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(57)【要約】
本発明は、大腸がん診断用組成物と診断マーカーの検出
方法に関するもので、より詳細には、リジル‐tRNA合成
酵素（KRS）及びアミノアシル‐tRNA合成酵素相互作用
多機能蛋白質1（AIMP1）からなる群から選ばれた一つ以
上のmRNA又はその蛋白質の発現水準を測定する製剤を含
む大腸がん診断用組成物及び大腸がん診断に必要な情報
を提供するために、被検体から得た試料から前記マーカ
ーを検出する方法に関するものである。
  KRS及びAIMP1からなる本発明の大腸がん診断マーカー
は、大腸がん患者の血清から正常人対照群と比較してそ
の発現水準が増加している。従って、KRS及びAIMP1から
なる群から選ばれた一つ以上のマーカーの発現水準を測
定することにより、大腸がんの有無を正確かつ迅速に判
断することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　KRS（lysyl-tRNA synthetase)及びAIMP1（aminoacyl-tRNA synthetase complex-intera
cting multifunctional Protein 1)からなる群から選ばれた一つ以上のmRNA又はその蛋白
質の発現水準を測定する製剤を含む大腸がん診断用組成物。
【請求項２】
　前記遺伝子のmRNA発現水準を測定する製剤は、KRS mRNA又はAIMP1 mRNAに特異的に結合
するプローブ又はプライマーセットであることを特徴とする請求項1記載の組成物。
【請求項３】
　前記蛋白質の発現水準を測定する製剤は、KRS蛋白質又はAIMP1蛋白質に特異的な抗体で
あることを特徴とする請求項1記載の組成物。
【請求項４】
　KRS mRNAは配列番号1で表示される塩基配列を含み、AIMP1 mRNAは配列番号2で表示され
る塩基配列を含むことを特徴とする請求項1記載の組成物。
【請求項５】
　前記KRS蛋白質は配列番号3で表示されるアミノ酸配列を含み、AIMP1蛋白質は配列番号4
で表示されるアミノ酸配列を含むことを特徴とする請求項1記載の組成物。
【請求項６】
　KRS及びAIMP1からなる群から選ばれた一つ以上のmRNA又は蛋白質の発現水準を測定する
製剤を含む大腸がん診断用キット。
【請求項７】
　前記キットは、RT-PCRキット、DNAチップキット又は蛋白質チップキットであることを
特徴とする請求項6記載のキット。
【請求項８】
　大腸がんの診断に必要な情報を提供するために、
 （a)被検体から試料の提供を受ける段階;
 （b)前記試料から、KRS及びAIMP1からなる群から選ばれた一つ以上のmRNA発現水準又は
蛋白質の発現水準を測定する段階;及び
 （c)上記遺伝子mRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を、正常人対照群試料の対応する
遺伝子mRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準と比べて、発現水準が増加した被検体を、大
腸がんに罹病したものと判定する段階を含む大腸がんのマーカーを検出する方法。
【請求項９】
　前記試料は、血液、血漿、血清、唾液、鼻液、喀痰、関節嚢液、羊水、腹水、子宮頸部
又は膣分泌物、尿及び脳脊髄液からなる群から選ばれることを特徴とする請求項8記載の
方法。
【請求項１０】
　前記mRNAの発現水準を測定する方法は、逆転写ポリメラーゼ反応、競合的逆転写ポリメ
ラーゼ反応、リアルタイム逆転写ポリメラーゼ反応、RNase保護分析法、ノーザンブロッ
ティング及びDNAチップからなる群から選ばれたいずれか一つ以上を利用するものである
請求項8記載の方法。
【請求項１１】
　前記蛋白質の発現水準を測定するための方法は、ウエスタンブロット、ELISA、放射免
疫分析、放射免疫拡散法、オクタロニー免疫拡散法、ロケット免疫電気泳動、組織免疫染
色、免疫沈降分析法、補体固定分析法、FACS及び蛋白質チップの方法からなる群から選ば
れたいずれか一つを利用するものである請求項8記載の方法。
【請求項１２】
（a)大腸がん患者から提供された試料に大腸がんの治療候補物質を投与する段階;
（b)候補物質の存在又は非存在下で、前記試料から、KRS及びAIMP1からなる群から選ばれ
た一つ以上のmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を測定する段階;
（c)候補物質存在下でのmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準と、候補物質非存在下での
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対応するmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準とを比較する段階;
（d)候補物質の存在下でmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を減少させる物質を選別す
る段階;及び
（e)選別された候補物質の抗がん活性を、細胞又は動物から確認する段階を含む大腸がん
治療剤のスクリーニング方法。
【請求項１３】
　大腸がん診断用製剤を製造するための、KRS（lysyl-tRNA synthetase）及びAIMP1（ami
noacyl-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional Protein 1）からなる群
から選ばれた一つ以上のmRNA又はその蛋白質の発現水準を測定する製剤の使用。
【請求項１４】
　前記遺伝子のmRNA発現水準を測定する製剤は、KRS mRNA又はAIMP1 mRNAに特異的に結合
するプローブ又はプライマーセットであることを特徴とする請求項13記載の使用。
【請求項１５】
　前記蛋白質の発現水準を測定する製剤は、KRS蛋白質又はAIMP1蛋白質に特異的な抗体で
あることを特徴とする請求項13記載の使用。

 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2016年2月25日に出願された大韓民国特許出願第10-2016-0022470号に基づく
優先権を主張し、前記明細書全体は参照により本出願に援用する。
【０００２】
　本発明は、大腸がん診断用組成物と診断マーカー検出方法に関するもので、より詳細に
は、KRS（lysyl-tRNA synthetase) mRNA又はAIMP1(aminoacyl-tRNA synthetase complex-
interacting multifunctional Protein 1) mRNA又はその蛋白質の発現水準を測定する製
剤を含む大腸がん診断用組成物、大腸がんの診断に必要な情報を提供するために、被検体
から得た試料から前記マーカーを検出する方法、及び大腸がん診断用製剤を製造するため
の、KRS（lysyl-tRNA synthetase)及びAIMP1(aminoacyl-tRNA synthetase complex-inter
acting multifunctional Protein 1)からなる群から選ばれた一つ以上のmRNA又はその蛋
白質の発現水準を測定する製剤の使用に関するものである。
【背景技術】
【０００３】
　韓国のがん(悪性新生物)死亡者数は、2002年における韓国の総死亡者246,515人(死亡率
は人口10万人当たり512人)のうち、25.5％(男性の死亡者の29.6％、女性の死亡者の20.5
％)にあたる62,887人で、がんによる死亡(死亡率は人口10万人当たり130.7人)が死亡原因
の1位を占めている。がんによる死亡順位は肺がん、胃がん、肝臓がん、大腸がん及び膵
臓がんの順で、これら5大がんによる死亡ががんによる死亡全体の約70％を占めている。
また、男性における主ながん死因は肺がん、胃がん、肝臓がん、及び大腸がんなどで、こ
れら4大がんによる死亡者数(28,147人)が、男性のがんによる死亡者数全体(40,177人)の7
0％を占めており、女性における主ながん死因は胃がん、肺がん、肝臓がん、大腸がん及
び膵臓がんなどで、これら5大がんによる死亡者数(13,630人)が、女性のがんによる死亡
者数全体(22,710人)の60％を占めている。
【０００４】
　大腸がんは結腸と直腸に生じる悪性腫瘍を意味し、世界全体の2000年における発生率(9
45,000人が新規発生、全世界のがんの9.4％）と死亡率(492,000人が死亡、全てのがんの7
.9%)が、全てのがんのうち3番目に高く、性別に比較すると、男性と女性において類似し
た割合で発生する(男：女=1.1:1)。他のがんなどと比べて相対的に予後が良いため、罹病
率は、世界全体で乳がんに次いで二番目に高く、過去の5年以内に大腸がんと診断されて
生存している人は、約240万人と推定される(Parkin DM, Global cancer statistics in t
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he year 2000, Lancet Oncol 2:533-543, 2001)。大腸がんの予後は、初期(ステージ1)患
者の場合、5年生存率は90％以上であるが、転移した(ステージ4)患者の5年生存率は5％に
過ぎない(Cancer Facts and Figures 2004, American Cancer Society, 2004)。
【０００５】
　韓国では最近、食文化の西欧化で大腸がんの発生率と死亡率が大幅に増加している。保
健福祉部と韓国中央がん登録本部で発刊した韓国中央がん登録事業の年次報告書(2002. 1
～2002.12)によれば、2002年の大腸がんの発生件数は11,097件で、全体のがん発生の11.2
％を占める、四番目に多いがんである。性別では、男性が6,423人で女性(4,674人)より多
く、年齢別では60代が最も多く(3,751人)、50代がその後に続いている(2,400人)。1999年
から2002年までの4年間の資料によれば、大腸がんの発生率は着実に増加しており、発生
率(人口10万人当たりの新たに発生したがん患者数)をみると、1999年に比べて2002年には
、男性の場合、22.5から30.7に、36.4％増加し、女性の場合、18.8から23.1に、22.9％増
加し、全体としては20.6から26.9に、30.6％と大幅に増加した(1993-2002年のがんの発生
者の生存率と1999-2002年のがん発生率、保健福祉部、2007.7)。2006年に大腸がんで死亡
した人は計6,277人で、全体のがんによる死亡の4位(9.5%)であり、男性は3,453人で4位(8
.0%)、女性は2,824人で3位(11.5%)を占めた。また、大腸がんは、肺がんに次いで、過去1
0年間の死亡率が最も多く増加したがんである(2006年の死亡と死亡原因統計結果、統計庁
、2007.9）。
【０００６】
　大腸がんの場合、除去することができる前がん性病変や治療が可能な初期段階のがんか
らの発達が遅いため、大腸がんスクリーニングは、この疾病の発生率と死亡率を減らすこ
とができる可能性がある。50歳以上の成人男女全てに対する大腸がんスクリーニング検査
を通じて、大腸がんによる死亡率を減少させることができると考えられている(Walsh JM 
& Terdiman JP, JAMA 289:1288-96, 2003)。しかし、現在最も信頼性のあるスクリーニン
グ方法である大腸内視鏡は、順応度と普及率が低い。逆に、現在最も広く施行されている
非侵襲性スクリーニング(noninvasive screening)オプションの便潜血検査（fecal occul
t blood test、FOBT）は、何よりも敏感度が低いという問題を含んでいて、複数の重大な
欠点がある。米国の場合、2002年には、50歳以上の成人のうち40％だけが、過去5年以内
に大腸内視鏡検査を受けており、12カ月以内に便潜血検査を受けた人は22％に過ぎなかっ
た(Behavior risk factor survey, National center for chronic disease prevention a
nd health promotion. Centers for disease control and prevention, 2002)。大腸がん
スクリーニング検査に対する参加率が、特に乳がんと子宮頸部がんに比べて低い理由は、
患者の不便さ、費用、認知度不足、現在のスクリーニング方法に対する低い受容性などを
含む多様な要因のためである。
【０００７】
　従って、正確かつ迅速に大腸がんを早期診断するための新たなマーカーの開発が極めて
重要であると言える。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
［発明の詳細な説明］
［技術的課題］
　そこで、本発明者らは、大腸がんを効果的に診断できるバイオマーカーを開発しようと
鋭意努力した結果、大腸がん患者の血清から簡単かつ迅速に検出が可能で、敏感度及び特
異度が高いバイオマーカーを発見して本発明を完成した。
【０００９】
　従って、本発明の目的は、KRS(lysyl-tRNA synthetase)及びAIMP1（aminoacyl-tRNA sy
nthetase complex-interacting multifunctional Protein 1)からなる群から選ばれた一
つ以上のmRNA又はその蛋白質の発現水準を測定する製剤を含む大腸がん診断用組成物を提
供することである。
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【００１０】
　本発明の他の目的は、KRS及びAIMP1からなる群から選ばれた一つ以上のmRNA又は蛋白質
の発現水準を測定する製剤を含む大腸がん診断用キットを提供することである。
【００１１】
　本発明の他の目的は、大腸がんの診断に必要な情報を提供するために、
 （a)被検体からの試料の提供を受ける段階;
 （b)前記試料からKRS及びAIMP1からなる群から選ばれた一つ以上のmRNAの発現水準又は
蛋白質の発現水準を測定する段階;及び
 （c)前記遺伝子のmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を、正常対照試料の対応する遺
伝子のmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準と較べて、発現水準が増加した被検体を、大
腸がんに罹病したものと判定する段階を含む大腸がんのマーカーを検出する方法を提供す
ることである。
【００１２】
　本発明の他の目的は、
 （a)大腸がん患者から提供された試料に、大腸がんの治療候補物質を投与する段階;
 （b)候補物質の存在又は非存在下で、前記の試料から、KRS及びAIMP1からなる群から選
ばれた一つ以上のmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を測定する段階;
 （c)候補物質の存在下でのmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準と、候補物質の非存在
下での対応するmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準とを比較する段階;
 （d)候補物質の存在下でmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を減少させる物質を選別
する段階;及び
 （e)選別された候補物質の抗がん活性を、細胞又は動物から確認する段階を含む、大腸
がん治療薬のスクリーニング方法を提供することである。
【００１３】
　本発明の他の目的は、大腸がん診断用製剤を製造するためのKRS(lysyl-tRNA synthetas
e)及びAIMP1（aminoacyl-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional Prote
in 1)からなる群から選ばれた一つ以上のmRNA又はその蛋白質の発現水準を測定する製剤
の使用を提供することである。
【００１４】
　［技術的解決方法］
  前記の本発明の目的を達成するために、本発明は、KRS(lysyl-tRNA synthetase)及びAI
MP1（aminoacyl-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional Protein 1)か
らなる群から選ばれた一つ以上のmRNA又はその蛋白質の発現水準を測定する製剤を含む大
腸がん診断用組成物を提供する。
【００１５】
　本発明の他の目的を達成するために、本発明は、KRS及びAIMP1からなる群から選ばれた
一つ以上のmRNA又は蛋白質の発現水準を測定する製剤を含む大腸がん診断用キットを提供
する。
【００１６】
　本発明の他の目的を達成するために、本発明は、大腸がんの診断に必要な情報を提供す
るために、
 （a)被検体からの試料の提供を受ける段階;
 （b)前記試料から、KRS及びAIMP1からなる群から選ばれた一つ以上のmRNAの発現水準又
は蛋白質の発現水準を測定する段階;及び
 （c)前記遺伝子mRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を、正常対照試料の対応する遺伝
子mRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準と比べて、発現水準が増加した彼検体を大腸がん
に罹病したものと判定する段階を含む大腸がんのマーカーを検出する方法を提供すること
である。
【００１７】
　本発明の他の目的を達成するために
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 （a)大腸がん患者から提供された試料に、大腸がんの治療候補物質を投与する段階;
 （b)候補物質の存在又は非存在下で、前記試料から、KRS及びAIMP1からなる群から選ば
れた一つ以上のmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を測定する段階;
 （c)候補物質の存在下でのmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準と、候補物質非存在下
でのmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準とを比較する段階;
 （d)候補物質の存在下でmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を減少させる物質を選別
する段階;及び
 （e)選別された候補物質の抗がん活性を、細胞又は動物から確認する段階を含む、大腸
がん治療剤のスクリーニング方法を提供することである。
【００１８】
　本発明の他の目的を達成するために、大腸がん診断用製剤を製造するための、KRS(lysy
l-tRNA synthetase)及びAIMP1（aminoacyl-tRNA synthetase complex-interacting multi
functional Protein 1)からなる群から選ばれた一つ以上のmRNA又はその蛋白質の発現水
準を測定する製剤の使用を提供することである。
【００１９】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００２０】
　本発明は、KRS(lysyl-tRNA synthetase)及びAIMP1（aminoacyl-tRNA synthetase compl
ex-interacting multifunctional Protein 1)からなる群から選ばれた一つ以上のmRNA又
はその蛋白質の発現水準を測定する製剤を含む大腸がん診断用組成物を提供する。
【００２１】
　本発明者らは、KRS(lysyl-tRNA synthetase)及びAIMP1（aminoacyl-tRNA synthetase c
omplex-interacting multifunctional Protein 1)が、大腸がん患者において正常人対照
群より著しく増加することを初めて確認し、新しい大腸がん診断マーカーとしての価値が
極めて高いことを確認した。
【００２２】
　本発明の他の一実施例では、KRS(lysyl-tRNA synthetase)及びAIMP1（aminoacyl-tRNA 
synthetase complex-interacting multifunctional Protein 1)のROC曲線分析を通じて、
前記各マーカーが、大腸がんを診断する際に、敏感性(sensitivity)と正確性(specificit
y)が優れていることを確認した。本発明の診断マーカーの敏感性と正確性は、従来の大腸
がんの診断マーカーの一つであるCA19-9と比べても著しく優れていた。
【００２３】
　本発明者らの発見に基に、本発明は、KRS(lysyl-tRNA synthetase)及び／又はAIMP1 am
inoacyl-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional Protein 1)の発現水準
、すなわち、KRS(lysyl-tRNA synthetase)及び／又はAIMP1 aminoacyl-tRNA synthetase 
complex-interacting multifunctional Protein 1)蛋白質又はmRNA水準を測定する製剤を
含む大腸がん診断用組成物を提供する。
【００２４】
　アミノアシルtRNA合成酵素(ARS)は、特定のアミノ酸をその対応するtRNAに付着させる
役割をする酵素である。高等生物の場合、アミノ酸の種類による20個の酵素の他に、AIMP
1（p43)、（AIMP2)p38、（AIMP3)p18などマルチ合成酵素複合体形成に関与する3種類を含
めて23種の酵素で構成されており、マルチ合成酵素複合体に参与する酵素の他のいくつか
は遊離形態でも存在する。しかし、最近になり、基本的な機能の他に、特定の環境で多様
な他の活性機能を有していることが報告されたが、KRS及びAIMP1がその中の一つである。
【００２５】
　KRSはマクロファージの活性化を通じて免疫反応を誘導することが明らかになったが、T
NF-αによって細胞外への分泌が促進されたKRSは、p38分裂促進因子（マイトジェン）活
性化キナーゼなどによる信号伝達によって、マクロファージ細胞のTNF-αによる活性を増
加させるか、又は、細胞の遊走を促進させることが報告された。KRSはまた、多様な疾患
に関与していることが最近明らかになっている。炎症性筋肉疾患の患者においてKRSに対
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する自己抗体が存在することが報告され、ルーゲーリック病の原因となるSOD1遺伝子変異
患者において、KRSがこの酵素に結合して関与することが報告されている。しかし、KRSが
、大腸がん患者の血清において、正常人患者群と比べて蛋白質の数値が著しく高く、大腸
がん診断用マーカーとして使用することについては知られておらず、本発明で最初に公開
するものである。
【００２６】
　AIMP1（ARS-interacting multifunctional Protein 1)は、従来p43蛋白質として知られ
たものであって、最近AIMP1に再命名された蛋白質である(Sang Gyu Park, et al., Trend
s in Biochemical Sciences, 30:569-574, 2005)。前記AIMP1は312個のアミノ酸からなる
蛋白質として、多重tRNA合成酵素複合体(multi-tRNA synthetase complex)に結合して(De
utscher, M.P., Method Enzymol, 29, 577-583, 1974; Dang C. V. et al., Int. J. Bio
chem. 14, 539-543, 1982; Mirande, M. et al., EMBO J. 1, 733-736, 1982; Yang D. C
. et al., Curr. Top Cell. Regul. 26, 325-335,1985)、前記マルチtRNA合成酵素の触媒
活性(catalytic activity)を増進させる蛋白質である(Park S. G. et al., J. Biol. Che
m. 274, 16673-16676, 1999)。分泌されたAIMP1は、単核球/マクロファージ、内皮細胞及
び繊維芽細胞のような、多様な標的細胞に作用することが知られている。しかし、AIMP1
が、大腸がん患者の血清において、正常人患者群と比べて蛋白質の数値が著しく高く、大
腸がん診断用マーカーとして使用することについては知られておらず、本発明で最初に公
開するものである。
【００２７】
　本発明において、用語“診断用マーカー、診断するためのマーカー又は診断マーカー(d
iagnosis marker)”とは、大腸がん患者を正常人対照群と区別して診断できる物質で、正
常人対照群に比べて、大腸がんを有する患者で増加又は減少を示すポリペプチド又は核酸
(例：mRNA等)、脂質、糖脂質、糖蛋白質、又は糖(単糖類、二糖類、オリゴ糖類等)などの
ような有機生体分子などを含む。本発明の目的上、本発明の大腸がん診断マーカーは、正
常組織の細胞に比べて、がん細胞で特異的に高い水準の発現を示すKRS (lysyl-tRNA synt
hetase)及びAIMP1（aminoacyl-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional 
Protein 1)遺伝子及びこれによりコードされる蛋白質である。
【００２８】
　本発明で発現(expression)とは、細胞から蛋白質又は核酸が生成されることを意味する
。蛋白質は、ポリペプチド(polypeptide)又はペプチド(peptide)と互換性をもって使用さ
れ、例えば、天然状態の蛋白質から一般的に発見されるように、アミノ酸残基の重合体を
意味する。ポリヌクレオチド(polynucleotide)、又は核酸は、単一又は二重鎖の形態でな
されたデオキシリボヌクレオチド(DNA)又はリボヌクレオチド(RNA)を意味する。他の制限
がない限り、天然に生成されるヌクレオチドと類似した方法で核酸にハイブリダイズされ
る天然ヌクレオチドの公知になったアナログ（類似体）も含まれる。「mRNA」は、蛋白質
合成過程で、特定の遺伝子からアミノ酸配列を特定するようになる遺伝情報(遺伝子特異
的塩基配列)を、リボソームに伝達するRNAである。
【００２９】
　診断とは、病理状態の存在又は特徴を確認することを意味する。本発明での診断は、KR
S及び／又はAIMP1の発現水準、すなわち、複数の前記マーカーの一つ以上の蛋白質又はmR
NAの水準を測定して大腸がんの病理存在又は発症の有無を確認することである。
【００３０】
　一方、本発明の診断用組成物がmRNAの発現水準を測定するためのものであるときには、
mRNA発現水準を測定する製剤は、KRS mRNA及び／又はAIMP1 のmRNAに特異的に結合するプ
ローブ又はプライマーセットでもある。
【００３１】
　前記KRS mRNA及びAIMP1 mRNAは、ヒトを含む哺乳類に由来したものであってもよく、好
ましくは、前記KRS mRNAは配列番号1で表示される塩基配列を含み、AIMP1 mRNAは配列番
号2で表示される塩基配列を含むものである。前記KRS及びAIMP1からなる群から選ばれる
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いずれか一つ以上のmRNAに特異的なプローブ又はプライマーセットを、KRS及びAIMP1から
なる群から選ばれたいずれか一つ以上の発現水準を測定する製剤として含む本発明の診断
用組成物は、公知のRNAを検出する方法に必要な製剤をさらに含むことができる。本組成
物を利用して、公知のRNAを検出する方法を制限なく使用して、被検体における前記マー
カーのmRNAの水準を測定することができる。
【００３２】
　プライマー(primer)とは、DNA合成の開始点(starting point)として作用する短い単一
鎖オリゴヌクレオチド(single strand oligonucleotide)である。プライマーは、適切な
緩衝液(buffer)と温度条件で、鋳型(template)であるポリヌクレオチドに特異的に結合し
、DNA合成酵素が鋳型DNAに相補的な塩基を有するヌクレオシド三リン酸をプライマーに付
加して連結することにより、DNAが合成される。プライマーは、一般的に15個乃至30個の
塩基配列で構成されており、塩基構成と長さによって、鋳型鎖に結合する温度(melting t
emperature、Tm)が異なる。
【００３３】
　プライマーの配列は、鋳型の一部の塩基配列と完全に相補的な配列を有する必要はなく
、鋳型とハイブリダイズされてプライマー固有の作用をすることができる範囲内での十分
な相補性を有すれば十分である。従って、本発明で前記各マーカーのmRNAの発現水準を測
定するためのプライマーは、各遺伝子配列に完全に相補的な配列を有する必要はなく、DN
A合成を通じてmRNA又はcDNAの特定区間を増幅して、mRNAの量の測定を試みる目的に合っ
た長さと相補性を有するものであれば十分である。前記増幅反応のためのプライマーは、
増幅しようとするmRNAの特定区間の両端部分の鋳型(sense)と反対側(antisense)にそれぞ
れ相補的に結合する一対(set)で構成される。プライマーは、当業者であれば、KRS mRNA
又はAIMP1 mRNA又はcDNA塩基配列を参照して容易に設計することができる。
【００３４】
　本発明のプライマーは、好ましくは配列番号1で表示されるKRS mRNA塩基配列若しくは
配列番号2で表示されるAIMP1 mRNA塩基配列に特異的に結合する一対、セット、又はこれ
らの組み合わせでもあって、最も好ましくは、配列番号5及び6からなる群から選ばれる順
方向プライマー並びに配列番号7及び8からなる群から選ばれる逆方向プライマーからそれ
ぞれ一つ以上ずつ選ばれるが、これらに限定されるものではない。本発明において、前記
配列番号5及び7は、KRS mRNA塩基配列に特異的なプライマー、配列番号6及び8は、AIMP1 
mRNA塩基配列に特異的なプライマーである。
【００３５】
　“プローブ(probe)”とは、特定の遺伝子のmRNAやcDNA(complementary DNA)に特異的に
結合することができる、短くは数個乃至長くは数百個の塩基対(base pair)の長さのRNA又
はDNAなどのポリヌクレオチドの断片を意味し、標識(labeling)されていて、結合する対
象mRNAやcDNAの存在の有無、発現量などを確認することができる。本発明の目的のために
は、KRS mRNA又はAIMP1 mRNAに相補的なプローブを被検体の試料とハイブリダイズ(hybri
dization)反応を行い、KRS mRNA又はAIMP1 mRNAの発現量を測定することにより、大腸が
んの診断に利用することができる。プローブの選択及びハイブリダイズ条件は、当業界に
公知された技術により適切に選ぶことができる。
【００３６】
　本発明のプライマー又はプローブは、ホスホアミダイト(phosphoramidite)固体支持体
合成法やその他の公知の方法を利用して化学的に合成することができる。また、プライマ
ー又はプローブは、KRS mRNA又はAIMP1 mRNAとのハイブリダイズを妨げない範囲で、当該
技術分野で公知の方法によって多様に変形させることができる。このような変形の例とし
ては、メチル化、キャップ化、一つ以上の天然ヌクレオチドアナログへの置換、荷電され
ていないリンカー(例：メチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホロアミドデー
ト、カルバメート等)又は荷電されたリンカー（例：ホスホロチオエート、ホスホロジチ
オエート等）等のヌクレオチド間の変形、及び蛍光又は酵素を利用した標識物質(labelin
g material)の結合などがある。
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【００３７】
　本発明の診断用組成物が蛋白質の発現水準を測定するためのものであるときには、蛋白
質の発現水準を測定する製剤は、KRS又はAIMP1蛋白質にそれぞれ特異的に結合する抗体で
あってもよい。
【００３８】
　前記KRS及びAIMP1蛋白質は、ヒトを含む哺乳類から由来したものであってもよく、好ま
しくは、KRS蛋白質は配列番号3で表示されるアミノ酸配列を含み、AIMP1蛋白質は配列番
号4で表示されるアミノ酸配列を含むものである。
【００３９】
　抗体(antibody)は、抗原性部位に特異的に結合する免疫グロブリン(immunoglobulin)を
意味する。本発明での抗体は、KRS又はAIMP1以外には、他の種類のアミノアシルtRNA合成
酵素を含む他の蛋白質には反応せず、KRS又はAIMP1蛋白質のみに特異的に結合する抗体で
ある。KRS又はAIMP1抗体は、各遺伝子を発現ベクターにクローニングして、前記遺伝子に
よってコードされる蛋白質を得て、得られた蛋白質から、当該技術分野の通常的な方法に
よって製造することができる。KRS又はAIMP1抗原性部位を含むKRS又はAIMP1蛋白質の断片
を利用して、それぞれの蛋白質に特異的な抗体を製造することもできる。本発明の抗体の
形態は特に制限されず、ポリクローナル抗体(polyclonal antibody)又はモノクローナル
抗体(monoclonal antibody)を含む。また、抗原抗体結合性を有するものであれば、全抗
体の一部も本発明の抗体に含まれ、KRS又はAIMP1に特異的に結合する全ての種類の免疫グ
ロブリン抗体が含まれる。例えば、２つの全長の軽鎖及び２つの全長の重鎖を有する完全
な形態の抗体だけでなく、抗体分子の機能的な断片、すなわち抗原結合機能を有するFab
、F(ab')、F(ab')2及びFvなどを含む。さらに、本発明の抗体には、KRS又はAIMP1蛋白質
に特異的に結合することができるものであれば、ヒト化抗体、キメラ抗体などの特殊抗体
と組換え抗体も含まれる。
【００４０】
　前記各マーカー蛋白質に特異的な抗体を、KRS又はAIMP1の発現水準を測定する製剤とし
て含む本発明の診断用組成物は、公知の蛋白質を検出する方法に必要な製剤をさらに含む
ことができ、本組成物を利用して、公知された蛋白質を検出する方法を制限なく使用して
、被検体からKRS又はAIMP1からなる群から選ばれた一つ以上の蛋白質の水準を測定するこ
とができる。
【００４１】
　また、本発明は、KRS及びAIMP1からなる群から選ばれたいずれか一つ以上のmRNA又は蛋
白質の発現水準を測定する製剤を含む大腸がん診断用キットを提供する。
【００４２】
　本発明の診断用キットには、KRS及びAIMP1からなる群から選ばれたいずれか一つ以上の
蛋白質をマーカーとして認識する抗体、又はKRS及びAIMP1からなる群から選ばれたいずれ
か一つ以上のmRNAをマーカーとして認識するプライマー、プローブだけでなく、分析方法
に適した一種類又はそれ以上の他の構成成分組成物、溶液又は装置が含まれ得る。
【００４３】
　具体的な態様として、前記診断キットは、逆転写ポリメラーゼ反応を遂行するために必
要な必須要素を含むことを特徴とする診断用キットでもある。逆転写ポリメラーゼ反応キ
ットは、それぞれのマーカー遺伝子に対して特異的なプライマー対を含む。プライマーは
各マーカー遺伝子の核酸配列に特異的な配列を有するヌクレオチドであって、約7bp乃至5
0bpの長さ、より好ましくは約10bp乃至30bpの長さである。また、対照群遺伝子の核酸配
列に特異的なプライマーを含むことができる。その他の逆転写ポリメラーゼ反応キットは
、テストチューブ又は他の適切なコンテナ、反応緩衝液(pH及びマグネシウム濃度は多様)
、デオキシヌクレオチド（dNTPs)、Taq-ポリメラーゼ及び逆転写酵素のような酵素、DNas
e、RNase阻害剤、DEPC水(DEPC-water)、滅菌水などを含むことができる。
【００４４】
　また、別の態様として、DNAチップを遂行するために必要な必須要素を含むことを特徴
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とする診断キットであってもよい。DNAチップキットは、遺伝子又はその断片に対応するc
DNA又はオリゴヌクレオチド(oligonucleotide)が付着している基板、及び蛍光標識プロー
ブを作製するための試薬、製剤、酵素などを含むことができる。また、基板は、対照群の
遺伝子又はその断片に対応するcDNA又はオリゴヌクレオチドを含むことができる。
【００４５】
　最も好ましくは、ELISAを遂行するために必要な必須要素を含むことを特徴とする診断
キットである。ELISAキットは、マーカー蛋白質に対する特異的な抗体を含む。抗体は、
各マーカー蛋白質に対する特異性及び親和性が高く、他の蛋白質に対する交叉反応性が殆
どない抗体であり、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体又は組換え抗体である。ま
た、ELISAキットは、対照群蛋白質に特異的な抗体を含むことができる。その他、ELISAキ
ットは、結合した抗体を検出することができる試薬、例えば、標識された二次抗体、発色
団(chromophores)、酵素(抗体とコンジュゲートされた形態として)及びその基質又は抗体
と結合することができる他の物質などを含むことができる。また、本発明のキットは、酵
素と発色反応する基質及び結合されていない蛋白質などは除去し、結合された蛋白質マー
カーだけを保有することができる洗浄液又は溶離液を含むことができる。
【００４６】
　分析のために使用される試料は、血液、血清、尿、漏液、唾液など、正常的な状態と区
別できる感染性炎症疾患に特異的な蛋白質を確認できる生体試料を含む。好ましくは、生
物学的液体試料、例えば、血液、血清、血漿から測定することができる。試料は、蛋白質
マーカーの検出感度を増加させるように用意調製することができるが、例えば、患者から
収得した血清試料は、陰イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィ
ー、サイズ排除クロマトグラフィー(size exclusion chromatography)、液体クロマトグ
ラフィー、逐次抽出(sequential extraction)又はゲル電気泳動などの方法を利用して前
処理することができる。
【００４７】
　大腸がん診断に必要な情報を提供するために、
 (a)被検体から試料の提供を受ける段階；
 (b)前記試料から、KRS及びAIMP1からなる群から選ばれた一つ以上のmRNAの発現水準又は
蛋白質の発現水準を測定する段階；及び
 (c)前記各遺伝子mRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を、正常人対照群試料の対応する
遺伝子mRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準と比較して、発現水準が増加した被検体を大
腸がんに罹病したと判定する段階を含む、大腸がんのマーカーを検出する方法を提供する
。
 
【００４８】
　本発明者らは、KRS及びAIMP1が大腸がんの新規マーカーとして機能することができるこ
とを初めて発見して、前記各マーカーの発現水準を測定して、大腸がんの診断に必要な情
報を提供する方法を提供する。以下、本発明の方法を段階により説明する。
【００４９】
　本発明の方法の(a)段階は、被検体の試料の提供を受ける段階である。
【００５０】
　前記試料は、大腸がんの有無を診断するための被検体から採取されたものであれば制限
なく使用することができ、例えば、生検などで得られた細胞や組織、血液、全血、血清、
血漿、唾液、脳脊髄液、各種分泌物、尿、糞などであってもよい。好ましくは、血液、血
漿、血清、唾液、鼻液、喀痰、関節嚢液、羊水、腹水、子宮頸部又は膣分泌物、尿及び脳
脊髄液である。最も好ましくは、血液、血漿、又は血清である。
【００５１】
　本発明の方法の（b)段階は、(a)段階で提供した試料から、KRS及びAIMP1からなる群か
ら選ばれた一つ以上の発現水準を測定する段階である。前記発現水準は、KRS及びAIMP1か
らなる群から選ばれる一つ以上のmRNA又は蛋白質の発現水準であってもよい。
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【００５２】
　各蛋白質の発現水準は、各蛋白質に特異的に結合する抗体を利用して検出したり、測定
したりすることができる。蛋白質の特異的な抗体は、本発明の診断用組成物において述べ
た通りである。蛋白質の発現水準を測定する方法は、当業界で公知されている方法は制限
なく使用することができ、その例として、ウエスタンブロッティング(western blotting)
、ドットブロティング(dot blotting)、 酵素結合免疫吸着法(enzyme-linked immunosorb
ent assay、 ELISA)、放射免疫測定(RIA)、放射免疫拡散法、オクタロニー免疫拡散法、
ロケット免疫電気泳動、免疫組織化学染色、免疫沈降法(immunoprecipitation)、補体固
定分析法、フローサイトメトリー(FACS)又は蛋白質チップ(chip)法などがあるが、これら
に限定されるものではない。好ましくは、ELISA法を利用することができる。
【００５３】
　各マーカーのmRNA水準は、mRNAに特異的に結合するプライマーセットやプローブを利用
して、被検体の試料から、各マーカーのmRNAやcDNAを増幅したり、プローブとハイブリダ
イズ反応を利用して、被検体試料内の各マーカーのmRNAの存在と発現量を測定したりする
ことができる。プライマーとプローブは、本発明の診断用組成物で述べた通りである。mR
NA発現水準の測定は、当業界で通常的な発現水準の確認方法を制限なく使用することがで
き、分析方法の例として、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(reverse transcription polymer
ase chain reaction、 RT-PCR)、競合的RT-PCR(competitive RT-PCR)、リアルタイムRT-P
CR(real-time RT-PCR)、RNase保護分析法(RPA:RNase protection assay)、ノーザンブロ
ッティング(northern blotting)、DNAマイクロアレイチップ(microarray chip)、RNAの塩
基配列分析(RNA sequencing)、ナノストリング(nanostring)を利用したハイブリダイズ方
法、組織切片のin situハイブリダイズ化(in situ hybridization)法などがあるが、これ
らに限定されるものではない。
【００５４】
　本発明の方法の（c)段階は、（b)段階で測定した被検体試料のKRS及びAIMP1からなる群
から選ばれた一つ以上のmRNA又は蛋白質の水準を正常人と比べ、その発現水準が増加した
被検体を、大腸がんに罹病したと判定する段階である。
【００５５】
　上述した（b)段階の方法で測定した被検体の各マーカーの発現水準を、同じ方法で測定
した正常人のマーカー水準と比較する。各マーカーの発現水準が、健康な正常人に比べて
増加した被検体を、大腸がんに罹病したものと判定する。
【００５６】
　本発明は、また、
（a)大腸がん患者から提供された試料に大腸がんの治療候補物質を投与する段階;
（b)候補物質の存在又は非存在下で、前記試料から、KRS及びAIMP1からなる群から選ばれ
た一つ以上のmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を測定する段階;
（c)候補物質の存在下でのmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準と、候補物質非存在下で
の対応するmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準とを比較する段階;
（d)候補物質の存在下でmRNAの発現水準又は蛋白質の発現水準を減少させる物質を選別す
る段階;及び
（e)選別された候補物質の抗がん活性を、細胞又は動物から確認する段階を含む大腸がん
治療剤のスクリーニング方法を提供する。
【００５７】
　具体的には、大腸がん治療候補物質の存在及び非存在下で、KRS及びAIMP1からなる群か
ら選ばれた一つ以上のmRNA又は蛋白質の発現の増加又は減少を比較する方法での大腸がん
治療剤スクリーニングに有用に使用できる。KRS及びAIMP1からなる群から選ばれた一つ以
上のmRNA又は蛋白質の発現水準を間接的に又は直接的に減少させる物質は、大腸がんの治
療薬として選択することができる。つまり、大腸がんの治療候補物質の非存在下で、大腸
がん細胞での本発明のマーカーの発現水準を測定し、また、大腸がん治療候補物質の存在
下で、本発明のマーカーの発現水準を測定して、両者を比較した後、大腸がん治療候補物
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質が存在するときの本発明のマーカーの発現水準を、大腸がん治療候補物質の非存在下で
のマーカーの発現水準より減少させる物質を、大腸がんの治療剤として選択することがで
きるものである。
【００５８】
　本発明の前記“抗がん活性”とは、非正常的な細胞分裂の増加、正常細胞からがん細胞
への転換、がん細胞の細胞分裂と増殖、腫瘍の発生と成長などを抑制することを意味する
。
【００５９】
　本発明の前記“細胞又は動物”とは、がん又は腫瘍モデルの細胞又は動物であり、当業
界で通常的に使用されるもので、ヒトを含む哺乳動物、動物から由来した細胞、組織、器
官などでもある。
【００６０】
　本発明は、大腸がん診断用製剤を製造するためのKRS(lysyl-tRNA synthetase)及びAIMP
1（aminoacyl-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional Protein 1)から
なる群から選ばれた一つ以上のmRNA又はその蛋白質の発現水準を測定する製剤の使用を提
供する。
【００６１】
　本発明の前記遺伝子のmRNA発現水準を測定する製剤は、KRS mRNA又はAIMP1 mRNAに特異
的に結合するプローブ又はプライマーセットであってもよく、前記記載された通りである
。
【００６２】
　本発明の前記蛋白質の発現水準を測定する製剤は、KRS蛋白質又はAIMP1蛋白質に特異的
な抗体であってもよく、前記記載された通りである。
【００６３】
　本発明の前記KRS mRNAは配列番号1で表示される塩基配列を含み、AIMP1 mRNAは、配列
番号2で表示される塩基配列を含むものであってもよく、本発明の前記KRS蛋白質は配列番
号3で表示されるアミノ酸配列を含み、AIMP1蛋白質は配列番号4で表示されるアミノ酸配
列を含むものであってもよく、前記記載された通りである。
【００６４】
　本発明は、大腸がんの診断用キットを製造するためのKRS及びAIMP1からなる群から選ば
れた一つ以上のmRNA又は蛋白質の発現水準を測定する製剤の使用を提供することができる
。本発明の前記キットは、RT-PCRキット、DNAチップキット又は蛋白質チップキットであ
ってもよく、これに制限はされない。
【００６５】
［有利な効果］
　KRS及びAIMP1からなる本発明の大腸がん診断マーカーは、大腸がん患者の血清から、正
常人対照群と比べて、その発現水準が増加している。従って、KRS及びAIMP1からなる群か
ら選ばれた一つ以上のマーカーの発現水準を測定することにより、大腸がんの有無を正確
かつ迅速に判断することができる。
【図面の簡単な説明】
【００６６】
【図１】図1は、正常人群と大腸がん患者群の血清蛋白質数値をドットブロットで示した
結果である(A:GRS、B:KRS、C:AIMP1、D:HRS、E:WRS、F:CA-19-9、G:TNF-α、H:IL-10)。
【図２】図2は、血清蛋白質の数値のROC曲線を示した図である。
【発明を実施するための形態】
【００６７】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００６８】
　但し、下記の実施例は本発明を例示するのみであり、本発明の内容が下記の実施例に限
定されるものではない。



(13) JP 2019-507594 A 2019.3.22

10

20

30

40

50

【００６９】
＜実験方法＞
1.実験試料の入手
【００７０】
　大腸がん患者の血清を、三星医療院（ソウル、大韓民国）から臨床試験審査委員会の規
定により入手した。正常患者群は32人、大腸がん患者群は計164人のサンプルを入手して
分析した。
【００７１】
　実験に使用された患者の臨床学的情報は、表1に記載した通りである。
【００７２】
【表１】

【００７３】
２．酵素免疫分析法（ELISA assay）
　正常人又は大腸がん患者の血清に分泌されたGRS（glycyl-tRNA synthetase）、KRS（ly
syl-tRNA synthetase）、HRS（histidyl-tRNA synthetase）、WRS（tryptophanyl-tRNA s
ynthetase）、AIMP-1（aminoacyl-tRNA synthetase complex-interacting multifunction
al Protein 1)、TNF-α、IL-10及びCA-19-9の数値を、製造社の指示に従って、酵素免疫
分析キットを利用して分析した。蛋白質の分泌量は、マイクロプレートリーダー（TECAN)
を利用して測定した。それぞれの血清蛋白質の分析キットの製造社は次の通りである：
  GRS、HRS、WRS ELISA kit（Cusabio、China)
  AIMP1 ELISA kit（Elab science、China)
  KRS ELISA kit（Mybiosource、USA)
  TNF-α、IL-10（BD science、USA)
  CA 19-9（Abnova、Taiwan）
【００７４】
３．統計学的分析
　正常人と大腸がん患者の血清から分泌された蛋白質の間のP値は、マン・ホイットニー
検定／両側検定（Mann-Whitney test/Two-tailed test）で、XLASTATソフトウェアを利用
して分析した。ドットブロットプロット、ROC曲線、AUC、標準偏差はGraphpad Prism 6ソ
フトウェアを利用して分析した。
【００７５】
＜実験結果＞
＜実施例１＞



(14) JP 2019-507594 A 2019.3.22

10

20

30

40

正常人と大腸がん患者の血清分析結果
　大腸がんに特異的なマーカーを検索するために、正常人32人及び大腸がん患者164人の
血清蛋白質を酵素免疫分析法（ELISA)で分析した。
【００７６】
　これに対する結果を下記表2及び図1に示した。
【００７７】
【表２】

【００７８】
　前記表2及び図1に示した通り、大腸がん患者の血清では、KRS(lysyl-tRNA synthetase)
蛋白質及びAIMP1（aminoacyl-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional P
rotein 1)蛋白質の数値が、正常人と比べて著しく増加していることが確認できた。特に
、KRSの場合には、従来の大腸がん診断マーカーの一つであるCA 19-9よりも著しく優れて
いることを確認した。
【００７９】
＜実施例２＞
ROC曲線分析
　図2に示した通り、KRS、AIMP1のROCのAUCが0.6よりも大きく表れ、Ｐ値が0.01より小さ
く表れており、KRS、AIMP1の量について、大腸がん患者の血清内の数値が正常人の数値よ
りも統計学的に有意に大きいため、良いバイオマーカーであることが分かった。またKRS
、AIMP1が従来の大腸がんのバイオマーカーであるCA-19-9よりも良いことを確認した。
【産業上の利用可能性】
【００８０】
　KRS及びAIMP1からなる本発明の大腸がん診断マーカーは、大腸がん患者の血清において
、正常人対照群と比べて、その発現水準が増加している。従って、KRS及びAIMP1からなる
群から選ばれた一つ以上のマーカーの発現水準を測定することにより、大腸がんの有無を
正確かつ迅速に判断することができて、産業上の利用可能性が極めて優れている。
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摘要(译)

本发明涉及一种检测大肠癌诊断组合物和诊断标志物的方法，更具体
地，是从赖氨酰-tRNA合成酶（KRS）和氨酰基-tRNA合成酶相互作用多
功能蛋白1（AIMP1）检测的。 用于大肠癌诊断的组合物，其包含用于
测量选自受试者的一种或多种mRNA或蛋白质的表达水平的制剂，所述
mRNA或蛋白的表达水平是从受试者中获得的，以提供大肠癌诊断所需
的信息 本发明涉及一种检测样品中标志物的方法。 与正常受试者的对照
组相比，包含KRS和AIMP1的本发明的结肠直肠癌诊断标志物在结肠直
肠癌患者的血清中表达水平升高。 因此，通过测量选自KRS和AIMP1的
一种或多种标志物的表达水平，可以准确而迅速地确定结肠癌的存在与
否。
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