
(57)【要約】
ガン細胞で後生的に沈黙化された遺伝子、例えば、メチル化により沈黙化された遺伝子の
同定方法が提供される。さらに、遺伝子発現の後生的な沈黙化を検出することによるガン
の同定方法が提供され、そのようなガン、例えば、結腸直腸ガンおよび /または胃ガンを
患う被検体の治療方法も同様に提供される。そのような方法を実践するための試薬も同様
に提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も 一 つ の ガ ン と 関 連 す る 、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 同 定 方 法
で あ っ て 、
　 a) 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ た ガ ン 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 分 子 を 含 む が 、
ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 を 含 ま な い 核 酸 の サ ブ ト ラ
ク シ ョ ン 産 物 と 、 ア レ イ の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の
選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た 条 件 下 で 、 ゲ ノ ム を 代 表 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
ア レ イ を 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び
　 b) ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 を 含 み 、
　 そ の 際 に ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 分 子 は 、 選 択 的
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た 前 記 の 条 件 下 で 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ せ ず 、
　 そ れ に よ っ て ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核
酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 が 、 ガ ン 細 胞 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 に 相 当 し 、 そ の 結 果 、 少
な く と も 一 つ の ガ ン と 関 連 す る 、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 が 同 定 さ れ る 方
法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 RNAに 対 応 す る 核 酸 分 子 に cDNAが 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 脱 メ チ ル 化 剤 に 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン が 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 が 一 種 類 の ガ ン と 関 連 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 が 少 な く と も 二 種 類 の ガ ン と 関 連 す る 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 に PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 SF
RP2、 SFRP4、 SFRP5、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 ま た は そ
の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 に HOXA1、 GRO3、 DLX7、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ
が 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も 一 つ の ガ ン は ガ ン 腫 ま た は 肉 腫 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 少 な く と も 一 つ の ガ ン は 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 結 腸 直 腸 ガ ン か つ 胃 ガ ン で あ る
、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 に SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 SFRP5、 ま た は そ の 組
み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 少 な く と も 一 つ の ガ ン は 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 結 腸 直 腸 ガ ン か つ 胃 ガ ン で あ る
、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 少 な く と も 一 つ の ガ ン と 関 連 す る 、 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 同
定 方 法 で あ っ て 、
　 a) 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 再 活 性 化 さ せ る 少 な く と も 一 つ の 薬 剤 と 接 触

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-518822 A 2005.6.30



さ せ た ガ ン 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る が 、 ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ
た RNAに 対 応 し な い 核 酸 分 子 を 含 む 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 と 、 ア レ イ の 相 補 的 な ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し
た 条 件 下 で 、 ゲ ノ ム を 代 表 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア レ イ を 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び
　 b) ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 を 含 み 、
　 そ の 際 に ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 分 子 は 、 選 択 的
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た 前 記 の 条 件 の 下 で 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、
　 そ れ に よ っ て ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核
酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 が 、 ガ ン 細 胞 の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に 相 当 し 、 そ の 結
果 、 少 な く と も 一 つ の ガ ン と 関 連 す る 、 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 が
同 定 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 再 活 性 化 さ せ る 薬 剤 に 、 メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻 害 剤
、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 阻 害 剤 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 12記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻 害 剤 は 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 阻 害 剤 は ト リ コ ス タ チ ン Aで あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 に 、 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン 、 ト リ コ ス タ チ ン A、 ま
た は そ の 組 み 合 わ せ と 接 触 さ せ た ガ ン 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 分 子 が 含 ま れ
る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に 、 表 1に 記 載 の 核 酸 分 子 、 ま た は そ の
組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に 、 メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 が 含 ま れ る 、
請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 に PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 SF
RP2、 SFRP4、 SFRP5、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GR
O3、 DLX7、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に POR1、 MBNL、 TRADD、 PDIP、 RAD23B、 R
PL13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT、 TRIM32、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 16記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 少 な く と も 一 つ の ガ ン は ガ ン 腫 ま た は 肉 腫 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 少 な く と も 一 つ の ガ ン は 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 結 腸 直 腸 ガ ン か つ 胃 ガ ン で あ る
、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す ま た は 示 す 素 因 を 呈 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 試
験 細 胞 に お い て 、 表 1に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の 後 生 的 な 沈 黙 化
ま た は そ の 組 み 合 わ せ を 検 出 す る 段 階 を 含 み 、 そ れ に よ り 試 験 細 胞 を 、 調 節 不 能 な 増 殖 を
示 す ま た は 示 す 素 因 を 呈 す る 細 胞 と 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-518822 A 2005.6.30



　 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 に PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 SF
RP5、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 DLX7、 POR1
、 MBNL、 TRADD、 PDIP、 RAD23B、 RPL13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT、 TRIM32、 ま た は そ の 組
み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す ま た は 示 す 素 因 を 呈 す る 細 胞 が 新 生 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 23記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 新 生 物 細 胞 が 前 ガ ン 状 態 の 細 胞 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 新 生 物 細 胞 が ガ ン 細 胞 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ガ ン 細 胞 が ガ ン 腫 ま た は 肉 腫 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ガ ン 細 胞 が 結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 ま た は 胃 ガ ン 細 胞 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 後 生 的 な 沈 黙 化 に メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 含 ま れ 、 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 検 出 す る 段
階 が 含 ま れ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 検 出 す る 段 階 は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 さ れ る シ ト シ
ン 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 中 の 認 識 部 位 を 切 断 す る 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ と 、 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 分 子 の 5'調 節 領 域 を 含 む 領 域 を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 み 、 核 酸 分 子
の 切 断 に よ り 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 示 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は Acc III、 Ban I、 BstN I、 Msp I、 ま た は Xma
 Iで あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 検 出 す る 段 階 は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 さ れ る シ ト シ
ン 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 中 の 認 識 部 位 を 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 が メ チ ル 化
さ れ て い な い 場 合 に 切 断 す る 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と 、 遺 伝 子 を 含 む
核 酸 分 子 の 5'調 節 領 域 を 含 む 領 域 を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 み 、 核 酸 分 子 が 切 断 さ れ な い こ と
に よ り 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 示 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は Acc II、  Ava I、 BssH II、 BstU I、 Hpa II
、 ま た は Not Iで あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 検 出 す る 段 階 は 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 分 子 の 5'調 節 領
域 を 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 ま た は メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 の ど ち ら か を 選 択 的 に 修 飾 す
る 化 学 試 薬 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び そ の 接 触 に よ り 産 生 さ れ る 産 物 を 検 出 す る 段 階 を 含
み 、 そ の 際 に 産 物 に よ り 遺 伝 子 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 が 示 さ れ
、 そ れ に よ っ て 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 検 出 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 産 物 を 検 出 す る 段 階 に 、 電 気 泳 動 法 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 質 量 分 析 法 、 ま た は そ の
組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 化 学 試 薬 は ヒ ド ラ ジ ン で あ り 、 そ れ に よ り 遺 伝 子 の ヒ ド ラ ジ ン 処 理 5'調 節 領 域 が 産 生 さ
れ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 分 子 の 断 片 を 含 む 産 物 を 産 生 さ せ る た め 、 ヒ ド ラ ジ ン 処 理 5'調 節 領 域
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を 、 ヒ ド ラ ジ ン 修 飾 シ ト シ ン 残 基 を 切 断 す る 試 薬 と 接 触 さ せ る 段 階 と 、
　 分 子 量 に 応 じ て 断 片 を 分 離 す る 段 階 と 、
　 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 で シ ト シ ン 残 基 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 位 置 の ギ ャ ッ プ を 検 出
す る 段 階 と を さ ら に 含 み 、 ギ ャ ッ プ に よ り 遺 伝 子 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の
メ チ ル 化 が 示 さ れ 、 そ れ に よ っ て 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 検 出 す る 方
法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ヒ ド ラ ジ ン 修 飾 シ ト シ ン 残 基 を 切 断 す る 試 薬 が ピ ペ リ ジ ン で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 化 学 試 薬 に は 重 亜 硫 酸 イ オ ン が 含 ま れ 、 そ れ に よ り 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の 非 メ チ ル 化
シ ト シ ン 残 基 が 重 亜 硫 酸 塩 修 飾 シ ト シ ン 残 基 に 変 換 さ れ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 で あ っ て
、
　 重 亜 硫 酸 塩 修 飾 シ ト シ ン 残 基 が ウ ラ シ ル 残 基 に 変 換 さ れ る よ う に 、 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理
遺 伝 子 を ア ル カ リ 条 件 に 曝 す 段 階 と 、
　 試 験 細 胞 の 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を
検 出 す る 段 階 と を さ ら に 含 み 、
　 対 応 す る 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理 非 メ チ ル 化 遺 伝 子 の ア ル カ リ 条 件 へ の 暴 露 後 の ウ ラ シ ル 残
基 の 量 ま た は 分 布 と 比 較 し た 、 試 験 細 胞 由 来 の 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の ウ ラ シ ル 残 基 の 量
ま た は 分 布 の 減 少 に よ り 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の
メ チ ル 化 が 示 さ れ 、 そ れ に よ っ て 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 検 出 す る 方
法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を 検 出 す る 段 階 は 、 ア ル カ リ 条 件 へ の 暴 露 後 の 遺 伝 子 の 重
亜 硫 酸 塩 修 飾 5'調 節 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 39記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を 検 出 す る 段 階 は 、 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理 遺 伝 子 配 列 を ア ル
カ リ 条 件 へ の 暴 露 後 に 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 と 、
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 と を 含 む 、 請 求 項
39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 :23、 24、 111、 112、 115、 116、 119、 120、 125、 126、 1
29、 130、 133、 134、 139、 140、 143、 ま た は 144に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請
求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 検 出 可 能 な 標 識 が 含 ま れ 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検
出 す る 段 階 に は そ の 標 識 を 検 出 す る 段 階 が 含 ま れ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 は 、 放 射 性 同 位 体 、 常 磁 性 同 位 体 、 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 蛍 光
化 合 物 、 金 属 キ レ ー ト 、 酵 素 、 酵 素 に 対 す る 基 質 、 受 容 体 、 ま た は 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン
ド で あ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 の た め の 基 質 で あ り 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 に は プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 の 産 物 を 検 出 す る 段 階 が 含 ま れ る 、 請 求
項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 : 23、 24、 111、 112、 115、 116、 119、 120、 125、 126、
129、 130、 133、 134、 139、 140、 143、 ま た は 144に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請
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求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を 検 出 す る 段 階 は 、
　 増 幅 に 適 し た 条 件 の 下 で 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 を 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ
ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 39記 載 の 方 法
で あ っ て 、 プ ラ イ マ ー 対 の 少 な く と も 一 つ の プ ラ イ マ ー は 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 5'調 節 領
域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、
　 増 幅 産 物 の 産 出 に よ っ て 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基
の メ チ ル 化 が 示 さ れ 、 そ の 結 果 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 検 出 さ れ る
方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 に は 、 配 列 番 号 :23お よ び 24、 配 列 番 号 :111お よ び 112、 配 列 番 号 :115
お よ び 116、 配 列 番 号 :119お よ び 120、 配 列 番 号 :125お よ び 126、 配 列 番 号 :129お よ び 130、
配 列 番 号 :133お よ び 134、 配 列 番 号 :139お よ び 140、 ま た は 配 列 番 号 :143お よ び 144に 記 載
の プ ラ イ マ ー 対 が 含 ま れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を 検 出 す る 段 階 は 、
　 増 幅 に 適 し た 条 件 の 下 で 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 を 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ
ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 39記 載 の 方 法
で あ っ て 、 プ ラ イ マ ー 対 の 両 プ ラ イ マ ー は 、 シ ト シ ン 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 の 対 応 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 か つ
　 増 幅 産 物 の 産 出 に よ っ て 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基
が メ チ ル 化 さ れ て い な い こ と が 示 さ れ 、 そ の 結 果 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈
黙 化 が 検 出 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 に は 、 配 列 番 号 :25お よ び 26、 配 列 番 号 :113お よ び 114、 配 列 番 号 :117
お よ び 118、 配 列 番 号 :121お よ び 122、 配 列 番 号 :127お よ び 128、 配 列 番 号 :131お よ び 132、
配 列 番 号 :135お よ び 136、 配 列 番 号 :141お よ び 142、 ま た は 配 列 番 号 :145お よ び 146に 記 載
の プ ラ イ マ ー 対 が 含 ま れ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を 検 出 す る 段 階 は 、
　 増 幅 に 適 し た 条 件 の 下 で 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 を 、 第 一 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 第 二 増
幅 プ ラ イ マ ー 対 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 39記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 第 一 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 み
、 該 第 一 プ ラ イ マ ー 対 の 少 な く と も 一 つ の プ ラ イ マ ー は 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 遺 伝 子 の 5'
調 節 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、
か つ
　 第 二 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 み
、 該 第 二 プ ラ イ マ ー 対 の 両 プ ラ イ マ ー は 、 シ ト シ ン 残 基 を 含 む 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域
の 対 応 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 か つ
　 第 一 プ ラ イ マ ー 対 に よ り 産 出 さ れ る 増 幅 産 物 が 、 も し あ れ ば 、 第 一 の 長 さ を 有 し 、 第 二
プ ラ イ マ ー 対 に よ り 産 出 さ れ る 増 幅 産 物 が 、 も し あ れ ば 、 第 一 の 長 さ と 異 な る 第 二 の 長 さ
を 有 し 、
　 増 幅 産 物 の 長 さ に よ っ て 、 ウ ラ シ ル 残 基 お よ び 従 っ て 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 が 示 さ れ 、 そ の 結 果 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル
化 に よ る 沈 黙 化 が 検 出 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 検 出 す る 段 階 は 、
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　 a) 試 験 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ る 段 階 と 、
　 b) 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る RNAの 発 現 増 加 を 、 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ れ て い な い 試 験
細 胞 の RNAの 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 検 出 す る 段 階
と を 含 む 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 脱 メ チ ル 化 剤 に メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻 害 剤 が 含 ま れ る 、 請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻 害 剤 に 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン が 含 ま れ る 、 請 求 項 53記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 高 速 大 量 処 理 の 形 式 で 実 施 さ れ る 請 求 項 23記 載 の 方 法 で あ っ て 、 試 験 細 胞 ま た は 試 験 細
胞 の 抽 出 物 に 、 複 数 の 試 験 細 胞 も し く は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ の う ち
の 一 つ が 含 ま れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 複 数 の 試 験 細 胞 ま た は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 の そ れ ぞ れ が 、 同 一 も し く は 異 な る 、 ま た は そ
の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 55記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 調 節 さ れ た 増 殖 を 示 す 対 応 細 胞 、 ま た は 対 応 細 胞 の 抽 出 物 に お い て 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領
域 の CpGア イ ラ ン ド 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の 、 も し あ れ ば 、 メ チ ル 化 を 検
出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 55記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 試 験 細 胞 ま た は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 が ア レ イ に 配 列 さ れ る 、 請 求 項 55記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 ア レ イ は ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ で あ る 、 請 求 項 58記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 試 験 細 胞 ま た は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 は 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 ま た は ビ ー ズ
上 に 存 在 す る 、 請 求 項 55記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 試 験 細 胞 に は 、 被 検 体 か ら 得 ら れ た 試 料 が 含 ま れ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 被 検 体 は ヒ ト の 被 検 体 で あ る 、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 試 料 に は 、 臓 器 試 料 、 組 織 試 料 、 ま た は 細 胞 試 料 が 含 ま れ る 、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 試 料 に は 、 胃 腸 管 試 料 、 肝 臓 試 料 、 皮 膚 試 料 、 リ ン パ 節 試 料 、 腎 臓 試 料 、 肺 試 料 、 筋 肉
試 料 、 骨 試 料 、 ま た は 脳 試 料 が 含 ま れ る 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 胃 腸 管 試 料 に は 、 胃 試 料 、 小 腸 試 料 、 結 腸 試 料 、 ま た は 直 腸 試 料 が 含 ま れ る 、 請 求 項 64
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 試 料 に は 生 体 液 が 含 ま れ る 、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 生 体 液 に は 骨 髄 、 血 液 、 血 清 、 リ ン パ 液 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 喀 痰 、 大 便 、 尿 、 ま た は 射
精 液 が 含 ま れ る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 少 な く と も 一 つ の ガ ン 関 連 遺 伝 子 の 転 写 の 後 生 的 な 沈 黙 化 を 示 す 、 細 胞 の 調 節 不 能 な 増
殖 を 減 少 さ せ る か ま た は 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 中 の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に よ り コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 回 復 さ せ る 段 階 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 細 胞 の 調 節 不 能 な
増 殖 を 減 少 さ せ る か ま た は 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
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　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 回 復 さ せ る 段 階 に は 、 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル
化 酵 素 阻 害 剤 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ と 接 触 さ せ る 段 階 が 含 ま れ る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 脱 メ チ ル 化 剤 に は メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻 害 剤 が 含 ま れ る 、 請 求 項 69記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ７ １ 】
　 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に は 、 メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 が 含 ま れ 、 細 胞 を 少 な く と も 脱 メ チ
ル 化 剤 と 接 触 さ せ る 段 階 が 含 ま れ る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ る 段 階 が 培 養 液 中 で 実 施 さ れ る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
 
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ る 段 階 に 、 細 胞 を 含 む 被 検 体 に 薬 剤 を 投 与 す る 段 階 が 含
ま れ る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 脱 メ チ ル 化 剤 は 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で あ る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 回 復 さ せ る 段 階 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 細 胞 に 導 入 す る 段 階 が 含 ま れ 、 そ れ に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 発
現 さ れ る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 ベ ク タ ー は ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る 段 階 に は 、 細 胞 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と エ ク ス ビ ボ で
接 触 さ せ る 段 階 が 含 ま れ る 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る 段 階 に は 、 細 胞 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と イ ン ビ ボ で 接
触 さ せ る 段 階 が 含 ま れ る 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に は 、 表 1に 記 載 の 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ８ １ 】
　 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に は 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、
SFRP5、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 DLX7、 ま
た は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に は 、 POR1、 MBNL、 TRADD、 PDIP、 RAD23B、 RPL13、 GNAI2、 PPP1R
21A、 FPGT、 TRIM32、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 患 者 の ガ ン 細 胞 が 、 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の 発 現 の 後 生 的 な 沈 黙 化 を 示 す 、 ガ ン 患 者
を 治 療 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 被 検 体 の ガ ン 細 胞 の 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺
伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る 段 階 を 含 み 、 そ れ に よ っ て ガ ン 患 者 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に 、 メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 が 含 ま れ る 、 請 求 項
83記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 被 検 体 の ガ ン 細 胞 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る の に 十 分 な 量 の 脱 メ チ ル
化 剤 を 被 検 体 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 84記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
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　 被 検 体 の ガ ン 細 胞 で の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 条 件 下 で 、 少 な く
と も 一 つ の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 、 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 少 な く と も 一 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 被 検 体 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 83
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 86記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 ベ ク タ ー は ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 87記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に マ ト リ ク ス が 含 ま れ る 、 請 求 項 86記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 マ ト リ ク ス は リ ポ ソ ー ム で あ る 、 請 求 項 89記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 ガ ン は ガ ン 腫 ま た は 肉 腫 で あ る 、 請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 ガ ン は 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 結 腸 直 腸 ガ ン か つ 胃 ガ ン で あ る 、 請 求 項 83記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に は 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1
、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 DLX7、 POR1、 M
BNL、 TRADD、 PDIP、 RAD23B、 RPL13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT、 TRIM32、 そ の フ ァ ミ リ ー メ
ン バ ー 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 92記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に は 、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 SFRP5、 ま た は そ
の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 92記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ガ ン 患 者 を 治 療 す る た め の 治 療 方 針 を 選 択 す る た め の 方 法 :
　 a) メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 再 活 性 化 さ せ る 少 な く と も 一 つ の 薬 剤 と 接 触 さ せ た
患 者 の ガ ン 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る が 、 ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ
た RNAに 対 応 し な い 核 酸 分 子 を 含 む 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 と 、 ア レ イ の 相 補 的 な ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し
た 条 件 下 で 、 ゲ ノ ム を 代 表 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア レ イ を 接 触 さ せ る 段 階 と
　 ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 と に よ り 、 ガ ン と 関 連 す る 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化
沈 黙 化 遺 伝 子 を 同 定 す る 段 階 で あ っ て 、
　 患 者 の ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 分 子 は 、 選 択 的 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た 前 記 の 条 件 下 で 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ せ ず 、 そ れ に よ っ て ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 が 、 患 者 の ガ ン 細 胞 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 に 相
当 す る 、 段 階 ; な ら び に
　 b) 患 者 の ガ ン 細 胞 の 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る の に
有 効 な 薬 剤 を 選 択 し 、 そ れ に よ っ て ガ ン 患 者 を 治 療 す る た め の 治 療 方 針 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 薬 剤 に 、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま
れ る 、 請 求 項 95記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA07
86、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 DLX7、 そ の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 ま た
は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
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　 薬 剤 に 、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 SFRP5、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 含 ま れ る 、 請 求 項 97記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 薬 剤 に 脱 メ チ ル 化 剤 が 含 ま れ る 、 請 求 項 95記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 脱 メ チ ル 化 剤 は 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で あ る 、 請 求 項 99記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 CRCま た は GCと 関 連 す る 細 胞 に 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 が 含 ま れ る 、 結
腸 直 腸 ガ ン (CRC)、 胃 ガ ン (GC)、 ま た は CRCお よ び GCに 罹 患 す る 被 検 体 の 治 療 方 法 で あ っ て
、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る 薬 剤 の 量 を 、 CRC、 RC、 ま
た は CRCお よ び GCと 関 連 す る 細 胞 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る に 足 る 被 検
体 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 薬 剤 に 、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま
れ る 、 請 求 項 101記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA07
86、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 DLX7、 そ の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 ま た
は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 102記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 SFRP5、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る
、 請 求 項 103記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 102記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 ベ ク タ ー は ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 105記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に マ ト リ ク ス が 含 ま れ る 、 請 求 項 102記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 マ ト リ ク ス は リ ポ ソ ー ム で あ る 、 請 求 項 107記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 薬 剤 に は 、 脱 メ チ ル 化 剤 が 含 ま れ る 、 請 求 項 101記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 脱 メ チ ル 化 剤 は 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で あ る 、 請 求 項 105記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 薬 剤 を 投 与 す る 段 階 に 、 CRC、 GC、 CRCお よ び GCの 細 胞 を 薬 剤 と エ ク ス ビ ボ で 接 触 さ せ る
段 階 が 含 ま れ る 、 請 求 項 101記 載 の 方 法 で あ っ て 、 エ ク ス ビ ボ で 接 触 さ れ た 細 胞 を 患 者 に
投 与 す る 段 階 が さ ら に 含 ま れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 薬 剤 を 投 与 す る 段 階 に 、 患 者 の CRC、 GC、 CRCお よ び GCの 細 胞 部 位 に 薬 剤 を 投 与 す る 段 階
が 含 ま れ る 、 請 求 項 101記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 配 列 番 号 :1～ 296の い ず れ か 一 つ を 含 む 、 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 請 求 項 113記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 二 つ を 含 む 、 複 数 の 単 離 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 表 1の 核 酸 分 子 の 一 部 分 を 増 幅 で き る 、 配 列 番 号 :1～ 296に 記 載 の フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ
ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 、 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
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　 核 酸 分 子 の メ チ ル 化 5'調 節 領 域 を 特 異 的 に 増 幅 で き る 、 請 求 項 115記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ
ー 対 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 配 列 番 号 :23お よ び 24、 配 列 番 号 :111お よ び 112、 配 列 番 号 :115お よ び 116、 配 列 番 号 :11
9お よ び 120、 配 列 番 号 :125お よ び 126、 配 列 番 号 :129お よ び 130、 配 列 番 号 :133お よ び 134
、 配 列 番 号 :139お よ び 140ま た は 配 列 番 号 :143お よ び 144を 含 む 、 請 求 項 116記 載 の 増 幅 プ
ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 核 酸 分 子 の 非 メ チ ル 化 5'調 節 領 域 を 特 異 的 に 増 幅 で き る 、 請 求 項 115記 載 の 増 幅 プ ラ イ
マ ー 対 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 配 列 番 号 :25お よ び 26、 配 列 番 号 :113お よ び 114、 配 列 番 号 :117お よ び 118、 配 列 番 号 :12
1お よ び 122、 配 列 番 号 :127お よ び 128、 配 列 番 号 :131お よ び 132、 配 列 番 号 :135お よ び 136
、 配 列 番 号 :141お よ び 142、 ま た は 配 列 番 号 :145お よ び 146を 含 む 、 請 求 項 118記 載 の 増 幅
プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 請 求 項 113記 載 の 少 な く と も 一 つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 複 数 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 120記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 前 記 の 複 数 に は 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 少 な く と
も 一 組 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 が 含 ま れ る 、 請 求 項 121記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 複 数 組 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 、 請 求 項 122記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 に は 、 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 、 非 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ
イ マ ー 対 、 ま た は 少 な く と も 一 組 の メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 少 な く と も 一
組 の 非 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 122記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を 修 飾 す る 試 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 120記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 120記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 増 幅 反 応 を 行 う た め の 試 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 120記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2002年 3月 7日 付 で 出 願 し た 米 国 特 許 出 願 第 60/362,422号 の 米 国 特 許 法 第 119
条 (e)項 (1)号 に 基 づ く 優 先 権 の 恩 典 を 主 張 す る も の で あ り 、 そ の 内 容 の 全 体 が 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 部 分 的 に 、 米 国 立 ガ ン 研 究 所 か ら 与 え ら れ た 助 成 金 番 号 CA54396の 下 で 政 府 の
支 援 に よ り 実 施 さ れ た 。 米 国 政 府 は 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 一 般 に は 、 ガ ン 細 胞 で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 検 出 方 法 に 関 し 、 よ り 具
体 的 に は 、 結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 お よ び 胃 ガ ン 細 胞 を 同 定 す る の に 有 効 な ゲ ノ ム ス ク リ ー ニ ン
グ に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ ４ 】
背 景 情 報
　 ガ ン は 一 般 に 、 遺 伝 子 の 突 然 変 異 の よ う な 遺 伝 的 変 化 が 原 因 で あ る と 考 え ら れ て い る が
、 DNA配 列 の 突 然 変 異 を 引 き 起 こ す こ と の な い 、 後 生 的 な 機 構 で も 同 じ く 、 ガ ン が 引 き 起
こ さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 最 も 多 く 見 ら れ る 後 生 的 な 変 化 に は 、 遺 伝 子 配 列 、 特 に
5'上 流 の 遺 伝 子 調 節 配 列 の メ チ ル 化 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 沈 黙 化 が 含 ま れ る 。 CpGジ ヌ ク レ
オ チ ド の 、 特 に CpGに 富 む 領 域 (CpGア イ ラ ン ド )の 、 グ ア ニ ン の 5'側 に 位 置 す る シ ト シ ン 残
基 の メ チ ル 化 は 、 よ り 高 等 な 真 核 生 物 で は 遺 伝 子 発 現 の 正 常 な 調 節 に 関 与 し て い る こ と が
多 い 。 例 え ば 、 CpGア イ ラ ン ド の 広 範 囲 の メ チ ル 化 は 、 選 択 さ れ た 刷 込 み 遺 伝 子 、 な ら び
に 女 性 の 不 活 性 化 X染 色 体 上 の 遺 伝 子 の 転 写 不 活 化 と 関 連 し て い る 。 通 常 は メ チ ル 化 さ れ
て い な い CpGア イ ラ ン ド の 異 常 な メ チ ル 化 が 同 様 に 、 不 死 化 お よ び 形 質 転 換 細 胞 で も 認 め
ら れ て お り 、 ヒ ト の ガ ン で 確 定 さ れ た 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 転 写 不 活 化 と 関 連 付 け ら れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 消 失 ま た は 欠 陥 の あ る 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 引 き 起 こ す 突 然 変 異 を 含 む 、 ガ
ン 関 連 遺 伝 子 の 変 化 、 お よ び 遺 伝 子 転 写 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 の よ う な 後 生 的 な 機 構 は
、 細 胞 が 正 常 な 増 殖 制 御 を 喪 失 し や す い か ど う か 、 従 っ て 、 潜 在 的 ガ ン 細 胞 で あ る か ど う
か を 決 定 す る の に 有 効 な 指 標 と な る 。 例 え ば 、 BRCA1遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 乳 ガ ン と 関 連
付 け ら れ て い る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 乳 ガ ン の 家 族 歴 が あ る 女 性 か ら の 細 胞 を 用 い て 、 そ の
女 性 に 、 乳 ガ ン の 指 標 で あ る BRCA1の 突 然 変 異 が あ る か ど う か 決 定 す る た め 、 診 断 学 的 検
査 を 行 う こ と が で き る 。 前 立 腺 特 異 抗 原 (PSA)は 、 指 標 (こ の 場 合 は 前 立 腺 ガ ン に 対 す る )
の 別 の 例 で あ る 。 PSAの 発 現 を 引 き 起 こ す 欠 陥 も 体 内 に お け る PSAの 通 常 の 機 能 も 知 ら れ て
い な い が 、 そ れ で も な お PSAは 、 前 立 腺 ガ ン に か か り や す い 男 性 の ま た は 効 果 的 な 治 療 を
施 す こ と が で き る よ う な そ の 疾 患 の ご く 初 期 段 階 で の 同 定 が 可 能 と さ れ る こ と か ら 、 有 用
な ガ ン の 指 標 と な る 。 最 近 に な っ て 、 サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 伝 達 サ プ レ ッ サ ー /サ イ ト カ
イ ン 誘 導 性 SH2タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー で あ る 、 SOCS-1遺 伝 子 の 転 写 の メ チ ル 化 に
よ る 沈 黙 化 が 、 肝 細 胞 ガ ン 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 お よ び 急 性 白 血 病 を 含 む 、 種 々 の ガ ン で 発 見
さ れ た 。 従 っ て 、 SOCS-1遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 を 検 出 す る こ と を 対 象 と し た ス ク リ ー ニ ン
グ 試 験 に よ り 、 そ の よ う な ガ ン に 関 す る 診 断 情 報 が 提 供 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ガ ン は 多 く の 場 合 、 疾 患 が か な り 進 行 す る ま で 、 臨 床 的 な 徴 候 ま た は 症 状 を 現 さ な い 沈
黙 の 疾 患 で あ る た め 、 ガ ン に か か り や す い 個 体 の 同 定 を 可 能 と す る 、 ま た は さ ら に 初 期 段
階 で の ガ ン の 検 出 を 可 能 と す る 指 標 の 利 用 可 能 性 ま た は 利 用 は 、 大 き な 利 益 と な り 得 る 。
残 念 な が ら 、 ほ と ん ど の ガ ン に 対 し て 、 そ の よ う な 指 標 を 利 用 す る こ と が で き な い 。 従 っ
て 、 多 く の ガ ン 患 者 は 、 ガ ン が 根 治 療 法 を 必 要 と す る 段 階 と な る ま で 、 ま た は 治 療 不 可 能
と な る ま で 、 医 療 援 助 を 求 め な い 。 従 っ て 、 ガ ン 細 胞 を 検 出 す る た め に 利 用 で き る 指 標 が
必 要 と さ れ て い る 。 本 発 明 に よ り 、 こ の 必 要 性 が 満 た さ れ か つ さ ら な る 利 点 が 提 供 さ れ る
。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 ガ ン と 関 連 す る 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 、 例 え ば 、 メ チ ル 化 に よ り 沈
黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 同 定 方 法 に 関 す る 。 一 つ の 態 様 と し て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 一 つ の
ガ ン と 関 連 す る 、 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 同 定 方 法 に 関 す る 。 そ
の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム を 代 表 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア レ イ を 、 後 生 的 に 沈 黙
化 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 再 活 性 化 さ せ る 少 な く と も 一 つ の 薬 剤 と 接 触 さ せ た ガ ン 細 胞 で 発
現 さ れ た RNAに 対 応 す る が 、 ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 し な い 核
酸 を 含 む 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 と 、 ア レ イ の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 核 酸 の
サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た 条 件 の 下 で 接 触 さ せ る 段
階 ; お よ び ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選
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択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 に よ り 行 う こ と が で き 、 そ の 際 に ガ ン 細 胞 に
対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 は 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
適 し た そ の よ う な 条 件 の 下 で 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 そ
れ に よ っ て ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の
サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 が 、 ガ ン 細 胞 の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に 相 当 し 、 そ の 結 果 、
少 な く と も 一 つ の ガ ン と 関 連 す る 、 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 が 同 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 再 活 性 化 さ せ る 薬 剤 は 、 例 え ば 、 メ チ ル 基 転 移 酵
素 阻 害 剤 (例 え ば 、 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン ; DAC)、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 阻 害
剤 (例 え ば 、 ト リ コ ス タ チ ン A; TSA)、 ま た は DACお よ び TSAを 組 み 合 わ せ た よ う な 薬 剤 の 組
み 合 わ せ の よ う な 、 任 意 の そ の よ う な 薬 剤 と す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 態 様 の 一 つ の
局 面 と し て 、 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 に は 、 DACと ま た は TSAと 接 触 さ せ た ガ ン 細 胞 で
発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 が 含 ま れ る 。 別 の 局 面 と し て 、 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産
物 に は 、 DACお よ び TSAと 接 触 さ せ た ガ ン 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た ガ ン 関 連 遺 伝 子 は 、 表 1に 掲 載 の 遺 伝 子 に よ り 本 明 細 書 に 例 示 さ
れ る 。 例 え ば 、 ガ ン 細 胞 の DACと の 接 触 に よ り 再 活 性 化 さ れ 得 る 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺
伝 子 、 即 ち 、 メ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 S
FRP1、 SFRP2、 SFRP4、 SFRP5、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 H
OXA1、 GR03、 DLX7に よ り 例 示 さ れ る 。 同 様 に 、 ガ ン 細 胞 の DACお よ び TSAと の 接 触 に よ り 再
活 性 化 さ れ 得 る 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 POR1、 MBNL、 TRADD、 PDIP、 RAD23B、 RPL
13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT、 TRIM32、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ に よ り 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 例 え ば 、 一 つ ま た は 複 数 の ガ ン 腫 お よ び /ま た は 肉 腫 を 含 む 、 一
つ ま た は 複 数 の ガ ン と 関 連 す る 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。
そ の よ う な 方 法 は 、 結 腸 直 腸 ガ ン と 、 胃 ガ ン と 、 な ら び に 結 腸 直 腸 ガ ン お よ び 胃 ガ ン と 関
連 す る 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 態 様 と し て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 一 つ の ガ ン と 関 連 す る 、 少 な く と も 一 つ の メ チ
ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 同 定 方 法 に 関 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム を 代 表 す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の ア レ イ を 、 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ た ガ ン 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応
す る 核 酸 を 含 む が 、 ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 を 含 ま
な い 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 と 、 ア レ イ の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 核 酸 の サ ブ
ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た 条 件 の 下 で 接 触 さ せ る 段 階 ; 
お よ び ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 に よ り 行 う こ と が で き 、 そ の 際 に ガ ン 細 胞 に 対 応
す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 す る 核 酸 は 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し
た 前 記 の 条 件 の 下 で 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 そ れ に よ っ
て ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の サ ブ ト ラ
ク シ ョ ン 産 物 が 、 ガ ン 細 胞 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 に 相 当 し 、 そ の 結 果 、 少 な く と も 一 つ
の ガ ン と 関 連 す る 、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ガ ン 細 胞 の RNAに 対 応 す る 核 酸 は 、 DNA(例 え ば 、 cDNA)ま た は RNA(例 え ば 、 cRNA)と す る
こ と が で き る 。 一 般 に 、 細 胞 の RNAに 対 応 す る 核 酸 は 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 、 常 磁 性 同
位 体 、 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 蛍 光 化 合 物 、 金 属 キ レ ー ト 、 酵 素 、 酵 素 に 対 す る 基
質 、 受 容 体 、 ま た は 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド で 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る ;ま た は 例 え ば 、 ア
レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ の 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 検 出 さ れ 得 る よ う に 、 検 出
可 能 に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 少 な く と も 1つ (例 え ば 、 1、 2、 3、 4、 5、 ま た は そ れ 以 上 )の メ
チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 を 、 少 な く と も 1つ (例 え ば 、 1、 2、 3、 ま た は そ れ 以 上 )の ガ ン と 関 連
付 け る こ と が で き る 。 ガ ン は 、 例 え ば 、 一 つ ま た は 複 数 の 特 定 の 種 類 の ガ ン 、 例 え ば 、 消
化 管 /胃 腸 管 ガ ン 、 肝 臓 ガ ン 、 皮 膚 ガ ン 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 前 立 腺 ガ ン 、 リ ン パ 腫 、 白
血 病 、 腎 臓 ガ ン 、 肺 ガ ン 、 筋 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 ま た は 脳 腫 瘍 を 含 む 、 ガ ン 腫 ま た は 肉 腫 と す
る こ と が で き る 。 一 つ の 例 と し て 、 メ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ た PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、
S100A10、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GR03
、 お よ び DLX7遺 伝 子 が 、 単 独 で ま た は 組 み 合 わ せ で 、 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 結 腸
直 腸 ガ ン お よ び 胃 ガ ン の 両 方 と 関 連 付 け ら れ る よ う に し て 同 定 さ れ た 。 別 の 例 と し て 、 SF
RP1、 SFRP2、 SFRP4、 SFRP5遺 伝 子 を 含 む 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー が 、 単 独 で ま た は 組
み 合 わ せ で 、 結 腸 直 腸 ガ ン お よ び /ま た は 胃 ガ ン と 関 連 す る メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 と し て
同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 同 様 に 、 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す ま た は 示 す 素 因 を 呈 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の
方 法 に 関 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 試 験 細 胞 に お い て 、 表 1に 記 載 の 少 な く と も
一 つ の 遺 伝 子 の 後 生 的 な 沈 黙 化 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ を 検 出 す る 段 階 、 そ れ に よ り 試 験
細 胞 を 、 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す ま た は 示 す 素 因 を 呈 す る 細 胞 と 同 定 す る 段 階 に よ り 行 う こ
と が で き る 。 例 え ば 、 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 は 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1
、 SFRP2、 SFRP4、 SFRP5、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1
、 GR03、 DLX7、 POR1、 MBNL、 TRADD、 PDIP、 RAD23B、 RPL13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT、 も
し く は TRIM32遺 伝 子 、 ま た は そ の よ う な 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ と す る こ と が で き る 。 調 節 不
能 な 増 殖 を 示 す 、 ま た は 示 す 素 因 を 呈 す る 細 胞 は 、 新 生 物 細 胞 と す る こ と が で き 、 こ れ は
例 え ば 、 胃 腸 ポ リ ー プ の 細 胞 の よ う な 前 ガ ン 状 態 の 細 胞 と す る こ と が で き る 、 ま た は ガ ン
細 胞 、 例 え ば 、 結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 も し く は 胃 ガ ン 細 胞 の よ う な ガ ン 腫 細 胞 、 ま た は 肉 腫 細
胞 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 一 つ の 態 様 と し て 、 後 生 的 な 沈 黙 化 は 、 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 で あ り 、 調 節 不 能 な 増 殖
を 示 す ま た は 示 す 素 因 を 呈 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 は 、 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 検
出 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 は 、 例 え ば 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ
チ ル 化 さ れ る シ ト シ ン 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 中 の 認 識 部 位 を 切 断 す る 、 メ チ ル 化 感 受 性 制
限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と 、 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 の 5'調 節 領 域 を 含 む 領 域 を 接 触 さ せ る こ と に
よ り 検 出 す る こ と が で き 、 核 酸 の 切 断 に よ り 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が
示 さ れ る 。 例 え ば 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 Acc III、 Ban I、 BstN I
、 Msp I、 ま た は Xma Iで あ る 。 或 い は 、 ま た は さ ら に 、 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 は 、 CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 さ れ る シ ト シ ン 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 中 の 認 識 部 位 を 、 CpGジ ヌ
ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 が メ チ ル 化 さ れ て い な い 場 合 に 切 断 す る 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と 、 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 の 5'調 節 領 域 を 含 む 領 域 を 接 触 さ せ る こ と に よ
り 検 出 す る こ と が で き 、 核 酸 が 切 断 さ れ な い こ と に よ り 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ
る 沈 黙 化 が 示 さ れ る 。 例 え ば 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は Acc II、  Ava I
、 BssH II、 BstU I、 Hpa II、 ま た は Not Iで あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 は 同 様 に 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 の 5'調 節 領 域 を
、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 ま た は メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 の ど ち ら か を 選 択 的 に 修 飾 す る 化
学 試 薬 と 接 触 さ せ て 、 そ の 接 触 に よ り 産 生 さ れ る 産 物 を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と
が で き 、 そ の 際 に 産 物 に よ り 遺 伝 子 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 が 示
さ れ 、 そ れ に よ っ て 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 産
物 は 、 電 気 泳 動 法 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 質 量 分 析 法 、 ま た は そ の よ う な 方 法 の 組 み 合
わ せ に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 と し て 、 化 学 試 薬 は ヒ ド ラ ジ ン で あ り 、 そ れ に よ り 遺 伝 子 の ヒ ド ラ
ジ ン 処 理 5'調 節 領 域 を 産 生 さ せ る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 の 断 片 を 含 む 産
物 を 発 生 さ せ る た め 、 ヒ ド ラ ジ ン 処 理 5'調 節 領 域 を 、 ヒ ド ラ ジ ン 修 飾 シ ト シ ン 残 基 を 切 断
す る 試 薬 と 接 触 さ せ る 段 階 ; 分 子 量 に 応 じ て 断 片 を 分 離 す る 段 階 ; 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中
で シ ト シ ン 残 基 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 位 置 の ギ ャ ッ プ を 検 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む こ
と が で き 、 そ の 際 に ギ ャ ッ プ に よ り 遺 伝 子 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル
化 が 示 さ れ 、 そ れ に よ っ て 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 検 出 さ れ る 。 ヒ ド
ラ ジ ン 修 飾 シ ト シ ン 残 基 を 切 断 す る 試 薬 は 、 例 え ば 、 ピ ペ リ ジ ン と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 方 法 の 別 の 局 面 と し て 、 化 学 試 薬 に は 重 亜 硫 酸 イ オ ン が 含 ま れ 、 そ れ に よ り 遺 伝 子 の
5'調 節 領 域 中 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 が 重 亜 硫 酸 塩 修 飾 シ ト シ ン 残 基 に 変 換 さ れ る 。 そ
の よ う な 方 法 は 、 重 亜 硫 酸 塩 修 飾 シ ト シ ン 残 基 が ウ ラ シ ル 残 基 に 変 換 さ れ る よ う に 、 重 亜
硫 酸 イ オ ン 処 理 遺 伝 子 を ア ル カ リ 条 件 に 曝 す 段 階 ; お よ び 試 験 細 胞 の 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理
遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を 検 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む こ と が
で き 、 そ の 際 に 対 応 す る 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理 非 メ チ ル 化 遺 伝 子 の ア ル カ リ 条 件 へ の 暴 露 後
の ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 と 比 較 し た 、 試 験 細 胞 由 来 の 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の ウ ラ
シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 の 減 少 に よ り 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ
ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 が 示 さ れ 、 そ れ に よ っ て 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化
が 検 出 さ れ る 。 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 は 、 例 え ば 、 ア ル カ リ 条 件 へ の 暴 露 後 の 遺 伝
子 の 重 亜 硫 酸 塩 修 飾 5'調 節 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が
で き る 。 或 い は 、 ま た は さ ら に 、 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理 遺 伝 子 配 列 を ア ル カ リ 条 件 へ の 暴 露
後 に 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド と 接 触 さ せ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る
こ と に よ り 、 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 そ の よ う な 方 法 で 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 :23、 24、 111、 112
、 115、 116、 119、 120、 125、 126、 129、 130、 133、 134、 139、 140、 143、 ま た は 144に 記
載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と が で き る 。 検 出 を 容 易 に す
る た め 、 一 つ の 局 面 と し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む こ と が で き 、 従
っ て 標 識 を 検 出 す る こ と に よ り 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 手 段 が 得 ら れ る
。 検 出 可 能 な 標 識 は 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 、 常 磁 性 同 位 体 、 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合
物 、 蛍 光 化 合 物 、 金 属 キ レ ー ト 、 酵 素 、 酵 素 に 対 す る 基 質 、 受 容 体 、 ま た は 受 容 体 に 対 す
る リ ガ ン ド を 含 む 、 好 都 合 に 検 出 可 能 な 任 意 の 標 識 と す る こ と が で き る 。 別 の 局 面 と し て
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 の た め の 基 質 と す る こ と が で き 、 そ の 際 に は
、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 に は プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 の 産 物 の 検 出 が 含 ま れ る
。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (プ ラ イ マ ー )は 、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 ま た は SFRP5遺 伝
子 の メ チ ル 化 領 域 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し か つ そ の 伸 長 を 可
能 と す る こ と が で き る 、 配 列 番 号 : 23、 24、 111、 112、 115、 116、 119、 120、 125、 126、
129、 130、 133、 134、 139、 140、 143、 ま た は 144に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 は 同 様 に 、 例 え ば 、 増 幅 に 適 し た 条 件 の 下 で 、 遺 伝 子 の 5'
調 節 領 域 を 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 増 幅 プ ラ イ マ ー
対 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き 、 そ の 際 に プ ラ イ マ ー 対 の 少 な く と も 一 つ
の プ ラ イ マ ー は 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 増 幅 産 物 の 産 出 に よ っ て 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中
の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 が 示 さ れ 、 そ の 結 果 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子
の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 検 出 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 に 有 用 な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 表
2お よ び 3に 例 示 さ れ て お り 、 そ し て 例 え ば 、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 ま た は SFRP5遺 伝 子 の
5'調 節 領 域 の メ チ ル 化 を 検 出 す る の に 有 用 な メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る 、 配 列 番 号
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:23お よ び 24、 配 列 番 号 :111お よ び 112、 配 列 番 号 :115お よ び 116、 配 列 番 号 :119お よ び 120
、 配 列 番 号 :125お よ び 126、 配 列 番 号 :129お よ び 130、 配 列 番 号 :133お よ び 134、 配 列 番 号 :
139お よ び 140、 ま た は 配 列 番 号 :143お よ び 144に 記 載 の プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 、 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 は 、 増 幅 に 適 し た 条 件 の 下 で 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領
域 を 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 と 接
触 さ せ る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き 、 そ の 際 に プ ラ イ マ ー 対 の 両 プ ラ イ マ ー は 、 シ ト
シ ン 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 ウ ラ シ
ル 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 の 対 応 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 そ し て 増 幅 産 物
の 産 出 に よ っ て 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 が メ チ ル 化
さ れ て い な い こ と が 示 さ れ 、 そ の 結 果 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 検 出
さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 に 有 用 な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 表 2お よ び 3に 例 示 さ れ て お り 、 そ
し て 例 え ば 、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 ま た は SFRP5遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 が メ チ ル 化 さ れ て い
な い の を 検 出 す る の に 有 用 な 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る 、 配 列 番 号 :25お よ び 26
、 配 列 番 号 :113お よ び 114、 配 列 番 号 :117お よ び 118、 配 列 番 号 :121お よ び 122、 配 列 番 号 :
127お よ び 128、 配 列 番 号 :131お よ び 132、 配 列 番 号 :135お よ び 136、 配 列 番 号 :141お よ び 14
2、 ま た は 配 列 番 号 :145お よ び 146に 記 載 の プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 は 同 様 に 、 増 幅 に 適 し た 条 件 の 下 で 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域
を 、 第 一 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 第 二 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 検 出 す る
こ と が で き 、 第 一 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ
マ ー を 含 み 、 第 一 プ ラ イ マ ー 対 の 少 な く と も 一 つ の プ ラ イ マ ー は 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 遺
伝 子 の 5'調 節 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 み 、 そ し て 第 二 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ
イ マ ー を 含 み 、 第 二 プ ラ イ マ ー 対 の 両 プ ラ イ マ ー は 、 シ ト シ ン 残 基 を 含 む 遺 伝 子 の 5'調 節
領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 遺 伝 子 の
5'調 節 領 域 の 対 応 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 そ し て 第 一 プ ラ イ マ ー 対 に よ
り 産 出 さ れ る 増 幅 産 物 が 、 も し あ れ ば 、 第 一 の 長 さ を 有 し 、 そ し て 第 二 プ ラ イ マ ー 対 に よ
り 産 出 さ れ る 増 幅 産 物 が 、 も し あ れ ば 、 第 一 の 長 さ と 異 な る 第 二 の 長 さ を 有 し 、 増 幅 産 物
の 長 さ に よ っ て 、 ウ ラ シ ル 残 基 お よ び 、 従 っ て 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 中 の CpGジ ヌ ク レ オ
チ ド の シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 が 示 さ れ 、 そ の 結 果 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る
沈 黙 化 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ガ ン 関 連 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 は 同 様 に 、 試 験 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ
る 段 階 、 お よ び 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る RNAの 発 現 増 加 を 、 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ れ て
い な い 試 験 細 胞 の RNAの 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 検 出 す る 段 階 に よ り 同 定 す る こ と が で き る
。 そ の よ う な 方 法 は 、 調 節 さ れ た 増 殖 を 示 す 対 応 細 胞 、 ま た は 対 応 細 胞 の 抽 出 物 に お い て
、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 の CpGア イ ラ ン ド 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の 、 も し あ
れ ば 、 メ チ ル 化 を 検 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 脱 メ チ ル 化 剤 は 、 5-ア ザ -2'-
デ オ キ シ シ チ ジ ン の よ う な メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻 害 剤 と す る こ と が で き る 。 RNAの 発 現 増 加
は 、 例 え ば 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 逆 転 写 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 、 ま た は 本 明 細 書 に
開 示 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ア レ イ へ の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 、 RNA
を 検 出 す る た め の 任 意 の 方 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 高
速 大 量 処 理 の 形 式 で 実 施 す る こ と が で き 、 そ の 際 に 試 験 細 胞 、 ま た は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 に
は 、 複 数 の 、 試 験 細 胞 、 も し く は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ の う ち の 一 つ
が 含 ま れ ; そ し て 複 数 の 、 試 験 細 胞 、 ま た は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 の そ れ ぞ れ が 、 同 じ も し く
は 異 な る 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ で あ る 。 本 発 明 を 実 践 す る 高 速 大 量 処 理 方 法 に よ れ ば 、
試 験 細 胞 、 ま た は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 は 、 ア レ イ (こ れ は ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ と す る こ と
が で き る )の 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 ま た は ビ ー ズ の よ う な 固 体 支 持 体 上 に
配 列 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 調 べ ら れ る 試 験 細 胞 は 、 細 胞 培 養 か ら 得 た 細 胞 、 例 え ば 、 樹 立 細 胞
株 、 ま た は 初 代 培 養 細 胞 と す る こ と が で き る 、 ま た は 被 検 体 、 例 え ば 、 ヒ ト の 被 検 体 か ら
得 た 試 料 を 含 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 試 料 は 、 臓 器 試 料 、 組 織 試 料 、 ま た は 細 胞 試 料 、
例 え ば 、 消 化 管 /胃 腸 管 組 織 試 料 、 肝 臓 試 料 、 皮 膚 試 料 、 リ ン パ 節 試 料 、 腎 臓 試 料 、 肺 試
料 、 筋 肉 試 料 、 骨 試 料 、 ま た は 脳 試 料 と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 胃 腸 管 試 料 に は 、 胃
試 料 、 小 腸 試 料 、 結 腸 試 料 、 直 腸 試 料 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ 得 る 。 試 料 に は 同
様 に 生 体 液 試 料 、 例 え ば 、 骨 髄 、 血 液 、 血 清 、 リ ン パ 液 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 喀 痰 、 大 便 、
尿 、 ま た は 射 精 液 試 料 も 含 ま れ 、 こ れ ら に は 、 そ の な か に 細 胞 ま た は 細 胞 の 産 物 、 特 に 核
酸 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 同 様 に 、 少 な く と も 一 つ の ガ ン 関 連 遺 伝 子 の 転 写 の 後 生 的 な 沈 黙 化 を 示 す 、 細
胞 の 調 節 不 能 な 増 殖 を 減 少 さ せ る か ま た は 阻 害 す る 方 法 に 関 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例
え ば 、 細 胞 中 の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 回
復 さ せ る 段 階 、 そ れ に よ っ て 細 胞 の 調 節 不 能 な 増 殖 を 減 少 さ せ る か ま た は 阻 害 す る 段 階 に
よ り 実 践 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 (例 え ば 、 メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻
害 剤 )、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 阻 害 剤 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ と 接 触 さ せ る こ と に よ
り 、 そ の 発 現 を 回 復 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 つ の 態 様 と し て 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 メ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝
子 で あ り 、 そ の 方 法 に は 、 細 胞 を 少 な く と も 一 つ の 脱 メ チ ル 化 剤 、 例 え ば 、 DACと 接 触 さ
せ る 段 階 が 含 ま れ る 。 一 つ の 局 面 と し て 、 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 と イ ン ビ ト ロ で 、 例 え ば 、
培 養 液 ま た は 細 胞 の 生 存 を 助 長 す る そ の 他 の 媒 体 中 で 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 必 要 に 応
じ て 、 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ た 細 胞 を さ ら に 、 被 検 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。 別 の 局
面 と し て 、 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す 細 胞 が 薬 剤 と 接 触 す る よ う に 、 薬 剤 を 被 検 体 に 投 与 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 別 の 態 様 と し て 、 そ の 方 法 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に
導 入 す る 段 階 が 含 ま れ 、 そ れ に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 発 現 さ れ 、 そ
の 結 果 、 細 胞 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 回 復 さ せ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク タ ー 、 例
え ば 、 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 中 に 含 有 さ せ る こ と が で き る 、 お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 細 胞 へ の 導 入 を 促 進 す る マ ト リ ク ス 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム も し く は 超 微 粒 気 泡 の 中 に
製 剤 化 す る こ と が で き る が 、 そ れ が 必 要 と さ れ る わ け で は な い 。 細 胞 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
と エ ク ス ビ ボ で 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き 、
そ の 場 合 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 細 胞 を 被 検 体 に 投 与 す る こ と が で き る が 、 そ れ が
必 要 と さ れ る わ け で は な い 。 細 胞 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と イ ン ビ ボ で 接 触 さ せ る こ と に よ り
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 本 明 細 書 に 開 示 の 方 法 を 用 い 、 そ し て 特 定 の ガ ン 細 胞
の 種 類 の よ う な 特 定 の 細 胞 の 種 類 を 調 べ て 同 定 さ れ る 任 意 の 遺 伝 子 と す る こ と が で き る 。
結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 表 1に 、 そ の GenBankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 が 掲 載 さ れ た 遺 伝 子 に よ り 本 明 細 書 に 例 示 さ れ る 。 表 1の 遺 伝 子 の 一 部 を 含 む ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 、 例 え ば 、 表 3に 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 :149～ 296; 例 え ば
、 配 列 番 号 :149お よ び 150、 ま た は 配 列 番 号 :151お よ び 152な ど )を 用 い て 、 結 腸 直 腸 ガ ン
細 胞 か ら 得 ら れ る 核 酸 の RT-PCRに よ り 得 る こ と が で き る 。 結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 お よ び /ま た
は 胃 ガ ン 細 胞 で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 検 出 可 能 な 基 底 発 現 を 示 さ ず 、 か つ DAC
で 処 理 す る と 再 発 現 す る が 、 TSAで は 再 発 現 し な い 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SF
RP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 お よ び SNRPN遺 伝 子 ; 基 底 発 現 レ
ベ ル が DACで 処 理 す る と 増 加 す る が 、 TSAで は 増 加 し な い 、 HOXA1、 GR03、 お よ び DLX7遺 伝
子 ; な ら び に TSA単 独 で 上 方 制 御 さ れ る 一 方 で 、 そ の 基 底 発 現 お よ び DACに よ る 上 方 制 御 が
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遺 伝 子 間 で 異 な る 、 POR1、 MBNL、 TRADD、 PDIP、 RAD23B、 RPL13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT
、 お よ び TRIM32遺 伝 子 に よ り 例 示 さ れ る 。  
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 患 者 の ガ ン 細 胞 が 、 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の 発 現 の 後 生 的 な 沈 黙 化
を 示 す 、 ガ ン 患 者 を 治 療 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 患 者 の ガ
ン 細 胞 の 一 つ ま た は 複 数 の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る 段 階 に よ り 行 う こ と
が で き る 。 例 え ば 、 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 が 、 メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 で
あ る 場 合 、 被 検 体 の ガ ン 細 胞 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 /遺 伝 子 (複 数 )の 発 現 を 回 復 さ せ る
の に 十 分 な 量 の 脱 メ チ ル 化 剤 を 被 検 体 に 投 与 す る こ と に よ り 、 患 者 を 治 療 す る こ と が で き
る 。 或 い は 、 ま た は さ ら に 、 患 者 の ガ ン 細 胞 で の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に
十 分 な 条 件 の 下 で 、 一 つ ま た は 複 数 の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 、 少 な く
と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も 一 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 被 検 体 に 投 与
す る こ と に よ り 、 患 者 を 治 療 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 患 者 に 投 与 す る 場 合
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク タ ー (例 え ば 、 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー )、 好 ま し く は 発 現 ベ ク タ
ー 中 に 含 有 さ せ る こ と が で き る 、 お よ び /ま た は 標 的 ガ ン 細 胞 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
取 り 込 み を 促 進 す る マ ト リ ク ス 中 に (例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 中 に )製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 治 療 さ れ る ガ ン は 、 例 え ば 、 ガ ン 腫 ま た は 肉 腫 を 含 む 、 任 意 の 種 類
の ガ ン と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ガ ン が 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 結 腸 直 腸 ガ ン
か つ 胃 ガ ン で あ る 場 合 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA07
86、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 DLX7、 POR1、 MBNL、 TRADD、 PDIP、 RAD2
3B、 RPL13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT、 TRIM32遺 伝 子 、 そ の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 ま た は そ
の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 一 つ ま た は 複 数 の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る こ と に
よ り 、 患 者 を 治 療 す る こ と が で き る 。 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 お よ び SFRP5遺 伝 子 を 含 む 、
SFRP遺 伝 子 に よ り 、 結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 、 胃 ガ ン 細 胞 、 ま た は 両 方 で 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の
一 つ ま た は 複 数 が 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た そ の 例 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 同 様 に 、 ガ ン 患 者 を 治 療 す る た め の 治 療 方 針 を 選 択 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 の 方 法 に 従 っ て 、 ガ ン と 関 連 す る 少 な く と も
一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 を 同 定 す る 段 階 (即 ち 、 ゲ ノ ム を 代 表 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の ア レ イ を 、 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 と 接 触 さ せ る 段 階 お よ び ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 部 分 母 集 団 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検
出 す る 段 階 ); お よ び 患 者 の ガ ン 細 胞 で 同 定 さ れ た メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 一 つ ま た は 複
数 の 発 現 を 回 復 さ せ る の に 有 効 な 薬 剤 を 選 択 す る 段 階 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、
選 択 さ れ る 薬 剤 は 、 同 定 さ れ た メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 例
え ば 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8
、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 も し く は DLX7遺 伝 子 、 そ の よ う な 遺 伝 子 の フ ァ ミ リ ー メ
ン バ ー 、 ま た は そ の よ う な 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と が で き る 。 メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る た
め に 選 択 さ れ る 薬 剤 は 同 様 に 、 DACの よ う な 脱 メ チ ル 化 剤 と す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 ガ ン と 関 連 す る 細 胞 が 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝
子 を 含 む 、 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 両 方 に 苦 し む 被 検 体 の 治 療 方 法 に 関 す る 。 そ の
よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る 薬 剤
の 量 を 、 ガ ン と 関 連 す る 細 胞 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る に 足 る 被 検 体 に
投 与 す る 段 階 に よ り 行 う こ と が で き る 。 そ の 薬 剤 は 、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺
伝 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、
CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GR03、 お よ び /も し く は
DLX7遺 伝 子 、 そ の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ と す る こ と が で き る ; ま た は DACの よ う な 脱 メ チ ル
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化 剤 と す る こ と が で き る 。 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 両 方 に 苦 し む 被 検 体 を 治 療 す る
の に 有 効 な 薬 剤 を 、 エ ク ス ビ ボ で そ の ガ ン の 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と が で き 、 そ の 後 、 そ の
細 胞 を 患 者 に 投 与 し て 戻 す こ と が で き る ; ま た は 薬 剤 を 患 者 の ガ ン 細 胞 部 位 に 投 与 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 :1～ 296の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る
、 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 、 な ら び に 配 列 番 号 :1～ 296に 記 載 の 単 離 さ れ た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 二 つ を 含 む 、 複 数 の 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る
。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 表 1に 掲 載 の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 増 幅 で き る 、 配 列 番 号 :1
～ 296に 記 載 の フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 増 幅 プ ラ イ マ
ー 対 (例 え ば 、 配 列 番 号 :1お よ び 2、 配 列 番 号 :3お よ び 4、 配 列 番 号 :5お よ び 6な ど )に 関 す
る 。 一 つ の 局 面 と し て 、 本 発 明 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 核 酸 の メ チ ル 化 5'調 節 領 域 を 特 異
的 に 増 幅 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 メ チ ル 化 5'調
節 領 域 を 有 す る SFRPフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー を 増 幅 で き る 、 配 列 番 号 :23お よ び 24、 配 列 番 号 :
111お よ び 112、 配 列 番 号 :115お よ び 116、 配 列 番 号 :119お よ び 120、 配 列 番 号 :125お よ び 12
6、 配 列 番 号 :129お よ び 130、 配 列 番 号 :133お よ び 134、 配 列 番 号 :139お よ び 140ま た は 配 列
番 号 :143お よ び 144に よ り 例 示 さ れ る 。 別 の 局 面 と し て 、 本 発 明 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、
核 酸 の 非 メ チ ル 化 5'調 節 領 域 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 そ の よ う な
増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 非 メ チ ル 化 5'調 節 領 域 を 有 す る SFRPフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー を 増 幅 で き
る 、 配 列 番 号 :25お よ び 26、 配 列 番 号 :113お よ び 114、 配 列 番 号 :117お よ び 118、 配 列 番 号 :
121お よ び 122、 配 列 番 号 :127お よ び 128、 配 列 番 号 :131お よ び 132、 配 列 番 号 :135お よ び 13
6、 配 列 番 号 :141お よ び 142ま た は 配 列 番 号 :145お よ び 146に よ り 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 同 様 に 、 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 例
え ば 、 複 数 の そ の よ う な 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 キ ッ ト に 関 す る 。 一 つ の
態 様 と し て 、 本 発 明 の キ ッ ト の 複 数 の 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 一 組
の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 (例 え ば 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー )を 含
み 、 そ し て 例 え ば 、 表 2、 表 3、 お よ び /ま た は 表 4に 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 、 複 数
組 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 含 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 例 え ば 、 一 つ ま
た は 複 数 の 種 類 の ガ ン 細 胞 で メ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る ま た は
そ の 疑 い が あ る 特 定 遺 伝 子 の メ チ ル 化 型 ま た は 非 メ チ ル 化 型 を 増 幅 す る の に 有 効 な 、 メ チ
ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 、 一 組 の ま た は 複 数
組 の 、 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 、 非 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 、 ま た は メ
チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 非 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 の 組 み 合 わ せ を
含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 例 え ば 、 キ ッ ト の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 有 効 な あ る 目 的 に 役 立 ち 得
る 、 追 加 試 薬 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 キ ッ ト に 一 つ ま た は 複 数 の メ チ ル 化 特
異 的 お よ び /ま た は 非 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー が 含 ま れ る 場 合 、 キ ッ ト に は 、 例 え
ば 、 対 照 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (こ れ は メ チ ル 化 ま た は 非 メ チ ル 化 と す る こ と が で き る ); メ
チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を 修 飾 す る 一 つ ま た は 複 数 の 試 薬 、 お よ び /ま た は 増 幅 反 応 を 行 う た
め の 一 つ も し く は 複 数 の 試 薬 が さ ら に 含 ま れ 得 る 。 キ ッ ト に 、 メ チ ル 化 遺 伝 子 配 列 に ま た
は 非 メ チ ル 化 遺 伝 子 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 つ ま た は 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 含 ま れ る 場 合 、 キ ッ ト に は 、 例 え ば 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が さ
ら に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 細 胞 の ゲ ノ ム 、 例 え ば 、 ガ ン 細 胞 の ゲ ノ ム で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 を
同 定 す る た め の 方 法 の 開 発 に 基 づ く 。 そ の 方 法 は 、 メ チ ル 化 お よ び /ま た は ヒ ス ト ン 脱 ア
セ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 を 含 む 、 結 腸 直 腸 ガ ン (CRC)細 胞 で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ
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れ た 、 74個 の 遺 伝 子 の 同 定 に よ り 例 示 さ れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 CRCお よ び
胃 ガ ン (GC)に お い て SFRP1、 SEZ6L、 LPPH1お よ び CXX1遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 の 同
定 に よ り 例 示 さ れ る よ う な 、 腫 瘍 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の パ タ ー ン が 明 ら か と な っ た 。 そ の よ
う な 腫 瘍 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 SFRP1遺 伝 子 の 関 連 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に ま で 及 び 、 そ の
際 に 、 CRCお よ び GCに お い て 、 SFRP2、 SFRP4、 お よ び SFRP5遺 伝 子 の 高 メ チ ル 化 も 検 出 さ れ
た (SFRP3遺 伝 子 は 5'調 節 領 域 中 に CpGア イ ラ ン ド が な い )。 従 っ て 、 本 発 明 に よ り 、 後 生 的
に 沈 黙 化 さ れ た ガ ン 関 連 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 、 な ら び に 遺 伝 子 発 現
の 後 生 的 な 沈 黙 化 と 関 連 す る ガ ン の 検 出 方 法 、 そ の よ う な ガ ン を 患 う 患 者 の 治 療 方 法 、 お
よ び そ の よ う な 方 法 を 実 践 す る の に 有 効 な 組 成 物 が さ ら に 提 供 さ れ る 。  
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 異 常 な 高 メ チ ル 化 は 、 ガ ン に お け る 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 不 活 化 と 関
連 す る 主 要 な 機 構 と 見 な さ れ て い る 。 転 写 沈 黙 化 は 、 メ チ ル 化 お よ び /ま た は ヒ ス ト ン 脱
ア セ チ ル 化 酵 素 (HDAC)活 性 に よ り 媒 介 さ れ る が 、 メ チ ル 化 が 優 位 で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示
さ れ る よ う に 、 ヒ ト CRCで 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め 、 cDNA
マ イ ク ロ ア レ イ に 基 づ く 解 析 を 利 用 し た 。 10,000個 の 遺 伝 子 を 超 え る ス ク リ ー ニ ン グ に よ
り 、 プ ロ モ ー タ ー の 高 メ チ ル 化 (即 ち 、 メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 )を 示 す い く つ か の も の と 非
メ チ ル 化 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る そ の 他 の も の (こ れ ら に つ い て は 、 HDAC阻 害 に よ り 発 現 増
加 が 引 き 起 こ さ れ た )を 含 む 、 相 当 な 数 の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た (実 施
例 1を 参 照 さ れ た い )。 開 示 の 方 法 の 有 効 性 は 、 多 く の 高 メ チ ル 化 遺 伝 子 が 、 そ の 予 測 さ れ
る 機 能 ま た は 染 色 体 位 置 に 照 ら し て 、 腫 瘍 形 成 に お け る 役 割 に つ い て 高 い 潜 在 性 を 有 す る
こ と を 決 定 す る こ と に よ り も た ら さ れ る 。 CRCお よ び GCで 選 択 的 に 高 メ チ ル 化 さ れ る 、 SFR
P1遺 伝 子 (こ れ は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 同 じ く CRCで 頻 繁 に 高 メ チ ル 化 さ れ て い
た 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る )を 含 む 、 遺 伝 子 群 が 同 定 さ れ た 。 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 機 能 喪
失 に 対 す る 機 構 の 示 唆 に 加 え て 、 本 結 果 に よ り 、 本 質 的 に 全 て の CRCを 検 出 で き る 分 子 指
標 パ ネ ル が 提 供 さ れ る (図 2を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ガ ン の 進 行 は 、 遺 伝 学 的 に 決 定 さ れ る 遺 伝 子 機 能 の 変 化 に よ っ て だ け で な く 、 後 生 的 に
決 定 さ れ る 遺 伝 子 機 能 の 変 化 に よ っ て も 促 進 さ れ る 。 後 者 に は 、 遺 伝 子 の 転 写 喪 失 を 伴 う
、 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 中 の 異 常 に 高 メ チ ル 化 さ れ た CpGア イ ラ ン ド が 含 ま れ る 。 こ の 、 プ
ロ モ ー タ ー の 高 メ チ ル 化 が 認 知 さ れ る と 、 そ の よ う な 遺 伝 子 座 を 同 定 す る た め 、 ガ ン の ゲ
ノ ム を 無 作 為 に ス ク リ ー ニ ン グ す る 努 力 が 高 ま っ た 。 高 頻 度 の ヘ テ ロ 接 合 性 の 喪 失 (LOH)
の 領 域 中 の お よ び ゲ ノ ム 全 体 中 の CpGア イ ラ ン ド の 高 メ チ ル 化 の 同 定 を 含 む 、 こ れ ら の 探
索 方 法 の 全 て が 、 腫 瘍 特 異 的 に 高 メ チ ル 化 さ れ る CpGア イ ラ ン ド の 同 定 に 有 用 性 が あ る こ
と が 判 明 し た 。 し か し 、 各 方 法 と も 、 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー と 関 連 性 が な く 、 CpGア イ ラ ン
ド の サ ブ セ ッ ト に 対 し て 利 用 さ れ る メ チ ル 化 感 受 性 制 限 部 位 が 潜 在 的 に 偏 っ た も し く は 多
数 の ア イ ラ ン ド に そ の 部 位 が な い 、 幾 つ か の 部 位 を 同 定 す る の に 、 お よ び /ま た は い っ た
ん 異 常 な 遺 伝 子 座 が 同 定 さ れ て も 、 近 隣 の 遺 伝 子 を 苦 労 し て 探 索 す る 必 要 性 に 苦 し ん だ 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 開 示 の マ イ ク ロ ア レ イ に 基 づ く 戦 略 で は 、 遺 伝 子 発 現 状 態 を 後 生 的 な 調 節 に 結 び 付 け
て 考 え る こ と に よ っ て 以 前 の 方 法 の 不 利 な 点 が 回 避 さ れ る 。 さ ら に 、 そ の 研 究 方 法 に よ り
、 ガ ン で 高 メ チ ル 化 さ れ た 遺 伝 子 の 沈 黙 化 は 、 高 密 度 の CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 お よ び H
DAC活 性 の 両 方 に 依 存 す る 可 能 性 が あ る と い う 観 測 結 果 (Cameronら 、 Nature Genet. 21:10
3～ 107, 1999、 こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )が 引 き 出 さ れ る 。 結 腸 ガ ン
細 胞 を 用 い て 例 示 さ れ る よ う に 、 開 示 の 方 法 に よ っ て 確 実 に 、 転 写 抑 制 が 腫 瘍 形 成 に 重 要
な 役 割 を 果 た し 得 る 新 た な 遺 伝 子 が 同 定 さ れ る 。 開 示 の ゲ ノ ム ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 、
特 定 の 腫 瘍 型 に 集 中 発 生 し 、 同 時 に 単 一 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 複 数 メ ン バ ー を 含 み 得 る 、 遺
伝 子 の 高 メ チ ル 化 事 象 の 同 定 が 飛 躍 的 に 可 能 と な っ た (実 施 例 1)。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 従 っ て 、 ガ ン と 関 連 す る 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 、 例 え ば 、 メ チ ル 化 に よ り 沈 黙
化 さ れ た 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 一 つ の 態 様 と し て 、 本 発 明 に よ り 、
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少 な く と も 一 つ の ガ ン と 関 連 す る 、 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 同 定
方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 で は 、 「 少 な く と も 一 つ の 」 と い う 用 語 は 、 1、 2、 3、 4、 5
、 6、 7、 8、 9、 10、 ま た は そ れ 以 上 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 開 示 の マ イ ク ロ ア レ イ 法 に よ り
、 結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ て い た 74個 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 さ ら に 、 CR
Cで 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た と 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の い く つ か は 同 様 に 、 胃 ガ ン 細 胞 で も 後 生
的 に 沈 黙 化 さ れ て い た こ と が 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 本 方 法 に よ り 、 CRCお よ び /ま た は GCと
関 連 す る 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ て い る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 」 ま た は 「 後 生 的 な 沈 黙 化 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 に 関 し て 使
用 さ れ る 場 合 、 遺 伝 的 変 化 以 外 の 機 構 に よ り 、 遺 伝 子 が 転 写 さ れ て い な い こ と 、 ま た は 対
応 す る 対 照 細 胞 (例 え ば 、 正 常 細 胞 )に お け る 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル に 対 し て 低 下 し た レ ベ ル
で 転 写 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 遺 伝 子 沈 黙 化 の 後 生 的 な 機 構 は 、 よ く 知 ら れ て お り 、
例 え ば 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 の CpGア イ ラ ン ド の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 高 メ チ ル 化 、 お よ び
遺 伝 子 転 写 が 低 下 さ れ る か ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 、 例 え ば 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 に よ
る ク ロ マ チ ン の 構 造 変 化 を 含 む 。 後 生 的 な 遺 伝 子 沈 黙 化 を 検 出 す る た め の 方 法 が 、 本 明 細
書 に 開 示 さ れ 、 そ し て そ の 方 法 に は 、 例 え ば 、 沈 黙 化 が 高 メ チ ル 化 に よ る 場 合 、 後 生 的 な
沈 黙 化 を 取 り 除 く 薬 剤 と の 、 例 え ば 、 脱 メ チ ル 化 剤 と の 細 胞 の 接 触 後 の 遺 伝 子 の 再 発 現 (
再 活 性 化 )を 検 出 す る 段 階 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 メ チ ル 化 」 ま た は 「 高 メ チ ル 化 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 に 関 し て 使 用
さ れ る 場 合 、 遺 伝 子 と 関 連 す る CpGア イ ラ ン ド の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 が 5'位
で メ チ ル 化 さ れ る 、 即 ち 、 5'-メ チ ル シ ト シ ン で あ る こ と を 意 味 す る 。 「 メ チ ル 化 状 態 」
と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 で は 、 CpGア イ ラ ン ド の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 シ ト シ ン 残
基 の 、 そ の 有 無 を 含 め て 、 相 対 存 在 量 に つ い て 言 及 す る た め に 使 用 さ れ る 。 一 般 に 、 CpG
ア イ ラ ン ド の シ ト シ ン 残 基 は 、 転 写 活 性 遺 伝 子 で は メ チ ル 化 さ れ ず 、 従 っ て 、 CpGア イ ラ
ン ド の メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 の 検 出 に よ り 、 遺 伝 子 発 現 が 低 下 す る か ま た は 阻 害 さ れ る こ
と が 示 唆 さ れ る 。 従 っ て 、 上 述 の よ う に 、 本 明 細 書 に お い て 「 メ チ ル 化 沈 黙 化 」 遺 伝 子 と
は 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 の CpGア イ ラ ン ド の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 高 メ チ ル 化 に よ り 、 遺 伝
子 が 転 写 さ れ て い な い こ と 、 ま た は 対 応 す る 対 照 細 胞 (一 般 に 、 正 常 細 胞 )に お け る 遺 伝 子
の 転 写 レ ベ ル に 対 し て 低 下 し た レ ベ ル で 遺 伝 子 が 転 写 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 遺 伝 子
発 現 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 の 結 果 は 、 細 胞 中 で 通 常 そ の 遺 伝 子 産 物 に よ る も の と さ れ る
あ ら ゆ る 機 能 が 低 下 す る か ま た は な く な る ほ ど 、 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 が 、 そ の 遺 伝 子 に よ り
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド (即 ち 、 遺 伝 子 産 物 )の 量 を 減 ら さ れ る か 、 ま た は 完 全 に 失 う こ
と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ガ ン と 関 連 す る 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 同 定 方 法 は 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム を 代 表 す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア レ イ を 、 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 (即 ち 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ
た 遺 伝 子 の 発 現 を 再 活 性 化 さ せ る 少 な く と も 一 つ の 薬 剤 と 接 触 さ せ た ガ ン 細 胞 で 発 現 さ れ
た RNAに 対 応 す る が 、 ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対 応 し な い 核 酸 )と
、 ア レ イ の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た 条 件 の 下 で 接 触 さ せ る 段 階 ; お よ び ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
部 分 母 集 団 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る
段 階 に よ り 行 う こ と が で き 、 そ の 際 に ガ ン 細 胞 に 対 応 す る 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ た RNAに 対
応 す る 核 酸 は 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た そ の よ う な 条 件 の 下 で 、 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 部 分 母 集 団 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 そ れ に よ っ て ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
部 分 母 集 団 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 が 、 ガ ン 細 胞 の 後
生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に 相 当 す る (実 施 例 1を 参 照 さ れ た い )。 細 胞 の 「 RNAに 対 応 す る
核 酸 」 と は 、 mRNAも し く は ポ リ A +  RNAの よ う な RNA、 鋳 型 と し て 細 胞 か ら 得 た RNAを 用 い て
生 成 さ れ る cDNA、 ま た は 鋳 型 と し て RNAも し く は cDNAを 用 い て 生 成 さ れ る cRNAを 意 味 す る
。 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る た め 、 細 胞 の RNAに 対 応 す る 核 酸 は 一 般 に 、 例 え ば 、 放 射 性 同
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位 体 、 常 磁 性 同 位 体 、 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 蛍 光 化 合 物 、 金 属 キ レ ー ト 、 酵 素 、
酵 素 に 対 す る 基 質 、 受 容 体 、 ま た は 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド で 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る ; ま
た は ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 検 出 さ れ 得 る よ う に
、 例 え ば 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 ゲ ノ ム を 代 表 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア レ イ 」 と い う 用 語 は 、 固 体 支
持 体 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ チ ッ プ ま た は ガ ラ ス ス ラ イ ド に 連 結 さ れ て い る 、 組 織 化 さ れ た ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 群 を 意 味 し 、 そ の 配 列 は 、 細 胞 で 発 現 さ れ た 核 酸 に 特 異 的 か つ 選 択 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 ア レ イ は 、 被 検 細 胞 の 由 来 生 物 お よ び /ま た は 調 べ ら れ
る 組 織 も し く は 組 織 (複 数 )に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 一 般 に 、 ア レ イ は 、 真 核 生 物 の 細 胞 ま
た は 細 胞 型 、 特 に 哺 乳 類 の 細 胞 ま た は 細 胞 型 、 お よ び 好 ま し く は 所 望 の 、 一 つ ま た は 複 数
の 組 織 の 細 胞 を 含 む 、 ヒ ト の 細 胞 (例 え ば 、 結 腸 直 腸 の 上 皮 細 胞 )を 代 表 す る 。 一 般 に 、 ゲ
ノ ム を 「 代 表 」 す る プ ロ ー ブ の ア レ イ に よ り 、 細 胞 で 発 現 さ れ た 核 酸 の 少 な く と も 約 10%
、 一 般 に は 少 な く と も 約 20%ま た は 40%、 通 常 は 約 50%～ 70%、 典 型 的 に は 少 な く と も 約 80%
ま た は 90%、 お よ び 特 に 細 胞 ま た は 生 物 で 発 現 さ れ た 核 酸 の 95%～ 99%ま た は そ れ 以 上 が 同
定 さ れ る も の と 思 わ れ る 。 当 然 の こ と な が ら 、 そ の 代 表 数 が 大 き く な れ ば 、 本 発 明 の 方 法
に よ り 、 ガ ン で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 全 て を 同 定 で き る 可 能 性 も 高 く な る と 思 わ
れ る 。 特 定 の ゲ ノ ム を 代 表 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア レ イ は 、 周 知 の 方 法 に よ り 調 製
す る こ と が で き る 、 ま た は 本 研 究 (実 施 例 1)で 使 用 さ れ る Human GeneFilters(商 標 ) Micro
array(Release II)の ア レ イ (Research Genetics; 現 在 、 Invitrogen社 の 子 会 社 )に よ り 例
示 さ れ る よ う に 、 商 業 的 供 給 源 (例 え ば 、 Invitrogen社 ; Affymetrix)か ら 入 手 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 再 活 性 化 さ せ る 薬 剤 は 、 メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻 害 剤
(例 え ば 、 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン ; DAC)、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 阻 害 剤 (例 え ば
、 ト リ コ ス タ チ ン A; TSA)、 ま た は DACお よ び TSAを 組 み 合 わ せ た よ う な 薬 剤 の 組 み 合 わ せ
と す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 薬 剤 ま た は 薬 剤 (複 数 )で 処 理 さ れ た ガ ン 細 胞 の よ う な 細
胞 か ら RNAを 単 離 す る こ と が で き 、 そ し て RNA、 ま た は そ の RNAの cDNA産 物 を 、 そ の 薬 剤 /薬
剤 (複 数 )で 処 理 さ れ な か っ た 対 応 細 胞 (例 え ば 、 ガ ン 細 胞 )の RNA分 子 と 、 処 理 細 胞 で の み
発 現 さ れ る RNA(ま た は cDNA)が 単 離 さ れ 得 る よ う な 条 件 の 下 で 接 触 さ せ る こ と が で き 、 こ
の よ う に し て 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 が 得 ら れ る 。 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 反 応 を 行
う た め の 方 法 は よ く 知 ら れ て お り (Hedrickら 、 Nature 308: 149～ 155, 1984、 こ れ は 参 照
と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )、 そ し て そ の よ う な 方 法 を 行 う た め の キ ッ ト は 、 商 業
的 供 給 源 (例 え ば 、 Gibco/BRL; 実 施 例 1を 参 照 さ れ た い )か ら 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 少 な く と も 1つ (例 え ば 、 1、 2、 3、 4、 5、 ま た は そ れ 以 上 )の 後
生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 を 、 少 な く と も 1つ (例 え ば 、 1、 2、 3、 ま た は そ れ 以 上 )の ガ ン
と 関 連 付 け る こ と が で き る 。 ガ ン は 、 例 え ば 、 一 つ ま た は 複 数 の 特 定 の 種 類 の ガ ン 、 例 え
ば 、 消 化 管 /胃 腸 管 ガ ン 、 肝 臓 ガ ン 、 皮 膚 ガ ン 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 前 立 腺 ガ ン 、 リ ン パ
腫 、 白 血 病 、 腎 臓 ガ ン 、 肺 ガ ン 、 筋 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 ま た は 脳 腫 瘍 を 含 む 、 ガ ン 腫 ま た は 肉
腫 と す る こ と が で き る 。 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た ガ ン 関 連 遺 伝 子 は 、 CRCお よ び /ま た は GCと
関 連 す る 、 表 1に 掲 載 の 遺 伝 子 (そ し て そ れ ら に は GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 が 付 与 さ れ
て い る ; 例 え ば 、 URL「 ncbi. nlm. nih. gov」 の ワ ー ル ド ・ ワ イ ド ・ ウ ェ ブ を 参 照 さ れ た
い )に よ り 本 明 細 書 に 例 示 さ れ る 。 表 1に 関 し て 、 DACと の 細 胞 の 接 触 に よ り 再 活 性 化 さ れ
得 る 、 CRC細 胞 で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 (即 ち 、 メ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子
)は 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8
、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GR03、 お よ び DLX7遺 伝 子 に よ り 例 示 さ れ る ; そ し て TSAと の ガ ン
細 胞 の 接 触 に よ り 再 活 性 化 さ れ 得 る 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 POR1、 MBNL、 TRAD
D、 PDIP、 RAD23B、 RPL13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT、 お よ び TRIM32遺 伝 子 に よ り 例 示 さ れ
る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 同 定 さ れ た 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 の 関
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連 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー (例 え ば 、 SFRP1遺 伝 子 に 関 連 す る 、 SFRP2、 SFRP4、 お よ び SFPR5遺
伝 子 を 含 む )も 同 様 に 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 可 能 性 が あ り 、 そ し て こ れ ら は 、 単 独 で ま
た は 組 み 合 わ せ で 、 試 験 し た CRC試 料 124個 の う ち の 123個 と 関 連 性 が あ っ た (実 施 例 1; 図 2
を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 通 常 は メ チ ル 化 さ れ て い な い 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 異 常 な D
NAメ チ ル 化 と 関 連 し た 遺 伝 子 転 写 の 沈 黙 化 は 、 腫 瘍 形 成 に お い て 最 も 広 く 研 究 さ れ て い る
後 生 的 な 異 常 で あ る 。 メ チ ル -CpG-結 合 ド メ イ ン 、 転 写 の コ リ プ レ ッ サ ー 、 ク ロ マ チ ン 再
構 成 タ ン パ ク 質 お よ び ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 か ら な る タ ン パ ク 質 複 合 体 の 高 メ チ ル 化
DNA領 域 へ の 結 合 に よ り 、 転 写 が 抑 制 化 (沈 黙 化 )さ れ た ク ロ マ チ ン 状 態 が 引 き 起 こ さ れ る
。 真 核 細 胞 で は 、 グ ア ノ シ ン 残 基 の す ぐ 5'側 の シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 は 、 CGに 乏 し い 領
域 で 優 先 的 に 起 こ る 。 こ れ に 対 し て 、 CpGア イ ラ ン ド は 一 般 に 、 X染 色 体 の 不 活 性 化 お よ び
親 特 異 的 刷 込 み の 間 (こ の 場 合 、 5'調 節 領 域 の メ チ ル 化 が 転 写 抑 制 と 結 び 付 く )を 除 い て 、
正 常 細 胞 で は メ チ ル 化 さ れ な い ま ま で あ る 。 網 膜 芽 細 胞 腫 (Rb)遺 伝 子 の 新 規 メ チ ル 化 が 、
ご く 一 部 の 網 膜 芽 細 胞 腫 で 実 証 さ れ て お り (Sakaiら 、 Am. J. Hum. Genet. 48:880, 1991)
、 VHL遺 伝 子 の 異 常 な メ チ ル 化 が 、 散 発 性 腎 細 胞 ガ ン 腫 の 一 部 で 発 見 さ れ た (Hermanら 、 Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 9700～ 9704, 1994)。 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 発 現 は 同 様 に 、 通
常 は メ チ ル 化 さ れ て い な い 5' CpGア イ ラ ン ド の DNAの 新 規 メ チ ル 化 に よ っ て も 消 失 し 得 る (
例 え ば 、 Issaら 、 Nature Genet. 7: 536, 1994 ; Merloら 、 Nature Med. 1: 686, 1995 ;
 Hermanら 、 Cancer Res. 56: 722, 1996を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 CpGア イ ラ ン ド の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 異 常 な メ チ ル 化 は 同 様 に 、 ガ ン の 発 生 と も 関 連 し
て い た 。 造 血 器 悪 性 腫 瘍 で は 、 例 え ば 、 E-カ ド ヘ リ ン の 高 メ チ ル 化 (Graffら 、 Cancer Res
. 55: 5195～ 5199, 1995)、 DAP-キ ナ ー ゼ の 高 メ チ ル 化 (Katzenellenbogenら 、 Blood 93: 
4347～ 4353, 1999)、 な ら び に 細 胞 周 期 調 節 因 子 p15 I N K 4 B お よ び p16 I N K 4 A の 高 メ チ ル 化 が
、 遺 伝 子 不 活 化 と 関 連 し て い る (Hermanら 、 Cancer Res. 57:837～ 841 1997; Melkiら 、 Bl
ood 95:3208～ 3213, 2000 ; Ngら 、 Clin. Canc. Res. 7:1724～ 1729, 2001)。 高 メ チ ル 化
に よ る 転 写 沈 黙 化 は 同 様 に 、 CDKN2A遺 伝 子 (Hermanら 、 Cancer Res. 55:4525～ 4530, 1995
)、 MGMT(Estellerら 、 Cancer Res. 59: 793～ 797, 1999)、 お よ び MLH1遺 伝 子 (Hermanら 、
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:6870～ 6875, 1998)で も 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 染 色 体 位 置 17p13.3の CpGア イ ラ ン ド の 高 メ チ ル 化 は 、 ヒ ト の ガ ン の 多 く の 共 通 型 に お い
て 観 測 さ れ て お り (Makosら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1929, 1992; Makosら 、 Can
cer Res. 53:2715, 1993; Makosら 、 Cancer Res. 53:2719, 1993)、 そ し て 脳 腫 瘍 、 結 腸
ガ ン 、 お よ び 腎 臓 ガ ン に お け る 17p喪 失 お よ び p53突 然 変 異 の タ イ ミ ン グ や 頻 度 と 符 号 し て
い る 。 通 常 は メ チ ル 化 さ れ て い な い プ ロ モ ー タ ー 領 域 の CpGア イ ラ ン ド の 高 メ チ ル 化 に 関
わ る 遺 伝 子 転 写 の 沈 黙 化 は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 を 不 活 化 す る た め の コ ー ド 領 域 の 突 然 変 異 の
も う 一 つ の 機 構 と 見 な さ れ て い る (Baylinら 、 Cancer Cells 3:383, 1991; Jonesお よ び Bu
ckley, Adv. Cancer Res. 54:1～ 23, 1990)。 こ の 変 化 は 同 様 に 、 第 3染 色 体 短 腕 (3p)上 の
腎 臓 ガ ン の 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 で あ る VHL(Hermanら 、 上 記 , 1994)、 第 6染 色 体 長 腕 (6q)上 の エ
ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 遺 伝 子 (Ottavianoら 、 Cancer Res. 54:2552, 1994)、 お よ び 第 11染 色 体
短 腕 (11p)上 の H19遺 伝 子 (Steenmanら 、 Nature Genetics, 7: 433, 1994)の 発 現 の 喪 失 と
も 関 連 付 け ら れ て い る 。 SOCS-1遺 伝 子 転 写 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 は 、 肝 細 胞 ガ ン 、 多 発
性 骨 髄 腫 、 お よ び 急 性 白 血 病 を 含 む 、 種 々 の ガ ン と 関 連 し て い る (Yoshikawaら 、 Nat. Gen
et. 28:29～ 35, 2001、 こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に よ り 、 試 験 細 胞 に お い て 、 表 1に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の 後
生 的 な 沈 黙 化 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す ま
た は 示 す 素 因 を 呈 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 後 生 的 に 沈 黙 化
さ れ た 遺 伝 子 は 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 SFRP5、 CXX1
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、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 DLX7、 POR1、 MBNL、 T
RADD、 PDIP、 RAD23B、 RPL13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT、 も し く は TRIM32遺 伝 子 、 ま た は そ
の よ う な 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ と す る こ と が で き る 。 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す 、 ま た は 示 す 素
因 を 呈 す る 細 胞 は 、 新 生 物 細 胞 と す る こ と が で き 、 こ れ は 例 え ば 、 胃 腸 ポ リ ー プ の 細 胞 の
よ う な 前 ガ ン 状 態 の 細 胞 と す る こ と が で き る 、 ま た は ガ ン 細 胞 、 例 え ば 、 結 腸 直 腸 ガ ン 細
胞 も し く は 胃 ガ ン 細 胞 の よ う な ガ ン 腫 細 胞 、 ま た は 肉 腫 細 胞 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 一 つ の 態 様 と し て 、 本 発 明 の 方 法 に は 部 分 的 に 、 試 験 細 胞 ま た は 試 料 中 の 遺 伝 子 の メ チ
ル 化 状 態 を 、 調 節 さ れ た 増 殖 を 示 す 対 応 細 胞 中 の 対 応 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 と 比 較 す る こ
と が 必 要 と さ れ る 。 本 明 細 書 で は 、 「 対 応 (す る )」 と い う 用 語 は 、 試 験 物 質 が 比 較 さ れ て
い る 基 準 物 質 を 意 味 す る 。 一 般 に 、 基 準 物 質 と は 、 試 験 物 質 が 比 較 さ れ る 対 照 ま た は 標 準
を 示 す 。 例 え ば 、 メ チ ル 化 状 態 が 調 べ ら れ て い る SFRP遺 伝 子 に 対 し て 、 対 応 す る 非 メ チ ル
化 SFRP遺 伝 子 と は 、 非 メ チ ル 化 SFRP遺 伝 子 が 、 メ チ ル 化 状 態 が 調 べ ら れ て い る SFRP遺 伝 子
と 同 じ 種 類 の 遺 伝 子 で あ る こ と 、 例 え ば 、 試 験 遺 伝 子 お よ び 対 応 す る 非 メ チ ル 化 遺 伝 子 が
と も に ヒ ト の SFRP1遺 伝 子 で あ る こ と を 意 味 す る 。 試 験 細 胞 に 対 し て 、 調 節 さ れ た 増 殖 を
示 す 対 応 細 胞 と は 一 般 に 、 正 常 細 胞 、 即 ち 、 健 常 者 に お け る そ の 細 胞 集 団 に 特 徴 的 な 細 胞
周 期 お よ び 増 殖 様 式 を 有 す る 細 胞 、 例 え ば 、 調 べ ら れ て い る 試 験 細 胞 が CRC細 胞 で あ る 疑
い が あ る 場 合 、 正 常 な 結 腸 直 腸 の 上 皮 細 胞 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 試 験 細 胞 、 ま た は 全 部 も し く は メ チ ル 化 状 態 に つ い て 調 べ ら れ る 遺 伝
子 の 5'調 節 領 域 の CpGア イ ラ ン ド を 含 む 一 部 分 を 含 有 す る 、 細 胞 の 核 酸 、 特 に ゲ ノ ム DNAを
含 む 試 験 細 胞 の 抽 出 物 、 を 含 む 試 料 を 用 い て 実 践 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 試 験 細 胞 は
、 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す 細 胞 の 疑 い が あ る 細 胞 、 例 え ば 、 疑 わ し い 病 巣 の 生 検 試 料 で あ る
、 ま た は 前 ガ ン 状 態 の も し く は 悪 性 の 細 胞 に 近 接 す る (ま た は 近 接 し て い た )細 胞 、 例 え ば
、 疑 わ し い 病 巣 部 位 の 外 側 の 1箇 所 ま た は 数 箇 所 で 採 取 さ れ る 細 胞 試 料 で あ っ て 、 そ の 試
験 細 胞 に よ り 、 例 え ば 、 外 科 手 術 を 行 う べ き 度 合 い の 指 標 が 得 ら れ る 、 ま た は 切 除 縁 か ら
採 取 さ れ る 細 胞 試 料 で あ っ て 、 そ の 試 験 細 胞 は 、 ガ ン が 完 全 に 切 除 さ れ た か ど う か を 決 定
す る た め に 、 も し く は ガ ン が 再 発 し た か ど う か を 決 定 す る た め に 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 調 べ ら れ る 試 験 細 胞 は 同 様 に 、 例 え ば 、 培 養 系 が 樹 立 さ れ た 細 胞 と
実 質 的 に 同 じ 増 殖 特 性 を 示 す 初 代 培 養 細 胞 を 樹 立 す る 目 的 で 、 ま た は 被 検 体 に 再 投 与 す る
た め に 細 胞 を 処 理 す る お よ び /も し く は 増 殖 さ せ る 目 的 で 、 被 検 体 か ら 得 ら れ か つ 培 養 液
中 に 入 れ ら れ た 初 代 細 胞 と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 つ ま た は 複 数 の ガ ン 関 連 遺 伝 子
の 発 現 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 示 す 、 結 腸 直 腸 の 上 皮 細 胞 は 、 CRCを 患 う ガ ン 患 者 か ら
得 る こ と が で き る 。 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 /遺 伝 子 (複 数 )の 発 現 を 回 復 さ せ る 能 力 を 目 的 と
し て 試 験 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 薬 剤 を 用 い て 、 そ の 細 胞 を 培 養 液 中 で 処 理 す る こ と が 可
能 で あ り 、 そ れ に よ っ て そ の ガ ン 患 者 、 ま た は 一 つ ま た は 複 数 の 同 一 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に
よ る 沈 黙 化 を 特 徴 と す る CRCを 患 う 他 の 患 者 を 治 療 す る の に 有 効 と な り 得 る 薬 剤 を 同 定 す
る 手 段 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 試 験 細 胞 は 、 細 胞 を 含 む 試 料 を 得 る 臨 床 場 面 で 通 常 使 用 さ れ る 任 意 の 方 法 で 被 検 体 か ら
得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 試 験 細 胞 (ま た は 試 験 細 胞 を 含 む 試 料 )は 、 試 験 さ れ る 細 胞 を
含 む 器 官 ま た は 組 織 の 針 生 検 の よ う な 生 検 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 従 っ て 、 試 験 細 胞
は 、 胃 腸 管 試 料 (例 え ば 、 ポ リ ー プ の 生 検 )、 肝 臓 試 料 、 骨 髄 試 料 、 皮 膚 試 料 、 リ ン パ 節 試
料 、 腎 臓 試 料 、 肺 試 料 、 筋 肉 試 料 、 骨 試 料 、 脳 試 料 な ど か ら 得 る こ と が で き る 。 試 験 細 胞
は 同 様 に 、 生 体 液 成 分 、 例 え ば 、 血 液 、 リ ン パ 液 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 喀 痰 、 大 便 、 尿 、 ま
た は 射 精 液 と す る こ と も で き る 。 適 切 な 場 合 、 試 験 細 胞 は 同 様 に 、 結 腸 、 子 宮 、 腹 腔 な ど
か ら 試 験 細 胞 を 得 る た め の 、 例 え ば 、 洗 浄 に よ り 、 ま た は 骨 髄 試 料 を 得 る た め の 、 例 え ば
、 吸 引 法 に よ り 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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　 本 発 明 の 方 法 は 同 様 に 、 全 部 ま た は 調 べ ら れ る 遺 伝 子 も し く は 遺 伝 子 (複 数 )の 部 分 を 含
む CpGア イ ラ ン ド 、 を 含 む 試 験 細 胞 の 核 酸 、 特 に ゲ ノ ム DNAを 含 む 、 試 験 細 胞 の 抽 出 物 を 用
い て 実 践 す る こ と も で き る 。 抽 出 物 は 、 例 え ば 、 試 験 細 胞 を 含 む 組 織 の 凍 結 融 解 試 料 を 含
む 、 未 精 製 抽 出 物 と す る こ と が で き る ; 例 え ば 、 核 マ ト リ ク ス の 成 分 を 含 み 得 る 、 部 分 的
に 精 製 さ れ た ゲ ノ ム DNAを 含 む こ と が で き る ; ま た は 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 お よ び
ア ル コ ー ル 沈 殿 に よ る 処 理 後 に 得 ら れ る 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た ゲ ノ ム DNAを 含 む こ と が で
き る 。 あ る 種 の 態 様 と し て 、 試 験 細 胞 は 同 様 に 、 パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 さ れ る 組 織 学 的 試 料
の 成 分 と す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 後 生 的 な 沈 黙 化 に メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 含 ま れ る 場 合 、 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す ま た は
示 す 素 因 を 呈 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 は 、 細 胞 の 一 つ ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 の メ
チ ル 化 を 検 出 す る 段 階 に よ り 行 わ れ る 。 核 酸 の CpGメ チ ル 化 を 検 出 す る た め の さ ま ざ ま な
周 知 の 方 法 の い ず れ か を 用 い て 、 遺 伝 子 の CpGア イ ラ ン ド の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化
を 検 出 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 修 飾 の 有 無 が 検 出 可 能 と さ れ る よ う に 、
非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 ま た は メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 の ど ち ら か を 選 択 的 に 修 飾 す る が 、
そ の 両 方 で は な い 一 つ ま た は 一 連 の 化 学 試 薬 と 遺 伝 子 を 接 触 さ せ る 段 階 ; 配 列 の 切 断 の 有
無 が 検 出 可 能 と さ れ る よ う に 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 認 識 部 位 を 有 し 、 CpGの メ チ ル 化
シ ト シ ン 残 基 が 有 る か CpGの メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 が 無 い か の ど ち ら か で あ る が 、 そ の 両
方 で は な い 認 識 部 位 を 切 断 す る メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と 遺 伝 子 配 列 を 接
触 さ せ る 段 階 ; ま た は 遺 伝 子 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し か つ CpGメ チ ル 化 が 存 在 す
る か ど う か に つ い て 決 定 す る こ と を 可 能 と す る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ
マ ー 、 ま た は 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 と 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 を 接 触 さ せ る 段 階 が 含 ま れ る 。 そ の よ
う な 方 法 の 例 が 本 明 細 書 に 提 供 さ れ て お り 、 そ の よ う な 方 法 に 対 す る 変 更 お よ び 変 形 は 、
当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 標 的 遺 伝 子 の メ チ ル 化 は 、 例 え ば 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 さ れ る シ ト シ ン 残 基
を 含 む 5'調 節 領 域 中 の 認 識 部 位 を 切 断 す る 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と 、
遺 伝 子 を 含 む 核 酸 の 5'調 節 領 域 を 含 む 領 域 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き 、
核 酸 の 切 断 に よ り メ チ ル 化 お よ び 、 故 に 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 示
さ れ る 。 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 Acc III
、  Ban I、 BstN I、 MspI、 お よ び Xma Iを 含 む 。 或 い は 、 ま た は さ ら に 、 メ チ ル 化 に よ る
沈 黙 化 は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 さ れ る シ ト シ ン 残 基 を 含 む 5'調 節 領 域 中 の 認 識
部 位 を 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 が メ チ ル 化 さ れ て い な い 場 合 に 切 断 す る 、 メ
チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と 、 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 の 5'調 節 領 域 を 含 む 領 域 を 接
触 さ せ る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き 、 核 酸 が 切 断 さ れ な い こ と に よ り 試 験 細 胞 の 遺 伝
子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 示 さ れ る 。 そ の よ う な メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ は 、 Acc II、  Ava I、 BssH II、 BstU I、 Hpa II、 お よ び Not Iに よ り 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 標 的 遺 伝 子 配 列 を 含 む 核 酸 の 切 断 の 有 無
は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ ま た は 連 続 性 を 検 出 す る の に 有 用 な 任 意 の 方 法 を 用 い て
同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 配 列 の 切 断 は 、 切 断 部 位 の 地 図 作 製 を 可 能 と
す る 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 、 ま た は 相 対 サ イ ズ 、 電 荷 、 も し く は そ の 組 み 合 わ せ に
基 づ い て 核 酸 を 分 離 す る 、 そ の 他 の 電 気 泳 動 法 も し く は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 用 い て 検
出 す る こ と が で き る 。 標 的 遺 伝 子 の 切 断 は 同 様 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 ア ッ セ イ に よ
り 検 出 す る こ と も で き 、 こ の ア ッ セ イ 法 で は 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と の 接 触 後 に 、 そ
の 標 的 遺 伝 子 配 列 と 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 部 位 の 上 流 か つ 近 傍 に 選 択 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 第 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ら び に そ の 切 断 部 位 の 下 流 か つ 近 傍 に 選 択 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 接 触 さ せ 、 そ し て さ ら に 、 切 断 さ れ て い な い
場 合 に は 、 そ の 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 相 互 に 近 接 し て と も に 連 結 さ れ る が 、 切 断 さ
れ て い る 場 合 に は 、 連 結 が 起 こ ら な い よ う に 、 リ ガ ー ゼ と 接 触 さ せ る 。 連 結 反 応 後 、 オ リ
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ゴ ヌ ク レ オ チ ド の サ イ ズ ま た は そ の 他 の 関 連 パ ラ メ ー タ を 決 定 す る こ と に よ り 、 連 結 さ れ
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 連 結 さ れ て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 区 別 す る こ と が で き 、
そ れ に よ っ て 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 指 標 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 は 同 様 に 、 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 の 5'調 節 領 域 を
、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 ま た は メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 の ど ち ら か を 選 択 的 に 修 飾 す る 化
学 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び そ の 接 触 に よ り 産 生 さ れ る 産 物 を 検 出 す る こ と に よ り 検
出 す る こ と が で き 、 そ の 際 に 産 物 に よ り 遺 伝 子 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の メ
チ ル 化 が 示 さ れ 、 そ れ に よ っ て 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 検 出 さ れ る 。
例 え ば 、 産 物 は 、 電 気 泳 動 法 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 質 量 分 析 法 、 ま た は そ の よ う な 方
法 の 組 み 合 わ せ に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 態 様 の 一 つ の 局 面 と し て 、 遺 伝 子 を 、 シ ト シ ン 残 基 を 修 飾 す る が メ チ ル 化 シ ト シ ン 残
基 を 修 飾 し な い 、 ヒ ド ラ ジ ン と 接 触 さ せ 、 次 に ヒ ド ラ ジ ン で 処 理 さ れ た 遺 伝 子 配 列 を 、 ヒ
ド ラ ジ ン 修 飾 シ ト シ ン 残 基 で 核 酸 を 切 断 す る 、 ピ ペ リ ジ ン の よ う な 試 薬 と 接 触 さ せ 、 そ れ
に よ っ て 断 片 を 含 む 産 物 を 生 じ さ せ る 。 例 え ば 、 電 気 泳 動 法 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ま
た は 質 量 分 析 法 を 用 い て 、 分 子 量 に 応 じ て 断 片 を 分 離 す る こ と と 、 そ の 分 離 パ タ ー ン を 、
同 じ よ う に 処 理 さ れ た 対 応 す る 非 メ チ ル 化 遺 伝 子 配 列 の パ タ ー ン と 比 較 す る こ と で 、 ギ ャ
ッ プ に よ り メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を 含 ん だ 試 験 遺 伝 子 の 位 置 が 明 ら か と な る 。 従 っ て 、 ギ
ャ ッ プ の 存 在 に よ り 、 試 験 細 胞 の 標 的 遺 伝 子 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の メ チ
ル 化 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 別 の 局 面 と し て 、 標 的 遺 伝 子 を 含 む 核 酸 を 、 重 亜 硫 酸 イ オ ン 、 例 え ば 、 重 亜 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム を 含 む 化 学 試 薬 と 接 触 さ せ て 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を 重 亜 硫 酸 塩 修 飾 シ ト シ ン 残
基 に 変 換 し 、 次 い で 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理 遺 伝 子 配 列 を 、 ア ル カ リ 条 件 に 曝 し て 、 重 亜 硫 酸
塩 修 飾 シ ト シ ン 残 基 を ウ ラ シ ル 残 基 に 変 換 す る 。 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム は 、 シ ト シ ン の 5,6-
二 重 結 合 と 容 易 に 反 応 し て (し か し 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン と は そ れ ほ ど 反 応 し な い )脱 ア ミ ノ
化 を 起 こ し 易 い ス ル ホ ン 化 シ ト シ ン 反 応 中 間 体 を 形 成 し 、 そ の 結 果 、 ス ル ホ ン 化 ウ ラ シ ル
を 生 じ る 。 従 っ て 、 ス ル ホ ネ ー ト 基 は 、 ア ル カ リ 条 件 に 曝 す こ と に よ り 除 去 可 能 で あ り 、
結 果 と し て ウ ラ シ ル が 形 成 さ れ る 。 そ の 後 、 DNAを 、 例 え ば 、 PCRに よ り 増 幅 し 、 全 て の Cp
G部 位 の メ チ ル 化 状 態 を 決 定 す る た め に 塩 基 配 列 決 定 す る こ と が で き る 。 ウ ラ シ ル は 、 Taq
ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り チ ミ ン と し て 認 識 さ れ る た め 、 PCRを 行 う と 、 得 ら れ る 産 物 に は 、 最
初 の 鋳 型 DNA中 で 5-メ チ ル シ ト シ ン が 存 在 し て い た 場 所 に だ け シ ト シ ン が 含 ま れ る 。 試 験
細 胞 の 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理 遺 伝 子 配 列 中 の ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を 、 同 様 に 処 理 さ
れ た 非 メ チ ル 化 対 応 配 列 と 比 較 し て 、 試 験 細 胞 由 来 の 遺 伝 子 で ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分
布 の 減 少 が 検 出 さ れ る こ と に よ り 、 試 験 細 胞 の 標 的 遺 伝 子 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト
シ ン 残 基 の メ チ ル 化 が 示 さ れ る 。 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 は 同 様 に 、 重 亜 硫 酸 イ オ ン
処 理 標 的 遺 伝 子 配 列 を 、 ア ル カ リ 条 件 へ の 暴 露 後 に 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む か ま た は ウ ラ シ
ル 残 基 を 欠 く か の ど ち ら か で あ る が 、 そ の 両 方 で は な い 、 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (ま た は そ れ が な い こ と )を 検 出 す る こ と に よ り 、 検 出 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 ま た は 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 」 ま た は 「 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 中 ス ト リ ン ジ ェ ン ト の ま た
は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト の 条 件 の 下 で 、 生 じ か つ 安 定 で あ る 二 つ の 核 酸 の 相 互 作 用 を 指 す 。
従 っ て 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 標 的 核 酸 と の
間 で 選 択 的 に 起 こ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 標 的 核 酸 以 外 の 核 酸 (標 的 核 酸 に 関 連 す る が
遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 別 の メ ン バ ー を コ ー ド す る 核 酸 で は な い も の を 含 む )と の 間 で は 実 質
的 に 起 こ ら な い 。 一 般 に 、 標 的 核 酸 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ
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マ ー と し て 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長 さ が 少 な く と も 約 12～ 15ヌ ク レ オ チ ド 、 一 般
に 、 長 さ が 少 な く と も 約 18～ 20ヌ ク レ オ チ ド 、 通 常 、 長 さ が 少 な く と も 約 21～ 25ヌ ク レ オ
チ ド 、 お よ び 特 に 、 長 さ が 約 26～ 35ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る 際 に 有
用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 、 配 列 番 号 :1～ 296と し て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る (表 2
、 3お よ び 4を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 と す る 条 件 は 、 実 験 的 に 決 定 す る こ と が で き る 、
ま た は 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 標 的 核 酸 の 相 対 GC:AT(ま た
は GC:AU)含 量 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ 、 な ら び に も し あ れ ば 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 標 的 配 列 と の 間 の 誤 対 合 の
数 に 基 づ い て 推 測 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Sambrookら 、 「 Molecular Cloning」 : A la
boratory manual(Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989)を 参 照 さ れ た い )。 従 っ て
、 特 定 の レ ベ ル の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 得 る た め に 使 用 さ れ る 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 核 酸 の 性 質 に よ り 変 化 す る も の と 思 わ れ る 。 他 に 考 慮 す べ き 点 と し て は 、 核 酸 の 一 方 を
、 例 え ば 、 フ ィ ル タ ー 膜 に 固 定 化 さ せ る か ど う か と い う 点 が 挙 げ ら れ る 。 段 階 的 に 高 く な
る ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 例 は 、 次 の 通 り で あ る : 約 室 温 で 2× SSC/0.1% SDS(ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ); 約 室 温 で 0.2× SSC/0.1% SDS(低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 ); 約 42℃
で 0.2× SSC/0.1% SDS(中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 ); お よ び 約 62℃ で 0.1× SSC(高 ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー 条 件 )。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び /ま た は 洗 浄 は 、 こ れ ら の 条 件 の う ち の
一 つ だ け 、 例 え ば 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 用 い て 行 う こ と が 可 能 で あ り 、 ま た は こ
れ ら の 条 件 の い ず れ か を 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 列 挙 し た ス テ ッ プ の い ず れ か
ま た は 全 て を 上 記 の 順 に そ れ ぞ れ 10～ 15分 間 繰 り 返 し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 標 的 遺 伝 子 (例 え ば 、 表 1に 掲 載 の 遺 伝 子 )と の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 方 法 を 行 う
こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 標 識 は 、 都 合 よ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連
結 で き か つ 簡 単 に 利 用 可 能 な 装 置 を 用 い て 検 出 で き る 、 任 意 の 分 子 と す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 検 出 可 能 な 標 識 は 、 Cy3、 Cy5、 Fam、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ま た は 緑 色
蛍 光 タ ン パ ク 質 も し く は そ の 増 強 型 か 改 良 型 の よ う な 蛍 光 化 合 物 ; イ オ ウ -35、 テ ク ネ シ
ウ ム -99、 リ ン -32、 ト リ チ ウ ム ま た は ヨ ウ 素 -125の よ う な 放 射 性 核 種 ; 炭 素 -13、 Gd-157
、 Mn-55、 Dy-162、 Cr-52ま た は Fe-56の よ う な 常 磁 性 磁 気 標 識 ; エ ク オ リ ン の よ う な 発 光
化 合 物 ; 化 学 発 光 化 合 物 ; 金 属 キ レ ー ト ; ル シ フ ェ ラ ー ゼ も し く は β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
の よ う な 酵 素 、 ま た は 酵 素 に 対 す る 基 質 ; ま た は 受 容 体 も し く は 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド
、 例 え ば 、 ビ オ チ ン と す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 標 識 を 検 出 す る た め の 手 段 は 、 標 識
の 特 性 に 基 づ い て 選 択 さ れ る も の と 思 わ れ 、 標 識 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 す る た め の
手 段 に つ い て も 同 様 で あ る (例 え ば 、 Hermanson、 「 Bioconjugate Techniques」 (Academic
 Press 1996)を 参 照 さ れ た い 、 こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 同 様 に 、 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー 伸
長 反 応 の た め の 基 質 と し て 利 用 し 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 が 進 行 す る の に 十 分 な 条 件 の 下 で
、 試 料 を 、 必 要 に 応 じ て 、 検 出 可 能 な dNTP(例 え ば 、 蛍 光 標 識 dNTP、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 d
NTP、 ま た は ビ オ チ ン 標 識 dNTP)を 含 む 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (dNTP)、 お よ び DNA依
存 的 DNAポ リ メ ラ ー ゼ と さ ら に 接 触 さ せ 、 そ し て プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 の 産 物 を 検 出 す る こ
と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 を 行 う た め の 条 件 は 、 当 技 術 分 野 に
お い て よ く 知 ら れ て い る (例 え ば 、 Sambrookら 、 上 記 、 1989を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ア ル カ リ 条 件 へ の 暴 露 後 の 、 標 的 遺 伝 子 配 列 を 含 む 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理 核 酸 中 の ウ ラ シ
ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 は 同 様 に 、 PCRの よ う な 増 幅 反 応 に よ り 検 出 す る こ と も で き る 。 増
幅 反 応 は 、 標 的 核 酸 へ の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 の フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー の 選
択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 と す る 条 件 の 下 で 行 わ れ る 。 一 般 に 、 反 応 は 、 緩 衝 水
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溶 液 中 、 約 pH 7～ 9、 通 常 約 pH 8で 行 わ れ る 。 さ ら に 、 反 応 は 一 般 に 、 標 的 核 酸 に 対 し プ
ラ イ マ ー の モ ル 過 剰 に て 、 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー 対 ゲ ノ ム DNAが 約 100対 1の 比 率 で 行 わ れ る
。 例 え ば 、 生 物 試 料 を 用 い る 診 断 手 順 に お い て 、 試 料 中 の 標 的 核 酸 の 量 が 分 か ら な い 場 合
、 一 般 に 少 量 の プ ラ イ マ ー を 添 加 す る だ け で 、 増 幅 反 応 が 進 行 で き る よ う な 十 分 な モ ル 過
剰 に な る と 思 わ れ る が 、 一 連 の プ ラ イ マ ー 量 を 、 並 行 し て 行 わ れ る 試 料 の な か で 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 お よ び dTTPを 、 適 当 な 量 で
、 合 成 混 合 物 (こ れ は 、 プ ラ イ マ ー を さ ら に 含 み 得 る )に 、 別 々 に ま た は 混 合 物 と し て 添 加
す る こ と が で き 、 そ し て 得 ら れ た 溶 液 を 、 約 1～ 10分 間 、 好 ま し く は 1～ 4分 間 、 約 90℃ ～ 1
00℃ ま で 加 熱 す る 。 こ の 加 熱 時 間 の 後 、 溶 液 を 室 温 に ま で 冷 却 さ せ る が 、 こ れ は プ ラ イ マ
ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に と っ て は 好 ま し い 。 こ の 冷 却 さ せ た 混 合 物 に 、 プ ラ イ マ ー
伸 長 反 応 を 行 う た め に 適 切 な 試 薬 、 一 般 に は ポ リ メ ラ ー ゼ を 添 加 し 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ
る (実 施 例 1を 参 照 さ れ た い )ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 他 に 知 ら れ る 条 件 の 下 で 反 応 を 起
こ さ せ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ が 熱 安 定 性 で あ る 場 合 、 そ の 他 の 試 薬 と と も に 添 加 す る こ と が で
き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 合 成 を 方 向 づ け る の に 有 効 な 任 意 の 酵 素 と
す る こ と が で き 、 例 え ば 、 大 腸 菌 (E. coli)DNAポ リ メ ラ ー ゼ I、 大 腸 菌 (E. coli)DNAポ リ
メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ー 断 片 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 そ の 他 の 利 用 可 能 な DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、
ポ リ メ ラ ー ゼ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 、 逆 転 写 酵 素 、 お よ び 熱 安 定 酵 素 を 含 む 、 当 技 術 分 野 に
お い て 周 知 で あ り か つ 市 販 さ れ て い る よ う な 、 そ の 他 の 酵 素 を 含 む 。 増 幅 産 物 は 、 配 列 決
定 法 、 オ リ ゴ マ ー 制 限 法 ( Saikiら 、 BioTechnology 3:1008～ 1012, 1985)、 対 立 遺 伝 子 特
異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ 解 析 法 (Connerら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2
78, 1983)、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 ア ッ セ イ (Landegrenら 、 Science 241:1077, 1988)、
お よ び 同 種 の ア ッ セ イ (同 様 に 、 Landegrenら 、 Science 242:229～ 237, 1988を 参 照 さ れ た
い )に よ り 、 メ チ ル 化 さ れ た も の ま た は メ チ ル 化 さ れ て い な い も の と し て 同 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 一 つ の 態 様 と し て 、 増 幅 は 、 増 幅 に 適 し た 条 件 の 下 で 、 標 的 遺 伝 子 配 列 (例 え ば 、 表 1に
掲 載 の 遺 伝 子 )を 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 増 幅 プ ラ
イ マ ー 対 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 行 わ れ 、 そ の 際 に プ ラ イ マ ー 対 の 少 な く と も 一 つ の プ ラ
イ マ ー は 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 標 的 遺 伝 子 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 み 、 増 幅 産 物 の 産 出 に よ り 、 試 験 細 胞 の 標 的 遺 伝 子 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の
シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 が 示 さ れ る 。 別 の 態 様 と し て 、 増 幅 反 応 は 、 増 幅 に 適 し た 条 件 の
下 で 、 標 的 遺 伝 子 配 列 を 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 増
幅 プ ラ イ マ ー 対 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 行 わ れ 、 そ の 際 に プ ラ イ マ ー 対 の 両 プ ラ イ マ ー は
、 シ ト シ ン 残 基 を 含 む 標 的 遺 伝 子 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 ウ ラ シ ル 残 基 を
含 む 標 的 遺 伝 子 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 増 幅 産 物 の 産 出 に よ り 、 試 験 細 胞 の 標 的 遺 伝
子 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 が メ チ ル 化 さ れ て い な い こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 と し て 、 核 酸 の メ チ ル 化 状 態 を 検 出 す る た め 、 メ チ ル 化 特 異 的 PCR(MSP)
の よ う な メ チ ル 化 特 異 的 反 応 を 、 単 独 で 、 ま た は 重 亜 硫 酸 塩 処 理 と 組 み 合 わ せ て 用 い る (
米 国 特 許 第 6,265,171号 ; 米 国 特 許 第 6,200,756号 ; お よ び 米 国 特 許 第 6,017,704号 を 参 照
さ れ た い 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ; 同 様 に 、 実 施 例 1
も 参 照 さ れ た い )。 MSPは 、 少 数 の メ チ ル 化 対 立 遺 伝 子 の 検 出 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋 材 料 を
含 む 、 少 量 の 核 酸 試 料 の 使 用 を 可 能 と す る 特 に 感 度 の 高 い 方 法 で あ り 、 そ し て 同 様 に 、 例
え ば 、 単 一 試 料 中 の 非 メ チ ル 化 産 物 お よ び メ チ ル 化 産 物 の 同 時 検 出 を 含 む 、 多 重 解 析 に 好
都 合 に 適 合 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 内 部 対 照 が 与 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 MSP反 応 で 使 用 さ れ る 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 重 亜 硫 酸 塩 未 処 理 ま た は 非 修 飾 DNAと 、 メ チ
ル 化 お よ び 非 メ チ ル 化 DNAと を 特 異 的 に 識 別 す る よ う に 設 計 す る 。 非 メ チ ル 化 DNAに 対 す る
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MSPプ ラ イ マ ー 対 (非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 )は 一 般 に 、 3'-CpG対 中 に チ ミ ジ ン 残 基
を 有 し 、 メ チ ル 化 DNA中 に 保 持 さ れ て い る シ ト シ ン 残 基 と こ の チ ミ ジ ン 残 基 と が 区 別 さ れ
る 、 そ し て こ の 相 補 体 が ア ン チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー 用 と し て 設 計 さ れ る 。 セ ン ス (フ ォ ワ
ー ド )プ ラ イ マ ー 中 に は シ ト シ ン が 存 在 せ ず 、 ア ン チ セ ン ス (リ バ ー ス )プ ラ イ マ ー 中 に は
グ ア ニ ン が 存 在 し な い の で 、 通 常 、 MSPプ ラ イ マ ー 対 に は 、 そ の 配 列 中 に 比 較 的 少 量 の シ
ト シ ン ま た は グ ア ニ ン 残 基 が 含 ま れ る ; シ ト シ ン は 修 飾 さ れ て ウ ラ シ ル と な り 、 こ の ウ ラ
シ ル は 増 幅 産 物 中 で は チ ミ ジ ン と し て 増 幅 さ れ る 。 MSP非 メ チ ル 化 (MSP(U))特 異 的 プ ラ イ
マ ー 対 お よ び MSPメ チ ル 化 (MSP(M))特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 は 、 表 2お よ び 3に 例 示 さ れ て い る
。 例 え ば 、 そ の よ う な 方 法 に 有 用 な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 に は 、 例 え ば 、 SFRP1、 SFRP2、 SFRP
4、 ま た は SFRP5遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 の メ チ ル 化 を 検 出 す る の に 有 用 な メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ
イ マ ー で あ る 、 配 列 番 号 :23お よ び 24、 配 列 番 号 :111お よ び 112、 配 列 番 号 :115お よ び 116
、 配 列 番 号 :119お よ び 120、 配 列 番 号 :125お よ び 126、 配 列 番 号 :129お よ び 130、 配 列 番 号 :
133お よ び 134、 配 列 番 号 :139お よ び 140、 ま た は 配 列 番 号 :143お よ び 144に 記 載 の プ ラ イ マ
ー 対 ; な ら び に SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 ま た は SFRP5遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 の メ チ ル 化 が な い
こ と を 検 出 す る の に 有 用 な 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る 、 配 列 番 号 :25お よ び 26、
配 列 番 号 :113お よ び 114、 配 列 番 号 :117お よ び 118、 配 列 番 号 :121お よ び 122、 配 列 番 号 :12
7お よ び 128、 配 列 番 号 :131お よ び 132、 配 列 番 号 :135お よ び 136、 配 列 番 号 :141お よ び 142
、 ま た は 配 列 番 号 :145お よ び 146に 記 載 の プ ラ イ マ ー 対 が 含 ま れ る 。 例 示 の メ チ ル 化 特 異
的 お よ び 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 、 な ら び に 表 1に 掲 載 さ れ て い る 遺 伝 子 の よ う な
標 的 遺 伝 子 の 一 部 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 利 用 可 能 性 を 考 慮 し て 、 表 1に 掲 載 さ れ て い
る よ う な メ チ ル 化 も し く は 非 メ チ ル 化 遺 伝 子 ま た は そ の 他 に 同 定 さ れ た 標 的 遺 伝 子 の 増 幅
の ほ か 、 SFRP遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の よ う な 、 掲 載 の 遺 伝 子 に 関 連 す る フ ァ ミ リ ー メ
ン バ ー の 増 幅 に 有 用 な さ ら な る メ チ ル 化 特 異 的 お よ び 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 が 、
容 易 に 作 製 さ れ 得 る と 認 識 さ れ る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 従 っ て 、 一 つ の 局 面 と し て 、 MSPを 、 ア ル カ リ 処 理 後 の 重 亜 硫 酸 イ オ ン 処 理 標 的 遺 伝 子
中 の ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 を 検 出 す る た め に 使 用 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 増 幅 に
適 し た 条 件 の 下 で 、 遺 伝 子 配 列 を 、 第 一 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 第 二 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 と
接 触 さ せ る 段 階 に よ り 行 う こ と が で き 、 第 一 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ
ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 み 、 第 一 プ ラ イ マ ー 対 の 少 な く と も 一 つ の プ ラ イ マ ー
は 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ し て 第 二 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ
び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 み 、 第 二 プ ラ イ マ ー 対 の 両 プ ラ イ マ ー は 、 シ ト シ ン 残 基 を 含
む 標 的 遺 伝 子 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 標 的 遺 伝 子 配 列 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 そ し て 第 一 プ ラ イ マ ー 対 に よ り 産 出 さ れ る 増 幅 産 物 が 、 も し あ れ ば 、
第 一 の 長 さ を 有 し 、 そ し て 第 二 プ ラ イ マ ー 対 に よ り 産 出 さ れ る 増 幅 産 物 が 、 も し あ れ ば 、
第 一 の 長 さ と 異 な る 第 二 の 長 さ を 有 し 、 増 幅 産 物 の 長 さ に よ っ て 、 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た
は 分 布 お よ び 、 そ れ 故 、 試 験 細 胞 の 標 的 遺 伝 子 に お け る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残
基 の メ チ ル 化 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ウ ラ シ ル 残 基 の 量 ま た は 分 布 は 同 様 に 、 増 幅 に 適 し た 条 件 の 下 で 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域
を 、 第 一 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 第 二 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 と 接 触 さ せ る 段 階 に よ り 行 う こ と
が で き 、 第 一 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー
を 含 み 、 第 一 プ ラ イ マ ー 対 の 少 な く と も 一 つ の プ ラ イ マ ー は 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 遺 伝 子
の 5'調 節 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含
み 、 そ し て 第 二 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ
ー を 含 み 、 第 二 プ ラ イ マ ー 対 の 両 プ ラ イ マ ー は 、 シ ト シ ン 残 基 を 含 む 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 ウ ラ シ ル 残 基 を 含 む 遺 伝 子 の 5'調
節 領 域 の 対 応 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 そ し て 第 一 プ ラ イ マ ー 対 に よ り 産
出 さ れ る 増 幅 産 物 が 、 も し あ れ ば 、 第 一 の 長 さ を 有 し 、 そ し て 第 二 プ ラ イ マ ー 対 に よ り 産
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出 さ れ る 増 幅 産 物 が 、 も し あ れ ば 、 第 一 の 長 さ と 異 な る 第 二 の 長 さ を 有 し 、 増 幅 産 物 の 長
さ に よ っ て 、 ウ ラ シ ル 残 基 お よ び 、 そ れ 故 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の
シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 が 示 さ れ 、 そ れ に よ っ て 試 験 細 胞 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙
化 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す ま た は 示 す 疑 い の あ る 細 胞 の 遺 伝 子 (例 え ば 、 ガ ン 関 連 遺 伝 子 )の
メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 は 同 様 に 、 試 験 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び そ の
遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る RNAの 発 現 増 加 を 、 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ れ て い な い 試 験 細 胞
の RNAの 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 検 出 す る 段 階 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方
法 は 、 調 節 さ れ た 増 殖 を 示 す 対 応 細 胞 、 ま た は 対 応 細 胞 の 抽 出 物 に お い て 、 遺 伝 子 の 5'調
節 領 域 の CpGア イ ラ ン ド の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 残 基 の 、 も し あ れ ば 、 メ チ ル 化 を
検 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 。 脱 メ チ ル 化 剤 は 、 DACの よ う な メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻 害 剤 と す
る こ と が で き る 。 RNAの 発 現 増 加 は 、 例 え ば 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 逆 転 写 -ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 法 、 ま た は 本 明 細 書 に 開 示 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ア レ イ へ の 選 択 的 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 、 RNAを 検 出 す る た め の 任 意 の 方 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る
。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 高 速 大 量 処 理 の 形 式 で 実 施 す る こ と が で き 、 そ の 際 に 試 験 細
胞 、 ま た は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 に は 、 複 数 の 、 試 験 細 胞 、 も し く は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 、 ま た
は そ の 組 み 合 わ せ の う ち の 一 つ が 含 ま れ る ; そ し て 複 数 の 、 試 験 細 胞 、 ま た は 試 験 細 胞 の
抽 出 物 の そ れ ぞ れ が 、 同 じ も し く は 異 な る 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 高 速 大 量 処 理 の 形 式 に 適 用 す る 際 に 、 試 験 細 胞 、 ま た は 試 験 細 胞 の 抽 出
物 は 、 ア レ イ (こ れ は ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ と す る こ と が で き る )の 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 、 ガ
ラ ス ス ラ イ ド 、 ま た は ビ ー ズ の よ う な 固 体 支 持 体 上 に 配 列 す る こ と が で き 、 そ の 細 胞 (ま
た は 抽 出 物 )を 、 本 明 細 書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー (も し
く は プ ラ イ マ ー 対 )と 連 続 的 に ま た は 並 行 し て 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 ア レ イ に ま た は
そ の 他 に 再 現 可 能 な 形 態 で 配 列 さ れ る 試 料 に は 、 ア ド レ ス (即 ち 、 ア レ イ 上 で の 位 置 )を 割
り 当 て 可 能 で あ り 、 そ れ に よ っ て 試 料 の 起 源 の 同 定 が 容 易 と な る 。 試 料 を ア レ イ に 、 特 に
ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ に 配 列 す る こ と の さ ら な る 利 点 は 、 さ ま ざ ま な 時 点 で 、 試 薬 を 添 加
す る か 試 料 の 一 つ も し く は 複 数 か ら 試 薬 を 除 去 す る の に 、 ま た は 特 定 の 試 料 に 異 な る 試 薬
を 添 加 す る の に 、 自 動 シ ス テ ム を 使 用 で き る こ と で あ る 。 多 数 の 試 料 を 同 時 に 調 べ る こ と
の 利 便 性 に 加 え 、 そ の よ う な 高 速 大 量 処 理 試 験 に よ り 、 単 一 試 料 の 一 定 分 量 を 二 重 、 三 重
、 ま た は そ れ 以 上 で 調 べ る た め の 手 段 が 提 供 さ れ 、 そ れ に よ っ て 得 ら れ る 結 果 の 有 効 性 が
高 ま る 、 お よ び 試 験 試 料 と 同 じ 条 件 の 下 で 対 照 試 料 を 調 べ る た め の 手 段 が 提 供 さ れ 、 そ れ
に よ っ て 異 な る 試 験 か ら 得 ら れ る 結 果 を 比 較 す る た め の 内 部 標 準 が 得 ら れ る 。 好 都 合 な こ
と に 、 ア レ イ の あ る 位 置 の 細 胞 ま た は 抽 出 物 を 、 区 別 し て 標 識 さ れ て い る か ま た は 区 別 で
き る 産 物 を 産 生 す る 反 応 物 を 含 む 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー (も
し く は プ ラ イ マ ー 対 )の 二 つ ま た は そ れ 以 上 と 接 触 さ せ る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 多 重
ア ッ セ イ を 行 う た め の 手 段 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に よ り 、 試 験 細 胞 に お い て
後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 を 同 定 す る た め 、 1つ ま た は 複 数 の 、 特 に 2、 3、 4、 5、 10、 1
5、 20、 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 試 験 が 可 能 と さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 同 様 に 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 (ま た は そ れ が な い こ と )を 同 定 す る
た め の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 有 用 と な り 得 る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 提 供 さ れ
る 。 本 明 細 書 で は 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 ま た は 「 核 酸 」 と
い う 用 語 は 広 く 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 に よ り と も に 結 合 さ れ て い る 、 二 つ ま た は そ れ 以
上 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 意 味 す る よ う に 使 用 さ れ
る 。 「 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 同 様 に 、 ゲ ノ ム 中 に 含 ま れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指 す よ
う に も 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 。 し か し 、 当 然 の こ と な が ら 遺 伝 子 の 一 部 を 含 む 核 酸 は 、 細
胞 か ら 単 離 で き る こ と ま た は ゲ ノ ム DNAと し て 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 ま
た は PCR反 応 に よ り 調 べ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 ゲ ノ ム 中 で 、 遺 伝 子 が 始 ま る ま た は 終
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わ る 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 が 必 ず し も 明 確 で あ る と は 限 ら な い が 、 本 発 明 で は 、 遺 伝
子 は 、 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た お よ び /ま た は 調 べ ら れ た 種 々 の 遺 伝 子 に 関 し て 表 1に 示 さ れ
る GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 少 な く と も 含 む 不 連 続 の 核 酸
で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 議 論 の 便 宜 上 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 本 明 細 書 で は 、 プ ロ ー ブ ま た は プ
ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 指 す よ う に 用 い ら れ る 一 方 で 、 「 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 」 、 ま た は 「 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 二 つ ま た は そ れ
以 上 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 任 意 の 配 列 を 包 含 す る よ う に よ り 広 く 用 い ら れ る 。 さ ら に 、
「 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 と い う 用 語 は 、 ア レ イ 上 に 存 在 す る 分 子 を 指 す よ う に 用 い ら れ る 。
従 っ て 、 当 然 な が ら 異 な る 核 酸 を 都 合 よ く 区 別 す る た め 、 種 々 の 用 語 が 本 明 細 書 で 使 用 さ
れ る 。 従 っ て 、 そ の 用 語 に は 、 遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 、 cDNA、 合 成 ポ リ デ オ キ シ リ ボ 核 酸
の 配 列 な ど と で き る 、 RNAお よ び DNAが 含 ま れ る 。 一 般 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 、 な ら び に DNA/RNAハ イ ブ リ ッ ド と す る こ と が で き
る が 、 当 然 な が ら プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ る 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 鎖 は 、 例 え ば 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 溶 液 を 、 そ の 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 融 解 温 度 を 超 え る よ う に 加 熱 す る こ と で 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 な ど の 用 語 に は
、 細 胞 か ら 単 離 で き る 天 然 に 存 在 す る 核 酸 分 子 の ほ か 、 例 え ば 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
消 化 に よ り 産 生 さ れ る そ の 断 片 、 お よ び 例 え ば 、 化 学 合 成 法 に よ り ま た は PCRに よ る よ う
な 酵 素 法 に よ り 調 製 で き る 合 成 分 子 が 含 ま れ る 。 種 々 の 態 様 と し て 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ シ ド も し く は ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 ま た は
ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 以 外 の 骨 格 結 合 、 例 え ば 、 チ オ ジ エ ス テ ル 結 合 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー
ト 結 合 、 ペ プ チ ド 様 結 合 も し く は 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 産 生 す る た め ヌ ク レ オ チ ド を 連
結 す る の に 有 用 な 、 当 業 者 に 周 知 の 他 の 任 意 の 結 合 を 含 む こ と が で き る (例 え ば 、 Tamら 、
Nucl. Acids Res. 22:977～ 986, 1994; Eckerお よ び  Crooke, BioTechnology 13:351360,
 1995を 参 照 さ れ た い 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。 天 然
に 存 在 し な い 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 ま た は ヌ ク レ オ チ ド も し く は 類 似 体 を 連 結 す る 結 合 を
組 み 込 む こ と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 例 え ば 、 組 織 培 地 、 細 胞 、 ま た は 生 存 被 検 体 中 を 含
む 、 核 酸 分 解 活 性 を 含 み 得 る 環 境 に 曝 さ れ る よ う な 場 合 、 分 解 に 対 し て 感 受 性 が よ り 低 く
な る よ う に (ま た は 、 必 要 に 応 じ て 、 よ り 高 く な る よ う に )修 飾 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 で
き る た め 、 特 に 有 用 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 般 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る 、 2'-デ オ キ シ リ ボ
ー ス に 連 結 さ れ た ア デ ニ ン 、 シ ト シ ン 、 グ ア ニ ン も し く は チ ミ ン の よ う な デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ま た は リ ボ ー ス に 連 結 さ れ た ア デ ニ ン 、 シ ト シ ン 、 グ ア ニ ン も し く は ウ ラ シ
ル の よ う な リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 し か し 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド )に は 同 様 に 、 天 然 に は 存 在 し な い 合 成 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ
チ ド の 修 飾 型 を 含 む 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 が 含 ま れ て も よ い 。 そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 類
似 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ か つ 市 販 さ れ て お り 、 そ の よ う な 類 似 体 を 含 む ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て も 同 様 で あ る (Linら 、 Nucl. Acids Res. 22:5220～ 5234, 1994; 
Jellinekら 、 Biochemistry 34:11363～ 11372, 1995; Pagratisら 、 Nature Biotechnol. 1
5:68～ 73, 1997、 こ れ ら の そ れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド お よ び ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る ま た は 適 当 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 鋳 型 と し て 用 い 、 組 換 え
DNA法 に よ り 産 生 す る こ と が で き る 。 T7ポ リ メ ラ ー ゼ の よ う な 酵 素 は 、 あ る 種 の ヌ ク レ オ
チ ド 類 似 体 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 込 む こ と が で き 、 故 に 、 適 当 な 鋳 型 か ら 組 換 え 的 に
そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る が 、 相 対 的 に は 、 ヌ
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ク レ オ チ ド 類 似 体 ま た は ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 以 外 の 共 有 結 合 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
一 般 に 、 化 学 的 に 合 成 さ れ る も の と 思 わ れ る (Jellinekら 、 上 記 , 1995)。 従 っ て 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 ジ エ チ ル ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト を 用 い る よ う な 自 動 化 方 法 を 含 む 、
従 来 型 の ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル お よ び ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 法 の よ う な 方 法 (Beaucageら 、 Tetra
hedron Lett., 22:1859～ 1862, 1981を 参 照 さ れ た い )、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 改 変
型 固 体 支 持 体 上 で 合 成 さ れ る 方 法 (米 国 特 許 第 4,458,066号 を 参 照 さ れ た い )に よ り 調 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 標 的 核 酸 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き か つ 遺 伝 子 の 発 現 お よ び /ま た は メ チ ル 化 (ま た
は メ チ ル 化 さ れ て い な い こ と ;「 非 メ チ ル 化 」 )を 検 出 す る た め の 試 薬 と し て 使 用 で き る 、
本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 的 遺 伝 子 の 約 2000ヌ ク レ オ チ ド 上 流 (5'側 )ま た は 下 流
(3'側 )以 内 の 、 お よ び 一 般 に シ ト シ ン の メ チ ル 化 に つ い て 調 べ ら れ る CpGア イ ラ ン ド を 含
む 領 域 の 約 1000ヌ ク レ オ チ ド 以 内 の 、 通 常 は 調 べ ら れ る 部 位 の 約 500ヌ ク レ オ チ ド 以 内 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ る 。 さ ら に 、 上 述 の よ う
に 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
長 さ が 少 な く と も 約 12ヌ ク レ オ チ ド 、 一 般 に 長 さ が 少 な く と も 約 14ま た は 15ヌ ク レ オ チ ド
、 通 常 は 少 な く と も 約 18～ 20ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 標 的 核 酸 に 選 択
的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る よ う に 、 長 さ が 約 25、 30、 35ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド と
す る こ と が で き る (例 え ば 、 表 2、 3、 お よ び 4を 参 照 さ れ た い )。 当 然 な が ら オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 長 さ は 、 部 分 的 に は 、 標 的 遺 伝 子 に 依 存 す る も の と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 標 的 遺 伝
子 が 、 実 質 的 な 配 列 類 似 性 の 領 域 を 有 す る 密 接 に 関 連 す る 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の う ち の 一 つ
で あ る 場 合 、 標 的 遺 伝 子 と の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 も し あ れ ば 、 関 連 遺 伝 子
配 列 /配 列 (複 数 )と の 最 小 限 の 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 確 実 と さ れ る よ う に 、 よ り
長 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ゲ ノ ム 座 に 対 応 す る 二 本 鎖 核 酸 の 少 な く と も 片 方 の 鎖
に (ま た は 介 在 配 列 が 増 幅 さ れ る よ う な 場 合 に は 両 鎖 の そ れ ぞ れ に )実 質 的 に 相 補 的 と な る
よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 と 非 メ チ ル 化 シ ト
シ ン 残 基 を 区 別 す る た め に 使 用 さ れ る よ う な 場 合 に は 、 上 述 の よ う に 、 適 当 な グ ア ニ ン ま
た は シ ト シ ン 残 基 を 含 む も の と 思 わ れ る 。 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 1) 標 的 遺 伝
子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の RT-PCRに 有 用 な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 (例 え ば 、 表 4、 配 列 番 号 :149～
296を 参 照 さ れ た い ); 2) 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の メ チ ル 化 特 異 的 も し く は 非 メ
チ ル 化 特 異 的 増 幅 に 有 用 な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 (例 え ば 、 表 2、 表 中 で MSP(M)は メ チ ル 化 特 異
的 プ ラ イ マ ー 対 (例 え ば 、 配 列 番 号 :3お よ び 4)を 示 し そ し て MSP(U)は 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ
ラ イ マ ー 対 (例 え ば 、 配 列 番 号 :5お よ び 6)を 示 す 、 同 様 に 、 表 3も 参 照 さ れ た い ); ま た は 3
) 重 亜 硫 酸 塩 PCRに 有 用 な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 (例 え ば 、 表 2、 配 列 番 号 :1お よ び 2を 参 照 さ れ
た い )に よ り 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に よ り 、 配 列 番 号 :1～ 296の い ず れ か 一 つ か ら 選 択 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 提 供 さ れ 、 お よ び 配 列 番 号 :1～ 296と し て 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と
も 二 つ (例 え ば 、 2、 3、 4、 5、 ま た は そ れ 以 上 )を 含 む 、 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
複 数 が さ ら に 提 供 さ れ 、 そ の 際 に 、 場 合 に よ っ て は 、 例 え ば 、 標 的 配 列 が メ チ ル 化 さ れ て
い る か メ チ ル 化 さ れ て い な い か に 応 じ て 、 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 表 1に 掲 載 の 遺 伝 子 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ り 同 様 に 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー
お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 含 む 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 、 特 に 、 表 2、 3お よ び 4に 記 載 の フ
ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー 、 リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー ま た は プ ラ イ マ ー 対 の 両 方 (例 え ば 、 配 列
番 号 :1お よ び 2、 配 列 番 号 :3お よ び 4; 配 列 番 号 :5お よ び 6な ど )と で き る 、 配 列 番 号 :1～ 29
6の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 つ 、 お よ び 特 に 二 つ を 含 む プ ラ イ マ ー 対 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 一 つ の 局 面 と し て 、 本 発 明 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 核 酸 の メ チ ル 化 5'調 節 領 域 を 特 異 的
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に 増 幅 す る の に 使 用 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 メ チ ル 化 5'調 節 領
域 を 有 す る SFRPフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー を 増 幅 で き る 、 配 列 番 号 :23お よ び 24、 配 列 番 号 :111
お よ び 112、 配 列 番 号 :115お よ び 116、 配 列 番 号 :119お よ び 120、 配 列 番 号 :125お よ び 126、
配 列 番 号 :129お よ び 130、 配 列 番 号 :133お よ び 134、 配 列 番 号 :139お よ び 140ま た は 配 列 番
号 :143お よ び 144に よ り 例 示 さ れ る (表 2お よ び 3を 参 照 さ れ た い )。 別 の 局 面 と し て 、 本 発
明 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 核 酸 の 非 メ チ ル 化 5'調 節 領 域 を 特 異 的 に 増 幅 す る の に 使 用 す る
こ と が で き 、 そ の よ う な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 非 メ チ ル 化 5'調 節 領 域 を 有 す る SFRPフ ァ ミ
リ ー メ ン バ ー を 増 幅 で き る 、 配 列 番 号 :25お よ び 26、 配 列 番 号 :113お よ び 114、 配 列 番 号 :1
17お よ び 118、 配 列 番 号 :121お よ び 122、 配 列 番 号 :127お よ び 128、 配 列 番 号 :131お よ び 132
、 配 列 番 号 :135お よ び 136、 配 列 番 号 :141お よ び 142ま た は 配 列 番 号 :145お よ び 146に よ り
例 示 さ れ る (表 2お よ び 3を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 は 同 様 に 、 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 例
え ば 、 複 数 の そ の よ う な 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 キ ッ ト に 関 す る 。 一 つ の
態 様 と し て 、 本 発 明 の キ ッ ト の 複 数 の 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 一 組
の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 (例 え ば 、 フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー )を 含
み 、 そ し て 例 え ば 、 表 2、 表 3、 お よ び /ま た は 表 4に 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 、 複 数
組 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 含 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 例 え ば 、 一 つ ま
た は 複 数 の 種 類 の ガ ン 細 胞 で メ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る ま た は
そ の 疑 い が あ る 特 定 遺 伝 子 の メ チ ル 化 型 ま た は 非 メ チ ル 化 型 を 増 幅 す る の に 有 効 な 、 メ チ
ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 、 一 組 の ま た は 複 数
組 の 、 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 、 非 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 、 ま た は メ
チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 非 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 の 組 み 合 わ せ を
含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 例 え ば 、 キ ッ ト の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 有 効 な あ る 目 的 に 役 立 ち 得
る 、 追 加 試 薬 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 キ ッ ト に 一 つ ま た は 複 数 の メ チ ル 化 特
異 的 お よ び /ま た は 非 メ チ ル 化 特 異 的 増 幅 プ ラ イ マ ー が 含 ま れ る 場 合 、 キ ッ ト に は 、 例 え
ば 、 対 照 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (こ れ は メ チ ル 化 ま た は 非 メ チ ル 化 と す る こ と が で き る ); メ
チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を 修 飾 す る 一 つ ま た は 複 数 の 試 薬 、 お よ び /ま た は 増 幅 反 応 を 行 う た
め の 一 つ も し く は 複 数 の 試 薬 が さ ら に 含 ま れ 得 る 。 キ ッ ト に 、 メ チ ル 化 遺 伝 子 配 列 に ま た
は 非 メ チ ル 化 遺 伝 子 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 つ ま た は 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 含 ま れ る 場 合 、 キ ッ ト に は 、 例 え ば 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が さ
ら に 含 ま れ 得 る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 同 様 に 、 少 な く と も 第 二 の プ ラ イ マ ー 対 を 含 む こ と も
で き 、 そ の プ ラ イ マ ー は 、 上 記 に 掲 載 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 の 一 つ と で き る が 、 そ れ が 必 要
と さ れ る わ け で は な く 、 例 え ば 、 ネ ス ト 化 増 幅 反 応 に 有 効 と す る こ と が で き る 。 そ の よ う
な さ ら な る プ ラ イ マ ー 対 は 、 標 的 遺 伝 子 に 関 連 す る GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 (表 1を 参
照 さ れ た い )の 利 用 可 能 な 配 列 情 報 を 用 い 、 標 的 遺 伝 子 の 増 幅 部 分 の 予 測 配 列 に 基 づ い て
設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 一 つ の 態 様 と し て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 同 じ 標 的 遺 伝 子 に 特 異 的 な 、 メ チ ル 化 特 異 的 プ
ラ イ マ ー 対 お よ び 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を 含 み 、 そ れ に よ っ て キ ッ ト の 使 用 者 は
特 定 の 標 的 遺 伝 子 が メ チ ル 化 さ れ て い る か メ チ ル 化 さ れ て い な い か を 決 定 す る こ と が で き
る 。 別 の 態 様 と し て 、 キ ッ ト は 、 複 数 の そ の よ う な メ チ ル 化 特 異 的 お よ び 非 メ チ ル 化 特 異
的 プ ラ イ マ ー 対 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 使 用 者 は 一 つ ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 の メ チ ル 化 を
決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な キ ッ ト は 、 配 列 番 号 :3お よ び 4に 記 載 の プ ラ
イ マ ー 対 (表 2; MSP(M)を 参 照 さ れ た い )な ら び に 配 列 番 号 :5お よ び 6に 記 載 の プ ラ イ マ ー 対
(表 2; MSP(U))を 含 む こ と が で き 、 そ れ に よ っ て S100A10遺 伝 子 (同 様 に 、 GenBankア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 AA44051; 表 1も 参 照 さ れ た い )の 5'調 節 領 域 が メ チ ル 化 さ れ て い る か メ チ ル 化
さ れ て い な い か を 決 定 す る の に 有 用 な 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 が 提 供 さ れ る 。 メ チ ル 化 お よ び /
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ま た は 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 の さ ら な る 組 み 合 わ せ は 、 表 2お よ び 3を 参 照 す る こ
と に よ り 決 定 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 異 な る 遺 伝 子 の お よ び /ま た は SFRP遺 伝 子 フ
ァ ミ リ ー の よ う な 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 異 な る メ ン バ ー の メ チ ル 化 状 態 の 決 定 を 可 能 と す る
キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 メ チ ル 化 特 異 的 ま た は 非 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ
イ マ ー 対 を 用 い て 産 生 さ れ る 、 予 測 増 幅 産 物 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む プ ラ イ マ ー 対 を さ ら に 含 む こ と が で き 、 そ れ に よ っ て ネ ス ト 化 増 幅 手 順 を 行
う の に 有 用 な 試 薬 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 同 様 に 、 キ ッ ト の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ 得 る か ま た は 組 み 込
ま れ 得 る 検 出 可 能 な 標 識 、 ま た は 使 用 者 の 要 求 に 応 じ 、 特 定 の 用 途 に 対 し て 選 択 さ れ 得 る
よ う な 複 数 の 異 な る 検 出 可 能 な 標 識 、 お よ び 、 必 要 に 応 じ て 、 検 出 可 能 な 標 識 を オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド に 連 結 す る か ま た は 組 み 込 む た め の 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。 或 い は 、 ま た は
さ ら に 、 キ ッ ト は 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 容 易 に 得 ら れ る よ う に ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 行 う の に 有 用 な 一 つ も し く は 複 数 の 試 薬 を 含 む こ と が で き る ; お よ
び /ま た は 一 つ も し く は 複 数 の 標 準 核 酸 、 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 選 択 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ る 領 域 に 対 応 す る メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を 含 む 標 的 SFRP1ヌ
ク レ オ チ ド の 標 準 配 列 、 も し く は 標 的 配 列 に 対 応 す る 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を 含 む 標 的
SFRP1ヌ ク レ オ チ ド の 標 準 配 列 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な
標 準 に よ り 、 例 え ば 、 試 験 細 胞 、 ま た は そ の 抽 出 物 が 適 切 に 機 能 し た こ と の 確 認 が 可 能 と
な る こ と 、 ま た は 異 な る 時 点 で 調 べ ら れ た も し く は 異 な る 起 源 か ら 集 め ら れ た 試 料 間 で の
比 較 が 可 能 と な る こ と を 含 む 、 い く つ か の 利 点 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 キ ッ ト が プ ラ イ マ ー 伸 長 (ま た は 増 幅 )反 応 を 行 う の に 有 用 な 一 つ ま た は 複 数 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 場 合 、 キ ッ ト は 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 伸 長 反 応 の 基 質 が 供
与 さ れ る よ う な 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 行 う た め の 試 薬 ; お よ び /も し く は
プ ラ イ マ ー 伸 長 (ま た は 増 幅 )反 応 を 行 う た め の 一 つ ま た は 複 数 の 試 薬 、 例 え ば 、 dNTP(こ
の 一 つ ま た は 複 数 を 検 出 可 能 に 標 識 す る 或 い は 検 出 可 能 な 標 識 を 都 合 よ く 連 結 さ せ る た め
に 修 飾 す る こ と が で き る ); 一 つ ま た は 選 択 の ポ リ メ ラ ー ゼ ; な ら び に /ま た は 一 つ も し く
は 複 数 の 標 準 と な る 標 的 核 酸 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の キ ッ ト が 、 本 明 細 書 に
例 示 さ れ る も の の よ う な 或 い は 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る の に 有 用 な 、 二 つ ま た は そ れ 以 上
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (ま た は プ ラ イ マ ー 対 )を 含 む 場 合 、 必 要 に 応 じ て 、 当 業 者 が 一 つ ま
た は 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (ま た は プ ラ イ マ ー 対 )を 選 択 で き る 、 便 利 な 試 薬 情 報 が キ
ッ ト に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は 同 様 に 、 少 な く と も 一 つ の ガ ン 関 連 遺 伝 子 の 転 写 の 後 生 的 な 沈 黙 化 を 示 す 、 細
胞 の 調 節 不 能 な 増 殖 を 減 少 さ せ る か ま た は 阻 害 す る 方 法 に 関 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例
え ば 、 細 胞 中 の 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 回
復 さ せ る 段 階 、 そ れ に よ っ て 細 胞 の 調 節 不 能 な 増 殖 を 減 少 さ せ る か ま た は 阻 害 す る 段 階 に
よ り 実 践 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 (例 え ば 、 メ チ ル 基 転 移 酵 素 阻
害 剤 )、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 阻 害 剤 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ と 接 触 さ せ る こ と に よ
り 、 そ の 発 現 を 回 復 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 つ の 態 様 と し て 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 メ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝
子 で あ り 、 そ の 方 法 に は 、 細 胞 を 少 な く と も 一 つ の 脱 メ チ ル 化 剤 、 例 え ば 、 DACと 接 触 さ
せ る 段 階 が 含 ま れ る 。 一 つ の 局 面 と し て 、 細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 と イ ン ビ ト ロ で 、 例 え ば 、
培 養 液 ま た は 細 胞 の 生 存 を 助 長 す る そ の 他 の 媒 体 中 で 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 必 要 に 応
じ て 、 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ た 細 胞 を さ ら に 、 被 検 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。 別 の 局
面 と し て 、 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す 細 胞 が 薬 剤 と 接 触 す る よ う に 、 薬 剤 を 被 検 体 に 投 与 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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　 別 の 態 様 と し て 、 そ の 方 法 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に
導 入 す る 段 階 が 含 ま れ 、 そ れ に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 発 現 さ れ 、 そ
の 結 果 、 細 胞 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 回 復 さ せ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク タ ー 、 例
え ば 、 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 中 に 含 有 さ せ る こ と が で き る 、 お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 細 胞 へ の 導 入 を 促 進 す る マ ト リ ク ス 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム も し く は 超 微 粒 気 泡 の 中 に
製 剤 化 す る こ と が で き る が 、 そ れ が 必 要 と さ れ る わ け で は な い 。 細 胞 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
と エ ク ス ビ ボ で 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き 、
そ の 場 合 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 細 胞 を 被 検 体 に 投 与 す る こ と が で き る が 、 そ れ が
必 要 と さ れ る わ け で は な い 。 細 胞 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と イ ン ビ ボ で 接 触 さ せ る こ と に よ り
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 本 明 細 書 に 開 示 の 方 法 を 用 い 、 そ し て 特 定 の ガ ン 細 胞
の 種 類 の よ う な 特 定 の 細 胞 の 種 類 を 調 べ て 同 定 さ れ る 任 意 の 遺 伝 子 と す る こ と が で き る 。
結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 表 1に 、 そ の GenBankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 が 掲 載 さ れ た 遺 伝 子 に よ り 本 明 細 書 に 例 示 さ れ る 。 表 1の 遺 伝 子 の 一 部 を 含 む ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 、 例 え ば 、 表 3に 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 :149～ 296)を 用 い て
、 結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 か ら 得 ら れ る 核 酸 の RT-PCRに よ り 得 る こ と が で き る 。 結 腸 直 腸 ガ ン 細
胞 お よ び /ま た は 胃 ガ ン 細 胞 で 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 検 出 可 能 な 基 底 発 現 を 示
さ ず 、 か つ DACで 処 理 す る と 再 発 現 す る が 、 TSAで は 再 発 現 し な い 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3
、 S100A10、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 お よ び SNRPN遺 伝 子
; 基 底 発 現 レ ベ ル が DACで 処 理 す る と 増 加 す る が 、 TSAで は 増 加 し な い 、 HOXA1、 GR03、 お
よ び DLX7遺 伝 子 ; な ら び に TSA単 独 で 上 方 制 御 さ れ る 一 方 で 、 そ の 基 底 発 現 お よ び DACに よ
る 上 方 制 御 が 遺 伝 子 間 で 異 な る 、 POR1、 MBNL、 TRADD、 PDIP、 RAD23B、 RPL13、 GNAI2、 PPP
1R21A、 FPGT、 お よ び TRIM32遺 伝 子 に よ り 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 は 同 様 に 、 ガ ン 患 者 を 治 療 す る た め の 治 療 方 針 を 選 択 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 の 方 法 に 従 っ て 、 ガ ン と 関 連 す る 少 な く と も
一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 を 同 定 す る 段 階 (即 ち 、 ゲ ノ ム を 代 表 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の ア レ イ を 、 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 と 接 触 さ せ る 段 階 お よ び ア レ イ の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 部 分 母 集 団 と の 核 酸 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 産 物 の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検
出 す る 段 階 ); お よ び 患 者 の ガ ン 細 胞 で 同 定 さ れ た メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 一 つ ま た は 複
数 の 発 現 を 回 復 さ せ る の に 有 効 な 薬 剤 を 選 択 す る 段 階 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、
選 択 さ れ る 薬 剤 は 、 同 定 さ れ た メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 例
え ば 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8
、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 も し く は DLX7遺 伝 子 、 そ の よ う な 遺 伝 子 の フ ァ ミ リ ー メ
ン バ ー 、 ま た は そ の よ う な 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と が で き る 。 メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る た
め に 選 択 さ れ る 薬 剤 は 同 様 に 、 DACの よ う な 脱 メ チ ル 化 剤 と す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に よ り 、 患 者 の ガ ン 細 胞 が 、 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の 発 現 の 後 生 的 な
沈 黙 化 を 示 す 、 ガ ン 患 者 を 治 療 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば
、 患 者 の ガ ン 細 胞 の 一 つ ま た は 複 数 の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る 段 階 に よ
り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 少 な く と も 一 つ の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 が 、 メ チ ル 化 沈 黙
化 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 被 検 体 の ガ ン 細 胞 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 /遺 伝 子 (複 数 )の 発 現 を
回 復 さ せ る の に 十 分 な 量 の 脱 メ チ ル 化 剤 を 被 検 体 に 投 与 す る こ と に よ り 、 患 者 を 治 療 す る
こ と が で き る 。 或 い は 、 ま た は さ ら に 、 患 者 の ガ ン 細 胞 で の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 に 十 分 な 条 件 の 下 で 、 一 つ ま た は 複 数 の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ
る 、 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も 一 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 被
検 体 に 投 与 す る こ と に よ り 、 患 者 を 治 療 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 患 者 に 投
与 す る 場 合 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク タ ー (例 え ば 、 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー )、 好 ま し く は
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発 現 ベ ク タ ー 中 に 含 有 さ せ る こ と が で き る 、 お よ び /ま た は 標 的 ガ ン 細 胞 に よ る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 取 り 込 み を 促 進 す る マ ト リ ク ス 中 に (例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 中 に )製 剤 化 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 治 療 さ れ る ガ ン は 、 例 え ば 、 ガ ン 腫 ま た は 肉 腫 を 含 む 、 任 意 の 種 類
の ガ ン と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ガ ン が 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 結 腸 直 腸 ガ ン
か つ 胃 ガ ン で あ る 場 合 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA07
86、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GRO3、 DLX7、 POR1、 MBNL、 TRADD、 PDIP、 RAD2
3B、 RPL13、 GNAI2、 PPP1R21A、 FPGT、 TRIM32遺 伝 子 、 そ の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 ま た は そ
の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 一 つ ま た は 複 数 の 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る こ と に
よ り 、 患 者 を 治 療 す る こ と が で き る 。 SFRP1、 SFRP2、 SFRP4、 お よ び SFRP5遺 伝 子 を 含 む 、
SFRP遺 伝 子 に よ り 、 結 腸 直 腸 ガ ン 細 胞 、 胃 ガ ン 細 胞 、 ま た は 両 方 で 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の
一 つ ま た は 複 数 が 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た そ の 例 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 一 つ の 態 様 と し て 、 ガ ン と 関 連 す る 細 胞 が 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 を 含
む 、 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 両 方 に 苦 し む 被 検 体 を 治 療 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ
る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ
せ る 薬 剤 の 量 を 、 ガ ン と 関 連 す る 細 胞 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る に 足 る
被 検 体 に 投 与 す る 段 階 に よ り 行 う こ と が で き る 。 そ の 薬 剤 は 、 少 な く と も 一 つ の メ チ ル 化
沈 黙 化 遺 伝 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、 PTGS2、 CDKN2A、 TIMP3、 S100A10
、 SFRP1、 CXX1、 SEZZ6L、 KIAA0786、 TIMP2、 PCDH8、 FOLH1、 SNRPN、 HOXA1、 GR03、 お よ び
/も し く は DLX7遺 伝 子 、 そ の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ と す る こ と が で き る ; ま た は DACの よ う
な 脱 メ チ ル 化 剤 と す る こ と が で き る 。 結 腸 直 腸 ガ ン 、 胃 ガ ン 、 ま た は 両 方 に 苦 し む 被 検 体
を 治 療 す る の に 有 効 な 薬 剤 を 、 エ ク ス ビ ボ で そ の ガ ン の 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と が で き 、 そ
の 後 、 そ の 細 胞 を 患 者 に 投 与 し て 戻 す こ と が で き る ; ま た は 薬 剤 を 患 者 の ガ ン 細 胞 部 位 に
投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 細 胞 中 の 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 転 写 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 の 結 果 と し て 、 そ の 遺
伝 子 産 物 /産 物 (複 数 )が 細 胞 中 に 存 在 せ ず 、 そ れ 故 、 コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 /産 物 (複 数 )
が な い こ と に 関 連 し た 機 能 喪 失 が 存 在 す る 。 例 え ば 、 SFRP遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー は 、
WNT/frizzledシ グ ナ ル 伝 達 に 対 抗 す る こ と が で き る (Finchら 、 Proc. Natl. Acad. Sci., 
USA 94:6770～ 6775, 1997; Rattnerら 、 Proc. Natl. Acad. Sci., USA 94:2859～ 2963, 1
997)。 従 っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の SFRP遺 伝 子 の 機 能 喪 失 に よ り 、 全 体 の 腫 瘍 抑 制 経 路 が 抑
止 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 同 様 に 、 PCDH8遺 伝 子 は 、 細 胞 接 着 分 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を
コ ー ド し 、 そ の 機 能 の 喪 失 が 腫 瘍 の 浸 潤 お よ び 転 移 に 重 要 で あ る こ と が 知 ら れ て い る (Str
ehlら 、 Genomics 53:81～ 89, 1998)。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 、
特 に メ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 発 現 が 原 因 で 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す 細 胞 に 、 そ の
メ チ ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と 、 そ
れ に よ っ て 調 節 さ れ た 増 殖 を 細 胞 に 回 復 さ せ る こ と に 基 づ く 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う
に 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 に 直 接 投 与 す る こ と が で き る 、 細 胞 中 に 導 入 さ れ か つ そ の ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 外 来 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 ま た は 細 胞 中 の 内 在 性 メ チ ル 化 沈 黙
化 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る こ と に よ り 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す
細 胞 に ポ リ ペ プ チ ド を 回 復 さ せ る こ と に よ っ て 、 ま た 、 例 え ば 、 軟 寒 天 中 で 増 殖 す る 能 力
、 増 殖 の 接 触 阻 止 の 欠 如 、 ま た は プ ロ グ ラ ム 化 さ れ た 細 胞 死 に 対 す る 不 応 状 態 を 含 む 、 調
節 不 能 な 増 殖 と 一 般 に 関 連 付 け ら れ る 特 性 が 軽 減 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 表 1に 示 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の よ う な 、 一 つ ま た は 複 数 の メ チ ル 化 沈 黙 化 遺
伝 子 の 発 現 は 、 例 え ば 、 細 胞 を DAC(こ れ が 、 細 胞 の 複 製 の 間 に 遺 伝 子 に 組 み 込 ま れ る と 、
転 写 可 能 と さ れ る 、 非 メ チ ル 化 遺 伝 子 を 含 む 子 孫 細 胞 が 生 じ る )の よ う な 脱 メ チ ル 化 剤 と
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接 触 さ せ て 回 復 さ せ る こ と が で き る 。 脱 メ チ ル 化 剤 と 接 触 さ せ る 細 胞 は 、 培 養 細 胞 と す る
こ と が で き 、 そ の 際 に 脱 メ チ ル 化 剤 は 、 細 胞 に 対 す る 毒 性 な し に 、 標 的 遺 伝 子 の 脱 メ チ ル
化 を 引 き 起 こ す の に 十 分 な 量 で 細 胞 培 地 に 添 加 さ れ る 。 培 養 細 胞 は 、 樹 立 細 胞 株 の 細 胞 と
す る こ と が で き る 、 ま た は 例 え ば 、 特 定 の 脱 メ チ ル 化 剤 と の 接 触 に よ り 標 的 遺 伝 子 /遺 伝
子 (複 数 )の 発 現 が 回 復 し 得 る か 、 お よ び 従 っ て 、 被 検 体 に 投 与 さ れ た 場 合 に 有 効 と な り 得
る か ど う か を 決 定 す る た め 、 被 検 体 か ら 取 り 出 さ れ か つ エ ク ス ビ ボ で 接 触 さ れ て い る 、 細
胞 と す る こ と が で き る (こ れ は 細 胞 の 混 合 集 団 で あ っ て も よ い )。 細 胞 の そ の よ う な エ ク ス
ビ ボ 処 理 は ま た 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 回 復 さ せ る の に 有 効 と な る 可 能 性 が あ り 、 そ の 処 理
の 後 、 そ の 細 胞 (こ れ を 選 択 的 に 培 養 で 増 や す こ と が で き る )を 被 検 体 に 投 与 し て 戻 す こ と
が で き る 。 そ の よ う な 方 法 、 な ら び に 本 明 細 書 に 開 示 の 処 置 方 法 の ど れ も 、 特 定 の ガ ン を
患 う 被 検 体 を 治 療 す る の に 有 効 な 当 技 術 分 野 に お い て そ の 他 周 知 の 処 置 、 ま た は 本 方 法 と
組 み 合 わ せ て 使 用 す る 場 合 に 、 新 た に 有 効 と な り 得 る 処 置 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 遺 伝 子 発 現 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 示 す 細 胞 は 同 様 に 、 脱 メ チ ル 化 剤 を 被 検 体 に 投 与
す る こ と に よ り 、 そ の 薬 剤 と イ ン ビ ボ で 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 都 合 が よ け れ ば 、 脱 メ
チ ル 化 剤 を 、 例 え ば 、 カ テ ー テ ル 法 を 用 い て 、 被 検 体 の 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す 細 胞 の 部 位
に も し く は そ の 近 傍 に 、 ま た は そ の 細 胞 の 部 位 に 向 か っ て 血 液 が 流 れ て い る 血 管 壁 中 に 、
投 与 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 治 療 さ れ る 器 官 、 ま た は そ の 一 部 を シ ャ ン ト 法 に よ り 単
離 す る こ と が で き る 場 合 、 シ ャ ン ト を 介 し て 薬 剤 を 投 与 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 細
胞 を 含 む 部 位 に 薬 剤 を 実 質 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 薬 剤 は 同 様 に 、 全 身 に ま た は 本 明
細 書 に 開 示 の も し く は 当 技 術 分 野 に お い て そ の 他 周 知 の 他 の 経 路 を 介 し て 投 与 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 後 生 的 な 沈 黙 化 遺 伝 子 に よ っ て 減 少 し て い る か ま た は 存 在 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド は 同
様 に 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る こ と で 細 胞 に 供
給 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 細 胞 中 で ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 発 現 さ れ
る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ り 、 イ ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ で 実 践 可 能 な 、 遺 伝 子 治 療 法 が 提
供 さ れ る 。 例 え ば 、 細 胞 が SFRP1遺 伝 子 の 転 写 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 を 特 徴 と す る 場 合
、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 N32514(表 1を 参 照 さ れ た い )に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 に 加 え て 、 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た
転 写 調 節 要 素 、 翻 訳 調 節 要 素 な ど を 含 む こ と が で き 、 そ し て 裸 の DNA分 子 の 形 態 と す る こ
と が で き る が 、 こ れ を ベ ク タ ー 中 に 含 有 さ せ て も よ く 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 細
胞 へ の 移 入 を 容 易 と す る リ ポ ソ ー ム も し く は 超 微 粒 気 泡 の よ う な マ ト リ ク ス 中 に 製 剤 化 し
て も よ い 。 本 明 細 書 で は 、 「 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 二 つ ま た は そ れ 以 上
の 分 子 が 、 単 一 ユ ニ ッ ト と し て 作 用 し か つ 一 方 の も し く は 両 方 の 分 子 ま た は そ の 組 み 合 わ
せ に よ る 機 能 を も た ら す よ う に 相 互 に 配 置 さ れ る 、 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 分 子 を 指 す 。 例
え ば 、 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た コ ー ド 配 列 か ら キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る よ う に 、 SF
RP1遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 第 二 の (ま た は そ れ 以 上 の )
コ ー ド 配 列 に 操 作 可 能 に 連 結 す る こ と が で き る 。 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 、 二 つ の (ま た は
そ れ 以 上 の )コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 単 一 ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 、 即 ち 、 ペ プ チ
ド 結 合 を 介 し て 共 有 結 合 さ れ る 、 融 合 タ ン パ ク 質 と す る こ と が で き る ; ま た は 二 つ の 別 個
の ペ プ チ ド と し て 翻 訳 さ せ る こ と が で き 、 翻 訳 さ れ る と 、 そ れ ら は 相 互 に 動 作 可 能 に 会 合
し て 安 定 な 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 調 節 要 素 に 操 作 可 能 に 連 結 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 に は 、 調 節
要 素 は 細 胞 中 で 通 常 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 効 果 を 及 ぼ す の と 同 様 な 形 で 、 調 節
要 素 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に そ の 調 節 効 果 を 及 ぼ す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 一 般 に 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド 構 成 要 素 の そ れ ぞ れ の 特 性 の い く つ か ま た
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は 全 て を 示 し 、 そ し て 、 故 に 、 細 胞 で の 遺 伝 子 発 現 を 回 復 さ せ る の に 役 立 ち 得 る し 、 さ ら
な る 利 点 を さ ら に 与 え 得 る 。 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 で 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ
せ る こ と ま た は 細 胞 に 融 合 タ ン パ ク 質 を 充 填 す る こ と に よ り 、 融 合 タ ン パ ク 質 が そ の 活 性
を も た ら す 、 核 の よ う な 細 胞 内 区 画 へ の そ の コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 移 動 が 可 能 と な
る よ う に 、 細 胞 区 画 局 在 化 ド メ イ ン に 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た 、 そ の コ ー ド 遺 伝 子 の 後 生 的
な 沈 黙 化 に よ っ て 普 通 な ら 減 少 し て い る か ま た は 存 在 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と
が で き る 。 細 胞 区 画 化 ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 よ く 知 ら れ て お り 、 原 形 質 膜 局 在 化 ド メ イ ン
、 核 局 在 化 シ グ ナ ル 、 ミ ト コ ン ド リ ア 膜 局 在 化 シ グ ナ ル 、 小 胞 体 局 在 化 シ グ ナ ル な ど の ほ
か 、 細 胞 か ら の ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 を 可 能 と す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 む (例 え ば 、 Hanco
ckら 、 EMBO J. 10:4033～ 4039, 1991; Bussら 、 Mol. Cell. Biol. 8:3960～ 3963, 1988; 
米 国 特 許 第 5,776,689号 を 参 照 さ れ た い 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み
入 れ ら れ る )。 融 合 タ ン パ ク 質 は 同 様 に 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ
ク 質 活 性 、 例 え ば 、 WNT/frizzled活 性 に 対 抗 す る 際 の SFRPポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 有 す る と い
う 条 件 で 、 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド と し て 作 用 す る ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る
細 胞 を 同 定 す る た め の 、 も し く は 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め の タ グ と し て 有 用 な ペ プ
チ ド 、 ま た は 関 心 の あ る そ の 他 の ペ プ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド に 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た
所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 ニ ッ ケ ル イ オ ン 、 コ バ ル ト イ オ ン な ど の よ う な
二 価 陽 イ オ ン を 用 い て 検 出 で き る 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン ・ タ グ ・ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 His-6の
よ う な ペ プ チ ド ・ タ グ ; 抗 FLAG抗 体 を 用 い て 検 出 で き る 、 FLAGエ ピ ト ー プ (例 え ば 、 Hopp
ら 、 BioTechnology 6:1204(1988); 米 国 特 許 第 5,011,912号 を 参 照 さ れ た い 、 こ れ ら の そ
れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ); エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 抗 体 を 用 い て
検 出 で き る 、 c-mycエ ピ ト ー プ ; ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン を 用 い て 検 出 で き る
、 ビ オ チ ン ; お よ び グ ル タ チ オ ン を 用 い て 検 出 で き る 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ は 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て お り 、 そ れ ら に 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド の 存 在 を 検 出 す る 手 段 を 与 え る 。 例 え ば 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た 形 で ポ リ ペ プ チ ド を 得 る
こ と が 望 ま れ る 場 合 、 そ の よ う な タ グ に よ り 、 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 単 離
を 容 易 に す る こ と が で き る と い う さ ら な る 利 点 が 得 ら れ 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 同 様
に 、 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る の に 有 効 と な る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 別 の 方 法 で コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 単 独 で 使 用 す る こ と が で き る 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 細 胞
へ の 導 入 を 含 め 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 操 作 を 容 易 に す る こ と が で き る 、 ベ ク タ ー 中 に 含 有
さ せ る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 操 作 す る の に 有 効 な 、 ク ロ ー ニ ン
グ ・ ベ ク タ ー と す る こ と が で き る 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ほ か に 、 特 定 細 胞 で ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド お よ び コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に 有 効 な 調 節 要 素 を 含 む 、 発
現 ベ ク タ ー と す る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 コ ー ド 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
持 続 転 写 を 達 成 す る の に 必 要 な 発 現 要 素 を 含 む こ と が で き る 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 前 に 、 調 節 要 素 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 操 作 可 能 に 連 結 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー (ま た は 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )は 一 般 に 、 コ
ー ド 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 構 成 的 な ま た は 、 必 要 に 応 じ て 、 誘 導 的 な も し く は 組 織 特 異 的
な も し く は 成 長 段 階 特 異 的 な 発 現 を 与 え 得 る プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 ポ リ -A認 識 配 列 、 お よ び
リ ボ ソ ー ム 認 識 部 位 も し く は 内 部 リ ボ ソ ー ム 侵 入 部 位 、 ま た は 組 織 特 異 的 と す る こ と が で
き る 、 エ ン ハ ン サ ー の よ う な そ の 他 の 調 節 要 素 を 含 む か ま た は コ ー ド す る 。 ベ ク タ ー は 同
様 に 、 必 要 に 応 じ て 、 原 核 生 物 の も し く は 真 核 生 物 の 宿 主 系 ま た は そ の 両 方 で の 複 製 に 必
要 と さ れ る 要 素 を 含 む こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド ・ ベ ク タ ー な ら び に バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ・
ウ イ ル ス 、 セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー の よ う な ウ イ ル ス
・ ベ ク タ ー を 含 む 、 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 よ く 知 ら れ て お り 、 そ し て 商 業 的 供 給 源 (Pro

10

20

30

40

50

(38) JP 2005-518822 A 2005.6.30



mega, Madison WI; Stratagene, La Jolla CA; GIBCO/BRL, Gaithersburg MD)か ら 購 入 可
能 で あ り 、 ま た は 当 業 者 に よ り 構 築 可 能 で あ る (例 え ば 、 Meth. Enzymol., Vol. 185, Goe
ddel(編 ) (Academic Press社 , 1990); Jolly, Canc. Gene Ther. 1:51～ 64, 1994; Flott
e, J. Bioenerg. Biomemb. 25:37～ 42, 1993; Kirshenbaumら 、 J. Clin. Invest. 92:381
～ 387, 1993を 参 照 さ れ た い ; こ れ ら の そ れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )
。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 テ ト ラ サ イ ク リ ン (tet)誘 導 プ ロ モ ー タ ー は 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る の に 特 に 有 効 と な り 得 る 。 tet誘 導 プ ロ モ ー タ ー に 操 作 可 能 に 連
結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 被 検 体 に 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン
類 似 体 を 投 与 す る と 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 誘 導 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 同 様 に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 個 体 の 特 定 細 胞 に 、 ま た は 培 養 細 胞 の 混 合 集 団 、 例 え ば
、 器 官 培 養 中 の 特 定 細 胞 に 限 定 さ れ る よ う に 、 組 織 特 異 的 調 節 要 素 、 例 え ば 、 α -フ ェ ト
プ ロ テ イ ン ・ プ ロ モ ー タ ー (Kanaiら 、 Cancer Res. 57:461～ 465, 1997; Heら 、 J. Exp. C
lin. Cancer Res. 19:183～ 187, 2000)も し く は ア ル ブ ミ ン ・ プ ロ モ ー タ ー (Powerら 、 Bio
chem. Biophys. Res. Comm. 203:1447～ 1456, 1994; Kuriyamaら 、 Int. J. Cancer 71:47
0～ 475, 1997)の よ う な 肝 細 胞 特 異 的 調 節 要 素 ; ミ オ グ ロ ビ ン ・ プ ロ モ ー タ ー (Devlinら 、
J. Biol. Chem. 264:13896～ 13901, 1989; Yanら 、 J. Biol. Chem. 276:17361～ 17366, 2
001)の よ う な 筋 肉 細 胞 特 異 的 調 節 要 素 ; PSAプ ロ モ ー タ ー (Schuurら 、 J. Biol. Chem. 271
:7043～ 7051, 1996; Lathamら 、 Cancer Res. 60:334～ 341, 2000)の よ う な 前 立 腺 細 胞 特
異 的 調 節 要 素 ; エ ラ ス タ ー ゼ ・ プ ロ モ ー タ ー (Ornitzら 、 Nature 313:600～ 602, 1985; Sw
iftら 、 Genes Devel. 3:687～ 696, 1989)の よ う な 膵 臓 細 胞 特 異 的 調 節 要 素 ; ロ イ コ シ ア
リ ン (CD43)プ ロ モ ー タ ー (Shelleyら 、 Biochem. J. 270:569～ 576, 1990; Kudoお よ び Fuku
da、 J. Biol. Chem. 270:13298～ 13302, 1995)の よ う な 白 血 球 特 異 的 調 節 要 素 ; ま た は 同
種 の も の に 操 作 可 能 に 連 結 す る こ と も で き る 。 組 織 特 異 的 調 節 要 素 を 含 む 、 そ の 多 く が 市
販 さ れ て い る 調 節 要 素 は 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る (例 え ば 、 InvivoGen; Sa
n Diego CAを 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 、 特 に 被 検 体 の 細 胞 中 に 導 入 す る の
に 特 に 有 用 と な り 得 る 。 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー に よ り 、 比 較 的 高 い 効 率 で 宿 主 細 胞 に 感 染 で
き か つ 特 定 の 細 胞 型 に 感 染 で き る と い う 利 点 が 得 ら れ る 。 例 え ば 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が
で き 、 次 い で こ れ を 昆 虫 宿 主 細 胞 に 感 染 さ せ る の に 使 用 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 大 量 に 産 生 さ せ る た め の 手 段 が 提 供 さ れ る 。 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ
ー は 同 様 に 、 関 心 の あ る 生 物 の 細 胞 、 例 え ば 、 哺 乳 類 、 鳥 類 ま た は 魚 類 宿 主 細 胞 の よ う な
脊 椎 動 物 の 宿 主 細 胞 に 感 染 す る ウ イ ル ス 由 来 と す る こ と も で き る 。 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は
、 本 発 明 の 方 法 を 行 う 際 に 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 細 胞 に 導 入 す る の に 特 に 有 用 と
な り 得 る 。 特 定 の 宿 主 系 、 特 に 哺 乳 類 系 で 使 用 す る た め の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー が 開 発 さ れ
て お り 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)に 基 づ く も の
の よ う な そ の 他 の レ ン チ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ
イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 肝 炎 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア
・ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー な ど を 含 む (Millerお よ び Rosman, BioTechniques 7:980～ 990, 199
2; Andersonら 、 Nature 392:25～ 30 Suppl., 1998; Vermaお よ び Somia, Nature 389:239
～ 242, 1997; Wilson, New Engl. J. Med. 334:1185～ 1187 (1996)を 参 照 さ れ た い 、 こ れ
ら の そ れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (こ れ を ベ ク タ ー 中 に 含 有 さ せ る こ と が で き る )は 、 当 技 術 分 野 に お い
て 周 知 の 種 々 の 方 法 の い ず れ か に よ り 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る (Sambrookら 、 上 記 、 1
989; Ausubelら 、 Current Protocols in Molecular Biology, John Wileyお よ び Sons, Ba
ltimore, MD (1987、 お よ び 1995年 分 ま で の 補 遺 )、 こ れ ら の そ れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細

10

20

30

40

50

(39) JP 2005-518822 A 2005.6.30



書 に 組 み 入 れ ら れ る )。 そ の よ う な 方 法 に は 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 、 リ ポ フ
ェ ク シ ョ ン 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 お よ び 、 ウ イ ル
ス ・ ベ ク タ ー で は 、 感 染 法 が 含 ま れ ; な ら び に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 細 胞 へ の 導 入 を 容 易 と
で き か つ 細 胞 へ の そ の 導 入 前 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 分 解 か ら 保 護 で き る 、 リ ポ ソ ー ム 、 超
微 粒 気 泡 な ど の 使 用 が 含 ま れ 得 る 。 特 に 有 効 な 方 法 に は 、 循 環 系 に 注 入 で き る 、 超 微 粒 気
泡 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み が 含 ま れ る 。 超 音 波 が 腫 瘍 に 伝 達 さ れ る よ う に 超 音 波
源 を 配 置 す る こ と が で き 、 そ の 際 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 循 環 し て い る 超 微 粒 気 泡 が 超
音 波 に よ っ て 腫 瘍 部 位 で 破 壊 さ れ 、 そ れ に よ っ て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ガ ン の 部 位 に 供 給 す
る こ と が で き る 。 特 定 の 方 法 の 選 択 は 、 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 導 入 さ れ る 細 胞 の ほ
か 、 細 胞 が 、 培 養 で 単 離 さ れ る か ど う か 、 ま た は 培 養 の も し く は 原 位 置 の 組 織 も し く は 器
官 の 中 に 存 在 し て い る か ど う か に 依 存 す る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 用 い た 感 染 に よ る 細 胞 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 は 、 エ ク ス ビ
ボ ま た は イ ン ビ ボ で 細 胞 へ 核 酸 を 効 果 的 に 導 入 で き る と い う 点 で 特 に 有 利 で あ る (例 え ば
、 米 国 特 許 第 5,399,346号 を 参 照 さ れ た い 、 こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )
。 さ ら に 、 ウ イ ル ス は 非 常 に 特 殊 化 さ れ て お り 、 一 種 類 ま た は 数 種 類 の 特 定 の 細 胞 型 に 感
染 し て そ の 中 で 増 殖 す る 能 力 に 基 づ き 、 ベ ク タ ー と し て 選 択 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、
ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る 核 酸 を 特 定 の 細 胞 型 に 標 的 化 す る の に そ れ ら 固 有 の 特 殊 性 を 利 用 す
る こ と が で き る 。 従 っ て 、 T細 胞 に 感 染 さ せ る の に HIVに 基 づ く ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が
で き る 、 例 え ば 、 呼 吸 上 皮 細 胞 に 感 染 さ せ る の に ア デ ノ ウ イ ル ス に 基 づ く ベ ク タ ー を 使 用
す る こ と が で き る 、 神 経 細 胞 に 感 染 さ せ る の に ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 基 づ く ベ ク タ ー を 使 用
す る こ と が で き る 、 な ど 。 ウ イ ル ス ま た は 非 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 同 様 に 、 受 容 体 媒 介 事
象 を 介 し た 標 的 特 異 性 が 変 化 す る よ う に 特 定 の 受 容 体 ま た は リ ガ ン ド に 対 し て 修 飾 す る こ
と が で き る が 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス の よ う な そ の 他 の ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 の 範 囲 を さ ら
に 広 く 持 ち 得 る こ と か ら 、 そ れ 故 、 種 々 の 細 胞 型 に 感 染 さ せ る の に 使 用 す る こ と が で き る
。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー は 、 細 胞 、 例 え ば
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の 増 殖 を 可 能 と す る 宿 主 細 胞 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー の パ ッ ケ ー ジ ン グ を 可 能 と す る ヘ ル パ ー 細 胞 に 含 ま れ て も よ
い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に 一 過 的 に 含 ま れ て も よ く 、 ま た は 、 例 え ば 、 細 胞 の ゲ ノ
ム へ の 組 込 み に よ っ て 安 定 的 に 維 持 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 同 様 に 、 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す 細 胞 に 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 直 接 供 給 す
る こ と に よ り 実 践 す る こ と も で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 の 方 法 を 用 い て 、
産 出 か つ 単 離 す る こ と が で き 、 さ ら に 必 要 に 応 じ て 、 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ
チ ド を 、 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 膜 を 横 断 で き る よ う な 細 胞 の 十 分 な 透 過 性 を も た ら す 条 件 の
下 で 、 細 胞 と イ ン ビ ト ロ で 接 触 さ せ る こ と が で き る 、 ま た は 細 胞 中 へ 微 量 注 入 す る こ と が
で き る 。 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 物 の 細 胞 と 原 位 置 で 接 触 さ せ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、
細 胞 膜 を 越 え た 輸 送 を 容 易 と す る ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 成 分 、 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス (HIV) TATタ ン パ ク 質 の 形 質 導 入 ド メ イ ン を 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む こ と
が で き る 、 お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た 核 局 在 化 ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ
と が で き る 。 或 い は 、 ま た は さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド を 、 細 胞 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 移 入 を 容
易 と す る マ ト リ ク ス 中 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 生 存 被 検 体 へ の 投 与 の 場 合 、 本 発 明 の 治 療 方 法 を 実 践 す る の に 有 用 な 、 脱 メ チ ル 化 剤 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 薬 剤 は 一 般 に 、 被 検 体 へ の 投 与 に 適 し た
組 成 物 中 に 製 剤 化 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ り 、 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 転 写 が メ チ
ル 化 に よ り 沈 黙 化 さ れ た こ と が 原 因 で 調 節 不 能 な 増 殖 を 示 す 細 胞 に 対 し 、 調 節 さ れ た 増 殖
を 回 復 さ せ る の に 有 用 な 薬 剤 を 含 む 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 従 っ て 、 薬 剤 は 、 そ の よ う な 調
節 不 能 な 増 殖 と 関 連 し た 病 的 状 態 に 苦 し む 被 検 体 を 治 療 す る た め の 薬 物 と し て 有 用 で あ る
。
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【 ０ １ １ １ 】
　 そ の よ う な 組 成 物 に は 一 般 に 、 薬 剤 を 製 剤 化 す る お よ び 薬 剤 を 被 検 体 に 投 与 す る の に 許
容 さ れ 得 る 担 体 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 許 容 さ れ る 担 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら
れ て お り 、 例 え ば 、 水 も し く は 緩 衝 生 理 食 塩 溶 液 の よ う な 水 溶 液 ま た は グ リ コ ー ル 、 グ リ
セ ロ ー ル 、 オ リ ー ブ オ イ ル の よ う な オ イ ル も し く は 注 射 可 能 な 有 機 エ ス テ ル の よ う な そ の
他 の 溶 媒 も し く は 媒 体 を 含 む 。 許 容 さ れ る 担 体 に は 、 例 え ば 、 複 合 体 の 吸 収 を 安 定 化 さ せ
る ま た は 増 加 さ せ る よ う に 作 用 す る 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る 化 合 物 が 含 ま れ て も よ い 。 そ の
よ う な 生 理 的 に 許 容 さ れ る 化 合 物 に は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 ス ク ロ ー ス も し く は デ キ ス
ト ラ ン の よ う な 糖 質 、 ア ル コ ル ビ ン 酸 も し く は グ ル タ チ オ ン の よ う な 抗 酸 化 剤 、 キ レ ー ト
剤 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 他 の 安 定 剤 も し く は 賦 形 剤 が 含 ま れ る 。 当 業 者 で あ れ
ば 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る 化 合 物 を 含 む 、 許 容 さ れ る 担 体 の 選 択 は 、 例 え ば 、 治 療 薬 の 物 理
化 学 的 特 性 に お よ び 組 成 物 の 投 与 経 路 (こ れ は 例 え ば 、 経 口 的 も し く は 経 静 脈 的 の よ う な
非 経 口 的 な 方 法 、 お よ び 注 射 、 挿 管 に よ る 方 法 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ る 他 の
そ の よ う な 方 法 と す る こ と が で き る )に 依 存 す る こ と を 理 解 す る も の と 思 わ れ る 。 薬 学 的
組 成 物 に は 同 様 に 、 診 断 薬 の よ う な 第 二 試 薬 、 栄 養 物 質 、 毒 物 、 ま た は 治 療 薬 、 例 え ば 、
ガ ン 化 学 療 法 薬 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 薬 剤 は 、 水 中 油 型 乳 剤 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ミ セ ル 、 混 合 ミ セ ル 、 リ ポ ソ ー ム 、 ミ
ク ロ ス フ ェ ア ま た は そ の 他 の ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 内 の よ う な 封 入 材 料 内 に 組 み 込 む こ と が
で き る (例 え ば 、 Gregoriadis, Liposome Technology, Vol. 1 (CRC Press, Boca Raton, 
FL 1984); Fraleyら 、 Trends Biochem. Sci., 6:77 (1981)、 こ れ ら の そ れ ぞ れ が 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。 例 え ば 、 リ ン 脂 質 ま た は そ の 他 の 脂 質 か ら な る リ ポ ソ
ー ム は 、 作 製 か つ 投 与 す る の が 比 較 的 容 易 な 、 無 毒 性 の 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る お よ び 代 謝
性 の 担 体 で あ る 。 「 ス テ ル ス 」 リ ポ ソ ー ム (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,882,679号 ; 米 国 特 許 第
5,395,619号 ; お よ び 米 国 特 許 第 5,225,212号 を 参 照 さ れ た い 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ が 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )は 、 本 発 明 の 方 法 で 有 用 な 組 成 物 を 調 製 す る の に 特 に 有
効 な 、 そ の よ う な 封 入 材 料 の 例 で あ り 、 治 療 薬 が 循 環 系 に 残 存 す る 時 間 を 引 き 延 ば す リ ポ
ソ ー ム の よ う な 、 そ の 他 の 「 マ ス ク 型 」 リ ポ ソ ー ム を 同 様 に し て 、 使 用 す る こ と も で き る
。 例 え ば 、 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム を 同 様 に 、 特 定 の 受 容 体 ま た は リ ガ ン ド に 対 し て 修 飾 す
る こ と が で き る  (Morishitaら 、 J. Clin. Invest., 91: 2580～ 2585 (1993)、 こ れ は 参 照
と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。 さ ら に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 薬 剤 は 、 例 え ば 、 ア デ ノ
ウ イ ル ス -ポ リ リ ジ ン DNA複 合 体 を 用 い て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Michaelら
、 J. Biol. Chem. 268:6866～ 6869 (1993)、 こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る
)。
【 ０ １ １ ３ 】
　 治 療 薬 を 含 む 組 成 物 の 投 与 経 路 は 、 部 分 的 に は 、 分 子 の 化 学 構 造 に 依 存 す る も の と 思 わ
れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 経 口 投 与 さ れ る と 、 消 化 管 で 分
解 さ れ る 可 能 性 が あ る の で 、 特 に 有 用 で な い 。 し か し 、 ポ リ ペ プ チ ド を 、 例 え ば 、 内 在 性
プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 分 解 を 受 け に く く さ せ る か ま た は 消 化 管 を 介 し て 吸 収 さ れ や す く さ せ
る た め に 、 こ れ を 化 学 的 に 修 飾 す る た め の 方 法 が 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 或 い は 当 技 術
分 野 に お い て 周 知 で あ る (例 え ば 、 Blondelleら 、 上 記 、 1995; Eckerお よ び Crook、 上 記 、
1995を 参 照 さ れ た い )。 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド 薬 剤 は 、 D-ア ミ ノ 酸 を 用 い て 調 製 す る こ と
が で き る 、 ま た は ド メ イ ン 構 造 を 模 倣 す る 有 機 分 子 で あ る 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 に 基 づ く ; も
し く は ビ ニ ロ ガ ス ・ ペ プ ト イ ド (vinylogous peptoid)の よ う な ペ プ ト イ ド に 基 づ く 一 つ も
し く は 複 数 の ド メ イ ン を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 の 組 成 物 は 、 例 え ば 、 経 口 も し く は 非 経 口 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、
皮 下 、 眼 窩 内 、 関 節 内 、 腹 腔 内 、 直 腸 内 、 大 槽 内 を 含 む 種 々 の 経 路 に よ り 、 ま た は 例 え ば
、 皮 膚 パ ッ チ も し く は 経 皮 的 イ オ ン 導 入 法 を 用 い て そ れ ぞ れ 、 皮 膚 を 介 し た 受 動 的 吸 収 も
し く は 促 進 吸 収 に よ り 個 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 組 成 物 は 、 注 射 、 挿 管 に よ
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り 、 経 口 的 に ま た は 局 所 的 に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 後 者 は 、 例 え ば 、 軟 膏 の 直
接 塗 布 に よ り 受 動 的 と す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た は 、 例 え ば 、 点 鼻 薬 も し く は 吸 入 薬 (
こ の 場 合 に は 、 組 成 物 の 一 成 分 は 適 当 な 噴 霧 剤 で あ る )を 用 い て 、 能 動 的 と す る こ と が 可
能 で あ る 。 薬 学 的 組 成 物 を 同 様 に 、 病 的 状 態 の 部 位 に 、 例 え ば 、 腫 瘍 に 供 給 を 行 っ て い る
血 管 中 に 経 静 脈 的 に ま た は 経 動 脈 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る 際 に 投 与 さ れ る 薬 剤 の 総 量 を 、 単 一 用 量 と し て 、 比 較 的 短 時 間
に わ た っ て 大 量 瞬 時 投 与 ま た は 注 入 に よ り 被 検 体 に 投 与 す る こ と が で き る 、 ま た は 複 数 回
用 量 を 長 時 間 に わ た っ て 投 与 す る 、 分 割 治 療 手 順 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 当 業 者 で
あ れ ば 、 被 検 体 の 病 的 状 態 を 治 療 す る た め の 組 成 物 の 量 は 、 被 検 体 の 年 齢 お よ び 全 般 的 な
健 康 状 態 の ほ か に 投 与 経 路 お よ び 投 与 さ れ る 治 療 薬 の 数 を 含 む 多 く の 要 因 に 依 存 す る こ と
を 理 解 す る も の と 思 わ れ る 。 こ れ ら の 要 因 を 考 慮 し て 、 当 業 者 は 、 必 要 と さ る 特 定 用 量 を
調 整 す る も の と 思 わ れ る 。 一 般 に 、 組 成 物 の 剤 形 な ら び に 投 与 の 経 路 お よ び 頻 度 は 、 第 I
相 お よ び 第 II相 臨 床 試 験 に よ り 、 最 初 に 、 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 組 成 物 は 、 錠 剤 、 ま た は 溶 液 も し く は 懸 濁 形 態 の よ う な 、 経 口 製 剤 と し て 製 剤 化 す る こ
と が で き る ; ま た は 経 腸 的 な も し く は 非 経 口 的 な 使 用 に 適 し た 有 機 の も し く は 無 機 の 担 体
も し く は 賦 形 剤 と の 混 合 剤 を 含 む こ と が で き 、 そ し て 例 え ば 、 錠 剤 、 小 丸 薬 、 カ プ セ ル 剤
、 坐 剤 、 溶 剤 、 乳 剤 、 懸 濁 剤 、 ま た は 使 用 に 適 し た そ の 他 の 形 態 の た め の 通 常 は 無 毒 性 の
、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 調 合 す る こ と が で き る 。 担 体 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る も の に 加
え て 、 グ ル コ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ゼ ラ チ ン 、 マ ン ニ ト ー ル 、
デ ン プ ン 糊 、 三 ケ イ 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ケ ラ チ ン 、 コ ロ イ ダ ル ・
シ リ カ 、 ジ ャ ガ イ モ ・ デ ン プ ン 、 尿 素 、 中 鎖 ト リ グ リ セ リ ド 、 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び 固 形
状 の 、 半 流 動 性 の 、 ま た は 液 状 の 形 態 と し て 、 製 剤 を 製 造 す る 際 の 使 用 に 適 し た そ の 他 の
担 体 を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 助 剤 、 分 解 防 止 剤 、 増 粘 剤 ま た は 着 色 剤 お よ び 芳 香 剤 、
例 え ば 、 ト リ ウ ロ ー ス (triulose)の よ う な 安 定 乾 燥 剤 を 使 用 す る こ と が で き る (例 え ば 、
米 国 特 許 第 5,314,695号 を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ １ ７ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な く 例 示 す る こ と を 意 図 す る も の で あ る 。
 
【 ０ １ １ ８ 】

 後 生 的 に 沈 黙 化 さ れ た 結 腸 直 腸 ガ ン 関 連 遺 伝 子 の ゲ ノ ム ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 実 施 例 に よ り 、 ガ ン 細 胞 で 後 生 的 に 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の 方 法 が 提
供 さ れ 、 そ し て 結 腸 直 腸 ガ ン で 後 生 的 に 下 方 制 御 さ れ か つ 結 腸 直 腸 ガ ン の 指 標 と な る 遺 伝
子 を 同 定 す る こ と に よ り そ の 方 法 の 有 効 性 が 確 認 さ れ る (同 様 に 、 Suzukiら 、 Nature Gene
t. 31:141～ 149, 2002、 こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。
【 ０ １ １ ９ 】
方 法
細 胞 培 養 お よ び 組 織 試 料
　 細 胞 株 は 、 10%ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た RPMI 1640ま た は 最 小 必 須 培 地 (MEM)中 で 培 養 し
た 。 結 腸 直 腸 ガ ン お よ び 正 常 結 腸 粘 膜 の 組 織 試 料 は 、 臨 床 的 に 必 要 な 外 科 手 術 時 に 得 た 標
本 由 来 と し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
DACお よ び TSA処 理 な ら び に RNA調 製
　 RKO細 胞 を 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン (DAC; Sigma)お よ び /ま た は ト リ コ ス タ チ ン A(TS
A; Wako)で 、 報 告 さ れ て い る (Cameronら 、 上 記 、 1999)よ う に 処 理 し た 。 簡 単 に 言 え ば 、
処 理 は 、 処 理 開 始 か ら 24時 間 の 時 点 で 薬 剤 お よ び 培 地 を 交 換 し な が ら 、 DAC(200 nM)に て 4
8時 間 、 そ の 後 、 TSAを 最 終 濃 度 300 nMま で (エ タ ノ ー ル に 溶 解 さ れ た 1.5 mMス ト ッ ク か ら )
添 加 し て さ ら に 24時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 構 成 さ れ た 。 細 胞 を 同 様 に 、 DAC単 独 で も
し く は TSA単 独 で 処 理 し 、 ま た は 同 量 の PBSお よ び /も し く は エ タ ノ ー ル 、 お よ び /も し く は
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同 量 の 薬 剤 を 使 っ て 模 擬 処 理 し た 。 結 腸 直 腸 ガ ン (CRC)細 胞 株 の 一 部 を 同 様 に 、 RT-PCR解
析 で 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が よ り 強 い こ と を 評 価 す る た め に 処 理 し た ; 処 理 は 、 24時 間 毎 に 薬
剤 お よ び 培 地 を 交 換 し な が ら 、 5 μ M DACに て 72時 間 と し た 。 総 RNAを TRIZOL試 薬 (Gibco/B
RL)に よ り 抽 出 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 、 cDNAサ ブ ト ラ ク シ ョ ン お よ び RT-PCRの た め に 使
用 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
cDNAサ ブ ト ラ ク シ ョ ン
　 cDNAサ ブ ト ラ ク シ ョ ン の 前 に 、 MESSAGE MAKER Reagent Assemblyキ ッ ト (Gibco/BRL)を
用 い て 総 RNAか ら poly A RNAを 単 離 し た 。 cDNAサ ブ ト ラ ク シ ョ ン は 、 テ ス タ ー と し て 処 理
済 RKO細 胞 株 、 お よ び ド ラ イ バ ー と し て 模 擬 処 理 細 胞 の 組 み 合 わ せ で 、 PCR-Select(商 標 ) 
cDNAサ ブ ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト (Clontech)を 用 い て 行 っ た 。 合 成 さ れ た cDNAは Rsa Iで 消 化
し 、 テ ス タ ー cDNAは キ ッ ト に 含 ま れ る ア ダ プ タ ー に 連 結 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後
、 ADVANTAGE cDNA PCRキ ッ ト (Clontech)を 用 い て 、 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た cDNAの PCR増 幅 を
行 っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
マ イ ク ロ ア レ イ 解 析
　 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 は 、 Mammalian GeneFilters Microarrays(商 標 )シ ス テ ム (Research
 Genetics)を 用 い て 行 っ た 。 ジ ョ ン ・ ホ プ キ ン ズ 包 括 的 マ イ ク ロ ア レ イ 中 核 施 設 (Johns H
opkins Comprehensive microarray core)で 解 析 さ れ た 遺 伝 子 の う ち の 約 5,000個 に 対 す る
Filter(フ ィ ル タ ー )を 作 製 し 、 さ ら に 5,000個 の 遺 伝 子 に 対 す る フ ィ ル タ ー を 購 入 し た (Hu
man GeneFilters Microarrays(商 標 ) ReleaseII; Research Genetics)。 合 計 10,814個 の
遺 伝 子 と ESTに つ い て 解 析 し た 。 フ ィ ル タ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 製 造 元 の 推 奨
事 項 に 従 っ て 行 っ た 。 簡 単 に 言 え ば 、 総 RNA 5μ gを 、 オ リ ゴ (dT) 1 2 - 1 8 プ ラ イ マ ー お よ び 3

2 dCTPを 用 い て 、 SUPERSCRIPT II逆 転 写 酵 素 (Gibco/BRL)で 逆 転 写 し か つ 標 識 し た 。 フ ィ ル
タ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 12～ 18時 間 、 継 続 さ せ た 。 PSCANプ ロ グ ラ ム (国 立 衛 生
研 究 所 )を 用 い て デ ー タ を 解 析 し た 。 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン -マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 の 場 合 、 cDNA
サ ブ ト ラ ク シ ョ ン か ら の 2回 目 の PCR産 物 を 、 MULTIPRIME DNA標 識 シ ス テ ム (Amersham)を 用
い て 3 3 Pで 標 識 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び デ ー タ 解 析 は 、 上 述 の よ う に 行 っ た
。 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 個 別 に 各 条 件 に つ い て 少 な く と も 3回 繰 り 返 し た 、 そ し て 模 擬 処
理 細 胞 か ら 得 た 総 RNAに 対 す る cDNAで ア レ イ を 探 索 さ せ た 結 果 を 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン PCR産
物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る 結 果 と 比 較 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
半 定 量 RT-PCR
　 DNase I(Ambion)で 処 理 し た 総 RNA(2 μ g)を 、 オ リ ゴ (dT) 1 2 - 1 8 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 SU
PERSCRIPT II逆 転 写 酵 素 (Gibco/BRL)で 一 本 鎖 DNAに 逆 転 写 し た 。 PCR反 応 は 、 1× PCR用 緩
衝 液 (Gibco/BRL)、 1.5 mM MgCl 2 、 0.3 mM dNTP、 各 0.25 μ M プ ラ イ マ ー お よ び Taqポ リ メ
ラ ー ゼ  2U (Gibco/BRL)を 含 有 す る 容 量 50 μ l中 で 行 っ た 。 cDNA 100 ngを PCR増 幅 に 使 用
し 、 そ し て 全 遺 伝 子 を 、 そ れ ら の 発 現 レ ベ ル の 半 定 量 的 な 相 違 を 得 る の に 適 し た 条 件 を 決
定 す る た め に 複 数 サ イ ク ル 数 (20～ 35サ イ ク ル )で 増 幅 さ せ た 。 cDNAの 質 お よ び 添 加 の 正 確
性 を 裏 付 け る た め 、 GAPDH遺 伝 子 の PCR(25お よ び 28サ イ ク ル )を 行 っ た 。 増 幅 プ ラ イ マ ー 対
は 、 表 4に 示 す と お り と し た (配 列 番 号 :149～ 296)。
【 ０ １ ２ ４ 】
メ チ ル 化 の 解 析
　 ゲ ノ ム DNAの 重 亜 硫 酸 塩 修 飾 は 報 告 の 通 り 行 っ た (Baylinら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 93:9821～ 9826, 1996、 こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。 メ チ ル 化 状 態
は 、 二 つ の 手 順 を 用 い て 、 重 亜 硫 酸 塩 修 飾 ゲ ノ ム DNAの PCR解 析 に よ り 決 定 し た 。 第 一 の 手
順 で は 、 調 べ る 全 遺 伝 子 を 重 亜 硫 酸 塩 PCRに よ り 解 析 し 、 続 い て 複 数 の メ チ ル 化 CpG部 位 特
異 的 制 限 酵 素 に よ る 消 化 を 行 っ た (COBRA; Xiongお よ び Laird, Nucleic Acids Res. 25:25
32～ 2534, 1997、 こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。 第 二 の 手 順 で は 、 複 数
の ガ ン 細 胞 株 お よ び 組 織 試 料 で 解 析 さ れ る 全 遺 伝 子 に 対 し て 、 メ チ ル 化 特 異 的 PCR(MSP)を
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利 用 し た (Baylinら 、 上 記 、 1996)。 全 て の 重 亜 硫 酸 塩 PCRお よ び MSPプ ラ イ マ ー は 、 調 べ ら
れ る 遺 伝 子 の 推 定 さ れ る 転 写 開 始 部 位 周 辺 の ゲ ノ ム 配 列 に 照 ら し て 設 計 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
SFRP遺 伝 子 の メ チ ル 化 お よ び 発 現 解 析
　 SFRP2お よ び SFRP4遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 解 析 は 、 各 遺 伝 子 の 5' CpGア イ ラ ン ド を カ バ ー す
る 三 組 の 異 な る MSPプ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 行 っ た 。 SFRP5遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 解 析 の 場 合 、
二 組 の 異 な る MSPプ ラ イ マ ー 対 を 用 い た 。 RT-PCRの 場 合 、 SFRP2遺 伝 子 の セ ン ス お よ び ア ン
チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー は そ れ ぞ れ 、 エ ク ソ ン 2お よ び 3に 対 し て 設 計 し た ; SFRP4遺 伝 子 の
セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー は そ れ ぞ れ 、 エ ク ソ ン 2お よ び 5に 対 し て 設 計 し た
; な ら び に SFRP5遺 伝 子 の セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー は そ れ ぞ れ 、 エ ク ソ ン 2
お よ び 3に 対 し て 設 計 し た 。 各 遺 伝 子 に つ い て 、 細 胞 株 に お け る 発 現 デ ー タ に 対 し て 遺 伝
子 の メ チ ル 化 状 態 を 最 も 良 く 評 価 し た MSPプ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た ; こ れ ら の プ ラ イ マ ー
を 同 様 に 、 初 代 CRC組 織 の 解 析 に も 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
結 果
マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 お よ び 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 の 分 類 化
　 CRC細 胞 RKOで 低 用 量 の DAC(こ れ は DNAメ チ ル 化 を 最 小 限 度 に 遮 断 す る )、 お よ び /ま た は T
SA(こ れ は ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 (HDAC)活 性 を 阻 害 す る )に よ る 処 理 後 に 上 方 制 御 さ れ
る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 利 用 し た 。 初 期 の 研 究 で 、 使 用 さ れ
る DACが 低 用 量 か つ 細 胞 に 対 す る 処 理 時 間 が 短 い と 、 ほ ん の わ ず か な 遺 伝 子 座 の 脱 メ チ ル
化 (こ れ は 遺 伝 子 発 現 の 上 方 制 御 を も た ら し た と 思 わ れ る )(Cameronら 、 上 記 、 1999)が も
た ら さ れ る 結 果 と な っ た 、 そ し て RKO細 胞 で そ の 薬 剤 の 組 み 合 わ せ に よ り 相 加 的 に 再 活 性
化 さ れ る こ と が 知 ら れ て い た (Cameronら 、 上 記 、 1999; Toyotaら 、 Cancer Res. 60:4044
～ 4048, 2000)、 フ ィ ル タ ー 上 に 配 列 さ れ た 対 照 遺 伝 子 を 検 出 で き な か っ た こ と か ら も 明
ら か な よ う に 、 結 果 的 に 不 十 分 な 感 度 と な っ た 。 従 っ て 、 模 擬 処 理 細 胞 (ド ラ イ バ ー )と DA
Cか つ TSA処 理 細 胞 (テ ス タ ー )と の 間 で 最 初 に cDNAサ ブ ト ラ ク シ ョ ン の ス テ ッ プ を 行 う こ と
に よ り 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 感 度 を 増 加 さ せ た 。 そ の 結 果 、 第 二 ラ ウ ン ド の サ ブ ト ラ ク シ ョ
ン 後 の PCR産 物 を 、 マ イ ク ロ ア レ イ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る プ ロ ー ブ と し て 使
用 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 フ ィ ル タ ー 上 に 配 列 さ れ 、 RKO細 胞 で メ チ ル 化 さ れ る こ と が 知 ら れ て い た 4つ の 対 照 遺 伝
子 の う ち 、 hMLH1遺 伝 子 の 再 発 現 だ け は 検 出 す る こ と が で き な か っ た ; し か し 、 そ の 他 の 3
つ の 対 照 遺 伝 子 p16、 TIMP3お よ び PTGS2(COX2)は 、 そ の 後 の PCR研 究 に よ り 確 認 さ れ た よ う
に 、 う ま く 検 出 さ れ た 。 未 知 遺 伝 子 の 場 合 、 模 擬 の フ ィ ル タ ー で は 発 現 を 示 さ な か っ た 遺
伝 子 (即 ち 、 模 擬 処 置 細 胞 か ら 得 た サ ブ ト ラ ク ト さ れ て い な い cDNAで 探 索 し た 場 合 に は 、
空 ス ポ ッ ト と 同 じ 強 度 を 有 す る 遺 伝 子 )で 、 か つ 模 擬 細 胞 と 処 理 細 胞 と の 間 の サ ブ ト ラ ク
シ ョ ン 産 物 を 用 い て 探 索 後 に は 検 出 可 能 な 発 現 を 示 し た 遺 伝 子 を 、 模 擬 、 DAC単 独 、 TSA単
独 、 ま た は 組 み 合 わ せ に よ る 薬 剤 処 理 に 曝 し た 細 胞 に お い て 引 き 続 い て 半 定 量 RT-PCRで 解
析 す る た め に 選 択 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ・ マ イ ク ロ ア レ イ で 調 べ た 合 計 10,814個 の 遺 伝 子 か ら は 、 74個 が DAC
お よ び /ま た は TSA処 理 に よ り 上 方 制 御 さ れ て い た 。 こ れ ら の 74個 の 遺 伝 子 を 二 つ の 群 に 分
け る こ と が で き た : 群 1の 遺 伝 子 (n=51)、 こ れ ら は TSA単 独 で は 発 現 の 変 化 を 示 さ ず 、 低 用
量 の DAC単 独 後 で は 発 現 の わ ず か な 増 加 を 示 し た が 、 DACと TSAの 組 み 合 わ せ に よ り ず っ と
強 い 誘 導 を 示 し た (表 1); お よ び 群 2の 遺 伝 子 (n=23)、 こ れ ら は TSA単 独 で 上 方 制 御 を 示 し
、 DAC単 独 に 対 し て 可 変 の 初 期 発 現 ま た は 応 答 を 有 す る 。 さ ら に 、 群 1の 遺 伝 子 を 二 つ の 群
に さ ら に 細 分 す る こ と が で き る : 群 1aの 遺 伝 子 (n=24)、 こ れ ら は 模 擬 処 理 細 胞 で は 完 全 に
不 活 化 さ れ て い る ; お よ び 群 1bの 遺 伝 子 (n=27)、 こ れ ら は RT-PCRに よ り 検 出 さ れ る 基 底 発
現 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
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　 56個 の 全 て の 非 EST遺 伝 子 (表 1)は 、 染 色 体 位 置 が 特 徴 付 け ら れ て い た ; こ れ ら の 遺 伝 子
の う ち の 46個 に つ い て は 、 全 て の 利 用 可 能 な ゲ ノ ム ・ デ ー タ ベ ー ス を 探 索 す る こ と に よ り
推 定 上 の 転 写 開 始 部 位 が 同 定 さ れ た 。 さ ら に 、 56遺 伝 子 の う ち の 27個 つ い て は 5' CpGア イ
ラ ン ド (GC含 量 が 60%を 超 え る 、 GpCに 対 す る CpG比 が 0.6を 超 え る お よ び 長 さ が 最 低 200 bp)
が 同 定 さ れ た (Gardiner- Gardenお よ び Frommer, J. Mol. Biol. 20, 261～ 282, 1987)。
残 り の 遺 伝 子 の 推 定 さ れ る 上 流 領 域 近 傍 に CpGア イ ラ ン ド を 見 つ け ら れ な い の は 、 CpGに 富
む 近 位 の プ ロ モ ー タ ー が 存 在 し な い こ と 、 つ ま り 制 御 領 域 を 含 む CpGア イ ラ ン ド が 、 利 用
可 能 な ゲ ノ ム デ ー タ を 用 い て 決 定 で き た も の よ り も さ ら に 上 流 に 位 置 し て い た か 、 ま た は
同 定 さ れ た 領 域 が 本 当 の 転 写 開 始 部 位 で は な い こ と を 示 唆 し て い る 可 能 性 が あ る と 思 わ れ
た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
RKO細 胞 で の 5' CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 の 解 析
　 同 定 さ れ た CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 状 態 は 、 重 亜 硫 酸 塩 -PCRを 、 メ チ ル 化 CpG部 位 特 異
的 制 限 酵 素 (Xiongお よ び Laird、 上 記 、 1997)お よ び MSP(Hermanら 、 上 記 、 1996)と 組 み 合
わ せ て 用 い て 解 析 し た 、 そ し て そ の 結 果 を 発 現 状 態 と 比 較 し た 。 同 定 可 能 な 5' CpGア イ ラ
ン ド を 有 す る 群 1aの 遺 伝 子 (3つ の 陽 性 対 照 遺 伝 子 を 含 む )の 12個 全 て が 、 RKO細 胞 で こ れ ら
の 領 域 の 高 密 度 な メ チ ル 化 を 含 み (表 1)か つ RT-PCRに よ り 検 出 さ れ る 基 底 発 現 を 示 さ な か
っ た 。 5' CpGア イ ラ ン ド が 同 定 さ れ た 群 1bの 遺 伝 子 5個 の う ち 、 3つ は 部 分 的 な メ チ ル 化 (
表 1)を 示 し 、 こ れ は そ の 低 い 基 底 発 現 レ ベ ル と 一 致 し て い た ; そ の 他 の 2つ の 遺 伝 子 は 、
メ チ ル 化 を 示 さ な か っ た 。 対 照 的 に 、 群 2の 遺 伝 子 10個 は ど れ も 、 基 底 発 現 と は 無 関 係 に
、 5' CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 を 示 さ な か っ た (表 1)。
【 ０ １ ３ １ 】
CRC株 で の 群 1aの 遺 伝 子 の メ チ ル 化 お よ び 発 現 解 析
　 群 1aの 遺 伝 子 を ガ ン と の 関 連 性 に つ い て さ ら に 調 べ た 。 群 1aの 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 お
よ び 発 現 を 一 連 の CRC細 胞 8株 で 調 べ た 。 SFRP1、 SEZ6L、 PCDH8お よ び FOLH1遺 伝 子 の 高 メ チ
ル 化 が 、 調 べ た 全 CRC株 で 検 出 さ れ た 。 細 胞 8株 の う ち の 5株 が KIAA0786遺 伝 子 の 完 全 な ま
た は 顕 著 な メ チ ル 化 を 示 し た 。 CXX1遺 伝 子 は 、 こ れ が X染 色 体 上 に 位 置 し 、 そ し て 女 性 の
細 胞 に お い て は 通 常 、 一 方 の 対 立 遺 伝 子 が 不 活 化 さ れ か つ メ チ ル 化 さ れ て お り そ し て も う
一 方 が 活 性 で あ り か つ メ チ ル 化 さ れ な い た め 、 特 に 関 心 が あ っ た 。 し か し 、 メ チ ル 化 さ れ
た ま た は 顕 著 に メ チ ル 化 さ れ た CXX1遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 は 、 RKO細 胞 を 含 む 、 CRC 8株 の う
ち の 5株 で 検 出 さ れ た だ け で あ り 、 HT29を 除 く 全 て が 男 性 患 者 由 来 で あ っ た 。 SNRPN遺 伝 子
は 同 様 に 、 こ れ が ヒ ト で は 母 性 的 に 刷 り 込 ま れ そ し て 沈 黙 化 さ れ る 対 立 遺 伝 子 の プ ロ モ ー
タ ー 領 域 の CpGア イ ラ ン ド で 高 メ チ ル 化 さ れ る と い う 点 で 注 目 す べ き で あ り 、 そ し て 、 予
想 ど お り 、 正 常 末 梢 血 リ ン パ 球 は 転 写 開 始 部 位 周 辺 の CpGア イ ラ ン ド で 部 分 的 な メ チ ル 化
を 示 し た (Sutcliffeら 、 Nature Genet. 8:52～ 58, 1994)。 対 照 的 に 、 RKO、 HCT116、 お よ
び SW480 CRC細 胞 は 、 完 全 な メ チ ル 化 を 示 し か つ 基 底 発 現 が な か っ た 。 S100A10お よ び  TIM
P2遺 伝 子 の メ チ ル 化 は 、 RKO細 胞 で の み 観 測 さ れ た 。 重 要 な こ と に は 、 メ チ ル 化 さ れ て い
た 細 胞 株 で は 、 上 記 の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ が 基 底 発 現 を 欠 い て い た が 、 こ れ は DACと の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 回 復 さ れ た 。 メ チ ル 化 が な い に も か か わ ら ず 、 KIAA0786遺 伝 子 は 、
SW480細 胞 で 基 底 発 現 さ れ な か っ た が 、 DACで 処 理 す る こ と で 再 活 性 化 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
初 代 CRC組 織 で の 群 1aの 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 解 析
　 群 1aの 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 を 初 代 結 腸 ガ ン お よ び 対 応 す る 正 常 結 腸 組 織 で 調 べ た 。 初
代 CRC試 料 で SFRP1遺 伝 子 の メ チ ル 化 が 著 し く 高 い 頻 度 (17/20)で 観 測 さ れ た が 、 そ の 腫 瘍
と 同 一 個 体 か ら 得 た 正 常 17組 織 の う ち の 6組 織 で は 、 ま た は そ の 腫 瘍 も メ チ ル 化 を 示 さ な
か っ た 3個 体 の 正 常 組 織 で は メ チ ル 化 が 観 測 さ れ な か っ た 。 11症 例 で は 、 腫 瘍 で も 正 常 対
照 組 織 で も SFRP1遺 伝 子 の メ チ ル 化 が 観 測 さ れ た が 、 腫 瘍 で は よ り 強 い メ チ ル 化 信 号 が 示
さ れ た 。 SFRP1遺 伝 子 の メ チ ル 化 を 同 様 に 、 CRC以 外 の 患 者 2人 か ら 得 た 正 常 結 腸 組 織 で も
調 べ た ; メ チ ル 化 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
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　 初 代 CRCで SEZ6Lお よ び KIAA0786遺 伝 子 も 同 様 に 、 非 常 に 高 頻 度 の 高 メ チ ル 化 を 示 し た (
そ れ ぞ れ 、 20症 例 の う ち の 13症 例 、 そ し て 20症 例 の う ち の 8症 例 )。 し か し 、 SFRP1遺 伝 子
と 同 様 に 、 腫 瘍 に メ チ ル 化 が な か っ た 個 体 か ら 得 た 正 常 結 腸 で 、 ま た は 腫 瘍 が メ チ ル 化 さ
れ て い た 13個 体 (SEZ6L遺 伝 子 )の う ち の 11個 体 の お よ び 8個 体 (KIAA0786遺 伝 子 )の う ち の 4
個 体 の 正 常 結 腸 で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 が 検 出 さ れ な か っ た 。 SEZ6Lお よ び KIAA078
6遺 伝 子 の い く ら か の メ チ ル 化 が そ れ ぞ れ 、 2個 体 お よ び 4個 体 か ら 得 た 正 常 結 腸 で 検 出 さ
れ た が 、 腫 瘍 で は よ り 強 い メ チ ル 化 信 号 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 予 測 ど お り 、 女 性 患 者 か ら 得 た 正 常 結 腸 粘 膜 を 含 む 全 組 織 試 料 で は 、 X染 色 体 上 に 位 置
す る CXX1遺 伝 子 の 部 分 的 な メ チ ル 化 が 示 さ れ た 。 し か し 、 男 性 患 者 14人 の う ち の 3人 で は
、 腫 瘍 特 異 的 に CXX1遺 伝 子 の メ チ ル 化 が 示 さ れ た 。 ど の 初 代 CRC試 料 に お い て も S100A10お
よ び TIMP2遺 伝 子 の メ チ ル 化 は 観 測 さ れ な か っ た 。 FOLH1お よ び PCDH8遺 伝 子 は 、 調 べ た 全
て の CRC試 料 お よ び 正 常 対 照 組 織 で 同 程 度 に メ チ ル 化 さ れ て い た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
群 1aの 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の パ タ ー ン は CRCお よ び 胃 ガ ン と リ ン ク す る
　 本 結 果 か ら 、 SFRP1、 SEZ6L、 CXX1、 KIAA0786、 S100A10お よ び TIMP2遺 伝 子 が 腫 瘍 の 発 生
お よ び /ま た は 進 行 に 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を そ の 他
の ガ ン 型 の 腫 瘍 細 胞 株 で 調 べ た 。 CRCお よ び 胃 ガ ン で は SFRP1、 SEZ6L、 LPPH1お よ び CXX1遺
伝 子 の 完 全 な 高 メ チ ル 化 が 見 ら れ た と い う 点 で 、 顕 著 な 腫 瘍 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の パ タ ー ン
が 明 ら か と な っ た が 、 試 験 し た 他 の ガ ン 型 の 全 て で 、 一 般 に 、 ご く 部 分 的 に メ チ ル 化 が 観
測 さ れ た だ け で あ っ た か ま た は メ チ ル 化 が 観 測 さ れ な か っ た (図 1)。 こ の パ タ ー ン の 例 外
は SFRP1遺 伝 子 で 顕 著 で あ っ た 。 SFRP1遺 伝 子 の プ ロ ア ポ ト ー シ ス 活 性 が 乳 ガ ン 細 胞 MCF7で
証 明 さ れ て お り 、 こ の 細 胞 は 基 底 状 態 で こ の 遺 伝 子 を 発 現 し て い な か っ た (Melkonyanら 、
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:13636～ 13641, 1997)。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 C
pGア イ ラ ン ド の 領 域 の 完 全 な メ チ ル 化 が MCF7細 胞 で 、 な ら び に MDA MB231乳 ガ ン 細 胞 、 お
よ び 試 験 し た 前 立 腺 ガ ン 細 胞 4株 の う ち の 2株 で 検 出 さ れ た (図 1)。
【 ０ １ ３ ６ 】
SFRP遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の メ チ ル 化 お よ び 発 現 解 析
　 上 述 の 高 メ チ ル 化 遺 伝 子 の 分 類 、 お よ び 最 も 興 味 深 い 遺 伝 子 の う ち の 一 つ で あ る SFRP1
遺 伝 子 の 潜 在 的 役 割 を さ ら に 特 徴 付 け る た め 、 CRC細 胞 で 、 さ ら な る SFRP遺 伝 子 を 調 べ た
。 同 定 さ れ て い る SFRP遺 伝 子 5個 の う ち 、 4個 が そ の 第 一 エ ク ソ ン 周 辺 に 高 密 度 な CpGア イ
ラ ン ド を 有 す る こ と が 分 か っ て い た 。 5' CpGア イ ラ ン ド を 欠 い た SFRP3遺 伝 子 は 、 試 験 し
た CRC細 胞 7株 の そ れ ぞ れ に お い て 基 底 レ ベ ル で 発 現 し て い た 。 し か し 、 非 常 に 高 い 頻 度 で
、 CRC細 胞 株 に お い て そ の 他 の 3個 の SFRP遺 伝 子 の そ れ ぞ れ が 高 メ チ ル 化 さ れ 、 そ の 高 メ チ
ル 化 が 基 底 発 現 の 欠 如 と 関 連 し て い た 。 そ の 発 現 は DAC処 理 に よ り 回 復 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 初 代 CRC組 織 (n=124)で の SFRP遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 解 析 は 、 特 に 関 心 が あ っ た 。 こ れ ら の
遺 伝 子 は 、 SFRP2遺 伝 子 が 結 腸 ガ ン (こ の ガ ン で は こ の 遺 伝 子 が 高 メ チ ル 化 さ れ る )を 患 う
患 者 で 微 量 に メ チ ル 化 さ れ た こ と を 除 い て 、 正 常 結 腸 で は メ チ ル 化 さ れ て い な か っ た 。 さ
ら に 、 正 常 結 腸 組 織 、 お よ び そ の 他 の 組 織 由 来 の 細 胞 株 は 、 プ ロ モ ー タ ー の メ チ ル 化 が な
い 場 合 に は こ れ ら の 遺 伝 子 を 発 現 し た 。 し か し 、 初 代 CRC腫 瘍 で は 4個 の 遺 伝 子 全 て で 高 メ
チ ル 化 が 観 測 さ れ た 。 頻 度 は 、 SFRP1遺 伝 子 に 対 す る 拡 張 デ ー タ を 含 め た 、 こ の 大 規 模 解
析 で 異 な っ て い た (SFRP1遺 伝 子 、 118/124、 95.1%; SFRP2遺 伝 子 、 111/12、 89.5%; SFRP4
遺 伝 子 、 36/124、 29.0%; お よ び SFRP5遺 伝 子 、 73/124、 58.9%)。 特 筆 す べ き は 、 症 例 の 24
.1%(30/124)で 、 CpGア イ ラ ン ド を 有 す る 4個 の SFRP遺 伝 子 全 て の メ チ ル 化 が 示 さ れ 、 少 な
く と も 4個 の う ち の 1個 が 、 腫 瘍 124個 の う ち の 123個 (99.2%; 図 2)で メ チ ル 化 さ れ て い た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 初 期 の マ イ ク ロ ア レ イ ・ デ ー タ の 論 理 的 マ イ ニ ン グ が 遺 伝 子 発 見 の
結 果 に 明 ら か に 及 ん だ こ と が 実 証 さ れ る 。 こ の 結 果 か ら 同 様 に 、 CRCで 、 WNTガ ン 遺 伝 子 の
活 性 の 遮 断 を 抑 制 で き る 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 後 生 的 な 沈 黙 化 の 関 与 が 明 ら か と さ れ る 。 SF
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RP遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の こ の 高 メ チ ル 化 に よ り 、 一 般 的 な ヒ ト の ガ ン に 対 し て こ れ ま で に 報
告 さ れ て い る 最 も 高 い 分 子 指 標 被 覆 率 が 提 供 さ れ る も の と 思 わ れ る (Estellerら 、 Cancer 
Res. 61:3225～ 3229, 2001)。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ガ ン 細 胞 の 高 メ チ ル 化 遺 伝 子 の 転 写 沈 黙 化 は 、 優 性 効 果 を 持 っ た メ チ ル 化 (Cameronら 、
上 記 、 1999)と HDAC活 性 と の 間 の 相 互 作 用 に 依 存 す る と い う 観 測 を 利 用 し て 、 そ の よ う な
遺 伝 子 を 目 的 と し て ガ ン 細 胞 の ゲ ノ ム を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 開 発 さ れ て い る 。 本 結
果 は 、 プ ロ モ ー タ ー の 高 メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 化 さ れ る ガ ン 遺 伝 子 と 関 連 す る ク ロ マ チ ン
の 性 質 に 関 す る こ の 概 念 の 正 当 性 を 立 証 し 、 そ の 方 法 に よ っ て 腫 瘍 形 成 に お け る 役 割 に つ
い て 高 い 可 能 性 を 有 す る 遺 伝 子 が 効 果 的 に 同 定 さ れ る こ と を 実 証 し て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 転 写 抑 制 ク ロ マ チ ン の 観 点 か ら 、 開 示 の 戦 略 に よ り 、 利 用 し た 阻 害 剤 に 対 し て さ ま ざ ま
な 応 答 を 有 す る 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー に 関 す る 重 要 な 情 報 が 提 供 さ れ た 。 群 1aの 遺 伝 子 に 対
す る 結 果 か ら 、 高 密 度 に メ チ ル 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 HDAC阻 害 だ け に 曝 さ れ て も 再 発 現 し な
い こ と が 確 認 さ れ た 。 対 照 的 に 、 群 2の 遺 伝 子 に 対 す る 結 果 か ら 、 HDAC単 独 阻 害 の 後 に 再
発 現 す る か ま た は 発 現 を 上 方 制 御 す る 遺 伝 子 は 、 CpGア イ ラ ン ド が そ の 5'領 域 に 存 在 し て
い よ う と も 、 プ ロ モ ー タ ー が メ チ ル 化 さ れ て い な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 本 研 究 に よ り
、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー が メ チ ル 化 さ れ て い な か っ た に も か か わ ら ず 、 細 胞 を 脱 メ チ ル 化
剤 DACで 処 理 後 に 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 が 開 示 さ れ る 。 同 様 の 発 見 が 以 前 に も 報 告 さ れ て
い た (Soengasら 、 Nature 409, 207～ 211, 2001)。 転 写 因 子 の よ う な 、 上 流 遺 伝 子 の メ チ
ル 化 が 、 二 次 的 に こ れ ら の 遺 伝 子 の 活 性 化 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る 一 方 で 、 別 の 可 能 性
と し て は 、 DACの よ う な 、 DNAメ チ ル 基 転 移 酵 素 (DNMT)阻 害 剤 は 、 そ の メ チ ル 化 能 力 を 遮 断
す る こ と に よ る 以 外 に こ れ ら の タ ン パ ク 質 に 影 響 を 及 ぼ し て い る こ と で あ る 。 最 近 の 研 究
に よ り 、 DNMTは 直 接 的 に 、 な ら び に HDACお よ び そ の 他 の コ リ プ レ ッ サ ー ・ タ ン パ ク 質 と の
相 互 作 用 を 介 し て 、 そ の メ チ ル 化 活 性 と は 無 関 係 に 転 写 を 抑 制 す る 可 能 性 が あ る こ と が 明
ら か と さ れ た (Rountreeら 、 Nature Genet. 25:269～ 277, 2000; Bachmanら 、 J. Biol. Ch
em. 276:32282～ 32287, 2001; Fuksら 、 Nature Genet. 24:88～ 91, 2000; Fuksら 、 EMBO 
J. 20:2536～ 2544, 2001;Robertsonら 、 Nature Genet. 25:338～ 342, 2000)。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 研 究 で は 、 最 初 に 樹 立 細 胞 株 を 使 用 し た が 、 こ れ は 培 養 で の み 改 変 さ れ る 遺 伝 子 の 検
出 に 偏 り を 生 じ る 可 能 性 が あ り ま た は こ の 細 胞 株 で は プ ロ モ ー タ ー の 高 メ チ ル 化 は 腫 瘍 特
異 的 で は な い (例 え ば 、 Smiragliaら 、 Hum. Mol. Genet. 10:1413～ 1419, 2001を 参 照 さ れ
た い )の で 、 対 に な っ た 原 発 腫 瘍 と 正 常 組 織 の 慎 重 な 解 析 か ら 、 開 示 の 方 法 は 、 発 現 の 変
化 が 原 発 性 腫 瘍 な ら び に 培 養 細 胞 の 高 メ チ ル 化 さ れ た 5' CpGア イ ラ ン ド と 関 連 す る 遺 伝 子
(11/12)を 同 定 す る の に 効 果 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 研 究 法 に よ り 検
出 さ れ た 12個 の 遺 伝 子 の う ち の 7個 (pl6、 COX2、 TIMP3、 SEZ6L、 SFRP1、 KIAA0786お よ び CX
X1)は 、 原 発 腫 瘍 で ま た は CRC腫 瘍 に お い て こ れ ら の 遺 伝 子 に メ チ ル 化 が あ る CRC患 者 由 来
の 正 常 結 腸 の 領 域 の み で 特 異 的 に メ チ ル 化 さ れ て い た 。 別 の 遺 伝 子 TIMP2は 、 正 常 結 腸 、
原 発 性 CRC腫 瘍 ま た は PBLで は メ チ ル 化 さ れ て い な か っ た が 、 悪 性 リ ン パ 腫 で は 非 常 に 高 頻
度 で 高 メ チ ル 化 さ れ て い た 。 9個 目 の 遺 伝 子 SNRPN(こ の 遺 伝 子 は 刷 込 み 遺 伝 子 で あ る )は 、
沈 黙 化 さ れ た 対 立 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 中 の メ チ ル 化 を 示 し た 。 そ の 他 の 二 つ の 遺 伝 子 は
、 正 常 結 腸 で も 原 発 性 CRCで も メ チ ル 化 さ れ て い た ; S100A10遺 伝 子 だ け が 原 発 性 組 織 で メ
チ ル 化 さ れ て い な か っ た 。 こ の 遺 伝 子 の 解 析 は 広 範 囲 に 及 ぶ も の で は な か っ た が 、 前 立 腺
ガ ン で 下 方 制 御 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る (Chetcutiら 、 Cancer Res. 61:6331～ 6334, 
2001)。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 開 示 の マ イ ク ロ ア レ イ 研 究 法 に よ り 、 腫 瘍 特 異 的 に 高 メ チ ル 化 さ れ る 、 相 当 数 の 遺 伝 子
が さ ら に 同 定 さ れ た 。 例 え ば 、 SFRP1遺 伝 子 の よ う な い く つ か の 遺 伝 子 は 、 CRC患 者 由 来 の
、 全 て で は な い が 、 い く つ か の 正 常 結 腸 粘 膜 組 織 で メ チ ル 化 さ れ て い た が 、 CRCで な い 被
検 体 で は メ チ ル 化 さ れ て い な か っ た 。 CRCに お い て 高 い 頻 繁 で 高 メ チ ル 化 さ れ て い た 遺 伝
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子 群 に 見 ら れ た よ う に 、 正 常 組 織 に お け る こ の メ チ ル 化 は 、 前 ガ ン 状 態 の 変 化 が 結 腸 の 広
い 領 域 に わ た っ て 起 こ る 、 「 領 域 効 果 (field effect)」 を 反 映 し て い る 可 能 性 が あ り 、 ま
た は い く つ か の CpGア イ ラ ン ド が 加 齢 に 伴 っ て 正 常 結 腸 で メ チ ル 化 さ れ る よ う に な る 傾 向
を 示 し て い る 可 能 性 が あ る (Toyotaら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 8681～ 8686, 19
99)。 正 常 組 織 に メ チ ル 化 が な い 個 体 の 年 齢 が 53～ 64歳 に 及 ん で い た こ と や 、 46歳 の 患 者 1
人 が 正 常 お よ び 腫 瘍 組 織 の 両 方 で メ チ ル 化 を 示 し て い た こ と か ら 、 領 域 効 果 (field effec
t)で あ る 可 能 性 が よ り 高 い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 研 究 法 の 利 点 は 、 同 定 さ れ た 大 部 分 の 遺 伝 子 が 、 腫 瘍 形 成 に 重 要 な 、 周 知 の 特 性 ま た
は 推 定 機 能 を 有 す る と い う こ と で あ る 。 例 え ば 、 大 部 分 の 群 1aの 遺 伝 子 、 お よ び そ の 他 の
群 の 多 く の 遺 伝 子 が 、 ガ ン で 高 頻 度 の LOHが 起 こ る 染 色 体 領 域 に 、 例 え ば 、 SFRP1遺 伝 子 は
染 色 体 8p12に 、 SEZ6L遺 伝 子 は 22q11に 、 お よ び TIMP2遺 伝 子 は 17q25(表 1)に 位 置 し て い る
。 さ ら に 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 多 く が 、 ガ ン に 関 与 す る 経 路 の 構 成 要 素 を コ ー ド す る 。 例
え ば 、 群 1aの 遺 伝 子 の な か で 、 SFRP1は 腫 瘍 遺 伝 子 WNTの シ グ ナ ル 伝 達 に 拮 抗 す る (Finchら
、 上 記 、 1997)、 お よ び SFRP1遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 乳 ガ ン 細 胞 は 、 プ ロ ア ポ ト
ー シ ス 刺 激 に 対 す る 感 度 増 加 を 示 し た (Melkonyanら 、 上 記 、 1997)。 SFRP1遺 伝 子 の 低 発 現
が 、 大 多 数 の 乳 ガ ン で 観 測 さ れ た (Ugoliniら 、 Oncogene 18:1903～ 1910, 1999; Ugolini
ら 、 Oncogene 20: 5810～ 5817, 2001)。 マ ウ ス SEZ6遺 伝 子 お よ び ラ ッ ト の ラ ト ロ フ ィ リ ン
(latrophilin)の 発 現 は 脳 に 限 定 さ れ る が 、 そ れ ら の ヒ ト の 相 同 体 (SEZ6L遺 伝 子 お よ び KIA
A0786遺 伝 子 )は 、 ヒ ト で の そ れ ら の 機 能 は 不 明 の ま ま で あ る が 、 そ れ ぞ れ 肺 お よ び 乳 ガ ン
で 高 頻 度 に 欠 失 さ れ る 領 域 か ら 同 定 さ れ た (Nishiokaら 、 Oncogene 19:6251～ 6260, 2000;
 Whiteら 、 Oncogene 17:3513～ 3519, 1998)。 TIMP2は 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー
ゼ の 組 織 阻 害 因 子 (TIMP)フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 こ の フ ァ ミ リ ー に は 、 高 い 頻 度 で
、 種 々 の 悪 性 腫 瘍 に て 高 メ チ ル 化 に よ り 不 活 化 さ れ る 遺 伝 子 TIMP3(Bachmanら 、 Cancer Re
s. 59: 798～ 802, 1999)が 含 ま れ る 。 ア ネ キ シ ン II軽 鎖 ま た は p11と も 呼 ば れ る S100A10は
、 他 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の ア ネ キ シ ン II重 鎖 と ヘ テ ロ 四 量 体 複 合 体 を 形 成 す る (p
36; Kubeら 、 Gene 102:255～ 259, 1991)。 p36お よ び p11タ ン パ ク 質 発 現 の 高 頻 度 の 消 失 が
、 恐 ら く p36遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る 沈 黙 化 が 原 因 と な っ て 、 前 立 腺 ガ ン で 報 告 さ れ た (Ch
etcutiら 、 上 記 、 2001)。 CXX1は 推 定 上 の プ レ ニ ル 化 タ ン パ ク 質 で あ る (Frattiniら 、 Geno
mics 46:167～ 169, 1997)。 プ レ -mRNAの ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る 可 能 性 が あ る SNRPN遺
伝 子 は 、 プ ラ ダ ー ウ ィ リ 症 候 群 お よ び ア ン ジ ェ ル マ ン 症 候 群 に か か わ る 領 域 15q11-q13上
に 位 置 し て い る (Nichollsら 、 Trends Genet. 14:194～ 200, 1998)。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 FOLH1お よ び PCDH8遺 伝 子 も 興 味 深 い 特 徴 を 有 す る 。 葉 酸 代 謝 は DNAメ チ ル 化 に 影 響 を 及
ぼ し 、 葉 酸 代 謝 酵 素 の メ チ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 は 、 ヒ ト の 悪 性 腫 瘍 に 対 す る 感
受 性 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る (Matsuoら 、 Blood 97:3205～ 3209, 2001; Songら 、 Canc
er Res. 61:3272～ 3275, 2001)。 FOLH1は 、 葉 酸 摂 取 に 関 与 し 、 ガ ン に お け る DNAメ チ ル 化
に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る (Heston, W.D., Urology 3A Suppl:104～ 112, 1997)。 PCDH8
は 細 胞 間 接 着 分 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り (Strehlら 、 Genomics 53:81～ 89, 1998)、
そ の 機 能 の 喪 失 が 浸 潤 お よ び 転 移 に 重 要 で あ る 。 し か し 、 FOLH1お よ び PCDH8遺 伝 子 は 、 腫
瘍 特 異 的 な ま た は 腫 瘍 圧 倒 的 な メ チ ル 化 を 示 さ な か っ た 。 FOLH1は も と も と 前 立 腺 特 異 的
膜 抗 原 (PSMA)と 見 な さ れ て い た 、 そ し て 前 立 腺 ガ ン で 強 く 発 現 さ れ る ; 結 腸 直 腸 ガ ン で は
調 べ ら れ て い な い 。 正 常 組 織 で は 、 PCDH8遺 伝 子 は 、 胎 児 の お よ び 成 人 の 脳 で 排 他 的 に 発
現 さ れ る 。 こ の よ う に 、 FOLH1お よ び PCDH8遺 伝 子 の メ チ ル 化 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が CRC細
胞 株 で 沈 黙 さ れ か つ DACを 用 い て そ の よ う な 細 胞 を 処 理 す る こ と に よ っ て 再 発 現 す る こ と
か ら 、 遺 伝 子 発 現 に 関 連 し た 組 織 特 異 的 な 現 象 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 SFRP遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 高 メ チ ル 化 を 含 め 、 胃 腸 ガ ン に お け る 複 数 遺 伝 子 の 高 メ チ ル 化
に 対 し て 頻 繁 に 起 こ る 選 好 性 の 同 定 か ら 、 ク ロ マ チ ン 再 構 成 に お け る 共 通 の 異 常 が 、 プ ロ
モ ー タ ー の 高 メ チ ル 化 と 関 連 し た 後 生 的 な 沈 黙 化 に 対 し て 複 数 遺 伝 子 (関 連 遺 伝 子 の フ ァ
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ミ リ ー が 含 ま れ る )に バ イ ア ス を か け て い る 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の 結 果 か
ら 、 正 常 細 胞 と 比 べ て ガ ン 細 胞 で 差 次 的 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の さ ら な る 方
法 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 機 能 的 な 観 点 か ら 、 SFRP遺 伝 子 の 全 て が WNT/frizzledシ グ ナ ル 伝 達 に 対 抗 す る と 考 え ら
れ て い る (Finchら 、 上 記 、 1997; Rattnerら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:2859～ 286
3, 1997; Changら 、 Hum. Mol. Genet. 8:575～ 583, 1999; Abu-Jawdehら 、 Lab. Invest. 
79:439～ 447, 1999)。 従 っ て 、 SFRP遺 伝 子 の 機 能 喪 失 に よ り 腫 瘍 抑 制 経 路 全 体 が 抑 制 さ れ
る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 APC遺 伝 子 の 突 然 変 異 が 結 腸 ガ ン で よ く 見 ら れ 、 こ れ が 構 成 的
な WNT経 路 の 作 用 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る (Morinら 、 Science 275:1787～ 1790, 1997; B
ehrensら 、 Science 280:596～ 599, 1998)。 初 期 の 結 果 か ら 、 SFRP遺 伝 子 の 高 メ チ ル 化 を
あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ で 有 す る CRC腫 瘍 の 全 体 で 、 APC遺 伝 子 の 突 然 変 異 が 頻 繁 に 起 こ っ て い
る こ と が 示 唆 さ れ た 。 し か し 、 APCは さ ら な る 機 能 を 有 す る (Mimori-Kiyosueお よ び Tsukit
a, J. Cell Biol. 154:1105～ 1109, 2001)。 従 っ て 、 そ の 他 の 機 構 を 介 し た WNT活 性 の 阻
害 の 喪 失 が 、 結 腸 直 腸 の 腫 瘍 形 成 に 重 要 な 新 た な 機 能 的 経 路 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 開 示 の 研 究 法 に よ り 、 個 別 の ガ ン 型 に お い て 後 生 的 な 機 構 に よ り 沈 黙 化 さ れ た 全 範 囲
の 遺 伝 子 を 同 定 す る 手 段 が 提 供 さ れ る 。 新 た に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン に よ
り 、 最 初 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 特 定 の ガ ン 型 、 お よ び 関 連 す る 腫 瘍 型 に 対 し て は っ き り
と 描 き 出 さ れ る 試 験 結 果 (図 1を 参 照 さ れ た い )か ら 、 ヒ ト の ガ ン の プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 対
す る プ ロ モ ー タ ー の 高 メ チ ル 化 の 重 要 性 が 確 認 さ れ る 。 特 に 、 CRCお よ び 胃 ガ ン は 、 誤 対
合 修 復 機 能 の 喪 失 に よ っ て 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 不 安 定 性 の 表 現 形 を 示 す 数 少 な い 腫 瘍 型
の う ち の 一 部 で あ る ; い ず れ の 場 合 に も 、 関 連 す る の は 、 MLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー に 関
す る 高 メ チ ル 化 事 象 で あ っ た (Baylinお よ び Herman, Trends Genet. 16:168～ 174, 2000、
こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。 従 っ て 、 そ の よ う な 指 標 の パ ネ ル が 、 腫
瘍 形 成 を 調 節 す る 経 路 を 調 べ か つ 操 作 す る の に 有 効 で あ る 。 さ ら に 、 本 結 果 に よ り 、 特 定
型 の ヒ ト の ガ ン の 高 感 度 検 出 の た め の 包 括 的 な 指 標 パ ネ ル を 構 成 す る の に 、 限 ら れ た 数 の
高 メ チ ル 化 遺 伝 子 で 十 分 で あ る こ と が 実 証 さ れ る 。 上 記 の 方 法 に よ り 、 そ の 他 の 疾 患 に お
い て そ の よ う な 遺 伝 子 パ ネ ル を 同 定 す る た め の 手 段 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 を 上 記 の 実 施 例 に 関 連 し て 記 述 し て き た が 、 当 然 の こ と な が ら 、 本 発 明 の 精 神 お
よ び 範 囲 の な か で の 変 更 お よ び 変 形 が 包 含 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に
よ っ て の み 限 定 さ れ る 。
（ 表 １ ） 　 RKO細 胞 で DACお よ び TSA処 置 に よ り 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子
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a GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 。 b Yes: CpGア イ ラ ン ド が 、 推 定 さ れ る 転 写 開 始 部 位 周 辺 に
ま た は 上 流 領 域 近 傍 に 見 ら れ た ; no: CpGア イ ラ ン ド が 、 推 定 さ れ る 転 写 開 始 部 位 周 辺 に
ま た は 上 流 領 域 近 傍 に 見 ら れ な か っ た ; uk: 上 流 の ゲ ノ ム 配 列 が 未 知 で あ る 。 c Yes: 完 全
な メ チ ル 化 ; partial: 部 分 的 な メ チ ル 化 ; no: メ チ ル 化 な し 。 d 陽 性 対 照 遺 伝 子 。
（ 表 ２ ） メ チ ル 化 の 研 究 の た め の プ ラ イ マ ー 配 列  
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＊ Y=Cま た は T　 ＊ ＊ R=Aま た は G　 ＊ ＊ ＊ 配 列 番 号 : - 左 か ら 右 へ 、 上 か ら 下 へ 、 1～ 110ま
で 番 号 を 付 け た ; 代 表 的 な 配 列 番 号 が 示 し て あ る
（ 表 ３ ） SFRP遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー 配 列
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＊ 図 6に 示 し た そ し て 一 次 組 織 試 料 の 分 析 で 使 用 し た プ ラ イ マ ー
＊ ＊ 配 列 番 号 : - 左 か ら 右 へ 、 上 か ら 下 へ 、 111～ 148ま で 番 号 を 付 け た ; 代 表 的 な 配 列 番
号 が 示 し て あ る
（ 表 ４ ）
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＊ Acc. No.は 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 。 bの CpGア イ ラ ン ド で 、 「 Yes」 は 、 CpGア イ
ラ ン ド が 、 推 定 さ れ る 転 写 開 始 部 位 周 辺 に ま た は 上 流 領 域 近 傍 に 見 ら れ た ;「 No」 は 、 CpG
ア イ ラ ン ド が 、 推 定 さ れ る 転 写 開 始 部 位 周 辺 に ま た は 上 流 領 域 近 傍 に 見 ら れ な か っ た ;「 U
K」 は 、 上 流 の ゲ ノ ム 配 列 が 未 知 で あ る 。 cの メ チ ル 化 で 、 「 Yes」 は 完 全 な メ チ ル 化 、 「 P
artial」 は 部 分 的 な メ チ ル 化 、 「 No」 は メ チ ル 化 な し 。 dは 陽 性 対 照 遺 伝 子 。
＊ ＊  - 配 列 番 号 : - 左 か ら 右 へ 、 上 か ら 下 へ 、 149～ 296ま で 番 号 を 付 け た ; 代 表 的 な 配
列 番 号 が 示 し て あ る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ９ 】
【 図 １ 】 種 々 の 起 源 由 来 の 一 連 の ヒ ト ガ ン 細 胞 株 に お け る 群 1aの 6個 の 遺 伝 子 (表 1を 参 照
さ れ た い )の メ チ ル 化 特 異 的 PCR(MSP)解 析 の ま と め を 示 す 。 遺 伝 子 名 が 最 上 部 に 示 さ れ て
お り 、 そ し て 細 胞 株 名 が 左 側 に 示 さ れ て い る 。 黒 枠 は 完 全 な メ チ ル 化 を 示 し 、 灰 枠 お よ び
白 枠 は そ れ ぞ れ 、 部 分 的 な メ チ ル 化 お よ び メ チ ル 化 な し を 示 す 。 「 ND」 は 、 決 定 さ れ て い
な い こ と を 示 す (MSPで 増 幅 さ れ な い た め )。
【 図 ２ 】 124個 の 原 発 性 CRC試 料 に お け る SFRP遺 伝 子 の MSP解 析 の ま と め を 示 す (実 施 例 1を
参 照 さ れ た い )。 遺 伝 子 名 が 最 上 部 に 示 さ れ て い る 。 各 列 は 原 発 性 CRC腫 瘍 を 示 す 。 灰 枠 お
よ び 白 枠 は そ れ ぞ れ 、 メ チ ル 化 お よ び メ チ ル 化 な し を 示 す 。
【 配 列 表 】
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