
(57)【要約】
【課題】　本発明は、細胞増殖性疾患を診断するために、体液、例えばヒトまたは動物血
液の血漿または血清画分中またはヒトまたは動物身体由来の任意の他の組織試料中で細胞
非結合性核酸として存在する遊離浮遊核酸を検出する方法に関する。詳細には本発明は、
体液中の核酸レベルの増加の検出に関する。さらに本発明は、 DNAのメチル化パターンを
特定することにより、特定の体液試料中の特定器官起源の DNAと他の器官由来のトータル D
NAとの比を測定して豊富化 DNAのソースを決定することを可能にする。これは、特定の生
物試料の DNA濃度が増加するか否かにかかわらず行うことができる。好ましい態様では、
このメチル化パターンをさらに分析して、当該器官における腫瘍性または別の増殖性疾患
の存在を検出することができる。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 個 体 の 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 中 の 医 学 的 症 状 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 個 体 か ら 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ；
ｂ ） 試 料 中 の 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は 存 在 を 測 定
す る 段 階 ； お よ び
ｃ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は 存 在 に 基 づ い て 医 学
的 症 状 の 有 無 を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 個 体 の 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 中 の 医 学 的 症 状 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 個 体 か ら 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ；
ｂ ） 試 料 中 の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測 定 す る 段 階 ；
ｃ ） 試 料 中 の 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測 定 す る 段 階 ；
お よ び
ｄ ） 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 お よ び 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 割 合
に 基 づ い て 医 学 的 症 状 の 有 無 を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は 存 在 を 測 定 す る 前 に 試 料 を 調 整 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 試 料 を 遠 心 分 離 、 ろ 過 、 加 熱 、 冷 却 、 濃 縮 ま た は 化 学 処 理 に よ っ て 調 整 す る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 特 定 器 官 ま た は 組 織 由 来 の DNAの 量 ま た は 存 在 を 、 該 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に 特
徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 分 析 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ～ ４ の い ず れ か 一 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 メ チ ル 化 パ タ ー ン が 当 該 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に 特 徴 的 で あ り 、 か つ 目 的 の 医 学
的 症 状 に 関 与 す る 他 の 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ で は 発 見 さ れ な い こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 医 学 的 症 状 が 細 胞 増 殖 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １
～ ６ の い ず れ か 一 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 個 体 由 来 の 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 痰 、 射 精 物 、 精 液 、 涙 、 汗 、 唾 液 、 リ ン パ 液 、 気 管
支 洗 浄 液 、 胸 水 、 腹 膜 液 、 髄 膜 液 、 羊 水 、 腺 液 、 細 針 吸 引 物 、 乳 頭 吸 引 液 、 髄 液 、 結 膜 液
、 膣 液 、 十 二 指 腸 液 、 膵 液 、 胆 汁 お よ び 脳 脊 髄 液 の よ う な 体 液 か ら 試 料 を 得 る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 DNAを 、 該 DNA中 の す べ て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る が 、 5位 -メ チ ル 化
シ ト シ ン は 不 変 の ま ま に す る 化 学 処 理 ま た は 酵 素 処 理 に 付 す る こ と に よ っ て メ チ ル 化 パ タ
ー ン を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 中 の 医 学 的 症 状 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以
下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ；
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ｂ ） 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す 遊 離 浮 遊 DNAの 量
ま た は 存 在 を 測 定 す る 段 階 ；
ｃ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの レ ベ ル に 異 常 が 存 在 す る か 否
か を 決 定 す る 段 階 ； お よ び
ｄ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 医 学 的 症 状 が 存 在 し な い か 、 あ る い は 存
在 す る か を 決 定 す る 段 階 、
を 行 う こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 特 定 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 中 の 医 学 的 症 状 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て
、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ；
ｂ ） 試 料 中 の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 検 出 す る 段 階 ；
ｃ ） 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す 遊 離 浮 遊 DNAを 測
定 す る こ と に よ っ て 、 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測
定 す る 段 階 ；
ｄ ） ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの う ち 、 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 割 合 を 決
定 す る 段 階 ；
ｅ ） 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの レ ベ ル に 異 常 が 存 在 す る
か 否 か を 決 定 す る 段 階 ； お よ び
ｆ ） 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 医 学 的 症 状 が 存 在 し な い か 、 あ る い
は 存 在 す る か を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 体 液 中 の 、 目 的 の 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 割 合 を 測 定 す る た
め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ；
ｂ ） 試 料 を 調 整 し 、 表 面 へ の 遊 離 浮 遊 DNAの 結 合 を 可 能 に す る 段 階 ；
ｃ ） ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 本 質 的 画 分 を こ の 表 面 と 結 合 さ せ る 段 階 ；
ｄ ） 表 面 に 結 合 し た DNAの 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 検 出 す
る 段 階 ；
ｅ ） 結 合 し た DNAを 含 む 表 面 を 、 DNA中 の す べ て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す
る が 、 5位 メ チ ル 化 シ ト シ ン は 不 変 の ま ま に す る 化 学 処 理 お よ び ／ ま た は 酵 素 処 理 に 付 す
る 段 階 ；
ｆ ） 処 理 さ れ た DNAを 増 幅 す る 段 階 ；
ｇ ） 処 理 さ れ た DNA中 の 数 箇 所 の メ チ ル 化 特 異 的 位 置 を 分 析 し 、 こ れ に よ り 組 織 、 細 胞 タ
イ プ ま た は 器 官 に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す DNAの 量 を 測 定 す る 段 階 ； お よ び
ｈ ） ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの う ち 、 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの
割 合 を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 追 加 段 階 ：
ｉ ） 異 常 レ ベ ル の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAが 存 在 す る 場 合 、 該 DNAが 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま
た は 器 官 由 来 で あ る か 否 か を 決 定 す る 段 階 ； お よ び
ｊ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 医 学 的 症 状 が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る
段 階 、
を 含 む 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 以 下 の 追 加 段 階 ：
ｅ ） ど の よ う な 種 類 の 診 断 検 査 を さ ら に 採 用 す る 必 要 が あ る か を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 以 下 の 追 加 段 階 ：
ｅ ） ど の よ う な 種 類 の 専 門 家 に 患 者 を 紹 介 し た ら よ い か を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 DNAと 結 合 す る と そ の 蛍 光 特 性 が 変 化 す る 蛍 光 色 素 ま た は 他 の 色 素 の 導 入 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は PNAオ リ ゴ マ ー を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い DNA特 異 的 プ ロ ー ブ と の ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 、 リ ア ル タ イ ム PCRア ッ セ イ ま た は 他 の リ ア ル タ イ ム 増 幅 手 法 、 UV-Vis吸 光
度 、 ま た は 増 幅 後 に 生 成 物 量 を 測 定 す る 一 般 的 手 法 に よ っ て 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 を 測 定 す
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か 一 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か 一 に 記 載 の 方 法 を 含 む 、 疾 患 ま た は 医 学 的 症 状 を 診 断 す る た
め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 血 清 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
－ 体 液 の 試 料 体 積 中 に 浮 遊 す る DNAと 結 合 す る 表 面
－ こ の 固 形 表 面 に 結 合 し た DNAの 量 を 検 出 す る た め の 手 段
－ 表 面 に 結 合 し た DNAを 化 学 的 ま た は 酵 素 的 に 修 飾 す る 試 薬
－ 表 面 お よ び 当 該 試 薬 を 含 む 容 器 、 お よ び
－ こ の チ ャ ン バ ー 中 の 温 度 を 制 御 お よ び 調 整 す る 手 段
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 さ ら な る 診 断 検 査 の 採 用 に 関 し て 内 科 医 の 選 択 を 手 引 き す る た め の 、 請 求 項 1～ １ ８ の
い ず れ か 一 に 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 患 者 を 特 定 の 専 門 家 に 紹 介 す る 一 般 自 然 科 学 者 の 決 定 を 手 引 き す る た め の 、 請 求 項 １ ～
１ ９ の い ず れ か 一 に 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 診 断 す る た め に 、 体 液 、 例 え ば ヒ ト ま た は 動 物 血 液 の 血 漿
ま た は 血 清 画 分 中 ま た は ヒ ト ま た は 動 物 身 体 由 来 の 任 意 の 他 の 組 織 試 料 中 で 細 胞 非 結 合 性
核 酸 と し て 存 在 す る 遊 離 浮 遊 核 酸 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 詳 細 に は 本 発 明 は 、 体 液 中 の
核 酸 の 増 加 の 検 出 に 関 す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 DNAの メ チ ル 化 パ タ ー ン を 特 定 す る こ と に
よ り 、 特 定 の 体 液 試 料 中 の 特 定 器 官 由 来 の DNAと 他 の 器 官 由 来 の ト ー タ ル DNAと の 比 を 測 定
し て 豊 富 化 DNAの ソ ー ス を 決 定 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 特 定 の 生 物 試 料 の DNA濃 度
が 増 加 す る か 否 か に か か わ ら ず 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の メ チ ル 化 パ タ
ー ン を さ ら に 分 析 す る こ と に よ り 、 当 該 器 官 に お け る 腫 瘍 性 ま た は 別 の 増 殖 性 疾 患 の 存 在
を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
癌 を 検 出 す る DNAに 基 づ く ア ッ セ イ
　 腫 瘍 組 織 由 来 の DNA試 料 中 で は 、 多 数 の 遺 伝 的 変 化 、 例 え ば 特 定 遺 伝 子 に お け る 突 然 変
異 、 な ら び に 特 定 座 位 の 異 型 接 合 性 の 喪 失 お よ び マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト の 不 安 定 性 が 検 出 可
能 で あ る 。 こ れ ら の DNA変 化 は 、 患 者 の 腫 瘍 組 織 か ら 回 収 し た DNA中 で 検 出 で き る 。 い つ く
か の 事 例 で は 、 こ れ ら の 変 化 が 腫 瘍 患 者 ら の 血 清 ま た は 血 液 ま た は 痰 由 来 の DNA試 料 中 で
発 見 さ れ た と 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 タ バ コ 喫 煙 者 で は 、 気 管 支 樹 由 来 の 剥 離 細 胞 を 含 む 気 管 支 分 泌 物 が 増 加 し て い る こ と が
知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 剥 離 細 胞 の 分 析 か ら 、 肺 癌 の ハ イ リ ス ク 患 者 と 臨 床 診 断 さ れ る 数
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年 も 前 に 、 前 癌 状 態 の 細 胞 学 的 変 化 は 検 出 で き る (非 特 許 文 献 １ )。 し か し 、 こ れ ら の 研 究
を 再 現 す る の は 容 易 で は な く 、 そ れ ら 試 料 の 分 析 者 の 特 別 な 専 門 技 術 が 必 要 で あ っ た 。 し
た が っ て 、 痰 試 料 に よ る 予 測 値 を 高 め る た め に 、 分 子 ア ッ セ イ 、 例 え ば 腫 瘍 に 特 異 的 な K-
ras遺 伝 子 内 突 然 変 異 ま た は マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 変 化 を 検 出 す る ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と
が 示 唆 さ れ て い る (非 特 許 文 献 ２ お よ び ３ )。 肺 癌 患 者 お よ び 慢 性 喫 煙 者 の 痰 お よ び 気 管 支
洗 浄 液 の 細 胞 学 的 試 料 中 で 発 見 さ れ た K-rasな ら び に p53突 然 変 異 が 体 液 中 で 検 出 さ れ た (
非 特 許 文 献 ４ お よ び ５ )。 特 定 型 の 癌 、 例 え ば 肺 癌 に 関 与 す る 特 異 的 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 核
酸 配 列 が 判 明 し た こ と に よ り 、 こ れ ら 痰 試 料 の 分 析 が 可 能 に な り 、 ま た ハ イ リ ス ク 患 者 に
お け る 肺 癌 の 発 生 を 予 測 す る こ と が 可 能 に な っ た 。 こ の 件 に つ い て の さ ら な る 関 連 情 報 は
Maurice Stroun, Philippe Ankerお よ び Valeri Vasioukhinら の 特 許 文 献 １ に 見 出 す こ と
が で き る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 方 法 は 、 感 度 が 乏 し く 、 ま た 非 小 細 胞 肺 癌 で は こ れ ら
変 化 の 全 体 的 な 有 病 率 が 25%よ り 未 満 で あ り 、 理 想 的 で は な い (非 特 許 文 献 ６ )。 ま た 、 前
立 腺 癌 で は 、 HPC2/ELAC2遺 伝 子 の LOHに よ る 不 活 性 化 は 比 較 的 に 稀 異 常 な 現 象 で あ る こ と
が 報 告 さ れ て い る (非 特 許 文 献 ７ )。 腫 瘍 の 発 生 と 非 常 に 関 連 す る 別 の 因 子 は 、 特 定 プ ロ モ
ー タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 高 度 メ チ ル 化 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
メ チ ル 化
　 最 近 十 年 間 の 分 子 生 物 学 の 研 究 で は 、 主 に 遺 伝 子 、 こ れ ら 遺 伝 子 の RNAへ の 翻 訳 お よ び R
NAの タ ン パ ク 質 へ の 転 写 が 重 点 的 に 取 り 扱 わ れ て き た 。 こ れ に 比 べ て 、 遺 伝 子 制 御 に 関 連
す る 調 節 メ カ ニ ズ ム の 解 析 は 限 ら れ て い る 。 遺 伝 子 調 節 、 例 え ば 、 個 体 発 生 の ど の 段 階 で
、 あ る 遺 伝 子 が 活 性 化 ま た は 阻 害 さ れ る か と い う こ と 、 な ら び に こ の 調 節 の 組 織 特 異 的 な
性 質 は よ く わ か っ て い な い 。 し か し な が ら 、 遺 伝 子 調 節 が 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム の メ チ ル 化
の 程 度 お よ び 性 質 に 関 連 し て い る 可 能 性 は 非 常 に 高 い 。 こ の 知 見 か ら 、 病 理 的 な 遺 伝 子 障
害 を 遺 伝 子 の 不 規 則 な メ チ ル 化 パ タ ー ン か ら 検 出 す る こ と が で き る と 推 測 す る の は 合 理 的
で あ り 、 こ の こ と は 多 数 の ケ ー ス で 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 メ チ ル 化 パ タ ー ン
の 分 析 に よ っ て 体 液 中 の DNAの 起 源 を 決 定 す る 方 法 に 関 し 、 そ の 目 的 は 、 特 定 器 官 由 来 の D
NAの 異 常 な レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ っ て 当 該 器 官 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 判 示 す る こ と で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 高 等 真 核 生 物 で は 、 DNAは 、 殆 ど の 場 合 に CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の グ ア ノ シ ン に 対 し て 5'側
に 位 置 す る シ ト シ ン で メ チ ル 化 さ れ る 。 こ の 修 飾 に は 遺 伝 子 発 現 に 対 す る 重 要 な 調 節 作 用
が あ り 、 特 に 、 多 数 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 位 置 す る CpGア イ ラ ン ド と し て 知 ら れ
る CpGリ ッ チ 領 域 に 関 与 す る 場 合 に そ の 作 用 が あ る 。 常 染 色 体 上 で ほ と ん ど す べ て の 遺 伝
子 関 連 ア イ ラ ン ド は メ チ ル 化 か ら 保 護 さ れ る が 、 選 択 さ れ た 刷 り 込 み 遺 伝 子 の 転 写 不 活 性
化 お よ び 雌 の 不 活 性 X染 色 体 上 の 遺 伝 子 に は CpGア イ ラ ン ド の 大 規 模 な メ チ ル 化 が 関 連 し て
い る 。 正 常 に メ チ ル 化 さ れ て い な い CpGア イ ラ ン ド が 異 常 に メ チ ル 化 さ れ る こ と は 、 不 死
化 細 胞 お よ び 形 質 転 換 細 胞 に お い て 頻 繁 に 見 ら れ る 現 象 で あ る と 記 述 さ れ て お り 、 ま た こ
れ は 、 ヒ ト 癌 に お け る 特 定 の 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 転 写 不 活 性 化 と 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 般 に ヒ ト 癌 細 胞 に は 体 細 胞 で 変 化 し た ゲ ノ ム が 含 ま れ て お り 、 こ れ は 重 要 な 遺 伝 子 の
突 然 変 異 、 増 幅 、 ま た は 欠 失 を 特 徴 と す る 。 さ ら に 、 ヒ ト 癌 細 胞 由 来 の DNA鋳 型 が 、 DNAメ
チ ル 化 の 体 細 胞 で の 変 化 を 示 す こ と が 多 い (非 特 許 文 献 ８ ～ １ ５ )。 し か し な が ら 、 ヒ ト 腫
瘍 形 成 に お け る 異 常 な DNAメ チ ル 化 の 正 確 な 役 割 は 証 明 さ れ て い な い 。 DNAメ チ ラ ー ゼ は 、
一 般 的 な メ チ ル ド ナ ー で あ る S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン か ら DNAの 特 定 部 位 へ メ チ ル 基 を 転
移 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 い く つ か の 生 物 学 的 機 能 は DNAの メ チ ル 化 さ れ た 塩 基 に 起 因 し て い る と 考 え ら れ る 。 最
も 確 立 さ れ て い る 生 物 学 的 機 能 は 、 系 統 の 同 じ 制 限 酵 素 に よ る 消 化 か ら DNAを 保 護 す る こ
と で あ る 。 制 限 修 飾 現 象 は 、 こ れ ま で 、 細 菌 に お い て の み 観 察 さ れ て き た も の で あ る 。 し
か し な が ら 、 哺 乳 類 細 胞 に は 別 の メ チ ラ ー ゼ が あ り 、 こ れ は 専 ら グ ア ニ ン と 5'で 隣 接 す る
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(CpG)DNA上 の シ ト シ ン 残 基 を メ チ ル 化 す る 。 こ の メ チ ル 化 は 、 遺 伝 子 活 性 、 細 胞 分 化 、 腫
瘍 形 成 、 X染 色 体 不 活 性 化 、 ゲ ノ ム イ ン プ リ ン テ ィ ン グ お よ び 他 の 主 要 な 生 物 学 的 プ ロ セ
ス に お い て 役 割 を 担 う こ と が い く つ か の 系 統 の 証 拠 に よ っ て 示 さ れ て い る (非 特 許 文 献 １
６ )。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 DNAメ チ ル 化 が DNA転 写 に 作 用 す る 正 確 な メ カ ニ ズ ム は 未 知 で あ る が 、 疾 患 と メ チ ル 化 の
関 連 性 は 十 分 に 実 証 さ れ て い る 。 遺 伝 子 の 調 節 ミ ス は 、 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン を 表 現
型 が 「 正 常 な 」 発 現 パ タ ー ン と を 比 較 す る こ と に よ っ て 予 測 す る こ と が で き る 。 以 下 は 、
修 飾 さ れ た メ チ ル 化 パ タ ー ン に 関 連 す る 疾 患 事 例 で あ り 、 次 の 段 落 で は 、 癌 に お け る メ チ
ル 化 の 特 定 の 役 割 を 説 明 す る ：
ホ ジ キ ン 病 (非 特 許 文 献 １ ７ )
プ ラ ダ ー -ウ ィ リ ／ エ ン ジ ェ ル マ ン (Prader-Willi/Angelman's) 症 候 群  (非 特 許 文 献 １ ８ )
ICF症 候 群 (非 特 許 文 献 １ ９ )
皮 膚 線 維 腫 (非 特 許 文 献 ２ ０ )
高 血 圧 症 (非 特 許 文 献 ２ １ )
自 閉 症 (非 特 許 文 献 ２ ２ )
脆 弱 性 X症 候 群 (非 特 許 文 献 ２ ３ )
ハ ン チ ン ト ン 病 (非 特 許 文 献 ２ ４ )
　 本 明 細 書 中 で 引 用 さ れ る 全 て の 文 献 は 、 引 用 に よ り そ の 内 容 全 体 が 本 明 細 書 中 に 編 入 さ
れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
高 度 メ チ ル 化 お よ び 癌
　 DNAメ チ ル 化 に よ り 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 が 可 能 で あ り 、 そ の 制 御 が 不 適 切 で あ る 場 合 に は
、 例 え ば 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 発 現 が 停 止 さ れ 、 癌 が 発 生 す る 恐 れ が あ る 。 結 果 的 に 、 腫 瘍 組
織 で は ゲ ノ ム の 特 定 領 域 が 高 度 に メ チ ル 化 さ れ て お り 、 こ の 場 合 に は 隣 接 す る 影 響 を 受 け
て い な い 細 胞 で は メ チ ル 化 し て い な い こ と が 頻 繁 に 示 さ れ て い る 。 CpGア イ ラ ン ド の 高 度
メ チ ル 化 に よ る GSTP1(グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 1)の 不 活 性 化 は
、 十 分 に 調 査 さ れ た 系 で あ っ て 、 こ れ は ヒ ト 前 立 腺 癌 に 関 し て 今 で も 報 告 さ れ て い る 最 も
一 般 的 な 体 細 胞 性 ゲ ノ ム 変 化 で あ る 。 CpGア イ ラ ン ド の 高 度 メ チ ル 化 に よ る GSTP1の 不 活 性
化 は 、 ヒ ト 前 立 腺 癌 形 成 の 早 期 に 生 じ 、 結 果 的 に は GSTP1の 管 理 機 能 が 失 わ れ 、 前 立 腺 細
胞 は オ キ シ ダ ン ト お よ び 求 電 子 性 発 癌 物 質 に 対 す る 防 御 が 不 十 分 な 状 態 の ま ま と な る 。 GS
TP1の メ チ ル 化 状 態 を 検 出 す る こ と に よ る 前 立 腺 癌 の 遺 伝 子 診 断 は 、 特 許 文 献 ２ に 記 載 さ
れ て い る 。 さ ら に 多 く の も の か ら 別 の 例 を 選 べ ば 、 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る も の で あ
る ： 非 特 許 文 献 ２ ５ 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 高 度 メ チ ル 化 と 癌 の 相 関 に 関 す る 最 近 の 例 は 、 Maruyamaら に よ っ て 示 さ れ て お り 、 彼 ら
は 2001年 12月 に 多 数 の 選 択 し た 遺 伝 子 の メ チ ル 化 指 数 中 央 値 と 膀 胱 癌 発 症 の 予 後 と の 間 の
正 の 相 関 を 報 告 し た (非 特 許 文 献 ２ ６ )。 CDH1、 FHITの メ チ ル 化 、 お よ び 高 い MIの メ チ ル 化
は 生 存 率 の 短 縮 に 関 連 し て い た 。 CDH1メ チ ル 化 の 陽 性 状 態 と 低 い 生 存 率 と は 多 変 量 解 析 に
お い て 関 連 性 が な か っ た 。 著 者 ら は 、 メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ ル が 膀 胱 癌 の 危 険 予 測 の 有 望 な
新 規 生 体 マ ー カ ー で あ り 得 る と 結 論 し て い る が 、 彼 ら は 生 検 試 料 を 分 析 し た だ け で あ る か
ら 、 そ の 結 論 に は 患 者 に 対 す る 外 科 手 術 が 必 要 で あ る 。 し か し な が ら 、 よ り 最 近 の 研 究 で
は 、 腫 瘍 組 織 そ の も の 由 来 で は な く 、 体 液 由 来 の DNAで の DNAメ チ ル 化 を 検 出 す る 可 能 性 が
強 調 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
体 液 中 の DNAメ チ ル 化
　 例 え ば 肺 癌 患 者 ま た は 発 症 す る リ ス ク の 高 い 患 者 の 痰 試 料 中 の 剥 離 細 胞 由 来 の DNAに お
い て 、 p16腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は O6-メ チ ル グ ア ニ ン -DNAメ チ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー が 異 常 に メ チ ル 化 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。 異 常 メ チ ル 化
は 、 100％ の 扁 平 上 皮 細 胞 性 肺 癌 患 者 の 臨 床 診 断 の 3年 前 ま で に 、 そ の 痰 由 来 の DNA中 に 検
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出 さ れ た (非 特 許 文 献 ２ ７ )。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 肝 臓 癌 患 者 由 来 の 腫 瘍 DNAお よ び 血 液 (血 漿 、 血 清 お よ び 軟 膜 試 料 )DNA由 来 p15お よ
び p16プ ロ モ ー タ ー 領 域 の メ チ ル 化 状 態 を 調 査 し た と こ ろ 、 腫 瘍 メ チ ル 化 を 伴 う 患 者 の 87%
に お い て 血 流 中 に メ チ ル 化 DNAが 存 在 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 試 料 は い ず れ も メ チ ル 化 陽 性 で
は な か っ た (非 特 許 文 献 ２ ８ )。 さ ら に 、 頭 部 お よ び 頚 部 癌 に 関 す る 研 究 で は 、 血 清 DNAの
メ チ ル 化 と 腫 瘍 DNAの メ チ ル 化 と の 間 の 相 関 は 42%で あ る こ と が 示 さ れ た (非 特 許 文 献 ２ ９ )
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 腫 瘍 マ ー カ ー と し て の メ チ ル 化 DNAは 痰 ま た は 血 流 に 限 ら れ ず 、 少 な く と も 前 立 腺 癌 患
者 に お い て 、 尿 ま た は 射 精 試 料 中 に 見 出 す こ と が で き る 。 こ の 研 究 で は 、 前 立 腺 癌 患 者 由
来 の 腫 瘍 DNA試 料 の 94%、 血 漿 ま た は 血 清 試 料 の 72%、 射 精 試 料 の 50%お よ び 尿 試 料 の 36%が
メ チ ル 化 さ れ て い た (前 立 腺 分 泌 物 を 放 出 す る た め の 前 立 腺 マ ッ サ ー ジ 後 )が 、 コ ン ト ロ ー
ル 群 由 来 の 試 料 中 で は メ チ ル 化 が 検 出 さ れ な か っ た (非 特 許 文 献 ３ ０ )。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 異 常 メ チ ル 化 の 検 出 は 、 一 般 的 な ヒ ト 癌 の 早 期 検 出 を 目 的 と し て DN
Aメ チ ル 化 に 基 づ く マ ー カ ー ア ッ セ イ を 使 用 す る 有 望 な ア プ ロ ー チ を 構 成 す る 。 　 高 度 メ
チ ル 化 は 広 範 な 癌 タ イ プ に 関 連 し て い る の で 、 他 の タ イ プ の 癌 へ も 同 様 の ア プ ロ ー チ が 多
数 考 え ら れ る 。 概 要 に 関 し て は 次 を 参 照 の こ と ： 非 特 許 文 献 ３ １ あ る い は こ の 件 に 関 す る
最 近 の 刊 行 物 を 選 択 す る た め に ： 非 特 許 文 献 ３ ２ ～ ３ ５ 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ メ チ ル 化 DNAの 検 出 方 法 ）
　 前 の 諸 段 落 で は 、 遺 伝 子 活 性 、 細 胞 分 化 、 腫 瘍 形 成 、 X染 色 体 不 活 性 化 、 ゲ ノ ム イ ン プ
リ ン テ ィ ン グ お よ び 他 の 主 要 な 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 関 す る 特 定 シ ト シ ン 塩 基 メ チ ル 化 の 重
要 性 (非 特 許 文 献 ３ ６ )を 説 明 し た 。 メ チ ル 化 形 式 で の シ ト シ ン の 修 飾 に は 重 要 な 情 報 が 含
ま れ て い る 。 メ チ ル 化 さ れ て い な い シ ト シ ン と は 対 照 的 に 、 DNA配 列 中 の 5-メ チ ル シ ト シ
ン を 同 定 す る こ と が そ の 役 割 を さ ら に 解 析 す る た め に 極 め て 重 要 で あ る の は 明 ら か で あ る
。 し か し 5-メ チ ル シ ト シ ン は 、 そ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 優 先 度 (配 列 分 析 の 際 に 基 礎 と さ れ
る 性 質 )に 関 し て シ ト シ ン と 全 く 同 じ 挙 動 を す る た め に 、 そ の 位 置 を 通 常 の 配 列 決 定 反 応
で は 同 定 で き な い 。
　 さ ら に PCR増 幅 に お い て は 、 こ れ に 関 す る 後 成 的 情 報 、 す な わ ち メ チ ル 化 シ ト シ ン で あ
る か 、 あ る い は 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン で あ る か は 完 全 に 失 わ れ て い る 。
　 こ の 問 題 を 解 決 す る い く つ か の 方 法 は 知 ら れ て い る 。 通 常 、 ゲ ノ ム DNAは 化 学 物 質 ま た
は 酵 素 で 処 理 す る と シ ト シ ン 塩 基 が 変 換 す る の で 、 そ の 結 果 後 に こ の 塩 基 を 識 別 す る こ と
が 可 能 に な る 。 い く つ か の 制 限 酵 素 は メ チ ル 化 DNAお よ び 非 メ チ ル 化 DNAを 識 別 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 5-メ チ ル シ ト シ ン に 関 し て DNAを 分 析 す る た め の 、 比 較 的 新 し い 、 現 在 最 も 頻 繁 に 使 用
さ れ る 方 法 は 、 重 亜 硫 酸 塩 と シ ト シ ン の 特 異 反 応 を 基 礎 に し て お り 、 す な わ ち そ の 反 応 の
後 に ア ル カ リ 加 水 分 解 す る と シ ト シ ン は ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る が 、 同 じ 条 件 下 で は 5-メ チ
ル シ ト シ ン は 無 修 飾 の ま ま で あ る (非 特 許 文 献 ３ ７ )。 ウ ラ シ ル は そ の 塩 基 対 形 成 の 挙 動 で
は チ ミ ン に 対 応 す る が 、 一 方 こ の 処 理 下 で 5-メ チ ル シ ト シ ン は そ の 化 学 的 性 質 を 変 化 し な
い の で 、 グ ア ニ ン に 対 応 す る 。 し た が っ て 、 メ チ ル シ ト シ ン は 、 本 来 そ の ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 の 挙 動 に よ っ て シ ト シ ン と 区 別 す る こ と は で き な い が 、 元 の DNAが こ の よ う に 変 換 し て
い る の で 今 や 唯 一 残 存 す る シ ト シ ン と し て 、 「 通 常 の 」 分 子 生 物 学 的 技 術 、 例 え ば 増 幅 お
よ び ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ま た は 配 列 決 定 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 術 は す
べ て 、 塩 基 対 形 成 に 基 づ く も の で あ り 、 現 在 こ れ は 完 全 に 利 用 可 能 で あ る 。 重 亜 硫 酸 塩 処
理 さ れ た DNAと 処 理 さ れ て い な い DNAの 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 、 メ チ ル 化 さ れ て い る 塩
基 を 容 易 に 同 定 で き る 。
　 さ ら に 別 の 既 知 の 5-メ チ ル シ ト シ ン 検 出 方 法 の 概 要 に つ い て は 、 次 の レ ビ ュ ー 文 献 か ら
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知 る こ と が で き る ： 非 特 許 文 献 ３ ８ 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 感 度 の 点 で は 、 従 来 技 術 は 以 下 の 方 法 に よ っ て 規 定 さ れ る 。 そ の 方 法 と は 分 析 す べ き DN
Aを ア ガ ロ ー ス マ ト リ ク ス に 封 入 し 、 こ れ に よ り DNAの 拡 散 お よ び 再 生 を 防 ぎ (重 亜 硫 酸 塩
は 一 本 鎖 DNAと の み 反 応 す る )、 す べ て の 沈 殿 お よ び 精 製 の 段 階 を 高 速 透 析 に 置 き 換 え た 方
法 で あ る (非 特 許 文 献 ３ ９ )。 こ の 方 法 を 用 い て 個 別 の 細 胞 の 分 析 が 可 能 で あ り 、 こ れ は こ
の 方 法 の 可 能 性 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 現 在 ま で 、 わ ず か に し か な い 例 外 (例 え ば 非 特 許 文 献 ４ ０ )を 除 い て 、 重 亜 硫 酸 塩 技 術 は
研 究 に お い て の み 用 い ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ の 場 合 は い つ も 、 既 知 遺 伝 子 の 短 い
特 異 的 断 片 が 重 亜 硫 酸 塩 処 理 後 に 増 幅 さ れ 、 さ ら に 完 全 に 配 列 決 定 さ れ る (非 特 許 文 献 ４
１ )か 、 あ る い は 個 々 の シ ト シ ン 位 置 が プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 (非 特 許 文 献 ４ ２ 、 特 許 文 献 ３
)ま た は 酵 素 消 化 (非 特 許 文 献 ４ ３ )に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 高 度 メ チ ル 化 検 出 技 術 は 、 い わ ゆ る メ チ ル 化 特 異 的 PCR(MSP)で あ る (非 特 許 文 献 ４
４ )。 こ の 技 術 は 、 プ ラ イ マ ー の 使 用 を 基 礎 と し て お り 、 こ の プ ラ イ マ ー は 当 該 DNA配 列 を
重 亜 硫 酸 塩 処 理 後 に 使 用 す る と メ チ ル 化 配 列 と 非 メ チ ル 化 配 列 を 識 別 す る 。 こ の プ ラ イ マ
ー が シ ト シ ン に 対 応 す る 位 置 に グ ア ニ ン を 含 有 し て い る 場 合 に は 、 配 列 中 の シ ト シ ン の 位
置 が メ チ ル 化 さ れ た と き に の み 重 亜 硫 酸 塩 処 理 後 に 結 合 す る 。 ま た は こ の プ ラ イ マ ー が 対
応 す る シ ト シ ン の 位 置 に ア デ ニ ン を 含 有 し て い る 場 合 に は 、 配 列 中 の シ ト シ ン が メ チ ル 化
さ れ て お ら ず 、 そ の 結 果 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に よ り ア デ ニ ン と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う に 変
化 し た と き に の み 重 亜 硫 酸 塩 処 理 後 に DNA配 列 と 結 合 す る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 使 用 す
れ ば 、 特 定 シ ト シ ン の メ チ ル 化 状 態 に 特 異 的 に 応 じ た 単 位 増 幅 配 列 が 作 成 可 能 で あ り 、 そ
れ が そ の メ チ ル 化 状 態 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 新 規 技 術 は 、 Taqman PCRに よ る メ チ ル 化 の 検 出 で あ り 、 こ れ は MethyLightと し て も
知 ら れ る (特 許 文 献 ４ )。 こ の 技 術 に よ り 、 単 一 の 、 ま た は い く つ か の 位 置 の メ チ ル 化 状 態
を PCR時 に 直 接 決 定 す る こ と が 可 能 に な り 、 追 加 段 階 で PCR産 物 を 分 析 す る 必 要 が な く な っ
た 。
　 さ ら に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 検 出 も ま た 記 載 さ れ て い る (Olek et al., 特 許 文 献 ５
)。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 個 々 の 遺 伝 子 に お け る メ チ ル 化 検 出 の た め の 重 亜 硫 酸 塩 技 術 の 使 用 に 関 す る 別 の 刊 行 物
は 以 下 の も の で あ る ： 非 特 許 文 献 ４ ５ ～ ４ ８ 、 特 許 文 献 ６ ～ ８ 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ 循 環 DNAの 増 加 ）
　 癌 お よ び 他 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 別 の 特 徴 的 性 質 は 、 血 液 お よ び ／ ま た は 血 清 中 の 遊 離 浮
遊 循 環 DNAの 量 が 増 加 す る こ と で あ る 。 ま た 、 例 え ば 有 毒 量 の 細 菌 性 リ ポ 多 糖 、 HgCl 2 、 CC
l 4 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド お よ び ヒ ド ロ キ シ 尿 素 に よ っ て 生 じ る 細 胞 死 を 契 機 と し て 、 染 色
質 の 異 化 作 用 の 産 物 、 特 に DNAが 細 胞 外 空 間 に 放 出 さ れ る 。 少 な く と も こ れ ら が 原 因 と な
っ て 、 細 胞 外 DNAが マ ウ ス 血 漿 中 に 用 量 依 存 的 に て 放 出 れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 し た が
っ て 、 有 毒 物 質 お よ び 薬 物 に よ っ て 誘 発 さ れ る イ ン ビ ボ の 細 胞 死 現 象 の 研 究 に あ た っ て 、
細 胞 外 DNAの 定 量 を 使 用 す る こ と が 提 案 さ れ た (非 特 許 文 献 ４ ９ )。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 血 漿 DNA含 有 量 は 、 全 身 に 生 じ て い る 細 胞 死 の 量 を 反 映 し て お り 、 こ れ は 癌 を 含 む 破 壊
的 な 病 理 学 的 プ ロ セ ス 中 に 増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 血 清 中 の 増 加 し た DNA含 有 量 は
、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 (非 特 許 文 献 ５ ０ )、 悪 性 胃 腸 疾 患 (非 特 許 文 献 ５ １ )、 膵 癌 (非 特 許 文
献 ５ ２ )お よ び 肺 癌 (非 特 許 文 献 ５ ３ お よ び 非 特 許 文 献 ５ ４ )と 相 関 し て 見 出 さ れ て い る 。
健 康 な ヒ ト は 、 2-30ng/mlの 範 囲 の 遊 離 浮 遊 DNAレ ベ ル を 有 す る が 、 癌 患 者 、 よ り 詳 細 に は
、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 の 患 者 は 、 1977年 か ら の 初 期 研 究 に て 、 180ng/mlま で の レ ベ ル を 示 し
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た (非 特 許 文 献 ５ ５ )。 Jahrら の 刊 行 物 で は 、 12の 各 種 の 腫 瘍 群 に グ ル ー プ 化 さ れ る 23患 者
の 血 漿 DNAレ ベ ル を 記 載 す る 表 が 示 さ れ て い る 。 最 も 極 端 な ケ ー ス で は 、 該 DNAレ ベ ル は 、
健 康 な 患 者 の DNAレ ベ ル の 平 均 値 と 比 較 し て 100倍 増 加 し て い た 。 彼 ら は 、 循 環 DNAの 増 加
は す べ て で は な い が ほ と ん ど の 癌 疾 患 の 顕 著 な 特 徴 で あ る よ う だ と 結 論 付 け た 。 循 環 DNA
の 測 定 レ ベ ル だ け で は 癌 の 型 ま た は 臨 床 状 態 と 相 関 し な い か も し れ な い 。 し か し 述 べ な け
れ ば な ら な い の は 、 Jahrsの 研 究 で は 、 い ず れ の 腫 瘍 に つ い て も わ ず か 4回 の 反 復 研 究 し か
行 わ れ な か っ た こ と で あ る (非 特 許 文 献 ５ ６ )。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Jahrら は 、 前 記 循 環 DNAの ど の 程 度 が 腫 瘍 細 胞 由 来 で あ る か の 分 析 を 試 み た 。 腫 瘍 特 異
的 な マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト の 変 化 に 基 づ く 研 究 か ら 、 ほ と ん ど す べ て の 循 環 血 漿 DNAが 腫 瘍
細 胞 由 来 で あ っ た こ と が 報 告 さ れ た (非 特 許 文 献 ５ ７ )。 こ れ に 反 し て 、 他 の 研 究 で は 、 ほ
と ん ど す べ て の 癌 患 者 の 血 漿 中 で 野 生 型 DNAが 検 出 さ れ た 。 メ チ ル 化 DNAは 腫 瘍 組 織 の み に
由 来 し 、 非 メ チ ル 化 DNAは 健 康 細 胞 に 由 来 す る と 仮 定 し 、 腫 瘍 DNAと 非 腫 瘍 DNAを 識 別 可 能
に す る た め に 、 彼 ら は DNAの メ チ ル 化 状 態 を 測 定 し た 。 血 漿 中 の DNA総 数 が 非 常 に 高 い 場 合
に は 、 メ チ ル 化 の 割 合 は 非 常 に 低 く 、 一 方 、 DNAレ ベ ル が 非 常 に 低 い 場 合 に は 、 メ チ ル 化 D
NAの 割 合 は 、 少 な く と も 1ケ ー ス に て 、 90%を 超 え る ま で で あ る こ と が 発 見 さ れ た 。 「 特 定
細 胞 型 を 識 別 す る DNAマ ー カ ー が 入 手 不 能 で あ る た め に 」 非 メ チ ル 化 DNAが 隣 接 腫 瘍 組 織 由
来 で あ る か 、 あ る い は い く つ か の 他 の ソ ー ス 由 来 で あ る か を 調 査 す る こ と は 、 困 難 で あ ろ
う と 著 者 ら は 強 調 す る 。 前 記 文 献 で は 、 循 環 DNAが ア ポ ト ー シ ス 細 胞 お よ び 壊 死 細 胞 由 来
で あ る と の 見 解 を 支 持 す る 証 拠 が 考 察 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 循 環 DNA放 出 の 正 確 な メ カ ニ ズ ム は 依 然 と し て 証 明 さ れ て い な い が 、 高 増 殖 性 細 胞 か ら
循 環 DNAが 能 動 的 に 放 出 さ れ る こ と も 提 唱 さ れ て い る (非 特 許 文 献 ５ ８ )。 こ こ で は 著 者 ら
は 、 な ぜ 癌 患 者 の 血 流 中 循 環 DNAの 起 源 が 、 循 環 性 癌 細 胞 の 溶 解 、 壊 死 ま た は ア ポ ト ー シ
ス よ り は む し ろ 、 「 能 動 的 放 出 (activerelease)」 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 い か を 考 察 す る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Botezatuら は 、 癌 を 診 断 す る た め に 、 ど の よ う に 尿 中 の 細 胞 外 DNAの 検 出 し 、 ど の よ う
に こ の DNAを 分 析 す る か に つ い て 記 載 し て い る (非 特 許 文 献 ５ ９ )。 癌 検 出 の た め の 尿 の 診
断 的 使 用 を 示 す 従 来 の 研 究 (非 特 許 文 献 ６ ０ お よ び ６ １ )と 異 な り 、 Botezatuら が 選 択 し た
癌 の タ イ プ 、 す な わ ち 膵 癌 お よ び 大 腸 癌 は 泌 尿 器 起 源 で は な い 。 従 来 の 研 究 は 、 膵 癌 お よ
び 大 腸 癌 細 胞 (非 特 許 文 献 ６ ２ )が 腫 瘤 DNAを 血 漿 中 へ 放 出 で き る こ と を 示 す も の で あ っ た
。 Botezatuら の 新 た な 結 果 は 、 腫 瘍 DNAは 血 流 へ の 放 出 後 に 、 PCR分 析 に 十 分 な ほ ど 大 量 に
尿 中 へ 排 出 さ れ る こ と を 示 す 、 さ ら に 一 段 階 進 む も の で あ り 、 メ チ ル 化 パ タ ー ン の 決 定 方
法 に 関 す る 我 々 の 技 術 に 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Botezatuら の デ ー タ に は 、 比 較 的 進 行 し た 疾 患 (ス テ ー ジ IIIお よ び IV)の 患 者 の み が 含
ま れ て お り 、 尿 DNA分 析 を 早 期 非 泌 尿 器 悪 性 腫 瘍 の 検 出 に 適 用 で き る か 否 か は 将 来 の 研 究
の 課 題 で あ る (非 特 許 文 献 ６ ３ )。
【 ０ ０ ２ ８ 】
核 酸 の 定 量 方 法
　 粗 製 の 染 色 体 ま た は 精 製 プ ラ ス ミ ド DNA試 料 の DNA濃 度 を 正 確 に 測 定 す る こ と は 、 DNAの
定 量 的 操 作 に お け る 必 須 の 段 階 で あ る 。 調 製 物 中 の 核 酸 の 量 を 測 定 す る 2タ イ プ の 方 法 が
広 く 使 用 さ れ て い る 。 試 料 が 純 粋 で あ る (す な わ ち 有 意 な 量 の 混 入 物 、 例 え ば タ ン パ ク 質
、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ガ ロ ー ス ま た は 他 の 核 酸 を 含 ま な い )場 合 、 塩 基 に よ っ て 吸 収 さ れ る 紫
外 線 照 射 量 の 分 光 学 的 測 定 が 単 純 か つ 正 確 で あ る 。 2つ の 異 な る 技 術 は 分 光 学 的 お よ び ／
ま た は 蛍 光 定 量 的 分 析 に 基 づ く 。 例 え ば 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム -塩 化 セ シ ウ ム (EtBr-CsCl)遠 心
分 離 勾 配 に 2回 通 し て 精 製 さ れ た プ ラ ス ミ ド DNAの 希 釈 試 料 の 濃 度 を 測 定 す る 。 試 料 は 、 例
え ば LKB　 Biochrom　 Ultrospec　 II分 光 光 度 計 で 波 長 260nmお よ び 280nmで の 吸 光 度 に 関 し
て 検 査 す る こ と が で き 、 あ る い は HoeferTKO100ミ ニ 蛍 光 光 度 計 で 、 ビ ス ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー
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ル 、 こ れ は DNAと の 結 合 時 に 、 356nmで 最 大 励 起 お よ び 458の 最 大 発 光 を 有 す る HoechstH332
58(米 国 HoechstCorporation製 )と し て 既 知 の 蛍 光 色 素 の 存 在 下 、 460nmの 発 光 で 検 査 す る
こ と が で き る (非 特 許 文 献 ６ ４ )。 蛍 光 光 度 計 で 使 用 さ れ る Hoechst色 素 は 、 DNAの ア デ ノ シ
ン お よ び チ ミ ジ ン 残 基 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る が 、 分 光 光 度 計 で は 、 RNAな ら び に DNAに よ
る 吸 光 度 を 検 出 す る が 、 。 Hoechst色 素 の 高 度 に 特 異 的 な 性 質 に よ り 、 ミ ニ 蛍 光 光 度 計 は
、 粗 製 の 染 色 体 DNAの 定 量 に 関 し て 最 も 正 確 で あ る よ う だ が 、 プ ラ ス ミ ド お よ び 限 ら れ た
複 雑 さ の 他 の DNAに 関 し て は 信 頼 性 が 低 い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 DNAま た は RNAの 量 が 非 常 に 少 な い か 、 あ る い は 試 料 が 有 意 な 量 の 不 純 物 を 含 有 す る 場 合
、 核 酸 の 量 は 、 DNA内 に 導 入 し た 臭 化 エ チ ジ ウ ム 分 子 に よ っ て 発 光 さ れ る 蛍 光 の 強 度 か ら
評 価 す る こ と が で き る (非 特 許 文 献 ６ ５ )。 こ の 一 般 的 ア プ ロ ー チ の 単 純 な 適 用 で は 、 EtBr
ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト を 使 用 す る 。 2-10μ lの DNA試 料 を 、 ペ ト リ 皿 内 0.5μ g/mlEtBrを 含 有
す る 1%ア ガ ロ ー ス 上 に ス ポ ッ ト す る 。 次 い で 、 こ の プ レ ー ト を 紫 外 線 に 曝 露 し 、 撮 影 す る
。 別 の バ リ エ ー シ ョ ン で は 、 EtBrの 5-10μ lの 0.5μ g/ml溶 液 を 、 UVト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ
の 上 部 に 設 置 さ れ た プ ラ ス チ ッ ク フ ィ ル ム ラ ッ プ ま た は シ リ コ ン 処 理 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に
ス ポ ッ ト し た 10μ lの DNAと 混 合 す る 。 こ の 方 法 の 利 点 は 、 1-10ngほ ど の DNAし か 含 ま な い D
NA試 料 を 数 分 以 内 に 定 量 で き る こ と で あ る 。 欠 点 は 、 DNAと 同 様 の RNAへ の 色 素 の 導 入 で あ
り 、 そ れ が 二 本 鎖 DNAに 限 ら れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 他 の DNA定 量 方 法 は 、 例 え ば 、 Invitrogen核 酸 定 量 化 DNA Dipstick [TM]キ ッ ト で あ る 。
該 方 法 は 0.1 ng/μ lほ ど 少 量 の 核 酸 を 検 出 す る の に 十 分 な 感 度 を 有 す る と 言 わ れ て い る 。
残 念 な こ と に 、 該 方 法 は 10ng/μ l以 上 の 核 酸 を 含 有 す る 試 料 で は 使 用 で き な い (参 照 :非 特
許 文 献 ６ ６ )。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ 特 異 的 DNAの 検 出 方 法 ）
　 特 異 的 核 酸 を 検 出 し 、 定 量 す る 方 法 は 、 微 生 物 、 ウ イ ル ス お よ び 生 物 学 的 分 子 の 検 出 に
使 用 さ れ る 。 し た が っ て こ れ ら は 、 ヒ ト の 医 学 お よ び 獣 医 学 、 食 物 加 工 お よ び 環 境 検 査 で
用 い ら れ る 。 さ ら に 、 生 物 試 料 (例 え ば 組 織 、 痰 、 尿 、 血 液 、 精 液 、 唾 液 )か ら の 特 異 的 生
体 分 子 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 は 、 科 学 捜 査 、 例 え ば 犯 罪 の 容 疑 者 の 同 定 お よ び 排 除 お
よ び 親 子 鑑 定 な ら び に 医 学 診 断 に 応 用 さ れ る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な 方 法 の 大 多 数 は
、 2つ の 技 術 ： ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 お よ び PCRに 基 づ く も の で あ る 。 こ れ ら 両 者 は 、 ゲ ノ ム
DNAの 特 定 の 特 異 的 部 分 を 検 出 し 、 定 量 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 は 、 特 定 の 塩 基 配 列 を 有 す る 核 酸 (以 後 「 標 的 核 酸 」 と 称 す る )を 検
出 す る 方 法 の 1つ と し て 既 知 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 検 出 プ ロ ー ブ と し て 標 的 核 酸 と ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 可 能 な 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て ハ イ ブ リ ッ ド を
形 成 さ せ 、 多 様 な 検 出 手 段 を 介 し て こ の ハ イ ブ リ ッ ド を 検 出 す る こ と に よ り 、 標 的 核 酸 の
検 出 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 特 許 文 献 ９ で は 、 こ の 技 術 の 欠 点 が 記 述 さ れ て お り 、 こ れ は 特 に こ れ ら を 、 周 囲 環 境 、
例 え ば 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 液 体 中 ま た は 特 に 生 細 胞 中 で の 特 異 的 配 列 の 検 出 に 適 用 し よ
う と す る 場 合 で あ る 。 検 出 プ ロ ー ブ が 細 胞 質 内 に 導 入 さ れ る と 、 こ れ は ａ ） 急 速 に 核 へ 移
動 し 、 そ し て ｂ ） 該 プ ロ ー ブ ま た は 、 検 出 プ ロ ー ブ と 標 的 核 酸 の ハ イ ブ リ ッ ド は 、 細 胞 質
に 存 在 す る 多 様 な 種 類 の ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 急 速 に 消 化 さ れ 、 こ れ に よ り 標 的 核 酸 の 検
出 が 困 難 に な る 。 こ の 欠 点 は 、 標 的 核 酸 の 特 定 の 塩 基 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 可 能 な 塩 基
配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で あ っ て 、 リ ン カ ー を 介 し て 核 膜 不 透 過 性 分 子
に 結 合 し 、 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ ； 標 的 核 酸 と 該 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る プ ロ ー
ブ 、 を 使 用 す る こ と に よ っ て 回 避 で き る 。 ハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 に よ っ て 蛍 光 色 素 の 蛍 光 度
が 変 化 す れ ば 、 そ れ に よ り 、 生 細 胞 の 細 胞 質 中 ま た は DNA分 解 酵 素 が 混 入 す る 任 意 の 他 の
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 中 に 標 的 核 酸 が 存 在 し て い る こ と が 検 出 さ れ る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た 核 酸 の 検 出 の た め の 別 タ イ プ の プ ロ セ ス は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 (PCR)の 利 用 す る も の で あ る 。 PCRプ ロ セ ス は 当 分 野 に 周 知 で あ る (特 許 文 献 １ ０ ～ １ ２ )
。 PCRを 簡 単 に 説 明 す る と 、 核 酸 増 幅 標 的 配 列 の 反 対 鎖 と 相 補 的 な 核 酸 プ ラ イ マ ー は 、 変
性 試 料 に ア ニ ー ル す る こ と が で き る 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ (典 型 的 に は 熱 安 定 性 )は 、 ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 し た プ ラ イ マ ー か ら DNA二 重 鎖 を 伸 長 す る 。 こ の プ ロ セ ス が 反 復 さ れ る と 、 標
的 核 酸 が 増 幅 さ れ る 。 核 酸 プ ラ イ マ ー が 試 料 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な い 場 合 、 対 応 す る 増
幅 PCR産 物 は 存 在 し な い 。 こ の 場 合 、 PCRプ ラ イ マ ー は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て 働
く 。 PCRに 基 づ く 方 法 は 、 配 列 未 知 の 核 酸 を 検 出 す る た め の 使 用 に は 限 界 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 PCR法 で は 、 増 幅 さ れ た 核 酸 産 物 は 、 多 数 の 方 法 、 例 え ば 標 識 プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 増
幅 鎖 の 中 に 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 込 む こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 PCRで 使 用
す る プ ラ イ マ ー は 、 放 射 能 、 蛍 光 色 素 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン (digoxygenin)、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 ビ オ チ ン 、 お よ び タ
チ ナ タ マ メ ウ レ ア ー ゼ で 標 識 さ れ て い る 。 非 標 識 プ ラ イ マ ー か ら 構 成 さ れ る PCR産 物 は 、
別 の 方 法 、 例 え ば 電 気 泳 動 ゲ ル 分 離 お よ び そ れ に 続 く 色 素 に 基 づ く 可 視 化 に よ っ て 検 出 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド 検 出 用 の 蛍 光 技 術 が 既 知 で あ る 。 特 許 文 献 １ ３ に は 、 蛍 光 性 ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ の 使 用 が 記 載 さ れ て お り 、 該 プ ロ ー ブ は 標 的 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 し な い 場 合 に は 蛍 光 が 消 光 し て い る 。 特 許 文 献 １ ４ に 記 載 の 蛍 光 性 ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 プ ロ ー ブ は 、 標 的 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ま で 、 あ る い は プ ロ ー ブ が 消 化 さ
れ る ま で 蛍 光 消 光 し て い る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 当 該 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 標
的 が 存 在 に つ い て の 情 報 を 提 供 し 、 配 列 内 に 複 数 存 在 す る 単 一 塩 基 の 変 異 決 定 の 有 用 性 水
準 は い ろ い ろ で あ る 。 い く つ か の 蛍 光 技 術 で は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド が 5'か ら 3'方 向 に 消 化
さ れ 、 蛍 光 消 光 剤 、 例 え ば TaqMan R T M (PerkinElmer;特 許 文 献 １ ５ お よ び １ ６ )の 近 辺 か ら
蛍 光 シ グ ナ ル が 放 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ リ ア ル タ イ ム PCR）
　 蛍 光 を 用 い る リ ア ル タ イ ム PCRモ ニ タ リ ン グ は い く つ か の 様 式 で 記 載 さ れ て い る 。 ま ず
、 二 本 鎖 DNA特 異 的 蛍 光 色 素 、 例 え ば 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 結 合 す れ ば 、 蛍 光 増 加 と の 相 関 に
よ り PCR産 物 の 蓄 積 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 第 二 の 検 出 方 法 、 ポ リ メ ラ ー ゼ を
介 す る エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 の た め に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば Taqの 5'エ キ ソ ヌ ク レ ア
ー ゼ 活 性 を 利 用 す る 。 PCR産 物 に 相 補 的 で は あ る が 、 PCRプ ラ イ マ ー と は 異 な る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ を FRET対 で 標 識 す る と 、 ド ナ ー 分 子 が ア ク セ プ タ ー 分 子 に よ っ て 消 光 さ
れ る 。 PCR増 幅 の 際 に 5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ が 該 プ ロ ー ブ を 消 化 し 続 け る と 、 FRET対 が 分
離 さ れ 、 蛍 光 が 増 加 す る 。 こ の 技 術 の バ リ エ ー シ ョ ン で 使 用 す る 核 酸 で は 、 そ の FRET対 が
、 例 え ば ヘ ア ピ ン コ ン 構 造 を 有 す る こ と に よ っ て 内 部 的 に 消 光 し て い る 。 目 的 の 配 列 と ハ
イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る と 、 該 FRET対 は 分 離 さ れ 、 ド ナ ー 分 子 は 蛍 光 を 発 す る 。 こ の 技 術 は
、 例 え ば SNPの 分 析 の た め に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 別 の 技 術 は 、 二 種 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ の 使 用 に 基 づ く も の で あ り 、 各 プ ロ ー ブ
を FRET対 の メ ン バ ー で 標 識 す る 。 両 プ ロ ー ブ が 十 分 に 近 接 し て 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 す る と 、 蛍 光 シ グ ナ ル が 発 光 さ れ る 。 こ の 技 術 も ま た 、 SNPの 検 出 の た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。
　 こ の よ う な FRETに 基 づ く PCR技 術 を 使 用 す る 主 な 利 点 は 、 閉 管 反 応 中 で 反 応 を モ ニ タ ー
す る こ と が で き 、 高 処 理 量 お よ び 中 処 理 量 で の 使 用 に 適 し て お り 、 混 入 の 恐 れ が 減 少 す る
こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ 体 液 中 DNAの 抽 出 と 検 出 の 方 法 ）
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　 循 環 DNAの 検 出 方 法 は 多 く の 論 文 に 記 載 さ れ て い る 。 生 物 試 料 か ら DNAを 分 離 す る 大 多 数
の ケ ー ス で は 、 科 学 者 は Qiagenが 供 給 す る キ ッ ト 、 い わ ゆ る QIAamp Blood Kit (Qiagen, 
Hilden, Germany)を 利 用 し て い る ：
例 え ば 非 特 許 文 献 ６ ７ で は ： 「 3000 gで 20分 間 遠 心 分 離 し て 、 血 液 細 胞 血 漿 を 分 離 し た 後
、 非 特 許 文 献 ６ ８ お よ び ６ ９ を 参 照 し た 血 液 お よ び 体 液 プ ロ ト コ ー ル を 利 用 し 、 QIAamp B
lood Kit(Qiagen, Hilden, Germany)を 用 い て 血 漿 由 来 DNAを 抽 出 で き る 。 」
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 非 特 許 文 献 ７ ０ で は ： 「 血 液 試 料 を 3000 gで 遠 心 分 離 し 、 血 漿 お よ び 血 清 を 、 そ れ ぞ れ
EDTA含 有 チ ュ ー ブ お よ び プ レ ー ン チ ュ ー ブ か ら 慎 重 に 取 り 出 し 、 プ レ ー ン ポ リ プ ロ ピ レ ン
チ ュ ー ブ に 移 す 。 ま た 末 梢 血 中 の 循 環 腫 瘍 細 胞 の 存 在 に つ い て 検 討 す る た め に EDTA含 有 チ
ュ ー ブ 由 来 の 軟 膜 画 分 を 収 集 す る 。 こ の 試 料 は -70Cま た は -20Cで 次 の 処 理 ま で 保 存 す る 。
血 漿 お よ び 血 清 試 料 由 来 の DNAは 、 製 造 元 が 推 奨 す る 血 液 お よ び 体 液 プ ロ ト コ ー ル を 利 用
し 、 QIAamp Blood Kit(Qiagen, Hilden, Germany)を 用 い て 抽 出 し た (非 特 許 文 献 ７ １ )。
」
【 ０ ０ ４ １ 】
Chen et al.で は ： 「 新 た に 凍 結 し た 組 織 を SDSお よ び プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kで 処 理 し 、 次 い で
フ ェ ノ ー ル お よ び ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し た 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 を ス ラ イ ド ガ ラ ス か ら 掻 き
出 し 、 キ シ ロ ー ル 中 で 洗 浄 し 、 パ ラ フ ィ ン を 除 去 し た 。 一 容 量 の エ タ ノ ー ル を 添 加 し た 後
、 混 合 物 を 遠 心 分 離 し 、 ペ レ ッ ト を プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kお よ び SDSで 消 化 し 、 次 い で フ ェ ノ ー
ル お よ び ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し た 。 コ ン ト ロ ー ル リ ン パ 球 お よ び 血 漿 DNAは 、 「 血 液 お よ び
体 液 プ ロ ト コ ー ル 」 に し た が っ て Qiagenカ ラ ム (Qiamp Blood Kit, Basel, Switzerland)
で 精 製 し た 。 血 漿 (1-3 ml)を 同 カ ラ ム に 通 し た 。 精 製 後 、 血 漿 1 mlか ら 平 均 39 ngの DNAが
得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 血 漿 DNAの 量 は 、 非 特 許 文 献 ７ ２ の 方 法 に し た が い 、 例 え ば 単 一 コ ピ ー 遺 伝 子 に 関 す る
典 型 例 で あ る LaminB2座 位 を 用 い て 競 合 的 PCRに よ り 測 定 で き る 。 20bpを 挿 入 し た 競 合 分 子
を 、 オ ー バ ー ラ ッ プ 伸 長 法 に よ っ て 二 つ の 増 幅 産 物 か ら 直 接 得 た (非 特 許 文 献 ７ ３ )。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 競 合 鋳 型 の 定 量 は OD260測 定 に よ っ て 得 ら れ る 。 血 漿 DNAの 一 定 量 は 競 合 鋳 型 の 増 加 量 と
混 合 可 能 で あ る 。 競 合 的 PCRで は 、 2つ の 追 加 プ ラ イ マ ー を 設 計 す る 必 要 が あ る 。 PCR増 幅
お よ び PAGEを す る と 、 2つ の 産 物 は 明 ら か に ゲ ノ ム お よ び 競 合 鋳 型 に 対 応 す る 。 増 幅 産 物
の 割 合 は 、 ゲ ノ ム DNAの 初 期 濃 度 に 対 す る 添 加 競 合 鋳 型 の 初 期 濃 度 を 正 確 に 反 映 す る 。 競
合 鋳 型 お よ び ゲ ノ ム の 各 バ ン ド の 定 量 は 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 ゲ ル の 濃 度 測 定 (デ ン シ ト
メ ー タ ー )走 査 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 競 合 PCRに よ っ て 得 ら れ る 結 果 は 、 LightCycler System (Roche Diagnostics)で の コ ン
ト ロ ー ル Kit DNAを 用 い る 定 量 化 に よ っ て 確 認 で き 、 こ こ で は LightCycler ControlKit DN
Aを 用 い て 110 bpの ヒ ト ベ ー タ グ ロ ビ ン 遺 伝 子 を 増 幅 す る 。 単 位 複 製 配 列 （ amplicon） は
、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ (LC-Red640)の 特 異 的 ペ ア を 用 い る 蛍 光 に よ っ て 検 出 で き る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 同 様 の ア プ ロ ー チ は Leeら に よ っ て 用 い ら れ 、 HIVア ッ セ イ キ ッ ト (HIV Monitor Assay, 
Roche Molecular Systems, Emeryville,CA)の 試 薬 を 用 い て 血 清 お よ び 血 漿 試 料 DNAの ゲ ノ
ム DNAを 定 量 化 し た 。 解 凍 後 す ぐ に 、 血 漿 お よ び 血 清 試 料 を 、 最 大 速 度 で 5分 間 微 量 遠 心 分
離 (MicrofugeII, Beckman Instruments)し て 、 凝 集 お よ び 非 特 異 的 沈 殿 を 含 ま な い 浄 化 血
漿 ま た は 血 清 を 作 成 し た 。 血 漿 お よ び ／ ま た は 血 清 (100μ l)を 取 り 出 し 、 常 用 溶 解 試 薬 30
0μ lを 含 有 す る 1.5ml微 量 遠 心 チ ュ ー ブ に 入 れ た 。 該 チ ュ ー ブ を 次 い で 3～ 5秒 間 強 く 攪 拌
し 、 室 温 で 10～ 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 100%イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 40
0μ lを 各 チ ュ ー ブ に 加 え 、 次 い で こ れ を 3～ 5秒 間 攪 拌 し 、 室 温 に て 15か ら 30分 間 、 10000g
で 微 量 遠 心 分 離 (12000rpm MicrofugeII, Beckman Instruments)し た 。 上 清 を 除 去 し 、 70%
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エ タ ノ ー ル 1mlを 各 チ ュ ー ブ に 加 え た ； こ れ ら の 諸 段 階 の 後 に 、 室 温 で 5～ 10分 間 、 10.000
gで 微 量 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 除 去 し た 後 、 DNAペ レ ッ ト を 室 温 で 一 晩 放 置 し 、 残 留 エ タ ノ
ー ル を す べ て 蒸 発 さ せ た 。 該 ペ レ ッ ト を PCR溶 液 A(100mMKCl、 10mMTris、 2.5mM MgCl 2 ； pH
 8.3)お よ び PCR溶 液 B(10 mM Tris、 2.5 mM MgCl 2 、 1%Tween-20、 1%ノ ニ デ ッ ト P-40； pH8.
3)100μ lに 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 精 製 DNAは HLA DQ-ア ル フ ァ プ ラ イ マ ー ま た は ヒ ト Y染 色 体 プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し た
。 標 準 曲 線 を 作 成 し た が 、 こ れ は 各 増 幅 に 含 ま れ る 定 量 化 に 関 す る も の で あ る (非 特 許 文
献 ７ ４ )。
　 特 許 文 献 １ ７ (Gocke et al.)も ま た 、 血 漿 ま た は 血 清 画 分 中 の 腫 瘍 関 連 細 胞 外 核 酸 の 検
出 に 関 し 、 こ こ で は 、 血 液 お よ び 血 清 試 料 中 の 循 環 DNAを 抽 出 お よ び 検 出 す る い く つ か の
方 法 に つ い て 概 要 を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 尿 試 料 中 の DNA濃 度 を 測 定 す る た め に は 、 試 料 は 新 鮮 で あ る 必 要 が あ り 、 理 由 は ヒ ト 尿
が ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 含 む か ら で あ る (Botezatu et al.2000)。 新 鮮 な 試 料 を 800gで 10分
間 遠 心 分 離 し 、 上 清 か ら DNAを 単 離 す る が 、 こ れ は Labarcaお よ び Paigenが 記 載 す る 通 り で
あ る (非 特 許 文 献 ７ ５ )。
　 ま た 、 ヒ ト 糞 便 試 料 に は 胃 腸 細 胞 由 来 の DNAが 含 有 さ れ て い る こ と が 当 分 野 に 既 知 で あ
る 。 前 記 DNAは 、 特 定 種 類 の K-ras遺 伝 子 変 異 の 有 無 を 検 査 す る の に 利 用 で き 、 こ れ に よ り
提 供 者 が 大 腸 癌 を 発 症 し て い る 可 能 性 が あ る か ど う か 決 定 す る こ と が で き る 。
【 特 許 文 献 １ 】 WO 95/16792
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5,552,277号
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【 特 許 文 献 ５ 】 WO 99/28498
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【 特 許 文 献 ９ 】 米 国 特 許 第 6,228,592号
【 特 許 文 献 １ ０ 】 米 国 特 許 第 4,683,195号
【 特 許 文 献 １ １ 】 米 国 特 許 第 4,683,202号
【 特 許 文 献 １ ２ 】 米 国 特 許 第 4,800,159号
【 特 許 文 献 １ ３ 】 米 国 特 許 第 5,691,146号
【 特 許 文 献 １ ４ 】 米 国 特 許 第 5,723,591号
【 特 許 文 献 １ ５ 】 米 国 特 許 第 5,691,146号
【 特 許 文 献 １ ６ 】 米 国 特 許 第 5,876,930号
【 特 許 文 献 １ ７ 】 米 国 特 許 第 6156504号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Saccomanno et al. (1974) Cancer (Phila.), 33: 256-270
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Mao et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 9871-9875
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Mao et al.(1994)Cancer Res., 54: 1634-1637
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Kersting et al. (2000) J. Clin. Oncol., 18: 3221-3229
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Ahrendt et al. (1999) J.Natl.Cancer Inst. (Bethesda), 91: 332-33
9
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Palmisano et al. (2000), Cancer Res. 60: 5954-5958
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Wuet et al. (2001) Cancer Res 61: 8651-8653
【 非 特 許 文 献 ８ 】 E.R.Fearon, et al., Cell, 61:759, 1990
【 非 特 許 文 献 ９ 】 P. A. Jones, et al., Cancer Res., 46:461,1986
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 R. Holliday, Science, 238: 163, 1987
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 A. De Bustros, et al., Proc.Natl.Acad. Sci., USA, 85: 5693, 19
88

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-518809 A 2005.6.30



【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 P. A. Jones, et al., Adv. Cancer Res.,54:1,1990
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 S. B. Baylin, et al., Cancer Cells, 3 :383, 1991
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 M. Makos, et al.,Proc.Natl. Acad. Sci., USA, 89: 1929, 1992
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 N. Ohtani-Fujita, et al.,Oncogene,8:1063, 1993
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Razin, A., H., and Riggs, R. D. eds. in DNA Methylation Bioche
mistry and Biological Significance, Springer-Verlag, N.Y.,1984
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Garcia JF et al「 p16INK4A遺 伝 子 の メ チ ル 化 に 関 連 す る p16タ ン パ ク
質 発 現 の 喪 失 は ホ ジ キ ン 病 に て 頻 繁 に 見 ら れ る 」 Labinvest 1999 Dec;79(12)1453-9
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Zeschnigh et al 「 ヒ ト ゲ ノ ム 中 の 刷 り 込 み 断 片 ： ゲ ノ ム 配 列 決 定 法
に よ っ て 決 定 さ れ た プ ラ ダ ー ・ ウ ィ リ ／ エ ン ジ ェ ル マ ン 症 候 群 領 域 中 の 種 々 の DNAメ チ ル
化 パ タ ー ン 」 HumanMol.Genetics(1997)(6)3pp387-395
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Tuck-Muller et al「 ICF症 候 群 患 者 由 来 セ ル ラ イ ン に お け る CMDNA低
度 メ チ ル 化 お よ び 異 常 染 色 体 不 安 定 性 」 Cytogenet Call Genet 2000; 89(1-2): 121-8L
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Chen TC et al「 皮 膚 線 維 腫 は ク ロ ー ン 増 殖 性 疾 患 で あ る 」 J Cutan P
athol 2000 Jan;27 (1):36-9
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 ee SD et al.「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 内 皮 細 胞 増 殖 は 原 発 性 肺 性 高 血 圧 に 存
在 す る が 、 続 発 肺 性 高 血 圧 に は 存 在 し な い 」 Jclin Invest 1998 Mar1,101 (5):927-34
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Klauck SM et al.「 自 閉 症 患 者 の 大 き な 集 団 に お け る FMR-1遺 伝 子 の
分 子 遺 伝 的 分 析 」 Human Genet 1997 Aug;100(2):224-9
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 Hornstra IK et al.「 脆 弱 性 X症 候 群 に お け る FMR1遺 伝 子 ト リ ヌ ク レ
オ チ ド 反 復 領 域 の 高 分 解 能 メ チ ル 化 分 析 」 Hum Mol Genet 1993 Oct, 2(10):1659-65
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 Ferluga J et al.「 ハ ン チ ン ト ン 病 お よ び 大 腸 癌 に お い て 器 官 お よ び
年 齢 が 関 連 す る 可 能 な 後 成 的 因 子 」 Medhypotheses 1989 May; 29(1);51-4
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 Yanagisawa Y et al. (2000)「 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 不 安 定 性 を 伴 う 家
族 性 胃 癌 に お け る hMLH1プ ロ モ ー タ ー の メ チ ル 化 」 Int J Cancer 85: 50-3
【 非 特 許 文 献 ２ ６ 】 Maruyama et al. (2001) Cancer Res 61: 8659-8663
【 非 特 許 文 献 ２ ７ 】 Palmisano et al. (2000), Cancer Res. 60: 5954-5958
【 非 特 許 文 献 ２ ８ 】 Wongetal. (2000) Clin Cancer Res 6(9):3516-3521
【 非 特 許 文 献 ２ ９ 】 Sanchez-Cespedes et al. (2000) Cancer Res 60: 892-895
【 非 特 許 文 献 ３ ０ 】 Cairns et al. (2001) Clin Cancer Res 7:2727-2730
【 非 特 許 文 献 ３ １ 】 Esteller, M., Corn, P. G., Baylin, S. B., Herman, J. G. (2001)
.ヒ ト 癌 の 遺 伝 子 高 度 メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ ル 、 Cancer Res 61:3225-3229
【 非 特 許 文 献 ３ ２ 】 Byun, D.-S., Lee, M.-G., Chae, K.-S., Ryu, B.-G., Chi, S.-G. (
2001).ヒ ト 胃 腺 癌 に お け る 異 常 プ ロ モ ー タ ー 高 度 メ チ ル 化 に よ る RASSF1Aの 頻 繁 な 後 成 的
不 活 性 化 、 Cancer Res 61: 7034-7038.
【 非 特 許 文 献 ３ ３ 】 Agathanggelou A., Honorio S., Macartney D.P.,MartinezA.,Dallol
A.,RaderJ.,Fullwood P., Chauhan A., Walker R., Shaw J.A.,HosoeS.,LermanM.I.,Minn
a J.D., Maher E. R., Latif F. (2001).肺 、 乳 房 お よ び 卵 巣 腫 瘍 に お け る 領 域 3
【 非 特 許 文 献 ３ ４ 】 p21.3由 来 RASSF1Aの メ チ ル 化 関 連 不 活 性 化 、 Oncogene, 20: 1509-151
8. Dong, S. M., Kim, H.-S., Rha, S.-H., Sidransky, D. (2001).子 宮 頚 部 の 癌 に お け
る 複 数 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 高 度 メ チ ル 化 、 Clin Cancer Res7:1982-1986.
【 非 特 許 文 献 ３ ５ 】 Herman J. G., Latif F., Weng Y. K., Lerman M. I., Zbar B.,LiuS
.,etal(1994) 腎 臓 癌 に お け る DNAメ チ ル 化 に よ る VHL腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ 、 P
roc.Natl.Acad.Sci.USA,91:9700-9704.
【 非 特 許 文 献 ３ ６ 】 Razin,A.,H., and Riggs, R. D. eds. in DNA Methylation Biochemi
stry and Biological Significance, Springer-Verlag, N.Y., 1984
【 非 特 許 文 献 ３ ７ 】 Shapiro et al. (1970) Nature 227: 1047
【 非 特 許 文 献 ３ ８ 】 Rein, T., DePamphilis, M.L., Zorbas, H.,Nucleic Acids Res.1998
,26,2255
【 非 特 許 文 献 ３ ９ 】 OlekA,Oswald J, Walter J. (1996)、 重 亜 硫 酸 塩 に 基 づ く シ ト シ ン メ

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-518809 A 2005.6.30



チ ル 化 分 析 の 修 正 お よ び 改 良 し た 方 法 、 Nucleic Acids Res.24:5064-6
【 非 特 許 文 献 ４ ０ 】 Zeschnigk M, Lich C, Buiting K, Doerfler W, Horsthemke B(1997)
 SNRPN座 で の 対 立 遺 伝 子 の メ チ ル 化 差 異 に 基 づ く エ ン ジ ェ ル マ ン お よ び プ ラ ダ ー -ウ ィ リ
症 候 群 診 断 用 の 単 一 管 PCR検 査 、 EurJHumGenet.5:94-8
【 非 特 許 文 献 ４ １ 】 Olek A, Walter J. (1997) H19メ チ ル 化 刷 り 込 み の 移 植 前 個 体 発 生 、
 Nat Genet. 3: 275-6
【 非 特 許 文 献 ４ ２ 】 Gonzalgo ML and Jones PA. (1997)メ チ ル 化 感 受 性 単 一 ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー 伸 長 (Ms-SNuPE)を 用 い る 特 定 部 位 に お け る メ チ ル 化 差 異 の 高 速 定 量 、 Nucleic 
Acids Res.25:2529-31
【 非 特 許 文 献 ４ ３ 】 Xiong Z, Laird PW. (1997)COBRA:高 感 度 お よ び 定 量 的 DNAメ チ ル 化 ア
ッ セ イ 、 NucleicAcidsRes.25:2532-4
【 非 特 許 文 献 ４ ４ 】 Herman JG, Graff JR, Myohanen S, Nelkin BD and Baylin SB. (199
6),メ チ ル 化 特 異 的 PCR： CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 状 態 に 関 す る 新 規 PCRア ッ セ イ 、 Proc N
atl Acad Sci USA. 93: 9821-6
【 非 特 許 文 献 ４ ５ 】 Grigg G, Clark S. (1994)ゲ ノ ム DNA中 の 5-メ チ ル シ ト シ ン 残 基 の 配
列 決 定 、 Bioessays16: 431-6
【 非 特 許 文 献 ４ ６ 】 Zeschnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B,Do
erflerW. (1997)ヒ ト ゲ ノ ム 中 の 刷 り 込 み 断 片 ： ゲ ノ ム 配 列 決 定 法 に よ っ て 決 定 さ れ た プ
ラ ダ ー -ウ ィ リ ／ エ ン ジ ェ ル マ ン 症 候 群 領 域 中 の 種 々 の DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン 、 Hum Mol Ge
net.6:387-95
【 非 特 許 文 献 ４ ７ 】 Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter J, Reik W. (1994)個 別 染 色
体 に 関 す る メ チ ル 化 分 析 ： 重 亜 硫 酸 塩 ゲ ノ ム 配 列 決 定 の た め の 改 良 プ ロ ト コ ー ル 、 Nuclei
c Acids Res.22:695-6
【 非 特 許 文 献 ４ ８ 】 Martin V, Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R. (1995)ヒ ト
乳 癌 セ ル ラ イ ン に お け る ゲ ノ ム 配 列 決 定 に よ り pS2遺 伝 子 の 5'領 域 で の DNA低 度 メ チ ル 化 お
よ び そ の 発 現 の 相 関 を 示 す 、 Gene 157 : 261-4
【 非 特 許 文 献 ４ ９ 】 Bret et al. (1990) Toxicology 61(3): 283-92
【 非 特 許 文 献 ５ ０ 】 Leon et al. (1977) Cancer Res. 37: 646-650
【 非 特 許 文 献 ５ １ 】 Shapiro et al.(1983), Cancer 51:2116-2120
【 非 特 許 文 献 ５ ２ 】 Anker et al. (1999), Cancer Metastasis　 Rev. 18:65-73
【 非 特 許 文 献 ５ ３ 】 Maebo A. (1990), Jap J Thoraic Dis 28: 1085-1091
【 非 特 許 文 献 ５ ４ 】 Fournie et al.(1995), Cancer Let 2: 221-227
【 非 特 許 文 献 ５ ５ 】 Leon et al. (1977) Cancer Res. 37: 646-650
【 非 特 許 文 献 ５ ６ 】 Jahr et al. (2001), Cancer Res 61: 1659-1655
【 非 特 許 文 献 ５ ７ 】 GoesslC. et al. (1998) Cancer Res., 58: 4728-4732
【 非 特 許 文 献 ５ ８ 】 Anker et al.(1999), Cancer Metastasis Rev. 18: 65-73
【 非 特 許 文 献 ５ ９ 】 Botezatu et al. (2000)尿 に 排 出 さ れ た DNAの 遺 伝 子 分 析 ： 生 体 中 の
死 に つ つ あ る 細 胞 由 来 の 特 異 的 ゲ ノ ム DNA配 列 を 検 出 す る た め の 新 規 ア プ ロ ー チ 、 Clin Ch
em46:1078-1084
【 非 特 許 文 献 ６ ０ 】 Mao L. (1996)尿 中 の 膀 胱 癌 検 出 に 関 す る ク ロ ー ン マ ー カ ー と し て の
遺 伝 子 変 化 、 J Cell Biochem Suppl 25:191-196
【 非 特 許 文 献 ６ １ 】 Eisenberger et al. (1999)分 子 尿 検 査 に よ る 腎 臓 癌 の 診 断 、 J Natl 
Cancer Inst 91:2028-2032
【 非 特 許 文 献 ６ ２ 】 Anker et al. (1997) K-ras変 異 は 大 腸 癌 患 者 の 血 漿 か ら 抽 出 さ れ た D
NA中 に 見 ら れ る 、 Gastroenterology 112:1114-1120
【 非 特 許 文 献 ６ ３ 】 Lo et al. (2000)尿 の 分 子 検 査 ： 排 出 中 の DNA獲 得 (Molecular Testin
g of Urine:CatchingDNA on the Way Out.) Clinical Chemistry 46: 1039-1040
【 非 特 許 文 献 ６ ４ 】 Labarca and Paigen (1980)Anal. Biochem. 102, 344-352
【 非 特 許 文 献 ６ ５ 】 Sambrook; Fritsch and Maniatis (1989) Molecular Cloning-A labo
ratory manual (第 二 版 ) 3:E.5

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-518809 A 2005.6.30



【 非 特 許 文 献 ６ ６ 】 Trends in Biochemical Sciences 19, 46-47
【 非 特 許 文 献 ６ ７ 】 Jahr et al. (2001), Cancer Res 61: 1659-1655
【 非 特 許 文 献 ６ ８ 】 Wong et al. (1999), Cancer Res 59: 71-73
【 非 特 許 文 献 ６ ９ 】 Lo et al. (1998) Am. J. Genet. 62:768-775
【 非 特 許 文 献 ７ ０ 】 Wong et al. (1999), Cancer Res 59: 71-73
【 非 特 許 文 献 ７ １ 】 Chen et al. (1996).小 細 胞 肺 癌 患 者 の 血 漿 DNA中 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ
ト 変 化 、 Nat Med 2: 1033-1035
【 非 特 許 文 献 ７ ２ 】 Diviacco et al. (1992) Gene 122: 313-320
【 非 特 許 文 献 ７ ３ 】 Diviacco et al. (1992) Gene 122: 313-320
【 非 特 許 文 献 ７ ４ 】 Lee et al. (2001) Transfusion 41: 276-282
【 非 特 許 文 献 ７ ５ 】 Labarca and Paigen (1980) Anal Biochem 102: 344-352
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 概 し て 最 新 技 術 は 、 腫 瘍 指 標 タ ン パ ク 質 ま た は 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 の cDNA、 い わ ゆ る 血 液 ま
た は 他 の 体 液 中 の 腫 瘍 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 有 無 を 検 出 す る た め の 、 核 酸 に 基 づ く ア ッ セ イ の
更 な る 開 発 で あ る 。 発 癌 に 関 与 す る 癌 特 異 的 な 遺 伝 子 の 変 化 、 例 え ば 発 癌 遺 伝 子 の 変 異 ま
た は 欠 失 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 変 異 ま た は 欠 失 、 ま た は マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト の 変 化 の 検 出 は
、 後 に 、 患 者 が 腫 瘍 を 保 有 す る か 否 か の 予 測 を 可 能 に す る (例 え ば 特 許 WO95/16792ま た は
米 国 特 許 第 5,952,170号 Stroun et al.)。 進 ん だ 段 階 で は 、 科 学 者 が 短 時 間 に か つ 高 精 度
で 大 量 の 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の を 可 能 に す る キ ッ ト を 作 成 す る こ と が 目 的 に な る 。
こ れ ら の キ ッ ト は 、 癌 の 予 防 薬 お よ び 早 期 検 出 の 改 善 だ け で な く 、 治 療 後 の 腫 瘍 動 態 の モ
ニ タ ー に と っ て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 特 定 遺 伝 子 、 特 に 特 定 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 高 度 メ チ ル 化 の 検 出 は 、 腫 瘍 の 有 無 に
関 す る 重 要 な 指 標 で あ る と 認 識 さ れ て い る 。 我 々 の こ れ ま で の 知 識 で は 、 メ チ ル 化 分 析 を
扱 っ た す べ て の 研 究 が 、 特 定 腫 瘍 マ ー カ ー 遺 伝 子 の み の メ チ ル 化 状 態 を 考 察 し た も の で あ
っ た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 発 癌 の 制 御 に お い て 役 割 を 担 う こ と が 既 知 で あ り 、 換 言 す れ ば 、
腫 瘍 形 成 の ス イ ッ チ の オ ン お よ び オ フ を 決 定 す る と 考 え ら れ て い る 。 最 も 進 ん で い る の は
、 メ チ ル 化 お よ び 前 立 腺 癌 に つ い て の 知 識 で あ る 。 そ れ 故 に 、 体 液 由 来 の DNAを 用 い て 前
立 腺 癌 を 示 す 特 定 の マ ー カ ー 遺 伝 子 (GSTP1)の メ チ ル 化 分 析 を 使 用 す る 方 法 が 特 許 を 受 け
て い る (米 国 特 許 第 5,552,277号 )。 特 定 の 、 ま だ 同 定 さ れ て い な い 指 標 遺 伝 子 の メ チ ル 化
状 態 を 決 定 す る こ と は 、 化 学 療 法 お よ び 放 射 線 治 療 に 対 す る 患 者 の 応 答 性 を 予 測 す る 有 用
な ツ ー ル に さ え な る か も し れ な い (Hanna et al.(2001) Cancer Res 61: 2376-2380)。 し
か し な が ら 、 こ れ ら す べ て の ス ク リ ー ニ ン グ ア プ ロ ー チ は 、 特 定 タ イ プ の 癌 に 限 ら れ る 。
こ れ は 、 こ れ ら が す べ て 、 特 定 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 探 す こ と に 限 定 さ れ て い て 、 該 マ ー カ ー
遺 伝 子 は 、 特 定 種 類 の 体 液 中 で 発 見 さ れ た 場 合 の 一 種 類 の 癌 に 対 し て 非 常 に 特 異 的 で あ る
か ら で あ る 。 別 の 例 は Usadelら に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 彼 ら は 、 肺 癌 患 者 の 血 清 試 料 中
で 、 大 腸 腺 腫 性 (adenomatous polyopsis coli, APC)と 称 さ れ る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領
域 中 に 腫 瘍 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン を 検 出 で き る が 、 健 康 な ド ナ ー の 血 清 試 料 中 で は 、 メ
チ ル 化 APCプ ロ モ ー タ ー DNAが 検 出 で き な い こ と を 記 載 し た (Usadel et al.(2002) Cancer 
Research 6, 371-375)。 し た が っ て こ の マ ー カ ー は 肺 癌 の 良 好 な 指 標 と し て 適 し 、 肺 癌 と
診 断 さ れ た 人 の ス ク リ ー ニ ン グ に 、 あ る い は も し か す る と 、 腫 瘍 の 外 科 的 除 去 後 の 患 者 に
つ い て の 、 そ の 肺 に お け る 転 移 発 生 に 関 す る モ ニ タ リ ン グ に 特 異 的 に 使 用 す る こ と が で き
る 。 し か し な が ら 、 Usadelは ま た 、 遺 伝 子 APCの 後 成 的 変 化 は 、 胃 腸 腫 瘍 発 生 の 共 通 の 現
象 で あ り 、 し た が っ て 腫 瘍 マ ー カ ー と し て APCを 用 い る 血 液 選 別 は 患 者 が 腫 瘍 を 発 症 し つ
つ あ る こ と を 示 す の み で あ り 、 腫 瘍 が ど こ に 位 置 す る で あ ろ う か は 未 知 で あ る と 記 載 し て
い る 。 こ れ で は 、 内 科 医 が こ の 情 報 を 直 接 利 用 し て よ り 詳 細 な 診 断 の 追 跡 、 あ る い は そ れ
ぞ れ の 医 学 的 状 態 の 処 理 さ え で き な い 。 こ れ は 診 断 ま た は 治 療 の 利 用 可 能 な 対 策 は 、 関 与
す る 器 官 に 特 異 的 で あ る か ら で あ る 。 特 に 、 病 変 の 大 き さ が ま だ 小 さ い 場 合 に は 、 さ ら な
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る 診 断 お よ び 治 療 は ど の 器 官 を 標 的 と す べ き か を 内 科 医 が 見 出 す こ と は 非 常 に 困 難 で あ る
。 し た が っ て 癌 マ ー カ ー の 存 在 は 、 可 能 性 の あ る 多 数 の 療 法 の う ち い ず れ か の 処 置 が 必 要
で あ る か を 示 す が 、 こ の 情 報 を ど の よ う に 扱 う か を 決 定 す る 際 に は 内 科 医 お よ び 患 者 に 全
く 役 立 た な い 。 内 科 医 は す べ て の 可 能 性 の あ る 器 官 に つ い て 病 変 の 存 在 を さ ら に 調 査 し な
け れ ば な ら な い で あ ろ う し 、 何 か を 発 見 し た 場 合 で あ っ て も 、 病 変 が こ の 特 定 器 官 に の み
限 ら れ た も の で あ る か は 不 明 瞭 で あ る 。 こ れ は 最 新 技 術 の 問 題 の 一 つ で あ る が 、 本 発 明 の
実 施 形 態 は 器 官 特 異 的 な 疾 患 に つ い て の 情 報 を 提 供 す る こ と に よ っ て こ れ を 解 決 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 米 国 特 許 第 6,156,504号  (Gocke et al.)に 記 載 さ れ る 発 明 は 、 血 漿 ま た は 血 清 画 分
中 の 細 胞 外 核 酸 の 検 出 に 関 す る が 、 該 特 許 は 、 血 中 の 変 異 細 胞 外 K-ras核 酸 を 検 出 す る 方
法 に 及 ぶ の み で あ る 。 こ れ は 、 ほ と ん ど の ア ッ セ イ が 特 異 的 腫 瘍 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 こ の 特
許 の ケ ー ス で は 発 癌 遺 伝 子 K-ras、 に 基 づ く こ と の 別 の 例 で あ る 。 し か し な が ら 、 多 く の
タ イ プ の 癌 で は 、 特 異 的 遺 伝 子 が ま だ 知 ら れ て さ え な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 典 型 的 に 「 癌 マ ー カ ー 」 は 、 腫 瘍 ま た は 他 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 存 在 を 示 す が 、 こ れ ら は
特 定 種 類 の 組 織 に 特 異 的 で は な い 。 典 型 的 な 癌 マ ー カ ー は 、 一 群 の 種 々 の 可 能 性 の あ る 腫
瘍 の う ち の 一 種 類 の 腫 瘍 が 発 症 し て い る 可 能 性 を 検 出 す る が 、 特 定 型 の 腫 瘍 ま た は 起 源 器
官 に 関 し て 決 定 す る こ と は で き な い 。 す な わ ち 、 腫 瘍 マ ー カ ー は 、 腫 瘍 の 検 出 に 関 し て 特
異 的 で あ る が 、 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ に 関 し て は 特 異 的 で は な い 。
　 し た が っ て 早 期 ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 患 者 が 特 定 種 類 の 癌 を 患 っ て い る と 仮 定 す る 理 由
が な い 場 合 に 、 腫 瘍 の 位 置 を 予 測 で き な い 腫 瘍 特 異 的 マ ー カ ー を 用 い た 選 別 、 あ ま り 患 者
に は 役 立 た ず 、 患 者 は 全 身 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 別 の 診 断 検 査 の 結 果 を 待 た な け れ ば な ら
な い は ず で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 一 方 、 一 種 類 の 腫 瘍 に 特 異 的 な 腫 瘍 マ ー カ ー が 存 在 し 、 罹 患 し た 特 定 位 置 ま た は 特 定 組
織 タ イ プ に 合 わ せ た 診 断 が 作 成 さ れ る と し て も 、 き わ め て 早 期 の 選 別 を す る に は 、 可 能 性
の あ る す べ て の 既 知 の 癌 特 異 的 遺 伝 子 の 変 化 に 関 し て 同 時 に 検 査 す る 必 要 が あ る 。 こ れ は
実 行 不 可 能 で あ る と み な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 細 胞 増 殖 性 疾 患 で は 、 血 液 お よ び 他 の 体 液 中 の 細 胞 外 DNAレ ベ ル の 上 昇 が 生 じ る 。 発 明
者 の 知 識 で は 、 ヒ ト に お け る 細 胞 外 DNAの 定 量 は 、 患 者 が 、 例 え ば 癌 の よ う な 細 胞 増 殖 性
疾 患 を 保 有 す る 危 険 を 予 測 す る た め に 用 い ら れ る こ と は 決 し て な い 。 癌 患 者 の 血 中 の 高 レ
ベ ル 循 環 DNAが 記 述 さ れ て い る い く つ か の 報 告 が 公 開 さ れ て い る が 、 こ れ ら は 単 に 、 比 較
的 容 易 に ア ク セ ス 可 能 な DNAの ソ ー ス と し て 、 そ の 性 質 を さ ら に 分 析 す る た め に 利 用 さ れ
て い る (Jahretal.2001)。 ま た 既 知 で あ る が 、 こ れ ら DNA分 子 は 何 ら か の 理 由 で 細 胞 が 死 に
つ つ あ る 組 織 由 来 で あ る (上 で 考 察 )。 そ れ に も か か わ ら ず 、 現 在 ま で 、 DNAの 起 源 を 決 定
す る た め の ノ ウ ハ ウ が 欠 如 し 、 し た が っ て 体 液 、 例 え ば 血 液 中 の DNAレ ベ ル の 増 加 と い う
一 般 的 結 果 を 特 定 器 官 に お け る 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 危 険 と 結 び 付 け る こ と が で き な か っ た 。
こ の 欠 如 は 、 DNAの 起 源 を 決 定 す る こ と が で き る 組 織 特 異 的 マ ー カ ー が 入 手 不 能 で あ っ た
せ い で あ り (Jahretal.2001)。 こ れ は ま さ に 、 本 発 明 が 埋 め る こ と が で き る ギ ャ ッ プ で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 特 異 的 マ ー カ ー と し て 働 き 得 る 遺 伝 子 は す で に 説 明 さ れ て
い る (例 え ば  Adorjan et al.「 マ イ ク ロ ア レ イ に 基 づ く DNAメ チ ル 化 分 析 に よ る 腫 瘍 ク ラ
ス の 予 測 お よ び 発 見 」 (2002) Nucleic Acids Res. 30, e21)。 ま た 、 特 定 の 医 学 的 症 状 、
例 え ば 細 胞 増 殖 性 ま た は 炎 症 性 疾 患 が 体 液 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの レ ベ ル 増 加 を 生 じ さ せ る こ
と が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 当 該 遊 離 浮 遊 DNAの ソ ー ス を 決 定 し 、 こ れ に よ り 、 こ
の よ う な 医 学 的 症 状 を 患 う 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の 検 出 に 関 す る 高 速 か つ 正 確 な 診
断 検 査 を 可 能 に す る た め に こ れ ら の マ ー カ ー を 用 い る 考 え は 、 最 新 技 術 に 対 し て 極 め て 有
益 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 従 来 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 特 定 の 医 学 的 症 状 の 早 期 診 断 の た め に 使 用 さ れ て き た が 、 こ れ
は 具 体 的 な 特 定 の 医 学 的 症 状 に の み 対 処 で き る も の で あ っ た 。 例 え ば 、 大 腸 癌 を 発 症 し て
い る こ と が 疑 わ れ る 患 者 は 、 自 身 の 糞 便 試 料 を 、 癌 マ ー カ ー 、 例 え ば K-rasを 用 い る 検 査
に 付 す る こ と が で き る 。 前 立 腺 癌 を 発 症 し て い る こ と が 疑 わ れ る 患 者 は 、 自 身 の 射 精 試 料
を 、 前 立 腺 癌 マ ー カ ー 、 例 え ば GSTPiに 関 す る 検 査 に 付 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら
、 い ず れ の 器 官 ま た は 組 織 に 細 胞 増 殖 性 疾 患 ま た は 同 様 の 疾 患 を 発 症 し て い る か に 関 し て
患 者 に 特 定 の 疑 惑 が な い (例 え ば 、 た ま た ま 大 量 の 放 射 能 を 被 曝 し た 個 体 の )場 合 の 全 体 的
ス ク リ ー ニ ン グ に つ い て は 、 発 明 者 ら の 知 る 限 り 、 こ の よ う な 医 学 的 症 状 を 高 速 か つ 正 確
な 様 式 で 検 出 す る 方 法 が 従 来 技 術 に 記 載 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 血 中 の 遊 離 浮 遊 DNAレ ベ ル の 上 昇 が 癌 ま た は 他 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 指 標 で あ る こ と は 記
載 さ れ て い る が 、 遊 離 浮 遊 DNAレ ベ ル の 検 出 は 、 得 ら れ る 情 報 が あ ま り に 非 特 異 的 に 過 ぎ
て い か な る 役 に も 立 た な い た め 、 単 独 で は 有 用 な 診 断 方 法 と し て 機 能 し な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 し か し な が ら 、 前 記 遊 離 浮 遊 DNAが 由 来 す る 場 所 を 決 定 す る 場 合 に は 、 こ れ は 従 来 記 載
さ れ て い な い こ と で あ る が 、 こ の よ う な ア ッ セ イ の 診 断 価 値 は 劇 的 に 増 加 す る 。 こ の 理 由
は 、 こ の よ う な ア ッ セ イ が 該 DNAの 位 置 お よ び 可 能 性 の あ る 原 因 を 解 明 す る か ら で あ る 。
こ の よ う に 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 に 罹 患 し た 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ を ま さ に 示 す 早 期 ス
ク リ ー ニ ン グ は 非 常 に 有 益 で あ る 。 得 ら れ る 情 報 は さ ら に 進 ん だ 診 断 方 法 を 支 援 す る で あ
ろ う 。 該 情 報 か ら 、 実 施 者 は よ り 特 化 し た 診 断 に 向 け て 次 に ス テ ッ プ す る に は 何 が 必 要 か
を 極 め て 正 確 に 教 え ら れ 、 ま た 該 患 者 を ど の 臨 床 専 門 家 に 紹 介 す べ き か に 関 す る 手 引 き が
与 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 課 題 は 、 患 者 の 血 液 ま た は 他 の 体 液 中 の 遊 離 浮 遊 循 環 DNAの 有 意
部 分 を 放 出 す る 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ を 決 定 す る こ と に よ り 、 患 者 が 、 特 定 器 官 、
組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に て 医 学 的 症 状 、 例 え ば 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 患 っ て い る 可 能 性 が あ る
と の 予 測 を 可 能 に す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は 、 体 液 中 の 、 循 環 性 の 遊 離 浮 遊 核 酸 を 分 析 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ は
、 い ず れ の 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ が 医 学 的 症 状 を 発 症 し て い る か を 、 ヒ ト 身 体 の 種
々 の 健 康 な 、 あ る い は 種 々 の 罹 患 し た 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ 由 来 の DNAを 識 別 す る
手 段 を 用 い る こ と に よ り い か に 予 測 す る か に つ い て の 手 段 を 開 示 す る も の で あ る 。 特 定 遺
伝 子 の 特 徴 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン は 、 特 定 器 官 、 組 織 お よ び 細 胞 タ イ プ と 相 互 に 関 連 付 け る
こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 、 遊 離 浮 遊 DNAの 起 源 の 同 定 、 あ る い は 換 言 す れ ば 、 当 該
体 液 中 の 循 環 核 酸 の 有 意 部 分 の 有 機 ソ ー ス の 決 定 は 、 特 定 CpG部 位 の メ チ ル 化 を 検 出 す る
ア ッ セ イ に よ っ て 行 わ れ る 。 特 に 好 ま し い の は 、 核 酸 に 基 づ く 方 法 、 例 え ば ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 法 、 配 列 決 定 お よ び PCRに よ っ て 、 あ る い は 、 さ ら に よ り 好 ま し く は リ ア ル タ イ ム PCR
法 を 用 い る こ と に よ っ て メ チ ル 化 を 検 出 す る こ と で あ る 。 前 記 分 析 の 結 果 は 、 よ り 特 化 し
た 診 断 戦 略 を い か に 作 成 す る か に 関 し て 、 実 施 者 に さ ら な る 手 引 き を 与 え る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 中 の 「 体 液 」 と は 、 生 体 か ら 得 ら れ る 高 分 子 の 混 合 物 を 表 す 。 こ れ に は 以 下 の
も の が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ：
血 液 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 痰 、 射 精 物 、 精 液 、 涙 、 汗 、 唾 液 、 リ ン パ 液 、 気 管 支 洗 浄 液 、 胸
水 、 腹 膜 液 、 髄 膜 液 (meningal fluid)、 羊 水 、 腺 液 、 細 針 吸 引 物 、 乳 頭 吸 引 液 、 髄 液 、 結
膜 液 、 膣 液 、 十 二 指 腸 液 、 膵 液 、 胆 汁 お よ び 脳 脊 髄 液 。 ま た こ れ に は 、 先 行 す る す べ て の
実 験 的 に 分 離 さ れ た 画 分 が 含 ま れ る 。 「 体 液 」 に は ま た 、 ホ モ ジ ナ イ ズ さ れ た 固 形 材 料 、
例 え ば 糞 便 を 含 有 す る 溶 液 ま た は 混 合 物 が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 中 の 「 メ チ ル 特 異 的 薬 剤 」 と は 、 核 酸 と 相 互 作 用 ま た は 反 応 す る 任 意 の 化 学 物
質 ま た は 酵 素 で あ る が 、 た だ し そ の 様 式 に よ る と メ チ ル 化 核 酸 塩 基 と 非 メ チ ル 化 核 酸 塩 基
と で は 反 応 が 異 な り 、 そ の 結 果 そ れ ら 核 酸 塩 基 が 異 な っ た 修 飾 を 受 け る も の を 言 う 。 一 方
ま た は 他 方 い ず れ か と 特 異 的 に 作 用 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 両 者 と 異 な る 様 式 で 相 互
作 用 す る こ と に よ り 、 こ れ ら 核 酸 塩 基 の 識 別 は 、 現 在 入 手 可 能 な 方 法 に よ る 方 が 、 当 該 「
メ チ ル 特 異 的 薬 剤 」 と の 相 互 作 用 以 前 の 従 来 法 よ り も 容 易 に な る 。 「 メ チ ル 特 異 的 薬 剤 」
で の 処 理 例 は 、 い わ ゆ る 「 重 亜 硫 酸 塩 処 理 」 ま た は メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 で の 処 理 で あ
る 。 本 明 細 書 中 で は 、 該 処 理 は ま た 、 「 化 学 的 前 処 理 」 と も 言 う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 用 語 「 重 亜 硫 酸 塩 処 理 」 と は 、 当 業 者 に 通 常 知 ら れ て い る 方 法 を 言 う 。 該 処 理 の 例 は 、
例 え ば 本 明 細 書 中 で 引 用 さ れ る い く つ か の 参 考 文 献 中 に 見 出 せ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 用 語 「 遊 離 浮 遊 DNA」 と は 通 常 、 細 胞 外 デ オ キ シ 核 酸 、 例 え ば 上 に 定 義 す る 体 液 中 に 存
在 す る 非 結 合 性 DNAま た は 循 環 核 酸 に 関 す る と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 該 DNAが 当 該 体 液 中
の タ ン パ ク 質 と 結 合 能 を 有 す る と し て も 、 本 発 明 の 関 連 で は 、 こ れ も ま た 「 遊 離 浮 遊 」 と
理 解 さ れ る 。 例 え ば 、 器 官 ま た は 組 織 由 来 (例 え ば 吐 き 出 さ れ た 肺 細 胞 )な ら び に 分 析 用 体
液 中 に 存 在 す る 単 一 細 胞 ま た は 細 胞 群 由 来 の DNAの 分 析 の よ う な 、 い く つ か の ま れ な 例 で
は 、 該 細 胞 は そ の DNAを 遊 離 す る た め に 破 壊 す る 必 要 が あ る 。 当 該 体 液 中 の こ れ ら の 細 胞
か ら 遊 離 さ れ た DNAは ま た 、 本 発 明 の 関 連 で は 、 「 遊 離 浮 遊 」 と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 関 連 で は 、 用 語 「 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 」 と は 、 試 料 DNA中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
が ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 に し た が っ て 完 全 に 相 補 的 な 配 列 と 結 合 し 、 二 重 鎖 構 造
を 形 成 す る こ と と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 関 連 で は 、 用 語 「 本 質 的 画 分 」 と は 、 定 量 的 画 分 と 異 な り 、 混 合 物 全 体 の 定 性
的 (ま た は 統 計 的 )画 分 で あ る 、 化 合 物 混 合 物 (例 え ば 体 液 中 の ト ー タ ル DNA)の 部 分 と 理 解
さ れ る べ き で あ る 。 換 言 す れ ば 、 「 本 質 的 画 分 」 と は 、 少 量 に も か か わ ら ず 、 当 該 ト ー タ
ル DNA中 の 種 々 の DNA分 子 の 統 計 的 分 布 を 反 映 す る ト ー タ ル DNAで あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は 、 個 体 の 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 中 の 医 学 的 症 状 の 有 無 を 検 出 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る ：
ａ ） 個 体 か ら 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 、 ｂ ） 該 試 料 中 の 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官
由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は (規 定 の 閾 値 を 超 え て 検 出 可 能 な )存 在 を 測 定 す る 段 階 お よ
び ｃ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は (規 定 の 閾 値 を 超 え
て 検 出 可 能 な )存 在 に 基 づ い て 医 学 的 症 状 の 有 無 を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は 、 医 学 的 症 状 、 例 え ば 炎 症 性 疾 患 ま た は 細 胞 増 殖 性 疾 患 、 お よ び 特 に 癌 の 有 無
を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 で は 、 組 織 試 料 ま た は 生 物 学 的 液 体 、 例 え ば 血 液 、 血
清 、 尿 ま た は 上 記 で 定 義 す る 他 の 液 体 形 式 の 個 体 試 料 の 回 収 で 始 ま る い く つ か の 段 階 を 用
い る 。 第 二 の 段 階 は 、 浮 遊 DNAの 有 意 部 分 が 由 来 す る 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の 決 定
で あ る 。 特 定 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は (規 定 の 閾 値 を 超
え て 検 出 可 能 な )存 在 の 測 定 は 、 遊 離 浮 遊 DNAの 特 異 的 な 特 徴 を 測 定 し 、 こ れ を 特 定 器 官 、
組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ 由 来 の DNAの 特 徴 と 比 較 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 こ の 測 定 か ら
、 医 学 的 症 状 の 有 無 に 決 定 す る こ と が で き る 。 つ ま り 第 三 の 段 階 は 、 当 該 器 官 、 組 織 ま た
は 細 胞 タ イ プ 由 来 で あ る 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は (規 定 の 閾 値 を 超 え て 検 出 可 能 な )存 在 に
基 づ く 医 学 的 症 状 の 有 無 の 決 定 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 特 定 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ と 例 え ば マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は マ ー カ ー 配 列 の 特 異 的
な 特 徴 の 相 関 に 関 す る 知 見 に よ り 、 前 記 遊 離 浮 遊 DNAの 有 意 部 分 の 起 源 が 決 定 で き る 。
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【 ０ ０ ６ ９ 】
　 具 体 的 態 様 で は 、 本 方 法 は さ ら に 、 試 料 中 の ト ー タ ル の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測 定 す る 段
階 を 用 い る 。 こ れ は 、 個 体 が 疾 患 を 発 症 し て い る 可 能 性 が あ る と の 予 測 を 可 能 に し 、 該 疾
患 は 、 上 記 で 定 義 す る 体 液 中 の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAレ ベ ル の 増 加 を 示 す こ と に よ っ て 特
定 さ れ る 。 ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAレ ベ ル が 増 加 す る と は 、 遊 離 浮 遊 DNAレ ベ ル (こ れ は 一 連
の 実 験 で 測 定 さ れ る べ き で あ る が 、 例 え ば 血 清 試 料 中 で は 、 お よ そ 10～ 100ng/mlの 範 囲 で
特 定 さ れ 得 る )が 健 康 な 人 の 体 液 中 の 平 均 レ ベ ル よ り 有 意 に 高 い こ と と 理 解 さ れ 、 こ れ に
よ り 情 報 性 の 豊 か な DNAメ チ ル 化 分 析 の 実 施 が 可 能 に な る 。 体 液 中 の DNAレ ベ ル の 増 加 と 疾
患 、 例 え ば 癌 の 有 無 と の 相 関 は 、 図 ３ に 見 る こ と が で き 、 こ れ は 発 明 者 ら の 研 究 の 結 果 を
示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 で は ま た 、 特 定 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ 由 来 の DNAの 量 が 定 量 さ
れ 、 こ れ に よ り こ の 画 分 を 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 と 比 較 す る こ と が 可 能 に な り 、 こ の 割 合 か
ら 医 学 的 症 状 の 有 無 に 関 し て 結 論 が 下 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 前 記 医 学 的 症 状 は 細 胞 増 殖 性 疾 患 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 で あ る
。 特 に 好 ま し く は 、 前 記 医 学 的 症 状 は あ る タ イ プ の 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 達 成 さ れ る 知 識 は 、 個 体 が 、 当 該 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ 中 に 医 学 的 症 状 、 例 え ば
細 胞 増 殖 性 疾 患 を 保 有 す る か ど う か 予 測 す る こ と を 可 能 に す る も の で あ る 。 例 え ば 、 肝 臓
由 来 の 実 質 量 の 遊 離 浮 遊 DNAを 有 す る 患 者 は 肝 腫 瘍 を 発 症 し て い る 可 能 性 が あ る 。 こ れ を
検 証 す る た め 、 次 の 段 階 で は 、 例 え ば 、 当 該 器 官 ま た は 組 織 特 異 的 な 疾 患 指 標 マ ー カ ー 遺
伝 子 発 現 に 関 す る オ ー ダ ー メ ー ド 検 査 ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 特 定 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ 特 異 的 な 前 記 遊 離 浮 遊 DNAの
特 徴 が 、 特 定 マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は 核 酸 の 特 異 的 メ チ ル 化 状 態 と し て 特 徴 付 け さ れ る 。 該
遊 離 浮 遊 DNAの 起 源 の 決 定 は 、 試 料 か ら 獲 得 さ れ た DNAの メ チ ル 化 パ タ ー ン 分 析 に 基 づ く 。
こ の 方 法 は 、 遊 離 浮 遊 DNAに 対 し 組 織 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン を 検 出 す る こ と に よ っ て 、
生 物 学 的 液 体 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 に 有 意 に 寄 与 す る 組 織 を 決 定 す る こ と に 基 づ く 。 し
た が っ て 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の 方 法 の 特 徴 は 、 特 定 器 官 ま た は 組 織 由 来 の DNA
の 量 ま た は (規 定 の 閾 値 を 超 え て 検 出 可 能 な )存 在 が 、 当 該 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に
特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン の 分 析 に よ っ て 測 定 さ れ る 点 に あ る 。 特 に 好 ま し く は 、 該
メ チ ル 化 パ タ ー ン が 、 目 的 の 医 学 的 症 状 に 関 与 す る 他 の 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ で は
発 見 さ れ な い こ と で あ る 。 こ の 理 由 は 、 例 え ば 、 肝 臓 癌 と 診 断 さ れ た 個 体 の 遊 離 浮 遊 DNA
を 分 析 す る 場 合 、 尿 試 料 検 査 時 に は 、 尿 は 通 常 、 非 常 に 少 量 の 肝 細 胞 由 来 腎 臓 通 過 DNAし
か 含 有 し な い で あ ろ う か ら 、 検 査 は 癌 が 腎 臓 に 伝 播 し て い る か 否 か を 示 し 得 る か ら で あ る
。 こ の 場 合 、 メ チ ル 化 パ タ ー ン は 肝 細 胞 と 任 意 の 尿 路 細 胞 間 で 相 違 し て い な け れ ば な ら な
い 。 し か し な が ら 該 メ チ ル 化 パ タ ー ン は 、 例 え ば 肺 の よ う な 排 除 器 官 に 関 し て ま で 特 異 的
で あ る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 前 記 方 法 は 、 い わ ゆ る 腫 瘍 マ ー カ ー の 使 用 と は 独 立 し て い る 。 こ の 場 合 、 腫 瘍 マ ー カ ー
と は 、 腫 瘍 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 場 合 に 、 健 康 な 細 胞 と 異 な り 測 定 可 能 な 特 異 的 特 徴 を 示 す
遺 伝 子 ま た は 核 酸 と 理 解 さ れ 、 組 織 マ ー カ ー と は 、 単 離 元 の 特 定 組 織 (器 官 ま た は 細 胞 タ
イ プ )に 関 す る 測 定 可 能 な 特 異 的 特 徴 を 示 す 遺 伝 子 ま た は 核 酸 と 理 解 さ れ る 。 組 織 特 異 的
マ ー カ ー が 、 通 常 、 こ れ ら が 検 出 で き な い か 、 あ る い は 低 い レ ベ ル で あ る 体 液 中 に お い て
該 組 織 特 異 的 マ ー カ ー が 存 在 す る か 、 あ る い は そ の 量 が 増 加 す る こ と は 、 そ の 特 定 組 織 に
疾 患 が 存 在 す る こ と の 指 標 で あ り 、 こ れ に は 疾 患 特 異 的 マ ー カ ー 、 例 え ば 腫 瘍 マ ー カ ー を
要 し な い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 組 織 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン は 、 単 一 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 群 い ず れ か の メ チ ル 化 状 態 の
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分 析 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き 、 こ れ ら は 自 身 が 由 来 す る 特 定 の 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞
タ イ プ に 応 じ て 識 別 可 能 な メ チ ル 化 CpG位 置 を 示 す 。 好 ま し く は 、 制 限 酵 素 分 析 に よ り 特
異 的 CpG部 位 の メ チ ル 化 を 検 出 す る ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ り 体 液 中 の 循 環 核 酸 に 基 づ く
組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン の 解 析 を 行 な う 。 し か し な が ら 、 特
に 好 ま し い の は 、 核 酸 に 基 づ く 方 法 、 例 え ば ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 、 配 列 決 定 お よ び PCRに
よ っ て 、 あ る い は さ ら に よ り 好 ま し く は リ ア ル タ イ ム PCR法 を 用 い て メ チ ル 化 を 検 出 す る
こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 前 記 方 法 の 特 徴 は 、 遊 離 浮 遊 DNAを 化 学 処 理 ま た は 酵 素 処 理 に 付 し
、 DNA中 の す べ て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 し 、 5位 -メ チ ル 化 シ ト シ ン は 不
変 の ま ま 残 す こ と に よ っ て メ チ ル 化 パ タ ー ン を 決 定 す る 点 に あ る 。
　 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 当 該 処 理 は 「 重 亜 硫 酸 塩 処 理 」 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 該
DNAは こ の 処 理 前 に 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 に 基 づ く 方 法 の 特 徴 は 、 前 記 体 液 試 料 を 調 整 し
て か ら ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 の 測 定 ま た は 特 定 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ 由 来 の 遊
離 浮 遊 DNAの 量 ま た は (規 定 の 閾 値 を 超 え て 検 出 可 能 な )存 在 の 測 定 を す る 点 に あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 は 、 体 液 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの ソ ー ス を 識 別 す る 能 力 を 用 い て 、 癌 の 診 断 、 予 後 、
段 階 分 け お よ び 等 級 分 け が 分 子 レ ベ ル で 改 善 さ れ る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 該 能 力 は ま た
、 体 液 、 例 え ば 血 液 ま た は 血 清 中 の 核 酸 が 増 加 し た 実 際 の 理 由 を 発 見 す る の に 使 用 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 さ ら に 、 現 行 の 癌 の 診 断 、 予 後 、 段 階 分 け お よ び 等 級 分 け の 方 法 は 主 に 組 織 学 的 お よ び
細 胞 学 的 分 析 に 基 づ い て お り 、 こ の た め 十 分 な 量 の 組 織 を 得 る 組 織 診 を 必 要 と す る 点 で 、
従 来 技 術 を 超 え る 改 良 が 開 示 し た 発 明 に よ り 得 ら れ る 。 メ チ ル 化 分 析 技 術 も ま た 、 最 近 ま
で は 、 組 織 診 試 料 に よ っ て し か 提 供 し 得 な い 量 の DNAを 必 要 と し て い た 。 リ ア ル タ イ ム PCR
(Usadel et al.Cancer Research 62, 371-375)に よ っ て 、 例 え ば 体 液 試 料 中 に 存 在 す る 程
度 の 少 量 の DNAで あ っ て も メ チ ル 化 分 析 す る こ と が 可 能 に な っ て 初 め て 、 記 載 さ れ る 方 法
は 実 行 可 能 に な っ た 。 し た が っ て 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 体 液 の よ
う に 容 易 に ア ク セ ス で き る 試 料 を 分 類 す る に 当 た り 組 織 診 を 回 避 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ゲ ノ ム DNAの 遺 伝 的 お よ び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ を 確 認 す る た め
の 方 法 を 利 用 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 方 法 を 以 後 、 さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 こ の 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む も の で あ り 、 本
発 明 に 基 づ く 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 図 １ を 参 照 し て こ れ を 説 明 す る ：
　 こ の 方 法 の 第 一 の 段 階 で は 、 (上 記 で 定 義 す る )前 記 体 液 形 式 の 試 料 を 患 者 ま た は 個 体 か
ら 収 集 す る 。 試 料 の 収 集 は 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 詳 細 な 説 明 は
、 従 来 技 術 を 記 載 す る 関 連 の 技 術 文 献 お よ び 教 科 書 中 に 見 出 す こ と が で き る 。 こ の 方 法 に
は 以 下 の も の が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ：
心 室 穿 刺 、 こ れ は 脳 脊 髄 液 (CSF)の 検 体 を 得 る た め の 手 法 で あ る CSF収 集 と し て も 知 ら れ る
； 胸 腔 穿 刺 、 こ れ は 、 局 所 麻 酔 薬 を 用 い て 肋 骨 間 の 胸 腔 内 へ 針 を 挿 入 し 、 胸 水 液 を 得 る こ
と を 表 す ； 羊 水 穿 刺 、 こ れ は 、 腹 壁 を 通 し て 中 空 針 を 子 宮 内 へ 挿 入 し 、 胎 児 周 囲 の 袋 か ら
少 量 の 液 体 を 回 収 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 手 法 を 表 す ； な ら び に 尿 、 精 子 お よ び 痰 収 集
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 試 料 は 上 記 の 定 義 で 記 載 し た 任 意 の 体 液 か ら 得 ら れ る 。 さ ら に 別 の
特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 試 料 は 個 体 由 来 の 全 血 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 唾 液 ま た は 射 精 物 か ら
得 ら れ る 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 第 二 の 段 階 で は 、 特 定 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ 由 来 の 前 記 試 料 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの
量 ま た は (規 定 の 閾 値 を 超 え て 検 出 可 能 な )存 在 を 測 定 す る 。 し か し な が ら 、 好 ま し い 態 様
で は 、 試 料 は こ の 段 階 の 前 に 調 整 さ れ る 。 し た が っ て 、 段 階 2を 説 明 す る 前 に ま ず 、 該 調
整 を よ り 詳 細 に 説 明 す る 。 し か し な が ら 以 後 の 段 階 は 、 こ こ で 調 整 と し て 説 明 す る 処 理 を
ま っ た く 行 わ な く て も 実 施 可 能 で あ る ：
　 遊 離 浮 遊 核 酸 は 、 必 要 で あ れ ば 、 抽 出 す る こ と が で き 、 な ら び に ／ あ る い は RNAか ら 分
離 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 以 後 の 段 階 は 、 上 述 の 処 理 を ま っ た く 行 わ な く て も 実
施 可 能 で あ る 。 ま た 、 DNAの ソ ー ス の 決 定 前 ま た は そ の 定 量 化 の 前 に 、 DNAは 精 製 す る こ と
が で き 、 あ る い は 調 整 お よ び 調 製 す る こ と が で き る 。 精 製 は 、 例 え ば 文 献 に 記 載 さ れ る よ
う に Qiamp Blood Kit中 で 供 給 さ れ る Qiagenカ ラ ム で 行 う こ と が で き る (Chen et al.(1996
)Nature medicine 2,1033-1035)。 定 量 化 は 、 試 料 の 回 収 後 す ぐ に か 、 あ る い は 該 試 料 を
不 特 定 期 間 貯 蔵 し た 後 に 行 う こ と が で き る 。 本 方 法 の 好 ま し い 態 様 で は 、 遊 離 浮 遊 DNAは
、 試 料 中 の ト ー タ ル DNA(細 胞 結 合 物 を 含 む )の 量 が 測 定 さ れ た 後 か 、 あ る い は 細 胞 結 合 DNA
を ま っ た く 測 定 せ ず に 、 遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 結 合 DNAか ら 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 前 記 選 択 段 階 の 調 整 で は 、 記 載 さ れ る 任 意 の プ ロ セ ス は 、 当 業 者 に 標 準 的 な 手 段 に よ っ
て 行 う こ と が で き 、 こ れ ら に は 、 界 面 活 性 剤 可 溶 化 液 、 超 音 波 処 理 お よ び 、 ガ ラ ス ビ ー ズ
を 用 い る ボ ル テ ッ ク ス の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 試 料 は ま た 、 保 存 手 段 に よ っ て 調 整 さ れ る 。 該 保 存 手 段 は 例 え ば 、
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ま た は 他 の 核 酸 分 解 酵 素 を 不 活 性 化 ま た は 阻 害 す る 加 熱 ま た は
化 学 物 質 添 加 ； 低 温 (室 温 よ り 低 い )ま た は 非 低 温 で の 貯 蔵 ； 冷 却 ； 加 熱 ； 界 面 活 性 剤 添 加
； ろ 過 お よ び ／ ま た は 遠 心 分 離 で あ る 。 例 え ば 試 料 は 、 48℃ で 一 晩 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K(Bo
ehringer Mannheim製 )お よ び ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 処 理 す る こ と が で き 、 そ の 後 文 献
記 載 の よ う に 血 清 試 料 か ら DNAが 分 離 さ れ る (Eisenberger et al(1999)J Natl Cancer Ins
t 91: 2028-2032)。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ま た こ の 関 連 で の 調 整 は 、 試 料 中 の DNAを 濃 縮 す る 方 法 の 適 用 を 含 む 。 こ れ ら の 方 法 は
、 従 来 技 術 に つ い て の 説 明 に 記 載 さ れ る 1つ ま た は い く つ か の 方 法 で あ り 得 て 、 当 業 者 に
標 準 的 な 手 段 に よ る い ず れ か の 方 法 で あ っ て よ い 。 こ れ ら の う ち い く つ か は 、 周 知 の ラ ボ
マ ニ ュ ア ル で あ る 、 Sambrook,Fritschand Maniatis(1989) Molecular Cloning - A Labor
atory Manual (第 二 版 )の 付 録 E： 微 量 遠 心 管 に お け る DNAの 沈 殿 、 エ タ ノ ー ル を 用 い る RNA
の 沈 殿 、 ブ タ ノ ー ル で の 抽 出 に よ る 核 酸 の 濃 縮 (そ れ ぞ れ vol2:E.12,E.15お よ び E.16)に 詳
細 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 調 整 と は 、 任 意 の 種 類 の 化 学 的 処 理 を も 意 味 し 得 る も の で あ り 、 こ
れ に は 例 え ば 、 抗 凝 血 剤 の 添 加 、 還 元 剤 で の 処 理 、 導 入 用 化 学 物 質 ま た は DNAと 共 有 結 合
を 構 築 す る 化 学 物 質 で の 処 理 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 DNAは 化 学 的 処 理 の 前 に 分 解 さ せ る こ と が で き 、 こ れ は 従 来 技 術 に
て 標 準 的 な 任 意 の 手 段 、 特 に 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い る 手 段 に よ り 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 方 法 の 第 二 の 段 階 で は 、 遊 離 浮 遊 DNAの メ チ ル 化 パ タ ー ン の 測 定 に よ り 、 有 意 量 の DNA
が 由 来 す る 場 所 が 発 見 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 好 ま し く は 、 核 酸 試 料 は ま ず 、 「 メ チ ル 特 異 的 薬 剤 」 、 例 え ば 重 亜 硫 酸 塩 、 こ れ に 限 定
さ れ な い が 、 ま た は 、 例 え ば メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 で 処 理 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、
細 胞 外 核 酸 は 化 学 的 に 処 理 さ れ 、 5'位 置 で メ チ ル 化 さ れ て い な い シ ト シ ン 塩 基 が ウ ラ シ ル
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、 チ ミ ン 、 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 動 態 に 関 し て シ ト シ ン と 異 な る 別 の 塩 基 に 変 換 さ れ る
。 こ れ は 「 メ チ ル 特 異 的 薬 剤 」 で の 処 理 ま た は 「 化 学 的 前 処 理 」 と し て 理 解 さ れ よ う 。 該
化 学 的 変 換 は 、 当 分 野 で 標 準 的 な 任 意 の 形 式 で 行 う こ と が で き る 。 こ れ に は 、 ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 内 ま た は 変 性 溶 液 中 で の 修 飾 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 必 ず 必 要 な わ け で
は な い が 、 核 酸 試 料 を 当 該 薬 剤 で 処 理 す る 前 に 、 こ の 核 酸 を 濃 縮 し 、 な ら び に ／ あ る い は
別 の 方 法 で 調 整 す る こ と が で き る 。 当 該 方 法 の 第 二 の 段 階 で は 、 好 ま し く は 、 上 記 細 胞 外
核 酸 の 処 理 は 、 重 亜 硫 酸 塩 (亜 硫 酸 塩 、 二 亜 硫 酸 塩 )お よ び そ の 後 の ア ル カ リ 加 水 分 解 を 用
い て 行 わ れ 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 核 酸 塩 基 が ウ ラ シ ル ま た は 塩 基 対 形 成 動 態 に 関 し て シ ト
シ ン と 異 な る 別 の 塩 基 に 変 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 二 本 鎖 DNAは 選 択 的 に 変 性 さ れ る 。 こ れ は 、 種 々 の 温 度 で 行 わ れ る 熱 変 性 形 式 を と り 得
る 。 変 性 温 度 は 一 般 に 、 緩 衝 液 に 依 存 す る が 、 高 分 子 量 DNAに 関 し て は 、 90℃ ま で 高 く す
る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 当 該 分 析 は 比 較 的 小 さ い 断 片 に 対 す る も の で あ り 得 、 そ
の よ う な 高 い 温 度 を 必 要 と し な い 。 さ ら に 、 反 応 が 進 行 し 、 シ ト シ ン 残 基 が ウ ラ シ ル に 変
換 さ れ る に つ れ て 、 鎖 間 の 相 補 性 は 減 少 す る 。 し た が っ て 、 サ イ ク ル 反 応 プ ロ ト コ ー ル は
可 変 的 な 変 性 温 度 か ら 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 次 い で 重 亜 硫 酸 塩 変 換 は 2つ の 重 要 な 段 階 、 す な わ ち シ ト シ ン の ス ル ホ ン 化 と そ の 後 の
脱 ア ミ ノ か ら 構 成 さ れ る 。 反 応 の 各 段 階 の た め の 2つ の 異 な る 温 度 で 、 反 応 の 平 衡 は 正 し
い 側 に 存 在 す る 。 各 段 階 が 実 行 さ れ る 温 度 お よ び 時 間 は 、 条 件 の 具 体 的 必 要 性 に 応 じ て 変
化 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 こ の 方 法 の 好 ま し い バ リ エ ー シ ョ ン は 、 4℃ (10分
間 )か ら 50℃ (20分 間 )へ の 温 度 変 化 を 含 む 。 こ の 重 亜 硫 酸 塩 処 理 形 式 は WO99/28498を 参 照
す る 従 来 技 術 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 好 ま し く は 、 WO 02/072880に 記 載 さ れ る よ う に 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム が 用 い ら れ る 。 特
に 好 ま し い の は い わ ゆ る ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 法 で あ り 、 こ こ で は DNAは ア ガ ロ ー ス の マ ト リ
ク ス に 封 入 さ れ 、 こ れ に よ り DNAの 拡 散 お よ び 再 生 (重 亜 硫 酸 塩 は 一 本 鎖 DNAと の み 反 応 す
る )が 防 が れ 、 沈 殿 お よ び 精 製 の す べ て の 段 階 が 高 速 透 析 に 置 き 換 え ら れ る (OlekA, et al
.,重 亜 硫 酸 塩 に 基 づ く シ ト シ ン メ チ ル 化 分 析 の 修 正 方 法 お よ び 改 良 方 法 、 Nucleic Acids 
Res. 24:5064-6, 1996)。 さ ら に 好 ま し く は 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 は ラ ジ カ ル ト ラ ッ プ ま た は D
NA変 性 剤 、 例 え ば オ リ ゴ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ル キ ル エ ー テ ル ま た は 、 好 ま し く は ジ オ
キ サ ン の 存 在 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 前 記 化 学 的 変 換 は 、 当 分 野 で 標 準 的 な 任 意 の 形 式 で 行 う こ と が で き る 。 こ れ に は 、 ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 内 、 変 性 溶 媒 中 ま た は キ ャ ピ ラ リ ー 内 で の 修 飾 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 内 の 重 亜 硫 酸 塩 変 換 は 、 Olek et al., Nucl. Acids
. Res. 1996, 24, 5064-5066に 記 載 さ れ る よ う に 行 わ れ る 。 DNA断 片 は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中
に 包 埋 さ れ 、 シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の 変 換 は 亜 硫 酸 水 素 塩 お よ び ラ ジ カ ル ・ ス カ ベ ン ジ ャ
ー を 用 い て 行 わ れ る 。 次 い で DNAは 、 追 加 の 精 製 段 階 を 要 せ ず に 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 対 応 す る DNA配 列 が 一 つ の 細 胞 タ イ プ 、 例 え ば 腎 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 場 合 に の み CpG位 置
が 特 異 的 に メ チ ル 化 さ れ る が 、 DNAが 別 の 細 胞 タ イ プ 、 例 え ば 肝 細 胞 、 血 液 細 胞 、 膀 胱 細
胞 ま た は 大 腸 細 胞 等 か ら 単 離 さ れ た 場 合 に は 当 該 CpG位 置 が メ チ ル 化 さ れ な い な ら ば 、 該 C
pG位 置 は 「 情 報 性 CpG位 置 」 で あ る 。 こ の 関 連 し て 一 以 上 の 情 報 性 CpG位 置 を 有 す る DNA配
列 は 、 こ れ が 通 常 の 意 味 の 遺 伝 子 で あ る か 否 か に か か わ ら ず 、 「 マ ー カ ー 遺 伝 子 」 と 称 さ
れ る 。 多 く の 健 康 な 器 官 お よ び 組 織 に 関 し て 、 特 異 的 に メ チ ル 化 さ れ る 情 報 性 CpG部 位 が
同 定 さ れ て い る (例 え ば 図 ５ お よ び 図 ７ を 参 照 )。 体 液 中 を 循 環 す る 種 々 の 核 酸 の プ ー ル か
ら 、 こ れ ら の 部 位 が そ の メ チ ル 化 状 態 に 関 し て テ ス ト さ れ る 。 こ れ ら 前 処 理 さ れ た 核 酸 に
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お け る 該 処 理 に よ っ て 生 じ る 特 異 的 修 飾 は 、 以 下 に 記 載 の 標 準 的 方 法 を 用 い て 検 出 さ れ る
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 方 法 の 好 ま し い 一 態 様 で は 、 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た DNAの 特 異 的 増 幅 産 物 を 、 前 記 修
飾 を 特 異 的 に 検 出 す る オ リ ゴ を 含 有 す る オ リ ゴ ア レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と に よ
っ て 段 階 2を 実 行 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た DNAの 断 片 は 、 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト お よ び 、 好
ま し く は 熱 安 定 性 の 、 ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 増 幅 さ れ る 。 い く つ か の DNA断 片 の 増 幅 は 、 1
つ の 同 一 反 応 容 器 中 で 同 時 に 行 う こ と が で き る 。 統 計 学 上 お よ び 実 施 上 の 配 慮 か ら 、 好 ま
し く は 2以 上 の 異 な る 、 75～ 2000塩 基 対 長 を 有 す る 断 片 が 同 時 に 増 幅 さ れ る 。 通 常 、 増 幅
は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 増 幅 は 少 な く と も 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 行 わ れ 、 こ れ ら は 、 化 学 的 に 前 処
理 さ れ た 塩 基 配 列 の 少 な く と も 18塩 基 対 長 断 片 に 対 し 、 一 方 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
逆 相 補 的 で あ り 、 他 方 は 同 一 で あ る 。 前 記 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は
、 CpGま た は TpGジ ヌ ク レ オ チ ド を ま っ た く 含 有 し な い こ と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 の 一 態 様
で は 、 増 幅 の 間 、 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 固 相 に 結 合 さ れ て い
る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 方 法 の 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 該 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 任 意 的 に 他
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 の 配 列 は 、 種 々 の 組 織 ま た は 器 官 の 間 で 識 別 可 能 に メ チ
ル 化 さ れ て い る DNA配 列 と の み 選 択 的 に ア ニ ー ル し か つ 増 幅 し 、 こ れ に よ り バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド ま た は 非 関 連 DNAの 増 幅 を 最 小 化 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 本 発 明 の 関 連 で は 、 バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド DNAと は 、 関 連 の 組 織 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン を 有 さ な い ゲ ノ ム DNAを 意 味
す る よ う 用 い ら れ 、 こ れ は 出 願 WO02/072880(引 用 に よ り こ の 文 献 を 編 入 す る )に 詳 細 に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 増 幅 に よ っ て 得 ら れ る 断 片 は 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 可 能 な 標
識 を 有 す る 。 好 ま し い 標 識 は 、 蛍 光 標 識 、 放 射 性 核 種 、 ま た は 、 質 量 分 析 計 で 検 出 可 能 な
典 型 的 質 量 を 有 す る 分 離 可 能 分 子 断 片 で あ り 、 作 成 さ れ る 当 該 断 片 は 、 質 量 分 析 計 に て 良
好 に 検 出 可 能 で あ る た め に 、 単 一 の 正 ま た は 負 の 正 味 電 荷 を 有 す る の が 好 ま し い 。 こ の 検
出 は 、 マ ト リ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 (MALDI)ま た は 電 子 ス プ レ ー 質 量 分
析 (ESI)を 用 い て 実 行 し 、 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 得 ら れ た 増 幅 産 物 は 次 い で 、 一 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は PNA(ペ プ チ ド 核
酸 )プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ の プ ロ ー ブ セ ッ ト は 固 相 上 に 配
列 さ れ て い る 。 当 該 種 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 直 方 ま た は 六 方 晶 系 格 子 形 式 の 平
面 状 固 相 上 に 配 置 す る こ と が で き る 。 当 該 固 相 表 面 は 好 ま し く は 、 ケ イ 素 、 ガ ラ ス 、 ポ リ
ス チ レ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鋼 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 銀 、 ま た は 金 か ら 構 成 さ れ る 。 し か し
な が ら 、 ペ レ ッ ト 形 式 ま た は 樹 脂 マ ト リ ク ス 状 態 を と り 得 る ニ ト ロ セ ル ロ ー ス な ら び に プ
ラ ス チ ッ ク 、 例 え ば ナ イ ロ ン も ま た 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ の 関 連 で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 好 ま し く は 、 以 下 に 記 載 さ れ る 様 式 で 行 わ れ る ：
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 時 に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ セ ッ ト は 好 ま し く は 、 少 な く と も 10オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は PNA-オ リ ゴ マ ー か ら 構 成 さ れ る 。 こ の プ ロ セ ス で は 、 増 幅 産 物 は 、 あ ら か
じ め 固 相 に 結 合 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は PNA-オ リ ゴ マ ー と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
す る 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 増 幅 産 物 の 塩 基 配 列 の 特 異 的 断 片 と 逆 相 補 的 ま た は 同 一
な 、 10ヌ ク レ オ チ ド 長 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 塩 基 配 列 を 含 有 し 、 該 断 片 は 少 な く と も 1
つ の CpGま た は TpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 。 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン お よ び TpGジ
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ヌ ク レ オ チ ド の チ ミ ジ ン は そ れ ぞ れ 、 10量 体 の 5'末 端 か ら 5番 目 か ら 9番 目 の ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 。 各 CpGま た は TpGジ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る 。 P
NA-オ リ ゴ マ ー は 、 増 幅 産 物 の 塩 基 配 列 の 断 片 と 逆 相 補 的 ま た は 同 一 な 、 9核 酸 塩 基 長 を 有
す る 少 な く と も 1つ の 塩 基 配 列 を 含 有 し 、 該 断 片 は 少 な く と も 1つ の CpGま た は TpGジ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 有 す る 。 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン お よ び TpGジ ヌ ク レ オ チ ド の チ ミ ジ ン は
そ れ ぞ れ 、 9量 体 の 5'末 端 か ら 見 て 4番 目 か ら 6番 目 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 好 ま し く は 、
各 CpGま た は TpGジ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ の 関 連 で の TpGな る 記 載 箇 所 は ま た 、 増 幅 産 物 が 二 本 鎖 DNAで あ る か ら 、 反 対 鎖 が 分 析
さ れ る 場 合 に は CpAに よ っ て 置 換 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 こ れ は 当 業 者 に は 明 ら
か で あ り 、 し た が っ て 明 示 的 に 記 載 さ れ て い な く て も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に て 均 等 で あ る と
理 解 さ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 次 い で 、 非 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 増 幅 産 物 は 除 去 さ れ る 。 最 終 的 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 増 幅
産 物 が 検 出 さ れ る 。 こ の 関 連 で は 、 好 ま し く は 、 増 幅 産 物 に 結 合 し た 標 識 は 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 ま た は PNA-オ リ ゴ マ ー が 配 置 さ れ た 固 相 の 各 位 置 で 同 定 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 好 ま し く は 、 増 幅 産 物 の 標 識 は 蛍 光 標 識 、 放 射 性 核 種 、 ま た は 、 質 量
分 析 計 で 検 出 可 能 な 典 型 的 質 量 を 有 す る 分 離 可 能 分 子 断 片 で あ る 。 質 量 分 析 計 は 、 増 幅 産
物 、 増 幅 産 物 の 断 片 ま た は 、 増 幅 産 物 と 相 補 的 な プ ロ ー ブ の 検 出 用 に 好 ま し く 、 該 検 出 は
マ ト リ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 (MALDI)ま た は 電 子 ス プ レ ー 質 量 分 析 (ESI)
を 用 い て 実 行 し 、 可 視 化 す る こ と が で き る 。 作 成 さ れ る 断 片 は 、 質 量 分 析 計 に て 良 好 に 検
出 可 能 で あ る た め に 、 単 一 の 正 ま た は 負 の 正 味 電 荷 を 有 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 段 階 2は 試 料 中 の 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は (
規 定 の 閾 値 を 超 え て 検 出 可 能 な )存 在 を 測 定 す る が 、 こ れ を 実 行 す る 好 ま し い 別 の 態 様 は
、 定 量 化 可 能 な 増 幅 方 法 、 例 え ば PCRま た は 等 温 性 増 幅 を 使 用 し て 前 処 理 さ れ た DNA中 の 特
徴 的 修 飾 を 検 出 す る こ と で あ る 。 適 切 な プ ラ イ マ ー 、 プ ロ ー ブ お よ び 反 応 条 件 の 選 択 は 従
来 技 術 に よ り 認 識 で き る が 、 本 明 細 書 中 で は よ り 具 体 的 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 こ の 態 様 で は 、 得 ら れ る 増 幅 断 片 の サ イ ズ は 75～ 200塩 基 対 長 の 範 囲 で あ る の が 特 に 好
ま し い 。 ま た 特 に 好 ま し く は 、 当 該 増 幅 産 物 は 、 少 な く と も 3つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 20塩 基 対 配 列 を 少 な く と も 1つ 含 む 。 当 該 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ
ト お よ び 好 ま し く は 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 行 わ れ る 。 い く つ か の DNA断 片 の 増 幅
は 、 1つ の 同 一 の 反 応 容 器 中 で 同 時 に 行 う こ と が で き る 。 典 型 的 に 、 増 幅 が ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 法 (PCR)を 用 い て 行 わ れ る 場 合 、 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト は 少 な
く と も 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ の 配 列 は 各 々 、 適 切 な マ ー カ ー 遺 伝 子 の 塩 基
配 列 の 少 な く と も 18塩 基 対 長 断 片 に 対 し て 、 逆 相 補 的 で あ る か 、 同 一 で あ る か 、 あ る い は
、 厳 密 ま た は 高 度 に 厳 密 な 条 件 下 で 該 断 片 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る も の で あ り 、 該 断 片 は
種 々 の 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ に て 識 別 可 能 に メ チ ル 化 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 方 法 の 一 態 様 で は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 内 の CpG位 置 の メ チ ル 化 状 態 は 、 メ チ
ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 技 術 (M
SP)は Hermanの 米 国 特 許 第 6,265,171号 に 記 載 さ れ て い る 。 重 亜 硫 酸 塩 処 理 DNAを 増 幅 す る
た め の メ チ ル 化 状 態 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 使 用 は 、 メ チ ル 化 お よ び 非 メ チ ル 化 核 酸 の 識 別 を
可 能 に す る 。 MSPプ ラ イ マ ー 対 は 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
す る プ ラ イ マ ー を 少 な く と も 1つ 含 有 す る 。 し た が っ て 該 プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 少 な く と
も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 非 メ チ ル 化 DNAに 特 異 的 な MSPプ ラ イ
マ ー は 、 そ の CpGの C位 置 の 3'位 に "T'を 含 有 す る 。 し た が っ て 、 好 ま し く は 、 該 プ ラ イ マ
ー の 塩 基 配 列 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 お よ び そ の 相 補 配 列 の 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た 核 酸 配 列 と
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少 な く と も 18ヌ ク レ オ チ ド 長 を 有 す る 配 列 お よ び そ の 相 補 配 列 を 含 む こ と を 必 要 と し 、 こ
こ に こ の オ リ ゴ マ ー の 塩 基 配 列 は 少 な く と も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 本 発 明 に 基 づ く 方 法 の こ の 態 様 で は 、 特 に 好 ま し く は 、 MSPプ ラ イ マ ー は 2か ら ４ の
範 囲 の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 さ ら に 好 ま し く は 、 こ の ジ ヌ ク レ オ チ
ド は プ ラ イ マ ー の 3'末 端 付 近 に 位 置 し 、 例 え ば 、 こ こ に プ ラ イ マ ー は 18塩 基 長 で あ り 、 特
定 さ れ る ジ ヌ ク レ オ チ ド は 好 ま し く は 、 該 分 子 の 3'末 端 か ら 最 初 の 9塩 基 以 内 に 位 置 す る
。 CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え て 、 さ ら に 好 ま し く は 、 前 記 プ ラ イ マ ー は さ
ら に 、 い く つ か の 重 亜 硫 酸 塩 変 換 を 受 け る 塩 基 (す な わ ち 、 チ ミ ン に 変 換 さ れ る シ ト シ ン
、 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 鎖 上 で は 、 ア デ ニ ン に 変 換 さ れ る グ ア ニ ン )を 含 む の が 望
ま し い 。 さ ら に 好 ま し い 態 様 で は 、 前 記 プ ラ イ マ ー は 、 た っ た 2つ の シ ト シ ン ま た は グ ア
ニ ン 塩 基 し か 含 ま な い よ う に 設 計 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 増 幅 に よ っ て 得 ら れ る 断 片 は 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る こ と が で
き る 。 好 ま し い 標 識 は 、 蛍 光 標 識 、 放 射 性 核 種 、 ま た は 、 質 量 分 析 計 で 検 出 可 能 な 典 型 的
質 量 を 有 す る 分 離 可 能 分 子 断 片 で あ る 。 該 標 識 が 質 量 標 識 で あ る 場 合 、 標 識 さ れ た 増 幅 産
物 は 単 一 の 正 ま た は 負 の 正 味 電 荷 を 有 し 、 質 量 分 析 計 に て 良 好 に 検 出 可 能 で あ る の が 好 ま
し い 。 検 出 は 、 例 え ば 、 マ ト リ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 (MALDI)ま た は 電
子 ス プ レ ー 質 量 分 析 (ESI)を 用 い て 実 行 し 、 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 方 法 の 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 増 幅 は 少 な く と も 1種 類 の ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 存 在 下 で 行 わ れ る 。 こ の よ う な ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 は 、 Yu et al
., Bio Techniques 23: 714-720, 1997に 記 載 さ れ て い る 。 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 使 用 に よ り 、 亜 集 団 の 核 酸 の 増 幅 に つ い て 特 異 性 の 改 善 が 可 能 に な る 。 核 酸 と ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 し た ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ は 、 こ の 核 酸 の ポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 性 増 幅 を 抑 制 、
ま た は 妨 害 す る 。 本 方 法 の １ 態 様 で は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド DNA、 す な わ ち 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 特 異 的 に メ チ ル 化 さ れ て い な い DNAと ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 本 方 法 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ チ
ド は 、 メ チ ル 化 核 酸 と は 反 対 に 、 非 メ チ ル 化 核 酸 の 増 幅 を 妨 害 ま た は 抑 制 す る か 、 あ る い
は そ の 逆 で あ る よ う に 設 計 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 PCRプ ラ イ マ ー と 共 に 重 亜 硫 酸 塩 処 理 核
酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 該 核 酸 の PCR増 幅 は 該 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ の 5'位 で 終 結
し 、 核 酸 の 増 幅 は 該 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ の 相 補 配 列 が 存 在 す る 箇 所 で 抑 制 さ れ る 。 該 プ
ロ ー ブ は 、 メ チ ル 化 状 態 特 異 的 様 式 で 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う
に 設 計 し て よ い 。 例 え ば 、 非 メ チ ル 化 核 酸 集 団 内 の メ チ ル 化 核 酸 を 検 出 す る に は 、 「 CpG
」 で は な く 、 問 題 の 位 置 に 「 TpG」 を 含 む ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ を 用 い れ ば 、 問 題 の 位 置
で メ チ ル 化 さ れ て い な い 核 酸 の 増 幅 抑 制 が 行 わ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る PCR法 で は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 性 増 幅 を 効 率 的
に 崩 壊 さ せ る に は 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 該 ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 伸 長 さ れ な
い こ と が 必 要 と さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ れ は 、 3'-デ オ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 3
'位 が 「 遊 離 の 」 ヒ ド ロ キ シ ル 基 以 外 で 誘 導 体 化 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ブ
ロ ッ カ ー の 使 用 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 例 え ば 、 3'-O-ア セ チ ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 代 表
的 な 好 ま し い ク ラ ス の ブ ロ ッ カ ー 分 子 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 さ ら に 、 前 記 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 性 分 解 を 排 除 す る の が
望 ま し い 。 好 ま し く は 、 こ の 排 除 は 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 い て い る ポ リ メ
ラ ー ゼ の 使 用 、 ま た は 、 例 え ば 、 こ の ブ ロ ッ カ ー 分 子 に ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 を 与 え る チ オ 酸
塩 (thioate)架 橋 を そ の 5'末 端 に 有 す る 修 飾 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 の い ず
れ か を 含 む 。 具 体 的 適 用 で は 、 当 該 ブ ロ ッ カ ー の 5'修 飾 は 必 要 と さ れ な い 。 例 え ば 、 ブ ロ
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ッ カ ー お よ び プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 が 重 複 し 、 こ れ に よ り (例 え ば 過 剰 の ブ ロ ッ カ ー を 用 い
て )プ ラ イ マ ー の 結 合 が 排 除 さ れ る 場 合 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 は 実 質 的
に 排 除 さ れ る 。 こ の 理 由 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ が 該 プ ラ イ マ ー を ブ ロ ッ カ ー 方 向 へ 、 お よ び (5
'-3'方 向 に )ブ ロ ッ カ ー を 通 し て 伸 長 し な い か ら で あ り 、 こ の プ ロ セ ス が 通 常 、 ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 し た ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 を 生 じ る の で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の た め に 、 か つ 本 明 細 書 中 で 提 供 さ れ る 特 に 好 ま し い ブ ロ ッ カ ー ／ PCR態 様 は 、
ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)オ リ ゴ マ ー の 使 用 を 含 む 。 こ
の よ う な PNAブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ マ ー は 、 こ れ ら が ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 分 解 も 伸 長 も さ れ
な い の で 、 理 想 的 に 適 し て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 方 法 の １ 態 様 で は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 部 位 は 、 プ ラ イ マ ー の 結
合 部 位 と 同 一 で あ る か 、 あ る い は 重 複 し 、 こ れ に よ り プ ラ イ マ ー が そ の 結 合 部 位 と ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 す る の を 妨 害 す る 。 本 方 法 の さ ら に 好 ま し い 態 様 で は 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の
こ の よ う な ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 使 用 さ れ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 一 方
の ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 を 妨 害 し 、 別 の プ ロ ー ブ (ブ ロ ッ カ ー )オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
は 、 当 該 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 増 幅 産 物 と 結 合 す る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 を 妨 害 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 方 法 の 別 の 態 様 で は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 処 理 さ れ た バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド DNAの リ バ ー ス お よ び フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 位 置 間 の 位 置 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し 、 こ
れ に よ り プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 を 妨 害 す る 。
　 特 に 好 ま し く は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は プ ラ イ マ ー 濃 度 の 少 な く と も 5倍
濃 度 で 存 在 す る 。
　 得 ら れ た 増 幅 産 物 は 、 処 理 前 の 、 情 報 性 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 状 態 を 確 認 す る
た め に 分 析 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 増 幅 産 物 が MSP増 幅 お よ び ／ ま た は ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 得 ら れ る
態 様 で は 、 増 幅 産 物 の 有 無 は そ れ 自 体 、 プ ラ イ マ ー お よ び ま た は ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 塩 基 配 列 に し た が い 、 そ れ ら に よ っ て カ バ ー さ れ る CpG位 置 の メ チ ル 化 状 態 を
示 す 。 こ の 検 出 の た め に 、 す べ て の 可 能 な 、 既 知 の 分 子 生 物 学 的 方 法 を 用 い る こ と が で き
、 こ れ ら に は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 配 列 決 定 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 リ
ア ル タ イ ム PCR分 析 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本
方 法 の こ の 段 階 は さ ら に 、 先 行 す る 段 階 の 定 性 的 コ ン ト ロ ー ル と し て 機 能 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 標 準 お よ び メ チ ル 化 特 異 的 PCRの 両 者 に よ っ て 得 ら れ た 増 幅 産 物 は 、 試 料 中 の 遊 離 浮 遊 D
NAの CpGメ チ ル 化 状 態 を 測 定 す る た め に さ ら に 分 析 さ れ る 。 こ れ は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い が 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に 基 づ く 方 法 、 例 え ば ア レ イ 技 術 お よ び プ ロ ー ブ に 基 づ く 技 術 、
な ら び に 配 列 決 定 お よ び 鋳 型 統 制 伸 長 (template directed extension)の よ う な 技 術 に よ
っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 方 法 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 ゲ ノ ム の 、 情 報 性 CpG位 置 の メ チ ル 化 状 態 は 、 重 亜 硫 酸
塩 処 理 DNAと ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 、 PCR増 幅 プ ラ イ マ ー (
こ の プ ラ イ マ ー は メ チ ル 化 特 異 的 ま た は 標 準 的 の い ず れ か で あ り 得 る )と と も に 用 い て 確
認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 方 法 の 特 に 好 ま し い 態 様 は 、 蛍 光 に 基 づ く リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCR(Real Time Quanti
tative PCR, Heid et al., Genome Res.6:986-994, 1996； ま た 米 国 特 許 第 6,331,393号 を
参 照 の こ と )の 使 用 で あ る 。 こ の 方 法 の 利 用 に は 、 2つ の 好 ま し い 態 様 が あ る 。 1態 様 は 、 T
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aqMan T M ア ッ セ イ と し て 知 ら れ 、 二 重 標 識 さ れ た 蛍 光 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い
る 。 TaqMan T M PCR反 応 は 、 伸 長 不 能 な イ ン テ ロ ゲ イ テ ィ ン グ (interrogating)・ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 い わ ゆ る TaqMan T M プ ロ ー ブ を 使 用 し 、 該 プ ロ ー ブ は 、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー
ス 増 幅 プ ラ イ マ ー 間 に 位 置 す る CpGリ ッ チ 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う に 設 計 さ れ て
い る 。 TaqMan T M プ ロ ー ブ は さ ら に 、 TaqMan T M オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド と 結 合 し
た リ ン カ ー 部 分 (例 え ば ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト )と 共 有 結 合 し た 蛍 光 「 レ ポ ー タ ー 部 分 」 お よ
び 「 消 光 （ quencher） 部 分 」 を 含 む 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た プ ロ ー ブ は 増 幅 反 応 の ポ リ メ
ラ ー ゼ に よ っ て 置 換 お よ び 破 壊 さ れ 、 こ れ に よ り 蛍 光 の 増 加 が 生 じ る 。 重 亜 硫 酸 塩 処 理 後
の 核 酸 内 の メ チ ル 化 の 分 析 で は 、 米 国 特 許 第 6,331,393号 (こ れ は 引 用 に よ り そ の 開 示 内 容
全 体 が 本 明 細 書 中 に 編 入 さ れ る )に 記 載 さ れ る よ う に 、 当 該 プ ロ ー ブ は メ チ ル 化 特 異 的 で
あ る こ と が 必 要 と さ れ 、 こ れ は ま た MethylLight T M ア ッ セ イ と し て 知 ら れ る 。 こ の 技 術 の
第 二 の 好 ま し い 態 様 で は 、 二 重 プ ロ ー ブ 技 術 (Lightcycler T M )を 使 用 し 、 各 プ ロ ー ブ は ド
ナ ー ま た は 受 容 蛍 光 部 分 を 有 す る 。 2つ の プ ロ ー ブ が 互 い に 近 接 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し
た こ と は 、 蛍 光 の 増 加 ま た は 減 少 に よ っ て 示 さ れ る 。 こ れ ら 両 技 術 は 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 DN
Aを 伴 う 用 途 、 お よ び さ ら に 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 内 の メ チ ル 化 分 析 に 適 し た 様 式 に 合 わ せ
る こ と が で き る 。
　 前 記 メ チ ル 化 測 定 ア ッ セ イ の 定 量 化 は 、 既 知 の 量 お よ び 既 知 の メ チ ル 化 状 態 の 内 部 標 準
DNAを 導 入 す る こ と に よ っ て 容 易 に 実 行 可 能 で あ り 、 こ れ は 当 分 野 で 日 常 的 に 行 わ れ る 通
り で あ る (説 明 の た め の 図 ６ お よ び Nakao et al. (2000 ) Cancer Research 60: 3281-9を
参 照 の こ と )。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 方 法 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 遊 離 浮 遊 DNAに 有 意 に 寄 与 す る 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ
イ プ を 同 定 す る 本 方 法 の 第 二 段 階 に お い て 、 鋳 型 を 標 的 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 、
例 え ば Gonzalgo&Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997に 記 載 の MS-SNuPEの 使
用 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 方 法 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 遊 離 浮 遊 DNAに 有 意 に 寄 与 す る 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ
イ プ を 同 定 す る 本 方 法 の 第 二 段 階 に お い て 、 上 記 方 法 を 用 い て 作 成 さ れ た 増 幅 産 物 の 配 列
決 定 お よ び そ の 後 の 配 列 分 析 が 含 ま れ る (SangerF et al.(1977)Proc Nat lAcad Sci USA 
74: 5463-5467)。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 検 査 試 料 中 に 見 出 さ れ た メ チ ル 化 パ タ ー ン は 、 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 帰 属
す る も の と し て 同 定 さ れ る 。
　 こ れ は 、 該 分 析 よ り 得 ら れ た 個 別 デ ー タ セ ッ ト を 、 以 前 の 研 究 で 得 ら れ た デ ー タ ま た は
1つ ま た は 、 好 ま し く は そ れ 以 上 の コ ン ト ロ ー ル 液 に 関 す る 平 行 実 験 で 得 ら れ た デ ー タ セ
ッ ト 、 の い ず れ か と 比 較 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 以 前 の 実 験 で 得 ら れ た デ ー タ は 、 種
々 の 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 由 来 の 種 々 の DNA試 料 中 で 測 定 さ れ る 、 単 一 マ ー カ ー 遺
伝 子 ま た は １ セ ッ ト の マ ー カ ー 遺 伝 子 群 の い ず れ か の 典 型 的 な メ チ ル 化 パ タ ー ン を 含 む 。
DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン に つ い て の こ れ ら の 特 徴 的 相 違 は 、 該 DNAが 由 来 す る 組 織 、 器 官 ま た
は 細 胞 タ イ プ の ソ ー ス と 相 関 さ せ る こ と が で き る も の で あ り 、 該 特 徴 的 相 違 は 価 値 あ る デ
ー タ セ ッ ト と し て 同 定 保 存 さ れ る 。 図 ４ に 模 式 図 を 挙 げ て 、 こ の 原 理 を 視 覚 化 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 対 応 す る DNA配 列 が 腎 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 場 合 に の み CpG位 置 が 特 異 的 に メ チ ル 化 さ れ て
い て 、 該 DNAが 肝 細 胞 、 血 液 細 胞 、 膀 胱 細 胞 ま た は 大 腸 細 胞 等 か ら 単 離 さ れ た 場 合 に は 該 C
pG位 置 が メ チ ル 化 さ れ て い な い な ら ば 、 該 CpG位 置 は 情 報 性 CpG位 置 で あ る 。 1つ ま た は そ
れ 以 上 の 情 報 性 CpG位 置 を 有 す る 遺 伝 子 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 と 称 さ れ る 。 起 源 の 組 織 と 相
関 す る こ の 位 置 の メ チ ル 化 状 態 に つ い て 、 比 較 研 究 が 行 わ れ る に つ れ て 、 対 応 す る マ ー カ
ー 遺 伝 子 の 質 は ま す ま す 高 く な る 。 DNAの 起 源 に 関 す る 最 も 信 頼 の お け る 情 報 は 、 こ の よ
う な マ ー カ ー 遺 伝 子 の パ ネ ル を 用 い て い く つ か の こ れ ら マ ー カ ー 遺 伝 子 を 同 時 に 分 析 す る
こ と か ら 得 ら れ る 。
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　 こ の 分 析 に よ り 、 分 析 さ れ た 遊 離 浮 遊 DNAの 有 意 部 分 が 、 特 定 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ
イ プ に 帰 属 す る も の と し て 同 定 可 能 か ど う か が 明 ら か に な る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 方 法 の 第 三 の 段 階 で は 、 特 定 さ れ る ソ ー ス で の 医 学 的 症 状 、 例 え ば 細 胞 増 殖 性 ま た は
炎 症 性 疾 患 が 体 液 中 へ の DNA放 出 を 引 き 起 こ し て い る か 否 か が 決 定 さ れ る 。 当 該 器 官 に お
け る 医 学 的 症 状 の 有 無 は 、 個 体 の 検 査 結 果 を 、 以 前 の 研 究 に お い て 自 家 に 蓄 積 さ れ た デ ー
タ セ ッ ト と 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 細 胞 外 DNAが 明 瞭 に 主 要 ソ ー ス と し て の 特
定 器 官 ま た は 組 織 と 関 連 付 け 可 能 で あ る 場 合 、 該 器 官 ま た は 組 織 を さ ら に 分 析 － あ る い は
当 該 DNAを 癌 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 用 い て さ ら に 分 析 す る － こ れ は 別 の 箇 所 で 記 載 さ れ て い る
通 り で あ る － こ と が 非 常 に 指 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 に 基 づ く 方 法 に 追 加 の 選 択 段 階 が 加 え ら れ る 。
　 こ の 好 ま し い 態 様 で は 、 ス ク リ ー ニ ン グ か ら 得 ら れ る 体 液 分 析 の 第 一 の 結 果 は 、 循 環 DN
Aの レ ベ ル に 関 す る 情 報 で あ る 。 こ れ が 正 常 値 (健 康 な 人 由 来 の 平 均 値 )よ り 高 い 場 合 、 こ
れ は 従 来 、 そ れ 自 体 が 重 要 な 危 険 因 子 と 理 解 さ れ て い な か っ た が 、 今 は メ チ ル 化 分 析 に 関
し て さ ら に 分 析 す る こ と を 促 す で あ ろ う 。 ど の 種 類 の 器 官 が 罹 患 し て い る 可 能 性 が あ る か
、 な ら び に そ う で あ れ ば DNAレ ベ ル の 放 出 の 原 因 で あ り 得 る か ど う か 、 推 測 を 要 す る こ と
な く 、 な ら び に 特 定 の 腫 瘍 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 関 す る ア ッ セ イ の 使 用 を 要 せ ず に 、 本 発 明 を
用 い て こ の DNAの 起 源 を 示 す こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 あ ら か じ め 選 択 さ れ た 組 織 マ ー
カ ー 遺 伝 子 に 関 す る 組 織 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン の 検 出 に 基 づ く も の で あ る 。 こ の よ う な
遺 伝 子 は 情 報 性 CpG位 置 を 含 有 し 、 該 CpG位 置 は 、 該 DNAの 単 離 元 の 組 織 に 特 異 的 に か つ 識
別 可 能 的 に メ チ ル 化 さ れ て い る 。 こ の よ う な マ ー カ ー 遺 伝 子 は Adorjanら に よ っ て 記 載 さ
れ て い る (2002, Nucleic Acids Res. 30, e21)。 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ 特 異 的 メ チ
ル 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 使 用 に よ り 、 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン を 、 特 定 組 織 タ イ プ に 帰 属 す
る も の と 解 釈 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 ２ に は 、 フ ロ ー チ ャ ー ト に よ り 前 記 態 様 の 概 要 が 示 さ れ て い る 。 記 載 の 方 法 に 加 え ら
れ る 第 一 の 選 択 段 階 は 、 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 の 測 定 で あ り 、 こ の 後 に 、 特 定 組 織 由 来 の 遊
離 浮 遊 DNAの 量 が 測 定 さ れ る 。 該 選 択 追 加 段 階 で は 、 段 階 2の 前 に 、 以 下 に 記 載 す る よ う に
体 液 中 の 遊 離 浮 遊 DNAが 定 量 さ れ る ：
　 遊 離 浮 遊 DNA総 量 の 定 量 化 は 、 当 業 者 に 標 準 的 な 任 意 の 手 段 に よ っ て 行 う こ と が で き る
。 一 般 に 使 用 さ れ る 技 術 は 、 分 光 学 的 お よ び ／ ま た は 蛍 光 定 量 的 分 析 に 基 づ き 、 例 え ば ：
臭 化 エ チ ジ ウ ム -塩 化 セ シ ウ ム (EtBr-CsCl)遠 心 分 離 勾 配 に 2回 通 す こ と に よ っ て 精 製 さ れ
た プ ラ ス ミ ド DNAの 希 釈 試 料 の 濃 度 は 、 例 え ば LKB Biochrom Ultrospec II分 光 光 度 計 で 波
長 260nmお よ び 280nmで の 吸 光 度 に 関 し て 測 定 で き る 。 あ る い は ビ ス ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル (b
isbenzimidizole)、 Hoechst H3 3258(米 国 Hoechst Corporation製 )と し て 知 ら れ る 蛍 光 色
素 、 こ れ は DNAと 結 合 し た 際 に 356nmで の 最 大 励 起 お よ び 458の 最 大 発 光 を 有 す る 、 の 存 在
下 、 Hoefer TKO 100ミ ニ 蛍 光 光 度 計 で 460nmの 発 光 に 関 し て 検 査 可 能 で あ る 。 分 光 光 度 計
で は 、 RNAな ら び に DNAに よ る 吸 光 度 を 検 出 す る が 、 一 方 、 蛍 光 光 度 計 で 使 用 さ れ る Hoechs
t色 素 は 、 DNAの ア デ ノ シ ン お よ び チ ミ ジ ン 残 基 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 。 好 ま し い 態 様 で
は 、 Invitrogen核 酸 定 量 化 DNA Dipstick T M キ ッ ト が 使 用 さ れ 、 こ れ は 0.1ng/μ lほ ど 少 量
の 核 酸 を 検 出 す る の に 十 分 な 感 度 を 有 す る こ と を 主 張 す る 。 残 念 な が ら 、 こ の 方 法 は 10ng
/μ l以 上 の 核 酸 を 含 有 す る 試 料 を 用 い て 使 用 不 能 で あ る (HengenPN (1994)Trends in Bioc
hemical Sciences19, 93-94お よ び そ の 考 察 pp 46-47)。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 好 ま し く は 、 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 は 、 DNAと 結 合 す る と そ の 蛍 光 特 性 が 変 化 す る 蛍 光 色 素
ま た は 他 の 色 素 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は PNA(ペ プ チ ド 核 酸 )オ リ ゴ マ ー を 含 む DNA特 異 的 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 、 リ ア ル タ イ ム PCRア ッ セ イ ま た は 他 の リ ア ル タ イ ム 増 幅 手 法 、 UV-Vis吸 光 度 ま た は 通
常 の 増 幅 手 法 お よ び そ の 後 の 生 成 物 量 の 測 定 に よ っ て 測 定 さ れ る 。
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【 ０ １ ３ ０ 】
　 選 択 段 階 が 実 行 さ れ た 場 合 に は 更 に 追 加 の 第 四 段 階 に お い て 、 特 定 ソ ー ス 由 来 の 遊 離 浮
遊 DNAの 割 合 に 関 し 個 体 の 検 査 結 果 を 以 前 の 研 究 に お い て 自 家 で 蓄 積 し た デ ー タ セ ッ ト と
比 較 し 、 そ れ に よ っ て 当 該 器 官 中 の 医 学 的 症 状 の 有 無 を 決 定 す る の が 好 ま し い 。 該 割 合 は
、 ソ ー ス と し て の 特 定 の 細 胞 タ イ プ 、 組 織 ま た は 器 官 と 関 連 付 け 可 能 な 遊 離 浮 遊 DNAの 量
と ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 と の 比 を 作 成 し て 決 定 す る 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ き 、 体 液 中
の 、 「 正 常 」 と 定 義 さ れ る 値 を 超 え て 10%以 上 増 加 し た 、 異 常 な 量 の 特 定 器 官 ま た は 組 織
の DNAを 有 す る 患 者 を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 正 常 と 定 義 さ れ る
値 を 超 え て 、 非 限 定 的 に 少 な く と も 20%増 加 し た 遊 離 浮 遊 DNAレ ベ ル を 有 す る 患 者 を 明 確 に
同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 好 ま し い 態 様 で は 、 正 常 を 超 え て 非 限 定 的 に 少 な く と
も 40%増 加 と し て 特 定 さ れ る 増 加 レ ベ ル の 遊 離 浮 遊 DNAを 有 す る 患 者 を 同 定 す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 さ ら に 、 か つ 最 も 重 要 な こ と に 、 前 記 分 析 は 、 患 者 の DNAレ ベ ル が 増 加 し て い る こ と を
示 す だ け で な く 、 こ の 細 胞 外 DNAが 由 来 す る 場 所 を 特 定 し 、 可 能 な 原 因 を 明 ら か に す る 。
こ の 分 析 か ら 担 当 の 内 科 医 ま た は 臨 床 家 は 、 疾 患 を そ の 経 過 日 数 の 早 い う ち に 、 顕 著 な 徴
候 が 現 わ れ る 前 に 同 定 す る た め の 価 値 あ る ツ ー ル を 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 当 該 メ チ ル 化 パ タ ー ン が 、 他 の 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 と 比 べ て 、 当 該
器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 特 異 的 で あ る こ と が わ か っ て い る こ と を 特 徴 と す る 上 記 方 法
を 提 供 す る 。 例 え ば 、 あ る 特 異 的 CpGメ チ ル 化 パ タ ー ン は 、 分 析 し た DNAが 大 腸 細 胞 由 来 の
場 合 に の み 生 起 し 、 分 析 し た DNAが 任 意 の 他 の 細 胞 由 来 の 場 合 は 生 起 し な い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 本 方 法 の 特 徴 は 、 他 の 器 官 ま た は 組 織 由 来 の DNA中 で 見 出 せ る
メ チ ル 化 パ タ ー ン と の 関 連 で 言 え ば 、 当 該 メ チ ル 化 パ タ ー ン は 当 該 器 官 ま た は 組 織 に 特 異
的 に 見 出 さ れ る こ と で あ る 。 す な わ ち 特 異 的 な 事 実 と し て こ の パ タ ー ン は 目 的 の 医 学 的 症
状 に 関 与 し て い る 他 の 器 官 ま た は 組 織 中 で は 見 ら れ ず 、 し た が っ て 患 者 が お そ ら く 診 断 さ
れ る は ず の 医 学 的 症 状 に は 関 係 が な い 。
　 例 え ば 、 あ る CpG位 置 は 、 腎 臓 の 炎 症 性 細 胞 由 来 DNAで は メ チ ル 化 さ れ て い て も 、 腎 臓 の
周 辺 の 他 の 炎 症 性 細 胞 で は メ チ ル 化 さ れ て い な い こ と は あ り 得 る 、 し か し な が ら 、 こ の Cp
G位 置 は 癌 性 肺 細 胞 で メ チ ル 化 さ れ た か も し れ な い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 さ ら に 好 ま し い 態 様 で は 、 本 方 法 の 特 徴 は 、 患 者 が 罹 患 し て い る と 診 断 さ れ る 医 学 的 症
状 が 腫 瘍 ま た は 別 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 で あ る 場 合 に は 、 他 の 器 官 ま た は 組 織 と の 関 連 で 言 え
ば 、 当 該 メ チ ル 化 パ タ ー ン は 当 該 器 官 ま た は 組 織 に 特 異 的 に 見 出 さ れ る こ と で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ 中 の 医 学 的 症 状 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る ： 第 一 に 、 上 記 、 個 体 か ら
体 液 試 料 を 収 集 す る 段 階 ； 第 二 に 、 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 特 異 的 DNAメ チ ル 化 パ タ
ー ン を 有 す る 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は (規 定 の 閾 値 を 超 え て 検 出 可 能 な )存 在 を 測 定 す る 段
階 ； 第 三 に 、 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 異 常 レ ベ ル の 遊 離 浮 遊 DNAが 存 在 す
る か 否 か を 決 定 す る 段 階 。 好 ま し い 態 様 で は 、 追 加 の 第 四 段 階 に て 、 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ
プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 医 学 的 症 状 が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 中 の 医 学 的 症 状 の 有 無 を 検 出
す る た め の 方 法 は 、 さ ら に 選 択 段 階 を 行 う こ と を 特 徴 と す る ： 第 一 に 、 上 記 、 個 体 か ら 体
液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ； 第 二 に 、 上 記 、 該 試 料 中 の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 検 出 す る
段 階 ； 第 三 に 、 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 有 す
る 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊
離 浮 遊 DNAの 量 を 測 定 す る 段 階 ； 第 四 に 、 ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの う ち 、 当 該 特 定 組 織 、 細
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胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 割 合 を 決 定 す る 段 階 ； 第 五 に 、 異 常 レ ベ ル の ト
ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAが 存 在 す る か 否 か お よ び ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 有 意 部 分 が 当 該 組 織 、
細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 で あ る か 否 か を 決 定 す る 段 階 お よ び 第 六 に 、 当 該 組 織 ま た は 器
官 に 関 連 す る 医 学 的 症 状 が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 目 的 の 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 由 来 の 体 液 中 の 遊
離 浮 遊 DNAの 割 合 を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 方
法 を 提 供 す る ： 第 一 に 、 個 体 か ら 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ； 第 二 に 、 試 料 を 調 整 し 、 表 面
へ の 遊 離 浮 遊 DNAの 結 合 を 調 製 す る 段 階 ； 第 三 に 、 こ の 表 面 に 結 合 し た DNAの 量 を 測 定 す る
こ と に よ っ て 、 ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 検 出 す る 段 階 ； 第 四 に 、 当 該 固 定 化 DNAを 含 む
表 面 を 、 上 記 、 DNA中 の す べ て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る が 、 5位 メ チ ル
化 シ ト シ ン は 不 変 の ま ま に す る 化 学 処 理 お よ び ／ ま た は 酵 素 処 理 に 付 す る 段 階 ； 第 五 に 、
処 理 さ れ た DNAを 増 幅 す る 段 階 ； 第 六 に 、 該 処 理 さ れ た DNA中 の 数 箇 所 の 位 置 を 分 析 し 、 組
織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ 特 異 的 DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る DNAの 量 ま た は (規 定 の 閾
値 を 超 え て 検 出 可 能 な )存 在 を 測 定 す る 段 階 ； 第 七 に 、 ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの う ち 、 当 該
組 織 ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 割 合 を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 上 記 方 法 は 以 下 の 追 加 段 階 を 含 む ： 異 常 レ ベ ル の ト ー タ ル 遊 離 浮
遊 DNAが 存 在 す る 場 合 、 こ の DNAが 当 該 組 織 ま た は 器 官 由 来 で あ る か 否 か お よ び 当 該 組 織 ま
た は 器 官 に 関 連 す る 医 学 的 症 状 が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 開 示 さ れ て い る 方 法 の い ず れ か を 含 む 疾 患 ま た は 医 学 的 症 状 の
診 断 方 法 に 関 す る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に 基 づ く 方 法 は 、 疾 患 ま た は 医 学 的 症 状 の 診 断 の た め に 使 用 さ れ る
。 ま た 好 ま し く は 、 こ の 方 法 は 、 さ ら に 診 断 検 査 を 行 う 際 、 内 科 医 ま た は 実 施 者 の 選 択 の
手 引 き と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 体 液 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 を 測 定 す る 装 置 で あ っ て 、 体 液 の 試 料
容 量 中 の 浮 遊 DNAと 結 合 す る 表 面 お よ び こ の 固 形 表 面 に 結 合 し た DNAの 量 を 検 出 す る た め の
手 段 を 含 む 装 置 を 作 成 す る 手 段 を 開 示 す る 。 該 装 置 は さ ら に 、 表 面 お よ び 、 該 表 面 に 結 合
し た DNAを 化 学 的 ま た は 酵 素 的 に 修 飾 す る 試 薬 を 含 む チ ャ ン バ ー お よ び こ の チ ャ ン バ ー 中
の 温 度 を 制 御 お よ び 調 整 す る 手 段 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ の よ う な 表 面 は 、 DNA DipStick T M キ ッ ト (供 給 元 は Invitrogen)に て 説 明 さ れ 、 使 用 さ
れ る も の と 同 一 、 あ る い は 移 動 性 ま た は 固 定 さ れ て い て よ い 不 特 定 の 数 種 類 の キ ャ リ ア に
適 用 さ れ た 材 料 に DNAが 選 択 的 に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る 他 の 手 段 の 表 面 で あ っ て よ い
。 該 結 合 は 、 例 え ば 、 核 酸 の 非 特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に 基 づ く も の で あ り 得 る 。 こ の 表
面 に 結 合 し た DNAの 定 量 化 は 、 当 業 者 に 標 準 的 な 任 意 の 手 段 に よ っ て 、 あ る い は 例 え ば DNA
DipStick T M キ ッ ト 中 で 提 供 さ れ る 指 示 書 に し た が っ て 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 本 発 明 は
、 該 表 面 を 、 該 固 形 表 面 に 結 合 し た DNAを 修 飾 す る 必 要 な 試 薬 お よ び ／ ま た は 酵 素 と と も
に 含 む チ ャ ン バ ー ま た は 類 似 種 類 の 閉 鎖 環 境 を 作 成 す る 手 段 を 開 示 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 こ の チ ャ ン バ ー 中 の 温 度 を 制 御 お よ び 調 整 す る 手 段 は 、 当 業 者 に 標 準 的 な 手 段 、 例 え ば
電 気 温 度 計 ま た は 温 度 の 読 み 取 り が 可 能 な 任 意 の 装 置 を 設 置 し 、 該 装 置 を 、 一 定 方 式 で 反
応 し 、 冷 却 ま た は 加 温 ユ ニ ッ ト の ス イ ッ チ を 入 れ る よ う に プ ロ グ ラ ム さ れ た チ ッ プ と 連 結
す る こ と に よ っ て 実 行 す る こ と が で き る 。
　 し か し な が ら 、 本 発 明 に 基 づ く キ ッ ト は ま た 、 上 記 コ ン ポ ー ネ ン ト の パ ー ツ の み を 含 有
可 能 で あ り 、 装 置 を 含 ま な い 。 該 キ ッ ト は 、 例 え ば 重 亜 硫 酸 塩 含 有 試 薬 、 少 な く と も 2つ
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト （ そ の 配 列 は 各 ケ
ー ス で 、 特 定 塩 基 配 列 の 18塩 基 長 断 片 に 一 致 す る か 、 あ る い は こ れ と 相 補 的 で あ る ） 、 オ
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リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は PNA(ペ プ チ ド 核 酸 )-オ リ ゴ マ ー 、 な ら び に 記 載 の 方 法 を
実 行 し 、 評 価 す る た め の 指 示 書 か ら 構 成 さ れ て い て よ い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 生 物 試 料 、 例 え ば 血 液 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの 分 析 を 、 メ チ ル 化 状 態 分 析 に よ る そ の 起 源 に
つ い て の 後 の 分 析 と 結 び 付 け る 考 え は 、 別 の 徴 候 が ま っ た く 観 察 さ れ ず 、 患 者 ま た は 内 科
医 に 対 し 、 何 を 探 す べ き か に つ い て の 手 が か り が 入 手 で き な い 臨 床 段 階 前 で す ら 、 例 え ば
癌 の 、 非 常 に 早 期 の 徴 候 に 関 し て 、 大 集 団 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 新 た な 可 能 性 を 導 く も の
で あ る 。 早 期 検 出 は 癌 の よ う な 疾 患 と の 闘 病 に お い て 最 も 重 要 な 段 階 で あ り 、 こ の 方 法 は
、 こ れ ら 疾 患 に 対 す る 闘 病 の 成 功 に 向 け て 重 要 な 改 善 を 提 供 す る 。 さ ら に 本 方 法 は 、 例 え
ば 、 処 置 後 の 腫 瘍 の 進 行 (転 移 )を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と が で き 、 こ れ に よ り 患 者
特 異 的 な 個 別 様 式 で 該 処 置 の 用 量 の 最 適 化 ま た は 別 の 処 置 へ の 適 応 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
配 列 番 号 １ は ベ ー タ ア ク チ ン に 関 す る 第 一 の プ ラ イ マ ー を 示 し ：
TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT；
配 列 番 号 ２ は ベ ー タ ア ク チ ン に 関 す る 第 二 の プ ラ イ マ ー を 示 し ：
AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA； そ し て
配 列 番 号 ３ は ベ ー タ ア ク チ ン に 関 す る プ ロ ー ブ を 示 す ：
ACCACCACCCAACACACAATAACAAACCA。
配 列 番 号 ４ は EYA4遺 伝 子 に 関 す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 示 し ：
GGTGATTGTTTATTGTTATGGTTTG；
配 列 番 号 ５ は EYA4遺 伝 子 に 関 す る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 示 し ：
CCCCTCAACCTAAAAACTACAAC；
配 列 番 号 ６ は EYA4遺 伝 子 に 関 す る フ ォ ワ ー ド ブ ロ ッ カ ー を 示 し ：
GTTATGGTTTGTGATTTTGTGTGGG；
配 列 番 号 ７ は EYA4遺 伝 子 に 関 す る リ バ ー ス ブ ロ ッ カ ー を 示 し ：
AAACTACAACCACTCAAATCAACCCA； そ し て
配 列 番 号 ８ は EYA4遺 伝 子 に 関 す る プ ロ ー ブ を 示 す ：
AAAATTACGACGACGCCACCCGAAA。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 １
血 漿 試 料 に 関 す る 器 官 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン 分 析
　 軍 隊 で の 服 役 中 に 、 気 付 か な い う ち に 高 レ ベ ル の 放 射 能 に 曝 露 さ れ て い た 患 者 か ら 血 液
試 料 を 採 取 し た 。 現 在 、 当 人 は 腫 瘍 性 疾 患 、 例 え ば 腫 瘍 を 発 症 し て い る か ど う か 知 る こ と
を 望 ん で い る 。 担 当 の 内 科 医 は 、 患 者 が 、 頭 痛 を 含 む 、 種 々 の 器 官 で の 不 特 定 の 疼 痛 に つ
い て 訴 え た 以 外 い か な る 典 型 的 症 状 を も 発 見 し て い な い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 血 液 試 料 20 mlを ヘ パ リ ン 中 で 収 集 し た 。 血 漿 お よ び リ ン パ 球 を フ ィ コ ー ル 勾 配 に よ っ
て 分 離 し た 。 コ ン ト ロ ー ル リ ン パ 球 お よ び 血 漿 DNAを 「 血 液 お よ び 体 液 プ ロ ト コ ー ル (bloo
d and body fluid protocol)」 に し た が っ て Qiagenカ ラ ム (Qiamp Blood Kit, Qiagen, Ba
sel, Switzerland)で 精 製 し た 。 血 漿 を 同 カ ラ ム に 通 し た 。 血 漿 約 10mlを 精 製 後 、 DNA350n
gを 得 た 。 こ の DNAを OlekA, Oswald J, Walter J. (1996)「 重 亜 硫 酸 塩 に 基 づ く シ ト シ ン
メ チ ル 化 分 析 の 修 正 方 法 お よ び 改 良 方 法 」 Nucleic Acids Res. 24:5064-6に 記 載 さ れ て い
る よ う に 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 処 理 に 付 し た 。 当 該 重 亜 硫 酸 塩 処 理 DNAの 一 定 量 を 配 列 決
定 に 基 づ く メ チ ル 化 分 析 に 用 い た 。 個 体 の 検 査 結 果 を 、 図 ７ に 示 さ れ る よ う に 以 前 の 既 知
組 織 お よ び 細 胞 タ イ プ の 試 料 か ら 得 ら れ た デ ー タ セ ッ ト と 比 較 し た 。 こ の 結 果 、 患 者 の 血
液 中 の DNAの 有 意 部 分 が 肺 由 来 で あ る と 決 定 す る こ と が で き た 。 該 結 果 を 内 科 医 に 返 信 し
、 そ し て 内 科 医 は 、 肺 の 炎 症 性 ま た は 細 胞 増 殖 性 疾 患 に 特 化 し た 病 院 に 該 患 者 を 紹 介 し た
。
【 ０ １ ４ ７ 】
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実 施 例 ２
血 清 試 料 に 関 す る 器 官 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン 分 析
　 腫 瘍 性 疾 患 、 例 え ば 腫 瘍 を 発 症 し て い る か ど う か 知 る こ と を 望 ん で い る 患 者 か ら 血 液 試
料 を 採 取 し た 。 担 当 の 内 科 医 は 、 患 者 が 、 ラ ン ダ ム に 発 生 す る 不 特 定 の 胃 痛 、 反 復 性 の 頭
痛 お よ び 腎 臓 痛 に つ い て 訴 え た 以 外 い か な る 典 型 的 症 状 を も 発 見 し て い な い 。
　 こ の 患 者 か ら 血 清 試 料 を 採 取 し た 。 Qiampキ ッ ト を 使 用 し て DNAを 血 清 か ら 単 離 し 、 実 施
例 １ に 記 載 の よ う に 重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 典 型 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン は 、 比 較 的 多 数 の 種 々 の 情 報 性 CpG部 位 の メ チ ル 化 状 態 を 分 析
し て 決 定 で き 、 こ の 部 位 は 種 々 の 組 織 お よ び 器 官 に 関 す る マ ー カ ー と し て 同 時 に 使 用 し た
。 こ れ は ま ず 、 情 報 性 CpG位 置 を 含 有 す る 重 亜 硫 酸 塩 処 理 DNAの 断 片 を の み 特 異 的 に 増 幅 す
る よ う 設 計 さ れ た 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 関 連 す る 断 片 を 増 幅 す る こ と に よ っ て 行 っ た
。 こ れ ら の 増 幅 産 物 を 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 。 一 組 の 検 出 オ リ ゴ は そ れ ぞ れ 、 特 定 器 官 に 特
徴 的 で あ る よ う に メ チ ル 化 さ れ て い た 重 亜 硫 酸 塩 処 理 核 酸 の 増 幅 産 物 と の み 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う 設 計 さ れ て い る 。 こ の 検 出 オ リ ゴ は 、 当 該 CpG位 置 が 特 定 器 官 ま た
は 組 織 に て メ チ ル 化 さ れ て い る 場 合 に CG(あ る い は 該 CpG位 置 が 特 定 器 官 ま た は 組 織 に て メ
チ ル 化 さ れ て い な い 場 合 に は TG)を 含 有 す る 。 こ れ ら の オ リ ゴ を 固 形 表 面 に 固 定 し 、 チ ッ
プ を 提 供 し た 。 標 識 し た 増 幅 産 物 を 該 チ ッ プ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
し な い 増 幅 産 物 を 除 去 し た 。 チ ッ プ 上 の シ グ ナ ル パ タ ー ン を 次 い で メ チ ル 化 パ タ ー ン に 変
換 し た が 、 こ れ が 特 定 器 官 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 前 記 患 者 の DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン の 分 析 か ら 、 該 DNAの 有 意 部 分 は 大 腸 由 来 で あ る と の 結
論 を 得 た 。
　 こ れ に し た が っ て 、 内 科 医 は 前 記 重 亜 硫 酸 塩 処 理 DNAに 対 す る 第 二 の 分 析 を 開 始 し た 。
該 内 科 医 は 前 記 患 者 の DNAに 二 度 目 の 検 査 を 要 し 、 こ の 場 合 は 、 大 腸 マ ー カ ー EYA4に の み
特 異 的 な 検 査 で あ っ た 。 主 要 な シ グ ナ ル は 、 以 下 の EYA4-HeavyMethyl MethyLightア ッ セ
イ を 用 い て 検 出 す る こ と が で き た 。 該 メ チ ル 化 状 態 は 、 EYA4大 腸 マ ー カ ー 遺 伝 子 の CpGア
イ ラ ン ド お よ び コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 を 平 行 し て 検 定 す る よ う に 設 計 さ れ た HM MethyLight
ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 し た 。 該 CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ は 両 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ お よ び taq
man R ス タ イ ル プ ロ ー ブ 中 の CpG部 位 に 適 用 さ れ る が 、 コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 は そ う で な い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
（ 方 法 ）
前 記 CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ (メ チ ル 化 ア ッ セ イ )は 以 下 の プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 用
い て 行 っ た ：
コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 ： ベ ー タ ア ク チ ン (Eads et al., 2001)：
プ ラ イ マ ー ： TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT (配 列 番 号 １ )；
プ ラ イ マ ー ： AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA (配 列 番 号 ２ )； お よ び
プ ロ ー ブ ： ACCACCACCCAACACACAATAACAAACCA (配 列 番 号 ３ )
EYA4遺 伝 子
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： GGTGATTGTTTATTGTTATGGTTTG (配 列 番 号 ４ )
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： CCCCTCAACCTAAAAACTACAAC (配 列 番 号 ５ )
フ ォ ワ ー ド ブ ロ ッ カ ー ： GTTATGGTTTGTGATTTTGTGTGGG (配 列 番 号 ６ )
リ バ ー ス ブ ロ ッ カ ー ： AAACTACAACCACTCAAATCAACCCA (配 列 番 号 ７ )
プ ロ ー ブ ： AAAATTACGACGACGCCACCCGAAA (配 列 番 号 ８ )。
【 ０ １ ５ １ 】
　 反 応 は 、 個 体 DNA試 料 に 対 し て 各 3回 、 以 下 の 検 定 条 件 で 行 っ た ：
反 応 溶 液 ： (400 nMプ ラ イ マ ー ； 400 nMプ ロ ー ブ ； 10μ M両 ブ ロ ッ カ ー ； 3.5 mM塩 化 マ グ ネ
シ ウ ム ； 1x ABI Taqman バ ッ フ ァ ー ； 1単 位 の ABI Taq Goldポ リ メ ラ ー ゼ ； 200μ MdNTP；
お よ び DNA50ng含 有 溶 液 7μ l、 最 終 反 応 容 量 20μ l中 )；
サ イ ク ル 条 件 ： (95℃ で 10分 間 )； (95℃ で 15秒 間 、 64℃ で 1分 間 (2サ イ ク ル ))； (95℃ で 15
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秒 間 、 62℃ で 1分 間 (2サ イ ク ル )； (95℃ で 15秒 間 、 60℃ で 1分 間 (2サ イ ク ル ))； お よ び (95
℃ で 15秒 間 、 58℃ で 1分 間 、 60℃ で 40秒 間 (41サ イ ク ル ))。
　 当 該 断 片 の 増 幅 は 、 (EYA 4の )当 該 情 報 性 CpG位 置 に お け る 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン の 存
在 を 示 し た 。 検 査 結 果 お よ び 蛍 光 シ グ ナ ル の 強 度 を 、 他 の 試 料 か ら 得 た デ ー タ セ ッ ト と 比
較 し た 結 果 、 当 該 患 者 の 試 料 中 の DNAの 有 意 部 分 は 大 腸 由 来 で あ る と 決 定 す る こ と が で き
た 。 こ の 結 果 か ら 、 内 科 医 は 該 患 者 を 胃 腸 疾 患 の 専 門 医 に 紹 介 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
実 施 例 ３
　 別 の ケ ー ス に て 、 前 記 内 科 医 は 別 の 戦 略 に し た が っ た 。 該 内 科 医 は ま ず 、 前 記 患 者 の 血
清 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 に 関 し て 検 査 し た が 、 こ れ は 該 検 査 が あ ま り 高 い 費 用 を 要 せ ず
、 か つ 該 患 者 の 保 険 に よ っ て ま か な え た か ら で あ る 。 該 血 液 試 料 は 研 究 室 に 送 ら れ た 。 30
00gで 20分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 血 液 細 胞 か ら 血 漿 を 分 離 し た 後 、 Wong et al.(199
9),Cancer Res 59: 71-73お よ び Lo et al. (1998) Am. J. Genet. 62: 768-775参 照 の 血
液 お よ び 体 液 プ ロ ト コ ー ル に し た が い 、 QIAamp Blood Kit(Qiagen, Hilden, Germany)を
用 い て 血 漿 由 来 の DNAを 抽 出 し た 。 該 血 清 試 料 中 の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 核 酸 の レ ベ ル は 、 細
胞 増 殖 性 疾 患 を 患 っ て い な い 健 康 な ド ナ ー 由 来 の 試 料 中 の 通 常 値 よ り 20倍 高 い こ と を 決 定
し た 。 こ の 「 正 常 」 値 を 確 立 し た デ ー タ は 、 多 数 の 試 料 に 基 づ く 以 前 の 研 究 に て 得 た も の
で あ り 、 こ れ は 規 制 官 庁 に よ っ て 承 認 さ れ た も の で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は そ の デ ー タ セ
ッ ト に 保 存 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 前 記 患 者 が 平 均 よ り 20倍 高 い 血 清 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの レ ベ ル を 有 す る と い う 知 見 に よ り
、 内 科 医 は 該 患 者 が 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 患 っ て い る 可 能 性 が 高 い こ と を 診 断 で き た 。 こ の 診
断 に よ り 、 疾 患 の 種 類 を さ ら に 特 定 す る 、 よ り 有 益 な 検 査 の た め に 保 険 の 支 払 い が 下 り た
。
　 該 内 科 医 は 次 い で 、 該 患 者 の 血 清 中 の 遊 離 浮 遊 DNAが 由 来 す る 場 所 を 決 定 す る 目 的 で 該 D
NAの メ チ ル 化 分 析 を 依 頼 し た 。 こ の DNAを 上 記 の よ う に 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム で 処 理 し た
。 メ チ ル 化 パ タ ー ン 分 析 は 、 マ ー カ ー 核 酸 を 含 有 す る 多 数 の 情 報 性 CpG部 位 お よ び 他 の 試
料 か ら 収 集 さ れ た 、 結 果 比 較 用 デ ー タ セ ッ ト を 用 い て (図 ４ で 説 明 さ れ て い る よ う に )行 っ
た 。 該 分 析 は 、 該 遊 離 浮 遊 DNAの 有 意 部 分 が 肝 臓 由 来 で あ る こ と を 示 し た 。 こ の 時 点 で 内
科 医 は 該 患 者 を 肝 臓 腫 瘍 に つ い て 指 定 の 癌 専 門 医 に 紹 介 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 施 例 ４
　 あ る 研 究 チ ー ム は 、 特 定 環 境 条 件 に さ ら さ れ て き た 集 団 に お け る 肺 特 異 的 疾 患 、 例 え ば
肺 癌 の 発 症 の 危 険 を 同 定 す る こ と に 関 係 し て い る 。 こ れ ら の 条 件 は 近 年 に し か 発 生 し て い
な い た め 、 該 集 団 に お け る こ れ ま で に 蓄 積 さ れ た 癌 の 発 生 に 関 す る デ ー タ は 入 手 で き な い
。 し た が っ て 彼 ら は 、 発 症 疾 患 の 早 期 徴 候 を 発 見 で き る か ど う か に 関 し て 、 個 体 の 体 液 の
分 析 を 用 い る 。 多 数 の 個 体 か ら 痰 試 料 を 収 集 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 こ れ ら の 痰 試 料 を 以 下 の よ う に 分 析 し た ： 痰 試 料 を 3000 x gで 5分 間 回 転 さ せ 、 リ ン 酸
緩 衝 食 塩 水 で 2回 洗 浄 し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 1% SDS/プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kで 消 化 し 、 DNAを 抽 出
し 、 「 血 液 お よ び 体 液 プ ロ ト コ ー ル 」 に し た が い Qiagenカ ラ ム (Qiamp Blood Kit,Qiagen,
 Basel, Switzerland)を 用 い て 精 製 し た 。 得 ら れ た DNAを 、 Olek A, Oswald J,Walter J.(
1996)重 亜 硫 酸 塩 に 基 づ く シ ト シ ン メ チ ル 化 分 析 の 修 正 方 法 お よ び 改 良 方 法 、 Nucleic Aci
ds Res. 24: 5064-6に 記 載 の よ う に 、 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 処 理 に 付 し た 。 こ の 重 亜 硫 酸
塩 処 理 DNAの 一 定 量 を メ チ ル 化 分 析 に 用 い た 。 当 該 研 究 は 肺 疾 患 を 探 す た め に の み 設 計 し
た た め 、 該 分 析 は 、 肺 細 胞 で 特 異 的 に メ チ ル 化 さ れ て い る が 、 痰 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性
が あ る 他 の 細 胞 で は メ チ ル 化 さ れ て い な い 、 情 報 性 CpG部 位 の 使 用 に 限 定 し た 。 該 メ チ ル
化 分 析 は 高 感 度 検 出 ア ッ セ イ に 基 づ く 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う に HMア ッ セ イ を 用 い
て 第 一 の 結 果 を 得 た 。 プ ラ イ マ ー は 、 肺 細 胞 由 来 の DNA中 の み に て す べ て メ チ ル 化 さ れ て
い る 7つ の 種 々 CpG部 位 を 含 有 す る 断 片 を 増 幅 す る よ う 設 計 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ は 、
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該 CpG部 位 が 重 亜 硫 酸 塩 処 理 前 に メ チ ル 化 さ れ て い な か っ た 場 合 に の み 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 D
NA中 の こ れ ら の 部 位 の う ち 2つ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う 設 計 し た 。 一 対 の Lightcycler
プ ロ ー ブ は 、 2つ の 異 な る 情 報 性 CpG部 位 が メ チ ル 化 さ れ て い た 場 合 の 重 亜 硫 酸 塩 処 理 DNA
の 増 幅 断 片 と の み 結 合 す る よ う 設 計 し た 。 こ の よ う に 、 蛍 光 シ グ ナ ル の 生 成 に よ っ て 存 在
を 示 し 、 DNAの 総 量 中 の 肺 由 来 DNAの 量 は 、 標 準 化 さ れ た 量 の コ ン ト ロ ー ル DNAに よ っ て 生
成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る の に 要 す る サ イ ク ル 数 に よ
っ て 定 量 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 一 次 検 査 の 結 果 は 、 MSPプ ラ イ マ ー を 、 Taqmanプ ロ ー ブ の 使 用 と 組 み 合 わ せ て 用 い て 確
認 し た 。 MSPプ ラ イ マ ー は 、 肺 細 胞 に て メ チ ル 化 さ れ て い る が 、 他 の 細 胞 で は メ チ ル 化 さ
れ て い な い CpG部 位 の う ち 2つ お よ び 3つ を 含 有 す る 重 亜 硫 酸 塩 処 理 配 列 と 特 異 的 に 結 合 す
る よ う 設 計 し た 。 Taqmanプ ロ ー ブ は 、 該 増 幅 産 物 中 の 他 の 2CpG部 位 と 、 こ れ ら が 重 亜 硫 酸
塩 で の 処 理 後 に 無 修 飾 (処 理 前 の メ チ ル 化 シ ト シ ン )で あ る 場 合 に の み 結 合 す る よ う 設 計 し
た 。 こ れ に よ り 、 Taqmanプ ロ ー ブ の 蛍 光 シ グ ナ ル に よ っ て 増 幅 産 物 の 存 在 を 示 し 、 第 一 の
結 果 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 大 多 数 の 個 体 は 、 そ の 痰 試 料 中 に 、 肺 に 特 徴 的 な メ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す 遊 離 浮 遊 DNA
を 示 さ な か っ た の で 、 彼 ら は そ の 痰 試 料 中 に 肺 由 来 DNAを 含 有 し な い と 決 定 し た 。 該 集 団
は 肺 特 異 的 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 発 症 し て お ら ず 、 そ れ ゆ え 該 環 境 条 件 が 腫 瘍 性 ま た は 炎 症 性
疾 患 、 例 え ば 肺 癌 ま た は 肺 炎 を 発 症 す る 危 険 を 増 加 さ せ て い る と 考 え る 理 由 は な い と 決 定
し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 記 載 さ れ る 本 発 明 の 対 象 で あ る 方 法 の 概 要 を 提 供 す る フ ロ ー チ ャ ー ト を
示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 好 ま し い 態 様 と し て 記 載 さ れ る 選 択 段 階 を 含 む 方 法 の 概 要 を 提 供 す る フ
ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 血 清 試 料 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの レ ベ ル を 、 疾 患 の 有 無 と 関 連 し て 測 定 し た
実 験 の 結 果 を 示 す 。 DNAは Qiagen Ultra Sensキ ッ ト を 用 い て 抽 出 し 、 ピ コ グ リ ー ン 蛍 光 ア
ッ セ イ を 用 い て 定 量 し た 。 Y軸 で 示 さ れ る 値 は 、 ナ ノ グ ラ ム ／ ミ リ リ ッ ト ル で 与 え ら れ る
。 種 々 カ ラ ム は 試 料 ソ ー ス と 関 連 す る ： 健 康 な ド ナ ー 由 来 の 血 清 試 料 中 の DNAレ ベ ル (カ ラ
ム B)を 18肺 癌 患 者 (カ ラ ム C)、 19大 腸 癌 患 者 (カ ラ ム D)お よ び 24乳 癌 患 者 (カ ラ ム E)の 血 清
試 料 中 の DNAレ ベ ル と 比 較 し た (カ ラ ム Aは 健 康 な ド ナ ー の 血 漿 試 料 中 の DNAの レ ベ ル に 関 す
る 値 を 提 供 す る )。 各 罹 患 群 (カ ラ ム C、 Dお よ び E)由 来 の 血 清 中 の 遊 離 DNAの レ ベ ル は 約 200
ナ ノ グ ラ ム ／ ミ リ リ ッ ト ル ま た は そ れ よ り 高 い 。 こ れ は 第 一 に 、 癌 患 者 由 来 の 血 清 試 料 中
の 平 均 レ ベ ル が 、 健 康 な ド ナ ー 由 来 の 血 清 試 料 中 の DNAの 平 均 レ ベ ル よ り 有 意 に 高 い こ と
を 確 認 す る も の で あ り 、 第 二 に 、 メ チ ル 化 パ タ ー ン の 分 析 用 に 十 分 な 量 の DNAが 存 在 す る
こ と を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 種 々 の メ チ ル 化 パ タ ー ン が ど の よ う に 種 々 の 器 官 と 関 連 付 け 可 能 か を 示
す 模 式 図 で あ る 。 円 は メ チ ル 化 CpG位 置 を 示 す 。 種 々 の 数 字 は 、 ゲ ノ ム 内 の 種 々 の 情 報 性 C
pG位 置 を 示 し 、 こ れ は 器 官 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す 。 同 カ ラ ム の 異 な る 列 に 円 が な
い 場 合 、 同 一 CpGは メ チ ル 化 さ れ て い な い 。 右 側 の 文 字 は 以 下 の 通 り 種 々 の 器 官 を 示 す ： A
： 脂 肪 、 B： 乳 房 、 H： 肝 臓 、 L： 肺 、 M： 筋 肉 お よ び P： 前 立 腺 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 特 異 的 マ ー カ ー DNAに 関 し て 検 出 さ れ た 腎 臓 由 来 DNA中 の 特 定 CpG (1-10)
の DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 、 該 DNAが 前 立 腺 由 来 で あ る 場 合 に 同 一 マ ー カ ー DNAに 関 し て 検
出 さ れ た DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン と 比 較 し た 研 究 の 結 果 を 示 す 。 こ の イ メ ー ジ の 上 の 文 字 は
、 試 料 が 腎 臓 試 料 (Z)で あ る か 、 ま た は 前 立 腺 試 料 (Y)で あ る か を 示 す 。 イ メ ー ジ の 下 の 文
字 は 分 析 さ れ た 種 々 の 試 料 を 示 す 。 20の 種 々 前 立 腺 試 料 (A～ S)お よ び 18の 種 々 腎 臓 試 料 (A
～ R)を 分 析 し た 。 識 別 可 能 に メ チ ル 化 さ れ て い る と 予 測 さ れ た 特 定 CpG位 置 を 、 こ れ ら 組
織 の 識 別 能 に 関 し て 分 析 し た 。 単 離 さ れ 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 さ れ た DNAを 増 幅 し 、 そ の 組 織
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ソ ー ス に し た が っ て 標 識 し た 。 該 増 幅 産 物 を 固 形 表 面 上 に 配 列 さ れ た オ リ ゴ セ ッ ト と ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た (Adorjan et al.(2002) Nucleic Acids Res. 30, e21)。 該 オ リ ゴ は
、 特 定 CpG含 有 配 列 に 対 し て 、 こ れ ら が 処 理 前 に メ チ ル 化 さ れ て い た 場 合 に の み 、 あ る い
は こ れ ら が 処 理 前 に メ チ ル 化 さ れ て い な か っ た 場 合 に の み ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う に 設
計 さ れ た 。 こ の 図 の 右 側 の 数 字 は 種 々 の CpG位 置 を 示 し 、 こ れ ら の う ち い く つ か は 同 一 遺
伝 子 に 帰 属 す る 。 検 査 さ れ た CpGは い ず れ の 遺 伝 子 か ら 関 連 付 け 可 能 で あ る か を 以 下 の リ
ス ト に 挙 げ る ： 　 情 報 性 CpG位 置 を 次 の 遺 伝 子 ま た は そ の 調 節 領 域 い ず れ か に て 見 出 し た
： 1： 　 　 APOC 22： 　 　 WT 1 (ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 遺 伝 子 )3： 　 　 DAD 14： 　 　 c-myc5： 　 　
UBB6： 　 　 ATP67～ 10： 　 GP1 BB (4つ の 異 な る CpG位 置 )さ ら に 詳 細 な 情 報 に 関 し て は 、 Ad
orjan et al. (2002) Nucleic Acids Res. 30, e21を 参 照 の こ と 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 リ ア ル タ イ ム PCR法 に て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ を 用 い 、 ど の よ う に
特 定 DNAを 定 量 可 能 で あ る か を 示 す 。 当 該 方 法 は 増 幅 産 物 内 の 規 定 の 配 列 に 対 す る 両 標 識
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 必 要 と し 、 Lightcycler技 術 な ど で 蛍 光 が 生 成
さ れ 、 こ れ は こ の 特 定 断 片 の 増 幅 を 示 す 。 次 い で 、 こ の シ グ ナ ル が 劇 的 に 増 加 す る ま で に
何 サ イ ク ル 要 す る か を 測 定 す る 。 こ れ は い わ ゆ る 「 閾 値 サ イ ク ル 数 」 と 称 さ れ る 。 該 閾 値
サ イ ク ル 数 を 既 知 の DNA量 の 標 準 試 料 の 閾 値 サ イ ク ル 数 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 鋳 型 量
を 容 易 に 決 定 で き る 。 図 ６ で は 、 x軸 で 増 幅 サ イ ク ル 数 が 示 さ れ る 。 y軸 で は 、 蛍 光 の レ ベ
ル が 提 供 さ れ る 。 曲 線 Aは 、 10 4 コ ピ ー の 濃 度 の 鋳 型 に 関 す る Lightcyclerの 結 果 で あ り 、
曲 線 Bは 10コ ピ ー の 濃 度 に 関 す る 結 果 、 そ し て 曲 線 Cは 鋳 型 が ま っ た く 存 在 し な い 場 合 (0コ
ピ ー )に 関 す る 結 果 を 示 す 。 非 常 に 低 い 鋳 型 濃 度 で さ え 、 30サ イ ク ル 以 上 の 後 に も 非 特 異
的 シ グ ナ ル は 実 質 的 に 観 察 で き な い 。 し た が っ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ を 用 い る DN
A定 量 化 は 、 感 度 が 良 く 、 か つ 非 常 に 特 異 的 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 4つ の 異 な る 組 織 由 来 の DNA中 の 特 定 CpG (1-10)の DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン
を 分 析 し た 研 究 の 結 果 を 示 す 。 こ の イ メ ー ジ の 上 の 文 字 は 、 分 析 さ れ た 試 料 が 脳 組 織 (R、
4試 料 )、 乳 房 組 織 (B、 6試 料 )、 肝 臓 組 織 (H、 2試 料 )ま た は 筋 組 織 (M、 5試 料 )由 来 の い ず れ
で あ る か を 示 す 。 図 ７ は 、 ゲ ノ ム 内 の 特 定 の 情 報 性 CpG位 置 が 、 分 析 さ れ た DNAが 由 来 す る
器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に 応 じ て ど れ ほ ど 特 異 的 に メ チ ル 化 さ れ て い る か を 示 す 。 各
列 は 1CpG位 置 に 関 す る 特 異 的 メ チ ル 化 分 析 の 結 果 を 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は 重 亜 硫 酸 塩 配
列 決 定 に よ っ て 得 、 可 視 化 ツ ー ル を 用 い て こ の イ メ ー ジ に 変 換 し 、 こ の イ メ ー ジ で は 、 そ
の CpG位 置 の 高 度 の メ チ ル 化 は 、 図 の 左 に 提 供 さ れ る 色 片 の 上 部 の 色 に よ っ て 示 さ れ 、 非
常 に 低 度 の メ チ ル 化 は 該 色 片 の 底 部 の 色 に よ っ て 示 さ れ る 。
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【 図 ３ 】

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ４ 】

(38) JP 2005-518809 A 2005.6.30



【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 2月 26日 (2004.2.26)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 個 体 の 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 中 の 疾 患 症 状 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 個 体 か ら 体 液 サ ン プ ル を 得 る 段 階 ；
ｂ ） サ ン プ ル 中 の 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は 存 在 を
測 定 す る 段 階 ； お よ び
ｃ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は 存 在 に 基 づ い て 疾 患
症 状 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 個 体 の 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 中 の 疾 患 症 状 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 個 体 か ら 体 液 サ ン プ ル を 得 る 段 階 ；
ｂ ） サ ン プ ル 中 の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測 定 す る 段 階 ；
ｃ ） サ ン プ ル 中 の 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測 定 す る 段
階 ； お よ び
ｄ ） 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 お よ び 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 割 合
に 基 づ い て 疾 患 症 状 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は 存 在 を 測 定 す る 前 に サ ン プ ル を 調 整 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 サ ン プ ル を 遠 心 分 離 、 ろ 過 、 加 熱 、 冷 却 、 濃 縮 ま た は 化 学 処 理 に よ っ て 調 整 す る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ 】
　 特 定 器 官 ま た は 組 織 由 来 の DNAの 量 ま た は 存 在 を 、 こ の 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に
特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 分 析 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記
請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 メ チ ル 化 パ タ ー ン が 当 該 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に 特 徴 的 で あ り 、 か つ 目 的 の 医 学
的 症 状 に 関 与 す る 他 の 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ で は 発 見 さ れ な い こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 疾 患 症 状 が 細 胞 増 殖 性 お よ び ／ ま た は 新 生 物 性 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 請 求
項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 個 体 由 来 の 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 痰 、 射 精 物 、 精 液 、 涙 、 汗 、 唾 液 、 リ ン パ 液 、 気 管
支 洗 浄 液 、 胸 水 、 腹 膜 液 、 髄 膜 液 、 羊 水 、 腺 液 、 細 針 吸 引 物 、 乳 頭 吸 引 液 、 髄 液 、 結 膜 液
、 膣 液 、 十 二 指 腸 液 、 膵 液 、 胆 汁 お よ び 脳 脊 髄 液 の よ う な 体 液 か ら サ ン プ ル を 得 る こ と 特
徴 と す る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 DNAを 、 こ の DNA中 の す べ て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る が 、 5位 -メ チ ル
化 シ ト シ ン は 不 変 の ま ま に す る 化 学 処 理 ま た は 酵 素 処 理 に 付 す る こ と に よ っ て メ チ ル 化 パ
タ ー ン を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 中 の 疾 患 症 状 の 不 存 在 ま た は 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 体 液 サ ン プ ル を 回 収 す る 段 階 ；
ｂ ） 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す 遊 離 浮 遊 DNAの 量
ま た は 存 在 を 測 定 す る 段 階 ；
ｃ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの レ ベ ル に 異 常 が 存 在 す る か 否
か を 結 論 す る 段 階 ； お よ び
ｄ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 疾 患 症 状 が 存 在 し な い か 、 あ る い は 存 在
す る か を 結 論 す る 段 階 、
を 行 う こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 特 定 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 中 の 疾 患 症 状 の 不 存 在 ま た は 存 在 を 検 出 す る た め の 方
法 で あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 体 液 サ ン プ ル を 回 収 す る 段 階 ；
ｂ ） サ ン プ ル 中 の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 検 出 す る 段 階 ；
ｃ ） 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す 遊 離 浮 遊 DNAを 測
定 す る こ と に よ っ て 、 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測
定 す る 段 階 ；
ｄ ） ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの う ち 、 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 割 合 を 決
定 す る 段 階 ；
ｅ ） 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの レ ベ ル に 異 常 が 存 在 す る
か 否 か を 結 論 す る 段 階 ； お よ び
ｆ ） 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 疾 患 症 状 が 存 在 し な い か 、 あ る い は
存 在 す る か を 結 論 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 体 液 中 の 、 目 的 の 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 割 合 を 測 定 す る た
め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 体 液 サ ン プ ル を 回 収 す る 段 階 ；
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ｂ ） サ ン プ ル を 調 整 し 、 表 面 へ の 遊 離 浮 遊 DNAの 結 合 を 可 能 に す る 段 階 ；
ｃ ） ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 本 質 的 画 分 を こ の 表 面 と 結 合 さ せ る 段 階 ；
ｄ ） 表 面 に 結 合 し た DNAの 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 検 出 す
る 段 階 ；
ｅ ） 結 合 し た DNAを 含 む 表 面 を 、 DNA中 の す べ て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す
る が 、 5位 メ チ ル 化 シ ト シ ン は 不 変 の ま ま に す る 化 学 処 理 お よ び ／ ま た は 酵 素 処 理 に 付 す
る 段 階 ；
ｆ ） 処 理 さ れ た DNAを 増 幅 す る 段 階 ；
ｇ ） 処 理 さ れ た DNA中 の 数 箇 所 の メ チ ル 化 特 異 的 位 置 を 分 析 し 、 こ れ に よ り 組 織 、 細 胞 タ
イ プ ま た は 器 官 に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す DNAの 量 を 測 定 す る 段 階 ； 　 お よ び
ｈ ） ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの う ち 、 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 割 合 を 決 定 す
る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 追 加 段 階 ：
ｉ ） 異 常 レ ベ ル の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAが 存 在 す る 場 合 、 こ の DNAが 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ
ま た は 器 官 由 来 で あ る か 否 か を 結 論 す る 段 階 ； お よ び
ｊ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 疾 患 症 状 が 存 在 す る か 否 か を 結 論 す る 段
階 、
を 含 む 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 DNAと 結 合 す る と そ の 蛍 光 特 性 が 変 化 す る 蛍 光 色 素 ま た は 他 の 色 素 の 導 入 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は PNAオ リ ゴ マ ー の よ う な DNA特 異 的 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 リ ア ル
タ イ ム PCRア ッ セ イ ま た は 他 の リ ア ル タ イ ム 増 幅 手 法 、 UV-Vis吸 光 度 、 ま た は 一 般 に 増 幅
し て か ら 生 成 物 量 の 測 定 す る 手 法 、 に よ っ て 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 血 清 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
－ 体 液 の サ ン プ ル 体 積 中 に 浮 遊 す る DNAと 結 合 す る 表 面
－ こ の 固 形 表 面 に 結 合 し た DNAの 量 を 検 出 す る た め の 手 段
－ 表 面 に 結 合 し た DNAを 化 学 的 ま た は 酵 素 的 に 修 飾 す る 試 薬
－ 表 面 お よ び 試 薬 を 含 む 容 器 、 お よ び
－ こ の チ ャ ン バ ー 中 の 温 度 を 制 御 お よ び 調 整 す る 手 段
を 含 む キ ッ ト 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 12月 22日 (2004.12.22)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 個 体 の 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 中 の 疾 患 症 状 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て
、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 個 体 か ら 体 液 試 料 を 得 る 段 階 ；
ｂ ） 試 料 中 の 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は 存 在 を 測 定
す る 段 階 ； お よ び
ｃ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は 存 在 に 基 づ い て 疾 患
症 状 の 有 無 を 決 定 す る 段 階 、
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 個 体 の 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 中 の 疾 患 症 状 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て
、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 個 体 か ら 体 液 試 料 を 得 る 段 階 ；
ｂ ） 試 料 中 の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測 定 す る 段 階 ；
ｃ ） 試 料 中 の 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測 定 す る 段 階 ；
お よ び
ｄ ） 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 お よ び 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 割 合
に 基 づ い て 疾 患 症 状 の 有 無 を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 遊 離 浮 遊 DNAの 量 ま た は 存 在 を 測 定 す る 前 に 試 料 を 調 整 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 試 料 を 遠 心 分 離 、 ろ 過 、 加 熱 、 冷 却 、 濃 縮 ま た は 化 学 処 理 に よ っ て 調 整 す る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 特 定 器 官 ま た は 組 織 由 来 の DNAの 量 ま た は 存 在 を 、 該 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に 特
徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 分 析 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ～ ４ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 メ チ ル 化 パ タ ー ン が 当 該 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に 特 徴 的 で あ り 、 か つ 目 的 の 医 学
的 症 状 に 関 与 す る 他 の 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ で は 発 見 さ れ な い こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 疾 患 症 状 が 細 胞 増 殖 性 お よ び ／ ま た は 新 生 物 性 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １
～ ６ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 個 体 由 来 の 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 痰 、 射 精 物 、 精 液 、 涙 、 汗 、 唾 液 、 リ ン パ 液 、 気 管
支 洗 浄 液 、 胸 水 、 腹 膜 液 、 髄 膜 液 、 羊 水 、 腺 液 、 細 針 吸 引 物 、 乳 頭 吸 引 液 、 髄 液 、 結 膜 液
、 膣 液 、 十 二 指 腸 液 、 膵 液 、 胆 汁 お よ び 脳 脊 髄 液 の よ う な 体 液 か ら 試 料 を 得 る こ と 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 DNAを 、 該 DNA中 の す べ て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る が 、 5位 -メ チ ル 化
シ ト シ ン は 不 変 の ま ま に す る 化 学 処 理 ま た は 酵 素 処 理 に 付 す る こ と に よ っ て メ チ ル 化 パ タ
ー ン を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 中 の 疾 患 症 状 の 不 存 在 ま た は 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ；
ｂ ） 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 タ イ プ に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す 遊 離 浮 遊 DNAの 量
ま た は 存 在 を 測 定 す る 段 階 ；
ｃ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの レ ベ ル に 異 常 が 存 在 す る か 否
か を 結 論 す る 段 階 ； お よ び
ｄ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 疾 患 症 状 が 存 在 し な い か 、 あ る い は 存 在
す る か を 結 論 す る 段 階 、
を 行 う こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 特 定 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 中 の 疾 患 症 状 の 不 存 在 ま た は 存 在 を 検 出 す る た め の 方
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法 で あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ；
ｂ ） 試 料 中 の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 検 出 す る 段 階 ；
ｃ ） 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す 遊 離 浮 遊 DNAを 測
定 す る こ と に よ っ て 、 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 測
定 す る 段 階 ；
ｄ ） ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの う ち 、 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 割 合 を 決
定 す る 段 階 ；
ｅ ） 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの レ ベ ル に 異 常 が 存 在 す る
か 否 か を 決 定 す る 段 階 ； お よ び
ｆ ） 当 該 特 定 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 疾 患 症 状 が 存 在 し な い か 、 あ る い は
存 在 す る か を 決 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 体 液 中 の 、 目 的 の 器 官 、 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 由 来 の 遊 離 浮 遊 DNAの 割 合 を 測 定 す る た
め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 諸 段 階 ：
ａ ） 体 液 試 料 を 回 収 す る 段 階 ；
ｂ ） 試 料 を 調 整 し 、 表 面 へ の 遊 離 浮 遊 DNAの 結 合 を 可 能 に す る 段 階 ；
ｃ ） ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 本 質 的 画 分 を 該 表 面 と 結 合 さ せ る 段 階 ；
ｄ ） 表 面 に 結 合 し た DNAの 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの 量 を 検 出 す
る 段 階 ；
ｅ ） 結 合 し た DNAを 含 む 表 面 を 、 DNA中 の す べ て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す
る が 、 5位 メ チ ル 化 シ ト シ ン は 不 変 の ま ま に す る 化 学 処 理 お よ び ／ ま た は 酵 素 処 理 に 付 す
る 段 階 ；
ｆ ） 処 理 さ れ た DNAを 増 幅 す る 段 階 ；
ｇ ） 処 理 さ れ た DNA中 の 数 箇 所 の メ チ ル 化 特 異 的 位 置 を 分 析 し 、 こ れ に よ り 組 織 、 細 胞 タ
イ プ ま た は 器 官 に 特 徴 的 な DNAメ チ ル 化 パ タ ー ン を 示 す DNAの 量 を 測 定 す る 段 階 ； 　 お よ び
ｈ ） ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAの う ち 、 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 由 来 の 割 合 を 決 定 す
る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 追 加 段 階 ：
ｉ ） 異 常 レ ベ ル の ト ー タ ル 遊 離 浮 遊 DNAが 存 在 す る 場 合 、 該 DNAが 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま
た は 器 官 由 来 で あ る か 否 か を 決 定 す る 段 階 ； お よ び
ｊ ） 当 該 組 織 、 細 胞 タ イ プ ま た は 器 官 に 関 連 す る 疾 患 症 状 が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る 段
階 、
を 含 む 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 DNAと 結 合 す る と そ の 蛍 光 特 性 が 変 化 す る 蛍 光 色 素 ま た は 他 の 色 素 の 導 入 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は PNAオ リ ゴ マ ー の よ う な DNA特 異 的 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 リ ア ル
タ イ ム PCRア ッ セ イ ま た は 他 の リ ア ル タ イ ム 増 幅 手 法 、 UV-Vis吸 光 度 、 ま た は 一 般 に 増 幅
し て か ら 生 成 物 量 の 測 定 す る 手 法 、 に よ っ て 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 血 清 中 の 遊 離 浮 遊 DNAの 総 量 を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
－ 体 液 の 試 料 体 積 中 に 浮 遊 す る DNAと 結 合 す る 表 面
－ 当 該 固 形 表 面 に 結 合 し た DNAの 量 を 検 出 す る た め の 手 段
－ 表 面 に 結 合 し た DNAを 化 学 的 ま た は 酵 素 的 に 修 飾 す る 試 薬
－ 表 面 お よ び 試 薬 を 含 む 容 器 、 お よ び
－ 当 該 チ ャ ン バ ー 中 の 温 度 を 制 御 お よ び 調 整 す る 手 段
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を 含 む キ ッ ト 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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