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(57)【要約】
悪性の胆管－膵臓系疾患のための診断手段としてのトリ
プシン活性化ペプチド。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  トリプシン活性化ペプチドの使用であって、該トリプシン活

性化ペプチドを、悪性の胆管－膵臓系疾患を診断するために使用することを特徴

とする、トリプシン活性化ペプチドの使用。

    【請求項２】  以下に記載する癌腫、すなわち：膵臓癌、胆嚢癌、胆管癌お

よび十二指腸乳頭癌のうちの１つを診断する、請求項１に記載のトリプシン活性

化ペプチドの使用。

    【請求項３】  トリプシン活性化ペプチドの使用であって、該トリプシン活

性化ペプチドを、炎症性の胆嚢疾患または胆管疾患、または十二指腸乳頭炎を診

断するために使用することを特徴とする、トリプシン活性化ペプチドの使用。

    【請求項４】  トリプシン活性化ペプチドの使用であって、該トリプシン活

性化ペプチドを、胆管－膵臓系疾患の良性又は悪性を判断するために使用するこ

とを特徴とする、トリプシン活性化ペプチドの使用。

    【請求項５】  トリプシン活性化ペプチドを定量検出する、請求項１から４

までのいずれか１項に記載のトリプシン活性化ペプチドの使用。

    【請求項６】  血液、尿または胆汁中で検出を行う、請求項１から５までの

いずれか１項に記載のトリプシン活性化ペプチドの使用。

    【請求項７】  前記トリプシン活性化ペプチドを免疫学的に定量化する、請

求項６に記載のトリプシン活性化ペプチドの使用。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、胆管－膵臓系疾患、特に癌腫を診断する方法に関し、独国特許出願

第１０００４９１９号の優先権を主張する。この独国特許出願明細書の内容を引

用する。

      【０００２】

  いわゆる胆管－膵臓系(bilio-pankreatisches System)の器官、つまり、膵臓

、胆管を有する胆嚢、ならびに肝臓と胆嚢とから延びる総胆管と、膵臓から十二

指腸内に延びる膵管との連結開口としての十二指腸乳頭は、胚形成中に十二指腸

原基の発芽から共通に発生する。このような器官において悪性腫瘍が発生するお

それがある。この悪性腫瘍は、発生率の増加に伴い、しばしばヒトの死亡原因と

なる。悪性腫瘍新形成による死亡例の四位は膵臓癌に起因する。膵臓癌について

は新生児において発表されているが、典型的にはこの腫瘍は高齢者の疾患である

（７，８）。図１は、膵臓癌の発生率の特徴的な年齢分布を示す。胆管癌はなお

も、癌疾患に起因する死亡例の５番目の原因とみなされている。

      【０００３】

  十二指腸乳頭癌を除いて、胆管－膵臓系の癌腫は、これらが特異症状、例えば

一般的な能力低下、体重減少、または無痛症状（例えば無痛黄疸）といった症状

が少ないので、後になって初めて診断可能となり、ひいては後になって初めて認

識される、という点で共通している。これに対して十二指腸乳頭癌は早期に認識

することができる。十二指腸乳頭癌のこのような例外的位置は、十二指腸乳頭が

、露出された解剖学的位置にあることに起因する。この十二指腸乳頭は、腫瘍が

形成されると早期症状を発生させ、ひいては、迅速な診断とより良い診断を可能

にする。胆管－膵臓系のその他の癌腫の場合、診断時点がより遅く、大抵の場合

僅かな患者にしか治癒可能な手術を行うことができない。この場合、この診断時

点では、膵臓癌患者の５～２０％しか、また、胆管癌患者の３０％しか手術する

ことができない（９）。胆嚢癌の２０％しかその成長が診断時点でこの器官に限

定されていないので、やはり患者の２０％しか治癒可能な手術を受けることがで

きない。
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      【０００４】

  治癒可能な手術後でさえ、患者が生き延びるチャンスは僅かである。この場合

手術後最初の５年間における胆嚢癌患者の生存率は５％未満である。胆管癌の場

合、５年間生存率は０～５８％である。

      【０００５】

  手術による腫瘍除去（腫瘍切除）が現在、ただ１つの治癒可能な治療であるの

で、癌の腫瘍早期発見（いわゆるスクリーニング）に本質的に重要である。しか

しこのことは、既に述べたように、症状が非特異的または無痛であることにより

極めて困難である。膵臓癌の腫瘍早期発見の場合、さらに、膵臓癌と慢性膵炎と

の区別が困難である。それというのは両膵臓疾患は似たような臨床症状を示すか

らである。手術および病理組織学的検査の後でさえ、区別がつかないことがしば

しばあり、更なる臨床経過（死亡／生存）によってしか判断できない。

      【０００６】

  さらに価値判断(Dignitaetsbeurteilung)、すなわち炎症性の良性膵臓疾患と

悪性膵臓疾患とを区別することは、慢性膵炎と膵臓腫瘍の病因との間に推測され

る因果関係（ただしまだ最終的には確認されていない）により、重要である。こ

の場合、研究によって、遺伝的な膵炎は５３の標準的な変性リスク率をはらんで

いることが判っている。

      【０００７】

  胆管－膵臓系のその他の癌腫の病因も、慢性炎症によって促進されると推測さ

れる。この場合胆管または胆嚢癌は、しばしば慢性炎症性大腸疾患（潰瘍性大腸

炎）と関連する。さらに、悪性腫瘍患者の８０％超が胆石を患う。この胆石もま

た、慢性炎症を引き起こすことがある。

      【０００８】

  膵臓癌を出来る限り早期に発見するために、腫瘍マーカー、例えばＣＡ１９－

９、ＣＡ２４２、ＣＥＡ、ＣＡ７２－５、ＣＡ１２５またはＣＡ５０の血液分析

を行うことが周知である。このようなテストは最大８０％の感度と、最大９０％

の特異性とを有することができる。しかし、従来の腫瘍マーカー分析の感度は、

黄疸を伴って生じる他の疾患によって、不都合に影響される（３～５）。さらに
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、所定の血液型抗原（つまりルイス血液型抗原ａ）が欠如すると、従来最も使用

されている腫瘍マーカーＣＡ１９－９が検出できない（６）。

      【０００９】

  早期診断を改良するための別のアプローチは、薄層コンピュータ断層撮影法ま

たは内視鏡超音波検査、すなわち体内での超音波の使用に基づく。しかしこのこ

とは診断の確認および手術の評価にしか貢献せず、適切なスクリーニング法では

ない。既に疾患を識別された患者の多施設研究においてさえも、早期発見のため

も推奨手段は導き出されなかった（２）。

      【００１０】

  本発明の課題は、胆管－膵臓系の癌腫の早期発見のための方法を提供すること

である。

      【００１１】

  この課題は、請求項１に記載の方法により解決される。好ましい別の実施態様

は、対応する請求項２以下に記載されている。

      【００１２】

  本発明の根底にある思想は、トリプシノーゲンを活性化するペプチド（以下Ｔ

ＡＰ）を体液中で定量することを介して、胆管－膵臓系の悪性腫瘍を検出するこ

とである。これによれば、本発明の方法は、胆管－膵臓系癌腫のためのマーカー

として作用するＴＡＰ濃度上昇の機能に基づいており、ひいてはＴＡＰ濃度の上

昇と悪性腫瘍との関連を前提としている。

      【００１３】

  胆管－膵臓系の悪性癌腫とＴＡＰ濃度の上昇との関係は、標準的な当業者に従

来認識されていなかったばかりか、部分的にははっきりと否定された。それとい

うのはこのような関係は、ほぼ一世紀前から一般に認められているとみなされる

、膵臓癌の病因に関する当該理論と、以下の理由から相容れないように見えるか

らである。

      【００１４】

  膵臓には、後で小腸内でタンパク質およびポリペプチドを酵素分解するために

、タンパク質分解酵素トリプシンの不活性前段階（チモーゲン）として、トリプ
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シノーゲンが形成される。トリプシノーゲンは膵管を介して、胆嚢と肝臓とから

延びる総胆管との共通の開口で、十二指腸に分泌される。トリプシノーゲンのト

リプシンへの活性化は、腸粘膜で産出される加水分解活性エンテロキナーゼ（エ

ンテロペプチダーゼ）によって行われる。

      【００１５】

  トリプシノーゲンの加水分解によって、トリプシンの他にテトラ－Ｌ－アスパ

ルチル－Ｌ－リシンが生じる。テトラ－Ｌ－アスパルチル－Ｌ－リシンは、トリ

プシノーゲンを活性化するその特性により、「トリプシノーゲン活性化ペプチド

」（ＴＡＰ）と呼ばれる。これは、０．６０６ＫＤａの分子量を有するペンタペ

プチドである。このペンタペプチドには、重篤な急性壊死性膵炎発生時には、以

下のような役割が与えられる。

      【００１６】

  胆石排出時には、小さな胆石が胆嚢から胆管に移動し、十二指腸乳頭、つまり

胆汁および膵臓分泌物のための連結開口で引掛かる。すなわち、十二指腸への分

泌開口が閉鎖される。このような閉鎖は、従来の考えによれば、滞留した胆汁の

膵臓内への逆流を引き起こす（１４）。膵臓内には、不活性酵素前段階、つまり

トリプシノーゲンがほぼ不活性の形で留まっている。しかし胆汁中に含有されて

いるアミラーゼおよびリパーゼが、やはり浮腫性膵炎の病像を発生させる。酵素

が不活性前段階にあるとはいえこれが活性化される場合は、すなわち、チモーゲ

ン活性化の場合には、重篤な急性壊死性膵炎が生じる。

      【００１７】

  このようなモデルに基づいて、米国特許第４，９４８，７２３号明細書から公

知の、浮腫性膵炎および壊死性膵炎とを区別するための方法が開発された。この

方法は、体液中のＴＡＰの免疫学的検出に基づいている。ＴＡＰは浮腫性膵炎の

場合には存在せず、これに対して壊死性膵炎の場合には、比較的大量のＴＡＰが

検出される。

      【００１８】

  従って、従来一般に認められているこのようなモデルでは、急性膵炎は、胆汁

の膵臓内への逆流に帰せしめられる。膵炎はチモーゲン活性化を伴う場合がある
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。従って、チモーゲン活性化と、胆嚢および胆管の炎症ならびに対応癌腫の病因

との関連は排除される。それというのは、このモデルによれば、チモーゲンを含

有する胆汁はこれらの器官とは接触しないからである。同じことが十二指腸乳頭

癌にも当てはまる。

      【００１９】

  さらに、この理論によれば、膵臓癌の発生が、膵臓内に含有されたチモーゲン

の活性化を伴わないことが想定される。従って、活性トリプシンおよびＴＡＰに

至るトリプシノーゲンの加水分解も膵臓癌とは関係しない。

      【００２０】

  この公知のモデルに基づいて、ＴＡＰが胆管－膵臓系癌腫の存在を指示するイ

ンジケータとして適するという考えを引き出すことはできない。従って本発明に

よる教示内容は先ず、長い間一般に認められていた理論から離れることを前提と

する。

      【００２１】

  前記理論に対して、本発明による教示内容は、十二指腸乳頭が閉鎖すると膵臓

分泌物が胆管内に逆流し、従来考えられていたように、専ら胆嚢分泌物が膵臓内

に流入するのではないという想定から出発する。腸肝循環によって、胆汁にはエ

ンテロキナーゼが含有されている。このエンテロキナーゼは、トリプシノーゲン

を活性化し、ひいてはＴＡＰを放出することができる。従って活性化された膵酵

素は、胆嚢内および胆管内で炎症を引き起こすことがある。この炎症は健康な細

胞を局部的に損傷する。その結果、炎症を起こした細胞は悪性細胞に変化して、

これにより胆管、胆嚢および十二指腸乳頭部位に悪性腫瘍が発生する場合がある

。

      【００２２】

  このような新しいモデルによって、膵臓癌の発生を推論することもできる。そ

の基礎となるのは、胆管系内の圧力が通常、膵臓の分泌管内の圧力よりも高いと

いう現象である。このことは胆管の筋系がより強いことによって根拠付けられて

いる。十二指腸乳頭部位が狭まるかまたは閉じると、膵臓の管系に一時的により

高い圧力が生じることがある。それというのは、この器官には、肝臓内で形成さ
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れた胆汁（８００ｍｌ／ｄｉｅ）と比べて、約四倍の３０００ｍｌの分泌物が毎

日生じるからである。このような状態において、トリプシノーゲンは胆管内に達

し、そこで活性化され、再び－いまや活性の形で－膵臓内に戻ることが可能であ

る。この膵臓では、先ずタンパク質分解障害が引き起こされ、その結果細胞が悪

性細胞に変化することがある。

      【００２３】

  従って、胆嚢、胆管および十二指腸乳頭の炎症を診断することの他に、本発明

による方法は、胆管－膵臓系癌腫の高特異的かつ高感度の診断を可能とする。こ

れらの癌腫は他の胆管－膵臓系疾患、例えば炎症と明確に区別することができる

。従って、本発明による教示内容は、癌腫の早期発見およびこれに応じて早期の

手術による処置を可能にする。

      【００２４】

  さらに、本発明による方法によって、好ましくは胆管－膵臓系癌腫を他の胃腸

癌腫と区別することもできる。

      【００２５】

  ＴＡＰの定量化は、定量固相イムノアッセイにおいて免疫学的な検出を介して

行われることが好ましい。他の生化学的または物理的な定量検出法も適している

。

      【００２６】

  そのＴＡＰ含量に関して検査しようとする患者サンプルを、多数の体液から取

り出すことができる。例えば、血液、胆汁または尿から成るサンプルが適してい

る。このような可能性は特に低分子量のＴＡＰにも起因する。つまりこのＴＡＰ

は、特に胆管部位に滞留（うっ血）が生じたときに血管内に移動することができ

る。血液からこのＴＡＰは腎臓でろ過され、従って簡単に尿から検出される。

      【００２７】

  実施例

  １．患者

  １９９９年７月から１９９９年１１月まで、連続して胆嚢摘出を受けた４４人

の患者の胆汁を分析した。患者は以下の疾患を有していた：
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膵臓癌；ｎ＝１３（３０％）

胆管癌；ｎ＝１（２％）

十二指腸乳頭癌；ｎ＝２（５％）

慢性胆石症；ｎ＝１４（３２％）

急性胆石症；ｎ＝２（５％）

慢性膵炎；ｎ＝６（１３％）

胆石症を同時に有する他の腫瘍疾患；ｎ＝６（１３％）

  従って全部で、胆管－膵臓系癌腫を有する１６人の患者について検査した。

      【００２８】

  第７番目に記載した患者は消化器系の悪性疾患を患ってはいるが、しかしその

腫瘍は胆管－膵臓系には局在化していなかった。

２．サンプル採取

  ＴＡＰを検出するために、手術により除去された胆嚢から、胆汁を手術時に吸

引した。このために、１８Ｇ穿刺針を使用した。これらのサンプルを取り出し後

最初の２時間以内に、１０分間３０００Ｇで遠心分離し、これにより、生体細胞

、例えば白血球または上皮細胞を分離した。等分したサンプルを試験まで、－８

０℃で保管した。胆嚢サンプルを病理学的現象に関して、巨視的および微視的に

検査した。以下の試験に関しては、腫瘍を有さない胆嚢だけを使用した。

      【００２９】

  結果を手術中の所見および組織病理学的結果と関連付けた。

３．ＴＡＰの定量化

  この試験のために、アイルランド国ダブリン、Biotrin International Ltd.社

の商業的に入手可能なＴｅｓｔ  ＴＡＰＫＩＴを使用した。このキットは、米国

特許第５，３５６，７８１号明細書から公知であり、この明細書を並行独国特許

出願公開第３７８９５８４号明細書と共に、開示の目的でその全体を本明細書中

に引用する。

      【００３０】

  ＴＡＰを定量化するためのＴｅｓｔ  ＴＡＰＫＩＴは、定量固相酵素イムノア

ッセイである。このイムノアッセイは、抗ＴＡＰ抗体における遊離ペプチドと固
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定化ペプチドとの間の競合的結合に基づいている。使用する抗体は、ＴＡＰのカ

ルボキシ末端に対して特異性を有し、アミノ末端を介してチログロブリンにカッ

プリングしたＴＡＰで、イエウサギを免疫化することによって生じさせた。

      【００３１】

  サンプル中に含有されたＴＡＰを、支持体分子を介して固相（プレート)に固

定化し、ビオチン化ＩｇＧおよびストレプトアビジン－ホースラディッシュ－ペ

ロキシダーゼ添加物を有するイエウサギ抗ペプチド抗体とともにインキュベート

した。次いで、テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）でプレートを発色させ、ＴＡ

Ｐ濃度を定量化した。その結果生じた色強度は、サンプル中のＴＡＰ量に対して

間接的に比例する。

      【００３２】

  上述の測定域は０．４５～１０００ｎＭである。元のサンプル中のＴＡＰ含量

がこれらの測定域を超える場合には、サンプルを稀釈した。

４．結果

  胆汁中のＴＡＰは、胆管－膵臓系の癌腫に相応して明白により高い濃度を有す

る。

      【００３３】

    【表１】
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      【００３４】

    【表２】
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      【００３５】

  これらの結果を図２～５に示す。

      【００３６】

  図２は、ＴＡＰ－胆汁濃度の線形分布を示す図である。

      【００３７】

  図３は、ＴＡＰ－胆汁濃度の対数（ｌｏｇ１０）分布を示す図である。

      【００３８】

  図４は、ＴＡＰ－胆汁濃度分布を線形で示す図である。
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      【００３９】

  図５は、ＴＡＰ－胆汁濃度分布を対数（ｌｏｇ１０）で示す図である。

      【００４０】

  これらの結果の統計学的評価において、患者数が僅かであるにもかかわらず、

胆管－膵臓系の悪性疾患と良性疾患との群比較に対して極めて有意な差異を示す

ことができる。非パラメトリック分析のためのマン－ホイットニーテストは、Ｐ

値＞０．０００１を示した。同様に、ガウス分布が存在しないにもかかわらず、

不対ｔ検定の結果は極めて有意であった。さらに双方向ＡＮＯＶＡテストも、２

つの異なる群を極めて有意に識別した。

      【００４１】

  この結果において、急性の胆嚢炎(Cholecystitis)の患者群にただ１つの偽陽

性の値が見られる。しかしこのような疾患は胆管－膵臓系の癌腫とは臨床的に明

らかに区別されるので、このような偽陽性の結果は、本発明の方法の適用可能性

にとって、実際には重要性を有さない。さらに、この偽陽性の結果は、胆嚢の急

性炎症の枠内では、胆嚢の管系におけるＴＡＰの値が、例えば胆石症において生

じるような慢性炎症の場合よりも高いことを示唆する。しかしまさにこのことこ

そ、逆流に起因する胆管障害の仮説を証明することになる。

      【００４２】

  実際には、偽陽性の結果の発生は、カットオフ値を高めること（この例では１

００ｎＭに高める）ことにより、回避することができる。こうすることにより、

悪性腫瘍の診断範囲において、良性疾患の患者はいなくなるので、この方法の特

異性は１００％となる。

      【００４３】

  この実施例の場合、テストの感度は９３．７５％である。すなわち、腫瘍を患

っていると認識された患者は実際に、このような悪性腫瘍を有している。このよ

うな結果は従来より開示されている他の腫瘍マーカー検査の結果全体を凌ぐ。

      【００４４】

  同様にこの結果は、膵炎と膵臓癌とを区別することに対する、本発明による方

法の適性を示している。癌腫（ｎ＝１３、範囲８３．６９～５１３３ｎＭ）の患
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者群は、慢性膵炎（ｎ＝６；範囲０．００８０～２２．３７ｎＭ）における５．

６８４ｎＭに対して、１４１０ｎＭという２５０倍近く高いＴＡＰ中間値を有し

ている。従ってこれら両疾患に対する感度を明白に分けることができた。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年８月２７日（２００２．８．２７）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  トリプシン活性化ペプチドの使用であって、該トリプシン活

性化ペプチドを、胆管－膵臓系の癌腫、特に膵臓癌、胆嚢癌、胆管癌または十二

指腸乳頭癌を検査するために使用することを特徴とする、トリプシン活性化ペプ

チドの使用。

    【請求項２】  トリプシン活性化ペプチドの使用であって、該トリプシン活

性化ペプチドを、炎症性の胆嚢疾患または胆管疾患、または十二指腸乳頭炎を検

査するために使用することを特徴とする、トリプシン活性化ペプチドの使用。

    【請求項３】  良性又は悪性疾患の特徴を評価するための、請求項１または

２に記載のトリプシン活性化ペプチドの使用。

    【請求項４】  トリプシン活性化ペプチドを定量検出する、請求項１から３

までのいずれか１項に記載のトリプシン活性化ペプチドの使用。

    【請求項５】  前記トリプシン活性化ペプチドを免疫学的に定量化する、請

求項４に記載のトリプシン活性化ペプチドの使用。

    【請求項６】  血液、尿または胆汁中で検出を行う、請求項１から５までの

いずれか１項に記載のトリプシン活性化ペプチドの使用。
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