
(57)【要約】
　本発明は、結腸直腸癌の診断に関する。本発明は、結腸直腸癌の診断におけるタンパク
質 MASPの使用を開示する。本発明は、個体由来の液体試料からの、該試料中の MASPを測定
することによる結腸直腸癌の診断方法に関する。 MASPの測定は、例えば結腸直腸癌の早期
の検出または診断に用いられ得る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ａ ） 個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 を 提 供 す る 工 程 、
ｂ ） 該 試 料 と 、 マ ス ピ ン 前 駆 体 (MASP)に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と を 、 該 結 合 試 薬 と
MASPと の 間 で の 複 合 体 形 成 に 適 切 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び
ｃ ） （ ｂ ） で 形 成 し た 複 合 体 の 量 を 、 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 に 対 し て 相 関 さ せ る 工 程
を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 試 料 が 血 清 で あ る こ と を さ ら に 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 試 料 が 血 漿 で あ る こ と を さ ら に 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 試 料 が 全 血 で あ る こ と を さ ら に 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 か ら の 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 に お け る 、 マ ー カ ー 分 子 と し て の タ
ン パ ク 質 MASPの 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 か ら の 結 腸 直 腸 癌 の 早 期 診 断 に お け る 、 マ ー カ ー 分 子 と し て
の タ ン パ ク 質 MASPの 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 腺 腫 期 の CRC患 者 由 来 の 試 料 で 早 期 診 断 が 行 わ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 T i s ～ 3; N0; M0期 の CRC患 者 由 来 の 試 料 を 用 い て 早 期 診 断 が 行 わ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 か ら の 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 に お け る 、 結 腸 直 腸 癌 に 対 す る マ ー
カ ー 分 子 と し て の タ ン パ ク 質 MASPの 、 結 腸 直 腸 癌 に 対 す る 別 の マ ー カ ー 分 子 と 組 み 合 わ せ
た 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 MASPに 対 す る 少 な く と も １ つ の 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 及 び MASPの 測 定 の た め の 補 助 試 薬
を 含 む 免 疫 学 的 キ ッ ト
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 に お け る MASP(マ
ス ピ ン 前 駆 体 )タ ン パ ク 質 の 使 用 を 開 示 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 特 に 個 体 由 来 の 液 体 試 料 か
ら の 、 該 試 料 中 の MASPを 測 定 す る こ と に よ る 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 方 法 に 関 す る 。 MASPの 測 定
は 、 例 え ば 結 腸 直 腸 癌 の 早 期 の 検 出 ま た は 診 断 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 検 出 お よ び 治 療 が 発 達 し て も 、 癌 は 、 依 然 と し て 主 な 公 衆 の 健 康 の 課 題 で あ る 。 様 々 な
癌 の 中 で 、 結 腸 直 腸 癌 (=CRC)は 、 西 洋 に お い て 最 も 頻 度 の 高 い 癌 の う ち の １ つ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
癌 は 早 期 に 検 出 /診 断 で き れ ば で き る ほ ど 、 全 体 的 な 生 存 率 は よ り 良 く な る 。 こ れ は CRCに
特 に 当 て は ま る 。 癌 の 進 行 段 階 で の 予 後 は 不 良 で あ る 。 診 断 後 5年 以 内 に 、 3分 の 1を 超 え
る 患 者 が 進 行 性 の 疾 患 で 死 亡 し 、 こ れ は 5年 間 で 約 40%の 生 存 率 に 相 当 す る 。 現 在 の 治 療 は
僅 か な 患 者 を 治 療 す る の み で あ り 、 明 ら か に 疾 患 の 初 期 段 階 で 診 断 さ れ た 患 者 に 最 も 効 果
が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 公 衆 の 健 康 問 題 と し て の CRCに つ い て は 、 結 腸 直 腸 癌 の よ り 効 果 的 な ス ク リ ー ニ ン グ お
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よ び 予 防 手 段 が 開 発 さ れ る こ と が 必 須 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 、 結 腸 直 腸 癌 に 有 用 で 最 も 早 期 な 検 出 手 順 は 、 便 の 血 液 に 対 す る 検 査 ま た は 内 視 鏡
法 を 使 用 す る こ と を 含 む 。 し か し 、 便 の 血 液 が 検 出 さ れ る 以 前 に 、 重 大 な 腫 瘍 サ イ ズ が 典
型 的 に 存 在 す る こ と が 必 要 で あ る 。 癒 瘡 木 脂 ベ ー ス の 便 潜 血 検 査 で の 感 度 は 26％ 以 下 で あ
り 、 こ れ は 悪 性 病 変 を 持 つ 患 者 の 74%が 検 出 さ れ ず に い る こ と を 意 味 す る (Ahlquist, D.A.
, Gastroenterol. Clin. North Am. 26 (1997) 41-55) 。 前 癌 ま た は 癌 病 変 の 視 覚 化 は 早
期 の 検 出 に は 最 も 良 い ア プ ロ ー チ で あ る が 、 結 腸 鏡 検 査 は 高 い 費 用 、 リ ス ク 、 お よ び 複 雑
性 を 含 み 、 侵 襲 性 で あ る (Silvis, S.E.ら , JAMA 235 (1976) 928-930; Geenen, J.E.ら , 
Am. J. Dig. Dis. 20 (1975) 231-235; Anderson, W.F.ら , J. Natl. Cancer Institute 
94 (2002) 1126-1133) 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 近 年 、 非 常 に 多 数 の 、 い わ ゆ る 結 腸 特 異 的 あ る い は い わ ゆ る 結 腸 直 腸 癌 特 異 的 な 遺 伝 子
が 、 報 告 さ れ て い る 。 対 応 す る 研 究 論 文 あ る い は 特 許 出 願 の 大 多 数 は 、 異 な る 組 織 あ る い
は 近 接 す る 正 常 組 織 そ れ ぞ れ に 対 す る 結 腸 (癌 )組 織 で の RNAの 発 現 パ タ ー ン 解 析 で 得 た デ
ー タ を 基 に し て い る 。 係 る ア プ ロ ー チ は デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル mRNAデ ィ ス プ レ イ 技 術 と し て
要 約 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 mRNAデ ィ ス プ レ イ 技 術 か ら 得 ら れ る デ ー タ の 例 と し て 、 WO 第 01/96390号 が 言 及 さ れ 、
審 議 さ れ る は ず で あ る 。 200を 超 え る 単 離 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 対 応 す る ポ リ ペ プ
チ ド そ れ 自 体 、 な ら び に CRCの 検 出 に お け る そ れ ら の 使 用 を 、 本 出 願 は 記 載 お よ び 特 許 請
求 を し て い る 。 し か し 、 mRNAの レ ベ ル の 差 異 が 対 応 す る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル に 反 映 さ れ な
い の が 一 般 的 な 知 識 で あ る 。 希 少 な mRNAに コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は 非 常 に 多 く 発 見 さ れ
、 豊 富 な mRNAに コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は 検 出 さ れ 、 発 見 さ れ る の が そ れ で も な お 困 難 で
あ る こ と が 在 り 得 る 。 係 る mRNAの レ ベ ル と タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と の 間 の 相 関 性 の 欠 如 は 、
mRNAの 安 定 性 、 翻 訳 の 効 率 、 タ ン パ ク の 安 定 性 な ど の 様 な 理 由 に よ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 CRCの 診 断 で 使 用 さ れ 得 る 候 補 マ ー カ ー 分 子 を 同 定 す る た め に 、 異 な る 組 織 間 あ る い は
健 常 組 織 と 病 理 組 織 と の 間 で の タ ン パ ク の パ タ ー ン の 差 を 研 究 し て い る 近 年 の ア プ ロ ー チ
も あ る 。 Brunagel, G.ら , Cancer Research 62 (2002) 2437-2442が 、 近 接 す る 正 常 組 織
と 比 較 し て 、 CRC組 織 に お い て よ り 豊 富 に 存 在 す る ７ 個 の 核 基 質 タ ン パ ク 質 を 同 定 し た 。
個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 か ら の デ ー タ は 、 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 WO 第 02/078636号 は 、 表 面 増 強 レ ー ザ に よ る 脱 離 お よ び イ オ ン 化 (SELDI)で 発 見 し た ９
個 の 結 腸 直 腸 癌 関 連 ス ポ ッ ト に つ い て 、 報 告 し て い る 。 健 常 な 対 照 か ら 得 た 血 清 と 比 較 す
る と 、 こ れ ら の ス ポ ッ ト は CRCを 保 有 す る 患 者 か ら 得 ら れ た 血 清 に よ り 高 い 頻 度 で 発 見 さ
れ て い る 。 し か し 、 係 る ス ポ ッ ト に あ る 分 子 の 同 定 、 例 え ば そ の (そ れ ら の 配 列 )は 知 ら れ
て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 CRCの 分 野 で 、 候 補 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー の リ ス ト が 多 く 、 ま た 拡 大 す る 傾 向 に あ る に も
関 わ ら ず 、 今 日 ま で こ れ ら の 分 子 の 臨 床 /診 断 の 有 用 性 は 知 ら れ て い な い 。 臨 床 上 有 用 で
あ る に は 、 単 一 の マ ー カ ー と し て の 新 規 の 診 断 マ ー カ ー は 少 な く と も 、 当 該 分 野 で 公 知 の
最 良 で あ る 単 一 の マ ー カ ー と 同 様 に 優 れ て い る べ き で あ る 。 ま た は 新 規 の マ ー カ ー を 単 独
で 使 用 す る か あ る い は 1つ 以 上 の 他 の マ ー カ ー と の 組 み 合 わ せ で 使 用 す る か の い ず れ か の
場 合 で 、 新 規 の マ ー カ ー は 診 断 の 感 度 お よ び /ま た は 特 異 性 の 進 展 を も た ら す べ き で あ る
。 検 査 の 感 度 お よ び /ま た は 特 異 性 は 、 以 下 で 詳 細 に 記 載 す る そ の 受 信 者 動 作 特 性 で 評 価
す る の が 最 良 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 現 在 、 癌 胎 児 抗 原 (CAE)、 腫 瘍 関 連 糖 タ ン パ ク 質 の 検 出 に 基 づ い た 診 断 性 血 液 検 査 だ け
が 、 CRCの 分 野 で 診 断 を 助 け る の に 利 用 可 能 で あ る 。 CEAは 結 腸 直 腸 癌 、 胃 癌 、 お よ び 膵 臓
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癌 を 保 有 す る 患 者 か ら 得 ら れ る 組 織 試 料 の う ち 95%に お い て 、 あ る い は 乳 癌 、 肺 癌 、 お よ
び 頭 部 ま た は 頸 部 の 癌 の 大 半 で 、 増 え て い る (Goldenberg, D.M.ら , J. Natl. Cancer Ins
t.（ Bethesda）  57 (1976) 11-22) 。 上 昇 し た CEAの レ ベ ル は 悪 性 で な い 疾 患 の 患 者 で も
報 告 さ れ 、 結 腸 直 腸 癌 を 保 有 す る 多 く の 患 者 は 、 特 に 疾 病 の 早 期 の 段 階 の 間 に 、 血 清 中 で
正 常 な CEAレ ベ ル を 有 し て い る (Carriquiry, L.A.お よ び Pineyro, A., Dis. Colon Rectum
 42 (1999) 921-929; Herrera, M.A.ら , Ann. Surg. 183 (1976) 5-9; Wanebo, H.J.ら , 
N. Engl. J. Med. 299 (1978) 488-451) 。 再 発 の 検 出 時 に 血 清 ま た は 血 漿 か ら 測 定 さ れ
る よ う な CEAの 有 用 性 は 、 議 論 の 的 に な っ て い る と い わ れ て お り 、 未 だ に 広 く 受 け 入 れ ら
れ て い な い (Martell, R.E.ら , Int. J. Biol. Markers 13 (1998) 145-149; Moertel, C.
G.ら , JAMA 270 (1993) 943-947) 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 有 用 な デ ー タ を 考 慮 し て 、 血 清 の CEA測 定 法 は 、 無 症 候 性 の 集 団 に お け る 結 腸 直 腸 癌 に
対 す る ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 と し て の 使 用 を 可 能 に す る 感 度 も 特 異 性 も 持 た な い (Reynoso, 
G.ら , JAMA 220（ 1972） 361-365; Sturgeon, C., Clinical Chemistry 48 (2002) 1151-1
159) 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 全 血 、 血 清 、 ま た は 血 漿 は 、 臨 床 上 の 試 料 の う ち 、 最 も 広 く 用 い ら れ る 供 給 源 で あ る 。
信 頼 で き る 癌 の 検 出 を 可 能 に す る か 、 あ る い は 早 期 の 予 後 の 情 報 を 提 供 す る 早 期 の CRC腫
瘍 マ ー カ ー の 同 定 は 、 こ の 疾 患 の 診 断 お よ び 管 理 で 大 変 役 立 つ 診 断 ア ッ セ イ を も た ら し 得
た 。 そ れ ゆ え に 、 緊 急 な 臨 床 上 の 必 要 性 が あ り 、 血 液 か ら の CRCの 診 断 に 改 良 が な さ れ て
い る 。 疾 患 の 進 行 し た 段 階 で 診 断 さ れ る 患 者 と 比 較 し て 、 早 期 に 診 断 さ れ た 患 者 に と っ て
生 存 の 機 会 は 遥 か に 高 い の で 、 CRCの 早 期 診 断 を 改 良 す る こ と が 特 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 CRC診 断 の 助 け と な り 得 る 新 規 の マ ー カ ー が 同 定 で き る か ど う か 調 査 す る の が 本 発 明 の
課 題 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 タ ン パ ク 質 MASPの 利 用 は 、 当 該 分 野 の 現 状 か ら 既 知 の 問 題 を 少 な く と
も 部 分 的 に 克 服 し 得 る と い う こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は そ れ ゆ え に 、 ａ ） 個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 を 提 供 す る 工 程 、 ｂ ） 該 試 料 と 、
MASPに 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と を 、 該 結 合 試 薬 と MASPと の 間 で の 複 合 体 形 成 に 適 切
な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び ｃ ） （ ｂ ） で 形 成 し た 複 合 体 の 量 を 、 結 腸 直 腸 癌 の 診
断 に 対 し て 相 関 さ せ る 工 程 を 含 む 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 方 法 に 関 す る 。 好 ま し い 方 法 は 、 個 体
か ら 得 た 液 体 試 料 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 好 ま し い 本 発 明 の 態 様 は 、 ａ ） 個 体 か ら 得 た 液 体 試 料 と 、 MASPに 対 し て 特 異 的 に 結
合 す る 試 薬 と を 、 該 結 合 試 薬 と MASP間 で の 複 合 体 の 形 成 に 適 切 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程
、 お よ び ｂ ） （ ａ ） で 形 成 し た 複 合 体 の 量 を 、 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 に 対 し て 相 関 さ せ る 工 程
を 含 む 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 当 業 者 が 認 め る よ う に 、 任 意 の 係 る 診 断 は 、 イ ン ビ ト ロ で 行 う 。 患 者 試 料 は 以 後 廃 棄 す
る 。 患 者 試 料 は 本 発 明 の イ ン ビ ト ロ で の 診 断 方 法 に 対 し て 単 独 で 使 用 さ れ 、 患 者 試 料 の 物
質 は 患 者 の 体 内 に 戻 さ れ な い 。 典 型 的 に は 、 試 料 は 液 体 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 MASP(マ ス ピ ン 前 駆 体 ; Swiss-PROT: P36952)は 配 列 番 号 :1に あ る 配 列 で 特 徴
付 け ら れ る 。 ク ロ ー ン 化 し た ヒ ト マ ス ピ ン cDNAは プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の セ ル ピ ン ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー と ホ モ ロ ジ ー を 有 す る 、 42kDaの タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 抗 体 染
色 の 研 究 に よ っ て 、 マ ス ピ ン は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 中 お よ び 細 胞 膜 に 存 在 す る こ と が 示 さ
れ て い る (Zou,Z.ら , Science 263 (1994) 526-529)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
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　 ヒ ト MASP遺 伝 子 (PI5の う ち SERPINB5)は 本 来 、 mRNAの レ ベ ル で の 発 現 を 基 に サ ブ ト ラ ク
テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 正 常 乳 房 上 皮 か ら 単 離 さ れ た  (Zouら ,上 掲 )。 マ
ス ピ ン は 正 常 乳 房 上 皮 細 胞 で 発 現 し て い る が 、 大 半 の 乳 癌 細 胞 系 で は 発 現 し て い な い 。 Zo
uら (上 掲 )は そ の 発 現 に よ っ て 、 形 質 転 換 し た 細 胞 が 腫 瘍 形 成 ま た は 転 移 を 誘 導 す る 能 力
が 減 ず る と い う こ と を 示 し 、 つ ま り マ ス ピ ン 遺 伝 子 は 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー を コ ー ド し て い る
こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Bass, R.ら  (J. Biol. Chem. 277 (2002) 46845-46848) は 、 真 核 生 物 の マ ス ピ ン の 特
徴 を 述 べ 、 測 定 し た タ ン パ ク 分 解 系 の い か な る も の に 対 し て も プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 効 果 を 持
た な い と い う こ と を 見 出 し た 。 し か し 、 腫 瘍 と 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 両 方 の 移 動 は 阻 害 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
腺 腫 、 腺 癌 お よ び 転 移 性 腺 癌 の 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ っ て 、 Song, S.Y.ら (Dig
estive Diseases and Sciences 47 (2002) 1831-1835)は 、 結 腸 癌 で の マ ス ピ ン の 発 現 を
研 究 し た 。 Songら (上 掲 )が 発 見 し た マ ス ピ ン の 免 疫 反 応 は 、 細 胞 質 に 存 在 し 、 い く ら か 核
染 色 さ れ た 。 腺 腫 の ９ ０ ％ 、 腺 癌 の ７ ５ ％ お よ び 転 移 性 癌 の ４ ７ ％ よ り 多 く の 組 織 切 片 が
マ ス ピ ン に 対 し て 陽 性 に 染 色 し た 。 こ の 研 究 で は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の よ う な 定 量 的
ア ッ セ イ 系 は 使 用 さ れ て い な い と い う 限 定 を 持 っ て い た 。 近 接 す る 正 常 な 結 腸 組 織 と 比 較
し た 発 現 の レ ベ ル は 、 評 価 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
当 業 者 に 明 白 な よ う に 、 本 発 明 は 配 列 番 号 :1の 全 長 タ ン パ ク 質 MASPに 限 定 さ れ る と 解 釈 さ
れ る べ き で は な い 。 MASPの 生 理 的 お よ び 人 工 断 片 、 MASPの 二 次 的 な 修 飾 、 な ら び に MASPの
対 立 形 質 変 異 体 も ま た 同 様 に 本 発 明 で 包 括 し て い る 。 人 工 断 片 は 合 成 的 に 、 あ る い は 組 換
え 体 技 術 に よ っ て 生 産 さ れ た ペ プ チ ド を 好 ま し く は 含 ん で お り 、 ぺ プ チ ド は 少 な く と も １
つ の 診 断 目 的 の エ ピ ト ー プ を 含 み 、 配 列 番 号 :1に 開 示 さ れ る 配 列 由 来 の 少 な く と も ６ つ の
連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 係 る 断 片 は 抗 体 の 産 出 に 、 あ る い は イ ム ノ ア ッ セ イ で の 基 準 と
し て 、 有 利 に 使 用 さ れ 得 る 。 人 工 断 片 は さ ら に 好 ま し く 、 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ を
準 備 す る の に 適 切 で 重 要 な 少 な く と も ２ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 新 規 の マ ー カ ー MASPは モ ニ タ リ ン グ と 同 様 に ス ク リ ー ニ ン グ の 目
的 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 患 者 の モ ニ タ リ ン グ で 使 用 さ れ る 際 、 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 患 者 の 追 跡 に お け る 腫 瘍 の
負 荷 、 治 療 の 効 能 お よ び 腫 瘍 の 再 発 を 評 価 す る の に 役 立 ち 得 る 。 上 昇 し た MASPの レ ベ ル は
直 接 的 に 腫 瘍 の 負 荷 と 相 関 す る 。 化 学 療 法 の 後 、 MASPの 短 期 間 （ 数 時 間 ～ 14日 ） の 増 加 は
、 腫 瘍 細 胞 の 死 の 指 標 と し て 役 立 ち 得 る 。 患 者 の 追 跡 （ 3ヶ 月 ～ 10年 ） で 、 MASPの 増 加 は
腫 瘍 の 再 発 の 指 標 と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 診 断 方 法 は ス ク リ ー ニ ン グ 目 的 に 用 い ら れ る 。 つ ま り
、 MASPの レ ベ ル を 測 定 し 、 測 定 し た レ ベ ル を CRCの 有 無 に 相 関 さ せ る こ と で CRCの 事 前 の 診
断 な し に 被 験 体 を 評 価 す る の に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 結 腸 直 腸 癌 は 腺 腫 （ ポ リ ー プ ） か ら 悪 性 癌 腫 に 最 も 高 い 頻 度 で 進 行 す る 。 CRCの 種 々 の
段 階 は Dukeの 病 期 Aか ら Dに 従 っ て 分 類 化 し て 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 癌 の 病 期 分 類 は 程 度 、 進 行 、 お よ び 重 篤 度 の 観 点 に お け る 疾 患 の 分 類 で あ る 。 一 般 化 が
予 後 お よ び 治 療 の 選 択 に つ い て な さ れ 得 る こ と で 、 癌 患 者 を 分 類 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 今 日 で は 、 TNM系 が 、 最 も 広 く 使 用 さ れ て い る 解 剖 学 的 な 癌 の 程 度 の 分 類 で あ る 。 そ れ
は 、 国 際 的 に 承 認 さ れ た 、 一 様 な 病 期 分 類 系 の 代 表 で あ る 。 ３ つ の 基 本 的 な 変 数 ： T(原 発
腫 瘍 の 程 度 )、 N（ 限 局 性 リ ン パ 節 の 状 態 ） お よ び M（ 遠 隔 転 移 の 有 無 ） が あ る 。 TNMの 基 準
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は 、 UICC（ 国 際 対 癌 連 合 ） , Sobin, L.H., Wittekind, Ch. (編 ): TNM Classification o
f Malignant Tumours, 第 五 版 ,1997)に よ っ て 公 表 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 特 に 重 要 な こ と は 、 CRCの 早 期 の 診 断 は 遥 か に よ り 良 い 予 後 に つ な が る こ と で あ る 。 結
腸 直 腸 の 悪 性 腫 瘍 は 良 性 腫 瘍 つ ま り 、 腺 腫 か ら 生 ず る 。 そ れ ゆ え 、 一 番 の 予 後 は 腺 腫 期 で
診 断 さ れ る 患 者 に あ る 。 遠 隔 転 移 が 既 に 存 在 す る と き に 診 断 さ れ た 患 者 で は た っ た の 10％
の 5年 生 存 率 と 比 較 し て 、 T i s 、 N0、 M0ま た は T1～ 3； N0； M0期 ほ ど の 早 期 に 診 断 さ れ た 患
者 は 、 適 切 に 治 療 さ れ た 場 合 に は 診 断 後 5年 の 生 存 率 が 90%を 超 え る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 意 味 に お い て 、 CRCの 早 期 診 断 は 前 悪 性 状 態 （ 腺 腫 ） ま た は 少 し も 転 移 が な い
（ 近 位 ま た は 遠 位 で も な い ） 腫 瘍 期 で の 診 断 に 関 す る 。 つ ま り 、 T i s 、 N0、 M0ま た は T1～ 4
； N0； M0の 腺 腫 が 存 在 す る 。 T i s は イ ン シ チ ュ の 癌 腫 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 MASPの 検 出 は 、 腺 腫 期 ほ ど の 早 期 に CRCを 診 断 す る の に 用 い ら
れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 腸 壁 中 に ま だ 充 分 に 成 長 し て お ら ず 、 そ の た め 臓 側 腹 膜 が 穿 孔 さ れ て お ら ず 、 ま た 、 他
の 器 官 ま た は 構 造 が 侵 さ れ て も い な い と き に 、 CRCが 診 断 さ れ る の が よ り 好 ま し い 。 つ ま
り 、 診 断 は T i s ; N0; M0か ら T3; N0; M0(=T i s ～ 3; N0; M0)の 任 意 の 病 期 で な さ れ る の が よ
り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 個 体 由 来 の 液 体 試 料 を 基 に し て い る 。 当 該 分 野 の 公 知 の 方 法 と 違 い
、 MASPは 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 の 使 用 に よ っ て こ の 液 体 試 料 か ら 特 異 的 に 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 は 、 例 え ば MASPの レ セ プ タ ー 、 MASPに 結 合 す る レ ク チ ン ま た は MASP
に 対 す る 抗 体 で あ る 。 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 は 相 当 す る 標 的 分 子 に 対 し て 少 な く と も 10 7 l
/molの 親 和 性 を 持 つ 。 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 は 、 好 ま し く は そ の 標 的 分 子 に 対 し て 10 8 l/m
olの 親 和 性 あ る い は 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 10 9 l/molの 親 和 性 を 持 つ 。 当 業 者 が 認 め る よ
う に 、 用 語 特 異 的 は 、 試 料 中 に 存 在 す る 他 の 生 体 分 子 が MASPに 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 試
薬 と 実 質 的 に 結 合 を し な い と い う こ と を 示 す の に 用 い ら れ る 。 好 ま し く は 標 的 分 子 以 外 の
生 体 分 子 に 結 合 す る レ ベ ル が 標 的 分 子 の 親 和 性 の わ ず か 10%、 よ り 好 ま し く は わ ず か 5%ま
た は そ れ よ り 低 い 結 合 親 和 性 に な る 。 最 も 好 ま し い 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 は 親 和 性 と 同 様
に 特 異 性 に 対 す る 前 記 の 最 小 の 基 準 の 両 方 を 満 た す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 は 好 ま し く は 、 MASPと 反 応 す る 抗 体 で あ る 。 用 語 抗 体 は 、 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 係 る 抗 体 の 断 片 、 な ら び に 抗 体 の 結 合 ド メ イ ン を 含
む 遺 伝 子 構 築 物 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
用 語 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 係 る 抗 体 の 断 片 、 な ら び に 抗 体
の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 遺 伝 子 構 築 物 の こ と を 指 す 。 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 の 上 記 の 基 準 を
保 持 す る 任 意 の 抗 体 断 片 が 用 い ら れ 得 る 。 例 え ば 、 Tijssen（ Tijssen, P., Practice and
 theory of enzyme immunoassays 11 (1990)の 本 全 体 、 特 に 43～ 78ペ ー ジ ;Elsevier, Ams
terdam） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 抗 体 は 最 先 端 技 術 の 手 順 で 産 生 さ れ る 。 加 え て 、 当 業
者 は 、 抗 体 の 特 異 的 な 単 離 に 使 用 さ れ 得 る 免 疫 吸 着 剤 を 基 に し た 方 法 を 充 分 承 知 し て い る
。 こ れ ら の 手 段 に よ っ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 質 お よ び そ の た め 、 イ ム ノ ア ッ セ イ で そ
れ ら の 性 能 が 増 強 さ れ 得 る （ Tijssen, P., 前 掲 , 108～ 115ペ ー ジ ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 に 開 示 し た よ う な 達 成 の た め に 、 ウ サ ギ で 惹 起 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 用 い ら れ
て い る 。 し か し 明 ら か に 、 種 々 の 種 、 例 え ば ラ ッ ト ま た は モ ル モ ッ ト 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 な ら び に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 用 い ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 一 定 の 特 性
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を 持 ち 、 任 意 の 必 要 量 で 産 生 さ れ 得 る の で 、 そ れ ら は 臨 床 的 慣 例 の た め の 分 析 の 開 発 に 理
想 的 な ツ ー ル と な る 。 本 発 明 の 方 法 に お け る MASPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 お よ
び 使 用 も ま た 、 別 の 好 ま し い 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 MASPが CRCの 診 断 に 有 用 な マ ー カ ー と し て 同 定 さ れ た と い う こ と を 当 業 者 が 今 や 認 め て
い る の で 、 代 替 方 法 が 本 発 明 の 達 成 に 匹 敵 す る 結 果 に 到 達 す る よ う に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え
ば 、 抗 体 を 産 生 す る 代 替 戦 略 が 用 い ら れ 得 る 。 係 る 戦 略 は 、 特 に 、 免 疫 化 の た め の MASPの
エ ピ ト ー プ で あ る 合 成 ペ プ チ ド の 使 用 を 含 む 。 あ る い は 、 DNAワ ク チ ン 接 種 と し て も 公 知
の DNA免 疫 化 が 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 測 定 の た め に 、 個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 は 、 結 合 試 薬 MASP複 合 体 の 形 成 に 適 切 な 条 件
下 で 、 MASPに 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 発 明 の 努 力 な し に 当 業 者 は 係
る 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 を 容 易 に 同 定 し 得 る の で 、 係 る 条 件 は 明 記 さ れ る 必 要 は
無 い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に 開 示 し た 方 法 の 最 終 の 工 程 と し て 、 複 合 体 の 量 は CRCの 診 断 に 対 し て 測 定 さ れ
相 関 さ れ る 。 当 業 者 が 認 め る よ う に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 MASP複 合 体 の 量 を 測 定 す る 多 数
の 方 法 が あ り 、 全 て は 関 連 す る 教 科 書 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 、  Tijssen P., 
前 掲 , ま た は Diamandisら 編 (1996) Immunoassay, Academic Press, Boston参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 好 ま し く は 、 MASPは サ ン ド イ ッ チ 型 の ア ッ セ イ 形 式 で 検 出 す る 。 係 る ア ッ セ イ に お い て
、 一 方 で 第 一 の 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 は MASPを 捕 捉 す る の に 用 い ら れ 、 他 方 で 直 接 的 ま た
は 間 接 的 に 検 出 で き る よ う に 標 識 さ れ る 第 二 の 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 MASPは 個 体 試 料 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 か ら 測 定 さ れ 得 る と い う こ と が 驚
く べ き こ と に 見 出 さ れ て い る 。 CRCの 診 断 に お い て 、 組 織 ま た は 生 検 試 料 に マ ー カ ー MASP
を 適 用 す る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 液 体 試 料 材 料 と し て 血 清 を 用 い て 実 施 さ れ る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 液 体 試 料 材 料 と し て 血 漿 を 用 い て 実 施
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 液 体 試 料 材 料 と し て 全 血 を 用 い て 実 施
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 当 業 者 に 公 知 の 様 々 な 方 法 で 便 が 調 製 さ れ 、 液 体 試 料 を も た ら す こ と も で き る 。
便 由 来 の 係 る 液 体 試 料 も ま た 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 組 織 試 料 に 対 す る 慣 例 的 な プ ロ テ オ ミ ク ス 方 法 の 適 用 は 、 選 択 し た 組 織 に 対 す る 多 く の
潜 在 的 な マ ー カ ー 候 補 の 同 定 を も た ら す 一 方 で 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 驚 く べ き こ と に 、 体
液 試 料 中 の タ ン パ ク 質 MASPを 検 出 で き て い る 。 よ り 驚 い た こ と に 、 個 体 か ら 得 ら れ た 係 る
液 体 試 料 中 の MASPの 存 在 が 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 に 相 関 さ れ 得 る と い う こ と を 本 発 明 者 ら は 示
す こ と が で き た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 卓 越 し た 利 点 を 持 つ MASPに 対 す る 抗 体 は 確 立 し た 手 法 、 例 え ば イ ン シ チ ュ 、 生 体 組 織 検
査 、 ま た は 免 疫 組 織 学 的 手 法 で 結 腸 直 腸 癌 細 胞 を 検 出 す る 手 法 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 好 ま し く は 、 MASPに 対 す る 抗 体 は 、 定 性 的 （ MASPの 有 無 ） ま た は 定 量 的 （ MASP量 が 測 定
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さ れ る ） イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 タ ン パ ク 質 MASPの レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 、 CRCの 分 野 で 大 変 有 利 で あ る と 判 明 し た 。
そ れ ゆ え に 、 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 か ら の 結 腸
直 腸 癌 の 診 断 に お け る マ ー カ ー 分 子 と し て の タ ン パ ク 質 MASPの 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 用 語 マ ー カ ー 分 子 は 個 体 の 体 液 か ら 測 定 す る よ う な 、 被 検 体 MASPの レ ベ ル の 上 昇 が CRC
の 存 在 を 示 す と い う こ と を 示 す の に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 結 腸 直 腸 癌 の 早 期 診 断 に 新 規 の マ ー カ ー MASPを 使 用 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 MASP自 体 の 使 用 は 、 CRC診 断 の 難 題 で あ る 分 野 へ の 重 大 な 進 展 を 意 味 す る 。 M
ASPの 測 定 を 、 CEAの よ う な 他 の 公 知 の マ ー カ ー 、 ま た は 未 だ 発 見 さ れ て い な い CRCの 他 の
マ ー カ ー と 組 み 合 わ せ る こ と は 、 さ ら な る 改 良 を も た ら す 。 そ れ ゆ え に 、 よ り 好 ま し い 態
様 に お い て 、 個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 か ら の 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 に お け る 、 結 腸 直 腸 癌 の
マ ー カ ー 分 子 と し て の MASPの 、 結 腸 直 腸 癌 に 対 す る 一 つ 以 上 の マ ー カ ー 分 子 と 組 み 合 わ せ
た 使 用 に 本 発 明 は 関 す る 。 こ の 点 に お い て 、 語 句 「 一 つ 以 上 」 は 、 １ ～ １ ０ 、 好 ま し く は
1～ ５ 、 よ り 好 ま し く は ３ を 表 わ す 。 好 ま し く 選 択 さ れ る 、 MASPの 測 定 が 組 み 合 わ せ ら れ
得 る 他 の CRCマ ー カ ー は CEA、 CA 19-9、 CA 72-4,お よ び ／ ま た は CA 242で あ る 。 こ の よ う
に 、 本 発 明 の 大 変 好 ま し い 態 様 は 個 体 か ら 得 ら れ た 液 体 試 料 か ら の 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 に お
け る 、 結 腸 直 腸 癌 に 対 す る マ ー カ ー 分 子 と し て の タ ン パ ク 質 MASPの 、 結 腸 直 腸 癌 に 対 す る
一 つ 以 上 の マ ー カ ー 分 子 と の 組 み 合 わ せ で の 使 用 で あ り 、 少 な く と も 一 つ の 他 の マ ー カ ー
分 子 は 、 CEA、 CA 19-9、 CA 72-4、 お よ び CA 242か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ の よ う な 、 特 異 的 な 結 合 ア ッ セ イ の 分 野 で の 診 断 試 薬 は 、 通 常 、 キ ッ ト
の 形 態 で 最 も よ く 提 供 さ れ る 。 そ の キ ッ ト は 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と ア ッ セ イ を 行 な う の
に 必 要 な 補 助 試 薬 を 含 む 。 そ れ ゆ え に 、 本 発 明 は ま た MASPに 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 少 な
く と も 一 つ の 試 薬 と MASPの 測 定 の 補 助 試 薬 を 含 む 免 疫 学 的 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
検 査 の 正 確 度 は 、 そ の 受 信 者 動 作 特 性 (ROC)に よ っ て 記 載 す る の が 最 善 で あ る (特 に  Zweig
, M. H.お よ び Campbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577参 照 ) 。 ROCグ ラ フ は 、 観
察 し た デ ー タ の 全 体 の 範 囲 に 対 し て 判 定 基 準 を 継 続 的 に 変 化 さ せ る こ と で 生 じ る 感 度 ／ 特
異 性 対 の 全 て の プ ロ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 実 験 室 検 査 の 臨 床 的 な 性 能 は 、 そ の 診 断 の 正 確 度 ま た は 被 検 体 を 臨 床 的 に 関 連 し た サ ブ
グ ル ー プ に 正 し く 分 類 す る 能 力 に 依 存 し て い る 。 診 断 の 正 確 度 が 、 調 べ ら れ た 被 検 体 の ２
つ の 異 な る 状 態 を 正 し く 区 別 す る 検 査 能 力 を 測 る 。 係 る 状 態 は 例 え ば 健 康 お よ び 疾 患 、 ま
た は 良 性 の 疾 患 対 悪 性 の 疾 患 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 そ れ ぞ れ の 場 合 で 、 ROCプ ロ ッ ト は 感 度 対 １ -特 異 性 を プ ロ ッ ト す る こ と で 、 判 定 基 準 の
全 範 囲 に 対 す る ２ つ の 分 布 間 の 重 複 を 描 写 し て い る 。 y軸 に は 感 度 、 つ ま り 真 陽 性 分 数 ［
（ 真 陽 性 検 査 結 果 の 数 ） ／ （ 真 陽 性 の 数 ＋ 偽 陰 性 検 査 結 果 の 数 ） と し て 定 義 す る ］ が あ る
。 こ れ は 疾 患 あ る い は 状 態 の 存 在 に お け る 確 実 性 と し て も 呼 ば れ る 。 こ れ は 、 罹 患 の サ ブ
グ ル ー プ か ら の み 計 算 さ れ る 。 x軸 に は 偽 陽 性 分 数 、 つ ま り 1-特 異 性 ［ （ 偽 陽 性 結 果 の 数
） ／ （ 真 陰 性 の 数 ＋ 偽 陽 性 結 果 の 数 ） と し て 定 義 す る ］ が あ る 。 こ れ は 、 特 異 性 の 指 標 で
あ り 、 非 罹 患 の サ ブ グ ル ー プ か ら 完 全 に 計 算 さ れ る 。 真 陽 性 お よ び 偽 陽 性 分 数 は ２ つ の 異
な る サ ブ グ ル ー プ か ら 生 じ る 検 査 結 果 を 使 用 し て 完 全 に 別 々 に 計 算 さ れ る の で 、 ROCプ ロ
ッ ト は 試 料 で の 疾 患 の 有 病 率 と は 独 立 し て い る 。 ROCプ ロ ッ ト 上 の 各 点 は 特 定 の 判 定 基 準
に 対 応 す る 感 度 ／ -特 異 性 対 を 表 し て い る 。 完 全 に 差 別 化 さ れ た 検 査 （ ２ つ の 結 果 の 分 布
で 重 複 が な い ） は 、 左 上 角 を 通 る ROCプ ロ ッ ト を も ち 、 そ こ で 真 陽 性 分 数 は 1.0、 つ ま り 10
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0%（ 完 全 な 感 度 ） で あ り 、 お よ び 偽 陽 性 分 数 は 0（ 完 全 な 特 異 性 ） で あ る 。 差 別 化 の な い
検 査 に 対 す る 理 論 プ ロ ッ ト （ 2つ の 集 団 に 対 す る 結 果 の 同 一 な 分 布 ） は 左 下 角 か ら 右 上 角
に か け て の 45° 対 角 線 で あ る 。 ほ と ん ど の プ ロ ッ ト は こ れ ら ２ つ の 端 と の 間 に 入 る 。 （ RO
Cプ ロ ッ ト が 45° 対 角 線 よ り 完 全 に 下 に 入 る 場 合 、 こ れ は 「 確 実 性 」 に 対 す る 判 定 基 準 を
「 よ り 大 き い 」 か ら 「 よ り 小 さ い 」 に 逆 転 さ せ る こ と で 容 易 に 修 正 さ れ る 。 そ の 逆 も 同 じ
。 ） 定 性 的 に 、 プ ロ ッ ト が 左 上 角 に 近 く な れ ば な る ほ ど 、 検 査 の 全 体 的 な 正 確 度 は 高 く な
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 実 験 室 検 査 の 診 断 の 正 確 度 を 定 量 す る た め の あ る 好 都 合 な 目 標 は 単 一 の 数 字 に よ っ て そ
の 性 能 を 表 す こ と で あ る 。 最 も 普 遍 的 で 世 界 的 な 測 定 は ROCプ ロ ッ ト 下 の 面 積 で あ る 。 慣
例 に よ っ て 、 こ の 面 積 は 常 に 0.5以 上 で あ る （ そ う で な い 場 合 、 そ う す る た め に 決 定 規 則
を 逆 に し 得 る ） 。 値 は 1.0（ ２ つ の 群 の 検 査 値 の 完 全 な 分 離 ） と 0.5（ ２ つ の 群 の 検 査 値 の
間 で の 明 白 な 分 布 の 差 が な い ） の 間 で 変 化 す る 。 面 積 は 、 対 角 線 に 最 も 近 い 点 ま た は 90%
の 特 異 性 の 感 度 の よ う な あ る 特 定 の 部 分 の プ ロ ッ ト に 依 存 す る だ け で な く 、 プ ロ ッ ト 全 体
に 依 存 し て い る 。 こ れ は 、 ROCプ ロ ッ ト が 完 全 な も の （ 面 積 ＝ 1.0） に ど れ く ら い 近 い の か
に つ い て の 、 定 量 的 で 記 述 的 な 表 現 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 新 規 の マ ー カ ー MASPの 臨 床 的 な 有 用 性 は 、 受 信 者 動 作 特 性 曲 線 分 析 （ ROC; Zweig, M. H
．  お よ び  Campbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577） を 用 い た 確 立 し た マ ー カ ー C
EAと の 比 較 お よ び 組 み 合 わ せ で 評 価 さ れ る 。 こ の 分 析 は 、 T1～ 3; N0; M0、 更 に 進 行 し た
腫 瘍 、 つ ま り 、 T4 お よ び ／ ま た は 様 々 な 重 篤 度 の 転 移 （ N+ お よ び ／ ま た は M+） 、 お よ び
健 常 な 対 照 の そ れ ぞ れ の 患 者 か ら の 各 50サ ン プ ル か ら な る 明 確 な 患 者 の コ ホ ー ト を 基 に し
て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 確 立 さ れ た マ ー カ ー CEAの み と 比 較 し て 、 MASPの み の 測 定 を 基 に し た 診 断 方 法 は 、 曲 線
下 の 面 積 で 示 さ れ る の と 少 な く と も 同 程 度 良 い 診 断 の 正 確 度 （ 感 度 ／ 特 異 性 プ ロ フ ァ イ ル
） を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
以 下 の 実 施 例 、 参 考 文 献 、 配 列 表 お よ び 図 面 は 、 本 発 明 の 理 解 を 補 助 す る た め に 提 供 さ れ
、 本 発 明 の 真 の 範 囲 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 示 さ れ る 。 本 発 明 の 意 図 か ら 逸 脱 す る こ
と 無 く 、 示 し た 手 順 に お い て 変 更 が な さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
略 語
ABTS　 2,2'-ア ジ ノ -ジ -[3-エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン ス ル ホ ン 酸 (6)]二 ア ン モ ニ ウ ム 塩
BSA　 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
cDNA　 相 補 DNA
CHAPS　 (3-[(3-コ ー ル ア ミ ド プ ロ ピ ル )-ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-1-プ ロ パ ン -ス ル ホ ン 酸 )
DMSO　 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド
DTT　 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル
EDTA　 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
ELISA　 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 定 量 法
HRP　 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
IAA　 ヨ ー ド ア セ タ ミ ド
IgG　 免 疫 グ ロ ブ リ ン G
IEF　 等 電 点 電 気 泳 動 法
IPG　 固 定 化 pH勾 配
LDS　 ド デ シ ル 硫 酸 リ チ ウ ム
MALDI-TOF　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 イ オ ン 化 -飛 行 時 間 型 質 量 分 析
MES　 メ シ チ ル 、 2,4,6-ト リ メ チ ル フ ェ ニ ル
OD　 光 学 密 度
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PAGE　 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
PBS　 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
PI　 等 電 点
RTS　 迅 速 翻 訳 装 置
SDS　 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 1
　 潜 在 的 な 結 腸 直 腸 癌 マ ー カ ー と し て の MASPの 同 定
組 織 の 供 給 源
　 結 腸 直 腸 癌 の 潜 在 的 な 診 断 マ ー カ ー と し て 腫 瘍 特 異 的 な タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、
プ ロ テ オ ミ ク ス 方 法 を 用 い て ３ つ の 異 な る 種 類 の 組 織 の 分 析 を 行 な う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 結 腸 直 腸 癌 を 患 う 全 部 で 10人 の 患 者 に 由 来 す る 組 織 標 本 を 分 析 す る 。 各 患 者 か ら 、 ３ つ
の 異 な る 組 織 型 を 治 療 的 切 除 か ら 収 集 す る ： 腫 瘍 組 織 （ ＞ 80%腫 瘍 ） （ Ｔ ） 、 隣 接 す る 健
康 な 組 織 （ Ｎ ） お よ び 隣 接 す る 健 康 な 粘 膜 か ら 細 片 化 し た 粘 膜 （ Ｍ ） 。 後 者 ２ つ の 組 織 型
は 、 適 合 し た 健 康 な 対 照 試 料 と し て 働 く 。 組 織 を 切 除 後 す ぐ に ス ナ ッ プ 凍 結 し 、 処 理 前 に
-80℃ で 保 存 す る 。 腫 瘍 を 組 織 病 理 学 的 基 準 に よ り 診 断 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
組 織 調 製
　 0.8～ 1.2gの 凍 結 組 織 を モ ル タ ル に 入 れ 、 液 体 窒 素 で 完 全 に 凍 結 さ せ る 。 組 織 を モ ル タ
ル 中 で 粉 砕 し 、 10倍 容 積 （ ｗ /ｖ ） の 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 40mM ク エ ン 酸 Na、 5mM MgCl 2 、 1% 
Genapol X-080、 0.02%ア ジ ド Na、 Complete（ 登 録 商 標 ） EDTAフ リ ー  [Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Germany, カ タ ロ グ 番 号  1 873 580]） 中 に 溶 解 さ せ 、 続 い て Wheaton（
登 録 商 標 ） グ ラ ス ホ モ ジ ナ イ ザ ー （ 20× ル ー ズ フ ィ ッ テ ィ ン グ 、 20× タ イ ト フ ィ ッ テ ィ ン
グ ） で ホ モ ジ ナ イ ズ す る 。 3 mlの ホ モ ジ ェ ネ ー ト を １ 時 間 4500xgで ス ク ロ ー ス 密 度 遠 心 分
離 （ 10～ 60％ ス ク ロ ー ス ） に 供 す る 。 こ の 遠 心 分 離 工 程 後 、 ３ 画 分 を 得 る 。 グ ラ ジ ェ ン ト
の 上 部 の 画 分 は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 み 、 更 な る 解 析 に 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
等 電 点 電 気 泳 動 （ IEF） お よ び SDS-PAGE
　 IEFの た め に 、 3 mlの 懸 濁 液 を 12 mlの 試 料 バ ッ フ ァ ー （ 7M 尿 素 、 2M チ オ 尿 素 、 2% CHA
PS、 0.4% IPGバ ッ フ ァ ー  pH4～ 7、 0.5% DTT） と 混 合 し 、 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 試
料 を Amicon（ 登 録 商 標 ） Ultra-15装 置 （ Millipore GmbH, Schwalbach, Germany） で 濃 縮
し 、 Bio-Rad（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ （ カ タ ロ グ 番 号  500-0006; Bio-Rad Labora
tories GmbH, Muenchen, Germany） を 用 い て 製 造 業 者 の マ ニ ュ ア ル の 指 示 に 従 っ て タ ン パ
ク 質 濃 度 を 測 定 す る 。 1.5 mgの タ ン パ ク 質 試 料 に 相 当 す る 容 積 に 、 最 終 体 積 350 μ lま で
バ ッ フ ァ ー を 加 え る 。 こ の 溶 液 を 用 い て IPG条 片 pH4～ 7（ Amersham Biosciences, Freibur
g, Germany） を 一 晩 再 水 和 さ せ た 。 以 下 の 勾 配 プ ロ ト コ ル を 用 い て IEFを 行 な う ： 1.） 500
Ｖ ま で 1分 ； 2.） 3500Ｖ ま で ２ 時 間 ； 3.） 3500Vの 一 定 で 22時 間 、 82 kVhを 生 じ さ せ る 。 IE
F後 、 条 片 を -80℃ で 保 存 す る か 、 ま た は SDS-PAGEで 直 接 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 SDS-PAGEの 前 に 、 条 片 は 平 衡 バ ッ フ ァ ー （ 6M 尿 素 、 50 mM Tris/HCl、 pH8.8、 30% グ リ
セ ロ ー ル 、 2%SDS） で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 還 元 の た め に DTT（ 15分 、 ＋ 50 mg DTT/10 ml）
、 お よ び ア ル キ ル 化 の た め に IAA（ 15分 、 ＋ 235 mg ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド /10 ml） を 加 え る
。 条 片 を 12.5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に 置 き 、 1W/ゲ ル で 1時 間 、 そ の 後 17W/ゲ ル で 電
気 泳 動 に 供 す る 。 続 い て 、 ゲ ル を 固 定 し （ 50%メ タ ノ ー ル 、 10%酢 酸 塩 ） 、 Novex T M Colloid
al Blue Stainingキ ッ ト (Invitrogen, Karlsruhe, Germany, カ タ ロ グ 番 号  LC6025, 45-7
101)で 一 晩 染 色 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
結 腸 直 腸 癌 の 潜 在 的 な マ ー カ ー と し て の MASPの 検 出
　 各 患 者 を 、 ProteomeWeaver（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア （ Definiens AG, Germany, Muenc
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hen） を 用 い て イ メ ー ジ 分 析 に よ り 別 々 に 分 析 す る 。 さ ら に 、 ゲ ル の 全 て の ス ポ ッ ト を 、
ピ ッ キ ン グ ロ ボ ッ ト に よ り 切 り 出 し 、 ス ポ ッ ト に 存 在 す る タ ン パ ク 質 を MALDI-TOFマ ス ス
ペ ク ト ロ メ ト リ ー （ Ultraflex T M Tof/Tof, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany） に
よ り 同 定 す る 。 各 患 者 に つ い て 、 腫 瘍 試 料 由 来 の ４ つ の ゲ ル を 、 隣 接 す る 正 常 な お よ び 細
片 化 し た 粘 膜 組 織 由 来 の ４ つ の ゲ ル と 比 較 し 、 差 次 的 に 発 現 し た タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 独
自 の ス ポ ッ ト に つ い て 分 析 す る 。 こ の 手 段 に よ り 、 タ ン パ ク 質 MASPは 腫 瘍 組 織 中 に 特 異 的
に 発 現 す る か 、 強 く 過 剰 発 現 す る が 、 健 康 な 対 照 組 織 中 で は 検 出 さ れ な い か 、 そ れ 程 強 く
は 発 現 し な い こ と が 見 出 さ れ る 。 そ れ ゆ え 、 多 く の タ ン パ ク 質 の 中 で も と り わ け 、 結 腸 直
腸 癌 の 診 断 に 使 用 す る た め の 候 補 マ ー カ ー と し て 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
実 施 例 2
結 腸 直 腸 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 MASPに 対 す る 抗 体 の 産 生
　 結 腸 直 腸 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 MASPに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 免 疫 検 出 ア ッ セ イ
、 例 え ば 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び ELISAに よ り MASPの 血 清 お よ び 血 漿 お よ び 血
液 レ ベ ル の 測 定 に お け る 抗 体 の さ ら な る 使 用 の た め に 産 生 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
大 腸 菌 に お け る 組 換 え タ ン パ ク 質 発 現
　 MASPに 対 す る 抗 体 を 産 生 す る た め に 、 免 疫 原 を 得 る た め に タ ン パ ク 質 の 組 換 え 発 現 を 行
な う 。 発 現 は 、 RTS100発 現 系 お よ び 大 腸 菌 の 組 み 合 わ せ を 適 用 し て 行 な う 。 第 一 の 工 程 に
お い て 、 DNA配 列 を 分 析 し 、 高 収 率 cDNAサ イ レ ン ト 変 異 バ リ ア ン ト お よ び 個 々 の PCRプ ラ イ
マ ー 配 列 の 推 奨 を 「 ProteoExpert RTS E.coli HY」 系 を 用 い て 得 る 。 こ れ は 商 業 用 の ウ ェ
ブ ベ ー ス サ ー ビ ス で あ る （ www.proteoexpert.com） 。 推 奨 さ れ た プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 、
cDNAか ら 直 鎖 PCRテ ン プ レ ー ト を 産 生 す る た め 、 お よ び MASPタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の イ ン ビ ト ロ 転 写 お よ び 発 現 の た め に 「 RTS 100 E.coli Linear Template G
eneration Set, His-tag」 （ Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany, カ タ ロ グ 番
号  3186237） 系 を 使 用 す る 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 出 お よ び そ の 後 の 精 製 の た め に 、 発 現
タ ン パ ク 質 は His-tagを 含 む 。 最 良 の 発 現 バ リ ア ン ト を 同 定 す る 。 PCRか ら 発 現 お よ び 検 出
ま で の 全 て の 工 程 を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 行 な う 。 全 て の 必 要 な T7調 節 領 域 （ プ ロ モ ー
タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 お よ び T7タ ー ミ ネ ー タ ー ） を 含 む 各 々 の PCR産 物 を 、 製 造 業 者
の 指 示 に 従 っ て pBAD TOPO（ 登 録 商 標 ） ベ ク タ ー （ Invitrogen, Karlsruhe, Germany, カ
タ ロ グ 番 号  K 4300/01)に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 T7調 節 配 列 を 用 い る 発 現 の た め に 、 構 築 物
を 大 腸 菌 BL 21（ DE 3） （ Studier, F.W.ら 、 Methods Enzymol. 185 （ 1990） 60-89） に 形
質 転 換 し 、 形 質 転 換 細 菌 を タ ン パ ク 質 発 現 の た め に 1lバ ッ チ 中 で 培 養 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 His-MASP融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、 以 下 の 標 準 的 な 手 順 に 従 い Niキ レ ー ト カ ラ ム に お い
て 行 な う 。 手 短 に い え ば 、 His-MASP融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 1lの 細 菌 培 養 物
を 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 す る 。 細 胞 ペ レ ッ ト を リ ン 酸 塩 、 pH8.0、 7M 塩 酸 グ ア ニ ジ ン
、 イ ミ ダ ゾ ー ル お よ び チ オ グ リ セ ロ ー ル を 含 む 溶 解 バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し 、 続 い て Ultra-
Turrax（ 登 録 商 標 ） を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ す る 。 不 溶 性 物 質 を 高 速 遠 心 分 離 に よ っ て ペ レ
ッ ト 化 し 、 上 清 を Niキ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に ア プ ラ イ す る 。 カ ラ ム を 数 ベ ッ
ド 容 積 の 溶 解 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 続 い て リ ン 酸 塩 、 pH8.0、 お よ び 尿 素 を 含 む バ ッ フ ァ
ー で 洗 浄 す る 。 最 後 に 、 結 合 し た 抗 原 を 酸 性 条 件 下 で SDSを 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー を 用
い て 溶 出 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
MASPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
a)マ ウ ス の 免 疫 化
　 12週 齢 の A/Jマ ウ ス を 100 μ gの MASPで 腹 腔 内 に 初 回 免 疫 す る 。 6週 間 後 、 一 月 間 隔 で ２
回 の さ ら な る 腹 腔 内 免 疫 を 行 な う 。 こ の 過 程 に お い て 、 各 マ ウ ス に 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム に
吸 着 し た 100 μ gの MASPお よ び 10 9 個 の 細 菌 の 百 日 咳 菌 を 投 与 す る 。 続 い て 、 最 後 の ２ 回 の
免 疫 を 、 PBSバ ッ フ ァ ー 中 の 100 μ gの MASPを 用 い て 融 合 の ３ 日 前 お よ び ２ 日 前 に お の お の
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静 脈 内 に 行 う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
b)融 合 お よ び ク ロ ー ニ ン グ
　 a)に 従 っ て 免 疫 化 し た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を Galfre, G.お よ び Milstein, C., Methods in
 Enzymology 73（ 1981） 3-46に 従 っ て ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 す る 。 こ の 過 程 に お い て 、 免
疫 化 マ ウ ス の 約 1× 10 8 個 の 脾 臓 細 胞 を 2× 10 7 個 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ P3X63-Ag8-653、 ATCC 
CRL1580） と 混 合 し 、 遠 心 分 離 （ 300 gお よ び 4℃ で 10分 間 ） す る 。 次 い で 、 細 胞 を ウ シ 胎
仔 血 清 （ FCS） を 含 ま な い RPMI 1640培 地 で 一 度 洗 浄 し 、 50 mlコ ニ カ ル チ ュ ー ブ 中 に て 400
 gで 再 び 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 廃 棄 し 、 細 胞 沈 殿 物 を タ ッ ピ ン グ に よ り 穏 や か に 解 し 、 1 
mlの PEG（ 分 子 量 4000、 Merck、 Darmstadt） を 加 え 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 混 合 す る 。 37
℃ の 温 浴 中 で １ 分 間 の 後 、 4～ 5分 以 内 に 室 温 で FCSを 含 ま な い 5 mlの RPMI 1640を 滴 下 す る
。 そ の 後 、 10%FCSを 含 む 5 mlの RPMI 1640を 約 １ 分 以 内 に 滴 下 し 、 十 分 に 混 合 し 、 培 地 （ R
PMI 1640+10% FCS） で 50 mlに し 、 続 い て 400 xgお よ び 4℃ で 10分 間 遠 心 分 離 す る 。
沈 殿 し た 細 胞 を 、 10% FCSを 含 む RPMI 1640培 地 中 に と り 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン -ア ザ セ リ ン 選
択 培 地 （ RPMI 1640+10% FCS中 に 100 mmol/l ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 1 μ g/ml ア ザ セ リ ン ） 中
に 播 種 す る 。 100 U/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン 6を 成 長 因 子 と し て 培 地 に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 約 10日 後 、 初 代 培 養 物 を 特 異 的 抗 体 に つ い て 試 験 す る 。 MASP陽 性 初 代 培 養 物 を 蛍 光 活 性
化 細 胞 ソ ー タ ー に よ り 96ウ ェ ル 細 胞 培 養 プ レ ー ト 中 で ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ の 過 程 に お い
て 、 再 び 100 U/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン 6を 成 長 添 加 物 と し て 培 地 に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
c)細 胞 培 養 上 清 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 単 離
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 10%FCSを 含 む RPMI 1640培 地 中 に 1 mlあ た り 1× 10 5 個
の 細 胞 の 密 度 で 播 種 し 、 発 酵 槽 （ Thermodux Co., Wertheim/Main, Model MCS-104XL, 注
文 番 号  144-050） 中 で 7日 間 増 殖 さ せ る 。 1 mlあ た り 100 μ gの 平 均 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 が 培 養 上 清 中 に 得 ら れ る 。 培 養 上 清 か ら の こ の 抗 体 の 精 製 を 、 タ ン パ ク 質 化 学 に お け
る 従 来 の 方 法 （ 例 え ば 、 Bruck, C.ら 、 Methods in Enzymology 121（ 1986） 587-695に よ
る ） に よ り 行 な う 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
a)免 疫
　 免 疫 の た め に 、 1： 1の 比 の タ ン パ ク 質 溶 液 （ 100 μ g/ml タ ン パ ク 質 MASP） お よ び 完 全
な フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト の 新 鮮 な エ マ ル ジ ョ ン を 調 製 す る 。 各 ウ サ ギ を 1 mlの エ マ ル ジ
ョ ン で 1、 7、 14お よ び 30、 60お よ び 90日 に 免 疫 す る 。 血 液 を 抜 き 取 り 、 得 ら れ た 抗 MASP血
清 を 実 施 例 3お よ び 4に 記 載 さ れ る さ ら な る 実 験 の た め に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
b)カ プ リ ル 酸 お よ び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い た 連 続 沈 殿 に よ る ウ サ ギ 血 清 か ら の IgG（ 免
疫 グ ロ ブ リ ン G） の 精 製
　 １ 容 積 の ウ サ ギ 血 清 を 4容 積 の 酢 酸 バ ッ フ ァ ー （ 60 mM、 pH4.0） で 希 釈 す る 。 pHを 2 M T
ris塩 基 を 用 い て 4.5に 調 整 す る 。 カ プ リ ル 酸 （ 希 釈 試 料 の 25 μ l/ml） を 激 し い 攪 拌 下 で
滴 下 す る 。 30分 後 、 試 料 を 遠 心 分 離 （ 13,000 xg、 30分 、 4℃ ） し 、 ペ レ ッ ト を 廃 棄 し 、 上
清 を 収 集 す る 。 上 清 の pHを 2 M Tris塩 基 を 加 え る こ と に よ っ て 7.5に 調 整 し 、 濾 過 （ 0.2 
μ m） す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 上 清 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 最 終 濃 度 2 Mま で の 4 M硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 の 滴 下 に よ り 激 し
い 攪 拌 下 で 沈 殿 さ せ る 。 沈 殿 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 遠 心 分 離 （ 8,000 xg、 15分 、 4℃ ） に
よ り 収 集 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 清 を 廃 棄 す る 。 ペ レ ッ ト を 10mM NaH 2 PO 4 /NaOH、 pH7.5、 30mM NaCl中 に 溶 解 し 、 完 全
に 透 析 す る 。 透 析 物 を 遠 心 分 離 （ 13,000 xg、 15分 、 4℃ ） し 、 濾 過 （ 0.2 μ m） す る 。
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【 ０ ０ ８ １ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ IgGの ビ オ チ ン 化
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ IgGを 10mM NaH 2 PO 4 /NaOH、 pH7.5、 30mM NaCl中 に 10 mg/mlに す る
。 IgG溶 液 1 mlあ た り 、 50 μ lの ビ オ チ ン -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ DMSO中 に 3.6 mg
/ml） を 加 え る 。 室 温 で 30分 後 、 試 料 を Superdex 200（ 10mM NaH 2 PO 4 /NaOH、 pH7.5、 30mM 
NaCl） に お い て ク ロ マ ト グ ラ フ を 行 う 。 ビ オ チ ン 化 IgGを 含 む 画 分 を 収 集 す る 。 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 同 じ 手 順 に 従 っ て ビ オ チ ン 化 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ IgGの ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 化
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ IgGを 10mM NaH 2 PO 4 /NaOH、 30mM NaCl、 pH7.5中 に 10 mg/mlに す る
。 IgG溶 液 1 mlあ た り 、 50 μ lの ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-O-メ チ ル カ ル ボ ニ ル -ε -ア ミ ノ カ プ ロ
ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド  エ ス テ ル （ Roche Diagnostics, Mannheim, Germany, 
カ タ ロ グ 番 号  1 333 054） （ DMSO中 に 3.8 mg/ml） を 加 え る 。 室 温 で 30分 後 、 試 料 を Super
dex（ 登 録 商 標 ）  200（ 10mM NaH 2 PO 4 /NaOH、 pH7.5、 30mM NaCl） に お い て ク ロ マ ト グ ラ フ
を 行 う 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 化 IgGを 含 む 画 分 を 収 集 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 じ 手 順 に
従 っ て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン で 標 識 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 3
実 施 例 2で 産 生 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た ヒ ト 結 腸 直 腸 癌 組 織 に お け る MASPの 検
出 の た め の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 腫 瘍 試 料 お よ び 健 康 な 対 照 試 料 由 来 の 組 織 溶 解 物 を 実 施 例 １ 「 組 織 調 製 」 に 記 載 さ れ た
よ う に 調 製 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 SDS-PAGEお よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を Invitrogen, Karlsruhe, Germanyの 試 薬 お
よ び 装 置 を 使 用 し て 行 な う 。 試 験 す る 各 組 織 試 料 に つ い て 、 10μ gの 組 織 溶 解 物 を 還 元 NuP
AGE（ 登 録 商 標 ） （ Invitrogen） SDS試 料 バ ッ フ ァ ー に 希 釈 し 、 95℃ で 10分 間 加 熱 す る 。 試
料 を MESラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー 系 中 の 4～ 12% NuPAGE（ 登 録 商 標 ） ゲ ル （ Trisグ リ シ ン ） に
お い て 泳 動 す る 。 ゲ ル 分 離 し た タ ン パ ク 質 混 合 物 を 、 Invitrogen XCell IIT M Blot Module
（ Invitrogen） お よ び NuPAGE（ 登 録 商 標 ） ト ラ ン ス フ ァ ー バ ッ フ ァ ー 系 を 使 用 し て ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス 膜 上 に ブ ロ ッ ト す る 。 膜 を PBS/0.05% Tween-20で 3回 洗 浄 し 、 Roti（ 登 録 商 標
） -Block ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ A151.1； Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany） で
２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 一 次 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 MASP血 清 （ 実 施 例 2に 記 載
し た よ う に 産 生 ） を Roti（ 登 録 商 標 ） -Block ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー に 1： 10000で 希 釈
し 、 膜 と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 膜 を PBS/0.05% Tween-20で 6回 洗 浄 す る 。 特 異 的 に
結 合 し た 一 次 ウ サ ギ 抗 体 を PODコ ン ジ ュ ゲ ー ト ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ツ ジ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 で 標
識 し 、 0.5× Roti（ 登 録 商 標 ） -Block ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー に 10 mU/mlに 希 釈 す る 。 １
時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 膜 を PBS/0.05% Tween-20で 6回 洗 浄 す る 。 結 合 し た PODコ ン
ジ ュ ゲ ー ト 抗 ウ サ ギ 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 膜 を Lumi-Light P L U S ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 基 質 （ 注 文 番 号  2015196, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany） と イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ フ ィ ル ム に 曝 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
実 施 例 4
ヒ ト 血 清 お よ び 血 漿 試 料 中 の MASPの 測 定 の た め の ELISA
　 ヒ ト 血 清 ま た は 血 漿 中 の MASPの 検 出 の た め に 、 サ ン ド イ ッ チ ELISAを 開 発 す る 。 抗 原 の
捕 捉 お よ び 検 出 の た め に 、 抗 MASPポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 実 施 例 2参 照 ） の ア リ コ ー ト を ビ
オ チ ン お よ び ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン そ れ ぞ れ と コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 膜 96ウ ェ ル マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 10 mMリ ン 酸 塩 、 pH7.4、
1% BSA、 0.9% NaClお よ び 0.1% Tween-20中 に 10 μ g/mlの ビ オ チ ン 化 抗 MASPポ リ ク ロ ー ナ
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ル 抗 体 100 μ lと 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 プ レ ー ト を 0.9% Na
Cl、 0.1% Tween-20で 3回 洗 浄 す る 。 次 い で ウ ェ ル を 標 準 抗 原 と し て の 組 換 え タ ン パ ク 質 （
実 施 例 2参 照 ） の 連 続 希 釈 物 ま た は 患 者 由 来 の 希 釈 し た 血 漿 試 料 の い ず れ か と 2時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 MASPの 結 合 後 、 プ レ ー ト を 0.9% NaCl、 0.1% Tween-20で 3回 洗 浄 す る 。 結
合 MASPの 特 異 的 検 出 の た め に 、 ウ ェ ル を 10 mMリ ン 酸 塩 、 pH7.4、 1% BSA、 0.9% NaClお よ
び 0.1% Tween-20中 に 10 μ g/mlの ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 化 抗 MASPポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 100 μ lと 6
0分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 未 結 合 抗 体 を 除 去 す る た め に プ レ ー ト を 3回 洗 浄 す る
。 次 の 工 程 で 、 ウ ェ ル を 10 mMリ ン 酸 塩 、 pH7.4、 1% BSA、 0.9% NaClお よ び 0.1% Tween-20
中 に 20 mU/mlの 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン PODコ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Roche Diagnostics GmbH, Mannhei
m, Germany, カ タ ロ グ 番 号  1633716） と 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 続 い て 、 プ レ ー ト を
同 じ バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 す る 。 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 検 出 の た め に 、 ウ ェ ル を 100 μ lの ABT
S溶 液 （ Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany, カ タ ロ グ 番 号  11685767） と イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 ODを ELISAリ ー ダ ー で 405 nmに て 30～ 60分 後 に 測 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
実 施 例 5：
診 断 の 正 確 度 の 点 か ら 臨 床 的 有 用 性 を 評 価 す る た め の ROC分 析
　 正 確 度 を 、 十 分 に 特 徴 づ け ら れ た 患 者 コ ホ ー ト 、 す な わ ち 結 腸 内 視 術 を 受 け 、 腺 腫 ま た
は CRCを 有 さ な い と 判 明 し た 50人 の 患 者 、 診 断 さ れ CRCの T i s -3、 N0、 M0に 病 期 分 類 さ れ た 5
0人 の 患 者 、 お よ び 少 な く と も 一 つ の 近 傍 リ ン パ 節 に 少 な く と も 腫 瘍 浸 潤 を 有 す る か ま た
は よ り 重 篤 な 形 態 の 転 移 を 有 す る 進 行 し た CRCと 診 断 さ れ た 50人 の 患 者 そ れ ぞ れ か ら 得 ら
れ た 個 々 の 液 体 試 料 を 分 析 す る こ と に よ り 評 価 す る 。 市 販 の ア ッ セ イ （ Elecsys（ 登 録 商
標 ） Systemsイ ム ノ ア ッ セ イ ア ナ ラ イ ザ 用 の Roche Diagnostics, CEA-ア ッ セ イ （ カ タ ロ グ
番 号  1 173 1629） に よ り 測 定 さ れ る CEAお よ び 上 記 の よ う に 測 定 さ れ る MASPは 、 こ れ ら 個
体 の 各 々 か ら 得 ら れ た 血 清 中 で 定 量 す る 。 ROC分 析 を Zweig, M. H.お よ び Campbell, 前 出
に 従 っ て 行 な う 。 T i s -3、 N0、 M0群 の 患 者 と 健 康 な 個 体 と を 区 別 す る た め の 判 別 能 力 は 、
曲 線 下 面 積 に よ り 測 定 さ れ る よ う に 、 確 立 さ れ た マ ー カ ー CEAと 比 べ て 少 な く と も MASPに
つ い て 良 好 で あ る こ と が 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 予 備 デ ー タ は 、 MASPが ま た 手 術 後 の 患 者 の 追 跡 に 非 常 に 有 用 で あ り 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 腫 瘍 試 料 を 負 荷 し た 2Dゲ ル （ 左 側 ） 、 お よ び 隣 接 す る 健 康 な 粘 膜 か ら 得 た
対 応 対 照 試 料 を 負 荷 し た ゲ ル （ 右 側 ） の 典 型 的 な 例 を 示 す 。 MASPの 見 か け の 分 子 量 お よ び
等 電 点 は 、 そ れ ぞ れ 約 40 kDお よ び 5.98の 理 論 値 に 相 当 す る 。 こ れ ら の ゲ ル の 拡 大 部 分 に
あ る 円 は 、 タ ン パ ク 質 MASPの 位 置 を 示 す 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 健 康 な 粘 膜 に は 同 じ 方 法 で
検 出 で き な か っ た 。
【 図 ２ 】 図 2は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 典 型 的 な 例 を 示 す 。 ゲ ル は 、 4人 の 患 者 （ 被 験 体 36：
直 腸 癌 （ 癌 ） 、 デ ュ ー ク ス Ｂ ； 被 験 体 37： 直 腸 癌 、 デ ュ ー ク ス Ａ ； 被 験 体 39： 結 腸 癌 、 デ
ュ ー ク ス Ａ ； お よ び 被 験 体 40： 結 腸 癌 、 デ ュ ー ク ス Ｂ ） 由 来 の 結 腸 直 腸 腫 瘍 組 織 お よ び 隣
接 し た 健 康 な 対 照 組 織 の 組 織 溶 解 産 物 を 負 荷 さ れ た 。 試 料 中 の MASPの 存 在 は 、 ウ サ ギ の ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 MASP血 清 を 用 い て 試 験 さ れ た 。 腫 瘍 溶 解 産 物 を 含 む レ ー ン を 「 Ｔ 」 、 正 常
対 照 組 織 を 含 む レ ー ン を 「 Ｎ 」 で 示 す 。 標 準 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 含 む マ ー カ ー レ ー ン は 「
Ｍ ａ 」 と 示 す 。 異 な る 濃 度 で 組 み 換 え MASPを 含 む レ ー ン は 「 300」 、 「 1000」 お よ び 「 300
0」 と 示 す 。 矢 印 は ゲ ル 中 の MASPバ ン ド の 位 置 を 示 す 。 全 て の 腫 瘍 試 料 は MASPの 位 置 で 強
い シ グ ナ ル が で て お り 、 一 方 、 隣 接 し た 正 常 対 照 組 織 由 来 の 溶 解 産 物 中 に は 弱 い シ グ ナ ル
し か 検 出 で き な い 。 結 腸 直 腸 癌 患 者 由 来 の 腫 瘍 組 織 に お け る MASPの こ の 強 い 過 剰 発 現 は 、
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試 験 さ れ た 患 者 13人 中 13人 で 認 め ら れ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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