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(57)【要約】
【課題】胃癌の術後の再発の予測に利用し得る情報や情報の取得のために有用な遺伝子の
組合せ、これらの遺伝子を検出するためのプローブ及びPCR用のプライマーセット、これ
らを用いたこれらの遺伝子の検出方法及び再発予測に利用し得る情報を得る方法などを提
供すること。
【解決手段】腹腔内洗浄液などの患者から採取した試料中での術後の再発の可能性を示す
胃癌細胞の有無を、胃癌細胞に特異的な特定の遺伝子またはその遺伝子産物を検出するこ
とで測定し、予後再発の可能性を判断する上で有用な情報を得る。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MAS
PIN、PRSS4、GW112またはACTBの検出用のプローブであって、
　下記塩基配列Ｎｏ．１からＮｏ．１１、Ｎｏ．３４からＮｏ．４３：
No.1：
TTCGACGACACCGTTCGTGGGGTCCCCTGGTGCTTCTATCCTAATACCATCGAC(TFF1用)
No.2：
TTGAAGTGCCCTGGTGCTTCTTCCCGAACTCTGTGGAAGACTGCCATTACTAAGAGAGGC（TFF2用）
No.3：
CATTCTGCACGATTTCCGACACCCCCTTGATATCCTTCCCCTTCTGGATGAGCTCTTCCG（FABP1用）
No.4：
GTACGAAACCAACGCCCCGAGGGCTGGTCGCGACTACAGTGCATATTACAGAC(CK20用)
No.5：
CTTGAAGTCCCCGGGCTTCAGGATGACGTGCTGGTTGTCGGGCCGTTTGATGATA(MUC2用)
No.6：
GGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGAC(CEA用)
No.7：
GCAGGGTCTAAAAGCTGGTGTTATTGCTGTTATTGTGGTTGTGGTGATAGCAGTTGTTGC(TACSTD1用)
No.8：
GTAATTTGTAAAGTTGGGTGGATAAGCTATCCCTGTTGCCGGTTCATGGATTACTTCTCT(MASPIN用)
No.9：
GATGCTCCGGTGCTGACCCAGGCTGAGTGTAAAGCCTCCTACCCTGGAAAGATTACCAAC(PRSS4用)
No.10：
AACCAGACTTACTAACCAATTCCACCCCCCACCAACCCCCTTCTACTGCCTACTTTAAAA(GW112用)
No.11：
CCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCATCATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCA(ACTB用)
No.34：
ACTGTCGGCATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCC(CEA用)
No.35：
CATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTT(CEA用)
No.36：
GATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGACAGTTGTTTTGCTTCT (CEA用)
No.37：
TGCTATATCAGAGCAACCCCAACCAGCACTCCAATCATGATGCCGACAGTGGCC (CEA用)
No.38：
GAACTGAGGTTCAACTAACGGAGCTGAGACGCACCTCCCAGAGCCTTGAGATAGAACTCC(CK20用)
No.39：
TCTGGAGGCCCAACTGATGCAGATTCGGAGTAACATGGAACGCCAGAACAACGAATACCA (CK20用)
No.40：
CGGAGGTTTCGTACGCCGGCTGCACCAAGACCGTCCTCATGAATCATTGCTC (MUC2用)
No.41：
TCACGTTACCTTGACACATAGTTTTTCAGTCTATGGGTTTAGTTACTTTAGATGGCAAGC(MASPIN用)
No.42：
TCTAGCTGACTCGCACAGGGATTCTCACAATAGCCGATATCAGAATTTGTGTTGAAGGAA(MASPIN用)
No.43：
AACACTTCGTTCGCAGAGCTTTTCAGATTGTGGAATGTTGGATAAGGAATTATAGACCTC(MASPIN用)；
これらの相補配列；及びこれらの塩基配列において１または数個の塩基が、プローブ機能
を維持し得る範囲で欠失、置換、または付加した塩基配列；からなる群から選択された１
つの塩基配列からなるオリゴヌクレオチドであることを特徴とするプローブ。
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【請求項２】
　胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MAS
PIN、PRSS4、GW112及びACTBの２以上の検出用の２以上のプローブからなるプローブセッ
トであって、
　各プローブが、下記塩基配列Ｎｏ．１からＮｏ．１１、Ｎｏ．３４からＮｏ．４３：
No.1：
TTCGACGACACCGTTCGTGGGGTCCCCTGGTGCTTCTATCCTAATACCATCGAC(TFF1用)
No.2：
TTGAAGTGCCCTGGTGCTTCTTCCCGAACTCTGTGGAAGACTGCCATTACTAAGAGAGGC（TFF2用）
No.3：
CATTCTGCACGATTTCCGACACCCCCTTGATATCCTTCCCCTTCTGGATGAGCTCTTCCG（FABP1用）
No.4：
GTACGAAACCAACGCCCCGAGGGCTGGTCGCGACTACAGTGCATATTACAGAC(CK20用)
No.5：
CTTGAAGTCCCCGGGCTTCAGGATGACGTGCTGGTTGTCGGGCCGTTTGATGATA(MUC2用)
No.6：
GGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGAC(CEA用)
No.7：
GCAGGGTCTAAAAGCTGGTGTTATTGCTGTTATTGTGGTTGTGGTGATAGCAGTTGTTGC(TACSTD1用)
No.8：
GTAATTTGTAAAGTTGGGTGGATAAGCTATCCCTGTTGCCGGTTCATGGATTACTTCTCT(MASPIN用)
No.9：
GATGCTCCGGTGCTGACCCAGGCTGAGTGTAAAGCCTCCTACCCTGGAAAGATTACCAAC(PRSS4用)
No.10：
AACCAGACTTACTAACCAATTCCACCCCCCACCAACCCCCTTCTACTGCCTACTTTAAAA(GW112用)
No.11：
CCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCATCATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCA(ACTB用)
No.34：
ACTGTCGGCATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCC(CEA用)
No.35：
CATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTT(CEA用)
No.36：
GATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGACAGTTGTTTTGCTTCT (CEA用)
No.37：
TGCTATATCAGAGCAACCCCAACCAGCACTCCAATCATGATGCCGACAGTGGCC (CEA用)
No.38：
GAACTGAGGTTCAACTAACGGAGCTGAGACGCACCTCCCAGAGCCTTGAGATAGAACTCC(CK20用)
No.39：
TCTGGAGGCCCAACTGATGCAGATTCGGAGTAACATGGAACGCCAGAACAACGAATACCA (CK20用)
No.40：
CGGAGGTTTCGTACGCCGGCTGCACCAAGACCGTCCTCATGAATCATTGCTC (MUC2用)
No.41：
TCACGTTACCTTGACACATAGTTTTTCAGTCTATGGGTTTAGTTACTTTAGATGGCAAGC(MASPIN用)
No.42：
TCTAGCTGACTCGCACAGGGATTCTCACAATAGCCGATATCAGAATTTGTGTTGAAGGAA(MASPIN用)
No.43：
AACACTTCGTTCGCAGAGCTTTTCAGATTGTGGAATGTTGGATAAGGAATTATAGACCTC(MASPIN用)；
これらの相補配列；及びこれらの塩基配列において１または数個の塩基がプローブ機能を
維持し得る範囲で欠失、置換、または付加した塩基配列からなる群から選択されたいずれ
かの塩基配列；からなる群から選択された１つの塩基配列からなるオリゴヌクレオチドで
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あり、かつ前記２以上のプローブが異なる塩基配列を有することを特徴とするプローブセ
ット。
【請求項３】
　胃癌細胞に特異的な遺伝子の検出用のプローブを担体に固定したプローブ担体であって
、前記プローブが下記塩基配列Ｎｏ．１からＮｏ．１１、Ｎｏ．３４からＮｏ．４３：
No.1：
TTCGACGACACCGTTCGTGGGGTCCCCTGGTGCTTCTATCCTAATACCATCGAC(TFF1用)
No.2：
TTGAAGTGCCCTGGTGCTTCTTCCCGAACTCTGTGGAAGACTGCCATTACTAAGAGAGGC（TFF2用）
No.3：
CATTCTGCACGATTTCCGACACCCCCTTGATATCCTTCCCCTTCTGGATGAGCTCTTCCG（FABP1用）
No.4：
GTACGAAACCAACGCCCCGAGGGCTGGTCGCGACTACAGTGCATATTACAGAC(CK20用)
No.5：
CTTGAAGTCCCCGGGCTTCAGGATGACGTGCTGGTTGTCGGGCCGTTTGATGATA(MUC2用)
No.6：
GGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGAC(CEA用)
No.7：
GCAGGGTCTAAAAGCTGGTGTTATTGCTGTTATTGTGGTTGTGGTGATAGCAGTTGTTGC(TACSTD1用)
No.8：
GTAATTTGTAAAGTTGGGTGGATAAGCTATCCCTGTTGCCGGTTCATGGATTACTTCTCT(MASPIN用)
No.9：
GATGCTCCGGTGCTGACCCAGGCTGAGTGTAAAGCCTCCTACCCTGGAAAGATTACCAAC(PRSS4用)
No.10：
AACCAGACTTACTAACCAATTCCACCCCCCACCAACCCCCTTCTACTGCCTACTTTAAAA(GW112用)
No.11：
CCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCATCATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCA(ACTB用)
No.34：
ACTGTCGGCATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCC(CEA用)
No.35：
CATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTT(CEA用)
No.36：
GATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGACAGTTGTTTTGCTTCT (CEA用)
No.37：
TGCTATATCAGAGCAACCCCAACCAGCACTCCAATCATGATGCCGACAGTGGCC (CEA用)
No.38：
GAACTGAGGTTCAACTAACGGAGCTGAGACGCACCTCCCAGAGCCTTGAGATAGAACTCC(CK20用)
No.39：
TCTGGAGGCCCAACTGATGCAGATTCGGAGTAACATGGAACGCCAGAACAACGAATACCA (CK20用)
No.40：
CGGAGGTTTCGTACGCCGGCTGCACCAAGACCGTCCTCATGAATCATTGCTC (MUC2用)
No.41：
TCACGTTACCTTGACACATAGTTTTTCAGTCTATGGGTTTAGTTACTTTAGATGGCAAGC(MASPIN用)
No.42：
TCTAGCTGACTCGCACAGGGATTCTCACAATAGCCGATATCAGAATTTGTGTTGAAGGAA(MASPIN用)
No.43：
AACACTTCGTTCGCAGAGCTTTTCAGATTGTGGAATGTTGGATAAGGAATTATAGACCTC(MASPIN用)；
これらの相補配列；及びこれらの塩基配列において１または数個の塩基がプローブ機能を
維持し得る範囲で欠失、置換、または付加した塩基配列；からなる群から選択された１つ
の塩基配列からなるオリゴヌクレオチドであることを特徴とするプローブ担体。
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【請求項４】
　前記プローブとして、異なる塩基配列からなるオリゴヌクレオチドの２以上が担体に固
定されている請求項３に記載のプローブ担体。
【請求項５】
　胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、CEA、TACSTD1、MASPIN、G
W112及びMUC2のなかから選択された遺伝子の一部の領域をPCRにより増幅するためのプラ
イマーセットであって、
下記の各組み合わせ：
TFF1の部分配列増幅用
No.12：CCTTTGGAGCAGAGAGGAGGCAAT及び
No.13：TCAGAGCAGTCAATCTGTGTTGTGAGC
TFF2の部分配列増幅用
No.14：ATAACAGGACGAACTGCGGCTTCC及び
No.15：AGCTGATAAGGCGAAGTTTCTTTCTTGG
FABP1の部分配列増幅用
No.16：TCATGAAGGCAATCGGTCTG及び
No.17：CAATGTCACCCAATGTCATGG
CK20の部分配列増幅用
No.18：ACACGGTGAACTATGGGAGCGATCT及び
No.19：CTTCCAGAAGGCGGCGGTAAGTAG
CEAの部分配列増幅用
No.20：AACTTCTCCTGGTCTCTCAGCT及び
No.21：GCAAATGCTTTAAGGAAGAAG
TACSTD1の部分配列増幅用
No.22：TGCTGGGGTCAGAAGAACAG及び
No.23：TTGAGTTCCCTATGCATCTCA
MASPINの部分配列増幅用
No.32：TCCGGGGTAGTTGGCAGAAATACAG及び
No.33：TGCATGTCAAGGAAGAGATGGGAGA
GW112の部分配列増幅用
No.24：CAGAAGCCCCAGTAAGCTGTTTAGGA及び
No.25：GCACTTTGTCACTGCCATCAGATTTT
CEAの部分配列増幅用
No.44：TGCATCTGGAACTTCTCCTGGTCTC及び
No.45：TCACGATGTTGGCTAGGATGGTCT
MUC2の部分配列増幅用
No.26：CCGGGGAGTGCTGTAAGAAG及び
No.46：CTCCTCTTTGCAGCAGGAGC
から選択された１種からなるものであることを特徴とするプライマーセット。
【請求項６】
　胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MAS
PIN、PRSS4、GW112及びACTBの一部の領域を増幅するためのプライマーセットであって、
下記の各プライマーセットのなかから選択された少なくとも２種のプライマーセットを含
むことを特徴とするプライマーセット：
TFF1の部分配列増幅用
No.12：CCTTTGGAGCAGAGAGGAGGCAAT及び
No.13：TCAGAGCAGTCAATCTGTGTTGTGAGC
TFF2の部分配列増幅用
No.14：ATAACAGGACGAACTGCGGCTTCC及び
No.15：AGCTGATAAGGCGAAGTTTCTTTCTTGG
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FABP1の部分配列増幅用
No.16：TCATGAAGGCAATCGGTCTG及び
No.17：CAATGTCACCCAATGTCATGG
CK20の部分配列増幅用
No.18：ACACGGTGAACTATGGGAGCGATCT及び
No.19：CTTCCAGAAGGCGGCGGTAAGTAG
MUC2の部分配列増幅用
No.26：CCGGGGAGTGCTGTAAGAAG及び
No.27：GCTCTCGATGTGGGTGTAGG
CEAの部分配列増幅用
No.20：AACTTCTCCTGGTCTCTCAGCT及び
No.21：GCAAATGCTTTAAGGAAGAAG
TACSTD1の部分配列増幅用
No.22：TGCTGGGGTCAGAAGAACAG及び
No.23：TTGAGTTCCCTATGCATCTCA
MASPINの部分配列増幅用
No.32：TCCGGGGTAGTTGGCAGAAATACAG及び
No.33：TGCATGTCAAGGAAGAGATGGGAGA
PRSS4の部分配列増幅用
No.28：CTGGGCACAGTTGCTGTCCC及び
No.29：GGCCACCAGAGTCACGCTGG
GW112の部分配列増幅用
No.24：CAGAAGCCCCAGTAAGCTGTTTAGGA及び
No.25：GCACTTTGTCACTGCCATCAGATTTT
ACTBの部分配列増幅用
No.30：TCATCACCATTGGCAATGAG及び
No.31：CACTGTGTTGGCGTACAGGT
CEAの部分配列増幅用
No.44：TGCATCTGGAACTTCTCCTGGTCTC及び
No.45：TCACGATGTTGGCTAGGATGGTCT
MUC2の部分配列増幅用
No.26：CCGGGGAGTGCTGTAAGAAG及び
No.46：CTCCTCTTTGCAGCAGGAGC。
【請求項７】
　TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2及びCEAからの塩基配列の増幅用のプライマーの各組み
合わせを有する請求項６に記載のプライマーセット。
【請求項８】
　TACSTD1、MASPIN、PRSS４、GW112及びACTBからの塩基配列の増幅用のプライマーの各組
み合わせを有する請求項６に記載のプライマーセット。
【請求項９】
　TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MASPIN及びACTBからの塩基配列の増
幅用のプライマーの各組み合わせを有する請求項６に記載のプライマーセット。
【請求項１０】
　請求項３または４に記載のプローブ担体と、請求項５から９のいずれかに記載のプライ
マーセットと、を有する遺伝子検査用キットであって、
　胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MAS
PIN、PRSS4、GW112及びACTBの中から選択された少なくとも１種に特異的な塩基配列から
なるオリゴヌクレオチドを増幅して検出するためのものであることを特徴とする遺伝子検
査用キット。
【請求項１１】
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　胃癌細胞に特異的な遺伝子の検出方法であって、核酸含有試料と請求項３または４に記
載のプローブ担体とを接触させて、該試料中における該プローブ担体に固定された各プロ
ーブとハイブリダイズする遺伝子の存在を検出することを特徴とする遺伝子検出方法。
【請求項１２】
　請求項５から９のいずれかに記載のプライマーセットを用いたＰＣＲ増幅により前記核
酸含有試料を調製する請求項１１に記載の遺伝子検出方法。
【請求項１３】
　前記核酸含有試料が、腹腔内洗浄液、血液、リンパ液およびリンパ節から採取された採
取試料から調製されたものである請求項１１または１２に記載の遺伝子検出方法。
【請求項１４】
　前記採取試料中での胃癌細胞の存在の有無を検出するための方法である請求項１１から
１３のいずれかに記載の遺伝子検出方法。
【請求項１５】
　検査対象としての患者から採取した試料中での胃癌細胞の存在の有無を検出するための
方法であって、胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、
TACSTD1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBから選択された１以上の発現を示す遺伝子産物
の試料中での有無を免疫染色法により測定することを特徴とする胃癌細胞の検出方法。
【請求項１６】
　前記胃癌細胞に特異的な遺伝子が、TFF1、FABP1、CK20、MUC2及びMASPINである請求項
１５に記載の胃癌遺伝子の検出方法。
【請求項１７】
　前記試料が腹腔内洗浄液、血液、リンパ液およびリンパ節から得られたものである請求
項１５または１６に記載の検出方法。
【請求項１８】
　（ｉ）胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD
1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBから選択された１以上の遺伝子の、胃癌患者から採取
した試料中における発現レベルを測定する工程と、
　（ｉｉ）測定された発現レベルと、胃癌の再発の可能性を示す前記遺伝子の予め設定さ
れた基準の発現レベルと、を対比して、測定された発現レベルが基準の発現レベル以上で
ある場合を胃癌の再発の可能性を示す情報として取り込む工程と、を含む術後の胃癌の再
発予測のための情報を得るための方法であって、
　前記工程（ｉ）は、下記Ｎｏ．１からＮｏ．１１及びＮｏ．３４からＮｏ.４３からな
る群から発現レベルの測定対象としての遺伝子に応じて選択した塩基配列を選択する工程
を含み、
　前記工程（ｉｉ）は、前記選択した塩基配列を用いて測定した、測定対象としての遺伝
子の発現レベルを、その基準発現レベルと比較して、胃癌の再発の可能性を示す情報を得
る工程を含む、
ことを特徴とする特徴とする胃癌の再発予測のための情報取得方法：
Ｎｏ．１からＮｏ．１１、及びＮｏ．３４からＮｏ．４３の塩基配列：
No.1：
TTCGACGACACCGTTCGTGGGGTCCCCTGGTGCTTCTATCCTAATACCATCGAC(TFF1用)
No.2：
TTGAAGTGCCCTGGTGCTTCTTCCCGAACTCTGTGGAAGACTGCCATTACTAAGAGAGGC（TFF2用）
No.3：
CATTCTGCACGATTTCCGACACCCCCTTGATATCCTTCCCCTTCTGGATGAGCTCTTCCG（FABP1用）
No.4：
GTACGAAACCAACGCCCCGAGGGCTGGTCGCGACTACAGTGCATATTACAGAC(CK20用)
No.5：
CTTGAAGTCCCCGGGCTTCAGGATGACGTGCTGGTTGTCGGGCCGTTTGATGATA(MUC2用)
No.6：
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GGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGAC(CEA用)
No.7：
GCAGGGTCTAAAAGCTGGTGTTATTGCTGTTATTGTGGTTGTGGTGATAGCAGTTGTTGC(TACSTD1用)
No.8：
GTAATTTGTAAAGTTGGGTGGATAAGCTATCCCTGTTGCCGGTTCATGGATTACTTCTCT(MASPIN用)
No.9：
GATGCTCCGGTGCTGACCCAGGCTGAGTGTAAAGCCTCCTACCCTGGAAAGATTACCAAC(PRSS4用)
No.10：
AACCAGACTTACTAACCAATTCCACCCCCCACCAACCCCCTTCTACTGCCTACTTTAAAA(GW112用)
No.11：
CCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCATCATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCA(ACTB用)
No.34：
ACTGTCGGCATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCC(CEA用)
No.35：
CATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTT(CEA用)
No.36：
GATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGACAGTTGTTTTGCTTCT (CEA用)
No.37：
TGCTATATCAGAGCAACCCCAACCAGCACTCCAATCATGATGCCGACAGTGGCC (CEA用)
No.38：
GAACTGAGGTTCAACTAACGGAGCTGAGACGCACCTCCCAGAGCCTTGAGATAGAACTCC(CK20用)
No.39：
TCTGGAGGCCCAACTGATGCAGATTCGGAGTAACATGGAACGCCAGAACAACGAATACCA (CK20用)
No.40：
CGGAGGTTTCGTACGCCGGCTGCACCAAGACCGTCCTCATGAATCATTGCTC (MUC2用)
No.41：
TCACGTTACCTTGACACATAGTTTTTCAGTCTATGGGTTTAGTTACTTTAGATGGCAAGC(MASPIN用)
No.42：
TCTAGCTGACTCGCACAGGGATTCTCACAATAGCCGATATCAGAATTTGTGTTGAAGGAA(MASPIN用)
No.43：
AACACTTCGTTCGCAGAGCTTTTCAGATTGTGGAATGTTGGATAAGGAATTATAGACCTC(MASPIN用)。
【請求項１９】
　前記測定対象としての遺伝子が、TFF1、TFF2、FABP1、CK20、TACSTD1及びMASPINである
請求項１８に記載の情報取得方法。
【請求項２０】
　前記試料が腹腔内洗浄液、血液、リンパ液およびリンパ節から得られたものである請求
項１８または１９に記載の情報取得方法。
【請求項２１】
　術後の胃癌の再発予測のための情報を得るための方法であって、
　（ｉ）胃癌患者から採取した試料中に存在する胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、
TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBから選択され
た１以上の遺伝子産物の有無を免疫染色法で測定する工程と、
　（ｉｉ）発現が検出された場合を胃癌の再発の可能性を示す情報として取り込む工程と
、
を有することを特徴とする胃癌の再発予測のための情報取得方法。
【請求項２２】
　前記胃癌細胞に特異的な遺伝子が、TFF1、FABP1、CK20、MUC2及びMASPINである請求項
２１に記載の情報取得方法。
【請求項２３】
　前記試料が腹腔内洗浄液、血液、リンパ液およびリンパ節から得られたものである請求
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項２１または２２に記載の情報取得方法。
【請求項２４】
　胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACATD1、MAS
PIN、PRSS4、GW112及びACTBの検出用のプローブから選ばれる少なくとも１つと、該プロ
ーブの検出対象である前記遺伝子の一部の領域をＰＣＲにより増幅するためのプライマー
セットとの組合せを含む胃癌の検出及び診断の少なくとも一方に用いられるキットにおい
て、前記組合せが下記の組合せであることを特徴とする診断キット：
（TFF1検出用の組合せ）
　配列表の配列番号１で表わされる塩基配列からなるTFF1検出用プローブと、配列表の配
列番号１２及び１３で表わされる塩基配列からなるTFF1増幅用プライマーセットとの組合
せ、
（TFF2検出用の組合せ）
　配列表の配列番号２で表わされる塩基配列からなるTFF2検出用プローブと、配列表の配
列番号１４及び１５で表わされる塩基配列からなるTFF2増幅用プライマーセットとの組合
せ、
（FABP1検出用の組合せ）
配列表の配列番号３で表わされる塩基配列からなるFABP1検出用プローブと、配列表の配
列番号１６及び１７からなる塩基配列を有するFABP1増幅用プライマーセットとの組合せ
、
（CK20検出用の組合せ）
配列表の配列番号４、３８又は３９で表わされる塩基配列からなるCK20検出用プローブと
、配列表の配列番号１８及び１９で表わされる塩基配列からなるCK20増幅用プライマーセ
ットとの組合せ、
（MUC2検出用の組合せ）
配列表の配列番号５で表わされる塩基配列からなるＭＵＣ２検出用プローブと、配列表の
配列番号２６及び２７で表わされる塩基配列からなるＭＵＣ２増幅用プライマーセットと
の組合せ、
（MUC2検出用の組合せ）
配列表の配列番号５又は４０で表わされる塩基配列からなるMUC2検出用プローブと、配列
表の配列番号２６及び４６で表わされる塩基配列からなるMUC2増幅用プライマーセットと
の組合せ、
（CEA検出用の組合せ）
配列表の配列番号６で表わされる塩基配列からなるCEA検出用プローブと、配列表の配列
番号２０及び２１で表わされる塩基配列からなるCEA増幅用プライマーセットとの組合せ
、
（CEA検出用の組合せ）
配列表の配列番号６、３４、３５、３６又は３７で表わされる塩基配列からなるＣＥＡ検
出用プローブと、配列表の配列番号４４及び４５で表わされる塩基配列からなるＣＥＡ増
幅用プライマーセットとの組合せ、
（TACSTD1検出用の組合せ）
配列表の配列番号７で表わされる塩基配列からなるTACSTD1検出用プローブと、配列表の
配列番号２２及び２３で示される塩基配列からなるTACSTD1増幅用プライマーセットとの
組合せ、
（MASPIN検出用の組合せ）
配列表の配列番号８、４１、４２又は４３で表わされる塩基配列からなるMASPIN検出用プ
ローブと、配列表の配列番号３２及び３３で示される塩基配列からなるMASPIN増幅用プラ
イマーセットとの組合せ、
（PRSS4検出用の組合せ）
配列表の配列番号９で表わされる塩基配列からなるPRSS4検出用プローブと、配列表の配
列番号２８及び２９で示される塩基配列からなるPRSS4増幅用プライマーセットとの組合



(10) JP 2009-148269 A 2009.7.9

10

20

30

40

50

せ、
（GW112検出用の組合せ）
配列表の配列番号１０で表わされる塩基配列からなるGW112検出用プローブと、配列表の
配列番号２４及び２５で示される塩基配列からなるGW112増幅用プライマーセットとの組
合せ、
（ACTB検出用の組合せ）
配列表の配列番号１１で表わされる塩基配列からなるACTB検出用プローブと、配列表の配
列番号３０及び３１で示される塩基配列からなるACTB増幅用プライマーセットとの組合せ
。
【請求項２５】
　１種または２種以上のプローブが固相上に配置されているアレイと、該プローブの検出
対象たる遺伝子の一部の領域をＰＣＲにより増幅するためのプライマーセットとを含む胃
癌の検出及び診断の少なくとも一方を行う為のキットであって、
　前記１種のプローブ、または前記２種以上のプローブのそれぞれが配列表の配列番号１
から１１及び３４から４３で表わされる塩基配列からなる群から選択された１つの塩基配
列からなり、
　該プローブと該プライマーセットとの組合せが、請求項２４に記載の組合せであること
を特徴とするキット。
【請求項２６】
　１種または２種以上のプローブと、該プローブの検出対象たる遺伝子の一部の領域をＰ
ＣＲにより増幅するためのプライマーセットとの組合せを含む遺伝子検出キットにおいて
、
　前記１種のプローブ、または前記２種以上のプローブのそれぞれが配列表の配列番号１
から１１及び３４から４３で表わされる塩基配列からなる群から選択された１つの塩基配
列からなり、
　該プローブと該プライマーセットとの組合せが請求項２４に記載の組合せであることを
特徴とする遺伝子検出キット。
【請求項２７】
　１種または２種以上のプローブから選ばれる少なくとも１つのプローブが固相上に配置
されているアレイと、該プローブの検出対象たる遺伝子の一部の領域をＰＣＲにより増幅
するためのプライマーセットとを含む遺伝子検出キットにおいて、
　前記１種のプローブ、または前記２種以上のプローブのそれぞれが配列表の配列番号１
から１１及び３４から４３で表わされる塩基配列からなる群から選択された１つの塩基配
列からなり、
　該プローブと該プライマーセットとの組合せが請求項２４に記載の組合せであることを
特徴とする遺伝子検出キット。
【請求項２８】
　（ｉ）胃癌患者の腹腔内洗浄液中の遺伝子をＰＣＲにより増幅するステップと、
　（ｉｉ）前記ステップ（ｉ）で得られた増幅物を、１種または２種以上のプローブが固
相上に配置されているアレイとハイブリダイゼーション反応させるステップと、
（ｉｉｉ）前記ステップ（ｉｉ）の結果得られたアレイから、前記腹腔洗浄液中の、該プ
ローブの検出対象たる遺伝子の有無を検出するステップと、
を含む胃癌の再発リスクの予測方法において、
　前記１種のプローブ、または前記２種以上のプローブのそれぞれが配列表の配列番号１
から１１及び３４から４３で表わされる塩基配列からなる群から選択された１つの塩基配
列からなり、
　前記ステップ（ｉ）が、該アレイが有しているプローブの検出対象たる遺伝子の一部の
領域をＰＣＲで増幅するためのプライマーセットを用いてＰＣＲを行うステップを含み、
且つ該プローブと該プライマーセットとの組合せが請求項２４に記載の組合せであること
を特徴とする胃癌の再発リスクの予測方法。
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【請求項２９】
　該アレイが、配列番号１から１１で表わされる塩基配列からなるプローブの全てを固相
上に互いに隔離されたスポットとして配置されている請求項２８に記載の予測方法。
【請求項３０】
　前記ステップ（ｉ）が、該腹腔内洗浄液を第１及び第２の腹腔内洗浄液に分け、第１の
腹腔内洗浄液については、配列番号１２と１３で表わされる塩基配列からなるプライマー
セット、配列番号１４と１５で表わされる塩基配列からなるプライマーセット、配列番号
１６と１７で表わされる塩基配列からなるプライマーセット、配列番号１８と１９で表わ
される塩基配列からなるプライマーセット、配列番号２０と２１で表わされる塩基配列か
らなるプライマーセット及び配列番号２６と２７で表わされる塩基配列からなるプライマ
ーセット、を用いてＰＣＲにより該腹腔内洗浄液中の遺伝子を増幅する第１ステップと、
　第２の腹腔内洗浄液については、配列番号２２と２３で表わされる塩基配列からなるプ
ライマーセット、配列番号２４と２５で表わされる塩基配列からなるプライマーセット、
配列番号２８と２９で表わされる塩基配列からなるプライマーセット、配列番号３０と３
１で表わされる塩基配列からなるプライマーセット及び配列番号３２と３３で表わされる
塩基配列からなるプライマーセットを用いてＰＣＲにより該腹腔内洗浄液中の遺伝子を増
幅する第２ステップとを含み、
　前記ステップ（ｉｉ）が、上記第１ステップの結果物と上記第２ステップの結果物との
混合物をアレイと反応させるステップを含む請求項２９に記載の予測方法。
【請求項３１】
　該アレイが、配列番号１から３、７、８、１１、３７、３９及び４０で表わされる塩基
配列からなるプローブの全てを固相上に互いに隔離されたスポットとして配置されている
請求項２８に記載の予測方法。
【請求項３２】
　前記ステップ（ｉ）が、該腹腔内洗浄液を、配列番号１２と１３で表わされる塩基配列
からなるプライマーセット、配列番号１４と１５で表わされる塩基配列からなるプライマ
ーセット、配列番号１６と１７で表わされる塩基配列からなるプライマーセット、配列番
号１８と１９で表わされる塩基配列からなるプライマーセット及び配列番号４４と４５で
表わされる塩基配列からなるプライマーセット、配列番号２２と２３で表わされる塩基配
列からなるプライマーセット、配列番号２６と４６で表わされる塩基配列からなるプライ
マーセット、配列番号３０と３１で表わされる塩基配列からなるプライマーセット及び配
列番号３２と３３で表わされる塩基配列からなるプライマーセットを用いてＰＣＲにより
該腹腔内洗浄液中の遺伝子を増幅するステップを含む請求項３１に記載の予測方法。
【請求項３３】
　下記（ｉ）から（ｘｉ）から選ばれる少なくとも１つのプローブを含むことを特徴とす
る遺伝子検出用プローブ：
（ｉ）配列番号１で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列におい
て１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加した塩
基配列及び配列番号１で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのTFF1遺伝子検出用プロ
ーブ、
（ｉｉ）配列番号２で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列にお
いて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加した
塩基配列及び配列番号２で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのTFF2遺伝子検出用プ
ローブ、
（ｉｉｉ）配列番号３で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列に
おいて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加し
た塩基配列及び配列番号３で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのFABP１遺伝子検出
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用プローブ、
（ｉｖ）配列番号４、３８又は３９で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれら
の塩基配列において１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換
、又は付加した塩基配列及び配列番号４、３８又は３９で示される塩基配列の相補鎖とス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なく
とも１つのCK20遺伝子検出用プローブ、
（ｖ）配列番号５又は４０で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配
列において１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付
加した塩基配列及び配列番号５又は４０で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェント
な条件下でハイブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのMUC2
遺伝子検出用プローブ、
（ｖｉ）配列番号６、３４、３５、３６又は３７で表わされる塩基配列、これの相補配列
、及びこれらの塩基配列において１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲
で欠失、置換、又は付加した塩基配列及び配列番号６，３４，３５，３６又は３７で示さ
れる塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からな
る群から選択された少なくとも１つのCEA遺伝子検出用プローブ、
（ｖｉｉ）配列番号７で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列に
おいて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加し
た塩基配列及び配列番号７で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのTACSTD1遺伝子検
出用プローブ、
（ｖｉｉｉ）配列番号８、４１、４２又は４３で表わされる塩基配列、これの相補配列、
及びこれらの塩基配列において１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で
欠失、置換、又は付加した塩基配列及び配列番号８，４１，４２又は４３で示される塩基
配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からなる群から
選択された少なくとも１つのMASPIN遺伝子検出用プローブ、
（ｉｘ）配列番号９で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列にお
いて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加した
塩基配列及び配列番号９で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのPRSS4遺伝子検出用
プローブ、
（ｘ）配列番号１０で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列にお
いて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加した
塩基配列及び配列番号１０で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのGW112遺伝子検出
用プローブ、
（ｘｉ）配列番号１１で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列に
おいて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加し
た塩基配列及び配列番号１１で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのACTB遺伝子検出
用プローブ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は検体である胃癌摘出などの処置前から処置直後の患者の腹腔内洗浄液等から採
取される試料に含まれる赤血球、白血球、脱落した腹腔中皮細胞および微量の遊離胃癌細
胞のうち胃癌細胞で特異的に発現する遺伝子のmRNAを分析し、測定する方法に関する。具
体的には検出のためのオリゴヌクレオチドプローブ、プローブセットおよびプローブを保
持した担体に関する。また、それらの遺伝子を増幅するためのプライマー及びプライマー
セット、並びにそれらを用いた遺伝子検出方法に関する。さらには、癌細胞特有の遺伝子
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の発現レベルを測定することによって、胃癌の術後再発を高感度・高精度に予測するため
の情報を得るための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌の治療において、原発巣の外科的、内視鏡的切除や、放射線療法、化学療法および放
射線化学療法後の再発は患者の生死に関わる重要な問題である。癌を主原因とする死亡に
おいて、原発巣に起因する死亡よりも、転移・再発による死亡が圧倒的に多い。そのため
、特に外科的切除により原発巣を取り除いた癌患者に対する再発の予測は、癌患者の将来
設計における重要な助言となることは勿論のこと、術後の化学療法などの治療方針を決定
する上で極めて重要である。
【０００３】
　通常、胃癌の切除後の患者に対して、術後の画像診断を中心とした定期検診により再発
を長期にわたり観察することが望まれる。しかし、１年以上も経過して異常がない場合、
必ずしも長期観察は達成されず、その後、突然再発する例も多い。一方、切除前の開腹時
に採取できる細胞の観察を行うこと、すなわち病理医による細胞診による癌細胞の確認も
行われている。これは、たとえば胃癌の手術時に行われる診断方法（術中迅速細胞診）で
ある。生理的に存在する腹腔内遊離細胞（主に赤血球、白血球、脱落した腹腔中皮細胞）
の中に、わずかでも遊離癌細胞の存在を認めた場合、一般的に癌の進行が進んでおり、高
い確率で転移や再発が起こるからである。細胞診の結果は患者の予後を推測するのみなら
ず，術中術後の補助的化学療法（抗癌剤の投与、温熱療法など）を選択するうえでもきわ
めて重要な検査法として位置づけられている。
【０００４】
　一般的な細胞診の方法としては腹腔内洗浄液からスライドグラスに塗沫した細胞をPapa
nicolou染色し形状を観察する方法（簡便な細胞診）や、CEA（がん胎児性抗原）等の腫瘍
マーカーと呼ばれるタンパク質を免疫染色する方法（免疫細胞診）がある。後者の免疫細
胞診は手間とコストがかかるため普及は遅れている。一方、前者の簡便な細胞診は、本邦
での胃癌手術の際に、標準的に行われている。しかし、顕微鏡による観察で１枚のスライ
ドグラス当り１～５個程度のごく微量の癌細胞の同定は事実上ほぼ不可能で、また形態上
の診断は病理医の主観に依存するところが大きく診断にはかなりの熟練度を必要とする。
その上、診断を行う病理医は慢性的に不足しているばかりでなく、専門領域も細分化され
ている。したがって、大多数の病院において同じレベルの細胞診ができる病理医を配置さ
せることは現実的には困難で、さらに客観的な評価方法が求められている。
【０００５】
　こうしたニーズに応えるための診断技術として、各種のがんマーカーを遺伝子の発現レ
ベルで判定しようとする技術が提案されている。これは例えば免疫染色などでマーカーと
なるCEAのmRNAをリアルタイムPCR法によって定量をするものである。しかし、単一遺伝子
の発現を情報とした場合、症例ごとの発現量にばらつきがあり、バックグランドとなる癌
細胞以外の細胞（赤血球、白血球、脱落した腹腔中皮細胞）でも発現されたりする場合も
あり、擬陽性、擬陰性を伴うことが指摘されている。（非特許文献１：Nagao K, Hisatom
i H, Hirata H, et al. “Expression of molecular marker genes in various types of
 normal tissue: Implication for detection of micrometastases.” Int. J. Mol. Med
. 2002; 10: 307－310参照）。この方法は胃がんの予後判定において前述の細胞診と比較
して良好な結果が可能となっているものの、CEA単独での診断は未だに普及していない。
【０００６】
　K. Mori et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 313(2004)
 931-937（非特許文献２）には、CEA以外の複数遺伝子の胃癌再発予測での有用性が示さ
れている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
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【非特許文献１】Nagao K, Hisatomi H, Hirata H, et al. “Expression of molecular 
marker genes in various types of normal tissue: Implication for detection of mic
rometastases.” Int. J. Mol. Med. 2002; 10: 307-10
【非特許文献２】K. Mori et al. / Biochemical and Biophysical Research Communicat
ions 313 (2004) 931-937
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　最近、本発明者らの論文（非特許文献２）によって、CEA以外の複数の遺伝子が胃癌の
再発予測に有用であると報告された。マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現プロファ
イルの比較から胃癌細胞で強く発現が認められる遺伝子１０を絞り込んだ。このうち６遺
伝子は、癌細胞で特異的に発現を認め、残る４遺伝子は癌細胞以外の細胞（赤血球、白血
球、脱落した腹腔中皮細胞）でも僅かに発現されているものの、胃癌細胞では強い発現を
認める事が通常のRT-PCRによって定性的に確認されている。もしも、βアクチンを加えた
これらの１１種のマーカー遺伝子のmRNAをRT-PCRによる定性的判定ではなく、高感度な定
量的判定法を開発できれば、各種の診断法の精度を更に向上させることができる。本発明
が解決しようとする課題を以下にまとめた。
【０００９】
　（課題１）非特許文献１としての論文では、上記５種の遺伝子を個別にRT-PCRを行い、
それぞれ電気泳動後、エチジウムブロマイド染色によってPCR産物の有無を定性的に判定
している。このような遺伝子ごとに個別の定性的PCRではデータがばらつき易く、一定の
感度を得ることは現実的に困難である。
【００１０】
　（課題２）微量の癌細胞で発現するmRNAを検出するには、通常のRT-PCRでは、感度が不
足している。もしも、40～50サイクルといった高サイクルのPCRで、感度を補おうとする
と、不適当なPCR産物の生成によるノイズが増大し、判定不能となる。本来、PCRは直線的
に増幅するサイクルでのみ正しい情報を与える。
【００１１】
　（課題３）非特許文献２としての論文では、定性的なRT-PCRで陽性であった患者の腹腔
内洗浄液中での胃癌細胞の確認は行われていないため、PCRの結果が本当に遊離胃癌細胞
の存在を反映しているか不明であった。すなわちRT-PCRによる再発予測の裏付けとなるデ
ータが欠けている。
【００１２】
　本発明の目的は胃癌の術後の再発の予測に利用し得る情報や情報の取得に有用な遺伝子
の組合せ、これらの遺伝子を検出するプローブ及びPCR用のプライマーセット、これらの
遺伝子の検出方法及び再発予測に利用し得る情報を得る方法を提供する事にある。
【００１３】
　また本発明の他の目的は、胃癌を簡便に、精度よく検出、診断するためのキットを提供
することにある。また本発明の他の目的は、検体中の特定の遺伝子の存在を高精度に検出
することのできる遺伝子検出キットを提供することにある。また本発明の他の目的は、胃
癌の再発リスクをより精度よく予測する方法を提供することにある。本発明の更に他の目
的は、特定の遺伝子を特異的に検出するのに用いることのできる遺伝子検出プローブを提
供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明の胃癌細胞に特異的な遺伝子 TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、
MASPIN、PRSS4、GW112またはACTBの検出用のプローブは、下記配列番号No.1～No.11、No.
34～No.43（各番号は配列表の配列番号と同じである）：
No.1：
TTCGACGACACCGTTCGTGGGGTCCCCTGGTGCTTCTATCCTAATACCATCGAC(TFF1用)
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No.2：
TTGAAGTGCCCTGGTGCTTCTTCCCGAACTCTGTGGAAGACTGCCATTACTAAGAGAGGC（TFF2用）
No.3：
CATTCTGCACGATTTCCGACACCCCCTTGATATCCTTCCCCTTCTGGATGAGCTCTTCCG（FABP1用）
No.4：
GTACGAAACCAACGCCCCGAGGGCTGGTCGCGACTACAGTGCATATTACAGAC(CK20用)
No.5：
CTTGAAGTCCCCGGGCTTCAGGATGACGTGCTGGTTGTCGGGCCGTTTGATGATA(MUC2用)
No.6：
GGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGAC(CEA用)
No.7：
GCAGGGTCTAAAAGCTGGTGTTATTGCTGTTATTGTGGTTGTGGTGATAGCAGTTGTTGC(TACSTD1用)
No.8：
GTAATTTGTAAAGTTGGGTGGATAAGCTATCCCTGTTGCCGGTTCATGGATTACTTCTCT(MASPIN用)
No.9：
GATGCTCCGGTGCTGACCCAGGCTGAGTGTAAAGCCTCCTACCCTGGAAAGATTACCAAC(PRSS4用)
No.10：
AACCAGACTTACTAACCAATTCCACCCCCCACCAACCCCCTTCTACTGCCTACTTTAAAA(GW112用)
No.11：
CCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCATCATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCA(ACTB用)
No.34：
ACTGTCGGCATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCC(CEA用)
No.35：
CATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTT(CEA用)
No.36：
GATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGACAGTTGTTTTGCTTCT (CEA用)
No.37：
TGCTATATCAGAGCAACCCCAACCAGCACTCCAATCATGATGCCGACAGTGGCC (CEA用)
No.38：
GAACTGAGGTTCAACTAACGGAGCTGAGACGCACCTCCCAGAGCCTTGAGATAGAACTCC(CK20用)
No.39：
TCTGGAGGCCCAACTGATGCAGATTCGGAGTAACATGGAACGCCAGAACAACGAATACCA (CK20用)
No.40：
CGGAGGTTTCGTACGCCGGCTGCACCAAGACCGTCCTCATGAATCATTGCTC (MUC2用)
No.41：
TCACGTTACCTTGACACATAGTTTTTCAGTCTATGGGTTTAGTTACTTTAGATGGCAAGC(MASPIN用)
No.42：
TCTAGCTGACTCGCACAGGGATTCTCACAATAGCCGATATCAGAATTTGTGTTGAAGGAA(MASPIN用)
No.43：
AACACTTCGTTCGCAGAGCTTTTCAGATTGTGGAATGTTGGATAAGGAATTATAGACCTC(MASPIN用)；
これらの相補配列；及びこれらの塩基配列において１または数個の塩基が、プローブ機能
を維持し得る範囲で欠失、置換、または付加した塩基配列；からなる群から選択された１
つの塩基配列からなるオリゴヌクレオチドであることを特徴とするプローブである。
【００１５】
　本発明のプローブセットは胃癌細胞に特異的な遺伝子TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2
、CEA、TACSTD1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBのうち2遺伝子以上の検出用の２以上の
プローブからなるプローブセットで、
各プローブが、上記のNo.1～11及びNo.34～43の塩基配列；これらの相補配列；及びこれ
らの塩基配列において１または数個の塩基がプローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換
、または付加した塩基配列；からなる群から選択された１つの塩基配列からなるオリゴヌ
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クレオチドであり、
かつ前記２以上のプローブが異なる塩基配列を有することを特徴とするプローブセットで
ある。
【００１６】
　本発明のプローブ担体は、胃癌細胞に特異的な遺伝子の検出用のプローブを担体に固定
したプローブ担体であって、前記プローブが、上記のNo.1～11及びNo.34～43の塩基配列
；これらの相補配列；及びこれらの塩基配列において１または数個の塩基がプローブ機能
を維持し得る範囲で欠失、置換、または付加した塩基配列；からなる群から選択された１
つの塩基配列からなるオリゴヌクレオチドであることを特徴とするプローブ担体である。
【００１７】
　本発明のプライマーセットは、胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、C
K20、CEA、TACSTD1、MASPIN、MUC2及びGW112のなかから選択された遺伝子の一部の領域を
PCRにより増幅するためのプライマーセットであって、
下記の各組み合わせ：
TFF1の部分配列増幅用
No.12：CCTTTGGAGCAGAGAGGAGGCAAT及び
No.13：TCAGAGCAGTCAATCTGTGTTGTGAGC
TFF2の部分配列増幅用
No.14：ATAACAGGACGAACTGCGGCTTCC及び
No.15：AGCTGATAAGGCGAAGTTTCTTTCTTGG
FABP1の部分配列増幅用
No.16：TCATGAAGGCAATCGGTCTG及び
No.17：CAATGTCACCCAATGTCATGG
CK20の部分配列増幅用
No.18：ACACGGTGAACTATGGGAGCGATCT及び
No.19：CTTCCAGAAGGCGGCGGTAAGTAG
CEAの部分配列増幅用
No.20：AACTTCTCCTGGTCTCTCAGCT及び
No.21：GCAAATGCTTTAAGGAAGAAG
CEAの部分配列増幅用
No.44：TGCATCTGGAACTTCTCCTGGTCTC及び
No.45：TCACGATGTTGGCTAGGATGGTCT
TACSTD1の部分配列増幅用
No.22：TGCTGGGGTCAGAAGAACAG及び
No.23：TTGAGTTCCCTATGCATCTCA
MASPINの部分配列増幅用
No.32：TCCGGGGTAGTTGGCAGAAATACAG及び
No.33：TGCATGTCAAGGAAGAGATGGGAGA
MUC2の部分配列増幅用
No.26：CCGGGGAGTGCTGTAAGAAG及び
No.46：CTCCTCTTTGCAGCAGGAGC
GW112の部分配列増幅用
No.24：CAGAAGCCCCAGTAAGCTGTTTAGGA及び
No.25：GCACTTTGTCACTGCCATCAGATTTT
から選択された１種からなるものであることを特徴とするプライマーセットである。
【００１８】
　本発明のプライマーセットの他の態様は、胃癌細胞に特異的な遺伝子TFF1、TFF2、FABP
1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBから選択された少なくと
も２遺伝子の一部の領域をＰＣＲにより増幅するためのプライマーのセットであって、
下記の各組み合わせ：
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TFF1の部分配列増幅用
No.12：CCTTTGGAGCAGAGAGGAGGCAAT及び
No.13：TCAGAGCAGTCAATCTGTGTTGTGAGC
TFF2の部分配列増幅用
No.14：ATAACAGGACGAACTGCGGCTTCC及び
No.15：AGCTGATAAGGCGAAGTTTCTTTCTTGG
FABP1の部分配列増幅用
No.16：TCATGAAGGCAATCGGTCTG及び
No.17：CAATGTCACCCAATGTCATGG
CK20の部分配列増幅用
No.18：ACACGGTGAACTATGGGAGCGATCT及び
No.19：CTTCCAGAAGGCGGCGGTAAGTAG
MUC2の部分配列増幅用
No.26：CCGGGGAGTGCTGTAAGAAG及び
No.27：GCTCTCGATGTGGGTGTAGG
MUC2の部分配列増幅用
No.26：CCGGGGAGTGCTGTAAGAAG及び
No.46：CTCCTCTTTGCAGCAGGAGC
CEAの部分配列増幅用
No.20：AACTTCTCCTGGTCTCTCAGCT及び
No.21：GCAAATGCTTTAAGGAAGAAG
CEAの部分配列増幅用
No.44：TGCATCTGGAACTTCTCCTGGTCTC及び
No.45：TCACGATGTTGGCTAGGATGGTCT
TACSTD1の部分配列増幅用
No.22：TGCTGGGGTCAGAAGAACAG及び
No.23：TTGAGTTCCCTATGCATCTCA
MASPINの部分配列増幅用
No.32：TCCGGGGTAGTTGGCAGAAATACAG及び
No.33：TGCATGTCAAGGAAGAGATGGGAGA
PRSS4の部分配列増幅用
No.28：CTGGGCACAGTTGCTGTCCC及び
No.29：GGCCACCAGAGTCACGCTGG
GW112の部分配列増幅用
No.24：CAGAAGCCCCAGTAAGCTGTTTAGGA及び
No.25：GCACTTTGTCACTGCCATCAGATTTT
ACTBの部分配列増幅用
No.30：TCATCACCATTGGCAATGAG及び
No.31：CACTGTGTTGGCGTACAGGT
から選択された２種以上からなるものであることを特徴とするプライマーセットである。
【００１９】
　上記の各プライマーの塩基配列の有する番号は配列表の配列番号と同じである。
【００２０】
　本発明の遺伝子検査用キットは、上記のプローブ担体と、上記のプライマーセットと、
を有する遺伝子検査用キットであって、
胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MASPI
N、PRSS4、GW112及びACTBのから選択された少なくとも１種に特異的な塩基配列からなる
オリゴヌクレオチドを増幅して検出するためのものであることを特徴とする遺伝子検査用
キットである。
【００２１】
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　本発明の遺伝子検出方法は胃癌細胞に特異的な遺伝子の検出方法であって、核酸含有試
料と上記のプローブ担体とを接触させて該試料中における該プローブ担体に固定された各
プローブとハイブリダイズする遺伝子の存在を検出する遺伝子検出方法である。
【００２２】
　本発明にかかる胃癌細胞の検出方法は、検査対象としての患者から採取した試料中での
胃癌細胞の存在の有無を検出するための方法であって、胃癌細胞に特異的な遺伝子である
TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBから選
択された１以上の発現を示す遺伝子産物の試料中での有無を免疫染色法により測定するこ
とを特徴とする胃癌細胞の検出方法である。
【００２３】
　本発明にかかる胃癌の再発予測のための情報取得方法は、
　（ｉ）胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD
1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBから選択された１以上の遺伝子の、胃癌患者から採取
した試料中における発現レベルを測定する工程と、
　（ｉｉ）測定された発現レベルと、胃癌の再発の可能性を示す前記遺伝子の予め設定さ
れた基準の発現レベルと、を対比して、測定された発現レベルが基準の発現レベル以上で
ある場合を胃癌の再発の可能性を示す情報として取り込む工程と、を含む術後の胃癌の再
発予測のための情報を得るための方法であって、
　前記工程（ｉ）は、上記のNo.1～11及びNo.34～43からなる群から発現レベルの測定対
象としての遺伝子に応じて選択した塩基配列を選択する工程を含み、
　前記工程（ｉｉ）は、前記選択した塩基配列を用いて測定した、測定対象としての遺伝
子の発現レベルを、その基準発現レベルと比較して、胃癌の再発の可能性を示す情報を得
る工程を含む、
ことを特徴とする特徴とする胃癌の再発予測のための情報取得方法である。
【００２４】
　本発明の術後の胃癌の再発予測のための情報を得るための方法は、
　（ｉ）胃癌患者から採取した試料中に存在する胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、
TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBから選択され
た１以上の遺伝子の発現の有無を免疫染色法で測定する工程と、
　（ｉｉ）発現が検出された場合を胃癌の再発の可能性を示す情報として取り込む工程と
、
を有することを特徴とする胃癌の再発予測のための情報取得方法である。
【００２５】
　本発明の診断キットは、胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、M
UC2、CEA、TACATD1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBの検出用のプローブから選ばれる少
なくとも１つと、該プローブの検出対象である前記遺伝子の一部の領域をＰＣＲにより増
幅するためのプライマーセットとの組合せを含む胃癌の検出及び診断の少なくとも一方に
用いられるキットにおいて、前記組合せが下記の組合せであることを特徴とする診断キッ
トである。
（TFF1検出用の組合せ）
　配列表の配列番号１で表わされる塩基配列からなるTFF1検出用プローブと、配列表の配
列番号１２及び１３で表わされる塩基配列からなるTFF1増幅用プライマーセットとの組合
せ、
（TFF2検出用の組合せ）
　配列表の配列番号２で表わされる塩基配列からなるTFF2検出用プローブと、配列表の配
列番号１４及び１５で表わされる塩基配列からなるTFF2増幅用プライマーセットとの組合
せ、
（FABP1検出用の組合せ）
配列表の配列番号３で表わされる塩基配列からなるFABP1検出用プローブと、配列表の配
列番号１６及び１７からなる塩基配列を有するFABP1増幅用プライマーセットとの組合せ
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、
（CK20検出用の組合せ）
配列表の配列番号４、３８又は３９で表わされる塩基配列からなるCK20検出用プローブと
、配列表の配列番号１８及び１９で表わされる塩基配列からなるCK20増幅用プライマーセ
ットとの組合せ、
（MUC2検出用の組合せ）
配列表の配列番号５で表わされる塩基配列からなるＭＵＣ２検出用プローブと、配列表の
配列番号２６及び２７で表わされる塩基配列からなるＭＵＣ２増幅用プライマーセットと
の組合せ、
（MUC2検出用の組合せ）
配列表の配列番号５又は４０で表わされる塩基配列からなるMUC2検出用プローブと、配列
表の配列番号２６及び４６で表わされる塩基配列からなるMUC2増幅用プライマーセットと
の組合せ、
（CEA検出用の組合せ）
配列表の配列番号６で表わされる塩基配列からなるCEA検出用プローブと、配列表の配列
番号２０及び２１で表わされる塩基配列からなるCEA増幅用プライマーセットとの組合せ
、
（CEA検出用の組合せ）
配列表の配列番号６、３４、３５、３６又は３７で表わされる塩基配列からなるＣＥＡ検
出用プローブと、配列表の配列番号４４及び４５で表わされる塩基配列からなるＣＥＡ増
幅用プライマーセットとの組合せ、
（TACSTD1検出用の組合せ）
配列表の配列番号７で表わされる塩基配列からなるTACSTD1検出用プローブと、配列表の
配列番号２２及び２３で示される塩基配列からなるTACSTD1増幅用プライマーセットとの
組合せ、
（MASPIN検出用の組合せ）
配列表の配列番号８、４１、４２又は４３で表わされる塩基配列からなるMASPIN検出用プ
ローブと、配列表の配列番号３２及び３３で示される塩基配列からなるMASPIN増幅用プラ
イマーセットとの組合せ、
（PRSS4検出用の組合せ）
配列表の配列番号９で表わされる塩基配列からなるPRSS4検出用プローブと、配列表の配
列番号２８及び２９で示される塩基配列からなるPRSS4増幅用プライマーセットとの組合
せ、
（GW112検出用の組合せ）
配列表の配列番号１０で表わされる塩基配列からなるGW112検出用プローブと、配列表の
配列番号２４及び２５で示される塩基配列からなるGW112増幅用プライマーセットとの組
合せ、
（ACTB検出用の組合せ）
配列表の配列番号１１で表わされる塩基配列からなるACTB検出用プローブと、配列表の配
列番号３０及び３１で示される塩基配列からなるACTB増幅用プライマーセットとの組合せ
。
【００２６】
　本発明の胃癌の検出及び診断の少なくとも一方を行う為のキットは、１種または２種以
上のプローブが固相上に配置されているアレイと、該プローブの検出対象たる遺伝子の一
部の領域をＰＣＲにより増幅するためのプライマーセットとを含む胃癌の検出及び診断の
少なくとも一方を行う為のキットであって、
　前記１種のプローブが、あるいは前記２種以上のプローブのそれぞれが、配列番号１か
ら１１及び３４から４３で表わされる塩基配列からなる群から選択された１つの塩基配列
からなり、
　該プローブと該プライマーセットとの組合せが、上記の組合せであることを特徴とする
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キットである。
【００２７】
　本発明の遺伝子検出キットは、１種または２種以上のプローブと、該プローブの検出対
象たる遺伝子の一部の領域をＰＣＲにより増幅するためのプライマーセットとの組合せを
含む遺伝子検出キットにおいて、
　前記１種のプローブが、あるいは前記２種以上のプローブのそれぞれが、配列番号１か
ら１１及び３４から４３で表わされる塩基配列からなる群から選択された１つの塩基配列
からなり、
　該プローブと該プライマーセットとの組合せが上記の組合せであることを特徴とする遺
伝子検出キットである。
【００２８】
　本発明の遺伝子検出キットは、１種または２種以上のプローブが固相上に配置されてい
るアレイと、該プローブの検出対象たる遺伝子の一部の領域をＰＣＲにより増幅するため
のプライマーセットとを含む遺伝子検出キットにおいて、
　前記１種のプローブが、あるいは前記２種以上のプローブのそれぞれが、配列番号１か
ら１１及び３４から４３で表わされる塩基配列からなる群から選択された１つの塩基配列
からなり、
　該プローブと該プライマーセットとの組合せが上記の組合せであることを特徴とする遺
伝子検出キットである。
【００２９】
　本発明の胃癌の再発リスクの予測方法は、
　（ｉ）胃癌患者の腹腔内洗浄液中の遺伝子をＰＣＲにより増幅するステップと、
　（ｉｉ）前記ステップ（ｉ）で得られた増幅物を、１種または２種以上のプローブが固
相上に配置されているアレイとハイブリダイゼーション反応させるステップと、
（ｉｉｉ）前記ステップ（ｉｉ）の結果得られたアレイから、前記腹腔洗浄液中の、該プ
ローブの検出対象たる遺伝子の有無を検出するステップと、
を含む胃癌の再発リスクの予測方法において、
　前記１種のプローブが、あるいは前記２種以上のプローブのそれぞれが、配列番号１か
ら１１及び３４から４３で表わされる塩基配列からなる群から選択された１つの塩基配列
からなり、
　前記ステップ（ｉ）が、該アレイが有しているプローブの検出対象たる遺伝子の一部の
領域をＰＣＲで増幅するためのプライマーセットを用いてＰＣＲを行うステップを含み、
且つ該プローブと該プライマーセットとの組合せが上記の組合せであることを特徴とする
胃癌の再発リスクの予測方法である。
【００３０】
　また本発明で提供されるプローブは下記（ｉ）～（ｘｉ）から選ばれる少なくとも１つ
のプローブを含む、遺伝子検査用プローブである。
（ｉ）配列番号１で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列におい
て１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加した塩
基配列及び配列番号１で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのTFF1遺伝子検出用プロ
ーブ、
（ｉｉ）配列番号２で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列にお
いて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加した
塩基配列及び配列番号２で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのTFF2遺伝子検出用プ
ローブ、
（ｉｉｉ）配列番号３で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列に
おいて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加し
た塩基配列及び配列番号３で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハ
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イブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのFABP1遺伝子検出
用プローブ、
（ｉｖ）配列番号４、３８又は３９で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれら
の塩基配列において１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換
、又は付加した塩基配列及び配列番号４、３８又は３９で示される塩基配列の相補鎖とス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なく
とも１つのCK20遺伝子検出用プローブ、
（ｖ）配列番号５又は４０で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配
列において１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付
加した塩基配列及び配列番号５又は４０で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェント
な条件下でハイブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのMUC2
遺伝子検出用プローブ、
（ｖｉ）配列番号６、３４、３５、３６又は３７で表わされる塩基配列、これの相補配列
、及びこれらの塩基配列において１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲
で欠失、置換、又は付加した塩基配列及び配列番号６、３４、３５、３６又は３７で示さ
れる塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からな
る群から選択された少なくとも１つのCEA遺伝子検出用プローブ、
（ｖｉｉ）配列番号７で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列に
おいて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加し
た塩基配列及び配列番号７で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのTACSTD1遺伝子検
出用プローブ、
（ｖｉｉｉ）配列番号８、４１、４２又は４３で表わされる塩基配列、これの相補配列、
及びこれらの塩基配列において１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で
欠失、置換、又は付加した塩基配列及び配列番号８、４１、４２又は４３で示される塩基
配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からなる群から
選択された少なくとも１つのMASPIN遺伝子検出用プローブ、
（ｉｘ）配列番号９で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列にお
いて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加した
塩基配列及び配列番号９で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのPRSS4遺伝子検出用
プローブ、
（ｘ）配列番号１０で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列にお
いて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加した
塩基配列及び配列番号１０で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのGW112遺伝子検出
用プローブ、
（ｘｉ）配列番号１１で表わされる塩基配列、これの相補配列、及びこれらの塩基配列に
おいて１または数個の塩基が、プローブ機能を維持し得る範囲で欠失、置換、又は付加し
た塩基配列及び配列番号１１で示される塩基配列の相補鎖とストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズする塩基配列からなる群から選択された少なくとも１つのACTB遺伝子検出
用プローブ、
である。
【発明の効果】
【００３１】
　本発明により、ハウスキーピング遺伝子を含めた癌細胞の検出に有用な１１遺伝子を検
出するためのプローブ、プローブ担体（オリゴヌクレオチドマイクロアレイ）を提供でき
た。また、それらプローブを利用するために必要な検体処理方法、具体的にはマルチプレ
ックスＰＣＲに対応したプライマー、好適なプライマーセット、ＰＣＲ条件、該担体を用
いた好適なハイブリダイゼーション条件を提供できた。また、本発明により提供されたプ
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ローブ担体、プライマーセットを用いることによる遺伝子検出法も提供できた。この遺伝
子検出法により、胃癌患者の腹腔内洗浄液、血液、リンパ液、リンパ節における微量な胃
癌細胞の有無の判定と再発予測が可能となった。また本発明において検査対象とした遺伝
子産物に対する抗体を使った免疫染色法もまた癌細胞の有無を精度よく検出できることが
示された。
【００３２】
　本発明による微量胃癌細胞の検出法は、癌専門病院の熟練された病理医による細胞診の
成績と同等以上の精度をもつばかりでなく、細胞診陰性症例で再発する患者の３０％以上
をも的確に予測するパワーを持つことが証明された。細胞診では見落とされるこれらの再
発症例は、手術時には腹膜内にごく微量の胃癌細胞が認められるのみの転移症例の中にお
いては比較的担癌量の少ない微小転移症例ということができる。
【００３３】
　胃癌における術後補助療法の有用性は厳密には証明されていないが、このような微小転
移群においては術後化療による再発予防がより大きく期待できるという考え方は微量腫瘍
細胞検出系が可能となれば将来的に証明できる可能性がある。
【００３４】
　以上のように、本発明によって、胃癌を専門とする病理医を配置することのできない多
くの病院でも、均一で正確な胃癌の再発予測のためのデータ取得が可能となり、さらに本
邦において最も多い癌の１つである胃癌の治療成績の向上に結び付く可能性は高い。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】マルチプレックスＰＣＲしたＰＣＲ産物の電気泳動結果を示す図である。
【図２】１８症例の電気泳動結果を示す図である。
【図３】マルチプレックスＰＣＲ産物の電気泳動の結果を示す図である。
【図４】マルチプレックスＰＣＲ産物の電気泳動の結果を示す図である。
【図５】マルチプレックスＰＣＲ産物の電気泳動の結果を示す図である。
【図６】マルチプレックスＰＣＲ産物の電気泳動の結果を示す図である。
【図７】マルチプレックスＰＣＲ産物の電気泳動の結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　先に記載した課題１および２を解決するため、マルチプレックスRT-PCR法による複数の
遺伝子から転写されるmRNAの同時増幅とPCR産物の標識を行った。さらに標識したPCR産物
を定量用オリゴヌクレオチドマイクロアレイにハイブリダイゼーションし、複数の遺伝子
の発現を高感度に定量するシステムの構築を行った。マルチプレックスＰＣＲ法は、複数
の遺伝子領域を同時に増幅する際によく用いられる手法で、多検体SNP解析に有効である
ことが知られている。しかしその反面、個別に設定したプライマーが相互に干渉するなど
の問題が生ずることがある。従って、マルチプレックスＰＣＲを行う本発明のプライマー
セットにおいても、同時増幅しても相互干渉などの不具合の生じないようなプライマーセ
ット（組合せ）、配列の設計、ＰＣＲ条件等が必要である。また非特許文献２としての論
文のリストにある遺伝子は、上述にように５遺伝子に関しては、胃癌細胞で特異的に発現
を認めるものの、残る６遺伝子に関しては癌細胞以外の細胞（赤血球、白血球、脱落した
腹腔中皮細胞）でも僅かに発現されているものも存在する。したがって、マルチプレック
スＰＣＲを行う際のプライマーは、これら２つのグループの遺伝子ごとに別々のチューブ
で行い、増幅サイクルも至適化することが望ましい。しかしその一方で、簡便性などを重
視し、検体を同一のチューブで増幅することも可能であり、その場合には、増幅する遺伝
子の選択に応じて、プライマーを適切に設定することにより増幅可能である。
【００３７】
　さらにマルチプレックスＰＣＲが最適に行われ、発現量に対応した増幅が行われたとし
ても、それぞれ増幅した遺伝子を特異的かつ高感度に検出する手段が必要である。蛍光標
識したRT-PCR産物を検出用マイクロアレイにハイブリダイゼーションし、蛍光強度を測定
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することによって、RT-PCR産物の電気泳動・エチジウムブロマイド染色による方法に比べ
、感度が著しく高まり、定量性を発揮できることが期待される。胃癌患者腹腔内洗浄液か
ら遊離胃癌細胞の存在を予測し、術後の再発危険群を正確に把握するため、上記11種のマ
ーカー遺伝子を特異的に検出するためのプローブ担体（オリゴヌクレオチドマイクロアレ
イ）を作製した。上記マルチプレックスPCR用の各遺伝子プライマーの設計とオリゴヌク
レオチドマイクロアレイのプローブの設計は、プライマーの設計と平行して行い、ハイブ
リダイゼーションの結果を考慮し、最も至適なPCRプライマーとプローブの決定を行う必
要がある。また、マルチプレックスRT-PCRで標識したPCR産物とオリゴヌクレオチドマイ
クロアレイのハイブリダイゼーションにおける至適化も重要である。
【００３８】
　検体中の癌細胞での各々の遺伝子発現は、症例ごとに異なる。したがって精度の高い予
測判定を行うためには、胃癌患者を多く受け入れかつ病理診断が充実している施設から得
られる多くの検体の測定結果をもとに判定基準をつくることが不可欠である。すなわち、
増幅した遺伝子の蛍光強度から遊離胃癌細胞の有無を判定するための、アルゴリズムの構
築が必要である。
【００３９】
　先に挙げた課題３を解決するため上記のようなマイクロアレイによる分子生物学的核酸
検出だけでなく、腹腔内洗浄液における遊離胃癌細胞の存在の有無を確認するため、該当
遺伝子産物に対する抗体を使った免疫染色を平行して行う必要がある。
【００４０】
　具体的には、非特許文献２としての論文のリストにある遺伝子１１種のうち２種は本発
明の予備的実験段階で除外され、また新たに後の解析からTACSTD１をマーカーとして付加
したため、対象とした遺伝子は１０種とした。さらにハウスキーピング遺伝子であるベー
タアクチン（ACTB）を加えた計１１種の遺伝子に対し、特異的な配列を有する部分配列を
選び出し、発現レベルを検出できるプローブを設計した。設計したプローブ配列は表１に
記載のプローブである。また、これらプローブを用いた高感度な検出を行うため、プロー
ブを担体表面に固定したプローブ担体も作製した。プローブを微少領域に固定化すること
により、検体が集積し感度の高い検出が可能となるだけでなく、Ｂ／Ｆ分離が容易である
ため精度の高い検出が可能となった。
【００４１】
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【表１】

【００４２】
　測定対象となるサンプル検体核酸は極めて少量であり、また場合によっては蛍光標識な
どによる標識化を必要とするため、サンプル検体核酸をテンプレートとしたＰＣＲ増幅が
必要となるが、そのためのプライマーも本発明で新たに設計した。非特許文献２にあるプ
ライマーは遺伝子を個別に増やす場合には特異的に作用し十分な増幅がなされるが、本発
明のマルチプレックスＰＣＲ増幅法においては不十分であるため一部の遺伝子に対しては
マルチプレックスＰＣＲで機能するプライマーを新たに設計した。本発明において新たに
設計したプライマーの塩基配列を表２に記載した。また、非特許文献２に記載されたプラ
イマーと合わせた、全１１遺伝子に対するプライマーの塩基配列を表３に記載した。表２
、３においては、設計したプライマーにより増幅されるＰＣＲ産物の塩基長も合わせて記
載した。
【００４３】
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【表２】

【００４４】
【表３】

【００４５】
　上記表３に記載したプライマーセットは、表１に記載した各遺伝子検出用のプローブと
の組合せにおいて、各遺伝子を確実に検出できるような設計がなされている。すなわち、
表３に記載した各プライマーセットにより増幅されるDNA断片（PCR産物）は、各々対応す
る遺伝子のプローブ配列に相補的な配列を有しており、表１に記載のプローブとのハイブ
リダイゼーションにより特異的に各遺伝子を検出できる。以下に本発明に係るプライマー
セットとプローブとの具体的な組合せを挙げる。
（ｉ）TFF1検出用の組合せ
　配列表の配列番号１で表わされる塩基配列からなるTFF1検出用プローブと、配列表の配
列番号１２及び１３で表わされる塩基配列からなるTFF1増幅用プライマーセットとの組合
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せ。
（ｉｉ）TFF2検出用の組合せ
　配列表の配列番号２で表わされる塩基配列からなるTFF2検出用プローブと、配列表の配
列番号１４及び１５で表わされる塩基配列からなるTFF2増幅用プライマーセットとの組合
せ。
（ｉｉｉ）FABP1検出用の組合せ
　配列表の配列番号３で表わされる塩基配列からなるFABP1検出用プローブと、配列表の
配列番号１６及び１７で表わされる塩基配列からなるFABP1増幅用プライマーセットとの
組合せ。
（ｉｖ）CK20検出用の組合せ
　配列表の配列番号４、３８又は３９で表わされる塩基配列からなるCK20検出用プローブ
と、配列表の配列番号１８及び１９で表わされる塩基配列からなるCK20増幅用プライマー
セットとの組合せ。
（ｖ）MUC2検出用の組合せ
　配列表の配列番号５で表わされる塩基配列からなるMUC2検出用プローブと、配列表の配
列番号２６及び２７で表わされる塩基配列からなるMUC2増幅用プライマーセットとの組合
せ。
（ｖｉ）MUC2検出用の組合せ
　配列表の配列番号５又は４０で表わされる塩基配列からなるMUC2検出用プローブと、配
列表の配列番号２６及び４６で表わされる塩基配列からなるMUC2増幅用プライマーセット
との組合せ。
（ｖｉｉ）CEA検出用の組合せ
　配列表の配列番号６で表わされる塩基配列からなるCEA検出用プローブと、配列表の配
列番号２０及び２１で表わされる塩基配列からなるCEA増幅用プライマーセットとの組合
せ。
（ｖｉｉｉ）CEA検出用の組合せ
　配列表の配列番号６、３４、３５、３６又は３７で表わされる塩基配列からなるCEA検
出用プローブと、配列表の配列番号４４及び４５で表わされる塩基配列からなるCEA増幅
用プライマーセットとの組合せ。
（ｉｘ）TACSTD1検出用の組合せ
　配列表の配列番号７で表わされる塩基配列からなるTACSTD1検出用プローブと、配列表
の配列番号２２及び２３で示される塩基配列からなるTACSTD1増幅用プライマーセットと
の組合せ。
（ｘ）MASPIN検出用の組合せ
配列表の配列番号８、４１、４２又は４３で表わされる塩基配列からなるMASPIN検出用プ
ローブと、配列表の配列番号３２及び３３で示される塩基配列からなるMASPIN増幅用プラ
イマーセットとの組合せ。
（ｘｉ）PRSS4検出用の組合せ
配列表の配列番号９で表わされる塩基配列からなるPRSS4検出用プローブと、配列表の配
列番号２８及び２９で示される塩基配列からなるPRSS4増幅用プライマーセットとの組合
せ。
（ｘｉｉ）GW112検出用の組合せ
配列表の配列番号１０で表わされる塩基配列からなるGW112検出用プローブと、配列表の
配列番号２４及び２５で示される塩基配列からなるGW112増幅用プライマーセットとの組
合せ。
（ｘｉｉｉ）ACTB検出用の組合せ
配列表の配列番号１１で表わされる塩基配列からなるACTB検出用プローブと、配列表の配
列番号３０及び３１で示される塩基配列からなるACTB増幅用プライマーセットとの組合せ
。
【００４６】
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　そして、上記（ｉ）～（ｘｉｉｉ）からなる群から選ばれる少なくとも１つの組合せに
より、胃癌の検出及び診断の少なくとも一方を行うキットとすることができる。また、上
記（ｉ）～（ｘｉｉｉ）からなる群から選ばれる少なくとも１つの組合せにより、対応す
る遺伝子の検出を行うことの出来るキットとすることができる。尚、これらのキットにお
いて、プローブを、固相表面に配置されたアレイとして提供することもできる。
【００４７】
　更に、胃癌患者の腹腔洗浄液中に表１の１１種の遺伝子の何れかの存在が認められる場
合、当該胃癌患者の再発リスクが高いとの本発明者らの知見に基づき上記（ｉ）～（ｘｉ
ｉｉ）からの少なくとも１つの組合せを胃癌の再発リスク予測用として用いる事ができる
。具体的には、例えば、
（ｉ）胃癌患者の腹腔内洗浄液中の遺伝子をＰＣＲにより増幅するステップと、
（ｉｉ）上記ステップ（ｉ）で得られた増幅物を配列表の配列番号１～１１及び３４～４
３で表わされる塩基配列からなるプローブとハイブリダイゼーション反応させるステップ
と、
（ｉｉｉ）上記ステップ（ｉｉ）の結果物から、該プローブとのハイブリッドを検出する
ことで該腹腔洗浄液中の対象遺伝子の有無を検出するステップを含み、且つ
上記ステップ（ｉ）が、上記ステップ（ｉｉ）に係るプローブの検出対象たる遺伝子の一
部の領域をＰＣＲで増幅するためのプライマーセットを用いてＰＣＲを行うステップを有
する胃癌の再発リスクの予測方法において、
　該プローブと該プライマーセットの組合せを上記（ｉ）～（ｘｉｉｉ）からなる群から
選ばれる少なくとも１つの組合せとすることによって、胃癌再発リスクの予測精度をより
高めることができる。
【００４８】
　また本発明者らは上記プライマーセットを全て用いて検体中の上記１１種の遺伝子のＰ
ＣＲ増幅を行う場合、同一条件で増幅可能なプライマーセットを組み合わせ、各プライマ
ーセットでマルチプレックスＰＣＲを行え、各遺伝子を効率的に増幅できる事を見出した
。本発明にかかるプライマーセットの一例を下記に示す。
Ａ群：TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2及びCEA
Ｂ群：TACSTD1、MASPIN、PRSS４、GW112及びACTB
　また、TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MASPIN及びACTBのプライマー
セットも良いプライマーセットの一例である。
【００４９】
　これらの各プライマーセットによりPCRで増幅し、蛍光標識したDNAを、本発明で開発し
たプローブ担体とハイブリダイゼーションさせることにより、各遺伝子の発現レベルを特
異的に測定することが可能となった。
【００５０】
　例えば胃癌の再発リスクの予測において、ステップ（ｉｉ）で用いるプローブが、前記
表１に記載の１１種の遺伝子検出用プローブの全てでありそれらが固相上に固定されてい
るとする。その場合において、ステップ（ｉ）で、仮に腹腔内洗浄液中に上記１１種の遺
伝子が存在していたとすれば、それらの遺伝子が全て正常に増幅されることが好ましい。
この時増幅対象遺伝子と対応するプライマーセットとの関連において、同一条件で増幅可
能なプライマーセットの群に分けて対象遺伝子を増幅する事で、それに引き続くプローブ
とのハイブリダイゼーション反応の結果の信頼性をより高いものとする事ができる。具体
的には、例えば、上記ステップ（ｉ）において、腹腔内洗浄液を２つの群に分ける（第１
の腹腔内洗浄液、第２の腹腔内洗浄液）。第１の腹腔内洗浄液については、上記組合せ（
ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）、（ｉｖ）、（ｖ）及び（ｖｉｉ）の各々を構成するプライ
マーセットを用いて第１の腹腔内洗浄液中の遺伝子を増幅する。第２の腹腔内洗浄液につ
いては、上記組合せ（ｉｘ）～（ｘｉｉｉ）の各々を構成するプライマーセットを用いて
第２の腹腔内洗浄液中の遺伝子を増幅する。その後、各々の増幅結果物の混合物を、固相
上のプローブ、例えば配列番号１～１１、或いはそれらに加えて配列番号３４～４３で表
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わされる塩基配列からなるプローブとハイブリダイゼーション反応させる。これにより、
腹腔内洗浄液中の検出対象遺伝子１１種の存在の有無をより正確に検出することが可能と
なる。即ち、胃癌の再発リスクの予測精度を、より一層高めることができる。
【００５１】
　また、上記胃癌の再発リスク予測において、検出対象遺伝子の種類、及びＰＣＲに用い
るプライマーセットによっては、腹腔内洗浄液を複数群に分けることなく対象遺伝子を正
確に検出し得る。例えば、検出対象遺伝子を、CEA、TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、MA
SPIN、ACTB及びTACSTD1の９種に絞り、当該遺伝子検出用のプローブに以下のプローブを
用いるとする。
１．配列番号３４～３７で表わされる塩基配列からなるCEA検出用プローブから選ばれる
何れか。
２．配列番号１で表わされる塩基配列からなるTFF1検出用プローブ。
３．配列番号２で表わされる塩基配列からなるＴＦＦ２検出用プローブ。
４．配列番号３で表わされる塩基配列からなるＦＡＢＰ１検出用プローブ、
５．配列番号３８又は３９で表わされる塩基配列からなるＣＫ２０検出用プローブ。
６．配列番号４０で表わされる塩基配列からなるＭＵＣ２検出用プローブ。
７．配列番号４１～４３で表わされる塩基配列からなるＭＡＳＰＩＮ検出用プローブから
選ばれる何れか。
８．配列番号１１で表わされる塩基配列からなるＡＣＴＢ検出用プローブ。
９．配列番号７で表わされる塩基配列からなるＴＡＣＳＴＤ１検出用プローブ。
【００５２】
　そして、上記対象遺伝子の増幅用プライマーセットとして以下のプライマーセットを用
いるとする：
１．配列番号４４及び４５で表わされる塩基配列からなるCEA増幅用プライマーセット。
２．配列番号１２及び１３で表わされる塩基配列からなるTFF1検出用プライマーセット。
３．配列番号１４及び１５で表わされる塩基配列からなるTFF2検出用プライマーセット。
４．配列番号１６及び１７で表わされる塩基配列からなるFABP1検出用プライマーセット
。
５．配列番号１８及び１９で表わされる塩基配列からなるCK20検出用プライマーセット。
６．配列番号２６及び４６で表わされる塩基配列からなるMUC2検出用プライマーセット。
７．配列番号３２及び３３で表わされる塩基配列からなるMASPIN検出用プライマーセット
。
８．配列番号３０及び３１で表わされる塩基配列からなるACTB検出用プライマーセット。
９．配列番号２２及び２３で表わされる塩基配列からなるTACSTD1検出用プライマーセッ
ト。
【００５３】
　この場合には、腹腔内洗浄液の遺伝子の、上記各プライマーセットを用いたＰＣＲによ
る増幅は、腹腔内洗浄液中に上記９種のプライマーセットの全てを加え、所定の条件にて
ＰＣＲを行うことで、対象遺伝子を正常に増幅できる。その結果として、腹腔内洗浄液中
の検出対象遺伝子の検出、ひいては胃癌再発リスクの予測精度をより向上させることがで
きる。
【００５４】
　また上記胃癌特異的な遺伝子のうち、MASPIN、CK20、MUC2、TFF1及びFABP1の遺伝子産
物に対する抗体を使った免疫染色は、腹腔内洗浄液における遊離胃癌細胞の存在の有無の
同定に極めて有効であることが確認された。さらにこの免疫染色はプローブ担体によるマ
ーカー遺伝子の発現とこの免疫染色による遊離胃癌細胞の存在が良く一致することが分か
った。これまで、免疫染色に標準的に用いられて来たのはCEAに対する抗体など、数種類
しかないことから、上記５種の遺伝子産物に対する抗体を使った腹腔内洗浄液における遊
離胃癌細胞の検出方法も、本発明に含まれる。
【００５５】
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　以下、本発明について更に詳しく説明するが、いずれの記述も本発明内容を好適に実施
するための実施形態例であり、本発明による他の実施形態を制限するものではない。
【００５６】
　検体としてはmRNAが好ましい。mRNAは腹腔内洗浄液に含まれる遊離細胞中から回収でき
る。通常は腹腔内洗浄液を遠心し、浮遊成分である遊離細胞をペレット状に沈殿させた後
、そのペレットからmRNAがふくまれるtotal RNAを抽出する。total RNAの抽出方法は各種
の方法が考案され、多くのメーカーによりキット化されており、本発明においてはいずれ
のキットも使用可能である。しかし、本発明による胃癌細胞特異的遺伝子の検出方法は、
極めて高感度な検出方法であり、できるだけ高純度なＲＮＡの抽出ができることが好まし
い。具体的にはＤＮＡの混入等による非ＲＮＡ由来のシグナルを回避する事が望ましい。
ＲＮＡの抽出キットの例としては、ニッポンジーンから市販されているISOGENなどは極め
て純度の高いＲＮＡの抽出キットである。ISOGENなどの有機層と水層の分離によるＲＮＡ
の抽出においては、水層からの丁寧な回収が重要であり、回収率よりも抽出精度を重視し
た取り扱いが望ましい。
【００５７】
　また、回収ＲＮＡの量が少ない場合には、取り扱う容器にも細心の注意が必要である。
例えば、容器表面に微少なキズ等があると、その部分にＲＮＡの成分が吸着し、収量や品
質に大きな影響を与えかねない。通常は１ｍｌ前後のポリプロピレン製などの容器を反応
に用いるが、状況に応じて新品の容器に交換するなどし、配慮をすることが望ましい。ま
た回収したRNAのチェック方法としては、電気泳動によるチェックを行う方法がある。ヒ
トの細胞から回収されたRNAで、分解していない良い品質のRNAであれば、18S以下の短い
核酸は少なく、また18Sに対する28Sの比率が1.5倍以上であるのが通常である。これらを
含めRNAの断片化が予測されるRNAにおいては、可能な範囲で再回収を試みるなどの対応が
望ましい。
【００５８】
　腹腔内洗浄液中の遊離胃癌細胞の存在を予測するのに有効な遺伝子として同定された表
１に記載の各遺伝子に対して、各遺伝子を特異的に検出するオリゴヌクレオチドプローブ
を設計した。設計においては、表１に記載の遺伝子を同時に検出できるよう、各遺伝子間
で互いに特異性が保たれるよう配慮して設計を行った。設計したプローブの塩基配列につ
いては表１に合わせて示してある。
【００５９】
　表１に記載したプローブは５０～６０ｍｅｒであり、複数のプローブを同時に用いてハ
イブリダイゼーションを行う事を想定し、プローブ間で互いにＴｍ値等が大きく異ならな
いような調整がされている。しかしプローブ配列は特異性を失わない程度であれば、検出
対象遺伝子の塩基配列を参照し塩基長を加減して用いることも可能である。また、二本鎖
ＤＮＡを標識して、ハイブリダイゼーションすることもあるため、そのような場合に用い
るプローブの配列は、表１に示す塩基配列の相補配列でも構わない。また、これらのプロ
ーブから選択された２種以上をプローブセットとして提供することが出来る。すなわち、
検出対象として表１に記載の遺伝子から選択した少なくとも２種を検出可能なプローブか
らプローブセットを構成することができる。
【００６０】
　本発明によるmRNAの検出のためのプローブは互いに特異性を有する。すなわち検出対象
の遺伝子とそれを検出するためのプローブとが一対一で厳密に対応しており、プローブの
ハイブリダイゼーションが確認できるようであれば、複数種のプローブをセットとして用
い、同時に使用することも可能である。プローブを使用する形態としては、液相、固相を
問わず使用可能であるが、プローブごとにハイブリダイゼーション反応を検出するために
は物理的に隔離された担体上に各プローブを固定して用いる方が好ましい。担体表面の微
少なエリアに固定されたプローブを用いた検出の場合、蛍光標識されたcDNAが集積し感度
の高い検出が可能となるだけでなく、Ｂ／Ｆ分離が容易であるため精度の高い検出が可能
となり、プローブを効果的に利用する上で好適である。プローブの固定方法は、吸着、イ
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オン結合、共有結合など、結合様式を問わず適用可能である。またプローブをより強固に
結合させるため、検体（ここでは腹腔内洗浄液）mRNAから増幅、蛍光標識されたcDNAとプ
ローブのハイブリダイゼーションを損なわない範囲でプローブに化学的な修飾を施し、そ
の修飾残基を利用し結合させる事も可能である。化学修飾として良く用いられる方法とし
ては、５'末端にアミノ基を導入する方法、チオール基を導入する方法、ビオチンを修飾
する方法などが良く用いられる。
【００６１】
　担体としては平面状の基板、ビーズ、繊維など形態に制限なく様々な担体を用いること
が可能である。また材質としては、金属、ガラス、プラスチック、ポリマー、繊維等、特
に制限されることなく用いることが可能である。その中でも、高感度、同時多項目に検出
可能な遺伝子検出方法として、ガラス基板の表面にオリゴヌクレオチドプローブを固定化
したＤＮＡマイクロアレイが挙げられる。ＤＮＡマイクロアレイとは平面基板の表面に複
数種のプローブが高密度にアレイ状に並んだ核酸検出のためのデバイスである。このＤＮ
Ａマイクロアレイは、本発明によるプローブを固相担体上に固定して核酸検出デバイスと
して用いる形態としては、好適な使用形態のひとつである。プローブを固相担体上に固定
する方法には通常の様々な方法を用いることができる。固相としてガラスを用い、アミノ
基を導入可能なアミノシランカップリング剤で処理し、さらに同仁化学社製のＥＭＣＳ等
によりマレイミド基をその表面に導入する。さらに５'末端にチオール基を修飾したオリ
ゴヌクレオチドプローブとマレイミド基を反応させ、全て共有結合によりプローブをガラ
ス表面に導入することが可能である。結合方法に関しては例えば特開平１１－１８７９０
０号公報などに詳しく記載されており、本発明においても好適に用いることが可能である
。
【００６２】
　上記公開公報にもあるように、固相担体がガラス基板などの平面状の担体の場合、プロ
ーブをその表面に供給する手段としてはピペッティングやピン法等がその代表である。更
に、より少量のプローブ溶液を高密度に供給するために、バブルジェット方式やピエゾ方
式などを代表とするインクジェット法を用いた溶液供給方法が好適に用いられる。
【００６３】
　検体RNAの事前処理方法は、検体RNA中の目的のmRNAの存在を分光学的に可視化するため
の標識化と、感度を高めるための増幅の、主として２つの目的のために行われる。プロー
ブとのハイブリダイゼーションを行ったのちにプローブと蛍光標識したcDNAのハイブリダ
イゼーションを別途検出する手段がある場合には標識化は必ずしも必要が無い。また、検
体RNA中に検出対象mRNAが多く存在する場合には、増幅は必ずしも必要ではない。
【００６４】
　増幅工程を必要とする際によく用いられる増幅方法としては、RT-PCRがあげられる。複
数の遺伝子を同時に（同一反応液中で）増幅するマルチプレックスＰＣＲを行う場合には
、遺伝子別に増幅可能なプライマー（たとえば非特許文献２のプライマー）であっても、
プライマー同士が相互に干渉し、所望の増幅ができないことも多い。本発明においては、
この問題を解決するため、マルチプレックスＰＣＲ反応に対応しうる新たなプライマーを
設計した。新たに設計したプライマーを表２に示した。非特許文献２で設計されたプライ
マーと合わせ、本発明で利用可能な１３種のプライマーセットの塩基配列をまとめて表３
に記載した。これらの配列は、プローブの塩基配列と同様、複数種のプライマー間の均一
性を保つように塩基配列を調整してあるため、特異性を失わず、ＰＣＲ反応の増幅率を大
きく損なわない範囲であれば塩基配列の加減は可能である。
【００６５】
　標識工程は、上記増幅工程の中で増幅産物の基質として標識化した基質を用いることに
より容易に実施可能である。基質として導入する以外にも、プライマー自体をあらかじめ
標識しておく方法や、増幅工程後に、得られた検体中の特定の官能基に対し、化学的ある
いは酵素的手法により標識を結合させることも可能である。一般的に標識物質として用い
られる蛍光物質は、比較的高分子であるため、PCR反応の基質に標識がなされている場合
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には増幅効率や標識率などに影響を与えてしまうこともある。その点、たとえばアミノア
リル標識やビオチン標識した基質を用いた場合、ＰＣＲ反応への影響は比較的軽微である
ため、好適に用いられる。このうち、アミノアリル標識した標識検体はＰＣＲ反応終了後
に、任意の標識剤（たとえば蛍光色素）を用いてアミノ基に対して標識を行うことで、容
易に検出することが可能となる。標識剤としてはＣｙ３やＣｙ５などがよく用いられ、ス
クシイミド基を有するＣｙ３誘導体やＣｙ５誘導体をアミノアリル標識ＰＣＲ産物に作用
させることにより、Ｃｙ３またはＣｙ５により標識されたＰＣＲ産物を得ることができる
。
【００６６】
　ＰＣＲ反応は表３に記載のプライマーを複数種組み合わせて使うことが可能であり、必
要に応じて適宜プライマーの組み合わせをし、プライマーセットとして検体RNAからのRT-
PCRに用いることができる。
【００６７】
　プライマーセットを構成するプライマーの組み合わせは、いかなる組み合わせであって
も可能である。同じ増幅効率でＰＣＲ反応を行うプライマーを組み合わせたり、あるいは
プライマー間の相互干渉をなるべく回避するようなプライマーを組み合わせることが多い
。検査対象遺伝子の発現レベルをふまえ、必要に応じて、定性的あるいは定量的といった
、注目する判定基準によってプライマーセットの構成を決めても良い。
【００６８】
　たとえば本発明の検査対象遺伝子では、
・Ａ群としてTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA
・Ｂ群としてTACSTD1、MASPIN、PRSS４、GW112、ACTB
の遺伝子を組み合わせ、それぞれを適切な条件下でＰＣＲ増幅すると、好適な増幅が可能
である。また、簡便性等を考慮し、一本のPCRチューブでの増幅反応を行うことも可能で
ある。その場合には、全遺伝子を同時増幅することも可能であるが、例えば、TFF1、TFF2
、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MASPIN、ACTBの９種の組合せは良い増幅を行うこ
とが出来る組合せのひとつである。
【００６９】
　ＰＣＲ用のポリメラーゼ酵素は様々なメーカーから供給されており、いかなる酵素も使
用可能である。たとえば、インビトロジェン社のAccuPrimeなどは本発明の増幅工程にお
いて好適に用いることができる。
【００７０】
　また、これらのプライマーセットと、プローブが担体に結合した構成のプローブ担体と
を合わせて用いることで、特定の遺伝子を検出するためのキットとして利用することが可
能である。プライマーセットのみでも、適当なバッファー溶液に希釈しておくなどにより
、同様な遺伝子検出キットとして利用できる。
【００７１】
　DNAマイクロアレイなどのスライドガラス表面にプローブが結合したプローブ担体に対
し、蛍光標識した検体mRNAまたはそのcDNAをハイブリダイゼーションしたものは、市販の
マイクロアレイスキャナーを用いて各プローブからの輝度値を得ることが可能である。DN
Aマイクロアレイなどの場合には、同一のプローブ担体上に同一種類のプローブを複数の
スポットなどの独立した領域内に結合しておくことにより、むらの少ない正確な測定が可
能となる。
【００７２】
　DNAマイクロアレイによる発現解析を行う場合には、各プローブ、検体RNAごとにしかる
べき規格化を行い、各サンプル間で比較可能となる調整を行うことで、より確度の高い判
定を行うことが出来る。例えば検体RNAごとに対象遺伝子の発現量に差が有る場合や増幅
効率に差がある場合には、細胞ごとに一定量の発現が知られているハウスキーピング遺伝
子（例えばベータアクチン）などの発現量との比較を行い、その回収量の補正を行う事が
可能である。また、プローブごとに一定濃度の検査対象mRNAまたはそのcDNAに対する結合
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力が異なる場合には検量線による定量が可能である。人工的に合成した既知濃度の合成検
体に対する輝度値などから検量グラフ（検量線）を作成し、その値を参照して検体RNA中
に含まれる検査対象遺伝子の発現レベルを測定し、それを参考に判定を行うことも可能で
あり、より確度の高い判定ができる。
【００７３】
　プローブ担体（オリゴヌクレイチドマイクロアレイ）により、各遺伝子の発現レベルを
測定した後は、得られた輝度値を総合的に判定し、癌細胞の有無や再発の予測を行うこと
ができる。輝度値からの具体的な判定方法は、各種の方法が特に制限なく利用可能である
。判定に組み込む遺伝子の種類や数は任意に設定することが可能であり、RT-PCRを行った
遺伝子すべてを測定対象とすることも可能であるし、１つ以上の遺伝子を選択して判定す
ることも可能である。
【００７４】
　検体に含まれる癌細胞における検査対象遺伝子の発現量は多様であるため、単一遺伝子
の発現量で判定することは困難である。そのため、複数の遺伝子の発現量から経験的また
は総合的に判定することが求められている。例えば予後との関連性が高い遺伝子に対して
は大きな重量配分をし、予後との関連が低い遺伝子については小さな重量配分をし、さら
にその総和をとることで、的確な判定を行うことも出来る。
【００７５】
　また各遺伝子の発現量（発現レベル）のカットオフ値（基準値）を設定し、カットオフ
値を上回った遺伝子数をカウントし、定めた数を上回るか下回るかにより判定を行う方法
も有効である。その際のカットオフ値の設定や、判定基準の設定は任意に行うことができ
るが、例えば癌細胞が存在し得ない検体を陰性コントロールとし、一定数の検体を測定し
、そこから判定値を導き出す方法がある。この陰性コントロールの最大値や平均値を基準
にしたり、基準値に対して分散などの数値を加えて判定値とする方法などがある。また、
プローブ担体の均一性や安定性があるならば、絶対輝度を基準に判定をすることもできる
。その場合には、プローブ担体のバックグランドに対する輝度値の大きさが一定レベルを
超えたものをカウントする等の方法がある。
【００７６】
　判定基準を作る上で、最も重要な点は、医療機関において実際の検体を用いた解析によ
って、経験的基準を設定することである。また、現代医学で求められるEvidence-based M
edicineに基づき、検体の免疫染色法等による癌細胞の存在の裏付けを得ることも重要で
ある。本発明においても100症例を超える胃癌患者の実検体（腹腔内洗浄液）を用いた基
準の設定に関し、実施例中に記載している。本発明のような、臨床検査キットの開発では
、モデル実験によるキットの評価ではなく、実際の臨床検体での評価が必須と考える。ま
た、本発明による微少胃癌細胞の検出方法は極めて高感度かつ特異的な検出方法であるが
、臨床の所見やその他の測定値を合わせ、より効果的な判定方法とすることが出来る。通
常、胃癌手術において必須となっている細胞診断の結果に加えて、リンパ節転移の有無、
各種の癌マーカーなどの数値を参照し、状況によっては判定方法を使い分けるなど、総合
的に胃癌細胞の有無を判断するとより効果的である。
【００７７】
　また本発明において用いられた各種遺伝子は、胃癌患者の腹腔内洗浄液以外に血液、リ
ンパ液、リンパ節に混入した胃癌細胞の検出に供することが可能であることは、実施例か
ら自明である。なぜなら腹腔内洗浄液には、血液、リンパ液、リンパ節でバックグラウン
ドとなる赤血球、白血球が多く含まれており、本法は、これらの細胞中に含まれる極微量
な胃癌細胞の存在を判定できるからである。従って、腹腔内洗浄液等から採取した採取試
料中に含まれる胃癌細胞の検出を、本発明のプローブ、プライマーセットなどを用いた方
法や、免疫染色を用いた方法により行い、その結果に基づいて術後の胃癌再発の予測に有
用な情報を得ることが可能となる。なお、腹腔内洗浄液、血液、リンパ液、リンパ節は術
中採取したものや、術前に採取したものを利用できる。例えば、事前のサンプル採取（バ
イオプシー）が可能であり、具体的には腹膜内に器具を挿入し、腹腔内液の採取により検
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【実施例】
【００７８】
　以下具体的な実施例を示し、本発明を更に詳細に説明する。
【００７９】
　＜実施例１＞細胞からのtotal RNA回収とcDNAの調製
　（１）ヒト胃癌細胞、KATOIII
　ヒト胃癌由来細胞株であるKATOIII（大日本製薬株式会社）を培養し、約１×１０6個の
培養細胞を得た。得られた細胞からのtotal RNAの回収は常法に従い、以下に示す方法で
行った。細胞に株式会社 ニッポンジーン社製ISOGENを加えてホモジナイズし、少量のク
ロロホルムを入れ、8000rpmで15分間遠心分離させ、上清を採取した。さらに採取量と等
量のイソプロパノールを加え、15分以上室温でインキュベートした後、15000rpmで15分間
遠心して、ペレットに回収し、エタノール沈殿(70%)によりtotal RNAを得た。
【００８０】
　得られたtotal RNA 約５μｇを用いて、インビトロジェン社製 Super Script Choice S
ystem for cDNA Synthesisを用いて、Ｔ７－（ｄＴ）24プライマー（アマシャムファルマ
シア製）による逆転写を行った。具体的には下記の方法で行った。なお、反応は最終液量
が２０μｌとなるように調製した。
【００８１】
　まず、total RNA ５μｇにＴ７－（ｄＴ）24プライマーを加え熱変性させた。急冷後、
バッファー、ＤＴＴ、ｄＮＴＰ　Ｍｉｘを加えたのち、Superscript II RTを加え、４２
℃で１時間インキュベートした。１時間後、急冷し1st strand溶液約２０μｌを回収した
。得られた1st strand cDNA溶液は、キットの手順に従い精製することなく2nd strand cD
NA合成を行った。すなわちDNA Ligase、DNA polymerase、 RNase Hを加えて2nd strandを
合成した後、T4 DNA polymeraseにより末端を平滑化した。得られたcDNAは、エッペンド
ルフ社製のフェーズロックゲルを用いて常法に従って精製した。精製されたcDNAは、１μ
ｇ/μｌとなるよう蒸留水に溶解した。
【００８２】
　（２）胃癌患者の術中腹腔内洗浄液中の細胞
　胃癌術中患者に対し、通常行われる術式に従って１００ｍｌの生理食塩水を用いて腹腔
内洗浄を行い、洗浄液を回収した。回収された腹腔内洗浄液のうち病理部に検査検体とし
て提出するのに必要な分量を抜き取った余剰検体を検査対象検体とし、1500rpm、１０分
、常温遠心し、上清を除去することによりペレット状になった沈渣成分を腹腔内浮遊細胞
として回収した。回収した細胞からのtotal RNAの回収、およびcDNAの合成までは、実施
例１の（１）に記載のKATOIII 細胞からの回収と同様に行った。
【００８３】
　なお、胃癌術中患者からの腹腔内洗浄液の回収および研究への利用はインフォームドコ
ンセントに従って患者の同意のもとに行われ、国立がんセンターにおいて収集され、予後
の確定のできた全部で１１８症例が実験に用いられた。回収された細胞については、術中
の迅速細胞診断を行い、また、該当する胃癌患者の術後経過については、２年以上にわた
って詳しく追跡調査され、再発の有無等の情報を得た。全１１８症例の２年後再発有無等
の臨床データについては、下記表４中に記載した。なお、細胞診及び免疫染色の結果は術
中の患者からの腹腔内洗浄液についての結果である。また、免疫染色法における２次抗体
としては、ニチレイ社のシンプルステインMAX-PO(M)キット（抗体としてペルオキシダー
ゼ修飾のヤギ由来マウスＩｇＧモノクローナル抗体を使用）を用いた。
【００８４】
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【表４】

【００８５】
　表４において再発の判定は、２年後までの経過を観察したのち再発が認められた症例を
再発有りとしている。また、「ND（not determined）」はデータ無しを意味する。
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　＜実施例２＞癌マーカー遺伝子のRT-PCR
　（１）シングルPCR
　実施例１で得られた胃癌細胞KATOIIIのcDNAを用いて、表３の記載のプライマーによる
増幅を確認した。PCR増幅はインビトロジェン社から市販されているキットを用いて常法
に従って行った。PCR増幅反応の液組成は下記表５に記載の通りである。
【００８６】
【表５】

【００８７】
　調製された反応液について、市販のサーマルサイクラーを用いて、下記表６の温度サイ
クル・プロトコルに従って、PCR増幅反応を行った。
【００８８】

【表６】

【００８９】
　得られた各ＰＣＲ産物をアジレント社製バイオアナライザー2100（キット名DNA12000）
を用いて電気泳動し、可視化した。各ＰＣＲ産物とも１本のバンドからなり、その鎖長は
表３に記載された長さと一致した。この電気泳動にあたってはアジレント社製DNA12000を
使用し、添付の説明書にしたがって標準的な手法により電気泳動を行った。

　マルチプレックスRT-PCR
　続いて、実施例２の（１）と同様にKATOIIIの全cDNAを鋳型に下記の遺伝子のcDNAを増
幅、検出するためのＰＣＲを行った。同一反応液中に複数のプライマーを用いるマルチプ
レックスＰＣＲ法によりcDNAの増幅を行った。同一の検体RNAまたはｃDNAに対し、プライ
マーとして下記のＡ群及びＢ群の２組のプライマーセットをそれぞれ独立して用い、それ
ぞれ異なるサイクル数でPCRを行った。
Ａ群：TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA
Ｂ群：TACSTD1、MASPIN、PRSS4、GW112、ACTB
　Ａ群の各遺伝子を増幅するために用いたプライマーの配列番号は、No.１２～No.２１、
No.２６，No.２７である。Ｂ群の各遺伝子を増幅するために用いたプライマーの配列番号
は、No.２２～No.２５、No.２８～No.３３である。プライマーの濃度は各プライマーごと
に下記の所定の濃度になるよう設定した。反応液の組成を表７に示した。
【００９０】
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【表７】

【００９１】
　調製された反応液について、市販のサーマルサイクラーを用いて、下記表８の温度サイ
クル・プロトコルに従って、PCR増幅反応を行った。
【００９２】

【表８】

【００９３】
　得られた各ＰＣＲ産物は、Ａ群、Ｂ群それぞれ実施例２－（１）と同様に、アジレント
社製バイオアナライザー2100（キット名DNA12000）を用いて電気泳動した。その結果を下
記図１に示す。各ＰＣＲ産物とも複数のバンドを検出し、いずれのバンドも各プライマー
セットに含まれる遺伝子由来の鎖長を有していることを確認した。

　＜実施例３＞チップの作製
　（１）ガラス基板の洗浄
　合成石英のガラス基板（サイズ：２５ｍｍ×７５ｍｍ×１ｍｍ、飯山特殊ガラス社製）
を耐熱、耐アルカリのラックに入れ、所定の濃度に調製した超音波洗浄用の洗浄液に浸し
た。一晩洗浄液中で浸した後、２０分間超音波洗浄を行った。続いて基板を取り出し、軽
く純水ですすいだ後、超純水中で２０分間超音波洗浄を行った。次に８０℃に加熱した１
Ｎ水酸化ナトリウム水溶液中に１０分間基板を浸した。再び純水洗浄と超純水洗浄を行い
、ＤＮＡマイクロアレイ用の石英ガラス基板を用意した。
【００９４】
　（２）表面処理
　シランカップリング剤ＫＢＭ－６０３（信越シリコーン社製）を、１％の濃度となるよ
うに純水中に溶解させ、２時間室温で攪拌した。続いて、先に洗浄したガラス基板をシラ
ンカップリング剤水溶液に浸し、２０分間室温で放置した。ガラス基板を引き上げ、軽く
純水で表面を洗浄した後、窒素ガスを基板の両面に吹き付けて乾燥させた。次に乾燥した
基板を１２０℃に加熱したオーブン中で１時間ベークし、カップリング剤処理を完結させ
、基板表面にアミノ基を導入した。次いで同仁化学研究所社製のＮ－マレイミドカプロイ
ロキシスクシイミド（N-(6-Maleimidocaproyloxy)succinimide）（以下ＥＭＣＳと略す）
を、ジメチルスルホキシドとエタノールの１：１混合溶媒中に溶解させた。濃度は最終濃
度が０．３ｍｇ／ｍｌとなるように調製した。ベークの終了したガラス基板を放冷し、調
製したＥＭＣＳ溶液中に室温で２時間浸した。この処理により、シランカップリング剤に
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にマレイミド基が導入された。ＥＭＣＳ溶液から引き上げたガラス基板を、先述のＥＭＣ
Ｓを溶解した混合溶媒を用いて洗浄し、さらにエタノールにより洗浄した後、窒素ガス雰
囲気下で乾燥させた。
【００９５】
　（３）プローブＤＮＡ
　プローブＤＮＡは５'末端がチオール化したオリゴヌクレオチドプローブを用意した。
用意したプローブは表１に記載した１１種の遺伝子に対応したプローブである。各遺伝子
に対応したプローブの配列番号は、TFF1検出用としてNo.1、TFF2検出用としてNo.2、FABP
1検出用としてNo.3、CK20検出用としてNo.4、MUC2検出用としてNo.5、CEA検出用としてNo
.6、TACSTD1検出用としてNo.7、MASPIN検出用としてNo.8、PRSS4検出用としてNo.9、GW11
2検出用としてNo.10、ACTB検出用としてNo.11のプローブである。
【００９６】
　（４）ＢＪプリンターによるプローブＤＮＡ溶液の吐出、および基板への結合
　グリセリン７．５質量％、チオジグリコール７．５質量％、尿素７．５質量％、アセチ
レノールＥＨ（川研ファインケミカル社製）１．０質量％を含む水溶液を用意した。続い
て、先に用意した１１種類のプローブを上記の混合溶媒に５μＭの濃度となるように溶解
した。得られたＤＮＡ（プローブ）溶液をバブルジェットプリンター（商品名：ＢＪＦ－
８５０、キヤノン社製）用インクタンクに充填し、印字ヘッドに装着した。
【００９７】
　なお、ここで用いたバブルジェットプリンターは平板への印刷が可能なように改造を施
したものである。またこのバブルジェットプリンターは、所定のファイル作成方法に従っ
て印字パターンを入力することにより、約５ピコリットルのＤＮＡ溶液を約１９０μｍピ
ッチでスポッティングすることが可能となっている。また、各プローブごとに１枚のマイ
クロアレイあたり１８スポットの印字ができるようになっている。続いて、この改造バブ
ルジェットプリンターを用いて、１枚のガラス基板に対して、印字操作を行い、ＤＮＡマ
イクロアレイを作製した。印字が確実に行われていることを確認した後、３０分間加湿チ
ャンバー内に静置し、ガラス基板表面のマレイミド基と核酸プローブ末端のチオール基と
を反応させた。
【００９８】
　（５）洗浄
　３０分間の反応後、１００ｍＭのＮａＣｌを含む１０ｍＭのリン酸緩衝液（ｐＨ７．０
）により表面に残ったＤＮＡ溶液を洗い流し、ガラス基板表面に一本鎖ＤＮＡが固定した
ＤＮＡマイクロアレイを得た。

　＜実施例４＞多検体評価Ｉ
　（１）マルチプレックスＰＣＲ
　実施例１の（２）で回収した胃癌患者（国立がんセンター収集）１１８検体のｃDNAを
用いた評価実験を行った。実施例２の（２）と同様に、同一反応液中に複数のプライマー
を用いるマルチプレックスＰＣＲ法によりＰＣＲ増幅を行った。
【００９９】
　同一の検体（cDNA）に対し、プライマーとして下記のＡ群及びＢ群の２組のプライマー
セットをそれぞれ用い、それぞれ異なるサイクル数でPCR増幅を行った。各プライマーの
配列番号は実施例２の（２）に示した通りである。また、実施例２の（２）とは異なり、
PCR産物の標識のために、Ambion社製のアミノアリルｄUTP（5-(3-aminoallyl)-dUTP）を
基質としてPCRの反応溶液に加えた。反応液の組成を下記表９に示した。
Ａ群：TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA
Ｂ群：TACSTD1、MASPIN、PRSS4、GW112、ACTB
【０１００】
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【表９】

【０１０１】
　調製された反応液について、市販のサーマルサイクラーを用いて、下記表１０の温度サ
イクル・プロトコルに従って、PCR増幅反応を行った。
【０１０２】

【表１０】

【０１０３】
　精製は、各テンプレートごとにＡ群及びＢ群の２つのPCR産物の粗精製物を混ぜ合わせ
て、キアゲン社製のQIAquick PCR Purification Kitを用いて行った。精製の手順は、キ
ットに添付のマニュアルに従って行い、最後の溶出は５０μｌの蒸留水によって行った。
【０１０４】
　（２）Ｃｙ３標識
　得られたアミノアリル標識PCR産物に対して、Ｃｙ３標識を行った。具体的には下記の
手順で行った。（１）で得られた精製済のアミノアリル標識PCR産物を遠心濃縮器により
ドライアップした。ドライアップしたＰＣＲ産物を０．２Ｍの炭酸バッファー（ｐＨ９．
０）９μｌに完全に溶解させた。得られた溶液に対し、Ｃｙ３標識試薬、２μｌを添加し
、室温暗所にて１時間攪拌した。Ｃｙ３標識試薬は、アマシャムバイオサイエンス社製の
Cy3 Mono-reactive NHS esterを用い、キット中の１ボトルを５０μｌのジメチルスルホ
キシドに溶解した溶液をＣｙ３標識試薬として用いている。１時間攪拌した後、Ｃｙ３標
識試薬２μｌを加え、さらに室温暗所にて１時間攪拌した。反応終了後、３７μｌの蒸留
水を加え、反応を停止し、Ｃｙ３標識ＰＣＲ産物の粗精製物を得た。得られた粗精製物の
精製は、（１）と同様にキアゲン社製の精製キットQIAquick PCR Purification Kitを用
いて行った。最後の溶出は５０μｌの蒸留水によって行った。
【０１０５】
　（３）マイクロアレイのハイブリダイゼーション
　得られたＣｙ３標識PCR産物全量に対し、バッファー等を加え、最終濃度が下記の構成
となるようハイブリダイゼーション溶液を調製した。
【０１０６】
　<ハイブリダイゼーション溶液>
6×SSPE/10%　ホルムアミド/0.05% SDS/PCR増幅産物溶液
(6×SSPEの組成は、NaCl　900mM、NaH2PO4・H2O 60mM、EDTA　6mM、p.H.　7.4)
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　実施例３で作製したDNAマイクロアレイを、ハイブリダイゼーション装置(Genomic　Sol
utions Inc. Hybridization　Station)にセットし、上記組成のハイブリダイゼーション
溶液を用いて、下記表１１に示す手順・条件でハイブリダイゼーション反応を行った。
【０１０７】
【表１１】

【０１０８】
　ハイブリダイゼーション反応終了後、スピンドライしたDNAマイクロアレイについて、D
NAマイクロアレイ用蛍光検出装置(Axon社製、Genepix 4000B)を用いて、各プローブごと
に蛍光測定を行った。蛍光輝度を測定した結果を下記の表１１に示す。

　輝度の算出にあたっては、プローブ（スポット）周辺部から測定される蛍光輝度値をバ
ックグランド値として、各スポットから得られる輝度値からバックグランド値を差し引い
た値を実測値とした。各プローブごとに１８個の輝度値が得られるが、各プローブごとに
平均値を算出し、これを蛍光輝度値とした。テンプレート量のバラツキによる輝度値への
影響を補正するため、ベータアクチンを同時に増幅している。表１２－１～１２－４に１
１８症例の蛍光輝度値を示す。
【０１０９】
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【表１２】

【０１１０】
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【表１３】

【０１１１】
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【表１４】

【０１１２】
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【表１５】

【０１１３】
　各サンプルのテンプレート量の違いに基づくバラツキを抑えるため、各検体のβアクチ
ン（ACTB）の輝度値による標準化を行った。各遺伝子の輝度値を各サンプルごとにACTBの
輝度値で除した値を「標準化輝度値」とし、その結果を表１３－１～１３－４に示す。
【０１１４】
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【表１６】

【０１１５】
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【表１７】

【０１１６】
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【表１８】

【０１１７】
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【表１９】

【０１１８】
　（４）早期胃癌症例のデータからの判定値設定
　得られた１１８症例の輝度値のうち、最終病期診断においてStage Iaの症例３９症例を
もとに、判定値の設定を行った。判定値は、「早期胃癌症例において存在しうる最大の輝
度値」と定義し、この判定値を上回る輝度値が得られた場合に、「有意な発現があった」
、すなわち早期胃癌症例のレベルを超えた発現と認めることとした。そのために、多数の
早期胃癌症例を測定し、その中で最大の輝度値を判定値として採用する等の方法が考えら
れるが、統計学的な観点で一定のバラツキを加味するため、具体的な判定値の設定は下記
の数式に基づいて計算を行った。なお、本実施例においては判定値の計算方法として２種
の方法を採用した。
判定値（１）＝早期胃癌症例（Stage Ia）の最大標準化輝度値＋同標準偏差
判定値（２）＝早期胃癌症例（Stage Ia）の平均標準化輝度値＋同標準偏差×２
算出された判定値は下記表１４の通りであった。
【０１１９】
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【０１２０】
　（５）　判定値を用いた胃癌細胞の有無の判定
　上記２つの判定値を利用し、早期胃癌も含めた全１１８症例の胃癌細胞の有無（再発予
測）の判定を行った。判定方法として下記の２種類の方法を行った。
判定方法Ａ：
各症例（各遺伝子）の標準化輝度値を判定値（１）と比較し、判定値を上回った遺伝子数
をカウントする。全１０遺伝子中２遺伝子以上が上回った場合に再発の可能性を示すがん
細胞が検出される可能性、すなわち再発の可能性が高いとする情報（指標）とする。
判定方法Ｂ：
判定への寄与度が良好な６遺伝子（TFF1、TFF2、FABP1、CK20、MASPIN、TACSTD1）の標準
化輝度値を判定値（２）と比較し、判定値を上回った遺伝子数をカウントする。６遺伝子
中２遺伝子以上が上回った場合に再発の可能性を示すがん細胞が検出される可能性、すな
わち再発の可能性が高いとする情報（指標）とする。
【０１２１】
　全１１８症例の判定結果（カウントされた遺伝子数を含む）と、各症例の臨床データを
表１５に示す。
【０１２２】
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【表２１】

【０１２３】
　上記の結果について、２つの判定方法を詳しく見てみる。
【０１２４】
　（１）判定方法Ａによる判定
　早期胃癌症例（stage Ia）で再発判定がないのは、判定値の数式から当然として、無再
発の３２症例において全て正しく無再発判定（０％）がなされている。一方、細胞診陽性
症例において１７症例中１２症例（７１％）で再発判定、免疫染色陽性症例において６症
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判定能を十分備えていることがわかる。さらに、細胞診では陰性とされた再発症例（腹膜
外再発および腹膜再発）においても、３４症例中７症例（２１％）が本法によって再発を
予測できており、本発明による高感度な癌細胞の検出方法の優位性が確認できた。
【０１２５】
　（２）判定方法Ｂによる判定
　早期胃癌症例（stage Ia）において３９症例中３症例（８％）、無再発症例において３
２症例中１症例（３％）で擬陽性判定がなされているが、誤判定率は極めて低い。再発症
例では、細胞診陽性症例において１７症例中１５症例（８８％）で再発判定、免疫染色陽
性症例において６症例全て（１００％）で再発判定がなされており、判定方法Ａと同様に
、癌専門病院レベルの細胞診の判定能を十分備えていることがわかる。さらに細胞診陰性
であった再発症例（腹膜外再発および腹膜再発）においても、３４症例中５症例（１４％
）が本法によって再発を予測できており、本発明による高感度な癌細胞の検出方法の優位
性が確認できた。
【０１２６】
　上記の結果から、本発明によるがん細胞の検出方法は、従来法である細胞診よりも高感
度に胃癌細胞の検出ができることが示された。特に、術中の細胞診が陰性であったにもか
かわらず再発した３４症例のうち、本発明による検出方法により再発判定がなされた症例
は７もしくは５症例に上っている。従って本発明による癌細胞の検出方法は、胃癌の再発
を予測する上で、きわめて有効な情報であることが示された。

　＜実施例５＞
　（１）胃癌患者の術中腹腔内洗浄液中の細胞
　国立がんセンターにておいて行われた胃癌手術において、胃癌術中患者に対し、通常行
われる術式に従って１００ｍｌの生理食塩水を用いて腹腔内洗浄を行い、洗浄液を回収し
た。回収された腹腔内洗浄液のうち、病理学診断等に提供される検体を抜き取った余剰検
体を本研究の検体として用いた。なお、余剰検体の本研究への利用にあたっては、インフ
ォームドコンセントに従って、当該患者に対する説明および同意の下に行われた。回収し
た検体のうち、様々な原因により不適合とされた検体を除き、全部で４７の検体数（患者
数）であった。回収した検体は、遠心チューブに入れ、常温下で１５０００ｒｐｍにて遠
心し、上澄みを取り除いたペレット状の沈渣成分を腹腔内浮遊細胞として回収した。
各検体の臨床情報については、予後観察期間が不十分（２年未満）であり、一部、確定し
ていない症例もあるが、本実施例を行った時点での臨床情報は下表１６の通りである。
【０１２７】
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【表２２】

【０１２８】
　（２）total RNAの抽出
　得られた浮遊細胞に対し、ISOGEN（ニッポンジーン社製） ６００μlを加えた。よくホ
モジナイズし5分ほど室温放置した後、クロロホルム１２０μlを加えさらにホモジナイズ
した。１５０００rpmにて１０分間遠心し、上澄みの水層成分を回収した。回収した水層
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分間放置した後、１５０００ｒｐｍにて１０分間遠心した。遠心チューブの下部に集積し
ているペレット状の成分を吸引しないように注意し、上澄み成分を除去した後、７０%エ
タノールを加え１５０００rpmにて１０分間遠心した。チューブの下部に集積しているペ
レット状の成分を吸引しないように注意し、上澄み成分を除去した後、室温にて風乾し、
エタノール成分を除去した。超純水２１μlを加え回収したtotal RNAをよく溶解した。チ
ューブ壁面へのtotal RNA成分の付着を防ぐため、total RNAの溶液全量を新品のマイクロ
チューブに移した。回収したtotal RNA から１μｌを抜き取り、２６０ｎｍの吸光度を測
定し回収total RNAの濃度および収量を測定した。

　（３）逆転写反応
　回収したtotal RNAから10μgを取り、超純水を加えて１０μlのボリュームとなるよう
調製した。０．５μｇ／μlの濃度になっているランダムヘキサマー（アマシャムバイオ
サイエンス社製）を１μｌ加えたのち、６５℃で１０分間加熱し、２分間以上氷上にて急
冷した。続いて、逆転写酵素SuperScript IIキット（インビトロジェン社製）による逆転
写反応を行った。 すなわち、キットに付属している、反応バッファー４μｌおよび０．
１ＭのＤＴＴ溶液２μｌ、１０ｍＭのdNTP Mix １μｌ、リボヌクレアーゼインヒビター
（タカラ社製）１μｌを加え、簡単に攪拌した後、３７℃に２分間置いた。続いてSuperS
cript IIを１μl加え、３７℃で１時間反応させた。これによりmRNAの逆転写産物（一本
鎖cDNA）の組精製物が得られた。

　（４）マルチプレックスPCR
　続いて、一本鎖cDNAをテンプレートとしたマルチプレックスＰＣＲを行った。増幅対象
とした遺伝子は、CEA、TFF1、TFF2、FABP1、CK20、Muc2、Maspin、TACSTD1、ACTBの全９
遺伝子である。全９遺伝子を一括して増幅するマルチプレックスPCR法により増幅反応を
行った。各プライマーの配列は表１８に示した通りである。また、実施例４と同様に、イ
ンビトロジェン社製のAccuPrime酵素を用い、PCR産物の標識のためにアミノアリルdUTP（
5-(3-aminoallyl)-dUTP）を基質としてPCRの反応溶液に加えた。反応液の組成を下記表１
７に示した。
【０１２９】
【表２３】

【０１３０】
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【０１３１】
　調製された反応液について、市販のサーマルサイクラーを用いて、下記表１９の温度サ
イクル・プロトコルに従って、PCR増幅反応を行った。
【０１３２】
【表２５】

【０１３３】
　精製は、キアゲン社製のQIAquick PCR Purification Kitを用いて行った。精製の手順
は、キットに添付のマニュアルに従って行い、最後工程のカラムからの溶出は５０μｌの
蒸留水によって行った。以下Ｃｙ３による標識からハイブリダイゼーション溶液の調製ま
では実施例４と同様の方法で行った。
【０１３４】
　（５）マイクロアレイの作製
　本実施例を行うにあたって、新たにマイクロアレイの作製を行った。胃癌特異的遺伝子
として特定されている１１種の遺伝子のうち、PRSS4、GW112を除き、９種の遺伝子による
検出を行うためのマイクロアレイの作製を行った。マイクロアレイの作製方法は、実施例
３に記載の作製方法と同じであるが、９種の遺伝子を検出するためのプローブとして下記
表２０に記載のプローブをスポットした。
【０１３５】
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【０１３６】
　（６）ハイブリダイゼーション
　作製したマイクロアレイに対し、実施例４の（２）で合成したＣｙ３標識済みの増幅検
体をハイブリダイゼーションさせた。ハイブリダイゼーションは実施例４と同様、精製し
た増幅検体全量を用い、ハイブリダイゼーション装置を用いて行った。
【０１３７】
　ハイブリダイゼーションの溶液組成は実施例４と同様の構成とし、所定の手順に従って
ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーションの条件、手順は下記の表２１
の通りである。
【０１３８】

【表２７】

【０１３９】
　スピンドライしたマイクロアレイは実施例４と同様にスキャンし蛍光輝度値を測定した
。本実施例においては、実施例４で行ったバックグランドの減算は行わず、画像から得ら
れる輝度値をそのまま採用し、以降の判定に用いた。各プローブから得られた輝度値を下
記表２２に示す。
【０１４０】
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【表２８】

【０１４１】
　（７）判定方法Ｉ
　実施例４と同様に、得られたデータをもとに判定値および判定方法の設定を行った。本
実施例においては、「リンパ節転移の無い早期胃癌症例２０症例」をもとに各遺伝子の判
定値を設定した。本実施例においてはβアクチンによる規格化は行わず、βアクチン以外
の８遺伝子のプローブから得られた輝度値を直接用い、判定値の設定等を行った。本実施
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０症例をもとに判定値の設定を行った。判定値は、実施例４と同様に「早期胃癌症例にお
いて存在しうる最大の輝度値」と定義し、この判定値を上回る輝度値が得られた場合に、
「有意な発現があった」、すなわち早期胃癌症例のレベルを超えた発現と認めることとし
た。そのために、多数の早期胃癌症例を測定し、その中で最大の輝度値を判定値として採
用する等の方法が考えられるが、統計学的な観点で一定のバラツキを加味するため、具体
的な判定値の設定は下記の数式に基づいて計算を行った。
（計算式）
判定値＝早期胃癌症例の平均標準化輝度値＋早期胃癌症例の標準偏差×２
　算出された標準化輝度値における判定値は下記表２２の通りであった。
【０１４２】
【表２９】

【０１４３】
　続いて、上記の判定値を利用し、早期胃癌も含めた全４７症例の胃癌細胞の有無（再発
予測）の判定を行った。判定方法は、下記の方法により行った。各症例（各遺伝子）の標
準化輝度値を判定値と比較し、判定値を上回った遺伝子数をカウントする。対象となる全
８遺伝子中２遺伝子以上が判定値を上回った場合に癌細胞が存在、すなわち、”再発”と
する。1遺伝子以下であった場合には、癌細胞は存在せず、”無再発”とした。全４７症
例の判定結果（カウントされた遺伝子数を含む）と、各症例の臨床データを表２３に示す
。
【０１４４】
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【表３０】

【０１４５】
　上記の判定結果を考察すると、リンパ節転移のない早期胃癌症例（全２０例）において
は２症例のみ再発判定（癌細胞有り）となり、他１８症例において無再発判定となった。
一般的に、リンパ節転移のない早期胃癌症例であっても、１０%程度は最終的に再発する
という統計的なデータがでており、本判定結果においての１０％の陽性率は概ね妥当な数
値といえる。一方、細胞診陽性症例においては、全７症例中７症例で再発判定となり、完
全に病理医の所見と一致しており、本発明のマイクロアレイによる診断の妥当性が強く示
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例で再発判定となった。これら１９症例は、手術時の細胞診で陰性、すなわち再発可能性
が認められなかった症例である。これらの症例についても、３０％程度は再発するという
統計的なデータがでており、本判定結果においての約３０％の陽性率は概ね妥当な数値と
いえる。本発明による再発有無の判定は術後２年後までの再発を判定するものであるが、
本実施例は２年未満で行われており、これらの症例に対する判定の正誤は厳密に判定でき
ない。しかし統計的なデータが本発明による判定方法の妥当性を強く支持しており、有望
な判定方法であるということができる。

　（８）判定方法II
　次に、各プローブの絶対輝度を基準にした判定を行った。表２１に記載の輝度データの
うち、細胞の種類によらず発現するβアクチンを除いた８遺伝子の輝度値をもとに、各遺
伝子の輝度値を「点数化」したうえで症例ごとに点数を合算し、その合計点により判定を
行った。各遺伝子の点数化の方法は下記表２４の通りである。
【０１４６】
【表３１】

【０１４７】
　上記基準に従って、各症例ごとに点数を合算し、２遺伝子が陽性となった場合の点数、
すなわち８点以上の症例を、「再発」判定、７点以下の症例を「無再発」判定とした。
各症例の臨床情報、合計点、判定結果を下記表２５に示す。
【０１４８】
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【表３２】

【０１４９】
　上記の判定結果を考察すると、リンパ節転移のない早期胃癌症例（全２０例）において
は２症例のみ再発判定（癌細胞有り）となり、他１８症例において無再発判定となった。
一般的に、リンパ節転移のない早期胃癌症例であっても、１０%程度は最終的に再発する
という統計的なデータがでており、本判定結果においての１０％の陽性率は概ね妥当な数
値といえる。一方、細胞診陽性症例においては、全７症例中６症例で再発判定となり、１
症例のみ病理医の所見と異なるものの、本発明のマイクロアレイによる診断の妥当性が強
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く示されたと言える。またその一方、進行癌で細胞診陰性の症例については、１９症例中
５症例で再発判定となった。これら１９症例は、手術時の細胞診で陰性、すなわち再発可
能性が認められなかった症例である。これらの症例についても、３０％程度は再発すると
いう統計的なデータがでており、本判定結果においての約３０％の陽性率は概ね妥当な数
値といえる。本発明による再発有無の判定は術後２年後までの再発を判定するものである
が、本実施例は２年未満で行われており、これらの症例に対する判定の正誤は厳密に判定
できない。しかし統計的なデータが本発明による判定方法の妥当性を強く支持しており、
有望な判定方法であるということができる。

　＜実施例６＞
　各遺伝子のシングルPCRおよびマイクロアレイによる検出
　実施例１で得られた胃癌細胞KATOIIIのcDNAをテンプレートとし、下記のCEA用プライマ
ーを用いてPCR増幅を行った。
CEA用フォワードプライマー：AACTTCTCCTGGTCTCTCAGCT（配列番号２０）
CEA用リバースプライマー：GCAAATGCTTTAAGGAAGAAG（配列番号２１）
PCR増幅はTakara社から市販されているＥｘＴａｑ酵素のキットを用いて常法に従って行
った。　増幅反応においては、標識化のためアマシャムファルマシア社製の蛍光標識基質
Cy3dUTPを用いた。PCR反応液の組成を下記表２６に示す。
【０１５０】
【表３３】

【０１５１】
　調製された反応液について、サーマルサイクラーを用いて、下記表２７の温度サイクル
プロトコルに従ってPCR増幅反応を行った。
【０１５２】
【表３４】

【０１５３】
　得られたPCR産物５０μｌ全量をキアゲン社製DNA精製キットQIAquickを用いて精製した
。キットからの抽出は、キットに付属するEBバッファー５０μｌを用いて行った。得られ
たＰＣＲ産物は、実施例２の（１）と同様に電気泳動を行い、表３に記載の鎖長１４５ｂ
ｐを有する一本のバンドからなることを確認した。得られたＰＣＲ産物を用いたマイクロ
アレイへのハイブリダイゼーションは、ＰＣＲ産物の２０μｌを用いた。ハイブリダイゼ
ーション用の溶液調製、温度条件、輝度測定などは実施例４の（３）と同様に行った。な
お、使用したマイクロアレイは実施例４の（３）で用いたマイクロアレイと同一である。
CEA検出用のプローブから輝度値を測定した結果、輝度値は１５７４０となった。本実施
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例により、本発明で開示したＣＥＡ用のプライマーで増幅したＰＣＲ産物を、マイクロア
レイ上のCEA検出用のプローブが検出している事が証明された。同様の検証実験は、他の
全てのプライマー／プローブの組合せにおいて確認され、本発明で開示したプライマーに
より増幅されたＰＣＲ産物が、開示したプローブにより検出できることがわかった。

　＜比較例１＞電気泳動法による検出との感度比較
　本発明により作成されたプローブ担体の感度について確認するため、電気泳動法との比
較実験を行った。比較実験にあたっては、実施例４－（１）において得られたマルチプレ
ックスＰＣＲ産物を利用した。すなわちＡ群とＢ群のマルチプレックスＰＣＲ産物を混合
し、精製キットにて精製した約５０μｌの精製済ＰＣＲ産物を利用した。電気泳動はアジ
レント社製バイオアナライザー2100（キット名DNA12000）を用い、添付のマニュアルに従
って得られた精製済のＰＣＲ反応産物５０μｌのうち１μｌを電気泳動した。
【０１５４】
　電気泳動に用いた検体は、実施例４の１１８検体のうち、各症例を代表して、計１８検
体である。具体的には、早期胃癌（Stage Ia）症例として検体番号（No.）１、２、３、
細胞診陽性症例として検体No.４０，４３，４４、腹膜外再発症例として検体No.５９，６
１，６４、腹膜再発症例として検体No.７２，７３，７６、無再発症例として検体No.８１
，８２，８３、免疫染色陽性症例として検体No.１１３，１１４，１１５の計１８検体を
用いた。電気泳動の結果を図２に示す。
【０１５５】
　電気泳動結果をみると、全ての症例において約１５５ｂｐ付近にハウスキーピング遺伝
子であるベータアクチンのバンドが確認されている。また、細胞診陽性の３症例（No.４
０、４３、４４）については、ベータアクチン以外のＰＣＲ産物由来のバンドが確認され
ており、電気泳動でも当該遺伝子の検出が可能であることがわかる。しかし、早期胃癌を
除く他の再発症例においては、ベータアクチン以外のバンドはほとんど認めらない。同じ
検体を用いたマイクロアレイ解析においては、いずれもＰＣＲ産物の存在（該当遺伝子の
発現）を検出できており、本発明のマイクロアレイによる検出は極めて高感度な検出方法
であることが示された。

　＜比較例２＞免疫染色による検出
　国立がんセンターにおいて収集された上記実施例中の１１８検体の中で、検体No.１１
３から１１８の６検体については免疫染色法による細胞観察を行っており、その結果、陽
性であったことについては表４中に示してある。免疫染色方法は定法に従って行った。下
記にその代表的な免疫染色画像を図３～７に示す。なお、図中に示す番号は表４に示す検
体番号、遺伝子名は染色した抗体の名称を示す。免疫染色は極めて特異性の高い癌細胞の
検出方法であり、免疫染色法による陽性判定は、その細胞が確実に癌細胞であることを示
している。これら免疫染色法陽性の６症例のうち判定方法Ａにより５症例が、判定方法Ｂ
により６症例すべてが、遺伝子の発現レベルからも癌細胞であることが強く示されている
。すなわち、本発明による癌細胞の検出方法は、免疫染色法と同等の検出精度を持つこと
がわかり、感度と精度の高い検出方法であることが示された。また同時に、本発明におい
て検出対象となっている遺伝子の発現を検出することによって、癌細胞を確実に検出でき
ていることが示された。
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【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検査対象としての患者から採取した試料中での胃癌細胞の存在の有無を検出するための
方法であって、
　胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MAS
PIN、PRSS4、GW112及びACTBから選択された１以上の発現を示す遺伝子産物の試料中での
有無を免疫染色法により測定する
ことを特徴とする胃癌細胞の検出方法。
【請求項２】
　前記胃癌細胞に特異的な遺伝子が、TFF1、FABP1、CK20、MUC2及びMASPINである
ことを特徴とする請求項１に記載の検出方法。
【請求項３】
　前記試料が腹腔内洗浄液、血液、リンパ液およびリンパ節から得られたものである
ことを特徴とする請求項１または２に記載の検出方法。
【請求項４】
　術後の胃癌の再発予測のための情報を得るための方法であって、
　（ｉ）胃癌患者から採取した試料中に存在する胃癌細胞に特異的な遺伝子であるTFF1、
TFF2、FABP1、CK20、MUC2、CEA、TACSTD1、MASPIN、PRSS4、GW112及びACTBから選択され
た１以上の遺伝子産物の有無を免疫染色法で測定する工程と、
　（ｉｉ）発現が検出された場合を胃癌の再発の可能性を示す情報として取り込む工程と
、
を有する
ことを特徴とする胃癌の再発予測のための情報取得方法。
【請求項５】
　前記胃癌細胞に特異的な遺伝子が、TFF1、FABP1、CK20、MUC2及びMASPINである
ことを特徴とする請求項４に記載の情報取得方法。
【請求項６】
　前記試料が腹腔内洗浄液、血液、リンパ液およびリンパ節から得られたものである
ことを特徴とする請求項４または５に記載の情報取得方法。
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