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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
癌腫もしくはそれに関連する残存病変の診断のための、もしくは癌腫の予後診断のための
、もしくは癌腫に対する抗癌治療の効果をモニタリングするための、もしくは癌腫に侵さ
れた人の経過を観察するための方法であって、
　（ｉ）人の血清もしくは血しょうのサンプルと単離された成体幹細胞を接触させる工程
と、
　（ｉｉ）前記成体幹細胞内の少なくとも上皮マーカーの発現を確認する工程と、を有し
、
　前記発現は、その人が癌腫もしくはその残存病変に侵されているリスクを示す方法。
【請求項２】
前記癌腫は、大腸癌、胃癌、乳癌、肺癌、前立腺癌、肝臓癌、卵巣癌、腎臓癌、甲状腺癌
、膀胱癌、すい臓癌の中から選択される請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記幹細胞は、多能性幹細胞である請求項１もしくは２に記載の方法。
【請求項４】
前記多能性幹細胞は、間葉系幹細胞、ＣＤ１３３＋細胞、ＣＤ４４＋細胞、ＣＤ９０＋細
胞、ＣＤ２９＋細胞、ＣＤ１０５＋細胞、ＣＤ１１７＋細胞、ＣＤ５６＋細胞、およびＣ
Ｄ７３＋細胞から選択される請求項３に記載の方法。
【請求項５】
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前記上皮マーカーは、サイトケラチンである請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
前記サイトケラチンは、ＣＫ－１８、ＣＫ－１９、ＣＫ－２０およびＣＫ－２１の中から
選択される請求項５に記載の方法。
【請求項７】
血清もしくは血しょうのサンプルと幹細胞を接触させる工程（ｉ）は、支持体の上に幹細
胞を播種する工程と、該サンプルを幹細胞のための培養液に希釈する工程と、を含み、前
記希釈は１：２から１：２０である請求項１から６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
該培養液に希釈された前記サンプルは、前記幹細胞に加えられる請求項７に記載の方法。
【請求項９】
前記幹細胞は、４８時間から１８０時間の範囲において該培養液内に希釈された該サンプ
ル内で成長される前記請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
少なくとも上皮マーカーの発現を確認する前記工程は、免疫蛍光法、免疫組織化学法、Ｅ
ＬＩＳＡもしくはＲＴ－ＰＣＲの手段により行われる請求項１から９のいずれかに記載の
方法。
【請求項１１】
少なくとも上皮マーカーの発現をＥＬＩＳＡの手段により確認する前記工程は、
‐血清もしくは血しょうの該サンプルと接触している該幹細胞を溶解する工程と、
‐前記工程において得られたタンパク質溶解のアリコット（ａｌｉｑｕｏｔ）を上皮マー
カーに対する抗体と接触させる工程と、
‐少なくとも上皮マーカーと前記抗体の間の結合を特定する工程と、を有する請求項１０
に記載の方法。
【請求項１２】
少なくとも上皮マーカーの発現を免疫蛍光法の手段により確認する前記工程は、
‐血清もしくは血しょうの前記サンプルと接触している該幹細胞をスライドの上に固定す
る工程と、
‐前記工程において固定された前記幹細胞を上皮マーカーに対する抗体に接触させる工程
と、
‐分化した幹細胞により発現する少なくとも上皮マーカーと前記抗体の間の結合を特定す
る工程と、を有する請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
少なくとも上皮マーカーの発現を確認する前記工程は、該培養液に希釈された血清もしく
は血しょうの前記サンプルを該細胞から除去した後に達成される請求項１０から１２のい
ずれかに記載の方法。
【請求項１４】
癌腫に対する抗癌治療の効果のモニタリングは、病気の人が対象とされた種々の治療ステ
ージにおいて、該病気の人から得られた単離サンプル内の少なくとも上皮マーカーの発現
レベルを比較することを含む請求項１～１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
６０％～１００％の下式で計算される特異性を特徴とする請求項１～１４のいずれかに記
載の方法。
特異性　＝　真陰性／全健康な人の数　＝　真陰性／（真陰性＋偽陽性）　
【請求項１６】
６０％～１００％の下式で計算される感度を特徴とする請求項１～１５のいずれかに記載
の方法。
感度　＝　真陽性／全病気の人の数　＝　真陽性／（真陽性＋偽陰性）
【請求項１７】
請求項１～１６のいずれかに記載の方法を実施するためのキットであって、
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‐上皮マーカーに対する抗体であって、前記抗体がフルオロクロムもしくは酵素と共役し
、または少なくとも上皮系のマーカーの増幅のための少なくとも一対のオリゴヌクレオチ
ドと共役している抗体および／または、
‐幹細胞のサンプルおよび／または
‐前記幹細胞を培養するための培養液と、を有するキット。
【請求項１８】
前記抗体は、サイトケラチンに対する抗体である請求項１７に記載のキット。
【請求項１９】
前記サイトケラチンは、ＣＫ－１８、ＣＫ－１９、ＣＫ－２０およびＣＫ－２１の中から
選択される請求項１８に記載のキット。
【請求項２０】
少なくとも上皮マーカーに対する前記抗体に対する二次抗体をさらに有し、前記二次抗体
はフルオロクロムもしくは酵素と共役している請求項１７から１９のいずれかに記載のキ
ット。
【請求項２１】
使い捨て、滅菌されたもしくは滅菌可能な器具をさらに有し、前記器具は少なくとも上皮
マーカーに対する抗体により前処理されている請求項１７から２０のいずれかに記載のキ
ット。
【請求項２２】
前記キットは、該確認工程を行うのに有利な物質をさらに有し、前記物質は、逆転写酵素
、ＤＮＡの増幅のための酵素、塩、ヌクレオチドの混合液、界面活性剤、もしくは還元剤
を有する少なくとも上皮系のマーカーの増幅を行うための溶液、または細胞溶解のための
溶液、洗浄溶液、固定液、ブロッキング液、もしくは中和溶液のなかから選択される請求
項１７から２１のいずれかに記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願発明は、癌腫もしくは癌腫に関係する残存病変、もしくは癌腫の予後の診断のため
の方法に関する。
　さらに、本願発明は、癌腫に対して行われる治療の効果をモニタリングすること、もし
くは癌腫に侵された人の経過を観察することを可能にする。
【背景技術】
【０００２】
　癌腫は、高発生率を特徴とする上皮由来の腫瘍である。
【０００３】
　いくつかの癌腫、例えば大腸癌、乳癌、肺癌、肝癌もしくは前立腺癌などは、現在、人
口において最も多くみられる腫瘍を代表している。
【０００４】
　特に、大腸癌は、異常増殖を介して、死亡原因の２番目／３番目になっていると予想さ
れている。
【０００５】
　このようなタイプの腫瘍の外科的および医薬的な治療、および診断の近年における目覚
しい進歩と特に関係しているとすると、上記の疫学的データはむしろ混乱をきたすもので
ある。
【０００６】
　大腸癌は、通常は進行が遅いことが特徴であり、したがって、早期発見が患者の生存に
とって非常に重要である。
【０００７】
　結腸および直腸の悪性腫瘍の早期発見には、常にスクリーニングが重要な手段であり、
さらに最良の治療を決めるためにも重要な手段である。最も一般的に使われているスクリ
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ーニング法は、排泄物における潜血をテストするものである。
【０００８】
　このタイプの検査で陽性と診断された人に対しては、出血の原因を特定する目的でさら
なる検査（大腸内視鏡検査もしくはオペーククリズマ（ｏｐａｑｕｅ　ｃｌｉｓｍａ）な
ど）が行われる。
【０００９】
　出血は、大腸癌とは異なる、もしくは二次的な反応によるものかもしれない。例えば、
痔、憩室炎および憩室症、慢性炎症、虫垂炎、腸管虚血もしくは腸管過敏症、腸結核、子
宮内膜症もしくは異物の存在、または粘膜浸食減少、潰瘍もしくは血管形成異常を伴う食
道胃十二指腸炎などの消化器官の最初の通り道の病変などと、出血は関係している可能性
がある。
【００１０】
　大腸癌の信頼できる新しいスクリーニングの開発では、排泄物のＤＮＡテストがあるが
、これはまだ日常的な医療行為にはなっていない。このテストは、腫瘍に関連する変異Ｄ
ＮＡ配列の同定および定量を可能にしている（しかしながら、このような変異に関連して
いる腫瘍は数パーセントでしかない）。このようなタイプのテストで定量されたＤＮＡは
、排泄物内の腫瘍性細胞の数に直接的に比例している。該細胞は、大腸癌の始まりと進行
の両方に関連している剥離の工程に由来している。
【００１１】
　大腸内視鏡検査、オペーククリズマ、ＰＥＴおよびＣＴは、スクリーニング技術に関連
もしくは補完している技術である。特に、これらは、大腸の病変領域および病変の周辺領
域を定性的および定量的に評価する。
【００１２】
　これらの技術は、しかしながら侵襲的で且つかなり高価であるが、特に外科的介入を詳
細に計画するためには重要である。今日では、これが今でも、結腸および直腸の癌のため
の最良の治療アプローチである。
【００１３】
　外科的治療に続いて、再発を防ぐ目的で患者は通常、免疫賦活療法を行う。
【００１４】
　これらの療法では、放射線治療と一緒にもしくはなしで化学療法を行う。
【００１５】
　化学放射線治療は、手術段階の前もしくは後において効果を奏することができる。手術
前段階においては、化学放射線治療は使用のサイズを減少させるために役立つことができ
、結果として外科的介入の危険度も減らすことができる。
【００１６】
　この点に関し、外科的介入において、肛門の肛門括約筋および上挙筋を切らなくてすむ
ように、通常は従来のアプローチを利用する。
【００１７】
　さらに、手術前の放射線化学療法は、このように非常に侵襲的な介入において生存率を
上げるために使われる。
【００１８】
　最近では、遺伝子調査（Ｋ－ＲＡＳテストと呼ばれる）が確立され、これは、診断時に
大腸癌の予想される反応を予測するのに使われ、これにより患者の治療をカスタマイズす
る。
【００１９】
　この検査は、増殖に関連するシグナルを伝達する役割を担うＫ－ＲＡＳタンパク質を特
定する工程を含んでおり、したがって、このＫ－ＲＡＳタンパク質は重要な腫瘍源である
。特に、このテストでは、Ｋ－ＲＡＳタンパク質が突然変異を起こしていないかどうかを
特定する。
【００２０】
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　大腸癌の診断および治療における飛躍的な進歩にも関わらず、現在、大腸癌に侵された
人の３０％が早期の段階で亡くなっている。これは、該疾病の微小残留物が消えずに残る
ことに起因して数年（４～５年）で増殖するためである。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２１】
　この点において、本願発明の課題は、癌腫の診断（特に、早期診断）のための方法もし
くはそれに関連した残留病変の診断のための方法であり、本願発明は、従来技術のスクリ
ーニング方法もしくは診断方法の欠点を取り除くものである。
【００２２】
　特に、癌腫の診断のための方法もしくはそれに関連した残留病変の診断のための方法は
、従来の方法よりも素早く、より侵襲性が少なく、より特異的且つ感度をあげることを可
能にすることが望まれている。
【課題を解決するための手段】
【００２３】
　この課題は、添付の特許請求の範囲に記載の、癌腫もしくはそれに関連した残留病変の
診断のための方法、または癌腫の予後もしくは癌腫に侵された人の経過観察のための方法
、または抗癌治療の効果をモニタリングするための方法により解決できる。
【００２４】
　本願発明の方法は、単離した幹細胞と検査する人の血液派生物（ｈａｅｍｏ－ｄｅｒｉ
ｖａｔｉｖｅ）のサンプルとを接触させる工程を含む。
【００２５】
　続いて、該接触が、幹細胞に少なくとも上皮マーカーの発現を誘導していなかを確認す
る工程が行われる。少なくとも上皮マーカーを発現している幹細胞は、血液派生物の該サ
ンプルと接触したことにより上皮表現型を示す幹細胞である。
【００２６】
　血液派生物のサンプルによる処理のあとに該幹細胞が少なくとも上皮マーカーの発現は
、その人が癌腫に侵されていることを示し、もしくは癌腫に関連する残存病変を有してい
ることを示している。当然、病気もしくは残存病変の存在は、幹細胞を上皮的に分化促進
する要因がその人の血液内に存在することを示している。
【００２７】
　さらに、血液派生物のサンプルと接触した幹細胞による少なくとも上皮マーカーの発現
の同定は、癌腫に対するもしくは癌腫の残存病変に対する治療の効果、進行および／また
は結果の指標となる。
【００２８】
　最後に、血液派生物のサンプルと接触した幹細胞による少なくとも上皮マーカーの発現
は、癌腫の進行を示し、したがってその予後も示す。
【００２９】
　悪性腫瘍に対する治療（外科的もしくは放射線化学療法的）を行った人の血液派生物の
サンプルと接触した幹細胞による少なくとも一つの女卑マーカーの発現の同定は、治療の
経過観察を可能にする。
【００３０】
　本願発明の方法は、公知の放射線もしくは内視鏡による治療と比較するとより素早くさ
らに侵襲性が少ない。実際、血液サンプルだけで、癌腫もしくはそれに関連する残留病変
の診断のための方法を可能にしており、または癌腫の予後を診断するための方法、または
癌腫に対する抗癌治療の効果をモニタリングするための方法、または癌腫に侵され、治療
が必要な人の経過観察のための方法を可能にしている。
【００３１】
　さらに、該方法は、従来のスクリーニングの方法と比較して特異性が高く、さらに高感
度である。
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【００３２】
　上述のように、排泄物の潜血検査もしくは排泄物のＤＮＡ検査は、容易に偽陽性および
偽陰性を出してしまう（例えば、痔のある人は、上記の検査に対して偽陽性を示すことが
ある）。排泄物の潜血検査は、非癌腫の病変がある人の場合であっても陽性反応を示すこ
とができ、排泄物のＤＮＡ検査では（医療現場での標準的な使用には至っていない）、検
査する突然変異のうち、癌腫のケースのうち少しのパーセントしか発現していないため（
例えば、直腸結腸ガンのうちの６０％）、多数の偽陰性を出してしまう。
【００３３】
　さらには、排泄物のＤＮＡ検査には、洗練され、さらに効果な実験方法が必要とされる
。
【００３４】
　本願発明の方法は、病気の人を、正確且つ信用できる正しいリスクカテゴリーにそれぞ
れ分類することを可能にし、そして結果的に特定の患者に対する最も適切な治療を特定す
る段階において、医療従事者の仕事を促進する。
【００３５】
　本願発明は、図とともに以下に詳細に記載する。
【００３６】
　図１～９は、健康な人（図１～３）と癌腫に侵された人（図４～９）の血清の存在下で
培養した骨髄細胞の免疫染色画像を示す。図７～９は、それぞれ図４～６の拡大図である
。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】図１は、健康な人の血清の存在下で培養した骨髄細胞の免疫染色画像を示す。
【図２】図２は、健康な人の血清の存在下で培養した骨髄細胞の免疫染色画像を示す。
【図３】図３は、健康な人の血清の存在下で培養した骨髄細胞の免疫染色画像を示す。
【図４】図４は、癌腫に侵された人の血清の存在下で培養した骨髄細胞の免疫染色画像を
示す。
【図５】図５は、癌腫に侵された人の血清の存在下で培養した骨髄細胞の免疫染色画像を
示す。
【図６】図６は、癌腫に侵された人の血清の存在下で培養した骨髄細胞の免疫染色画像を
示す。
【図７】図７は、図４の拡大図である。
【図８】図８は、図５の拡大図である。
【図９】図９は、図６の拡大図である。
【００３８】
　図１、４、７の黒い部分は、核マーカーＴＯ－ＰＲＯ（全ての細胞核を標す）の局在化
であり、図２、５、８における灰色の部分はＣＫ－１９マーカーを示す。図３、６、９は
、核シグナルおよびＣＫ－１９シグナルの重複を示している。該図は、癌腫に侵された人
の血清内に置かれた細胞だけが（図４～９）、ＣＫ－１９陽性であることを明確に示して
おり(図５および８)；図２は、まったく信号がない。さらに、ＣＫ－１９シグナルが細胞
質内であることが証明されている。
【００３９】
　本願発明の方法は、癌腫をもしくはそれに関連する残存病変の診断のため、もしくは癌
腫の予後の診断のため、もしくは癌腫に侵された人の経過をモニタリングするため、もし
くは悪性腫瘍に対する抗がん治療の効果を観察するために使用される。本願発明の方法は
、
（ｉ）単離した幹細胞を血液派生物の単離したサンプルと接触させる工程と、
（ｉｉ）前記幹細胞における少なくとも一つの上皮マーカーの発現を確認もしくは評価す
工程と、を有する。
【００４０】
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　本願発明の方法は、科学的論理に基づいており、腫瘍に侵された人において、癌腫は、
例えば初発病巣は、幹細胞、例えば骨髄にある幹細胞、の上皮細胞への分化を誘導するシ
グナルを出すことができるということに基づいている。これらの細胞は、ＤＥＣｓ、散在
性上皮細胞と呼ぶ。ＤＥＣｓは、初期の癌の特徴はなく（例えば、同じ突然変異などは有
していない）、したがってこれらは上皮細胞へと分化した常在細胞（間葉系由来の）に由
来している。特に、この分化は、初期の腫瘍細胞から出されるシグナルに誘導されている
ことが示されている。
【００４１】
　本願発明の方法は、初期の段階の癌腫の診断を可能にし、もしくは進行した段階の癌腫
の診断も可能にしている。癌腫は、好ましくは以下に示すもののうちの一つである：大腸
癌、胃癌、乳癌、肺癌、前立腺癌、卵巣癌、肝臓癌、腎臓癌、甲状腺癌、膀胱癌、もしく
はすい臓癌。
【００４２】
　さらに、本願発明の方法は、残存病変の診断にも関連しており、好ましくは癌腫に関連
した微視的残存病変の診断に関する。
【００４３】
　残存病変は、癌腫の継続を意味しているが（例えば、微小転移巣もしくは微視的癌細胞
など）、医療的には特定できず、もしくは通常の診断装置では特定できない（例えば、Ｃ
Ｔスキャン、磁気共鳴、超音波検査など）。
【００４４】
　癌腫に侵された人の経過観察は、癌腫に侵された人もしくは癌腫の残存病変の治療（手
術もしくは化学放射線治療）の後の段階に関連している。
【００４５】
　本願発明の方法は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで行われ；特に血液派生物（もしくは血液の由来
物）の単離サンプルに対して行われる。検査に使われる血液派生物は、血清もしくは血漿
である。
【００４６】
　本願発明の目的として、言及された幹細胞は、好ましくは成体幹細胞、より好ましくは
多能性幹細胞であり、さらに好ましくは間葉系幹細胞、ＣＤ１３３＋細胞（すなわち、Ｃ
Ｄ１３３タンパク質を発現している細胞）、ＣＤ４４＋細胞、ＣＤ９０＋細胞、ＣＤ２９
＋細胞、ＣＤ１０５＋細胞、ＣＤ１１７＋細胞、ＣＤ５６＋細胞、およびＣＤ７３＋細胞
のうちから選択される。
【００４７】
　本願発明の方法により発現が計測される少なくとも一つの上皮マーカーは、少なくとも
サイトケラチンである。
【００４８】
　サイトケラチンは、腫瘍診断の分野において特に有利なフィラメントタンパク質である
。サイトケラチンは、上皮細胞に発現しており、したがって悪性の上皮細胞の存在を検知
するのに有利なマーカーである。
【００４９】
　本願発明の方法に使われるサイトケラチンは、好ましくは、サイトケラチン１８、１９
、２０および２１から選択され、さらに好ましくはサイトケラチンは、ＣＫ－１９である
。
【００５０】
　血液派生物のサンプルと幹細胞を接触させる工程（ｉ）は、細胞成長に適した支持体（
例えば、ディッシュもしくはフラスコなど）の上に幹細胞を播種する工程と、血液派生物
のサンプルを使用する幹細胞に適した培養液に希釈する工程とを含む。培養液は、例えば
、好ましくは成長因子を加えたアルファ－ＭＥＭもしくはＳｔｅｍＳｐａｎである。
【００５１】
　培養液での血液派生物のサンプルの希釈は、１：２から１：２０であり、好ましくは１
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：４から１：８である。
【００５２】
　一度、培養液で希釈されると、幹細胞に血液派生物サンプルが加えられる。該幹細胞は
、血液派生物を有する範囲で、４８時間～１８０時間、好ましくは９０～１５０時間の間
成長させる。
【００５３】
　この間、血液派生物が一以上の適切な分化シグナルを有していれば、幹細胞は上皮細胞
へと分化する。
【００５４】
　分化シグナルは、癌腫から循環システムに放出され、したがって、癌腫に侵されている
場合のみ血液派生物に存在する。
【００５５】
　この期間が終わると、培養液中で分化した幹細胞（上皮細胞へと）の存在を確認する工
程へ進むことができ、幹細胞において、分化した少なくとも上皮マーカー（もしあれば）
の発現を評価することができる。
【００５６】
　少なくとも上皮マーカーの発現を特定する前に、好ましくは培養液に希釈されている血
液派生物のサンプルを細胞から取り除く。
【００５７】
　該発現は、この分野によく知られた一般的な検知方法で特定される。これらの方法の非
限定的な例としては、免疫蛍光法、免疫細胞化学、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫結合法）、
ＲＴ（逆転写）－ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）などであり、好ましくはＲＴ－ＰＣＲ
はリアルタイムテストである。本願発明の方法に係る好ましい方法は、免疫蛍光法とＲＴ
－ＰＣＲである。
【００５８】
　本願発明の方法は、一つの血液派生物サンプルおよび一群の血液派生物サンプルの両方
において実現できる。例えば、幹細胞を６、１２、２４、３６、４８、もしくは９６ウェ
ルのマルチウェルプレートに入れることができる。適切な培養液に希釈された血液派生物
のサンプルは、各ウェルにいれられ、幹細胞と接触させるために上述の時間置かれる。
【００５９】
　少なくとも上皮マーカーを特定する工程は、したがって様々なウェルで同時に達成でき
る。このようにすることにより、本願発明の方法は、一群の血液派生物に適用することが
でき、さらに異なる患者由来のものでも達成できる。
【００６０】
　マルチウェルシステムの使用は、例えば、ＥＬＩＳＡリーダーもしくは蛍光光度計など
を使って、顕微鏡での陽性シグナルの手動での読み取りおよび自動読み取りの両方を可能
にしている。
【００６１】
　ＥＬＩＳＡの手段により、少なくとも上皮マーカーの発現の特定する工程（ｉｉ）が達
成された場合、血液派生物のサンプルと接触した幹細胞は、細胞溶解工程が行われる。
【００６２】
　該溶解工程は、細胞膜の構成を壊す適切な溶液で細胞を処理することも含み、細胞の全
タンパク質の回復を可能にしている。すなわち、細胞タンパク質の溶解物の回収を可能に
している。
【００６３】
　細胞タンパク質の前記溶解物は、溶解の瞬間の細胞の特徴と生物学的活性を表すもので
あり、さらに存在すれば、分化した幹細胞で発現した少なくとも上皮マーカーを含んでい
る。すなわち。癌腫に侵された人の血液派生物もしくは癌腫の残存病変のサンプルと接触
した後に上皮細胞へと分化した幹細胞である。
【００６４】
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　血液派生物のサンプルと接触した細胞から得られたタンパク質溶解物のサンプルは、タ
ンパク質溶解物内の少なくとも上皮マーカーの存在を同定および定量するためにＥＬＩＳ
Ａアッセイを行う。
【００６５】
　ＥＬＩＳＡによる少なくとも上皮マーカーの発現の同定は、例えば、マルチウェルプレ
ート、好ましくは９６ウェルを有するウェルで達成される。
【００６６】
　前記プレートは、該プレート内で抗体を吸収できるようにする目的で、少なくとも前記
上皮マーカー（一次抗体）に対する少なくとも抗体により前処理をされていてもよい。も
しくは、前記一次抗体の吸収は、本願発明の方法の工程の途中においてその場で達成され
てもよい。
【００６７】
　タンパク質ライセートのアリコット（ａｌｉｑｕａｔ）は、前記プレートに吸収された
一次抗体と接触させられる。
【００６８】
　前記抗体は、血液派生物と接触し分化した幹細胞に発現する少なくとも上皮マーカーと
結合する。
【００６９】
　前記結合の特定は、少なくとも一つの上皮マーカー（二次抗体）に対するは新たな抗体
の使用もしくは前記一次抗体に対する抗体（二次抗体）の使用により達成される。両方の
抗体は、好ましくは、好適な基質（本願方法を行う際に添加する）と反応して分析するサ
ンプルの発色を特定する酵素（例えば、ジアミノベンジンもしくはアルカリホスファター
ゼもしくはＨＲＰ）と結合している。
【００７０】
　発色の強度は、好適な装置の使用により特定され、これは、癌腫もしくはその残存病変
に侵された人の少なくとも血液派生物のサンプルとの接触により上皮細胞のうち分化した
幹細胞により発現する少なくとも上皮マーカーの量を示す。
【００７１】
　前記幹細胞における少なくとも上皮マーカーの発現を確認する工程（ｉｉ）は、ＰＣＲ
、好ましくはＲＴ－ＰＣＲ、より好ましくはリアルタイムＲＴ－ＰＣＲの手段により達成
される。
【００７２】
　この場合、ＤＮＡもしくはｃＤＮＡ（目的の遺伝子に対応するメッセンジャーＤＮＡの
逆転写により得られる）の増幅には、一以上の対のオリゴヌクレオチドを使用することが
でき、対の各オリゴヌクレオチドは、二つのＤＮＡフィラメントのうちの一つと結合でき
る。各ＤＮＡフィラメントにオリゴヌクレオチド対が結合した後、典型的なＰＣＲを使い
、それらの間にあるＤＮＡ配列を増幅することが可能になる。
【００７３】
　対の各オリゴヌクレオチドは、は、１５～３０ヌクレオチドにより好ましくは構成され
る。前記オリゴヌクレオチドは、目的の遺伝子配列に基づいて設計することができ、これ
は例えば、目的の配列から開始するオリゴヌクレオチドを作るための現在可能なアルゴリ
ズムの使用により設計される。目的の遺伝子は、好ましくはサイトケラチン、好ましくは
サイトケラチン１８、１９、２０もしくは２１をエンコードするものである。
【００７４】
　工程（ｉｉ）おける前記幹細胞における少なくとも一つの上皮マーカーの発現の確認も
しくは評価が、免疫蛍光法による場合には、前記幹細胞は、固定剤と共にもしくは無しで
スライドの上に置かれる。その後、幹細胞は、フルオロクロムもしくは酵素と共役した、
少なくとも上皮マーカーに対する特定の抗体と接触させられる。特定の抗体がフリーであ
る（共役していない）場合、該特定の抗体に対するフルオロクロムもしくは酵素と共役し
た二次抗体を使用して確認する。前記抗体は、癌腫もしくはその残存病変に侵された人の
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少なくとも血液派生物のサンプルと接触した幹細胞により発現する少なくとも上皮マーカ
ー（もしあれば）と結合する。
【００７５】
　この作業が行われると、分化した幹細胞による少なくとも上皮マーカーの発現が、顕微
鏡下で観察される。
【００７６】
　本願発明の方法においては、血液派生物の単離したサンプルと接触させた後の幹細胞に
おける上皮マーカーの発現は、癌腫もしくはその残存病変を示すものである。
【００７７】
　さらには、前記発現は、癌腫の進行の度合を示すものであり、それにより病態の予後を
予測することが可能である。
【００７８】
　本願発明の方法は、癌腫もしくはそれに関連した残存病変に侵された人、さらに腫瘍を
除去するなどの治療をした人の経過観察を可能にしている。幹細胞サンプルによる少なく
とも上皮マーカーの発現の特定が、癌腫に侵された人が対象となった治療（腫瘍を除去す
ることができた）後の工程により得られた血液派生物のサンプルに影響されている場合、
該病気の再発を観察することができる。
【００７９】
　これは、癌腫に侵された人の治療後のステージにおいて、少なくとも上皮マーカーの発
現が特定された場合に、すばやい治療的介入を保証している。
【００８０】
　この状況において、前記人が対象とされた治療後のステージにおいて得られた血液派生
物サンプルには、幹細胞を上皮細胞へと分化させることが出来る新たなシグナルがあるは
ずであり、これは、前記人が新たな腫瘍もしくはそれに関連する残存病変に侵されている
ことを示唆する。
【００８１】
　そして、本願発明の方法は、抗癌治療、特に化学／放射線治療の効果を観察するのに使
われる。
【００８２】
　この場合、該方法は、前記人が対象とされる治療の種々のステージにおける病気の人の
血液派生物のサンプルと接触した後の幹細胞の少なくとも上皮マーカーの発現レベルを比
較することを含む。
【００８３】
　前記発現レベルの変化は、治療自体の進行を示す。
【００８４】
　例えば、初期のステージと比較して進行したステージでの治療において発現レベルが低
減しているということは、治療の効果を示している。本願発明は、６０％～１００％、好
ましくは７０％～９０％の特異性を特徴としている。
【００８５】
　本願発明の感度としては、６０％～１００％、好ましくは７０％～９０％の範囲である
。
【００８６】
　さらなる実施形態では、本願発明の方法は、調査技術を組わせる目的で現在使われてい
る他の診断／予後判断方法と一緒に使われてもよい。
【００８７】
　例えば、該方法は、特に各患者に合わせた治療／予後方針を決定する目的で、大腸内視
鏡検査、オペーククリズマ、排泄物ＤＮＡ検査および他の可能な調査技術と組み合わせる
ことができる。
【００８８】
　公知の調査技術および本願発明の方法により得られた完成した医療データは、癌腫を治
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療するのに非常に有利であるパーソナライズされた治療方針の定義を促進および向上する
。
【００８９】
　本願発明のさらなる観点は、少なくとも上皮マーカーに対する少なくとも抗体（一次抗
体と定義する）、もしくは少なくとも上皮マーカーのｃＤＮＡもしくはＤＮＡの増幅のた
めの少なくとも対のオリゴヌクレオチド；および／または少なくとも幹細胞のサンプル；
および／または前記幹細胞を培養する手段を有するキットに関する。上皮マーカーに対す
る前記抗体は、サイトケラチン、好ましくはサイトケラチン１８、サイトケラチン１９、
サイトケラチン２０もしくはサイトケラチン２１に対するものであり、さらに好ましくは
サイトケラチン１９に対するものである。
【００９０】
　上皮マーカーに対する前記抗体は、一般的な免疫蛍光法（例えば、テキサスレッド（Ｔ
ｅｘａｓ　ｒｅｄ）、フルオレセイン（ＦＩＴＣ）、フィコエリスリン（ＰＥ）、テトラ
メチルローダミンイソシアネート（ＴＲＩＴＣ））の手段による同定に好適なフルオロク
ロムと直接共役でき、もしくは前記抗体は、例えば免疫組織化学などの一般的な染色アッ
セイを使うことにより同定できるタンパク質などの適切な分子と共役できる（例えば、前
記分子は、ジアミノベンジジン、アルカリホスファターゼもしくはＨＲＰでもよい）。
【００９１】
　もしくは、一次抗体はフリーであってもよい。この場合、同定には、前述のように共役
した二次抗体（一次抗体に対する）が使われる。後者の場合、該キットは、さらに二次抗
体を有し、すなわち一次抗体に対する抗体を有する。前記二次抗体は、同定のためにフル
オロクロムもしくは酵素と共役している。
【００９２】
　該キットは、該方法を実施するための、使い捨て、滅菌もしくは滅菌可能な器具を有し
ていてもよく、例えば少なくとも上皮マーカーに対する少なくとも抗体により前処理され
た（もしくは前処理なしでもよい）マルチウェルプレートなどを有していてもよい。
【００９３】
　該キットは、該同定方法を行うために有利な物質をさらに有していてもよく、例えば少
なくとも上皮系マーカーのｃＤＮＡ／ＤＮＡを逆転写および増幅するのに適切な溶液、例
えば逆転写酵素、ＤＮＡの増幅のための酵素、塩、ヌクレオチドの混合液、界面活性剤、
還元剤などを有してもよい。
【００９４】
　さらに、前記物質は、細胞溶解、洗浄、固定、ブロッキング、中和もしくは同定のため
の溶液であってもよい。
【００９５】
　前記キットは、癌腫に侵されているかどうか、もしくは癌腫に関連する残存病変がある
かどうか、もしくは癌腫に侵された人の予後を診断するのに有利である。
【００９６】
　さらに、前記キットは、癌腫に侵されたひとの治療の効果もしくは経過観察をモニタリ
ングするのに使用できる。言い換えれば、該キットは、本願発明の方法を達成するのに使
われる。
【実施例】
【００９７】
　細胞
　ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社から骨髄からのヒト単核細胞（ＢＭ－
ＭＮＣｓ）を購入した。
【００９８】
　１０％の血清（間葉系幹細胞用のウシ胎児血清、ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ社）およびペニシリン／ストレプトマイシン１ｘ（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ社）を含む培養液に２５０μｌのＤＮａｓｅ　Ｉ（１ｍｇ／ｍｌ）を使
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って、ＢＭ－ＭＮＣｓは到着すると、解凍された。
【００９９】
　該細胞は、血清サンプルによる刺激実験を開始する前に最低でも３日間培養された。
【０１００】
　細胞を成長および増幅するのに使われた増殖培養液は、Ａｌｐｈａ　ＭＥＭもしくはＳ
ｔｅｍＳｐａｎ　ＳＦＥＭ（血清フリー増殖培養液、ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ社）により構成され、成長因子が添加されている（ＳｔｅｍＳｐａｎ　ＣＣ１
００－ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）。
【０１０１】
ＢＭ－ＭＮＣのヒト血清による刺激アッセイ
　血清は、大腸癌に侵された人および健康な人からの血液サンプルから得られた。
【０１０２】
　癌腫に侵された１９人が、本願発明の方法によりテストされ、より詳しくは、この人達
は、異なるステージの腺癌に侵されていた。
【０１０３】
　表１は、癌腫に侵された１８人に関する医療データをまとめたものである。
【０１０４】
　また、表１は、健康な人に関する実験データについても報告している。特に１２の健康
な人のサンプルが分析された（Ｓ１－１２）。
【０１０５】
　表から以下のことが分かる：
１）腫瘍の組織学的診断；
２）国際腫瘍分類（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ｔｕｍｏｒ　ｓｔａｇｉｎｇ）（ｐＴ
ＮＭで現され、Ｔは、内臓被膜への進展度、Ｎは、リンパ節の状態、Ｍは、転移の有無を
現す。）；
３）ＣＫ－１９の陽性（ＢＭ－ＭＮＣｓがＣＫ－１９+を示す）、すなわちＣＫ－１９を
発現する細胞の存在。
【０１０６】
表１
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【０１０７】
　各血清サンプルは、０．２２μｍの孔を有する適切なフィルター（ＣｏｒｎｉｎｇＣｏ
ｓｔａｒ）と滅菌された。
【０１０８】
　合計で約１０００００セルが各ウェルに播種された（約１０００００セル／ｃｍ２）。
２５０μｌの血清が１２５０μｌの培養液に加えられた（すなわち、血清が１：６に希釈
された）。
【０１０９】
　５％ＣＯ２の雰囲気下の３７℃で１２０時間の培養後、細胞を回収し、ＣＫ１９シグナ
ルを免疫蛍光法で特定した。
【０１１０】
　すべての実験は、二回行われた。
【０１１１】
免疫蛍光法
　ＢＭ－ＭＮＣｓは、培養されていた支持体から剥離され、１００μｌのＰＢＳに懸濁さ
れた。
【０１１２】
　そして、細胞は、極性スライドの上に均等に分散され、乾燥するために室温に一晩置か
れた。
【０１１３】
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　その後、細胞は、９６％エタノールで室温において１０分間スライドの上に固定された
。
【０１１４】
　ＴＢＳ（トリス緩衝液）で洗浄した後、上述のように固定された細胞は、抗体による非
特異的な干渉を減らす目的でブロッキング工程が行われた（すなわち、バックグラウンド
のノイズを減らした）。
【０１１５】
　ブロッキング工程は、室温で１５分間、濃度３％のヤギ血清のＴＢＳ（Ｓｉｇｍａ）内
で行われた。
【０１１６】
　ヒトのサイトケラチン－１９に対するマウスのモノクローナル抗体である一次抗体（抗
ヒトサイトケラチン、ＤＡＫＯ）が使われて、ＢＭ－ＭＮＣｓの特定のタンパク質を特定
した。
【０１１７】
　該抗体は、ＰＢＳにより１：５０に希釈して使われ（始めの濃度は２１ｍｇ／ｌ、最終
的な濃度は０．４２ｍｇ／ｌ）、スライドに固定された細胞とモノクローナル抗体の間の
反応は４℃で一晩行われた。
【０１１８】
　これにつづいて、細胞は、ＴＢＳにより洗浄され、結合していない抗体が除去された。
そして、ＰＢＳで１：１００に希釈された（始めの濃度は２ｍｇ／ｌ、最終的な濃度は０
．０２ｍｇ／ｌ）二次抗体（Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８，　Ｉｎｖｉｔｏｒｏｇｅ
ｎ）と共に室温において３０分間培養された。
【０１１９】
　陽性シグナルの読み取り（つまり、蛍光発色している細胞）は、共焦点顕微鏡を使って
行われた。顕微鏡で細胞を観察する前に、ＴＯ－ＰＲＯ（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ）が加え
られ、蒸留水で１：７０００に希釈し、細胞核を染色した。
【０１２０】
　画像を回収し、インタラクティブＬＣＳソフトウェア（Ｌｅｉｃａ，Ｗｅｔｚｌａｒ社
、ドイツ）を使って分析した。
　結果を、表１および図４～９にまとめており、癌腫に侵された人の血清すべてが腫瘍由
来のシグナルを有し、これは間葉系細胞の上皮細胞への分化を誘導できるものである。
【０１２１】
　健康な人から得られた血清は、間葉系幹細胞の上皮細胞への分化をｉｎ　ｖｉｔｒｏで
誘導することはできない。１２人のうち３人の健康な人のみがごくわずかな陽性を示した
（サンプルＳ－６、８、および１０を参照）。
【０１２２】
　健康な人の血清で処理された間葉系幹細胞は、顕微鏡下の観察で、染色された核のみを
示した（図１～３の黒いシグナル）。サイトケラチン１９に関連する細胞質シグナルは、
観察されなかった（図１（染色された核）、図２（ＣＫ－１９染色）、図３（二つの染色
を重ねたもの）を参照）。
【０１２３】
　癌腫に侵された人の血清により処理された間葉系幹細胞は、細胞核を囲むサイトケラチ
ン１９に関連する強い細胞質シグナル（図４～６と、拡大図である図７～９、シグナルは
灰色）を示した（図４および図７（染色された核）、図５および図８（ＣＫ－１９染色）
、および図６および図９（二つの染色を重ねたもの）を参照）。
【０１２４】
本願方法の特異性および感度の計算
　本願発明の方法の特異性は、以下の式により計算された：
特異性　＝　真陰性／全健康な人の数　＝　真陰性／（真陰性＋偽陽性）
　本願発明の方法の感度は、以下の式により計算された：
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感度　＝　真陽性／全病気の人の数　＝　真陽性／（真陽性＋偽陰性）
【０１２５】
　本願発明の方法は、特性が９４．８％であり、感度が７５％であった。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】
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