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【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３７】
　本発明のモノクローナル抗体の断片は、化学的に、又は組換えＤＮＡ法を用いることに
よって、合成したものであってもよい。例えば、組換えＤＮＡ法を用いて新たに合成され
た抗体断片が挙げられる。具体的には、限定はしないが、本発明のモノクローナル抗体の
一以上のＶＬ及び一以上のＶＨを適当な長さと配列を有するリンカーペプチド等を介して
人工的に連結させた一量体ポリペプチド分子、又はその多量体ポリペプチドが該当する。
このようなポリペプチドの例としては、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ：ｓｉｎｇｌｅ ｃｈａｉ
ｎ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ）（Ｐｉｅｒｃｅ ｃａｔａ
ｌｏｇ ａｎｄ Ｈａｎｄｂｏｏｋ、１９９４－１９９５、Ｐｉｅｒｃｅ Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ ｃｏ．、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ参照）、ダイアボディ（ｄｉａｂｏｄｙ）、トリア
ボディ（ｔｒｉａｂｏｄｙ）又はテトラボディ（ｔｅｔｒａｂｏｄｙ）等の合成抗体等が
挙げられる。免疫グロブリン分子において、ＶＬ及びＶＨは、通常別々のポリペプチド鎖
（Ｌ鎖とＨ鎖）上に位置するが、一本鎖Ｆｖは、これらの可変領域を十分な長さの柔軟性
リンカーによって連結し、１本のポリペプチド鎖にＶＬ及びＶＨを包含した構造を有する
合成抗体断片である。一本鎖Ｆｖ内において両可変領域は、互いに自己集合して１つの機
能的な抗原結合部位を形成することができる。一本鎖Ｆｖは、それをコードする組換えＤ
ＮＡを、公知技術を用いてファージゲノムに組み込み、発現させることによって得ること
ができる。ダイアボディは、一本鎖Ｆｖの二量体構造を基礎とした構造を有する分子であ
る（Ｈｏｌｌｉｇｅｒ ｅｔ ａｌ.、１９９３、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ.
ＵＳＡ、９０：６４４４－６４４８）。例えば、前記リンカーの長さが約１２アミノ酸残
基よりも短い場合、一本鎖Ｆｖ内の２つの可変部位は自己集合できないが、ダイアボディ
を形成させることにより、すなわち、２つの一本鎖Ｆｖを相互作用させることにより、一
方のＦｖ鎖のＶＬが他方のＦｖ鎖のＶＨと集合可能となり、２つの機能的な抗原結合部位
を形成することができる（Ｍａｒｖｉｎ ｅｔ ａｌ、２００５、Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌ．Ｓｉｎ．、２６：６４９－６５８）。さらに、一本鎖ＦｖのＣ末端にシステイン
残基を付加させることにより、２本のＦｖ鎖同士のジスルフィド結合が可能となり、安定
的なダイアボディを形成させることもできる（Ａｌａｆｓｅｎ ｅｔ ａｌ、２００４、Ｐ
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ｒｏｔ．Ｅｎｇｒ．Ｄｅｓ．Ｓｅｌ．、１７：２１－２７）。このようにダイアボディは
二価の抗体断片であるが、それぞれの抗原結合部位が同一エピトープと結合する必要はな
く、それぞれが異なるエピトープを認識し、特異的に結合する二重特異性を有していても
構わない。トリアボディ、及びテトラボディは、ダイアボディと同様に一本鎖Ｆｖ構造を
基本としたその三量体構造及び四量体構造を有する。それぞれ、三価、及び四価の抗体断
片であり、多重特異性抗体であってもよい。さらに、本発明の抗体断片は、ファージディ
スプレイライブラリーを用いて同定された抗体断片（例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ ｅ
ｔ ａｌ．、１９９０、Ｎａｔｕｒｅ、Ｖｏｌ．３４８、５５２－５５４参照）であって
、かつ抗原結合能力を有しているものが含まれる。この他、例えば、Ｋｕｂｙ、Ｊ．、Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、３ｒｄ Ｅｄ．、１９９８、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ＆Ｃｏ．、Ｎ
ｅｗ Ｙｏｒｋも参照されたい。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６５】
　抗ＡＰＯＡ２モノクローナル抗体産生ハイブリドーマ由来、例えば、上記「１－３－２
（２）」の手法で取得した抗ＡＰＯＡ２タンパク質末端モノクローナル抗体産生ハイブリ
ドーマ由来の抗体における可変領域のアミノ酸配列をコードする塩基配列を用いて、ＶＨ
及びＶＬの塩基配列を任意のヒトＣＨ、及びヒトＣＬをコードする塩基配列にそれぞれ連
結し、それぞれのポリヌクレオチドを適当な発現ベクターに組み込み、宿主細胞に導入後
、完全な免疫グロブリン分子として発現させることもできる。また、ＣＤＲグラフト抗体
技術を用いて、上記「１－３－２（２）」の手法で取得した抗ＡＰＯＡ２タンパク質末端
モノクローナル抗体産生ハイブリドーマ由来の抗体における可変領域のアミノ酸配列のう
ち、各ＣＤＲ配列のアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドをヒトＦＲ配列のアミノ
酸配列をコードするポリヌクレオチドを所定の順序で連結し、適当な発現ベクターに組み
込み、宿主細胞に導入後、完全な免疫グロブリン分子として発現させてもよい。このとき
重鎖と軽鎖とが同一宿主細胞内で発現し、重鎖／軽鎖からなる二量体として産生できるよ
うにすると便利である。具体的には、例えば、軽鎖発現ベクター及び重鎖発現ベクターに
より細胞を共形質転換し、この形質転換細胞から本発明による抗体を得ることもできる。
又は、上記可変領域のアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドをそのまま適当な発現
ベクターに組み込み、宿主細胞に導入後、免疫グロブリン分子の断片として発現させるこ
ともできる。あるいは、上述したように、前記アミノ酸配列を含むＶＬ及びＶＨ、又は軽
鎖及び重鎖をそれぞれコードするポリヌクレオチドを適当なリンカーで連結してファージ
に組み込んだ一本鎖Ｆｖとして、又はダイアボディ等の合成抗体断片として発現させても
よい。その他、近年開発された、遺伝子工学技術を活用して組換え抗体をファージ表面に
発現させるファージディスプレイ抗体技術（Ｂｒｉｎｋｍａｎｎ ｅｔ ａｌ.、１９９５
、Ｊ. Ｉｍｍｕｎｏｌ. Ｍｅｔｈｏｄｓ、１８２、４１－５０、国際公開ＷＯ９７／１３
８４４号、同９０－０２８０９号）により、人工的に重鎖、軽鎖をコードする遺伝子をシ
ャッフリングさせ多様化した一本鎖Ｆｖ抗体をファージ融合タンパクとして発現させ、特
異抗体を得ることもできる。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６９】
　形質転換の宿主としては、上記「１－２．免疫原の調製」に記載した宿主の他、ＳＰ２
／０（マウスミエローマ）細胞（Ｅｕｒｏｐｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒ 
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Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ（１９９６） Ｖｏｌ．５、５１２－５１９；Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ
ａｒｃｈ（１９９０）Ｖｏｌ．５０、１４９５－１５０２）が好適に用いられる。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１１９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１１９】
　　・数式１：a (ＡＰＯＡ２－ＡＴＱ) + b (ＡＰＯＡ２－ＡＴ) + d
（式中、a, ｂ, ｄはゼロでない任意の実数、ＡＰＯＡ２－ＡＴＱは、ＡＰＯＡ２－ＡＴ
Ｑタンパク質の前記測定値、ＡＰＯＡ２－ＡＴは、ＡＰＯＡ２－ＡＴタンパク質の量の前
記測定値を表す。）
　本手法はＡＵＣ値＝０．９４３を示し、比較例１及び２と比べて、非常に高い胆道癌判
別精度を示すことが確かめられた。
（実施例３）血中ＡＰＯＡ２－ＡＴＱタンパク質量と血中ＡＰＯＡ２－ＡＴタンパク質量
、及び血中ＡＰＯＡ２－ＡＴＱタンパク質量と血中ＡＰＯＡ２－ＡＴタンパク質量の積を
組み合わせた胆道癌の判別
　ＡＰＯＡ２タンパク質バリアントであるＡＰＯＡ２－ＡＴＱタンパク質とＡＰＯＡ２－
ＡＴタンパク質の量の測定値と、その積を用いて、以下の統計処理により、健常者と胆道
癌患者の判別を行った。目的変数として、胆道癌患者を「１」、健常者を「０」と定義し
、比較例１及び比較例２で得られた２種のＡＰＯＡ２タンパク質のバリアント（ＡＰＯＡ
２－ＡＴＱタンパク質とＡＰＯＡ２－ＡＴタンパク質）の測定値とその積を説明変数とし
てロジスティック回帰分析を行い、判別式とＡＵＣ値を算出した。作成した判別式は以下
に示す通りとなった。
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摘要(译)

本发明提供了一种通过使用抗-APOA2抗体，用于该方法的抗-APOA2抗
体和含有该抗体的胆道癌，通过测量受试者样品中APOA2蛋白的变体的
量来检测胆道癌的方法。 提供一个工具包。
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