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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
・膵臓特異的リボヌクレアーゼ１を認識する抗体（ａ）、
・抗体（ａ）とは異なる部位で膵臓特異的リボヌクレアーゼ１を認識する抗体（ｂ）、及
び
・試料、
を接触させ、ここで試料は血清であり、抗体（ａ）及び（ｂ）と複合体を形成した膵臓特
異的リボヌクレアーゼ１を測定し、その値が、予め病期が決定されている膵臓癌患者血清
を用いて測定しその病期ステージＩＩＩ以下と病期ステージＩＶとに分けた場合に最も検
出精度が良くなるよう設定したカットオフ値よりも高い値を示した場合に病期ステージＩ
Ｖの膵臓癌とすることを特徴とする、病期ステージＩＶの膵臓癌の検出方法。
【請求項２】
・膵臓特異的リボヌクレアーゼ１を認識する抗体（ａ）、及び
・抗体（ａ）とは異なる部位で膵臓特異的リボヌクレアーゼ１を認識する抗体（ｂ）、
を有することを特徴とする、病期ステージＩＶの膵臓癌検出用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、膵臓癌の検出方法及び検出用キットに関する。より詳しくは、試料中の膵臓
特異的リボヌクレアーゼ１（以下、リボヌクレアーゼ１を「ＲＮａｓｅ　１」と称する）
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を免疫学的手法により測定することによる膵臓癌の検出方法及び検出用キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　膵臓癌は、早期発見の難しい癌の１つである。非特許文献１によれば、血清中のリボヌ
クレアーゼ酵素活性を測定すると、膵臓癌患者から得られた血清中では酵素活性が増加し
ていることを示しており、他の臓器癌患者から得られた血清中のリボヌクレアーゼ酵素活
性に比べて高い値を示すことが、報告されている。一方で、非特許文献２によれば、血清
中のリボヌクレアーゼ酵素活性を測定すると、非特許文献１と同様に膵臓癌患者から得ら
れた血清中では酵素活性が増加していることが報告されているが、他の臓器癌患者から得
られた血清中の酵素活性も増加しているため、膵臓癌を明確に区別できなかったと報告さ
れている。以上の文献は、両者とも酵素活性を測定しており、酵素活性を持つ酵素自体を
明確に特定していないが、基質特異性などの特徴から血清中のリボヌクレアーゼが、膵臓
由来の酵素と同一であると結論づけている。両文献の酵素活性測定の結果において、癌の
組織特異性に関して異なる結果が示されたことは、リボヌクレアーゼ酵素活性測定による
癌の検出は、確実性に欠く手法であることを示唆している。
【０００３】
　特許文献１では、膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を認識する抗体による免疫学的測定法によ
って、各種癌由来培養細胞の培養上清に分泌された膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１の量を測定
する例が示されている。膵臓癌由来細胞から膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１が検出され、胃癌
および肺癌由来細胞株の培養上清中には膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１が検出されなかったと
いう結果をもって、膵臓癌の検出が可能であるとしている。また、膵臓癌由来細胞ではな
いヒト臍帯血管内皮細胞株ＨＵＶＥＣからも膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１が検出されること
が示されている。非特許文献１および２の結果によれば、健常者の血清中にもリボヌクレ
アーゼ活性が検出されることから、膵臓由来正常細胞も膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を分泌
している可能性があることは推定されるにも関わらず、特許文献１には膵臓由来正常細胞
の測定例は示されていない。さらには、非特許文献３によると膵臓癌由来培養細胞であっ
ても、膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を分泌しない細胞も存在していることが明らかである。
よって特許文献１に提示された方法は、当時の公知事実から判断して、膵臓特異的ＲＮａ
ｓｅ　１を分泌する培養細胞を検出する方法を提供しているに過ぎず、体外診断薬のよう
な医学的な見地にのっとった膵臓癌の検出方法については何ら開示・示唆はない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開２０１０－１８０１７４号公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　７３，　
２３０８－１０　（１９７６）
【非特許文献２】Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｐａｔｈｏｌ．　３３，　１２１２－３　（１９８
０）
【非特許文献３】Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　２６７，　１４８４－９４　（２
０００）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明が解決しようとする課題は、膵臓癌を検出可能なより確実性の高い方法を提供す
ることである。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者は上記課題を解決するために鋭意検討した結果、膵臓癌患者から得られた試料
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中の膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を免疫学的測定法によって測定した場合に、健常人から得
られた試料中の膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を測定した場合よりも高い値を示すことを見い
だし、本発明を完成するに至った。
【０００８】
　即ち本発明は、以下のとおりである。
（１）・膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を認識する抗体（ａ）、
・抗体（ａ）とは異なる部位で膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を認識する抗体（ｂ）、及び
・試料、
を接触させ、抗体（ａ）及び（ｂ）と複合体を形成した膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を測定
し、その値が健常人から得られた試料を用いて測定した場合よりも高い値を示した場合に
膵臓癌とすることを特徴とする、膵臓癌の検出方法。
（２）上述の（１）の検出方法において、膵臓癌が病期ステージＩＶの膵臓癌である方法
。
（３）・膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を認識する抗体（ａ）、及び
・抗体（ａ）とは異なる部位で膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を認識する抗体（ｂ）、
を有することを特徴とする、膵臓癌検出用キット。
（４）上述の（３）のキットにおいて、膵臓癌が病期ステージＩＶの膵臓癌であるキット
。
【０００９】
　以下に本発明を更に詳細に説明する。本発明は、試料中の膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を
測定することにより、膵臓癌を検出するものである。試料中の膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１
は、認識部位の異なる２つの抗体（ａ）及び（ｂ）を使用した免疫学的測定方法によって
測定するものであって、リボヌクレアーゼ酵素活性を測定するものではない。本発明では
このようにして得られた測定値が、健常人から得られた試料の測定値よりも高い値を示す
場合に、膵臓癌であるとする検出方法である。測定に供される認識部位の異なる２つの抗
体（ａ）及び（ｂ）は、膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を認識するものであればよく特に限定
されないが、膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１の翻訳後修飾、特に糖鎖修飾に抗体の認識能が影
響を受けないものが好ましい。また抗体は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、
又はそれらの断片であってもよい。これらの抗体はキット化し、膵臓癌の検出に用いるこ
ともできる。
【００１０】
　一方、本発明において測定対象となる試料は、特に限定されるものではないが、人から
採取された体液であることが好ましく、特に血清試料であることがもっとも好ましい。
【００１１】
　このような試料を前述の２つの抗体（ａ）及び（ｂ）と接触させ、抗体（ａ）及び（ｂ
）と複合体を形成した膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を測定する。これはいわゆるサンドイッ
チ測定法といわれるものであり、抗体（ａ）及び（ｂ）の一方は固相化し、他方は標識化
することが好ましく、これにより測定を好都合に行うことができる。また試料と抗体（ａ
）、（ｂ）との反応の順序には特に限定はなく、同時に反応させてもよく、また順次反応
させてもよい。
【００１２】
　このようにして抗体（ａ）及び（ｂ）と複合体を形成した膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を
測定し、その値が健常人から得られた試料を用いて測定した場合よりも高い値を示す場合
に、膵臓癌として検出するものである。
【００１３】
　特に本発明によれば、病期ステージＩＶの膵臓癌を検出することができる。膵臓癌は、
国際体がん連合（ＵＩＣＣ）膵癌病期分類によると、後述の表１に記載したようにステー
ジＩＶは「遠隔転移がある膵臓癌」と定義されている。「遠隔転移の有無」は、膵臓癌の
治療、すなわち手術による切除可能か否かを決定する重要な因子であり、ステージＩＶの
膵臓癌を検出可能な本発明の方法は、膵臓癌の治療方針決定において重要な判断材料を提



(4) JP 6244644 B2 2017.12.13

10

20

30

40

50

供する。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明により、膵臓癌の検出を行うことができ、特に病期ステージＩＶの膵臓癌を検出
することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】健常人血清、膵臓癌患者血清中の膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１をプロットしたグラ
フである。
【図２】膵臓癌患者血清を、国際体がん連合（ＵＩＣＣ）膵癌病期分類に従ってステージ
別に膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１をプロットしたグラフである。
【実施例】
【００１６】
　実施例１　膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１特異的抗体の作製
　［免疫原の調製］
　ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１全長を含むポリペプチドを取得するために、昆虫細胞で
発現可能なプラスミドベクターに成熟型ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１（配列番号１）を
コードする遺伝子配列を挿入した発現プラスミドを作製した。詳しく説明すると、昆虫細
胞組換えタンパク質発現用プラスミドであるｐＩＺ／Ｖ５Ｈｉｓ　ｖｅｃｔｏｒ（ライフ
テクノロジー社）のマルチクローニングサイトに、５’上流側からヒトイムノグロブリン
カッパー鎖をコードする遺伝子配列、Ｈｉｓタグをコードする遺伝子配列、ＦＬＡＧタグ
をコードする遺伝子配列、及びヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１をコードする遺伝子配列（
配列番号２）からシグナルペプチドであるアミノ酸１番から２８番までに相当する８４核
酸残基の遺伝子を除いた領域（配列番号１）を挿入した。
【００１７】
　作製された発現プラスミドｐＩＺ－ＫＦＨ－ｈＲＮａｓｅ１は、昆虫細胞株Ｓｆ９にＣ
ｅｌｌｆｅｃｔｉｎ　ＩＩ　（ライフテクノロジー社）を用いて遺伝子導入を実施したこ
とにより、Ｎ末端側にヒトイムノグロブリンカッパー鎖が付加した組換え体ヒト膵臓特異
的ＲＮａｓｅ　１が培地中に分泌されることを確認した。培地中に分泌されたタンパク質
は、培養上清から抗ヒトイムノグロブリンカッパー軽鎖抗体を用いたアフィニティー精製
により濃縮精製して免疫原とした。
【００１８】
　［免疫動物への免疫］
　上述の免疫原を用いてマウスおよびラットに免疫を実施した。詳しくは、マウスへの免
疫の場合、１００μｇの免疫原をフロイント完全アジュバンドと共に、６週齢Ｂａｌｂ／
ｃ雌マウス腹腔に投与し初回免疫とした。その後、７日後、１４日後、２１日後、２８日
後、３５日後に免疫原１００μｇをフロイント不完全アジュバンドと共に腹腔投与し、追
加免疫とした。さらに、４２日後に免疫原１００μｇを生理食塩水と共に腹腔投与し、最
終免疫とした。ラットへの免疫の場合は、１００μｇの免疫原をフロイント完全アジュバ
ンドと共に、６週齢ＷＨＹ雌ラット両後肢フットパッドへ投与し初回免疫とした。その後
、２８日後に免疫原１００μｇを生理食塩水と共に後肢フットパッドへ投与し、最終免疫
とした。
【００１９】
　［抗体産生ハイブリドーマの作製］
　最終免疫の３日後に、マウスから脾臓を摘出し、脾臓細胞を回収した。ラットからは、
腸骨リンパ節と鼠蹊リンパ節を摘出し、リンパ節細胞を得た。マウス脾臓細胞およびラッ
トリンパ節細胞は、それぞれマウスミエローマ細胞株と電気細胞融合法により融合させた
後、ヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジンを添加したＧＩＴ培地（和光純薬
工業株式会社）で細胞培養用９６ウェルプレートに播種することにより、融合細胞を選択
した。
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【００２０】
　［マウス抗ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１抗体産生融合細胞株の選定］
　マウス抗ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１抗体産生融合細胞株は、融合細胞が培地中に分
泌する抗体の、組換え体ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１に対する反応性を指標にしたＥＬ
ＩＳＡ法によるスクリーニングにより選択した。スクリーニングに用いたＥＬＩＳＡは以
下の通りである。９６穴マイクロタイタープレート（グライナー社製）の各ウェルに２５
ｎｇのヤギ抗ヒトイムノグロブリンカッパー鎖抗体（シグマアルドリッチ社製）を含むリ
ン酸緩衝液（５０ｍＭ　リン酸ナトリウム、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．４）を５０
μｌ加えて４℃１６時間固定した。これらのウェルを３００μｌの洗浄液（２０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．４）で３回洗浄した後、３％ＢＳＡを
含むブロッキング溶液（３％ＢＳＡ，２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍＭ　ＮａＣ
ｌ，ｐＨ７．４）を２００μｌ加えて室温で２時間放置してブロッキングを行った（抗ヒ
トイムノグロブリンカッパー鎖抗体固相化プレート）。
【００２１】
　各ウェルを３００μｌの洗浄液で３回洗浄した後、０．５μｇ／ｍｌとなるように希釈
液（１％ＢＳＡ、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５％Ｔｗ
ｅｅｎ－２０、ｐＨ７．４）で希釈した組換え体ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を加え、
室温で１時間放置した。各ウェルを３００μｌの界面活性剤を含む洗浄液（２０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ－２０、ｐＨ７．４）
で３回洗浄した後、５０μｌの融合細胞培養上清を加えて室温で１時間放置した。次に、
各ウェルを３００μｌの界面活性剤を含む洗浄液で３回洗浄した後、０．０１μｇのホー
スラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）標識された抗マウスＩｇＧ抗体（Ｒｏｃｋｌ
ａｎｄ社製）を含む希釈液を５０μｌ加えて、室温で１時間放置した。最後に、各ウェル
を３００μｌの界面活性剤を含む洗浄液で３回洗浄した後、５０μｌのテトラメチルベン
ジジン（ＴＭＢ）溶液（ＫＰＬ社製）を添加して１５分間発色させた後に、１Ｍのリン酸
溶液を添加することで反応を停止し、４５０ｎｍにおける吸光度を測定した。スクリーニ
ングの結果から、膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１に強い親和性を示す抗体を産生する融合細胞
を得た。得られた融合細胞は、限界希釈法によりモノクローン化され、モノクローナル抗
体ＭｒｈＲＮ０６１４を得た。
【００２２】
　［ラット抗ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１抗体産生融合細胞株の選定］
　ラット抗ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１抗体産生融合細胞株は、融合細胞が培地中に分
泌する抗体の、ヒト膵臓癌細胞（Ｃａｐａｎ１）由来の膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１に対す
る反応性を指標にしたＥＬＩＳＡ法によるスクリーニングにより選択した。スクリーニン
グに用いたＥＬＩＳＡは以下の通りである。９６穴マイクロタイタープレート（グライナ
ー社製）の各ウェルに２５ｎｇのマウス抗ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１抗体（ＭｒｈＲ
Ｎ０６１４）を含むリン酸緩衝液（５０ｍＭ　リン酸ナトリウム、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ
、ｐＨ７．４）を５０μｌ加えて４℃、１６時間固定した。これらのウェルを３００μｌ
の洗浄液（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．４）で３回洗
浄した後、３％ＢＳＡを含むブロッキング溶液（３％ＢＳＡ，２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣ
ｌ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．４）を２００μｌ加えて室温で２時間放置してブロ
ッキングを行った（抗ヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１抗体固相化プレート）。
【００２３】
　各ウェルを３００μｌの洗浄液（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ
，ｐＨ７．４）で３回洗浄した後、希釈液（１％ＢＳＡ、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，
１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ－２０、ｐＨ７．４）で２倍に希釈した
ヒト膵臓癌細胞（Ｃａｐａｎ１）の培養上清を加え、室温で１時間放置した。各ウェルを
３００μｌの界面活性剤を含む洗浄液（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ－２０、ｐＨ７．４）で３回洗浄した後、５０μｌの融合
細胞培養上清を加えて室温で１時間放置した。次に、各ウェルを３００μｌの界面活性剤
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を含む洗浄液で３回洗浄した後、０．０１μｇのＨＲＰ標識された抗ラットＩｇＧ抗体（
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｑｕａｌｅｘ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ社製）を含む希釈液を５０μｌ
加えて、室温で１時間放置した。最後に、各ウェルを３００μｌの界面活性剤を含む洗浄
液で３回洗浄した後、５０μｌのＴＭＢ溶液を添加して１５分間発色させた後に、１Ｍの
リン酸溶液を添加することで反応を停止し、４５０ｎｍにおける吸光度を測定した。スク
リーニングの結果から、膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１に強い親和性を示す抗体を産生する融
合細胞を得た。得られた融合細胞は、限界希釈法によりモノクローン化され、モノクロー
ナル抗体ＲｒｈＲＮ１１１１を得た。
【００２４】
　実施例２　膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１特異的抗体による膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１の免
疫学的測定方法の構築
　実施例１で得た２つの抗体を用いて免疫測定系を構築した。その測定試薬の調製法、評
価方法を示す。水不溶性担体（内部にフェライトを練り込んだ粒子径約１．５ｍｍのＥＶ
Ａ製）にＭｒｈＲＮ０６１４を９０ｎｇ／担体となるよう物理的に吸着させ、吸着後ＢＳ
Ａを用いてブロッキング処理を行った。この水不溶性担体は、１個当たり約１００ｎｇの
蛋白質を物理的に吸着可能である。磁力透過性の容器（容量１．２ｍｌ）に１２個の担体
を入れた後、０．５μｇ／ｍＬのアルカリ性フォスファターゼ標識を施した抗体ＲｒｈＲ
Ｎ１１１１を含む緩衝液（１％　ＢＳＡ、２．５％デキストラン、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ
、０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０，２０ｍＭトリス緩衝液、ｐＨ７．４）を加え、凍結乾燥
した。
【００２５】
　この試薬を市販の全自動免疫測定装置（東ソー（株）製、商品名ＡＩＡ－６００ＩＩ）
を用いて全自動での測定を行った。その測定原理は以下の通りである。即ち、測定サンプ
ルを１５０μＬ加え、水不溶性担体を３７℃で１０分間磁石を用いて運動させ、混合液を
攪拌した状態で免疫反応させた。反応後、Ｂ／Ｆ分離操作を行って遊離の標識抗体を分離
除去し、アルカリ性フォスファターゼの基質である４－メチルウンベリフェリルリン酸を
加え、該基質添加後２０秒から２９５秒までの酵素反応分解物（４メチルウンベリフェロ
ン）の単位時間あたりの生成速度（ｎＭ／秒）を測定した。この測定試薬を使用して、精
製したヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を測定すると、精製したヒト膵臓特異的ＲＮａｓｅ
　１の濃度に依存して測定値が増加していることがわかった。このデータは、以後の試料
中膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１の測定において、検量線を描くデータとして使用した。
【００２６】
　実施例３　膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１特異的抗体による膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１の免
疫学的測定方法による癌患者検体の検出
　実施例２で作製した免疫学的測定試薬を使用して、健常人から得られた血清１０検体と
、膵臓癌患者から得られた血清２６検体の、膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を測定した。なお
膵臓癌患者から得られた血清は、医学的診断の結果病期が決定されているものであり、そ
の内訳を表１に示した。この病期は、国際体がん連合（ＵＩＣＣ）膵癌病期分類によるも
のである。
【００２７】
【表１】

　結果を図１，２に示す。図１は、健常人血清、膵臓癌患者血清の膵臓特異的ＲＮａｓｅ
　１をプロットしたグラフである。ここで測定検体を健常人と膵臓癌に分けた場合に、最
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も検出精度が良くなるようにカットオフ値を設定したところ、７７６ｎｇ／ｍｌとなった
。またその時の感度及び特異度を統計的に算出したところ、感度８４．６％、特異度１０
０％となり、検出性能に優れていることがわかり、膵臓癌患者と健常人を有意に区別可能
であることが明らかとなった。
【００２８】
　図２は、健常人血清と、膵臓癌患者血清を国際体がん連合（ＵＩＣＣ）膵癌病期分類に
従ってステージ別に膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１をプロットしたグラフである。図２から明
らかなように、病期がステージＩＶの試料では、他の病期ステージに比べて、試料中の膵
臓特異的ＲＮａｓｅ　１が著しく増加していることがわかる。ここで測定検体をステージ
ＩＩＩ以下とステージＩＶに分けた場合に、最も検出精度が良くなるようにカットオフ値
を設定したところ、１１７０ｎｇ／ｍｌとなった。またその時の感度及び特異度を統計的
に算出したところ、感度６２．５％、特異度９６．４％となった。このように試料中の膵
臓特異的ＲＮａｓｅ　１を測定したときに高い値を示す場合には、ステージＩＶの膵臓癌
である可能性が高いことを示している。
【００２９】
　以上の結果から、試料中の膵臓特異的ＲＮａｓｅ　１を測定することにより膵臓癌を検
出することが可能であり、特に高い値を示す場合は、病期ステージＩＶである可能性が強
く示された。

【図１】

【図２】
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