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DESCRIPCIÓN 
 
Método para la detección de cáncer pancreático 
 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere a un método para la detección de cáncer pancreático utilizando como marcador 
tumoral CAPRIN-1.  
 
Técnica anterior 10 
 
Se ha informado que hay más de 10.000 pacientes con cáncer pancreático refractario en Japón, cuya aparición 
aumenta de año en año y se supone que el número de pacientes continuará aumentando. Aunque el cáncer 
pancreático se extrajese quirúrgicamente, a menudo pequeñas células cancerosas se han infiltrado y metastatizado 
a otros órganos. Por consiguiente, el cáncer pancreático a menudo reincide y el índice de supervivencia de 5 años 15 
tan solo es del 9 %; es decir, el pronóstico del cáncer pancreático es muy malo. Con el fin de prevenir la recurrencia 
postoperatoria, se ha empleado Gemcitabina, un agente contra el cáncer. Sin embargo, el propósito principal de la 
administración de Gemcitabina es aliviar el dolor y apenas puede esperarse la reducción del tamaño del tumor o una 
ventaja de supervivencia. En algunos hospitales, se utiliza otro agente contra el cáncer, TS-1, que actualmente se 
utiliza para el cáncer gástrico, aunque es difícil esperar algún efecto terapéutico. 20 
 
Para mejorar el pronóstico del cáncer pancreático, es importante la detección temprana, al igual que ocurre con 
otros cánceres; sin embargo, la detección temprana es difícil porque el cáncer pancreático no muestra 
sustancialmente síntomas iniciales. Hasta ahora, se han empleado métodos de detección de cáncer pancreático 
utilizando antígeno carcinoembrionario (ACE) y glucoproteínas (CA19-9 y Dupan-2) en muestras biológicas como 25 
marcadores tumorales de cáncer pancreático de una manera activa. Sin embargo, los niveles de dichos marcadores 
tumorales no comienzan a elevarse a menos que el cáncer pancreático avance, y dichos marcadores muestran 
ocasionalmente valores normales en la fase progresiva. Por consiguiente, dichos marcadores tumorales no se 
consideran suficientes para la detección precisa del cáncer pancreático. Además, la mayoría de los marcadores 
tumorales que se conocen actualmente están presentes en cantidades muy pequeñas en los fluidos corporales (a 30 
nivel de pg/ml). Por consiguiente, para detectar dichas pequeñas cantidades de marcadores son necesarias técnicas 
de detección con alta sensibilidad o especiales. En dichas circunstancias, se espera que sea aplicable una nueva 
técnica para la detección del cáncer pancreático de una manera sencilla con alta sensibilidad para el diagnóstico del 
cáncer pancreático. Para detectar el cáncer pancreático de fase temprana es necesario someterse a exámenes 
periódicos completos. Por consiguiente, se está a la espera de un método de detección del cáncer que pueda 35 
realizarse de una manera sencilla utilizando muestras de suero sanguíneo o de orina sin la imposición de cargas 
físicas o financieras bien en individuos sanos sin cáncer pancreático o en pacientes con cáncer. 
 
Además, el cáncer pancreático es refractario en perros. Aunque puede observarse un bulto en la región abdominal 
de un perro con cáncer pancreático, los síntomas principales son una rápida pérdida de energía, un andar inestable 40 
y anomalías al andar resultantes de hipoglucemia. En la mayoría de los casos, el desarrollo del cáncer no se detecta 
hasta que se observan estos síntomas. Además, con frecuencia es probable que el cáncer pancreático ya esté en 
una fase avanzada cuando se observan dichos síntomas. Por consiguiente, además de la extirpación quirúrgica del 
cáncer pancreático, las técnicas terapéuticas están limitadas a una terapia complementaria y a la administración de 
agentes anticancerosos. Al igual que en el caso de pacientes humanos, la detección temprana es importante en 45 
perros que padecen cáncer pancreático para tratar de un modo eficaz dicho cáncer pancreático. Al igual que en el 
caso de seres humanos, no hay agentes de diagnóstico para perros en el pasado que permitan la detección del 
cáncer pancreático en la fase temprana de una manera sencilla. En el campo de la medicina veterinaria, las técnicas 
de detección, tales como técnicas radiográficas con rayos X, CT o MRI aún no son habituales. Por ahora, la 
detección se realiza palpando, realizando análisis de sangre sencillos y placas de rayos X, y el diagnóstico depende 50 
enormemente de la experiencia de los médicos veterinarios. Si pudiese proporcionarse un medio sencillo para la 
detección del cáncer, con alta sensibilidad, que pudiese aplicarse para el diagnóstico del cáncer de pancreático en 
perros, podría realizarse un tratamiento adecuado, que tuviese grandes ventajas para los propietarios del perro y los 
veterinarios. 
 55 
La proteína 1 citoplasmática y asociada a proliferación (CAPRIN-1, acrónimo de Cytoplasmic- and proliferation-
associated protein 1), es una proteína intracelular que se expresa cuando las células normales en fase de reposo se 
activan o experimentan división celular. También se sabe que CAPRIN-1 interviene en el control del transporte y 
traducción de los ARNm a través de la formación de gránulos de estrés citoplasmáticos y ARN en una célula. 
Además, los genes que codifican las proteínas CAPRIN-1 han demostrado expresarse específicamente en testículos 60 
de perros y de ser humano y en células tumorales malignas, el análisis FCM de células de cáncer de mama 
utilizando anticuerpos contra CAPRIN-1 demuestra expresión de CAPRIN-1 en las superficies de células de cáncer 
de mama y la tinción inmunohistoquímica utilizando tejidos de cáncer de mama demuestra expresión de CAPRIN-1 a 
alto nivel en células de cáncer de mama. Además, se ha descrito que los anticuerpos mencionados anteriormente 
podrían dañar a las células de cáncer de mama a través de las funciones de los linfocitos, y que los anticuerpos 65 
contra CAPRIN-1 ejercen fuertes efectos antitumorales en modelos de ratón portadores de cáncer en los que se han 
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trasplantado células de cáncer de mama (Bibliografía de Patente 1). Además, se ha descrito que los cánceres, tales 
como el cáncer de mama, podrían diagnosticarse midiendo bien anticuerpos inducidos en el cuerpo de un sujeto 
contra CAPRIN-1 presentes en el suero sanguíneo o polipéptidos que experimentan reacciones antígeno-anticuerpo 
con CAPRIN-1 (Bibliografía de Patente 2). Sin embargo, hasta ahora, no ha habido informes acerca de que el cáncer 
pancreático pueda diagnosticarse midiendo bien anticuerpos contra CAPRIN-1 inducidos en el suero sanguíneo de 5 
un paciente con cáncer pancreático o polipéptidos que experimentan reacciones antígeno-anticuerpo con CAPRIN-1. 
 
Bibliografía de la técnica anterior 
 
Bibliografía de Patentes 10 
 

Bibliografía de Patente 1: Publicación Internacional N.º WO 2010/016526  
Bibliografía de Patente 2: Publicación Internacional N.º WO 2010/016527 

 
Sumario de la invención 15 
 
Problema a resolver por la invención 
 
Es un objetivo de la presente invención proporcionar un medio para la detección del cáncer pancreático que sea útil 
para el diagnóstico del cáncer pancreático. 20 
 
Medio para resolver el problema 
 
Los autores de la presente invención han realizado estudios intensos. Como resultado, los inventores de la presente 
invención han descubierto ahora que el cáncer pancreático puede diagnosticarse, examinarse o detectarse 25 
basándose en la expresión de CAPRIN-1 en cáncer pancreático, midiendo (o ensayando) anticuerpos contra 
CAPRIN-1 inducidos en suero sanguíneo de un paciente con cáncer pancreático utilizando una proteína CAPRIN-1, 
y uniendo los anticuerpos producidos utilizando dichas proteínas contra CAPRIN-1 en el tejido de cáncer 
pancreático. Esto ha llevado a la finalización de la presente invención. 
 30 
Específicamente, la presente invención proporciona un método, como se define en las reivindicaciones, para 
detectar cáncer pancreático, que comprende medir una expresión de CAPRIN-1 en una muestra aislada de un 
sujeto. El término "detectar", tal como se usa en el presente documento, puede utilizarse indistintamente con el 
término "examinar" o "evaluar". Además, la presente divulgación proporciona un reactivo o un kit para detectar 
cáncer pancreático que comprende un polipéptido que experimenta una reacción antígeno-anticuerpo con un 35 
anticuerpo contra CAPRIN-1 inducido o provocado en el cuerpo de un sujeto. Adicionalmente, la presente 
divulgación proporciona un reactivo o un kit para detectar cáncer pancreático que comprende un anticuerpo que 
experimenta una reacción antígeno-anticuerpo con CAPRIN-1 o un fragmento de unión a antígeno del anticuerpo. 
Adicionalmente, la presente divulgación proporciona un reactivo o un kit para detectar cáncer pancreático que 
comprende un polinucleótido que se hibrida específicamente con una secuencia parcial que comprende al menos de 40 
15 a 19 nucleótidos o al menos de 20 a 30 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos representada por cualquiera 
de las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13...29. El "reactivo o kit para detectar cáncer pancreático" como se usa en el 
presente documento también puede denominarse "reactivo o kit para la detección de cáncer pancreático". 
 
Específicamente, la presente invención proporciona métodos, como se define en las reivindicaciones, para detectar 45 
cáncer pancreático. 
 
De acuerdo con la presente invención, se proporciona un nuevo método para detectar cáncer pancreático. Como se 
describe específicamente en los ejemplos a continuación, un polipéptido recombinante preparado basándose en la 
secuencia de aminoácidos de CAPRIN-1 (o Caprin-1) puede reaccionar específicamente con un anticuerpo que 50 
existe en el suero de un paciente con cáncer pancreático. Como tal, el cáncer pancreático existente en un sujeto 
puede detectarse midiendo el anticuerpo en una muestra mediante el método de la presente invención. Además, el 
cáncer pancreático existente en un sujeto puede detectarse midiendo (o ensayando) la propia proteína CAPRIN-1. 
Como además se describe en los siguientes ejemplos, se observan altos niveles de expresión del gen de CAPRIN-1 
específicamente en testículos y en células de cáncer pancreático de sujetos (en lo sucesivo en el presente 55 
documento, dicho producto de expresión se denominará ocasionalmente "ácido nucleico que codifica una (proteína) 
CAPRIN-1"). Por lo tanto, el cáncer pancreático también puede detectarse midiendo un ácido nucleico. 
Adicionalmente, la presencia o cantidad (expresión) de CAPRIN-1 en el tejido de cáncer pancreático puede medirse 
utilizando un anticuerpo contra CAPRIN-1. Los pacientes con cáncer pancreático pueden someterse con antelación 
a dicha medición, de manera que puedan seleccionarse los pacientes a quienes pueda aplicarse el agente 60 
terapéutico dirigido contra CAPRIN-1 (p. ej., medicina con anticuerpos). 
 
Realizaciones para llevar a cabo la invención 
 
De acuerdo con el método de la presente invención, la presencia o una cantidad (expresión) de CAPRIN-1 se mide 65 
utilizando una muestra aislada de un sujeto. Los ejemplos de métodos para medir la presencia o una cantidad 
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(expresión) de CAPRIN-1 incluyen: un método para medir inmunológicamente un anticuerpo contra CAPRIN-1 
contenido en una muestra (el primer método); un método para medir inmunológicamente la propia CAPRIN-1 
contenida en una muestra (el segundo método); y un método para medir un ácido nucleico que codifica CAPRIN-1 
contenido en una muestra, tal como ARNm o ADNc sintetizado a partir de ARNm (el tercer método). En la presente 
invención, la presencia o una cantidad (expresión) de CAPRIN-1 puede medirse mediante cualquiera de los métodos 5 
anteriores. En la presente invención, el término "medir" pretende incluir cualquiera de los siguientes significados: 
detectar, medir cualitativamente, medir cuantitativamente y medir semicuantitativamente. 
 
La secuencia de aminoácidos representada por las SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 o 14 es una secuencia de aminoácidos 
de la proteína CAPRIN-1 canina. La proteína CAPRIN-1 canina que tiene dicha secuencia de aminoácidos se ha 10 
identificado como un polipéptido que se une a un anticuerpo existente específicamente en el suero procedente de un 
perro portador de cáncer (véase el Ejemplo 1). Un anticuerpo contra CAPRIN-1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos representada por SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 o 14 está específicamente inducido o suscitado en el cuerpo 
de un perro portador de cáncer. Específicamente, el cáncer pancreático canino puede detectarse midiendo mediante 
el primer método el anticuerpo anterior contra CAPRIN-1 que tiene la secuencia de aminoácidos representada por 15 
SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 o 14. Además, el cáncer pancreático canino puede detectarse midiendo mediante el 
segundo método la propia CAPRIN-1 como un antígeno que tiene la secuencia de aminoácidos representada por 
SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 o 14. Dado que el gen de CAPRIN-1 se expresa a niveles significativamente altos en 
células de cáncer pancreático, el cáncer pancreático canino puede detectarse midiendo el ácido nucleico de acuerdo 
con el tercer método. 20 
 
La expresión " que tiene una secuencia de aminoácidos" utilizado en el presente documento se refiere a restos de 
aminoácido alineados en un orden determinado. Por lo tanto, por ejemplo, la expresión "polipéptido que tiene la 
secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 2" se refiere a un polipéptido que tiene 709 restos de 
aminoácido, que consiste en la secuencia de aminoácidos de Met Pro Ser Ala ... (parcialmente omitida) ... Gln Gln 25 
Val Asn representada por SEQ ID NO: 2. Además, la expresión "polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos 
representada por SEQ ID NO: 2" también puede abreviarse como "el polipéptido de SEQ ID NO: 2", por ejemplo. 
Esto mismo se aplica a la expresión "que tiene una/secuencia de nucleótidos". En este caso, la expresión "que tiene" 
puede sustituirse por la expresión "que comprende" o "que consiste en". 
 30 
Además, el término "polipéptido" utilizado en el presente documento se refiere a una molécula que se forma 
mediante un enlace peptídico de una pluralidad de aminoácidos. Los ejemplos de dicha molécula incluyen no solo 
moléculas polipeptídicas con grandes números de aminoácidos constituyentes, sino también moléculas de bajo peso 
molecular (oligopéptidos) con pequeños números de aminoácidos y proteínas de longitud completa. La presente 
invención incluye adicionalmente proteínas CAPRIN-1 de longitud completa, teniendo cada una de ellas la secuencia 35 
de aminoácidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO: 2 a 30 par (es decir, SEQ ID NO: 2, 4, 6,... 26, 28 y 
30). 
 
El término “sujeto” utilizado en el presente documento se refiere a vertebrados, incluyendo mamíferos y aves, 
preferentemente mamíferos, y más preferentemente seres humanos, perros, vacas y caballos. 40 
 
El término "muestra" utilizado en el presente documento se refiere a una muestra biológica sometida a examen para 
la detección de cáncer pancreático. Los ejemplos de la muestra incluyen fluidos corporales, tejidos y células aislados 
de un sujeto. Los ejemplos de fluidos corporales incluyen, pero sin limitación, sangre, suero, plasma sanguíneo, 
fluido ascítico y derrame pleural. Los tejidos o las células del páncreas que se sospecha que tienen cáncer se 45 
incluyen en el ámbito del término "muestra". 
 
En el método de la presente invención, las dianas a medir no son solo CAPRIN-1 canina de SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 
14 o 18, sino también CAPRIN-1 de otros mamíferos (en lo sucesivo en el presente documento, también puede 
denominarse "homólogo" (u "ortólogo") de CAPRIN-1 canina). Cuando ésta se refiere simplemente a “CAPRIN-1”, la 50 
CAPRIN-1 de otro mamífero, incluyendo un ser humano, también es una diana a medir, además de la CAPRIN-1 de 
un perro. Como específicamente se describe en los ejemplos más adelante, el nivel de expresión del gen de 
CAPRIN-1 humano es significativamente alto en células de cáncer pancreático humano, mientras que no se detecta 
ningún anticuerpo contra el gen de CAPRIN-1 humano en un cuerpo humano sano. Como tal, el cáncer pancreático 
de un mamífero que no sea un perro puede detectarse midiendo la expresión de CAPRIN-1 en el mamífero. Un 55 
ejemplo de CAPRIN-1 de un mamífero que no es un perro, a medir mediante el método de la presente invención es, 
pero sin limitación, la proteína CAPRIN-1 humana. Las secuencias de nucleótidos que codifican la CAPRIN-1 
humana y sus secuencias de aminoácidos se representan por las SEQ ID NO: 1 y 3 y SEQ ID NO: 2 y 4 en el 
Listado de Secuencias. La identidad de secuencia entre CAPRIN-1 humana y CAPRIN-1 canina es de 94 % para la 
secuencia de nucleótidos y de 98 % para la secuencia de aminoácidos. La identidad de secuencia de las secuencias 60 
de aminoácidos de CAPRIN-1 es tan alta como 98 % entre mamíferos genéticamente distantes, tal como un perro y 
un ser humano. Por lo tanto, se considera que la identidad de secuencia es de aproximadamente 85 % o mayor 
entre un perro y un mamífero distinto de un ser humano; es decir, CAPRIN-1 canina y su homólogo. CAPRIN-1, cuya 
expresión va a medirse mediante el método de la presente invención, tiene preferentemente una identidad de 
secuencia de 85 % o mayor, más preferentemente de 90 % o mayor, y más preferentemente de 95 % o mayor con la 65 
secuencia de aminoácidos de CAPRIN-1 canina representada por SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 o 14, aunque las 
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identidades de secuencia no están limitadas a estas. 
 
En el primer método, el anticuerpo que puede estar presente en una muestra puede medirse fácilmente mediante 
inmunoensayo utilizando una sustancia antigénica que experimenta una reacción antígeno-anticuerpo con el 
anticuerpo. El propio inmunoensayo es un método convencional bien conocido como se describe específicamente 5 
más adelante. Como una sustancia antigénica para inmunoensayo puede utilizarse, por ejemplo, la proteína 
CAPRIN-1 canina de SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, o 14 que induce el anticuerpo en el cuerpo de un perro portador de 
cáncer o un fragmento que contiene un epítopo de dicha proteína. Además, el anticuerpo tiene reactividad cruzada. 
Una molécula distinta de una sustancia antigénica que realmente sirve como un inmunógeno también puede unirse, 
mediante una reacción antígeno-anticuerpo, a un anticuerpo inducido contra un inmunógeno, siempre que la 10 
molécula tenga una estructura análoga a un epítopo del inmunógeno. Entre una proteína de un determinado tipo de 
mamífero y un homólogo del mismo de otro mamífero, en particular, la identidad de sus secuencias de aminoácidos 
es alta, y las estructuras de epítopo son a menudo análogas entre sí. Como se describe específicamente en los 
siguientes ejemplos, la CAPRIN-1 canina de SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 o 14 experimenta una reacción antígeno-
anticuerpo con un anticuerpo inducido contra la CAPRIN-1 canina en el cuerpo de un perro portador de cáncer. 15 
Además, la CAPRIN-1 humana experimenta una reacción antígeno-anticuerpo con el anticuerpo inducido en el 
cuerpo de un perro portador de cáncer. Por consiguiente, la CAPRIN-1 de cualquier mamífero puede utilizarse como 
un antígeno para inmunoensayo de acuerdo con el primer método de la presente invención. 
 
Cuando una sustancia antigénica es una proteína o similar que tiene una estructura complicada y un peso molecular 20 
alto, en general, en la molécula existe una pluralidad de sitios que tienen diferentes estructuras. Por lo tanto, en el 
cuerpo de un sujeto, se produce una pluralidad de tipos de anticuerpos capaces de reconocer y unirse a diferentes 
sitios de dichas sustancias antigénicas. Específicamente, un anticuerpo que se produce en el sujeto contra una 
sustancia antigénica, tal como una proteína, es un anticuerpo policlonal que es una mezcla de una pluralidad de 
tipos de anticuerpos. Un anticuerpo descubierto ahora por los autores de la presente invención es también un 25 
anticuerpo policlonal que está específicamente presente en el suero obtenido de un sujeto portador de cáncer y que 
se une específicamente, mediante una reacción antígeno-anticuerpo, a una proteína CAPRIN-1 recombinante. La 
expresión “anticuerpo policlonal” utilizada en la presente invención se refiere a un anticuerpo que existe en el suero 
obtenido de un sujeto que contiene una sustancia antigénica y que se induce contra dicha sustancia antigénica. 
 30 
En los siguientes ejemplos, los polipéptidos de SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 8 (ambos CAPRIN-1 canina) y el 
polipéptido de SEQ ID NO: 2 (CAPRIN-1 humana) se prepararon como antígenos para inmunoensayo de 
anticuerpos específicos en animales vivos portadores de cáncer. La reactividad entre estos polipéptidos y los 
anticuerpos en el suero obtenidos de un sujeto portador de cáncer se confirmó después. Sin embargo, los 
anticuerpos mencionados anteriormente son anticuerpos policlonales, y se unen de manera natural a polipéptidos 35 
que consisten en los homólogos de SEQ ID NO: 6, 8 y 2. Incluso en el caso de un fragmento de dicho polipéptido, 
este puede unirse a un anticuerpo contenido en el suero obtenido de un sujeto portador de cáncer, dado que 
algunos anticuerpos policlonales pueden reconocer la estructura del fragmento. Esto es, tanto el polipéptido (que es 
la proteína CAPRIN-1 de longitud completa) del homólogo de SEQ ID NO: 6, 8 o 2 como un fragmento del mismo 
pueden utilizarse de manera similar para el ensayo de un anticuerpo policlonal contenido específicamente en el 40 
suero de un sujeto portador de cáncer, y son ser útiles para la detección del cáncer. Por consiguiente, un polipéptido 
a utilizar como un antígeno para inmunoensayo en el primer método de la presente invención no está limitado a un 
polipéptido solo que consta de la región de longitud completa de una proteína CAPRIN-1 (p. ej., SEQ ID NO: 6, 8 o 
12). Este puede ser un fragmento polipeptídico que comprende al menos de 7 a 12, y preferentemente al menos 8, 9 
o 10 aminoácidos continuos de la secuencia de aminoácidos de una proteína CAPRIN-1 que experimenta una 45 
reacción antígeno-anticuerpo con un anticuerpo policlonal contra la proteína CAPRIN-1 (en lo sucesivo en el 
presente documento, esta puede denominarse, por comodidad, "polipéptido parcial específicamente reactivo"). En la 
técnica se sabe que un polipéptido que comprende aproximadamente de 7 a 12 o más restos de aminoácido puede 
ejercer antigenicidad. Sin embargo, si el número de restos de aminoácido es demasiado bajo, es muy probable que 
dicho polipéptido reaccione en cruzado con un anticuerpo contra una proteína distinta de la proteína CAPRIN-1 que 50 
exista en la muestra. Por consiguiente, a la vista de potenciar la precisión del inmunoensayo, el número de restos de 
aminoácido de un fragmento polipeptídico es preferentemente de 20 o más, de 30 o más, y de 50 o más, más 
preferentemente de 100 o más o de 150 o más, adicionalmente se prefiere de 300 o más, e incluso adicionalmente 
se prefiere de 600 o más. El número de restos de aminoácido puede ser de 1.000 o más, o de 1.500 o más. 
 55 
Los ejemplos preferidos de los polipéptidos a utilizar como antígenos, incluyen los polipéptidos de las SEQ ID NO: 2 
a 30 de número par o sus fragmentos, que comprenden epítopos (p. ej., un fragmento polipeptídico que comprende 
de aproximadamente 7 a 12 o más restos de aminoácido). 
 
Las secuencias de nucleótidos de los polipéptidos que codifican las proteínas que consisten en las secuencias de 60 
aminoácidos de las SEQ ID NO: 2 a 30 de número par (es decir, SEQ ID NO: 2, 4, 6...28 y 30) se representan 
mediante las SEQ ID NO: 1 a 29 de número impar (es decir, SEQ ID NO: 1,3, 5...27 y 29). 
 
En general, es bien sabido en la técnica que los antígenos de proteína conservan una antigenicidad casi equivalente 
a la de la proteína original incluso si se ha sustituido, delecionado, añadido o insertado un pequeño número de 65 
restos de aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de la proteína. Por lo tanto, puede utilizarse un polipéptido 
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que tenga una secuencia procedente de la secuencia de aminoácidos de una proteína CAPRIN-1 por sustitución, 
deleción y/o inserción de un número pequeño de (preferentemente uno o varios) restos de aminoácido, que tenga 
una identidad de secuencia de 80 % o mayor, de 85-90 % o mayor, preferentemente de 90 % o mayor, más 
preferentemente de 95 % o mayor, mas preferentemente de 98 % o mayor, e incluso más preferentemente de 99 % 
o mayor con la secuencia original, y que se una específicamente mediante una reacción antígeno-anticuerpo a un 5 
anticuerpo contra CAPRIN-1 (en lo sucesivo en el presente documento, el mismo puede referirse a un "polipéptido 
modificado específicamente reactivo" por comodidad) para la detección del cáncer de una manera similar al caso de 
los polipéptidos descritos anteriormente. Preferentemente, un polipéptido modificado específicamente reactivo tiene 
una secuencia de aminoácidos procedente de la secuencia de aminoácidos de una proteína CAPRIN-1 por 
sustitución, deleción y/o inserción de uno o varios restos de aminoácido. El término "varios" como se utiliza en el 10 
presente documento se refiere a un número entero de 2 a 10, preferentemente un número entero de 2 a 6, y más 
preferentemente un número entero de 2 a 4. 
 
La expresión "identidad de secuencia", utilizada en el presente documento con referencia a secuencias de 
aminoácidos se determina alineando dos secuencias de aminoácidos a comparar, de tal manera que muchos restos 15 
de aminoácido coincidan tanto como sea posible, dividiendo el número de restos de aminoácido que coinciden entre 
el número total de restos de aminoácidos, y después expresando los resultados en términos de porcentaje (%). 
Después del alineamiento anterior, se insertan huecos según sea apropiado en una o ambas secuencias a 
comparar, de acuerdo con las necesidades. Dicho alineamiento de secuencias puede realizarse utilizando un 
programa o algoritmo bien conocido tal como BLAST, FASTA o CLUSTAL W (Karlin y Altschul, Proc. Nat. Acad. Sci. 20 
USA, 87:2264-2268, 1993; Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25:3389-3402, 1997). 
 
Veinte tipos de aminoácidos constituyen las proteínas de origen natural que pueden dividirse en grupos de 
aminoácidos que tienen propiedades análogas entre sí: aminoácidos neutros que tienen cadenas laterales con 
polaridad baja (Gly, Ile, Val, Leu, Ala, Met y Pro); aminoácidos neutros que tienen cadenas laterales hidrófilas (Asn, 25 
Gln, Thr, Ser, Tyr y Cys); aminoácidos ácidos (Asp y Glu); aminoácidos básicos (Arg, Lys y His) y aminoácidos 
aromáticos (Phe, Tyr, Trp y His). Se sabe que la sustitución entre estos aminoácidos (es decir, sustitución 
conservativa) raramente altera las propiedades del polipéptido resultante. Cuando los restos de aminoácido de 
CAPRIN-1 van a sustituirse, por consiguiente, la sustitución se realiza entre miembros del mismo grupo, de tal 
manera que la posibilidad de mantener la unión con el anticuerpo correspondiente es muy alta. Sin embargo, en la 30 
presente invención, la variante anterior puede implicar una sustitución no conservativa, siempre que se confiera 
actividad inductora de inmunidad, equivalente a o casi equivalente, a la de un polipéptido no modificado. 
 
Para la detección de cáncer pancreático también puede utilizarse un polipéptido (que, por comodidad, en lo sucesivo 
en el presente documento, puede denominarse polipéptido de adición específicamente reactivo) que contiene, como 35 
una secuencia parcial, el polipéptido anterior a utilizar en la presente invención (p. ej., preparado por adición de otro 
(poli)péptido en un extremo o en ambos extremos de un polipéptido a utilizar en la presente invención) y que se une 
específicamente mediante una reacción antígeno-anticuerpo a un anticuerpo contra CAPRIN-1, de una manera 
similar a la de los casos de los polipéptidos anteriores. 
 40 
Los polipéptidos que se utilizan en la presente invención pueden sintetizarse de acuerdo con un método de síntesis 
química, tal como el método Fmoc (el método de fluorenilmetoxicarbonilo) o el método tBoc (el método de t-butiloxi-
carbonilo) (Sociedad Bioquímica Japonesa (ed.), Seikagaku Jikken Koza (Biochemical Experimental Lecture Series) 
1, Tanpakushitsu no Kagaku (Protein Chemistry) IV, Kagaku Shushoku to Peptide Gousei (Chemical Modification 
and Peptide Synthesis), TOKYO KAGAKU DOZIN CO., LTD, Japón, 1981) Además, los polipéptidos pueden 45 
sintetizarse mediante un método convencional utilizando diversos sintetizadores peptídicos disponibles en el 
comercio. Como alternativa, los polipéptidos pueden prepararse fácilmente por técnicas de modificación genética 
conocidas (p. ej., Sambrook et al., Molecular Cloning, 2ª Edición, Current Protocols in Molecular Biology, 1989, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology, 3ª Edición, A Compendium of 
Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 1995, John Wiley & Sons). A partir de ARN extraído de un 50 
tejido que expresa un gen que codifica la CAPRIN-1 humana de SEQ ID NO: 2 o un homólogo de la misma, por 
ejemplo, se prepara ADNc del gen mediante RT-PCR, la secuencia de longitud completa o una secuencia parcial 
deseada del ADNc se incorpora en un vector de expresión y después el vector se introduce en una célula 
hospedadora. Por tanto, puede obtenerse un polipéptido de interés. Las secuencias de nucleótidos de los ADNc que 
codifican la CAPRIN-1 canina de SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 y 14 se muestran en las SEQ ID NO: 5, 7, 9, 11 y 13, 55 
respectivamente. Las secuencias de nucleótidos de sus homólogos humanos; es decir, los ADNc que codifican la 
CAPRIN-1 humana de SEQ ID NO: 2 y 4, se muestran en las SEQ ID NO: 1 y 3, respectivamente. Por consiguiente, 
pueden diseñarse fácilmente cebadores utilizados para RT-PCR con referencia a estas secuencias de nucleótidos. 
Como se describe más adelante, además, un gen que codifica la CAPRIN-1 de un mamífero no humano puede 
amplificarse utilizando cebadores diseñados con referencia a las secuencias de nucleótidos de SEQ ID NO: 1 a 29 60 
de número impar. Por consiguiente, el ADNc que codifica, por ejemplo, la CAPRIN-1 felina puede prepararse 
fácilmente mediante técnicas similares a las técnicas anteriores. La extracción de ARN, la RT-PCR, la incorporación 
de ADNc en un vector, y la introducción de un vector en una célula hospedadora puede realizarse, por ejemplo, por 
métodos bien conocidos como se describe más adelante. Además, los vectores y las células hospedadoras que se 
utilizan en el presente documento son muy conocidos, y en el comercio se dispone de diversos vectores y células 65 
hospedadoras. 
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Las células hospedadoras anteriores pueden ser cualquier célula, siempre y cuando puedan expresar los 
polipéptidos anteriores. Como un ejemplo de célula hospedadora procariota se incluye Escherichia coli. Como 
ejemplos de células hospedadoras eucariotas se incluyen células de mamífero cultivadas, tales como células de 
riñón de mono (COS1), células de ovario de hámster chino (CHO), la línea celular de riñón humano embrionario 
(HEK293) y la línea celular de piel de ratón embrionario (NIH3T3), células de levaduras en gemación, de levaduras 5 
en fisión, de gusano de seda y ovocitos de Xenopus. 
 
Cuando se utilizan células procariotas como células hospedadoras, se utiliza un vector de expresión que tiene un 
origen de replicación en células procariotas, un promotor, un sitio de unión a ribosoma, un sitio de clonación múltiple, 
un terminador, un gen de resistencia a fármacos, un gen complementario auxotrófico y similares. Los ejemplos de 10 
vectores de expresión de Escherichia coli incluyen vectores pUC, pBluescriptII, sistemas de expresión pET y 
sistemas de expresión pGEX. El ADN que codifica los polipéptidos anteriores se incorpora en dicho vector de 
expresión, las células hospedadoras procariotas se transforman con el vector, y el transformante así obtenido se 
cultiva. Por tanto, el polipéptido codificado por el ADN puede expresarse en las células hospedadoras procariotas. 
En este momento, el polipéptido también puede expresarse como una proteína de fusión con otra proteína. El ADN 15 
que codifica el polipéptido anterior puede obtenerse preparando ADNc, por ejemplo, por RT-PCR, como se ha 
descrito anteriormente. Como alternativa, dicho ADN puede sintetizarse mediante una técnica convencional 
utilizando un sintetizador de ácido nucleico disponible en el comercio. Las secuencias de nucleótidos de los ADNc 
de los genes que codifican CAPRIN-1 de SEQ ID NO: 2 y 4 se muestran en las SEQ ID NO: 1 y 3 en el Listado de 
Secuencias, respectivamente. 20 
 
Cuando como células hospedadoras se utilizan células eucariotas, se utiliza un vector de expresión de células 
eucariotas que tiene un promotor, una región de corte y empalme, un sitio de adición de poli (A), y similar. Como 
ejemplos de dicho vector de expresión se incluyen pKA1, pCDM8, pSVK3, pMSG, pSVL, pBK-CMV, pBK-RSV, un 
vector EBV, pRS, pcDNA3 y pYES2. Como se ha descrito anteriormente, el ADN que codifica un polipéptido utilizado 25 
en la presente invención se incorpora en dicho vector de expresión, las células hospedadoras se transforman con el 
vector y el transformante así obtenido se cultiva. Por tanto, el polipéptido codificado por el ADN anterior puede 
expresarse en células hospedadoras eucariotas. Cuando como un vector de expresión se utiliza pIND/V5-His, 
pFLAG-CMV-2, pEGFP-N1, pEGFP-C1, o similar, el polipéptido anterior puede expresarse como una proteína de 
fusión con diversas etiquetas, tales como las etiquetas de His (p. ej., (His)6 a (His)10), una etiqueta FLAG, una 30 
etiqueta myc, una etiqueta HA o GFP. 
 
De acuerdo con una técnica muy conocida, tal como electroporación, un método basado en fosfato de calcio, un 
método basado en liposomas, un método basado en DEAE dextrano, microinyección, infección vírica, lipofección o 
unión con un péptido permeable a la membrana celular, un vector de expresión puede introducirse en una célula 35 
hospedadora. 
 
Un polipéptido de interés puede aislarse y purificarse de células hospedadoras utilizando técnicas de aislamiento 
combinadas conocidas. Los ejemplos de dichas técnicas incluyen tratamiento utilizando un agente desnaturalizante, 
tal como urea o un tensioactivo, ultrasonido, digestión enzimática, salinización, fraccionamiento y precipitación con 40 
disolventes, diálisis, centrifugación, ultracentrifugación, filtración en gel, SDS-PAGE, isoelectroenfoque, 
cromatografía de intercambio iónico, cromatografía hidrófoba, cromatografía de afinidad y cromatografía de fase 
inversa. 
 
Los polipéptidos obtenidos a través de los métodos anteriores incluyen polipéptidos en forma de proteínas de fusión 45 
con cualquier otra proteína. Como ejemplos de dichas proteínas de fusión se incluyen una proteína de fusión con 
glutatión-S-transferasa (GTS) y una proteína de fusión con una etiqueta de His. Los polipéptidos en forma de dichas 
proteínas de fusión también están incluidos en el ámbito de los polipéptidos de adición específicamente reactivos 
descritos anteriormente, y dichos polipéptidos pueden utilizarse para el primer método de detección de la presente 
invención. Además, los polipéptidos expresados en células transformadas pueden someterse ocasionalmente a 50 
diversos tipos de modificación dentro de las células después de la traducción. Dicho polipéptido modificado 
postraduccionalmente puede utilizarse en el primer método de detección de la presente invención, siempre que 
tenga la capacidad de unirse específicamente, mediante una reacción antígeno-anticuerpo, a un anticuerpo contra 
una proteína CAPRIN-1. Como ejemplos de dicha modificación postraduccional se incluyen la retirada de una 
metionina N-terminal, acetilación N-terminal, glucosilación, proteolisis limitada por proteasas intracelulares, 55 
miristoilación, isoprenilación y fosforilación. 
 
Un anticuerpo presente en una muestra puede medirse fácilmente mediante inmunoensayo utilizando el polipéptido 
anterior como un antígeno. El propio inmunoensayo es muy conocido en la técnica. Los inmunoensayos se clasifican 
en: el método de tipo sándwich, el método de competición, el método de aglutinación, el método de transferencia de 60 
Western, y métodos similares, en función de los tipos de reacciones. Además, el inmunoensayo se clasifica en 
función de los marcadores utilizados, por ejemplo, en radioinmunoensayo, inmunoensayo con fluorescencia, 
inmunoensayo enzimático e inmunoensayo con biotina. El inmunoensayo del anticuerpo anterior puede realizarse 
utilizando cualquiera de estos métodos. El método ELISA de tipo sándwich o el método de aglutinación se emplean 
preferentemente como una técnica de inmunoensayo para el anticuerpo anterior en el método de la presente 65 
invención, dado que los procedimientos de estos métodos son convenientes y no requieren grandes aparatos y 
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similar, aunque las técnicas no se limitan a estos métodos. Cuando se utiliza una enzima como un marcador para un 
anticuerpo, dichas enzima no está particularmente limitada, siempre que satisfaga condiciones tales como que: la 
tasa de utilización sea alta; permanezca estable incluso si se une a un anticuerpo; y causa específicamente el 
revelado de color del sustrato. Las enzimas que pueden utilizarse para un inmunoensayo enzimático general son 
enzimas tales como peroxidasa, β-galactosidasa, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, acetilcolinesterasa, glucosa-6-5 
fosfato deshidrogenasa y ácido málico deshidrogenasa. Además, pueden utilizarse sustancias inhibidoras de 
enzimas, coenzimas y similares. La unión de estas enzimas con los anticuerpos puede realizarse mediante métodos 
conocidos que implican el uso de un agente reticulante, tal como un compuesto de maleimida, o un sistema de 
biotina-(estrept)avidina, o similar. Como sustrato puede utilizarse una sustancia conocida dependiendo del tipo de 
una enzima que vaya a utilizarse. Cuando se utiliza peroxidasa como una enzima, puede utilizarse, por ejemplo, 10 
3,3',5,5'-tetrametilbencidina. Cuando se utiliza fosfatasa alcalina, puede utilizarse, por ejemplo, para-nitrofenol. 
Puede utilizarse un radioisótopo que generalmente se utilice en un radioinmunoensayo, tal como, 125I o 3H. Puede 
utilizarse un colorante fluorescente que se utilice en técnicas generales basadas en anticuerpos fluorescentes, tal 
como isotiocianato de fluoresceína (FITC), isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) o un colorante de cianina 
fluorescente (p. ej., Cy3 o Cy5). 15 
 
No es preciso explicar las técnicas de inmunoensayo anteriores en el presente documento dado que estas técnicas 
son muy conocidas; sin embargo, brevemente, por ejemplo, el método de tipo sándwich comprende: la 
inmovilización del polipéptido anterior utilizado como un antígeno en una fase sólida, lo que permite que el 
polipéptido reaccione con una muestra tal como suero; un lavado, lo que permite que un anticuerpo secundario 20 
apropiado reaccione con un anticuerpo de la muestra; lavar de nuevo y después medir el anticuerpo secundario 
unido a la fase sólida. A inmovilizar un polipéptido antigénico en una fase sólida, un anticuerpo secundario no unido 
puede retirarse fácilmente. Por consiguiente, es preferible como una realización del método para detectar el cáncer 
de la presente invención. Como un anticuerpo secundario, si la muestra procede de un perro, puede utilizarse, por 
ejemplo, un anticuerpo anti-IgG de perro. Un anticuerpo secundario se marca por adelantado con una sustancia 25 
marcadora, cuyos ejemplos se han indicado anteriormente, de tal manera que puede medirse el anticuerpo 
secundario unido a una fase sólida. La cantidad de anticuerpo secundario así medida corresponde a la cantidad del 
anticuerpo anterior en la muestra de suero. Cuando se utiliza una enzima como una sustancia marcadora, la 
cantidad del anticuerpo puede medirse añadiendo un sustrato que se degrada para revelar un color mediante acción 
enzimática y después medirse ópticamente la cantidad de sustrato degradado. Cuando se utiliza un radioisótopo 30 
como una sustancia marcadora, la cantidad de radiación del isótopo puede medirse utilizando un contador de 
centelleo o similar. 
 
En el segundo método de la presente invención, se mide la proteína CAPRIN-1 que puede haber en una muestra 
obtenida de un sujeto. Como se ha descrito anteriormente, la cantidad de un anticuerpo que experimenta una 35 
reacción antígeno-anticuerpo con CAPRIN-1 de un perro, un ser humano, o similar, es significativamente mayor en 
sujetos con cáncer pancreático, en comparación con sujetos sanos. Esto indica que la cantidad de CAPRIN-1 
acumulada como un antígeno es significativamente alta en células de cáncer pancreático. En el caso de sujetos 
sanos, el nivel de expresión de CAPRIN-1 está por debajo del límite de detección, o la expresión de CAPRIN-1 en 
tejido es débil y aparecería simplemente en las células. El cáncer pancreático también puede detectarse midiendo 40 
directamente CAPRIN-1, como se describe específicamente en los ejemplos más adelante. Por lo tanto, el cáncer 
pancreático puede detectarse en un sujeto midiendo la propia CAPRIN-1, como es el caso del primer método. 
 
Un polipéptido en una muestra puede medirse fácilmente mediante técnicas de inmunoensayo muy conocidas. 
Específicamente, se prepara un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que experimenta una 45 
reacción antígeno-anticuerpo con CAPRIN-1, y se realiza un inmunoensayo utilizando el mismo. De esta manera 
puede medirse la presencia de CAPRIN-1 en la muestra. Como se describe anteriormente, un anticuerpo tiene 
reactividad cruzada. Por consiguiente, utilizando un anticuerpo que experimenta una reacción antígeno-anticuerpo 
con CAPRIN-1 canina de SEQ ID NO: 6, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, no solo puede medirse la 
proteína CAPRIN-1 canina de SEQ ID NO: 6, sino también sus homólogos en otros mamíferos (p. ej., CAPRIN-1 50 
humana de SEQ ID NO: 2 o 4). La propia técnica de inmunoensayo es una técnica convencional muy conocida, 
como se ha descrito anteriormente. 
 
Este estudio revela que CAPRIN-1 es una proteína de membrana celular que se expresa en la superficie de células 
de cáncer pancreático. Un sujeto con cáncer contiene muchas proteasas en tejidos de cáncer. Por consiguiente, la 55 
parte de la secuencia de CAPRIN-1 expresada fuera de las células cancerosas se degrada y se separa de las 
células cancerosas, y dicha parte es mayor en cantidad que la parte de la secuencia de CAPRIN-1 expresada en las 
células cancerosas. Por consiguiente, si en la medición se utiliza un anticuerpo capaz de unirse a las superficies de 
células de cáncer pancreático como un anticuerpo contra CAPRIN-1, o si se utiliza un fragmento de unión a antígeno 
del mismo, puede detectarse una mayor cantidad de CAPRIN-1, y las células de cáncer pancreático pueden 60 
diagnosticarse con mayor sensibilidad. 
 
Por consiguiente, en la presente invención, se prefiere el uso de un anticuerpo que se una a una parte expresada en 
la superficie de una célula de cáncer pancreático de una molécula de la proteína CAPRIN-1. Un ejemplo de un 
péptido parcial de una proteína CAPRIN-1 expresada en la superficie de una célula de cáncer pancreático es un 65 
polipéptido que consiste en una secuencia de aminoácidos de 7 a 12 o más restos de aminoácido continuos dentro 
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de la región de restos de aminoácidos (aa) 50 a 98 o restos de aminoácidos (aa) 233 a 305 en cualquiera de las 
secuencias de aminoácidos representadas por las SEQ ID NO: 2 a 30 de número par en el Listado de Secuencias, 
excluyendo las SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 18. Un ejemplo específico de las mismas es, pero sin limitación, la 
secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 61 (en la secuencia de aminoácidos 
representada por SEQ ID NO: 61, es preferible una región de la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID 5 
NO: 62 o SEQ ID NO: 63) o una secuencia de aminoácidos que tenga una identidad de secuencia de 80 % o mayor, 
preferentemente de 85 % o mayor, más preferentemente de 90 % o mayor, y más preferentemente de 95 % o mayor 
con la secuencia de aminoácido relevante. Además, todos los anticuerpos que se unen a estos polipéptidos se 
encuentran dentro del ámbito de los anticuerpos utilizados en la presente invención. Como ejemplos específicos se 
incluyen, un anticuerpo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que se une a un polipéptido que comprende 10 
la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 43, un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unión 
a antígeno del mismo, que tiene las secuencias de aminoácidos representadas por SEQ ID NO: 44 y 45, un 
anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que tiene las secuencias de aminoácidos 
representadas por SEQ ID NO: 44 y 46, un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, 
que tiene las secuencias de aminoácidos representadas por SEQ ID NO: 44 y 47, un anticuerpo monoclonal, o un 15 
fragmento de unión a antígeno del mismo, que tiene las secuencias de aminoácidos representadas por SEQ ID NO: 
44 y 48, un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que tiene las secuencias de 
aminoácidos representadas por SEQ ID NO: 49 y 50, un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unión a antígeno 
del mismo, que tiene las secuencias de aminoácidos representadas por SEQ ID NO: 51 y 52, un anticuerpo 
monoclonal, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que tiene las secuencias de aminoácidos representadas 20 
por SEQ ID NO: 53 y 54, un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que tiene las 
secuencias de aminoácidos representadas por SEQ ID NO: 55 y 56, un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de 
unión a antígeno del mismo, que tiene las secuencias de aminoácidos representadas por SEQ ID NO: 57 y 58 y un 
anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que tiene las secuencias de aminoácidos 
representadas por SEQ ID NO: 59 y 60.  25 
 
La expresión "fragmento de unión a antígeno" utilizada en el presente documento se refiere a un fragmento de 
anticuerpo, tal como un fragmento Fab, un fragmento F(ab’)2 o un fragmento Fv, contenido en una molécula de 
anticuerpo, que tiene la capacidad de unirse a un antígeno. Un anticuerpo también puede ser un anticuerpo 
policlonal o un anticuerpo monoclonal. Para el inmunoensayo, se prefiere un anticuerpo monoclonal con alta 30 
reproducibilidad. Los métodos para preparar un anticuerpo policlonal y un anticuerpo monoclonal utilizando un 
polipéptido como un inmunógeno son muy conocidos y pueden realizarse fácilmente de una manera convencional. 
Por ejemplo, un animal se inmuniza con CAPRIN-1 o solo con un fragmento de la misma, o con CAPRIN-1 o un 
fragmento de la misma, unido a una proteína transportadora, tal como hemocianina de lapa americana (KLH, 
keyhole limpet hemocyanin), caseína, o albúmina de suero, como un inmunógeno, junto con un adyuvante, y 35 
después puede inducirse un anticuerpo contra CAPRIN-1. Las células productoras de anticuerpos, tales como 
esplenocitos o linfocitos, extraídas del animal inmunizado, se fusionan con células de mieloma para preparar 
hibridomas, y se seleccionan hibridomas que producen un anticuerpo que se une a CAPRIN-1 y después se 
desarrollan. Por tanto, en el sobrenadante del cultivo puede obtenerse un anticuerpo monoclonal cuyo antígeno 
correspondiente sea CAPRIN-1. El método descrito anteriormente es un método convencional muy conocido. 40 
 
En el tercer método de la presente invención, se mide un ácido nucleico que codifica a CAPRIN-1 (por ejemplo, 
ARNm o ADNc sintetizado a partir de ARNm) que puede estar contenido en una muestra obtenida de un organismo 
vivo. Como se describe específicamente en los ejemplos más adelante, un ácido nucleico que codifica CAPRIN-1 
canina de SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 o 14 o CAPRIN-1 humana de SEQ ID NO: 2 o 4 se expresa a un nivel 45 
significativamente alto en células de cáncer pancreático. Por lo tanto, midiendo dicho ácido nucleico en una muestra, 
puede detectarse un cáncer existente en el organismo vivo. 
 
El ARNm presente en una muestra puede medirse cuantitativamente, por ejemplo, mediante un método 
convencional, tal como RT-PCR con detección en tiempo real, utilizando, como molde, ARNm. En general, dicho 50 
ARNm puede medirse cuantitativamente basándose en la intensidad de la tinción o similar en el método de 
transferencia de Northern convencional. Las secuencias de ADNc que codifican a CAPRIN-1 de las SEQ ID NO: 2 a 
30 de número par se representan por las SEQ ID NO: 1 a 29 de número impar, respectivamente. Por consiguiente, 
un polinucleótido que se hibrida específicamente con una región parcial en la secuencia de nucleótidos representada 
por cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 29 de número par (en lo sucesivo en el presente documento, denominado 55 
"polinucleótido para la detección de cáncer") se prepara basándose en estas secuencias y dicho polinucleótido se 
utiliza como una sonda o como un cebador para la amplificación de ácido nucleico para determinar la cantidad del 
ARNm en una muestra. Si un polinucleótido es capaz de hibridarse específicamente con una región parcial en la 
secuencia de nucleótidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 29 de número impar, también puede 
medirse el ARNm que codifica a CAPRIN-1 en mamíferos distintos de perro y ser humano, como se describe más 60 
adelante. En la presente invención, un polinucleótido puede ser ARN o ADN. 
 
La expresión "se hibrida específicamente con" utilizada en el presente documento, se refiere a una situación en la 
que dicho polinucleótido se hibrida solo con una región parcial diana y no se hibrida sustancialmente con ninguna 
otra región en condiciones de hibridación rigurosas. 65 
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La expresión "en condiciones de hibridación rigurosas" utilizada en el presente documento, se refiere a condiciones 
empleadas para el emparejamiento en PCR general o para detección utilizando una sonda. En el caso de PCR 
utilizando Taq polimerasa, por ejemplo, se realiza una reacción a una temperatura de emparejamiento apropiada 
que varía de aproximadamente 54 ºC a 60 ºC utilizando un tampón general, tal como un tampón que contiene KCl 50 
mM, Tris-HCl 10 mM (PH 8,3 a 9,0) y MgCl2 1,5 mM. En el caso de hibridación Northern, por ejemplo, una reacción 5 
se realiza utilizando una solución de hibridación general tal como 5x SSPE, formamida 50 %, 5x solución Denhardt y 
SDS 0,1-0,5 %, o 0,1-5x SSC y SDS 0,1-0,5 %, a una temperatura de hibridación apropiada que varía de 
aproximadamente 42 - 65 ºC. Después de la hibridación, se realiza un lavado, por ejemplo, con 0,1-0,2 x SSC y SDS 
0,1 %. Las temperaturas de emparejamiento o de hibridación apropiadas no están limitadas a las de los ejemplos 
anteriores, y dichas temperaturas se determinan basándose en el valor de la temperatura de fusión, Tf, para un 10 
polinucleótido para la detección del cáncer que se utiliza como un cebador o como una sonda y en las normas 
empíricas de las personas que realizan los experimentos. Un experto en la técnica puede determinar fácilmente 
dicho intervalo de temperatura. 
 
La expresión "no se hibrida sustancialmente con" utilizada en el presente documento, se refiere a una situación en la 15 
que dicho polinucleótido no se hibrida en absoluto con una región parcial diana o una cantidad extremadamente baja 
del polinucleótido se hibrida con una región parcial diana, es decir, en una cantidad relativamente inapreciable, 
incluso cuando se hibrida con una región parcial diana. Un ejemplo de un polinucleótido que se hibrida 
específicamente en dichas condiciones es un polinucleótido que tiene un determinado nivel o mayor de una 
identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de una región parcial diana. Por ejemplo, dicho 20 
polinucleótido tiene una identidad de secuencia de 70 % o mayor, preferentemente de 80 % o mayor, más 
preferentemente de 85 % o mayor, más preferentemente de 90 % o mayor, incluso más preferentemente de 93 % o 
mayor, aún más preferentemente de 95 % o mayor, y en particular preferentemente de 98 % o mayor. Más 
preferentemente, el polinucleótido tiene una secuencia de nucleótidos idéntica a la secuencia de nucleótidos de una 
región parcial diana. La identidad de secuencia se define de la misma manera que la identidad de secuencia de la 25 
secuencia de aminoácidos descrita anteriormente. Incluso si un extremo de un polinucleótido para la detección del 
cáncer contiene una región que no se hibrida con la misma, en el caso de una sonda, este puede utilizarse para la 
detección siempre que una región de hibridación ocupe aproximadamente una mitad o más de toda la sonda. En el 
caso de un cebador, este puede utilizarse para la detección siempre que una región de hibridación ocupe 
aproximadamente una mitad o más de todo el cebador y se localice en el lado 3’ terminal, dado que esto permite que 30 
se produzca un emparejamiento y una reacción de extensión normales. Cuando un extremo de un polinucleótido 
para la detección del cáncer contiene una región de no hibridación, como se describe anteriormente, la identidad de 
secuencia con una secuencia de nucleótidos diana se calcula centrándose solo en la región de hibridación sin tener 
en cuenta una región de no hibridación. 
 35 
En la presente invención, la expresión "secuencia parcial" (o "región parcial") se refiere a una parte de una 
secuencia de nucleótidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 29 de número impar. Específicamente, 
la secuencia parcial comprende al menos de 15 a 19 nucleótidos continuos, preferentemente 18 o más nucleótidos 
continuos, más preferentemente al menos 20 o 25 nucleótidos continuos, y más preferentemente al menos 30, 40 o 
50 nucleótidos continuos. La expresión "la secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO: 5", utilizada en el 40 
presente documento, se refiere a, además de la secuencia de nucleótidos realmente mostrada en SEQ ID NO: 5, a 
una secuencia complementaria a la misma. Por consiguiente, la expresión "un polinucleótido que tiene la secuencia 
de nucleótidos representada por SEQ ID NO: 5" se refiere, por ejemplo, a un polinucleótido monocatenario que tiene 
la secuencia de nucleótidos realmente representada por SEQ ID NO: 5, a un polinucleótido monocatenario que tiene 
una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO: 5, o a un 45 
polinucleótido bicatenario que consiste en dos polinucleótidos monocatenarios. Cuando se prepara un polinucleótido 
que se va a utilizar en la presente invención o cuando se prepara un polinucleótido que codifica un polipéptido que 
se va a utilizar en la presente invención, cualquiera de las secuencias de nucleótidos se selecciona apropiadamente, 
y un experto en la materia puede realizar fácilmente dicha selección. 
 50 
El número de nucleótidos en un polinucleótido para la detección del cáncer es preferentemente de 18 o más con 
vistas a garantizar la especificidad. Cuando el polinucleótido se utiliza como una sonda, este comprende 
preferentemente 18 o más nucleótidos, y además, comprende, preferentemente de 20 nucleótidos a toda la longitud 
de la región codificante. Cuando el polinucleótido se utiliza como un cebador, este comprende preferentemente de 
18 a 50 nucleótidos. Un ejemplo preferible del polinucleótido para la detección del cáncer es un polinucleótido que 55 
comprende 18 o más nucleótidos continuos en una secuencia de nucleótidos representada por cualquiera de las 
SEQ ID NO: 1 a 29 de número impar. 
 
Será obvio para un experto en la materia que en la descripción de la presente invención se haga referencia a que: 
un polinucleótido que se hibrida específicamente con una región parcial en SEQ ID NO: 5, 7, 9, 11 o 13 se utilice 60 
para medir la cantidad de un ácido nucleico (p. ej., ARNm o ADNc sintetizado a partir de ARNm) que codifica la 
proteína CAPRIN-1 canina de SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 o 14, respectivamente; y un polinucleótido que se hibrida 
específicamente con una región parcial en SEQ ID NO: 1 o 3 se utilice para medir la cantidad de un ácido nucleico 
(p. ej., ARNm o ADNc sintetizado a partir de ARNm) que codifica la proteína CAPRIN-1 humana de SEQ ID NO: 2 o 
4, respectivamente. Sin embargo, una proteína de un mamífero determinado y un homólogo de la misma de otro 65 
mamífero generalmente comparten una alta identidad de secuencia incluso a nivel de secuencias de nucleótidos. 
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Por tanto, la identidad de secuencia entre las secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO: 1 a 13 es también tan 
alta como de 94 % a 100 %. Por consiguiente, un polinucleótido que se hibrida específicamente con una región 
parcial de la secuencia de SEQ ID NO: 5 también puede hibridarse específicamente con una región parcial que 
corresponde a la región parcial de cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 29 de número impar. 
 5 
De hecho, un par de cebadores que tienen las secuencias de nucleótidos representadas por SEQ ID NO: 33 y 34 se 
hibridan específicamente tanto a una región parcial de cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 29 de número impar como 
a una región parcial de la secuencia de SEQ ID NO: 5, como se describe más adelante en los ejemplos. Por tanto, 
puede medirse tanto el ARNm que codifica la CAPRIN-1 canina de SEQ ID NO: 6 como el ARNm que codifica una 
secuencia homóloga de la misma. Por consiguiente, utilizando un polinucleótido que se hibrida específicamente con 10 
una región parcial de la secuencia de SEQ ID NO: 5, no solo puede medirse el ARNm que codifica a CAPRIN-1 
canina de SEQ ID NO: 6 sino también el ARNm que codifica a CAPRIN-1 humana de SEQ ID NO: 2 o 4. De manera 
similar, también puede medirse el ARNm que codifica a CAPRIN-1 de otro mamífero, tal como de un gato. Cuando 
se diseña un polinucleótido para la detección del cáncer, es más deseable seleccionar regiones parciales que 
tengan particularmente alta identidad de secuencia de entre las SEQ ID NO: 1 a 29 de número impar (y se prefieren 15 
secuencias de nucleótidos idénticas). Si hay una identidad de secuencia particularmente alta que tenga una región 
parcial entre CAPRIN-1 canina y CAPRIN-1 humana, se espera que también haya una región que muestre una 
identidad de secuencia alta con dicha región en un gen homólogo de otra especie animal. A través de la selección 
de dicha región parcial, puede aumentarse la precisión para medir el ARNm que codifica a CAPRIN-1 de una 
especie animal distinta de un perro o un ser humano. 20 
 
Para medir un ácido nucleico en un objeto de ensayo utilizando un polinucleótido que se hibrida específicamente con 
una región parcial del ácido nucleico como una sonda o como uno o más cebadores, se conoce bien un método de 
amplificación de ácido nucleico tal como PCR. Como ejemplos de dicho método se incluyen, además de RT-PCR 
como se describe más adelante específicamente en los siguientes, transferencia de Northern e hibridación in situ. 25 
Cuando en la presente invención se mide la cantidad de ARNm, pueden emplearse cualquiera de dichos métodos de 
medición bien conocidos. 
 
Un método de amplificación de ácido nucleico, tal como la PCR, es muy conocido en la técnica, y en el comercio se 
dispone de kits con reactivos y aparatos para efectuar dicho método, de tal manera que pueda realizarse fácilmente. 30 
Específicamente, cada una de las etapas de desnaturalización, emparejamiento y extensión se realizan utilizando un 
ácido nucleico en un objeto de ensayo (p. ej., el ADNc de un gen que codifica una proteína que tiene una secuencia 
de aminoácidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO: 2 a 30 de número par) como un molde y un par de 
polinucleótidos (cebadores) para la detección del cáncer en un tampón conocido en presencia de ADN polimerasa 
termoestable tal como Taq polimerasa o Pfu polimerasa y los dNTP (en este caso, N = A, T, C y G ) modificando la 35 
temperatura de la solución de reacción en cada etapa. En general, la etapa de desnaturalización se realiza de 90 ºC 
a 95 ºC, la etapa de emparejamiento se realiza a o cerca de la Tf del molde y los cebadores (preferentemente entre 
± 4 ºC), y la etapa de extensión se realiza a 72 ºC, que es la temperatura óptima de la ADN polimerasa termoestable 
tal como Taq polimerasa o Pfu polimerasa, o a una temperatura próxima a la temperatura óptima. La duración de 
cada etapa se establece adecuadamente entre aproximadamente 30 segundos y 2 minutos. Este ciclo de 40 
calentamiento se repite unas 25 a 40 veces, por ejemplo, de tal manera que la región de ácido nucleico molde 
intercalada entre un par de cebadores se amplifica. El método de amplificación de ácido nucleico no se limita a la 
PCR, pudiendo emplearse cualquiera de los otros métodos de amplificación de ácido nucleico bien conocidos en la 
materia. Cuando realiza un método de amplificación de ácido nucleico utilizando como cebadores un par de 
polinucleótidos para la detección del cáncer y como molde un ácido nucleico en el objeto de ensayo, como se 45 
describe anteriormente, el ácido nucleico se amplifica. Sin embargo, si una muestra no contiene el ácido nucleico de 
ensayo, la amplificación no tiene lugar. Por consiguiente, para determinar la presencia o la ausencia del ácido 
nucleico en la muestra puede detectarse un producto de amplificación. Dicho producto puede detectarse mediante 
un método que comprenda someter a electroforesis una solución de reacción después de amplificación y 
posteriormente teñir la banda con bromuro de etidio o similar o mediante un método que comprenda la 50 
inmovilización de un producto de amplificación después de electroforesis en una fase sólida, tal como una 
membrana de nailon, realizar la hibridación con una sonda de marcaje que se hibrida específicamente con un ácido 
nucleico, lavar, y después detectar el marcador. Además, la denominada PCR de detección en tiempo real se realiza 
utilizando un colorante fluorescente inactivador y un colorante fluorescente indicador, y la cantidad de ácido nucleico 
en un espécimen puede por tanto cuantificarse. Dado que en el comercio se dispone de kits para la PCR de 55 
detección en tiempo real, dicha PCR puede realizarse fácilmente. Además, la medición semicuantitativa de un ácido 
nucleico en un objeto de ensayo también puede realizarse basándose en la intensidad de banda de la electroforesis. 
Un ácido nucleico en objeto de ensayo puede ser ARNm o ADNc transcrito de manera inversa a partir de ARNm. 
Cuando el ARNm se amplifica como un ácido nucleico, también puede emplearse un método NASBA (el método 
3SR o método TMA) utilizando los pares de cebadores anteriores. El método NASBA es muy conocido y en el 60 
comercio también se dispone de kits para realizarlo de manera que el método puede realizarse fácilmente utilizando 
los pares de cebadores anteriores. 
 
Como una sonda, también puede utilizarse una sonda marcada que se prepara marcando un polinucleótido para la 
detección del cáncer con un marcador fluorescente, un radiomarcador, un marcador de biotina o similar. Se conocen 65 
bien métodos para marcar un polinucleótido. La presencia o ausencia de un ácido nucleico en una muestra puede 
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examinarse inmovilizando un ácido nucleico o un producto de amplificación del mismo, realizando hibridación con 
una sonda marcada, lavando y después midiendo el marcador unido a la fase sólida. Como alternativa, un 
polinucleótido para la detección de cáncer se inmoviliza, un ácido nucleico en el objeto de ensayo se hibrida con 
este y el ácido nucleico de ensayo unido a la fase sólida puede después detectarse utilizando la sonda marcada o 
similar. En dicho caso, un polinucleótido para la detección del cáncer unido a una fase sólida también se denomina 5 
"sonda". Los métodos para medir un ácido nucleico utilizando una sonda de polinucleótidos también son muy 
conocidos en la técnica. Dicho método puede realizarse en un tampón, poniendo en contacto una sonda 
polinucleotídica con un ácido nucleico en el objeto de ensayo a la Tf o próxima a la Tf (preferentemente, ± 4 ºC) para 
la hibridación, lavando y después midiendo la sonda marcada hibridada o el ácido nucleico molde unido a la sonda 
en fase sólida. Como ejemplos de dicho métodos se incluyen métodos muy conocidos tales como transferencia de 10 
Northern, hibridación in situ y transferencia de Southern. En la presente invención, puede aplicarse cualquier método 
bien conocido. 
 
De acuerdo con el método de detección de la presente invención, se evalúa si un sujeto animal (o un sujeto) padece 
o no cáncer pancreático, basándose en la presencia o en la cantidad de expresión de CAPRIN-1 medida como se ha 15 
descrito anteriormente. Aunque el cáncer pancreático puede detectarse midiendo solo la presencia o la cantidad de 
expresión de CAPRIN-1 en un animal sujeto, es preferible examinar los niveles de expresión (el nivel de anticuerpo, 
el nivel de polipéptido o el nivel de ARNm) de CAPRIN-1 en una o más muestras de sujetos sanos y el valor 
determinado de un sujeto animal se compara con el valor patrón obtenido de individuos sanos, en vistas a potenciar 
la precisión de la detección. Para potenciar adicionalmente la precisión de la detección, los niveles de expresión de 20 
CAPRIN-1 se miden en muestras obtenidas de muchos pacientes en los que se encontró que tenían cáncer 
pancreático, para obtener un valor patrón para pacientes de cáncer pancreático, y el valor determinado de un sujeto 
animal puede después compararse tanto con el valor patrón de sujetos sanos como con el valor patrón de pacientes 
con cáncer pancreático. Los valores patrones anteriores pueden determinarse, por ejemplo, cuantificando el nivel de 
expresión de CAPRIN-1 en cada muestra y calculando su valor promedio. El valor patrón de sujetos sanos y el 25 
mismo para pacientes con cáncer pancreático puede determinarse por adelantado midiendo los niveles de expresión 
de CAPRIN-1 en muchos sujetos sanos y en pacientes con cáncer pancreático. Por consiguiente, cuando en el 
método de la presente invención se realiza la comparación con el valor patrón, puede utilizarse un valor patrón 
determinado por adelantado. 
 30 
El método de detección de la presente invención puede comprender realizar un diagnóstico basándose en otros 
antígenos del cáncer o en marcadores del cáncer en combinación. Esto puede potenciar adicionalmente la precisión 
de la detección del cáncer pancreático. Cuando un anticuerpo, especialmente existente en pacientes con cáncer 
pancreático, se mide mediante el método de la presente invención, por ejemplo, puede utilizarse otro polipéptido que 
a menudo se exprese en un tejido con cáncer en combinación como un antígeno de una manera similar a la que se 35 
utiliza para los polipéptidos descritos anteriormente. Además, el método de la presente invención puede realizarse 
en combinación con el diagnóstico utilizando un marcador de cáncer previamente conocido. 
 
El cáncer pancreático que va a someterse al método para detectar cáncer pancreático de la presente invención, es 
cáncer pancreático que expresa CAPRIN-1. Como ejemplos de dicho cáncer se incluyen, pero sin limitación, 40 
carcinoma ductal pancreático, carcinoma ductal pancreático invasivo, adenocarcinoma, carcinoma de células 
acinares, carcinoma adenoescamoso, tumor de células gigantes, neoplasia papilar mucinosa intraductal (NPMI), 
neoplasia quística mucinosa (NQM), pancreatoblastoma, cistoadenocarcinoma seroso, tumor sólido pseudopapilar 
(TSP), gastrinomas (síndrome de Zollinger-Ellison), glucagonosomas, insulinomas, neoplasia endocrina múltiple de 
Tipo 1 (MEN1) (síndrome de Wermer),tumor no funcional de células de los islotes, somatostatinomas y VIPomas. Un 45 
sujeto en el método de la presente invención es un mamífero, preferentemente un ser humano o un perro. 
 
Como ejemplos de muestras que van a someterse al método de la presente invención se incluyen fluidos corporales, 
tales como sangre, suero, plasma sanguíneo, fluido ascítico y derrame pleural, tejidos y células. En el primer método 
y en el segundo método, en particular, se utilizan preferentemente muestras de suero, plasma sanguíneo, fluido 50 
ascítico, derrame pleural, tejido y células. En el tercer método que comprende medir un ácido nucleico, tal como 
ARNm, se prefieren muestras de tejido y células. 
 
Para la detección de cáncer pancreático, como reactivos o kits pueden proporcionarse uno o más polipéptidos a 
utilizar como antígenos para inmunoensayo en el primer método descrito anteriormente (es decir, CAPRIN-1 canina 55 
de SEQ ID NO: 2 o una secuencia homóloga de la mismo, un polipéptido parcial específicamente reactivo, un 
polipéptido modificado específicamente reactivo, y un polipéptido de adición específicamente reactivo) Un reactivo 
de este tipo puede consistir en el polipéptido anterior, o puede contener individualmente diversos aditivos útiles para 
la estabilización del polipéptido, un tampón necesario para el ensayo, anticuerpos secundarios, sustratos para 
enzimas o similar. Como alternativa, dicho reactivo puede inmovilizarse en una fase sólida tal como una placa o una 60 
membrana. Anteriormente se han proporcionado ejemplos preferidos de dichos polipéptidos. 
 
Para la detección de cáncer pancreático, también puede proporcionarse en forma de reactivo, un anticuerpo o un 
fragmento de unión a antígeno del mismo, que experimenta una reacción antígeno-anticuerpo con CAPRIN-1, 
utilizado para inmunoensayos de CAPRIN-1 mediante el segundo método. El reactivo la para detección de cáncer 65 
pancreático puede consistir en el anticuerpo anterior o en un fragmento de unión a antígeno del mismo. El reactivo 
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puede contener diversos aditivos útiles para la estabilización de dicho anticuerpo o fragmento de unión a antígeno 
del mismo. Como alternativa, al anticuerpo, o al fragmento de unión a antígeno del mismo, puede unirse un metal, tal 
como manganeso o hierro. Cuando dicho anticuerpo, o fragmento de unión a antígeno del mismo, unido a metal se 
administra a un organismo vivo, el anticuerpo, o fragmento de unión a antígeno del mismo, unido a metal se acumula 
a un nivel aumentado en un sitio en el cual la proteína antigénica está presente a un nivel más alto. Cuando dicho 5 
anticuerpo, o fragmento de unión a antígeno del mismo, unido a metal se administra a un organismo vivo, el 
anticuerpo, o fragmento de unión a antígeno del mismo, unido a metal se acumula a un nivel aumentado en un sitio 
en el cual la proteína antigénica está presente a un nivel más altoPor lo tanto, el metal se mide mediante MRI o 
similar, y de esta manera puede detectarse la presencia de células cancerosas productoras de la proteína 
antigénica. 10 
 
Adicionalmente, como reactivo o kit para la detección de cáncer pancreático, también pueden proporcionarse uno o 
más de los polinucleótidos anteriores a utilizar para medir un ácido nucleico, tal como ARNm, en el tercer método. 
En dicho caso, el reactivo para la detección de cáncer pancreático puede consistir en el polinucleótido, o puede 
contener individualmente diversos aditivos útiles para la estabilización del polipéptido, un tampón necesario para el 15 
ensayo (p. ej., un marcador fluorescente) y similar. El polinucleótido para la detección de cáncer pancreático 
contenido en el reactivo es preferentemente uno o más cebadores o una o más sondas. Anteriormente se han 
descrito las condiciones y los ejemplos preferibles del polinucleótido para la detección del cáncer pancreático. 
 
Ejemplos 20 
 
La presente invención se describirá con más detalle con referencia a los siguientes ejemplos, aunque el alcance 
técnico de la misma no está limitado a los ejemplos. 
 
[Ejemplo 1] Obtención de la proteína antigénica de cáncer pancreático por el método SEREX (1) Construcción de 25 
una biblioteca de ADNc 
 
Se extrajo ARN total de un tejido de testículo de un perro sano mediante un método ácido con guanidio-fenol-
cloroformo, y el ARN poliA se purificó utilizando un kit de purificación de ARNm Oligotex-dT30 (Takara Shuzo, Co., 
Ltd.) de acuerdo con los protocolos incluidos en el kit. 30 
 
Utilizando el ARNm así obtenido (5 µg), se sintetizó una fagoteca de ADNC de testículo de perro. La fagoteca de 
ADNc se construyó utilizando un Kit de Síntesis de ADNc, un Kit de Síntesis ZAP- ADNc y un Kit de Clonación ZAP-
ADNc GigapackIII Gold (STRATAGENE), de acuerdo con los protocolos incluidos en los kits. El tamaño de la 
fagoteca de ADNc así construida fue de 7,73 x 105 ufp/ml. 35 
 
(2) Cribado de biblioteca de ADNc utilizando suero 
 
Se realizó inmunocribado utilizando la fagoteca de ADNc de testículo de perro construida anteriormente. 
Específicamente, el hospedador Escherichia coli (XL1-Blue MRF’) se infectó con el fago de modo que se obtuvieron 40 
2210 clones presentes en una placa de agarosa NZY (Φ90 x 15 mm). Las células de E. coli se cultivaron a 42 ºC 
durante 3 a 4 horas para formar las placas. La placa se cubrió con una membrana de nitrocelulosa (Hybond C Extra: 
GE Healthcare Bio-Science) impregnada con IPTG (isopropil-β-D-tiogalactosido) a 37 ºC durante 4 horas, de tal 
manera que las proteínas se indujeron, se expresaron y después se transfirieron a la membrana. Después de esto, 
la membrana se recuperó y se sumergió en TBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) que contenía leche 45 
desnatada en polvo al 0,5 %, seguido de agitación a 4 ºC durante una noche, para suprimir las reacciones no 
específicas. El filtro se sometió a una reacción con suero de un perro con cáncer diluido 500 veces a temperatura 
ambiente durante 2 a 3 horas. 
 
Al igual que el suero anterior de un perro con cáncer, se utilizó un suero recogido de un perro con cáncer 50 
pancreático El suero se conservó a -80 ºC y después se sometió a pretratamiento inmediatamente antes de su uso. 
El pretratamiento del suero se realizó por el siguiente método. Específicamente, el hospedador Escherichia coli 
(XL1-Blue MRF’) se infectó con un fago λ ZAP Express en el que no se había insertado gen exógeno, y después se 
cultivó en medio de placa NZY a 37 ºC durante una noche. Posteriormente, a la placa se añadió un tampón 
(NAHCO3 0,2 M (pH 8,3) que contenía NaCl 0,5 M y después la placa se dejó reposar a 4 ºC durante 15 horas y a 55 
continuación se recogió un sobrenadante como un extracto de Escherichia coli/fago. Después de esto, el extracto de 
Escherichia coli/fago recogido se aplicó a una columna NHS (GE Healthcare Bio-Science), para inmovilizar la 
proteína procedente de Escherichia coli/fago. Se aplicó el suero de un perro con cáncer a la columna a la cual se 
había inmovilizado la proteína para la reacción y retirando de ese modo del suero Escherichia coli y un anticuerpo 
adsorbido al fago. La fracción de suero que se había pasado a través de la columna se diluyó 500 veces con TBS 60 
que contenía leche desnatada en polvo al 0,5 %. La fracción de suero diluida se utilizó como un material de 
inmunocribado. 
 
Una membrana a la que se había transferido el suero tratado y la proteína de fusión anterior, se lavó 4 veces con 
TBS-T (Tween20 al 0,05 %/TBS) y la membrana se hizo reaccionar con anticuerpo de cabra anti-IgG de perro 65 
(conjugado de cabra con HRP anti IgG-h+I de perro: BETHYL Laboratories) diluido 5000 veces como anticuerpo 
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secundario con TBS que contenía leche desnatada en polvo al 0,5 % a temperatura ambiente durante 1 hora. La 
detección se realizó mediante una reacción enzimática de revelado de color utilizando la solución de reacción 
NBT/BCIP (Roche). Las colonias correspondientes al sitio positivo de la reacción de revelado de color se recogieron 
de la placa de agarosa NZY (ϕ90 x 15 mm), y después se disolvió en 500 µl de tampón SM (NaCl 100 mM, MgCISO4 

100 mM, Tris-HCl 50 mM, gelatina al 0,01 %, pH 7,5). Hasta la unificación de las colonias positivas en la reacción de 5 
revelado de color, se repitió el cribado secundario y el cribado terciario por un método similar al anterior, por tanto, 
se exploraron 30940 clones de fagos que habían reaccionado con IgG de suero. De este modo se aislaron 5 clones 
positivos. 
 
(3) Búsqueda de homologías para el gen antigénico aislado 10 
 
Se realizó un procedimiento para la conversión de los vectores fágicos en vectores plasmídicos para los 5 clones 
positivos aislados por el método anterior con el fin de someter los clones a análisis de secuencia de nucleótidos. 
Específicamente, se prepararon 200 µl de una solución que contenía el hospedador Escherichia coli (XL1-Blue 
MRF’) a una absorbancia (DO 600) de 1,0. La solución se mezcló con 250 µl de una solución purificada de fagos y 15 
con 1 µl de fago auxiliar ExAssist (STRATAGENE) y la mezcla se sometió a una reacción a 37 ºC durante 15 
minutos, después de eso, se añadieron 3 ml de medio LB y el cultivo se realizó después a 37 ºC durante 2,5 a 3 
horas. Inmediatamente después, la temperatura de la solución se mantuvo en un baño de agua a 70 durante 20 
minutos, se realizó centrifugación a 4 ºC y a 1000 x g durante 15 minutos, y después se recogió el sobrenadante 
como una solución de fagémido. Posteriormente, se mezclaron 200 µl de una solución que contenía fagémido de 20 
hospedador Escherichia coli (SOLR) a la absorbancia DO600 de 1,0. La solución resultante se mezcló con 10 µl de 
una solución purificada de fagos, seguido de 15 minutos de reacción a 37 ºC. El producto de reacción (50 µl) se 
sembró en medio de agar LB que contenía ampicilina (a una concentración final de 50 µg/ml) y después se cultivó 
durante una noche a 37 ºC. Se recogió una única colonia de SOLR transformada y después se cultivó en medio LB 
que contenía ampicilina (a una concentración final de 50 µg/ml) a 37 ºC. Después de esto, utilizando el kit QIAGEN 25 
plasmid Miniprep (QIAGEN), se purificó el ADN plasmídico que contenía un inserto de interés. 
 
El plásmido purificado se sometió a análisis de la secuencia de inserto de longitud completa mediante el método de 
cebador andante utilizando el cebador T3 representado por SEQ ID NO: 31 y el cebador T7 representado por SEQ 
ID NO: 32. Como un resultado del análisis de secuencia, se obtuvieron las secuencias génicas representadas por 30 
SEQ ID NO: 5, 7, 9, 11 y 13. Se realizó un programa de búsqueda de homología, búsqueda BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), utilizando las secuencias de nucleótidos y las de aminoácidos (SEQ ID NO: 6, 
8, 10, 12 y 14) de los genes. Como un resultado de esta búsqueda de homología con genes conocidos, se descubrió 
que los 5 genes obtenidos codificaban a CAPRIN-1. La identidad de secuencia entre los 5 genes fue del 100 % para 
la secuencia de nucleótidos y del 99 % para la secuencia de aminoácidos en regiones traducidas en proteínas. 35 
Además, la identidad de secuencia entre el gen canino (cualquiera de SEQ ID NO: 5, 7, 9, 11, o 13) y un gen que 
codifica un homólogo humano del mismo fue de 94 % para la secuencia de nucleótidos y de 98 % para la secuencia 
de aminoácidos en regiones traducidas en proteínas. Las secuencias de nucleótidos del homólogo humano se 
representan por SEQ ID NO: 1 y 3 y las secuencias de aminoácidos del mismo se representan por SEQ ID NO: 2 y 
4. Además, la identidad de secuencia entre el gen canino obtenido y un gen que codifica un homólogo de ganado 40 
fue de 94 % para la secuencia de nucleótidos y de 97 % para la secuencia de aminoácidos en regiones traducidas 
en proteínas. La secuencia de nucleótidos del homólogo de ganado se representa por SEQ ID NO: 15 y la secuencia 
de aminoácidos de la misma se representa por SEQ ID NO: 16. La identidad de secuencia entre el gen que codifica 
el homólogo humano y el gen que codifica el homólogo de ganado fue de 94 % para las secuencias de nucleótidos y 
varió de 93 % a 97 % para la secuencia de aminoácidos en regiones traducidas en proteínas. Además, la identidad 45 
de secuencia entre el gen canino obtenido y un gen que codifica un homólogo equino fue de 93 % para la secuencia 
de nucleótidos y de 97 % para la secuencia de aminoácidos en regiones traducidas en proteínas. La secuencia de 
nucleótidos del homólogo equino se representa por SEQ ID NO: 17 y la secuencia de aminoácidos del mismo se 
representa por SEQ ID NO: 18. La identidad de secuencia entre el gen que codifica el homólogo humano y el gen 
que codifica el homólogo equino fue de 93 % para la secuencia de nucleótidos y de 96 % para la secuencia de 50 
aminoácidos en regiones traducidas en proteínas. Además, la identidad de secuencia entre el gen canino obtenido y 
un gen que codifica el homólogo de ratón varió de 87 % a 89 % en términos de secuencia de nucleótidos y varió de 
95 % a 97 % para la secuencia de aminoácidos en regiones traducidas en proteínas. Las secuencias de nucleótidos 
del homólogo de ratón se representan por las SEQ ID NO: 19, 21, 23, 25 y 27 y las secuencias de aminoácidos del 
mismo se representan por las SEQ ID NO: 20, 22, 24, 26 y 28. La identidad de secuencia entre el gen que codifica el 55 
homólogo humano y el gen que codifica el homólogo de ratón varió de 89 % a 91 % para la secuencia de 
nucleótidos y varió de 95 % a 96 % para la secuencia de aminoácidos en regiones traducidas en proteínas. Además, 
la identidad de secuencia entre el gen canino obtenido y un gen que codifica un homólogo de pollo fue de 82 % para 
la secuencia de nucleótidos y de 87 % para la secuencia de aminoácidos en regiones traducidas en proteínas. La 
secuencia de nucleótidos del homólogo de pollo se representa mediante SEQ ID NO: 29 y la secuencia de 60 
aminoácidos para la misma se representa por SEQ ID NO: 30. La identidad de secuencia entre el gen que codifica el 
homólogo humano y el gen que codifica el homólogo de pollo varia de 81 % a 82 % para la secuencia de nucleótidos 
y de 86 % para la secuencia de aminoácidos en regiones traducidas en proteínas. 
 
(4) Análisis de expresión génica en líneas celulares de cáncer pancreático humano. 65 
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La expresión de los genes obtenidos por el método anterior en tejidos normales humanos (es decir glándula 
mamaria, cerebro, médula ósea, pulmón, esófago, páncreas y testículo) y 4 tipos de líneas celulares de cáncer 
pancreático (es decir, Capan-2, MIAPaCa-2, PANC-1, y BxPC-3) se examinó mediante RT-PCR (PCR con 
transcripción inversa). Se realizó una reacción de transcripción inversa de la siguiente manera. Específicamente, se 
extrajo ARN total de cada tejido (50 mg a 100 mg) y de cada línea celular (5-10 x 106 células) utilizando el reactivo 5 
TRIZOL (Invitrogen) de acuerdo con los protocolos adjuntos. El ADNc se sintetizó utilizando el ARN total y el sistema 
de síntesis de primera cadena Superscript para RT-PCR (Invitrogen) de acuerdo con los protocolos adjuntos. La 
PCR se realizó de la siguiente manera utilizando cebadores específicos para los genes obtenidos (representados 
por SEQ ID NO: 33 y 34). Específicamente, la PCR se realizó preparando una solución de reacción para llevar una 
cantidad total de la misma a 25 µl con la adición de reactivos y un tampón incluido (es decir, 0,25 µl de una muestra 10 
preparada por reacción de transcripción inversa, los cebadores anteriores (2 µm cada uno), los dNTP (0,2 mM cada 
uno), 0,65 U de ExTaq polimerasa (Takara Shuzo, Co., Ltd.)), la solución resultante se sometió a un ciclo de 94 ºC 
durante 30 segundos, 60 ºC durante 30 segundos y 72 ºC durante 30 segundos, utilizando un termociclador (BIO 
RAD), y este ciclo se repitió 30 veces. Los cebadores específicos de genes mencionados anteriormente se utilizaron 
para amplificar la región entre el nucleótido N.º 698 y el nucleótido N.º 1124 en la secuencia de nucleótidos 15 
representada por SEQ ID NO: 1 (el gen de CAPRIN-1 humana). Para establecer comparaciones, se utilizaron 
cebadores específicos de GAPDH (representados por SEQ ID NO: 35 y 36) al mismo tiempo. Como resultado de la 
inspección de la expresión del gen de la proteína CAPRIN-1 humana, su expresión se observó solo en los testículos 
en el caso de tejidos caninos sanos, aunque la expresión se observó en células de cáncer pancreático. Los 
resultados demuestran que la expresión de CAPRIN-1 no se observaba en tejidos normales distintos a los de los 20 
testículos, mientras que la expresión de CAPRIN-1 se observaba en las células de cáncer pancreático. 
 
(5) Expresión de CAPRIN-1 en tejidos normales caninos y de ratón. 
 
Ratones (hembra Balb/c) y perros (perros Beagle, hembra) se exanguinaron mediante anestesia con éter y con 25 
ketamina/isoflurano. Después de la laparotomía, cada uno de los órganos (estómago, hígado, globo ocular, glándula 
de timo, músculo, médula ósea, útero, intestino delgado, esófago, corazón, riñón, glándula salival, intestino grueso, 
glándula mamaria, cerebro, pulmón, piel, glándula adrenal, ovarios, páncreas, bazo y vejiga) se transfirieron a una 
placa de 10 cm que contenía PBS. Cada órgano se abrió cortando en PBS y después se fijó por perfusión durante 
una noche con tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4) que contenía paraformaldehído (PFA) al 4 %. El perfundido se 30 
desechó, la superficie tisular de cada órgano se lavó con PBS, y después una solución de PBS que contenía 
sacarosa al 10 % se introdujo en un tubo de centrífuga de 50 ml. Después, cada tejido se introdujo en cada tubo, 
seguido de agitación utilizando un rotor a 4 ºC durante 2 horas. Cada solución se sustituyó con una solución de PBS 
que contenía sacarosa al 20 % y después se dejó reposar a 4 ºC hasta que precipitaron los tejidos. Cada solución se 
sustituyó con una solución de PBS que contenía sacarosa al 30 % y después se dejó reposar a 4 ºC hasta que 35 
precipitación los tejidos. Cada tejido se retiró y con un escarpelo quirúrgico se escindió una parte necesaria. 
Posteriormente, se aplicó el compuesto OCT (Tissue Tek) y extendió sobre cada superficie tisular, y después los 
tejidos se colocaron en un Cryomold. El Cryomold se colocó en hielo seco para enfriarse rápidamente. Los tejidos se 
cortaron en trozos de 10 a 20 µm de longitud utilizando un criostato (LEICA), y los trozos de tejido cortados en 
rodajas se secaron después al aire en portaobjetos de vidrio durante 30 minutos utilizando un secador de pelo y de 40 
esta manera se trataron los portaobjetos de vidrio sobre los que se habían aplicado los trozos de tejido cortados. 
Posteriormente, cada portaobjetos de vidrio se introdujo en un frasco de tinción cargado con PBS-T (solución salina 
que contenía Tween 20 0,05 %), cada 5 minutos se realizó un procedimiento que implicaba el intercambio de PBS-T 
con PBS-T reciente, y este procedimiento se repitió 3 veces. El exceso de agua alrededor de cada espécimen se 
retiró utilizando toallitas (Kimwipes) y después cada sección se circundó con DAKOPEN (DAKO). Como soluciones 45 
bloqueantes, un reactivo bloqueante de IgG de ratón MOM (VECTASTAIN) se aplicó sobre el tejido de ratón y una 
solución de PBS-T que contenía suero de ternero fetal al 10 % se aplicó sobre el tejido canino. Los resultantes se 
dejaron reposar en una cámara con humedad a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, una solución 
preparada con la solución de bloqueo contra un anticuerpo monoclonal anti-CAPRIN-1 (anticuerpo monoclonal n.º 8) 
10 µg/ml que tenía la región variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 55 y la región variable de cadena ligera de 50 
SEQ ID NO: 56, que reacciona con las superficies de las células cancerosas preparadas en el Ejemplo 3, se aplicó 
sobre cada uno de los portaobjetos de vidrio y después se reposar en una cámara con humedad a 4 ºC durante una 
noche. Después de lavar 3 veces con PBS-T durante 10 minutos, un anticuerpo anti-IgG marcado con biotina MOM 
(VECTASTAIN) diluido 250 veces con la solución de bloqueo, se aplicó sobre cada portaobjetos de vidrio y después 
se dejó reposar en una cámara con humedad a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar 3 veces 55 
durante 10 minutos con PBS-T, se aplicó un reactivo de avidina-biotina ABC (VECTASTAIN) y después se dejó 
reposar en una cámara con humedad a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de lavar 3 veces durante 
10 minutos con PBS-T, se aplicó una solución de tinción DAB (10 mg de DAB + 10 µl de H2O2 al 30 % y 50 ml de 
Tris-HCl 0,05 M, pH 7,6), y los portaobjetos se dejaron reposar en una cámara con humedad a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. Los portaobjetos se lavaron con agua destilada y después se aplicó reactivo de 60 
hematoxilina (DAKO). Después de dejar reposar a temperatura ambiente durante 1 minuto, los portaobjetos se 
lavaron con agua destilada. Cada uno de los portaobjetos se colocó en soluciones de etanol al 70 %, 80 %, 90 %, 
95 % y 100 % en dicho orden durante 1 minuto y después se dejó que reposaran en xileno durante una noche. Los 
portaobjetos se retiraron, se cubrieron con un cubreobjetos con medio de montaje Glycergel (DAKO) y después se 
observaron. Como resultado, la expresión de CAPRIN-1 se observó a un grado escaso en las células en todos los 65 
tejidos de glándulas salivales, riñón, colon y estómago, pero no se observó expresión de CAPRIN-1 en las 
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superficies celulares. Además no se observó en absoluto expresión de CAPRIN-1 en tejidos de otros órganos. 
 
[Ejemplo 2] Preparación de proteínas CAPRIN-1 canina y humana 
 
(1) Preparación de proteína recombinante 5 
 
Se preparó una proteína recombinante mediante el siguiente método basándose en el gen de SEQ ID NO: 5 
obtenido en el Ejemplo 1. Se realizó PCR preparando una solución de reacción para llevar una cantidad total de la 
misma a 50 µl con la adición de reactivos y un tampón incluido (es decir, 1 µl de un vector preparado a partir de la 
solución de fagémido obtenida en el Ejemplo 1 y después sometido a análisis de secuencia, 2 tipos de cebadores 10 
que contenían secuencias de escisión de enzimas de restricción NdeI y KpnI (0,4 µm cada una; SEQ ID NO: 37, 38), 
0,2 mM de los dNTP y HS polimerasa PrimeSTAR 1,25 U (Takara Shuzo, Co., Ltd.)), la solución de reacción 
resultante se sometió a un ciclo de 98 °C durante 10 segundos y de 68 °C durante 1,5 minutos utilizando un 
termociclador (BIO RAD), y este ciclo se repitió 30 veces. Los 2 tipos de cebadores anteriores se utilizaron para 
amplificar la región que codifica la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEQ ID NO: 6 (CAPRIN-1 15 
canina). Después de la PCR, el ADN amplificado se sometió a electroforesis EN gel de agarosa al 1 %, y después 
un fragmento de ADN de aproximadamente 1,4 kpb se purificó del gel utilizando un Kit de Extracción en gel 
QIAquick (QIAGEN).  
 
El fragmento de ADN purificado se ligó a un vector de clonación pCR-Blunt (Invitrogen). El vector se transformó en 20 
Escherichia coli, el plásmido se recogió y se confirmó que el fragmento génico amplificado correspondía con la 
secuencia diana mediante secuenciación. El plásmido que correspondía con la secuencia diana se trató con las 
enzimas de restricción NdeI y KpnI, lo resultante se purificó utilizando un Kit de Extracción en gel QIAquick y la 
secuencia génica diana se insertó en un vector de expresión pET30b (Novagen) para Escherichia coli tratado con las 
enzimas de restricción NdeI y KpnI. Utilizando el vector resultante, pudo producirse una proteína recombinante 25 
fusionada a una etiqueta de Histidina. El plásmido se transformó en Escherichia coli BL21 (DE3) para la expresión, y 
se indujo la expresión de la proteína diana en Escherichia coli con la ayuda de IPTG 1 mM. 
 
Por separado, la proteína recombinante de un gen homólogo canino se preparó mediante el siguiente método 
basándose en el gen de SEQ ID NO: 7. Se realizó PCR preparando una solución de reacción para llevar una 30 
cantidad total de la misma a 50 µl con la adición de reactivos y un tampón incluido (es decir, 1 µl de ADNc, cuya 
expresión se confirmó mediante RT-PCR, seleccionado de entre los diversos ADNc de tejidos y células preparados 
en el Ejemplo 1, 2 tipos de cebadores que contenían secuencias de escisión de enzimas de restricción NdeI y KpnI 
(0,4 µm cada una; SEQ ID NO: 39 y 40), 0,2 mM de los dNTP y HS polimerasa PrimeSTAR 1,25 U (Takara Shuzo, 
Co., Ltd.)), la solución de reacción resultante se sometió a un ciclo de 98 °C durante 10 segundos y de 68 °C durante 35 
2,5 minutos utilizando un termociclador (BIO RAD), y este ciclo se repitió 30 veces. Los 2 tipos de cebadores 
anteriores se utilizaron para amplificar la región que codifica la secuencia de aminoácidos de longitud completa de 
SEQ ID NO: 8. Después de la PCR, el ADN amplificado se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1 % y 
después un fragmento de ADN de aproximadamente 2,2 kpb se purificó del gel utilizando un Kit de Extracción en gel 
QIAquick (QIAGEN). 40 
 
El fragmento de ADN purificado se ligó a un vector de clonación pCR-Blunt (Invitrogen). El vector se transformó en 
Escherichia coli, el plásmido se recogió, y se confirmó que el fragmento génico amplificado correspondia con la 
secuencia diana mediante secuenciación. El plásmido que correspondía con la secuencia diana se trató con las 
enzimas de restricción NdeI y KpnI, lo resultante se purificó utilizando un Kit de Extracción con Gel QIAquick y la 45 
secuencia génica diana se insertó en un vector de expresión pET30b (Novagen) para Escherichia coli tratado con las 
enzimas de restricción NdeI y KpnI. Utilizando el vector resultante, pudo producirse una proteína recombinante 
fusionada a una etiqueta de Histidina. El plásmido se transformó en Escherichia coli BL21 (DE3) para la expresión, y 
se indujo la expresión de la proteína diana en Escherichia coli con la ayuda de IPTG 1 mM. 
 50 
Por separado, la proteína recombinante de un gen homólogo humano se preparó mediante el siguiente método 
basándose en el gen de SEQ ID NO: 1. Se realizó PCR preparando una solución de reacción para llevar una 
cantidad total de la misma a 50 µl con la adición de reactivos y un tampón incluido (es decir, 1 µl de ADNc, cuya 
expresión se confirmó mediante RT-PCR, seleccionado de entre los diversos ADNc de tejidos y células preparados 
en el Ejemplo 1, 2 tipos de cebadores que contenían secuencias de escisión de enzimas de restricción Sacl y Xhol 55 
(0,4 µm cada una; SEQ ID NO: 41 y 42), 0,2 mM de los dNTP y HS polimerasa PrimeSTAR 1,25 U (Takara Shuzo, 
Co., Ltd.)), la solución de reacción resultante se sometió a un ciclo de 98 °C durante 10 segundos y de 68 °C durante 
2,5 minutos utilizando un termociclador (BIO RAD), y este ciclo se repitió 30 veces. Los 2 tipos de cebadores 
anteriores se utilizaron para amplificar la región que codifica la secuencia de aminoácidos de longitud completa de 
SEQ ID NO: 2. Después de la PCR, el ADN amplificado se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1 % y 60 
después un fragmento de ADN de aproximadamente 2,2 kpb se purificó del gel utilizando un Kit de Extracción en gel 
QIAquick (QIAGEN). 
 
El fragmento de ADN purificado se ligó a un vector de clonación pCR-Blunt (Invitrogen). El vector se transformó en 
Escherichia coli, el plásmido se recogió y se confirmó que el fragmento génico amplificado correspondía con la 65 
secuencia diana mediante secuenciación. El plásmido que correspondía con la secuencia diana se trató con las 
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enzimas de restricción Sacl y Xhol, lo resultante se purificó utilizando un Kit de Extracción con Gel QIAquick y la 
secuencia génica diana se insertó en un vector de expresión pET30a (Novagen) para Escherichia coli tratado con las 
enzimas de restricción Sacl y Xhol. Utilizando el vector resultante, pudo producirse una proteína recombinante 
fusionada a una etiqueta de Histidina. El plásmido se transformó en Escherichia coli BL21 (DE3) para la expresión, y 
se indujo la expresión de la proteína diana en Escherichia coli con la ayuda de IPTG 1 mM. 5 
 
(2) Purificación de proteína recombinante 
 
La cepa de Escherichia coli recombinante obtenida anteriormente que expresa las SEQ ID NO: 1, 5 o 7, se cultivó a 
37 ºC en medio LB que contenía kanamicina 30 µg/ml hasta que la absorbancia a 600 nm alcanzó aproximadamente 10 
0,7. Después de esto, se añadió isopropil-ß-D-1-tiogalactopiradósido a una concentración final de 1 mM, y el cultivo 
se realizó a 37 ºC durante 4 horas. Posteriormente, el cultivo se centrifugó a 4.800 rpm durante 10 minutos para 
recoger las células. El sedimento celular se suspendió en solución salina tamponada con fosfato y después se 
centrifugó a 4.800 rpm durante 10 minutos para lavar las células. 
 15 
Las células se suspendieron en solución salina tamponada con fosfato y después se sometieron a ultrasonido en 
hielo. La solución de Escherichia coli sometida a ultrasonido se centrifugó a 6.000 rpm durante 20 minutos, el 
sobrenadante resultante se denominó fracción soluble y el precipitado resultante se denominó fracción insoluble. 
 
La fracción soluble se añadió a una columna quelante de níquel (transportador: Chelating Sepharose™ Fast Flow 20 
(GE Healthcare), capacidad de la columna: 5 ml, tampón de ácido clorhídrico 50 mM (pH 8,0) como tampón de 
equilibrio)) preparada de acuerdo con un método convencional. La fracción no adsorbida se lavó con 10 volúmenes 
de columna de tampón de ácido clorhídrico 50 mM (pH 8,0) y tampón fosfato 20 mM (pH 8,0) que contenía imidazol 
20 mM. Inmediatamente después de esto, se eluyeron 6 lechos con tampón fosfato 20 mM (pH 8,0) que contenía 
imidazol 100 mM. Después de que se hubiese confirmado la elución de la proteína de interés mediante tinción con 25 
Coomassie, se añadió una fracción de elución de tampón fosfato 20 mM (pH 8,0) que contenía imidazol 100 mM a 
una columna de intercambio aniónico fuerte (transportador: Q Sepharose™ Fast Flow), volumen de la columna: 5 ml 
y tampón fosfato 20 mM (pH 8,0) como tampón de equilibrio). La fracción no adsorbida se lavó con 10 volúmenes de 
columna de tampón fosfato 20 mM (pH 7,0) y tampón fosfato 20 mM (pH 7,0) que contenía cloruro de sodio 200 mM. 
Inmediatamente después de esto, se eluyeron 5 lechos utilizando tampón fosfato 20 mM (pH 7,0) que contenía 30 
cloruro de sodio 400 mM. Por tanto, se obtuvieron fracciones de proteínas purificadas que tenían las secuencias de 
aminoácidos representadas por SEQ ID NO: 2, 6 y 8, y estas fracciones purificadas se utilizaron después de esto 
como materiales para los ensayos de administración. 
 
Cada una de las preparaciones purificadas obtenidas por el método anterior (de 20 µl cada una) se dispensó en 1 ml 35 
de un tampón de reacción (Tris-HCl 20 mM, NaCl 50 mM, CaCl2 2 mM, pH 7,4) y después se añadieron 2 µl de 
enteroquinasa (Novagen). La preparación se dejó reposar a temperatura ambiente durante una noche para la 
reacción, se escindió una etiqueta de His y la purificación se realizó después de acuerdo con los protocolos incluidos 
en el Kit de Captura de Escisión de Enteroquinasa (Novagen). Posteriormente, 1,2 ml de la preparación purificada 
obtenida mediante el método anterior se sustituyeron con tampón fosfato fisiológico (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) 40 
utilizando ultrafiltración NANOSEP 10K OMEGA (PALL). Se realizó filtración esterilizada utilizando HT Tuffryn 
Acrodisc (PALL) de 0,22 µm y los resultantes se utilizaron en los siguientes experimentos. 

 
[Ejemplo 3] Preparación de anticuerpo contra CAPRIN-1 
 45 
(1) Preparación del anticuerpo policlonal contra péptido procedente de CAPRIN-1 
 
Para obtener un anticuerpo de unión a CAPRIN-1, se sintetizó un péptido procedente de CAPRIN-1 (Arg-Asn-Leu-
Glu-Lys-Lys-Lys-Gly-Lys-Leu-Asp-Asp-Tyr-Gln; SEQ ID NO: 43). El péptido como un antígeno (1 mg) se mezcló con 
el volumen equivalente de una solución de adyuvante incompleto de Freund (IFA), y la mezcla se administró por vía 50 
subcutánea a un conejo 4 veces cada 2 semanas. Después de esto, se extrajo sangre, y se obtuvo un antisuero que 
contenía un anticuerpo policlonal. Adicionalmente, el antisuero se purificó utilizando un transportador de proteína G 
(GE Healthcare Bio-Sciences), y después se obtuvo un anticuerpo policlonal contra el péptido procedente de 
CAPRIN-1. Posteriormente, se examinó la reactividad del anticuerpo policlonal resultante contra CAPRIN-1 en la 
superficie de las células cancerosas utilizando células de cáncer de mama. Específicamente, 106 células de la línea 55 
celular de cáncer de mama humano MDA-MB-231 V se sometieron a centrifugación en un tubo de microcentrífuga 
de 1,5 ml, al mismo se añadió una solución de PBS complementada con suero bovino fetal (FBS) a 0,1 % que 
contenía el anticuerpo policlonal y el resultante se dejó reposar en hielo durante 1 hora. Después de lavar con PBS, 
a la solución se añadió un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratón (Invitrogen) marcado con FITC, diluido 500 veces 
con PBS que contenía FBS al 0,1 %, y después la solución se dejó reposar en hielo durante 1 hora. Después de 60 
lavar con PBS, se midió la intensidad de fluorescencia utilizando un FACS Calibur (Becton, Dickinson and 
Company). Por separado, de acuerdo con un procedimiento similar al anterior, se preparó un control, con la 
excepción de que en lugar del anticuerpo policlonal se añadió PBS que contenía FBS al 0,1 %. Como resultado, se 
descubrió que la intensidad de fluorescencia en las células tratadas con el anticuerpo policlonal era más fuerte que 
en las células de control, y se descubrió además que el anticuerpo policlonal obtenido se unía a la superficie de las 65 
células de cáncer de mama. 
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(2) Preparación de anticuerpo monoclonal contra la proteína CAPRIN-1 
 
La proteína antigénica (CAPRIN-1 humana) (100 µg) representada por SEQ ID NO: 2 preparada en el Ejemplo 2, se 
mezcló con la cantidad equivalente de adyuvante MPL + TDM (Sigma) y la mezcla se utilizó como una solución 
antigénica por ratón. La solución antigénica se administró por vía intraperitoneal a ratones Balb/c de 6 semanas de 5 
vida (Japón SLC Inc.) y adicionalmente se administró 3 veces a la semana. El bazo se extirpó 3 días después de la 
inmunización final, se colocó entre dos portaobjetos de vidrio esterilizados, se lavó con PBS (-) (Nissui) y después se 
centrifugó a 1.500 rpm durante 10 minutos para retirar los sobrenadantes. Este procedimiento se repitió 3 veces para 
obtener células de bazo. Las células de bazo obtenidas de este modo se mezclaron con las células SP2/0 de 
mieloma de ratón (adquiridas en la ATCC) a una proporción de 10:1. La solución de PEG se preparó mezclando 200 10 
µl de medio RPMI1640 que contenía FBS al 10 % calentado a 37 ºC y se añadieron 800 µl de PEG1500 
(Boehringer) a las células. La solución se dejó reposar durante 5 minutos para la fusión celular. La centrifugación se 
realizó a 1.700 rpm durante 5 minutos para retirar los sobrenadantes, las células se suspendieron en 150 ml de 
medio RPMI1640 (medio selectivo HAT) que contenía FBS al 15 % complementado con equivalente al 2 % de 
solución HAT (Gibco), y la solución se sembró después en quince placas de 96 pocillos (Nunc) a 100 µl/pocillo. Las 15 
células se cultivaron durante 7 días a 37 ºC en presencia de CO2 al 5 %. Por tanto, se obtuvieron hibridomas 
resultantes de la fusión de células de bazo con células de mieloma. 
 
Se seleccionaron hibridomas utilizando, como indicador, la afinidad de unión del anticuerpo producido por los 
hibridomas preparados para la proteína CAPRIN-1. La solución de la proteína CAPRIN-1 (1 µg/ml) preparada en el 20 
Ejemplo 2 se añadió a una placa de 96 pocillos a 100 µl/pocillo, y el resultante se dejó reposar a 4 ºC durante 18 
horas. Cada pocillo se lavó 3 veces con PBS-T, se añadió una solución de albúmina de suero bovino (BSA) al 0,5 % 
(Sigma a 400 µl/pocillo y después la placa se dejó reposar a temperatura ambiente durante 3 horas. La solución se 
retiró y cada pocillo se lavó 3 veces con 400 µl de PBS-T. Después de esto, cada sobrenadante del cultivo de los 
hibridomas obtenidos anteriormente se añadió a 100 µl/pocillo y el resultante se dejó después reposar a temperatura 25 
ambiente durante 2 horas. Cada pocillo se lavó 3 veces con PBS-T, un anticuerpo anti-IgG de ratón (H + L) marcado 
con HRP (Invitrogen), diluido 5.000 veces con PBS se añadió al mismo a 100 µl/pocillo, y el resultante se dejó 
reposar a temperatura ambiente durante 1 hora. Después, cada pocillo se lavó 3 veces con PBS-T, una solución 
sustrato TMB (Thermo) se añadió a 100 µl por pocillo, y el resultante se dejó reposar durante 15 a 30 minutos, para 
permitir el revelado de color. Después de esto, se añadió ácido sulfúrico 1N a 100 µl/pocillo para finalizar la reacción. 30 
La absorbancia se midió a 450 nm y 595 nm utilizando un espectrofotómetro. Como resultado, se seleccionó una 
pluralidad de hibridomas productores de anticuerpos que presentaban valores de alta absorbancia.  
 
Los hibridomas así seleccionados se añadieron a una placa de 96 pocillos a 0,5 hibridomas por pocillo y después se 
cultivaron. Después de 1 semana, se observaron hibridomas que formaban colonias sencillas en los pocillos. Las 35 
células en estos pocillos se cultivaron adicionalmente, y se seleccionaron hibridomas utilizando, como un indicador, 
la afinidad de unión del anticuerpo producido por los hibridomas clonados para la proteína CAPRIN-1. La solución de 
la proteína CAPRIN-1 (1 µg/ml) preparada en el Ejemplo 2 se añadió a una placa de 96 pocillos a 100 µl/pocillo, y el 
resultante se dejó reposar a 4 ºC durante 18 horas. Cada pocillo se lavó 3 veces con PBS-T, una solución de BSA al 
0,5 % se añadió a 400 µl/pocillo, y la placa se dejó después reposar a temperatura ambiente durante 3 horas. La 40 
solución se retiró y cada pocillo se lavó 3 veces con 400 µl de PBS-T. Después de esto, cada sobrenadante de 
cultivo de los hibridomas obtenidos anteriormente se añadió a 100 µl/pocillo, y el resultante se dejó reposar a 
temperatura ambiente durante 2 horas. Cada pocillo se lavó 3 veces con PBS-T, un anticuerpo anti-IgG de ratón (H 
+ L) marcado con HRP (Invitrogen), diluido 5.000 veces con PBS se le añadió a esto a 100 µl/pocillo, y el resultante 
se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de haber lavado cada pocillo 3 veces con PBS-T, 45 
se añadió una solución sustrato TMB (Thermo) a 100 µl por pocillo y después se dejó reposar durante 15 a 30 
minutos, para permitir el revelado de color. Después de esto, se añadió ácido sulfúrico 1N a 100 µl/pocillo para 
terminar la reacción, y la absorbancia se midió a 450 nm y 595 nm utilizando un espectrofotómetro. Como resultado, 
se seleccionó una pluralidad de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales que mostraban reactividad 
con la proteína CAPRIN-1, el sobrenadante del cultivo de los hibridomas se purificó utilizando un transportador de 50 
proteína G, y se obtuvieron 150 anticuerpos monoclonales que se unían a la proteína CAPRIN-1.  
 
Posteriormente, los anticuerpos monoclonales que presentaban reactividad con las superficies de las células de 
cáncer que expresaban CAPRIN-1 se seleccionaron de entre estos anticuerpos monoclonales utilizando células de 
cáncer de mama. Específicamente, 106 células de la línea celular de cáncer de mama humano MDA-MB-231 V se 55 
sometieron a centrifugación en un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml, 100 µl del sobrenadante del cultivo de los 
hibridomas se añadió a esto y el resultante se dejó reposar en hielo durante 1 hora. Después de lavar con PBS, a la 
solución se añadió un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratón marcado con FITC (Invitrogen) diluido 500 veces con 
PBS que contenía FBS al 0,1 %, y la solución se dejó reposar en hielo durante 1 hora. Después de lavar con PBS, la 
intensidad de fluorescencia se midió utilizando un FACS Calibur (Becton, Dickinson and Company). Por separado, 60 
se preparó un control de acuerdo con un procedimiento similar al anterior, excepto que en lugar del anticuerpo se 
añadió un medio. Como resultado, 10 anticuerpos monoclonales presentaban una intensidad de fluorescencia más 
fuerte que la del control; es decir, se seleccionaron 10 anticuerpos monoclonales que presentaban reactividad con 
las superficies de células de cáncer de mama (n.º 1 a n.º 10). Las regiones variables de cadena pesada y las 
regiones variables de cadena ligera de estos anticuerpos monoclonales se muestran en las SEQ ID NO: 44 a 60. El 65 
anticuerpo monoclonal n.º 1 anterior comprende la región variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 44 y la región 
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variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 45, el anticuerpo monoclonal n.º 2 comprende la región variable de cadena 
pesada de SEQ ID NO: 44 y la región variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 46, el anticuerpo monoclonal n.º 3 
comprende la región variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 44 y la región variable de cadena ligera de SEQ ID 
NO: 47, el anticuerpo monoclonal n.º 4 comprende la región variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 44 y la 
región variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 48, el anticuerpo monoclonal n.º 5 comprende la región variable de 5 
cadena pesada de SEQ ID NO: 49 y la región variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 50, el anticuerpo monoclonal 
n.º 6 comprende la región variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 51 y la región variable de cadena ligera de 
SEQ ID NO: 52, el anticuerpo monoclonal n.º 7 comprende la región variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 53 y 
la región variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 54, el anticuerpo monoclonal n.º 8 comprende la región variable 
de cadena pesada de SEC ID n.º 55 y la región variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 56, el anticuerpo 10 
monoclonal n.º 9 comprende la región variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 57 y la región variable de cadena 
ligera de SEQ ID NO: 58, y el anticuerpo monoclonal n.º 10 comprende la región variable de cadena pesada de SEQ 
ID NO: 59 y la región variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 60. 
 
(3) Identificación de péptidos en la proteína CAPRIN-1 con la que reaccionan los anticuerpos contra CAPRIN-1 con 15 
unión en la superficie de células de cáncer de mama. 
 
Utilizando anticuerpos monoclonales n.º 1 a n.º 10 contra CAPRIN-1 que reaccionan con las superficies de células 
de cáncer de mama obtenidas anteriormente, se identificaron secuencias parciales en la proteína CAPRIN-1 
reconocida por estos anticuerpos monoclonales. 20 
 
A 100 µl de una solución de proteína CAPRIN-1 recombinante ajustada a una concentración de 1 µg/µl con PBS, se 
añadió, en primer lugar, DTT (Fluka) para obtener una concentración final de 10 mM en su interior, y se dejó 
proseguir una reacción a 95 ºC durante 5 minutos, para reducir los enlaces disulfuro en la proteína CAPRIN-1. 
Posteriormente, se añadió yodoacetamida (concentración final: 20 mM; Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y los 25 
grupos tiol se sometieron a alquilación a 37 ºC durante 30 minutos en la oscuridad. Los anticuerpos monoclonales 
n.º 1 a n.º 10 contra CAPRIN-1 (50 µg cada uno) se añadieron a 40 µg de la proteína CAPRIN-1 sometida a 
reducción y alquilación, el volumen de la mezcla se ajustó a 1 ml con tampón fosfato 20 mM (pH 7, 0) y la reacción 
se dejó proseguir a 4 ºC durante una noche con agitación y mezcla. 
 30 
Posteriormente se añadió tripsina (Promega) a una concentración final de 0,2 µg. Después, la reacción se dejó 
proseguir a 37 ºC durante 1 hora, 2 horas, 4 horas y después 12 horas, los resultantes se mezclaron con perlas de 
vidrio de proteína A (GE), que se habían sometido a bloqueo con PBS que contenía BSA al 1 % (Sigma) y se 
lavaron con PBS por adelantado, en tampón de carbonato de calcio 1 mM y NP-40 (tampón fosfato 20 mM (pH 7,4), 
EDTA 5 mM, NaCl 150 mM y NP-40 1 %) y la reacción se dejó proseguir durante 30 minutos más. 35 
 
Cada una de las soluciones de reacción se lavaron con tampón carbonato de amonio 25 mM (pH 8,0), los complejos 
antígeno-anticuerpo se eluyeron después utilizando 100 µl de ácido fórmico al 0,1 %, y los eluatos se sometieron a 
análisis LC-MS utilizando Q-TOF Premier (Waters-MicroMass) de acuerdo con los protocolos incluidos en el 
instrumento.  40 
 
Como resultado, se identificó el polipéptido de SEQ ID NO: 61 como una secuencia parcial de CAPRIN-1, que fue 
reconocida por todos los anticuerpos monoclonales n.º 1 a n.º 10 contra CAPRIN-1. Adicionalmente, el péptido de 
SEQ ID NO: 62 se identificó como una secuencia parcial en el polipéptido de SEQ ID NO: 61 anterior, que fue 
reconocido por los anticuerpos monoclonales n.º 1 a n.º 4, n.º 5 a n.º 7 y n.º 9. Además, se descubrió que los 45 
anticuerpos monoclonales n.º 1 a n.º 4 reconocían el péptido de SEQ ID NO: 63, que era una secuencia del péptido 
parcial de la misma. 
 
[Ejemplo 4] Diagnóstico de cáncer pancreático utilizando el polipéptido CAPRIN-1 
 50 
1) Diagnóstico de cáncer pancreático canino 
 
Como resultado de un diagnóstico patológico utilizando las muestras de tejido de tumor extirpadas, se recogieron 
muestras de sangre de perros enfermos en los que se confirmó que tenían carcinoma ductal pancreático maligno, y 
se separaron los sueros. Utilizando la proteína CAPRIN-1 canina (SEQ ID NO: 8) preparada en el Ejemplo 2 y el 55 
anticuerpo anti-IgG canino, mediante un método ELISA se midió el título del anticuerpo IgG en suero que 
reaccionaba específicamente con la proteína CAPRIN-1 canina. 
 
La proteína CAPRIN-1 canina preparada se inmovilizó añadiendo una solución de proteína recombinante diluida a 5 
µg/ml con solución salina tamponada con fosfato a una placa de amino inmovilizador de 96 pocillos (Nunc) a 100 60 
µl/pocillo y después se dejó reposar la placa a 4 ºC durante una noche. El bloqueo se realizó añadiendo una 
solución de tampón bicarbonato sódico 50 mM (pH 8,4) (en lo sucesivo en el presente documento denominada 
"solución de bloqueo") que contenía BSA (albúmina de suero bovino, Sigma Aldrich Japón) al 0,5 %, a 100 µl/pocillo, 
seguido de agitación a temperatura ambiente durante 1 hora. El suero diluido 1.000 veces con la solución de 
bloqueo se añadió a 100 µl/pocillo y la mezcla se sometió después a una reacción con agitación a temperatura 65 
ambiente durante 3 horas. El producto de reacción se lavó 3 veces con solución salina tamponada con fosfato que 
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contenía Tween 20 al 0,05 % (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.; en el presente documento esta solución se 
denomina "PBS-T"), se añadió un anticuerpo de IgG canino modificado con HRP (anti-IgG de perro de cabra h + I 
conjugado con HRP: Laboratorios BETHYL) diluido 3.000 veces con la solución de bloqueo a 100 µl/pocillo, y la 
mezcla se sometió a una reacción con agitación a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar el 
producto de reacción 3 veces con PBS-T, se añadió sustrato de TMB para HRP (1-Step Turbo TMB 5 
(tetrametilbencidina), PIERCE), a 100 µl/pocillo, y después se realizó una reacción sustrato-enzima a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. Después de esto, se añadió una solución de ácido sulfúrico 0,5 M (Sigma Aldrich 
Japón) a 100 µl/pocillo para terminar la reacción, y utilizando un lector de microplaca se midió la absorbancia a 450 
nm. Como controles, un espécimen sobre el cual se había inmovilizado proteína preparada no recombinante y un 
espécimen en el cual el suero de un perro portador de cáncer no se dejó reaccionar se sometieron al tratamiento y 10 
comparación de la misma manera que la descrita anteriormente. 
 
Como resultado, se descubrió que el título del anticuerpo contra una proteína CAPRIN-1 canina de los sueros 
procedentes de perros portadores de cáncer era más alto que el de los controles. 
 15 
(2) Diagnóstico del cáncer pancreático canino utilizando proteína CAPRIN-1 humana 
 
Utilizando la proteína CAPRIN-1 humana (SEQ ID NO: 2) preparada en el Ejemplo 2, el título de anticuerpo IgG del 
suero canino que reaccionaba con la proteína CAPRIN-1 humana se midió de la misma manera que la descrita 
anteriormente. Cuando las muestras de suero obtenidas de perros sanos se sometieron a la misma medición, no se 20 
observó sustancialmente absorbancia a 450 nm como se ha descrito anteriormente. Las muestras de suero 
obtenidas de perros pacientes de cáncer pancreático de (1) presentaron un título del anticuerpo más alto contra la 
proteína CAPRIN-1 humana que el del control. 
 
(3) Diagnóstico de cáncer pancreático humano 25 
 
Utilizando la proteína CAPRIN-1 humana (SEQ ID NO: 2) preparada en el Ejemplo 2 y el anticuerpo anti-IgG de ser 
humano, se midió el título del anticuerpo IgG de las muestras de suero obtenidas de individuos sanos que 
reaccionaban con el polipéptido. La proteína CAPRIN-1 humana se inmovilizó añadiendo una solución de proteína 
recombinante diluida a 100 µg/ml con solución salina tamponada con fosfato a una placa de amino inmovilizador de 30 
96 pocillos (Nunc) a 100 µl/pocillo y después se dejó reposar la placa a 4 ºC durante una noche. El bloqueo se 
realizó de la siguiente manera. Esto es, 4 g de polvo Block Ace (DS PHARMA BIOMEDICAL Co., Ltd.) se disolvieron 
en 100ml de agua purificada, la solución se diluyó 4 veces con agua purificada (en lo sucesivo en el presente 
documento denominada "solución de bloqueo"), la solución de bloqueo se añadió a 100 µl/pocillo, y la mezcla se 
sometió a agitación a temperatura ambiente durante 1 hora. El suero diluido 1.000 veces con la solución de bloqueo 35 
se añadió a 100 µl/pocillo y después se sometió a una reacción con agitación a temperatura ambiente durante 3 
horas. Después de lavar 3 veces el resultante con solución salina tamponada con fosfato que contenía Tween 20 al 
0,05 % (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.: en el presente documento esta solución se denomina "PBS-T"), se 
añadió un anticuerpo anti-IgG humana modificado con HRP (anti-IgG humana de cabra (H + L) conjugado con HRP: 
Laboratorios Zymed) diluido 10.000 veces con la solución de bloqueo a 100 µl/pocillo y después se sometió a una 40 
reacción mediante agitación a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar el producto de reacción 3 
veces con PBS-T, se añadió sustrato TMR DE HRP (1-Step Turbo TMB (tetrametilbencidina), PIERCE) a 100 
µl/pocillo y después se realizó una reacción enzima-sustrato a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después 
de esto, se añadió una solución de ácido sulfúrico 0,5 M (Sigma Aldrich Japón) a 100 µl/pocillo para finalizar la 
reacción, y después se midió la absorbancia a 450 nm utilizando un lector de microplaca. Un antígeno de 45 
ovoalbúmina ajustado a 50 µg/ml con solución salina tamponada con fosfato se inmovilizó y después se utilizó como 
un control positivo. Como resultado, se descubrió que la absorbancia a 450 nm era alta en el caso del antígeno de 
ovoalbúmina, aunque en el caso de la proteína CAPRIN-1 humana no se detectó absorbancia (0). 
 
Adicionalmente, las muestras de suero obtenidas de pacientes con carcinoma ductal pancreático se sometieron a 50 
medición del título del anticuerpo IgG en suero que reacciona específicamente con la proteína CAPRIN-1 humana (la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2) de la misma manera que la descrita anteriormente. Como resultado, se 
descubrió que la absorbancia a 450 nm era más baja que el límite de detección más bajo en el caso de sujetos 
sanos, aunque se descubrió que era alta en el caso de pacientes con cáncer pancreático. Utilizando la proteína 
CAPRIN-1 canina (SEQ ID NO: 8) preparada en el Ejemplo 2 y el anticuerpo anti-IgG humana, se midió el título del 55 
anticuerpo IgG en suero humano que reaccionaba específicamente con la proteína CAPRIN-1 canina de la misma 
manera que la descrita anteriormente. Como resultado, se descubrió que los pacientes con cáncer pancreático 
presentaban títulos más altos que los individuos sanos. 
 
Por tanto, se demostró que el cáncer pancreático humano podría detectarse mediante el método de la presente 60 
invención. 
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[Ejemplo 5] Diagnóstico de cáncer pancreático utilizando anticuerpos contra CAPRIN-1  
 
(1) Diagnóstico de cáncer pancreático midiendo la proteína CAPRIN-1 
 
Utilizando el anticuerpo policlonal contra el péptido procedente de CAPRIN-1 (SEQ ID NO: 43) obtenido en el 5 
Ejemplo 3 (1) en combinación con cada anticuerpo monoclonal contra la proteína CAPRIN-1 obtenida en el Ejemplo 
3 (2), se realizó un ELISA de tipo Sándwich para detectar la proteína CAPRIN-1 (suero procedente de individuos 
portadores de cáncer) que reaccionó en positivo sobre diagnóstico de cáncer utilizando la proteína CAPRIN-1 en el 
Ejemplo 4 (1)-(3). El anticuerpo policlonal se utilizó como un anticuerpo primario y se utilizó cada anticuerpo 
monoclonal como un anticuerpo secundario. Se midió la cantidad de las proteínas que reaccionaban 10 
específicamente con cada uno de los anticuerpos anteriores en los sueros. 
 
El anticuerpo primario se inmovilizó añadiendo una solución de anticuerpo policlonal diluida a 5 µg/ml con solución 
salina tamponada con fosfato a una amino placa inmovilizadora de 96 pocillos (Nunc) a 100 µl/pocillo y agitando la 
placa a temperatura ambiente durante 2 horas. El bloqueo se realizó añadiendo una solución tampón de bicarbonato 15 
sódico 50 mM (pH 8,4) (en lo sucesivo en el presente documento denominada "solución de bloqueo") que contenía 
BSA (albúmina de suero bovino, Sigma Aldrich Japón) al 0,5 % a 100 µl/pocillo, seguido de agitación a temperatura 
ambiente durante 1 hora. Después de esto, las muestras de suero obtenidas de los individuos portadores de cáncer 
diluidas con una solución de bloqueo se añadieron a 100 µl/pocillo y después se sometieron a la reacción con 
agitación a temperatura ambiente durante 3 horas. La tasa de dilución en este momento se ajustó con series de 20 
dilución de factor 10 (es decir, diluciones de factor 10-1.000). El producto de reacción se lavó 3 veces con solución 
salina tamponada con fosfato que contenía Tween 20 al 0,05 % (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.: esta solución 
se denomina en el presente documento "PBS-T"), cada anticuerpo monoclonal como un anticuerpo secundario 
diluido a una concentración de 1 µg/ml con la solución de bloqueo se añadió a 100 µl/pocillo, y el resultante se 
sometió después a agitación a temperatura ambiente durante 1 hora para la reacción. El producto de reacción se 25 
lavó 3 veces con PBS-T, se añadió un anticuerpo anti-IgG de ratón (H + L) marcado con HRP (Invitrogen) como un 
anticuerpo terciario diluido 5.000 veces con la solución de bloqueo a 100 µl/pocillo, y el resultante se dejó reposar a 
temperatura ambiente durante 1 hora. Después, cada pocillo se lavó 3 veces con PBS-T, se añadió una solución 
sustrato TMB (Thermo) a 100 µl por/pocillo, y el resultante se dejó reposar durante 15 a 30 minutos, para permitir el 
revelado del color. Después de esto, se añadió ácido sulfúrico 1N a 100 µl/pocillo para finalizar la reacción. La 30 
absorbancia se midió a 450 nm utilizando un espectrofotómetro. 
 
Cuando los anticuerpos monoclonales n.º 1 a n.º 10 que reaccionaban con las superficies de las células de cáncer 
se utilizaron como anticuerpos secundarios, como resultado, se detectaron valores de alta absorbancia en todos los 
perros con carcinoma ductal pancreático, aunque no se detectó absorbancia en perros sanos. Cuando los 35 
anticuerpos monoclonales que reaccionan con las proteínas CAPRIN-1 pero no reaccionaban con las superficies de 
las células cancerosas se utilizaban como anticuerpos secundarios, se detectaron valores de polipéptidos en todos 
los especímenes. Sin embargo, todos los valores de absorbancia eran inferiores al límite de detección, que eran 
inferiores a los resultados para combinaciones de anticuerpos que reaccionaban con las superficies de las células 
cancerosas. 40 
 
Después de esto, el cáncer también pudo diagnosticarse y examinarse mediante esta técnica que comprende la 
detección de las proteínas CAPRIN-1 utilizando anticuerpos contra CAPRIN-1. 
 
(2) Diagnóstico o examen de cáncer midiendo polipéptido antigénico en tejido de cáncer pancreático mediante 45 
tinción inmunohistoquímica 
 
Se realizó tinción inmunohistoquímica utilizando una matriz (BIOMAX) que tenía 101 especímenes de tejido de 
cáncer pancreático humano embebidos en parafina. La matriz de tejidos de cáncer pancreático humano se trató a 
60 ºC durante 3 horas, el resultante se puso en un frasco de tinción cargado con xileno, el xileno se reemplazó con 50 
xileno reciente cada 5 minutos, y este procedimiento se repitió 3 veces. Posteriormente, se realizó un procedimiento 
similar con etanol y PBS-T en lugar de xileno. La matriz de tejidos de cáncer pancreático humano se colocó en un 
frasco de tinción cargado con tampón citrato 10 mM (pH 6,0) que contenía Tween 20 al 0,05 %, tratado a 125 ºC 
durante 5 minutos y después se dejó reposar a temperatura ambiente durante 40 minutos o más. El exceso de agua 
alrededor de cada espécimen se retiró utilizando toallitas (Kimwipes), cada sección se circundó con DAKOPEN 55 
(DAKO), y después se añadió por goteo una cantidad apropiada de peroxidasa Block (DAKO) sobre la matriz. La 
matriz se dejó reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos, se colocó en un frasco de tinción cargado con 
PBS-T y el PBS-T reemplazó con PBS-T reciente cada 5 minutos. Este procedimiento se realizó 3 veces. Como una 
solución de bloqueo, sobre la matriz se aplicó una solución de PBS-T que contenía FBS al 10 % y se dejó que la 
matriz reposara en una cámara con humedad a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, los 60 
anticuerpos monoclonales n.º 1 a n.º 10 preparados en el Ejemplo 3 ajustados a 10 µg/ml con una solución de PBS-
T que contenía FBS al 5 % se aplicaron sobre la matriz, y se dejó que la matriz reposara en una cámara con 
humedad a 4 ºC durante una noche. Después de lavar la matriz con PBS-T durante 10 minutos 3 veces, sobre la 
matriz se añadió por goteo una cantidad apropiada de polímero conjugado marcado con peroxidasa (DAKO) y se 
dejó que la matriz reposara en una cámara con humedad a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de 65 
lavar la matriz con PBS-T durante 10 minutos 3 veces, se aplicó una solución de revelado de color DAB (DAKO) 
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sobre la matriz y se dejó después que la matriz reposara a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 
minutos. Después de desechar la solución reveladora de color, la matriz se lavó con PBS-T durante 10 minutos 3 
veces, se aclaró con agua destilada, sucesivamente se puso en soluciones de etanol al 70 % , 80 % , 90 % , 95 % y 
100 % durante 1 minuto cada vez, y después se dejó reposar durante una noche en xileno. Los portaobjetos se 
retiraron, se cubrieron con cubreobjetos con medio de montaje Glycergel (DAKO) y después se observaron. Como 5 
resultado, se observó la expresión de CAPRIN-1 en membranas celulares de cáncer pancreático y en células de 
cáncer pancreático en las muestras de tejido de cáncer pancreático utilizando cualquier anticuerpo. Cuando se 
realizó tinción inmunohistoquímica con el anticuerpo n.º 8, por ejemplo, se observó una fuerte expresión de CAPRIN-
1 en 54 especímenes entre los especímenes totales de tejido de cáncer pancreático (101 especímenes) (es decir, 
54 %). 10 
 
De manera similar, la tinción inmunohistoquímica se realizó utilizando una matriz (BIOMAX) de tejidos humanos 
normales embebidos en parafina que incluía tejidos pancreáticos humanos normales. El exceso de agua alrededor 
de cada espécimen se retiró utilizando toallitas (Kimwipes), cada sección se circundó con DAKOPEN (DAKO), y se 
añadió por goteo una cantidad apropiada de peroxidasa Block (DAKO) sobre la matriz. La matriz se dejó reposar a 15 
temperatura ambiente durante 5 minutos, se puso en un frasco de tinción cargado de PBS-T y el PBS-T se 
reemplazó con PBS-T reciente cada 5 minutos. Este procedimiento se realizó 3 veces. Como una solución de 
bloqueo, sobre la matriz se aplicó una solución de PBS-T que contenía FBS al 10 % y se dejó que la esta reposara 
en una cámara con humedad a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, los anticuerpos monoclonales 
n.º 1 a n.º 10 preparados en el Ejemplo 3 ajustados a 10 µg/ml en una solución de PBS-T que contenía FBS al 5 % 20 
se aplicaron sobre la matriz, y después se dejó que la matriz reposara en una cámara con humedad a 4 ºC durante 
una noche. Después de lavar la matriz con PBS-T durante 10 minutos 3 veces, se añadió por goteo una cantidad 
apropiada de polímero conjugado marcado con peroxidasa (DAKO sobre la matriz, y se dejó que la esta reposara en 
una cámara con humedad a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de lavar la matriz con PBS-T 
durante 10 minutos 3 veces, se aplicó una solución de revelado de color DAB (DAKO), y después se dejó que la 25 
matriz reposara a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 minutos. Después la solución reveladora de 
color se desechó, la matriz se lavó con PBS-T durante 10 minutos 3 veces, se aclaró con agua destilada, se puso 
sucesivamente en soluciones de etanol al 70 %, 80 %, 90 %, 95 % y 100 % durante 1 minuto cada vez, y después 
se permitió que reposara en xileno durante una noche. Los portaobjetos se retiraron, se cubrieron con portaobjetos 
con medio de montaje Glycergel (DAKO) y después se observaron. Como resultado, ninguna de las muestras de 30 
tejido normal procedentes de páncreas se tiñó e, independientemente del anticuerpo utilizado, no se observó 
expresión de CAPRIN-1. 
 
Aplicabilidad industrial  
 35 
La presente invención es útil desde el punto de vista industrial para el diagnóstico o la detección de cáncer 
pancreático. 
 
Texto libre de Listado de secuencias 
 40 
SEC ID NO: 31 a 42: cebadores 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> Toray Industries, Inc. 45 
 
<120> Método para la detección de cáncer pancreático 
 
<130> PH-5297-PCT 
 50 
<150> JP2011-171364 
<151> 04-08-2011 
 
<160> 63 
 55 
<170> PatentIn versión 3.1 
 
<210> 1 
<211> 5562 
<212> ADN 60 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (190)..(2319) 65 
<223> 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



23 

<400> 1 
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<210> 2 
<211> 709 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 3553 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (190)..(2274) 10 
<223> 
 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 694 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 4 
 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



35 

 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



36 

 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



37 

 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



38 

 

 
<210> 5 
<211> 1605 
<212> ADN 5 
<213> Canis familiaris 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (46)..(1392) 10 
<223> 
 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 448 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 4154 
<212> ADN 5 
<213> Canis familiaris 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(2154) 10 
<223> 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 717 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 4939 
<212> ADN 5 
<213> Canis familiaris 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(2109) 10 
<223> 
 
<400> 9 
 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



54 

 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



55 

 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



56 

 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



57 

 

E12819473
20-06-2017ES 2 629 061 T3

 



58 

 

 
<210> 10 
<211> 702 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 3306 
<212> ADN 5 
<213> Canis familiaris 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(2040) 10 
<223> 
 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 679 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 2281 
<212> ADN 5 
<213> Canis familiaris 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(2154) 10 
<223> 
 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 717 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 3386 
<212> ADN 5 
<213> Bos taurus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (82)..(2208) 10 
<223> 
 
<400> 15 
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<210> 16 
<211> 708 
<212> PRT 5 
<213> Bos taurus 
 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 3150 
<212> ADN 5 
<213> Equus caballus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(1917) 10 
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<223> 
 
<400> 17 
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<210> 18 
<211> 638 
<212> PRT 5 
<213> Equus caballus 
 
<400> 18 
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<210> 19 
<211> 6181 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (179)..(2302) 10 
<223> 
 
<400> 19 
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<210> 20 
<211> 707 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 20 
 

 10 

ES 2 629 061 T3

 



97 

 

ES 2 629 061 T3

 



98 

 

ES 2 629 061 T3

 



99 

 

 
<210> 21 
<211> 6141 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (139)..(2262) 10 
<223> 
 
<400> 21 
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<210> 22 
<211> 707 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 22 
 

 10 

ES 2 629 061 T3

 



106 

 

ES 2 629 061 T3

 



107 

 

ES 2 629 061 T3

 



108 

 

 
<210> 23 
<211> 6114 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (139)..(2235) 10 
<223> 
 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 698 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 24 
 

 10 
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<210> 25 
<211> 3548 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (179)..(2257) 10 
<223> 
 
<400> 25 
 

 15 
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<210> 26 
<211> 692 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 3508 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (139)..(2217) 10 
<223> 
 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 692 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 28 
 

 10 
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<210> 29 
<211> 2109 
<212> ADN 5 
<213> Gallus gallus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(2109) 10 
<223> 
 
<400> 29 
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<210> 30 
<211> 702 
<212> PRT 
<213> Gallus gallus 
 5 
<400> 30 
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<210> 31 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador T3 
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<400> 31 
aattaaccct cactaaaggg  20 
 
<210> 32 
<211> 19 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador T7 10 
 
<400> 32 
taatacgact cactatagg  19 
 
<210> 33 15 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 33 
aaggtttgaa tggagtgc  18 
 25 
<210> 34 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 34 
tgctcctttt caccactg  18 35 
 
<210> 35 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador GAPDH 
 
<400> 35 45 
gggctgcttt taactctg  18 
 
<210> 36 
<211> 18 
<212> ADN 50 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador GAPDH 
 55 
<400> 36 
ccaggaaatg agcttgac   18 
 
<210> 37 
<211> 27 60 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 65 
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<400> 37 
catatggcat taagtcaaga tattcag  27 
 
<210> 38 
<211> 23 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 38 
ggtacctttg cggcatccct ctg  23 
 
<210> 39 15 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 39 
catatgccgt cggccaccag c  21 
 25 
<210> 40 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 40 
ggtaccattc acttgctgag tg 22 35 
 
<210> 41 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 41 45 
gagctcatgc cctcggccac cag  23 
 
<210> 42 
<211> 23 
<212> ADN 50 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 55 
<400> 42 
ctcgagttaa ttcacttgct gag  23 
 
<210> 43 
<211> 14 60 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 43 
 65 
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<210> 44 
<211> 148 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 44 
 

 10 
 
<210> 45 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> Mus musculus 15 
 
<400> 45 
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<210> 46 
<211> 117 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 46 
 

 10 
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<210> 47 
<211> 94 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 47 
 

 10 
 
<210> 48 
<211> 105 
<212> PRT 
<213> Mus musculus 15 
 
<400> 48 
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<210> 49 
<211> 100 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 49 
 

 10 
 
<210> 50 
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<211> 90 
<212> PRT 
<213> Mus musculus 
 
<400> 50 5 
 

 

 
<210> 51 
<211> 116 10 
<212> PRT 
<213> Mus musculus 
 
<400> 51 
 15 
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<210> 52 
<211> 100 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 52 
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<210> 53 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 53 
 

 10 
 
<210> 54 
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<211> 104 
<212> PRT 
<213> Mus musculus 
 
<400> 54 5 
 

 

 
<210> 55 
<211> 109 10 
<212> PRT 
<213> Mus musculus 
 
<400> 55 
 15 
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<210> 56 
<211> 94 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 56 
 

 10 
 
<210> 57 
<211> 111 
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<212> PRT 
<213> Mus musculus 
 
<400> 57 
 5 

 

 
<210> 58 
<211> 102 
<212> PRT 10 
<213> Mus musculus 
 
<400> 58 
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<210> 59 
<211> 101 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 59 
 

 10 
 
<210> 60 
<211> 99 
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<212> PRT 
<213> Mus musculus 
 
<400> 60 
 5 

 

 
<210> 61 
<211> 58 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 61 
 

 15 
 
<210> 62 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 62 
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<210> 63 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 63 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para la detección de cáncer pancreático, que comprende medir, en una muestra aislada de un sujeto: 
 

(i) la presencia o una cantidad de un polipéptido que tiene una reactividad de unión específica a un anticuerpo 5 
contra una proteína CAPRIN-1 mediante una reacción antígeno-anticuerpo, o 
(ii) un anticuerpo contra la proteína CAPRIN-1, o 
(iii) la presencia o una cantidad de un ácido nucleico que codifica la proteína CAPRIN-1, 
 

en el que dicha proteína CAPRIN-1 consiste en una secuencia de aminoácidos representada por cualquiera de las 10 
SEQ ID NO: 2 a 30 de número par. 
 
2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el polipéptido es una proteína CAPRIN-1 que consiste en 
una secuencia de aminoácidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO: 2 a 30 de número par, o un 
polipéptido que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de secuencia de 85-90 % o 15 
mayor con la proteína CAPRIN-1. 
 
3. El método de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que el sujeto es un ser humano o un perro. 
 
4. El método de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el sujeto es un perro y la proteína CAPRIN-1 comprende 20 
la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 o 14. 
 
5. El método de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el sujeto es un ser humano y la proteína CAPRIN-1 
comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 2 o 4. 
 25 
6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la presencia o la cantidad del 
ácido nucleico en la muestra se mide utilizando un polinucleótido que se hibrida específicamente con una secuencia 
parcial que comprende 15-19 o más nucleótidos o 20-30 o más nucleótidos en la secuencia de nucleótidos del ácido 
nucleico o una secuencia complementaria a la misma. 
 30 
7. El método de acuerdo con la reivindicación 6, en el que el sujeto es un perro y el polinucleótido se hibrida 
específicamente con una secuencia parcial que comprende 15-19 o más nucleótidos o 20-30 o más nucleótidos en 
la secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO: 5, 7, 9, 11 o 13 o una secuencia complementaria a las 
mismas. 
 35 
8. El método de acuerdo con la reivindicación 6, en el que el sujeto es un ser humano y el polinucleótido se hibrida 
específicamente con una secuencia parcial que comprende 15-19 o más nucleótidos o 20-30 o más nucleótidos en 
la secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO: 1 o 3 o una secuencia complementaria a las mismas. 
 
9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la presencia o la cantidad del 40 
polipéptido se determina midiendo el polipéptido contenido en la muestra en un ensayo inmunológico. 
 
10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la muestra es sangre, suero, 
plasma sanguíneo, fluido ascítico, derrame pleural, tejidos o células. 
 45 
11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el anticuerpo que 
experimenta una reacción antígeno-anticuerpo con el polipéptido es un anticuerpo que se une a la superficie de una 
célula de cáncer pancreático. 
 
12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el anticuerpo que 50 
experimenta una reacción antígeno-anticuerpo con el polipéptido comprende un anticuerpo que tiene una reactividad 
inmunológica con un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoácidos que comprende al menos de 7 a 12 
restos de aminoácido continuos dentro de la región de restos de aminoácidos números 50 a 98 o de restos de 
aminoácidos de números 233 a 344 de la secuencia de aminoácidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO: 
2 a 30 de número par exceptuando las SEQ ID NO: 6 y 18. 55 
 
13. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el anticuerpo que 
experimenta una reacción antígeno-anticuerpo con el polipéptido son uno o más anticuerpos seleccionados del 
grupo que consiste en: un anticuerpo que se une a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos 
representada por SEQ ID NO: 43; un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 60 
representadas por SEQ ID NO: 44 y 45; un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 
representadas por SEQ ID NO: 44 y 46; un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 
representadas por SEQ ID NO: 44 y 47; un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 
representadas por SEQ ID NO: 44 y 48; un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 
representadas por SEQ ID NO: 49 y 50; un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 65 
representadas por SEQ ID NO: 51 y 52; un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 
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representadas por SEQ ID NO: 53 y 54; un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 
representadas por SEQ ID NO: 55 y 56; un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 
representadas por SEQ ID NO: 57 y 58 y un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de aminoácidos 
representadas por SEQ ID NO: 59 y 60. 
 5 
14. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que utiliza un reactivo o un kit que 
comprende uno o más polinucleótidos que se hibridan específicamente con una secuencia parcial que comprende 
de 15 a 19 o más nucleótidos o de 20 a 30 o más nucleótidos en la secuencia de nucleótidos representada por 
cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 29 de número par y que codifica una proteína CAPRIN-1 o en una secuencia 
complementaria a la secuencia de nucleótidos. 10 
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