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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　結腸直腸癌を有するかまたは有すると疑われる哺乳類対象について相対的予測生存期間
を決定するための方法であって、
　ａ）前記哺乳類対象から採取された試料中に存在するＳＡＴＢ２タンパク質の量を定量
して標本値を得るステップと、
　ｂ）ステップａ）で得られた前記標本値を参照値と比較するステップと、
前記標本値が前記参照値よりも低い場合、
　ｃ）前記対象が、前記参照値よりも低いＳＡＴＢ２タンパク質発現の標本値を示さない
場合よりも短い予測生存期間を有すると決定するステップと、
を含む、方法、ここで、前記方法はインビトロで実施される。
【請求項２】
　前記結腸直腸癌がリンパ節陰性である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記参照値が参照試料中のＳＡＴＢ２の発現量に対応する規定値である、請求項１また
は２に記載の方法。
【請求項４】
　請求項１から３のいずれか一項に記載の方法であって、
　ステップａ）が、
　ａ１）前記試料に定量されるべき前記ＳＡＴＢ２タンパク質との選択的相互作用を行う
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ことが可能な定量可能な親和性リガンドを適用するステップであって、前記適用が前記親
和性リガンドと前記試料中に存在するＳＡＴＢ２タンパク質との結合を可能にする条件下
で行われる、ステップと、
　ａ２）結合されていない親和性リガンドを除去するステップと、
　ａ３）前記試料との会合状態を維持する親和性リガンドを定量するステップと、
を含む、方法。
【請求項５】
　前記定量可能な親和性リガンドが、前記定量可能な親和性リガンドを認識可能な第二の
親和性リガンドを用いて検出される、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　結腸直腸癌の予後用の予後剤の製造における、ＳＡＴＢ２タンパク質または抗原活性を
示すその断片の使用、ここで前記断片は、前記断片を含むＳＡＴＢ２タンパク質と相互作
用することになる親和性リガンドの生産において有効な十分なサイズの断片である。
【請求項７】
　前記親和性リガンドが抗体である、請求項６に記載の使用。
【請求項８】
　ＳＡＴＢ２タンパク質との選択的相互作用を行うことが可能な親和性リガンドを含む、
結腸直腸癌の予後を決定するための診断用組成物。
【請求項９】
　前記親和性リガンドが放射性標識されている、請求項８に記載の診断用組成物。
【請求項１０】
　前記親和性リガンドが抗体またはその断片もしくは誘導体である、請求項８または９に
記載の診断用組成物。
【請求項１１】
　前記抗体またはその断片もしくは誘導体が、配列番号１の配列からなるアミノ酸配列の
断片で動物を免疫するステップを含むプロセスにより得られうるものである、請求項１０
に記載の診断用組成物。
【請求項１２】
　請求項１～５のいずれか一項に記載の方法を実施するためのキットであって、
　ａ）ＳＡＴＢ２タンパク質との選択的相互作用を行うことが可能な検出および／または
定量可能な親和性リガンドと、
　ｂ）前記親和性リガンドを検出および／または定量するのに必要な試薬と、
を含む、キット。
【請求項１３】
　前記親和性リガンドを検出および／または定量するのに必要な試薬が、前記検出および
／または定量可能な親和性リガンドを認識可能な第二の親和性リガンドを含む、請求項１
２に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌の診断および予後の分野に関する。特に本発明は、ＳＡＴＢ２タンパク質
をこの癌タイプ用のマーカーとして同定することによる結腸直腸癌の検出および特徴づけ
において用いられる新たな手段を提供する。
【背景技術】
【０００２】
ＳＡＴＢ２
　特定のＡＴリッチの配列に結合するタンパク質２（ＳＡＴＢ２）をコードする遺伝子が
ヒトゲノムの配列決定に多大な努力が払われた期間中の１９９９年に同定された（キクノ
　Ｒ．（Ｋｉｋｕｎｏ　Ｒ．）ら（１９９９年）ＤＮＡ　Ｒｅｓ．６：１９７－２０５頁
）。それ以来、ＳＡＴＢ２遺伝子は主に神経組織内に発現されるものと考えられている。



(3) JP 5301630 B2 2013.9.25

10

20

30

40

50

【０００３】
　ＳＡＴＢ２は、核マトリックスの一部を形成する転写因子であり、かつ、マトリックス
結合領域（ＭＡＲ）とも称されるＡＴリッチの配列との相互作用を通じて高次クロマチン
構造を調節することにより、組織特異的な様式で遺伝子の発現を組織化する（ディッキン
ソン　Ｌ．Ａ．（Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　Ｌ．Ａ．）ら（１９９２年）Ｃｅｌｌ　７０、６
３１－４５頁；フィッツパトリック　Ｄ．Ｒ．（ＦｉｔｚＰａｔｒｉｃｋ　Ｄ．Ｒ．）ら
（２００３年）Ｈｕｍ．Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．１２、２４９１－５０１頁；ヤスイ　Ｄ．
（Ｙａｓｕｉ　Ｄ．）、（２００２年）Ｎａｔｕｒｅ　４１９、６４１－５頁；ボード　
Ｊ．（Ｂｏｄｅ　Ｊ．）（２０００年）Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｅｕｋａｒｙｏｔ．Ｇｅｎｅ
．Ｅｘｐｒ．１０、７３－９０頁）。
【０００４】
　この遺伝子およびそのタンパク質産物すなわちＳＡＴＢ２タンパク質に関する試験によ
ると、神経組織内の転写因子としての遺伝子発現の調節への関与が指摘大まかに示されて
いる（ドブレバ　Ｇ．（Ｄｏｂｒｅｖａ　Ｇ．）ら（２００３年）Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．
１７：３０４８－３０６１頁；ブリタノバ　Ｏ．（Ｂｒｉｔａｎｏｖａ　Ｏ．）ら（２０
０５年）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２１：６５８－６６８頁）。ＳＡＴＢ２遺伝子
については、口蓋の発生および口蓋裂における役割を有するとの記載もなされている（フ
ィッツパトリック　Ｄ．Ｒ．（ＦｉｔｚＰａｔｒｉｃｋ　Ｄ．Ｒ．）ら（２００３年）Ｈ
ｕｍａｎ　Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．１２：２４９１－２５０１頁；ヴァン・ブヒェンハウト
　Ｇ．（ｖａｎ　Ｂｕｇｇｅｎｈｏｕｔ　Ｇ．）ら（２００５年）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｍｅｄ．
Ｇｅｎｅｔ．４８：２７６－２８９頁）。
【０００５】
　サラショア（Ｓａｌａｈｓｈｏｒ）らは、大腸腺腫性ポリポーシス（ＡＰＣ）の遺伝子
突然変異を有する患者について試験を行った（サラショア（Ｓａｌａｈｓｈｏｒ）ら（２
００５年）ＢＭＣ　ｃａｎｃｅｒ　５：６６頁）。ＡＰＣ患者は、若年で異常な量の大腸
腺腫を発症し、それは最終的には未治療である場合に結腸直腸癌に進行することになる。
グローバルな遺伝子発現プロファイリングによると、ＳＡＴＢ２を含む８４遺伝子の群が
腺腫においては正常な粘膜と比べて有意に改変された発現を有することが示された。ＳＡ
ＴＢ２は、有意に下方制御されることが見出されたが、任意のさらなる分析において選択
されることはなかった。同様に、Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒにおける結腸直腸癌に関する
最近の発現プロファイリング試験によると、ＳＡＴＢ２においてはｍＲＮＡレベルで発現
状態が改変されることが示された（グローン　Ｊ．（Ｇｒｏｅｎｅ　Ｊ．）ら（２００６
年）Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　１１９、１８２９－１８３６頁）。
【０００６】
　ＰＣＴ公開の国際公開第０３／０２２１２６号パンフレットおよび国際公開第２００６
／０１５７４２号パンフレットでは、癌細胞の発現プロファイリングを目的とした他の類
似試験についての記載がある。ＳＡＴＢ２を含む多数の遺伝子の発現が分析され、全体的
な発現パターンから結論が得られている。
【０００７】
　重要なこととして、上記で述べた試験は、ＳＡＴＢ２タンパク質の特異的な結腸直腸マ
ーカーとしての使用またはＳＡＴＢ２の結腸直腸癌に対する予後ツールとしての使用に関
し、全く示唆を与えていない。
【０００８】
癌
　癌は西洋世界では疾患および死亡の最も一般的な原因の１つである。一般に、発生率が
癌の大部分の形態において年齢とともに上昇する。ヒト集団において全般的な健康状態の
増進により寿命が伸び続けるにつれ、癌はますます多くの個人に影響を与えることになる
。最も一般的な癌タイプの原因は概して未知であるが、環境因子（食事、喫煙、ＵＶ放射
など）および遺伝因子（例えばｐ５３、ＡＰＣ、ＢＲＣＡ１、ＸＰなどの「癌遺伝子」に
おける生殖細胞系突然変異）と癌の発生に対するリスクとの間の関連性をもたらす一連の
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知識は増えつつある。
【０００９】
　癌については、癌が本質的に細胞性疾患でありかつ正味の細胞成長および利己的な挙動
を伴う形質転換された細胞集団として定義されるという事実はあるが、細胞生物学的観点
からすると全体として満足のいく定義は全く存在しない。悪性の形質転換は、不可逆的な
遺伝子改変に基づく悪性の表現型への遷移を表す。これは正式には証明されていないが、
悪性の形質転換は１つの細胞内に生じ、次いで細胞から発達した腫瘍が生じると考えられ
ている（「癌のクローン性」のドグマ）。発癌は、癌が生成されるプロセスであり、最終
的に悪性腫瘍の成長に至る複数の事象を含むと一般に理解されている。この多段階プロセ
スは、いくつかの律速ステップ、例えば突然変異の付加や場合により後成的事象も含み、
前癌性増殖のステージ後に癌の形成をもたらす。最も一般的な形態の癌が体細胞内で発生
し、それは主に上皮（皮膚、前立腺、胸部、結腸および肺）由来の癌と、次いで造血系由
来の癌（白血病およびリンパ腫）および間葉細胞由来の癌（肉腫）である。段階的変化は
、細胞分裂、利己的挙動および細胞死を決定づける、重要な調節経路におけるエラー（突
然変異）の蓄積を含む。これらの各変化は、周囲の細胞に対して選択的なダーウィン的成
長の有利性を提供し、腫瘍細胞集団の正味の成長をもたらす。悪性腫瘍が形質転換された
腫瘍細胞自体だけでなく支持的な間質として作用する周囲の正常細胞からもなることを強
調することは重要である。この動員された癌間質は結合組織、血管および様々な他の正常
細胞、例えば炎症性細胞からなり、それらは協調し、形質転換された腫瘍細胞に持続的な
腫瘍成長にとって必要なシグナルを供給する。
【００１０】
癌の診断
　腫瘍から採取された組織切片の顕微鏡検査は、依然として癌の診断を確定するためのゴ
ールドスタンダードである。ゲノムＤＮＡ、転写遺伝子および発現タンパク質の分析は全
て、顕微鏡で検出される組織学的特徴に重要な情報を加える。将来の診断、予後情報およ
び治療の選択は、ほとんどの場合、核酸およびタンパク質の分析とともに形態の全体評価
に基づくことになる。既に今日ではヒトゲノム配列および組織内の細胞内および細胞間で
のシグナル伝達を含む生化学的経路に基づく知識が高度化していることから、腫瘍形成に
おける異なるステージならびに表現型のバリエーション（異なるタイプの癌を規定する）
に内在する機序の一部を解析することが可能である。
【００１１】
　分子生物学における目覚しい進歩にもかかわらず、癌の診断は依然として光学顕微鏡の
使用に依存する。分子ツールの発達はまだ発展途上であるが、癌細胞を正常細胞から識別
するための重要な役割を果たしている。組織切片の組織化学的染色に加えて最も一般的に
用いられる方法が免疫組織化学である。免疫組織化学により、特異的抗体を用いて組織や
細胞内でのタンパク質の発現パターンが検出可能になる。臨床診断において免疫組織化学
を用いることで、組織構造や細胞形態を分析するだけでなく異なる細胞集団内での免疫反
応性を検出するという可能性が提供されている。これは、異なる一次腫瘍の正確なグレー
ディングおよび分類をサポートすることに加え、未知の発生源の転移に関する診断におい
て重要とされている。今日の臨床において最も一般的に用いられる抗体は、細胞タイプマ
ーカー、例えばＰＳＡ、ＭｅｌａｎＡ、サイログロブリンに対する抗体、ならびに中間径
フィラメント、クラスター分化（ｃｌｕｓｔｅｒ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏ
ｎ）（ＣＤ）抗原などや悪性度についてのマーカー、例えばＫｉ６７、ｐ５３、ＨＥＲ－
２を認識する抗体を含む。免疫組織化学に加え、突然変異分析において遺伝子増幅を検出
しかつ遺伝子の配列決定を行うためのインサイチュ・ハイブリダイゼーションの使用は、
癌の診断において進化途上の技術である。
【００１２】
結腸直腸癌
　結腸直腸癌は、世界中でヒト癌の最も一般的な形態の１つである。パーキン（Ｐａｒｋ
ｉｎ）らにより提示されたＧＬＯＢＯＣＡＭ２００２データベースからのデータによると
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、結腸直腸癌における約１００万の新たな症例が毎年見出されることが示されている（パ
ーキン（Ｐａｒｋｉｎ）ら（２００７年）ＣＡ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　５５、７
４－１０８頁）。さらに、世界における結腸直腸癌の発生率はすべての癌の約９．４％で
あり、結腸直腸癌は西洋世界における一般的な死亡原因としては２番目である。結腸直腸
癌の５年生存率は西洋世界では約６０％であるが、東欧やインドでは３０％の低さである
。
【００１３】
　腫瘍の早期検出および切除を伴う手術は、現在、好ましい予後にとって極めて重要であ
る。徴候については、遠位胃腸管内での腫瘍が位置する場所に依存し、腸の苦痛、下痢、
便秘、疼痛および貧血（腫瘍から腸への出血に続発）を含む。悪性腫瘍については、異な
る分類スキーム、例えばＴＮＭ／ＵＩＣＣ分類Ｉ－ＩＶまたはデュークス（Ｄｕｋｅｓ）
ステージＡ～Ｃによるいくつかのステージに分類されうる。最小の悪性腫瘍（デュークス
ステージＡおよびＢ）が適度に好ましい転帰を有する一方、その対極では転移を伴う一部
の極めて悪性の腫瘍（デュークスステージＣ）の生存率は低い。現行の診断は、患者の病
歴、診察および内視鏡検査（直腸鏡検査および結腸鏡検査）と、場合によりその後の腫瘍
成長の広がりを判定するための放射線マッピングに基づくものである。内視鏡検査ととも
に、疑わしい病変から組織生検が行われる。
【００１４】
　顕微鏡診断においては、疑わしい腫瘍に由来する生検材料が採取されかつ顕微鏡下で検
査される。確定診断を得るため、次いで腫瘍組織がホルマリンに固定され、組織処理され
、かつパラフィン包埋される。得られたパラフィンブロックから組織切片が生成され、組
織化学的方法および免疫組織化学的方法の双方を用いて染色されうる。
【００１５】
　限局された腫瘍、すなわち転移性疾患に進行していない腫瘍においては、腫瘍および周
囲の腸および組織の根本的切除を伴う手術的介入がなされる。次いで、手術標本を巨視的
分析および微視的分析のために病理学者に送る。この分析は腫瘍のステージングのための
基礎を形成する。結腸直腸癌の群を抜いて最も一般的な形態は腺由来の腫瘍を表す腺癌で
あり、その識別の可能性は高いか、中程度であるかまたは低い。
【００１６】
　一次腫瘍においては、ヘマトキシリン－エオシン染色された組織切片が、異なる結腸直
腸癌の分類に準じた正確な診断および分類を可能にするのに十分である。しかし、結腸直
腸癌は極めて一般的であり、検出前にかなりの大きさに成長していることが多いことから
、転移は稀ではない。腫瘍は典型的には局所リンパ節に転移するが、肝臓および肺への遠
隔転移は稀ではない。癌に伴う一般的な臨床的問題が未知の発生源の転移を示す患者であ
る。転移が腺癌である症例では、いくつかの考えられる一次腫瘍が、例えば乳癌、前立腺
癌、膵臓癌、胃癌および結腸直腸癌であることが疑われうる。鑑別診断においては、発生
源の細胞内に固有の特徴を認識する免疫組織化学的マーカーが用いられうる。現在では、
サイトケラチン２０（ＣＫ２０）、胃腸管の腺細胞内に豊む中間フィラメントマーカーを
用い、結腸直腸癌の特徴づけが行われる。しかし、いくつかの他の腺癌もＣＫ２０抗体に
対して陽性でありうる一方、すべての結腸直腸癌が陽性であるとは限らない。さらに今日
、生存の見込みが低下した極めて悪性の腫瘍からの転移に対し、悪性グレードが低くかつ
リスクが低い腫瘍を識別可能な利用可能なマーカーは全く存在しない。
【発明の概要】
【００１７】
　医師が癌の正確なタイプに対する特定の治療をできるだけ早期に提供するため、結腸直
腸癌のみに特異的でありかつ患者を異なるリスクのカテゴリーに区別する可能性を与える
新たな分子マーカーを提供することが重要である。要するに、結腸直腸癌の診断およびス
クリーニングを向上させるための新たな手段に対する大きな需要が存在する。
【００１８】
　対象における結腸直腸癌の診断および／または予後にとって有用なマーカーの提供を通
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じてこの要求を満たすことが本発明の目的である。
【００１９】
　結腸直腸癌と他のタイプの癌を識別するのに有用なマーカーを提供することが本発明に
関連した目的である。
【００２０】
　結腸直腸癌の診断、予後および／または治療における新たな方法を提供することが本発
明の別の目的である。
【００２１】
　結腸直腸癌の診断、予後および／または治療における方法と併用可能なキットを提供す
ることが本発明に関連した目的である。
【００２２】
　本発明の別の目的は、結腸直腸癌の診断、予後および／または治療にとって有用な新規
化合物を提供することである。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】追加の９４の異なるヒトタンパク質を２通りに有するタンパク質マイクロチップ
上でのＳＡＴＢ２断片（配列番号１）に対して産生される抗体の特異性を図示する。
【図２】精製された単一特異性抗体における組織のウエスタンブロット分析を示す。全タ
ンパク質抽出物は、ヒト細胞系のＲＴ－４（レーン１）、ＥＦＯ－２１（レーン２）およ
びＡ－４３１（レーン３）、ならびに正常なヒト肝臓（レーン４）および正常なヒト扁桃
腺（レーン５）に由来するものである。
【図３Ａ】正常な大脳皮質および海馬における細胞核内でのＳＡＴＢ２の免疫組織化学的
染色を示す。
【図３Ｂ】正常な睾丸における細胞核内でのＳＡＴＢ２の免疫組織化学的染色を示す。
【図３Ｃ】虫垂における粘膜内の腺細胞（正常な対象由来）内でのＳＡＴＢ２の染色を示
す。
【図３Ｄ】結腸における粘膜内の腺細胞（正常な対象由来）内でのＳＡＴＢ２の染色を示
す。
【図３Ｅ】直腸における粘膜内の腺細胞（正常な対象由来）内でのＳＡＴＢ２の染色を示
す。
【図３Ｆ】結腸粘膜内での染色をより高い倍率で示す。
【図４Ａ】１１の試験対象の結腸直腸癌試料の全部（２通り）におけるＳＡＴＢ２の免疫
組織化学的染色を示す。
【図４Ｂ】図４Ａに示される癌試料のうちの６つをより高い倍率で示す。
【図５】中間的に識別された結腸直腸腺癌の免疫組織化学的染色を示す。図５ＡはＳＡＴ
Ｂ２の発現が存在する場合の切片を示し（左）、図５ＢはＳＡＴＢ２の発現が不在である
場合の切片を示す（右）。腫瘍試料は２通りに示される。
【図６Ａ】結腸直腸癌であると診断された１２２の対象の免疫組織化学的染色に基づく生
存分析の結果を示す。組織コアが、低いかまたは高いＳＡＴＢ２レベルに対してスコア化
された。実線は２５％を超える核の画分である。点線は２５％未満の核の画分である。組
織は、全患者に由来するものである。
【図６Ｂ】結腸直腸癌であると診断された１２２の対象の免疫組織化学的染色に基づく生
存分析の結果を示す。組織コアが、低いかまたは高いＳＡＴＢ２レベルに対してスコア化
された。実線は２５％を超える核の画分である。点線は２５％未満の核の画分である。組
織は、女性のみに由来するものである。
【図６Ｃ】結腸直腸癌であると診断された１２２の対象の免疫組織化学的染色に基づく生
存分析の結果を示す。組織コアが、低いかまたは高いＳＡＴＢ２レベルに対してスコア化
された。実線は２５％を超える核の画分である。点線は２５％未満の核の画分である。組
織は、リンパ節陰性の全患者に由来するものである。
【図６Ｄ】結腸直腸癌であると診断された１２２の対象の免疫組織化学的染色に基づく生
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存分析の結果を示す。組織コアが、低いかまたは高いＳＡＴＢ２レベルに対してスコア化
された。実線は２５％を超える核の画分である。点線は２５％未満の核の画分である。組
織は、リンパ節陰性の女性に由来するものである。
【図７】ＳＡＴＢ２の発現および従来の結腸癌マーカーであるＣＥＡ、ＣＫ２０、ＣＤＸ
２、ｐ５３、Ｋｉ６７およびサイクリンＢ１（ＣＣＮＢ１）の発現のために免疫組織化学
的に染色された２１６の癌組織から得られた発現データの階層的クラスタリングの結果を
示す。
【図８】結腸直腸癌であると診断された１２２の対象由来の組織の免疫組織化学的染色に
基づくＣＫ２０およびＳＡＴＢ２の発現の詳細な比較を示す。組織コアが、低いかまたは
高いＳＡＴＢ２レベルと低いかまたは高いＣＫ２０レベルに対してスコア化された。
【図９】結腸直腸癌であると診断された１７の対象由来のリンパ節転移の免疫組織化学的
染色に基づくＣＫ２０およびＳＡＴＢ２の発現の比較を示す。組織コアが、ＳＡＴＢ２の
核の画分およびＣＫ２０の染色に対してスコア化された。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明は、その種々の態様で、これらの目的や当業者にとっては本開示から明白である
他の目的において、結腸直腸癌の状態および予後を判定するための、かつそれを治療する
ための新たな手段を提供する。
【００２５】
　したがって第１の態様では、本発明は、結腸直腸癌を有するかまたは有すると疑われる
哺乳類対象での結腸直腸癌における予後が不良であるか否かを判定するための方法であっ
て、
　ａ）対象由来の試料を提供するステップと、
　ｂ）前記試料中に存在するＳＡＴＢ２タンパク質の量を定量して標本値を得るステップ
と、
　ｃ）ステップｂ）で得られた標本値を参照値と比較するステップと、
前記標本値が前記参照値よりも低い場合、
　ｄ）前記対象での結腸直腸癌における予後が不良であることを結論づけるステップと、
を含む、方法を提供する。
【００２６】
　本発明のこの第１の態様は、結腸直腸癌を有するかまたは有すると疑われる対象由来の
試料中のＳＡＴＢ２タンパク質の発現が対象における病状の指標として機能しうるという
従来認識されていなかった事実に基づくものである。より詳細には、本発明は、最初に、
一方でのＳＡＴＢ２の発現の低い値と他方での結腸直腸癌の侵襲性が高まるかまたは高リ
スクの形態との間の相関について同定する。結腸直腸癌の予後の指標としてのＳＡＴＢ２
の発現に基づく本発明は多くの利点を有する。一般に癌においては、侵襲性が高い形態の
早期検出は治癒を可能にすることから極めて重要である。これは特に結腸直腸癌に当ては
まり、それについてはいくつかの大規模試験で、早期癌、すなわちステージ１およびステ
ージ２の腫瘍（本質的にデュークスＡおよびＢ）を表す癌を有する対象が後期ステージの
腫瘍を有する対象よりも実質的に良好な予後を有することが示されている。あらゆるタイ
プの結腸直腸癌に対して根本的切除がなされることから、この差異は治療の様式に依存し
ない。それどころか、生存における大きな差異は、明らかに早期検出、正確な診断および
適切な外科治療に関連する。特定のレベルの発現が疾患の進行の特定のパターンと相関す
る場合のマーカーとしてのＳＡＴＢ２タンパク質は、例えば一連の転移の鑑別診断におい
て大きな可能性を有する。
【００２７】
　本発明の実施形態では、不良な予後のステップｄ）における結論は、前記対象が低いＳ
ＡＴＢ２の発現値を示さなかった場合に仮定される状況よりも短い予想寿命を有すること
を立証するステップを含みうる。その代わりまたはそれに加え、不良な予後という結論は
、対象が低いＳＡＴＢ２の発現値を示さなかった場合に仮定される状況よりも低い５年生
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存率の可能性を立証するステップを含みうる。例えば、結論は、前記対象が６５％もしく
はそれ未満、例えば６０％もしくはそれ未満、５０％もしくはそれ未満、４０％もしくは
それ未満または３０％もしくはそれ未満の５年生存率の可能性を有することでありうる。
【００２８】
　さらに、リンパ節陰性腫瘍を有するかまたは有すると疑われる対象に関しては、結論は
前記対象が７３％もしくはそれ未満、例えば７０％もしくはそれ未満、例えば６０％もし
くはそれ未満、５０％もしくはそれ未満、４０％もしくはそれ未満または３０％もしくは
それ未満の５年生存率の可能性を有することでありうる。女性対象に関しては、結論は、
前記対象が７４％もしくはそれ未満、例えば７０％もしくはそれ未満、例えば６０％もし
くはそれ未満、５０％もしくはそれ未満、４０％もしくはそれ未満または３０％もしくは
それ未満の５年生存率の可能性を有することでありうる。リンパ節陰性腫瘍を有するかま
たは有すると疑われる女性患者に関しては、結論は、前記対象が８０％もしくはそれ未満
、例えば７５％もしくはそれ未満、例えば７０％もしくはそれ未満、例えば６０％もしく
はそれ未満、５０％もしくはそれ未満、４０％もしくはそれ未満または３０％もしくはそ
れ未満の５年生存率の可能性を有することでありうる。
【００２９】
　結腸直腸癌の低いＳＡＴＢ２の発現と高リスクの形態との間の同定された相関はまた、
対象の治療において、対象が低いＳＡＴＢ２の発現値を示さなかった場合に仮定される状
況とは異なるレジメンを適用するための決定を行う上での基礎を形成しうる。したがって
第２の態様では、本発明は、治療を必要とする対象における結腸直腸癌の治療の方法であ
って、
　ａ）対象由来の試料を提供するステップと、
　ｂ）前記試料中に存在するＳＡＴＢ２タンパク質の量を定量して標本値を得るステップ
と、
　ｃ）ステップｂ）で得られた前記標本値を参照値と比較するステップと、
前記標本値が前記参照値よりも低い場合、
　ｄ）前記対象を結腸直腸癌の不良な予後に適した治療法で治療するステップと、
を含む、方法を提供する。
【００３０】
　本発明の一実施形態では、治療法は、化学療法、ネオアジュバント療法およびそれらの
組み合わせから選択される。
【００３１】
　したがって、治療法はネオアジュバント療法でありうる。かかるネオアジュバント療法
は、放射線療法単独または化学療法と併用した放射線療法からなりうる。
【００３２】
　上記の本発明の方法の態様では、対象は異なる形態および／またはステージの結腸直腸
癌を有するかまたは有すると疑われる場合がある。
【００３３】
　これらの態様のいくつかの実施形態では、問題の結腸直腸癌は、リンパ節陰性の結腸直
腸癌、すなわちリンパ節転移ステージまで進行していない結腸直腸癌である。他の類似の
実施形態では、問題の結腸直腸癌は、デュークスステージＡもしくはＢのいずれかにある
ものとして特徴づけられる。さらに他の実施形態では、問題の結腸直腸癌は結腸直腸腺腫
または結腸直腸癌腫である。これらの実施形態では、対象が低いＳＡＴＢ２の発現を示す
ことを判定することは、疾患の将来の進行における予後にとって極めて重要であることか
ら、将来の疾患管理に関して十分な情報を得た上での決定にとっての基礎を形成しうる。
かかる比較的早期のステージの疾患を患う対象の群内では、低いＳＡＴＢ２の発現を有す
る対象がより高い侵襲性の疾患を発症するリスクが比較的高い傾向がある。したがって、
リンパ節陰性の結腸直腸癌またはデュークスステージＡもしくはＢの結腸直腸癌を有する
対象の中での低いＳＡＴＢ２の発現は、これらの対象が低いＳＡＴＢ２の発現を示さない
対象より綿密に監視されおよび／または異なる治療がなされるべきであることを示しうる
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。したがって、本発明に記載の方法は、ＳＡＴＢ２マーカーによって与えられる追加の予
後情報のおかげで、かかる対象における特定の期間を超える生存および／またはより長い
寿命といった機会が高まる可能性をもたらす。
【００３４】
　他の実施形態では、問題の結腸直腸癌は転移性の結腸直腸癌である。他の類似の実施形
態では、問題の結腸直腸癌はデュークスステージＣにあるものとして特徴づけられる。
【００３５】
　本発明の実施形態では、対象はヒト、例えば女性である。添付の実施例に示されるよう
に、ＳＡＴＢ２マーカーの予後値は、結腸直腸癌のリンパ節陰性の形態を有するヒト、女
性対象の群内で特に顕著である。
【００３６】
　ＳＡＴＢ２タンパク質の発現の標本値が参照値よりも低いことの判定が、本明細書中で
「低いＳＡＴＢ２の発現」の判定と称される場合がある。
【００３７】
　本発明の方法では、対象における標本値との比較として用いられる参照値は様々な方法
で確定されうる。一非限定例として、参照値は、予後または治療の段階の対象の健常組織
内でのＳＡＴＢ２の発現量に対応しうる。別の例として、参照値は、別の比較可能な対象
由来の正常組織の標準試料中で測定されるＳＡＴＢ２の発現量により提供可能である。別
の例として、参照値は、腫瘍組織、例えばデュークスステージＡもしくはＢの癌由来の組
織の標準試料中で測定されるＳＡＴＢ２の発現量により提供可能である。
【００３８】
　参照値は、本発明の上記の態様に記載の方法を実施する過程で得られうる。あるいは、
参照値は参照試料から得られる規定値であり、前記参照試料中でのＳＡＴＢ２の発現量に
対応している。
【００３９】
　試料中でのＳＡＴＢ２の発現の定量のための１つの代替案が、特定のレベルを超えるＳ
ＡＴＢ２の発現を示す試料中での細胞の画分の測定である。この測定は、例えば下記の実
施例、４項の「画分スコア（ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｓｃｏｒｅ）」の定義に記載のように実
施可能である。本発明の上記の態様の方法の実施形態では、ステップｄ）での結論におけ
る基準は、ＳＡＴＢ２陽性細胞の核の画分における標本値、すなわち「画分スコア」であ
り、それは５０％の参照値よりも低く、例えば４０％よりも低く、例えば３０％よりも低
く、例えば２５％よりも低く、例えば２０％よりも低く、例えば１５％よりも低く、例え
ば１０％よりも低く、例えば５％よりも低く、例えば１％よりも低い。さらに、不良な予
後の判定は、試料中での本質的に存在しないＳＡＴＢ２陽性細胞の検出、すなわち本質的
にゼロの「画分スコア」に対応しうる。
【００４０】
　試料中でのＳＡＴＢ２の発現の定量のための別の代替案が、自動スキャナーおよび画像
処理ソフトウェアを用いる、ＳＡＴＢ２の発現におけるオートスコア（ａｕｔｏｓｃｏｒ
ｅ）の自動測定である。この測定は、例えば下記の実施例、５項の「オートスコア」の定
義に記載のように実施可能である。本発明の上記の態様の方法の実施形態では、ステップ
ｄ）での結論における基準は、試料細胞内でのＳＡＴＢ２の発現における標本値、すなわ
ち「オートスコア」であり、それは７０の参照値よりも低く、例えば６０よりも低く、例
えば５０よりも低く、例えば４０よりも低く、例えば３０よりも低く、例えば２５よりも
低く、例えば２０よりも低く、例えば１５よりも低く、例えば１０よりも低く、例えば５
よりも低い。
【００４１】
　本発明のいくつかの実施形態では、標本値および／または参照値の測定は、画分スコア
であってもオートスコアであっても、上記の変数またはいくつかの他の既知の変数もしく
は適合変数として、対象由来の遠位胃腸管、すなわち虫垂、結腸および／もしくは直腸か
ら得られる腺細胞上でかつ／または結腸直腸癌細胞上で行われる。
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【００４２】
　本発明の別の実施形態では、不良な予後の判定が、対象由来の遠位胃腸管から得られる
腺細胞内でＳＡＴＢ２の発現が検出不可であることに対応する。
【００４３】
　本発明との関連では、「標本値」および「参照値」という用語は広義に解釈されるべき
である。上記のように、これらの値を得るためのＳＡＴＢ２の発現の定量は、自動的手段
または試料の目視もしくは顕微鏡検査に基づくスコアリングシステムを介して実施可能で
ある。しかし、当業者、例えば組織病理学の当業者が、単なる例えばＳＡＴＢ２の発現を
対象に染色されている組織スライドの検査により試料および参照値を判定することも可能
である。したがって、参照値よりも低い標本値についての判定は、目視または顕微鏡検査
時に、試料組織スライドが参照の組織スライドの場合と比べ、低い密度に染色されかつ／
または少ない染色細胞を呈するという判定に対応しうる。この場合、標本値および参照値
は当業者が検査時および比較時に判定するメンタルな値（ｍｅｎｔａｌ　ｖａｌｕｅｓ）
と考えられる。したがって、本発明は自動分析の使用に限定されない。
【００４４】
　本発明の方法におけるＳＡＴＢ２タンパク質の発現の検出に用いられる特定の手順は、
任意の特定の方法に限定されない。本発明に記載の方法のいくつかの実施形態では、ステ
ップｂ）は、
　ｂ１）試料に対し、定量されるべきＳＡＴＢ２タンパク質との選択的相互作用を行うこ
とが可能な定量可能な親和性リガンドを適用するステップであって、前記適用は親和性リ
ガンドと試料中に存在するＳＡＴＢ２タンパク質との結合を可能にする条件下で行われる
、ステップと、
　ｂ２）結合されていない親和性リガンドを除去するステップと、
　ｂ３）試料との会合状態を維持する親和性リガンドを定量するステップと、
を含む。
【００４５】
　本発明のかかる実施形態では、対象由来の試料は、体液試料、例えば血液、血漿、血清
、脳脊髄液、尿、精液および滲出液の試料でありうる。あるいは、本発明に記載の方法で
は、試料は、排泄物試料、細胞試料または組織試料、例えば結腸直腸組織の試料でありう
る。
【００４６】
　好ましい実施形態では、本発明に記載の方法はインビトロで実施される。
【００４７】
　当業者は、本発明の有用性が、ＳＡＴＢ２タンパク質が関連遺伝子によってコードされ
かつ発現の関連パターンを提示する限り、問題の対象内に存在するＳＡＴＢ２タンパク質
の任意の特定の変異体の定量に限定されないことを理解するであろう。非限定例として、
ＳＡＴＢ２タンパク質は、
　ｉ）配列番号１、および
　ｉｉ）配列番号１に対して少なくとも８５％同一の配列
から選択される配列を含むアミノ酸配列を有する。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、上記の配列ｉｉ）は、配列番号１に対して少なくとも９０％
同一であるか、少なくとも９１％同一であるか、少なくとも９２％同一であるか、少なく
とも９３％同一であるか、少なくとも９４％同一であるか、少なくとも９５％同一である
か、少なくとも９６％同一であるか、少なくとも９７％同一であるか、少なくとも９８％
同一であるかまたは少なくとも９９％同一である。
【００４９】
　別の非限定例として、ＳＡＴＢ２タンパク質は、
　ｉ）配列番号２、および
　ｉｉ）配列番号２に対して少なくとも８５％同一である配列
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から選択される配列を含むアミノ酸配列を有する。
【００５０】
　いくつかの実施形態では、上記の配列ｉｉ）は、配列番号２に対して少なくとも９０％
同一であるか、少なくとも９１％同一であるか、少なくとも９２％同一であるか、少なく
とも９３％同一であるか、少なくとも９４％同一であるか、少なくとも９５％同一である
か、少なくとも９６％同一であるか、少なくとも９７％同一であるか、少なくとも９８％
同一であるかまたは少なくとも９９％同一である。
【００５１】
　本発明に記載の方法の実施形態では、ＳＡＴＢ２タンパク質は、ＳＡＴＢ２タンパク質
との特異的または選択的な相互作用が可能である、検出可能でかつ／または定量可能な親
和性リガンドの試料に対する適用を通じて検出および／または定量がなされる。親和性リ
ガンドの適用は、試料中での親和性リガンドとＳＡＴＢ２タンパク質の結合を可能にする
条件下で行われる。一旦、ＳＡＴＢ２と結腸直腸癌との間の関連性が本開示の教示内容を
通して認知されると、適切な親和性リガンドに対する選択または作製や、検出および／ま
たは定量に適する形式および条件に対する選択については当業者が有する能力の範囲内で
あると見なされる。そうであっても、有用であると判明しうる親和性リガンドの例、なら
びに検出および／または定量のための形式および条件の例が、例示目的で下記に示される
。
【００５２】
　したがって、本発明のいくつかの実施形態では、抗体、その断片およびその誘導体から
なる群から選択される親和性リガンド、すなわち免疫グロブリンの足場に基づく親和性リ
ガンドが用いられる。抗体は、マウス、ヒトおよび他の抗体を含む任意の供給源のモノク
ローナルおよびポリクローナル抗体、ならびに異なる種由来の配列を含むキメラ抗体、例
えば部分的なヒト化マウス抗体を含む。ポリクローナル抗体は選択される抗原による動物
の免疫により産生される一方、限定された特異性を有するモノクローナル抗体はケラー（
Ｋｏｅｈｌｅｒ）およびミルスタイン（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ）により開発されたハイブリド
ーマ技術を用いて産生可能である（ケラー　Ｇ．（Ｋｏｅｈｌｅｒ　Ｇ．）およびミルス
タイン　Ｃ．（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　Ｃ．）（１９７６年）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
６：５１１－５１９頁）。抗体の断片および誘導体は、無傷免疫グロブリンタンパク質の
重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）、軽鎖の定常ドメイン（ＣＬ）、重鎖の可変ドメイ
ン（ＶＨ）および軽鎖の可変ドメイン（ＶＬ）からなるＦａｂ断片；２つの可変抗体ドメ
インのＶＨおよびＶＬからなるＦｖ断片（スケラ　Ａ．（Ｓｋｅｒｒａ　Ａ．）およびプ
リュックタン　Ａ．（Ｐｌｕｅｃｋｔｈｕｎ　Ａ．）（１９８８年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
４０：１０３８－１０４１頁）、柔軟なペプチドリンカーにより互いに連結された２つの
ＶＨおよびＶＬドメインからなる一本鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）（バード　Ｒ．Ｅ．（Ｂｉ
ｒｄ　Ｒ．Ｅ．）およびウォーカー　Ｂ．Ｗ．（Ｗａｌｋｅｒ　Ｂ．Ｗ．）（１９９１年
）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．９：１３２－１３７頁）、ベンスジョーンズ（
Ｂｅｎｃｅ　Ｊｏｎｅｓ）二量体（スティーブンス　Ｆ．Ｊ．（Ｓｔｅｖｅｎｓ　Ｆ．Ｊ
．）ら（１９９１年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３０：６８０３－６８０５頁）、カメ
リド（ｃａｍｅｌｉｄ）重鎖二量体（ハマーズ－カステルマン　Ｃ．（Ｈａｍｅｒｓ－Ｃ
ａｓｔｅｒｍａｎ　Ｃ．）ら（１９９３年）　Ｎａｔｕｒｅ　３６３：４４６－４４８頁
）および単一可変ドメイン（カイ　Ｘ．（Ｃａｉ　Ｘ．）およびガレン　Ａ．（Ｇａｒｅ
ｎ　Ａ．）（１９９６年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９３：
６２８０－６２８５頁；マサト　Ｌ．（Ｍａｓａｔ　Ｌ．）ら（１９９４年）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：８９３－８９６頁）、ならびに例えば
テンジクザメ由来のニュー・アンティジェン・レセプター（Ｎｅｗ　Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｒ
ｅｃｅｐｔｏｒ）（ＮＡＲ）のような単一ドメイン足場（ドゥーレイ　Ｈ．（Ｄｏｏｌｅ
ｙ　Ｈ．）ら（２００３年）Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４０：２５－３３頁）および可変
重鎖ドメインに基づくミニボディ（ｍｉｎｉｂｏｄｙ）（スケラ　Ａ．（Ｓｋｅｒｒａ　
Ａ．）およびプリュックタン　Ａ．（Ｐｌｕｅｃｋｔｈｕｎ　Ａ．）（１９８８年）Ｓｃ
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ｉｅｎｃｅ　２４０：１０３８－１０４１頁）を含む。
【００５３】
　ポリクローナルおよびモノクローナル抗体、ならびにそれらの断片および誘導体は、例
えば本発明に記載のＳＡＴＢ２タンパク質の検出および／または定量における、選択的な
生体分子の認識を必要とする用途における従来の選択される親和性リガンドを表す。しか
し、当業者は、特異的な結合リガンドの高スループットでの産生および低コストでの産生
系に対する需要の高まりを受けて、ここ１０年間で新しい生体分子のダイバーシティー（
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）技術が開発されていることを認知している。これは免疫グロブリン
および非免疫グロブリンの双方に由来する新たなタイプの親和性リガンドの産生を可能に
しており、それらは生体分子認識用途における結合リガンドとして等しく有用であること
が判明しており、かつ免疫グロブリンの代替使用またはその併用が可能である。
【００５４】
　親和性リガンドの選択にとって必要とされる生体分子のダイバーシティーが複数の有望
な足場分子のうちの１つのコンビナトリアルエンジニアリングにより得られる場合があり
、次いで特異的かつ／または選択的な親和性リガンドが適切な選択プラットフォームを用
いて選択される。足場分子は、免疫グロブリンタンパク質由来（ブラッドベリー　Ａ．Ｒ
．（Ｂｒａｄｂｕｒｙ　Ａ．Ｒ．）およびマークス　Ｊ．Ｄ．（Ｍａｒｋｓ　Ｊ．Ｄ．）
（２００４年）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｓ．２９０：２９－４９頁）、非免疫グロ
ブリンタンパク質由来（ニグレン　Ｐ．Ａ．（Ｎｙｇｒｅｎ　Ｐ．Ａ．）およびスケラ　
Ａ．（Ｓｋｅｒｒａ　Ａ．）（２００４年）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｓ．２９０：
３－２８頁）、またはオリゴヌクレオチド由来（ゴールド　Ｌ．（Ｇｏｌｄ　Ｌ．）ら（
１９９５年）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６４：７６３－７９７頁）でありうる
。
【００５５】
　多数の非免疫グロブリンタンパク質足場が、新規の結合タンパク質の開発における支持
構造として用いられている。本発明で用いられるＳＡＴＢ２に対する親和性リガンドの産
生に有用なかかる構造の非限定例として、ブドウ球菌プロテインＡおよびそのドメインお
よびこれらのドメインの誘導体、例えば、プロテインＺ（ノード　Ｋ．（Ｎｏｒｄ　Ｋ．
）ら（１９９７年）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１５：７７２－７７７頁）、リポカ
リン（ベステ　Ｇ．（Ｂｅｓｔｅ　Ｇ．）ら（１９９９年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９６：１８９８－１９０３頁）、アンキリン反復ドメイン（ビ
ンズ　Ｈ．Ｋ．（Ｂｉｎｚ　Ｈ．Ｋ．）ら（２００３年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３３２
：４８９－５０３頁）、セルロース結合ドメイン（ＣＢＤ）（スミス　Ｇ．Ｐ．（Ｓｍｉ
ｔｈ　Ｇ．Ｐ．）ら（１９９８年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２７７：３１７－３３２頁；
レーティオ　Ｊ．（Ｌｅｈｔｉｏｅ　Ｊ．）ら（２０００年）Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　４１：
３１６－３２２頁）、γクリスタリン（フィードラー　Ｕ．（Ｆｉｅｄｌｅｒ　Ｕ．）お
よびルドルフ　Ｒ．（Ｒｕｄｏｌｐｈ　Ｒ．）、国際公開第０１／０４１４４号パンフレ
ット）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）（ピーレ　Ｂ．（Ｐｅｅｌｌｅ　Ｂ．）ら（２０
０１年）Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．８：５２１－５３４頁）、ヒト細胞毒性Ｔリンパ球関連抗
原４（ＣＴＬＡ－４）（ハフトン　Ｓ．Ｅ．（Ｈｕｆｔｏｎ　Ｓ．Ｅ．）ら（２０００年
）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．４７５：２２５－２３１頁；アービング　Ｒ．Ａ．（Ｉｒｖｉｎ
ｇ　Ｒ．Ａ．）ら（２００１年）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２４８：３１－４５頁
）、プロテアーゼ阻害剤、例えばＫｎｏｔｔｉｎタンパク質（ウェンツェル　Ａ．（Ｗｅ
ｎｔｚｅｌ　Ａ．）ら（２００１年）Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１８３：７２７３－７２
８４頁；バッジオ　Ｒ．（Ｂａｇｇｉｏ　Ｒ．）ら（２００２年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｒｅｃｏ
ｇｎｉｔ．１５：１２６－１３４頁）およびクニッツ（Ｋｕｎｉｔｚ）ドメイン（ロバー
ツ　Ｂ．Ｌ．（Ｒｏｂｅｒｔｓ　Ｂ．Ｌ．）ら（１９９２年）Ｇｅｎｅ　１２１：９－１
５頁；デニス　Ｍ．Ｓ．（Ｄｅｎｎｉｓ　Ｍ．Ｓ．）およびラザラス　Ｒ．Ａ．（Ｌａｚ
ａｒｕｓ　Ｒ．Ａ．）（１９９４年）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：２２１３７－２
２１４４頁）、ＰＤＺドメイン（シュナイダー　Ｓ．（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ　Ｓ．）ら（
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１９９９年）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１７：１７０－１７５頁）、ペプチドアプ
タマー、例えばチオレドキシン（ル　Ｚ．（Ｌｕ　Ｚ．）ら（１９９５年）Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　１３：３６６－３７２頁；クレベンツ　Ｂ．（Ｋｌｅｖｅｎｚ　Ｂ．）
ら（２００２年）Ｃｅｌｌ．Ｍｏｌ．Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ．５９：１９９３－１９９８頁）
、ブドウ球菌ヌクレアーゼ（ノルマン　Ｔ．Ｃ．（Ｎｏｒｍａｎ　Ｔ．Ｃ．）ら（１９９
９年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８５：５９１－５９５頁）、テンダミスタット（ｔｅｎｄａｍ
ｉｓｔａｔ）（マッコーネル　Ｓ．Ｊ．（ＭｃＣｏｎｅｌｌ　Ｓ．Ｊ．）およびヘス　Ｒ
．Ｈ．（Ｈｏｅｓｓ　Ｒ．Ｈ．）（１９９５年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２５０：４６０
－４７９頁；リ　Ｒ．（Ｌｉ　Ｒ．）ら（２００３年）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．１６：
６５－７２頁）、フィブロネクチンＩＩＩ型ドメインに基づくトリネクチン（ｔｒｉｎｅ
ｃｔｉｎ）（コイデ　Ａ．（Ｋｏｉｄｅ　Ａ．）ら（１９９８年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ
．２８４：１１４１－１１５１頁；クス　Ｌ．（Ｘｕ　Ｌ．）ら（２００２年）Ｃｈｅｍ
．Ｂｉｏｌ．９：９３３－９４２頁）、およびジンクフィンガー（ビアンキ　Ｅ．（Ｂｉ
ａｎｃｈｉ　Ｅ．）ら（１９９５年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２４７：１５４－１６０頁
；クルーグ　Ａ．（Ｋｌｕｇ　Ａ．）（１９９９年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２９３：２
１５－２１８頁；セガル　Ｄ．Ｊ．（Ｓｅｇａｌ　Ｄ．Ｊ．）ら（２００３年）Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ　４２：２１３７－２１４８頁）が挙げられる。
【００５６】
　非免疫グロブリンタンパク質足場の上記の例は、新規の結合特異性の生成のために用い
られる単一のランダム化されたループを提示する足場タンパク質、タンパク質表面から突
出する側鎖が新規の結合特異性の生成のためにランダム化される場合に堅い二次構造を有
するタンパク質足場、および新規の結合特異性の生成のために用いられる隣接していない
超可変ループ領域を提示する足場を含む。
【００５７】
　非免疫グロブリンタンパク質に加え、オリゴヌクレオチドも親和性リガンドとして使用
可能である。アプタマーまたはデコイ（ｄｅｃｏｙ）と称される一本鎖核酸が、明瞭な三
次元構造に折り畳み、その標的に高い親和性および特異性で結合する（エリングトン　Ａ
．Ｄ．（Ｅｌｌｉｎｇｔｏｎ　Ａ．Ｄ．）およびスゾスタク　Ｊ．Ｗ．（Ｓｚｏｓｔａｋ
　Ｊ．Ｗ．）（１９９０年）Ｎａｔｕｒｅ　３４６：８１８－８２２頁；ブロディ　Ｅ．
Ｎ．（Ｂｒｏｄｙ　Ｅ．Ｎ．）およびゴールド　Ｌ．（Ｇｏｌｄ　Ｌ．）（２０００年）
Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．７４：５－１３頁；メイヤー　Ｇ．（Ｍａｙｅｒ　Ｇ．）お
よびジェニー　Ａ．（Ｊｅｎｎｅ　Ａ．）（２００４年）ＢｉｏＤｒｕｇｓ　１８：３５
１－３５９頁）。オリゴヌクレオチドリガンドは、ＲＮＡまたはＤＮＡのいずれかであり
、広範囲の標的分子のクラスに結合する可能性がある。
【００５８】
　上記の足場構造のいずれかの変異体プールからの所望の親和性リガンドの選択において
は、多数の選択プラットフォームが、選択される標的タンパク質に対して特異的な新規の
リガンドを単離するために使用可能である。選択プラットフォームは、限定はされないが
、ファージディスプレイ（スミス　Ｇ．Ｐ．（Ｓｍｉｔｈ　Ｇ．Ｐ．）（１９８５年）Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２２８：１３１５－１３１７頁）、リボソームディスプレイ（ハネス　Ｊ
．（Ｈａｎｅｓ　Ｊ．）およびプリュックタン　Ａ．（Ｐｌｕｅｃｋｔｈｕｎ　Ａ．）（
１９９７年）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９４：４９３７－
４９４２頁）、酵母ツーハイブリッド（ｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄ）システム（フィールズ　
Ｓ．（Ｆｉｅｌｄｓ　Ｓ．）およびソング　Ｏ．（Ｓｏｎｇ　Ｏ．）（１９８９年）Ｎａ
ｔｕｒｅ　３４０：２４５－２４６頁）、ｍＲＮＡディスプレイ（ロバーツ　Ｒ．Ｗ．（
Ｒｏｂｅｒｔｓ　Ｒ．Ｗ．）およびスゾスタク　Ｊ．Ｗ．（Ｓｚｏｓｔａｋ　Ｊ．Ｗ．）
（１９９７年）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９４：１２２９
７－１２３０２頁）、ＳＥＬＥＸ（Ｓｙｓｔｅｍ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｇａ
ｎｄｓ　ｂｙ　Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）（チュエルク　Ｃ．（
Ｔｕｅｒｋ　Ｃ．）およびゴールド　Ｌ．（Ｇｏｌｄ　Ｌ．）（１９９０年）Ｓｃｉｅｎ
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ｃｅ　２４９：５０５－５１０頁）およびタンパク質断片相補性アッセイ（ＰＣＡ）（レ
ミー　Ｉ．（Ｒｅｍｙ　Ｉ．）およびミシュニック　Ｓ．Ｗ．（Ｍｉｃｈｎｉｃｋ　Ｓ．
Ｗ．）（１９９９年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９６：５３
９４－５３９９頁）を含む。
【００５９】
　したがって、本発明の実施形態では、親和性リガンドが使用可能であり、それは上掲の
タンパク質足場のいずれかに由来する非免疫グロブリンの親和性リガンド、またはオリゴ
ヌクレオチド分子である。
【００６０】
　本発明に記載の方法のいくつかの実施形態では、ＳＡＴＢ２タンパク質との選択的相互
作用を行うことが可能な親和性リガンドが検出可能でありかつ／または定量可能である。
かかる親和性リガンドの検出および／または定量は、生物学的相互作用に基づくアッセイ
における結合試薬の検出および／または定量のための当業者に既知の任意の方法で行われ
うる。したがって、前項で記載のように、任意の親和性リガンドを量的または質的に用い
ることでＳＡＴＢ２タンパク質の存在の検出が可能である。これらの「第一」親和性リガ
ンドは、様々なマーカーでそれ自体の標識が可能であるか、または次いで第二の標識され
た親和性リガンドにより検出されることで検出、画像化および／または定量が可能である
。これは、当業者に既知の多数の技術のうちの任意の１つもしくは複数を用い、ＳＡＴＢ
２と相互作用を行うことが可能な親和性リガンドまたは任意の第二の親和性リガンドに複
合可能な多数の標識のうちの任意の１つもしくは複数を用いて実施可能であり、それ故に
いかなる必要以上の実験も要しない。
【００６１】
　第一および／または第二の親和性リガンドに複合可能な標識の非限定例として、蛍光色
素もしくは金属（例えば、フルオレセイン、ローダミン、フィコエリトリン、フルオレサ
ミン）、発色色素（例えばロドプシン）、化学発光化合物（例えば、ルミナール、イミダ
ゾール）および生物発光タンパク質（例えば、ルシフェリン、ルシフェラーゼ）、ハプテ
ン（例えばビオチン）が挙げられる。種々の他の有用な蛍光剤および発色団が、ストライ
ヤー　Ｌ．（Ｓｔｒｙｅｒ　Ｌ．）（１９６８年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　１６２：５２６－５
３３頁およびブランド　Ｌ．（Ｂｒａｎｄ　Ｌ．）およびゴールケ　Ｊ．Ｒ．（Ｇｏｈｌ
ｋｅ　Ｊ．Ｒ．）（１９７２年）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．４１：８４３－８
６８頁において記載されている。親和性リガンドはまた、酵素（例えば、西洋わさびペル
オキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ラクタマーゼ）、放射性同位体（例えば、
３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓもしくは１２５Ｉ）および粒子（例えば金）で標識可能で
ある。異なるタイプの標識が、様々な化学反応、例えばアミン反応またはチオール反応を
用いて親和性リガンドに複合可能である。また一方、アミンおよびチオール以外の反応基
、例えばアルデヒド、カルボキシル酸およびグルタミンの使用が可能である。
【００６２】
　本発明の方法の態様はいくつかの既知の形式および設定のいずれかにおいて利用される
場合があり、その非限定的な選択が以下に考察される。
【００６３】
　組織学に基づく設定では、標識された親和性リガンドとそのＳＡＴＢ２標的との結合に
ついての検出、局在化および／または定量は、可視的技術、例えば光学顕微鏡検査または
免疫蛍光顕微鏡検査を含みうる。他の方法としては、フローサイトメトリーまたはルミノ
メトリー（ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｒｙ）を介した検出を含みうる。
【００６４】
　上で説明したように、対象におけるＳＡＴＢ２タンパク質の検出および／または定量は
、対象由来の生物学的試料、例えば組織試料（生検）を、例えば結腸直腸組織、血液試料
、脳脊髄液、尿または排泄物から取り出すことにより行われうる。親和性リガンドは、Ｓ
ＡＴＢ２マーカータンパク質の検出および／または定量のために生物学的試料に適用され
る。この手順によると、ＳＡＴＢ２タンパク質の検出が可能になるだけでなく、その発現
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の分布および相対レベルが示されうる。
【００６５】
　親和性リガンド上での標識の可視化の方法は、限定はされないが、蛍光、ルミノメトリ
ーおよび／または酵素技術を含みうる。蛍光標識を特定の波長の光に暴露し、その後に特
定の波長の放射光を検出しかつ／または定量することにより、蛍光の検出および／または
定量がなされる。発光標識された親和性リガンドの存在は、化学反応の間に生じる発光に
より検出および／または定量がなされうる。酵素反応の検出は、化学反応から生じる試料
中での色ずれによるものである。当業者は、種々の異なるプロトコルが適切な検出および
／または定量を目的に改良可能であることを理解している。
【００６６】
　本発明に記載の方法では、生物学的試料が、固相支持体または担体、例えばニトロセル
ロースまたはそれに適用される生物学的試料中に存在する任意のＳＡＴＢ２タンパク質を
固定化可能な任意の他の固体支持体マトリックスの上部に固定化されうる。本発明で有用
ないくつかの周知の固相支持体材料が、ガラス、炭水化物（例えばＳｅｐｈａｒｏｓｅ）
、ナイロン、プラスチック、ウール、ポリスチレン、ポリエテン（ｐｏｌｙｅｔｈｅｎｅ
）、ポリプロピレン、デキストラン、アミラーゼ、フィルム、樹脂、セルロース、ポリア
クリルアミド、アガロース、アルミナ、斑糲岩およびマグネタイトを含む。第一の親和性
リガンドが本質的に標識されない場合、その後に支持マトリックスは当該技術分野で既知
の様々な緩衝液で洗浄され、次いで第二の標識された親和性リガンドに暴露され、再度緩
衝液で洗浄されることで未結合の親和性リガンドが除去可能であり、その後、従来の方法
を用い、選択的な親和性リガンドの検出および／または定量がなされうる。親和性リガン
ドにおける結合特性が固相支持体の一方から他方へ変化することになるが、当業者は通常
の実験による各測定における有効かつ最適なアッセイ条件を決定できるであろう。
【００６７】
　本発明で必要とされるＳＡＴＢ２タンパク質を検出しかつ／または定量するための方法
は、親和性リガンドを後に酵素イムノアッセイ（ＥＩＡまたはＥＬＩＳＡなど）で検出お
よび／または定量が可能な酵素に連結することによるものである。かかる技術は十分に確
立されており、そうした認識から当業者が何らかの過度に困難な状況に置かれることはな
い。かかる方法では、生物学的試料は、固体材料またはＳＡＴＢ２タンパク質に対する親
和性リガンドに複合された固体材料との接触状態に至り、次いで酵素標識された第二の親
和性リガンドによる検出および／または定量がなされる。この後、適切な緩衝液中で適切
な基質と酵素標識との反応がもたらされることで化学的部分（ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｉ
ｅｔｙ）が生成され、例えば、分光光度計、蛍光計、照度計の使用かまたは目視手段によ
る検出および／または定量がなされる。
【００６８】
　上記のように、第一および任意の第二の親和性リガンドが放射性同位体で標識されるこ
とで検出および／または定量が可能になる。本発明において適切な放射性標識の非限定例
が、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓまたは１２５Ｉである。標識された親和性リガンドの
比活性は、放射性標識の半減期、同位体純度、および標識が親和性リガンドにいかに取り
込まれているかに依存する。親和性リガンドは、好ましくは周知の技術（ヴェンゼル　Ｔ
．Ｇ．（Ｗｅｎｓｅｌ　Ｔ．Ｇ．）およびメアレス　Ｃ．Ｆ．（Ｍｅａｒｅｓ　Ｃ．Ｆ．
）（１９８３年）「Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｉｍａｇｉｎｇ　ａｎｄ　Ｒａｄｉｏｉｍｍ
ｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ」（バーキエル　Ｓ．Ｗ．（Ｂｕｒｃｈｉｅｌ　Ｓ．Ｗ．）および
ローデス　Ｂ．Ａ．（Ｒｈｏｄｅｓ　Ｂ．Ａ．）編）ニューヨーク（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）
のエルゼビア（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ）、１８５－１９６頁）を用いて標識される。このよう
に放射性標識された親和性リガンドを用い、インビボまたはインビトロでの放射能の検出
によりＳＡＴＢ２タンパク質を画像化することが可能である。インビボおよびインビトロ
での検出における、例えばγカメラ、磁気共鳴分光学またはエミッショントモグラフィー
の機能による放射性核（ｒａｄｉｏｎｕｃｌｅａｒ）の走査の一方で、γ／βカウンター
、シンチレーションカウンターおよびラジオグラフィーのインビトロでの使用も可能であ
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る。
【００６９】
　本発明のさらなる態様は、上記の本発明の方法の態様に記載の方法を実施するためのキ
ットを提供し、キットは、
　ａ）ＳＡＴＢ２タンパク質と選択的相互作用を行うことが可能な定量可能な親和性リガ
ンド、および
　ｂ）前記親和性リガンドの量を定量するのに必要な試薬
を含む。
【００７０】
　本発明に記載のキットの様々な成分は、本発明の方法の態様と関連して上記のように選
択されかつ特定される。
【００７１】
　したがって、本発明に記載のキットは、ＳＡＴＢ２に対する親和性リガンド、ならびに
それが特異的かつ／または選択的にＳＡＴＢ２に結合した後での特異的かつ／または選択
的な親和性リガンドの定量に役立つ他の手段を含む。例えば、本発明のキットは、任意の
ＳＡＴＢ２タンパク質により形成された複合体の検出および／または定量のための第二の
親和性リガンド、ならびにＳＡＴＢ２タンパク質と選択的相互作用を行うことが可能な親
和性リガンドを有しうる。本発明のキットは親和性リガンド以外の様々な補助剤も有する
場合があり、それによりキットの容易かつ効率的な使用が可能になる。補助剤の例として
、キットの凍結乾燥されたタンパク質成分を溶解または再構成するための溶媒、洗浄緩衝
液、酵素が標識として用いられる場合に酵素活性を測定するための物質、およびイムノア
ッセイ試薬キットにおいて一般に用いられる反応停止剤などの物質が挙げられる。
【００７２】
　本発明に記載のキットはまた、有利には標本値との比較において用いられるべき参照値
を提供するための参照試料も含みうる。かかる参照試料は、例えば所定量のＳＡＴＢ２タ
ンパク質を有する組織の試料により構成される場合があり、そこで病理学の当業者がそれ
を用い、試料中でのＳＡＴＢ２の発現状態を、参照試料中および対象試料中での発現レベ
ルの目視または自動的な比較による試験で判定できる。
【００７３】
　本発明のさらなる態様として、予後マーカーとしてのＳＡＴＢ２タンパク質の使用が提
供される。また、結腸直腸癌に対する予後マーカーとしてのＳＡＴＢ２タンパク質の使用
が提供される。
【００７４】
　本発明に関連する態様として、結腸直腸癌の予後用の予後剤の製造における、ＳＡＴＢ
２タンパク質または抗原活性を示すその断片の使用が提供される。ＳＡＴＢ２タンパク質
の抗原活性を示す断片は、断片を含むＳＡＴＢ２タンパク質と相互作用することになる親
和性リガンド、例えば抗体の産生において有効な、十分なサイズの断片である。
【００７５】
　本発明のこれらの使用についての態様の実施形態では、ＳＡＴＢ２タンパク質は、非限
定例として、
　ｉ）配列番号１、および
　ｉｉ）配列番号１に対して少なくとも８５％同一の配列
から選択される配列を含むアミノ酸配列を有しうる。
【００７６】
　いくつかの実施形態では、上記の配列ｉｉ）は、配列番号１に対し、少なくとも９０％
同一であるか、少なくとも９１％同一であるか、少なくとも９２％同一であるか、少なく
とも９３％同一であるか、少なくとも９４％同一であるか、少なくとも９５％同一である
か、少なくとも９６％同一であるか、少なくとも９７％同一であるか、少なくとも９８％
同一であるかまたは少なくとも９９％同一である。
【００７７】
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　別の非限定例として、ＳＡＴＢ２タンパク質は、
　ｉ）配列番号２、および
　ｉｉ）配列番号２に対して少なくとも８５％同一の配列
から選択される配列を含むアミノ酸配列を有する。
【００７８】
　いくつかの実施形態では、上記の配列ｉｉ）は、配列番号２に対し、少なくとも９０％
同一であるか、少なくとも９１％同一であるか、少なくとも９２％同一であるか、少なく
とも９３％同一であるか、少なくとも９４％同一であるか、少なくとも９５％同一である
か、少なくとも９６％同一であるか、少なくとも９７％同一であるか、少なくとも９８％
同一であるかまたは少なくとも９９％同一である。
【００７９】
　本発明は、そのさらなる態様として、ＳＡＴＢ２タンパク質と選択的相互作用を行うこ
とが可能な親和性リガンドを提供し、それは抗体またはその断片もしくは誘導体である。
かかる抗体またはその断片もしくは誘導体は、例えばアミノ酸配列が配列番号１の配列を
含むタンパク質で動物を免疫するステップを含むプロセスにより得られうるものでありう
る。所定の標的に対する抗体またはその断片もしくは誘導体を産生するためのプロセスは
当該技術分野で既知であり、本発明のこの態様と関連して適用可能である。上で考察され
たＳＡＴＢ２タンパク質（配列番号２）の変異体のいずれかまたは抗原活性を示すその断
片（配列番号１）については、当然のことながら抗体またはその断片もしくは誘導体を産
生するためのかかるプロセスにおいて使用可能である。
【００８０】
　本発明は、そのさらなる態様として、予後剤としての本発明に記載の親和性リガンドの
使用を提供する。この使用の好ましい実施形態は、結腸直腸癌の予後用の予後剤としての
親和性リガンドの使用である。本発明はまた、結腸直腸癌の予後用の親和性リガンドの使
用を提供する。それに関連した態様として、本発明は、結腸直腸癌の予後用の予後剤の製
造における、本発明に記載の親和性リガンドの使用を提供する。
【００８１】
　本発明は、その別の態様では、結腸直腸癌を診断するための方法であって、ＳＡＴＢ２
タンパク質を検出するステップを含む、方法も提供する。本発明のこの態様は、ＳＡＴＢ
２が一般に結腸直腸組織、特に結腸直腸癌に対するタンパク質マーカーとして作用しうる
という発見に基づくものである。さらに下記に詳述のように、ＳＡＴＢ２タンパク質の断
片に対して産生される抗体が、遠位胃腸管、すなわち虫垂、結腸および直腸から得られる
腺細胞内や結腸直腸癌内の核で強力かつ選択的な免疫反応性を示す。最も顕著な発見は、
結腸直腸癌の１１の内の１１において明白である。結腸直腸癌以外の他の腫瘍においては
、弱陽性または中程度の陽性であるものは極めてわずかに過ぎなかった。
【００８２】
　さらに、ＳＡＴＢ２は他のタイプの癌内に存在することが比較的少ない一方で、ＳＡＴ
Ｂ２に特異的な親和性リガンドが結腸直腸癌を他の癌から特異的に識別するための極めて
興味深いツールとなる。大部分の結腸直腸癌が腺由来であることから、腺癌として分類さ
れる。これは典型的な癌タイプであり、同様に様々な他の器官から発生しうる。したがっ
て、本発明の発見は、器官における腫瘍の発生源が未知であることが多い場合、腫瘍の転
移をタイプ分けするのに用いられる場合に極めて興味深いものである。現在、結腸直腸癌
において使用可能な分子マーカーは他の腺癌に対して交差反応性を示し、それ故に腫瘍の
位置を確認し、かつ転移の発生源を同定することは困難である。本発明に記載の特異的な
結腸直腸癌マーカーにより、医師が癌の位置を効率的に確認し、より効率的な治療を提供
し、最終的に患者へのより信頼できる予後の提供を促進することが可能になろう。
【００８３】
　本発明の別の態様は、癌試料のＳＡＴＢ２およびＣＫ２０マーカーに対する同時試験を
含む。実施例の６項にて詳述されるように、結腸直腸癌の識別におけるＳＡＴＢ２および
ＣＫ２０の発現の双方に対する試験の組み合わせにおける予測値は、単独で行われた各マ
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ーカーに対する試験における予測値を上回る。したがって、本発明は、この態様では、結
腸直腸癌を診断する方法であって、ＳＡＴＢ２タンパク質を検出するステップと、ＣＫ２
０タンパク質を検出するステップと、を含む、方法を提供する。さらに、本発明は、ＳＡ
ＴＢ２タンパク質および／またはＣＫ２０タンパク質の存在を検出することによる、転移
が結腸直腸癌に由来するか否かを検出するための方法を提供する。患者は、ＣＫ２０およ
びＳＡＴＢ２の双方から得られる情報を組み合わせれば結腸直腸疾患に対する正確な診断
をより容易に得ることになる。当業者であれば、本発明のこの態様に記載の方法に対する
ＳＡＴＢ２の検出に関する本明細書中の教示内容に適応できることになり、かつ、本明細
書中の記載内容および例えば免疫組織化学の分野における知識のおかげで過度な負荷をか
けることなく、ＳＡＴＢ２およびＣＫ２０の同時的または連続的な検出および／または定
量を行うことができる。
【００８４】
　本発明の態様では、癌患者においてＳＡＴＢ２タンパク質が血漿中および排泄物中に漏
れることが予測される点が興味深い。比較として、健康な患者であっても周知の前立腺癌
マーカーであるＰＳＡ（正常な前立腺内にも発現される）が前立腺から血漿へ漏れる。し
かし、多数の前立腺癌患者がその血漿中のＰＳＡレベルが上昇することから、血中で上昇
したＰＳＡレベルのスクリーニングが、前立腺癌の発生リスク群内での男性に対するにつ
いての一般的な早期スクリーニング手順である。同じことがＳＡＴＢ２と結腸直腸癌との
間の関連性にも該当することが予測される。したがって、ＳＡＴＢ２は、本発明における
試料としてヒト血漿または他の体液または排泄物を用いることによる、結腸直腸癌のスク
リーニング用のツールとしても有用である。これに関し、本発明は、あまりに不快である
ことから多くの人々が米国癌協会（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ）が結腸癌のリスク群に対して定期検査を推奨しているという事実に反してスキップす
るという、ここでの結腸直腸癌のスクリーニング、例えば結腸直腸鏡検査またはＳ状結腸
鏡検査における有意義な拡張に対応するだけでなく可能性としては交換にも対応する。Ｓ
ＡＴＢ２を結腸直腸癌におけるマーカータンパク質として用いる、本発明に基づくスクリ
ーニング方法が、このタイプの癌に苦しんでいる患者のスクリーニング、早期検出および
治療に対して有意な効果をもたらす。
【００８５】
　「予後」は、本発明との関連では、疾患の経過または転帰およびその治療の予測を示す
。予後はまた、疾患からの生存または回復の見込みの判定ならびに対象の予想される生存
時間の予測を示しうる。予後は、詳細には、将来にかけてのある期間、例えば３年、５年
、１０年もしくは任意の他の期間にわたる対象の生存における可能性を明確にすることを
含む。
【００８６】
　「診断」は、本発明との関連では、疾患もしくは障害の存在の判定または疾患もしくは
障害の同定を示す。診断はまた、そのプロセスを通じて到達する結論を示す。これに関連
し、「診断」は疾患の存在または性質の判定に関係しかつそれに役立つことを意味する。
本発明との関連では、「診断（ｄｉａｇｎｏｓｉｓ）」および「診断の（ｄｉａｇｎｏｓ
ｔｉｃ）」は、疾患における経時的な任意の自然発生的変化または治療に起因する任意の
変化を監視することも意味する。
【００８７】
　上記の定義から明白なように、「予後」および「診断」という用語は重複した意味を有
し、互いに排他的なものでない。
【００８８】
　本発明との関連で、例えば親和性リガンドのその標的または抗原との「特異的」または
「選択的」相互作用とは、特異的相互作用と非特異的相互作用との間または選択的相互作
用と非選択的相互作用との間の区別が重要になるような相互作用であることを意味する。
２つのタンパク質の間の相互作用は解離定数により測定される場合がある。解離定数は２
分子間の結合（または親和性）の強さを記述する。典型的には、抗体とその抗原の間の解



(19) JP 5301630 B2 2013.9.25

10

20

30

40

50

離定数は１０－７～１０－１１Ｍである。しかし、高い特異性は必ずしも高い親和性を必
要としない。対応物に対して（モル範囲内で）低い親和性を有する分子が、はるかに高め
の親和性を有する分子と同程度に特異的であることが示されている。本発明の場合、特異
的または選択的な相互作用は、特定の方法を用い、天然体液または処理体液の試料中、他
のタンパク質の存在下での所定の条件下で、特定のタンパク質、標的タンパク質またはそ
の断片における存在および／または量を測定可能である範囲を示す。換言すれば、特異性
または選択性は関連タンパク質間を識別する能力である。特異的と選択的とは、本明細書
中で同義的に用いられる場合がある。
【００８９】
　本発明との関連で、「単一特異性抗体」は、それ自体の抗原上で親和性精製されている
ポリクローナル抗体の集団の１つであり、それによりかかる単一特異性抗体は他の抗血清
タンパク質および非特異的抗体から分離される。この親和性精製の結果、その抗原に選択
的に結合する抗体が得られる。本発明の場合、ポリクローナル抗血清は２ステップの免疫
親和性に基づくプロトコルにより精製され、標的タンパク質に対して選択的な単一特異性
抗体が得られる。抗原断片の一般の親和性タグに特異的な抗体が、固定化されたタグタン
パク質を捕捉剤として用いる第１の減少ステップで除去される。抗原に対して特異的な抗
体について濃縮するため、第１の減少ステップ後、血清は抗原を捕捉剤として用い、第２
の親和性カラム上に負荷される（ニルソン　Ｐ．（Ｎｉｌｓｓｏｎ　Ｐ．）ら（２００５
年）Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　５：４３２７－４３３７頁も参照）。
【実施例】
【００９０】
正常および癌試料中でＳＡＴＢ２を検出するためのＳＡＴＢ２に対する単一特異性抗体の
産生およびその使用
１）抗原の産生
ａ．材料および方法
　ＥｎｓＥＭＢＬ　Ｇｅｎｅ　ＩＤ　ＥＮＳＧ０００００１１９０４２によってコードさ
れる標的タンパク質の適切な断片を、鋳型としてヒトゲノム配列を用いるバイオインフォ
マティクスツールを用いて設計した（リンドスコグ　Ｍ．（Ｌｉｎｄｓｋｏｇ　Ｍ．）ら
（２００５年）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　３８：７２３－７２７頁、ＥｎｓＥＭＢＬ
、ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ）。タンパク質ＳＡＴＢ２（配列番号２；ＥｎｓＥＭ
ＢＬ登録番号ＥＮＳＰ０００００２６０９２６）のアミノ酸３７７－４９９に対応する１
２３のアミノ酸（配列番号１）からなる断片を設計した。標的タンパク質をコードする、
長いＳＡＴＢ２遺伝子転写産物のヌクレオチド１５４２－１９１０（配列番号３；Ｅｎｓ
ＥＭＢＬ登録番号ＥＮＳＴ０００００２６０９２６）を有するポリヌクレオチドを、Ｐｌ
ａｔｉｎｕｍ（登録商標）Ｔａｑ（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ））および
鋳型としてのヒト全ＲＮＡプールパネル（Ｈｕｍａｎ　Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　Ｐａｎｅｌ
　ＩＶ、ＢＤバイオサイエンシーズ・クローンテック（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を有するＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ（商標）Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ　ＲＴ－
ＰＣＲ増幅キットにより単離した。フランキング制限部位ＮｏｔＩおよびＡｓｃＩをＰＣ
Ｒ増幅プライマーを通じて断片に導入し、発現ベクターへのインフレームでのクローニン
グを可能にした（フォワードプライマー：ＧＴＧＴＣＣＣＡＡＧＣＴＧＴＣＴＴＴＧ、リ
バースプライマー：ＣＴＴＧＧＣＣＣＴＴＴＴＣＡＴＣＴＣＣ）。次いで、下流プライマ
ーをビオチン化し、上記の固相クローニングを可能にし、得られたビオチン化ＰＣＲ産物
をＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２８０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ（ダイナル・バイオテック
（Ｄｙｎａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ））上に固定化した（ラーソン　Ｍ．（Ｌａｒｓｓｏｎ　
Ｍ．）ら（２０００年）Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．８０：１４３－１５７頁）。断片を
、ＮｏｔＩ－ＡｓｃＩ消化（ニュー・イングランド・バイオラブズ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａ
ｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ））により固体支持体から放出し、固定化金属イオンクロマトグラ
フィー（ＩＭＡＣ）精製におけるヘキサヒスチジル（ｈｅｘａｈｉｓｔｉｄｙｌ）タグお
よび連鎖球菌（ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｌ）プロテインＧ由来の免疫増強性のアルブミ
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ン結合タンパク質（ＡＢＰ）からなる二重親和性タグを用いてインフレームでｐＡｆｆ８
ｃベクター（ラーソン　Ｍ．（Ｌａｒｓｓｏｎ　Ｍ．）ら、上記）にライゲートし（シャ
ーランダー　Ａ．（Ｓｊｏｌａｎｄｅｒ　Ａ．）ら（１９９７年）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　２０１：１１５－１２３頁；スタール　Ｓ．（Ｓｔａｈｌ　Ｓ．）ら（
１９９９年）「Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ：Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，Ｂｉｏｃａｔａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｓｅ
ｐａｒａｔｉｏｎ」（フレキンガー　Ｍ．Ｃ．（Ｆｌｅｃｋｉｎｇｅｒ　Ｍ．Ｃ．）およ
びドリュー　Ｓ．Ｗ．（Ｄｒｅｗ　Ｓ．Ｗ．）編）　ジョン・ワイリー・アンド・サンズ
（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ　Ｉｎｃ．）、ニューヨーク（Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ）、４９－６３頁）、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）のＢＬ２１（ＤＥ３）細胞（ノバゲン
（Ｎｏｖａｇｅｎ））に形質転換した。クローンの配列を、製造業者の推奨に従い、Ｔｅ
ｍｐｌｉＰｈｉ　ＤＮＡ配列決定増幅キット（スウェーデン、ウップサーラ（Ｕｐｐｓａ
ｌａ）のＧＥヘルスケア（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ））を用いて増幅されたプラスミ
ドＤＮＡの色素－ターミネーターサイクル配列決定により検証した。
【００９１】
　発現ベクターを保有するＢＬ２１（ＤＥ３）細胞を、５ｇ／ｌの酵母抽出物（メルク（
Ｍｅｒｃｋ　ＫＧａＡ））および５０ｍｇ／ｌのカナマイシン（シグマ－アルドリッチ（
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ））を補充した３０ｇ／ｌのトリプシンソイブロス（ｓｏｙ
　ｂｒｏｔｈ）（メルク（Ｍｅｒｃｋ　ＫＧａＡ））１００ｍｌ中に同培地内への一晩培
養物１ｍｌの添加により接種した。細胞培養物を、１リットルの振とうフラスコ内、３７
℃および１５０ｒｐｍで６００ｎｍでの光学濃度が０．５～１．５に達するまでインキュ
ベートした。次いで、タンパク質の発現を、イソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラノ
シド（アポロ・サイエンティフィック（Ａｐｏｌｌｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ））を１ｍ
Ｍの最終濃度まで添加することにより誘発し、インキュベーションを２５℃および１５０
ｒｐｍで一晩継続した。細胞を２４００ｇでの遠心分離により収穫し、ペレットを溶解緩
衝液（７Ｍ塩酸グアニジン、４７ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４、２．６５ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４

、１０ｍＭトリス－ＨＣｌ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　β－メルカプトエタノー
ル；ｐＨ＝８．０）５ｍｌ中に再懸濁し、３７℃および１５０ｒｐｍで２時間インキュベ
ートした。３５３００ｇで遠心分離後、変性され可溶化された遺伝子産物を含有する上清
を回収した。
【００９２】
　Ｈｉｓ６でタグ化された融合タンパク質を、ＡＳＰＥＣ　ＸＬ４（商標）（ギルソン（
Ｇｉｌｓｏｎ））上での自動タンパク質精製手順（スティーン　Ｊ．（Ｓｔｅｅｎ　Ｊ．
）ら（２００６年）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘｐｒ．Ｐｕｒｉｆ．４６：１７３－１７８頁）
を用いる、Ｔａｌｏｎ（登録商標）金属（Ｃｏ２＋）親和性樹脂（ＢＤバイオサイエンシ
ーズ・クローンテック（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ））１ｍｌを
有するカラム上での固定化金属イオン親和性クロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）により精製
した。樹脂を、変性用洗浄緩衝液（６Ｍ塩酸グアニジン、４６．６ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４

、３．４ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ８．０～８．２）２０ｍｌ
で平衡化した。次いで樹脂を、溶出緩衝液（６Ｍ尿素、５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、１０
０ｍＭ　ＮａＣｌ、３０ｍＭ酢酸、７０ｍＭ酢酸ナトリウム、ｐＨ５．０）２．５ｍｌ中
への溶出に先立ち、最小限の洗浄緩衝液３１．５ｍｌで洗浄した。溶出した材料を５００
μｌ、７００μｌおよび１３００μｌの３つのプールに分画した。抗原を含有する７００
μｌの画分およびプールされた５００μｌおよび１３００μｌの画分をさらなる使用のた
めに保存した。
【００９３】
　抗原画分をリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ；１．９ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、８．１ｍＭ
　Ｎａ２ＨＰＯ４、１５４ｍＭ　ＮａＣｌ）で１Ｍ尿素の最終濃度まで希釈した後、７５
００Ｄａでの分子量カットオフを有するＶｉｖａｐｏｒｅの１０／２０ｍｌの濃縮器（ビ
バサイエンス（Ｖｉｖａｓｃｉｅｎｃｅ　ＡＧ））を用いる、タンパク質濃度を増加させ
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るための濃縮ステップを行った。タンパク質濃度を、ウシ血清アルブミンの標準を用いる
ビシンコニン酸（ＢＣＡ）のミクロアッセイプロトコル（ピアス（Ｐｉｅｒｃｅ））を用
い、製造業者の推奨に従って測定した。タンパク質の品質を、Ｐｒｏｔｅｉｎ５０もしく
は２００アッセイ（アジレント・テクノロジー（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ））を用いるＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒ機器上で分析した。
【００９４】
ｂ）結果
　ＳＡＴＢ２遺伝子の長い転写産物のヌクレオチド１５４２～１９１０（配列番号３）に
対応しかつ標的タンパク質ＳＡＴＢ２（配列番号２）のアミノ酸３７７～４９９からなる
ペプチド（配列番号１）をコードする遺伝子断片を、タンパク質断片に対して特異的なプ
ライマーを用いるヒトＲＮＡプールからのＲＴ－ＰＣＲによって単離することに成功した
。しかし、ＥｎｓＥＭＢＬからのＥＮＳＧ０００００１１９０４２の配列と比べて、配列
内に１つの単一のサイレントヌクレオチド突然変異が存在した。標的タンパク質（配列番
号２）の１２３のアミノ酸断片（配列番号１）の設計においては、膜透過領域を欠如させ
ることで大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）内での十分な発現を保証し、かつ任意のシグナルペプチ
ドを欠如させたが、これは、それらが成熟タンパク質内で切断されることが理由である。
さらに、タンパク質断片を他のヒトタンパク質との相同性が低い固有の配列からなり、産
生された親和性試薬との交差反応性を最小限にし、立体エピトープの形成やさらには細菌
系での効率的なクローニングおよび発現を可能にするのに適切な大きさであるように設計
した。
【００９５】
　正確なアミノ酸配列をコードするクローンを同定し、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）内での発
現時に正確な大きさの単一のタンパク質を生成し、次いで固定化金属イオンクロマトグラ
フィーを用いて精製した。溶出された試料を１Ｍ尿素の最終濃度および１ｍｌまでの試料
の濃度に希釈した後、タンパク質断片の濃度は７．４ｍｇ／ｍｌであると判定し、純度分
析によると９８％の純度であった。
【００９６】
２）抗体の産生
ａ）材料および方法
　上記のようにして得られた精製ＳＡＴＢ２断片を抗原として用い、国の指針（スウェー
デンの許可番号Ａ８４－０２）に従ってウサギを免疫した。ウサギを、一次免疫としてフ
ロインドの（Ｆｒｅｕｎｄ）完全アジュバント中の２００μｇの抗原で筋肉内に免疫し、
フロインドの不完全アジュバント中の１００μｇの抗原で４週間の間隔で３回免疫増強し
た。
【００９７】
　免疫した動物由来の抗血清を３つのステップの免疫親和性に基づくプロトコルにより精
製した（アガトン　Ｃ．（Ａｇａｔｏｎ　Ｃ．）ら（２００４年）Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏ
ｇｒ．Ａ１０４３：３３－４０頁；ニルソン　Ｐ．（Ｎｉｌｓｓｏｎ　Ｐ．）ら（２００
５年）Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　５：４３２７－４３３７頁）。第１ステップでは、全抗血
清１０ｍｌを、１×ＰＢＳ（１．９ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、８．１ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４

、１５４ｍＭ　ＮａＣｌ）の最終濃度にまで１０×ＰＢＳで緩衝化し、０．４６μｍの孔
サイズのフィルタ（Ａｃｒｏｄｉｓｃ（登録商標）、ライフ・サイエンス（Ｌｉｆｅ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ））を用いて濾過し、ｐＡｆｆ８ｃベクターから発現された二重親和性タグ
タンパク質Ｈｉｓ６－ＡＢＰ（ヘキサヒスチジルタグおよびアルブミン結合タンパク質タ
グ）に共役されたＮ－ヒドロキシサクシンイミド－活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）４
　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（ＧＥヘルスケア（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ））５ｍｌを含有
する親和性カラムに適用し、抗原タンパク質断片に対する上記と同様の方法で精製した。
第２のステップでは、二重親和性タグＨｉｓ６－ＡＢＰに対する貫流するわずかな抗体を
、免疫における抗原として用いられるＳＡＴＢ２タンパク質断片（配列番号１）に共役さ
れた１ｍｌのＨｉ－Ｔｒａｐ　ＮＨＳ－活性化ＨＰカラム（ＧＥヘルスケア（ＧＥ　Ｈｅ
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ａｌｔｈｃａｒｅ））上に０．５ｍｌ／分の流速で負荷した。Ｈｉｓ６－ＡＢＰタンパク
質およびタンパク質断片抗原は、製造業者による推奨に従い、ＮＨＳで活性化されたマト
リックスに共役させていた。未結合の材料を１×ＰＢＳＴ（１×ＰＢＳ、０．１％トゥイ
ーン２０、ｐＨ７．２５）で洗い流し、捕捉された抗体を低いｐＨのグリシン緩衝液（０
．２Ｍグリシン、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、ｐＨ２．５）を用いて溶出させた。第３のステップ
で、溶出された抗体画分を、自動的に回収し、効率的な緩衝液交換のために直列的に接続
された２つの５ｍｌのＨｉＴｒａｐ（商標）脱塩カラム（ＧＥヘルスケア（ＧＥ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ））上に負荷した。第２および第３の精製ステップを、ＡＫＴＡｘｐｒｅ
ｓｓ（商標）プラットフォーム（ＧＥヘルスケア（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ））上で
実施した。抗原選択的（単一特異的）抗体（ｍｓＡｂ）を、－２０℃での長期保存のため
、グリセロールおよびＮａＮ３を各最終濃度が５０％および０．０２％になるまで補充し
たＰＢＳ緩衝液で溶出させた（ニルソン　Ｐ．（Ｎｉｌｓｓｏｎ　Ｐ．）ら（２００５年
）Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　５：４３２７－４３３７頁）。
【００９８】
　タンパク質アレイの設定では、親和性精製された抗体画分の特異性および選択性を抗原
自体および９４の他のヒトタンパク質断片に対する結合分析により分析した（ニルソン　
Ｐ．（Ｎｉｌｓｓｏｎ　Ｐ．）ら（２００５年）Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　５：４３２７－
４３３７頁）。タンパク質断片を０．１Ｍ尿素および１×ＰＢＳ（ｐＨ７．４）中で４０
μｇ／ｍｌに希釈し、各５０μｌを９６ウェルのスポッティングプレートのウェルに移し
た。ピン・アンド・リング（ｐｉｎ－ａｎｄ－ｒｉｎｇ）のアレイヤー（Ａｆｆｙｍｅｔ
ｒｉｘ　４２７）を用い、タンパク質断片をスポットしてエポキシ製スライド（Ｓｕｐｅ
ｒＥｐｏｘｙ、テレケム（ＴｅｌｅＣｈｅｍ））上に固定化した。スライドを１×ＰＢＳ
で洗浄し（５分）、次いで表面を３０分間ブロックした（ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋ（登録商
標）、ピアス（Ｐｉｅｒｃｅ））。接着性の１６ウェルのシリコーンマスク（シュライヒ
ャー（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ）およびシュエル（Ｓｃｈｕｅｌｌ））を、単一特異性抗体
を添加する（１×ＰＢＳＴ中で１：２０００に希釈して約５０ｎｇ／ｍｌにする）前にス
ライドグラスに適用し、振とう器上で６０分間インキュベートした。各スポット内でタン
パク質の量を定量するため、親和性タグに特異的なＩｇＹ抗体を単一特異性抗体とともに
インキュベートした。スライドを１×ＰＢＳＴおよび１×ＰＢＳで各々１０分間、２回洗
浄した。二次抗体（Ａｌｅｘａ６４７と複合されたヤギ抗ウサギ抗体およびＡｌｅｘａ５
５５と複合されたヤギ抗ニワトリ抗体、モレキュラー・プローブス（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｅｓ））を１×ＰＢＳＴ中で１：６００００に希釈して３０ｎｇ／ｍｌにし、
６０分間インキュベートした。第１のインキュベーションについて同じ洗浄手順を行った
後、スライドを脱水し、走査し（Ｇ２５６５ＢＡアレイスキャナー、アジレント（Ａｇｉ
ｌｅｎｔ））、画像を画像解析ソフトウェア（ＧｅｎｅＰｉｘ　５．１、アクソン・イン
スツルメンツ（Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ））を用いて定量した。結果を下記で
考察し、図１に示す。
【００９９】
　さらに、親和性精製された抗体の特異性および選択性をウエスタンブロットにより分析
した。還元条件下で、予め成形された１０～２０％のＣｒｉｔｅｒｉｏｎ（商標）ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ勾配ゲル（バイオ－ラッド・ラボラトリーズ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ））上で選択されたヒト細胞系および組織から全タンパク質抽出物を分離し
てから、製造業者の推奨に従ってＰＶＤＦ膜（バイオ－ラッド・ラボラトリーズ（Ｂｉｏ
－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ））に電子転写することにより、ウエスタンブロッ
トを行った。膜を室温で１時間ブロックし（５％ドライミルク、１×ＴＢＳＴ；０．１Ｍ
トリス－ＨＣｌ、０．５Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％トゥイーン２０）、ブロッキング緩衝液
中で１：５００に希釈した、親和性精製された一次抗体とともにインキュベートし、ＴＢ
ＳＴ中で洗浄した。ＨＲＰと複合された二次抗体（ブタ抗ウサギ免疫グロブリン／ＨＲＰ
、ダコ・サイトメーション（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ））をブロッキング緩衝液中
で１：３０００に希釈し、Ｃｈｅｍｉｄｏｃ（商標）ＣＣＤカメラ（バイオ－ラッド・ラ
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ボラトリーズ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ））およびＳｕｐｅｒＳｉｇ
ｎａｌ（登録商標）Ｗｅｓｔ　Ｄｕｒａ　Ｅｘｔｅｎｄｅｄ　Ｄｕｒａｔｉｏｎ基質（ピ
アス（Ｐｉｅｒｃｅ））を用い、製造業者のプロトコルに従って化学発光検出を行った。
結果を下記で考察し、図２に示す。
【０１００】
ｂ）結果
　ポリクローナル抗体製剤の品質は抗体精製におけるストリンジェンシーの程度に依存す
ることが判明し、標的タンパク質に由来するものではないエピトープに特異的な抗体の減
少が他のタンパク質との交差反応およびバックグラウンド結合を回避するのに必要である
ことが過去に示されている（アガトン　Ｃ．（Ａｇａｔｏｎ　Ｃ．）ら（２００４年）Ｊ
．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ａ　１０４３：３３－４０頁）。
【０１０１】
　したがって、タンパク質マイクロアレイ分析を行うことで、特異性が高い単一特異性ポ
リクローナル抗体がＨｉｓ６－タグに特異的な抗体ならびにＡＢＰ－タグに特異的な抗体
の減少により産生されたことを確認した。この後に固定化抗原を有する親和性カラム上で
抗原選択的な抗体の親和性捕捉を行った。
【０１０２】
　タンパク質アレイの各スポット内でタンパク質の量を定量するため、一次および二次抗
体を併用して２色の色素標識系を用いた。ニワトリにて産生されたタグ特異的なＩｇＹ抗
体をＡｌｅｘａ５５５蛍光色素で標識した二次ヤギ抗ニワトリ抗体で検出した。ウサギｍ
ｓＡｂとアレイ上のその抗原との特異的結合を、蛍光的にＡｌｅｘａ６４７で標識したヤ
ギ抗ウサギ抗体で検出した。図１では、アレイの結果をアレイの各スポットから検出され
たＡｌｅｘａ６４７の蛍光強度の量に対応する棒（ｙ軸）として示す。各タンパク質断片
を２通りにスポットし、図面のｘ軸上の各棒は１つのタンパク質スポットを表す。タンパ
ク質アレイ分析によると、ＳＡＴＢ２に対する親和性精製された単一特異性抗体が正確な
タンパク質断片に対して高度に選択的であることが示され、かつアレイ上で分析される他
のすべてのタンパク質断片に対するバックグラウンドが極めて低いことが示される。
【０１０３】
　ウエスタンブロット分析の結果（図２）は、抗体が膀胱腫瘍細胞系（ＲＴ－４）、卵巣
嚢胞腺癌細胞系（ＥＦＯ－２１）および類表皮細胞系（Ａ－４３１）（レーン１～３）に
おいて約１００ｋＤａの単一バンドを特異的に検出することを示している。さらに、特異
性が低下したバンドが肝臓および扁桃腺組織試料（レーン４～５）において見られる。Ｓ
ＡＴＢ２の理論分子量は（ＳＡＴＢ２のアミノ酸配列、配列番号２からの計算によると）
８２ｋＤａであり、分析対象のタンパク質がグリコシル化されるかまたはそれ以外では分
析の条件下で修飾される場合があるという事実を考慮して得られた結果に十分に対応して
いる。
【０１０４】
３）免疫組織化学による組織プロファイリング
ａ）材料および方法
　ヒト組織を含有する全部で５７６のパラフィンコアを単一特異性抗体試料を用いて分析
した。組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）の作製のためのドナーブロックとして用いられる全
組織を、地方倫理委員会（ｌｏｃａｌ　ｅｔｈｉｃａｌ　ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）からの認
可に従う、ウップサラ（Ｕｐｐｓａｌａ）の大学病院（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｈｏｓｐ
ｉｔａｌ）、病理学教室（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ）のアーカ
イブから選択した。対応する組織切片を検査し、診断を確定しかつドナーブロック内の代
表的領域を選択した。正常組織を、顕微鏡的に正常（非腫瘍性）と定義し、外科的に摘出
された腫瘍周辺から採取された標本から選択することが最も多かった。癌組織を診断およ
び分類のために精査した。診断目的で、全組織をホルマリン固定し、パラフィン包埋し、
切断した。
【０１０５】
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　ＴＭＡの作製を本質的には過去に記載のように行った（コノネン　Ｊ．（Ｋｏｎｏｎｅ
ｎ　Ｊ．）ら（１９９８年）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．４：８４４－８４７頁；カリオニエ
ミ　Ｏ．Ｐ．（Ｋａｌｌｉｏｎｉｅｍｉ　Ｏ．Ｐ．）ら（２００１年）Ｈｕｍ．Ｍｏｌ．
Ｇｅｎｅｔ．１０：６５７－６６２頁）。つまり、レシピエントのＴＭＡブロック内に孔
を作製した。ドナーブロックから円筒状のコア組織試料を取得し、レシピエントのＴＭＡ
ブロック内に置いた。これをビーチャー・インスツルメント（Ｂｅｅｃｈｅｒ　Ｉｎｓｔ
ｒｕｍｅｎｔ）から入手した自動化された組織アレイヤー（ＡＴＡ－２７、米国カリフォ
ルニア州サンプレーリー（Ｓｕｎ　Ｐｒａｉｒｉｅ）のビーチャー・インスツルメント（
Ｂｅｅｃｈｅｒ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ））内で完全なＴＭＡのデザインが作製される
まで繰り返した。ＴＭＡのレシピエントブロックを切断の２時間前に４２℃でベーキング
した。
【０１０６】
　ＴＭＡの設計では、広範囲の代表的な正常組織由来の試料を得て、代表的な癌組織を含
めることに重点を置いた。これについては過去にカンプ　Ｃ．（Ｋａｍｐｆ　Ｃ．）ら（
２００４年）Ｃｌｉｎ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　１：２８５－３００頁において詳細な記
載がなされている。つまり、４８の正常組織由来の試料および２０のヒトに作用する最も
一般的な癌タイプ由来の試料を選択した。合計で、ＴＭＡブロックの８つの異なるデザイ
ン（各々が１ｍｍの直径を有する７２の組織コアを有する）を作製した。ＴＭＡのうちの
２つは正常組織を表し、異なる個体由来の３通りの４８の異なる正常組織に対応するもの
であった。残りの６つのＴＭＡは２０の異なる癌タイプ由来の癌組織を表すものであった
。癌タイプの２０のうちの１７については１２の個別に異なる腫瘍をサンプリングし、残
りの３つの癌タイプについては４つの個別に異なる腫瘍をサンプリングした（すべてを同
じ腫瘍から２通りに）。免疫組織化学的分析のため、ＴＭＡブロックをウォーターフォー
ル・ミクロトーム（ｗａｔｅｒｆａｌｌ　ｍｉｃｒｏｔｏｍｅ）（ライカ（Ｌｅｉｃａ）
）を用いて４μｍの厚みで切断し、ＳｕｐｅｒＦｒｏｓｔ（登録商標）（ロシュ・アプラ
イド・サイエンス（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ））のスライドグラス
上に置いた。
【０１０７】
　自動化された免疫組織化学分析を上記のように行った（カンプ　Ｃ．（Ｋａｍｐｆ　Ｃ
．）ら（２００４年）Ｃｌｉｎ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　１：２８５－３００頁）。つま
り、スライドグラスを６０℃で４５分間インキュベートし、キシレン中で脱パラフィン処
理し（２×１５分）、等級化したアルコールに水和した。抗原の回復（ｒｅｔｒｉｅｖａ
ｌ）においては、スライドをＴＲＳ（ターゲットリトリーバル溶液（Ｔａｒｇｅｔ　Ｒｅ
ｔｒｉｅｖａｌ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、ｐＨ６．０、ダコ・サイトメーション（Ｄａｋｏ
Ｃｙｔｏｍａｔｉｏｎ））中に浸漬し、Ｄｅｃｌｏａｋｉｎｇ　ｃｈａｍｂｅｒ（登録商
標）（バイオケア・メディカル（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ））内、１２５℃で４
分間沸騰させた。スライドをＡｕｔｏｓｔａｉｎｅｒ（登録商標）（ダコ・サイトメーシ
ョン（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ））内に置き、内因性ペルオキシダーゼを最初にＨ

２Ｏ２でブロックした（ダコ・サイトメーション（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ））。
一次抗体およびヤギ抗ウサギペルオキシダーゼと複合させたＥｎｖｉｓｉｏｎ（登録商標
）を各々、室温で３０分間インキュベートした。全ステップの間、スライドを洗浄緩衝液
（ダコ・サイトメーション（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ））中ですすいだ。最後に、
ジアミノベンジジン（ダコ・サイトメーション（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ））を色
素原として用い、Ｈａｒｒｉｓヘマトキシリン（シグマ－アルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ））を対比染色用に用いた。スライドにＰｅｒｔｅｘ（登録商標）（ヒスト
ラブ（Ｈｉｓｔｏｌａｂ））を載せた。
【０１０８】
　８つの異なるＴＭＡから得た免疫組織化学的に染色した全切片を、ＳｃａｎＳｃｏｐｅ
　Ｔ２の自動スライド走査システム（アペリオ・テクノロジーズ（Ａｐｅｒｉｏ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ））を用いて走査した。８つのＴＭＡの中身全体を現すため、５７６
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デジタル画像を別々のタグ画像ファイルフォーマット（ＴＩＦＦ）ファイルとして分離し
抽出した。ウェブベースのアノテーションシステム内での画像処理を可能にするため、各
画像をＴＩＦＦフォーマットからＪＰＥＧフォーマットに圧縮した。免疫組織化学的に染
色した組織の全画像を顕微鏡下でマニュアルで評価し、認定病理専門医（ｂｏａｒｄ　ｃ
ｅｒｔｉｆｉｅｄ　ｐａｔｈｏｌｏｇｉｓｔ）または専門教育を受けた人員（ｓｐｅｃｉ
ａｌｌｙ　ｅｄｕｃａｔｅｄ　ｐｅｒｓｏｎｎｅｌ）（その後、病理学者が検証した）に
よりアノテートした。異なる正常組織および癌組織の各々のアノテーションを、免疫組織
化学的転帰の分類のための簡素化されたスキームを用いて行った。各組織における代表性
（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｉｔｙ）および免疫反応性について検査した。各正常組織
タイプ内に含まれる異なる組織特異的な細胞タイプをアノテートした。各癌においては、
腫瘍細胞および間質をアノテートした。基本的なアノテーションパラメータは、ｉ）染色
強度、ｉｉ）染色細胞の画分およびｉｉｉ）細胞内局在化（核および／または細胞質／膜
）の評価を含んだ。染色強度を臨床組織病理学的診断で用いられる基準に従って主観的に
評価し、転帰を、陰性＝免疫反応性なし、弱い＝わずかな免疫反応性あり、中程度＝中程
度の免疫反応性あり、または強力＝明確かつ強力な免疫反応性ありとして分類した。染色
細胞の画分を、代表的な細胞集団に対し、＜２％、２～２５％、２６～７５％または＞７
５％の免疫応答性細胞として分類した。免疫応答性細胞の強度および画分の双方に基づき
、各組織試料に対し、０＝陰性、１＝弱い、２＝中程度、および３＝強いという「染色ス
コア」を与えた。
【０１０９】
ｂ）結果
　ヒト標的タンパク質ＳＡＴＢ２の組換えタンパク質断片に対して産生された単一特異性
抗体の場合の組織プロファイリングからの結果は、いくつかの正常組織内および結腸直腸
癌内で特定の免疫反応性（暗灰色）を示す（表１～４および図３～４）。
【０１１０】
　表１は、正常なヒト組織内でのＳＡＴＢ２タンパク質の発現パターンを示す。免疫組織
化学およびＴＭＡ技術を用い、４８の異なるタイプの正常組織を表す１４４のスポット（
直径１ｍｍ）におけるＳＡＴＢ２の発現についてスクリーニングした。表１は、異なる組
織内での発現レベルを示す。強力な発現（染色スコア３）が、遠位胃腸管由来の組織内お
よび脳の２つの領域内で見出された。発現の中程度（染色スコア２）レベルが睾丸および
副睾丸において検出された。巣状リンパ球様細胞が、中程度のまたは弱い（染色スコア１
）発現を示した。すべての他の細胞および組織が陰性（染色スコア０）であった。Ｎ．Ｒ
．は代表的な組織が全く存在しなかったことを意味する。ＳＡＴＢ２は一部の神経組織お
よび睾丸においても発現される。
【０１１１】



(26) JP 5301630 B2 2013.9.25

10

20

30

40

【表１－１】

【０１１２】
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【０１１３】
　図３Ａは、顕微鏡拡大像を示し、大脳皮質および海馬に由来するニューロン内の核が陽
性であること（暗灰色）を示す。周囲組織およびグリア細胞は陰性（明灰色）であった。
睾丸由来の組織切片は、舌下腺管において主に核が中程度に陽性であること（暗灰色）を
示した（図３Ｂ）。
【０１１４】
　本発明を含む組織学的アレイにおける具体的発見が、虫垂（図３Ｃ）、結腸（図３Ｄ）
および直腸（図３Ｅ）における粘膜の腺細胞内で見出された明瞭かつ強い陽性（暗灰色）
の核であった。粘膜内にも存在する他の細胞タイプ、例えば炎症性細胞、内皮細胞におけ
る陰性の染色（明灰色）に着目すること。図３Ｆは結腸粘膜の２つの高出力の拡大像を示
し、それはすべての腺細胞が有する核におけるＳＡＴＢ２タンパク質の発現が強力である
こと（暗灰色）を示している。
【０１１５】
　表２は、２１６の異なる癌組織内でのＳＡＴＢ２の発現レベルを示す。表される全部で
１１の結腸直腸癌が陽性を示し、これらのうちの８つにおける発現は強力であった。分析
対象の１１の症例での結腸直腸癌を示す免疫組織化学的に染色された組織切片の場合での
低出力の顕微鏡拡大像を図４Ａに示す一方、結腸直腸癌のうちの６つに由来する代表的領
域の高出力の拡大像を図４Ｂに示す。正常細胞を有する周囲組織が陰性（明灰色）であっ
たのと比べて、大多数の癌細胞が核では強力な染色（暗灰色）を示し、それは高レベルの
ＳＡＴＢ２の発現を示した。
【０１１６】
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【表２】

【０１１７】
４）結腸直腸癌ＴＭＡ
ａ）材料および方法
　１９９９年～２００２年の間に結腸直腸癌と診断された患者１２２名（女性６３名およ
び男性５９名）由来のホルマリン固定されたパラフィン包埋組織のアーカイブをスウェー
デンのマルメ大学病院（Ｍａｌｍｏ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ）、病理
学教室（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ）から収集した。患者の中央
年齢が７５（３２～８８）歳であった。３９の腫瘍がデュークスステージＡであり、４２
がデュークスステージＢであり、かつ４１がデュークスステージＣであった。死亡日に関
する情報を全患者に対する死亡原因における地方登録所から得た。倫理的認可を地方倫理
委員会（Ｌｏｃａｌ　Ｅｔｈｉｃｓ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）から得た。
【０１１８】
　全部で１２２の結腸直腸癌の症例を、ヘマトキシリンおよびエオシンで染色されたスラ
イド上で組織病理学的に再評価した。次いでＴＭＡを、１症例当たり２×１．０ｍｍのコ
アを非侵襲性癌を代表する領域からサンプリングすることにより作製した。上記の２項に
記載のように調製したＳＡＴＢ２抗体を用い、上記の３項に記載のようにＴＭＡを調製し
、自動化された免疫組織化学的分析を行った。
【０１１９】
　組織アノテーションを、染色強度が陰性（免疫反応性が全くないかもしくはわずか）ま
たは陽性（反応性が中程度もしくは強力）のいずれかであると考えられる場合を除いて本
質的には上記の３項に記載のように行った。次いで、細胞核内で陽性の染色強度を示す細
胞の画分について計算を行い、試料における「画分スコア」と称される値を生成した。し
たがって、「画分スコア」は、この項における定義により陽性の染色強度を示す試料中で
の細胞の百分率に対応する。
【０１２０】
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　あらゆる異なる層における生存傾向に基づき、さらなる統計分析のために二分変数を作
成し、高い／陽性のＳＡＴＢ２の発現を２５％を超える陽性の核としてかつ低い／陰性Ｓ
ＡＴＢ２の発現を２５％未満の陽性の核として定義した。次いで、試料を、分割の基準と
して２５％の画分スコアを用い、画分スコアに基づいて２群に分類した。したがって、組
織試料（コア）中の２５％未満の細胞内で全くシグナルがないかまたは染色強度が陽性で
あることによりその試料が「２５％未満」の群内に分類される一方、コア中の２５％を超
える細胞内で染色強度が陽性であることによりその試料が「２５％を超える」群内に分類
される。
【０１２１】
　試料における上記の分類を、カプラン－メイアー（Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ）評価に
よる全体的な生存分析に用い、対数順位検定を用い、異なる層内で生存を比較した。すべ
ての統計的検定は両側でありかつ０．０５％未満のｐ値を有意と考えた。すべての計算を
統計パッケージＳＰＳＳ１２．０（米国イリノイ州のＳＰＳＳ　Ｉｎｃ．）を用いて行っ
た。
【０１２２】
ｂ）結果
　１２２の結腸直腸癌についての組織マイクロアレイに基づく分析によると、９９の腫瘍
（８１％）がＳＡＴＢ２に対して陽性であることが示された。驚くべきことに、図５で見
られるように、ＳＡＴＢ２の発現が低いかまたは全くないことを通常の切断および組織化
学的染色によっては予測できなかった。両方の腫瘍試料（２通りに示される切片）を中間
的に識別された結腸直腸腺癌として診断した。図５Ａは強力なＳＡＴＢ２の発現を伴う切
片を示し、図５Ｂにおける試料ではＳＡＴＢ２の発現が欠如している。
【０１２３】
　生存分析の結果を図６に示し、ここで図面は患者の異なる集団における経時的な累積的
生存（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ　ｓｕｒｖｉｖａｌ）について示す。コホート全体に基づく
生存分析によると、ＳＡＴＢ２の発現が低い腫瘍を有する患者において全生存（ＯＳ）が
短縮される傾向（ｐ＝０．１４）が示された（図６Ａ）。ＳＡＴＢ２の発現と臨床病理学
的変数である性別およびデュークスステージとの関係についても検討した。ＳＡＴＢ２の
発現が低い腫瘍を有する女性患者（ｎ＝６３）は、全コホートと比べてＯＳがさらに短縮
されるという傾向が高まること（ｐ＝０．１１）が示された（図６Ｂ）。図６Ｃは、リン
パ節陰性（デュークスステージＡおよびＢ）患者（ｎ＝８０）において同様の傾向（ｐ＝
０．１０）が観察されることを示す。リンパ節陰性の女性（ｎ＝４４）のサブグループで
は、この傾向は有意であった（ｐ＝０．０４）（図６Ｄ）。
【０１２４】
　生存分析データを提示するための別の方法としては、上記の３項に記載の「染色スコア
」の使用によるものでありうる。次いで、０および１としてスコア化された試料であれば
低いＳＡＴＢ２の発現として定義され、２および３としてスコア化された試料であれば高
いＳＡＴＢ２の発現として定義されることになる。図６に見られる結果と同様の結果が予
想される。
【０１２５】
５）ＴＭＡデータの定量的画像分析
　発現の定量的測定値を得るため、Ａｐｅｒｉｏ　ＳｃａｎＳｃｏｐｅ　ＣＳ　Ｓｌｉｄ
ｅ　Ｓｃａｎｎｅｒ（米国カリフォルニア州ビスタ（Ｖｉｓｔａ）のアペリオ・テクノロ
ジーズ（Ａｐｅｒｉｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ））システムを用い、上記の４項に記
載のように調製したハイブリダイズされたＴＭＡスライドのデジタル画像を捕捉する。走
査を２０倍の倍率で行い、画像をマルチレイヤーＴＩＦＦとして保存する。これらのデジ
タル画像をＩｍａｇｅＳｃｏｐｅ（アペリオ（Ａｐｅｒｉｏ））を用いて閲覧し、分析に
適するものと判断する。画像をばらし（ｄｅ－ａｒｒａｙｅｄ）、各組織コアをＴＭＡ　
Ｌａｂ（アペリオ（Ａｐｅｒｉｏ））を用いて画像化する。最初に、Ｃｏｌｏｒ　Ｄｅｃ
ｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎアルゴリズム（アペリオ（Ａｐｅｒｉｏ））を用い、各画像を３つ
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のチャネル、すなわち赤、緑および青（ＲＧＢ）に分離する。これにより各染色の測定が
別々に可能になることから、ジアミノベンジジン色原体（ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅ）染色か
らヘマトキシリン対比染色を差し引くことが可能になる。
【０１２６】
　次いで、多数の異なるアルゴリズムを用い、核、細胞質または膜の染色を定量する。Ｉ
ＨＣ　Ｎｕｃｌｅａｒアルゴリズム（アペリオ（Ａｐｅｒｉｏ））を用い、ＳＡＴＢ２の
核染色を定量する。核を強度に基づいて同定した。核の縁部を、エッジ画素の平均により
自動的に閾値を調節するエッジ閾値手法を用いて同定する。全部のアルゴリズムの完全な
記述がアペリオ・テクノロジーズ（Ａｐｅｒｉｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）から入手
可能である。ＴＭＡ上の各コアの擬似色のマークアップ画像を生成し、評価し、各アルゴ
リズムの正確さを確認する。
【０１２７】
　Ｎｕｃｌｅａｒアルゴリズムからの出力値は、ＴＭＡスライド上の各コアにおける陽性
の核の百分率および核のＲＧＢ強度値である。各組織コア上でのＳＡＴＢ２の発現レベル
については、オートスコア（ＡＳ）を、各コアについて陽性の核の百分率と核のＲＧＢ強
度を掛け合わせることにより計算する。ＡＳ分析を癌のＴＭＡ試料、例えば上記の４項に
記載の試料について行い、全生存をカプラン－メイアー（Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ）の
方法により評価する。対数順位検定を用い、異なる層内で生存を比較する。統計計算を統
計パッケージＳＰＳＳ１２．０（米国イリノイ州のＳＰＳＳ　Ｉｎｃ．）を用いて行う。
【０１２８】
６）クラスタリング分析
ａ）材料および方法
　結腸癌における既知のマーカーとＳＡＴＢ２との間のタンパク質の発現における整合性
を検討するため、階層的クラスタリングを行った。クラスタリングは、初期マイニングス
テップでデータにおける傾向および構造を評価するのに適した方法である。階層的クラス
タリングのような教師なしの方法の使用により、データセットのブラウジングだけでは明
白でない集団およびカテゴリーが容易に検出可能である。ライフサイエンスでは、クラス
タリングはＲＮＡ転写分析、例えばマイクロアレイデータにおいてかなり幅広く用いられ
ている。
【０１２９】
　３項に記載の６つの癌のＴＭＡを再度、すなわち全部で２１６の癌組織試料中で用いた
。上記の２項のように調製したＳＡＴＢ２を認識する抗体に加え、従来のマーカーである
ＣＥＡ（デンマーク、グロストラップ（Ｇｌｏｓｔｒｕｐ）のダコ（ＤＡＫＯ））、ＣＫ
２０（デンマーク、グロストラップ（Ｇｌｏｓｔｒｕｐ）のダコ（ＤＡＫＯ））、ＣＤＸ
２（英国ニューキャッスル・アポン・タイン（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ　ｕｐｏｎ　Ｔｙｎｅ
）のノボカストラ（Ｎｏｖｏｃａｓｔｒａ））、ｐ５３（デンマーク、グロストラップ（
Ｇｌｏｓｔｒｕｐ）のダコ（ＤＡＫＯ））、Ｋｉ６７（デンマーク、グロストラップ（Ｇ
ｌｏｓｔｒｕｐ）のダコ（ＤＡＫＯ））およびサイクリンＢ１（米国レキシントン（Ｌｅ
ｘｉｎｇｔｏｎ）のトランスダクション・ラボラトリーズ（Ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　
ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ））に対する抗体を３項に記載のような自動化された免疫組織
化学法を用いて試験した。
【０１３０】
　病理学者が、ＴＭＡを３項に示されるようにアノテートし、０～３のスケール（３は強
力な染色（黒）であり、０は染色なし（白）である）を用いて各コアに対して染色スコア
を与えた。クラスタリングを、統計コンピューティング言語Ｒを用いて行った。クラスタ
リングアルゴリズムを二次元のデータマトリックス、組織および抗体に対して用いた。ク
ラスタリング法では全部で７つの抗体および２１６の組織を用いた。８つの組織を発現レ
ベルを定量可能と思われる画像を全く有しないことから除去した。クラスタリングを、ク
ラスター間の距離が各ステージで平均連鎖に基づきランス－ウィリアムズ（Ｌａｎｃｅ－
Ｗｉｌｌｉａｍｓ）の非類似性における新たな式により再計算される、ユークリッド距離
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計量に基づく平均集積を用いるトップダウンの階層的方法を用いて行った。アルゴリズム
では、より緊密なクラスターが各ノードの左側に提示されるように、クラスタリング順序
においてサブツリーを用いた。
【０１３１】
　ＳＡＴＢ２とＣＫ２０との間の差異および類似性をさらに試験するため、免疫組織化学
分析を４項に記載の１２２の癌コアを有する癌のＴＭＡを用いて行った。ＴＭＡを、２項
のように調製したＳＡＴＢ２抗体およびダコ（ＤＡＫＯ）（グロストラップ（Ｇｌｏｓｔ
ｒｕｐ）、デンマーク）から入手したＣＫ２０抗体で染色した。２つのＴＭＡを、４項で
定義した「画分スコア」に従ってアノテートした後、比較した。
【０１３２】
ｂ）結果
　ＳＡＴＢ２の結腸直腸癌に対するマーカーとしての、従来のマーカーＣＥＡ、ＣＫ２０
、ＣＤＸ２、ｐ５３、Ｋｉ６７およびサイクリンＢ１と比べた場合の特異性について、２
１６の異なる腫瘍において検討した。これら７つの異なるタンパク質の発現プロファイル
からのデータの階層的クラスタリングの結果としてヒートマップが得られ、それに伴う樹
状図を図７に示す。腫瘍のヒートマップおよび樹状図から、大部分の結腸直腸癌がＳＡＴ
Ｂ２、ＣＫ２０、ＣＤＸ２およびＣＥＡの高い発現レベルに基づき最高レベルで分離され
たクラスターを形成することは明白である。さらに分析によると、ＣＫ２０およびＣＤＸ
２クラスターとともにＳＡＴＢ２クラスターのすべてがより一般的な発現パターンを示し
た他の試験対象のマーカーよりも特異的な発現を有することが示される。８つの結腸直腸
癌のクラスターでは、１つの子宮頚部腺癌および胆管細胞肝癌の１症例についてもＳＡＴ
Ｂ２に対して強い陽性を示した。このクラスター以外では、３つの結腸直腸癌がＳＡＴＢ
２に対して陰性であった。興味深いことに、ＳＡＴＢ２の発現パターンにおけるＣＫ２０
の発現との相関が明確でないことから、ＳＡＴＢ２の発現パターンは結腸直腸癌の特徴づ
けの過程ではＣＫ２０に対する補体として機能しうると思われる。
【０１３３】
　ＳＡＴＢ２およびＣＫ２０における４項に記載の１２２の癌のＴＭＡについてより詳細
に分析した。２５％を超える画分スコアを有する１２２の結腸直腸癌において、ＣＫ２０
単独で８６％（１０５／１２２）、ＳＡＴＢ２単独で８１％（９９／１２２）が確認され
た（図８）。興味深いことに、両マーカーにおける染色から得たデータを組み合わせるこ
とにより、結腸直腸癌の９３％（１１３／１２２）がマーカーの一方または両方において
明らかに陽性であった。ＣＫ２０またはＳＡＴＢ２のいずれの発現も全くなかった患者は
５名に過ぎなかった。癌に伴う一般的な臨床的問題が未知の発生源の転移を示す患者であ
ることから、癌を診断する場合、より具体的には転移の同定を試みる場合、この情報は興
味深い。したがって、患者が、ＣＫ２０およびＳＡＴＢ２の双方からの情報を組み合わせ
るのであれば結腸直腸腺癌に対する正確な診断をより容易に得ることになる。
【０１３４】
　さらに、結腸直腸癌を有する患者１７名からのリンパ節転移におけるＳＡＴＢ２および
ＣＫ２０の発現を分析した。ＣＫ２０単独で、２もしくは３の染色スコアで転移の８８％
（１５／１７）の発生源が確認された。ＳＡＴＢ２単独で、２５％を超える画分スコアで
転移の８２％（１４／１７）の発生源が確認された（図９）。両マーカーにおける染色か
ら得たデータを組み合わせることにより、転移の９４％（１６／１７）の発生源が確認さ
れた。これはさらに、転移が結腸直腸癌から生じるか否かを判定する場合、ＳＡＴＢ２お
よびＣＫ２０の双方における発現に関する情報が望ましいという点を支持している。
【０１３５】
　本発明の実施形態の項目別リスト
　以下は、本発明の実施形態の非限定的な項目別リストであり、本発明により提供される
特定のその態様における様々な特徴および組み合わせに関するさらなる情報を提供するた
めに示されるものである。
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１．結腸直腸癌を診断するための方法であって、ＳＡＴＢ２タンパク質を検出するステッ
プを含む、方法。

２．前記ＳＡＴＢ２タンパク質の前記アミノ酸配列が、
　ｉ）配列番号１、および
　ｉｉ）配列番号１に対して少なくとも８５％同一の配列
から選択される配列を含む、項目１に記載の方法。

３．前記ＳＡＴＢ２タンパク質の前記アミノ酸配列が、
　ｉ）配列番号２、および
　ｉｉ）配列番号２に対して少なくとも８５％同一の配列
から選択される配列を含む、項目１または２に記載の方法。

４．ａ）結腸直腸癌を有すると疑われる患者由来の試料を提供するステップと、
　ｂ）前記試料に検出されるべき前記ＳＡＴＢ２タンパク質との選択的相互作用を行うこ
とが可能な検出可能な親和性リガンドを適用するステップであって、前記適用は前記親和
性リガンドと前記試料中に存在するＳＡＴＢ２タンパク質とを結合可能な条件下で行われ
る、ステップと、
　ｃ）結合されていない親和性リガンドを除去するステップと、
　ｄ）前記試料との会合状態を維持する親和性リガンドを検出するステップと、
を含む、項目１～３のいずれか一項に記載の方法。

５．前記試料が体液試料である、項目４に記載の方法。

６．前記体液が、血液、血漿、血清、脳脊髄液、尿、精液および滲出液からなる群から選
択される、項目５に記載の方法。

７．前記試料が排泄物試料である、項目４に記載の方法。

８．前記試料が組織試料である、項目４に記載の方法。

９．前記試料が細胞学的試料である、項目４に記載の方法。

１０．前記検出可能な親和性リガンドが、抗体、その断片およびその誘導体からなる群か
ら選択される、項目４～９のいずれか一項に記載の方法。

１１．前記検出可能な親和性リガンドが、ブドウ球菌プロテインＡおよびそのドメイン、
リポカリン、アンキリン反復ドメイン、セルロース結合ドメイン、γクリスタリン、緑色
蛍光タンパク質、ヒト細胞毒性Ｔリンパ球関連抗原４、プロテアーゼ阻害剤、ＰＤＺドメ
イン、ペプチドアプタマー、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、テンダミスタット、フィブロネク
チンＩＩＩ型ドメインならびにジンクフィンガーからなる群から選択される足場に由来す
るタンパク質リガンドである、項目４～９のいずれか一項に記載の方法。

１２．前記検出可能な親和性リガンドがオリゴヌクレオチド分子である、項目４～９のい
ずれか一項に記載の方法。

１３．前記検出可能な親和性リガンドが、蛍光色素および金属、発色色素、化学発光化合
物および生物発光タンパク質、酵素、放射性同位体および粒子からなる群から選択される
標識を含む、項目４～１２のいずれか一項に記載の方法。
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１４．前記検出可能な親和性リガンドが、前記検出可能な親和性リガンドを認識可能な第
二の親和性リガンドを用いて検出される、項目４～１２のいずれか一項に記載の方法。

１５．前記検出可能な親和性リガンドを認識可能な前記第二の親和性リガンドが、蛍光色
素および金属、発色色素、化学発光化合物および生物発光タンパク質、酵素、放射性同位
体および粒子からなる群から選択される標識を含む、項目１４に記載の方法。

１６．項目１～１５のいずれか一項に記載の方法を実施するためのキットであって、
　ａ）ＳＡＴＢ２タンパク質との選択的相互作用を行うことが可能な検出可能な親和性リ
ガンドと、
　ｂ）前記親和性リガンドの存在を検出するのに必要な試薬と、
を含む、キット。

１７．前記検出可能な親和性リガンドが、抗体、その断片およびその誘導体からなる群か
ら選択される、項目１６に記載のキット。

１８．前記検出可能な親和性リガンドが、ブドウ球菌プロテインＡおよびそのドメイン、
リポカリン、アンキリン反復ドメイン、セルロース結合ドメイン、γクリスタリン、緑色
蛍光タンパク質、ヒト細胞毒性Ｔリンパ球関連抗原４、プロテアーゼ阻害剤、ＰＤＺドメ
イン、ペプチドアプタマー、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、テンダミスタット、フィブロネク
チンＩＩＩ型ドメインならびにジンクフィンガーからなる群から選択される足場に由来す
るタンパク質リガンドである、項目１６に記載のキット。

１９．前記検出可能な親和性リガンドがオリゴヌクレオチド分子である、項目１６に記載
のキット。

２０．前記検出可能な親和性リガンドが、蛍光色素および金属、発色色素、化学発光化合
物および生物発光タンパク質、酵素、放射性同位体および粒子からなる群から選択される
標識を含む、項目１６～１９のいずれか一項に記載のキット。

２１．前記親和性リガンドの存在を検出するのに必要な前記試薬が、前記検出可能な親和
性リガンドを認識可能な第二の親和性リガンドを含む、項目１６～１９のいずれか一項に
記載のキット。

２２．前記検出可能な親和性リガンドを認識可能な前記第二の親和性リガンドが、蛍光色
素または金属、発色色素、化学発光化合物および生物発光タンパク質、酵素、放射性同位
体および粒子からなる群から選択される標識を含む、項目２１に記載のキット。

２３．結腸直腸癌に対する診断マーカーとしてのＳＡＴＢ２タンパク質の使用。

２４．結腸直腸癌の診断用の診断剤の製造における、ＳＡＴＢ２タンパク質または抗原活
性を示すその断片の使用。

２５．前記ＳＡＴＢ２タンパク質の前記アミノ酸配列が、
　ｉ）配列番号１、および
　ｉｉ）配列番号１に対して少なくとも８５％同一の配列
から選択される配列を含む、項目２３および２４のいずれか一項に記載の使用。

２６．前記ＳＡＴＢ２タンパク質の前記アミノ酸配列が、
　ｉ）配列番号２、および
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　ｉｉ）配列番号２に対して少なくとも８５％同一の配列
から選択される配列を含む、項目２３および２４のいずれか一項に記載の使用。

２７．抗体またはその断片もしくは誘導体である、ＳＡＴＢ２タンパク質との選択的相互
作用を行うことが可能な親和性リガンド。

２８．アミノ酸配列が配列番号１の配列を含むタンパク質で動物を免疫するステップを含
むプロセスにより得られうる、項目２７に記載の親和性リガンド。

２９．診断剤としての、項目２７～２８のいずれか一項に記載の親和性リガンドの使用。

３０．結腸直腸癌の診断用の診断剤の製造における、項目２７～２８のいずれか一項に記
載の親和性リガンドの使用。

【図１】 【図２】
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