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(57)【要約】
【課題】癌の診断、予想又は予後の指標として用いるこ
とのできる被験体中の癌細胞の存在データを収集するデ
ータ収集方法を提供すること。
【解決手段】被験体から採取した検体中のアネキシンと
その自己抗体との複合体の存在量を測定することにより
、前記被験体中の癌細胞の存在データを収集する、デー
タ収集方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体から採取した検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量を測定する
ことにより、前記被験体中の癌細胞の存在データを収集する、データ収集方法。
【請求項２】
　前記被験体中の癌細胞の存在データは、
　前記複合体の存在量が、前記被験体とは異なる被験体から採取した検体中のアネキシン
とその自己抗体との複合体の存在量より多いとのデータである、請求項１に記載のデータ
収集方法。
【請求項３】
　前記検体が血液由来検体である、請求項１又は２に記載のデータ収集方法。
【請求項４】
　前記癌が膵臓癌である、請求項１～３のいずれか一項に記載のデータ収集方法。
【請求項５】
　アネキシンとその自己抗体との複合体の存在量の測定が、
　アネキシンとその自己抗体との複合体に、アネキシンに対する試薬抗体と自己抗体に特
異的に結合する結合物質とを作用させて、前記アネキシンとその自己抗体との複合体、試
薬抗体及び結合物質からなる免疫複合物を形成させ、
　該免疫複合物の存在量を測定することにより行われる、請求項１～４のいずれか一項に
記載のデータ収集方法。
【請求項６】
　前記試薬抗体又は結合物質が標識成分で標識されたものであり、
　前記免疫複合物の存在量の測定が、前記標識成分を測定することにより行われる、請求
項５に記載のデータ収集方法。
【請求項７】
　前記試薬抗体が水不溶性担体に結合しており、かつ前記結合物質が標識成分で標識され
たものである、請求項６に記載のデータ収集方法。
【請求項８】
　前記結合物質が、抗ＩｇＧ抗体である、請求項５～７のいずれか一項に記載のデータ収
集方法。
【請求項９】
　前記標識成分が、酵素又は放射性物質である、請求項６～８のいずれか一項に記載のデ
ータ収集方法。
【請求項１０】
　アネキシンとその自己抗体との複合体からなる腫瘍マーカー。
【請求項１１】
　前記腫瘍が膵臓癌である、請求項１０に記載の腫瘍マーカー。
【請求項１２】
　アネキシンに対する試薬抗体と、アネキシンの自己抗体に特異的に結合する結合物質と
を含む、検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量を測定するためのキット
。
【請求項１３】
　前記検体が血液由来検体である、請求項１２に記載のキット。
【請求項１４】
　検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体を免疫測定する、癌診断補助のための当
該複合体の免疫測定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、データ収集方法、キット及び腫瘍マーカーに関する。
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【背景技術】
【０００２】
　アネキシンは、真核生物の異なる組織と細胞型に偏在して発現するカルシウム依存性リ
ン脂質結合タンパクであり、少なくとも１０種類以上のファミリーメンバーが知られてい
る（例えば、非特許文献１参照）。また、アネキシンは、ホスフォリパーゼＡ２阻害活性
、抗凝固活性、カルシウム選択性チャンネル阻害活性を有しており、さらに、細胞骨格タ
ンパクに対して結合すること、細胞膜と小胞の集合に関与することなどが知られている。
【０００３】
　アネキシンと疾患との関連においては、多発性硬化症の発症又は実験的神経炎の発症に
伴って、アネキシン濃度が増加することが認められている。また、アネキシンに対する循
環自己抗体の発生及びレベルを測定し、癌の診断、予想又は予後の指標として用いること
が提案されている（特許文献１）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特表２００３－５３５３０９号公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｂｅｎｚ，Ｊ．　ａｎｄ　Ｈｏｆｍａｎｎ，Ａ．，　１９９７年，　Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，　３７８巻，　１７７－１８３頁
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、癌の診断、予想又は予後の指標として用いることのできる被験体中の癌細胞
の存在データを収集するデータ収集方法を提供することを目的とする。本発明はまた、そ
のようなデータ収集方法に用いられる新規な腫瘍マーカーを提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、膵臓癌等の癌患者及び健常者から得た血清検体中のアネキシンに対する
自己抗体のレベルには有意差がないことを見出した一方で、驚くべきことに、アネキシン
とその自己抗体との複合体のレベルに有意差があることを見出した。本発明はこの新規な
知見に基づくものである。
【０００８】
　すなわち、本発明は、被験体から採取した検体中のアネキシンとその自己抗体との複合
体の存在量を測定することにより、上記被験体中の癌細胞の存在データを収集する、デー
タ収集方法を提供する。
【０００９】
　アネキシンとアネキシンに対する自己抗体とから形成される複合体の存在量は、膵臓癌
等の癌患者において有意に増加する。したがって、被験体から採取した検体中のアネキシ
ンとその自己抗体との複合体の存在量を測定することにより、被験体中に膵臓癌等の癌に
由来する癌細胞が存在するかどうかを判定するための基礎となるデータを収集することが
できる。このデータは、癌の診断、予想又は予後の指標として用いることができる。
【００１０】
　上記被験体中の癌細胞の存在データは、上記複合体の存在量が、上記被験体とは異なる
被験体から採取した検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量より多いとの
データとすることができる。
【００１１】
　上記検体は、血液由来検体であることが好ましい。検体を血液由来検体とすることによ
り、献血、定期健康診断又は人間ドック等における血液検査の一項目として上記被験体中
の癌細胞の存在データを収集することも可能となる。これにより、膵臓癌等の癌の早期発
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見に役立つデータとすることができる。
【００１２】
　上記癌は膵臓癌とすることができる。
【００１３】
　アネキシンとその自己抗体との複合体の存在量の測定は、アネキシンとその自己抗体と
の複合体に、アネキシンに対する試薬抗体と自己抗体に特異的に結合する結合物質とを作
用させて、上記アネキシンとその自己抗体との複合体、試薬抗体及び結合物質からなる免
疫複合物を形成させ、その免疫複合物の存在量を測定することにより行われるものとする
ことができる。免疫複合物の存在量の測定をこのようにして行うことにより、検体中にア
ネキシン又はその自己抗体が単独で存在しているものによる測定値への寄与を排除して、
アネキシンとその自己抗体との複合体の存在量を特異的に測定することができ、より正確
なデータの収集が可能となる。
【００１４】
　上記試薬抗体又は結合物質が標識成分で標識されたものであり、上記免疫複合物の存在
量の測定が、その標識成分を測定することにより行われるものとすることが好ましい。こ
れにより、より簡便にデータの収集を行うことが可能となる。
【００１５】
　また、上記試薬抗体が水不溶性担体に結合しており、上記結合物質が標識成分で標識さ
れたものとすることができる。さらに、上記結合物質は抗ＩｇＧ抗体とすることができる
。さらにまた、上記標識成分は酵素又は放射性物質とすることができる。
【００１６】
　本発明はまた、アネキシンとその自己抗体との複合体からなる腫瘍マーカーを提供する
。アネキシンとその自己抗体との複合体は、膵臓癌等の癌患者においてその存在量が有意
に増加するものであるため、腫瘍マーカーとして利用することができる。さらに、上記腫
瘍マーカーは、膵臓癌マーカーとして利用することができる。
【００１７】
　本発明は更に、アネキシンに対する試薬抗体と、アネキシンの自己抗体に特異的に結合
する結合物質とを含む、検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量を測定す
るためのキットを提供する。本発明のキットはこのような構成を有していることにより、
検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量を特異的に測定することができる
。また、上記検体としては、血液由来検体であることが好ましい。
【００１８】
　本発明はまた、検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体を免疫測定する、癌診断
補助のための当該複合体の免疫測定方法を提供する。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明によれば、被験体中の癌細胞の存在データを収集するデータ収集方法が提供され
る。本発明のデータ収集方法によって収集されたデータは、被験体が膵臓癌などの癌に罹
患しているかどうかを判定するためのデータとして用いることができ、癌の診断、予想又
は予後の指標として有用である。
【００２０】
　また、本発明により、アネキシンとその自己抗体との複合体からなる腫瘍マーカーが提
供される。この複合体は特に担癌患者の血中に高値に出現するため、新規な腫瘍マーカー
として有用である。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】健常者、慢性膵炎患者及び膵臓癌患者の血清中のアネキシンとその自己抗体との
複合体の存在量を測定した結果を示すグラフである。
【図２】健常者及び膵臓癌患者の血清中内のアネキシンに対する自己抗体の存在量を測定
した結果を示すグラフである。
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【発明を実施するための形態】
【００２２】
　以下、本発明の実施形態について説明する。
【００２３】
　本発明のデータ収集方法は、被験体から採取した検体中のアネキシンとその自己抗体と
の複合体の存在量を測定することにより、前記被験体中の癌細胞の存在データを収集する
ものである。
【００２４】
　本発明のデータ収集方法は、最終的な診断を補助するための人体のデータ収集方法であ
り（手術、治療、診断のプロセスは含まれていない）、当該データを適用することにより
、医師が癌の存在を早期に発見することを助け、早期に治療へと移行することが可能とな
る。また、当該データは、治療前若しくは治療後の癌の診断、予想又は予後の指標として
用いることもできる。
【００２５】
　本明細書において「被験体中の癌細胞の存在データ」とは、被験体に癌細胞が存在する
ことを示唆する、又は示すデータを意味する。そのようなデータとしては、例えば、被験
体から採取した検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量が、前記被験体と
は異なる被験体（以下、「対照被験体」ともいう。）から採取した検体中のアネキシンと
その自己抗体との複合体の存在量より多いとのデータとすることができる。
【００２６】
　対照被験体には、データ収集の対象となっている被験体とは異なる被験体を採用すれば
よい。また、そのような対照被験体としては、癌を罹患していない被験体であることが好
ましく、健常者であることがより好ましい。
【００２７】
　対照被験体から採取した検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量は、被
験体から採取した検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量の測定と同様に
して行うことができる。また、被験体から採取した検体中のアネキシンとその自己抗体と
の複合体の存在量の測定に先立って予め測定しておいてもよく、同時に測定してもよく、
後から測定してもよい。
【００２８】
　複数の対照被験体について上記存在量を測定し、その平均値、標準偏差等の統計データ
を、対照被験体から採取した検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量とす
ることもできる。このような統計データを採用することにより、「被験体中の癌細胞の存
在データ」をより精度よく収集することが可能となる。
【００２９】
　検体としては、生体由来の試料が好適で、特に、血液由来検体が好適であり、血液由来
検体としては、全血、血漿、血清を例示できる。
【００３０】
　被験体は、好ましくは哺乳動物であり、より好ましくはヒトである。
【００３１】
　癌の種類としては、特に限定されるものではなく、例えば、咽頭癌、喉頭癌、甲状腺癌
、乳癌、肺癌、食道癌、胃癌、十二指腸癌、大腸癌、直腸癌、肝癌、胆嚢癌、膵臓癌、腎
臓癌、膀胱癌、前立腺癌、子宮癌、卵巣癌が挙げられる。
【００３２】
　本明細書において、「アネキシンとその自己抗体との複合体」とは、アネキシンタンパ
ク質とアネキシンタンパク質に対する自己抗体とが抗原抗体反応により結合した複合体を
意味し、本明細書では単に「複合体」と記載することもある。また、自己抗体とは、自己
の体内に存在する物質に対して自己の体内で産生される抗体のことをいう。
【００３３】
　アネキシンとしては、アネキシンタンパク質ファミリーのメンバーであればよい。例え
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ば、アネキシンとして、アネキシンＡ１、アネキシンＡ２、アネキシンＡ５とすることが
できる。
【００３４】
　検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量を測定する方法には、タンパク
質とそのタンパク質に対する抗体との複合体を測定する方法として当該技術分野で一般的
に用いられている方法を応用することができる。例えば、検体中のアネキシンとその自己
抗体との複合体に、アネキシンに対する試薬抗体及び自己抗体に特異的に結合する結合物
質を作用させて、複合体、試薬抗体及び結合物質とが結合して形成される免疫複合物（単
に、「免疫複合物」ともいう。）の存在量を測定することによって行うことができる。
【００３５】
　アネキシンに対する試薬抗体（単に、「試薬抗体」ともいう。）としては、アネキシン
タンパク質と特異的に結合する抗体であって、試薬として用いられるものが使用できる。
試薬抗体の産生動物種は、ヒト、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ウマ等のいずれでもよ
く、また試薬抗体の免疫グロブリン種は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤのい
ずれでもよい。また、試薬抗体は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、及びこれ
らの断片（抗原と結合能を有するもので、例えば、Ｈ鎖、Ｌ鎖、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２

等）のいずれでもよい。このような試薬抗体は、アネキシン全長タンパク質又はその断片
ペプチドを抗原として、上記した産生動物種に免疫して、その免疫動物から抗血清として
得ることができ、また、免疫動物からの脾細胞とミエローマ細胞とを融合して、その融合
細胞の中から、アネキシンに対する抗体を産生する融合細胞をスクリーニングして、得ら
れるハイブリドーマからモノクローナル抗体として得ることもできる。また、アネキシン
に対する試薬抗体は、抗アネキシン抗体として市販されており、それらの市販品を使用す
ることもできる。
【００３６】
　アネキシンに対する自己抗体に特異的に結合する結合物質（単に、「結合物質」ともい
う。）とは、アネキシンに対する自己抗体と結合可能な物質であればよい。この様な結合
物質としては、抗ＩｇＧ抗体、プロテインＡ、プロテインＧ、試薬としてのアネキシン抗
原を用いることができ、そのうち、抗ＩｇＧ抗体が好ましい。
【００３７】
　試薬としてのアネキシン抗原を用いる場合、アネキシンに対する自己抗体と抗原抗体反
応しうる抗原であれば特に限定しないが、アネキシン全長タンパク質、アネキシン全長タ
ンパク質の変異体（アネキシンに対する自己抗体と抗原抗体反応しうるものであり、かつ
、アネキシン全長タンパク質と９０％以上のアミノ酸配列の相同性を有するタンパク質又
はアネキシン全長タンパク質のアミノ酸配列から１個若しくは数個のアミノ酸残基が欠失
、置換若しくは付加したアミノ酸配列を有するタンパク質）、アネキシンの断片ペプチド
であってアネキシンの自己抗体と抗原抗体反応しうるペプチドを例示できる。アネキシン
全長蛋白質は、例えば、Ａｂｎｏｖａ社より入手可能であるが、全アミノ酸配列が既知で
あるので、アネキシン全長タンパク質やその変異体は、遺伝子組換え技術によっても合成
できる。アネキシンの断片ペプチドを用いるときは、アネキシン全長タンパク質を酵素分
解等によって各種のペプチド断片に切断して作成してもよいし、市販の自動ペプチド合成
装置を用いても容易に作成することができる。また、標的のアネキシンの断片ペプチドを
遺伝子組み換え技術によっても作成することができる。そのようにして得られたアネキシ
ン全長タンパク質の変異体や断片ペプチドを、アネキシンに対する自己抗体と反応させ抗
原抗体反応をするものを選択して試薬としてのアネキシン抗原として用いることができる
。上記した各ペプチド断片の全体のほか、その一部も使用できるし、それらの混合物も使
用でき、これらも試薬としてのアネキシン抗原に包含される。
【００３８】
　検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体に、試薬抗体及び結合物質を作用させる
と、アネキシンとその自己抗体との複合体、試薬抗体及び結合物質とからなる免疫複合物
が生成する。その免疫複合物を測定するには、試薬抗体又は結合物質のいずれかを標識成
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分で標識し、生成する免疫複合物中の標識成分を測定することによって、免疫複合物を測
定するのが好ましい。
【００３９】
　標識成分としては、酵素、放射性物質、蛍光物質、化学発光物質等、当該技術分野にお
いて常用される標識成分を使用することができるが、これらの中でも酵素や放射性物質が
好ましい。
【００４０】
　標識するための酵素としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)、ウシ小腸アルカ
リフォスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼ、グルコースオキシダーゼ等の
酵素免疫分析法（ＥＩＡ）に常用される酵素を適宜使用することができる。また、これら
の酵素に適合しＥＩＡで常用される発色基質が適宜使用される。発色基質としては、例え
ばＨＲＰの場合は、３，３′，５，５′－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢＺ）、ＴＭＢ
Ｚ・ＨＣｌ、ＴＭＢＺ・ＰＳ、ＡＢＴＳ、ｏ－フェニレンジアミン、ｐ－ヒドロキシフェ
ニル酢酸等が使用され、アルカリフォスファターゼの場合は、ｐ－ニトロフェニルフォス
フェート、４－メチルウンベリフェリルフォスフェート等が使用され、β－ガラクトシダ
ーゼの場合は、ｏ－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、４－メチルウンベリ
フェリルβ－Ｄ－ガラクトピラノシド等が使用される。
【００４１】
　標識するための放射性物質としては放射性ヨウ素原子等を、蛍光物質としてはＦＩＴＣ
やローダミン等を、化学発光物質としてはルミノール等を例示することができる。
【００４２】
　標識成分を用いる場合、例えば、検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体に、水
不溶性担体に結合している試薬抗体を作用させ、次いで、標識成分で標識された結合物質
を作用させて、免疫複合物を生成させ、その免疫複合物に結合している標識成分を測定す
ることにより測定することが好ましい。また逆に、検体中のアネキシンとその自己抗体と
の複合体に、水不溶性担体に結合している結合物質を作用させ、次いで、標識成分で標識
された試薬抗体を作用させて、免疫複合物を生成させ、その免疫複合物に結合している標
識成分を測定することによりその複合体を測定することもできる。
【００４３】
　水不溶性担体と結合物質又は試薬抗体との結合は、タンパク質を固相面に結合させる既
知の方法を用いて容易に行うことができる。例えば、水不溶性担体としては、通常、ビー
ズ、マイクロプレート、チューブ等が用いられる。これらの固相面に結合物質又は試薬抗
体を結合する方法としては、物理吸着、化学結合等既知の固定化技術が適宜利用できる。
【００４４】
　例えば、このようにして水不溶性担体と結合させた試薬抗体に、アネキシンとその自己
抗体との複合体とを含む検体を接触させると、複合体中のアネキシン部分と試薬抗体とが
結合する。さらに、その結合物に対し、標識成分で標識された結合物質（例えば、標識抗
ＩｇＧ抗体）を作用させると、複合体中の自己抗体部分と結合物質とが結合し、免疫複合
物が生成する。その結果、生成した免疫複合物に含まれる標識成分を測定することにより
、検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体を測定することができる。
【００４５】
　検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量を測定する方法の典型的な例を
以下に示す。
【００４６】
　プレートに抗アネキシン抗体を加え、低温例えば４℃で静置して感作し、その後、ＰＢ
Ｓ等の洗浄液で洗浄する。次いで、そのプレートをＢＳＡでコーティングし、抗アネキシ
ン抗体ＥＬＩＳＡプレートを作成する。希釈した検体を抗アネキシン抗体ＥＬＩＳＡプレ
ートに加え、加温例えば３７℃で静置し、次いでＰＢＳ等の洗浄液で洗浄をする。得られ
るプレートのウェルにＨＲＰ標識された抗ヒトＩｇＧ抗体を加え、加温例えば３７℃で静
置する。次いで、ウェルをＰＢＳ等の洗浄液で洗浄した後、ＴＭＢＺを加え、例えば室温
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で静置した後、反応停止剤として１Ｎ硫酸を加える。吸光度はマイクロプレートリーダー
（ＢｉｏＲａｄ社製）を用いて、波長４５０ｎｍにて吸光度を測定する。吸光度の値と予
め作成しておいた検量線から、アネキシンとその自己抗体との複合体の値を求める。
【００４７】
　本発明の腫瘍マーカーは、アネキシンとその自己抗体の複合体からなるものである。こ
の複合体は特に担癌患者の血中に高値に出現するため、新規な腫瘍マーカーとして有用で
ある。この腫瘍マーカーは膵臓癌マーカーとして用いることもできる。
【００４８】
　本発明の腫瘍マーカーは、単独で用いてもよいし、他の公知の腫瘍マーカーと組み合わ
せて用いてもよい。例えば、膵臓癌マーカーとして用いる場合、膵臓癌の腫瘍マーカーと
して知られているＣＡ１９－９、ＣＥＡ、Ｄｕｐａｎ－２等と組み合わせて用いることが
できる。
【００４９】
　本発明のキットは、アネキシンに対する試薬抗体及びアネキシンに対する自己抗体に特
異的に結合する結合物質を含む。このキットは、本発明のデータ収集方法に好ましく用い
ることができる。キットに含まれるアネキシンに対する試薬抗体、アネキシンに対する自
己抗体に特異的に結合する結合物質としては、上述した試薬抗体及び結合物質と同じもの
を好ましく用いることができる。すなわち、例えば、アネキシンに対する試薬抗体及びア
ネキシンに対する自己抗体に特異的に結合する結合物質の一方を水不溶性担体に結合させ
た形態で、他方を標識成分で標識した形態で、キットの試薬成分とすることができる。そ
の他の試薬成分として、界面活性剤、緩衝剤等の当該技術分野においてＥＩＡ等の免疫測
定法で常用されるものを適宜、加えてもよい。
【００５０】
　本発明は、膵臓癌等の癌患者においてアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量が
増加する、という新規な知見に基づいている。したがって、本発明はまた、被験体から採
取した検体中のアネキシンとその自己抗体との複合体の存在量を測定することにより、前
記被験体中の癌を検出する検出方法とすることもできる。本発明はさらに、検体中のアネ
キシンとその自己抗体との複合体を免疫測定する、癌診断補助のための当該複合体の免疫
測定方法とすることができる。本発明の免疫測定方法として、上述した検体中のアネキシ
ンとその自己抗体との複合体の存在量を測定する方法を全て好ましく使用できる。
【実施例】
【００５１】
　健常者（４６例）、慢性膵炎患者（１８例）、及び膵臓癌患者（４９例）から採取した
血清検体について、アネキシンＡ１とその自己抗体との複合体（実施例１）、及びアネキ
シンＡ１に対する自己抗体（比較例１）を、以下に説明するようにして測定し、有意差検
定を行った。
【００５２】
［実施例１］アネキシンＡ１とその自己抗体との複合体の測定
（方法）
（１）抗アネキシンＡ１抗体ＥＬＩＳＡプレートの作成
　ＥＬＩＳＡプレート（Ｎｕｎｃ社製，Ｍａｘｉｓｏｒｐ）に抗アネキシンＡ１抗体（Ａ
ｂｎｏｖａ社製，５μｇ／ｍＬ，１００μＬ／ｗｅｌｌ）を１晩４℃静置して感作し、そ
の後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄を行
った。次いで、１．５％ＢＳＡ、１０％サッカロースを含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌ
ｌ）で１晩コーティングし、抗アネキシンＡ１抗体ＥＬＩＳＡプレートを作成した。
（２）アネキシンＡ１とその自己抗体との複合体の測定
　検出抗体としてＨＲＰ標識された抗ヒトＩｇＧ抗体（Ｚｙｍｅｄ社製）を、０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて４０００倍に希釈したものを用いた。サンプル血清はＰ
ＢＳにて１００倍に希釈した。その希釈したサンプルを抗アネキシンＡ１抗体ＥＬＩＳＡ
プレートに１００μＬ／ｗｅｌｌずつ加え、１時間３７℃で静置し、その後、０．０５％
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レートのウェルに希釈したＨＲＰ標識された抗ヒトＩｇＧ抗体を１００μＬ／ｗｅｌｌず
つ加え、３０分間３７℃で静置した。次いで、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（
２００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄した後、ＴＭＢＺを１００μＬ／ｗｅｌｌずつ加え、
１０分間室温で静置の後、反応停止剤として１００μＬ／ｗｅｌｌの１Ｎ硫酸を加えた。
吸光度はマイクロプレートリーダー（ＢｉｏＲａｄ社製）を用いて、波長４５０ｎｍにて
測定を行った。
【００５３】
（結果）
　実施例１の結果を図１に示す。アネキシンＡ１とその自己抗体との複合体の存在量は、
膵臓癌患者検体群において、健常者群や慢性膵炎患者群と比較して、それぞれ、ｐ＜０．
０１、ｐ＜０．０５で有意に増加した。また、健常者群と慢性膵炎患者群との間で有意差
は確認できなかった。
【００５４】
［比較例１］アネキシンＡ１に対する自己抗体の測定
（方法）
（１）アネキシンＡ１のＥＬＩＳＡプレートの作成
　水不溶性担体としてＥＬＩＳＡプレート（Ｎｕｎｃ社製，Ｍａｘｉｓｏｒｐ）を用い、
それにアネキシンＡ１（Ａｂｎｏｖａ社製５μｇ／ｍＬ，１００μＬ／ｗｅｌｌ）を１晩
４℃静置して感作し、その後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗ
ｅｌｌ）で３回洗浄を行った。次いで、１．５％ＢＳＡ、１０％サッカロースを含むＰＢ
Ｓ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で１晩コーティングしてアネキシンＡ１のＥＬＩＳＡプレー
トを作成した。
（２）アネキシンＡ１に対する自己抗体の測定
　各サンプル血清はＰＢＳにて１００倍に希釈し、それを１００μＬ／ｗｅｌｌずつアネ
キシンＡ１のＥＬＩＳＡプレートに加え、１時間３７℃で静置し、その後、そのプレート
を、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄した。
そのプレートもＨＲＰ標識免疫グロブリン（ＨＲＰ標識されたａｎｔｉ－ＨｕｍａｎＩｇ
Ｇ（Ｚｙｍｅｄ社製）を０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて４０００倍に希釈し
たもの）を１００μＬ／ｗｅｌｌずつ加え、３０分間３７℃で静置した。次いで、そのプ
レートを、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（２００μＬ／ｗｅｌｌ）で３回洗浄
した後、ＴＭＢを１００μＬ／ｗｅｌｌずつ加え、１０分間室温で静置の後、反応停止剤
として１００μＬ／ｗｅｌｌの１Ｎ硫酸を加えた。吸光度はマイクロプレートリーダー（
ＢｉｏＲａｄ社製）を用いて、波長４５０ｎｍにて測定を行った。
【００５５】
（結果）
　結果を図２に示す。アネキシンＡ１に対する自己抗体の測定では、膵臓癌患者検体群は
、健常者群と比較して有意差は確認できなかった。
【００５６】
　以上の実施例より、アネキシンとその自己抗体との複合体の存在量を測定することによ
り、膵臓癌患者を判別できることが明らかとなった。また、膵臓癌患者と慢性膵炎患者と
の比較から、上記複合体は癌患者で特異的に増加することが示された。
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