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(57)【要約】
本出願人は癌の定量、診断および集団検診を目的とした尿組織因子Ｃ末端断片の新技術的
な定量手法を提供し、Ｃ末端断片測定の論理的根拠、一般に認められた試料調整法と共に
、定量法、モノクローナルおよびポリクローナル抗体の作製方法を提供する。要するに、
これらの提案および発想は癌患者の尿を利用した癌の診断および集団検診に適した新規手
法に相当するものであり、さらには他の病態診断にも有用でありうる手法であると考える
。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
試料中の尿組織因子Ｃ末端領域（すなわち、細胞内領域）を検出するための方法であって
、（ａ）尿組織因子Ｃ末端領域に対する抗尿組織因子抗体の固相への結合、（ｂ）試料中
に抗体が結合する尿組織因子が存在する、固相への試料添加、（ｃ）尿組織因子抗体が尿
組織因子のＣ末端領域に結合する、固相の捕捉抗体よりＣ末端領域の異なる抗原決定基に
対する抗尿組織因子抗体の添加、および（ｄ）第２の抗尿組織因子抗体の直接および間接
的な免疫標識による尿組織因子の検出を含み、
捕捉抗体はヒト組織因子Ｃ末端領域アミノ酸配列２７５～２８５に対するもの、および検
出抗体はヒト組織因子Ｃ末端領域アミノ酸配列２８６～２９５に対するものでありうる方
法。
【請求項２】
試料は生物学的流動体、尿、唾液、全血、血漿、多血小板血漿（ＰＲＰ）、乏血小板血漿
（ＰＰＰ）、プール正常血漿（ＰＮＰ）および細胞培養上清から構成される群から選択さ
れる、請求項１の方法。
【請求項３】
固相は膜、プレート、マイクロウェル又はビーズである、請求項１の方法。
【請求項４】
尿組織因子Ｃ末端領域の検出が第２のＣ末端領域抗尿組織因子抗体の直接的な免疫標識に
よる、請求項１の方法。
【請求項５】
抗尿組織因子抗体が西洋ワサビペルオキシダーゼで標識されている、請求項４の方法。
【請求項６】
尿組織因子Ｃ末端領域の検出がＣ末端領域抗尿組織因子抗体の間接的な免疫標識による、
請求項１の方法。
【請求項７】
抗尿組織因子抗体が第１の生物種で作製され、第１の生物種由来の抗体に対する標識抗体
が第２の生物種で作製されて固相に加えて検出される、請求項６の方法。
【請求項８】
抗尿組織因子捕捉抗体が第１の生物種で作製され、尿組織因子標識抗体が同一生物種であ
る第１の生物種で作製されて固相に加えて検出される、請求項６の方法。
【請求項９】
請求項６の方法を含み、さらに（ｅ）　検出された抗尿組織因子抗体の定量、それによる
試料中の尿組織因子Ｃ末端領域量の測定を含む、試料中の尿組織因子Ｃ末端領域量の測定
方法。
【請求項１０】
被験者の癌診断方法であって、（ａ）請求項８の方法による被験者からの試験試料中尿組
織因子量の測定、および（ｂ）尿組織因子Ｃ末端領域に正常Ｃ末端領域を含有する標準試
料中の尿組織因子Ｃ末端領域量に対し、試験試料中の尿組織因子Ｃ末端領域量の比較を含
み、標準試料と比較して試験試料中の尿組織因子のＣ末端領域増量により癌と診断され得
、
ここで、癌は多種の固形癌、白血病および多種のリンパ腫であってよく、
固形癌は、これらに限定するものではないが、乳房、卵巣、大腸、中枢神経系、腎臓、前
立腺、腎臓、膀胱、乳房、結腸直腸、肝臓、肺（非小細胞および小細胞）、脳、膵臓、胃
、食道および頭頸部であってよく、
悪性リンパ腫は、これらに限定するものではないが、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリン
パ腫、慢性リンパ性白血病、急性リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病、急性骨髄性白血病
であってよい、
被験者の癌診断方法。
【請求項１１】
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試験試料が尿、唾液、全血、血漿、多血小板血漿（ＰＲＰ）、乏血小板血漿（ＰＰＰ）、
プール正常血漿（ＰＮＰ）より構成される群から選択される、請求項１０の方法。
【請求項１２】
固相が膜、プレート、マイクロウェル又はビーズである、請求項１０の方法。
【請求項１３】
尿組織因子Ｃ末端領域の検出が抗尿組織因子抗体の直接的な免疫標識による、請求項１０
の方法。
【請求項１４】
　Ｃ末端領域抗尿組織因子抗体が西洋ワサビペルオキシダーゼで標識されている、請求項
１１の方法。
【請求項１５】
尿組織因子Ｃ末端領域の検出が抗尿組織因子抗体Ｃ末端領域の間接的な免疫標識による、
請求項１４の方法。
【請求項１６】
抗尿組織因子抗体Ｃ末端領域は第１の生物種で作製され、第１の生物種由来の抗体に対す
る標識抗体が第２の生物種で作製されて固相に加えて検出される、請求項９の方法。
【請求項１７】
（１）Ｃ末端領域抗尿組織因子抗体でコートされた固相及び（２）第２のＣ末端領域抗尿
組織因子抗体を含む、試料中の尿組織因子Ｃ末端領域を検出するためのキット。
【請求項１８】
第２のＣ末端領域抗尿組織因子抗体が標識されている、請求項１７のキット。
【請求項１９】
第２のＣ末端領域抗尿組織因子抗体が西洋ワサビペルオキシダーゼで標識されている、請
求項１８のキット。
【請求項２０】
西洋ワサビペルオキシダーゼの基質をさらに含む、請求項１７のキット。
【請求項２１】
標準試料、陽性対照および洗浄緩衝液から構成される群から選択される一つ以上の構成要
素をさらに含む、請求項１７のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
組織因子
　体内で血液が凝固した場合には必ず一連の協調した反応が生じる。この反応の生理学的
な主要開始因子は、組織因子として知られる膜結合型糖タンパク質である。通常、組織因
子は血管内皮により血管から隔てられており、外傷または組織損傷による出血により複雑
な酵素カスケードが活性化し血流にさらされる。
【０００２】
　しかしながら病態においては、血管内血液凝固を引き起こす白血球または血管内皮細胞
の異常発現が起こりうる。血液凝固カスケードは、血友病のような罹患すると正常な血液
凝固に要する血液タンパク質が欠乏する疾患と関係があり、心臓発作や脳卒中のような血
液凝固が血管閉塞を導きうる血管疾患につながる。
【０００３】
　血液凝固は炎症疾患および癌でも活性化される。本書類では組織因子のこれらの過程で
の役割、並びに血管新生、癌、転移、炎症、薬物耐性、生殖能力および創傷治癒での非常
に重要な役割を論じる。図１を参照されたい。
【０００４】
　組織因子の形態
　遊離組織因子（可溶化、選択的スプライシング及び血液由来組織因子を含む）および膜
結合組織因子の２つの形態が記述されている。可溶化組織因子は、組織因子分子の膜貫通
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領域および細胞外領域の連結部あるいはその近くでのタンパク質切断の結果生じてタンパ
ク質断片を形成するのに対して、他の遊離組織因子変異体は一次ＲＮＡ転写物の選択的ス
プライシングの結果生じる（Ｂｏｇｄａｎｏｖ等，２００３；Ｂｏｇｄａｎｏｖ等，２０
０６；Ｇｕｏ等，２００１）。これら遊離組織因子は血漿中を循環し、生物学的活性を有
する。血漿組織因子は、細胞由来の膜微粒子と結合して循環するのが発見され得る。これ
は主に単球マクロファージ膜の脂質ラフト又はラフト含有量の高い領域から生じる組織因
子発現微粒子であり、この場合血液由来組織因子と称される。循環する組織因子微粒子だ
けでは効率的に血液凝固が開始されないと思われるが、微粒子上のＰ－セクレチン糖タン
パク質リガンド１及び血小板上のＰ－セクレチンの関わる機構を通して活性化血小板と結
合及び融合した場合には血液凝固が開始される（ｄｅｌ　Ｃｏｎｄｅ，Ｓｈｒｉｍｐｏｎ
，Ｔｈｉａｇａｒａｊａｎ及びＬｏｐｅｚ，２００５）。
【０００５】
　膜結合組織因子は細胞組織因子（単球、マクロファージ、内皮細胞及び癌細胞上に発見
される）及び尿（微粒子、エキソソーム）または精液（プロスタソーム）中の脂質小胞結
合組織因子の両方を含む。細胞組織因子は表面、暗号化された状態、細胞内の３つの形で
見つかる。細胞膜上では、組織因子は暗号化された形態で多く存在し、たびたび脱暗号化
と称されるその放出は同時に細胞表面のホスファチジルセリンを上昇させ、結果としてア
ポトーシス及びネクローシスを生じる。
【０００６】
　組織因子の発現
　組織因子は血管壁の内皮下層及び血管外組織の両方の構成成分である。したがって血管
周囲に保護層を形成し、血管の健全性が傷ついた場合に血液凝固を活性化する用意ができ
ている（Ｒｙａｎ等，１９９２）。内皮細胞および血液単球（血流に接する）は恒常的に
組織因子を発現せず、貯蔵もしない。
【０００７】
　通常、組織因子は細胞によって血流中に発現されることはないが、他の生理学及び病理
学的メディエーター同様、インターロイキン１及び６、腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦ－
α）、血管透過因子（ＶＰＦ）、補体Ｃ５ａ、ホルボールエステル、血漿リポタンパク質
、血漿タンパク質、コラーゲン、免疫複合体といった内因性炎症メディエーター、トロン
ビン及び微生物により遺伝子転写及びそれに続くタンパク質発現は単球、マクロファージ
及び内皮細胞内で誘導されうる（Ａｍｉｒｋｈｏｓｒａｖｌ等，１９９６；Ｏｓｔｅｒｕ
ｄ，Ｏｌｓｅｎ及びＷｌｌｓｇａｒｄ，１９９０；Ｒｏｔｈ，１９９４）。
【０００８】
　単球及びナチュラルキラー細胞が内皮細胞内で組織因子発現を増加させるのと同様に、
血小板及びリンパ球は単球及び内皮細胞内で組織因子の新規生合成を誘導しうる（Ｎａｐ
ｏｌｅｏｎｅ，Ｄｉ　Ｓａｎｔｏ及びＬｏｒｅｎｚｅｔ，１９９７）。この細胞間協力は
炎症疾患及び細胞性免疫反応での組織因子の誘導に不可欠である。ずり応力及び低酸素症
も多くの細胞で組織因子を誘導し、血液凝固を引き起こす。組織因子活性は細胞のリン脂
質組成変化にも依存する。
【背景技術】
【０００９】
　尿組織因子－歴史的背景
　尿が強力な「凝固促進活性」（ＰＣＡ）を有することは知られ（Ｇｒｕｎｋｅ等，１８
３５）、それは血友病患者生体内での凝固時間を標準化する（ｖｏｎ　Ｋａｕｌａ等，１
９５４）。ｖｏｎ　Ｋａｕｌａはヒト尿を硫酸バリウムに吸収させて調製すると、試験管
内で血友病血漿凝固を標準化する物質に多数結合することに気づいた（ｖｏｎ　Ｋａｕｌ
ａ等，１９６５）。これらの微量調整が、現在組織因子経路阻害因子（ＴＦＰ１）として
知られる循環「抗トロンボプラスチン」高力価の患者に対する凝固補正能力を有すること
が実証された（ｖｏｎ　Ｋａｕｌａ等，１９６３）。当初凝固促進活性は組織トロンボプ
ラスチン関連物質と考えられていた。後に血小板第３因子、第Ｖ因子及びカルシウムイオ



(5) JP 2013-543124 A 2013.11.28

10

20

30

40

50

ン存在下にのみ、尿凝固促進活性はプロトロンビンからトロンビンへの変換を触媒するこ
とが発見された。これはプロトロンビナーゼ型活性であり、従って組織因子よりもむしろ
「血小板補助因子」として分類された（Ｍａｔｓｕｍｕｒａ等，１９７０；Ｃａｌｄｗｅ
ｌｌ等，１９６３）。Ａｏｋｉ及びｖｏｎ　Ｋａｕｌｌａはさらに血小板第３因子、第Ｖ
因子、プロトロンビン及び尿凝固促進活性の間の相互作用を調査した。プロトロンビン活
性化の下、脂質が最適条件下で使用されて供給されるリン脂質により血小板第３因子が部
分的に精製された尿凝固促進因子（ｕＰＣ）に置換され得ると彼らは結論づけた。Ｊｏｉ
ｓｔ及びＡｌｋｉａｅｒｓｉｇは同様の観察を行い、リン脂質又は血小板は血漿凝固にお
いて尿凝固促進活性を単に増強することに気付いた（Ｊｏｉｓｔ等，１９６７）。続いて
尿中の組織因子特性を有する因子が記述された。Ｋｕｒｏｓａｗａ等はフェニルセファロ
ースクロマトグラフィーで尿凝固促進因子を精製し、第ＶＩＩ因子依存的様式で凝血形成
を促進することを示した（Ｋｕｒｏｓａｗａ等，１９８４）。Ａｏｋｉ及びｖｏｎ　Ｋａ
ｕｌｌａは　尿凝固促進活性が微粒子として存在することを示唆し、「プロトロンビナー
ゼ」特性を有する因子を報告した。続いて、尿凝固促進活性が脂質に結合した小胞に存在
し、主に第ＶＩＩ因子に依存することが実証された（Ｗｉｇｇｉｎｓ等，１９８７）。尿
凝固促進因子は、第ＶＩＩ因子及びカルシウム存在下第Ｘ因子を活性化可能であり、コン
カナバリンＡにより阻害される（Ｚａｃｈａｒａｓｋｉ等，１９７４）。活性はα－メチ
ル－グルコシドの添加により回復した（Ｋｕｒｏｓａｗａ等，１９８４）。後にヒト組織
因子特異抗体の存在下、該活性がほぼ完全に阻害されることが実証され、凝固促進因子は
組織因子であることが確認された（Ｃａｒｔｙ等，１９９０）。該活性は、細孔１００ｎ
Ｍを通過せず、２２０ｎＭ濾過器を通過する膜小胞に結合していると思われた。
【００１０】
　精製及び汚染物質タム－ホースフォールムコ蛋白の除去後、凝固促進因子は微小凝集体
に存在することが発見された。この微小凝集体はジスルフィド結合で互いに結ばれた６８
ｋＤと７６ｋＤの２つの小単位からなる１５１ｋＤの基本機能単位で構成されていた（Ｋ
ｕｒｏｓａｗａ等，１９８４）。これはヒト組織因子の確立された分子量４３ｋＤとは対
照的である。組織因子成熟ｍＲＮＡ転写産物は腎臓を含む様々なヒト組織で同様であるこ
とから、この相違はおそらく前準備段階での相対的不純性を反映している。確かに続くウ
エスタンブロッティングでの尿組織因子の評価は、尿組織因子が他のヒト組織由来組織因
子と同様の分子量であることを明らかにした（Ｃａｒｔｙ等，１９９０）。該小胞は超遠
心分離機で沈殿することが可能であり（Ｃａｒｔｙ等，１９９０）、組織因子活性は組織
因子含有沈殿物を界面活性剤α－オクチル－グルコピラノシドに溶解することにより回復
可能である（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９９９）。試験管内でフィブリン繊維を産生した場合
、該小胞はフィブリン繊維と親密に結合しているらしく（Ｃａｒｔｙ等，１９９０）、金
標識マウス抗組織因子抗体に対する特異的な結合が示された（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９９
８）。金標識したアネキシンＶ（胎盤抗凝固タンパク質－Ｉ）でのこれら小胞の標識によ
り、小胞が組織因子だけでなく、尿組織因子活性の脂質供給源になり得る陰イオン性リン
脂質（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９９８）も含むことが示された。確かに異なる濃度の組換え
アネキシンＶと恒温放置した場合、尿組織因子活性は濃度依存的様式で阻害された。この
結果は単球組織因子活性に関して得られた結果と一致する（Ｓａｔｔａ等，１９９４；Ｃ
ａｒｖａｌｈｏ等，１９９５）。
【００１１】
　尿組織因子の供給源
　正確な供給源及び病態での尿組織因子増加の基になる生物学的機序にはかなり不明な点
が多い。この問題について様々な研究が行われ、異なる結果が報告されてきた。腎盂尿の
正常な凝固促進能が実証され、下部尿路は可能な供給源から排除された（Ｍａｔｓｕｍｕ
ｒａ等，１９６８）。　他に２つ尿凝固促進因子の可能な供給源が暗示されており、それ
は尿凝固促進因子が糸球体濾過器を通過する組織（排泄性）産物又は腎実質組織に由来す
る腎臓の分泌物であるというものである。尿組織因子は分子量４３ｋＤであり、尿組織因
子値、尿タンパク排泄及び糸球体濾過率マーカーとの間には弱い相関関係のみ観察されて
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きた（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９９８）。従って尿組織因子は血液由来ではないかもしれな
い。さらに尿組織因子活性は血友病、ヘパリン治療及び循環抗トロンボプラスチンを有す
る患者のような臨床状態に影響しない。よって腎臓は尿凝固促進因子の可能な供給源のま
まである。尿組織因子の供給源としての腎細胞に関して、いくつかの組織化学的及び免疫
学的研究が実行されてきた。いくつかの群は糸球体に位置すると報告し（Ｂｕｋｏｖｓｋ
ｙ等，１９９２）、他の群は尿細管内のシグナルを報告した（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９９
８）。凝固促進因子が尿細管で産生されるという主張は臨床観察及び実験モデルにより支
持される（Ｍａｔｓｕｄａ及びｖｏｎ　Ｋａｕｌｌａ，１９６８；Ｍａｔｓｕｄａ等，１
９６８；Ｍａｔｕｄａ等，１９７９；Ｌｗａｌｅｅｄ等，２００７）。出願人は、ヒト組
織因子に対するマウスモノクローナル抗体を使用して尿細管細胞に陽性シグナルを発見し
た（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９９９）。尿細管細胞はアネキシンＶ陽性でもあった（Ｌｗａ
ｌｅｅｄ等，１９９９）。特に悪性腫瘍及びある種の炎症状態のような病態で、腎マクロ
ファージ及び／又は尿細管細胞が活性化され、増量した組織因子を分泌する可能性もある
（Ｃａｒｔｙ等，１９９０）。尿組織因子の増加は単球組織因子に関して説明された重要
性と同様であることから、尿組織因子が病態における単球／マクロファージ「活性化」状
態を反映し得ると提案することは妥当である。特にリポ多糖に刺激された細胞では尿組織
因子と組織因子の間に中程度の関連が実証されている（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９９８）、
しかし尿組織因子産生のための刺激及びその制御はまだ確立されていない。
【００１２】
　尿組織因子及び癌
　癌患者の尿中バイオマーカー物質用簡易検査は魅力的な案である（Ｗａｊｓｍａｎ等，
１９７５）。尿組織因子はある状況でそのようなバイオマーカーであり得る（例：Ｃａｒ
ｔｙ，１９９０；Ａｄａｍｓｏｎ，１９９２及び１９９３；Ｌｗａｌｅｅｄ，１９９６及
び１９９７；Ｃｏｌｌｕｃｉ，１９９１）。癌患者での尿組織因子増加機序についてかな
り不明な点が多いが、その値は臨床的重要性を持ち得る。Ｃａｒｔｙ等は大腸癌、炎症性
腸疾患及び乳癌での尿組織因子活性の上昇を報告した。良性の大腸及び乳房疾患患者でも
正常対照または関節リウマチ患者よりも高い値が得られるが、悪性腫瘍対照群よりも低い
。　膀胱鏡検査値が異常な患者の８８％が異常な尿組織因子値を示したのに対し、膀胱鏡
検査値が正常な患者では２４％が異常な尿組織因子値を示した。Ａｄａｍｓｏｎ等は正常
対照及び良性前立腺肥大の患者に比較して、膀胱及び前立腺の悪性腫瘍患者での高い尿組
織因子値を示した。Ｌｗａｌｅｅｄ等は正常対照、外科的対照及び良性（非炎症性）状態
患者に有意な差がないことを示した。しかし正常対照は、悪性腫瘍又は良性（炎症性）状
態の患者と比較して有意に低い尿組織因子値を示した。Ｓｐｉｌｌｅｒｔ及びＬａｚａｒ
ｏ、Ｏｓｔｅｒｕｄ等、及びＥｄｗａｒｄｓ等は、これらの状態での尿組織因子増加を同
様に説明する機序であり、炎症性状態が単球組織因子発現増加を導く宿主免疫反応を妨げ
ると示唆している。しかし、Ｃａｒｔｙ等は関節リウマチ患者、全ての活動性疾患を有す
る患者で一般的に正常な尿組織因子値を示すことを発見した。これは尿組織因子が単純に
急性相反応物質として挙動しないことを示唆する。
【００１３】
　尿組織因子活性は組織学的腫瘍悪性度及び／又は腫瘍進行度（乳癌、膀胱癌、前立腺癌
及び大腸癌）、骨スキャン値（前立腺癌）及び血清前立腺特異抗原値（前立腺癌）といく
らか相関関係が示されてきた（Ｌｗａｌｅｅｄ，１９９７）。再発膀胱癌の患者も膀胱鏡
検査値が正常な患者より高い尿組織因子値を示し、後に死亡する患者ではさらに高い値が
見られた（Ａｄａｍｓｏｎ，１９９２；Ｌｗａｌｅｅｄ，１９９８）。
【００１４】
　尿組織因子の構造
　尿組織因子を含む全ての完全長膜結合組織因子は４３～４５ｋＤの分子量の２６３アミ
ノ酸残基からなる一本鎖糖タンパク質であり、１）細胞外領域、２）膜貫通領域、及び３
）細胞質のＣ末端細胞内領域の３つの領域からなる。
【００１５】
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　それぞれの領域が尿組織因子の生物学に不可欠で重要な機能を有する。細胞外領域（ａ
ａ３３～２５１）は第ＶＩＩ因子、ＴＦＰＩ及び第Ｘ因子のような血液凝固系の様々なタ
ンパク質との結合で責任を果たす。膜貫通領域（ａａ２５２～２７４）は極めて疎水性で
、組織因子を細胞の細胞膜に固定する。細胞内領域（ａａ２７５～２９５）は様々な遺伝
子の活性化及び不活性化を引き起こすシグナル伝達活動に影響を与える　。組織のシグナ
ル伝達機能は発癌において極めて重要である。癌細胞での組織発現はＶＥＧＦ及びインテ
グリンの発現を仲介することが知られている。これらのメディエーターは血管新生、細胞
運動性及び転移に重要である。組織因子は増殖及び拡散を含む腫瘍生物学で役割を担う。
悪性腫瘍及びある種の炎症性病態における組織因子の活性化は様々な体液中組織因子レベ
ルに影響を与え得る。尿組織因子レベルは年齢、性別又は喫煙（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９
９９）により大きく影響を受けない。これは大集団を検査する際、偽陽性数が少ないこと
を意味する。従って尿組織因子は腎疾患及び癌患者を検査するのに潜在的に有用でありう
る。
【００１６】
　尿組織因子測定法
　活性測定法
　組織因子の生化学及び分子構造理解の進歩は、組織因子の様々な構造的要素を測定する
測定法の開発をもたらした。相当な臨床的可能性を持ちながら、細胞、血漿レベル及び他
の体液での組織因子の評価に異なる方法が用いられてきた。尿組織因子凝固促進活性の測
定に依存した測定法がかなりの研究で用いられてきた。これらの測定法も完全に機能的な
尿組織因子のみ測定し、尿組織因子の細胞外領域に焦点を合わせる。１段階及び２段階カ
イネティック比色法（ＫＣＡ）は病態（Ｃａｒｔｙ等，１９９０；Ｌｗａｌｅｅｄ等，１
９９９）、糸球体腎炎（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９９７ｂａ）、固形癌（Ｌｗａｌｅｅｄ等
，１９９７ｂ）での尿組織因子凝固促進活性の測定に用いられてきた。尿組織因子測定に
おける腎機能の影響はＬｗａｌｅｅｄ等により研究された（１９９８）。
【００１７】
　いくつかの病態で尿組織因子活性の変化は実証されてきた。その一方、尿組織因子凝固
促進活性は甲状腺機能亢進症の患者でやや上昇し、糸球体腎炎及び癌患者では著しく上昇
する（例としてＣａｒｔｙ，１９９０；Ａｄａｍｓｏｎ，１９９２及び１９９３；Ｃｏｌ
ｌｕｃｉ，１９９１；Ｌｗａｌｅｅｄ，１９９６及び１９９７）。尿組織因子凝固促進活
性は血栓塞栓性及び肝疾患では正常で、腎実質性疾患及び糖尿病患者で著しく低下する（
ＱＩ　Ｈ等，１９９６）。
【００１８】
　ＫＣＡ測定法は研究応用に一段と適した手作業の測定法であり、大規模な臨床利用及び
機械に基づく応用にはあまり適さない。尿組織因子が構造的に不活性又はタンパク質分解
切断されていると、尿組織因子の「活性」を測定する測定法では試料中に存在する全尿組
織因子量を反映しないかもしれない。機能測定法ではこれらの形状は測定されない。機能
測定法はまた細胞外領域を優先的に測定する。
【００１９】
　免疫学的測定法
　免疫学的測定法は臨床検査室に一段と適しており、尿組織因子特異的免疫学的測定法は
集団検診に最も望ましい。組織因子はＥＬＩＳＡ形式のような免疫学的測定法で尿及び他
の体液から測定されてきた（Ｆａｒｅｅｄ等，１９９５）。免疫学的測定法は組織因子抗
原又は組織因子の生物学的活性よりもむしろタンパク質レベルを測定するために組織因子
タンパク質に対する抗体を使用する。過去の多くの組織因子ＥＬＩＳＡには直接的に細胞
外領域に対する抗体が使用されてきた（例：アメリカン・ダイアグノスティカ製Ｉｍｕｂ
ｉｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｆａｃｔｏｒ　ＥＬＩＳＡ（引用文献８４５））。細胞外領域は
主に組織因子の凝固促進活性を有する。そのようなＥＬＩＳＡは、完全長組織因子、組織
因子細胞外領域のタンパク質切断により形成される「可溶性組織因子」及び組織因子のさ
らなるタンパク質分解によって産生される多彩な他の断片を含む多様な形状の組織因子を



(8) JP 2013-543124 A 2013.11.28

10

20

30

40

50

測定する。タンパク質分解断片は抗体全長に抗体が結合するのを阻害するので、試料中の
組織因子タンパク質分解断片の存在は完全長組織因子（すなわち尿組織因子）の測定を妨
げる。未変性の細胞外領域を有する他の組織因子の形状（すなわち選択的スプライシング
変異体）もまた同様の理由で尿組織因子の測定を妨げる。
【００２０】
　従って、組織因子の異なる形状及びタンパク質分解断片の存在下で正確に尿組織因子抗
原を測定するためには、免疫学的測定法に異なる手法が必要とされる。より具体的には、
他の組織因子から尿組織因子を識別する新規抗体一式を必要とする。
【００２１】
　尿組織因子測定のための新規手法
　全てのタンパク質同様、尿組織因子はＮ末端からＣ末端まで細胞内で合成される。従っ
て尿組織因子のＣ末端の存在はＮ末端からＣ末端まで全タンパク質が合成されたことを示
す。このように全尿組織因子分子が完全な状態で存在するのか、又はタンパク質分解の断
片として存在するのかどうかという場合、尿組織因子のＣ末端領域は全尿組織因子が合成
されたことを示す良い指標である。またＣ末端は未変性の尿組織因子分子にだけ見られ、
選択的スプライシング変異体にはない。尿組織因子Ｃ末端領域の測定はスプライシング変
異体ではなく、全尿組織因子分子の濃度を特異的に反映すべきである。
【００２２】
　出願人は、尿及び他の生物学的流動体中の尿組織因子濃度を正確且つ特異的に測定する
新規手法である、尿組織因子のＣ末端断片の測定法を提案する。組織因子Ｃ末端領域の測
定はＥＬＩＳＡ、ラテックス凝集反応、側方流動技術等を含む様々な定量及び定性的な免
疫学的測定法技術で成し遂げ得る。これらの測定法に共通した重要な特徴はポリクローナ
ル及びモノクローナル抗体、抗体断片、遺伝子組換え抗体、及び／又はＣ末端ペプチドを
特異的に標的とした他の結合タンパク質の開発である。出願人は、抗体及び尿組織因子Ｃ
末端ペプチドに対する特異的な結合分子を利用した特異的免疫学的測定法／測定法が生物
学的流動体中の尿組織因子の特異的且つ正確な定量に有用であると提案する。
【００２３】
　Ｃａｒｓｏｎ及びＹｏｄｅｒ（Ｂｌｏｏｄ　Ｃｏａｇｕｌ　Ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓ
（１９９２）３：７７９－７８７）は組織因子のＣ末端断片に対してモノクローナル抗体
を開発し得ることを教示する。　彼らはＣ末端ペプチドがタンパク質分解で組織因子から
切断されるのを示すためモノクローナル抗体を使用した。また、彼らは組織因子を含む小
胞の分布及び小胞内での組織因子の向きを特定するためにも抗体を利用した。Ｃ末端抗体
が生物学的流動体で組織因子レベルの定量測定又は半定量測定に利用し得ることを彼らは
教示していない。また２部位ＥＬＩＳＡ又は組織因子測定用免疫学的測定法の開発に使用
し得る、他の免疫学的測定形式で使用するための組織因子Ｃ末端ペプチドに対する抗体の
作製方法も彼らは教示していない。
【００２４】
　出願人は、尿組織因子測定用の２部位ＥＬＩＳＡを開発するのに使用し得る下記抗Ｃ末
端抗体作製方法を提案する。
【００２５】
　モノクローナル抗体
　尿組織因子のＣ末端ペプチドは細胞膜の下にあり、細胞膜から細胞の細胞質部分へ突き
出た尿組織因子タンパク質の２０アミノ酸部分である。Ｃ末端ペプチドの重要な役割は上
記で論じたようなシグナル伝達への影響である。出願人はＣ末端領域の２つの断片（例え
ばａａ２７５～２８５及び２８６～２９５）を標準方法で合成することを提案する。それ
ぞれのペプチドに対するポリクローナル及びモノクローナル抗体は標準的方法論を利用し
作製する。２部位免疫学的測定法はペプチドに対する一組の抗体を利用して開発する。出
願人は生物学的流動体中に完全長尿組織因子分子が存在する場合、又はＣ末端２０アミノ
酸断片が尿組織因子分子の残りの部分なしで存在する場合に、それぞれのペプチドに対す
る抗体が相互に阻害しないことを要する。
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【００２６】
　２つの抗体のどちらでもＥＬＩＳＡの捕捉抗体又はＥＬＩＳＡの検出抗体として利用し
得る。図３を参照されたい。
【００２７】
　ポリクローナル抗体
　１種類のポリクローナル抗体を使用して２部位抗Ｃ末端ＥＬＩＳＡを行うことも可能で
ある。必要なのは、相互に阻害しない２０アミノ酸断片の異なる領域に対する抗体を含む
ポリクローナル抗体である。ポリクローナル抗体は、動物（ウサギ、ヒツジ、ヤギ）を全
２０アミノ酸Ｃ末端断片で免疫することで産生し得る。抗体は２０アミノ酸断片の異なる
領域に対して作られるはずである。ポリクローナル血清又は免疫グロブリンＧはＥＬＩＳ
Ａの捕捉及び検出部分で使用可能である。
【００２８】
　試料調整
　可溶化
　図４に示すように尿組織因子はリポソーム様微粒子内に存在する。そのような構造では
、尿組織因子のＣ末端部位は小胞内にある（Ｌｗａｌｅｅｄ等，１９９２）。　尿組織因
子が小胞内にあれば、抗体が尿組織因子Ｃ末端部位に結合するのは難しい。出願人が提供
する尿組織因子Ｃ末端断片測定法では、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ＮＰ－４０、デオキ
シコール酸又はＴｗｅｅｎ　２０といった界面活性剤を添加することで、尿組織因子を含
む微小胞又はリポソーム様膜組織を可溶化する手順の組み込みを提供する。界面活性剤に
よる微粒子の可溶化は微粒子構造を溶解し、Ｃ末端断片に抗体が結合できるようＣ末端断
片をあらわにする。
【００２９】
　遠心分離
　免疫学的測定法の前に尿組織因子微粒子を濃縮するのに使用しうる別の試料調整技術を
実行した。微粒子は高速遠心分離で溶液から分離できる。これを成し遂げる代表的なＧ力
は標準的な実験室微量遠心機で実行できる１０～２０，０００ｘｇである。従って、例え
ば１ｍｌの尿試料を１２，０００ｘｇで遠心分離し、尿溶液から微粒子を取り出し、微粒
子を濃縮することが可能である。そして尿組織因子を含む沈殿した微粒子は少量の界面活
性剤を含む緩衝液（５０μｌ）に可溶化され得る。この方法は微粒子を尿中の２０倍にま
で濃縮する。
【００３０】
　原理研究の予備的証拠
　出願人は尿中の組織因子値の測定に市販のアメリカン・ダイアグノスティカ製組織因子
用ＥＬＩＳＡ（引用文献８４５）を試した。このＥＬＩＳＡは捕捉および検出の両方に組
織因子の細胞外部位に対する抗体を使用する。出願人はこの市販の測定法を使用して尿中
の組織因子を測定することはできなかった。この結果は尿中の組織因子の検出に異なる抗
体の組み合わせが必要であることを示唆している。
【００３１】
　出願人は尿組織因子Ｃ末端ペプチドに対する抗体が癌患者尿での尿組織因子の定量に有
用である原理的証拠を実証するためにＥＬＩＳＡ技術を使用して予備実験を実行した。こ
の研究で、出願人はＥＬＩＳＡでの捕捉抗体として組織因子のＣ末端断片に対するポリク
ローナル抗体を、検出抗体として細胞外領域に対するモノクローナル抗体を使用した。出
願人はＥＬＩＳＡ法が悪性腫瘍および炎症性状態の違いを検出する以上に高感度であると
考えている。市販の以前多種の癌と診断された患者からの尿を購入した。１．５ｍｌの尿
試料は微量遠心機で遠心分離し、沈殿した微粒子は界面活性剤を含む緩衝液に再懸濁し、
その微粒子溶液でＥＬＩＳＡを行った。図５は肺癌、膀胱癌、前立腺癌、腎癌、リンパ腫
及び皮膚癌からの尿中に高濃度の尿組織因子を含むＣ末端ペプチドが存在することを示す
。正常（非癌）患者及び前立腺炎（前立腺の炎症状態）患者は尿組織因子が低かった。
【００３２】
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　尿組織因子定量の潜在的最適化方法
　尿組織因子の定量はさらに高感度のＥＬＩＳＡで最適化される。これは図５で示す異な
る１組の抗体を使用することで成し遂げうる。さらに優れたＥＬＩＳＡは尿組織因子Ｃ末
端断片の異なる領域に対して高い特異性を有する二つの高親和性モノクローナルおよび／
またはポリクローナル抗体により構築されうる。
【００３３】
　尿組織因子の測定においては、尿中の「正規化」因子を利用することで別の改良をなし
得る。例えば、尿試料中のタンパク質量によって尿組織因子量を正規化することは有用で
ありうる。試料中のタンパク質は標準測定法（ＢＣＡ，クマシーブルー試薬）で測定でき
る。ＥＬＩＳＡで決定された尿組織因子量をタンパク質量で割ると癌患者又は非癌患者か
ら得られた尿を選別するのにさらに良い計量を提供し得る。尿組織因子量を「正規化」す
るのに適した別の方法は尿組織因子活性を尿組織因子タンパク質容量で割った量を決定す
ることである。活性／タンパク質の割合は癌患者と非癌患者のさらに良い選別を供給し得
る。尿組織因子に対する活性は上記のどの方法を使用しても測定できる。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００３４】
　出願人は癌の定量、診断および集団検診を目的とした尿組織因子Ｃ末端断片の新技術的
な定量手法を提供し、Ｃ末端断片測定の論理的根拠、一般に認められた試料調整法と共に
、定量法、モノクローナルおよびポリクローナル抗体の作製方法を提供する。要するに、
これらの提案および発想は癌患者の尿を利用した癌の診断および集団検診に適した新規手
法に相当するものであり、さらには他の病態診断にも有用でありうる手法であると考える
。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】細胞組織因子により開始された血液凝固を表す。
【００３６】
　第ＶＩＩ因子は組織因子発現細胞上の組織因子に結合し、自己活性化して第ＶＩＩａ因
子となる。その結果生じた複合体は第Ｘ因子、第ＩＸ因子及び少量のトロンビンＩＩａを
活性化する。フィードバック機構（ＴＦＰＩ）は組織因子と第ＶＩＩａ因子の複合体を阻
害するが、産生された少量のトロンビンは第ＸＩ因子を活性化、さらに第ＶＩＩＩ因子を
フォン・ウィルブランド因子（ＶＷＦ）から遊離及び活性化することで血小板および第Ｖ
因子を活性化する。活性型第ＩＸ因子は活性型血小板と結合し第Ｘ因子を活性化する。そ
して第Ｘ因子を産生した血小板は凝血形成に必要な大量のトロンビンを産生する。
【図２】組織因子の３つの領域を表す模式図。
【図３】２種類の抗体を示す。
【図４】ＨｕｇｅｌらＰｈｉｓｉｏｌｏｇｙ（２００５）２０：２２－２７からの引用図
。
【図５】ＥＬＩＳＡ法による各種癌患者および正常者での組織因子の定量。



(11) JP 2013-543124 A 2013.11.28

【図１】



(12) JP 2013-543124 A 2013.11.28

【図２】

【図３】



(13) JP 2013-543124 A 2013.11.28

【図４】

【図５】



(14) JP 2013-543124 A 2013.11.28

10

20

30

40

【国際調査報告】
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