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論 文 内 容 要 旨

近年,血 液な ど生体試料 中の物 質の量 を高感度で検 出す る方法 の1つ として,免 疫測定法 が汎用 され

て い る。免 疫測定法 は,検 体 中に存在す る対象物 質に対 して特異的 に結合す る抗 体や レセ プター等 を用

いて,対 象物質 を単離す るこ とな く検出す るこ とがで きる。 さらに,全 自動免疫測定機 器の開発 に よ り,

そ の精度や利便性 が高ま り,臨 床検査 室で幅 広 く利用 され ている。

現在,臨 床 の場 で は,血 液な ど生体試料 中にnglmLの 濃度以 上存在す る物質 を測 定対象物 として免疫

測定 が多 く行われ てい る。一方,生 体試料 中には,一 般的な免疫測定法 を用 いて も検出で きない極微量

の物質 が存在 してお り,こ の よ うな物質 を測 定す るた めには,よ り高感度 な測 定法 を開発す る必 要性 が

ある。 また高感度化す るこ とによって,よ り信 頼性 の高い診断 が可能 になった り,そ の疾病マー カーの

臨床 的有用性 が向上す る ことが期待 され る。

第1章 で は,肺 小 細 胞 癌 の 新 規 腫 瘍 マ ー カ ー で あ る ガ ス ト リ ン 放 出 ペ プ チ ド前 駆 体

(pro-gastrin-releasingpeptlde:ProGRP)の 高感 度酵 素免疫測 定法 の開発 について述べた。また第2章 では,

C型 肝炎 ウイル ス(hepatitisCvirus:HCV)感 染 のマー カー であるC型 肝 炎 ウイル スコア抗原(hepatitis

Cviruscoreantigen:HCVcAg)の2種 類 の簡 便な高感度酵素免疫測 定法 の開発 について述べ た。 これ ら

の測 定法はそれぞれ生 体内物質 と外来抗原 を検 出す るものであるが,測 定対象物お よび抗体 の性質 か ら

各種測 定最 適条件 を検討 し,必 要 とされ る高感 度化技術 の開発 を行 うことに よ り,そ れぞれ を高感 度に

測定 できる酵 素免疫測定 法を開発 した。

第1章 新規肺小細胞癌腫瘍マ ーカー:ガ ス トリン放 出ペ プチ ド前駆体 の高感度酵素免疫 測定法の開発

肺癌 は病 理組織 学的に主 に4つ の組織型 に分類 され,そ の中で も肺 小細胞癌は,増 殖が速 く早期 に遠

隔転移 を起 こす ため,特 に早期発 見,早 期治療 が必要 である。また,肺 小細胞 癌は抗癌剤 に感受性 が高

い こ とか ら,化 学療 法が第1に 選択 され る。そのため,肺 小細胞癌 と肺非小細胞癌 を鑑別診断す るこ とは,

治療方針 を決定す る上 で極 めて重要で ある 。 しか し,喀 疾検査,X線 検査 あるいは血清 中の神経 特異エ

ノラーゼ(neuron-speci員cenolase:NSE)を 測定す るだ けでは,肺 小細胞癌 の早期発 見や肺 小細胞 癌の鑑

別診断 に とって十 分ではなか った。

GRPお よびProGRPは,肺 小細胞癌 の腫瘍 マーカー と して有望視 され ていたが,血 中に極微量 しか存

在 しないた め,臨 床 応用可能 な高感度測 定法の 開発 が必 要 とされていた。本研究で は,臨 床応用 を 目的

として,ProGRPを 測定対象物 に選択 し,2種 類 のProGRPに 対す るモ ノクローナル抗体 固相化法 の検討

な どを行い,簡 便 な高感 度ProGRP酵 素免疫測定法 を開発 した。測定範囲は2～1,000pg!mLで あ り,暫

定的 カ ッ トオフ値 と して,健 常人血清平均値+3SDで あ る50pglmLに 設 定 した。

血 清ProGRP値 は,非 腫瘍性肺 疾患お よび肺 非小細胞癌 で0～1.5%,肺 小細胞癌 では63。0%が 陽性

とな り,肺 小細胞 癌 に対 して高 い特異性 を示 した。 また,肺 小細胞癌 の比較的早;期で あるlimiteddisease

(LD)期 にお いて も,56.9%と 高 い陽性率 を示 した。肺 小細胞 癌のProGRPの 平均値 は,カ ッ トオ フ値

の21.0倍 に上昇 し,LD;期 において もカ ッ トオフ値 の10.9倍 に上昇 し,判 別 しやす く信頼 で きるマー カ
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一で ある ことが確認 された。肺小細胞 癌患者治療 前後の血清ProqRP値 の変動について検討 した結果,

臨床 診断 とほぼ一致 し,特 に部分寛解14例 中6例 でカ ッ トオ フ値 よ りも高値 とな り,腫 瘍の残存を示 し

た。 また,初 回治療 中の血清ProGRP値 は,多 くの症例 でX線 による腫瘍画像 の消退 とよ く相 関 し,治

療効果 を正確 に反 映す るマー カーで あるこ とが確 認 された。 さ らに,再 発8例 の うち5例 で臨床 的に再

発 が発見 され る1～7ヶ 月前 に,血 清ProGRP値 がカ ッ トオ フ値 以上 に上昇 していた。以上 のよ うに,

ProGRPは,肺 小細胞 癌の早期発 見,肺 非小細胞癌 との鑑別診 断,治 療 のモニ タ リング,再 発 のモニ タ

リング といった様 々な局面で,既 存の肺小細 胞癌 のマーカーであるNSEよ りも優れている ことが示 され

た。

第2章C型 肝 炎 ウイルス コア抗原の高感度 酵素免疫測定法 の開発

HCVは 主 に血液 を経 由 して感染 し,感 染後急性肝炎症状 を呈 した後,高 率 に慢性 化 し,肝 硬 変,肝 癌

へ と移 行す るた め,感 染早期 に発 見 し早期 治療す る こ とが重 要で ある。 しか し,現 在HCV感 染の診断

に汎用 され ているHCV抗 体検査 は,感 染初期 の診断 がで きず,HCV感 染者 と既往例 との区別 をす るこ

とが できない。また,HCV感 染者 の治療 法の選択,病 態 の把握 お よび各種治療 による効果予測 と効果判

定 には,高 感度 でHCVを 検出す る必要性 があ り,HCV構 造蛋 白質であるHCVcAgを 測定対象物 として

選択 した。HCVcAgはHCV粒 子 内に存在 してい ると考 え られ,感 染数 ヶ月後 には血 中にHCV抗 体 が出

現 して くる。そのため,感 染か らHCV抗 体 出現後 もHCVcAgを 測定す るためには,HCV粒 子 を破壊 し,

HCV抗 体 を不活性化 し,HCVcAgを 遊離 させ る前 処理工程 が必 要であった。

本 研究で は, 、sodiumdodecylsulfateな どの界面活 性剤 を高濃度に含む溶液 を検体 に添加 し,56℃ に加

温す る簡 便 な検 体前 処理 法 を開発 し,次 に,固 相抗 体 お よび2次 抗体 と して2種 類 ずつ のモ ノクロー

ナル 抗 体 を用 い て,高 感 度HCVcAg酵 素免 疫 測 定法(chemiluminescenceenzymeimmunoassayforHCV

diagnosis:CLEIA-DI法)を 開発 した。 この測定法 の分析感度 は3fmol1Lで,125例 の健常人血清 を測定

した結果,カ ッ トオ フ値 を暫定的 に7.5fmol1Lと 設定 した。

購 入 したHCV抗 体 陽性検 体 におい て,CLEIA-DI法 に よ るHCVcAg,AMPLICORHCVtest(市 販 の

HCV-RNA定 性検査)お よびAMPLICORHCVMonltortest(市 販 のHCV-RNA定 量検査)に よる陽性率 は,

各 々78」%,80.8%お よび74.0%で あ った。CLEIA-DI法 による測 定結果 とAMPLICORHCVMonitor

testに よる測定結果 との相 関性 は,良 好 な正 の相関(相 関係数 は0.846)を 示 した。

次 に,信 州大学 医学部 附属病 院受診者 の臨床検体 を用 いて,CLEIA-DI法 の臨床的有用性 を検討 した。

その結果,慢 性C型 肝炎患 者にお ける陽性率は97%,他 の肝疾患患者や健 常人の血清 では全 て陰性 とな

り,C型 肝炎患者 に高 い特 異性 と高い感度 を示す ことが明 らかにな った。HCV抗 体 陽性者 の陽性率 は,

in-houseRT-PCR(NestedcDNAreversetranscription-polymerasechainreactlon)法 では100%,AMPLICOR

HCVtestで は94%,CLEIA-DI法 では98%で あった。CLEIA-DI法 は,AMPLICORHCVMonitortestと

有意 な正 の相関(相 関係 数は0.627)を 示 した。慢性C型 肝炎患者 のイ ンター フェ ロン ーα治療 における

responder(治 療 終了後,血 中HCV-RNAは 検出 されず治療効果 が認め られた群)とnon-responder(治 療終

了後,血 中HCV-RNAは 検 出 され治療効果 が認 め られ なか った群)と な った検体 を用 いて,CLEIA-DI
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法の治療 モニ タ リングへ の有用性 を検討 した。治療前で は全て の患者血 中でHCVcAgが 検 出され,そ の

うち全て のresponderで は治療 終了後24週 目.で陰性 とな り・全てのnon-responderで は治療 終了後24週

目で陽性の ままで あ り,血 中HCVcAg量 と治療効果 は相関 していた。輸血後急性C型 肝炎患者血清 を用

いた検 討では,CLEIA-DI法 によるHCVcAgはin-houseRT二PCR法 に よるHCV-RNAと 同様にHCV抗

体 検査 よ りも早期 に検 出 され た。 また,NationalInstituteofHeakh(USA)で 確認 され た輸血後急性C型

肝 炎3例 にお いて も,in-houseRT-PCR法 によるHCV-RNA測 定値 とCLEIA-DI法 によるHCVcAg測 定

値 は経 時的 にほぼ同 じ挙動 を示 した。2例 の患者 の輸血直後にHCV-RNAが 陰性,HCVcAgが 陽性 とな

った期 間が認め られ,HCVcAg検 査法 は信頼性 が高 い と思 われ た。

次 に,現 在 の輸血用 血液の ス ク リーニ ング検査では,主 にHCV抗 体検査 が用い られ てい るが,感 染

か らHCV抗 体が出現 して くるまで,HCV感 染 を診断で きない期 間が約70～80日 間存在す る。 この期

間を短縮 させ,輸 血 による2次 感染 の リスクを減少 させ ることが求め られ ている。HCV抗 体 が存在 しな

い この感染 初期 にHCVcAgを 測定す るため には,HCV粒 子 を破壊 し,HCVcAgを 遊離 させ る こ とが必

要であ る。

本 研 究 で は,主 に ポ リマ ー 酵 素 を用 い た 新 規 酵 素 標 識 抗 体 の 開肇 と,検 体 中 のHCV粒 子 か ら

HCVcAgを 露呈 させ る反応液 の開発 を行い,前 処理 を行 うこ とな く簡便な高感 度HCVcAg酵 素免疫測 定

法(enzyme-linkedimmunosorbentassayforHCVscreening:ELISA-SC法)を 開発 した。 この測定 法の分析

感度は4fmol/L,カ ッ トオフ値 を暫定的 に30fmol/Lと した。

市販 のHCVセ ロコ ンバー ジ ョンパネル を測 定 した結 果,ELISA-SC法 は,AMPLICORHCVMonitor

testの 感 度 とほぼ同等 で あ り,さ らに,『HCV抗 体検査 で は検 出で きない感染 初期 の期 間 を,約113に

短縮 す る こ とが で きた。 また,HCV抗 体 陰性 検 体 の測 定 に おい て,ELISA-SC法 に よる測 定結 果 は

AMPLICORHCVMonitortestに よる測定結果:と正の相関(相 関係数 は0.664)を 示 した。

以上 の よ うに,ProGRPの 高感度免疫 測定 法の 開発 に よ り,こ の新 規腫瘍マ ーカー が臨床 の場 で使 用

で きるよ うにな り,治 癒 可能 な時期の肺小細胞癌 の確定診 断,治 療効果 の判 定,再 発 の早期発 見な どが

で きるよ うになった。 また,2つ のHCVcAg高 感 度免疫測定法の開発 に よ り,HCV感 染の早期診断や,

HCV感 染者 の病態把握,お よび各種治療 のモニ タ リングな どの臨床 的有用性 が向上 した。 この よ うな免

疫測定法の高感度化技術 は,他 の疾病 マー カーの開発 に も十分応用す るこ とが可能で ある。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究 は,生 体試料 中のガス トリン放 出ペ プチ ド前駆体(ProGRP)お よびC型 肝炎 ウイル スコア抗原

(HCVcAg)の 疾 病マー カーにっい て,そ れ ぞれ高感 度酵素免疫測定 法を開発す るこ とによ り,そ の臨

床的有用性 を大 き く向上 させ,よ り簡便 に信頼性 の高 い疾病 の診断 を可能 にした ものである。

まず,肺 癌 の 中で も特 に早期発 見 が必要 である肺 小細胞癌の新規腫瘍 マー カー として,簡 便 な高感度

ProGRP測 定法 を開発 した・ この測定法 は血清 中の濃度 が2P91mLま で検出で きるため,全 て の健常人の

値 を測 定 でき るよ うにな った。従来 のマーカー とは異 な り,ProGRPは,健 常人,非 腫瘍 性肺疾患 お よ

び肺非 小細胞 癌で はほ とん どが陰性 で,肺 小細胞癌 で高い陽性 率 と特異性 を示す こ とか ら,肺 小細胞癌

と肺非 小細胞 癌 の鑑別診 断がで きるこ とを示 した。 さらに,早 期肺小細胞癌 において も陽性率 が高い こ

とか ら,肺 小 細胞癌 を早期発 見で きる可能 性 を示 した。 また,ProGRP値 は,肺 小細胞癌 におい てカ ッ

トオフ値 よ りも大 き く上昇す るため,判 別 しや す く信頼で きるマー カーである ことを示 した。 さらに,

肺小細胞癌 患者治療 前後 のProGRP値 の変動 は臨床診 断結果 とほぼ一致 し,治 療 効果 を正確 に反 映す る

マ」カーで あるこ と,お よび臨床的再発発見時 よ りも1～7ヶ 月前 にProGRP値 が再上昇す るこ とか ら,

再発のモ ニタ リングに も有用 であ ることを示 した。

次に,HCV感 染者 の早期発見,治 療法 の選択,病 態 の把握,お よび治療 による効果判定には,高 感度

でHCVを 検 出す る必 要 があるた め,簡 便 な前処理 を行 う高感度HCVcAg測 定 法(CLEIA-DI法)を 開

発 した。 カ ッ トオフ値 を75fmol1Lと 設定 し,(ILEIA-DI法 に よる測定は,C型 肝炎患者 において高い感

度 と高 い特異性 を もち,HCV-RNA検 査 と高い相 関性 を示す こ とを明 らか に した。また,CLEIA-DI法 が,

慢性C型 肝 炎患者のイ ンター フェ ロン治療効果 と相 関す るこ とか ら,治 療モニ タ リングにも有用 である

ことを示 した。

さ らに,HCV感 染初期 の輸血 に よる2次 感 染の リスクを減少 させ るた めに,前 処理 を行わず,簡 便,

安価 で汎用性 が高い高感度HCVcAg測 定法(ELISA-SC法)を 開発 した。 この測定法のカ ッ トオ フ値 は

30fmol1Lで,ELISA-SC法 で測定す るこ とに よ りHCV抗 体検 査では検 出で きない感染初期 の期 間を約

113に 短縮 できる ことを示 した。

以上 の よ うに,本 研究 に よ り,簡 便 に肺小細胞癌 の早期発見,鑑 別診断,お よび正確 な治療 モニ タ リ

ングがで きる よ うにな り,ま た,簡 便 にC型 肝炎患者 の早期発 見,き め細 かな治療 モニタ リングが可能

にな り,さ らに,輸 血 によるC型 肝炎 ウイル スの感 染を安価 で迅速 に防止 できるよ うになった。

これ ら一連 の研 究成 果 によ り,本 論文は博士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認 める。
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