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(57)【要約】
個体における腫瘍の診断方法であって、以下の工程：－　個体の体液サンプル又は組織サ
ンプル中のアポリポタンパク質Ａ－ＩＶ（アポＡ－ＩＶ）量を測定し；－　サンプル中の
アポＡ－ＩＶの測定量を基準値と比較し（ここで、基準値は、腫瘍のない個体に由来する
サンプル中のアポＡ－ＩＶ含量である）；そして、－　サンプル中のアポＡ－ＩＶ含量が
基準値と比較して減少している場合に腫瘍を診断する、ことを含む方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体における腫瘍の診断方法であって、以下の工程：
－　個体の体液サンプル又は組織サンプル中のアポリポタンパク質Ａ－ＩＶ（アポＡ－Ｉ
Ｖ）の量を測定し；
－　サンプル中のアポＡ－ＩＶの測定量を基準値と比較し（ここで、基準値は、腫瘍のな
い個体に由来するサンプル中のアポＡ－ＩＶ含量である）；そして
－　サンプル中のアポＡ－ＩＶ含量が基準値と比較して減少している場合に腫瘍を診断す
る、
ことを含む、前記方法。
【請求項２】
　個体がヒトであることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　腫瘍が、腎腫瘍、並びに生殖器腫瘍、特に卵巣癌、子宮頚癌、及び精巣癌から成る群よ
り選択されることを特徴とする、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　体液サンプルが、血液サンプル、血漿サンプル、又は血漿画分のサンプルであることを
特徴とする、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　基準値が１０～１８ｍｇ、好ましくは１３～１５ｍｇアポＡ－ＩＶ／ｄＬ血清であるこ
とを特徴とする、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　アポＡ－ＩＶレベルが１０ｍｇアポＡ－ＩＶ／ｄＬ血清より低い場合、好ましくは８ｍ
ｇアポＡ－ＩＶ／ｄＬ血清より低い場合に腫瘍が診断されることを特徴とする、請求項１
～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　腫瘍のない個体に由来するサンプル中のアポＡ－ＩＶ含量よりも少なくとも１０％、好
ましくは少なくとも３０％、特に少なくとも５０％低い場合に、サンプル中のアポＡ－Ｉ
Ｖ含量が減少していることを特徴とする、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　サンプル中のアポＡ－ＩＶ量が、アポＡ－ＩＶに対する抗体を用いた免疫化学的方法に
よって測定されることを特徴とする、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　抗体がモノクローナル抗体であることを特徴とする、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　抗体が、検出マーカー、好ましくは発色マーカー、蛍光マーカー、又は放射性マーカー
を含むことを特徴とする、請求項８又は９に記載の方法。
【請求項１１】
　免疫化学的方法が、ウエスタンブロット、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、及
び放射性免疫測定法（ＲＩＡ）から成る群より選択されることを特徴とする、請求項８～
１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　腫瘍治療効率をモニターするための、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法の使
用。
【請求項１３】
　腫瘍が、腎腫瘍、並びに生殖器腫瘍、特に卵巣癌、子宮頚癌、及び精巣癌から成る群よ
り選択されることを特徴とする、請求項１２に記載の使用。
【請求項１４】
　患者の腫瘍を診断するため又は腫瘍治療効率をモニターするためのキットであって、１
以上の以下の成分：
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－　腫瘍に罹患する個体に由来する正の対照；
－　体液サンプル又は組織サンプル中のアポＡ－ＩＶ量の測定手段；及び
－　基準値手段として、腫瘍に罹患していない個体に由来するサンプル、
を含む、前記キット。
【請求項１５】
　正の対照及び腫瘍に罹患していない個体に由来するサンプルが安定化されている、好ま
しくは凍結乾燥によって安定化されていることを特徴とする、請求項１４に記載のキット
。
【請求項１６】
　アポＡ－ＩＶ量測定手段が、抗アポＡ－ＩＶ抗体、特にポリクローナル抗体、２次抗体
、特に酵素的に又は化学的に標識された２次抗体、アポＡ－ＩＶ－ＲＮＡ特異的核酸、ア
ポＡ－ＩＶ特異的酵素試験、アポＡ－ＩＶ特異的ＥＬＩＳＡ、又はこれらの組み合わせか
ら選択されることを特徴とする、請求項１５に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、個体における腫瘍の診断方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトアポリポタンパク質Ａ－ＩＶ（アポＡ－ＩＶ；スイスプロット番号Ｐ０６７２７）
は、小腸及び非常に少量ではあるが肝臓によって合成される４６ｋＤの血漿糖タンパク質
である。ヒトにおけるアポＡ－ＩＶの平均血漿濃度は約１５ｍｇ／ｄｌ（１０～１８ｍｇ
／ｄｌの範囲）である。ラットにおける研究により、アポＡ－ＩＶが小腸によって腸間膜
リンパ液へ放出され、カイロミクロン、超低密度リポタンパク質（ＶＬＤＬ）、高密度リ
ポタンパク質（ＨＤＬ）の構造タンパク質として、又はリポタンパク質に結合しないで血
漿区画へ入ることが示された。大部分の糖タンパク質は比較的血漿半減期が長いが、ヒト
アポＡ－ＩＶは、最もターンオーバー速度が速いアポリポタンパク質に含まれる。ヒト血
漿中のアポＡ－ＩＶ分布に関する報告は相反するものである。使用した技術によって、ア
ポＡ－ＩＶの分布は、アポＡ－ＩＶはほとんど完全にＨＤＬに結合しているというものか
ら、ほとんど主要リポタンパク質画分に結合していないというものまで記載されている。
【０００３】
　このアポリポタンパク質に関してさまざまな生理機能が提唱されている。非常に多くの
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究は、胆汁酸又はホルモンへの最終変換のためにコレステロールを末
梢細胞から除去し、肝臓又はステロイド産生臓器へ輸送する逆コレステロール輸送経路の
いくつかの工程に関与することを示唆している。アポＡ－ＩＶは、酵素のレシチン・コレ
ステロールアシルトランスフェラーゼ（ＬＣＡＴ）を活性化することによって小さなＨＤ
Ｌ粒子の形成を促進させる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究では、リポタンパク質リパーゼの活性
化、及びＨＤＬからＬＤＬへのコレステリルエステルのコレステリルエステル輸送タンパ
ク質（ＣＥＴＰ）介在輸送も調節する。これらのｉｎ　ｖｉｔｒｏデータと一致して、ト
ランスジェニックマウスにおけるアポＡ－ＩＶの過剰発現は、大動脈病変の減少とアテロ
ーム性動脈硬化症に対する予防をもたらした。これらの結果は、３つの独立したヒト集団
における症例対照研究によって近年確認された：冠動脈疾患患者の血漿アポＡ－ＩＶ濃度
は対照群と比較して優位に低いことがわかった（ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、Ｊ　Ａｍ
　Ｃｏｌｌ　Ｃａｒｄｉｏｌ　３６：７５１－７５７、２０００）；腎不全患者では血漿
アポＡ－ＩＶ濃度とアテローム性動脈硬化症との相関も観察された（ＫＲＯＮＥＮＢＥＲ
Ｇ　Ｆら、Ｊ　Ａｍ　Ｓｏｃ　Ｎｅｐｈｒｏｌ　１３：４６１－４６９、２００２）。
【０００４】
　ＵＳ２００２／０６８３１９Ａ号は、アポＡ－ＩＶと相同性が高いいくつかのヒト分泌
タンパク質の同定について開示している。
　ＵＳ２００５／００５９０１３Ａ１号には、サンプル中のアポＡ－Ｉ量を測定すること
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による卵巣癌の診断方法が記載されている。
【０００５】
　ＪＰ２００４－３３３２７４Ａ号は、癌に罹患する個体の血清サンプル中のアポリポタ
ンパク質Ａ２の測定方法に関するものである。
　ＷＯ９７／１０５０３号は、アポリポタンパク質Ｄの量を測定することによる前立腺癌
の診断方法を開示する。
【０００６】
　ＥＰ　１　５６０　０２４　Ａｌ号は、個体の血清又は血漿中のアポＡ－ＩＶ量を測定
することによる消化管疾患の診断方法に関するものである。
　ＤＥ　１０３　４３　８１５Ａｌ号には、アポリポタンパク質Ｄ１の腫瘍マーカーとし
ての使用が開示されている。
【０００７】
　いくつかの研究は、アポＡ－ＩＶ代謝における腎臓の役割について示唆している。慢性
腎疾患患者は、顕著に上昇したアポＡ－ＩＶ濃度を示す（ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、
Ｋｉｄｎｅｙ　Ｉｎｔ（Ｓｕｐｐｌ）：Ｓ１１３－Ｓ１１６、２００３）。アポＡ－ＩＶ
は、腎不全の初期において既に増加し始めるため、アポＡ－ＩＶを腎機能障害の初期マー
カーとして同定されている（ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、Ｊ　Ａｍ　Ｓｏｃ　Ｎｅｐｈ
ｒｏｌ　１３：４６１－４６９、２００２）。肝臓は主要な分解部位であることがわかっ
ているが、腎臓はアポＡ－ＩＶの異化に大いに寄与している。
【０００８】
　腎疾患に罹患する個体のアポＡ－ＩＶレベルはすでに集中的に研究されているが、この
レベルが個体の腫瘍、特に固形腫瘍のような他の疾患の存在によってどのように影響され
るかに関して利用可能なデータはない。個体における腫瘍の検出を、特に発症の初期段階
において、迅速で正確な様式で可能にすることができる腫瘍マーカーを有することが医療
診断では非常に重要であるため、本発明の目的は、個体において腫瘍を診断するため、並
びに腫瘍治療効率（例えば固形腫瘍切除術後）のモニタリング、特に腫瘍の再発をモニタ
リングするための方法及び手段を提供することである。
【０００９】
【非特許文献１】ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、Ｊ　ＡｍＣｏｌｌ　Ｃａｒｄｉｏｌ　３
６：７５１－７５７、２０００
【非特許文献２】ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、Ｊ　Ａｍ　Ｓｏｃ　Ｎｅｐｈｒｏｌ　１
３：４６１－４６９、２００２
【非特許文献３】ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、Ｋｉｄｎｅｙ　Ｉｎｔ（Ｓｕｐｐｌ）：
Ｓ１１３－Ｓ１１６、２００３
【非特許文献４】ＤＩＥＰＬＩＮＧＥＲ　Ｈら、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　
２２：１６６－１７４、１９９２
【非特許文献５】ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、Ｊ　ＡｍＳｏｃ　Ｎｅｐｈｒｏｌ　６：
１１０－１２０、１９９５
【非特許文献６】ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、Ｊ　Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ　３５：１３１
８－１３２８、１９９４
【非特許文献７】ＳＴＥＩＮＭＥＴＺ　Ａら、Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　４８７：１５
４－１６０、１９８９
【非特許文献８】ＥＺＥＨ　Ｂら、Ｊ　Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ　４４：１５２３－１５２９
、２００３
【発明の開示】
【００１０】
　したがって、本発明は、個体における腫瘍の診断方法を提供するものであり、以下の工
程：
－　個体の体液サンプル又は組織サンプル中のアポリポタンパク質Ａ－ＩＶ（アポＡ－Ｉ
Ｖ）の量を測定し；
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－　サンプル中のアポＡ－ＩＶの測定量を基準値と比較し（ここで、基準値は、腫瘍のな
い個体に由来するサンプル中のアポＡ－ＩＶ含量である）；そして
－　サンプル中のアポＡ－ＩＶ含量が基準値と比較して減少している場合に腫瘍を診断す
る、
ことを含む。
【００１１】
　驚くべきことに、個体のサンプル中のアポＡ－ＩＶ量を測定することにより、個体にお
ける固形腫瘍の存在の診断を可能にすることが示されるであろう。例えば、個体の血清中
のアポ－ＩＶレベルが腫瘍のない個体の平均アポＡ－ＩＶ量よりも低い場合、腫瘍の存在
を診断することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　「基準値」は、腫瘍に罹患していない健常個体における平均アポＡ－ＩＶ量を表す。基
準値は、好ましくはさまざまな個体の、少なくとも１サンプル、好ましくは少なくとも５
サンプル、より好ましくは少なくとも１０サンプル、更により好ましくは少なくとも５０
サンプルから計算することが好ましい。血清アポＡ－ＩＶレベルは、腎機能障害（腎機能
障害に罹患していない健常個体と比較してアポＡ－ＩＶレベルが上昇）、冠動脈疾患及び
アテローム性動脈硬化の合併症（冠動脈疾患及びアテローム性動脈硬化の合併症に罹患し
ていない健常個体と比較してアポＡ－ＩＶレベルが低下）のような他の疾患の存在にも依
存することに注目されたい（ＥＰ　１　４１０　０３９Ａ号を参照されたい）。したがっ
て、基準値は、腫瘍、腎機能障害、冠動脈疾患、及びアテローム性動脈硬化の合併症に罹
患していない個体から計算することが好ましい。
【００１３】
　本発明の好ましい態様によれば、個体はヒトである。
　当然、本発明による方法は、哺乳動物、特にペット（例えばイヌ、ネコ）及び家畜（例
えばウマ、ウシ、ヒツジ）に適用することもできる。アポＡ－ＩＶレベルをヒト以外の他
の哺乳動物で測定する場合、本発明による方法を用いて腫瘍を診断する前に、健常哺乳動
物のアポＡ－ＩＶレベルを測定する必要がある。
【００１４】
　診断すべき腫瘍は、腎腫瘍、並びに生殖器官（即ち生殖系）の腫瘍、特に卵巣癌、子宮
頚癌、及び精巣癌から成る群より選択されることが好ましい。
　結局、特に腎腫瘍及び生殖器腫瘍（例えば卵巣癌、子宮頚癌、及び精巣癌）（又は１種
より多い腫瘍）に罹患する患者において、血清アポＡ－ＩＶレベルは、それらの疾患に罹
患していない個体の血清レベルと比較して低下していることがわかり、臨床診療において
信頼できる診断マーカーとしてすでに証明されている。しかしながら、本発明は、腫瘍、
特に固形腫瘍、例えば上皮細胞に関与する腫瘍に適用することもできる。
【００１５】
　生殖器腫瘍、特に卵巣腫瘍及び精巣腫瘍は、特に若い人々（３０～５０歳の人々の大き
な群も同様）を侵す。これらの腫瘍の多くは、初期診断が生存に最も重要である。生殖系
には、性腺、即ち男性の精巣及び女性の卵巣、並びに他の付随する管及び腺が含まれる（
ｇｏｎｏｓ＝種子）。これらは、生殖手段、種の存続、及び次世代への遺伝物質の伝達を
提供する。
【００１６】
　本発明による方法は、子宮頚癌、特に既にこの種の癌の初期にあるもの（例えば前第０
期、第０期、第Ｉ期、第ＩＡ期、又は第ＩＢ期）の診断に有効であることも証明されてい
る。
【００１７】
　子宮頚癌の病期分類が癌の増殖の程度を記述するために開発されている。子宮頚癌の病
期は、腫瘍の大きさ、頚部浸潤の深さ、並びに頚部内及びそれを越えた広がりについて記
述している。子宮頚癌の病期分類は、通常、国際産科婦人科連合によって開発された病期
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分類案であるＦＩＧＯシステムで記載されている。ＦＩＧＯ分類は、第０期～第ＩＶ期（
０～４）と表示される基本的な病期にグループ分けされる：
＊　第０期又は上皮内癌は非常に初期の癌である。異常細胞は頚部裏打ち層細胞の第１層
に見られるのみであり、頚部の更に深い組織へは浸潤していない。
＊　第Ｉ期癌は頚部を侵すが近隣には広がっていない。
＊　第ＩＡ期は、顕微鏡下でのみ目に見え、頚部組織の更に深部に見られる、非常に少量
の癌を示す。
＊　第ＩＢ期は、頚部組織に見られる更に多量の癌を示す。
＊　第ＩＩ期癌は近隣領域まで広がっているが、依然として骨盤領域内である。
＊　第ＩＩＡ期癌は頚部を越えて膣の上部２／３まで広がっている。
＊　第ＩＩＢ期癌は頚部周辺組織まで広がっている。
＊　第ＩＩＩ期癌は骨盤領域全体に広がっている。癌細胞は膣の下部まで広がり得る。細
胞は更に広がって腎臓と膀胱をつなぐ管をブロックし得る。
＊　第ＩＶ期癌は身体の他の部分まで広がっている。
＊　第ＩＶＡ期癌は膀胱又は直腸（頚部に近接した臓器）まで広がっている。
＊　第ＩＶＢ期癌は肺などの他の臓器まで広がっている。
【００１８】
　初期検出（特に第０期の前（前第０期））によって子宮頚癌の発生率を顕著に低下させ
る能力があるにもかかわらず、この疾患のスクリーニング法には現在のところ依然として
限界がある。最も優勢なのは、多くの患者が近年利用可能なスクリーニング方法を知らな
いという事実である。日常的に実施されている血清解析において血清サンプルで子宮頚癌
を検出することによりこの問題は解決されるであろう。現在のスクリーニング法は血清サ
ンプルでＣＩＮ及び／又は子宮頚癌を検出することができず、頚部細胞の解析用にデザイ
ンされたものである。これまでに確立されたスクリーニング法には全て特定の限界があり
、これらの方法で、頚部形質転換領域由来のもの以外のサンプルにおいてＣＩＮ又は子宮
頚癌の検出を可能にするものはない。更に、これらのスクリーニングプログラムはいずれ
も、特に発展途上国において、集団検診に用いられる可能性をはるかに越えている。この
状況は正確で迅速で安価なＣＩＮ及び／又は子宮頚癌の診断ツールの開発により劇的に変
化するであろう。
【００１９】
　言うまでもなく、本発明による方法は、当該技術分野に熟練した者が、個体において１
種の腫瘍だけでなく複数の腫瘍の存在を診断することを可能にする。したがって、１種よ
り多い腫瘍に罹患する個体において腫瘍を診断することも可能であるが、この場合、最終
診断はこれらの状況を注意深く考慮する必要があり、全ての最終的な診断の決定に関して
は信頼できる医者によってのみなされ得る。
【００２０】
　アポＡ－ＩＶ量は、いくつかの体液サンプル及び組織サンプルにおいて測定することが
できるが、体液は、血液、血清、又はそれらの画分であることが好ましい。
　腫瘍診断方法は、例えば外科的介入（例えば生検）ほど侵襲的でない、比較的簡便で迅
速な方法で得ることができるサンプルを使用することが有益である。したがって、腫瘍マ
ーカーは、血液、血清、又はそれらの画分中で検出できることが好ましい。又、本発明の
方法を用いて腫瘍処置の進展をモニターする場合、例えば侵襲的な方法は処置の進展をモ
ニターするために必要な十分量の組織サンプルを得ることができないため、好ましくは侵
襲的でない方法によって得たサンプルを得る必要がある。
【００２１】
　本発明の好ましい態様によれば、基準値は１０～１８ｍｇアポＡ－ＩＶ／ｄＬ血清、好
ましくは１３～１５ｍｇアポＡ－ＩＶ／ｄＬ血清である。
　本発明を用いて診断した個体における測定値と基準値との比較は、値を採取若しくは測
定した体液又は組織にも依存する。言うまでもなく、血清を試験することが好ましく、ア
ポＡ－ＩＶ　ＥＬＩＳＡで試験した場合、（健常）基準値は通常１０～１８ｍｇアポＡ－
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ＩＶ／ｄＬ血清である。しかしながら、上記のように、これらの絶対値は、非常に特異的
なアポＡ－ＩＶ量測定方法、及びアポＡ－ＩＶ量を測定する体液／組織に常に依存する。
本発明による試験材料の体液に由来する血液以外の他の好ましい供給源には、腫瘍組織、
特に腫瘍組織に由来する生検材料が含まれる。
【００２２】
　腫瘍は、アポＡ－ＩＶレベルが１０ｍｇアポＡ－ＩＶ／ｄＬ血清、好ましくは８ｍｇア
ポＡ－ＩＶ／ｄＬ血清よりも低い場合に診断される。
　本発明の好ましい態様によれば、サンプル中のアポＡ－ＩＶ含量は、腫瘍のない個体に
由来するサンプル中のアポＡ－ＩＶ含量よりも少なくとも１０％、好ましくは少なくとも
３０％、特に少なくとも５０％少ない場合に減少していると判断される。
【００２３】
　低下したアポＡ－ＩＶレベルは、腫瘍のない健常対照個体よりも低いレベルであるとみ
なされる。
　サンプル中のアポＡ－ＩＶ量は、アポＡ－ＩＶに対する抗体を用いた免疫化学的方法で
検出することが好ましい。
【００２４】
　サンプル中のタンパク質量の測定は、例えば免疫化学的方法によって行うことができる
。この方法は、測定すべきタンパク質又はその断片に対する抗体を使用する。
　抗体はモノクローナル抗体であることが好ましい。
【００２５】
　本発明の方法に使用できる抗体は、ポリクローナル抗体でもモノクローナル抗体でもよ
い。しかしながら、この方法にモノクローナル抗体を使用することが好ましい。アポＡ－
ＩＶ抗原に対するモノクローナル抗体は、当該技術分野に公知の方法によって得ることが
できる（例えばＫｏｈｌｅｒ　Ｇ及びＭｉｌｓｔｅｉｎ　Ｃ．、Ｎａｔｕｒｅ（１９７５
）２５６：４９５－４５７）。当該技術分野に熟練した者にはポリクローナル抗体の産生
方法も周知である。そのような抗体は、抗原を、場合により少なくとも１種のアジュバン
トと組み合わせて、哺乳動物、好ましくはウサギ、マウス、又はヒツジへ投与し、得られ
た血清から抗体を含む画分を単離することによって得ることができる。
【００２６】
　アポＡ－ＩＶ又はその断片に対する抗体は、検出マーカー、好ましくは発色マーカー、
蛍光マーカー、又は放射性マーカーを含むことが好ましい。
　アッセイで抗体を検出するには、例えば検出手段（例えば光電子増倍管）によって容易
に検出できる適当なマーカーを有するアポＡ－ＩＶ抗体のように標識が必要である。言う
までもなく、アポＡ－ＩＶ抗体は直接標識しないことも可能である。そのような抗体を包
含するアッセイでは、アポＡ特異的抗体に対する抗体を標識する必要がある。どの抗体を
標識すべきかは、血清中のアポＡ－ＩＶを測定するために用いるアッセイに主に依存する
。
【００２７】
　本発明の好ましい態様によれば、免疫化学的方法は、ウエスタンブロット、酵素結合免
疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、及び放射性免疫測定法（ＲＩＡ）から成る群より選択され
る。使用した、抗原アポリポタンパク質Ａ－ＩＶに対するモノクローナル抗体及び／又は
ポリクローナル抗体の特異性をモニターするために、ウエスタンブロットが用いられる。
【００２８】
　当該技術分野において公知の免疫化学的方法の中で、ウエスタンブロット、酵素結合免
疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、又は放射性免疫測定法（ＲＩＡ）を用いることが好ましい
。ＥＬＩＳＡ及びＲＩＡは競合アッセイに、ＥＬＩＳＡはサンドイッチアッセイにも用い
ることができる（例えばＲｏｓｓｅｎｅｕ　Ｍら、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ（１９８８）３４
：７３９－７４３）。
【００２９】
　本発明の他の側面は、腫瘍治療効率をモニターするための、本発明による方法の使用に
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関するものである。
　腫瘍に罹患する個体、特に個体の血清におけるアポＡ－ＩＶ量の減少は、腫瘍処置中の
アポＡ－ＩＶレベルのモニタリングを可能にする。血清アポＡ－ＩＶレベルは個体におけ
る腫瘍の存在に顕著に依存するため、血清アポＡ－ＩＶレベルが基準値まで増加すること
は、癌患者の処置が成功したことを示す。処置のあいだ血清アポＡ－ＩＶレベルの変化を
モニターするには、個体のサンプルを、処置前（例えば腫瘍切除前）、及び処置（例えば
化学療法）中の規定の期間に採取する。言うまでもなく、この方法を長期試験に用いて、
個体における腫瘍再発をモニターすることもできる。
【００３０】
　腫瘍は、腎腫瘍及び生殖器腫瘍、特に卵巣癌、子宮頚癌、及び精巣癌から成る群より選
択されることが好ましい。
　本発明の他の側面は、患者の腫瘍を診断するため及び腫瘍治療効率をモニターするため
のキットに関するものであり、１以上の以下の成分を含む：
－　腫瘍に罹患する個体に由来する正の対照；
－　体液サンプル又は組織サンプル中のアポＡ－ＩＶ量の測定手段；及び
－　基準値手段として、腫瘍に罹患していない個体に由来するサンプル。
【００３１】
　腫瘍に罹患する個体に由来する正の対照、及び腫瘍に罹患していない個体に由来するサ
ンプルは安定化させることが好ましく、凍結乾燥によって安定化させることが好ましい。
　生体物質を含むサンプルは不安定な傾向にある。したがって、そのようなサンプル及び
正の対照をキットに提供する場合、キットを６℃以下又は室温で長期間保存させるには、
サンプル及び正の対照を安定化させる必要がある。キットを室温保存することを意図する
場合、キットに含まれる生体物質は例えば凍結乾燥される必要がある。凍結乾燥は、広く
普及しているタンパク質サンプルの保存方法である。キットを６℃以下、好ましくは０℃
以下で保存することを意図する場合、生体物質を、生体物質中に含有されるタンパク質の
劣化を妨げる溶液中で提供する必要がある。溶液は、例えばグリセロール、メルカプトエ
タノール、及び防腐剤を含むことができる。
【００３２】
　アポＡ－ＩＶ量の測定手段は、抗アポＡ－ＩＶ抗体、特にポリクローナル抗体、２次抗
体、特に酵素的に若しくは化学的に標識された２次抗体、アポＡ－ＩＶ－ＲＮＡ特異的核
酸、アポＡ－ＩＶ特異的酵素試験、アポＡ－ＩＶ特異的ＥＬＩＳＡ、又はそれらの組み合
わせから選択されることが好ましい。
【００３３】
　サンプル中のアポＡ－ＩＶ量はいくつかの方法で測定することができ、量を測定する手
段として抗体を使用する方法を用いることが好ましい。
　本発明を以下の図面及び実施例によって更に説明するが、それらに限定されるものでは
ない。
【実施例１】
【００３４】
　腎腫瘍マーカーとしてのアポＡ－ＩＶ
　方法：
　被験者
　この実施例には、３０人の患者（男性１８人、女性１２人）から採取したヒト血液サン
プルが含まれた。全ての患者は腎癌のため片側腎全摘出術を受けている。重篤なタンパク
尿の患者はいなかった（タンパク尿に関する尿検査は最高でも１＋であった）。
【００３５】
　一晩絶食後、術前に血液サンプルを採取した。４℃で低速遠心分離後、エチレンジアミ
ン四酢酸（ＥＤＴＡ）血漿を得、使用前、－８０℃で凍結させた。患者は、献血前１週間
以内に、腎機能に影響を及ぼし得る造影剤を用いた試験を受けていないことを確かめた。
【００３６】
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　血漿アポＡ－ＩＶ濃度の測定
　親和性精製したポリクローナル抗ヒトアポＡ－ＩＶ抗体をコーティングに用い、西洋ワ
サビペルオキシダーゼに結合させた同一抗体を検出に用いる２重抗体酵素結合免疫吸着測
定法（ＥＬＩＳＡ）にて血漿アポＡ－ＩＶ濃度を測定した。既知含量のアポＡ－ＩＶを有
する血漿を較正基準とした。この測定法の検出下限は０．００２ｍｇ／ｄｌである（ＫＲ
ＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、Ｊ　Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ　３５：１３１８－１３２８、１９９
４）。各サンプルは２重に解析した。ＣＮＢｒで活性化したセファロースＱ２　４Ｂ　（
アマシャム・ファルマシア・バイオテクＡＢ、スウェーデン）に結合させた精製血漿アポ
Ａ－ＩＶを用いて、ウサギ抗ヒトアポＡ－ＩＶ抗血清の免疫吸着クロマトグラフィによっ
て親和性精製した抗体を調製した。ウサギを精製血漿アポＡ－ＩＶで免疫することによっ
て抗アポＡ－ＩＶ血清を得た（ＤＩＥＰＬＩＮＧＥＲ　Ｈら、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉ
ｎｖｅｓｔ　２２：１６６－１７４、１９９２）。
【００３７】
　イムノブロット解析
　ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ　ＰＡＧＥ）で分離
し、ニトロセルロース膜に転写したサンプルについてアポＡ－ＩＶのイムノブロット解析
を行った。精製アポＡ－ＩＶを標準として用いた。アポＡ－ＩＶは、リポタンパク質を枯
渇させた後、トリグリセリド－リン脂質エマルジョンとともにインキュベーションし、脂
質に結合した疎水性タンパク質を陰イオン交換クロマトグラフィで分離することによって
ヒト血漿から単離した（ＳＴＥＩＮＭＥＴＺ　Ａら、Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　４８７
：１５４－１６０、１９８９）。同様に親和性精製した西洋ワサビペルオキシダーゼ標識
抗ヒトアポＡ－ＩＶもＥＬＩＳＡプロトコールに含まれており、イムノブロットに使用し
た。
【００３８】
　統計的評価
　試験群間の平均アポＡ－ＩＶ濃度をマンホイットニーＵ検定で比較した。対応のあるサ
ンプルはウイルコクソン検定で比較した。
【００３９】
　結果：
　アポＡ－ＩＶ抗体の特異性
　免疫組織化学に用いるポリクローナルウサギ抗ヒトアポＡ－ＩＶ抗体の特異性を検証す
るために、２人の異なる患者に由来する組織から単離したヒト腎タンパク質及び対応の血
漿サンプルのイムノブロット解析によって抗体を解析した。アポＡ－ＩＶ抗体は組織サン
プル及び血漿サンプルにおいてタンパク質のバンドを１本だけ検出できたが、標準として
用いたアポＡ－ＩＶ調製物では２本のバンドを検出した。ペプチドの配列決定により、標
準のタンパク質バンドはいずれもアポＡ－ＩＶを表すことを確認した。したがって、２本
目の小さなアポＡ－ＩＶアイソフォームは、脱グリコシル化又はタンパク質分解により生
じたのであろう。
【００４０】
　血清アポＡ－ＩＶレベル
　血漿サンプルの解析により、血漿アポＡ－ＩＶ濃度は、通常、健常個体（１１．９±２
．８ｍｇ／ｄｌ、ｎ＝５２）と比較して、腎腫瘍患者（６．８±４．４ｍｇ／ｄｌ）で低
いことが示された（ＥＺＥＨ　Ｂら、Ｊ　Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ　４４：１５２３－１５２
９、２００３；ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ　Ｆら、Ｊ　Ａｍ　Ｃｏｌｌ　Ｃａｒｄｉｏｌ　３
６：７５１－７５７、２０００）。
【実施例２】
【００４１】
　卵巣癌マーカーとしてのアポＡ－ＩＶ
　ａ）　第１の患者群は１９人の卵巣癌患者で構成した。卵巣癌の再発は、患者における
血漿アポＡ－ＩＶレベルの定量によって決定した。初期血漿アポＡ－ＩＶレベルは外科的
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ことを示した。卵巣癌の再発後、血漿アポＡ－ＩＶレベルは初期値と比較して顕著に低下
した（図１）。
【００４２】
　ｂ）　第２の臨床試験では、外科的介入前後に１０人の癌患者の血漿アポＡ－ＩＶレベ
ルを長期間にわたって測定し、周知の腫瘍マーカーであるＣＡ１２５の血漿レベルと比較
した。卵巣癌患者において術前（時点０）及び術後少なくとも３０週間、ＣＡ１２５及び
アポＡ－ＩＶの血漿レベルを測定した。図２Ａに、２つの腫瘍マーカー間の相関を示す。
卵巣癌の存在を示す高ＣＡ１２５量は、低血清アポＡ－ＩＶレベルと相関する。卵巣癌の
再発は術後５０～５５週に認められる。これらの結果は、組織学的試験によって確認した
。しかしながら、ＣＡ１２５レベルは卵巣癌の再発を示さなかったが、血清アポＡ－ＩＶ
レベルは術後６５～７０週に２人の他の患者において卵巣癌の存在を明らかに示している
（図２Ｂ、図２Ｃを参照されたい）。これらの結果も組織学的試験によって確認した。し
たがって、血漿アポＡ－ＩＶレベルは、この症例の非検出が偽陰性診断をもたらすＣＡ１
２５よりも、腫瘍、特に卵巣癌の確実に良好なマーカーであることを明らかに証明する。
図２Ｄでは、卵巣癌患者の成功した治療におけるＣＡ１２５及びアポＡ－ＩＶの測定結果
を示す。図２Ｅ及び図２Ｆでは、卵巣癌患者におけるＣＡ１２５レベルとアポＡ－ＩＶレ
ベルとの相関が確認されるであろう。
【実施例３】
【００４３】
　精巣癌マーカーとしてのアポＡ－ＩＶ
　１８人の精巣癌患者群を試験した。血漿アポＡ－ＩＶレベルの結果を以下の表に表す。
【００４４】



(11) JP 2009-505039 A 2009.2.5

10

20

30

40

50

【表１】

【実施例４】
【００４５】
　子宮頚癌マーカーとしてのアポＡ－ＩＶ
　最後に、他の生殖器腫瘍である子宮頚癌（女性では２番目に頻度の高いがん）の患者群
についても調査した。この頻度の高い癌を同定するための特異的血清腫瘍マーカーは全く
存在しない。慣用的に使用される血漿マーカーＳＣＣ（扁平上皮癌抗原）も、子宮頚癌に
対して十分に特異的ではない。
【００４６】
　本発明によって、１６人の子宮頚癌患者において血漿アポＡ－ＩＶ濃度が顕著に低下し
たことを示した（図４）だけでなく、縦断的研究（ｎ＝１６）においてアポＡ－ＩＶのモ
ニタリング腫瘍マーカーとしての好適性を再度立証することができた。調査した全てのが
んのＦＩＧＯ病期においてアポＡ－ＩＶは減少し、腫瘍除去後に健常対照の正常値まで増
加し、腫瘍再発時に再度減少した（図５及び図６）。
【図面の簡単な説明】
【００４７】
【図１】図１は、腫瘍を外科切除された腫瘍患者の血漿アポＡ－ＩＶレベルの変化を示す
。外科的介入後、アポＡ－ＩＶレベルは、健常個体（卵巣癌なし；ＯＣなし）で通常測定
されるレベルを示す。卵巣癌が再発した患者では、アポＡ－ＩＶレベルが、健常個体のア



(12) JP 2009-505039 A 2009.2.5

10

ポＡ－ＩＶレベル（「基準値」）以下に顕著に低下した（ＯＣの再発）。これは、本発明
による方法を用いて腫瘍の再発をモニターできることを示す。
【図２－１】図２Ａ～図２Ｃは、血漿アポＡ－ＩＶレベルと、卵巣癌患者の血液に見られ
、周知の腫瘍マーカーであるＣＡ１２５のレベルとの比較結果を示す。
【図２－２】図２Ｄ～図２Ｆは、血漿アポＡ－ＩＶレベルと、卵巣癌患者の血液に見られ
、周知の腫瘍マーカーであるＣＡ１２５のレベルとの比較結果を示す。
【図３】図３は、精巣癌患者のアポＡ－ＩＶを示す。
【図４】図４は、集団ベースの対照群（ｎ＝５２）、及びさまざまなＦＩＧＯ病期の子宮
頚癌患者（ｎ＝１６）の腫瘍外科切除日（術前）の血漿アポＡ－ＩＶ濃度を示す（ｍｇ／
ｄｌ、平均±標準偏差）。
【図５】図５は、ＦＩＧＯ病期ＩＩａの代表的子宮頚癌患者の、腫瘍外科切除日（第０日
、術前）及び腫瘍再発（矢印）までの観察５０週間後の血漿アポＡ－ＩＶ濃度（四角）並
びに慣用の腫瘍マーカーＳＣＣ（丸）を示す。低下した血漿アポＡ－ＩＶ濃度は正常レベ
ルまで増加し、腫瘍再発の場合再度低下する。
【図６】図６は、ＦＩＧＯ病期ＩＶａの代表的子宮頚癌患者の、腫瘍外科切除日（第０日
、術前）及び腫瘍再発（矢印）までの観察１５０週間後の血漿アポＡ－ＩＶ濃度（四角）
並びに慣用の腫瘍マーカーＳＣＣ（四角）を示す。低下した血漿アポＡ－ＩＶ濃度は正常
レベルまで増加し、腫瘍再発の場合再度低下する。

【図１】 【図２－１】
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【図４】

【図５】

【図６】
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