞周期の進行のために必要である。したがって、このタンパク質
はまた癌進行に関与しうると考えられている。
　HDGF2はヘパトーマ由来増殖因子2と称される。多様な腫瘍で高度に発現されるこのタン
パク質は、いくつかの腫瘍の発育及び進行で中枢的役割を果たすと報告されている。その
メカニズムはこれまで同定されてはいないが、HDGF2は有糸分裂促進活性、血管形成活性
、神経栄養活性、抗アポトーシス活性を有すると提唱されている。
　EGF21（線維芽細胞増殖因子21）はEGFファミリーのファミリーメンバーである。EGFフ
ァミリーは、胚の発育、細胞増殖、形態形成、組織修復、腫瘍の増殖及び侵襲を含む様々
な生物学的プロセスに関与する。より具体的には、EGF21は、グルコース輸送因子SLC2A1/
GLUT1発現の誘発を介して、種々の脂肪細胞のグルコースアップデートを刺激する。EGF21
は脂肪性肝疾患と関係することが報告されている。
【０００８】
　LECT2（白血球細胞由来ケモタキシン1）は、好中球への走化性因子として働く分泌性タ
ンパク質であり、軟骨細胞及び骨芽球の増殖を刺激する。このタンパク質は急性肝不全に
関係する。
　SOD1（スーパーオキシドジスムターゼ1）はCu/Zn含有抗酸化酵素であり、サイトゾル、
核及びミトコンドリアの膜間間隙で遊離超酸化ラジカルを分子性酸素及び過酸化水素に分
解するために必要である。前記は、サイトゾルの超酸化物を低レベルで維持し、したがっ
て酸化ストレス及びそれに続く細胞死から細胞を保護するために重要である。
　STMN4（スタスミン様4）は小さな調節性タンパク質であり、前記は、多様な細胞内シグ
ナリング経路統合を中継し、順繰りに細胞の増殖、分化及び機能を制御すると考えられる
。このタンパク質はまた、微小管の重合の阻害及び/又は微小管の脱重合の促進によって
微小管の動的変化の制御に寄与することが示されている。
　ミッドカイン又はNEGF2（神経突起増殖促進因子2）は、ヘパリンと結合しレチノイン酸
に応答性である分泌性増殖因子である。ミッドカインは、細胞増殖、遊走、及び血管形成
を特に腫瘍発生時に促進する。ミッドカインは乳房の腺癌及び軟組織肉腫と関係すること
が既に示されている。
　IL-17A（インターロイキン17A）は、活性化T細胞によって産生される炎症誘発性サイト
カインである。IL-17Aは、NF-カッパB及びマイトジェン活性化タンパク質キナーゼの活性
を調節し、IL6及びシクロオキシゲナーゼ2の発現を刺激し、さらに一酸化窒素の生成を強
化する。いくつかの慢性炎症及び硬化症は通常IL-17Aの上昇と関係している。
　IL-26（インターロイキン26）はIL-10サイトカインファミリーに属し、活性化T細胞に
よって産生され、シグナルトランスダクションに関して上皮細胞を標的とする。IL-26は
、細胞表面のグリコサミノグリカン（例えばヘパリン、ヘパラン硫酸、及びデルマタン硫
酸）と強力に結合する（グリコサミノグリカンは生成細胞及び標的細胞の表面でIL-26を
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濃縮するためにコレセプターと同様に働く）。
【０００９】
　発明の詳細な説明
　以下の記述では、一バイオマーカー/複数バイオマーカー、好ましい例としての検出/検
証/識別/定量方法の対応する実施態様が示される。改変（付加及び/又は置換を含む）が
本発明の範囲及び趣旨を外れることなく実施できることは当業者には理解されるであろう
。具体的な詳細は本発明を曖昧にしないようにして省略されることがあるが、しかしなが
ら本開示は、煩雑な実験を行うことなく本明細書の教示を当業者が実行できるように記載
される。
　本発明では、肝臓癌の検出及び定量用の肝臓腫瘍バイオマーカーセットがまず初めに、
対になる患者生検（腫瘍生検対近接正常組織）間におけるタンパク質発現パターンの相違
を解明する二次元/質量分析によって識別される（図１）。これらバイオマーカーは、パ
ラフィン切片HCCブロックでの免疫組織染色、及びHCC患者血清のウェスタンブロット分析
によって検証される。これによって、肝臓癌診断の目的のために本発明で評価される15の
バイオマーカーの最終的一覧が得られる（図2）。
　標的とされるバイオマーカーのアミノ酸配列に基づいて、業者により合成されたcDNAク
ローンをバイオマーカーセットの発現に利用した（図3）。続いてcDNAクローンから発現
されたタンパク質を一連の精製工程に付した（図4）。続いて前記精製バイオマーカーを
安定なアミド結合を介してバイオプレックスビーズと結合させる。バイオプレックスは蛍
光微小球ビーズの一タイプであり、多重構成群における識別のために個々に固有の蛍光シ
グナルを提供するパネルとして入手できる。ビーズ上のバイオマーカーは、特異的な一次
抗体によって認識され、前記一次抗体は続いてPE結合抗ヒト二次抗体と結合される（図7
）。したがって、バイオプレックス装置は複合体から生じる2つのシグナルを同時に測定
する。バイオプレックスビーズによって提供される蛍光は識別因子として機能し、一方、
PEから生じるシグナルは複合体にバイオマーカーが存在することを示す。これはまた、連
なった抗体が結合したバイオマーカービーズ結合物を、抗体との非免疫反応によるバイオ
マーカービーズから区別するために役立つ。
【００１０】
　本発明のバイオマーカーの意義を証明するために、cDNAクローンを制限酵素切断によっ
て確認する（図8）。形質転換細菌をIPTGによって誘発しバイオマーカータンパク質を発
現する。SDS-PAGE及びクーマシーブルー染色によって実証したタンパク質発現は当該タン
パク質バンドを示す（図9a－e）、Hisタグ付きBmil、SOD1及びIL-17Aタンパク質をAKTAに
よって精製し（図10a－c）、続いてSDS-PAGE及びクーマシーブルー染色によって検証する
（図11a－c）。
　前記試験の感度は抗体の連続希釈でスパイクすることによって測定される。シグナルを
提供することができる添加抗体の最も低い濃度が、該当する個々のバイオマーカーの感度
を示す。他方で、抗体の連続希釈に対するPEの蛍光強度を示す標準曲線を構築する（図12
）。標準曲線は、PE強度を比較することによって患者血清中のバイオマーカー特異的自己
抗体の濃度の概算に用いられるであろう。
　本発明では、個々に固有の蛍光を提供する15の異なるバイオプレックスビーズの多重混
合物をバイオマーカーセットに結合させ、プレートのウェルに予めロードする（図13）。
自己抗体を含む患者血清をウェルにロードし、バイオマーカー結合物と相互作用させる。
続いてPE結合二次抗体を添加し、自己抗体と結合させる。この装置で、過剰な二次抗体を
洗い流し、バイオマーカービーズ結合物及び連なった抗体を含む複合体を個々に測定する
。バイオプレックスビーズの固有の蛍光はバイオマーカーを識別し、一方、同じ複合体の
PEシグナルは一次抗体として自己抗体の存在を示す（図7）。総合すれば、この測定は、
患者血清中の自己抗体の存在及び相対的濃度を示唆するであろう。
【００１１】
　標準的な任意抽出試験設計では、健康グループと肝臓癌と診断された患者との間の自己
抗体の相対的レベルの平均が比較される。スチューデントt検定を用いて、変動有意性を
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分析する。有意差は、当該バイオマーカーが肝臓癌で特異的であることを示す。検証試験
後、バイオマーカー特異的自己抗体の濃度範囲が肝臓癌陽性及び陰性患者について得られ
、将来の診断のための参照点として供される。他方で、自己抗体の発現パターンもまた種
々の病期の肝臓癌患者間で比較される。バイオマーカー発現のシグネチャーパターンはHC
Cの病期を示すであろう。
　相対的自己抗体レベル及びバイオマーカーの発現パターンを総合すれば、本発明は通常
的な肝臓癌診断を補完する種々の手段を示す。本発明はさらに本発明の患者血清における
検証された標的に対する自己抗体の非侵襲的検出を可能にし、前記非侵襲的検出は当該疾
患の程度及び特徴を識別する。I期肝臓癌の早期検出はさておき、本発明はまた、病期決
定のためのシグネチャーパターンの作製、及び乳房切除術後又は化学療法処置後のモニタ
リング期間における再発の検出を可能にする。
　実施例
　以下の実施例は、本発明の範囲を限定する意図無しに本発明の具体的な実施態様を記述
することによって提供される。
【実施例１】
【００１２】
　実施例1a：患者生検からのタンパク質抽出
　500mgの対になる患者生検（腫瘍生検対近接正常組織）を収集し、PBSで洗浄する。前記
組織を液体窒素に沈めることによって凍結させ、直ちに乳鉢と乳棒で均質にする。この均
質化サンプルに、溶解溶液（8M尿素、4% CHAPS、2% IPG緩衝液、0.2mg/mL PMSF）を添加
し、続いて組織が完全に分散するまで少なくとも5分間ボルテックスミキサーにかける。
続いて、溶解物を14,000rpmで10分間、4℃で遠心分離することによって清澄にする。上清
をさらに2Dクリーンアップキット（Amersham）で清浄にして、塩及び不純物を除去する。
ペレットを最小体積の再水和溶液（DTT無し及びIPG緩衝液添加）で再懸濁させる。続いて
タンパク質濃度をBio-Radタンパク質アッセイで測定し、200g/チューブのアリコットを-7
0℃で保存する。
　実施例1b：二次元電気泳動によるタンパク質分離
　1mLの再水和ストック溶液に、2.8mgのDTT、5μLのファーマライト又はIPG緩衝液、及び
2μLのブロモフェノールブルーを添加する。50－100μgのタンパク質サンプルを、250μL
の再水和溶液を含有する13cmのイモビリンドライストリップ（Immobiline DryStrip）（I
PG細片）に添加する。保護カバーを除去した後、ゲル側の面を下にしてこのIPG細片を細
片ホルダーに適切に置き、カバー液を重層して電気泳動時の脱水を防ぐ。続いて、等電点
電気泳動（一次元電気泳動）のために前記細片をEttan IPGphor（Amersham）に配置する
。
　一次元電気泳動後、このIPG細片を平衡溶液（6M尿素、2% SDS、50mMトリスHCl（pH6.8
）、30%グリセロール、0.002%ブロモフェノールブルー、100mgDTT/10mL緩衝液、及び250m
g IAA/10mL緩衝液）で平衡化させ、続いて1ｘSDS泳動緩衝液で4－5回洗浄する。このIPG
細片を二次元ゲルの上に置き、シーリング溶液（1ｘSDS泳動緩衝液中に0.5%の低温融解ア
ガロース、0.002%のブロモフェノールブルー）を重層する。続いて、二次元電気泳動を最
初に30mAで15分、続いて60mAで3－4時間実施する。
　二次元電気泳動完了時に、当該ゲルをカセットから取り出し、固定し硝酸銀で染色する
。15のアップレギュレートされたタンパク質を表す15のスポットを識別する（図1）。タ
ンパク質の識別のために（図2）、銀染色したゲルスライスを脱染色し、さらにトリプシ
ン消化してMALDI-TOF分析のためにゲルからタンパク質を遊離させる。
【実施例２】
【００１３】
　実施例2a（配列番号:1）
　Bmilのアミノ酸配列
MHRTTRIKITELNPHLMCVLCGGYFIDATTIIECLHSFCKTCIVRYLETSKYCPICDVQVHKTRPLLNIRSDKTLQDIVY
KLVPGLFKNEMKRRRDFYAAHPSADAANGSNEDRGEVADEDKRIITDDEIISLSIEFFDQNRLDRKVNKDKEKSKEEVND
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KRYLRCPAAMTVMHLRKFLRSKMDIPNTFQIDVMYEEEPLKDYYTLMDIAYIYTWRRNGPLPLKYRVRPTCKRMKISHQR
DGLTNAGELESDSGSDKANSPAGGIPSTSSCLPSPSTPVQSPHPQFPHISSTMNGTSNSPSGNHQSSFANRPRKSSVNGS
SATSSG
　実施例2b（配列番号:2）
　VCC1のアミノ酸配列
MKVLISSLLLLLPLMLMSMVSSSLNPGVARGHRDRGQASRRWLQEGGQECECKDWFLRAPRRKFMTVSGLPKKQCPCDHF
KGNVKKTRHQRHHRKPNKHSRACQQFLKQCQLRSFALPL
　実施例2c（配列番号:3）
　SUMO-4のアミノ酸配列
MANEKPTEEVKTENNNHINLKVAGQDGSVVQFKIKRQTPLSKLMKAYCEPRGLSVKQIRFRFGGQPISGTDKPAQLEMED
EDTIDVFQQPTGGVY
　実施例2d（配列番号:4）
　RhoAのアミノ酸配列
MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFENYVADIEVDGKQVELALWDTAGQEDYDRLRPLSYPDTDVI
LMCFSIDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCPNVPIILVGNKKDLRNDEHTRRELAKMKQEPVKPEEGRDMANRIGAFGYMECS
AKTKDGVREVFEMATRAALQARRGKKKSGCLVL
　実施例2e（配列番号:5）
　TXNのアミノ酸配列
MVKQIESKTAFQEALDAAGDKLVVVDFSATWCGPCKMIKPFFHSLSEKYSNVIFLEVDVDDCQDVASECEVKCMPTFQFF
KKGQKVGEFSGANKEKLEATINELV
　実施例2f（配列番号:6）
　ET-1のアミノ酸配列
MDYLLMIFSLLFVACQGAPETAVLGAELSAVGENGGEKPTPSPPWRLRRSKRCSCSSLMDKECVYFCHLDIIWVNTPEHV
VPYGLGSPRSKRALENLLPTKATDRENRCQCASQKDKKCWNFCQAGKELRAEDIMEKDWNNHKKGKDCSKLGKKCIYQQL
VRGRKIRRSSEEHLRQTRSETMRNSVKSSFHDPKLKGNPSRERYVTHNRAHW
　実施例2g（配列番号:7）
　UBE2Cのアミノ酸配列
MASQNRDPAATSVAAARKGAEPSGGAARGPVGKRLQQELMTLMMSGDKGISAFPESDNLFKWVGTIHGAAGTVYEDLRYK
LSLEFPSGYPYNAPTVKFLTPCYHPNVDTQGNICLDILKEKWSALYDVRTILLSIQSLLGEPNIDSPLNTHAAELWKNPT
AFKKYLQETYSKQVTSQEP
　実施例2h（配列番号:8）
　HDGF2のアミノ酸配列
MARPRPREYKAGDLVFAKMKGYPHWPARIDELPEGAVKPPANKYPIFFFGTHETAFLGPKDLFPYKEYKDKFGKSNKRKG
FNEGLWEIENNPGVKFTGYQAIQQQSSSETEGEGGNTADASSEEEGDRVEEDGKGKRKNEKAGSKRKKSYTSKKSSKQSR
KSPGDEDDKDCKEEENKSSSEGGDAGNDTRNTTSDLQKTSEGT
　実施例2i（配列番号:9）
　FGF21のアミノ酸配列
MDSDETGFEHSGLWVSVLAGLLLGACQAHPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESL
LQLKALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRG
PARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYAS
　実施例2j（配列番号:10）
　LECT2のアミノ酸配列
MFSTKALLLAGLISTALAGPWANICAGKSSNEIRTCDRHGCGQYSAQRSQRPHQGVDVLCSAGSTVYAPFTGMIVGQEKP
YQNKNAINNGVRISGRGFCVKMFYIKPIKYKGPIKKGEKLGTLLPLQKVYPGIQSHVHIENCDSSDPTAYL
　実施例2k（配列番号:11）
　SOD1のアミノ酸配列
MATKAVCVLKGDGPVQGIINFEQKESNGPVKVWGSIKGLTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTSAGPHFNPLSRKHGGPKDEER
HVGDLGNVTADKDGVADVSIEDVISLSGDHCIIGRTLVVHEKADDLGKGGNEESTKTGNAGSRLACGVIGIAQ
　実施例2l（配列番号:12）
　STMN4のアミノ酸配列
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MTLAAYKEKMKELPLVSLFCSCFLADPLNKSSYKYEADTVDLNWCVISDMEVIELNKCTSGQSFEVILKPPSFDGVPEFN
ASLPRRRDPSLEEIQKKLEAAEERRKYQEAELLKHLAEKREHEREVIQKAIEENNNFIKMAKEKLAQKMESNKENREAHL
AAMLERLQEKDKHAEEVRKNKELKEEASR
　実施例2m（配列番号:13）
　ミッドカインのアミノ酸配列
MQHRGFLLLTLLALLALTSAVAKKKDKVKKGGPGSECAEWAWGPCTPSSKDCGVGFREGTCGAQTQRIRCRVPCNWKKEF
GADCKYKFENWGACDGGTGTKVRQGTLKKARYNAQCQETIRVTKPCTPKTKAKAKAKKGKGKD
　実施例2n（配列番号:14）
　IL-17Aのアミノ酸配列
MTPGKTSLVSLLLLLSLEAIVKAGITIPRNPGCPNSEDKNFPRTVMVNLNIHNRNTNTNPKRSSDYYNRSTSPWNLHRNE
DPERYPSVIWEAKCRHLGCINADGNVDYHMNSVPIQQEILVLRREPPHCPNSFRLEKILVSVGCTCVTPIVHHVA
　実施例2o（配列番号:15）
　IL-26のアミノ酸配列
MLVNFILRCGLLLVTLSLAIAKHKQSSFTKSCYPRGTLSQAVDALYIKAAWLKATIPEDRIKNIRLLKKKTKKQFMKNCQ
FQEQLLSFFMEDVFGQLQLQGCKKIRFVEDFHSLRQKLSHCISCASSAREMKSITRMKRIFYRIGNKGIYKAISELDILL
SWIKKLLESSQ
【実施例３】
【００１４】
　実施例3a：バイオマーカーセットの発現
　バイオマーカーセットをコードするcDNA挿入物を含むHisタグ付加プラスミドでDH5コン
ピテント細胞を形質転換する（301、図3）。単独コロニーを採取し細菌培養で増殖させる
。プラスミド数を増加させ、ミニプレップにより細菌から抽出する。このプラスミドでさ
らにBL21DE3又はBL21DE3pLysSコンピテント細胞を形質転換する。形質転換細菌を選別し
、2X 100mL LB培地で増殖させる。細菌培養が0.06の光学密度に達したとき、200μMのIPT
Gを100mLの細菌培養に添加する（303）。IPTGを含まない別の100mLの細菌培養を陰性コン
トロールとして用いる。これら細菌培養を振盪しながら30℃でインキュベートする。イン
キュベーション3時間後及び一晩インキュベートした翌朝に500μLの細菌培養を取り置き
、-20℃で保存する。
　IPTG誘発及び非誘発細菌培養を500mLの遠心分離瓶で一緒に混合する。9000rpmで20分間
4℃にて遠心分離して細菌細胞を収集する（304）。500μLの上清を別の陰性コントロール
として取り置き、残りの上清を廃棄する。種々の時点で収集した細菌培養及び陰性コント
ロールをSDS-PAGEで泳動し、タンパク質を分離する（305）。続いてゲルを一晩クーマシ
ーブルーで染色する。ゲルを脱染色した後で、タンパク質の誘発を、サイズのチェック及
び陰性コントロールとの比較によって確認することができる。
　実施例3b：バイオマーカーセットのタンパク質精製
　細菌の細胞ペレットをボルテックスミキサーにより室温で10mLの可溶化緩衝液に再懸濁
する。前記再懸濁細胞を氷上で50mLの遠心分離管で維持し、細胞を超音波（振幅70%、30
秒の10ラウンド、30秒間隔）によって完全に溶解する（401、図4）。溶解細胞を10,000rp
mで1時間、4℃で遠心分離する（402）。上清を透析チューブに移し、1Lの非ろ過開始緩衝
液に沈め4℃で4－6時間持続的に撹拌する（403）。さらにもう1Lの開始緩衝液で透析を一
晩続行する。さらに上清を0.22μmのフィルターディスク及び注射器でろ過する。0.1Mの
硫酸ニッケルを充填したHiTrapキレートカラムを備えたAKTA装置（404）に、ろ過サンプ
ルをロードする（405）。溶離液が自動的に収集されるようにプログラムをAKTA装置に設
定する（406）。種々の分画の精製タンパク質をSDS-PAGE分析でチェックする（407）。
【実施例４】
【００１５】
　実施例4a：バイオプレックスビーズとタンパク質の結合
　製造業者のマニュアルにしたがい、バイオマーカーセットの精製タンパク質をバイオプ
レックスビーズ（Bio-Rad）に結合させる（501）。略記すれば、未結合ビーズを30秒ボル
テックスミキサーにかけ、続いて15秒間超音波処理する。100μLのビーズを最大速度で4
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液で遠心分離により洗浄した後、このビーズを80μLのビーズ活性化緩衝液に再懸濁する
。前記ビーズに、新しく調製した50mg/ｍLのS-NHS（10μL）及び新しく調製した50mg/mL
のEDAC（10μL）を添加し、続いて暗所で室温にて20分間インキュベートする（図6）。続
いてビーズを150μLのPBSで2回洗浄する。
　前記洗浄ビーズに、10μgのタンパク質を添加し、全体積をPBSで500μLにし、暗所で振
盪しながら2時間インキュベートする。最大速度で4分間遠心分離した後、上清を除去する
。250μLのブロッキング緩衝液を前記ビーズに添加して30分間暗所で振盪し、続いて最大
速度で4分間遠心分離し上清を除去する。このビーズをざっと洗浄し、続いて保存緩衝液
に再懸濁し4℃で保存する。ビーズの数を血球計算盤で計測する。
　実施例4b：タンパク質-ビーズ結合の検証
　HTS 96ウェルプレートに、50μLの結合済みバイオプレックスビーズ（100ビーズ/μL）
を添加し、一次抗体、続いて二次抗体を反応させる（502）。市場で入手できる当該バイ
オマーカーセットに対する一次抗体の連続希釈を、8,000、4,000、1,000、250、62.5、15
.625、3.906、0.977、0.244及び0.061ng/mLのように調製する。50μLの各希釈物を各ウェ
ルに添加する。ウェルから一次抗体除去及び一次抗体と二次抗体の両抗体除去によって2
つの陰性コントロールを実施する。続いて金属箔でプレートを封じ、350rpmで30分間光へ
の曝露を避けてシェーカー上で維持する。
　インキュベーション後、150μLのPBSで3回ビーズを洗浄する。50μLのPE-結合二次抗体
（8,000ng/mL）を、陰性コントロールを除いて各ウェルに添加する。プレートを再び封じ
、暗所で振盪しながら30分間インキュベートする。続いて過剰な抗体をPBSで洗い流す。
バイオプレックス装置の目盛りをカリブレーションキット及び検証キットで調整する。当
該装置にHTSプレートをロードした後、バイオプレックスビーズ及び二次抗体結合PE（503
）の両方のシグナルを測定する（模式図は図7に示されている）。検定曲線はLogistic-5P
Lによって作成される。
　実施例4c：血清サンプルの収集及びバイオプレックスシステムによる自己抗体の測定
　全血サンプルを37℃で1時間静置して凝固させる。室温で10分間1000gにて遠心分離した
後、上清の自己抗体を含む血清を収集する。必要な時は血清をPBSで希釈する。バイオマ
ーカーセットを結合させたバイオプレックスビーズを予めロードしたHTSプレートに、血
清サンプルをロードし、振盪しながら30分インキュベートする（図13）。実施例4bに記載
した工程と同様に、50μLのPE-結合二次抗体（8000ng/mL）をPBS洗浄ビーズに添加し、続
いてさらに30分間振盪する。3ラウンドの洗浄後、プレートをバイオプレックス装置にロ
ードし、蛍光シグナルを測定する（504）。続いて自己抗体の濃度を標準曲線から計算す
る。
　本発明のこれまでの記載は例示及び説明のために提供されてきた。網羅することも又は
開示した厳密な形態に本発明を制限することも前記は意図していない。多くの改変及び変
型が当業者には明白であろう。
　本発明の原理及びその実際の適用をもっともよく説明し、それによって意図される具体
的な使用に適切な多様な実施態様及び多様な改変について当業者の理解を可能にするため
に、本実施態様は選択され記述されている。本発明の範囲は以下の特許請求の範囲及びそ
れらの等価物によって規定されることが意図される。
【００１６】
　工業的応用
　ここに特許請求される方法及び15の識別バイオマーカーを含むキットは、肝臓癌を検出
し及び/又は病期を決定するために患者の血清で自己抗体の存在を識別及び定量するため
に用いることができるだけでなく、肝臓癌の特異的な治療のためにこれらのマーカーを標
的とする医薬を開発するためにもまた有用である。
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