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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体から分離された試料に対して行なう方法であって、配列番号２６、２８又は４２に
示されるアミノ酸配列を有する中心体タンパク質に対する抗体と抗原抗体反応により結合
する反応性を有するポリペプチドの発現を測定することを含む、癌の検出方法。
【請求項２】
　前記ポリペプチドは、配列番号２６又は４２に示されるアミノ酸配列を有する中心体タ
ンパク質又は該中心体タンパク質と８０％以上の相同性を有するポリペプチドである、請
求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記生体がイヌ、ヒト又はネコである請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　前記生体がイヌであり、測定すべき前記ポリペプチドは、配列番号２６又は４２に示さ
れるアミノ酸配列を有するポリペプチドである請求項３記載の方法。
【請求項５】
　前記生体がイヌであり、測定すべき前記ポリペプチドは、配列番号２６に示されるアミ
ノ酸配列を有するポリペプチドである請求項４記載の方法。
【請求項６】
　前記生体がヒトであり、測定すべき前記ポリペプチドは、配列番号２８に示されるアミ
ノ酸配列を有するポリペプチドである請求項３記載の方法。
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【請求項７】
　前記ポリペプチドの発現の測定は、前記試料に含まれ得る、測定すべき前記ポリペプチ
ドに対し前記生体内で誘導された抗体を免疫測定することにより行われる請求項１ないし
６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　配列番号２６に示されるアミノ酸配列中の連続する５００個以上のアミノ酸から成るポ
リペプチドであって、１５１４番～２３３９番アミノ酸の領域内の連続する５００個以上
のアミノ酸を含むポリペプチド、又は、配列番号２８に示されるアミノ酸配列中の連続す
る５００個以上のアミノ酸から成るポリペプチドであって、１５１３番～２３２５番アミ
ノ酸の領域内の連続する５００個以上のアミノ酸を含むポリペプチドを抗原として用いた
免疫測定により行なわれる請求項７記載の方法。
【請求項９】
　前記ポリペプチドが、配列番号２６に示されるアミノ酸配列中の１５１４番～２３３９
番アミノ酸の領域を含み、１０００個以下のアミノ酸から成るポリペプチド、又は、配列
番号２８に示されるアミノ酸配列中の１５１３番～２３２５番アミノ酸の領域を含み、１
０００個以下のアミノ酸から成るポリペプチドである、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　前記ポリペプチドが、配列番号３５又は３６に示されるアミノ酸配列を有するポリペプ
チドである、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　前記ポリペプチドの発現の測定は、前記試料中に含まれ得る該ポリペプチドを免疫測定
することにより行なわれる請求項１ないし６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記試料が、血清、血漿、腹水又は胸水である請求項１ないし１１のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１３】
　前記ポリペプチドの発現の測定は、前記試料中に含まれ得る、該ポリペプチドをコード
するmRNAを測定することにより行われる請求項１ないし６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記mRNAの塩基配列中の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドを用
いて、前記試料中の前記ｍＲＮＡの存在量を調べる、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】
　前記生体がイヌであり、前記ポリヌクレオチドは配列番号２５又は４１に示される塩基
配列中の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドである請求項１４記載
の方法。
【請求項１６】
　前記生体がヒトであり、前記ポリヌクレオチドは配列番号２７に示される塩基配列中の
部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドである請求項１４記載の方法。
【請求項１７】
　前記ポリヌクレオチドがプライマー又はプローブである請求項１４ないし１６のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記試料が組織又は細胞である請求項１３ないし１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記癌が、脳腫瘍、頭、首、肺、子宮、または食道の扁平上皮癌、メラノーマ、肺また
は子宮の腺癌、腎癌、悪性混合腫瘍、肝細胞癌、基底細胞癌、勅細胞腫様歯肉腫、口腔内
腫瘤、肛門周囲腺癌、肛門嚢腫瘤、肛門嚢アポクリン腺癌、セルトリ細胞腫、膣前庭癌、
皮脂腺癌、皮脂腺上皮腫、脂腺腺腫、汗腺癌、鼻腔内腺癌、鼻腺癌、甲状腺癌、大腸癌、
気管支腺癌、腺癌、腺管癌、乳腺癌、複合型乳腺癌、乳腺悪性混合腫瘍、乳管内乳頭状腺
癌、線維肉腫、血管周皮腫、骨肉腫、軟骨肉腫、軟部組織肉腫、組織球肉腫、粘液肉腫、
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未分化肉腫、肺癌、肥満細胞腫、皮膚平滑筋腫、腹腔内平滑筋腫、平滑筋腫、慢性型リン
パ球性白血病、リンパ腫、消化管型リンパ腫、消化器型リンパ腫、小～中細胞型リンパ腫
、副腎髄質腫瘍、顆粒膜細胞腫、褐色細胞腫、膀胱癌（移行上皮癌）、化膿性炎症、腹腔
内肝臓腫瘍、肝臓癌、形質細胞腫、悪性血管外膜細胞腫、血管肉腫、肛門嚢腺癌、口腔癌
、転移性悪性黒色腫、メラニン欠乏性悪性黒色腫、皮膚悪性黒色腫、悪性筋上皮腫、悪性
精巣上皮腫、精細胞腫（セミノーマ）、大腸腺癌、胃腺癌、低グレード皮脂腺癌、耳垢腺
癌、アポクリン腺癌、低分化型アポクリン汗腺癌、悪性線維性組織球腫、多発性骨髄腫、
間葉系悪性腫瘍、脂肪肉腫、骨肉腫、起原不明の肉腫、軟部肉腫（紡錘形細胞腫瘍）、低
分化肉腫、滑膜肉腫、血管肉腫、転移性悪性上皮腫瘍、管状乳腺腺癌、乳腺導管癌、炎症
性乳癌、胚細胞腫、白血病、浸潤性毛包上皮腫、中細胞型リンパ腫、多中心型リンパ腫、
骨肉腫（乳腺）、肥満細胞腫(PatnaikII型）、肥満細胞腫(GradeII）及び平滑筋肉腫から
なる群より選ばれる少なくとも１種の癌である請求項１ないし１８のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項２０】
　前記ポリペプチドの発現量が多い場合に癌の悪性度が高くなることに基づき、癌の悪性
度をさらに検出することを含む、請求項１ないし１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ポリペプチドの発現量が多い場合に癌の進行度が進んでいることに基づき、癌の進
行度をさらに検出することを含む、請求項１ないし２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ポリペプチドの発現量が低下するか否かによって、癌の治療効果をさらにモニタリ
ングすることを含む、請求項１ないし２１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　甲状腺ホルモン受容体相互作用因子１１（thyroid hormone receptor interactor 11）
の発現を測定することをさらに含む、請求項１ないし２２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　配列番号２６、２８又は４２に示されるアミノ酸配列を有する中心体タンパク質に対し
て生体内で誘導される抗体と抗原抗体反応するポリペプチドを含む癌検出試薬。
【請求項２５】
　前記ポリペプチドは、配列番号２６に示されるアミノ酸配列中の連続する５００個以上
のアミノ酸から成るポリペプチドであって、１５１４番～２３３９番アミノ酸の領域内の
連続する５００個以上のアミノ酸を含むポリペプチド、又は、配列番号２８に示されるア
ミノ酸配列中の連続する５００個以上のアミノ酸から成るポリペプチドであって、１５１
３番～２３２５番アミノ酸の領域内の連続する５００個以上のアミノ酸を含むポリペプチ
ドである、請求項２４記載の試薬。
【請求項２６】
　前記ポリペプチドは、配列番号２６に示されるアミノ酸配列中の１５１４番～２３３９
番アミノ酸の領域を含み、１０００個以下のアミノ酸から成るポリペプチド、又は、配列
番号２８に示されるアミノ酸配列中の１５１３番～２３２５番アミノ酸の領域を含み、１
０００個以下のアミノ酸から成るポリペプチドである、請求項２５記載の試薬。
【請求項２７】
　前記ポリペプチドは、配列番号３５又は３６に示されるアミノ酸配列を有するポリペプ
チドである、請求項２６記載の試薬。
【請求項２８】
　甲状腺ホルモン受容体相互作用因子１１に対して生体内で誘導される抗体と抗原抗体反
応するポリペプチドをさらに含む、請求項２４ないし２７のいずれか１項に記載の試薬。
【請求項２９】
　配列番号２６、２８又は４２に示されるアミノ酸配列を有する中心体タンパク質に対す
る抗体と抗原抗体反応により結合する反応性を有し生体内で産生されるポリペプチドと抗
原抗体反応する抗体又はその抗原結合性断片を含む癌検出試薬。
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【請求項３０】
　甲状腺ホルモン受容体相互作用因子１１と抗原抗体反応する抗体又はその抗原結合性断
片をさらに含む、請求項２９記載の試薬。
【請求項３１】
　配列表の配列番号２５、２７及び４１のいずれかに示される塩基配列中の部分領域と特
異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドを含む癌検出試薬。
【請求項３２】
　前記ポリヌクレオチドは、配列表の配列番号２５、２７及び４１のいずれかに示される
塩基配列中の連続する１８塩基以上から成る請求項３１記載の試薬。
【請求項３３】
　配列表の配列番号４４又は４６に示される塩基配列中の部分領域と特異的にハイブリダ
イズするポリヌクレオチドをさらに含む、請求項３１又は３２記載の試薬。
【請求項３４】
　前記ポリヌクレオチドは、プライマー又はプローブである請求項３１ないし３３のいず
れか１項に記載の試薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規な癌の検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌は全死亡原因の第一位を占める疾患であり、現在行われている治療は手術療法を主体
に放射線療法と化学療法を組み合わせた、対処療法が主となっている。これまで医療技術
の発達により、早期発見できれば癌は治せる可能性の高い病となってきている。そのため
、癌患者の体力的、経済的負担なく、血清や尿などを用いて簡便に検査できる癌の検出方
法が求められている。
【０００３】
　血液や尿を用いた癌診断法として、最近では腫瘍マーカーなどの腫瘍生産物を測定する
方法が普及してきた。腫瘍生産物とは、腫瘍に関連する抗原、酵素、特定のタンパク質、
代謝産物、腫瘍遺伝子、腫瘍遺伝子生産物および腫瘍抑制遺伝子などをさし、癌胎児性抗
原CEA、糖タンパク質CA19-9、CA125、前立腺特異抗原PSA、甲状腺で産生されるペプチド
ホルモンであるカルシトニンなどが一部の癌で腫瘍マーカーとして癌診断に活用されてい
る。しかし多くの癌種においては、癌診断に有用な腫瘍マーカーは存在しない。また、現
在知られている腫瘍マーカーの大部分は、体液中にはごく微量（pg/mLオーダー程度）し
か存在しないため、それらを検出するためには、高感度な測定法や特殊な技術が必要とさ
れる。このような現状の中で、各種癌を簡便な操作で高感度に検出できる新規な癌検査手
段が提供されれば、各種癌に対する診断用途が開かれると期待される。
【０００４】
　また、癌の検出が可能なだけでなく、目に見えない部分に発生した癌診断、癌の進行度
診断、癌の悪性度や術後の経過診断、再発診断、転移診断、治療のモニタリングなどが可
能であれば、非常に有用である。
【０００５】
　具体的には、目に見えない部分に発生した癌診断が可能となれば、腹腔内など気づきに
くい部分の癌の早期発見に有用である。また、腫瘍が肉眼で確認できるほど大きくない場
合、超音波検査・CT（コンピュータトモグラフィー）・MRI（核磁気共鳴イメージング）
でも発見できないような癌を発見することができる。
【０００６】
　また、癌の進行度については、腫瘍の原発部位での拡がりの程度と、所属リンパ節・遠
隔臓器への転移の有無とに基づき分類される。一般に、ステージと呼ばれる病期は5段階
に分類されており、数字が大きくなるほど進行している。厳密には臓器によって定義が異
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なるが、例えば病期0は上皮内に留まっている癌、病期IVは遠隔転移を起こしているよう
な癌である。こういった癌の進行度がわかった場合には、適切な治療方針の決定のほかに
、抗癌剤治療効果診断が可能となる。治療方針の決定の具体例としては、前立腺癌などは
悪性度が非常に低く、ほとんど進行しないまま治療を必要としないものも存在する一方、
骨などに転移を起こして痛みを伴って患者を死に至らしめるような進行性のものも存在す
る。ホルモン療法や摘出手術などの治療にはそれぞれ副作用が伴うため、治療法を適切に
判断し決定する必要がある。また、抗癌剤選択が適切か否かや、抗癌剤投与を終えるタイ
ミングなどを適切に判断することができれば、患者の体力的、経済的負担も軽減できる。
そのため、進行度が診断できることは重要である。
【０００７】
　癌細胞は特徴の一つに幼若化すなわち脱分化するという性質がある。一部の癌を除いて
、低分化あるいは未分化な分化度の低いもの癌細胞ほど、転移後の増殖も早く治療予後も
不良である。このような癌を悪性度が高いという。逆に、高分化な癌細胞すなわち細胞分
化度が高いものほど臓器の構造・機能的性質を残しており、比較的悪性度が低いと言える
。こういった癌の悪性度がわかった場合、腫瘍が小さくても悪性度が高ければ腫瘍摘出時
のマージンを多く確保したり、周辺組織の広範囲に注意して経過観察したりすることがで
きる。
【０００８】
　再発、転移を含む術後の経過診断ができる場合には、手術によって腫瘍が完全に摘出で
きたかどうかという診断が可能となる。摘出が完全でなかった場合は再発が起こる可能性
が高いため、より注意深く短い間隔で経過観察を行ったり、場合によっては早期に再手術
に踏み切ったりする判断材料となる。また、再発した場合にも早期に発見できる可能性が
高い。遠隔転移を起こしている場合には発見が遅れがちであるが、転移診断が可能となれ
ば、摘出部位とその周辺以外にも検査範囲を広げる判断材料となる。
【０００９】
　治療のモニタリングができる場合、様々な治療法の中から最適な治療方法や組み合わせ
を選択し、治療の最適化することができる。抗癌剤の治療効果を見ることができれば抗癌
剤の投与期間や種類、量を選択する手助けとなる。また、腫瘍摘出後には残存腫瘍の有無
を知ることができ、経過観察でも転移・再発をいち早く知る手がかりが得られるため早期
治療開始が可能である。治療効果をモニタリングすることができれば、その治療法が適切
であったか、他の治療法へ変更するかといった判断材料となる。
【００１０】
　ところで、イヌはヒトと比べ7倍早く年を取るということが知られている。最近、コン
パニオンアニマルは家族の一員として飼育され、飼い主と同様の生活習慣を持っているこ
とが多い。そのため、コンパニオンアニマルの癌罹患により、飼い主が将来癌を発症する
危険性が高いことを予測することができる。コンパニオンアニマルの簡便で正確な癌診断
が可能となれば、飼い主の癌予防の手がかりとなることが期待される。
【００１１】
　現在、イヌの飼育数は日本では約639万頭、また米国では約1764万頭ともいわれている
。狂犬病予防接種のほかに5種、7種、8種などの混合ワクチンが一般に普及し、イヌパル
ボウィルス感染症、イヌジステンパーウィルス感染症、イヌパラインフルエンザ(ケンネ
ルコフ)、イヌアデノウィルス2型感染症(ケンネルコフ)、イヌ伝染性肝炎、イヌコロナウ
ィルス感染症、レプトスピラ病といった致死率の高い感染症が減少した。そのため、イヌ
の平均寿命は延び、7歳以上の高齢犬は全飼育数の35.5%を占めている。死亡原因もヒトと
同じく癌や高血圧、心臓病などが増加の一途をたどっている。米国では1年間に約400万頭
が癌と診断されており、日本においても潜在的に約160万頭に何らかの腫瘍があるといわ
れている。
【００１２】
　しかしながら、これまで簡便な動物用の癌診断薬は存在せず、動物医療においてはX線
、CT、MRIによる撮影などの検査法も普及していない。触診や簡単な血液検査、X線撮影に
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よる検査を行って、獣医の経験に大きく依存した診断が行われているのが現状である。血
清を用いた検査法も一部では行われ始めたが、イヌの腫瘍マーカーはまだ見つかっていな
いため、ヒトの腫瘍マーカーを用いたものとなっている。
【００１３】
　正確な癌診断のためには、開腹手術が必要であり、イヌの体力的負担、飼い主の費用負
担の問題が大きい。イヌやネコといったコンパニオンアニマルの癌診断を簡便に行うこと
ができれば、早期発見や正確な診断につながりコンパニオンアニマルの癌治療に有用であ
ると期待される。また、そういった血清を用いた簡便な癌診断が可能になれば、癌診断が
可能になるだけでなく、定期的な健康診断や手術前診断、治療方針の決定に大きく貢献す
ることが期待される。
【００１４】
　コンパニオンアニマルはヒトのように健康診断が普及していないため発見が遅れ、腫瘍
が大きくなって初めて飼い主が気づき、来院することが多い。その大きくなってしまった
腫瘍が悪性である場合、手術などの外科的療法や抗癌剤などの投薬を行ったとしても、す
でに手遅れとなる場合が非常に多い。そのため、獣医が悪性と判断した場合には手術せず
に抗癌剤治療を行うのが一般的である。手術を行う場合にも、マージン確保の大きさや手
術中の血液、細胞飛散対策といった手術中の対策も厳重に施す必要がある。手術後すぐに
抗癌剤治療を開始し、経過観察も短い間隔で行うことが望ましい。最近普及しつつあるド
ッグドックといわれるイヌ健康診断に取り入れられれば、早期発見につながることが期待
される。
【００１５】
　一方、良性腫瘍である場合には、腫瘍が大きくとも手術に踏み切れる。手術後は切除部
分のケアだけですみ、高価な抗癌剤治療を行う必要はなく、経過観察に神経を尖らせる必
要もない。
【００１６】
　このような現状から、動物の癌診断に適用できる高感度で簡便な癌検出手段が提供され
れば、正確で無駄のない治療が可能になり、飼い主にとっても獣医にとってもメリットが
大きい。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１７】
【非特許文献１】2004年度厚生労働省調査
【非特許文献２】日経サイエンス、2007年、3月号、p. p.80-88
【非特許文献３】臨床検査　2003年、12月発行、vol.47、No.13、p.1641-1654
【非特許文献４】イヌ・ネコの疾病統計　2005年1月発行
【非特許文献５】Companion Animal Health Products : 2006 Edition By Tim Wesley, A
NIMAL PHARM REPORTS
【非特許文献６】がんの拡がりと進行度、大阪府立成人病センター調査部　津熊秀明
【非特許文献７】蛋白質核酸酵素　vol.50, No.11, p.1405-1412
【非特許文献８】J Cell Sci. 115:1825-35
【非特許文献９】Blood. 95:1788-96
【非特許文献１０】Mol Endocrinol. 9:243-54(1995)
【非特許文献１１】J Cell Biol. 145：83-98(1999)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　本発明の目的は、癌の診断に有用な癌の検出手段を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本願発明者らは、鋭意研究の結果、イヌ精巣由来cDNAライブラリーと担癌犬の血清を用
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いたSEREX法により、担癌生体由来の血清中に存在する抗体と結合するタンパク質をコー
ドするcDNAを取得し、そのcDNAを基にして、配列番号２で示されるアミノ酸配列を有する
ポリペプチド、配列番号１６で示されるアミノ酸配列を有するイヌカルメジンタンパク、
配列番号２６で示されるアミノ酸配列を有するイヌ中心体タンパク質（centrosomal prot
ein、以下CEPと略記することがある）、及び配列番号４５で示されるアミノ酸配列を有す
るイヌ甲状腺ホルモン受容体相互作用因子１１（thyroid hormone receptor interactor 
11、以下「TRIP11」と記載することがある）を作製した。また、取得した遺伝子のヒト相
同性遺伝子を基にして、配列番号４で示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、配列
番号１８で示されるアミノ酸配列を有するヒトカルメジンタンパク、配列番号２８で示さ
れるアミノ酸配列を有するヒトCEP、及び配列番号４７で示されるアミノ酸配列を有する
ヒトTRIP11を作製した。そして、それらタンパク質をコードする遺伝子が、イヌおよびヒ
トの精巣と悪性の癌細胞に特異的に発現すること（参考例Ａ－１、Ｂ－１、及び実施例Ｃ
－１、Ｄ－１を参照）、およびそれらタンパク質のアミノ酸配列を基に作製された組換え
ポリペプチドが、担癌生体中の血清とのみ特異的に反応することを見出し、さらに、該組
換えポリペプチドを用いて調製した抗体を利用して、担癌生体から特異的に上記ポリペプ
チド及びその相同因子を検出できることを見出し、本願発明を完成した。
【００２０】
　すなわち、本発明は、生体から分離された試料に対して行なう方法であって、配列番号
２６、２８又は４２に示されるアミノ酸配列を有する中心体タンパク質に対する抗体と抗
原抗体反応により結合する反応性を有するポリペプチドの発現を測定することを含む、癌
の検出方法を提供する。
【００２１】
　また、本発明は、配列番号２６、２８又は４２に示されるアミノ酸配列を有する中心体
タンパク質に対して生体内で誘導される抗体と抗原抗体反応するポリペプチドを含む癌検
出試薬を提供する。
【００２２】
　さらに、本発明は、配列番号２６、２８又は４２に示されるアミノ酸配列を有する中心
体タンパク質に対する抗体と抗原抗体反応により結合する反応性を有し生体内で産生され
るポリペプチドと抗原抗体反応する抗体又はその抗原結合性断片を含む癌検出試薬を提供
する。
【００２３】
　さらに、本発明は、配列表の配列番号２５、２７及び４１のいずれかに示される塩基配
列中の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドを含む癌検出試薬を提供
する。
【発明の効果】
【００２４】
　本発明により、新規な癌の検出方法が提供された。下記実施例及び参考例において具体
的に示されるように、配列番号２又は４に示されるアミノ酸配列、カルメジンのアミノ酸
配列、配列番号２６、２８又は４２に示されるCEPのアミノ酸配列、及びTRIP11のアミノ
酸配列を基に作製した組換えポリペプチドは、癌患者の血清中に特異的に存在する抗体と
反応する。したがって、本発明の方法により試料中の該抗体を測定すれば、生体内の癌を
検出することができる。また、該抗体の抗原タンパク質自体を測定することによっても、
生体内の癌を検出することができる。本発明の方法によれば、眼に見えない小さいサイズ
の癌や体内深部の癌も検出することができるため、健康診断等における癌の早期発見にも
有用である。また、癌治療後の患者の経過観察に本発明の方法を利用すれば、再発した癌
を早期に検出することもできる。さらに、本発明の方法によれば、腫瘍の増大や周辺組織
への浸潤、リンパ節及び遠隔臓器への癌の転移といった、癌の進行度の診断も可能である
。また、上記抗体の血清中存在量は、悪性度の高い癌患者において悪性度の低い癌患者よ
りも多いため、本発明の方法によれば、癌の悪性度の診断も可能である。上記抗体の血清
中存在量増減によって抗癌剤の治療効果や、腫瘍摘出後の残存腫瘍有無、さらに経過観察
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でも転移・再発をいち早く知る手がかりが得られるなど、その治療法が適切であったか、
他の治療法へ変更するか、なんらかの治療を開始するかといった治療方法選択の判断材料
となる治療のモニタリングも可能である。また、下記実施例及び参考例に記載される通り
、精巣及び癌細胞において、配列番号２又は４に示されるアミノ酸配列を有するポリペプ
チド、カルメジン、配列番号２６、２８又は４２に示されるアミノ酸配列を有するCEP、
及びTRIP11をコードするｍＲＮＡが特異的に高発現している。従って、該ｍＲＮＡを測定
することによっても、癌の検出が可能である。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】参考例Ａ－１で同定した遺伝子の、正常組織および腫瘍細胞株での発現パターン
を示す図である。参照番号１；同定した遺伝子の発現パターン、参照番号２；ＧＡＰＤＨ
遺伝子の発現パターンを示す。
【図２】参考例Ａにおいて大腸菌で製造し精製した、本発明で用いられるポリペプチドの
１例であるイヌ組換えタンパクをクマシー染色で検出した図である。参照番号３；イヌ組
換えタンパクのバンドを示す。
【図３】参考例Ａで調製したイヌ組換えタンパクを用いて行なった担癌犬の癌診断結果の
一部である。
【図４】参考例Ａで調製したイヌ組換えタンパクを用いて行なった担癌犬の癌詳細診断結
果の一部である。
【図５】カルメジンタンパクをコードする遺伝子の、正常組織および腫瘍細胞株での発現
パターンを示す図である。参照番号１；カルメジンタンパクをコードする遺伝子の発現パ
ターン、参照番号２；ＧＡＰＤＨ遺伝子の発現パターンを示す。
【図６】参考例Ｂにおいて大腸菌で製造し精製した、本発明で用いられるタンパクの1例
であるイヌカルメジンをクマシー染色で検出した図である。参照番号３；イヌカルメジン
タンパクのバンドを示す。
【図７】参考例Ｂで調製したイヌカルメジンタンパクを用いて行った担癌犬の癌診断結果
の一部である。
【図８】参考例Ｂで調製したイヌカルメジンタンパクを用いて行った担癌犬の癌詳細診断
結果の一部である。
【図９】CEPをコードする遺伝子の、正常組織および腫瘍細胞株での発現パターンを示す
図である。参照番号１；CEPをコードする遺伝子の発現パターン、参照番号２；ＧＡＰＤ
Ｈ遺伝子の発現パターンを示す。
【図１０】実施例Ｃにおいて大腸菌で製造し精製した、本発明で用いられるポリペプチド
の1例であるイヌCEP由来ポリペプチドをクマシー染色で検出した図である。参照番号３；
イヌCEP由来ポリペプチドのバンドを示す。
【図１１】実施例Ｃで調整したイヌCEP由来ポリペプチドを用いて行った担癌犬の癌診断
結果の一部である。
【図１２】実施例Ｃで調整したイヌCEP由来ポリペプチドを用いて行った担癌犬の癌詳細
診断結果の一部である。
【図１３】TRIP11タンパクをコードする遺伝子の、正常組織および腫瘍細胞株での発現パ
ターンを示す図である。参照番号１；TRIP11タンパクをコードする遺伝子の発現パターン
、参照番号２；ＧＡＰＤＨ遺伝子の発現パターンを示す。
【図１４】実施例Ｄにおいて大腸菌で製造し精製した、本発明で用いられるポリペプチド
の1例であるイヌTRIP11由来ポリペプチドをクマシー染色で検出した図である。参照番号
３；イヌTRIP11由来ポリペプチドのバンドを示す。
【図１５】実施例Ｄで調製したイヌTRIP11由来ポリペプチドを用いて行った担癌犬の癌診
断結果の一部である。
【図１６】実施例Ｄで調製したイヌTRIP11由来ポリペプチドを用いて行った担癌犬の癌詳
細診断結果の一部である。
【発明を実施するための形態】
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【００２６】
　本発明の方法では、生体から分離された試料を用いて、所定のポリペプチドの発現を測
定する。上記試料を用いてポリペプチドの発現を測定する方法としては、試料中に含まれ
る該ポリペプチドに対する抗体を免疫測定する方法（第１の方法）、試料中に含まれる該
ポリペプチド自体を免疫測定する方法（第２の方法）、及び試料中に含まれる該ポリペプ
チドをコードするｍＲＮＡを測定する方法（第３の方法）が挙げられる。本発明の方法で
は、これらのいずれの方法でポリペプチドの発現を測定してもよい。なお、本発明におい
て、「測定」という語には、検出、定量及び半定量のいずれもが包含される。
【００２７】
　本発明の方法で発現を測定する上記した所定のポリペプチドとは、以下の(a)～(d)のう
ちの(c)のポリペプチドである。(a)、(b)、(d)は適宜(c)と組み合わせて用いることがで
きる。
(a)　配列番号２又は４に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドに対する抗体と抗
原抗体反応により結合する反応性を有する、前記生体内で産生されるポリペプチド、
(b)　カルメジン、
(c)　配列番号２６、２８又は４２に示されるアミノ酸配列を有する中心体タンパク質に
対する抗体と抗原抗体反応により結合する反応性を有するポリペプチド、
(d)　甲状腺ホルモン受容体相互作用因子１１（thyroid hormone receptor interactor 1
1）。
【００２８】
　下記実施例及び参考例に示されるように、これらのポリペプチドは、いずれか１つのみ
の発現を測定しても、癌を検出することができる。従って、本発明では、(c)のみについ
て発現を調べてもよいし、２つ以上を組み合わせて調べてもよい。２つ以上を組み合わせ
て指標とすれば、癌の検出精度をより高めることができる（下記実施例Ｅ参照）。
【００２９】
　上記(a)のポリペプチドは、配列番号２又は４に示されるアミノ酸配列を有するポリペ
プチドに対する抗体と抗原抗体反応により結合する反応性を有するポリペプチドであって
、生体内で産生されるポリペプチドである。言い換えると、発現を測定すべき該所定のポ
リペプチドとは、配列番号２のイヌ由来ポリペプチド又は配列番号４のヒト由来ポリペプ
チドと同一の抗原性を示すポリペプチドである。
【００３０】
　このようなポリペプチドの具体例としては、配列番号２のイヌ由来ポリペプチド、配列
番号４のヒト由来ポリペプチドが挙げられる。これらのポリペプチドは、「配列番号２又
は４に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドに対する抗体」の対応抗原そのもので
あり、上記所定のポリペプチドに含まれる。また、その他の具体例としては、上記イヌ由
来ポリペプチド又はヒト由来ポリペプチドと同一の抗原性を有する、その他の哺乳動物由
来のポリペプチド（以下、このようなポリペプチドを「相同因子」と表現する。また、上
記したヒト由来ポリペプチドを、イヌ由来ポリペプチドの「ヒト相同因子」ということが
ある。）が挙げられる。
【００３１】
　ここで、配列番号２に示されるアミノ酸配列とは、イヌ精巣由来cDNAライブラリーと担
癌犬の血清を用いたSEREX法により、担癌犬由来の血清中に特異的に存在する抗体（以下
、イヌの「癌特異的抗体」ということがある）と結合するポリペプチドとして同定された
、機能未知なポリペプチドのアミノ酸配列である（参考例Ａ－１参照）。従って、上記第
１の方法により配列番号２のポリペプチドに対する該癌特異的抗体を測定することで、イ
ヌの癌を検出できる（参考例Ａ－３及びＡ－４参照）。また、上記第２の方法により抗原
たる配列番号２のポリペプチド自体を測定することでも、イヌの癌を検出できる（参考例
Ａ－５及びＡ－６参照）。また、下記参考例に記載される通り、該抗原ポリペプチドをコ
ードするｍＲＮＡは精巣と癌細胞で有意に高発現しているため（参考例Ａ－１参照）、該
ｍＲＮＡを測定することによっても、イヌの癌を検出することができる。なお、配列番号
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２に示すイヌ由来ポリペプチドの配列は、NCBIのデーターベースにAccession No.XP_5353
43（タンパク質）及びAccession No.XM_535343（コード遺伝子）として登録されているが
、その機能は報告されていない。
【００３２】
　配列番号４に示されるアミノ酸配列は、BLASTによる相同検索の結果見出された、上記
イヌ由来ポリペプチドのヒト相同因子のアミノ酸配列である。ヒト相同因子をコードする
塩基配列及びそのアミノ酸配列は、配列表の配列番号３及び４にそれぞれ示される通りで
あり、NCBIのデーターベースにもAccession No.NP_689873（タンパク質）及びAccession 
No.NM_152660（コード遺伝子）として登録されている。ヒト相同因子も、上記したイヌ由
来ポリペプチド同様、その機能は報告されていない。下記参考例に具体的に記載される通
り、ヒト相同因子をコードするｍＲＮＡは、配列番号２のイヌ由来ポリペプチド同様、ヒ
トの精巣と癌細胞で有意に高発現しており、健常ヒトにおいては該ヒト相同因子に対する
抗体が検出されない。従って、ヒトにおいて配列番号４のポリペプチドの発現を調べるこ
とによって、ヒトの癌を検出することができる。
【００３３】
　上記したイヌ由来ポリペプチド又はそのヒト相同因子と同一の抗原性を有するその他の
哺乳動物相同因子の具体例としては、例えば、下記参考例に示される担癌ネコ体内に特異
的に存在するポリペプチドが挙げられる。該ネコポリペプチドは、配列番号２のイヌ由来
ポリペプチドを免疫原として用いて調製した抗体と抗原抗体反応するし、また、配列番号
４のヒト相同因子を免疫原として用いて調製した抗体とも抗原抗体反応する（参考例Ａ－
５及びＡ－６参照）。従って、このネコポリペプチドは、上記イヌ由来ポリペプチド及び
ヒト由来ポリペプチドと同一の抗原性を有するネコ相同因子であり、癌の検出方法におい
て発現を測定する対象となり得る「配列番号２又は４に示されるアミノ酸配列を有するポ
リペプチドに対する抗体と抗原抗体反応により結合する反応性を有する」ポリペプチドの
範囲に包含される。下記参考例に具体的に記載される通り、ネコ相同因子に対しネコ体内
で誘導される抗体は、健常ネコでは検出されず、担癌ネコでのみ検出される。抗原たるネ
コ相同因子自体もまた、健常ネコでは検出されず、担癌ネコでのみ検出される。従って、
イヌ及びヒト以外の哺乳動物相同因子の発現を測定することによっても、該哺乳動物の癌
を検出することができる。
【００３４】
　好ましくは、上記(a)のポリペプチドは、配列表の配列番号２に示されるアミノ酸配列
を有するポリペプチド、又は、該ポリペプチドと９５％以上の相同性を有し生体内で産生
されるポリペプチドである。イヌ由来ポリペプチド（配列番号２）とそのヒト相同因子（
配列番号４）との相同性は、塩基配列で９３％、アミノ酸配列で９９％である。イヌとヒ
トのように遺伝的に遠縁な哺乳動物間であっても、相同因子のアミノ酸配列の相同性は９
９％と非常に高く、そのため、ヒト以外の哺乳動物との間でも、配列番号２のイヌ由来ポ
リペプチドとその相同因子とは９５％以上の高い相同性を有するものと考えられる。
【００３５】
　上記(b)のポリペプチドであるカルメジン（Calmegin）とは、精細胞の分化時期に特異
的に発現するタンパクとして同定されたものであり、in vitroでシャペロン活性を示す。
精巣内のみで発現し、成熟精子では消失するタンパク質であることから、精細胞分化に関
与するタンパク質を折りたたむ機能を持つと考えられている（非特許文献７、井上直和・
山口亮・伊川正人　蛋白質核酸酵素　vol.50 No.11 1405-1412）。しかし、該タンパクが
癌に発現し、癌の診断等に有用であるという報告はない。
【００３６】
　配列番号１６に示されるアミノ酸配列はイヌのカルメジンのアミノ酸配列である。該ア
ミノ酸配列を有するイヌカルメジンは、イヌ精巣由来cDNAライブラリーと担癌犬の血清を
用いたSEREX法により、担癌犬由来の血清中に特異的に存在する抗体と結合するポリペプ
チドとして同定されたものである（参考例Ｂ－１参照）。すなわち、担癌犬体内では、配
列番号１６に示すアミノ酸配列を有するカルメジンに対する抗体が特異的に誘導されてい
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る。従って、上記第１の方法により配列番号１６に示されるアミノ酸配列を有するカルメ
ジンに対する上記した抗体を測定することで、イヌの癌を検出できる（参考例Ｂ－３及び
Ｂ－４参照）。また、上記第２の方法により抗原たる配列番号１６のカルメジン自体を測
定することでも、イヌの癌を検出できる（参考例Ｂ－５及びＢ－６参照）。また、下記実
施例に記載される通り、カルメジンをコードするｍＲＮＡは精巣と癌細胞で有意に高発現
しているため（参考例Ｂ－１参照）、該ｍＲＮＡを測定することによっても、イヌの癌を
検出することができる。
【００３７】
　本発明の方法では、配列番号１６のイヌカルメジンのみならず、その他の哺乳動物のカ
ルメジン（以下、イヌカルメジンに対する「相同因子」ということがある。また、単に「
カルメジン」という場合には、イヌに限らず、他の哺乳動物由来のカルメジンも包含され
る。）も測定対象となり得る。下記参考例に具体的に記載される通り、ヒトカルメジンを
コードするｍＲＮＡは、配列番号１６のイヌカルメジン同様、ヒトの精巣と癌細胞で有意
に高発現しており、健常ヒト体内には該ヒトカルメジンに対する抗体が検出されない。ま
た、ネコカルメジンに対する抗体は、健常ネコ体内では検出されず、担癌ネコでのみ検出
される。従って、イヌ以外の哺乳動物におけるカルメジンの発現を測定することによって
も、該哺乳動物の癌を検出することができる。本発明の方法で測定対象となるイヌ以外の
カルメジンとしては、例えば、ヒトカルメジン、ネコカルメジン等が挙げられるが、これ
らに限定されない。なお、ヒトカルメジンをコードする塩基配列及びそのアミノ酸配列は
、配列表の配列番号１７及び１８にそれぞれ示される通りであり、イヌカルメジンとの相
同性は塩基配列で９０％、アミノ酸配列で８９％である。イヌとヒトのように遺伝的に遠
縁な哺乳動物間であっても、それぞれのカルメジンのアミノ酸配列の相同性は８９％と非
常に高く、そのため、ヒト以外の哺乳動物との間でも、イヌカルメジンとその相同因子と
は８０％程度以上の高い相同性を有するものと考えられる。すなわち、本発明の方法にお
いて発現を測定し得るカルメジンは、特に限定されないが、配列番号１６に示されるイヌ
カルメジンのアミノ酸配列と好ましくは８０％以上、より好ましくは８５％以上の相同性
を有する。
【００３８】
　上記(c)のポリペプチドとは、配列番号２６、２８又は４２に示されるアミノ酸配列を
有する中心体タンパク質（CEP）に対する抗体と抗原抗体反応により結合する反応性を有
するポリペプチドである。言い換えると、上記(c)のポリペプチドとは、配列番号２６若
しくは４２のイヌ由来CEP又は配列番号２８のヒト由来CEPと同一の抗原性を示すポリペプ
チドである。
【００３９】
　このような所定のCEPの具体例としては、配列番号２６又は４２のイヌ由来CEP、配列番
号２８のヒト由来CEPが挙げられる。これらのCEPは、「配列番号２６、２８又は４２に示
されるアミノ酸配列を有するCEPに対する抗体」の対応抗原そのものであり、上記所定のC
EPに含まれる。また、その他の具体例としては、上記イヌ由来CEP又はヒト由来CEPと同一
の抗原性を有する、その他の哺乳動物由来のCEP（以下、このようなCEPを「相同因子」と
表現する。また、上記したヒト由来CEPを、イヌ由来CEPの「ヒト相同因子」ということが
ある。）が挙げられる。
【００４０】
　ここで、配列番号２６に示されるアミノ酸配列とは、イヌ精巣由来cDNAライブラリーと
担癌犬の血清を用いたSEREX法により、担癌犬由来の血清中に特異的に存在する抗体（以
下、イヌの「癌特異的抗体」ということがある）と結合するポリペプチドとして同定され
た、イヌCEPのアミノ酸配列である（実施例Ｃ－１参照）。従って、上記第１の方法によ
り配列番号２６に示されるアミノ酸配列を有するイヌCEPに対する上記した抗体を測定す
ることで、イヌの癌を検出できる（実施例Ｃ－３及びＣ－４参照）。また、上記第２の方
法により抗原たる配列番号２６のCEP自体を測定することでも、イヌの癌を検出できる（
実施例Ｃ－５及びＣ－６参照）。また、下記実施例に記載される通り、配列番号２６のCE
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PをコードするｍＲＮＡは精巣と癌細胞で有意に高発現しているため（実施例Ｃ－１参照
）、該ｍＲＮＡを測定することによっても、イヌの癌を検出することができる。なお、CE
Pとは、中心体が微小管を制御するために必要なタンパク質であり、中心体の成熟にも関
与している。骨髄増殖性疾患の一部において、染色体転座が度々起こることが知られてい
るが、その転座が起こるポイントにCEP遺伝子が存在するため、何らかの関係があると考
えられている。しかし、該タンパクが癌に発現し、癌診断に有用であるという報告はない
（非特許文献８　J Cell Sci. 115:1825-35、非特許文献９　Blood. 95:1788-96）。
【００４１】
　配列番号４２に示されるアミノ酸配列は、データベースに登録されている公知のイヌCE
Pのアミノ酸配列であり、BLAST検索により上記取得したイヌCEPと相同性が極めて高いタ
ンパク質として見出されたものである（実施例Ｃ－１参照）。該公知のイヌCEPの塩基配
列を配列番号４１に示す。配列番号４２のイヌCEPも、配列番号２６のイヌCEPと同様に、
担癌イヌにおいて高発現していると考えられ、下記実施例に具体的に記載される通り、該
公知のイヌCEPの発現を調べることによってイヌの癌を検出することができる。
【００４２】
　配列番号２８に示されるアミノ酸配列は、BLASTによる相同検索の結果見出された、上
記イヌ由来CEPのヒト相同因子のアミノ酸配列である。ヒト相同因子をコードする塩基配
列及びそのアミノ酸配列は、配列表の配列番号２７及び２８にそれぞれ示される通りであ
る。下記実施例に具体的に記載される通り、ヒト相同因子をコードするｍＲＮＡは、配列
番号２６のイヌ由来CEP同様、ヒトの精巣と癌細胞で有意に高発現しており、健常ヒトに
おいては該ヒト相同因子に対する抗体が検出されない。従って、ヒトにおいて配列番号２
８のCEPの発現を調べることによって、ヒトの癌を検出することができる。
【００４３】
　上記したイヌ由来CEP又はそのヒト相同因子と同一の抗原性を有するその他の哺乳動物
相同因子の具体例としては、例えば、下記実施例に示される担癌ネコ体内に特異的に存在
するCEPが挙げられる。該ネコCEPは、配列番号２６又は４２のイヌ由来CEPを免疫原とし
て用いて調製した抗体と抗原抗体反応するし、また、配列番号２８のヒト相同因子を免疫
原として用いて調製した抗体とも抗原抗体反応する（実施例Ｃ－５及びＣ－６参照）。従
って、このネコCEPは、上記イヌ由来CEP及びヒト由来CEPと同一の抗原性を有するネコ相
同因子であり、本発明において発現を測定する対象となる「配列番号２６、２８又は４２
に示されるアミノ酸配列を有するCEPに対する抗体と抗原抗体反応により結合する反応性
を有する」CEPの範囲に包含される。下記実施例に具体的に記載される通り、ネコ相同因
子に対しネコ体内で誘導される抗体は、健常ネコでは検出されず、担癌ネコでのみ検出さ
れる。抗原たるネコ相同因子自体もまた、健常ネコでは検出されず、担癌ネコでのみ検出
される。従って、イヌ及びヒト以外の哺乳動物相同因子の発現を測定することによっても
、該哺乳動物の癌を検出することができる。
【００４４】
　好ましくは、本発明の検出方法において発現を測定すべき上記CEPは、配列表の配列番
号２６若しくは４２に示されるアミノ酸配列を有するCEP、又は、該CEPと８０％以上の相
同性を有し生体内で産生されるポリペプチドである。イヌ由来CEPとそのヒト相同因子と
の相同性は、塩基配列で８７％、アミノ酸配列で８４％である。イヌとヒトのように遺伝
的に遠縁な哺乳動物間であっても、相同因子のアミノ酸配列の相同性は８４％と非常に高
く、そのため、ヒト以外の哺乳動物との間でも、イヌ由来CEPとその相同因子とは８０％
以上の高い相同性を有するものと考えられる。
【００４５】
　上記(d)のポリペプチドであるTRIP11（thyroid hormone receptor interactor 11）は
、当初は甲状腺ホルモン受容体βに相互作用する因子として同定されたが、ゴルジ体や微
小管に結合することも判明し、ゴルジ体や微小管等を結びつけ、これら細胞小器官の形状
をを維持する役割を果たしていると考えられている。しかし、該タンパクが癌に発現し、
癌の診断等に有用であるという報告はない（非特許文献１０　Mol Endocrinol. 9:243-54
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(1995)、非特許文献１１　J Cell Biol. 145：83-98(1999)）。
【００４６】
　配列番号４５に示されるアミノ酸配列はイヌのTRIP11のアミノ酸配列である。該アミノ
酸配列を有するイヌTRIP11は、イヌ精巣由来cDNAライブラリーと担癌犬の血清を用いたSE
REX法により、担癌犬由来の血清中に特異的に存在する抗体と結合するポリペプチドとし
て同定されたものである（実施例Ｄ－１参照）。すなわち、担癌犬体内では、配列番号４
５に示すアミノ酸配列を有するTRIP11に対する抗体が特異的に誘導されている。従って、
上記第１の方法により配列番号４５に示されるアミノ酸配列を有するTRIP11に対する上記
した抗体を測定することで、イヌの癌を検出できる（実施例Ｄ－３及びＤ－４参照）。ま
た、上記第２の方法により抗原たる配列番号４５のTRIP11自体を測定することでも、イヌ
の癌を検出できる（実施例Ｄ－５及びＤ－６参照）。また、下記実施例に記載される通り
、TRIP11をコードするｍＲＮＡは精巣と癌細胞で有意に高発現しているため（実施例Ｄ－
１参照）、該ｍＲＮＡを測定することによっても、イヌの癌を検出することができる。
【００４７】
　本発明の方法では、配列番号４５のイヌTRIP11のみならず、その他の哺乳動物のTRIP11
（以下、イヌTRIP11に対する「相同因子」ということがある。また、単に「TRIP11」とい
う場合には、イヌに限らず、他の哺乳動物由来のTRIP11も包含される。）も測定対象とな
り得る。下記実施例に具体的に記載される通り、ヒトTRIP11をコードするｍＲＮＡは、配
列番号４５のイヌTRIP11同様、ヒトの精巣と癌細胞で有意に高発現しており、健常ヒト体
内には該ヒトTRIP11に対する抗体が検出されない。また、ネコTRIP11に対する抗体は、健
常ネコ体内では検出されず、担癌ネコでのみ検出される。従って、イヌ以外の哺乳動物に
おけるTRIP11の発現を測定することによっても、該哺乳動物の癌を検出することができる
。本発明の方法で測定対象となり得るイヌ以外のTRIP11としては、例えば、ヒトTRIP11、
ネコTRIP11等が挙げられるが、これらに限定されない。なお、ヒトTRIP11をコードする塩
基配列及びそのアミノ酸配列は、配列表の配列番号４６及び４７にそれぞれ示される通り
であり、イヌTRIP11との相同性は塩基配列で８８％、アミノ酸配列で８６％である。イヌ
とヒトのように遺伝的に遠縁な哺乳動物間であっても、それぞれのTRIP11のアミノ酸配列
の相同性は８６％と非常に高く、そのため、ヒト以外の哺乳動物との間でも、イヌTRIP11
とその相同因子とは７５％程度以上の高い相同性を有するものと考えられる。すなわち、
本発明の方法において発現を測定し得るTRIP11は、特に限定されないが、配列番号４５に
示されるイヌTRIP11のアミノ酸配列と好ましくは７５％以上、より好ましくは８０％以上
の相同性を有する。
【００４８】
　なお、本発明において、「アミノ酸配列を有する」とは、アミノ酸残基がそのような順
序で配列しているという意味である。従って、例えば、「配列番号２で示されるアミノ酸
配列を有するポリペプチド」とは、配列番号２に示されるMet Ala Ala Leu・・(中略)・
・Ile Thr Ser Proのアミノ酸配列を持つ、３０６アミノ酸残基のサイズのポリペプチド
を意味する。また、例えば、「配列番号２で示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド
」を「配列番号２のポリペプチド」と略記することがある。「塩基配列を有する」という
表現についても同様である。また、本発明において、「ポリペプチド」とは、複数のアミ
ノ酸がペプチド結合することによって形成される分子をいい、構成するアミノ酸数が多い
ポリペプチド分子のみならず、アミノ酸数が少ない低分子量の分子（オリゴペプチド）や
、全長タンパク質も包含され、本発明では配列番号２、４、１６、１８、２６、２８、４
２、４５又は４７に示すアミノ酸配列の全長から成るタンパク質も包含される。
【００４９】
　上記第１の方法において、試料中に存在し得る上記癌特異的抗体の測定は、該抗体と抗
原抗体反応する抗原物質を用いた免疫測定により容易に行うことができる。免疫測定法自
体は下記に詳述するとおり周知の常法である。免疫測定の抗原物質としては、例えば、担
癌イヌ体内で該抗体を誘導するもととなった配列番号２６又は４２のポリペプチドを用い
ることができ、所望により配列番号２、１６又は４５のポリペプチドを組み合わせて用い
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ることができる。また、抗体には交叉反応性があり、実際に免疫原となった抗原物質以外
の分子であっても、分子上に免疫原のエピトープと類似した構造が存在すれば、その分子
は免疫原に対して誘導された抗体と抗原抗体反応により結合し得る。例えば、アミノ酸配
列の相同性が高いポリペプチド同士では、エピトープの構造も類似している場合が多く、
その場合には両者は同一の抗原性を示し得る。下記実施例及び参考例に具体的に記載され
る通り、配列番号２、１６、２６、４２又は４５のイヌ由来ポリペプチドは、担癌イヌ体
内で該ポリペプチドに対し誘導された抗体と抗原抗体反応するほか、担癌ネコ体内でネコ
相同因子に対し誘導された抗体とも抗原抗体反応するし、また、ヒト相同因子は、担癌イ
ヌ体内及び担癌ネコ体内で誘導された上記抗体と抗原抗体反応する。従って、本発明の第
１の方法では、免疫測定の抗原として、いずれの哺乳動物由来の相同因子を用いることも
できる。
【００５０】
　通常、タンパク質等のような、複雑な構造をとる分子量の大きい抗原物質の場合、分子
上に構造の異なる複数の部位が存在している。従って、生体内では、そのような抗原物質
に対し、複数の部位をそれぞれ認識して結合する複数種類の抗体が生産される。すなわち
、生体内でタンパク質等の抗原物質に対して生産される抗体は、複数種類の抗体の混合物
であるポリクローナル抗体である。本願発明者らが見出した、担癌生体由来の血清中に特
異的に存在する、配列番号２、１６、２６、４２又は４５のポリペプチドまたはその相同
因子と抗原抗体反応により特異的に結合する癌特異的抗体もまた、ポリクローナル抗体で
ある。なお、本発明において「ポリクローナル抗体」といった場合には、抗原物質を体内
に含む生体由来の血清中に存在する抗体であって、該抗原物質に対して該生体内で誘導さ
れた抗体を指す。
【００５１】
　担癌生体特異的な抗体を免疫測定するための抗原として、下記参考例Ａでは、配列番号
２の全長領域から成るポリペプチド、およびそのヒト相同因子である配列番号４の全長領
域から成るポリペプチドを調製し、これらのポリペプチドと担癌生体由来の血清中の前記
抗体との反応性を確認している。下記実施例Ｂでは、配列番号１６（イヌカルメジン）の
全長領域から成るポリペプチド、およびそのヒト相同因子である配列番号１８（ヒトカル
メジン）の全長領域から成るポリペプチドを調製し、これらのポリペプチドと担癌生体由
来の血清中の前記抗体との反応性を確認している。下記実施例Ｃでは、配列番号２６（イ
ヌCEP）中の１５１４番～２３３９番アミノ酸の領域から成るポリペプチド、及び配列番
号２８（ヒトCEP）中の１５１３番～２３２５番アミノ酸の領域から成るポリペプチドを
調製し、これらのポリペプチドと担癌生体由来の血清中の前記抗体との反応性を確認して
いる。下記実施例Ｄでは、配列番号４５（イヌTRIP11）中の２３７番～１０２３番アミノ
酸の領域から成るポリペプチド、及び配列番号４７（ヒトTRIP11）中の２３６番～１０２
３番アミノ酸の領域から成るポリペプチドを調製し、これらのポリペプチドと担癌生体由
来の血清中の前記抗体との反応性を確認している。しかしながら、前記抗体はポリクロー
ナル抗体であるから、配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５又はその相同因子の全
長から成るポリペプチドであれば当然結合するし、また、該ポリペプチドの断片であって
も、前記ポリクローナル抗体中にはその断片の構造を認識する抗体が含まれ得るため、や
はり担癌生体由来の血清中に含まれる前記抗体と結合できる。すなわち、配列番号２、１
６、２６、４２若しくは４５又はその相同因子の全長から成るポリペプチドであっても、
その断片であっても、同様に担癌生体血清中に特異的に含まれる前記ポリクローナル抗体
の測定に用いることができ、癌の検出に有用である。
【００５２】
　従って、本発明の第１の方法で免疫測定の抗原として用いられるポリペプチド及び所望
によりそれに組み合わせて用いられるポリペプチドは、配列番号２、１６、２６、４２若
しくは４５又はその相同因子（例えば配列番号４、１８、２８、４７等）の全長から成る
ポリペプチドのみに限定されず、配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５又はその相
同因子のアミノ酸配列中の連続する７個以上、好ましくは連続する１０個以上のアミノ酸
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から成るポリペプチド断片であって、配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５のイヌ
由来ポリペプチド又はその相同因子に対するポリクローナル抗体と抗原抗体反応するポリ
ペプチド（以下、便宜的に「特異反応性部分ポリペプチド」ということがある）も包含さ
れる。なお、約７アミノ酸残基以上のポリペプチドであれば抗原性を発揮することがこの
分野において知られている。
【００５３】
　ただし、アミノ酸残基の数があまりに少ないと、試料中に存在する、配列番号２、１６
、２６、４２若しくは４５のイヌ由来ポリペプチド及びその相同因子とは異なるその他の
タンパク質に対する抗体とも交叉反応してしまう可能性が高くなる。従って、免疫測定の
精度を高める観点からは、抗原として用いるポリペプチド断片のアミノ酸残基の数は多い
ものが好ましい。例えば、配列番号２又はその相同因子の場合、ポリペプチド断片のアミ
ノ酸残基数を好ましくは３０以上、さらに好ましくは１００以上、さらに好ましくは２０
０以上、さらに好ましくは２５０以上とするのが望ましい。配列番号１６のイヌカルメジ
ン又はその相同因子の場合、好ましくは３０以上、さらに好ましくは１００以上、さらに
好ましくは２００以上、さらに好ましくは４００以上、さらに好ましくは５５０以上とす
るのが望ましい。配列番号２６若しくは４２のイヌCEP又はその相同因子の場合、好まし
くは３０以上、さらに好ましくは１００以上、さらに好ましくは３００以上、さらに好ま
しくは６００以上とするのが望ましく、さらには１０００以上、１５００以上、２０００
以上としてもよい。配列番号４５のイヌTRIP11又はその相同因子の場合、好ましくは３０
以上、さらに好ましくは１００以上、さらに好ましくは３００以上、さらに好ましくは６
００以上とするのが望ましく、さらには１０００以上、１５００以上としてもよい。
【００５４】
　抗原として用いるポリペプチド及び所望によりそれに組み合わせて用いられるポリペプ
チドの好ましい具体例としては、以下のポリペプチドが挙げられる。
(e)　配列番号２又は４に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、
(f)　配列番号１６又は１８に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、
(g)　配列番号２６に示されるアミノ酸配列中の連続する５００個以上のアミノ酸から成
るポリペプチドであって、１５１４番～２３３９番アミノ酸の領域内の連続する５００個
以上のアミノ酸を含むポリペプチド、又は、配列番号２８に示されるアミノ酸配列中の連
続する５００個以上のアミノ酸から成るポリペプチドであって、１５１３番～２３２５番
アミノ酸の領域内の連続する５００個以上のアミノ酸を含むポリペプチド、
(h)　配列番号４５に示されるアミノ酸配列中の連続する５００個以上のアミノ酸から成
るポリペプチドであって、２３７番～１０２３番アミノ酸の領域内の連続する５００個以
上のアミノ酸を含むポリペプチド、又は、配列番号４７に示されるアミノ酸配列中の連続
する５００個以上のアミノ酸から成るポリペプチドであって、２３６番～１０２３番アミ
ノ酸の領域内の連続する５００個以上のアミノ酸を含むポリペプチド。
【００５５】
　上記(g)のポリペプチド（配列番号２６のポリペプチド若しくはその断片、又は配列番
号２８のポリペプチド若しくはその断片）のうち、より好ましい具体例としては、配列番
号２６に示されるアミノ酸配列中の１５１４番～２３３９番アミノ酸の領域を含み、１０
００個以下のアミノ酸から成る断片、及び、配列番号２８に示されるアミノ酸配列中の１
５１３番～２３２５番アミノ酸の領域を含み、１０００個以下のアミノ酸から成る断片が
挙げられる。特に好ましい具体例としては、配列番号２６中の１５１４番～２３３９番ア
ミノ酸の領域（配列番号３５）から成る断片、及び配列番号２８に示されるアミノ酸配列
中の１５１３番～２３２５番アミノ酸の領域（配列番号３６）から成る断片が挙げられる
。
【００５６】
　上記(h)のポリペプチド（配列番号４５のポリペプチド若しくはその断片、又は配列番
号４７のポリペプチド若しくはその断片）のうち、より好ましい具体例としては、配列番
号４５に示されるアミノ酸配列中の２３７番～１０２３番アミノ酸の領域を含み、１００
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０個以下のアミノ酸から成る断片、及び、配列番号４７に示されるアミノ酸配列中の２３
６番～１０２３番アミノ酸の領域を含み、１０００個以下のアミノ酸から成る断片が挙げ
られる。特に好ましい具体例としては、配列番号４５中の２３７番～１０２３番アミノ酸
の領域（配列番号５４）から成る断片、及び配列番号４７に示されるアミノ酸配列中の２
３６番～１０２３番アミノ酸の領域（配列番号５５）から成る断片が挙げられる。
【００５７】
　一般に、タンパク質抗原において、該タンパク質のアミノ酸配列のうち少数のアミノ酸
残基が置換され、欠失され又は挿入された場合であっても、元のタンパク質とほぼ同じ抗
原性を有している場合があることは当業者において広く知られている。従って、配列番号
２、１６、２６、４２若しくは４５又はその相同因子のアミノ酸配列のうち少数のアミノ
酸残基が置換され、欠失され、及び／又は挿入された配列を有するポリペプチドであって
、配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５又はその相同因子の配列と８０％以上、好
ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上、さらに好ましくは９８％以上の相同性
を有し、かつ、配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５に示されるアミノ酸配列を有
するポリペプチド又はその相同因子に対するポリクローナル抗体と抗原抗体反応により特
異的に結合するポリペプチド(以下、便宜的に「特異反応性修飾ポリペプチド」というこ
とがある)も、上記したポリペプチドと同様に癌の検出に用いることができる。好ましく
は、該特異反応性修飾ポリペプチドは、配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５又は
その相同因子（好ましくは配列番号４、１８、２８、４７）のアミノ酸配列において、１
ないし数個のアミノ酸残基が置換され、欠失され、及び／又は挿入されたアミノ酸配列を
有する。
【００５８】
　ここで、アミノ酸配列の「相同性」とは、比較すべき２つのアミノ酸配列のアミノ酸残
基ができるだけ多く一致するように両アミノ酸配列を整列させ、一致したアミノ酸残基数
を全アミノ酸残基数で除したものを百分率で表したものである。上記整列の際には、必要
に応じ、比較する２つの配列の一方又は双方に適宜ギャップを挿入する。このような配列
の整列化は、例えばBLAST、FASTA、CLUSTAL W等の周知のプログラムを用いて行なうこと
ができる。ギャップが挿入される場合、上記全アミノ酸残基数は、１つのギャップを１つ
のアミノ酸残基として数えた残基数となる。このようにして数えた全アミノ酸残基数が、
比較する２つの配列間で異なる場合には、相同性（％）は、長い方の配列の全アミノ酸残
基数で、一致したアミノ酸残基数を除して算出される。なお、天然のタンパク質を構成す
る２０種類のアミノ酸は、低極性側鎖を有する中性アミノ酸（Gly, Ile, Val, Leu, Ala,
 Met, Pro)、親水性側鎖を有する中性アミノ酸（Asn, Gln, Thr, Ser, Tyr, Cys)、酸性
アミノ酸(Asp, Glu)、塩基性アミノ酸(Arg, Lys, His)、芳香族アミノ酸(Phe, Tyr, Trp)
のように類似の性質を有するものにグループ分けでき、これらの間での置換であればポリ
ペプチドの性質が変化しないことが多いことが知られている。従って、配列番号２、１６
、２６、４２若しくは４５のポリペプチド又はその相同因子中のアミノ酸残基を置換する
場合には、これらの各グループの間で置換することにより、対応抗体との結合性を維持で
きる可能性が高くなる。
【００５９】
　本発明で用いられる上記ポリペプチドを部分配列として含み(すなわち、本発明で用い
られるポリペプチドの一端又は両端に他の(ポリ)ペプチドが付加されたもの)、かつ、配
列番号２、１６、２６、４２若しくは４５のポリペプチド又はその相同因子に対するポリ
クローナル抗体と抗原抗体反応により特異的に結合するポリペプチド(以下、便宜的に「
特異反応性付加ポリペプチド」ということがある)も、上記したポリペプチドと同様に癌
の検出に用いることができる。
【００６０】
　本発明で用いられる上記ポリペプチドは、例えば、Fmoc法（フルオレニルメチルオキシ
カルボニル法）、tBoc法（t―ブチルオキシカルボニル法）等の化学合成法に従って合成
することができる。また、各種の市販のペプチド合成機を利用して常法により合成するこ
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ともできる。また、公知の遺伝子工学的手法を用いて容易に調製することができる。例え
ば、配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５のポリペプチド又はその相同因子をコー
ドする遺伝子を発現している組織から抽出したＲＮＡから、該遺伝子のcDNAをＲＴ－ＰＣ
Ｒにより調製し、該cDNAの全長又は所望の一部を発現ベクターに組み込んで、宿主細胞中
に導入し、目的とするポリペプチドを得ることができる。配列番号２のイヌポリペプチド
、配列番号１６のイヌカルメジン、配列番号２６及び４２のイヌCEP、並びに配列番号４
５のイヌTRIP11をコードするcDNAの塩基配列はそれぞれ配列番号１、配列番号１５、配列
番号２５及び４１、並びに配列番号４４に示され、これらのヒト相同因子をコードするcD
NAの塩基配列はそれぞれ配列番号３、配列番号１７（ヒトカルメジン）、配列番号２７（
ヒトCEP）、及び配列番号４７（ヒトTRIP11）に示されているため、ＲＴ－ＰＣＲに用い
るプライマーはこれらの塩基配列を参照して容易に設計できる。また、後述するとおり、
ヒト以外の哺乳動物の相同因子をコードする遺伝子は、イヌの塩基配列及びヒト相同因子
の塩基配列を参照して設計したプライマーにより増幅し得るため、例えばネコ相同因子を
コードするｃＤＮＡも上記と同様の手法により容易に調製し得る。ＲＮＡの抽出、ＲＴ－
ＰＣＲ、ベクターへのcDNAの組み込み、ベクターの宿主細胞への導入は、例えば以下に記
載するとおり、周知の方法により行なうことができる。また、用いるベクターや宿主細胞
も周知であり、種々のものが市販されている。
【００６１】
　上記宿主細胞としては、上記ポリペプチドを発現可能な細胞であればいかなるものであ
ってもよく、原核細胞の例としては大腸菌など、真核細胞の例としてはサル腎臓細胞COS 
1、チャイニーズハムスター卵巣細胞CHO等の哺乳動物培養細胞、出芽酵母、分裂酵母、カ
イコ細胞、アフリカツメガエル卵細胞などが挙げられる。
【００６２】
　宿主細胞として原核細胞を用いる場合、発現ベクターとしては、原核細胞中で複製可能
なオリジン、プロモーター、リボソーム結合部位、DNAクローニング部位、ターミネータ
ー等を有する発現ベクターを用いる。大腸菌用発現ベクターとしては、pUC系、pBluescri
ptII、pET発現システム、pGEX発現システムなどが例示できる。上記ポリペプチドをコー
ドするＤＮＡをこのような発現ベクターに組み込み、該ベクターで原核宿主細胞を形質転
換したのち、得られた形質転換体を培養すれば、前記DNAがコードしているポリペプチド
を原核宿主細胞中で発現させることができる。この際、該ポリペプチドを、他のタンパク
質との融合タンパク質として発現させることもできる。なお、上記ポリペプチドをコード
するＤＮＡは、例えば上記したようにRT-PCRによりcDNAを調製して得ることができ、また
後述するように市販の核酸合成機を用いて常法により合成することもできる。なお、配列
番号２、４、１６、１８、２６、２８、４２、４５及び４７のポリペプチドをコードする
遺伝子のｃＤＮＡの塩基配列は、それぞれ配列表の配列番号１、３、１５、１７、２５、
２７、４１、４４及び４６に示されている。
【００６３】
　宿主細胞として真核細胞を用いる場合、発現ベクターとしては、プロモーター、スプラ
イシング領域、ポリ（A）付加部位等を有する真核細胞用発現ベクターを用いる。そのよ
うな発現ベクターとしては、pKA1、pCDM8、pSVK3、pMSG、pSVL、pBK-CMV、pBK-RSV、EBV
ベクター、pRS、pcDNA3、pMSG、pYES2等が例示できる。上記と同様に、本発明で用いられ
るポリペプチドをコードするＤＮＡをこのような発現ベクターに組み込み、該ベクターで
真核宿主細胞を形質転換したのち、得られた形質転換体を培養すれば、前記DNAがコード
しているポリペプチドを真核宿主細胞中で発現させることができる。発現ベクターとして
pIND/V5-His、pFLAG-CMV-2、pEGFP-N1、pEGFP-C1等を用いた場合には、Hisタグ、FLAGタ
グ、mycタグ、HAタグ、GFPなど各種タグを付加した融合タンパク質として、上記ポリペプ
チドを発現させることができる。
【００６４】
　発現ベクターの宿主細胞への導入は、電気穿孔法、リン酸カルシウム法、リポソーム法
、DEAEデキストラン法等の周知の方法を用いることができる。
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【００６５】
　宿主細胞から目的のポリペプチドを単離精製するためには、公知の分離操作を組み合わ
せて行うことができる。例えば尿素などの変性剤や界面活性剤による処理、超音波処理、
酵素消化、塩析や溶媒分別沈殿法、透析、遠心分離、限外ろ過、ゲルろ過、SDS-PAGE、等
電点電気泳動、イオン交換クロマトグラフィー、疎水クロマトグラフィー、アフニティー
クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー等が挙げられる。
【００６６】
　以上の方法によって得られるポリペプチドには、他の任意のタンパク質との融合タンパ
ク質の形態にあるものも含まれる。例えば、グルタチオン－S－トランスフェラーゼ（GST
）やHisタグとの融合タンパク質などが例示できる。このような融合タンパク質の形態の
ポリペプチドも、上記した特異反応性付加ポリペプチドに包含され、本発明の第１の検出
方法に用いることができる。さらに、形質転換細胞で発現されたポリペプチドは、翻訳さ
れた後、細胞内で各種修飾を受ける場合がある。このような翻訳後修飾されたポリペプチ
ドも、配列番号２又は４のポリペプチドに対するポリクローナル抗体との結合性を有する
限り、本発明の第１の検出方法において使用可能である。この様な翻訳修飾としては、N
末端メチオニンの脱離、N末端アセチル化、糖鎖付加、細胞内プロテアーゼによる限定分
解、ミリストイル化、イソプレニル化、リン酸化などが例示できる。
【００６７】
　試料中の抗体の測定は、上記したポリペプチドを抗原として用いた免疫測定により容易
に行うことができる。免疫測定自体はこの分野において周知であり、反応様式で分類する
と、サンドイッチ法、競合法、凝集法、ウェスタンブロット法等がある。また、標識で分
類すると、放射免疫測定、蛍光免疫測定、酵素免疫測定、ビオチン免疫測定等があり、い
ずれの方法を用いても上記抗体の免疫測定を行うことができる。特に限定されないが、サ
ンドイッチELISAや凝集法は、操作が簡便で大掛かりな装置等を必要としないため、本発
明の方法における上記抗体の免疫測定方法として好ましく適用することができる。抗体の
標識として酵素を用いる場合、酵素としては、ターンオーバー数が大であること、抗体と
結合させても安定であること、基質を特異的に着色させる等の条件を満たす物であれば特
段の制限はなく、通常の酵素免疫測定法に用いられる酵素、例えば、ペルオキシダーゼ、
β―ガラクトシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、アセチル
コリンエステラーゼ、グルコース－６－リン酸化脱水素酵素、リンゴ酸脱水素酵素等を用
いることもできる。また、酵素阻害物質や補酵素等を用いることもできる。これら酵素と
抗体との結合は、マレイミド化合物等の架橋剤を用いる公知の方法によって行うことがで
きる。基質としては、使用する酵素の種類に応じて公知の物質を使用することができる。
例えば酵素としてペルオキシダーゼを使用する場合には、3,3’,5,5’－テトラメチルベ
ンジシンを、また酵素としてはアルカリフォスファターゼを用いる場合には、パラニトル
フェノール等を用いることができる。放射性同位体としては125Iや3H等の通常ラジオイム
ノアッセイで用いられている物を使用することができる。蛍光色素としては、フルオロレ
ッセンスイソチオシアネート（FITC）やテトラメチルローダミンイソチオシアネート（TR
ITC）等の通常の蛍光抗体法に用いられる物を使用することができる。
【００６８】
　なお、これらの免疫測定法自体は周知であり、本明細書で説明する必要はないが、簡単
に記載すると、例えば、サンドイッチ法では、抗原として用いる上記ポリペプチドを固相
に不動化し、血清等の試料と反応させ、洗浄後、適当な二次抗体を反応させ、洗浄後、固
相に結合した二次抗体を測定する。抗原ポリペプチドを固相に不動化することにより、未
結合の二次抗体を容易に除去することができるため、本発明の癌の検出方法の態様として
好ましい。二次抗体としては、例えば試料がイヌ由来であれば、抗イヌIgG抗体を用いる
ことができる。二次抗体を上記に例示した標識物質で標識しておくことにより、固相に結
合した二次抗体を測定することができる。こうして測定した二次抗体量が血清試料中の上
記抗体量に相当する。標識物質として酵素を用いる場合には、酵素作用によって分解して
発色する基質を加え、基質の分解量を光学的に測定することによって抗体量を測定できる
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。標識物質として放射性同位体を用いる場合には、放射性同位体の発する放射線量をシン
チレーションカウンター等により測定することができる。
【００６９】
　本発明の第２の方法では、生体から得た試料中に含まれ得る配列番号２６若しくは４２
のCEP若しくはその相同因子が測定され、配列番号２のポリペプチド若しくはその相同因
子、カルメジン、及びTRIP11のうちの少なくともいずれか１つが所望によりさらに測定さ
れ得る。上述した通り、癌患者においては、配列番号２のポリペプチド若しくはその相同
因子、イヌやヒト等のカルメジン、配列番号２６若しくは４２のCEP若しくはその相同因
子、又はイヌやヒト等のTRIP11と抗原抗体反応する癌特異的抗体の量が有意に多いが、こ
のことは、癌患者体内において、該癌特異的抗体の抗原たるこれらのポリペプチド又はそ
の相同因子の産生量が有意に多いことを示している。該抗原自体を測定することによって
も、癌を検出することができるということは、下記実施例及び参考例に具体的に記載され
ている通りである。従って、配列番号２のポリペプチド若しくはその相同因子、カルメジ
ン、配列番号２６若しくは４２のCEP若しくはその相同因子、又はTRIP11自体を測定する
ことによっても、上記第１の方法と同様に、生体内の癌を検出することができる。
【００７０】
　試料中のポリペプチドの測定は、周知の免疫測定法により容易に行なうことができる。
具体的には、例えば、配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５のポリペプチド又はそ
の相同因子と抗原抗体反応する抗体又はその抗原結合性断片を作製し、これを用いて免疫
測定を行うことにより、試料中に存在し得る配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５
のポリペプチド又はその相同因子を測定することができる。上述した通り、抗体には交叉
反応性があるため、例えば、配列番号２、１６、２６、４２若しくは４５のイヌ由来ポリ
ペプチドと抗原抗体反応する抗体又はその抗原結合性断片を用いて、配列番号２、１６、
２６、４２若しくは４５のイヌ由来ポリペプチドのみならず、その他の哺乳動物相同因子
、例えば配列番号４、１８、２８若しくは４７のヒト相同因子や、ネコ相同因子等も測定
することができる。免疫測定方法自体は、上述した通り周知の常法である。
【００７１】
　ここで、「抗原結合性断片」とは、抗体分子中に含まれるFab断片やF(ab')2断片のよう
な、抗原との結合能を有する抗体断片を意味する。抗体はポリクローナル抗体でもモノク
ローナルでもよいが、免疫測定等のためには、再現性が高いモノクローナル抗体が好まし
い。ポリペプチドを免疫原とするポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の調製方
法は周知であり、常法により容易に行うことが出来る。例えば、ポリペプチドをキーホー
ルリンペットヘモシアン（KLH）やカゼイン等のキャリアタンパク質に結合させたものを
免疫原とし、アジュバントと共に動物に免疫することにより、該ポリペプチドに対する抗
体を誘起することができる。免疫した動物から採取した脾細胞やリンパ球のような抗体産
生細胞をミエローマ細胞と融合させてハイブリドーマを作製し、配列番号２、１６、２６
、４２若しくは４５のタンパク質又はその相同因子と結合する抗体を産生するハイブリド
ーマを選択し、これを増殖させて、培養上清から上記タンパク質を対応抗原とするモノク
ローナル抗体を得ることが出来る。なお、上記の方法は周知の常法である。
【００７２】
　本発明の第３の方法では、生体から得た試料中に含まれ得る、配列番号２６若しくは４
２のCEP若しくはその相同因子をコードするｍＲＮＡが測定され、配列番号２のポリペプ
チド若しくはその相同因子、カルメジン、及びTRIP11のうちのいずれか１つをコードする
ｍＲＮＡが所望によりさらに測定され得る。下記実施例及び参考例に具体的に示される通
り、配列番号２のイヌ由来ポリペプチド若しくは配列番号４のそのヒト相同因子をコード
するｍＲＮＡ；配列番号１６のイヌカルメジン若しくは配列番号１８のヒトカルメジンを
コードするｍＲＮＡ；配列番号２６若しくは４２のイヌCEP又は配列番号２８のそのヒト
相同因子をコードするｍＲＮＡ；及び配列番号４５のイヌTRIP11又は配列番号４７のヒト
TRIP11をコードするｍＲＮＡは、癌細胞において有意に高発現している。従って、試料中
の該ｍＲＮＡを測定することによっても、生体内の癌を検出することができる。
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【００７３】
　試料中のｍＲＮＡは、例えば、該ｍＲＮＡを鋳型とするリアルタイム検出ＲＴ－ＰＣＲ
のような常法により定量することができ、常法であるノーザンブロットにおける染色強度
等によっても概ね定量することができる。配列番号２、４、１６、１８、２６、２８、４
２、４５及び４７のポリペプチドをコードするｃＤＮＡの配列は、それぞれ配列番号１、
３、１５、１７、２５、２７、４１、４４及び４６に示される通りであるから、これらの
配列をもとに、配列番号１、３、１５、１７、２５、２７、４１、４４又は４６に示され
る塩基配列中の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチド（以下、「癌検
出用ポリヌクレオチド」という）を調製し、該ポリヌクレオチドをプローブや核酸増幅法
におけるプライマーとして用いて、該ｍＲＮＡの試料中存在量を測定することができる。
後述するとおり、配列番号１又は３に示される塩基配列中の部分領域と特異的にハイブリ
ダイズするポリヌクレオチドであれば、イヌ及びヒト以外の哺乳動物における相同因子を
コードするｍＲＮＡも測定することができる。同様に、配列番号１５又は１７に示される
塩基配列中の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドであれば、イヌ及
びヒト以外の哺乳動物におけるカルメジンをコードするmRNAも測定することができる。配
列番号２５、２７又は４１に示される塩基配列中の部分領域と特異的にハイブリダイズす
るポリヌクレオチドであれば、イヌ及びヒト以外の哺乳動物における相同因子をコードす
るmRNAも測定することができる。配列番号４４又は４６に示される塩基配列中の部分領域
と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドであれば、イヌ及びヒト以外の哺乳動物
におけるTRIP11をコードするmRNAも測定することができる。なお、本発明において、ポリ
ヌクレオチドはＲＮＡでもＤＮＡでもよい。
【００７４】
　ここで、「特異的にハイブリダイズする」とは、通常のハイブリダイズの条件下におい
て、対象とする部分領域とのみハイブリダイズし、その他の領域とは実質的にハイブリダ
イズしないという意味である。
【００７５】
　「通常のハイブリダイズの条件下」とは、通常のＰＣＲのアニーリングやプローブによ
る検出に用いられる条件下のことをいい、例えば、Taqポリメラーゼを用いたＰＣＲの場
合には、50mM KCl、10mM Tris-HCl(pH 8.3～9.0)、1.5mM MgCl2といった一般的な緩衝液
を用いて、54℃～60℃程度の適当なアニーリング温度で反応を行なうことをいい、また、
例えばノーザンハイブリダイゼーションの場合には、5 x SSPE、50％ホルムアミド、5 x 
Denhardt's solution、0.1～0.5％SDSといった一般的なハイブリダイゼーション溶液を用
いて、42℃～65℃程度の適当なハイブリダイゼーション温度で反応を行なうことをいう。
ただし、適当なアニーリング温度又はハイブリダイゼーション温度は、上記例示に限定さ
れず、プライマー又はプローブとして用いる癌検出用ポリヌクレオチドのTm値及び実験者
の経験則に基づいて定められ、当業者であれば容易に定めることができる。
【００７６】
　「実質的にハイブリダイズしない」とは、全くハイブリダイズしないか、するとしても
対象とする部分領域にハイブリダイズする量よりも大幅に少なく、相対的に無視できる程
度の微量しかハイブリダイズしないという意味である。そのような条件下で特異的にハイ
ブリダイズするポリヌクレオチドとしては、対象の部分領域の塩基配列と一定以上の相同
性を有するポリヌクレオチドが挙げられ、例えば７０％以上、好ましくは８０％以上、よ
り好ましくは９０％以上、さらに好ましくは９３％以上、さらに好ましくは９５％以上、
さらに好ましくは９８％以上の相同性を有するポリヌクレオチドが挙げられる。最も好ま
しくは、該ポリヌクレオチドは、対象の部分領域の塩基配列と同一の塩基配列を有する。
相同性の定義は、上記したアミノ酸配列の相同性と同様である。なお、癌検出用ポリヌク
レオチドの末端に対象とハイブリダイズしない領域が含まれていても、プローブの場合に
は、ハイブリダイズする領域がプローブ全体のおよそ半分以上を占めていれば検出に用い
ることができるし、また、プライマーの場合には、ハイブリダイズする領域がプライマー
全体のおよそ半分以上を占め、かつ3'末端側にあれば、正常にアニーリングして伸長反応
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を生じ得るので、検出に用いることができる。そのように、癌検出用ポリヌクレオチドの
末端にハイブリダイズしない領域が含まれている場合において、対象の塩基配列との相同
性を算出するときは、ハイブリダイズしない領域は考慮せず、ハイブリダイズする領域の
みに着目して算出するものとする。
【００７７】
　なお、本発明において、「部分領域」とは、配列番号１、３、１５、１７、２５、２７
、４１、４４又は４６に示される塩基配列中の一部の領域を言い、好ましくは連続する18
塩基以上の領域である。なお、本発明において、「配列番号１に示される塩基配列」と言
った場合には、配列番号１に実際に示されている塩基配列の他、これと相補的な配列も包
含する。従って、例えば「配列番号１に示される塩基配列を有するポリヌクレオチド」と
言った場合には、配列番号１に実際に示されている塩基配列を有する一本鎖ポリヌクレオ
チド、その相補的な塩基配列を有する一本鎖ポリヌクレオチド、及びこれらから成る二本
鎖ポリヌクレオチドが包含される。本発明で用いられるポリヌクレオチドを調製する場合
や、本発明で用いられるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを調製する場合には
、適宜いずれかの塩基配列を選択することとなるが、当業者であれば容易にその選択をす
ることができる。
【００７８】
　癌検出用ポリヌクレオチドの塩基数は、特異性を確保する観点から、１８塩基以上が好
ましい。サイズは、プローブとして用いる場合には、好ましくは１８塩基以上、さらに好
ましくは２０塩基以上、コード領域の全長以下が好ましく、プライマーとして用いる場合
には、１８塩基以上が好ましく、５０塩基以下が好ましい。癌検出用ポリヌクレオチドの
好ましい例としては、配列番号２５、２７又は４１に示される塩基配列中の連続する１８
塩基以上から成るポリヌクレオチドが挙げられ、所望によりそれに組み合わせて用いられ
得る癌検出用ポリヌクレオチドの好ましい例としては、配列番号１、３、１５、１７、４
４又は４６に示される塩基配列中の連続する１８塩基以上から成るポリヌクレオチドが挙
げられる。
【００７９】
　本明細書を参照した当業者には明らかであるが、配列番号２、１６、２６又は４５のイ
ヌポリペプチドをコードするmRNA量の測定には、それぞれ配列番号１、１５、２５又は４
４中の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドが用いられ、また、配列
番号４、１８、２８又は４７のヒト相同因子をコードするmRNA量の測定には、それぞれ配
列番号３、１７、２７又は４６中の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオ
チドが用いられる。ただし、相同因子同士は、通常、塩基配列レベルでも相同性が高く、
配列番号１と３とは９３％、配列番号１５と１７とは９０％、配列番号２５と２７とは８
７％、配列番号４４と４６とは８８％と、いずれも相同性が非常に高い。そのため、配列
番号１、１５、２５又は４４中の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチ
ドは、それぞれ、該部分領域に対応する配列番号３、１７、２７又は４６中の部分領域と
も特異的にハイブリダイズし得る。実際に、下記実施例及び参考例に記載されるように、
例えば配列番号７及び８にそれぞれ示される塩基配列を有する一対のプライマーセットを
用いれば、配列番号１中の部分領域とも配列番号３中の部分領域とも特異的にハイブリダ
イズするので、配列番号２のイヌ由来ポリペプチドをコードするｍＲＮＡも、そのヒト相
同因子である配列番号４のポリペプチドをコードするｍＲＮＡも、いずれも測定すること
ができる（参考例Ａ）。配列番号１９及び２０の塩基配列を有する一対のプライマーセッ
トを用いれば、配列番号１５中の部分領域とも配列番号１７中の部分領域とも特異的にハ
イブリダイズするので、配列番号１６のイヌカルメジンをコードするｍＲＮＡも、そのヒ
ト相同因子である配列番号１８のヒトカルメジンをコードするｍＲＮＡも、いずれも測定
することができる（参考例Ｂ）。配列番号２９及び３０の塩基配列を有する一対のプライ
マーセットであれば、配列番号２５中の部分領域とも配列番号２７中の部分領域とも特異
的にハイブリダイズするし、また、配列番号４１中の部分領域とも特異的にハイブリダイ
ズするので、配列番号２６又は４２のイヌCEPをコードするｍＲＮＡも、そのヒト相同因
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子である配列番号２８のヒトCEPをコードするｍＲＮＡも、いずれも測定することができ
る（実施例Ｃ）。配列番号４８及び４９の塩基配列を有する一対のプライマーセットであ
れば、配列番号４４中の部分領域とも配列番号４６中の部分領域とも特異的にハイブリダ
イズするので、配列番号４５のイヌTRIP11をコードするｍＲＮＡも、そのヒト相同因子で
ある配列番号４７のヒトTRIP11をコードするｍＲＮＡも、いずれも測定することができる
（実施例Ｄ）。従って、例えば、配列番号１；１５；２５；又は４４のイヌの塩基配列中
の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドを用いて、配列番号２；１６
；２６及び４２；又は４５のイヌポリペプチドをコードするmRNAのみならず、これらのヒ
ト相同因子である配列番号４；１８；２８；又は４７のポリペプチドをコードするmRNAも
それぞれ測定できるし、同様に、ネコ等のその他の哺乳動物の相同因子をコードするｍＲ
ＮＡも測定することができる。
【００８０】
　癌検出用ポリヌクレオチドを設計する場合には、配列番号１と３との間；配列番号１５
と１７との間；配列番号２５と２７との間；又は配列番号４４と４６との間で相同性が特
に高い（好ましくは塩基配列が同一である）部分領域を選択することがより望ましい。イ
ヌとヒトとの間で相同性が特に高い部分領域であれば、その他の動物種の相同遺伝子中に
も該領域と相同性が非常に高い領域が存在すると予想されるので、そのように部分領域を
選択すれば、イヌやヒト以外の動物種の相同因子をコードするｍＲＮＡを測定する精度も
高めることができる。
【００８１】
　被検核酸の部分領域と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドをＰＣＲのような
核酸増幅法のプライマー又はプローブとして用いて被検核酸を測定する方法自体は周知で
あり、例えば下記実施例に具体的に詳述されるRT-PCRの他、ノーザンブロット、インサイ
チューハイブリダイゼーション等が挙げられる。本発明においてｍＲＮＡ量を測定する場
合には、これら周知の測定方法のいずれをも採用できる。
【００８２】
　ＰＣＲのような核酸増幅法自体はこの分野において周知であり、そのための試薬キット
及び装置も市販されているので、容易に行うことができる。すなわち、例えば、鋳型とな
る被検核酸（例えば、配列番号２、４、１６、１８、２６、２８、４５又は４７に示され
るアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする遺伝子のｃＤＮＡ)と、癌検出用ポリヌ
クレオチド（プライマー）の一対とを、公知の緩衝液中で、Taqポリメラーゼ及びdNTPの
存在下で、変性、アニーリング、伸長の各工程を反応液の温度を変化させることにより行
う。通常、変性工程は、９０～９５℃、アニーリング工程は、鋳型とプライマーのTm又は
その近傍（好ましくは±４℃以内）、伸長工程はTaqポリメラーゼの至適温度である７２
℃で行われる。各工程は３０秒～２分程度で適宜選択される。この熱サイクルを例えば２
５～４０回程度繰り返すことにより、一対のプライマーで挟まれた鋳型核酸の領域が増幅
される。なお、核酸増幅法はＰＣＲに限定されるものではなく、この分野において周知の
他の核酸増幅法も用いることができる。このように、癌検出用ポリヌクレオチドの一対を
プライマーとして用い、被検核酸を鋳型として用いて核酸増幅法を行うと、被検核酸が増
幅されるのに対し、試料中に被検核酸が含まれない場合には増幅が起きないので、増幅産
物を検出することにより試料中に被検核酸が存在するか否かを知ることができる。増幅産
物の検出は、増幅後の反応溶液を電気泳動し、バンドをエチジウムブロミド等で染色する
方法や、電気泳動後の増幅産物をナイロン膜等の固相に不動化し、被検核酸と特異的にハ
イブリダイズする標識プローブとハイブリダイズさせ、洗浄後、該標識を検出することに
より行うことができる。また、クエンチャー蛍光色素とレポーター蛍光色素を用いたいわ
ゆるリアルタイム検出ＰＣＲを行うことにより、検体中の被検核酸の量を定量することも
可能である。なお、リアルタイム検出ＰＣＲ用のキットも市販されているので、容易に行
うことができる。さらに、電気泳動バンドの強度に基づいて被検核酸を半定量することも
可能である。なお、被検核酸は、ｍＲＮＡでも、ｍＲＮＡから逆転写したｃＤＮＡであっ
てもよい。被検核酸としてｍＲＮＡを増幅する場合には、上記一対のプライマーを用いた
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NASBA法(3SR法、TMA法）を採用することもできる。NASBA法自体は周知であり、そのため
のキットも市販されているので、上記一対のプライマーを用いて容易に実施することがで
きる。
【００８３】
　プローブとしては、癌検出用ポリヌクレオチドに蛍光標識、放射標識、ビオチン標識等
の標識を付した標識プローブを用いることができる。ポリヌクレオチドの標識方法自体は
周知である。被検核酸又はその増幅物を固相化し、標識プローブとハイブリダイズさせ、
洗浄後、固相に結合された標識を測定することにより、試料中に被検核酸が存在するか否
かを調べることができる。あるいは、癌検出用ポリヌクレオチドを固相化し、被検核酸を
ハイブリダイズさせ、固相に結合した被検核酸を標識プローブ等で検出することも可能で
ある。このような場合、固相に結合した癌検出用ポリヌクレオチドもプローブと呼ばれる
。なお、ポリヌクレオチドプローブを用いた被検核酸の測定方法もこの分野において周知
であり、緩衝液中、ポリヌクレオチドプローブを被検核酸とTm又はその近傍(好ましくは
±４℃以内）で接触させることによりハイブリダイズさせ、洗浄後、ハイブリダイズした
標識プローブ又は固相プローブに結合された鋳型核酸を測定することにより行うことがで
きる。このような方法には、例えばノーザンブロット、インサイチューハイブリダイゼー
ション、サザンブロット法等の周知の方法が包含される。本発明においては、周知のいず
れの方法をも適用できる。
【００８４】
　本発明の検出方法では、上記のとおりに測定したポリペプチドの発現量に基づいて、対
象生体が癌であるか否か等を判断する。癌の検出は、対象生体におけるポリペプチドの発
現を測定するのみでも可能であるが、検出精度を高める観点からは、１ないし複数の健常
者試料におけるポリペプチドの発現量（抗体量、ポリペプチド量又はｍＲＮＡ量）を調べ
て健常者基準値を取得し、対象生体の測定値を該健常者基準値と比較することが好ましい
。さらに検出精度を高めたい場合には、癌を罹患していることがわかっている多数の患者
から得た試料についてポリペプチド発現量を調べて癌患者基準値を取得し、対象生体の測
定値を健常者基準値及び癌患者基準値の双方と比較してもよい。上記基準値は、例えば、
各試料におけるポリペプチド発現量を数値化し、その平均値を算出することによって定め
ることができる。なお、健常者基準値と癌患者基準値は、予め多数の健常者及び癌患者に
ついてポリペプチド発現量を調べて定めておくことができる。そのため、本発明の方法で
基準値との比較を行なう場合には、予め定めた基準値を用いてもよい。
【００８５】
　上記４種類のポリペプチドのうち、２種類以上のポリペプチドの発現量を指標とする場
合であれば、いずれか１種類のポリペプチドの発現量により癌が検出された場合に、対象
生体が癌を罹患していると判断することができる（下記実施例Ｅ参照）。
【００８６】
　本発明の検出方法では、他の癌抗原や癌マーカーによる診断を組み合わせて用いてもよ
い。これにより、癌の検出精度をさらに高めることができる。例えば、本発明の方法にお
いて、上記した癌特異的抗体を測定する際には、上記したポリペプチドと同様に、癌組織
で多く発現する別のポリペプチドを抗原として組み合わせて用いることができる。また、
本発明の方法と既に知られている癌マーカーによる診断とを組み合わせて行なってもよい
。
【００８７】
　本発明の検出方法によれば、生体内の癌を検出することができる。特に、下記実施例に
記載される通り、本発明の方法によれば眼に見えない小さいサイズの腫瘍や体内深部の腫
瘍をも検出できるので、癌の早期発見に有用である。また、癌の治療後経過観察中の患者
について本発明の検出方法を適用すれば、癌の再発があった場合にその癌を早期に検出す
ることができる。
【００８８】
　また、担癌生体において、本発明で測定対象となる上記所定のポリペプチドを発現する
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癌細胞の数が増加すればそれだけ、該生体内における該ポリペプチド及びそのｍＲＮＡの
蓄積量が増大し、血清中に上記ポリペプチドに対する抗体が多く産生される。一方、癌細
胞の数が減少すればそれだけ、生体内の該ポリペプチド及びそのｍＲＮＡの蓄積量が減少
し、血清中の上記ポリペプチドに対する抗体が減少する。従って、上記所定のポリペプチ
ドの発現量が多い場合には、腫瘍の増大や癌の転移が生じている、すなわち癌の進行度が
進んでいると判断することができる。実際に、下記実施例に具体的に記載される通り、腫
瘍の増大や転移といった癌の進行に伴い、担癌生体血清中の上記抗体量の上昇が観察され
ている。このように、本発明の方法によれば、癌の進行度を検出することもできる。
【００８９】
　また、下記実施例に示される通り、同一種類の腫瘍において、悪性型では良性型よりも
有意に上記抗体量が多い。そのため、上記所定のポリペプチドの発現量が多い場合には、
癌の悪性度がより高いと判断することができる。すなわち、本発明の方法によれば、癌の
悪性度を検出することもできる。
【００９０】
　さらに、上記所定のポリペプチドの発現量の増減を指標として、癌の治療効果をモニタ
リングすることもできる。下記実施例に記載されるように、手術による腫瘍摘出後、再発
防止のために抗癌剤を投与している個体では、ポリペプチド発現量が担癌状態よりも低下
している。良性腫瘍の場合であっても同様であり、切除前にポリペプチドの発現が認めら
れている場合であれば、腫瘍が完全に切除できていると発現量が低下する。従って、癌の
治療中や治療後の個体について、上記ポリペプチドの発現量を観察することで、抗癌剤の
治療効果や、腫瘍摘出後の残存腫瘍有無、さらに経過観察でも転移・再発をいち早く知る
手がかりが得られる。適切に治療できている場合には、ポリペプチドの発現量は治療前の
担癌状態よりも低下するので、その生体に対し行なった（行なっている）治療の効果が良
好であると判断することができる。ポリペプチド発現量が上昇又は維持されている場合、
あるいは一旦低下した後さらに上昇が見られた場合には、治療効果が不十分と判断するこ
とができ、他の治療方法への変更や抗癌剤投与量の変更等、治療方法選択の有用な判断材
料となる。
【００９１】
　本発明の癌の検出方法の対象となる癌としては、配列番号２６若しくは４２のCEP若し
くはその相同因子を発現している癌であり、さらに配列番号２のポリペプチド若しくはそ
の相同因子、カルメジン、及びTRIP11のうちの少なくともいずれか１つも発現している癌
であり得る。具体例としては、脳腫瘍、頭、首、肺、子宮、または食道の扁平上皮癌、メ
ラノーマ、肺または子宮の腺癌、腎癌、悪性混合腫瘍、肝細胞癌、基底細胞癌、勅細胞腫
様歯肉腫、口腔内腫瘤、肛門周囲腺癌、肛門嚢腫瘤、肛門嚢アポクリン腺癌、セルトリ細
胞腫、膣前庭癌、皮脂腺癌、皮脂腺上皮腫、脂腺腺腫、汗腺癌、鼻腔内腺癌、鼻腺癌、甲
状腺癌、大腸癌、気管支腺癌、腺癌、腺管癌、乳腺癌、複合型乳腺癌、乳腺悪性混合腫瘍
、乳管内乳頭状腺癌、線維肉腫、血管周皮腫、骨肉腫、軟骨肉腫、軟部組織肉腫、組織球
肉腫、粘液肉腫、未分化肉腫、肺癌、肥満細胞腫、皮膚平滑筋腫、腹腔内平滑筋腫、平滑
筋腫、慢性型リンパ球性白血病、リンパ腫、消化管型リンパ腫、消化器型リンパ腫、小～
中細胞型リンパ腫、副腎髄質腫瘍、顆粒膜細胞腫、褐色細胞腫、膀胱癌（移行上皮癌）、
化膿性炎症、腹腔内肝臓腫瘍、肝臓癌、形質細胞腫、悪性血管外膜細胞腫、血管肉腫、肛
門嚢腺癌、口腔癌、転移性悪性黒色腫、メラニン欠乏性悪性黒色腫、皮膚悪性黒色腫、悪
性筋上皮腫、悪性精巣上皮腫、精細胞腫（セミノーマ）、大腸腺癌、胃腺癌、低グレード
皮脂腺癌、耳垢腺癌、アポクリン腺癌、低分化型アポクリン汗腺癌、悪性線維性組織球腫
、多発性骨髄腫、間葉系悪性腫瘍、脂肪肉腫、骨肉腫、起原不明の肉腫、軟部肉腫（紡錘
形細胞腫瘍）、低分化肉腫、滑膜肉腫、血管肉腫、転移性悪性上皮腫瘍、管状乳腺腺癌、
乳腺導管癌、炎症性乳癌、胚細胞腫、白血病、浸潤性毛包上皮腫、中細胞型リンパ腫、多
中心型リンパ腫、骨肉腫（乳腺）、肥満細胞腫(Patnaik II型）、肥満細胞腫(Grade II）
、平滑筋肉腫などを挙げることができるが、これらに限定されない。また、本発明の方法
の対象となる生体は哺乳動物であり、ヒトやイヌ、ネコが好ましい。
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【００９２】
　本発明の方法に供する試料としては、血液、血清、血漿、腹水、胸水などの体液、組織
、細胞が挙げられる。特に、上記第１の方法及び第２の方法においては、血清、血漿、腹
水及び胸水を好ましく用いることができ、また、ｍＲＮＡを測定する上記第３の方法にお
いては、組織試料及び細胞試料が好ましい。
【００９３】
　第１の方法で免疫測定の抗原として用いられる上記したポリペプチド（すなわち、配列
番号２、配列番号１６、配列番号２６若しくは４２、又は配列番号４５のイヌ由来ポリペ
プチド及びその相同因子、特異反応性部分ポリペプチド、特異反応性修飾ポリペプチド、
並びに特異反応性付加ポリペプチド）は、癌検出試薬として提供することができる。該試
薬は、上記ポリペプチドのみから成っていてもよく、また、該ポリペプチドの安定化等に
有用な各種添加剤等を含んでいてもよい。また、該試薬は、プレートやメンブレン等の固
相に固定化した状態で提供することもできる。
【００９４】
　第２の方法で配列番号２、配列番号１６、配列番号２６若しくは４２、若しくは配列番
号４５のイヌポリペプチド又はその相同因子を免疫測定する際に用いられる、該イヌポリ
ペプチド又はその相同因子と抗原抗体反応する抗体又はその抗原結合性断片も、癌検出試
薬として提供することができる。この場合の癌検出試薬も、上記抗体又は抗原結合性断片
のみから成るものであってもよく、また、該抗体又は抗原結合性断片の安定化等に有用な
各種添加剤等を含んでいてもよい。また、該抗体又は抗原結合性断片は、マンガンや鉄等
の金属を結合させたものであってもよい。そのような金属結合抗体又は抗原結合性断片を
体内に投与すると、抗原タンパク質がより多く存在する部位に該抗体又は抗原結合性断片
がより多く集積するので、MRI等によって金属を測定すれば、抗原タンパク質を産生する
癌細胞の存在を検出することができる。
【００９５】
　さらにまた、第３の方法でｍＲＮＡの測定に用いられる上記した癌検出用ポリヌクレオ
チドも、癌検出試薬として提供することができる。この場合に癌検出用試薬も、該ポリヌ
クレオチドのみから成るものであってもよく、また、該ポリヌクレオチドの安定化等に有
用な各種添加剤等を含んでいてもよい。該試薬中に含まれる該癌検出用ポリヌクレオチド
は、好ましくはプライマー又はプローブである。癌検出用ポリヌクレオチドの条件及び好
ましい例は上述した通りである。
【実施例】
【００９６】
　以下、本発明を実施例に基づきより具体的に説明する。
【００９７】
参考例Ａ－１：ＳＥＲＥＸ法による新規癌抗原タンパクの取得
（１）ｃＤＮＡライブラリの作製
　健常な犬の精巣組織から酸－グアニジウム－フェノール－クロロフォルム法（Acid gua
nidium-Phenol-Chloroform法）により全ＲＮＡを抽出し、Oligotex-dT30 mRNA purificat
ion Kit（宝酒造社製）を用いてキット添付のプロトコールに従ってポリＡ　ＲＮＡを精
製した。
【００９８】
　この得られたｍＲＮＡ（５μｇ）を用いてイヌ精巣ｃＤＮＡファージライブラリを合成
した。ｃＤＮＡファージライブラリの作製にはcDNA Synthesis Kit,ZAP-cDNA Synthesis 
Kit,ZAP-cDNA GigapackIII Gold Cloning Kit（STRATAGENE社製）を用い、キット添付の
プロトコールに従ってライブラリを作製した。作製したｃＤＮＡファージライブラリのサ
イズは１．３×１０６ｐｆｕ／ｍｌであった。
【００９９】
（２）血清によるｃＤＮＡライブラリのスクリーニング
　上記作製したイヌ精巣由来ｃＤＮＡファージライブラリを用いて、イムノスクリーニン
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グを行った。具体的にはΦ９０×１５ｍｍのＮＺＹアガロースプレートに２３４０ クロ
ーンとなるように宿主大腸菌（XL1-Blue MRF'）に感染させ、４２℃、３～４時間培養し
、溶菌斑（プラーク）を作らせ、ＩＰＴＧ（イソプロピル－β－D－チオガラクトシド）
を浸透させたニトロセルロースメンブレン（Hybond C Extra: GE Healthecare Bio-Scien
ce社製）でプレートを３７℃で４時間覆うことによりタンパク質を誘導・発現させ、メン
ブレンにタンパク質を転写した。その後メンブレンを回収し０．５％脱脂粉乳を含むＴＢ
Ｓ（10mM Tris-HCl,150mM NaCl pH7.5）に浸し４℃で一晩振盪することによって非特異反
応を抑制した。このフィルターを５００倍希釈した患犬血清と室温で２～３時間反応させ
た。
【０１００】
　上記患犬血清としては、扁平上皮癌の患犬より採取した血清を用いた。これらの血清は
－８０℃で保存し、使用直前に前処理を行った。血清の前処理方法は、以下の方法による
。すなわち、外来遺伝子を挿入していないλ ZAP Express ファージを宿主大腸菌（XL1-B
Lue MRF'）に感染させた後、ＮＺＹプレート培地上で３７℃、一晩培養した。次いで0.5M
 NaClを含む0.2M NaHCO3 pH8.3のバッファーをプレートに加え、４℃で１５時間静置後、
上清を大腸菌／ファージ抽出液として回収した。次に、回収した大腸菌／ファージ抽出液
をNHS-カラム (GE Healthecare Bio-Science社製）に通液して、大腸菌・ファージ由来の
タンパク質を固定化した。このタンパク固定化カラムに患犬血清を通液・反応させ、大腸
菌およびファージに吸着する抗体を血清から取り除いた。カラムを素通りした血清画分は
、０．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳにて５００倍希釈し、これをイムノスクリーニング材料
とした。
【０１０１】
　かかる処理血清と上記融合タンパク質をブロットしたメンブレンをＴＢＳ―Ｔ（0.05% 
Tween20/TBS）にて４回洗浄を行った後、二次抗体として０．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳ
にて５０００倍希釈を行ったヤギ抗イヌＩｇＧ（Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated
: BETHYL Laboratories社製）を、室温1時間反応させ、NBT/BCIP反応液（Roche社製）を
用いた酵素発色反応により検出し、発色反応陽性部位に一致するコロニーをΦ９０×１５
mmのＮＺＹアガロースプレート上から採取し、ＳＭ緩衝液（100mM NaCl、10mM MgClSO4、
50mM Tris-HCl、0.01% ゼラチン pH7.5）５００μlに溶解させた。発色反応陽性コロニー
が単一化するまで上記と同様の方法で、二次、三次スクリーニングを繰り返し、血清中の
ＩｇＧと反応する３０９４０個のファージクローンをスクリーニングして、１個の陽性ク
ローンを単離した。
【０１０２】
（３）単離抗原遺伝子の相同性検索
　上記方法により単離した１個の陽性クローンを塩基配列解析に供するため、ファージベ
クターからプラスミドベクターに転換する操作を行った。具体的には宿主大腸菌（XL1-Bl
ue MRF'）を吸光度OD600が１．０となるよう調製した溶液２００μlと、精製したファー
ジ溶液１００μlさらにExAssist helper phage (STRATAGENE社製)１μlを混合した後３７
℃で１５分間反応後、ＬＢ培地を３ｍｌ添加し３７℃で２．５～３時間培養を行い、直ち
に７０℃の水浴にて２０分間保温した後、４℃、１０００×ｇ、１５分間遠心を行い上清
をファージミド溶液として回収した。次いでファージミド宿主大腸菌（SOLR）を吸光度OD

600が１．０となるよう調製した溶液２００μlと、精製したファージ溶液１０μlを混合
した後３７℃で１５分間反応させ、５０μlをアンピシリン（終濃度５０μｇ／ｍｌ）含
有ＬＢ寒天培地に播き３７℃一晩培養した。トランスフォームしたSOLRのシングルコロニ
ーを採取し、アンピシリン（終濃度５０μｇ／ｍｌ）含有ＬＢ培地３７℃にて培養後、QI
AGEN plasmid Miniprep Kit(キアゲン社製）を使って目的のインサートを持つプラスミド
ＤＮＡを精製した。
【０１０３】
　精製したプラスミドは、配列番号５に記載のＴ３プライマーと配列番号６に記載のＴ７
プライマーを用いて、プライマーウォーキング法によるインサート全長配列の解析を行っ
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た。このシークエンス解析により配列番号１に記載の遺伝子配列を取得した。この遺伝子
の塩基配列およびアミノ酸配列を用いて、相同性検索プログラムＢＬＡＳＴサーチ（http
://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）を行い既知遺伝子との相同性検索を行った結果、得ら
れた遺伝子は機能未知のタンパク質（Accession No.XP_535343）をコードする遺伝子（Ac
cession No.XM_535343）であることが判明した。この遺伝子のヒト相同因子もまた機能未
知のタンパク質（Accession No.NP_689873）をコードする遺伝子（Accession No.NM_1526
60）（相同性：塩基配列９３％、アミノ酸配列９９％）であった。ヒト相同因子の塩基配
列を配列番号３に、アミノ酸配列を配列番号４に記載した。
【０１０４】
（４）各組織での発現解析
　上記方法により得られた遺伝子に対しイヌおよびヒトの正常組織および各種細胞株にお
ける発現をRT-PCR(Reverse Transcription-PCR)法により調べた。逆転写反応は以下の通
り行なった。すなわち、各組織５０－１００ｍｇおよび各細胞株５－１０×１０６個の細
胞からTRIZOL試薬（invitrogen社製）を用いて添付のプロトコールに従い全ＲＮＡを抽出
した。この全ＲＮＡを用いてSuperscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR（
invitrogen社製）により添付のプロトコールに従いｃＤＮＡを合成した。ヒト正常組織（
脳、海馬、精巣、結腸、胎盤）のｃDNAは、ジーンプールｃDNA（invitrogen社製）、QUIC
K-Clone cDNA（クロンテック社製）およびLarge-Insert cDNA Library（クロンテック社
製）を用いた。ＰＣＲ反応は、取得したイヌ遺伝子及びそのヒト相同遺伝子に特異的なプ
ライマー（配列番号７および８に記載）を用いて以下の通り行った。すなわち、逆転写反
応により調製したサンプル0.25μl、上記プライマーを各2μM、0.2mM各dNTP、0.65UのExT
aqポリメラーゼ（宝酒造社製）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を２５μ
lとし、Thermal Cycler(BIO RAD社製）を用いて、９４℃―３０秒、５５℃―３０秒、７
２℃―１分のサイクルを３０回繰り返して行った。なお、上記した配列番号７及び８に示
す塩基配列を有する遺伝子特異的プライマーは、配列番号１の塩基配列中の８７番～６０
６番および配列番号３の塩基配列中の１７３番～６９５番塩基の領域を増幅するものであ
り、該プライマーを用いてイヌ遺伝子及びそのヒト相同遺伝子のいずれの発現も調べるこ
とができるものであった。比較対照のため、GAPDH特異的なプライマー（配列番号９およ
び１０に記載）も同時に用いた。その結果、図１に示すように、取得したイヌ遺伝子は、
健常なイヌ組織では精巣に強い発現が見られ、一方イヌ乳癌細胞株で強い発現が見られた
。ヒト相同遺伝子の発現も、イヌ遺伝子と同様、ヒト正常組織で発現が確認できたのは精
巣のみだったが、ヒト癌細胞では脳腫瘍、白血病、乳癌、肺癌で発現が検出され、ヒト相
同遺伝子も精巣と癌細胞に特異的に発現していることが確認された。
【０１０５】
　なお、図１中、縦軸の参照番号１は、上記で同定した遺伝子の発現パターンを、参照番
号２は、比較対照であるGAPDH遺伝子の発現パターンを示す。
【０１０６】
参考例Ａ－２：新規癌抗原タンパクの作製
（１）組換えタンパク質の作製
　参考例Ａ－１で取得した配列番号１の遺伝子を基に、以下の方法にて組換えタンパク質
を作製した。PCRは、参考例Ａ－１で得られたファージミド溶液より調製し配列解析に供
したベクターを１μl、NdeIおよびXhoI制限酵素切断配列を含む２種類のプライマー（配
列番号１１および１２に記載）を各0.4μM、0.2mM dNTP、1.25UのPrimeSTAR HSポリメラ
ーゼ（宝酒造社製）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を５０μlとし、The
rmal Cycler (BIO RAD社製)を用いて、９８℃―１０秒、５５℃―１５秒、７２℃―1分の
サイクルを３０回繰り返すことにより行った。なお、上記2種類のプライマーから、配列
番号2のアミノ酸配列全長をコードする領域が得られる。ＰＣＲ後、増幅されたDNAを１％
アガロースゲルにて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）を用いて
約９３０ｂｐのＤＮＡ断片を精製した。
【０１０７】



(28) JP 5713036 B2 2015.5.7

10

20

30

40

50

　精製したDNA断片をクローニングベクターpCR-Blunt（invitrogen社製）にライゲーショ
ンした。これを大腸菌に形質転換後プラスミドを回収し、増幅された遺伝子断片が目的配
列と一致することをシークエンスで確認した。目的配列と一致したプラスミドをNdeIおよ
びXhoI制限酵素で処理し、QIAquick Gel Extraction Kitで精製後、目的遺伝子配列を、N
deI、XhoI制限酵素で処理した大腸菌用発現ベクターpET16b（Novagen社製）に挿入した。
このベクターの使用によりHisタグ融合型の組換えタンパク質が産生できる。このプラス
ミドを発現用大腸菌BL21（DE3）に形質転換し、1mM IPTGによる発現誘導を行うことで目
的タンパク質を大腸菌内で発現させた。
【０１０８】
　また、配列番号３の遺伝子を基に、以下の方法にてヒト相同遺伝子の組換えタンパク質
を作製した。PCRは、参考例Ａ－１で作製した各種組織・細胞ｃDNAよりRT-PCR法による発
現が確認できたｃDNAを１μl、EcoRVおよびEcoRI制限酵素切断配列を含む２種類のプライ
マー（配列番号１３および１４に記載）を各0.4μM、0.2mM dNTP、1.25UのPrimeSTAR HS
ポリメラーゼ（宝酒造社製）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を５０μl
とし、Thermal Cycler (BIO RAD社製)を用いて、９８℃―１０秒、５５℃―１５秒、７２
℃―1分のサイクルを３０回繰り返すことにより行った。なお、上記2種類のプライマーか
ら、配列番号４のアミノ酸配列全長をコードする領域が得られる。ＰＣＲ後、増幅された
DNAを１％アガロースゲルにて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）
を用いて約９３０ｂｐのＤＮＡ断片を精製した。
【０１０９】
　精製したDNA断片をクローニングベクターpCR-Blunt（invitrogen社製）にライゲーショ
ンした。これを大腸菌に形質転換後プラスミドを回収し、増幅された遺伝子断片が目的配
列と一致することをシークエンスで確認した。目的配列と一致したプラスミドをEcoRVお
よびEcoRI制限酵素で処理し、QIAquick Gel Extraction Kitで精製後、目的遺伝子配列を
、EcoRV、EcoRI制限酵素で処理した大腸菌用発現ベクターpET30a（Novagen社製）に挿入
した。このベクターの使用によりHisタグ融合型の組換えタンパク質が産生できる。この
プラスミドを発現用大腸菌BL21（DE3）に形質転換し、1mM IPTGによる発現誘導を行うこ
とで目的タンパク質を大腸菌内で発現させた。
【０１１０】
(２)組換えタンパク質の精製
　上記で得られた、配列番号１および配列番号３を発現するそれぞれの組換え大腸菌をア
ンピシリン（終濃度100μg/ml）含有LB培地にて600nmでの吸光度が0.7付近になるまで37
℃で培養後、IPTG終濃度が1 mMとなるよう添加し、さらに37℃で4時間培養した。その後4
800rpmで10分間遠心し集菌した。この菌体ペレットをリン酸緩衝化生理食塩水に懸濁し、
さらに4800rpmで10分間遠心し菌体の洗浄を行った。
【０１１１】
　この菌体を50mMトリス塩酸緩衝液(pH8.0)に懸濁し、氷上にて超音波破砕を行った。大
腸菌超音波破砕液を6000rpmで20分間遠心分離し、得られた上清を可溶性画分、沈殿物を
不溶性画分とした。
【０１１２】
　不溶性画分を50mMトリス塩酸緩衝液(pH8.0)にて懸濁し6000rpmで15分間遠心した。本操
作を2回繰り返し、脱プロテアーゼ操作を行った。
【０１１３】
　この残渣を6Mグアニジン塩酸塩（シグマアルドリッチジャパン社製）、0.15M塩化ナト
リウム含有50mMトリス塩酸緩衝液(pH8.0)に懸濁し、4℃で15時間静置しタンパク質を変性
させた。この変性操作後、6000rpmで30分間遠心して得られた可溶性画分を、定法に従っ
て調整したニッケルキレートカラム（担体　Chelateing Sepharose（商標） Fast Flow（
GE Health Care社製）、カラム容量5mL、平衡化緩衝液　6Mグアニジン塩酸塩、0.15M塩化
ナトリウム含有50mMトリス塩酸緩衝液(pH8.0)）に添加し、さらに4℃で一晩静置しニッケ
ルキレート化した担体への吸着を行った。このカラム担体を1500rpmで5分間遠心して上清
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を回収し、カラム担体についてはリン酸緩衝化生理食塩水で懸濁後、カラムに再充填した
。
【０１１４】
　カラム未吸着画分をカラム容量の10倍量の0.5M塩化ナトリウム含有0.1M酢酸緩衝液(pH4
.0)にて洗浄操作を行った後、直ちに、0.5M塩化ナトリウム含有0.1M酢酸緩衝液(pH3.0)に
て溶出した。各溶出画分はカラム容量の6倍量採取した。目的タンパク質の溶出について
は定法に従って行ったクマシー染色によって確認し、この結果より溶出画分を脱塩、濃縮
し診断用の固相化材料とした。
【０１１５】
参考例Ａ－３：イヌ組換えタンパクを用いた癌診断
（１）イヌの癌診断
　悪性または良性腫瘍の確認された患犬486頭と健常犬6頭の血液を採取し、血清を分離し
た。参考例Ａ－２で作製したイヌ組換えタンパク、抗イヌIgG抗体を用いてELISA法にて該
タンパクに特異的に反応する血清中のIgG抗体価を測定した。
【０１１６】
　作製したタンパクの固相化は、リン酸緩衝化生理食塩水にて50μg/mLに希釈した組換え
タンパク質溶液を96穴イモビライザーアミノプレート（ヌンク社製）に100μL/well添加
し、4℃で一晩静置して行った。ブロッキングは、0.5 % BSA（bovine serum albumin（ウ
シ血清アルブミン）、シグマアルドリッチジャパン社製）含有50 mM 重炭酸ナトリウム緩
衝溶液(pH 8.3)（以下ブロッキング溶液）を100μL/well加え、室温で1時間振とうした。
希釈にブロッキング溶液を用いた500倍希釈血清を100μL/well添加し、室温で3時間振と
うして反応させた。0.05%Tween20（和光純薬工業社製）含有リン酸緩衝化生理食塩水（以
下PBS-T）で3回洗浄し、ブロッキング溶液にて3000倍希釈したHRP修飾イヌIgG抗体(Goat 
anti Dog IgG-h+I HRP conjugated:BETHYL Laboratories社製)を100μL/well加え、室温
で1時間振とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、HRP基質 TMB（1-Step　Turbo　TMB
（テトラメチルベンジジン）、PIERCE社製）を100μl/well添加し、室温で30分間酵素基
質反応させた。その後、0.5M硫酸溶液（シグマアルドリッチジャパン社製）を100μl/wel
l加えて反応停止後、マイクロプレートリーダーにて450nmの吸光度測定を行った。コント
ロールとしては、作製した組換えタンパク質を固相化しないもの、担癌犬血清を反応させ
ないものを上記と同様に行い比較することとした。
【０１１７】
　上記癌診断に用いた全486検体中311検体で、摘出された腫瘍組織を用いた病理診断の結
果、悪性と確定診断がされている。
【０１１８】
　具体的には、悪性黒色腫、悪性混合腫瘍、肝細胞癌、基底細胞癌、勅細胞腫様歯肉腫、
口腔内腫瘤、肛門周囲腺癌、肛門嚢腫瘤、肛門嚢アポクリン腺癌、セルトリ細胞腫、膣前
庭癌、皮脂腺癌、皮脂腺上皮腫、脂腺腺腫、汗腺癌、鼻腔内腺癌、鼻腺癌、甲状腺癌、大
腸癌、気管支腺癌、腺癌、腺管癌、乳腺癌、複合型乳腺癌、乳腺悪性混合腫瘍、乳管内乳
頭状腺癌、線維肉腫、血管周皮腫、骨肉腫、軟骨肉腫、軟部組織肉腫、組織球肉腫、粘液
肉腫、未分化肉腫、肺癌、肥満細胞腫、皮膚平滑筋腫、腹腔内平滑筋腫、平滑筋腫、扁平
上皮癌、慢性型リンパ球性白血病、リンパ腫、消化管型リンパ腫、消化器型リンパ腫、小
～中細胞型リンパ腫、副腎髄質腫瘍、顆粒膜細胞腫、褐色細胞腫、膀胱癌（移行上皮癌）
、化膿性炎症、腹腔内肝臓腫瘍、肝臓癌、形質細胞腫、悪性血管外膜細胞腫、血管肉腫、
肛門嚢腺癌、口腔癌、転移性悪性黒色腫、メラニン欠乏性悪性黒色腫、皮膚悪性黒色腫、
悪性筋上皮腫、悪性精巣上皮腫、精細胞腫（セミノーマ）、大腸腺癌、胃腺癌、低グレー
ド皮脂腺癌、耳垢腺癌、アポクリン腺癌、低分化型アポクリン汗腺癌、悪性線維性組織球
腫、多発性骨髄腫、間葉系悪性腫瘍、脂肪肉腫、骨肉腫、起原不明の肉腫、軟部肉腫（紡
錘形細胞腫瘍）、低分化肉腫、滑膜肉腫、血管肉腫、転移性悪性上皮腫瘍、管状乳腺腺癌
、乳腺導管癌、炎症性乳癌、胚細胞腫、白血病、浸潤性毛包上皮腫、中細胞型リンパ腫、
多中心型リンパ腫、骨肉腫（乳腺）、肥満細胞腫(Patnaik II型）、肥満細胞腫(Grade II



(30) JP 5713036 B2 2015.5.7

10

20

30

40

50

）、平滑筋肉腫などの癌診断を受けている検体である。
【０１１９】
　これら担癌犬生体由来の血清は、図３に示したように有意に高い組換えタンパク質に対
する抗体価を示した。本診断法による悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、192
検体、61.7%で悪性と診断できることがわかった。この192検体の癌の種類は以下のとおり
である。なお、検体によっては複数種類の癌を罹患しているものもあるが、以下に示す数
値は癌の種類ごとの累計値である。
悪性黒色腫10例、リンパ腫9例、褐色細胞腫1例、顆粒膜細胞腫1例、肝細胞癌3例、血管腫
1例、悪性精巣腫瘍9例、口腔内腫瘤4例、肛門周囲腺癌7例、骨肉腫3例、線維肉腫8例、腺
管癌19例、軟骨肉腫1例、乳腺癌35例、複合型乳腺癌24例、肺癌1例、皮脂腺癌2例、鼻腺
癌2例、肥満細胞腫26例、副腎髄質腫瘍1例、平滑筋肉腫2例、扁平上皮癌7例、慢性リンパ
球性白血病1例、未分化肉腫1例、悪性混合腫瘍2例、血管外膜細胞腫1例、左膝関節部の腫
瘍1例、左肺後葉腫瘍1例、膀胱癌（移行上皮癌）1例、軟部肉腫（紡錘形細胞腫瘍）1例、
耳垢腺癌1例、多中心型リンパ腫2例、脂肪肉腫1例、滑膜肉腫1例、浸潤性毛包上皮腫1例
、肛門嚢腺癌1例
【０１２０】
　さらに、末期癌患犬より採取した胸水、腹水を用いて、同様の診断を行った結果、血清
を用いた本診断法による結果と同様の値を検出することができ、癌と診断することができ
た。
【０１２１】
　また、本診断法を用いることにより、さらに目に見えない部分の癌診断、進行度診断、
悪性度診断、術後の経過診断、再発診断、転移診断などのような診断が可能であることが
わかった。以下に図４に示した詳細診断の具体例について数例をあげる。
【０１２２】
（２）－１　目に見えない腫瘍の癌診断
　患犬1（フラットコーテットレトリバー）は、2007年6月7日時点で腫瘤が確認されてい
なかったが、その20日ほど後の2007年6月24日に左上顎犬歯の付け根の歯肉に有茎状の直
径2mmの腫瘤が発見された患犬である。発見された日に有茎部を結糸し、切除を行ってい
る。肉眼で腫瘤を確認できる以前から450nmでの吸光度は0.32と、有意に高い値が確認さ
れており、腫瘍発見時0.37と比較しても大きく変わらなかった。この結果から本手法を用
いることにより、腹腔内など目に見えない部分の癌診断でも可能なことがわかった。
【０１２３】
　また、腫瘍が肉眼で確認できる以前から値の上昇が確認され、腫瘍発生の前兆を示して
いたもの言える。よって、定期健診などの健康診断にも有用であることがわかる。
【０１２４】
　この患犬1は腫瘤切除2週間後に再び血清診断を行ったところ、450nmでの吸光度は0.07
と大きく低下していた。ゆえに、抗体価上昇の原因となっていた癌抗原の発現している腫
瘍が完全切除されていることも確認された。（(2)-4　術後の経過診断）
【０１２５】
（２）－２　癌の進行度診断
　癌の進行度は腫瘍の大きさや深さ、周辺組織にどれほど影響を及ぼしているか、転移を
しているかなどによって判断される。転移すなわち癌が進行すると以前より高い値が検出
されることがわかった。さらにもう一例として以下では、抗癌剤投与を行った具体例によ
る進行度診断について述べる。
【０１２６】
　患犬2（雑種）は、2006年10月13日に右後肢断脚による腫瘍摘出を行った患犬である。
摘出した腫瘍を用いた病理診断結果は、グレード3にやや近いグレード２の高悪性度肥満
細胞腫とのことであった。2007年3月12日に右鼠頚部と肝臓に転移・再発を確認し、この
ときは手術せずに抗がん剤（ビンブラスチン・プレドニゾロン）による治療を開始した。
転移・再発の確認された時点より抗癌剤投与を開始し、1週間後、2週間後、4週間後、8週
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間後に再度抗癌剤投与を行っている。その投与毎の血清診断の結果、450nmでの吸光度は
それぞれ0.36、0.37、0.26、0.20、0.29であった。投与開始後から4週間目までは短い間
隔にて抗癌剤投与を行い、徐々に値が低下していることから癌の進行を抑制できているこ
とがわかる。しかしながら、前回投与から1ヵ月の間隔をおいた、8週間後には再び値の上
昇が確認され、癌が再び進行していることが示された。このとき、臨床でも腫瘍が大きく
なっていることが確認されている。患犬2の結果より、癌進行度についても診断できるこ
とがわかった。さらに、その一例として上記のように抗癌剤治療効果についても診断可能
であることがわかった。
【０１２７】
（２）－３　癌の悪性度診断
　基底細胞腫には悪性型と良性型とがあり、近年、新WHOでは悪性型を基底細胞癌、良性
型を毛芽腫と分類するという傾向にあるとのことである。
【０１２８】
　基底細胞癌（悪性）と診断された患犬3（ビーグル）は、手術時の血清診断の結果、450
nmでの吸光度は0.35であった。一方、毛芽腫（良性）と診断された患犬4（雑種）は、手
術時の血清診断の結果、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。よって、同じ基底
細胞腫でも、悪性型の基底細胞癌と良性型の毛芽腫を診断できることがわかった。
【０１２９】
　次に、乳腺腫瘍について例を挙げる。乳腺腫瘍には、乳腺癌や乳腺悪性混合腫瘍といっ
た悪性腫瘍と、悪性所見を示さない良性乳腺腫瘍がある。患犬5（ヨーキー）は、2006年5
月17日に乳腺悪性混合腫瘍と乳腺癌にて、摘出手術を受けた患犬である。一般的に、乳腺
の混合腫瘍は悪性であっても周囲への浸潤性が乏しいために完全切除されやすく、切除後
の経過が良好なことが多い腫瘍である。しかしながら摘出された組織を用いた病理診断で
は、患犬5の標本の一部成分に、浸潤性が見られており、悪性度の高い腫瘍であると診断
されていた。また、乳腺癌は通常周囲への浸潤性が強く再発や転移が起こりやすい腫瘍で
ある。患犬5の標本上では腫瘍細胞に浸潤性が見られなかったが、部分材料のため他の領
域に悪性度の高い成分が増殖している可能性も指摘されていた。そのため、患犬5は悪性
度の高い乳癌であることが病理診断結果から明らかである。この手術時に採血した血清診
断の結果、450nmでの吸光度は0.39であった。一方、患犬6（ヨークシャテリア）は、2007
年1月28日に、乳腺腫瘍の摘出手術を受けた患犬である。このときの摘出組織を用いた病
理診断では、細胞異型性は軽度であり、悪性所見の見当たらない良性乳腺腫と診断された
。この手術時に採血した血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.05であった。以上の2検体
の結果からも悪性度の高い腫瘍は、悪性度の低い、すなわち良性の腫瘍に比べ、値が大き
いことがわかった。
【０１３０】
（２）－４　術後の経過診断
　患犬7（シーズー）は、口腔内腫瘍で来院し2007年3月22日に摘出手術を行っている。こ
の際行った血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.40であった。また、摘出した組織を用
いた病理診断では、悪性の勅細胞腫様歯肉腫と診断されている。この腫瘍は、遠隔転移は
稀であるが切除が不十分だと再発しやすいという特徴がある。そのため手術により腫瘍の
完全切除ができたか否かということは、重要である。2007年5月18日の経過観察の際には
、450nmでの吸光度は0.25と抗体価の低下が確認された。2007年8月までに再発は確認され
ていない。よって患犬7では、完全に腫瘍を切除できたために血清診断結果は手術時より
も低下したといえる。
【０１３１】
（２）－５　再発診断
　患犬8（ハスキー）は、2007年5月8日に乳腺癌の摘出手術を行っている。この際行った
血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.08であった。摘出した組織を用いた病理診断では
、異型性の強い上皮系細胞が主に腺管構造を形成、増殖しており乳腺原発の腺癌と診断さ
れた。そのとき既にリンパ管内に多数の癌細胞が入っているのが確認されており、リンパ
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節や遠隔部への転移、再発のリスクが高いということであった。手術から約一ヶ月半後の
2007年6月28日に同部位に再発が確認された。このときの血清診断の結果は0.08と値は全
く下がっていない。患犬8では、腫瘍が切除しきれていなかったかまたは、再発したため
に、診断結果が5月初旬と6月下旬で変化していないといえる。
【０１３２】
（２）－６　転移診断
　患犬9（スコティッシュテリア）は、2003年2月　乳腺腫瘍、2003年8月　口腔内悪性黒
色腫、2005年1月　口唇に悪性黒色腫、2005年4月13日　口腔内黒色腫と転移・再発を繰り
返し、これらすべて手術で切除済みの患犬である。2005年4月の口腔内黒色腫の再発の後
に、経過観察で再来院した2006年12月17日の血清診断の結果は、450nmでの吸光度が0.3で
あった。その半年後の2007年6月20日には頚部リンパ、膝きょうリンパが肥大して再来院
している。リンパ腫であれば全身のリンパが腫れるが、患犬9については2箇所のみであっ
たため、おそらく転移によるリンパ腫である可能性が高いとの臨床診断であった。本手法
による診断によっても、450nmでの吸光度は0.75と大きく上昇しており、以前存在した腫
瘍の転移であることがわかった。
【０１３３】
（２）－７　治療モニタリング
　患犬11（ミニチュアダックスフンド）は、2007年4月19日に腫瘍摘出を行った患犬であ
る。摘出した腫瘍を用いた病理診断結果は、浸潤性、転移性に発生している可能性が高い
中等度の悪性度である複合型乳腺癌とのことであった。このときの血清診断の結果、450n
mでの吸光度は0.26であった。摘出手術から約1年後の2008年6月3日、血清診断の結果、45
0nmでの吸光度は0.13と大きく低下していた。このとき肉眼では癌の再発は確認されなか
ったが、再発防止のためそれから2ヶ月間、週に一度の間隔にて抗癌剤投与（インターキ
ャット）を行い、再発がない状態を維持した。抗癌剤投与開始2週間後、4週間後、6週間
後に血清診断を行った結果、450nmでの吸光度はそれぞれ0.09、0.07、0.08であった。患
犬11の結果から、腫瘍が完全に取りきれていれば担癌状態より値が低下し、抗癌剤治療に
おいても癌の再発が抑制できていれば値の上昇が見られず、治療の経時変化を追えること
がわかった。また、患犬8で示したように再発診断も可能であることから、治療モニタリ
ングについても可能であることがわかった。
【０１３４】
（２）－８　再発時の悪性診断
　患犬12（チワワ）は2007年4月27日に腫瘍摘出を行った患犬である。摘出した腫瘍を用
いた病理診断結果は、乳管上皮由来の腺管癌、すなわち悪性の乳癌とのことであった。そ
の約1年後の2008年6月29日に再び腫瘍が発見されたため、摘出手術を行った。その摘出し
た腫瘍を用いた病理組織診断結果は、乳管上皮由来の腫瘍細胞が不規則な腺腔を形成し、
内腔へ重層化して造成する部分も認められるが構成する細胞はほぼ均一な卵円形核を有し
、細胞の異型性は軽度ということで良性乳腺腫と診断された。このときの血清診断の結果
、450nmでの吸光度は0.02とほとんど検出されなかった。患犬8、12の結果から、再発時に
悪性の場合には血清診断値は下がらないか維持されており、良性の場合にはほとんど検出
されないことがわかった。
【０１３５】
（２）－９　良性腫瘍患犬の予後診断
　患犬13（トイプードル）は、2007年10月9日に腫瘍摘出を行った患犬である。摘出した
腫瘍を用いた病理診断結果は、乳腺上皮細胞と筋上皮細胞両成分が増殖する腫瘍が形成さ
れていたが、両成分とも悪性所見を示しておらず、乳腺良性混合腫瘍と診断されていた。
このときの血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.07と僅かに検出された。その8ヵ月後の
2008年6月5日に再採血を行った結果、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。臨床
でもこのとき再発は確認されていない。従って、良性腫瘍患犬であっても、腫瘍がある状
態のときに血清診断値が検出されていれば、腫瘍が取りきれていれば値は低下し、予後の
診断が可能であることがわかった。
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【０１３６】
（３）ネコの診断
　次に担癌猫および健常猫の診断を行った。上記で用いたイヌ組換えタンパクと抗ネコIg
G抗体を用いて、上記と同様にして、該ポリペプチドに特異的に反応するネコ血清中のIgG
抗体価を測定した。2次抗体は、HRP修飾抗ネコIgG抗体(PEROXIDASE-CONJUGATED GOAT IgG
 FRACTION TO CAT IgG (WHOLE MOLECULE): CAPPEL RESERCH REAGENTS社製)をブロッキン
グ溶液にて8000倍希釈して用いた。
【０１３７】
　患猫1（チンチラ）は2005年8月17日に乳腺癌にて腫瘍の摘出手術を受けた患猫である。
患猫1の450nmでの吸光度は、0.32であった。また、2006年10月17日に腺管癌にて摘出手術
を受けた、患猫2（ヒマラヤン）においても450nmでの吸光度は、0.18であった。一方、健
常猫では全く検出されなかった。
【０１３８】
　従って犬と同様、猫の場合も、癌を患った検体では値が検出され、一方健常の検体では
まったく検出されなかったため、猫についても犬と同様に、イヌ組換えタンパクを用いた
本手法にて癌診断が可能であることがわかった。
【０１３９】
（４）健常人の診断
　上記で用いたイヌ組換えタンパクと抗ヒトIgG抗体を用いて、上記と同様にして、該タ
ンパクに特異的に反応する健常人血清中のIgG抗体価を測定した。2次抗体は、HRP修飾抗
ヒトIgG抗体(HRP-Goat Anti-Human IgG(H+L) Conjugate: Zymed Laboratories社製)をブ
ロッキング溶液にて10000倍希釈して用いた。ポジティブコントロールとしてリン酸緩衝
化生理食塩水にて50μg/mlに調整した卵白アルブミン抗原を固相化したものを用いた。そ
の結果、450nmでの吸光度は卵白アルブミン抗原には健常ヒト1で0.25であった。一方、こ
の組換えタンパク質には0と全く検出されなかった。また、健常ヒト2においても、卵白ア
ルブミン抗原には450nmでの吸光度は0.18であり、一方、この組換えタンパク質には0と全
く検出されなかった。
【０１４０】
参考例Ａ－４：ヒト組換えタンパクを用いた癌診断
　参考例Ａ－２で作製したヒト組換えタンパクを用いて、参考例Ａ－３と同様にして、該
タンパクに反応する、ヒト、イヌおよびネコ血清中のIgG抗体価を測定した。
【０１４１】
　健常人血清を用いた診断結果では、参考例Ａ－３（４）と同様に卵白アルブミン抗原を
ポジティブコントロールとして用いた場合に、卵白アルブミンを固相化した場合に値は検
出され、ヒト組換えタンパクを固相化した場合にはほとんど検出されなかった。
【０１４２】
　また、健常犬・猫においても、該タンパクを固相化した場合には、450nmでの吸光度は
ほとんど検出されなかった。
【０１４３】
　一方、患犬10（シーズー）は、2007年6月21日に乳腺癌の摘出手術を受けた患犬である
。摘出した組織を用いた病理診断では、強い異型性と浸潤性を有する乳腺組織が大小の塊
状に腺様増殖しており、悪性と診断されている。この患犬10の450nmでの吸光度は、0.29
であった。その他病理診断で悪性と診断されている310検体の血清を用いて悪性診断を行
った。悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、189検体、60.8%で悪性と診断でき
ることがわかった。患猫3（雑種）は、2007年4月3日に乳腺癌の摘出手術を受けているが
、この患猫においても、450nmでの吸光度は、0.14であった。
【０１４４】
　以上のことから、ヒト組換えタンパクを用いても、ヒト、イヌ、ネコいずれにおいても
同様の診断が可能であることがわかった。
【０１４５】
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　さらに、イヌ組換えタンパクと同様にヒト組換えタンパクを用いて、末期癌患犬より採
取した胸水、腹水を診断した結果、血清を用いた結果と同様の値を検出することができ、
癌と診断することができた。
【０１４６】
参考例Ａ－５：抗原ポリペプチドを測定することによる癌診断（１）
　参考例Ａ－２で作製したイヌ組換えタンパクをマウス、ウサギに免疫し、該抗原特異的
抗体を作製、取得した。このポリクローナル抗体を用いて、サンドイッチELISA法により
、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプチド自体の検出を行った。作製した該タンパ
ク特異的ポリクローナル抗体に特異的に反応する、血清中の該タンパク量について抗マウ
スIgG抗体を用いてサンドイッチELISA法にて測定した。
【０１４７】
　1次抗体の固相化は、リン酸緩衝化生理食塩水にて20倍希釈したウサギ抗血清を96穴イ
モビライザーアミノプレート（ヌンク社製）に100μL/well添加し、室温で2時間振とうし
て行った。ブロッキングは、0.5 % BSA（bovine serum albumin（ウシ血清アルブミン）
、シグマアルドリッチジャパン社製）含有50 mM 重炭酸ナトリウム緩衝溶液(pH 8.3)（以
下ブロッキング溶液）を100μL/well加え、室温で1時間振とうした。その後、ブロッキン
グ溶液を用いて希釈した担癌生体由来血清を100μL/well添加し、室温で3時間振とうして
反応させた。このとき希釈倍率は10-1000倍の10倍希釈系列で調整した。0.05%Tween20（
和光純薬工業社製）含有リン酸緩衝化生理食塩水（以下PBS-T）で3回洗浄し、2次抗体は
、ブロッキング溶液にて200倍希釈したマウス抗血清を100μL/well加え、室温で1時間振
とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、3次抗体は、ブロッキング溶液にて2000倍希釈
したHRP修飾マウスIgG抗体(Stabilized Goat Anti Mouse HRP conjugated : PIERCE社製)
を100μL/well加え、室温で1時間振とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、HRP基質 T
MB（1-Step　Turbo　TMB（テトラメチルベンジジン）、PIERCE社製）を100μl/well添加
し、室温で30分間酵素基質反応させた。その後、0.5M硫酸溶液（シグマアルドリッチジャ
パン社製）を100μl/well加えて反応停止後、マイクロプレートリーダーにて450nmの吸光
度測定を行った。コントロールとしては、ウサギ抗血清を固相化しないもの、担癌生体由
来血清を反応させないものを上記と同様に行い比較することとした。
【０１４８】
　その結果、皮膚平滑筋肉腫、乳癌、悪性黒色腫などの担癌犬及び担癌猫ではポリペプチ
ドの値が検出され、健常犬、健常猫及び健常人では検出されなかった。従って、イヌ由来
組換えポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこ
の手法においても、癌を診断することができた。
【０１４９】
参考例Ａ－６：抗原ポリペプチドを測定することによる癌診断（２）
　参考例Ａ－２で作製したヒト組換えタンパクをマウス、ウサギに免疫し、該抗原特異的
抗体を作製、取得した。参考例Ａ－５と同様に、このポリクローナル抗体を用いたサンド
イッチELISA法により、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプチド自体の検出を行っ
た。
【０１５０】
　その結果、皮膚平滑筋肉腫、乳癌、悪性黒色腫などの担癌犬及び担癌猫ではポリペプチ
ドの値が検出され、健常犬、健常猫及び健常人では検出されなかった。従って、ヒト由来
組換えポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこ
の手法においても、癌を診断することができた。
【０１５１】
参考例Ｂ－１：ＳＥＲＥＸ法による新規癌抗原タンパクの取得
（１）ｃＤＮＡライブラリの作製
　健常な犬の精巣組織から酸－グアニジウム－フェノール－クロロフォルム法（Acid gua
nidium-Phenol-Chloroform法）により全ＲＮＡを抽出し、Oligotex-dT30 mRNA purificat
ion Kit（宝酒造社製）を用いてキット添付のプロトコールに従ってポリＡ　ＲＮＡを精



(35) JP 5713036 B2 2015.5.7

10

20

30

40

50

製した。
【０１５２】
　この得られたｍＲＮＡ（５μｇ）を用いてイヌ精巣ｃＤＮＡファージライブラリを合成
した。ｃＤＮＡファージライブラリの作製にはcDNA Synthesis Kit,ZAP-cDNA Synthesis 
Kit,ZAP-cDNA GigapackIII Gold Cloning Kit（STRATAGENE社製）を用い、キット添付の
プロトコールに従ってライブラリを作製した。作製したｃＤＮＡファージライブラリのサ
イズは１．３×１０６ｐｆｕ／ｍｌであった。
【０１５３】
（２）血清によるｃＤＮＡライブラリのスクリーニング
　上記作製したイヌ精巣由来ｃＤＮＡファージライブラリを用いて、イムノスクリーニン
グを行った。具体的にはΦ９０×１５ｍｍのＮＺＹアガロースプレートに２３４０クロー
ンとなるように宿主大腸菌（XL1-Blue MRF'）に感染させ、４２℃、３～４時間培養し、
溶菌斑（プラーク）を作らせ、ＩＰＴＧ（イソプロピル－β－D－チオガラクトシド）を
浸透させたニトロセルロースメンブレン（Hybond C Extra: GE Healthecare Bio-Science
社製）でプレートを３７℃で４時間覆うことによりタンパク質を誘導・発現させ、メンブ
レンにタンパク質を転写した。その後メンブレンを回収し０．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳ
（10mM Tris-HCl,150mM NaCl pH7.5）に浸し４℃で一晩振盪することによって非特異反応
を抑制した。このフィルターを５００倍希釈した患犬血清と室温で２～３時間反応させた
。
【０１５４】
　上記患犬血清としては、肛門近位腫瘍の患犬より採取した血清を用いた。これらの血清
は－８０℃で保存し、使用直前に前処理を行った。血清の前処理方法は、以下の方法によ
る。すなわち、外来遺伝子を挿入していないλ ZAP Express ファージを宿主大腸菌（XL1
-BLue MRF'）に感染させた後、ＮＺＹプレート培地上で３７℃、一晩培養した。次いで0.
5M NaClを含む0.2M NaHCO3 pH8.3のバッファーをプレートに加え、４℃で１５時間静置後
、上清を大腸菌／ファージ抽出液として回収した。次に、回収した大腸菌／ファージ抽出
液をNHS-カラム (GE Healthecare Bio-Science社製）に通液して、大腸菌・ファージ由来
のタンパク質を固定化した。このタンパク固定化カラムに患犬血清を通液・反応させ、大
腸菌およびファージに吸着する抗体を血清から取り除いた。カラムを素通りした血清画分
は、０．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳにて５００倍希釈し、これをイムノスクリーニング材
料とした。
【０１５５】
　かかる処理血清と上記融合タンパク質をブロットしたメンブレンをＴＢＳ―Ｔ（0.05% 
Tween20/TBS）にて４回洗浄を行った後、二次抗体として０．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳ
にて５０００倍希釈を行ったヤギ抗イヌＩｇＧ（Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated
: BETHYL Laboratories社製）を、室温1時間反応させ、NBT/BCIP反応液（Roche社製）を
用いた酵素発色反応により検出し、発色反応陽性部位に一致するコロニーをΦ９０×１５
mmのＮＺＹアガロースプレート上から採取し、ＳＭ緩衝液（100mM NaCl、10mM MgClSO4、
50mM Tris-HCl、0.01% ゼラチン pH7.5）５００μlに溶解させた。発色反応陽性コロニー
が単一化するまで上記と同様の方法で、二次、三次スクリーニングを繰り返し、血清中の
ＩｇＧと反応する３０９４０個のファージクローンをスクリーニングして、１個の陽性ク
ローンを単離した。
【０１５６】
（３）単離抗原遺伝子の相同性検索
　上記方法により単離した１個の陽性クローンを塩基配列解析に供するため、ファージベ
クターからプラスミドベクターに転換する操作を行った。具体的には宿主大腸菌（XL1-Bl
ue MRF'）を吸光度OD600が１．０となるよう調製した溶液２００μlと、精製したファー
ジ溶液１００μlさらにExAssist helper phage (STRATAGENE社製)１μlを混合した後３７
℃で１５分間反応後、ＬＢ培地を３ｍｌ添加し３７℃で２．５～３時間培養を行い、直ち
に７０℃の水浴にて２０分間保温した後、４℃、１０００×ｇ、１５分間遠心を行い上清
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をファージミド溶液として回収した。次いでファージミド宿主大腸菌（SOLR）を吸光度OD

600が１．０となるよう調製した溶液２００μlと、精製したファージ溶液１０μlを混合
した後３７℃で１５分間反応させ、５０μlをアンピシリン（終濃度５０μｇ／ｍｌ）含
有ＬＢ寒天培地に播き３７℃一晩培養した。トランスフォームしたSOLRのシングルコロニ
ーを採取し、アンピシリン（終濃度５０μｇ／ｍｌ）含有ＬＢ培地３７℃にて培養後、QI
AGEN plasmid Miniprep Kit(キアゲン社製）を使って目的のインサートを持つプラスミド
ＤＮＡを精製した。
【０１５７】
　精製したプラスミドは、配列番号５に記載のＴ３プライマーと配列番号６に記載のＴ７
プライマーを用いて、プライマーウォーキング法によるインサート全長配列の解析を行っ
た。このシークエンス解析により配列番号１５に記載の遺伝子配列を取得した。この遺伝
子の塩基配列およびアミノ酸配列を用いて、相同性検索プログラムＢＬＡＳＴサーチ（ht
tp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）を行い既知遺伝子との相同性検索を行った結果、得
られた遺伝子はカルメジン（calmegin）遺伝子であることが判明した。イヌカルメジンの
ヒト相同因子は、ヒトカルメジン（相同性：塩基配列９０％、アミノ酸配列８９％）であ
った。ヒトカルメジンの塩基配列を配列番号１７に、アミノ酸配列を配列番号１８に示す
。
【０１５８】
（４）各組織での発現解析
　上記方法により得られた遺伝子に対しイヌおよびヒト正常組織および各種細胞株におけ
る発現をRT-PCR(Reverse Transcription-PCR)法により調べた。逆転写反応は以下の通り
行なった。すなわち、各組織５０－１００ｍｇおよび各細胞株５－１０×１０６個の細胞
からTRIZOL試薬（invitrogen社製）を用いて添付のプロトコールに従い全ＲＮＡを抽出し
た。この全ＲＮＡを用いてSuperscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR（in
vitrogen社製）により添付のプロトコールに従いｃＤＮＡを合成した。ヒト正常組織（脳
、海馬、精巣、結腸、胎盤）のｃDNAは、ジーンプールｃDNA（invitrogen社製）、QUICK-
Clone cDNA（クロンテック社製）およびLarge-Insert cDNA Library（クロンテック社製
）を用いた。ＰＣＲ反応は、取得した遺伝子特異的なプライマー（配列番号１９および２
０に記載）を用いて以下の通り行った。すなわち、逆転写反応により調製したサンプル0.
25μl、上記プライマーを各2μM、0.2mM各dNTP、0.65UのExTaqポリメラーゼ（宝酒造社製
）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を２５μlとし、Thermal Cycler (BIO
 RAD社製）を用いて、９４℃―３０秒、５５℃―３０秒、７２℃―１分のサイクルを３０
回繰り返して行った。なお、上記遺伝子特異的プライマーは、配列番号１５の塩基配列（
イヌカルメジン遺伝子）中の７５５番～１３１８番および配列番号１７の塩基配列（ヒト
カルメジン遺伝子）中の７９５番～１３５８番塩基の領域を増幅するものであり、該プラ
イマーを用いてイヌカルメジン遺伝子及びヒトカルメジン遺伝子のいずれの発現も調べる
ことができるものであった。比較対照のため、GAPDH特異的なプライマー（配列番号９お
よび１０に記載）も同時に用いた。その結果、図５に示すように、健常なイヌ組織では精
巣に強い発現が見られ、一方イヌ腫瘍細胞株で強い発現が見られた。ヒトカルメジン遺伝
子の発現も、イヌカルメジン遺伝子と同様、正常組織で発現が確認できたのは精巣のみだ
ったが、癌細胞では脳腫瘍、白血病、食道癌で発現が検出され、ヒトカルメジン遺伝子も
精巣と癌細胞に特異的に発現していることが確認された。
【０１５９】
　なお、図５中、縦軸の参照番号１は、カルメジン遺伝子の発現パターンを、参照番号２
は、比較対照であるGAPDH遺伝子の発現パターンを示す。
【０１６０】
参考例Ｂ－２：イヌおよびヒトカルメジンタンパクの作製
（１）組換えタンパク質の作製
　参考例Ｂ－１で取得した配列番号１５の遺伝子を基に、以下の方法にて組換えタンパク
質を作製した。PCRは、参考例Ｂ－１で得られたファージミド溶液より調製し配列解析に
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供したベクターを１μl、BamHIおよびEcoRI制限酵素切断配列を含む２種類のプライマー
（配列番号２１および２２に記載）を各0.4μM、0.2mM dNTP、1.25UのPrimeSTAR HSポリ
メラーゼ（宝酒造社製）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を５０μlとし
、Thermal Cycler (BIO RAD社製)を用いて、９８℃―１０秒、５５℃―１５秒、７２℃―
２分のサイクルを３０回繰り返すことにより行った。なお、上記2種類のプライマーから
、配列番号１６のアミノ酸配列全長をコードする領域が得られる。ＰＣＲ後、増幅された
DNAを１％アガロースゲルにて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）
を用いて約１．９ｋｂｐのＤＮＡ断片を精製した。
【０１６１】
　精製したDNA断片をクローニングベクターpCR-Blunt（invitrogen社製）にライゲーショ
ンした。これを大腸菌に形質転換後プラスミドを回収し、増幅された遺伝子断片が目的配
列と一致することをシークエンスで確認した。目的配列と一致したプラスミドをBamHIお
よびEcoRI制限酵素で処理し、QIAquick Gel Extraction Kitで精製後、目的遺伝子配列を
、BamHI、EcoRI制限酵素で処理した大腸菌用発現ベクターpET30a（Novagen社製）に挿入
した。このベクターの使用によりHisタグ融合型の組換えタンパク質が産生できる。この
プラスミドを発現用大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）に形質転換し、１ｍＭ　ＩＰＴＧによる発
現誘導を行うことで目的タンパク質を大腸菌内で発現させた。
【０１６２】
　また、配列番号１７の遺伝子を基に、以下の方法にてヒト相同遺伝子の組換えタンパク
質を作製した。PCRは、参考例Ｂ－１で作製した各種組織・細胞ｃDNAよりRT-PCR法による
発現が確認できたｃDNAを１μl、EcoRIおよびXhoI制限酵素切断配列を含む２種類のプラ
イマー（配列番号２３および２４に記載）を各0.4μM、0.2mM dNTP、1.25UのPrimeSTAR H
Sポリメラーゼ（宝酒造社製）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を５０μl
とし、Thermal Cycler (BIO RAD社製)を用いて、９８℃―１０秒、５５℃―１５秒、７２
℃―２分のサイクルを３０回繰り返すことにより行った。なお、上記2種類のプライマー
から、配列番号１８のアミノ酸配列全長をコードする領域が得られる。ＰＣＲ後、増幅さ
れたDNAを１％アガロースゲルにて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社
製）を用いて約１．９ｋｂｐのＤＮＡ断片を精製した。
【０１６３】
　精製したDNA断片をクローニングベクターpCR-Blunt（invitrogen社製）にライゲーショ
ンした。これを大腸菌に形質転換後プラスミドを回収し、増幅された遺伝子断片が目的配
列と一致することをシークエンスで確認した。目的配列と一致したプラスミドをEcoRIお
よびXhoI制限酵素で処理し、QIAquick Gel Extraction Kitで精製後、目的遺伝子配列を
、EcoRI、XhoI制限酵素で処理した大腸菌用発現ベクターpET30a（Novagen社製）に挿入し
た。このベクターの使用によりHisタグ融合型の組換えタンパク質が産生できる。このプ
ラスミドを発現用大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）に形質転換し、１ｍＭ　ＩＰＴＧによる発現
誘導を行うことで目的タンパク質を大腸菌内で発現させた。
【０１６４】
(２)組換えタンパク質の精製
　上記で得られた、配列番号１５および配列番号１７を発現するそれぞれの組換え大腸菌
をカナマイシン（終濃度30μg/ml）含有LB培地にて600nmでの吸光度が0.7付近になるまで
37℃で培養後、ＩＰＴＧ終濃度が1 mMとなるよう添加し、さらに37℃で4時間培養した。
その後4800rpmで10分間遠心し集菌した。この菌体塊をリン酸緩衝化生理食塩水に懸濁し
、さらに4800rpmで10分間遠心し菌体の洗浄を行った。
【０１６５】
　得られた菌体塊を20mMリン酸緩衝液(pH7.0)に懸濁し、氷上にて超音波破砕を行った。
大腸菌超音波破砕液を6000rpmで20分間遠心分離し、得られた上清を可溶性画分、沈殿物
を不溶性画分とした。
【０１６６】
　可溶性画分を陽イオン交換カラム（担体　SP Sepharose(商標) Fast Flow（GE Health 
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Care社）、カラム容量5mL、平衡化緩衝液　20mMリン酸緩衝液(pH7.0)）に添加した。カラ
ム容量の10倍量の20mMリン酸緩衝液(pH7.0)にて洗浄を行った後、直ちに0.3M-1.0M 塩化
ナトリウム含有20mMリン酸緩衝液(pH7.0)にて塩の段階的濃度勾配により溶出を行った。
各溶出画分はカラム容量の6倍量ずつ採取した。
【０１６７】
　この溶出画分のうち0.3M塩化ナトリウム含有20mMリン酸緩衝液(pH7.0)の画分すべてと
、1.0M塩化ナトリウム含有20mMリン酸緩衝液(pH7.0)画分の1番目の画分を合わせて、2次
カラムによりさらに精製操作を行った。
【０１６８】
　2次カラムはカラム担体Bio gel HT Type II（BioRad社）、カラム容量5mLを用いた。カ
ラム容量の10倍の0.3M塩化ナトリウム含有20mMリン酸緩衝液(pH7.0)にて平衡化を行った
後、上記溶出画分を添加した。カラム容量の10倍量の0.3M塩化ナトリウム含有20mMリン酸
緩衝液(pH7.0)と0.1Mリン酸緩衝液(pH7.0)にて、カラム未吸着画分の洗浄を行った。その
後直ちに、0.2Mリン酸緩衝液(pH7.0)にて溶出を行った。溶出画分はカラム容量の6倍量採
取した。目的タンパク質の溶出については定法に従って行ったクマシー染色によって確認
し、この結果より溶出画分を脱塩、濃縮し診断用の固相化材料とした。
【０１６９】
参考例Ｂ－３：イヌカルメジンタンパクを用いた癌診断
（１）イヌの癌診断
　悪性または良性腫瘍の確認された患犬486頭と健常犬6頭の血液を採取し、血清を分離し
た。参考例Ｂ－２で作製したイヌカルメジンタンパク、抗イヌIgG抗体を用いてELISA法に
て該タンパクに特異的に反応する血清中のIgG抗体価を測定した。
【０１７０】
　作製したタンパクの固相化は、リン酸緩衝化生理食塩水にて50μg/mLに希釈した組換え
タンパク質溶液を96穴イモビライザーアミノプレート（ヌンク社製）に100μL/well添加
し、4℃で一晩静置して行った。ブロッキングは、0.5 % BSA（bovine serum albumin（ウ
シ血清アルブミン）、シグマアルドリッチジャパン社製）含有50 mM 重炭酸ナトリウム緩
衝溶液(pH 8.3)（以下ブロッキング溶液）を100μL/well加え、室温で1時間振とうした。
希釈にブロッキング溶液を用いた1000倍希釈血清を100μL/well添加し、室温で3時間振と
うして反応させた。0.05%Tween20（和光純薬工業社製）含有リン酸緩衝化生理食塩水（以
下PBS-T）で3回洗浄し、ブロッキング溶液にて3000倍希釈したHRP修飾イヌIgG抗体(Goat 
anti Dog IgG-h+I HRP conjugated:BETHYL Laboratories社製)を100μL/well加え、室温
で1時間振とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、HRP基質 TMB（1-Step　Turbo　TMB
（テトラメチルベンジジン）、PIERCE社）を100μl/well添加し、室温で30分間酵素基質
反応させた。その後、0.5M硫酸溶液（シグマアルドリッチジャパン社製）を100μl/well
加えて反応停止後、マイクロプレートリーダーにて450nmの吸光度測定を行った。コント
ロールとしては、作製した組換えタンパク質を固相化しないもの、担癌犬血清を反応させ
ないものを上記と同様に行い比較することとした。
【０１７１】
　上記癌診断に用いた全486検体中311検体で、摘出された腫瘍組織を用いた病理診断の結
果、悪性と確定診断がされている。
【０１７２】
　具体的には、悪性黒色腫、悪性混合腫瘍、肝細胞癌、基底細胞癌、勅細胞腫様歯肉腫、
口腔内腫瘤、肛門周囲腺癌、肛門嚢腫瘤、肛門嚢アポクリン腺癌、セルトリ細胞腫、膣前
庭癌、皮脂腺癌、皮脂腺上皮腫、脂腺腺腫、汗腺癌、鼻腔内腺癌、鼻腺癌、甲状腺癌、大
腸癌、気管支腺癌、腺癌、腺管癌、乳腺癌、複合型乳腺癌、乳腺悪性混合腫瘍、乳管内乳
頭状腺癌、線維肉腫、血管周皮腫、骨肉腫、軟骨肉腫、軟部組織肉腫、組織球肉腫、粘液
肉腫、未分化肉腫、肺癌、肥満細胞腫、皮膚平滑筋腫、腹腔内平滑筋腫、平滑筋腫、扁平
上皮癌、慢性型リンパ球性白血病、リンパ腫、消化管型リンパ腫、消化器型リンパ腫、小
～中細胞型リンパ腫、副腎髄質腫瘍、顆粒膜細胞腫、褐色細胞腫、膀胱癌（移行上皮癌）
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、化膿性炎症、腹腔内肝臓腫瘍、肝臓癌、形質細胞腫、悪性血管外膜細胞腫、血管肉腫、
肛門嚢腺癌、口腔癌、転移性悪性黒色腫、メラニン欠乏性悪性黒色腫、皮膚悪性黒色腫、
悪性筋上皮腫、悪性精巣上皮腫、精細胞腫（セミノーマ）、大腸腺癌、胃腺癌、低グレー
ド皮脂腺癌、耳垢腺癌、アポクリン腺癌、低分化型アポクリン汗腺癌、悪性線維性組織球
腫、多発性骨髄腫、間葉系悪性腫瘍、脂肪肉腫、骨肉腫、起原不明の肉腫、軟部肉腫（紡
錘形細胞腫瘍）、低分化肉腫、滑膜肉腫、血管肉腫、転移性悪性上皮腫瘍、管状乳腺腺癌
、乳腺導管癌、炎症性乳癌、胚細胞腫、白血病、浸潤性毛包上皮腫、中細胞型リンパ腫、
多中心型リンパ腫、骨肉腫（乳腺）、肥満細胞腫(Patnaik II型）、肥満細胞腫(Grade II
）、平滑筋肉腫などの癌診断を受けている検体である。
【０１７３】
　これら担癌犬生体由来の血清は、図７に示したように有意に高い組換えタンパク質に対
する抗体価を示した。本診断法による悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、177
検体、56.9%で悪性と診断できることがわかった。この177検体の癌の種類は以下のとおり
である。なお、検体によっては複数種類の癌を罹患しているものもあるが、以下に示す数
値は癌の種類ごとの累計値である。
悪性黒色腫10例、リンパ腫10例、褐色細胞腫1例、顆粒膜細胞腫1例、肝細胞癌4例、汗腺
癌5例、血管腫1例、悪性精巣腫瘍7例、口腔内腫瘤4例、肛門周囲腺癌11例、骨肉腫4例、
線維肉腫7例、軟骨肉腫2例、乳腺癌35例、複合型乳腺癌27例、肺癌2例、皮脂腺癌2例、鼻
腺癌2例、肥満細胞腫25例、副腎髄質腫瘍1例、平滑筋肉腫1例、扁平上皮癌5例、慢性リン
パ球性白血病1例、胚細胞腫1例、悪性線維性組織球腫1例、転移性悪性上皮腫瘍1例、乳腺
導管癌1例、血管肉腫1例、管状乳腺腺癌1例、浸潤性毛包上皮腫1例、前立腺癌1例、気管
支腺癌1例
【０１７４】
　さらに、末期癌患犬より採取した胸水、腹水を用いて、同様の診断を行った結果、血清
を用いた本診断法による結果と同様の値を検出することができ、癌と診断することができ
た。
【０１７５】
　また、本診断法を用いることにより、さらに目に見えない部分の癌診断、進行度診断、
悪性度診断、術後の経過診断、再発診断、転移診断などのような診断が可能であることが
わかった。以下に図８に示した詳細診断の具体例について数例をあげる。
【０１７６】
（２）－１　目に見えない腫瘍の癌診断
　患犬1（フラットコーテットレトリバー）は、2007年6月7日時点で腫瘤が確認されてい
なかったが、その20日ほど後の2007年6月24日に左上顎犬歯の付け根の歯肉に有茎状の直
径2mmの腫瘤が発見された患犬である。発見された日に有茎部を結糸し、切除を行ってい
る。肉眼で腫瘤を確認できる以前から450nmでの吸光度は0.31と、有意に高い値が確認さ
れており、腫瘍発見時0.33と比較しても大きく変わらなかった。この結果から本手法を用
いることにより、腹腔内など目に見えない部分の癌診断でも可能なことがわかった。
【０１７７】
　また、腫瘍が肉眼で確認できる以前から値の上昇が確認され、腫瘍発生の前兆を示して
いたことが言える。よって、定期健診などの健康診断にも有用であることがわかる。
【０１７８】
　この患犬1は腫瘤切除2週間後に再び血清診断を行ったところ、450nmでの吸光度は0.17
と大きく低下していた。ゆえに、抗体価上昇の原因となっていた癌抗原の発現している腫
瘍が完全切除されていることも確認された。（(2)-4　術後の経過診断）
【０１７９】
（２）－２　癌の進行度診断
　癌の進行度は腫瘍の大きさや深さ、周辺組織にどれほど影響を及ぼしているか、転移を
しているかなどによって判断される。転移すなわち癌が進行すると以前より高い値が検出
されることがわかった。さらにもう一例として以下では、抗癌剤投与を行った具体例によ
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る進行度診断について述べる。
【０１８０】
　患犬2（ミニチュアダックスフンド）は、2007年2月21日に吐き気と痩せてきたことを主
訴に来院し、腹腔内に2箇所の大型腫瘍が発見された患犬である。2007年2月23日に腫瘍の
摘出を行い、右腎は肥大し433g、近傍リンパ節も血管に富み、42gあった。このときの摘
出した組織を用いた病理診断では、多中心型の悪性リンパ腫と診断された。腫瘍細胞が脂
肪織を播種性に拡がっているのが確認され、腹腔内のほかの臓器にも広がる可能性がある
との診断であった。腫瘍摘出手術後の2007年3月1日より抗癌剤（オンコビン）投与を開始
し、それから2ヵ月後、3ヵ月後と3回にわたって血清診断を行った。その結果、450nmでの
吸光度はそれぞれ0.18、0.16、0.14であった。投与開始時点から徐々に値が低下してきて
おり、抗癌剤効果が現れていることが確認できた。すなわち癌の進行を抑制できているこ
とがわかる。患犬2の結果より、癌進行度についても診断できることがわかった。さらに
、その一例として上記のように抗癌剤治療効果についても診断可能であることがわかった
。
【０１８１】
（２）－３　癌の悪性度診断
　基底細胞腫には悪性型と良性型とがあり、近年、新WHOでは悪性型を基底細胞癌、良性
型を毛芽腫と分類するという傾向にあるとのことである。
【０１８２】
　基底細胞癌（悪性）と診断された患犬3（ビーグル）は、手術時の血清診断の結果、450
nmでの吸光度は0.13であった。一方、毛芽腫（良性）と診断された患犬4（雑種）は、手
術時の血清診断の結果、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。よって、同じ基底
細胞腫でも、悪性型の基底細胞癌と良性型の毛芽腫を診断できることがわかった。
【０１８３】
　次に、乳腺腫瘍について例を挙げる。乳腺腫瘍には、乳腺癌や乳腺悪性混合腫瘍といっ
た悪性腫瘍と、悪性所見を示さない良性乳腺腫瘍がある。患犬5（ヨーキー）は、2006年5
月17日に乳腺悪性混合腫瘍と乳腺癌にて、摘出手術を受けた患犬である。一般的に、乳腺
の混合腫瘍は悪性であっても周囲への浸潤性が乏しいために完全切除されやすく、切除後
の経過が良好なことが多い腫瘍である。しかしながら摘出された組織を用いた病理診断で
は、患犬5の標本の一部成分に、浸潤性が見られており、悪性度の高い腫瘍であると診断
されていた。また、乳腺癌は通常周囲への浸潤性が強く再発や転移が起こりやすい腫瘍で
ある。患犬5の標本上では腫瘍細胞に浸潤性が見られなかったが、部分材料のため他の領
域に悪性度の高い成分が増殖している可能性も指摘されていた。そのため、患犬5は悪性
度の高い乳癌であることが病理診断結果から明らかである。この手術時に採血した血清診
断の結果、450nmでの吸光度は0.57であった。一方、患犬6（ヨークシャテリア）は、2007
年1月28日に、乳腺腫瘍の摘出手術を受けた患犬である。このときの摘出組織を用いた病
理診断では、細胞異型性は軽度であり、悪性所見の見当たらない良性乳腺腫と診断された
。この手術時に採血した血清診断の結果、450nmでの吸光度は0であった。以上の2検体の
結果からも悪性度の高い腫瘍は、悪性度の低い、すなわち良性の腫瘍に比べ、値が大きい
ことがわかった。
【０１８４】
（２）－４　術後の経過診断
　患犬7（シーズー）は、口腔内腫瘍で来院し2007年3月22日に摘出手術を行っている。こ
の際行った血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.70であった。また、摘出した組織を用
いた病理診断では、悪性の勅細胞腫様歯肉腫と診断されている。この腫瘍は、遠隔転移は
稀であるが切除が不十分だと再発しやすいという特徴がある。そのため手術により腫瘍の
完全切除ができたか否かということは、重要である。2007年5月18日の経過観察の際には
、450nmでの吸光度は0.47と値の低下が確認された。2007年8月までに再発は確認されてい
ない。よって患犬7では、完全に腫瘍を切除できたために血清診断結果は手術時よりも低
下したといえる。
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【０１８５】
（２）－５　再発診断
　患犬8（ハスキー）は、2007年5月8日に乳腺癌の摘出手術を行っている。この際行った
血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.11であった。摘出した組織を用いた病理診断では
、異型性の強い上皮系細胞が主に腺管構造を形成、増殖しており乳腺原発の腺癌と診断さ
れた。そのとき既にリンパ管内に多数の癌細胞が入っているのが確認されており、リンパ
節や遠隔部への転移、再発のリスクが高いということであった。手術から約一ヶ月半後の
2007年6月28日に同部位に再発が確認された。このときの血清診断の結果は0.12と値の上
昇が確認された。患犬8では、腫瘍が切除しきれていなかったかまたは、再発したために
、血清診断結果が5月初旬よりも6月下旬のほうが大きく検出されたとわかった。
【０１８６】
　患犬9（シェルティー）は、2006年10月24日に腺管癌の摘出手術を行っている。この際
行った血清診断の結果、450nmでの吸光度はほぼ0とほとんど検出されなかった。その約3
ヵ月後の2007年1月31日に再発し、再来院、再摘出手術を行っている。このときの摘出し
た組織を用いた病理診断では、卵円形異型核を有する癌細胞が多数リンパ管侵襲をおこし
、鼠径部リンパ節転移しているため遠隔転移の可能性がある腺管癌(乳癌）との診断であ
った。この際行った血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.10と上昇していることが確認
された。患犬9でも同様に、腫瘍が切除しきれていなかったかまたは、再発したために、
血清診断結果が3ヵ月後のほうが大きく検出されたとわかった。
【０１８７】
（２）－６　転移診断
　患犬10（スコティッシュテリア）は、2003年2月　乳腺腫瘍、2003年8月　口腔内悪性黒
色腫、2005年1月　口唇に悪性黒色腫、2005年4月13日　口腔内黒色腫と転移・再発を繰り
返し、これらすべて手術で切除済みの患犬である。2005年4月の口腔内黒色腫の再発の後
に、経過観察で再来院した2006年12月17日の血清診断の結果は、450nmでの吸光度が0.39
であった。その半年後の2007年6月20日には頚部リンパ、膝きょうリンパが肥大して再来
院している。リンパ腫であれば全身のリンパが腫れるが、患犬10については2箇所のみで
あったため、おそらく転移によるリンパ腫である可能性が高いとの臨床診断であった。本
手法による診断によっても、450nmでの吸光度は0.80と大きく上昇しており、以前存在し
た腫瘍の転移であることがわかった。
【０１８８】
　患犬11（柴犬）は、2006年3月11日に右口唇部口腔悪性黒色腫にて腫瘍の摘出を行った
患犬である。2006年6月10日から同年9月26日まで抗がん剤（シクロホスファシド)の治療
歴があり、2006年5月23日から有機ゲルマニウム主成分のビレモS投薬継続中である。この
腫瘍の転移と考えられる2007年3月20日の腫瘍摘出時に行った血清診断の結果は、450nmで
の吸光度が0.06であった。このときの摘出した組織を用いた病理診断では、転移性悪性黒
色腫と診断されている。しかし、転移した黒色種の手術3ヵ月後の2007年6月27日に再び転
移を起こしている。2007年3月20日は右頚部に腫瘍が発生したが、今回はその反対側に発
生し、腫瘍の形状も前回と類似した黒色の塊を形成しているとのことである。大きさは3.
1×3.2×0.8cm大であり、臨床診断でも転移とのことである。このとき行った血清診断の
結果は、450nmでの吸光度は、0.19と上昇しているのが確認され、転移であることがわか
った。
【０１８９】
（２）－７　治療モニタリング
　患犬11（ミニチュアダックスフンド）は、2007年4月19日に腫瘍摘出を行った患犬であ
る。摘出した腫瘍を用いた病理診断結果は、浸潤性、転移性に発生している可能性が高い
中等度の悪性度である複合型乳腺癌とのことであった。このときの血清診断の結果、450n
mでの吸光度は0.30であった。摘出手術から約1年後の2008年6月3日、血清診断の結果、45
0nmでの吸光度は0.25と低下していた。このとき肉眼では癌の再発は確認されなかったが
、再発防止のためそれから2ヶ月間、週に一度の間隔にて抗癌剤投与（インターキャット
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）を行い、再発がない状態を維持した。抗癌剤投与開始2週間後、4週間後、6週間後に血
清診断を行った結果、450nmでの吸光度はそれぞれ0.25、0.19、0.19であった。患犬11の
結果から、腫瘍が完全に取りきれていれば担癌状態より値が低下し、抗癌剤治療において
も癌の再発が抑制できていれば値の上昇が見られず、治療の経時変化を追えることがわか
った。また、患犬8で示したように再発診断も可能であることから、治療モニタリングに
ついても可能であることがわかった。
【０１９０】
（２）－８　再発時の悪性診断
　患犬12（チワワ）は2007年4月27日に腫瘍摘出を行った患犬である。摘出した腫瘍を用
いた病理診断結果は、乳管上皮由来の腺管癌、すなわち悪性の乳癌とのことであった。そ
の約1年後の2008年6月29日に再び腫瘍が発見されたため、摘出手術を行った。その摘出し
た腫瘍を用いた病理組織診断結果は、乳管上皮由来の腫瘍細胞が不規則な腺腔を形成し、
内腔へ重層化して造成する部分も認められるが構成する細胞はほぼ均一な卵円形核を有し
、細胞の異型性は軽度ということで良性乳腺腫と診断された。このときの血清診断の結果
、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。患犬8、12の結果から、再発時に悪性の
場合には血清診断値は上昇するか維持されており、良性の場合には検出されないことがわ
かった。
【０１９１】
（２）－９　良性腫瘍患犬の予後診断
　患犬13（トイプードル）は、2007年10月9日に腫瘍摘出を行った患犬である。摘出した
腫瘍を用いた病理診断結果は、乳腺上皮細胞と筋上皮細胞両成分が増殖する腫瘍が形成さ
れていたが、両成分とも悪性所見を示しておらず、乳腺良性混合腫瘍と診断されていた。
このときの血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.13と僅かに検出された。その8ヵ月後の
2008年6月5日に再採血を行った結果、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。臨床
でもこのとき再発は確認されていない。従って、良性腫瘍患犬であっても、腫瘍がある状
態のときに血清診断値が検出されていれば、腫瘍が取りきれていれば値は低下し、予後の
診断が可能であることがわかった。
【０１９２】
（３）ネコの診断
　次に担癌猫および健常猫の診断を行った。上記で用いたイヌカルメジンタンパクと抗ネ
コIgG抗体を用いて、上記と同様にして、該ポリペプチドに特異的に反応するネコ血清中
のIgG抗体価を測定した。2次抗体は、HRP修飾抗ネコIgG抗体(PEROXIDASE-CONJUGATED GOA
T IgG FRACTION TO CAT IgG (WHOLE MOLECULE): CAPPEL RESERCH REAGENTS社製)をブロッ
キング溶液にて8000倍希釈して用いた。
【０１９３】
　患猫1（チンチラ）は2005年8月17日に乳腺癌にて腫瘍の摘出手術を受けた患猫である。
患猫1の450nmでの吸光度は、0.22であった。また、2006年10月17日に腺管癌にて摘出手術
を受けた、患猫2（ヒマラヤン）においても450nmでの吸光度は、0.21であった。一方、健
常猫では全く検出されなかった。
【０１９４】
　従って犬と同様、猫の場合も、癌を患った検体では値が検出され、一方健常の検体では
まったく検出されなかったため、猫についても犬と同様に、イヌカルメジンタンパクを用
いた本手法にて癌診断が可能であることがわかった。
【０１９５】
（４）健常人の診断
　上記で用いたイヌカルメジンタンパクと抗ヒトIgG抗体を用いて、上記と同様にして、
該タンパクに特異的に反応する健常人血清中のIgG抗体価を測定した。2次抗体は、HRP修
飾抗ヒトIgG抗体(HRP-Goat Anti-Human IgG(H+L) Conjugate: Zymed Laboratories社製)
をブロッキング溶液にて10000倍希釈して用いた。ポジティブコントロールとしてリン酸
緩衝化生理食塩水にて50μg/mlに調整した卵白アルブミン抗原を固相化したものを用いた
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。その結果、450nmでの吸光度は卵白アルブミン抗原には健常ヒト1で0.25であった。一方
、この組換えタンパク質には0.03とほとんど検出されなかった。
【０１９６】
参考例Ｂ－４：ヒトカルメジンタンパクを用いた癌診断
　参考例Ｂ－２で作製したヒトカルメジンタンパクを用いて、参考例Ｂ－３と同様にして
、該タンパクに反応する、ヒト、イヌおよびネコ血清中のIgG抗体価を測定した。
【０１９７】
　健常人血清を用いた診断結果では、参考例Ｂ－３（４）と同様に卵白アルブミン抗原を
ポジティブコントロールとして用いた場合に、卵白アルブミンを固相化した場合に値は検
出され、ヒトカルメジンタンパクを固相化した場合にはほとんど検出されなかった。
【０１９８】
　また、健常犬・猫においても、該タンパクを固相化した場合には、450nmでの吸光度は
ほとんど検出されなかった。
【０１９９】
　一方、患犬12（シーズー）は、2007年6月21日に乳腺癌の摘出手術を受けた患犬である
。摘出した組織を用いた病理診断では、強い異型性と浸潤性を有する乳腺組織が大小の塊
状に腺様増殖しており、悪性と診断されている。この患犬12の450nmでの吸光度は、0.70
であった。その他病理診断で悪性と診断されている310検体の血清を用いて悪性診断を行
った。悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、171検体、55.0%で悪性と診断でき
ることがわかった。患猫3（雑種）は、2007年4月3日に乳腺癌の摘出手術を受けているが
、この患猫においても、450nmでの吸光度は、0.38であった。
【０２００】
　以上のことから、ヒトカルメジンタンパクを用いても、ヒト、イヌ、ネコいずれにおい
ても同様の診断が可能であることがわかった。
【０２０１】
　さらに、イヌ組換えタンパクと同様にヒト組換えタンパクを用いて、末期癌患犬より採
取した胸水、腹水を診断した結果、血清を用いた結果と同様の値を検出することができ、
癌と診断することができた。
【０２０２】
参考例Ｂ－５：抗原ポリペプチドを測定することによる癌診断（１）
　参考例Ｂ－２で作製したイヌ組換えタンパクをマウス、ウサギに免疫し、該抗原特異的
抗体を作製、取得した。このポリクローナル抗体を用いて、サンドイッチELISA法により
、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプチド自体の検出を行った。作製した該タンパ
ク特異的ポリクローナル抗体に特異的に反応する、血清中の該タンパク量について抗マウ
スIgG抗体を用いてサンドイッチELISA法にて測定した。
【０２０３】
　1次抗体の固相化は、リン酸緩衝化生理食塩水にて20倍希釈したウサギ抗血清を96穴イ
モビライザーアミノプレート（ヌンク社製）に100μL/well添加し、室温で2時間振とうし
て行った。ブロッキングは、0.5 % BSA（bovine serum albumin（ウシ血清アルブミン）
、シグマアルドリッチジャパン社製）含有50 mM 重炭酸ナトリウム緩衝溶液(pH 8.3)（以
下ブロッキング溶液）を100μL/well加え、室温で1時間振とうした。その後、ブロッキン
グ溶液を用いて希釈した担癌生体由来血清を100μL/well添加し、室温で3時間振とうして
反応させた。このとき希釈倍率は10-1000倍の10倍希釈系列で調整した。0.05%Tween20（
和光純薬工業社製）含有リン酸緩衝化生理食塩水（以下PBS-T）で3回洗浄し、2次抗体は
、ブロッキング溶液にて200倍希釈したマウス抗血清を100μL/well加え、室温で1時間振
とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、3次抗体は、ブロッキング溶液にて2000倍希釈
したHRP修飾マウスIgG抗体(Stabilized Goat Anti Mouse HRP conjugated : PIERCE社製)
を100μL/well加え、室温で1時間振とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、HRP基質 T
MB（1-Step　Turbo　TMB（テトラメチルベンジジン）、PIERCE社製）を100μl/well添加
し、室温で30分間酵素基質反応させた。その後、0.5M硫酸溶液（シグマアルドリッチジャ
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パン社製）を100μl/well加えて反応停止後、マイクロプレートリーダーにて450nmの吸光
度測定を行った。コントロールとしては、ウサギ抗血清を固相化しないもの、担癌生体由
来血清を反応させないものを上記と同様に行い比較することとした。
【０２０４】
　その結果、皮膚平滑筋肉腫、乳癌、悪性黒色腫などの担癌犬、担癌猫ではポリペプチド
の値が検出され、健常犬、健常猫及び健常人では検出されなかった。従って、イヌ由来組
換えポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの
手法においても、癌を診断することができた。
【０２０５】
参考例Ｂ－６：抗原ポリペプチドを測定することによる癌診断（２）
　参考例Ｂ－２で作製したヒト組換えタンパクをマウス、ウサギに免疫し、該抗原特異的
抗体を作製、取得した。参考例Ｂ－５と同様に、このポリクローナル抗体を用いたサンド
イッチELISA法により、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプチド自体の検出を行っ
た。
【０２０６】
　その結果、皮膚平滑筋肉腫、乳癌、悪性黒色腫などの担癌犬、担癌猫ではポリペプチド
の値が検出され、健常犬、健常猫及び健常人では検出されなかった。従って、ヒト由来組
換えポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの
手法においても、癌を診断することができた。
【０２０７】
実施例Ｃ－１：ＳＥＲＥＸ法による新規癌抗原タンパクの取得
（１）ｃＤＮＡライブラリの作製
　健常な犬の精巣組織から酸－グアニジウム－フェノール－クロロフォルム法（Acid gua
nidium-Phenol-Chloroform法）により全ＲＮＡを抽出し、Oligotex-dT30 mRNA purificat
ion Kit（宝酒造社製）を用いてキット添付のプロトコールに従ってポリＡ　ＲＮＡを精
製した。
【０２０８】
　この得られたｍＲＮＡ（５μｇ）を用いてイヌ精巣ｃＤＮＡファージライブラリを合成
した。ｃＤＮＡファージライブラリの作製にはcDNA Synthesis Kit,ZAP-cDNA Synthesis 
Kit,ZAP-cDNA GigapackIII Gold Cloning Kit（STRATAGENE社製）を用い、キット添付の
プロトコールに従ってライブラリを作製した。作製したｃＤＮＡファージライブラリのサ
イズは１．３×１０６ｐｆｕ／ｍｌであった。
【０２０９】
（２）血清によるｃＤＮＡライブラリのスクリーニング
　上記作製したイヌ精巣由来ｃＤＮＡファージライブラリを用いて、イムノスクリーニン
グを行った。具体的にはΦ９０×１５ｍｍのＮＺＹアガロースプレートに２３４０クロー
ンとなるように宿主大腸菌（XL1-Blue MRF'）に感染させ、４２℃、３～４時間培養し、
溶菌斑（プラーク）を作らせ、ＩＰＴＧ（イソプロピル－β－D－チオガラクトシド）を
浸透させたニトロセルロースメンブレン（Hybond C Extra: GE Healthecare Bio-Science
社製）でプレートを３７℃で４時間覆うことによりタンパク質を誘導・発現させ、メンブ
レンにタンパク質を転写した。その後メンブレンを回収し０．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳ
（10mM Tris-HCl,150mM NaCl pH7.5）に浸し４℃で一晩振盪することによって非特異反応
を抑制した。このフィルターを５００倍希釈した患犬血清と室温で２～３時間反応させた
。
【０２１０】
　上記患犬血清としては、乳癌の患犬より採取した血清を用いた。これらの血清は－８０
℃で保存し、使用直前に前処理を行った。血清の前処理方法は、以下の方法による。すな
わち、外来遺伝子を挿入していないλ ZAP Express ファージを宿主大腸菌（XL1-BLue MR
F'）に感染させた後、ＮＺＹプレート培地上で３７℃、一晩培養した。次いで0.5M NaCl
を含む0.2M NaHCO3 pH8.3のバッファーをプレートに加え、４℃で１５時間静置後、上清
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を大腸菌／ファージ抽出液として回収した。次に、回収した大腸菌／ファージ抽出液をNH
S-カラム (GE Healthecare Bio-Science社製）に通液して、大腸菌・ファージ由来のタン
パク質を固定化した。このタンパク固定化カラムに患犬血清を通液・反応させ、大腸菌お
よびファージに吸着する抗体を血清から取り除いた。カラムを素通りした血清画分は、０
．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳにて５００倍希釈し、これをイムノスクリーニング材料とし
た。
【０２１１】
　かかる処理血清と上記融合タンパク質をブロットしたメンブレンをＴＢＳ―Ｔ（0.05% 
Tween20/TBS）にて４回洗浄を行った後、二次抗体として０．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳ
にて５０００倍希釈を行ったヤギ抗イヌＩｇＧ（Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated
: BETHYL Laboratories社製）を、室温1時間反応させ、NBT/BCIP反応液（Roche社製）を
用いた酵素発色反応により検出し、発色反応陽性部位に一致するコロニーをΦ９０×１５
mmのＮＺＹアガロースプレート上から採取し、ＳＭ緩衝液（100mM NaCl、10mM MgClSO4、
50mM Tris-HCl、0.01% ゼラチン pH7.5）５００μlに溶解させた。発色反応陽性コロニー
が単一化するまで上記と同様の方法で、二次、三次スクリーニングを繰り返し、血清中の
ＩｇＧと反応する３０９４０個のファージクローンをスクリーニングして、１個の陽性ク
ローンを単離した。
【０２１２】
（３）単離抗原遺伝子の相同性検索
　上記方法により単離した１個の陽性クローンを塩基配列解析に供するため、ファージベ
クターからプラスミドベクターに転換する操作を行った。具体的には宿主大腸菌（XL1-Bl
ue MRF'）を吸光度OD600が１．０となるよう調製した溶液２００μlと、精製したファー
ジ溶液１００μlさらにExAssist helper phage (STRATAGENE社製)１μlを混合した後３７
℃で１５分間反応後、ＬＢ培地を３ｍｌ添加し３７℃で２．５～３時間培養を行い、直ち
に７０℃の水浴にて２０分間保温した後、４℃、１０００×ｇ、１５分間遠心を行い上清
をファージミド溶液として回収した。次いでファージミド宿主大腸菌（SOLR）を吸光度OD

600が１．０となるよう調製した溶液２００μlと、精製したファージ溶液１０μlを混合
した後３７℃で１５分間反応させ、５０μlをアンピシリン（終濃度５０μｇ／ｍｌ）含
有ＬＢ寒天培地に播き３７℃一晩培養した。トランスフォームしたSOLRのシングルコロニ
ーを採取し、アンピシリン（終濃度５０μｇ／ｍｌ）含有ＬＢ培地３７℃にて培養後、QI
AGEN plasmid Miniprep Kit(キアゲン社製）を使って目的のインサートを持つプラスミド
ＤＮＡを精製した。
【０２１３】
　精製したプラスミドは、配列番号５に記載のＴ３プライマーと配列番号６に記載のＴ７
プライマーを用いて、プライマーウォーキング法によるインサート全長配列の解析を行っ
た。このシークエンス解析により配列番号２５に記載の遺伝子配列を取得した。この遺伝
子の塩基配列およびアミノ酸配列を用いて、相同性検索プログラムＢＬＡＳＴサーチ（ht
tp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）を行い既知遺伝子との相同性検索を行った結果、得
られた遺伝子は配列番号４１に記載の登録されているCEP遺伝子と塩基配列・アミノ酸配
列共に９９％（ただし、オーバーラップする領域のみで算出）の相同性を示す遺伝子であ
ることが判明し、該遺伝子はCEP遺伝子であると判断された。取得したイヌCEPのヒト相同
因子は、ヒトCEP（配列番号２５に記載のCEP遺伝子との相同性：塩基配列８７％、アミノ
酸配列８４％）であった。ヒトCEPの塩基配列を配列番号２７に、アミノ酸配列を配列番
号２８に示す。
【０２１４】
（４）各組織での発現解析
　上記方法により得られた遺伝子に対しイヌおよびヒト正常組織および各種細胞株におけ
る発現をRT-PCR(Reverse Transcription-PCR)法により調べた。逆転写反応は以下の通り
行なった。すなわち、各組織５０－１００ｍｇおよび各細胞株５－１０×１０６個の細胞
からTRIZOL試薬（invitrogen社製）を用いて添付のプロトコールに従い全ＲＮＡを抽出し
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た。この全ＲＮＡを用いてSuperscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR（in
vitrogen社製）により添付のプロトコールに従いｃＤＮＡを合成した。ヒト正常組織（脳
、海馬、精巣、結腸、胎盤）のｃDNAは、ジーンプールｃDNA（invitrogen社製）、QUICK-
Clone cDNA（クロンテック社製）およびLarge-Insert cDNA Library（クロンテック社製
）を用いた。ＰＣＲ反応は、取得した遺伝子特異的なプライマー（配列番号２９および３
０に記載）を用いて以下の通り行った。すなわち、逆転写反応により調製したサンプル0.
25μl、上記プライマーを各2μM、0.2mM各dNTP、0.65UのExTaqポリメラーゼ（宝酒造社製
）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を２５μlとし、Thermal Cycler (BIO
 RAD社製）を用いて、９４℃―３０秒、５５℃―３０秒、７２℃―３０秒のサイクルを３
０回繰り返して行った。なお、上記遺伝子特異的プライマーは、配列番号２５および配列
番号４１の塩基配列（イヌCEP遺伝子）中の４５８２番～５１２４番並びに配列番号２７
の塩基配列（ヒトCEP遺伝子）中の４６１０番～５１５２番塩基の領域を増幅するもので
あり、該プライマーを用いてイヌCEP遺伝子及びヒトCEP遺伝子のいずれの発現も調べるこ
とができるものであった。比較対照のため、GAPDH特異的なプライマー（配列番号９およ
び１０に記載）も同時に用いた。その結果、図９に示すように、イヌCEP遺伝子は、健常
なイヌ組織では精巣に強い発現が見られ、一方イヌ乳癌細胞で強い発現が見られた。ヒト
CEP遺伝子の発現も、イヌCEP遺伝子と同様、ヒト正常組織で発現が確認できたのは精巣の
みだったが、ヒト癌細胞では脳腫瘍、白血病、食道癌で発現が検出され、特に白血病細胞
株で強い発現を示したことから、ヒトCEP遺伝子も精巣と癌細胞に特異的に発現している
ことが確認された。
【０２１５】
　なお、図９中、縦軸の参照番号１は、CEP遺伝子の発現パターンを、参照番号２は、比
較対照であるGAPDH遺伝子の発現パターンを示す。
【０２１６】
実施例Ｃ－２：イヌおよびヒトCEP由来ポリペプチドの作製
（１）組換えタンパク質の作製
　実施例Ｃ－１で取得した配列番号２５の遺伝子を基に、以下の方法にて組換えタンパク
質を作製した。PCRは、実施例Ｃ－１で得られたファージミド溶液より調製し配列解析に
供したベクターを１μl、BamHIおよびSalI制限酵素切断配列を含む２種類のプライマー（
配列番号３１および３２に記載）を各0.4μM、0.2mM dNTP、1.25UのPrimeSTAR HSポリメ
ラーゼ（宝酒造社製）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を５０μlとし、T
hermal Cycler (BIO RAD社製)を用いて、９８℃―１０秒、５５℃―５秒、７２℃―７分
のサイクルを３０回繰り返すことにより行った。なお、上記2種類のプライマーにより、
配列番号２６のアミノ酸配列中の１５１４番～２３３９番アミノ酸の領域（配列番号３５
）をコードする領域が得られる。ＰＣＲ後、増幅されたDNAを１％アガロースゲルにて電
気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）を用いて約２．５ｋｂｐのＤＮ
Ａ断片を精製した。
【０２１７】
　同様にして、配列番号３７および３８に記載した２種類のプライマーを用いたＰＣＲを
行い、配列番号２６のアミノ酸配列全長をコードする領域を得た。ＰＣＲ後、増幅された
DNAを１％アガロースゲルにて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）
を用いて約７．０ｋｂｐのＤＮＡ断片を精製した。
【０２１８】
　さらに、配列番号３７および４３に記載した２種類のプライマーを用いたＰＣＲを行い
、配列番号４２のアミノ酸配列全長をコードする領域を得た。ＰＣＲ後、増幅されたDNA
を１％アガロースゲルにて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）を
用いて約７．８ｋｂｐのＤＮＡ断片を精製した。
【０２１９】
　精製した各DNA断片をクローニングベクターpCR-Blunt（invitrogen社製）にライゲーシ
ョンした。これを大腸菌に形質転換後プラスミドを回収し、増幅された遺伝子断片が目的
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配列と一致することをシークエンスで確認した。目的配列と一致したプラスミドをBamHI
およびSalI制限酵素で処理し、QIAquick Gel Extraction Kitで精製後、目的遺伝子配列
を、BamHI、SalI制限酵素で処理した大腸菌用発現ベクターpET30a（Novagen社製）に挿入
した。このベクターの使用によりHisタグ融合型の組換えタンパク質が産生できる。この
プラスミドを発現用大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）に形質転換し、１ｍＭ　ＩＰＴＧによる発
現誘導を行うことで目的タンパク質を大腸菌内で発現させた。
【０２２０】
　また、配列番号２７の遺伝子を基に、以下の方法にてヒト相同遺伝子の組換えタンパク
質を作製した。PCRは、実施例Ｃ－１で作製した各種組織・細胞ｃDNAよりRT-PCR法による
発現が確認できたｃDNAを１μl、BamHIおよびSalI制限酵素切断配列を含む２種類のプラ
イマー（配列番号３３および３４に記載）を各0.4μM、0.2mM dNTP、1.25UのPrimeSTAR H
Sポリメラーゼ（宝酒造社製）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を５０μl
とし、Thermal Cycler (BIO RAD社製)を用いて、９８℃―１０秒、５５℃―５秒、７２℃
―７分のサイクルを３０回繰り返すことにより行った。なお、上記2種類のプライマーに
より、配列番号２８のアミノ酸配列中の１５１３番～２３２５番アミノ酸の領域（配列番
号３６）をコードする領域が得られる。ＰＣＲ後、増幅されたDNAを１％アガロースゲル
にて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）を用いて約２．５ｋｂｐ
のＤＮＡ断片を精製した。
【０２２１】
　同様にして、配列番号３９および４０に記載した２種類のプライマーを用いたＰＣＲを
行い、配列番号２８のアミノ酸配列全長をコードする領域を得た。ＰＣＲ後、増幅された
DNAを１％アガロースゲルにて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）
を用いて約７．０ｋｂｐのＤＮＡ断片を精製した。
【０２２２】
　精製した各DNA断片をクローニングベクターpCR-Blunt（invitrogen社製）にライゲーシ
ョンした。これを大腸菌に形質転換後プラスミドを回収し、増幅された遺伝子断片が目的
配列と一致することをシークエンスで確認した。目的配列と一致したプラスミドをBamHI
およびSalI制限酵素で処理し、QIAquick Gel Extraction Kitで精製後、目的遺伝子配列
を、BamHI、SalI制限酵素で処理した大腸菌用発現ベクターpET30a（Novagen社製）に挿入
した。このベクターの使用によりHisタグ融合型の組換えタンパク質が産生できる。この
プラスミドを発現用大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）に形質転換し、１ｍＭ　ＩＰＴＧによる発
現誘導を行うことで目的タンパク質を大腸菌内で発現させた。
【０２２３】
(２)組換えタンパク質の精製
　上記で得られた、配列番号２６の一部および配列番号２８の一部を発現するそれぞれの
組換え大腸菌をカナマイシン（終濃度30μg/ml）含有LB培地にて600nmでの吸光度が約0.7
になるまで37℃で培養後、ＩＰＴＧ終濃度が1 mMとなるよう添加し、30℃で20時間培養し
た。その後4800rpmで10分間遠心し集菌した。この菌体ペレットをリン酸緩衝化生理食塩
水に懸濁し、さらに4800rpmで10分間遠心し菌体の洗浄を行った。
【０２２４】
　この菌体をリン酸緩衝化生理食塩水に懸濁し、氷上にて超音波破砕を行った。大腸菌超
音波破砕液を7000rpmで20分間遠心分離し、得られた上清を可溶性画分、沈殿物を不溶性
画分とした。不溶性画分を4%Triton X-100溶液にて懸濁し7000rpmで20分間遠心した。本
操作を2回繰り返し、脱プロテアーゼ操作を行った。その後、残渣をリン酸緩衝化生理食
塩水に懸濁し、脱界面活性剤操作を行った。この残渣を8M尿素（シグマアルドリッチジャ
パン社製）含有10mMトリス塩酸、100mMリン酸緩衝溶液（以下8M尿素溶液）とプロテアー
ゼインヒビターカクテル溶液に懸濁し、4℃で15時間静置しタンパク質を変性させた。
【０２２５】
　この変性操作後、7000rpmで20分間遠心して得られた可溶性画分を、定法に従って調整
したニッケルキレートカラム（担体　Chelateing Sepharose（商標） Fast Flow（GE Hea
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lth Care社）、カラム容量5mL、平衡化緩衝液　8M尿素溶液）に添加し、さらに4℃で一晩
静置した。このカラム担体を1500rpmで5分間遠心して上清を回収し、カラム担体について
はリン酸緩衝化生理食塩水で懸濁後、カラムに再充填した。未吸着画分をカラム容量の5
倍量の8M尿素溶液と10倍量の0.5M 塩化ナトリウム含有0.1M酢酸緩衝液(pH5.0)と10mMイミ
ダゾール含有20mMリン酸緩衝液（pH8.0）にて洗浄操作を行い、直ちに、5段階に分けた10
0mM-500mMイミダゾール段階的濃度勾配にて溶出した。各溶出画分はカラム容量の5倍量採
取した。目的タンパク質の溶出については定法に従って行ったクマシー染色によって確認
し、この結果より溶出画分を濃縮し診断用の固相化材料とした。
【０２２６】
　同様にして、実施例Ｃ－２（１）で得られた、配列番号２６の全長および配列番号２８
の全長、配列番号４２の全長を発現するそれぞれの組換え大腸菌を培養し、目的タンパク
質の精製を行い、診断用の固相化材料を得た。
【０２２７】
実施例Ｃ－３：イヌCEP由来ポリペプチドを用いた癌診断
（１）イヌの癌診断
　悪性または良性腫瘍の確認された患犬486頭と健常犬6頭の血液を採取し、血清を分離し
た。実施例Ｃ－２で作製したイヌCEPの部分ポリペプチド（配列番号２６のアミノ酸配列
中：１５１４番～２３３９番、配列番号３５）と抗イヌIgG抗体を用いて、ELISA法にて該
ポリペプチドに特異的に反応する血清中のIgG抗体価を測定した。
【０２２８】
　作製したポリペプチドの固相化は、リン酸緩衝化生理食塩水にて50μg/mLに希釈した組
換えタンパク質溶液を96穴イモビライザーアミノプレート（ヌンク社製）に100μL/well
添加し、4℃で一晩静置して行った。ブロッキングは、0.5 % BSA（bovine serum albumin
（ウシ血清アルブミン）、シグマアルドリッチジャパン社製）含有50 mM 重炭酸ナトリウ
ム緩衝溶液(pH 8.3)（以下ブロッキング溶液）を100μL/well加え、室温で1時間振とうし
た。希釈にブロッキング溶液を用いた500倍希釈血清を100μL/well添加し、室温で3時間
振とうして反応させた。0.05%Tween20（和光純薬工業社製）含有リン酸緩衝化生理食塩水
（以下PBS-T）で3回洗浄し、ブロッキング溶液にて3000倍希釈したHRP修飾イヌIgG抗体(G
oat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated:BETHYL Laboratories社製)を100μL/well加え、
室温で1時間振とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、HRP基質 TMB（1-Step　Turbo　
TMB（テトラメチルベンジジン）、PIERCE社）を100μl/well添加し、室温で30分間酵素基
質反応させた。その後、0.5M硫酸溶液（シグマアルドリッチジャパン社製）を100μl/wel
l加えて反応停止後、マイクロプレートリーダーにて450nmの吸光度測定を行った。コント
ロールとしては、作製した組換えタンパク質を固相化しないもの、担癌犬血清を反応させ
ないものを上記と同様に行い比較することとした。
【０２２９】
　上記癌診断に用いた全486検体中311検体で、摘出された腫瘍組織を用いた病理診断の結
果、悪性と確定診断がされている。
【０２３０】
　具体的には、悪性黒色腫、悪性混合腫瘍、肝細胞癌、基底細胞癌、勅細胞腫様歯肉腫、
口腔内腫瘤、肛門周囲腺癌、肛門嚢腫瘤、肛門嚢アポクリン腺癌、セルトリ細胞腫、膣前
庭癌、皮脂腺癌、皮脂腺上皮腫、脂腺腺腫、汗腺癌、鼻腔内腺癌、鼻腺癌、甲状腺癌、大
腸癌、気管支腺癌、腺癌、腺管癌、乳腺癌、複合型乳腺癌、乳腺悪性混合腫瘍、乳管内乳
頭状腺癌、線維肉腫、血管周皮腫、骨肉腫、軟骨肉腫、軟部組織肉腫、組織球肉腫、粘液
肉腫、未分化肉腫、肺癌、肥満細胞腫、皮膚平滑筋腫、腹腔内平滑筋腫、平滑筋腫、扁平
上皮癌、慢性型リンパ球性白血病、リンパ腫、消化管型リンパ腫、消化器型リンパ腫、小
～中細胞型リンパ腫、副腎髄質腫瘍、顆粒膜細胞腫、褐色細胞腫、膀胱癌（移行上皮癌）
、化膿性炎症、腹腔内肝臓腫瘍、肝臓癌、形質細胞腫、悪性血管外膜細胞腫、血管肉腫、
肛門嚢腺癌、口腔癌、転移性悪性黒色腫、メラニン欠乏性悪性黒色腫、皮膚悪性黒色腫、
悪性筋上皮腫、悪性精巣上皮腫、精細胞腫（セミノーマ）、大腸腺癌、胃腺癌、低グレー
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ド皮脂腺癌、耳垢腺癌、アポクリン腺癌、低分化型アポクリン汗腺癌、悪性線維性組織球
腫、多発性骨髄腫、間葉系悪性腫瘍、脂肪肉腫、骨肉腫、起原不明の肉腫、軟部肉腫（紡
錘形細胞腫瘍）、低分化肉腫、滑膜肉腫、血管肉腫、転移性悪性上皮腫瘍、管状乳腺腺癌
、乳腺導管癌、炎症性乳癌、胚細胞腫、白血病、浸潤性毛包上皮腫、中細胞型リンパ腫、
多中心型リンパ腫、骨肉腫（乳腺）、肥満細胞腫(Patnaik II型）、肥満細胞腫(Grade II
）、平滑筋肉腫などの癌診断を受けている検体である。
【０２３１】
　これら担癌犬生体由来の血清は、図１１に示したように有意に高い組換えタンパク質に
対する抗体価を示した。本診断法による悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、1
97検体、63.3%で悪性と診断できることがわかった。この197検体の癌の種類は以下のとお
りである。なお、検体によっては複数種類の癌を罹患しているものもあるが、以下に示す
数値は癌の種類ごとの累計値である。
悪性黒色腫8例、リンパ腫9例、褐色細胞腫1例、化膿性炎症1例、顆粒膜細胞腫1例、肝細
胞癌5例、血管腫1例、悪性精巣腫瘍6例、口腔内腫瘤5例、肛門周囲腺癌12例、骨肉腫4例
、線維肉腫8例、腺管癌10例、軟骨肉腫2例、乳腺癌35例、複合型乳腺癌24例、肺癌2例、
皮脂腺癌2例、鼻腺癌2例、肥満細胞腫24例、副腎髄質腫瘍1例、平滑筋肉腫1例、扁平上皮
癌4例、慢性リンパ球性白血病1例、未分化肉腫1例、悪性混合腫瘍1例、左肺後葉腫瘍1例
、右腋下部腫瘍1例、右前肢肘部腫瘍1例、膀胱癌（移行上皮癌）1例、転移性悪性黒色腫3
例、メラニン欠乏性悪性黒色腫1例、大腸腺癌1例、形質細胞腫1例、組織球肉腫1例、脂肪
肉腫1例、低分化肉腫1例、滑膜肉腫1例、悪性血管外膜細胞腫1例、アポクリン汗腺癌3例
、気管支腺癌1例
【０２３２】
　さらに、末期癌患犬より採取した胸水、腹水を用いて、同様の診断を行った結果、血清
を用いた本診断法による結果と同様の値を検出することができ、癌と診断することができ
た。
【０２３３】
　また、本診断法を用いることにより、さらに目に見えない部分の癌診断、進行度診断、
悪性度診断、術後の経過診断、再発診断、転移診断などのような診断が可能であることが
わかった。以下に図１２に示した詳細診断の具体例について数例をあげる。
【０２３４】
（２）－１　目に見えない腫瘍の癌診断
　患犬1（フラットコーテットレトリバー）は、2007年6月7日時点で腫瘤が確認されてい
なかったが、その20日ほど後の2007年6月24日に左上顎犬歯の付け根の歯肉に有茎状の直
径2mmの腫瘤が発見された患犬である。発見された日に有茎部を結糸し、切除を行ってい
る。肉眼で腫瘤を確認できる以前から450nmでの吸光度は0.41と、有意に高い値が確認さ
れており、腫瘍発見時0.43と比較しても大きく変わらなかった。この結果から本手法を用
いることにより、腹腔内など目に見えない部分の癌診断でも可能なことがわかった。
【０２３５】
　また、腫瘍が肉眼で確認できる以前から値の上昇が確認され、腫瘍発生の前兆を示して
いたもの言える。よって、定期健診などの健康診断にも有用であることがわかる。
【０２３６】
　この患犬1は腫瘤切除2週間後に再び血清診断を行ったところ、450nmでの吸光度は0.06
と大きく低下していた。ゆえに、抗体価上昇の原因となっていた癌抗原の発現している腫
瘍が完全切除されていることも確認された。（（２）―４　術後の経過診断参照）
【０２３７】
（２）－２　癌の進行度診断
　癌の進行度は腫瘍の大きさや深さ、周辺組織にどれほど影響を及ぼしているか、転移を
しているかなどによって判断される。転移すなわち癌が進行すると以前より高い値が検出
されることがわかった。さらにもう一例として以下では、抗癌剤投与を行った具体例によ
る進行度診断について述べる。
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【０２３８】
　患犬2（ミニチュアダックスフンド）は、2007年2月21日に吐き気と痩せてきたことを主
訴に来院し、腹腔内に2箇所の大型腫瘍が発見された患犬である。2007年2月23日に腫瘍の
摘出を行い、右腎は肥大し433g、近傍リンパ節も血管に富み、42gあった。このときの摘
出した組織を用いた病理診断では、多中心型の悪性リンパ腫と診断された。腫瘍細胞が脂
肪織を播種性に拡がっているのが確認され、腹腔内のほかの臓器にも広がる可能性がある
との診断であった。腫瘍摘出手術後の2007年3月1日より抗癌剤（オンコビン）投与を開始
し、それから2ヵ月後、3ヵ月後と3回にわたって血清診断を行った。その結果、450nmでの
吸光度はそれぞれ0.15、0.15、0.07であった。投与開始時点から徐々に値が低下してきて
おり、抗癌剤効果が現れていることが確認できた。すなわち癌の進行を抑制できているこ
とがわかる。患犬2の結果より、癌進行度についても診断できることがわかった。さらに
、その一例として上記のように抗癌剤治療効果についても診断可能であることがわかった
。
【０２３９】
（２）－３　癌の悪性度診断
　基底細胞腫には悪性型と良性型とがあり、近年、新WHOでは悪性型を基底細胞癌、良性
型を毛芽腫と分類するという傾向にあるとのことである。
【０２４０】
　基底細胞癌（悪性）と診断された患犬3（ビーグル）は、手術時の血清診断の結果、450
nmでの吸光度は0.14であった。一方、毛芽腫（良性）と診断された患犬4（雑種）は、手
術時の血清診断の結果、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。よって、同じ基底
細胞腫でも、悪性型の基底細胞癌と良性型の毛芽腫を診断できることがわかった。
【０２４１】
　次に、乳腺腫瘍について例を挙げる。乳腺腫瘍には、乳腺癌や乳腺悪性混合腫瘍といっ
た悪性腫瘍と、悪性所見を示さない良性乳腺腫瘍がある。患犬5（ヨーキー）は、2006年5
月17日に乳腺悪性混合腫瘍と乳腺癌にて、摘出手術を受けた患犬である。一般的に、乳腺
の混合腫瘍は悪性であっても周囲への浸潤性が乏しいために完全切除されやすく、切除後
の経過が良好なことが多い腫瘍である。しかしながら摘出された組織を用いた病理診断で
は、患犬5の標本の一部成分に、浸潤性が見られており、悪性度の高い腫瘍であると診断
されていた。また、乳腺癌は通常周囲への浸潤性が強く再発や転移が起こりやすい腫瘍で
ある。患犬5の標本上では腫瘍細胞に浸潤性が見られなかったが、部分材料のため他の領
域に悪性度の高い成分が増殖している可能性も指摘されていた。そのため、患犬5は悪性
度の高い乳癌であることが病理診断結果から明らかである。この手術時に採血した血清診
断の結果、450nmでの吸光度は0.77であった。一方、患犬6（ヨークシャテリア）は、2007
年1月28日に、乳腺腫瘍の摘出手術を受けた患犬である。このときの摘出組織を用いた病
理診断では、細胞異型性は軽度であり、悪性所見の見当たらない良性乳腺腫と診断された
。この手術時に採血した血清診断の結果、450nmでの吸光度は0であった。以上の2検体の
結果からも悪性度の高い腫瘍は、悪性度の低い、すなわち良性の腫瘍に比べ、値が大きい
ことがわかった。
【０２４２】
（２）－４　術後の経過診断
　患犬7（雑種）は2003年8月と2006年8月9日に肛門周囲腺腫の摘出手術を受けた患犬であ
る。2006年8月9日は、同部位に同様の腫瘍が再び発生していることから再発と臨床診断さ
れた。再発手術時の組織を用いた病理診断では、通常の肛門周囲腺腫と比較して大小不同
や核異型などといった細胞異型や浸潤性が強く、また核分裂像も多数認められたことから
悪性腫瘍と診断されている。病理診断医のコメントによると、再度の局所再発や転移形成
には注意が必要であるとのことであった。このときの血清診断の結果は、450nmでの吸光
度は0.43であった。この手術から約4ヶ月の2006年12月19日、術後経過観察時に再び行っ
た血清診断の結果は、450nmでの吸光度は0.32と値が低下していることが確認された。200
7年8月までに再発、転移は確認されていない。よって患犬7では、完全に腫瘍を切除でき
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たために血清診断結果は手術時よりも低下したといえる。
【０２４３】
（２）－５　再発診断
　患犬8（ハスキー）は、2007年5月8日に乳腺癌の摘出手術を行っている。この際行った
血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.09であった。摘出した組織を用いた病理診断では
、異型性の強い上皮系細胞が主に腺管構造を形成、増殖しており乳腺原発の腺癌と診断さ
れた。そのとき既にリンパ管内に多数の癌細胞が入っているのが確認されており、リンパ
節や遠隔部への転移、再発のリスクが高いということであった。手術から約一ヶ月半後の
2007年6月28日に同部位に再発が確認された。このときの血清診断の結果は0.10と値の上
昇が確認された。患犬8では、腫瘍が切除しきれていなかったかまたは、再発したために
、血清診断結果が5月初旬よりも6月下旬のほうが大きく検出されたとわかった。
【０２４４】
　患犬9（シェルティー）は、2006年10月24日に腺管癌の摘出手術を行っている。この際
行った血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.02であった。その約3ヵ月後の2007年1月31
日に再発し、再来院、再摘出手術を行っている。このときの摘出した組織を用いた病理診
断では、卵円形異型核を有する癌細胞が多数リンパ管侵襲をおこし、鼠径部リンパ節転移
しているため遠隔転移の可能性がある腺管癌(乳癌）との診断であった。この際行った血
清診断の結果、450nmでの吸光度は0.09と上昇していることが確認された。患犬9でも同様
に、腫瘍が切除しきれていなかったかまたは、再発したために、血清診断結果が3ヵ月後
のほうが大きく検出されたとわかった。
【０２４５】
（２）－６　転移診断
　患犬10（スコティッシュテリア）は、2003年2月　乳腺腫瘍、2003年8月　口腔内悪性黒
色腫、2005年1月　口唇に悪性黒色腫、2005年4月13日　口腔内黒色腫と転移・再発を繰り
返し、これらすべて手術で切除済みの患犬である。2005年4月の口腔内黒色腫の再発の後
に、経過観察で再来院した2006年12月17日の血清診断の結果は、450nmでの吸光度が0.42
であった。その半年後の2007年6月20日には頚部リンパ、膝きょうリンパが肥大して再来
院している。リンパ腫であれば全身のリンパが腫れるが、患犬10については2箇所のみで
あったため、おそらく転移によるリンパ腫である可能性が高いとの臨床診断であった。本
手法による診断によっても、450nmでの吸光度は0.91と大きく上昇しており、以前存在し
た腫瘍の転移であることがわかった。
【０２４６】
（２）－７　治療モニタリング
　患犬12（雑種）は、2007年7月27日に腫瘍摘出を行った患犬である。摘出した腫瘍を用
いた病理診断結果は、乳管内を進展性に増殖する乳癌が認められ、腺管癌と診断された。
このときの血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.24であった。摘出手術から13ヶ月後の
現在、癌の再発は認められていない。摘出手術から約1ヶ月後の2007年9月3日、2ヵ月後の
2007年10月12日、10ヵ月後の2008年6月1日に再び血清診断を行った結果、450nmでの吸光
度はそれぞれ0.18、0.18、0.12であった。
【０２４７】
　患犬12の結果から、腫瘍が完全に取りきれていれば担癌状態より値が低下し、癌の再発
が起こらなければ値の上昇が見られず、治療の経時変化を追えることがわかった。また、
患犬8で示したように再発診断も可能であることから、治療モニタリングについても可能
であることがわかった。
【０２４８】
（２）－８　再発時の悪性診断
　患犬13（ゴールデンレトリーバー）は2005年5月1日に腫瘍摘出を行った患犬である。摘
出した腫瘍を用いた病理診断結果は、乳管上皮由来の悪性腫瘍性病変、すなわち悪性乳腺
管癌および乳管内を進展して増生する悪性乳頭状癌とのことであった。その約3年後の200
8年6月28日に再び腫瘍が発見されたため、摘出手術を行った。その摘出した腫瘍を用いた
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病理組織診断結果は、前回の術創と見られる皮下の縫合糸の周囲に好中球やマクロファー
ジ、形質細胞などの顕著な炎症細胞浸潤が認められるのみで腫瘍性病変は無と診断された
。このときの血清診断の結果、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。患犬8、9、
13の結果から、再発時に悪性の場合には血清診断値は上昇するか維持されており、良性の
場合には検出されないことがわかった。
【０２４９】
（２）－９　良性腫瘍患犬の予後診断
　患犬1４（トイプードル）は、2007年10月9日に腫瘍摘出を行った患犬である。摘出した
腫瘍を用いた病理診断結果は、乳腺上皮細胞と筋上皮細胞両成分が増殖する腫瘍が形成さ
れていたが、両成分とも悪性所見を示しておらず、乳腺良性混合腫瘍と診断されていた。
このときの血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.05と僅かに検出された。その8ヵ月後の
2008年6月5日に再採血を行った結果、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。臨床
でもこのとき再発は確認されていない。従って、良性腫瘍患犬であっても、腫瘍がある状
態のときに血清診断値が検出されていれば、腫瘍が取りきれていれば値は低下し、予後の
診断が可能であることがわかった。
【０２５０】
（３）ネコの診断
　次に担癌猫および健常猫の診断を行った。上記で用いたイヌCEPの部分ポリペプチドと
抗ネコIgG抗体を用いて、上記と同様にして、該ポリペプチドに特異的に反応するネコ血
清中のIgG抗体価を測定した。2次抗体は、HRP修飾抗ネコIgG抗体(PEROXIDASE-CONJUGATED
 GOAT IgG FRACTION TO CAT IgG (WHOLE MOLECULE): CAPPEL RESERCH REAGENTS社製)をブ
ロッキング溶液にて8000倍希釈して用いた。
【０２５１】
　患猫1（チンチラ）は2005年8月17日に乳腺癌にて腫瘍の摘出手術を受けた患猫である。
患猫1の450nmでの吸光度は、0.48であった。また、2006年10月17日に腺管癌にて摘出手術
を受けた、患猫2（ヒマラヤン）においても450nmでの吸光度は、0.18であった。一方、健
常猫では全く検出されなかった。
【０２５２】
　従って犬と同様、猫の場合も、癌を患った検体では値が検出され、一方健常の検体では
まったく検出されなかったため、猫についても犬と同様に、イヌCEP由来ポリペプチドを
用いた本手法にて癌診断が可能であることがわかった。
【０２５３】
（４）健常人の診断
　上記で用いたイヌCEPの部分ポリペプチドと抗ヒトIgG抗体を用いて、上記と同様にして
、該ポリペプチドに特異的に反応する健常人血清中のIgG抗体価を測定した。2次抗体は、
HRP修飾抗ヒトIgG抗体(HRP-Goat Anti-Human IgG(H+L) Conjugate: Zymed Laboratories
社製)をブロッキング溶液にて10000倍希釈して用いた。ポジティブコントロールとしてリ
ン酸緩衝化生理食塩水にて50μg/mlに調整した卵白アルブミン抗原を固相化したものを用
いた。その結果、450nmでの吸光度は卵白アルブミン抗原には健常ヒト1で0.25であった。
一方、この組換えタンパク質には0.02とほとんど検出されなかった。また、健常ヒト2に
おいても、卵白アルブミン抗原には450nmでの吸光度は0.18であり、一方、この組換えタ
ンパク質には0.03とほとんど検出されなかった。
【０２５４】
　また、実施例Ｃ－２で作製した配列番号２６に記載のイヌCEPの全長ポリペプチドを用
いて、上記と同様に診断を行ったところ、ヒト、イヌ、ネコいずれにおいても同様の診断
が可能であることがわかった。
【０２５５】
　さらに、実施例Ｃ－２で作製した配列番号４２に記載のイヌCEPの全長ポリペプチドを
用いて、上記と同様に診断を行ったところ、ヒト、イヌ、ネコいずれにおいても同様の診
断が可能であることがわかった。
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【０２５６】
実施例Ｃ－４：ヒトCEP由来ポリペプチドを用いた癌診断
　実施例Ｃ－２で作製したヒトCEPの部分ポリペプチド（配列番号２８のアミノ酸配列中
：１５１３番～２３２５番、配列番号３６）を用いて、実施例Ｃ－３と同様にして、該ポ
リペプチドに反応する、ヒト、イヌおよびネコ血清中のIgG抗体価を測定した。
【０２５７】
　健常ヒト血清を用いた診断結果では、実施例Ｃ－３（４）と同様に卵白アルブミン抗原
をポジティブコントロールとして用いた場合に、卵白アルブミンを固相化した場合に値は
検出され、ヒトCEPの部分ポリペプチドを固相化した場合にはほとんど検出されなかった
。
【０２５８】
　また、健常犬・猫においても、該ポリペプチドを固相化した場合には、450nmでの吸光
度はほとんど検出されなかった。
【０２５９】
　一方、患犬11（シーズー）は、2007年6月21日に乳腺癌の摘出手術を受けた患犬である
。摘出した組織を用いた病理診断では、強い異型性と浸潤性を有する乳腺組織が大小の塊
状に腺様増殖しており、悪性と診断されている。この患犬11の450nmでの吸光度は、0.33
であった。その他病理診断で悪性と診断されている310検体の血清を用いて悪性診断を行
った。悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、185検体、59.5%で悪性と診断でき
ることがわかった。
【０２６０】
　また、患猫3（雑種）は、2007年4月3日に乳腺癌の摘出手術を受けているが、この患猫
においても、450nmでの吸光度は、0.15であった。
【０２６１】
　以上のことから、ヒトCEP由来ポリペプチドを用いても、ヒト、イヌ、ネコいずれにお
いても同様の診断が可能であることがわかった。
【０２６２】
　さらに、イヌ組換えタンパクと同様にヒト組換えタンパクを用いて、末期癌患犬より採
取した胸水、腹水を診断した結果、血清を用いた結果と同様の値を検出することができ、
癌と診断することができた。
【０２６３】
　また、実施例Ｃ－２で作製した配列番号２８に記載のヒトCEPの全長ポリペプチドを用
いて、上記と同様に診断を行ったところ、ヒト、イヌ、ネコいずれにおいても同様の診断
が可能であることがわかった。
【０２６４】
実施例Ｃ－５：抗原ポリペプチドを測定することによる癌診断（１）
　実施例Ｃ－２で作製した配列番号３５に記載のイヌ組換えタンパクをマウス、ウサギに
免疫し、該抗原特異的抗体を作製、取得した。このポリクローナル抗体を用いて、サンド
イッチELISA法により、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプチド自体の検出を行っ
た。作製した該タンパク特異的ポリクローナル抗体に特異的に反応する、血清中の該タン
パク量について抗マウスIgG抗体を用いてサンドイッチELISA法にて測定した。
【０２６５】
　1次抗体の固相化は、リン酸緩衝化生理食塩水にて20倍希釈したウサギ抗血清を96穴イ
モビライザーアミノプレート（ヌンク社製）に100μL/well添加し、室温で2時間振とうし
て行った。ブロッキングは、0.5 % BSA（bovine serum albumin（ウシ血清アルブミン）
、シグマアルドリッチジャパン社製）含有50 mM 重炭酸ナトリウム緩衝溶液(pH 8.3)（以
下ブロッキング溶液）を100μL/well加え、室温で1時間振とうした。その後、ブロッキン
グ溶液を用いて希釈した担癌生体由来血清を100μL/well添加し、室温で3時間振とうして
反応させた。このとき希釈倍率は10-1000倍の10倍希釈系列で調整した。0.05%Tween20（
和光純薬工業社製）含有リン酸緩衝化生理食塩水（以下PBS-T）で3回洗浄し、2次抗体は
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、ブロッキング溶液にて200倍希釈したマウス抗血清を100μL/well加え、室温で1時間振
とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、3次抗体は、ブロッキング溶液にて2000倍希釈
したHRP修飾マウスIgG抗体(Stabilized Goat Anti Mouse HRP conjugated : PIERCE社製)
を100μL/well加え、室温で1時間振とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、HRP基質 T
MB（1-Step　Turbo　TMB（テトラメチルベンジジン）、PIERCE社製）を100μl/well添加
し、室温で30分間酵素基質反応させた。その後、0.5M硫酸溶液（シグマアルドリッチジャ
パン社製）を100μl/well加えて反応停止後、マイクロプレートリーダーにて450nmの吸光
度測定を行った。コントロールとしては、ウサギ抗血清を固相化しないもの、担癌生体由
来血清を反応させないものを上記と同様に行い比較することとした。
【０２６６】
　その結果、皮膚平滑筋肉腫、乳癌、悪性黒色腫などの担癌犬、担癌猫ではポリペプチド
の値が検出され、健常犬、健常猫及び健常人では検出されなかった。従って、イヌ由来組
換えポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの
手法においても、癌を診断することができた。
【０２６７】
　また、実施例Ｃ－２で作製した配列番号２６に記載のイヌCEPの全長ポリペプチドを免
疫原として調製した抗体を用いて、上記と同様に診断を行った。
【０２６８】
　その結果、イヌ、ネコいずれにおいても、イヌCEPの全長ポリペプチドを免疫原として
調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの手法において、同様に癌を診断す
ることができた。
【０２６９】
　さらに、実施例Ｃ－２で作製した配列番号４２に記載のイヌCEPの全長ポリペプチドを
免疫原として調製した抗体を用いて、上記と同様に診断を行った。
【０２７０】
　その結果、イヌ、ネコいずれにおいても、イヌCEPの全長ポリペプチドを免疫原として
調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの手法において、同様に癌を診断す
ることができた。
【０２７１】
実施例Ｃ－６：抗原ポリペプチドを測定することによる癌診断（２）
　実施例Ｃ－２で作製した配列番号３６に記載のヒト組換えタンパクをマウス、ウサギに
免疫し、該抗原特異的抗体を作製、取得した。実施例Ｃ－５と同様に、このポリクローナ
ル抗体を用いたサンドイッチELISA法により、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプ
チド自体の検出を行った。
【０２７２】
　その結果、皮膚平滑筋肉腫、乳癌、悪性黒色腫などの担癌犬、担癌猫ではポリペプチド
の値が検出され、健常犬、健常猫及び健常人では検出されなかった。従って、ヒト由来組
換えポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの
手法においても、癌を診断することができた。
【０２７３】
　また、実施例Ｃ－２で作製した配列番号２８に記載のヒトCEPの全長ポリペプチドを免
疫原として調製した抗体を用いて、上記と同様に診断を行った。
【０２７４】
　その結果、イヌ、ネコいずれにおいても、ヒトCEPの全長ポリペプチドを免疫原として
調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの手法において、同様に癌を診断す
ることができた。
【０２７５】
実施例Ｄ－１：ＳＥＲＥＸ法による新規癌抗原タンパクの取得
（１）ｃＤＮＡライブラリの作製
　健常な犬の精巣組織から酸－グアニジウム－フェノール－クロロフォルム法（Acid gua
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nidium-Phenol-Chloroform法）により全ＲＮＡを抽出し、Oligotex-dT30 mRNA purificat
ion Kit（宝酒造社製）を用いてキット添付のプロトコールに従ってポリＡ　ＲＮＡを精
製した。
【０２７６】
　この得られたｍＲＮＡ（５μｇ）を用いてイヌ精巣ｃＤＮＡファージライブラリを合成
した。ｃＤＮＡファージライブラリの作製にはcDNA Synthesis Kit, ZAP-cDNA Synthesis
 Kit, ZAP-cDNA GigapackIII Gold Cloning Kit（STRATAGENE社製）を用い、キット添付
のプロトコールに従ってライブラリを作製した。作製したｃＤＮＡファージライブラリの
サイズは１．３×１０６ｐｆｕ／ｍｌであった。
【０２７７】
（２）血清によるｃＤＮＡライブラリのスクリーニング
　上記作製したイヌ精巣由来ｃＤＮＡファージライブラリを用いて、イムノスクリーニン
グを行った。具体的にはΦ９０×１５ｍｍのＮＺＹアガロースプレートに２３４０クロー
ンとなるように宿主大腸菌（XL1-Blue MRF'）に感染させ、４２℃、３～４時間培養し、
溶菌斑（プラーク）を作らせ、ＩＰＴＧ（イソプロピル－β－D－チオガラクトシド）を
浸透させたニトロセルロースメンブレン（Hybond C Extra: GE Healthecare Bio-Science
社製）でプレートを３７℃で４時間覆うことによりタンパク質を誘導・発現させ、メンブ
レンにタンパク質を転写した。その後メンブレンを回収し０．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳ
（10mM Tris-HCl, 150mM NaCl pH7.5）に浸し４℃で一晩振盪することによって非特異反
応を抑制した。このフィルターを５００倍希釈した患犬血清と室温で２～３時間反応させ
た。
【０２７８】
　上記患犬血清としては、乳癌の患犬より採取した血清を用いた。これらの血清は－８０
℃で保存し、使用直前に前処理を行った。血清の前処理方法は、以下の方法による。すな
わち、外来遺伝子を挿入していないλ ZAP Express ファージを宿主大腸菌（XL1-BLue MR
F'）に感染させた後、ＮＺＹプレート培地上で３７℃、一晩培養した。次いで0.5M NaCl
を含む0.2M NaHCO3 pH8.3のバッファーをプレートに加え、４℃で１５時間静置後、上清
を大腸菌／ファージ抽出液として回収した。次に、回収した大腸菌／ファージ抽出液をNH
S-カラム (GE Healthecare Bio-Science社製）に通液して、大腸菌・ファージ由来のタン
パク質を固定化した。このタンパク固定化カラムに患犬血清を通液・反応させ、大腸菌お
よびファージに吸着する抗体を血清から取り除いた。カラムを素通りした血清画分は、０
．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳにて５００倍希釈し、これをイムノスクリーニング材料とし
た。
【０２７９】
　かかる処理血清と上記融合タンパク質をブロットしたメンブレンをＴＢＳ―Ｔ（0.05% 
Tween20/TBS）にて４回洗浄を行った後、二次抗体として０．５％脱脂粉乳を含むＴＢＳ
にて５０００倍希釈を行ったヤギ抗イヌＩｇＧ（Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated
: BETHYL Laboratories社製）を、室温1時間反応させ、NBT/BCIP反応液（Roche社製）を
用いた酵素発色反応により検出し、発色反応陽性部位に一致するコロニーをΦ９０×１５
mmのＮＺＹアガロースプレート上から採取し、ＳＭ緩衝液（100mM NaCl、10mM MgClSO4、
50mM Tris-HCl、0.01% ゼラチン pH7.5）５００μlに溶解させた。発色反応陽性コロニー
が単一化するまで上記と同様の方法で、二次、三次スクリーニングを繰り返し、血清中の
ＩｇＧと反応する３０９４０個のファージクローンをスクリーニングして、１個の陽性ク
ローンを単離した。
【０２８０】
（３）単離抗原遺伝子の相同性検索
　上記方法により単離した１個の陽性クローンを塩基配列解析に供するため、ファージベ
クターからプラスミドベクターに転換する操作を行った。具体的には宿主大腸菌（XL1-Bl
ue MRF'）を吸光度OD600が１．０となるよう調製した溶液２００μlと、精製したファー
ジ溶液１００μlさらにExAssist helper phage (STRATAGENE社製)１μlを混合した後３７
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℃で１５分間反応後、ＬＢ培地を３ｍｌ添加し３７℃で２．５～３時間培養を行い、直ち
に７０℃の水浴にて２０分間保温した後、４℃、１０００×ｇ、１５分間遠心を行い上清
をファージミド溶液として回収した。次いでファージミド宿主大腸菌（SOLR）を吸光度OD

600が１．０となるよう調製した溶液２００μlと、精製したファージ溶液１０μlを混合
した後３７℃で１５分間反応させ、５０μlをアンピシリン（終濃度５０μｇ／ｍｌ）含
有ＬＢ寒天培地に播き３７℃一晩培養した。トランスフォームしたSOLRのシングルコロニ
ーを採取し、アンピシリン（終濃度５０μｇ／ｍｌ）含有ＬＢ培地３７℃にて培養後、QI
AGEN plasmid Miniprep Kit(キアゲン社製）を使って目的のインサートを持つプラスミド
ＤＮＡを精製した。
【０２８１】
　精製したプラスミドは、配列番号５に記載のＴ３プライマーと配列番号６に記載のＴ７
プライマーを用いて、プライマーウォーキング法によるインサート全長配列の解析を行っ
た。このシークエンス解析により配列番号４４に記載の遺伝子配列を取得した。この遺伝
子の塩基配列およびアミノ酸配列を用いて、相同性検索プログラムＢＬＡＳＴサーチ（ht
tp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）を行い既知遺伝子との相同性検索を行った結果、得
られた遺伝子はTRIP11遺伝子であることが判明した。イヌTRIP11のヒト相同因子は、ヒト
TRIP11（相同性：塩基配列８８％、アミノ酸配列８６％）であった。ヒトTRIP11の塩基配
列を配列番号４６に、アミノ酸配列を配列番号４７に示す。
【０２８２】
（４）各組織での発現解析
　上記方法により得られた遺伝子に対しイヌおよびヒト正常組織および各種細胞株におけ
る発現をRT-PCR(Reverse Transcription-PCR)法により調べた。逆転写反応は以下の通り
行なった。すなわち、各組織５０－１００ｍｇおよび各細胞株５－１０×１０６個の細胞
からTRIZOL試薬（invitrogen社製）を用いて添付のプロトコールに従い全ＲＮＡを抽出し
た。この全ＲＮＡを用いてSuperscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR（in
vitrogen社製）により添付のプロトコールに従いｃＤＮＡを合成した。ヒト正常組織（脳
、海馬、精巣、結腸、胎盤）のｃDNAは、ジーンプールｃDNA（invitrogen社製）、QUICK-
Clone cDNA（クロンテック社製）およびLarge-Insert cDNA Library（クロンテック社製
）を用いた。ＰＣＲ反応は、取得した遺伝子特異的なプライマー（配列番号４８および４
９に記載）を用いて以下の通り行った。すなわち、逆転写反応により調製したサンプル0.
25μl、上記プライマーを各2μM、0.2mM各dNTP、0.65UのExTaqポリメラーゼ（宝酒造社製
）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を２５μlとし、Thermal Cycler (BIO
 RAD社製）を用いて、９４℃―３０秒、５５℃―３０秒、７２℃―１．５分のサイクルを
３０回繰り返して行った。なお、上記遺伝子特異的プライマーは、配列番号４４の塩基配
列（イヌTRIP11遺伝子）中の１５１９番～２９５７番および配列番号４６の塩基配列（ヒ
トTRIP11遺伝子）中の１８７２番～３３１０番塩基の領域を増幅するものであり、該プラ
イマーを用いてイヌTRIP11遺伝子及びヒトTRIP11遺伝子のいずれの発現も調べることがで
きるものであった。比較対照のため、GAPDH特異的なプライマー（配列番号９および１０
に記載）も同時に用いた。その結果、図１３に示すように、イヌTRIP11遺伝子は、健常な
イヌ組織では精巣に強い発現が見られ、一方イヌ乳癌細胞株で強い発現が見られた。ヒト
TRIP11遺伝子の発現も、イヌTRIP11遺伝子と同様、正常組織で発現が確認できたのは精巣
のみだったが、癌細胞では脳腫瘍、白血病、乳癌、肺癌、食道癌細胞株など、多種類の癌
細胞株で発現が検出され、ヒトTRIP11遺伝子も精巣と癌細胞に特異的に発現していること
が確認された。
【０２８３】
　なお、図１３中、縦軸の参照番号１は、TRIP11遺伝子の発現パターンを、参照番号２は
、比較対照であるGAPDH遺伝子の発現パターンを示す。
【０２８４】
実施例Ｄ－２：イヌおよびヒトTRIP11タンパクの作製
（１）組換えタンパク質の作製
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　実施例Ｄ－１で取得した配列番号４４の遺伝子を基に、以下の方法にて組換えタンパク
質を作製した。PCRは、実施例Ｄ－１で得られたファージミド溶液より調製し配列解析に
供したベクターを1μl、SalIおよびXhoI制限酵素切断配列を含む２種類のプライマー（配
列番号５０および５１に記載）を各0.4μM、0.2mM dNTP、1.25UのPrimeSTAR HSポリメラ
ーゼ（宝酒造社製）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を５０μlとし、The
rmal Cycler (BIO RAD社製)を用いて、９８℃―１０秒、５５℃―５秒、７２℃―６分の
サイクルを３０回繰り返すことにより行った。なお、上記2種類のプライマーにより、配
列番号４５のアミノ酸配列中の２３７番～１０２３番アミノ酸の領域（配列番号５４）を
コードする領域が得られる。ＰＣＲ後、増幅されたDNAを１％アガロースゲルにて電気泳
動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）を用いて約２．４ｋｂｐのＤＮＡ断
片を精製した。
【０２８５】
　同様にして、配列番号５６および５７に記載した２種類のプライマーを用いたＰＣＲを
行い、配列番号４５のアミノ酸配列全長をコードする領域を得た。ＰＣＲ後、増幅された
DNAを１％アガロースゲルにて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）
を用いて約６．０ｋｂｐのＤＮＡ断片を精製した。
【０２８６】
　精製した各DNA断片をクローニングベクターpCR-Blunt（invitrogen社製）にライゲーシ
ョンした。これを大腸菌に形質転換後プラスミドを回収し、増幅された遺伝子断片が目的
配列と一致することをシークエンスで確認した。目的配列と一致したプラスミドをSalIお
よびXhoI制限酵素で処理し、QIAquick Gel Extraction Kitで精製後、目的遺伝子配列を
、SalI、XhoI制限酵素で処理した大腸菌用発現ベクターpET30b（Novagen社製）に挿入し
た。このベクターの使用によりHisタグ融合型の組換えタンパク質が産生できる。このプ
ラスミドを発現用大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）に形質転換し、１ｍＭ　ＩＰＴＧによる発現
誘導を行うことで目的タンパク質を大腸菌内で発現させた。
【０２８７】
　また、配列番号４６の遺伝子を基に、以下の方法にてヒト相同遺伝子の組換えタンパク
質を作製した。PCRは、実施例Ｄ－１で作製した各種組織・細胞ｃDNAよりRT-PCR法による
発現が確認できたｃDNAを１μl、NdeIおよびKpnI制限酵素切断配列を含む２種類のプライ
マー（配列番号５２および５３に記載）を各0.4μM、0.2mM dNTP、1.25UのPrimeSTAR HS
ポリメラーゼ（宝酒造社製）となるように各試薬と添付バッファーを加え全量を５０μl
とし、Thermal Cycler (BIO RAD社製)を用いて、９８℃―１０秒、５５℃―５秒、７２℃
―６分のサイクルを３０回繰り返すことにより行った。なお、上記2種類のプライマーに
より、配列番号４７のアミノ酸配列中の２３６番～１０２３番アミノ酸の領域（配列番号
５５）をコードする領域が得られる。ＰＣＲ後、増幅されたDNAを１％アガロースゲルに
て電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）を用いて約２．４ｋｂｐの
ＤＮＡ断片を精製した。
【０２８８】
　同様にして、配列番号５８および５９に記載した２種類のプライマーを用いたＰＣＲを
行い、配列番号４７のアミノ酸配列全長をコードする領域を得た。ＰＣＲ後、増幅された
DNAを１％アガロースゲルにて電気泳動し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN社製）
を用いて約６．０ｋｂｐのＤＮＡ断片を精製した。
【０２８９】
　精製した各DNA断片をクローニングベクターpCR-Blunt（invitrogen社製）にライゲーシ
ョンした。これを大腸菌に形質転換後プラスミドを回収し、増幅された遺伝子断片が目的
配列と一致することをシークエンスで確認した。目的配列と一致したプラスミドをNdeIお
よびKpnI制限酵素で処理し、QIAquick Gel Extraction Kitで精製後、目的遺伝子配列を
、NdeI、KpnI制限酵素で処理した大腸菌用発現ベクターpET30b（Novagen社製）に挿入し
た。このベクターの使用によりHisタグ融合型の組換えタンパク質が産生できる。このプ
ラスミドを発現用大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）に形質転換し、１ｍＭ　ＩＰＴＧによる発現
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誘導を行うことで目的タンパク質を大腸菌内で発現させた。
【０２９０】
（２）組換えタンパク質の精製
　上記で得られた、配列番号４４の一部および配列番号４６の一部を発現するそれぞれの
組換え大腸菌をカナマイシン（終濃度30μg/ml）含有LB培地にて600nmでの吸光度が0.7付
近になるまで37℃で培養後、ＩＰＴＧ終濃度が1 mMとなるよう添加し、30℃で20時間培養
した。その後4800rpmで10分間遠心し集菌した。この菌体ペレットをリン酸緩衝化生理食
塩水に懸濁し、さらに4800rpmで10分間遠心し菌体の洗浄を行った。
【０２９１】
　この菌体をリン酸緩衝化生理食塩水に懸濁し、氷上にて超音波破砕を行った。大腸菌超
音波破砕液を7000rpmで15分間遠心分離し、得られた上清を可溶性画分、沈殿物を不溶性
画分とした。
【０２９２】
　不溶性画分を4%Triton X-100溶液にて懸濁し7000rpmで10分間遠心した。本操作を2回繰
り返し、脱プロテアーゼ操作を行った。その後、残渣をリン酸緩衝化生理食塩水に懸濁し
、脱界面活性剤操作を行った。
【０２９３】
　この残渣を6Mグアニジン塩酸塩（シグマアルドリッチジャパン社製）含有20mMリン酸緩
衝液(pH8.0)に懸濁し、4℃で15時間静置しタンパク質を変性させた。この変性操作後、70
00rpmで20分間遠心して得られた可溶性画分を、定法に従って調整したニッケルキレート
カラム（担体　Chelateing Sepharose(商標) Fast Flow（GE Health Care社）、カラム容
量5mL、平衡化緩衝液　6Mグアニジン塩酸塩含有20mMリン酸緩衝液(pH8.0)）に添加した。
未吸着画分をカラム容量の10倍量の6Mグアニジン塩酸塩含有20mMリン酸緩衝液(pH8.0)と1
0mMイミダゾール含有20mMリン酸緩衝液（pH8.0）にて洗浄操作を行った後、直ちに、4段
階に分けた50mM-500mMイミダゾール段階的濃度勾配にて溶出した。各溶出画分はカラム容
量の5倍量採取した。目的タンパク質の溶出については定法に従って行ったクマシー染色
によって確認し、この結果より溶出画分を濃縮し診断用の固相化材料とした。
【０２９４】
　同様にして、実施例Ｄ－２（１）で得られた、配列番号４５の全長および配列番号４７
の全長を発現するそれぞれの組換え大腸菌を培養し、目的タンパク質の精製を行い、診断
用の固相化材料を得た。
【０２９５】
実施例Ｄ－３：イヌTRIP11由来ポリペプチドを用いた癌診断
（１）イヌの癌診断
　悪性または良性腫瘍の確認された患犬486頭と健常犬6頭の血液を採取し、血清を分離し
た。実施例Ｄ－２で作製したイヌTRIP11の部分ポリペプチド（配列番号４５のアミノ酸配
列中：２３７番～１０２３番、配列番号５４）抗イヌIgG抗体を用いてELISA法にて該ポリ
ペプチドに特異的に反応する血清中のIgG抗体価を測定した。
【０２９６】
　作製したポリペプチドの固相化は、リン酸緩衝化生理食塩水にて100μg/mLに希釈した
組換えタンパク質溶液を96穴イモビライザーアミノプレート（ヌンク社製）に100μL/wel
l添加し、4℃で一晩静置して行った。ブロッキングは、0.5 % BSA（bovine serum albumi
n（ウシ血清アルブミン）、シグマアルドリッチジャパン社製）含有50 mM 重炭酸ナトリ
ウム緩衝溶液(pH 8.3)（以下ブロッキング溶液）を100μL/well加え、室温で1時間振とう
した。希釈にブロッキング溶液を用いた1000倍希釈血清を100μL/well添加し、室温で3時
間振とうして反応させた。0.05%Tween20（和光純薬工業社製）含有リン酸緩衝化生理食塩
水（以下PBS-T）で3回洗浄し、ブロッキング溶液にて3000倍希釈したHRP修飾イヌIgG抗体
(Goat anti Dog IgG-h+I HRP conjugated:BETHYL Laboratories社製)を100μL/well加え
、室温で1時間振とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、HRP基質 TMB（1-Step　Turbo
　TMB（テトラメチルベンジジン）、PIERCE社）を100μl/well添加し、室温で30分間酵素
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基質反応させた。その後、0.5M硫酸溶液（シグマアルドリッチジャパン社製）を100μl/w
ell加えて反応停止後、マイクロプレートリーダーにて450nmの吸光度測定を行った。コン
トロールとしては、作製した組換えタンパク質を固相化しないもの、担癌犬血清を反応さ
せないものを上記と同様に行い比較することとした。
【０２９７】
　上記癌診断に用いた全486検体中311検体で、摘出された腫瘍組織を用いた病理診断の結
果、悪性と確定診断がされている。
【０２９８】
　具体的には、悪性黒色腫、悪性混合腫瘍、肝細胞癌、基底細胞癌、勅細胞腫様歯肉腫、
口腔内腫瘤、肛門周囲腺癌、肛門嚢腫瘤、肛門嚢アポクリン腺癌、セルトリ細胞腫、膣前
庭癌、皮脂腺癌、皮脂腺上皮腫、脂腺腺腫、汗腺癌、鼻腔内腺癌、鼻腺癌、甲状腺癌、大
腸癌、気管支腺癌、腺癌、腺管癌、乳腺癌、複合型乳腺癌、乳腺悪性混合腫瘍、乳管内乳
頭状腺癌、線維肉腫、血管周皮腫、骨肉腫、軟骨肉腫、軟部組織肉腫、組織球肉腫、粘液
肉腫、未分化肉腫、肺癌、肥満細胞腫、皮膚平滑筋腫、腹腔内平滑筋腫、平滑筋腫、扁平
上皮癌、慢性型リンパ球性白血病、リンパ腫、消化管型リンパ腫、消化器型リンパ腫、小
～中細胞型リンパ腫、副腎髄質腫瘍、顆粒膜細胞腫、褐色細胞腫、膀胱癌（移行上皮癌）
、化膿性炎症、腹腔内肝臓腫瘍、肝臓癌、形質細胞腫、悪性血管外膜細胞腫、血管肉腫、
肛門嚢腺癌、口腔癌、転移性悪性黒色腫、メラニン欠乏性悪性黒色腫、皮膚悪性黒色腫、
悪性筋上皮腫、悪性精巣上皮腫、精細胞腫（セミノーマ）、大腸腺癌、胃腺癌、低グレー
ド皮脂腺癌、耳垢腺癌、アポクリン腺癌、低分化型アポクリン汗腺癌、悪性線維性組織球
腫、多発性骨髄腫、間葉系悪性腫瘍、脂肪肉腫、骨肉腫、起原不明の肉腫、軟部肉腫（紡
錘形細胞腫瘍）、低分化肉腫、滑膜肉腫、血管肉腫、転移性悪性上皮腫瘍、管状乳腺腺癌
、乳腺導管癌、炎症性乳癌、胚細胞腫、白血病、浸潤性毛包上皮腫、中細胞型リンパ腫、
多中心型リンパ腫、骨肉腫（乳腺）、肥満細胞腫(Patnaik II型）、肥満細胞腫(Grade II
）、平滑筋肉腫などの癌診断を受けている検体である。
【０２９９】
　これら担癌犬生体由来の血清は、図１５に示したように有意に高い組換えタンパク質に
対する抗体価を示した。本診断法による悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、7
8検体、25.1%で悪性と診断できることがわかった。この78検体の癌の種類は以下のとおり
である。なお、検体によっては複数種類の癌を罹患しているものもあるが、以下に示す数
値は癌の種類ごとの累計値である。
悪性黒色腫4例、リンパ腫5例、化膿性炎症1例、顆粒膜細胞腫1例、肝細胞癌2例、悪性精
巣腫瘍2例、口腔内腫瘤3例、肛門周囲腺腫5例、骨肉腫2例、腺管癌6例、乳腺癌16例、複
合型乳腺癌8例、肺癌1例、皮脂腺癌2例、肥満細胞腫6例、平滑筋肉腫2例、扁平上皮癌4例
、悪性混合腫瘍1例、転移性悪性黒色腫1例、乳腺導管癌1例、アポクリン腺癌1例、胃腺癌
1例、多中心型リンパ腫1例、精細胞腫（セミノーマ）1例、形質細胞腫1例
【０３００】
　さらに、末期癌患犬より採取した胸水、腹水を用いて、同様の診断を行った結果、血清
を用いた本診断法による結果と同様の値を検出することができ、癌と診断することができ
た。
【０３０１】
　また、本診断法を用いることにより、さらに目に見えない部分の癌診断、進行度診断、
悪性度診断、術後の経過診断、再発診断、転移診断などのような診断が可能であることが
わかった。以下に図4に示した詳細診断の具体例について数例をあげる。
【０３０２】
（２）－１　目に見えない腫瘍の癌診断
　患犬1（フラットコーテットレトリバー）は、2007年6月7日時点で腫瘤が確認されてい
なかったが、その20日ほど後の2007年6月24日に左上顎犬歯の付け根の歯肉に有茎状の直
径2mmの腫瘤が発見された患犬である。発見された日に有茎部を結糸し、切除を行ってい
る。肉眼で腫瘤を確認できる以前から450nmでの吸光度は0.15と、有意に高い値が確認さ
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れており、腫瘍発見時0.14と比較しても大きく変わらなかった。この結果から本手法を用
いることにより、腹腔内など目に見えない部分の癌診断でも可能なことがわかった。
【０３０３】
　また、腫瘍が肉眼で確認できる以前から値の上昇が確認され、腫瘍発生の前兆を示して
いたもの言える。よって、定期健診などの健康診断にも有用であることがわかる。
【０３０４】
　この患犬1は腫瘤切除2週間後に再び血清診断を行ったところ、450nmでの吸光度は0と検
出されなかった。ゆえに、抗体価上昇の原因となっていた癌抗原の発現している腫瘍が完
全切除されていることも確認された。（(2)-4　術後の経過診断）
【０３０５】
（２）－２　癌の進行度診断
　癌の進行度は腫瘍の大きさや深さ、周辺組織にどれほど影響を及ぼしているか、転移を
しているかなどによって判断される。転移すなわち癌が進行すると以前より高い値が検出
されることがわかった。
【０３０６】
（２）－３　癌の悪性度診断
　基底細胞腫には悪性型と良性型とがあり、近年、新WHOでは悪性型を基底細胞癌、良性
型を毛芽腫と分類するという傾向にあるとのことである。
【０３０７】
　基底細胞癌（悪性）と診断された患犬2（ビーグル）は、手術時の血清診断の結果、450
nmでの吸光度は0.15であった。一方、毛芽腫（良性）と診断された患犬3（雑種）は、手
術時の血清診断の結果、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。よって、同じ基底
細胞腫でも、悪性型の基底細胞癌と良性型の毛芽腫を診断できることがわかった。
【０３０８】
　次に、乳腺腫瘍について例を挙げる。乳腺腫瘍には、乳腺癌や乳腺悪性混合腫瘍といっ
た悪性腫瘍と、悪性所見を示さない良性乳腺腫瘍がある。患犬4（ヨーキー）は、2006年5
月17日に乳腺悪性混合腫瘍と乳腺癌にて、摘出手術を受けた患犬である。一般的に、乳腺
の混合腫瘍は悪性であっても周囲への浸潤性が乏しいために完全切除されやすく、切除後
の経過が良好なことが多い腫瘍である。しかしながら摘出された組織を用いた病理診断で
は、患犬4の標本の一部成分に、浸潤性が見られており、悪性度の高い腫瘍であると診断
されていた。また、乳腺癌は通常周囲への浸潤性が強く再発や転移が起こりやすい腫瘍で
ある。患犬4の標本上では腫瘍細胞に浸潤性が見られなかったが、部分材料のため他の領
域に悪性度の高い成分が増殖している可能性も指摘されていた。そのため、患犬4は悪性
度の高い乳癌であることが病理診断結果から明らかである。この手術時に採血した血清診
断の結果、450nmでの吸光度は0.20であった。一方、患犬5（ヨークシャテリア）は、2007
年1月28日に、乳腺腫瘍の摘出手術を受けた患犬である。このときの摘出組織を用いた病
理診断では、細胞異型性は軽度であり、悪性所見の見当たらない良性乳腺腫と診断された
。この手術時に採血した血清診断の結果、450nmでの吸光度は0であった。以上の2検体の
結果からも悪性度の高い腫瘍は、悪性度の低い、すなわち良性の腫瘍に比べ、値が大きい
ことがわかった。
【０３０９】
（２）－４　術後の経過診断
　患犬6（シーズー）は、口腔内腫瘍で来院し2007年3月22日に摘出手術を行っている。こ
の際行った血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.12であった。また、摘出した組織を用
いた病理診断では、悪性の勅細胞腫様歯肉腫と診断されている。この腫瘍は、遠隔転移は
稀であるが切除が不十分だと再発しやすいという特徴がある。そのため手術により腫瘍の
完全切除ができたか否かということは、重要である。2007年5月18日の経過観察の際には
、450nmでの吸光度は0.02と抗体価の低下が確認された。2007年8月までに再発は確認され
ていない。よって患犬6では、完全に腫瘍を切除できたために血清診断結果は手術時より
も低下したといえる。
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【０３１０】
　患犬7（ヨーキー）は、手術時の2006年5月17日に採血した血清診断の結果、450nmでの
吸光度は0.20であった。2006年12月16日に経過観察で再来院した際、再び血清診断を行っ
た結果、450nmでの吸光度は0であった。2007年8月までに転移や再発は確認されていない
。よって患犬7では、完全に腫瘍を切除できたために血清診断結果は手術時よりも低下し
たといえる。
【０３１１】
（２）－５　再発診断
　患犬8（ハスキー）は、2007年5月8日に乳腺癌の摘出手術を行っている。この際行った
血清診断の結果、450nmでの吸光度は0.04であった。摘出した組織を用いた病理診断では
、異型性の強い上皮系細胞が主に腺管構造を形成、増殖しており乳腺原発の腺癌と診断さ
れた。そのとき既にリンパ管内に多数の癌細胞が入っているのが確認されており、リンパ
節や遠隔部への転移、再発のリスクが高いということであった。手術から約一ヶ月半後の
2007年6月28日に同部位に再発が確認された。このときの血清診断の結果は0.07と値の上
昇が確認された。患犬8では、腫瘍が切除しきれていなかったかまたは、再発したために
、診断結果が5月初旬よりも6月下旬のほうが大きく検出されたとわかった。
【０３１２】
（２）－６　転移診断
　患犬9（スコティッシュテリア）は、2003年2月　乳腺腫瘍、2003年8月　口腔内悪性黒
色腫、2005年1月　口唇に悪性黒色腫、2005年4月13日　口腔内黒色腫と転移・再発を繰り
返し、これらすべて手術で切除済みの患犬である。2005年4月の口腔内黒色腫の再発の後
に、経過観察で再来院した2006年12月17日の血清診断の結果は、450nmでの吸光度が0であ
った。その半年後の2007年6月20日には頚部リンパ、膝きょうリンパが肥大して再来院し
ている。リンパ腫であれば全身のリンパが腫れるが、患犬9については2箇所のみであった
ため、おそらく転移によるリンパ腫である可能性が高いとの臨床診断であった。本手法に
よる診断によっても、450nmでの吸光度は0.27と大きく上昇しており、以前存在した腫瘍
の転移であることがわかった。
【０３１３】
　患犬10（柴犬）は、2006年3月11日に右口唇部口腔悪性黒色腫にて腫瘍の摘出を行った
患犬である。2006年6月10日から同年9月26日まで抗がん剤（シクロホスファシド)の治療
歴があり、2006年5月23日から有機ゲルマニウム主成分のビレモS投薬継続中である。この
腫瘍の転移と考えられる2007年3月20日の腫瘍摘出時に行った血清診断の結果は、450nmで
の吸光度がほぼ0とほとんど検出されなかった。このときの摘出した組織を用いた病理診
断では、転移性悪性黒色腫と診断されている。しかし、転移した黒色種の手術3ヵ月後の2
007年6月27日に再び転移を起こしている。2007年3月20日は右頚部に腫瘍が発生したが、2
007年6月27日はその反対側に発生し、腫瘍の形状も前回と類似した黒色の塊を形成してい
るとのことである。大きさは3.1×3.2×0.8cm大であり、臨床診断でも転移とのことであ
る。このとき行った血清診断の結果は、450nmでの吸光度は、0.02と上昇しているのが確
認され、以前存在した腫瘍の転移であることがわかった。
【０３１４】
（２）－７　治療モニタリング
　患犬12（ミニチュアダックスフンド）は、2007年4月19日に腫瘍摘出を行った患犬であ
る。摘出した腫瘍を用いた病理診断結果は、浸潤性、転移性に発生している可能性が高い
中等度の悪性度である複合型乳腺癌とのことであった。このときの血清診断の結果、450n
mでの吸光度は0.03であった。摘出手術から約1年後の2008年6月3日、血清診断の結果、45
0nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。このとき肉眼では癌の再発は確認されなかっ
たが、再発防止のためそれから2ヶ月間、週に一度の間隔にて抗癌剤投与（インターキャ
ット）を行い、再発がない状態を維持した。抗癌剤投与開始2週間後、4週間後、6週間後
に血清診断を行った結果、450nmでの吸光度はいずれも0と全く検出されなかった。患犬12
の結果から、腫瘍が完全に取りきれていれば担癌状態より値が低下し、抗癌剤治療におい
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ても癌の再発が抑制できていれば値の上昇が見られず、治療の経時変化を追えることがわ
かった。また、患犬8で示したように再発診断も可能であることから、治療モニタリング
についても可能であることがわかった。
【０３１５】
（２）－８　再発時の悪性診断
　患犬13（ゴールデンレトリーバー）は2005年5月1日に腫瘍摘出を行った患犬である。摘
出した腫瘍を用いた病理診断結果は、乳管上皮由来の悪性腫瘍性病変、すなわち悪性乳腺
管癌および乳管内を進展して増生する悪性乳頭状癌とのことであった。その約3年後の200
8年6月28日に再び腫瘍が発見されたため、摘出手術を行った。その摘出した腫瘍を用いた
病理組織診断結果は、前回の術創と見られる皮下の縫合糸の周囲に好中球やマクロファー
ジ、形質細胞などの顕著な炎症細胞浸潤が認められるのみで腫瘍性病変は無と診断された
。このときの血清診断の結果、450nmでの吸光度は0と全く検出されなかった。患犬8、13
の結果から、再発時に悪性の場合には血清診断値は上昇するか維持されており、良性の場
合には検出されないことがわかった。
【０３１６】
（３）ネコの診断
　次に担癌猫および健常猫の診断を行った。上記で用いたイヌTRIP11の部分ポリペプチド
と抗ネコIgG抗体を用いて、上記と同様にして、該ポリペプチドに特異的に反応するネコ
血清中のIgG抗体価を測定した。2次抗体は、HRP修飾抗ネコIgG抗体(PEROXIDASE-CONJUGAT
ED GOAT IgG FRACTION TO CAT IgG (WHOLE MOLECULE): CAPPEL RESERCH REAGENTS社製)を
ブロッキング溶液にて8000倍希釈して用いた。
【０３１７】
　患猫1（チンチラ）は2005年8月17日に乳腺癌にて腫瘍の摘出手術を受けた患猫である。
患猫1の450nmでの吸光度は、0.05であった。また、2006年10月17日に腺管癌にて摘出手術
を受けた、患猫2（ヒマラヤン）においても450nmでの吸光度は、0.34であった。一方、健
常猫では全く検出されなかった。
【０３１８】
　従って犬と同様、猫の場合も、癌を患った検体では値が検出され、一方健常の検体では
まったく検出されなかったため、猫についても犬と同様に、本手法にて癌診断が可能であ
ることがわかった。
【０３１９】
（４）健常人の診断
　上記で用いたイヌTRIP11の部分ポリペプチドと抗ヒトIgG抗体を用いて、上記と同様に
して、該ポリペプチドに特異的に反応する健常人血清中のIgG抗体価を測定した。2次抗体
は、HRP修飾抗ヒトIgG抗体(HRP-Goat Anti-Human IgG(H+L) Conjugate: Zymed Laborator
ies社製)をブロッキング溶液にて10000倍希釈して用いた。ポジティブコントロールとし
てリン酸緩衝化生理食塩水にて50μg/mlに調整した卵白アルブミン抗原を固相化したもの
を用いた。その結果、450nmでの吸光度は卵白アルブミン抗原には健常ヒト1で0.25であっ
た。一方、この組換えタンパク質には0と全く検出されなかった。また、健常ヒト2におい
ても、卵白アルブミン抗原には450nmでの吸光度は0.18であり、一方、この組換えタンパ
ク質には0と全く検出されなかった。
【０３２０】
　また、実施例Ｄ－２で作製した配列番号４５に記載のイヌTRIP11の全長ポリペプチドを
用いて、上記と同様に診断を行ったところ、ヒト、イヌ、ネコいずれにおいても同様の診
断が可能であることがわかった。
【０３２１】
実施例Ｄ－４：ヒトTRIP11由来ポリペプチドを用いた癌診断
　実施例Ｄ－２で作製したヒトTRIP11の部分ポリペプチド（配列番号４７のアミノ酸配列
中：２３６番～１０２３番、配列番号５５）を用いて、実施例Ｄ－３と同様にして、該ポ
リペプチドに反応する、ヒト、イヌおよびネコ血清中のIgG抗体価を測定した。
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【０３２２】
　健常人血清を用いた診断結果では、実施例Ｄ－３（４）と同様に卵白アルブミン抗原を
ポジティブコントロールとして用いた場合に、卵白アルブミンを固相化した場合に値は検
出され、ヒトTRIP11の部分ポリペプチドを固相化した場合にはほとんど検出されなかった
。
【０３２３】
　また、健常犬・猫においても、該ポリペプチドを固相化した場合には、450nmでの吸光
度はほとんど検出されなかった。
【０３２４】
　一方、患犬11（シーズー）は、2007年6月21日に乳腺癌の摘出手術を受けた患犬である
。摘出した組織を用いた病理診断では、強い異型性と浸潤性を有する乳腺組織が大小の塊
状に腺様増殖しており、悪性と診断されている。この患犬11の450nmでの吸光度は、0.19
であった。その他病理診断で悪性と診断されている310検体の血清を用いて悪性診断を行
った。悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、74検体、23.8%で悪性と診断できる
ことがわかった。患猫3（雑種）は、2007年4月3日に乳腺癌の摘出手術を受けているが、
この患猫においても、450nmでの吸光度は、0.06であった。
【０３２５】
　以上のことから、ヒトTRIP11由来ポリペプチドを用いても、ヒト、イヌ、ネコいずれに
おいても同様の診断が可能であることがわかった。
【０３２６】
　さらに、イヌ組換えタンパクと同様にヒト組換えタンパクを用いて、末期癌患犬より採
取した胸水、腹水を診断した結果、血清を用いた結果と同様の値を検出することができ、
癌と診断することができた。
【０３２７】
　また、実施例Ｄ－２で作製した配列番号４７に記載のヒトTRIP11の全長ポリペプチドを
用いて、上記と同様に診断を行ったところ、ヒト、イヌ、ネコいずれにおいても同様の診
断が可能であることがわかった。
【０３２８】
実施例Ｄ－５：抗原ポリペプチドを測定することによる癌診断（１）
　実施例Ｄ－２で作製した配列番号５４に記載のイヌ組換えタンパクをマウス、ウサギに
免疫し、該抗原特異的抗体を作製、取得した。このポリクローナル抗体を用いて、サンド
イッチELISA法により、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプチド自体の検出を行っ
た。作製した該タンパク特異的ポリクローナル抗体に特異的に反応する、血清中の該タン
パク量について抗マウスIgG抗体を用いてサンドイッチELISA法にて測定した。
【０３２９】
　1次抗体の固相化は、リン酸緩衝化生理食塩水にて20倍希釈したウサギ抗血清を96穴イ
モビライザーアミノプレート（ヌンク社製）に100μL/well添加し、室温で2時間振とうし
て行った。ブロッキングは、0.5 % BSA（bovine serum albumin（ウシ血清アルブミン）
、シグマアルドリッチジャパン社製）含有50 mM 重炭酸ナトリウム緩衝溶液(pH 8.3)（以
下ブロッキング溶液）を100μL/well加え、室温で1時間振とうした。その後、ブロッキン
グ溶液を用いて希釈した担癌生体由来血清を100μL/well添加し、室温で3時間振とうして
反応させた。このとき希釈倍率は10-1000倍の10倍希釈系列で調整した。0.05%Tween20（
和光純薬工業社製）含有リン酸緩衝化生理食塩水（以下PBS-T）で3回洗浄し、2次抗体は
、ブロッキング溶液にて200倍希釈したマウス抗血清を100μL/well加え、室温で1時間振
とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、3次抗体は、ブロッキング溶液にて2000倍希釈
したHRP修飾マウスIgG抗体(Stabilized Goat Anti Mouse HRP conjugated : PIERCE社製)
を100μL/well加え、室温で1時間振とうして反応させた。PBS-Tで３回洗浄し、HRP基質 T
MB（1-Step　Turbo　TMB（テトラメチルベンジジン）、PIERCE社製）を100μl/well添加
し、室温で30分間酵素基質反応させた。その後、0.5M硫酸溶液（シグマアルドリッチジャ
パン社製）を100μl/well加えて反応停止後、マイクロプレートリーダーにて450nmの吸光
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度測定を行った。コントロールとしては、ウサギ抗血清を固相化しないもの、担癌生体由
来血清を反応させないものを上記と同様に行い比較することとした。
【０３３０】
　その結果、皮膚平滑筋肉腫、乳癌、悪性黒色腫などの担癌犬、担癌猫ではポリペプチド
の値が検出され、健常犬、健常猫及び健常人では検出されなかった。従って、イヌ由来組
換えポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの
手法においても、癌を診断することができた。
【０３３１】
　また、実施例Ｄ－２で作製した配列番号４５に記載のイヌTRIP11の全長ポリペプチドを
免疫原として調製した抗体を用いて、上記と同様の手法で診断を行った。
【０３３２】
　その結果、イヌ、ネコいずれにおいても、イヌTRIP11の全長ポリペプチドを免疫原とし
て調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの手法において、同様に癌を診断
することができた。
【０３３３】
実施例Ｄ－６：抗原ポリペプチドを測定することによる癌診断（２）
　実施例Ｄ－２で作製した配列番号５５に記載のヒト組換えタンパクをマウス、ウサギに
免疫し、該抗原特異的抗体を作製、取得した。実施例Ｄ－５と同様に、このポリクローナ
ル抗体を用いたサンドイッチELISA法により、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプ
チド自体の検出を行った。
【０３３４】
　その結果、皮膚平滑筋肉腫、乳癌、悪性黒色腫などの担癌犬、担癌猫ではポリペプチド
の値が検出され、健常犬、健常猫及び健常人では検出されなかった。従って、ヒト由来組
換えポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの
手法においても、癌を診断することができた。
【０３３５】
　また、実施例Ｄ－２で作製した配列番号４７に記載のヒトTRIP11の全長ポリペプチドを
免疫原として調製した抗体を用いて、上記と同様に診断を行った。
【０３３６】
　その結果、イヌ、ネコいずれにおいても、ヒトTRIP11の全長ポリペプチドを免疫原とし
て調製した抗体を用いて抗原ポリペプチドを検出するこの手法において、同様に癌を診断
することができた。
【０３３７】
実施例Ｅ－１：4種類の抗原ポリペプチドを用いた組み合わせ癌診断（１）
（１）イヌの癌診断
　参考例Ａ－２で作製したイヌ組換えタンパク（配列番号２）、参考例Ｂ－２で作製した
イヌカルメジンタンパク（配列番号１６）、実施例Ｃ－２で作製したイヌCEPの全長（配
列番号２６または４２）または部分ポリペプチド（配列番号２６のアミノ酸配列中：１５
１４番～２３３９番、配列番号３５）、実施例Ｄ－２で作製したイヌTRIP11の全長（配列
番号４５）または部分ポリペプチド（配列番号４５のアミノ酸配列中：２３７番～１０２
３番、配列番号５４）と抗イヌIgG抗体を用いて、上記と同様にして、該タンパクまたは
該ポリペプチドに特異的に反応する血清中のIgG抗体価を測定した。
【０３３８】
　本診断法による悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、272検体、87.5%で悪性
と診断できることがわかった。なお、4種類のタンパクまたはポリペプチドのうちどれか1
種類について悪性判断がされた場合に対象生体を悪性腫瘍と診断した（以下同様）。この
272検体の癌の種類は以下のとおりである。なお、検体によっては複数種類の癌を罹患し
ているものもあるが、以下に示す数値は癌の種類ごとの累計値である。
悪性黒色腫10例、リンパ腫13例、褐色細胞腫1例、化膿性炎症1例、顆粒膜細胞腫1例、肝
細胞癌5例、血管腫1例、悪性精巣腫瘍8例、口腔内腫瘤4例、肛門周囲腺癌14例、骨肉腫5
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例、線維肉腫9例、腺管癌10例、軟骨肉腫2例、乳腺癌56例、複合型乳腺癌26例、肺癌2例
、皮脂腺癌2例、鼻腺癌2例、肥満細胞腫37例、副腎髄質腫瘍1例、平滑筋肉腫2例、扁平上
皮癌11例、慢性リンパ球性白血病1例、未分化肉腫2例、悪性混合腫瘍2例、左肺後葉腫瘍1
例、右腋下部腫瘍1例、右前肢肘部腫瘍1例、膀胱癌（移行上皮癌）1例、転移性悪性黒色
腫3例、メラニン欠乏性悪性黒色腫1例、大腸腺癌1例、形質細胞腫1例、組織球肉腫1例、
脂肪肉腫1例、低分化肉腫1例、滑膜肉腫1例、悪性血管外膜細胞腫1例、アポクリン汗腺癌
3例、気管支腺癌1例、胚細胞腫1例、悪性線維性組織球腫1例、転移性悪性上皮腫瘍1例、
乳腺導管癌1例、血管肉腫1例、管状乳腺腺癌1例、浸潤性毛包上皮腫1例、前立腺癌1例、
軟部肉腫（紡錘形細胞腫瘍）1例、耳垢腺癌1例、多中心型リンパ腫2例、浸潤性毛包上皮
腫1例、肛門嚢腺癌1例、アポクリン腺癌1例、胃腺癌1例、精細胞腫（セミノーマ）1例、
基底細胞癌1例、血管周皮腫4例、粘液肉腫1例、皮脂腺上皮腫1例、脾臓腫瘍1例
【０３３９】
（２）ネコの癌診断
　次に担癌猫および健常猫の診断を行った。上記4種類のイヌ抗原ポリペプチドと抗ネコI
gG抗体を用いて、上記と同様にして、該ポリペプチドに特異的に反応するネコ血清中のIg
G抗体価を測定した。2次抗体は、HRP修飾抗ネコIgG抗体(PEROXIDASE-CONJUGATED GOAT Ig
G FRACTION TO CAT IgG (WHOLE MOLECULE): CAPPEL RESERCH REAGENTS社製)をブロッキン
グ溶液にて8000倍希釈して用いた。
【０３４０】
　癌診断に用いた全17検体中11検体で、摘出された腫瘍組織を用いた病理診断の結果、悪
性と確定診断がされている。本診断法による悪性判断を健常猫平均値の2倍以上とした場
合、9検体、81.8%で悪性と診断できることがわかった。
【０３４１】
実施例Ｅ－２：4種類の抗原ポリペプチドを用いた組み合わせ癌診断（２）
（１）イヌの癌診断
　参考例Ａ－２で作製したヒト組換えタンパク（配列番号４）、参考例Ｂ－２で作製した
ヒトカルメジンタンパク（配列番号１８）、実施例Ｃ－２で作製したヒトCEPの全長（配
列番号２８）または部分ポリペプチド（配列番号２８のアミノ酸配列中：１５１３番～２
３２５番、配列番号３６）、実施例Ｄ－２で作製したヒトTRIP11の全長（配列番号４７）
または部分ポリペプチド（配列番号４７のアミノ酸配列中：２３６番～１０２３番、配列
番号５５）と抗イヌIgG抗体を用いて、上記と同様にして、該タンパクまたは該ポリペプ
チドに特異的に反応する血清中のIgG抗体価を測定した。
【０３４２】
　本診断法による悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とした場合、268検体、86.2%で悪性
と診断できることがわかった。
【０３４３】
（２）ネコの癌診断
　次に担癌猫および健常猫の診断を行った。上記4種類のヒト抗原ポリペプチドと抗ネコI
gG抗体を用いて、上記と同様にして、該ポリペプチドに特異的に反応するネコ血清中のIg
G抗体価を測定した。2次抗体は、HRP修飾抗ネコIgG抗体(PEROXIDASE-CONJUGATED GOAT Ig
G FRACTION TO CAT IgG (WHOLE MOLECULE): CAPPEL RESERCH REAGENTS社製)をブロッキン
グ溶液にて8000倍希釈して用いた。
【０３４４】
　癌診断に用いた全17検体中11検体で、摘出された腫瘍組織を用いた病理診断の結果、悪
性と確定診断がされている。本診断法による悪性判断を健常猫平均値の2倍以上とした場
合、7検体、63.6%で悪性と診断できることがわかった。
【０３４５】
実施例Ｅ－３：4種類の抗原ポリペプチドを測定することによる組み合わせ癌診断（１）
　参考例Ａ－２で作製したイヌ組換えタンパク（配列番号２）、参考例Ｂ－２で作製した
イヌカルメジンタンパク（配列番号１６）、実施例Ｃ－２で作製したイヌCEPの全長（配
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列番号２６または４２）または部分ポリペプチド（配列番号２６のアミノ酸配列中：１５
１４番～２３３９番、配列番号３５）、実施例Ｄ－２で作製したイヌTRIP11の全長（配列
番号４５）または部分ポリペプチド（配列番号４５のアミノ酸配列中：２３７番～１０２
３番、配列番号５４）をマウス、ウサギに免疫し、該抗原特異的抗体を作製、取得した。
参考例Ａ,Ｂ－５,及び実施例Ｃ,Ｄ－５と同様に、このポリクローナル抗体を用いたサン
ドイッチELISA法により、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプチド自体の検出を行
った。
【０３４６】
　その結果、イヌ抗原ポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチ
ドを検出するこの手法において、本診断法による悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とし
た場合、252検体、81.0%で悪性と診断できることがわかった。ネコについても同様に、本
診断法による悪性判断を健常猫平均値の2倍以上とした場合、8検体、72.7%で悪性と診断
できることがわかった。
【０３４７】
実施例Ｅ－４：4種類の抗原ポリペプチドを測定することによる組み合わせ癌診断（２）
　参考例Ａ－２で作製したヒト組換えタンパク（配列番号４）、参考例Ｂ－２で作製した
ヒトカルメジンタンパク（配列番号１８）、実施例Ｃ－２で作製したヒトCEPの全長（配
列番号２８）または部分ポリペプチド（配列番号２８のアミノ酸配列中：１５１３番～２
３２５番、配列番号３６）、実施例Ｄ－２で作製したヒトTRIP11の全長（配列番号４７）
または部分ポリペプチド（配列番号４７のアミノ酸配列中：２３６番～１０２３番、配列
番号５５）をマウス、ウサギに免疫し、該抗原特異的抗体を作製、取得した。参考例Ａ,
Ｂ－５,及び実施例Ｃ,Ｄ－５と同様に、このポリクローナル抗体を用いたサンドイッチEL
ISA法により、担癌生体血清中に含まれる該抗原ポリペプチド自体の検出を行った。
【０３４８】
　その結果、ヒト抗原ポリペプチドを免疫原として調製した抗体を用いて抗原ポリペプチ
ドを検出するこの手法において、本診断法による悪性判断を健常犬平均値の2倍以上とし
た場合、248検体、79.7%で悪性と診断できることがわかった。ネコについても同様に、本
診断法による悪性判断を健常猫平均値の2倍以上とした場合、7検体、63.6%で悪性と診断
できることがわかった。
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