
(57)【要約】
直腸結腸の良性および悪性の腫瘍において発現した分泌タンパク質かまたは細胞表面タン
パク質をコードしている転写産物を同定するために、遺伝子発現の連続分析（ SAGE）を用
いた。正常の、腺腫の、および癌の結腸上皮から合計 290,394個のタグを分析した。観察
された 21,343個の異なる転写産物のうちの 957個が、正常と腺腫の間でまたは正常と癌の
間で差次的に発現することが見出された。腺腫では 49個のタグが 20倍以上増加し、癌では
40個のタグが 20倍以上増加し、 9つの転写産物がその両方において 20倍以上増加した。こ
れらの 9つの転写産物のうち 6つの生成物（ TGFBI、 LYS、 RDP、 MIC-1、 REGAおよび DEHL）が
分泌されたか細胞表面にあることが予想され、これらについてより詳細に検討した。これ
ら 6つの遺伝子各々の定量 PCR分析によって、 SAGEにより予想された異常な発現レベルが確
認された。更に、原発腫瘍から免疫親和性精製された上皮細胞のインサイチューハイブリ
ダイゼーションおよび PCR分析によって、発現増加の原因となる細胞型を同定した。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 便 か ら mRNA試 料 を 単 離 す る 段 階 ；
該 mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNAを 検 出 す る 段 階 ； お よ び
該 mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、 該
mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 を 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 と 比 較 す
る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 の 増 加 が 見 ら れ た 場 合 、 患 者 が 結 腸 直 腸 癌 を 有 す る
と 同 定 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNAが RT-PCRに よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNAが コ ピ ー mRNA核 酸 ア レ イ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 さ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。 　 　
【 請 求 項 ５ 】
　 表 3ま た は 表 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 由 来 の mRNAが mRNA試 料
中 で も 検 出 さ れ 、 該 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 由 来 の mRNA量 が 正 常 被 験 者 中 の 量 と 比 較 さ れ
、 こ こ で 該 群 よ り お よ び 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 該 mRNA量 の 増
加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 血 液 か ら 上 皮 細 胞 を 単 離 す る 段 階 ；
上 皮 細 胞 か ら mRNA試 料 を 単 離 す る 段 階 ；
該 mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNAを 検 出 す る 段 階 ； お よ び
該 mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、 該
mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 を 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 と 比 較 す
る 段 階 。
【 請 求 項 ７ 】
mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 の 増 加 が 見 ら れ た 場 合 、 患 者 が 結 腸 直 腸 癌 を 有 す る
と 同 定 す る 段 階
を 更 に 含 む 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNAが RT-PCRに よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
核 酸 ア レ イ へ の コ ピ ー mRNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNAが 検
出 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
表 3お よ び 表 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 由 来 の mRNAが mRNA試 料 中
で も 検 出 さ れ 、 か つ 該 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 由 来 の mRNA量 が 正 常 被 験 者 中 の 量 と 比 較 さ
れ 、 こ こ で 該 群 よ り お よ び 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 該 mRNA量 の
増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 血 液 を 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
反 応 生 成 物 の 増 加 ま た は 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 の 減 少 の 検 出 に よ っ て 、 該 血 中 の 腎 ジ ペ プ
チ ダ ー ゼ 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
被 験 者 の 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 活 性 量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、
被 験 者 の 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 活 性 量 を 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 量 と 比
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較 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ２ 】
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 が 蛍 光 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 が 放 射 性 原 子 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 が C末 端 D-ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 便 を 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
反 応 生 成 物 の 増 加 ま た は 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 の 減 少 の 検 出 に よ っ て 、 該 便 中 の 腎 ジ ペ プ
チ ダ ー ゼ の 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
被 験 者 の 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 活 性 量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、
被 験 者 の 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 の 量 を 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 の 量 と
比 較 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ６ 】
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 が 蛍 光 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 が 放 射 性 原 子 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 が C末 端 D-ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
抗 体 が 被 験 者 の 体 外 か ら 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ た 、 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ と 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階 ； お よ び
被 験 者 内 で あ る が 腎 臓 の 近 位 細 管 の 外 側 で あ る 該 成 分 の 局 在 領 域 に よ り 結 腸 直 腸 癌 が 同 定
さ れ る 、 被 験 者 の 体 外 か ら 被 験 者 内 の 該 成 分 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
成 分 が 蛍 光 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
成 分 が 放 射 性 原 子 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
成 分 が 脊 髄 コ ン ピ ュ ー タ ー 断 層 撮 影 用 の 造 影 剤 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
阻 害 剤 が 被 験 者 の 体 外 か ら 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ た 、 被 験 者 に 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 阻 害
剤 を 投 与 す る 段 階 ； お よ び
被 験 者 体 内 で あ る が 腎 臓 の 近 位 細 管 の 外 側 で あ る 該 成 分 の 局 在 領 域 に よ っ て 結 腸 直 腸 癌 が
同 定 さ れ る 、 被 験 者 の 体 外 か ら 被 験 者 内 の 該 成 分 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
成 分 が 蛍 光 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
成 分 が 放 射 性 原 子 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
成 分 が 脊 髄 コ ン ピ ュ ー タ ー 断 層 撮 影 用 の 造 影 剤 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
阻 害 剤 が 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ に 不 可 逆 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
阻 害 剤 が 結 合 し 、 4時 間 を 上 回 る 半 減 期 で 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ か ら 徐 放 さ れ る 、 請 求 項 23記
載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ９ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 基 質 が 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ た 、 該 基 質 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階
；
被 験 者 か ら 便 を 単 離 す る 段 階 ； お よ び
便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 反 応 生 成 物 ま た は 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ た 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ
基 質 を 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 便 中 の 生 成 物 の 増 加 ま た は 基 質 の 減 少 が 被 験 者 中 の 結 腸 直
腸 癌 を 示 す 段 階 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
基 質 が 経 口 投 与 さ れ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
基 質 が 静 脈 内 投 与 さ れ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
基 質 が 直 腸 投 与 さ れ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 基 質 が 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ た 、 該 基 質 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階
；
被 験 者 か ら 血 液 を 単 離 す る 段 階 ； お よ び
血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 反 応 生 成 物 ま た は 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ た 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ
基 質 を 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 血 中 の 生 成 物 の 増 加 ま た は 基 質 の 減 少 が 被 験 者 中 の 結 腸 直
腸 癌 を 示 す 段 階 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
基 質 が 経 口 投 与 さ れ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
基 質 が 静 脈 内 投 与 さ れ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
基 質 が 直 腸 投 与 さ れ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 便 か ら mRNA試 料 を 単 離 す る 段 階 ；
該 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNAを 検 出 す る 段 階 ； お よ び
該 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の
指 標 と す る 、 該 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 を 正 常 被 験 者 中 の マ
ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 と 比 較 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 の 増 加 が 観 察 さ れ る 場 合 に 、 患 者 が
結 腸 直 腸 癌 を 有 す る と 同 定 す る 段 階
を 更 に 含 む 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNAが RT-PCRに よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNAが コ ピ ー mRNAの 核 酸 ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
表 3お よ び 表 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 由 来 の mRNAが mRNA試 料 中
で も 検 出 さ れ 、 か つ 該 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 由 来 の mRNA量 が 正 常 被 験 者 中 の 量 と 比 較 さ
れ 、 こ こ で 該 群 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の
該 mRNA量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
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結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 血 液 か ら 上 皮 細 胞 を 単 離 す る 段 階 ；
上 皮 細 胞 か ら mRNA試 料 を 単 離 す る 段 階 ；
該 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNAを 検 出 す る 段 階 ； お よ び
該 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の
指 標 と す る 、 該 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 を 正 常 被 験 者 中 の マ
ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 と 比 較 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
mRNA試 料 中 に マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 の 増 加 が 観 察 さ れ る 場 合 に 、 患 者 が
結 腸 直 腸 癌 を 有 す る と 同 定 す る 段 階
を 更 に 含 む 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNAが RT-PCRに よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNAが 、 コ ピ ー mRNAの 核 酸 ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
表 3お よ び 表 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 由 来 の mRNAが mRNA試 料 中
で も 検 出 さ れ 、 か つ 該 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 由 来 の mRNA量 が 、 正 常 被 験 者 中 の 量 と 比 較
さ れ 、 こ こ で 該 群 よ り お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も
1つ の 該 mRNA量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 血 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
被 験 者 の 血 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン 量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標
と す る 、 被 験 者 の 血 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン の 量 を 正 常 被 験 者 中 の マ ク ロ フ
ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン の 量 と 比 較 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 便 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
被 験 者 の 便 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン 量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標
と す る 、 被 験 者 の 便 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン 量 を 正 常 被 験 者 中 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン の 量 と 比 較 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
被 験 者 の 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、 被 験
者 の 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 量 を 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 量 と 比 較 す る 段 階 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
結 腸 直 腸 癌 の 検 出 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 の 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
被 験 者 の 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 量 の 増 加 を 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 、 被 験 者
の 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 量 を 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 量 と 比 較 す る 段 階 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
発 明 の 技 術 分 野
　 本 発 明 は 結 腸 直 腸 腺 腫 お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 早 期 検 出 に 関 し 、 特 に 、 容 易 に 採 取 可 能 な 体
試 料 に お け る 分 泌 マ ー カ ー ま た は 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 検 出 に 関 す る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景 技 術
　 結 腸 直 腸 癌 は 、 米 国 に お け る 癌 に よ る 死 亡 の 二 番 目 に 主 要 な 原 因 で あ り 、 毎 年 約 130,00
0名 の 患 者 が 診 断 さ れ 、 約 50,000名 が 最 終 的 に こ の 疾 患 で 死 亡 す る （ 1） 。 大 部 分 の 結 腸 直
腸 癌 は ゆ っ く り と 成 長 し 、 こ れ は 、 小 さ な 良 性 の 結 腸 直 腸 腺 腫 と し て 始 ま り 、 大 き く 、 よ
り 形 成 異 常 な 病 変 へ と 数 十 年 か け て ゆ っ く り と 進 行 し 、 最 終 的 に 悪 性 に な る 。 こ の 緩 や か
な 進 行 の た め に 、 予 防 お よ び 介 入 の 機 会 が 多 く あ る 。 実 際 、 良 性 腺 腫 は 単 純 な 結 腸 鏡 お よ
び ポ リ ー プ 切 除 に よ っ て 検 出 お よ び 除 去 で き 、 根 治 手 術 お よ び 補 助 治 療 を 必 要 と し な い 。
従 っ て こ れ ら の 良 性 新 生 物 の 早 期 の 検 出 と 除 去 に よ っ て 結 腸 直 腸 癌 由 来 の 罹 病 率 と 死 亡 率
が 最 小 化 で き る と 期 待 さ れ て い る 。 便 潜 血 検 査 、 S状 結 腸 鏡 検 査 お よ び 結 腸 鏡 検 査 （ 2に 記
載 ） の よ う な 、 早 期 の 結 腸 直 腸 癌 を 検 出 す る た め の 各 種 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 利 用 で き る
。 し か し 、 こ れ ら の 方 法 は い ず れ も 最 適 で は な く 、 新 し い 手 法 が 必 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 概 要
　 第 一 の 態 様 に お い て 、 結 腸 直 腸 腺 腫 お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 1つ の 方 法 が 提 供
さ れ る 。 被 験 者 の 便 か ら mRNA試 料 が 単 離 さ れ る 。 mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNAが 検
出 さ れ る 。 mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 を 、 正 常 な 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ
mRNA量 と 比 較 す る 。 mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸
腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 で は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 が 提
供 さ れ る 。 被 験 者 の 血 液 か ら 上 皮 細 胞 を 単 離 す る 。 上 皮 細 胞 か ら mRNA試 料 を 単 離 す る 。 mR
NA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNAを 検 出 す る 。 mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 を 、
正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA量 と 比 較 す る 。 mRNA試 料 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ mRNA
量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 第 三 の 態 様 で は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 が 提 供 さ
れ る 。 被 験 者 の 血 液 を 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 と 接 触 さ せ る 。 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 活
性 を 、 反 応 生 成 物 の 増 加 ま た は 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 の 減 少 の 検 出 に よ っ て 測 定 す る 。 被
験 者 の 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 活 性 量 を 、 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 量 と 比
較 す る 。 被 験 者 の 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た
は 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ
る 。 被 験 者 の 便 を 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 と 接 触 さ せ る 。 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 活 性 を
、 反 応 生 成 物 の 増 加 ま た は 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 の 減 少 の 検 出 に よ っ て 測 定 す る 。 被 験 者
の 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 の 量 を 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 量 と 比 較 す る
が 、 こ こ で 被 験 者 の 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま
た は 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ
る 。 被 験 者 に 抗 体 を 投 与 す る 。 抗 体 が 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ に 特 異 的 に 結 合 し 、 被 験 者 の 体 外
か ら 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ る 。 成 分 は 被 験 者 の 体 外 か ら 検 出 さ れ る 。 被 験 者 内 で あ る
が 腎 臓 の 近 位 細 管 の 外 側 で あ る 該 成 分 の 局 在 領 域 に よ り 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌
が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 他 の 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。 被 験 者 に 腎
ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 阻 害 剤 を 投 与 す る 。 阻 害 剤 は 、 被 験 者 の 体 外 か ら 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ
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れ る 。 被 験 者 中 の 成 分 は 、 被 験 者 の 体 外 か ら 検 出 さ れ る 。 被 験 者 内 で あ る が 腎 臓 の 近 位 細
管 の 外 側 で あ る 該 成 分 の 局 在 領 域 に よ り 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 更 に 別 の 方 法 で は 、 被 験 者 に 腎 ジ ペ プ チ
ダ ー ゼ の 基 質 を 投 与 す る 。 基 質 は 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ る 。 被 験 者 か ら 便 を 単 離 す る
。 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 反 応 生 成 物 ま た は 検 出 可 能 な 成 分 を 有 す る 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 を 、
便 中 で 検 出 す る 。 便 中 の 反 応 生 成 物 の 増 加 ま た は 反 応 基 質 の 減 少 は 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸
腺 腫 お よ び 結 腸 直 腸 癌 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 で は 、 更 に 他 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 方 法 が 提 供 さ れ る 。 被 験 者
に 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 基 質 を 投 与 す る 。 基 質 は 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ る 。 続 い て 、 被
験 者 か ら 血 液 を 単 離 す る 。 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 反 応 生 成 物 ま た は 検 出 可 能 な 成 分 を
有 す る 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 を 検 出 す る 。 血 中 の 生 成 物 の 増 加 ま た は 基 質 の 減 少 は 、 被 験
者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 を 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 で あ る
。 被 験 者 の 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ を 検 出 し 、 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 量 と 比
較 す る 。 被 験 者 の 血 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結
腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 更 に 他 の 態 様 は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 で あ る 。
被 験 者 の 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ を 検 出 し 、 正 常 被 験 者 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 量 と 比 較
す る 。 被 験 者 の 便 中 の 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸
直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 更 に 他 の 態 様 は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 で あ る 。
被 験 者 の 便 か ら mRNA試 料 を 単 離 す る 。 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA
を 検 出 す る 。 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 を 、 正 常 被 験 者 中 の マ
ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 と 比 較 す る 。 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ
ト カ イ ン mRNA量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 で あ る 。 上 皮
細 胞 を 被 験 者 の 血 液 か ら 単 離 す る 。 上 皮 細 胞 か ら mRNA試 料 を 単 離 す る 。 mRNA試 料 中 の マ ク
ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNAを 検 出 す る 。 mRNA試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ
イ ン mRNA量 を 、 正 常 被 験 者 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 と 比 較 す る 。 mRNA
試 料 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン mRNA量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た
は 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 で あ る
。 被 験 者 の 血 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン を 検 出 し 、 正 常 被 験 者 中 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン の 量 と 比 較 す る 。 被 験 者 の 血 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン
量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 検 出 の た め の 方 法 で あ る
。 被 験 者 の 便 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン を 検 出 し 、 正 常 被 験 者 中 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン の 量 と 比 較 す る 。 被 験 者 の 便 中 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン
量 の 増 加 を 、 被 験 者 中 の 結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 指 標 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 結 腸 の 腺 腫 お よ び 癌 の 両 方 に お い て 特 定 の 遺 伝 子 が 異 常 に か つ 一 貫 し て 発 現
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し て い る こ と を 見 出 し た 。 こ の よ う な 遺 伝 子 産 物 に よ り 、 結 腸 直 腸 新 生 物 に 対 す る 細 胞 性
マ ー カ ー お よ び 血 清 マ ー カ ー が 提 供 さ れ る 。 理 想 的 な 腫 瘍 マ ー カ ー は い く つ か の 特 徴 を 有
す る こ と が 期 待 さ れ る 。 第 一 に こ れ は 腫 瘍 に お い て 高 レ ベ ル で 、 正 常 組 織 に お い て 非 常 に
低 い レ ベ ル で 発 現 し な け れ ば な ら な い 。 第 二 に 、 発 現 の 増 加 が 早 期 に 起 こ り 、 か つ 新 生 物
過 程 の 間 、 増 加 し た ま ま で な け れ ば な ら な い 。 第 三 に 、 そ の よ う な マ ー カ ー が 臨 床 試 料 の
大 部 分 に お い て 増 加 し な け れ ば な ら な い 。 第 四 に 、 マ ー カ ー は 細 胞 表 面 に 存 在 す る か 、 ま
た は 容 易 に 検 出 さ れ る た め に 分 泌 さ れ な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 者 等 は 、 こ れ ら の 基 準 す
べ て を 満 た し か つ 、 従 っ て 、 結 腸 直 腸 新 生 物 の （ 前 駆 症 状 の 結 腸 直 腸 新 生 物 の 早 期 検 出 に
つ い て さ え ） 早 期 検 出 の 診 断 ツ ー ル と し て 特 に 有 用 で あ り う る と 思 わ れ る い く つ か の 遺 伝
子 を 同 定 し て い る 。 表 3お よ び 表 5に お い て 同 定 し た 任 意 の マ ー カ ー を 使 用 で き る が 、 特 に
腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 血 清 マ ー カ ー は 全 血 、 血 清 、 血 漿 ま た は そ れ ら の 画 分 に お い て 見 出 さ れ か つ 検 出 さ れ う
る 。 本 明 細 書 に お い て こ れ ら を 「 血 液 」 と 総 称 す る 。 マ ー カ ー は 便 中 に お い て も 認 め ら れ
る 。 検 査 用 の 試 料 は 、 便 ま た は 加 工 便 も し く は 分 画 さ れ た 便 で あ る 。 こ の よ う な 試 料 は 全
て 、 本 明 細 書 に お い て 「 便 」 と よ ぶ 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 で あ る マ ー カ ー の 阻 害 剤 は 、 マ ー カ ー を 標 識 す る た め の
親 和 試 薬 と し て 使 用 可 能 で あ る 。 不 可 逆 結 合 す る 阻 害 剤 が 好 ま し い 。 代 替 的 な 阻 害 剤 は 、
結 合 お よ び 放 出 す る が 、 放 出 速 度 が 遅 い 。 放 出 速 度 が 適 切 に 遅 い 阻 害 剤 の 結 合 半 減 期 は 、
30分 を 上 回 る 、 ま た は 、 1時 間 、 2時 間 、 3時 間 、 5時 間 、 8時 間 ま た は 10時 間 を 上 回 る 。 市
販 の シ ラ ス タ チ ン （ cilastatin） お よ び ホ ス フ ィ ン 酸 阻 害 剤 を 含 む 、 多 数 の 腎 ジ ペ プ チ ダ
ー ゼ 阻 害 剤 が 知 ら れ て い る 。 Parsonsら 、 "A new class of potent, slowly reversibly d
ehydropeptidase inhibitors"、 Biochemistry International、 第 23巻 、 pp.1107-1115、 1
991参 照 。 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ に 共 有 結 合 す る お よ び /ま た は 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ を 修 飾 す る 阻
害 剤 も 知 ら れ て お り 、 使 用 可 能 で あ る 。 Wuお よ び Mobashery、 "Targeting renal dipeptid
ase（ dehydropeptidase I） for inactivation by mechanism-based inactivators"、 J.Me
d.Chem.、 第 34巻 、 pp.1914-1916、 1991参 照 。 阻 害 剤 に は 、 基 質 と 生 成 物 の 間 の 遷 移 状 態
を 模 倣 す る も の が あ る 。 い く つ か の 有 用 な 阻 害 剤 を 図 6に 示 す 。 こ れ ら は ハ ロ ゲ ン 置 換 を
有 す る 阻 害 剤 を 含 む 。 そ の よ う な 阻 害 剤 は 、 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 標 識 の 準 備 お よ び そ の 容 易
な 検 出 用 の 放 射 性 ハ ロ ゲ ン を 使 用 し て 、 容 易 に 作 製 さ れ う る 。 他 の 酵 素 の 同 様 な 阻 害 剤 も
当 技 術 分 野 で 知 ら れ て お り 、 使 用 可 能 で あ る 。 阻 害 剤 は 、 蛍 光 お よ び 放 射 性 原 子 を 含 む が
こ れ に 限 定 さ れ る 訳 で は な い 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 検 出 可 能 な 成 分 を 用 い て 標 識 さ
れ う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 任 意 の マ ー カ ー に 対 す る RNAは 当 技 術 分 野 で 公 知 の 周 知 の 技 術 を 用 い て 検 出 で き る 。 考
慮 さ れ る 標 本 か ら 、 マ ー カ ー に 対 す る RNA量 が 非 常 に 少 な い と 予 想 さ れ る の で 、 増 幅 段 階
を 使 用 す る の が 好 ま し い 。 適 し た 技 術 と し て は 、 RT-PCR、 コ ピ ー mRNA（ cRNA） の 核 酸 プ ロ
ー ブ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 等 が あ げ ら れ る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 タ ン パ ク 質 型 の マ ー カ ー は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 技 術 を 用 い て 検 出 で き る 。 こ れ ら
に は 活 性 ア ッ セ イ 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 、 特 定 の リ ガ ン ド へ の 結 合 等 が 含 ま れ る 。 腎 ジ ペ プ
チ ダ ー ゼ 用 に 特 に 適 し た ア ッ セ イ に は 、 L-Lア ミ ノ 酸 ジ ペ プ チ ド 基 質 お よ び L-Dア ミ ノ 酸 ジ
ペ プ チ ド 基 質 の 使 用 が 含 ま れ る 。 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の ア ッ セ イ に 使 用 で き る 基 質 を 図 8に
、 ジ ペ プ チ ド お よ び デ ヒ ド ロ ジ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 構 造 と 共 に 示 す 。 ε (DNP)-L-リ ジ ン -D-A
mpも 基 質 に 用 い る こ と が で き 、 着 色 し た 生 成 物 が 得 ら れ る 。 他 の 酵 素 の 基 質 も 、 体 内 の ま
た は 体 試 料 中 の 腫 瘍 マ ー カ ー 酵 素 の 存 在 を 評 価 す る た め に 同 様 に 使 用 可 能 で あ る 。 そ の よ
う な 基 質 は 、 蛍 光 お よ び 放 射 性 原 子 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ る 訳 で は な い 、 検 出 可 能 な
成 分 で 標 識 で き る 。 一 つ の 特 に 有 用 な 標 識 ス キ ー ム で は 、 基 質 開 裂 部 位 の 互 い に 反 対 側 に
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お い て 2つ の 成 分 で 標 識 さ れ る 基 質 を 用 い る 。 成 分 の う ち 一 方 は 蛍 光 で あ り 、 も う 一 方 は
ク エ ン チ ャ ー で あ る 。 完 全 な 基 質 に お い て と 同 様 に 、 2つ の 成 分 が 近 接 す る 場 合 は 、 蛍 光
成 分 の 蛍 光 が ク エ ン チ ン グ さ れ る 。 開 裂 の 際 に 、 ク エ ン チ ン グ は 放 出 さ れ 、 蛍 光 の 増 加 が
観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 述 し た よ う に 、 阻 害 剤 は ま た 標 識 さ れ て も よ く 、 適 し た マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 使
用 可 能 で あ る 。 更 に 、 タ ン パ ク 質 形 状 の マ ー カ ー を 標 識 す る た め に 抗 体 を 使 用 可 能 で あ る
。 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の よ う に 標 識 で き る 。 阻 害 剤 、 基 質 お よ び 抗 体 の 標 識 に 使 用
す る の に 適 し た 放 射 性 原 子 は 、 In-111、 I-123、 Tc-99m、 Re-186、 Re-188、 Ga-67、 Ga-68
、 Ti-201、 Fe-52、 Pb-203、 Co-58、 Cu-64、 I-124、 I-125、 I-131、 At-210、 Br-76、 Br-77
お よ び F-18な ら び に 、 そ の よ う な 目 的 に 関 し て 当 技 術 分 野 で 公 知 の そ の 他 の 原 子 で あ る 。
造 影 剤 を 、 基 質 、 阻 害 剤 、 お よ び 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 そ の よ う な 薬 剤 に は ガ
ド リ ニ ウ ム が 含 ま れ る 。 更 に 、 体 内 の そ の よ う な 標 識 を 検 出 す る た め に 画 像 技 術 を 使 用 可
能 で あ る 。 使 用 で き る 画 像 技 術 の 例 は 、 脊 髄 コ ン ピ ュ ー タ ー 断 層 撮 影 で あ る 。 こ の 技 術 に
関 し て 、 阻 害 剤 ま た は 抗 体 の よ う な 検 出 剤 を 、 造 影 剤 に 結 合 で き る 。 使 用 で き る 他 の 検 出
手 段 に は 、 γ カ メ ラ 、 核 磁 気 共 鳴 画 像 、 平 面 シ ン チ グ ラ フ 画 像 、 SPECT画 像 、 PET画 像 お よ
び 超 音 波 画 像 が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 体 内 で は イ ン サ イ チ ュ ー で 、 あ る い は 体 試 料 中 で は イ
ン ビ ト ロ で 、 マ ー カ ー を 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 皮 細 胞 は 、 マ ー カ ー ま た は そ の mRNAを 増 幅 す る た め に 、 血 液 ま た は 他 の 組 織 試 料 か ら
単 離 で き る 。 上 皮 細 胞 は 、 特 に 免 疫 親 和 性 技 術 に よ っ て 、 単 離 で き る 。 そ の よ う な 技 術 を
よ り 詳 細 に 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 被 験 者 に 酵 素 マ ー カ ー の 基 質 を 投 与 で き 、 体 試 料 中 で 反 応 生 成 物 を 測 定 で き る 。 被 験 者
に 阻 害 剤 を 投 与 で き 、 被 験 者 を 、 マ ー カ ー に 結 合 し た 阻 害 剤 を 検 出 す る た め に 画 像 化 で き
る 。 そ の よ う な マ ー カ ー は 分 泌 タ ン パ ク 質 で な く 、 腫 瘍 に 結 合 し て い る も の が 好 ま し い 。
そ の よ う な 薬 剤 の 典 型 的 な 投 与 法 は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 皮 下 、 経 皮 お よ び
経 直 腸 等 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 適 切 な 任 意 の 方 法 で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 あ る マ ー カ ー の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 高 い と 、 発 現 の 増 加 の 検 出 が 不 明 瞭 に な る 可 能 性 が
あ る 。 そ の よ う な 状 況 で は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド マ ー カ ー と 腫 瘍 に よ る マ ー カ ー を 区 別 す る
手 段 と し て 、 腫 瘍 特 異 的 糖 型 を 使 用 可 能 で あ る 。 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ お よ び MIC-1の 腫 瘍 特
異 的 糖 型 は 、 イ ン ゲ ン マ メ （ Phaseolus vulgaris） 赤 血 球 凝 集 素 由 来 の Lレ ク チ ン で あ る L
PHAに 結 合 し 、 従 っ て こ れ に 基 づ い て 区 別 さ れ う る 。 Sambucus nigra（ エ ル ダ ー ベ リ ー ）
樹 皮 か ら 単 離 さ れ た Sambucus Nigraレ ク チ ン の よ う な 腫 瘍 特 異 的 糖 型 に 対 す る 類 似 の 特 異
性 を 有 す る も の な ど 他 の レ ク チ ン も 、 同 様 に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 便 中 ま た は 血 中 で 観 察 さ れ た マ ー カ ー の 量 が 増 加 し て い る か 否 か を 判 定 す る た め に 、 正
常 な 被 験 者 が 試 験 被 験 者 に 対 す る 比 較 と し て 使 わ れ る 。 好 ま し く は 、 正 常 な 被 験 者 が 腫 瘍
不 含 有 で あ る こ と が 、 結 腸 鏡 に よ り 確 か め ら れ て い る 。 複 数 の 試 料 が 統 合 さ れ る か 、 そ の
個 々 の 値 が 平 均 さ れ て 正 常 値 に 達 す る こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 結 腸 直 腸 腺 腫 お よ び 結 腸 直 腸 癌 中 に 見 ら れ る 最 も 過 剰 発 現 し た 遺 伝 子 の い く つ か に つ い
て 以 下 で 考 察 す る 。 REGA遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た 再 生 膵 島 由 来 膵 石 タ ン パ ク 質 は 、 慢 性 膵 炎
罹 患 患 者 由 来 の 膵 臓 沈 着 物 お よ び 膵 石 に お い て 初 め て 見 つ か っ た 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド で あ る
（ 7） 。 こ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAは 、 再 生 膵 島 由 来 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 中 で 高 発 現
し て い る 遺 伝 子 の ラ ン ダ ム ス ク リ ー ニ ン グ で 単 離 さ れ （ 8） 、 そ の 後 、 結 腸 直 腸 癌 中 で 増
加 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 9） 。 よ り 最 近 に な っ て 、 REGAは 、 結 腸 直 腸 癌 中 で 増 加 し て
い る 遺 伝 子 に つ い て の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ で 単 離 さ れ 、 多
く の 結 腸 直 腸 腺 腫 で 増 加 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 10） 。 こ れ ら 公 表 さ れ た 所 見 と 一 致 し
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て 、 本 発 明 者 ら は 、 未 精 製 腫 瘍 中 の REGAの 発 現 の 顕 著 な 増 加 を 観 察 し 、 あ る 精 製 腫 瘍 中 で
同 様 の 増 加 を 観 察 し た 。 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 で 、 REGAが 腫 瘍 の 上
皮 細 胞 中 で 強 く 発 現 す る こ と が 証 明 さ れ た が 、 間 質 中 で 発 現 す る 証 拠 は な か っ た （ 図 5A）
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 TGFB誘 導 遺 伝 子 （ TGFBI） は 、 TGFβ に よ る 処 置 に 反 応 し て 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 に 対 す る デ
ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 最 初 に 単 離 さ れ た 、 機 能 未 知 の 小
さ な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る （ 11） 。 こ の タ ン パ ク 質 は 角 膜 の ケ ラ チ ノ サ イ ト 中 で 発 現
し て お り （ 12） 、 興 味 深 い こ と に こ の 遺 伝 子 の 生 殖 細 胞 系 変 異 は 家 族 性 角 膜 変 性 を 引 き 起
こ す （ 13） 。 TGFBIは 結 腸 直 腸 癌 中 で 最 も 顕 著 に 増 加 し て い る 遺 伝 子 に 含 ま れ る こ と が 以
前 に 示 さ れ て お り 、 本 発 明 者 ら の 新 し い デ ー タ に よ り 腺 腫 中 で も 同 様 に 高 レ ベ ル で 発 現 し
て い る こ と が 示 さ れ た 。 定 量 PCRの 結 果 は 未 精 製 腫 瘍 と 精 製 腫 瘍 上 皮 細 胞 の 両 方 で の 強 い
増 加 を 示 し た 。 従 っ て イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に よ り TGFBIは 間 質 お
よ び 上 皮 コ ン パ ー ト メ ン ト の 両 方 に お け る 多 数 の 細 胞 型 中 で 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ た （
図 5B） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 リ ゾ チ ー ム （ LYS、 1,4-β -N-ア セ チ ル ム ラ ミ ダ ー ゼ 、 EC 3.2.1.17） は グ ラ ム 陽 性 菌 の
細 胞 壁 中 に 見 ら れ る β -1,4グ リ コ シ ド 結 合 を 切 断 で き る 溶 菌 活 性 を 有 す る 酵 素 で あ る （ 14
） 。 こ の 酵 素 は 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 白 血 球 の 分 泌 顆 粒 、 な ら び に 消 化 管 の パ ネ
ー ト 細 胞 中 で 発 現 し て い る 。 便 中 リ ゾ チ ー ム レ ベ ル は 炎 症 性 腸 疾 患 患 者 に お い て 劇 的 に 上
昇 し （ 15、 16） 、 血 清 リ ゾ チ ー ム 活 性 は サ ル コ イ ド ー シ ス 患 者 で 顕 著 に 増 加 す る が （ 17）
、 ど ち ら も 異 常 な 慢 性 炎 症 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 で あ る 。 更 に 大 腸 の 腺 腫 お よ び 癌
の 両 方 の 上 皮 細 胞 に リ ゾ チ ー ム 免 疫 反 応 性 が 観 察 さ れ て い る （ 18） 。 本 発 明 者 ら の 研 究 に
お い て 、 LYS発 現 の 増 加 の 程 度 は 、 未 精 製 試 料 中 で 4倍 か ら 55倍 ま で 変 化 し た 。 反 対 に 、 精
製 上 皮 細 胞 中 で 観 察 さ れ る LYS発 現 の 増 加 の 程 度 は 、 わ ず か 2倍 ～ 5倍 で あ っ た 。 こ れ に よ
り 、 腫 瘍 中 の こ の 遺 伝 子 の 発 現 の 実 質 的 な 部 分 は 、 非 上 皮 細 胞 に 由 来 し う る こ と が 示 唆 さ
れ た 。 こ の 仮 説 と 一 致 し て 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 は 、 大 部 分 の LY
SmRNAが 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ と 思 わ れ る 間 質 成 分 中 に 存 在 す る こ と を 示 し た （ 図 5C） 。 結 腸
直 腸 腫 瘍 の マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ン パ ー ト メ ン ト 中 の LYS発 現 は 、 結 腸 直 腸 腫 瘍 （ 602LYSタ グ /
56,643全 タ グ ） か ら 精 製 し た 造 血 細 胞 （ CD45＋ 、 CD64＋ 、 CD14＋ ） か ら 構 築 さ れ た SAGEラ
イ ブ ラ リ ー 中 で の 提 示 （ representation） の 高 さ に よ っ て も 裏 付 け ら れ る （ 6） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 最 近 の 研 究 で 同 定 さ れ た 1つ の 興 味 深 い 遺 伝 子 は 、 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ （ RDP） で あ る 。 RD
Pは GPI固 定 酵 素 で あ り 、 そ の 発 現 の 主 要 部 位 は 腎 臓 の 近 位 管 の 上 皮 細 胞 で あ る （ (19） に
示 す ） 。 様 々 な 合 成 阻 害 剤 に よ っ て 、 こ の 触 媒 機 構 お よ び 阻 害 動 態 が 広 範 に 解 析 さ れ た 。
RDPは 、 C末 端 パ ー ト ナ ー が Dア ミ ノ 酸 で あ る ア ミ ド 結 合 を 開 裂 で き る と い う 点 で 、 ジ ペ プ
チ ダ ー ゼ の 中 で 唯 一 の も の で あ り 、 イ ン ビ ボ で の そ の 検 出 に 関 す る 特 定 の プ ロ ー ブ の 開 発
に 好 適 な 機 会 を 提 供 す る 。 定 量 PCRに よ り 、 RDPが 未 精 製 の お よ び 精 製 さ れ た 腫 瘍 上 皮 細 胞
の 両 方 で 顕 著 に 増 加 し て い る こ と が 示 さ れ 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験
に よ り 、 RDPが 結 腸 直 腸 腫 瘍 の 上 皮 細 胞 に 排 他 的 に 局 在 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 図 5D）
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン （ MIC-1） は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 の 際 に 誘 導 さ れ
た 遺 伝 子 に つ い て の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ か ら 初 め て 単 離 さ れ た 、 16kDaの
小 さ な ポ リ ペ プ チ ド で あ る （ 20） 。 同 時 に こ れ は IMAGEデ ー タ ベ ー ス 中 で 、 成 長 お よ び 分
化 因 子 の 骨 形 成 タ ン パ ク 質 /TGF β フ ァ ミ リ ー に 相 同 な 分 子 の 検 索 に よ っ て 同 定 さ れ た （ 2
1） 。 活 性 化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ 中 で 高 発 現 さ れ て い る こ と に 加 え て 、 MIC-1が 、 胎 盤 お
よ び 正 常 な 前 立 腺 の 上 皮 細 胞 中 で 高 発 現 さ れ て い る こ と に 留 意 さ れ た い 。 最 近 の 試 験 で 、
本 発 明 者 ら に よ り 、 未 精 製 腫 瘍 中 で MIC-1の 発 現 が 7倍 か ら 133倍 の 間 で 増 加 す る こ と が 観
察 さ れ た 。 LYSに つ い て 観 察 さ れ た よ う に 、 精 製 し た 腫 瘍 細 胞 は 顕 著 な MIC-1の 発 現 を 示 し
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た が 、 そ の 増 加 は よ り 少 な く （ 5倍 か ら 7倍 ） 、 こ れ は 間 接 的 に 、 幾 つ か の 腫 瘍 に 見 ら れ る
劇 的 な 増 加 に 、 間 質 発 現 が 部 分 的 に 関 係 す る こ と を 意 味 し て い る 。 こ の 仮 説 と 一 致 し て 、
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 は 、 腫 瘍 の 上 皮 中 お よ び 浸 潤 マ ク ロ フ ァ ー ジ
に 類 似 し た 細 胞 型 中 の 両 方 に お け る 発 現 を 示 し た （ 図 5E） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
実 施 例
実 施 例 1： SAGE
　 早 期 の 結 腸 直 腸 腫 瘍 の 有 力 な 分 子 マ ー カ ー 候 補 を 同 定 し よ う と し て 、 本 明 細 書 中 に お い
て 本 発 明 者 ら は 、 公 平 か つ 広 範 な 様 式 で 、 良 性 お よ び 悪 性 の 結 腸 直 腸 腫 瘍 に お け る 遺 伝 子
発 現 を 解 析 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 正 常 、 良 性 お よ び 悪 性 の 結 腸 直 腸 組 織 で の 全 体 的 遺 伝 子
発 現 を 解 析 す る の に SAGEを 用 い た 。 SAGEと は 、 個 々 の mRNA転 写 産 物 と そ れ ら の 3'末 端 近 傍
の 特 定 位 置 に 由 来 す る 15塩 基 タ グ と を 関 連 づ け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 法 で あ る （
3） 。 各 タ グ の 存 在 度 か ら 、 試 験 さ れ る mRNA集 団 内 に あ る 転 写 産 物 レ ベ ル の 定 量 的 測 定 値
が 得 ら れ る 。 SAGEは 発 現 遺 伝 子 の 既 存 デ ー タ ベ ー ス に 依 存 せ ず 、 従 っ て 公 平 な 概 観 の 遺 伝
子 発 現 プ ロ フ ィ ル を 提 供 す る 。 最 近 の 試 験 で は 、 2つ の 正 常 な 結 腸 上 皮 試 料 、 2つ の 結 腸 直
腸 腺 腫 、 お よ び 2つ の 結 腸 直 腸 癌 由 来 の SAGEラ イ ブ ラ リ ー を 解 析 し た 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ
リ ー は 21,343個 の 異 な る 転 写 産 物 に 相 当 す る 、 合 計 290,394個 の 転 写 産 物 タ グ を 含 ん で い
た （ 表 1） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ 表 １ ） SAGEデ ー タ の 概 要
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 潜 在 的 な 配 列 決 定 誤 差 の 影 響 を 最 小 化 す る た め に 、 所 与 の SAGEラ イ ブ ラ リ ー 中 で 2回 以 上
観 察 さ れ た タ グ だ け を 計 数 し 、 解 析 さ れ た 、 異 な る 転 写 産 物 の 最 小 数 の 内 輪 の 見 積 も り を
得 た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 腺 腫 と 正 常 標 本 の 間 、 お よ び 癌 と 正 常 標 本 の 間 と い う 、 2種 類 の 比 較 を 行 っ た 。 こ れ ら
の 比 較 に よ り 、 正 常 と 癌 組 織 の 間 で 2倍 を 上 回 っ て 差 次 的 に 発 現 し た 957個 の 転 写 産 物 タ グ
が 示 さ れ た （ 表 2） 。 癌 に 対 す る 、 腺 腫 に お け る 変 化 倍 数 の 比 較 に よ り 、 規 模 は し ば し ば
変 化 し た も の の 多 数 の 転 写 産 物 が 腺 腫 と 癌 の 両 方 で 同 様 に 増 加 ま た は 減 少 し た こ と を 示 し
た （ 図 1A） 。 実 際 、 一 致 し た 増 加 を 示 す プ ロ ッ ト の 象 限 （ quadrant） に 、 大 部 分 （ 79％ ）
の 比 較 が 存 在 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ 表 ２ ） 良 性 お よ び 悪 性 の 結 腸 直 腸 腫 瘍 に お け る 発 現 量 の 異 な る 転 写 産 物
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a 正 常 と 腫 瘍 組 織 の 間 で タ グ 数 が 有 意 に 異 な る （ p＜ 0.05） 、 増 加 し た 転 写 産 物 は 、 解 析 し
た 腫 瘍 両 方 で 発 現 し て お り 、 そ の 発 現 レ ベ ル は 正 常 に お い て よ り も 腫 瘍 に お い て 、 一 列 目
に 示 し た 倍 数 だ け 高 か っ た 。 計 算 の た め 、 正 常 標 本 に お い て タ グ が 検 出 さ れ な か っ た 場 合
は 分 母 を 0.5に 替 え た 。
b 正 常 と 腫 瘍 組 織 の 間 で タ グ 数 が 有 意 に 異 な る （ p＜ 0.05） 、 減 少 し た 転 写 産 物 は 、 解 析 し
た 正 常 組 織 両 方 で 発 現 し て お り 、 そ の 発 現 レ ベ ル は 正 常 に お い て よ り も 腫 瘍 に お い て 、 一
列 目 に 示 し た 倍 数 だ け 低 か っ た 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 実 際 的 な お よ び 生 物 学 的 な 見 地 の 両 方 か ら 、 最 も 大 き な 変 化 を 、 最 も 興 味 あ る も の と 見
な し た 。 こ の 点 で 、 腺 腫 で は 49個 の タ グ が 20倍 以 上 増 加 し た こ と が 確 認 さ れ 、 癌 で は 40個
の タ グ が 20倍 以 上 増 加 し た こ と が 確 認 さ れ た （ 表 2） 。 反 対 に 、 腺 腫 で は 72個 の 転 写 産 物
が 1/20倍 以 下 に 減 少 し た こ と が 確 認 さ れ 、 癌 で は 52個 の 転 写 産 物 が 1/20倍 以 下 に 減 少 し た
こ と が 確 認 さ れ た （ 表 2） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 9つ の 転 写 産 物 が 腺 腫 と 癌 の 両 方 で 20倍 以 上 増 加 し （ 図 1Bお よ び 表 3） 、 23個 の 転 写 産 物
が 1/20倍 以 下 に 減 少 し た （ 表 4） 。 細 胞 表 面 に 分 泌 す る ま た は 発 現 す る と 予 想 さ れ る 産 物
を 有 す る 遺 伝 子 は そ れ ぞ れ 前 駆 症 状 新 生 物 の 血 清 学 的 検 査 ま た は 画 像 検 査 の 開 発 に 特 に 適
し て い る の で 、 特 に 興 味 深 い 。 本 発 明 者 ら は 、 腺 腫 と 癌 の SAGEラ イ ブ ラ リ ー の 両 方 に お い
て 転 写 産 物 タ グ が 増 加 し た 遺 伝 子 の 中 か ら 、 6つ の そ の よ う な 遺 伝 子 （ TGFBI、 LYS、 RDP、
MIC-1、 REGAお よ び DEHL） を 同 定 で き た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
（ 表 ３ ） 腺 腫 お よ び 癌 に お い て 最 も 増 加 し た 転 写 産 物 a
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a こ れ ら の タ グ は 両 新 生 物 状 態 に お い て 少 な く と も 20倍 の 増 加 を 示 し た 。 示 し た 数 字 は 、
各 ラ イ ブ ラ リ ー で 観 察 さ れ た 各 タ グ の タ グ 数 の 生 デ ー タ で あ る 。 転 写 産 物 名 と し て 、 対 応
す る UniGeneク ラ ス タ ー (3/13/01作 成 )の 記 載 を 与 え る 。 太 字 で 示 し た 列 は 、 定 量 PCRに よ
っ て 差 次 的 に 発 現 す る こ と が 確 認 さ れ た 遺 伝 子 で あ る 。
b 定 量 PCRに よ り 差 次 的 発 現 が 確 認 で き ず 、 こ れ に よ り 、 タ グ が 示 さ れ た も の と 異 な る 転 写
産 物 か ら 由 来 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
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c 試 験 せ ず
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ 表 ４ ） 腺 腫 お よ び 癌 に お い て 最 も 抑 制 さ れ た 転 写 産 物 a

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a こ れ ら の タ グ は 、 両 新 生 物 状 態 で 少 な く と も 1/20倍 の 減 少 を 示 す 。 示 さ れ た 数 字 は 、 各
ラ イ ブ ラ リ ー で 観 察 さ れ た 各 タ グ の タ グ 数 の 生 デ ー タ で あ る 。 転 写 産 物 名 と し て 、 対 応 す
る UniGeneク ラ ス タ ー (3/13/01作 成 )の 記 載 を 与 え る 。 太 字 で 示 し た 列 は 、 定 量 PCRに よ っ
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て 試 験 さ れ 、 差 次 的 に 発 現 す る こ と が 確 認 さ れ た 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
SAGE
　 良 性 腫 瘍 の 最 初 の SAGE 3 の た め に 、 FAP患 者 由 来 の 手 術 標 本 か ら 新 鮮 な 腺 腫 を 得 た 。 FAP
患 者 由 来 の 腺 腫 を 用 い た 理 由 と は 、 小 さ な 病 変 が 容 易 に 利 用 で き る か ら 、 お よ び 大 半 の 散
発 性 腫 瘍 の 形 成 を 開 始 す る APC経 路 の 不 活 性 化 が 確 実 で あ る か ら で あ る 。 新 生 物 性 の 病 変
の 組 織 病 理 学 的 確 認 後 （ ＞ 70％ 新 生 物 細 胞 ） 、 組 織 を RNAgent Lysis Buffer（ Promega、 M
adison、 WI） に 溶 解 し 、 そ の 後 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 上 で 超 遠 心 分 離 し て 、 全 RNAを 単 離 し た
。 mRNAの 選 択 は 、 精 製 し た 全 RNAか ら オ リ ゴ （ dT） セ ル ロ ー ス （ Life Technologies、 Gait
hersburg、 MD） を 用 い て 行 っ た 。 2つ の 腺 腫 SAGEラ イ ブ ラ リ ー を 、 記 載 の よ う に 調 製 し （ 3
、 4） 、 90,000個 を 上 回 る 転 写 産 物 タ グ の 全 深 度 に 対 し て 配 列 決 定 し た 。 正 常 お よ び 悪 性
組 織 の SAGEの た め に 、 前 に 記 載 し た 4つ の 正 常 （ NC-1お よ び NC-2） お よ び 原 発 癌 （ Tu-98お
よ び Tu-102） の SAGEラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た （ 4） 。 癌 ゲ ノ ム 解 剖 学 プ ロ ジ ェ ク ト （ CGAP）
と 協 力 し て （ 5） 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー の 解 析 は 、 以 前 に 公 表 さ れ た 研 究 に お け る 全 123
,046個 の 転 写 産 物 か ら 本 研 究 に お け る 195,160個 の 転 写 産 物 ま で 拡 大 さ れ た 。 生 の 配 列 デ
ー タ か ら タ グ を 抽 出 し 、 反 復 2タ グ （ ditag） 、 リ ン カ ー 配 列 、 お よ び 多 型 主 要 組 織 適 合 性
遺 伝 子 座 由 来 の タ グ を 除 い た 後 、 得 ら れ た タ グ ラ イ ブ ラ リ ー を 比 較 し て 、 SAGEソ フ ト ウ ェ
ア ・ バ ー ジ ョ ン 4.0を 用 い て 統 計 解 析 を 行 っ た 。 ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の デ ー タ は 、 ncbi.nlm.
nih.govの ド メ イ ン 名 お よ び デ ィ レ ク ト リ SAGEへ の パ ス を 有 す る 、 wwwホ ス ト サ ー バ ー 上 で
見 ら れ る httpフ ァ イ ル 型 に 対 す る Uniform Resource Locator（ URL） ア ド レ ス に お い て 公
然 と 利 用 可 能 で あ る 。 ま た 、 詳 細 な SAGEプ ロ ト コ ー ル は 、 sagenet.orgの ド メ イ ン 名 お よ
び sage_protocol.htmの フ ァ イ ル 名 を 有 す る 、 wwwホ ス ト サ ー バ ー 上 で 見 ら れ る httpフ ァ イ
ル 型 に 対 す る Uniform Resource Locator（ URL） ア ド レ ス に お い て 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 2： RT-PCR
　 こ れ ら の 6つ の 遺 伝 子 の 発 現 の 増 加 を 確 認 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 定 量 RT-PCR技 術 を
用 い て 、 7つ の 結 腸 直 腸 新 生 物 （ 3つ の 散 発 性 腺 腫 と 4つ の 散 発 性 癌 ） お よ び 対 応 す る 正 常
結 腸 粘 膜 に お け る 発 現 を 解 析 し た 。 こ れ ら の ア ッ セ イ の た め に 、 ゲ ノ ム DNAか ら で は な く c
DNAゲ ノ ム か ら の 増 幅 を 生 じ る 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 開 発 し た 。 そ の 発 現 が 正 常 お よ び 新 生
物 結 腸 （ β ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 ） の SAGEラ イ ブ ラ リ ー 中 で 非 常 に 類 似 し て い る こ
と が 見 出 さ れ た 遺 伝 子 の 同 様 の 定 量 PCRア ッ セ イ に よ っ て 、 対 照 を 得 た 。 定 量 PCR実 験 に よ
っ て 、 選 択 さ れ た 遺 伝 子 6つ の う ち 5つ （ TGFBI、 LYS、 RDP、 MIC-1、 REGA） が 、 患 者 の 対 応
す る 正 常 粘 膜 に 比 べ て 、 解 析 し た す べ て の 新 生 物 標 本 中 で 顕 著 に 高 い レ ベ ル で 発 現 す る こ
と が 確 認 さ れ た （ 図 2） 。 複 数 の 腫 瘍 が 、 SAGEで 予 想 さ れ た 通 り 、 患 者 の 対 応 す る 正 常 結
腸 粘 膜 に 比 べ て 20倍 以 上 高 い レ ベ ル の 被 験 転 写 産 物 を 示 し た 。 そ の 発 現 が 、 正 常 な 結 腸 粘
膜 由 来 の も の と 比 較 し て 、 腺 腫 と 癌 か ら 調 製 さ れ た SAGEラ イ ブ ラ リ ー 中 で 減 少 し た こ と が
観 察 さ れ た 4つ の 遺 伝 子 の 定 量 PCR分 析 に よ っ て 、 も う 一 つ の 対 照 を 得 た 。 図 3に 示 し た よ
う に 、 定 量 PCRに よ っ て 、 こ れ ら の 各 遺 伝 子 の 発 現 が 低 レ ベ ル で あ る こ と が 確 認 さ れ 、 こ
れ に よ り 図 2で 観 察 さ れ た 劇 的 な 発 現 の 上 昇 は 遺 伝 子 特 異 的 な 現 象 を 表 す こ と が 強 調 さ れ
た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
定 量 PCR
　 腫 瘍 を 採 取 し 、 瞬 間 冷 凍 し 、 -80℃ で 貯 蔵 し た 。 組 織 病 理 学 検 査 に よ り 、 そ れ ら が 圧 倒
的 に 新 生 物 細 胞 か ら 構 成 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 腫 瘍 お よ び 患 者 の 対 応 す る 正 常 結
腸 粘 膜 か ら 、 QuickPrep試 薬 （ Amersham Pharmacia Biotech UK、 Backinghamshire、 Engla
nd） を 用 い て mRNAを 単 離 し 、 一 本 鎖 cDNAを 、 SuperscriptII（ Life Technologies、 Gaithe
rsburg、 MD） を 用 い て 合 成 し た 。 定 量 PCRは 、 iCycler（ Bio-Rad、 Hercules、 CA） を 用 い
て 実 施 し 、 閾 値 サ イ ク ル 数 は 、 iCyclerソ フ ト ウ ェ ア ・ バ ー ジ ョ ン 2.1を 用 い て 決 定 し た 。
反 応 は 3つ 組 で 行 い 、 閾 値 サ イ ク ル 数 を 平 均 化 し た 。 被 験 遺 伝 子 は す べ て 、 対 照 遺 伝 子 （
全 結 腸 直 腸 標 本 に お い て 同 等 な レ ベ ル で 発 現 し て い る こ と が SAGEで 示 さ れ た 、 □ -ア ミ ロ
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イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 ） に 対 し て 正 規 化 し 、 誘 導 倍 数 を 、 式 2 ( R t - E t ) /2 ( R n - E n ) に 従 っ て
計 算 し た 。 式 中 、 Rtは 腫 瘍 中 に 見 ら れ る 参 照 遺 伝 子 に 対 す る 閾 値 サ イ ク ル 数 で あ り 、 Etは
腫 瘍 中 に 見 ら れ る 実 験 遺 伝 子 に 対 す る 閾 値 サ イ ク ル 数 で あ り 、 Rnは 正 常 中 で 見 ら れ る 参 照
遺 伝 子 に 対 す る 閾 値 サ イ ク ル 数 で あ り 、 か つ Enは 正 常 中 で 見 ら れ る 実 験 遺 伝 子 に 対 す る 閾
値 サ イ ク ル 数 で あ る 。 定 量 PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー は GeneLink（ Hawthorne、 NY） か ら 入 手
し た も の で あ り 、 そ の 配 列 は 請 求 に よ っ て 入 手 で き た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
実 施 例 3： 単 離 さ れ た 上 皮 細 胞 中 で の 発 現
　 腫 瘍 全 体 か ら 単 離 し た mRNAか ら 得 ら れ た 定 量 PCRデ ー タ に よ り 、 SAGEが 結 腸 直 腸 新 生 物
中 の 遺 伝 子 発 現 変 化 の 正 確 な 指 示 を 与 え る と い う 、 独 立 し た 証 拠 が 提 供 さ れ た 。 し か し 、
い ず れ の 解 析 で も 、 発 現 の 増 加 の 原 因 と な る 細 胞 型 は 確 認 で き な か っ た 。 腫 瘍 内 の 非 新 生
物 間 質 細 胞 は 、 正 常 結 腸 粘 膜 中 の も の と か な り 異 な っ て い る 可 能 性 が あ り （ 6） 、 遺 伝 子
発 現 の 差 が 上 皮 に 由 来 す る こ と を 直 接 裏 付 け る 証 拠 な し に 、 確 実 に 結 論 づ け る こ と は で き
な い 。 従 っ て 本 発 明 者 ら は 、 癌 の 上 皮 細 胞 が 図 2に 示 し た 、 増 加 し た レ ベ ル の 6つ の 遺 伝 子
を 発 現 す る か ど う か の 判 定 を 試 み た 。 本 発 明 者 ら は ま ず 、 新 鮮 な 手 術 試 料 か ら の 癌 お よ び
患 者 の 対 応 す る 正 常 な 上 皮 細 胞 を 、 汎 上 皮 マ ー カ ー Ber-EP4に 向 け ら れ た 免 疫 磁 気 ビ ー ズ
を 用 い て 、 親 和 性 精 製 し 、 cDNAを 調 製 し 、 上 述 の 増 加 し た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る
た め に 定 量 PCR分 析 を 行 っ た 。 検 討 し た 6つ の 遺 伝 子 各 々 の 精 製 腫 瘍 上 皮 細 胞 中 で 発 現 の 増
加 が 見 ら れ （ 図 4） 、 こ れ は 、 発 現 の 増 加 の う ち 少 な く と も 一 部 が 上 皮 細 胞 由 来 で あ る こ
と を 示 し て い る 。 し か し 、 精 製 上 皮 細 胞 で は 、 LYSの 相 対 的 発 現 は 、 未 分 画 腫 瘍 由 来 の mRN
Aに お け る ほ ど 顕 著 で は な く 、 ま た は 再 現 性 が な く 、 こ れ は 他 の 細 胞 型 が こ の 遺 伝 子 由 来
の 転 写 産 物 に 寄 与 す る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
上 皮 細 胞 の 免 疫 親 和 性 精 製
　 腫 瘍 上 皮 細 胞 を 、 腫 瘍 内 皮 細 胞 の 単 離 用 に 以 前 開 発 し た 手 順 の 改 良 法 を 用 い て 精 製 し た
（ 6） 。 簡 単 に 言 う と 、 腫 瘍 お よ び 対 応 す る 正 常 組 織 の 新 鮮 な 手 術 試 料 を 採 取 し 、 コ ラ ゲ
ナ ー ゼ で 消 化 し て 、 得 ら れ た 材 料 を ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で 濾 過 し 、 単 細 胞 の 懸 濁 物 を 得 た 。
続 い て 、 細 胞 を 抗 CD14免 疫 磁 気 ビ ー ズ お よ び 抗 CD45免 疫 磁 気 ビ ー ズ （ Dynal、 Oslo、 Norwa
y） の 混 合 物 と 結 合 さ せ 、 造 血 細 胞 群 を 枯 渇 さ せ た （ 陰 性 選 択 ） 。 そ の 後 、 残 り の 細 胞 懸
濁 物 を 抗 Ber-EP4免 疫 磁 気 ビ ー ズ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 上 皮 細 胞 を 単 離 し た （ 陽 性 選
択 ） 。 精 製 し た 細 胞 を ビ ー ズ 上 で 直 接 溶 解 し 、 QuickPrep試 薬 （ Amersham Pharmacia Biot
ech UK、 Backinghamshire、 England） を 用 い て mRNAを 精 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
実 施 例 4： 多 発 癌 に お け る イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 本 発 明 者 ら は 、 最 も 一 貫 し た 増 加 を 示 す 5つ の 遺 伝 子 に 関 し て 、 腫 瘍 の 凍 結 切 片 中 の RNA
に 対 す る イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 検 討 し た 9つ の 腫 瘍 中 僅 か 5つ
で し か DEHLの 増 加 が 見 ら れ 図 、 詳 細 な 調 査 は 行 わ な か っ た 。 検 出 の 感 度 を 上 げ る た め に 、
本 発 明 者 ら は イ ン ビ ト ロ 転 写 技 術 を 用 い て 、 各 被 験 遺 伝 子 に 対 す る 複 数 の RNAプ ロ ー ブ を
作 製 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 、 関 心 対 象 の 5つ の 遺 伝 子 各 々 の 簡 単 な 概 観 と 関 連 さ せ て 、 以
下 で 考 察 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 非 放 射 性 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 記 載 通 り 実 施 し た （ 6） 。 解 析 さ
れ た 各 々 の 遺 伝 子 に つ い て 、 感 度 を 上 げ る た め に 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ っ て 作 製 し た ア ン
チ セ ン ス プ ロ ー ブ の カ ク テ ル を 用 い た 。 イ ン サ イ チ ュ ー リ ボ プ ロ ー ブ の 合 成 用 鋳 型 を 作 製
す る た め に 用 い た プ ラ イ マ ー は 、 GeneLink（ Hawthorne、 NY） か ら 入 手 し 、 そ の 配 列 は 請
求 に よ っ て 入 手 で き た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 解 析 し た 結 腸 直 腸 組 織 中 で 多 数 の タ グ が 観 察 さ れ る が 、 良 性 ま た は 悪 性 の 新 生 物 組 織 中
で は 小 さ な 画 分 （ 957/21,343、 ＜ 5％ ） が 差 次 的 に 発 現 し た こ と が 、 上 で 要 約 し た 結 果 に
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よ り 示 さ れ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ を 用 い て 、 同 様 に 小 さ な 遺 伝 子 画 分 （ 66/4000
、 1.7％ ） が 、 結 腸 直 腸 新 生 物 中 で 異 常 発 現 し て い る の が 見 ら れ た （ 22） 。 差 次 的 に 発 現
す る こ れ ら 遺 伝 子 の 解 析 は 、 ヒ ト 新 生 物 の 生 物 学 へ の 洞 察 を 提 供 す る 可 能 性 を 有 す る だ け
で な く 、 臨 床 的 に 有 用 な 用 途 も 有 し う る 。 最 も 注 目 す べ き 可 能 な 用 途 の 1つ は 、 そ の 産 物
が 結 腸 直 腸 新 生 物 の 細 胞 性 マ ー カ ー お よ び 血 清 マ ー カ ー を 提 供 す る よ う な 遺 伝 子 の 同 定 に
関 す る 。 本 試 験 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 基 準 を す べ て 満 た す と 思 わ れ 、 か つ 従
っ て 前 駆 症 状 の 結 腸 直 腸 新 生 物 の 早 期 検 出 用 の 診 断 ツ ー ル と し て 特 に 有 用 で あ り う る 、 複
数 の 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 実 際 に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 1つ の 産 物 （ MIC-1） が 結 腸 直 腸 癌 お よ
び 他 の 癌 を 有 す る 患 者 の 血 清 中 で 増 加 す る こ と が 最 近 見 出 さ れ て お り 、 こ の 手 法 の さ ら な
る 妥 当 性 が 提 供 さ れ て い る （ 24） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 現 時 点 で 好 ま し い 本 発 明 の 実 施 様 式 を 含 む 特 定 の 実 施 例 に 関 し て 、 本 発 明 を 記 載 し て い
る が 、 当 業 者 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 で 規 定 し た 本 発 明 の 目 的 お よ び 範 囲 に 適 合 す る 、
上 述 の シ ス テ ム お よ び 技 術 の 変 法 お よ び 変 更 が 多 数 あ る こ と を 認 識 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
（ 表 ５ ）
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【 ０ ０ ５ ０ 】
（ 表 ６ ）
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 図 １ 】 図 1Aは 、 差 次 的 に 発 現 し た 転 写 産 物 タ グ の 倍 変 化 の 分 布 を 示 す 。 正 常 と 腺 腫 ま た
は 正 常 と 癌 の 間 の 比 較 に お い て 、 有 意 基 準 を 満 た し た （ p＜ 0.05、 全 体 で 957タ グ ） 転 写 産
物 を 、 図 に プ ロ ッ ト し た 。 正 常 に 対 す る 腺 腫 の 割 合 お よ び 正 常 に 対 す る 癌 の 割 合 を 、 対 数
ス ケ ー ル で プ ロ ッ ト し た 。 図 1Aに お け る 、 お よ び 図 1Bに お い て 拡 大 さ れ た 網 掛 け 四 角 （ sh
aded box） は 、 表 3に 詳 細 を 示 し た 転 写 産 物 タ グ を 囲 む 。 標 識 さ れ て い な い 2つ の 点 は 、 そ
の 差 次 的 発 現 が 定 量 的 PCRで 確 認 で き な か っ た タ グ に 対 応 し て お り 、 こ れ に よ り 、 タ グ が
、 表 3に 示 し た 転 写 産 物 と 異 な る 転 写 産 物 に 由 来 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 図 ２ 】 腺 腫 と 癌 の 両 方 に お い て 増 加 さ れ る 遺 伝 子 の 定 量 PCR分 析 を 示 す 。 5名 の 患 者 （ Pt
） 由 来 の 癌 お よ び 対 応 す る 正 常 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 定 量 値 を 、 対 応 す る 正 常 結 腸 粘
膜 に お け る 定 量 値 の 倍 上 昇 と し て 示 す 。 各 バ ー は 3回 の 独 立 し た 測 定 の 平 均 値 を 示 す 。 TGF
BI、 LYS、 RDP、 MIC-1、 REGAお よ び DEHLは 、 表 3に 記 載 し た 通 り で あ る 。
【 図 ３ 】 腺 腫 と 癌 の 両 方 に お い て 減 少 し た 遺 伝 子 の 定 量 PCR分 析 を 示 す 。 5名 の 患 者 （ Pt）
由 来 の 癌 お よ び 対 応 す る 正 常 組 織 の 遺 伝 子 発 現 の 定 量 値 を 、 対 応 す る 正 常 組 織 の 関 数 と し
て 示 す 。 各 バ ー は 、 3回 の 独 立 し た 測 定 の 平 均 値 を 示 す 。 CA2お よ び DRAは 表 4に 記 載 さ れ た
。 二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ DUSP1） お よ び 酸 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ 様 ホ ス ホ ジ エ ス
テ ラ ー ゼ （ ASML3a） は 、 抑 制 さ れ る が 表 4に 含 ま れ る の に 必 要 な 厳 格 な 基 準 は 満 た し て い
な い 、 転 写 産 物 を 示 す 。 SAGEデ ー タ は DUSP1が 腺 腫 お よ び 癌 に お い て そ れ ぞ れ 5倍 お よ び 76
倍 抑 制 さ れ た こ と を 示 し た 。 ASML3aは 、 腺 腫 お よ び 癌 の 両 方 に お い て 15倍 抑 制 さ れ た 。
【 図 ４ 】 腺 腫 と 癌 の 両 方 に お い て 増 加 し た 遺 伝 子 の 精 製 上 皮 細 胞 由 来 の mRNAの 定 量 PCR分
析 を 示 す 。 2名 の 患 者 由 来 の 、 精 製 さ れ た 正 常 （ N） 上 皮 細 胞 ま た は 癌 （ Ca） 上 皮 細 胞 の 遺
伝 子 発 現 の 定 量 値 を 、 対 応 す る 正 常 に 対 し て の 倍 増 と し て 示 す 。 検 討 さ れ た 遺 伝 子 は 図 2
と 同 じ で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5A～ 図 5Eは 、 増 加 し た 遺 伝 子 の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 を
示 す 。 被 験 遺 伝 子 は 、 REGA（ 図 5A） 、 TGFBI（ 図 5B） 、 LYS（ 図 5C） 、 RDP（ 図 5D） お よ び M
IC-1（ 図 5E） で あ っ た 。 陽 性 細 胞 は 赤 色 を 示 し 、 矢 印 は 悪 性 上 皮 細 胞 を 指 し 、 矢 印 の 頭 は
マ ク ロ フ ァ ー ジ を 指 す 。
【 図 ６ 】 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 阻 害 剤 は 、 0.6nMか ら 19.5nMの 範 囲 内 の 阻 害 定 数 を 示 す 。
【 図 ７ 】 阻 害 率 を 阻 害 剤 の 濃 度 関 数 と し て 比 較 し た 、 図 6に 示 す 阻 害 剤 の 比 較 を 示 す 。
【 図 ８ 】 腎 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ の 基 質 を 示 す 。
【 図 ９ 】 正 常 結 腸 組 織 と 比 較 し た 腺 腫 、 癌 お よ び 転 移 に お い て 見 出 さ れ る 腎 ジ ペ プ チ ダ ー
ゼ 活 性 の 差 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

(34) JP 2005-518781 A 2005.6.30



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(35) JP 2005-518781 A 2005.6.30



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(36) JP 2005-518781 A 2005.6.30



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(37) JP 2005-518781 A 2005.6.30



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(38) JP 2005-518781 A 2005.6.30



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｇ０１Ｎ  21/78                         Ｇ０１Ｎ  37/00    １０２　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53                         Ａ６１Ｋ  49/02    　　　Ａ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  37/00                         Ａ６１Ｋ  49/02    　　　Ｃ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,
ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,ES,
FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,N
O,NZ,OM,PH,PL,PT,RO,RU,SD,SE,SG,SI,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  バックハルツ　フィリップ
            アメリカ合衆国　メリーランド州　エリコット　シティ　フォーリー　クウォーター　ロード　３
            ６２１
(72)発明者  キンズラー　ケネス　ダブリュ．
            アメリカ合衆国　メリーランド州　ボルチモア　ハルカーク　ウェイ　１４０３
(72)発明者  ボゲルステイン　バート
            アメリカ合衆国　メリーランド州　ボルチモア　ブレトン　ウェイ　３７００
Ｆターム(参考) 2G054 AB03  CE02  EA03 
　　　　 　　  4B024 AA12  BA14  CA04  CA05  CA11  HA14 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA13  QA19  QQ03  QQ36  QQ44  QQ53  QQ79  QR16  QR32 
　　　　 　　        QR36  QR48  QR55  QR62  QS03  QS25  QS34  QX02  QX07 
　　　　 　　  4C085 HH03  HH11  KA27  KB07  KB09  KB18  KB19  KB20  LL18 

(39) JP 2005-518781 A 2005.6.30



专利名称(译) 分泌基因和细胞表面基因在良性和恶性结直肠肿瘤中表达

公开(公告)号 JP2005518781A 公开(公告)日 2005-06-30

申请号 JP2003526936 申请日 2002-09-09

[标]申请(专利权)人(译) 医学的约翰霍普金斯大学医学院

申请(专利权)人(译) 医学的约翰霍普金斯大学医学院

[标]发明人 バックハルツフィリップ
キンズラーケネスダブリュ
ボゲルステインバート

发明人 バックハルツ フィリップ
キンズラー ケネス ダブリュ.
ボゲルステイン バート

IPC分类号 G01N33/53 A61K49/00 A61K51/00 C07K14/47 C07K14/495 C07K14/705 C12N9/48 C12N15/09 C12Q1
/37 C12Q1/68 G01N21/78 G01N37/00

CPC分类号 C07K14/495 C07K14/47 C07K14/705

FI分类号 C12Q1/68.ZNA.A A61K49/00.Z C12Q1/37 G01N21/78.C G01N33/53.M G01N37/00.102 A61K49/02.A 
A61K49/02.C C12N15/00.A

F-TERM分类号 2G054/AB03 2G054/CE02 2G054/EA03 4B024/AA12 4B024/BA14 4B024/CA04 4B024/CA05 4B024
/CA11 4B024/HA14 4B063/QA01 4B063/QA13 4B063/QA19 4B063/QQ03 4B063/QQ36 4B063/QQ44 
4B063/QQ53 4B063/QQ79 4B063/QR16 4B063/QR32 4B063/QR36 4B063/QR48 4B063/QR55 4B063
/QR62 4B063/QS03 4B063/QS25 4B063/QS34 4B063/QX02 4B063/QX07 4C085/HH03 4C085/HH11 
4C085/KA27 4C085/KB07 4C085/KB09 4C085/KB18 4C085/KB19 4C085/KB20 4C085/LL18

代理人(译) 清水初衷

优先权 60/317494 2001-09-07 US
60/383805 2002-05-30 US

其他公开文献 JP2005518781A5

外部链接 Espacenet

摘要(译)

基因表达的系列分析（SAGE）用于鉴定在结肠的良性和恶性肿瘤中表达
的分泌蛋白或编码细胞表面蛋白的转录物。从正常，腺瘤和癌症结肠上
皮分析总共290,394个标签。发现观察到的21,343种不同转录物中的957
种在正常和腺瘤之间或正常和癌症之间差异表达。在腺瘤中，49个标签
增加超过20倍，在癌症中40个标签增加超过20倍，9个转录物增加超过
20倍。六个产品这九个转录物（TGFBI，LYS，RDP，MIC-1，和
REGA DEHL）的预计将在任一细胞表面被分泌检查这些更多的细节。这
6个基因中的每一个的定量PCR分析证实了SAGE预测的异常表达水平。
此外，通过来自原发性肿瘤的免疫亲和纯化的上皮细胞的原位杂交和
PCR分析鉴定了负责增加表达的细胞类型。
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