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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者から得られた生物学的試料中のADAM 12の存在または非存在を検出する段階を含む
、ADAM 12の存在または非存在を検出するための方法であって、ADAM 12の存在が上皮起源
の癌の存在を示唆するものであり、かつ生物学的試料が尿である、方法。
【請求項２】
　以下の段階を含む、ADAM 12レベルを測定するための方法であって：
a. 患者から得られた試験試料中に存在するADAM 12レベルを測定する段階；
b. 対照試料中に存在するADAM 12レベルと試験試料中のADAM 12レベルを比較する段階；
ここで、対照試料中のADAM 12レベルと比較して、試験試料中のより高いADAM 12レベルが
上皮起源の癌を示唆するものであり、かつ試験試料および対照試料が尿である、方法。
【請求項３】
　以下の段階を含む、ADAM 12レベルを測定するための方法であって：
a. 上皮起源の癌を有する疑いがあるか、または有する患者から得られた試験試料中に存
在するADAM 12レベルを測定する段階；および
b. 段階(a)において決定されたレベルを対照試料中のADAM 12レベルと比較する段階；
　ここで、段階(b)の比較に基づき、該患者の予後が評価されるものであり、対照試料中
のADAM 12レベルより少なくとも3倍大きい試験試料中のADAM 12レベルが癌の攻撃型およ
び従って予後不良を示唆するものであり、かつ試験試料および対照試料が尿である、方法
。
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【請求項４】
　上皮起源の癌が乳癌、基底細胞癌、腺癌、消化管癌、口唇癌、口腔癌、食道癌、小腸癌
、胃癌、結腸癌、肝臓癌、膀胱癌、膵臓癌、卵巣癌、子宮頸癌、肺癌、皮膚癌、前立腺癌
、および腎細胞癌からなる群より選択される、請求項1～３のいずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　ADAM 12に特異的に結合する、抗体に基づく結合部分を用いてADAM 12の存在または非存
在が検出される、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　ADAM 12タンパク質レベルを測定することによりADAM 12レベルが測定される、請求項２
または３記載の方法。
【請求項７】
　以下の段階を含む方法によりADAM 12タンパク質レベルが測定される、請求項６記載の
方法：
a. 試験試料またはその調製物を、ADAM 12に特異的に結合する、抗体に基づく結合部分に
接触させ、抗体-ADAM 12複合体を形成させる段階；および
b. 複合体の存在を検出し、それにより存在するADAM 12レベルを測定する段階。
【請求項８】
　抗体に基づく結合部分が検出可能な標識を用いて標識される、請求項５または７記載の
方法。
【請求項９】
　標識が放射性標識、ハプテン標識、蛍光標識、および酵素標識からなる群より選択され
る、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　抗体に基づく結合部分が抗体である、請求項５または７記載の方法。
【請求項１１】
　抗体がモノクローナル抗体である、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　尿試料を保持するための容器、およびADAM 12に特異的に結合する、少なくとも1つの抗
体を含む、尿試料中のADAM 12を検出するためのキット。
【請求項１３】
　1つの抗体が固相上に固定され、かつ1つの抗体が検出可能に標識された、ADAM 12に特
異的に結合する2つの抗体を含む、請求項１２記載のキット。
【請求項１４】
　使用説明書をさらに含む、請求項１２記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、患者から得られた生物学的試料中のADAM 12レベルを評価することにより、
上皮起源の癌を診断および予後診断するための方法に関する。
【０００２】
相互参照
　本出願は、2004年1月9日出願の米国仮出願第60/535,306号の35 U.S.C§119(e)に基づく
恩典を主張する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　癌からの生残において最も重要な因子の一つは初期段階における検出である。癌の初期
事象を検出する臨床アッセイ法は、癌の進行に介入し、かつ防ぐ機会を提供する。遺伝子
プロファイリングおよびプロテオミクスの発展と共に、特異的な癌を診断および予後診断
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するのに用いられ得る分子マーカーまたは「バイオマーカー」の同定において著しい進展
があった。例えば、前立腺癌の場合、抗原PSA(prostate specific antibody)が血中に検
出され得、かつ前立腺癌の存在を示唆する。従って、前立腺癌の危険性のある男性の血液
を、PSAレベルの上昇について、迅速、容易、かつ安全にスクリーニングできる。
【０００４】
　たとえ癌検出の分野において著しい進展があったとしても、依然として、当技術分野に
おいて臨床応用において容易に用いられ得るさまざまな癌についての新規のバイオマーカ
ーの同定の必要性が残る。例えば、現在まで、容易に検出可能なバイオマーカーを用いる
乳癌の診断には、比較的少数の選択肢しか利用できない。特にエストロゲン受容体の下方
制御と連動する、EFGRの過剰発現は、乳癌患者において予後不良のマーカーである。乳癌
の他の公知のマーカーとしては、血中の高レベルのM2ピルビン酸キナーゼ(M2 PK)(米国特
許第6,358,683号)、血中の高ZNF217タンパク質レベル(WO 98/02539)、および診断に有用
な、乳癌において新規に同定されたタンパク質、PDEBCの差次的な発現(米国特許出願第20
030124543号)が含まれる。これらのバイオマーカーは診断の代替方法を提供するものの、
広範には用いられていない。さらに、数多くの組織化学的、遺伝学的、および免疫学的マ
ーカーの使用にもかかわらず、臨床医はどの腫瘍が他の臓器に転移するのか予測するのに
依然として苦労している。
【０００５】
　細胞接着を媒介することが公知であり、シンデカンおよびインテグリン相互作用を通じ
て広がる、ADAM 12 (a disintegrin and metalloproteinase domain 12)は最近、肝臓癌
において腫瘍の攻撃性および進行に対するマーカーとして示唆された(Pabic et al. Hepa
tology (2003) vol. 37(5):1056-1066)。しかしながら、この研究において、ADAM 12レベ
ルの検出は生検を必要とし、かつ血清または尿中のADAM 12の検出に関しては開示がなか
った。従って、Pabic et al.によって開示されるように、ADAM 12は容易に検出可能なバ
イオマーカーとしては役立たないように思われる。
【０００６】
　バイオマーカーの同定は、特に疾患の診断、予後診断、および処置の向上に関係する。
そのため、当技術分野において、迅速、容易、かつ安全に検出され得る代替バイオマーカ
ーを同定する必要性がある。そのようなバイオマーカーを用いて、乳癌、特に疾患の浸潤
期、潜在的な転移期を有する対象の進行または処置を、診断、病期決定、またはモニター
し得る。
【発明の開示】
【０００７】
発明の概要
　本発明は、ADAM 12(活性および潜伏性の両方の)タンパク質が尿中に存在し、かつ上皮
起源の癌、例えば乳癌、結腸癌、前立腺癌、肝臓癌、膀胱癌、膵臓癌、卵巣癌、子宮頸癌
、肺癌、および皮膚癌、ならびにその他を有する患者において、ADAM 12の発現および活
性が上方制御されるという驚くべき発見に基づく。従って、本発明は予後評価のための方
法、上皮起源の癌の診断を容易にする方法、および治療効果のマーカーとしての方法に向
けられる。具体的には、生物学的試料、例えば尿中に検出されるADAM 12タンパク質の量
は、ADAM 12レベルを用いて癌の存在および転移能を予測可能な程、疾患の状態と相関す
る。このように、生物学的試料(例えば、尿または血液)中のADAM 12レベルの測定により
、患者の上皮起源の癌、例えば乳癌の診断および予後診断の両方に用いられ得る、迅速、
容易、かつ安全なスクリーニングが提供される。
【０００８】
　一つの態様において、患者の上皮起源の癌の診断を容易にするための方法が提供される
。方法は、患者から生物学的試料を得る段階、および生物学的試料中のADAM 12(またはそ
の断片)の存在または非存在を検出する段階を含み、ここで、ADAM 12の存在が上皮起源の
癌の存在を示唆する。
【０００９】
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　他の態様において、方法は、患者からの試験生物学的試料中に存在するADAM 12レベル
を測定する段階、および観察されたADAM 12レベルを同タイプの対照試料中に存在するADA
M 12レベルと比較する段階を含む。対照試料と比較して、より高いレベルの試験試料中の
ADAM 12が、癌を示唆する。好ましくは、本発明の方法は上皮起源の癌、特に乳癌の初期
検出のために用いられる。例えば、患者は毎年、年1回の身体検査の間に医師によりスク
リーニングされ得る。
【００１０】
　「対照試料」という用語は、癌を有さないと信じられる「正常な」または「健康な」個
体(群)から得られた生物学的試料を指す。対照は当技術分野に周知である方法を用いて選
択され得る。レベルが対照集団について十分確立されたならば、試験生物学的試料由来の
アレイ結果が公知のレベルと直接比較され得る。
【００１１】
　「試験試料」という用語は、上皮起源の癌について試験される患者から得られた生物学
的試料を指す。
【００１２】
　生物学的試料は例えば、血液、組織(例えば、腫瘍または乳房)、血清、便、尿、痰、髄
液、乳頭吸引物、および細胞溶解物由来の上清から得られ得る。好ましい生物学的試料の
一つは尿である。
【００１３】
　一つの局面において、診断される上皮起源の癌は乳癌、基底細胞癌、腺癌、消化管癌、
例えば口唇癌、口腔癌、食道癌、小腸癌、および胃癌など、結腸癌、肝臓癌、膀胱癌、膵
臓癌、卵巣癌、子宮頸癌、肺癌、ならびに皮膚癌、例えば扁平上皮細胞および基底細胞癌
、前立腺癌、腎細胞癌、ならびに、全身の上皮細胞を冒す他の公知の癌である。
【００１４】
　他の態様において、本発明は上皮起源の癌を有する疑いがあるか、または有する患者の
予後評価のための方法を提供する。方法は、i)患者から得られた試験試料中に存在するAD
AM 12レベルを測定する段階、ii)試験試料中のADAM 12レベルを、癌を有さないと信じら
れる健康な患者から得られた同タイプの生物学的試料(対照試料)中に存在することが公知
のADAM 12タンパク質レベルと比較する段階、およびiii)比較に基づき患者の予後を評価
する段階を含み、ここで、対照試料中のレベルより少なくとも3倍大きい試験試料中のADA
M 12レベルが、癌の攻撃型(例えば、転移性または浸潤性)、および従って予後不良を示唆
する。
【００１５】
　本発明は、同じ患者から得られた複数の試験試料中に存在するADAM 12レベルを評価す
ることも意図する。ここで、経時的なADAM 12量の進行性増加は癌腫瘍の攻撃性(例えば、
転移能)の増強を示唆する。そのように、ADAM 12レベルは疾患の状態および病期の予測に
役立つ。
【００１６】
　本発明は、上皮起源の癌を有する患者を処置するために設計された処置計画の治療効果
をモニターするためにADAM 12レベルを評価することをさらに意図する。
【００１７】
　一つの好ましい態様において、生物学的試料は尿試料である。しかしながら、血液、組
織、血清、便、痰、髄液、乳頭吸引物、および細胞溶解物由来の上清の生物学的試料も用
いることができる。
【００１８】
　本発明の一つの局面において、試験生物学的試料中に存在するADAM 12レベルは、試験
試料またはその調製物を、ADAM 12タンパク質またはその一部に特異的に結合する、抗体
に基づく結合部分に接触させることにより測定される。抗体に基づく結合部分はADAM 12
と検出可能な複合体を形成し、それによりADAM 12レベルを測定することが可能となる。
【００１９】
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　抗体に基づく免疫学的アッセイ法はADAM 12タンパク質レベルを測定するための好まし
い手段である。しかしながら、当業者に公知の任意の手段を用いてADAM 12レベルを評価
し得る。例えば、いくつかの態様において、ADAM 12発現レベルはADAM 12 mRNA転写産物
のレベルを測定することによりアッセイされる。または、ADAM 12レベルは、SELDI質量分
析法を含む質量分析法により評価され得る。ADAM 12レベルは、基質ゲル電気泳動法を含
むがこれに限定されない、生物学的活性アッセイ法によっても評価可能である。
【００２０】
　さらなる態様において、本発明は生物学的試料中のADAM 12を測定するための手段を含
むキットを提供する。
【００２１】
　本発明の他の局面は下記に開示される。
【００２２】
発明の詳細な説明
　本発明者らは患者の生物学的試料中に存在するADAM 12レベルが、上皮起源の癌の存在
または非存在に相関することを発見した。さらに、高レベルのADAM 12が癌腫瘍の攻撃性
および転移能に相関することが決定された。
【００２３】
　本明細書において用いられるように、「上皮起源の癌」とは、乳癌、基底細胞癌、腺癌
、消化管癌、口唇癌、口腔癌、食道癌、小腸癌、および胃癌、結腸癌、肝臓癌、膀胱癌、
膵臓癌、卵巣癌、子宮頸癌、肺癌、乳癌、および皮膚癌、例えば扁平上皮および基底細胞
癌、前立腺癌、腎細胞癌、ならびに全身の上皮細胞を冒す他の公知の癌を含むがこれらに
限定されない、上皮細胞から生じる癌を指す。
【００２４】
　癌に関して「攻撃性」または「浸潤性」という用語は、腫瘍がその境界を越えて隣接す
る組織に拡大する傾向を指す(Darnell, J. (1990), Molecular Cell Biology, Third Ed.
, W. H. Freeman, NY)。浸潤癌は、特定の臓器に限局する腫瘍である、臓器限局癌と対比
され得る。腫瘍の浸潤特性には、腫瘍が被膜の境界を越えて拡大すること、およびその腫
瘍が位置する特定の組織の境界を超えて拡大することを可能にするために、マトリックス
材料および基底膜材料を分解する、コラゲナーゼなどのタンパク質分解酵素による加工が
付随することが多い。
【００２５】
　本明細書において用いられるように、「転移」という用語は、患者において、起源の臓
器から他の遠位部位に癌が広がる状態を指す。腫瘍転移のプロセスは、局所浸潤および細
胞間マトリックスの破壊、血管、リンパ管、または他の輸送経路への侵入、循環中の生残
、二次部位における管外への遊出、ならびに新規の位置における増殖を含む、多段階事象
である(Fidler, et al., Adv. Cancer Res. 28, 149-250 (1978), Liotta, et al., Canc
er Treatment Res. 40, 223-238 (1988), Nicolson, Biochim. Biophy. Acta 948, 175-2
24 (1988)およびZetter, N. Eng. J. Med. 322, 605-612 (1990))。悪性細胞の運動性の
向上は、動物およびヒトの腫瘍の転移能の増強と関連していた(Hosaka, et al., Gann 69
, 273-276 (1978)およびHaemmerlin, et al., Int. J. Cancer 27, 603-610 (1981))。
【００２６】
　本明細書において用いられるように、「生物学的試料」は患者、好ましくはヒト患者か
ら得られた、組織、組織試料、細胞試料(例えば組織生検、例えば吸引生検、ブラシ生検
、表面生検、針生検、パンチ生検、切除生検、直視下生検、切開生検、または内視鏡生検
)、および腫瘍試料を含む、生物学的材料の試料を指す。生物学的試料は生物学的液体試
料でもよい。一つの好ましい態様において、生物学的試料は尿である。しかしながら、血
液、血清、唾液、髄液、乳頭吸引物、および細胞溶解物由来の上清も用いられ得る。
【００２７】
　本発明は、本発明の方法における生物学的試料の単離物の使用も包含する。本明細書に
おいて用いられるように、生物学的試料の「単離物」(例えば、組織または腫瘍試料の単
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離物)は、試料から分離、由来、摘出、精製、または単離され、かつ好ましくは、生物学
的試料に関連する望ましくない組成物および/または不純物もしくは汚染物を実質的に含
まない、材料または組成物(例えば、生物学的材料または組成物)を指す。
【００２８】
　好ましい態様において、生物学的試料はADAM 12タンパク質またはADAM 12 mRNAの分解
を防ぐように処置される。分解を阻害するかまたは防ぐための方法には、プロテアーゼも
しくはRNAアーゼ阻害剤を用いる生物学的試料の処置、生物学的試料の凍結、または氷上
に生物学的試料への配置が含まれるが、これらに限定されない。好ましくは、分析の前に
、生物学的試料または単離物は、ADAM 12タンパク質またはADAM 12 mRNAの分解を防ぐよ
うな条件下に常に保たれる。
【００２９】
　本発明において用いられるように、「組織試料」は対象、好ましくはヒト対象の無傷の
組織から得られたかまたは除去された、組織の部分(portion)、切片、部分(part)、セグ
メント、または断片を指す。好ましい組織試料の一つは乳房組織である。
【００３０】
　本発明において用いられるように、「腫瘍試料」は腫瘍の部分(portion)、切片、部分(
part)、セグメント、または断片、例えば対象、好ましくはヒト対象から得られたかまた
は除去された(例えば、対象の組織から除去されたかまたは摘出された)腫瘍を指す。
【００３１】
　本明細書において用いられるように、「原発腫瘍」は対象内において第一の部位に生じ
た腫瘍であり、対象の体内において原発腫瘍から離れた部位に生じる「転移腫瘍」とは区
別され得る。
【００３２】
　本明細書において用いられるように、「LCIS」は非浸潤性小葉癌を指す。LCISは小葉新
生物とも呼ばれ、非浸潤性乳癌のタイプに分類されることもある。それは小葉壁を貫通し
ない。それは通常それ自身では浸潤癌にならないものの、この状態を有する女性は、同一
または反対の乳房に浸潤性乳癌を発生する、より高いリスクを有する。
【００３３】
　本明細書において用いられるように、「DCIS」は非浸潤性乳管癌を指す。非浸潤性乳管
癌は非浸潤性乳癌の最も一般的なタイプである。DICSにおいて、悪性細胞は管壁を通って
乳房の脂肪組織に転移しなかった。面皰癌は、他のタイプのDCISに比べ、乳腺腫瘤摘出術
後に同じ領域に復帰する可能性が高く、かつ他の型のDCISより、最終的な浸潤性乳管癌の
発生により密接に関係したタイプのDCISである。
【００３４】
　本明細書において用いられるように、「ADAM 12」はGenebankアクセッションNM_003474
(ホモサピエンス)(SEQ ID NO:1)(図5)のADAM 12タンパク質を指す。この用語は、種変種
、ホモログ、対立形質型、変異体型、およびそれらの同等物も包含する。
【００３５】
　本発明は、患者において上皮起源の癌の診断を容易にするための方法に向けられる。一
つの態様において、方法は、患者から生物学的試料を得る段階、および生物学的試料中の
ADAM 12(またはその断片)の存在または非存在を検出する段階を含み、ここで、ADAM 12の
存在が上皮起源の癌の存在を示唆する。
【００３６】
　他の態様において、方法は、癌を有すると疑われる患者から得られた試験試料中のADAM
 12レベルを測定する段階、および観察されたレベルを対照試料、例えば癌を有さないと
信じられる個々の患者または個体集団から得られた試料中に見いだされたADAM 12レベル
と比較する段階を含む。正常な対照中に観察されたレベルより高いADAM 12レベルは、癌
の存在を示唆する。ADAM 12レベルは任意の単位により、例えば濃度計、照度計、またはE
lisaプレートリーダーから得られた単位として表される。
【００３７】



(7) JP 4847873 B2 2011.12.28

10

20

30

40

50

　本明細書において用いられるように、「対照試料中のレベルと比較して、より高いレベ
ルの試験試料中のADAM 12」は、対照試料中に存在するADAM 12量より多いADAM 12量を指
す。「より高いレベル」という用語は、統計的に有意に、または有意に、対照試料中に見
いだされたレベルより上のレベルを指す。好ましくは、「より高いレベル」は少なくとも
2倍大きい。攻撃型の癌を示すADAM 12タンパク質レベルは、対照試料中に存在するADAM 1
2量より少なくとも3倍、好ましくは5培から6倍大きいADAM 12量を指す。
【００３８】
　「統計的に有意に」または「有意に」という用語は統計的有意性を指し、通常規定濃度
を上回るか、またはマーカー濃度より高い、2標準偏差(2SD)を意味する。
【００３９】
　比較のために、試験試料および対照試料は同タイプ、すなわち同じ生物学的供給源から
得られたものである。対照試料は、健康な個体から得られた同タイプの生物学的試料中に
正常に見いだされるのと同濃度のADAM 12を含む標準試料でもあり得る。例えば、尿、血
液、脳脊髄液、または組織のような生物学的試料の中に正常に見いだされるADAM 12量に
ついての標準正常対照試料が存在し得る。
【００４０】
　一つの態様において、本明細書に記載される方法は、乳癌を検出するために用いられる
。任意のタイプの乳癌が検出され得る。例えば、腺癌、非浸潤性乳管癌(DCIS)、浸潤性(
または侵食)乳管癌(IDC)、浸潤性(または侵食)小葉癌(ILC)、非浸潤性の炎症性乳癌、非
浸潤性小葉癌(LCIS)、髄様癌、粘液性癌腫、乳頭ページェット病、葉状腫瘍、および管状
癌を検出できる。さらに、任意の進行段階の乳癌、例えば原発性、転移性、および再発乳
癌が検出され得る。多数のタイプの乳癌についての情報は、例えば American Cancer Soc
ietyから、または例えばWilson et al. (1991) Harrison's Principles of Internal Med
icine, 12th Edition, McGraw-Hill, Incから見いだされ得る。
【００４１】
　本発明の一つの局面において、診断の第二段階を実施することができる。例えば、ADAM
 12レベルが癌の存在を示すことが見いだされた場合、次いで、癌を検出する他の方法を
実施して癌の存在を確認することができる。マンモグラフィ(乳癌)、超音波、PETスキャ
ン、MRIもしくは他の撮像技術、生検、臨床検査、ダクトグラム(ductogram)、または他の
方法のような任意のさまざまなさらなる診断段階が用いられ得る。
【００４２】
　本発明は、上皮起源の癌を有する疑いがあるか、または有する患者の予後評価のための
方法をさらに提供する。方法は、患者から得られた試験生物学的試料中に存在するADAM 1
2レベルを測定する段階、および観察されたレベルを健康な個体の(同タイプの)生物学的
試料中に通常見いだされるADAM 12レベルの範囲と比較する段階を含む。例えば、高いレ
ベルはより高い転移活性能を示唆し、かつ予後不良に相当するが、一方、より低いレベル
は腫瘍の攻撃性がより低いことを示し、かつ予後がより良好であることに相当する。
【００４３】
　さらに、各患者においてADAM 12レベルを追跡することにより、疾患の進行を評価でき
る。例えば、経時的に患者におけるADAM 12発現レベルの変化を比較することにより、患
者の状態の変化をモニターできる。ADAM 12レベルの進行性増加は腫瘍の浸潤能および転
移能の増強を示唆する。
【００４４】
　本発明の予後診断法は、癌を有する患者に対する適切な処置方針の決定にも有用である
。処置方針とは、癌の診断後または処置後の患者に対してとられる治療基準を指す。例え
ば、癌の再発、拡大、または患者の生残の可能性の決定により、より保存的もしくはより
根治的なアプローチのいずれをとるべきか、または処置様式を組み合わせるべきかの決定
が補助され得る。例えば、癌の再発が予期される場合、化学療法、放射線療法、免疫療法
、生物学的修飾因子による治療、遺伝子治療、ワクチンなどを、外科的処置の前もしくは
後に行うか、または患者を処置する期間を調整することが有利であり得る。
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【００４５】
ADAM 12レベルの測定
　本明細書に記載される、ADAM 12レベルは当業者に公知の任意の手段により測定され得
る。本発明において、生物学的試料中のADAM 12タンパク質レベルを検出するために、抗
体または抗体同等物を用いることが通常好ましい。しかしながら、mRNA転写産物の分析に
よりADAM 12発現量を測定するなど、他のADAM 12発現検出方法も用いられ得る。例えば、
生物学的試料が腫瘍または組織試料である場合、ADAM 12 mRNAを測定することが好ましい
可能性がある。
【００４６】
　mRNAのレベルを評価するための方法は当業者に周知である。例えば、ノーザンブロット
法によりRNA転写産物の検出が実現され得る。ここで、RNA調製物は変性アガロースゲル上
で泳動され、適切な支持体、例えば活性化セルロース、ニトロセルロース、またはガラス
もしくはナイロンメンブレンに転写される。次いで、標識された(例えば、放射性標識さ
れた)cDNAまたはRNAが、調製物にハイブリダイズされ、洗浄され、かつオートラジオグラ
フィーなどの方法により分析される。
【００４７】
　RNA転写産物の検出はさらに、公知の増幅法を用いて実現され得る。例えば、mRNAをcDN
Aに逆転写した後にポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)を行うこと；または米国特許第5,322,7
70号に記載のように両方の段階に単一の酵素を用いること、もしくはR. L. Marshall, et
 al., PCR Methods and Applications 4: 80-84 (1994)により記載のように、mRNAをcDNA
に逆転写した後に非対称性ギャップリガーゼ連鎖反応(RT-AGLCR)を行うことが本発明の範
囲内である。ADAM 12 mRNA転写産物を検出するための適切な方法の一つは、その全体が参
照により本明細書に組み入れられる、参考文献Pabic et. al. Hepatology, 37(5): 1056-
1066, 2003に記載される。
【００４８】
　本明細書において利用できる他の公知の増幅法には、PNAS USA 87: 1874-1878 (1990)
記載、およびNature 350 (No. 6313): 91-92 (1991)にも記載のいわゆる「NASBA」または
「3SR」技術；公開欧州特許出願(EPA)第4544610号記載のQ-β増幅法；G. T. Walker et a
l., Clin. Chem. 42: 9-13 (1996)および欧州特許出願第684315号に記載の鎖置換増幅法
；ならびにPCT公報WO 9322461記載の標的媒介増幅法が含まれるが、これらに限定されな
い。
【００４９】
　インサイチューハイブリダイゼーション可視化も用いられ得る。ここで、放射性標識さ
れたアンチセンスRNAプローブは生検試料の薄片とハイブリダイズされ、洗浄され、RNア
ーゼを用いて切断され、かつオートラジオグラフィーのために感光乳剤に暴露される。試
料は試料の組織学的組成を示すためにヘマトキシリンを用いて染色されてもよく、適切な
光フィルターを用いた暗視野像は現像された乳剤を示す。ジゴキシゲニンなどの非放射性
標識も用いられ得る。
【００５０】
　または、mRNA発現をDNAアレイ、チップまたはマイクロアレイ上で検出することもでき
る。ADAM 12に相当するオリゴヌクレオチドをチップに固定し、次いでそれを患者から得
られた試験試料の標識核酸とハイブリダイズする。ADAM 12転写産物を含む試料からは陽
性のハイブリダイゼーションシグナルが得られる。DNAアレイの調製方法およびそれらの
使用は当技術分野において周知である。(例えば、それらの全体が参照により本明細書に
組み入れられる、米国特許第6,618,6796；6,379,897；6,664,377；6,451,536；548,257号
；米国特許第20030157485号、およびSchena et al. 1995 Science 20:467-470；Gerhold 
et al. 1999 Trends in Biochem. Sci. 24, 168-173；ならびにLennon et al. 2000 Drug
 discovery Today 5: 59-65を参照されたい)。連続的遺伝子発現分析法(Serial Analysis
 of Gene Expression, SAGE)も実施され得る(例えば、米国特許出願第20030215858号を参
照されたい)。
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【００５１】
　mRNAレベルをモニターするため、例えば、試験される生物学的試料からmRNAが抽出、逆
転写され、かつ蛍光標識されたcDNAプローブが作成される。ADAM 12 cDNAにハイブリダイ
ズ可能なマイクロアレイは次いで、標識されたcDNAプローブを用いて探索され、スライド
はスキャンされ蛍光強度が測定される。この強度はハイブリダイゼーション強度および発
現レベルと相関する。
【００５２】
　特に生物学的試料が液体試料、例えば血液または尿である場合、ADAM 12タンパク質レ
ベル、またはADAM 12活性も測定可能である。一つの態様において、ADAM 12タンパク質レ
ベルは、生物学的試料を、ADAM 12またはADAM 12の断片に特異的に結合する、抗体に基づ
く結合部分を接触させることにより測定される。次いで、抗体-ADAM 12複合体の形成が、
ADAM12レベルの尺度として検出される。
【００５３】
　「抗体に基づく結合部分」または「抗体」という用語は、免疫グロブリン分子および免
疫グロブリン分子の免疫学的に活性な決定群、例えばADAM 12に特異的に結合する(免疫反
応する)抗原結合部位を含む分子を含む。「抗体に基づく結合部分」という用語は、例え
ば任意のアイソタイプ(IgG、IgA、IgM、IgEなど)の抗体全体を含むことが意図され、およ
びADAM 12タンパク質と特異的に反応性であるそれらの断片を含む。抗体は従来の技術を
用いて断片化され得る。従って、この用語は特定のタンパク質と選択的に反応することが
可能な、抗体分子のタンパク質分解的に切断されたセグメント、または組換えにより調製
された部分(portion)を含む。そのようなタンパク質分解的および/または組換え断片の非
限定的な例には、Fab、F(ab')2、Fab'、Fv、dAb、ならびにペプチドリンカーにより連結
されたVLおよびVHドメインを含む一本鎖抗体(scFv)が含まれる。scFv'は共有結合的にま
たは非共有結合的に連結され、2つまたはそれ以上の結合部位を有する抗体を形成し得る
。従って、「抗体に基づく結合部分」はポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、また
は他の抗体精製調製物および組換え抗体を含む。「抗体に基づく結合部分」という用語は
、ヒト化抗体、二重特異性抗体、および抗体分子由来の抗原結合決定群を少なくとも1つ
有するキメラ分子を含むことがさらに意図される。好ましい態様において、抗体に基づく
結合部分は検出可能に標識される。
【００５４】
　本明細書において用いられるように、「標識された抗体」は検出可能な手段により標識
され、かつ酵素、放射性、蛍光、および化学発光標識された抗体を含むがこれらに限定さ
れない抗体を含む。抗体は検出可能なタグ、例えばc-Myc、HA、VSV-G、HSV、FLAG、V5、
またはHISを用いても標識され得る。
【００５５】
　ADAM 12の検出のために、抗体に基づく結合部分を用いる本発明の診断および予後診断
法において、生物学的試料中に存在するADAM 12レベルは、検出可能に標識された抗体か
ら発せられたシグナルの強度に相関する。
【００５６】
　一つの好ましい態様において、抗体に基づく結合部分は、抗体を酵素に連結することに
より検出可能に標識される。次いで、酵素がその基質に暴露されると、例えば、分光光度
法、蛍光定量法、または可視化手段により検出され得る化学的部分を産生するような様式
で基質と反応する。本発明の抗体を検出可能に標識するのに用いることができる酵素には
、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、δ-V-ステロイドイソメラーゼ
、酵母アルコールデヒドロゲナーゼ、α-グリセロリン酸デヒドロゲナーゼ、トリオース
リン酸イソメラーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、アスパラ
ギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、リボヌクレアーゼ、ウレア
ーゼ、カタラーゼ、グルコース-VI-リン酸デヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼ、および
アセチルコリンエステラーゼが含まれるが、これらに限定されない。化学発光法は抗体に
基づく結合部分を検出するために用いられ得る他の方法である。
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【００５７】
　任意のさまざまな他の免疫アッセイ法を用いても、検出は実現され得る。例えば、抗体
を放射性標識することにより、放射性免疫測定法の使用によって抗体を検出することが可
能である。放射性同位体はガンマカウンターもしくはシンチレーションカウンターの使用
のような手段、またはオートラジオグラフィーによって検出できる。本発明の目的のため
に特に有用な同位体は、3H、131I、35S、14C、および好ましくは125Iである。
【００５８】
　蛍光化合物を用いて抗体を標識することも可能である。蛍光標識された抗体が適切な波
長の光線に暴露された場合、次いでその存在が蛍光のために検出され得る。最も一般的に
使用される蛍光標識化合物には、CYE色素、フルオレセインイソチオシアネート、ローダ
ミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、o-フタルアルデヒド、
およびフルオレスカミンがある。
【００５９】
　152Euのような蛍光発光金属、またはランタン系列の他のものを用いて、抗体を検出可
能に標識することも可能である。これらの金属は、ジエチレントリアミン五酢酸(DTPA)ま
たはエチレンジアミン四酢酸(EDTA)のような金属キレート化群を用いて抗体に接着され得
る。
【００６０】
　抗体は、それを化学発光化合物と結合させることによっても検出可能に標識され得る。
次いで、化学発光-抗体の存在が、化学反応進行中に生じる発光の存在を検出することに
より決定される。特に有用な化学発光標識化合物の例にはルミノール、ルシフェリン、イ
ソルミノール、テロマティック(theromatic)アクリジニウムエステル、イミダゾール、ア
クリジニウム塩、およびシュウ酸エステルがある。
【００６１】
　上記のように、ADAM 12タンパク質レベルは、それぞれ以下にさらに詳細に記載する、
酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)、放射性免疫測定法(RIA)、免疫放射定量測定法(IRMA)、
ウェスタンブロット、または免疫組織化学法などの免疫測定法により検出され得る。極め
て迅速になり得るELISAまたはRIAなどの免疫測定法が一般的により好ましい。抗体アレイ
またはタンパク質チップもまた用いられ得る。例えば、それらの全体が参照により本明細
書に組み入れられる、米国特許出願第20030013208Al；20020155493A1；20030017515号お
よび米国特許第6,329,209；6,365,418号を参照されたい。
【００６２】
免疫測定法
　「放射性免疫測定法」は標識された(例えば、放射性標識された)型の抗原を用いて、抗
原を検出し、かつ抗原の濃度を測定するための技術である。抗原に対する放射性標識の例
には、3H、14C、および125Iが含まれる。生物学的試料中のADAM 12抗原の濃度は、生物学
的試料中の抗原を、抗原と抗体の結合について、標識された(例えば、放射性)抗原と競合
させることにより測定される。標識抗原と非標識抗原の間で確実に競合的結合させるため
、標識抗原は抗体の結合部位を飽和させるのに十分な濃度で存在する。試料中の抗原濃度
が高いほど、抗体に結合する標識抗原の濃度が低下する。
【００６３】
　放射性免疫測定法において、抗体に結合した標識抗原の濃度を決定するためには、抗原
-抗体複合体が遊離の抗原と分離されなくてはならない。遊離の抗原から抗原-抗体複合体
を分離する一つの方法は、抗アイソタイプ抗血清を用いて抗原-抗体複合体を沈降させる
ことによる。遊離の抗原から抗原-抗体複合体を分離する他の方法は、ホルマリンにより
殺された黄色ブドウ球菌(S. aureus)を用いて抗原-抗体複合体を沈降させることによる。
遊離の抗原から抗原-抗体複合体を分離するさらに他の方法は、「固相放射性免疫測定法
」を実施することによる。ここで抗体はセファロースビーズ、ポリスチレンウェル、ポリ
塩化ビニルウェル、またはマイクロタイタウェルに結合(例えば、共有結合)される。抗体
に結合した標識抗原の濃度を、既知の濃度の抗原を有する試料に基づく標準曲線と比較す
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ることにより、生物学的試料中の抗原濃度が決定され得る。
【００６４】
　「免疫放射定量測定法」(IRMA)は、抗体試薬が放射性標識されている免疫測定法である
。IRMAには、タンパク質、例えばウサギ血清アルブミン(RSA)との結合などの技術による
多価抗原抱合体の産生が必要である。多価抗原抱合体は、一分子当たり少なくとも2つの
抗原残基を必ず有し、かつ抗原残基は少なくとも2つの抗体によって抗原に結合できるよ
うに十分な距離離れている必要がある。例えば、IRMAにおいて、多価抗原抱合体はプラス
チックの球体などの固体表面に結合されてもよい。非標識の「試料」抗原、および放射性
標識された、抗原に対する抗体が、多価抗原抱合体コーティング球体を含む試験管に加え
られる。試料中の抗原は、抗原抗体結合部位について多価抗原抱合体と競合する。適当な
インキュベーション時間の後、結合していない反応物が洗浄により除かれ、固相上の放射
能の量が測定される。結合した放射性抗体の量は、試料中の抗原濃度に逆比例する。
【００６５】
　最も一般的な酵素免疫測定法が「酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)」である。ELISAは、
標識(例えば、酵素結合)型の抗体を用いて、抗原を検出し、かつ抗原の濃度を測定する技
術である。当業者に周知の異なる型のELISAが存在する。当技術分野において公知であるE
LISAの標準的な技術は、"Methods in Immunodiagnosis", 2nd Edition, Rose and Bigazz
i, eds. John Wiley & Sons, 1980；Campbell et al., "Methods and Immunology", W. A
. Benjamin, Inc., 1964；およびOellerich, M. 1984, J. Clin. Chem. Clin. Biochem.,
 22:895-904に記載される。
【００６６】
　「サンドイッチELISA」において、抗体(例えば、抗ADAM 12)は固相(すなわち、マイク
ロタイタプレート)に結合され、かつ抗原(例えば、ADAM 12)を含む生物学的試料に暴露さ
れる。次いで、固相は洗浄され結合していない抗原が除かれる。次いで標識抗体(例えば
、酵素結合)が結合した抗原(存在する場合)に結合され、抗体-抗原-抗体サンドイッチが
形成される。抗体に結合され得る酵素の例には、アルカリホスファターゼ、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ、ルシフェラーゼ、ウレアーゼ、β-ガラクトシダーゼがある。抗体に結
合した酵素は基質と反応して、測定可能な着色反応産物を生成する。
【００６７】
　「競合ELISA」において、抗体は抗原(すなわち、ADAM 12)を含む試料と共にインキュベ
ートされる。抗原-抗体混合物は次いで、抗原(すなわち、ADAM 12)を用いてコーティング
された固相(例えば、マイクロタイタプレート)と接触される。試料中に存在する抗原が多
いほど、固相に結合可能な遊離の抗体は少ない。次いで、固相に結合した一次抗体の量を
決定するために、標識(例えば、酵素結合)二次抗体が固相に添加される。
【００６８】
　「免疫組織化学アッセイ法」において、アッセイされるタンパク質に対して特異的な抗
体に組織を暴露することにより、組織の一片が特異的なタンパク質について試験される。
次いで、タンパク質の有無および存在するタンパク質の量を決定するための数多くの方法
のうちの任意のものを用いて、抗体が可視化される。抗体を可視化するために用いられる
方法の例は、例えば、抗体に結合した酵素(例えば、ルシフェラーゼ、アルカリホスファ
ターゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、またはβ-ガラクトシダーゼ)、または化学的方法
(例えば、DAB/基質クロマジェン(chromagen))を介する方法である。
【００６９】
　本開示に基づき、実践者の好みに従って、他の技術を用いてADAM 12を検出してもよい
。そのような技術の一つがウェスタンブロット(Towbin et at., Proc. Nat. Acad. Sci. 
76:4350 (1979))であり、ここで、適切に処理された試料がSDS-PAGEゲル上を泳動され、
その後ニトロセルロースフィルターなどの固体支持体に転写される。次いで、検出可能に
標識された抗ADAM 12抗体を用いてADAM 12レベルを評価でき、ここで検出可能な標識から
のシグナルの強度は存在するADAM 12量に対応する。例えば濃度測定によりレベルを定量
化することができる。
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【００７０】
質量分析法
　さらに、MALDI/TOF (time-to-flight)、SELDI/TOF、液体クロマトグラフィー質量分析
法(LC-MS)、ガスクロマトグラフィー質量分析法(GC-MS)、高速液体クロマトグラフィー質
量分析法(HPLC-MS)、キャピラリー電気泳動質量分析法、核磁気共鳴分析法、またはタン
デム質量分析法(例えば、MS/MS、MS/MS/MS、ESI-MS/MSなど)のような質量分析法を用いて
ADAM 12を検出し得る。例えば、参照により本明細書に組み入れられる、米国特許出願第2
0030199001、20030134304、20030077616号を参照されたい。
【００７１】
　質量分析法は当技術分野において周知であり、かつタンパク質などの生体分子を定量お
よび/または同定するのに用いられてきた(例えば、Li et al. (2000) Tibtech 18:151-16
0；Rowley et al. (2000) Methods 20: 383-397；およびKuster and Mann (1998) Curr. 
Opin. Structural Biol. 8: 393-400を参照されたい)。さらに、質量分析技術は、単離さ
れたタンパク質の、少なくとも部分的な新規配列決定が可能となるまで進展している。Ch
ait et al., Science 262:89-92 (1993)；Keough et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
 96:7131-6 (1999)；総説がBergman, EXS 88:133-44 (2000)に見られる。
【００７２】
　特定の態様において、気相イオン分光光度計が用いられる。他の態様において、試料を
分析するためにレーザー脱離/イオン化質量分析法が用いられる。最近のレーザー脱離/イ
オン化質量分析法(「LDI-MS」)は、二種類の主要な方法で実践され得る：マトリックス支
援レーザー脱離/イオン化(「MALDI」)質量分析法および表面増強レーザー脱離/イオン化(
「SELDI」)質量分析法。MALDIにおいて、分析物はマトリックスを含む溶液と混合され、
その液体の一滴が基質表面に配置される。次いでマトリックス溶液は、生体分子とともに
共結晶化する。基質は質量分析計に挿入される。レーザーエネルギーが基質表面に向けら
れ、そこで生体分子を、それらを著しく断片化することなく、脱離かつイオン化する。し
かしながら、MALDIには分析ツールとして限界がある。MALDIは試料を分画するための手段
を提供せず、かつマトリックス材料が、特に低分子量の分析物について検出を妨げ得る。
例えば、米国特許第5,118,937号(Hillenkamp et al.)および米国特許第5,045,694号(Beav
is & Chait)を参照されたい。
【００７３】
　SELDIにおいて、基質表面は、それが脱離プロセスに能動的に関与するように改変され
る。一つの変法において、表面は、関心対象のタンパク質に選択的に結合する吸収剤およ
び/または捕捉試薬を用いて誘導体化される。他の変法において、表面は、レーザーが照
射されても脱離しないエネルギー吸収分子を用いて誘導体化される。他の変法において、
表面は、関心対象のタンパク質と結合し、レーザーを適用すると切断される光分解結合を
含む分子を用いて誘導体化される。これらの方法それぞれにおいて、誘導体化剤は通常、
基質表面上の試料が置かれる特定の部位に局在化される。例えば、米国特許第5,719,060
号およびWO 98/59361を参照されたい。例えば、分析物を捕捉するためにSELDIの親和性表
面を用い、エネルギー吸収材料を提供するために捕捉された分析物にマトリックス含有液
を添加することで、2つの方法を組み合わせ得る。
【００７４】
　質量分析計に関する追加情報については、例えば、Principles of Instrumental Analy
sis, 3rd edition., Skoog, Saunders College Publishing, Philadelphia, 1985；およ
びKirk-Othmer Encyclopedia of Chemical Technology, 4.sup.th ed. Vol. 15 (John Wi
ley & Sons, New York 1995), pp. 1071-1094を参照されたい。
【００７５】
　マーカーまたは他の物質の存在の検出には、典型的にはシグナル強度の検出が含まれる
。これは、基質に結合したポリペプチドの量および特徴を同様に反映し得る。例えば、特
定の態様において、第一の試料と第二の試料のスペクトルからのピーク値のシグナル強度
を比較し(例えば、視覚的に、コンピューター分析によってなど)、特定の生体分子の相対
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量を決定し得る。Biomarker Wizard program (Ciphergen Biosystems, Inc., Fremont, C
alif)などのソフトウェアプログラムを用いて質量スペクトルの分析を補助し得る。質量
分析計およびそれらの技術は当業者に周知である。
【００７６】
　当業者はいずれも、質量分析計の任意の構成要素(例えば、脱離源、質量分析器、検出
部など)およびさまざまな試料調製物を、本明細書において記載される他の適切な構成要
素もしくは調製物と、または当技術分野に公知のものに組み合わせ得ることを理解する。
例えば、いくつかの態様において、対照試料は重原子(例えば、13C)を含み得、それによ
り、同一回の質量分析において試験試料を既知の対照試料と混合可能にしている。
【００７７】
　一つの好ましい態様において、レーザー脱離飛行時間(TOF)質量分析計が用いられる。
レーザー脱離質量分析法において、結合したマーカーを有する基質が注入系に導入される
。マーカーは、イオン化源からのレーザーにより、気相に脱離かつイオン化される。生成
されたイオンはイオン光学装置により回収され、次いで、飛行時間質量分析器において、
イオンは短い高電圧場を通して加速され、かつ高真空容器内に流入される。高真空容器の
遠端で、加速されたイオンが異なる時間に高感度の検出器表面に衝突する。飛行時間はイ
オン質量の関数であることから、イオン形成とイオン検出器衝突の間の経過時間を用いて
、特定の質量対電荷比を有する分子の存在または非存在を同定し得る。
【００７８】
　いくつかの態様において、部分的に、プログラム可能なデジタルコンピューターを用い
てアルゴリズムを実行することにより、第一または第二の試料中に存在する1つまたは複
数の生体分子の相対量が決定される。アルゴリズムは、第一の質量スペクトルおよび第二
の質量スペクトル中に、少なくとも一つのピーク値を同定する。アルゴリズムは次いで、
第一の質量スペクトルのピーク値のシグナル強度を、質量スペクトルの第二の質量スペク
トルのピーク値のシグナル強度と比較する。相対的なシグナル強度が、第一および第二の
試料中に存在する生体分子の量の指標である。既知の量の生体分子を含む標準物を第二の
試料として分析し、第一の試料中に存在する生体分子の量のより良い定量を提供すること
が可能である。特定の態様において、第一および第二の試料中の生体分子のアイデンティ
ティーも決定され得る。
【００７９】
　一つの好ましい態様において、ADAM 12レベルはMALDI-TOF質量分析法により測定される
。
【００８０】
他のアッセイ法
　ADAM 12レベルは、例えば活性を測定し、酵素電気泳動法を含むがこれに限定されない
、他の生物学的アッセイ法を用いることによっても測定され得る。酵素電気泳動法は当業
者に周知のアッセイ法であり、それらの全体が参照により本明細書に組み入れられる、He
usen et al., Anal. Biochem., (1980) 102:196-202；Wilson et al., Journal of Urolo
gy, (1993) 149:653-658；Hernon et al., J. Biol. Chem. (1986) 261: 2814-2828、Bra
unhut et al., J. Biol. Chem. (1994) 269: 13472-13479；およびMoses et al., Cancer
 Research 58, 1395-1399, April 1, 1998に記載される。
【００８１】
ADAM 12抗体
　本発明において用いられる抗体は市販の供給源より得られ得る。または、抗体をADAM 1
2ポリペプチド、もしくはADAM 12ポリペプチドの一部に対して産生され得る。ADAM 12抗
体の産生方法は、参照により本明細書に組み入れられるPCT公報WO 97/40072または米国特
許出願第2002/0182702号に開示される。
【００８２】
　本発明において用いられる抗体は、抗体を産生する標準的な方法を用いて、例えばモノ
クローナル抗体産生(Campbell, A.M., Monoclonal Antibodies Technology: Laboratory 
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Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers, A
msterdam, the Netherlands (1984)；St. Groth et al., J. Immunology, (1990) 35: 1-
21；およびKozbor et al., Immunology Today (1983) 4:72)により産生され得る。抗体は
、当技術分野において周知の方法により、タンパク質の抗原性部分を用いてファージディ
スプレイライブラリーなどの抗体ライブラリーをスクリーニングすることによっても容易
に得られ得る。例えば、米国特許第5,702,892号(U.S.A. Health & Human Services)およ
びWO 01/18058 (Novopharm Biotech Inc.)はバクテリオファージディスプレイライブラリ
ーおよび抗体結合ドメイン断片を産生するための選択方法を開示する。
【００８３】
ADAM 12検出キット
　本発明は上皮起源の癌の検出および予後評価のための市販のキットにも向けられる。キ
ットは当業者に周知の任意の形態をとり、かつ本明細書において記載されるADAM 12検出
のための1つまたは複数の方法を実施するのに有用である。キットは、それらが、生物学
的試料中のADAM 12の検出のためのアッセイ法を実施するために必須の試薬の全てではな
くとも、多くを供給する点において便利である。さらに、アッセイ法は好ましくは、試験
の結果を定量化または確証化し得るように、キットに含まれる標準物または複数の標準物
、例えば所定量のADAM 12タンパク質もしくは核酸と同時に実施される。
【００８４】
　キットにはADAM 12レベルを検出するための手段、例えばADAM 12タンパク質に選択的に
結合する抗体もしくは抗体断片、またはそのタンパク質をコードするcDNAの合成を可能に
するDNAオリゴヌクレオチドプライマー対、または、例えば、ADAM 12 mRNAの発現を検出
するDNAプローブが含まれる。診断アッセイキットは優先的に標準的な二抗体結合方式で
作製され、ここで1つのADAM 12特異的抗体が患者試料中のADAM 12を捕捉し、もう1つのAD
AM特異的抗体を用いて捕捉されたADAM 12を検出する。例えば、捕捉抗体は固相、例えば
アッセイプレート、アッセイウェル、ニトロセルロースメンブレン、ビーズ、ディップス
ティック、または溶出カラムの構成要素上に固定される。第二の抗体、すなわち検出抗体
は、典型的には比色剤または放射性同位元素などの検出可能な標識によりタグ化される。
【００８５】
　一つの好ましい態様において、キットは尿試料中のADAM 12レベルを検出するための手
段を含む。特定の態様において、キットは、ADAM 12タンパク質に特異的に結合する抗ADA
M 12抗体または断片がその上に固定された「ディップスティック」を含む。特異的に結合
したADAM 12タンパク質は次いで、例えば比色剤または放射性同位元素を用いて検出可能
に標識された第二の抗体を用いて、検出され得る。
【００８６】
　他の態様において、アッセイキットは(限定されないが)以下の技術を用い得る：競合お
よび非競合アッセイ法、放射性免疫測定法(RIA)、生体発光および化学発光アッセイ法、
蛍光アッセイ法、サンドイッチアッセイ法、免疫放射定量測定法、ドットブロット、ELIS
Aを含む酵素結合アッセイ法、マイクロタイタプレート、ならびに免疫細胞化学。各キッ
トについて、アッセイの範囲、感度、精度、信頼性、特異性、および再現性は、当業者に
周知の手段により確立される。
【００８７】
　上記のアッセイキットは使用説明書をさらに提供する。
【００８８】
　前または後で引用された参考文献は全て参照により本明細書に組み入れられる。
【００８９】
　本発明は以下の実施例によりさらに説明される。
【００９０】
　これらの実施例は本発明の理解を助けるために提供され、その限定として解釈されない
。
【００９１】
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実施例1　乳癌における尿中ADAM 12と疾患の状態および病期との相関
　ADAM (a disintegrin and metalloprotease)は、ヘビ毒メタロプロテアーゼ(SVMP)およ
びマトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)に関連する、内在性膜および分泌型糖タンパク
質の最近発見されたファミリーである。このファミリーのメンバーは、正常な発生、なら
びにアルツハイマー病、関節リウマチ、および癌などの病理的な状態の両方において、細
胞表面再構築、外部ドメイン分断、成長因子可用性の調節、ならびに細胞間および細胞マ
トリックス相互作用の媒介においてさまざまな役割を示す。ヒトADAM 12は選択的にスプ
ライシングされた2つの型、長い膜固定型(ADAM 12-L)、およびより短い分泌型(ADAM 12-S
)として発現される。乳癌、結腸癌、肺癌、および肝細胞癌組織において、ADAM 12 mRNA
およびタンパク質レベルの上昇は以前に報告されている。本発明者らは以前、マトリック
スメタロプロテアーゼ(MMP)がさまざまな異なる癌を有する患者の尿中に検出され得、お
よびそれらの存在が疾患の状態の独立予測因子であることを報告した。しかしながら、MM
P以外には、尿中の疾患マーカーとしての他のプロテアーゼの存在は、いまだ十分に探索
されていない。本研究の目標は、癌患者の尿中に存在する他のプロテアーゼを同定し、そ
れらの存在が疾患の状態に関連し得るかどうか決定することである。本発明者らは、クロ
マトグラフィー段階およびMALDI-TOF質量分析法を組み合わせて用い、乳癌患者の尿中のA
DAM 12の検出を報告する。
【００９２】
材料および方法
尿中ADAM 12の同定
　ADAM 12の最初の同定は50mlの尿(総タンパク質量～5mg)を用いて行われた。尿をAmicon
 membrane XM-50(Millipore Corporation, Bedford, MA)を用いて限外ろ過により濃縮し
た。試料を2volの50mM Tris, pH 7.5(緩衝液A)を用いて希釈し、Qセファロースカラムに
適用した。洗浄後、緩衝液A中の0～400mM NaCl勾配を添加した。ゼラチナーゼ活性を有す
る画分をプールし、NaCl濃度を200mMに調整し、Gelatin Sepharose (Amersham Bioscienc
es, Piscataway, NJ)とともに、常時振盪しつつ4℃で16hインキュベートした。洗浄段階
の後、200mM NaClを含む緩衝液A中にそれぞれ5、10、および20%DMSOの段階勾配を用いて
溶出を実施した。溶出された画分を濃縮し、非還元性条件下でSDS-PAGEにより分離して、
製造者の使用説明書に従ってSterling Rapid Silver Stain Kit (National Diagnostics,
 Atlanta, GA)を用いて染色した。～52、80、120 、および140kDaのいくつかの別個のバ
ンドが検出された。タンパク質のバンドをゲルから切除し、トリプシン消化に供し、タン
パク質の分子量を決定するため、かつトリプシン消化物のペプチドマッピングのために、
脱離のための波長337nmのレーザーおよび分析のリフレクトロンモードを用いて、MALDI飛
行時間質量分析法(TOFMS)(Perceptive STR, Applied Biosystems, Framingham, MA)によ
り分析した。生成されたペプチドマップを、MSFit (Baker, P.R. and Clauser, K.R.)検
索プログラムを用いて、NCBIおよびSwiss-Protにより保有される非重複データベース中の
タンパク質項目から構築された公有のタンパク質のFASTAデータベースに対して検索した
。MSFitにより同定されたペプチド対応物は、それらのMOWSEスコア、一致した質量の割合
、分子量、ならびにペプチドおよびタンパク質の数多くの観察に従って選別された。タン
パク質の慎重な同定のためには、良好なスコアを伴い単一のタンパク質に一致する少なく
とも2つのペプチドが必要とされる。
【００９３】
ADAM 12-Sの発現および精製
　全長のヒトADAM 12-Sをプラスミドにクローニングし(p1151)、以前記載されたように(5
)Cos-7細胞(ATCC、CRL 1651)のトランスフェクトを実施した。馴化培地に分泌された、発
現された組換えADAM 12-Sは、以前記載されたものに軽微な改変を加えて、精製した。簡
単には、トランスフェクトされたCos-7細胞由来の馴化培地は、(6)に記載のように、連続
的にSPセファロースおよびConAセファロースクロマトグラフィーの段階に供される。ConA
セファロースカラム由来のADAM 12-Sを含む画分をプールし、緩衝液を交換した後、0.05%
 CHAPSを含む緩衝液Aを用いて前平衡化されたVivapure H Mini Q column (VivaScience, 
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Carlsbad, CA)に添加した。純粋なADAM 12-Sが、SDS-PAGEおよび免疫ブロット分析により
決定されるように、フロースルー(flow-through)画分中に検出された。
【００９４】
基質特異性研究
　ADAM 12-Sのゼラチン、IV型コラーゲン、フィブロネクチン、およびカゼイン分解活性
を、以前記載されたように(14)測定した。ADAM 12-S(1μM)を非還元性の試料緩衝液と混
合し、0.1%ゼラチン、0.1%IV型コラーゲン、または0.02%フィブロネクチンのいずれかを
含む10%ポリアクリルアミドゲル、および0.1%カゼインを含む12%ポリアクリルアミドゲル
上で分離した。電気泳動後、2.5% Triton X-100を用いてゲルを30分間洗浄した。ゲルを5
mM CaCl2、1μM ZnCl2、および0.02% NaN3を含む50 mM Tris、pH 7.6中で18h、37℃でイ
ンキュベートすることにより基質消化を行った。ゲルは0.1%クーマシーを用いて染色され
、酵素活性バンドは、均一な青色染色のバックグラウンド上の間隙帯として検出された。
ADAM 12がI型コラーゲン分解活性を有するか否か決定するため、純粋な酵素(1μM)を、以
前記載されたように(16)、放射測定コラゲナーゼアッセイ法を用いて分析した。阻害アッ
セイのために、ADAM 12(160nM)を30μgゼラチンとともにアッセイ緩衝液(50mM Tris、pH7
.5)中で、さまざまな阻害剤、5mM 1, 10-フェナントロリン、5mM EDTA、1mM マリマスタ
ット(Marimastat)、もしくは2種の異なる濃度(100および500nM)のTIMP-1、TIMP-2、TIMP-
3、もしくはTIMP-4のいずれかの存在下または非存在下で、最終容量を30μlとし、18h、3
7℃でインキュベートした。反応は非還元性試料緩衝液の添加により停止され、試料はSDS
-PAGE分析、その後のクーマシー染色により分離された。
【００９５】
尿試料の回収および処理
　尿の回収は、以前記載されたように(14)行われた。試料は無菌の容器に回収され、直ち
に-20℃で凍結された。尿は、廃棄された臨床材料に関係する、施設の生命倫理ガイドラ
インに従って回収された。分析の前に、Multistix 9 Urinalysis Strips (Bayer, Elkhar
t, IN)を用いて、尿を血液および白血球の存在について試験し、血液または白血球を含む
試料を除外した。尿のクレアチニン濃度を市販のキット(Sigma, St. Louis, MO)を用い、
製造者のプロトコルに従って決定した。尿のタンパク質濃度は、ウシ血清アルブミンを標
準として用いた、ブラッドフォード法により決定した。
【００９６】
患者母集団
　117の尿試料がADAM 12の存在について分析された。対照群は、認識される疾患を有さな
い46人の女性(年齢中央値　～50歳)からなっていた。乳癌群は、異型乳管過形成(atypica
l ductal hyperplasia, ADH)、非浸潤性小葉癌(LCIS)、非浸潤性乳管癌(DCIS)、局所浸潤
性乳癌(IBC)、および転移性疾患(図2参照)を含む乳癌のさまざまな病期と診断された71人
の患者を含んでいた。
【００９７】
ウェスタンブロット分析
　等量のタンパク質(20μg)を還元条件下でSDS-PAGE により分離した。分離されたタンパ
ク質を電気泳動的にニトロセルロースメンブレン(Schleicher & Schuell, Keene, NH)に
転写し、以前記載されたように(15)処置した。標識されたタンパク質は増強された化学発
光(Pierce Chemical Company, Rockford, IL)を用いて可視化された。ヒトADAM 12に対す
るポリクローナル抗体、rb122 (4)、S-18 (sc-16526, Santa Cruz Biotechnology, CA)を
それぞれ1μg/mlおよび2μg/mlの濃度で用いた。バンド強度はUN-SCAN-IT(商標)(Silk Sc
ientific, Orem, UT)ソフトウェアディジタイザー技術を用いて分析された。
【００９８】
統計分析
　感度、特異性、偽陽性率(FPR)、偽陰性率(FNR)、および尤度比(LR)を標準的な公式を用
いて計算した。ADAM 12の存在を癌群(ADH/LCIS、DCIS、IBC、および転移性疾患)と対照の
間で、ロジスティック回帰分析を用いて比較した。各群について、ADAM 12の存在は百分
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率として表され、正規近似に基づき95%信頼区間が計算された。ADAM 12レベルと乳癌の間
の非線形関係は、ADAM 12の選択された区間に対する最尤推定により決定された確立を用
いた、ロジスティック回帰分析を用いてモデル化された(17)。ADAM 12レベルの中央値は
対照と癌患者の間で、マンホイットニーU 検定に基づく対比較を用いたクラスカル・ワリ
スの検定を用いて比較され、一方、レベルの平均値は分散分析(ANOVA)により比較された
。ADAM 12の診断正確性を評価するために、受信者動作特性(ROC)曲線分析を利用して、さ
まざまなADAM 12レベルについて、真陽性および偽陽性の全ての対をプロットした。ROC曲
線は全ての乳癌患者と対照の間を識別するため、かつ別個に各癌群について作成された。
(0,0)から急激に上昇し(0,1)近傍に至るROC曲線は、ほぼ完全に癌患者を対照から識別す
る試験であることを示し、一方、45度の対角線に近い曲線は低識別能を有する。95%信頼
区間をともなう曲線下面積(AUC)は、疾患のバイオマーカーとしてのADAM 12の能力の指標
として、ハンリー・マクニール(Hanley-McNeil)アルゴリズムを用いて決定された。さら
に、AUCはランダムに選択された患者および対照の対が正確に分類される確率に等しい。
癌患者と対照の実際の数を、上に重ね合わせた理論上の確率曲線と共にヒストグラムで図
示し、より高いADAM 12レベルに対する乳癌の尤度の増加を説明する。5つの独立な群(病
期に基づく4つの乳癌群および正常な対照群)間の多重比較を明らかにするため、P<0.01(0
.05割る5)の保存的両側基準を統計的に有意と見なした。全ての統計的分析はSAS statist
ical package (version 6.12, SAS Institute, Cary, NC)を用いて行われた。検出力分析
から、各乳癌病期にある13人の患者の最小値が、ADAM 12レベルの差異の検出について80%
の検出力を提供することが示唆された(version 5.0, nQuery Advisor, Statistical Solu
tions, Boston, MA)。
【００９９】
結果
ADAM 12の単離および同定
　乳癌患者由来の尿は段階的なクロマトグラフィーに供され、かつプロテアーゼを単離す
る目的で、ゼラチンセファロースを用いてアフィニティークロマトグラフィー段階が行わ
れた。ADAM 12がゼラチンセファロースビーズに結合したという事実は、この酵素がゼラ
チン分解能を有するという本発明者らのデータ(下記参照)を裏付けた。ゼラチンセファロ
ースカラムに20%DMSOを添加した際に回収された画分は、～52、80、120 、および140kDa
のいくつかの別個のタンパク質のバンドを含んでいた(データは図示せず)。～120kDaのタ
ンパク質バンドのMALDI-TOF分析により、それがディスインテグリンおよびメタロプロテ
アーゼドメイン12(ADAM 12)(アクセッション NP_003465)として同定された。ヒトADAM 12
のアミノ酸配列にわたる4種の別個のペプチドが同定された。高いMOWSEスコア、一致した
質量の割合、および同定されたペプチドの数により、分析されたタンパク質バンド中にAD
AM 12が存在することが高い信頼度で予測された。これらの結果を確認するために、乳癌
患者および年齢が適合し性別が適合した対照由来の試料を含む、より大規模なコホートの
尿がADAM 12について分析された。尿試料を濃縮し、タンパク質について正規化し(各分析
につき総タンパク質量20μgを用いた)、ウェスタンブロット分析に供した。非還元尿試料
において、ポリクローナルADAM 12特異的抗体、rb122は～120kDaのタンパク質バンドを認
識し(データは図示せず)、一方、試料がβメルカプトエタノールを用いて還元され、5分
間煮沸された場合、～68kDaのバンドが検出された。他のADAM 12特異的抗体、ポリクロー
ナル抗体S18、ならびにモノクローナル抗体8F8および6E6を用いた免疫ブロット分析も同
様の結果を与えた(データは図示せず)。分子量に基づき、～68kDaのバンドが成熟型のADA
M 12-S(5)として同定された。ADAM 12特異的抗体が癌患者の尿中に成熟型のタンパク質を
検出した事実を鑑みると、質量分析法によるADAM 12のプロドメインに由来する2つのペプ
チドの同定は興味深い発見である。ADAM 12のプロドメインは、非還元条件下でのフュー
リン切断(6)の後でさえも、プロテアーゼに会合したまま残ることが報告されている。こ
のことは、この成熟ADAM 12会合プロペプチドのトリプシン切断(質量分析法に先立つ必須
の段階)により、結果的にプロドメイン由来の2つのペプチドが検出されたことを示唆する
。ADAM 12特異抗体を用いて免疫ブロット分析により検出されたタンパク質バンドのサイ
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ズは、成熟ADAM 12-Sのそれとほぼ一致するが、ポリクローナル抗体rb122は、-Lおよび-S
型の両方で共有のされた相同領域である、ADAM 12のシステインに富む領域を認識する。
従って、本発明者らは、検出されたバンドがADAM 12-Lの処理型である可能性を除外でき
ない。全長のADAM 12-Lは報告された～120kDaの質量を有し、一方、成熟(プロペプチドを
欠いた)膜結合型は～90kDaである(18)。質量分析法により分析された～120kDa種には全長
のタンパク質が含まれていたが、免疫ブロット分析法から、尿中の主要な種は～68kDaの
成熟型酵素であろうと示唆された。
【０１００】
ADAM 12の基質特異性
　ADAM 12のECMタンパク質分解能を試験するため、組換えADAM 12-Sタンパク質がCos-7細
胞中で発現され、以前記載されたように同質になるよう精製された。基質酵素電気泳動法
によりアッセイされた場合、ADAM 12はゼラチンをタンパク質分解的に分解し得た。精製
ヒトADAM 12-S試料は、ゼラチナーゼ活性バンドを示した、～68kDaの成熟型酵素からなっ
ていた。ADAM 12はフィブロネクチンおよびIV型コラーゲンもまた分解したが、基質酵素
電気泳動法によりアッセイされた場合にカゼインを分解せず、放射測定コラゲナーゼアッ
セイ法において試験された場合にI型コラーゲンを分解しなかった(データは図示せず)。A
DAM 12のゼラチン分解能を用いて、この酵素に対する異なるクラスのプロテアーゼ阻害剤
の効果を評価した。純粋なADAM 12-Sをゼラチンと共に、さまざまな阻害剤の非存在下(図
2C、レーン3～4)または存在下で、2または18hのいずれかの時間、37℃でインキュベート
した。～140kDaのバンドの消失は、ADAM 12が時間依存的にゼラチンを切断したことを示
した。亜鉛メタロプロテアーゼの古典的なキレート剤；EDTAおよび1, 10-フェナントロリ
ンはADAM 12によるゼラチン分解を阻害したが、一方、1mMマリマスタットの添加は酵素活
性の部分的な阻害をもたらした。内在性阻害剤のTIMP-1、TIMP-2、およびTIMP-4は、酵素
より5倍高い濃度においてさえも、ADAM 12のゼラチナーゼ活性を阻害しなかったが、TIMP
-3(500nM)はADAM 12活性の有効な阻害剤であった。
【０１０１】
疾患の進行中のADAM 12レベル
　年齢が適合した健康な女性ボランティア由来の46検体、およびさまざまな病期の乳癌と
診断されていた患者由来の71検体を含む、117の尿検体が分析された。癌患者由来の試料
の大部分(図1、表I)はADAM 12について陽性であり、ADAM 12が著しく低い頻度で検出され
た正常な尿とは対照的であった。ADAM 12種の検出頻度は、対照群(15%)(46尿検体中7で陽
性)と比較して、乳癌群(71尿検体中67で陽性)において高かった(94%)。乳癌患者および対
照群由来の尿試料はADAM 12タンパク質レベルにおいても異なっていた。健康な個体およ
び進行病期の乳癌を有する患者由来の代表的な尿試料の免疫ブロット分析を図2に示す。A
DAM 12バンドの濃度測定分析から、尿中ADAM 12レベルが疾患の進行病期に伴い上昇する
ことが示された。対照において検出されたADAM 12は非常に低いかまたは無く、若干高い
タンパク質レベルは乳癌の初期段階、例えばADH/LCISおよびDCISに付随し、一方、局所浸
潤および転移性疾患を有する患者由来の尿中には、著しく高いレベルが観察された(図3)
。
【０１０２】
統計解析
　表IはADAM 12の陽性発現を有する患者の割合、および各群についてのレベル中央値を示
す。対照群についての濃度測定スコアの平均値(12 DU)を閾値として、対照群と比較して
、各癌群の陽性%が計算された。図6に示されるように、割合の比較に基づくと、対照と比
較して、各乳癌群において、ADAM 12発現を有する個体の割合は著しく高かった(全てP<0.
01)。表IIは、全患者および各癌病期群についての二分試験(陽性または陰性の試験結果に
基づく)としてのADAM 12の診断上の特性を示す。全癌患者については、任意のレベルの陽
性発現に基づくADAM 12の感度は0.94(95%信頼区間：0.86～0.98)であり、特異性は0.61(4
6対照中28)(95%信頼区間：0.46～0.75)である。閾値12DUの設定により、全癌患者につい
て、0.85(46対照中39)という著しく高い特異性がもたらされた。総体的な正確性は、症例
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または対照として正確に分類された117個体中の95個体に基づき、0.81であった(95%信頼
区間：0.73～0.88)。計算された尤度比(LR)は2.4であり、これは、陽性の試験結果につい
て、尿中のADAM 12の存在が、その個体が乳癌を有する尤度が2.4倍高いことに関連づけら
れることを示す。71人の全癌患者および46人の対照についてのADAM 12レベルの中央値は
、それぞれ37(四分位数間領域：14～84)および0(四分位数間領域：0～7)であった(P<0.00
1、マンホイットニーU 検定)。受信者動作特性(ROC)曲線は、実験的なADAM 12レベルに対
するTPR(感度)およびFPR(1-特異性)間の関係を連続型変数として決定するため、全癌患者
、ADH/LCIS、DCIS、IBC、および転移性疾患を有する患者を含むさまざまな群について作
成された(データは図示せず)。全てのROC曲線は優れた識別性を示し、45度の対角線(すな
わち、非識別性の線)から急激に上昇した。正常な対照とIBCを有する女性の区別に基づく
ROC曲線、および対照と転移性疾患を有する患者を比較するものが、0より大きいADAM 12
レベルに対し、最も高いAUC(それぞれ、0.90および0.92)を有し、IBCおよび転移性疾患を
有する患者を同定する感度は完全であった(すなわち、感度＝1.00)。ロジスティック回帰
分析を用いて、ADAM 12レベルに基づく乳癌の確率が導き出された(図7)。実験的なADAM 1
2レベルを、症例および対照について女性の割合を用いて、x軸に示されたADAM 12レベル
を有するヒストグラムとして示した。46人の対照のうち、28人(61%)はADAM 12レベル0を
有し、一方、71人の癌患者中4人(6%)のみがADAM 12レベル0を有した。さらに、6人の対照
(13%)が20より高いADAM 12レベルを有したが、一方、71人の癌患者中46人(65%)が20より
高いレベルを有した。ロジスティック回帰法により、ADAM 12レベルと癌の確率の間に、
高度に有意な直接的関係が確認された(尤度比検定＝34.62、P<0.0001)。図7において、理
論的な非線形曲線により示されるように、ADAM 12レベル0を有する(すなわち、発現が無
い)個体については乳癌の確率は32%であり、レベルが1と20の間である場合、ほぼ50%であ
る。モデルから、21と40の間のADAM 12レベルに対して、乳癌の確率は67%であり、レベル
が41と60の間の場合は80%であり、61と80の間のレベルに対して90%、81～100のADAM 12レ
ベルを有する個体について95%、およびレベルが100を超えた場合98%と予測される。　
【０１０３】
　(表Ｉ)乳癌患者および対照におけるADAM 12発現

ADH＝異型乳管過形成、LCIS＝非浸潤性小葉癌、DCIS＝非浸潤性乳管癌、IBC＝局所浸潤性
乳癌、DU＝濃度測定単位、IQR＝四分位数間領域
【０１０４】
　(表ＩＩ)乳癌患者および対照の区別におけるADAM 12の診断上の特性
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ADH＝異型乳管過形成、LCIS＝非浸潤性小葉癌、DCIS＝非浸潤性乳管癌、IBC＝局所浸潤性
乳癌、FNR＝偽陰性率、FPR＝偽陽性率、LR＝尤度比
【０１０５】
　以下におよび明細書を通じて引用される参考文献は、それらの全体が参照により本明細
書に組み入れられる。
【０１０６】
参考文献
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【図面の簡単な説明】
【０１０７】
　本明細書に組み入れられ、かつ本明細書の一部をなす添付の図面は、本発明の態様を説
明し、かつ、記載と共に、本発明の目的、利点、および原理を説明するのに役立つ。
【図１】乳癌を有する患者から得られた尿試料中のADAM 12の免疫ブロット解析を、年齢
および性別が適合した正常な対照；乳癌を有さない患者から得られた尿試料と比較して示
す。
【図２】さまざまな病期の乳癌を有する患者から得られた尿試料中のADAM 12の免疫ブロ
ット解析を、正常な健康な個体から得られた尿試料中のADAM 12レベルと比較して示す。
レーン11は92kDaの潜伏型および68kDaの成熟型のタンパク質を含む純粋な組換えADAM 12
を表す。
【図３】全ての試料の免疫ブロットの濃度測定のヒストグラムを示す。ヒストグラムは乳
癌の進行期に伴う尿中ADAM 12レベルの中央値の上昇を示す。誤差バーは標準誤差を示す(
*、p、0.01、分散分析)。
【図４】ADAM 12の存在と乳癌の相関を図示するチャートを示す。癌患者由来の尿試料の9
4%がADAM 12について陽性であり、ADAM 12が著しく低い頻度(15%)で検出された正常な尿
試料とは対照的であった。
【図５】ADAM 12のアミノ酸配列(SEQ ID NO:1)を示す。
【図６】乳癌群および対照における尿中ADAM 12を有する患者の割合を示す。対照試料に
ついての濃度測定スコアの平均値を閾値とし、対照群と比較して各癌群について陽性の割
合を計算した。
【図７】ADAM 12レベルの上昇に基づき乳癌を有する(正常とは反対に)確率を図示する、
ロジスティック回帰分析に基づく理論上の曲線を示す。確率曲線は、ADAM 12レベルの既
定の区間について対照および乳癌患者の割合の上に重ね合わされている(p<0.00001)。x軸
はADAM 12レベルの区間を表し、y軸は各区間における患者および対照の実際の割合に対応
する。
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