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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】結腸癌の診断及び治療のための新規方法及び組成物の提供。
【解決手段】対象からの組織、血液、血漿、血清、尿及び糞便等の試験サンプル中のｍｉ
Ｒ－２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及び
それらの組み合わせから成る群より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベ
ルを測定することを含んでおり、対照サンプル中の対応するｍｉＲ遺伝子産物のレベルと
比較して、試験サンプル中の該ｍｉＲ遺伝子産物のレベルの変化は、対象が結腸癌関連疾
患を有するか、発症するリスクがあることを示す、結腸癌関連疾患の診断方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
対象が、結腸癌関連疾患を有する、発症するリスクがある、又は減少した生存予後を有す
る、かどうかを診断する方法であって、該対象からの試験サンプル中の少なくとも一つの
ｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定することを含んでなり、対照サンプル中の対応するｍｉ
Ｒ遺伝子産物のレベルと比較して、該試験サンプル中の該ｍｉＲ遺伝子産物のレベルにお
ける変化が、該対象が結腸癌関連疾患を有しているか、又は発症するリスクがあることを
示す、前記方法。
【請求項２】
該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物が、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６
ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群から選択され
る、請求項１の方法。
【請求項３】
該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物がｍｉＲ－２１である、請求項１の方法。
【請求項４】
結腸癌関連疾患応答の少なくとも開始、素因、又は減少した生存予後を試験する方法であ
って：
　（１）試験対象からのサンプル中の少なくとも一つのマーカーの発現レベルを決定する
こと；該少なくとも一つのマーカーは、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ
、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される
少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物を含んでいる；
（２）工程（１）で決定された該発現レベルを、健康な対象からのサンプル中のマーカー
の対照発現レベルと比較すること；及び
（３）工程（２）での比較の結果が：ｉ）試験対象中の少なくとも一つのマーカーの発現
レベルが、対照中のレベルよりも高い、又はｉｉ）試験対象中の少なくとも一つのマーカ
ーの発現レベルが、対照中のレベルよりも低いことを示す場合、該対象が結腸癌関連疾患
を有すると判断すること；
を含んでなる、前記方法。
【請求項５】
該サンプルが一つ又はそれより多くの組織、血液、血漿、血清、尿及び糞便を含んでなる
、請求項４の試験法。
【請求項６】
全方法工程がインビトロで実施される、請求項４の試験法。
【請求項７】
対象が結腸癌関連疾患を有する、発症するリスクがある、又は減少した生存予後を有する
かどうかを診断する方法であって：
（１）対象から得られた試験サンプルからのＲＮＡを逆転写して、標的オリゴデオキシヌ
クレオチドの組を提供し；
（２）該標的オリゴデオキシヌクレオチドを、ｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌクレオ
チドを含んでなるマイクロアレイにハイブリダイズさせて試験サンプルについてのハイブ
リダイゼーションプロファイルを提供し；及び
（３）試験サンプルハイブリダイゼーションプロファイルと対照サンプルから発生させた
ハイブリダイゼーションプロファイルを比較し、少なくとも一つのｍｉＲＮＡのシグナル
の変化は、対象が結腸癌関連疾患を有する、発症するリスクがある、又は減少した生存予
後を有することを示す；
ことを含んでなる、前記方法。
【請求項８】
該少なくとも一つのｍｉＲＮＡのシグナルが、対照サンプルから発生されたシグナルと比
較し、上方又は下方調節されている、請求項７の方法。
【請求項９】
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該マイクロアレイが、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１
ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される一つ又はそれより
多くのｍｉＲＮＡのためのｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌクレオチドを含んでなる、
請求項７の方法。
【請求項１０】
対象において発癌を抑制する方法であって、該対象は結腸癌関連疾患を有する又は有する
と疑われ、対照細胞と比較し、該対象の癌細胞においてｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍ
ｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群
より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物が下方調節又は上方調節されており；
（１）少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物が癌細胞中で下方調節されている場合、発癌が
該対象中で抑制されるように、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ
－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくと
も一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物の有効量を該対象に投与すること；又は
（２）少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物が癌細胞中で上方調節されている場合、発癌が
該対象中で抑制されるように、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ
－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくと
も一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物の発現を抑制するための少なくとも一つの化合物の
有効量を該対象に投与すること；
を含んでなる、前記方法。
【請求項１１】
工程（１）及び／又は工程（２）における該少なくとも一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産
物が、ｍｉＲ－２１又はそれらの単離された変異株又は生物学的に活性な断片又は機能的
均等物、又はそれらに結合する抗体である、請求項１０の方法。
【請求項１２】
結腸癌を有する対象中の発癌を抑制する方法であって：
（１）対照細胞と比較し、対象からの癌細胞中の少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物の量
を決定すること；及び
（２）該対象における発癌が抑制されるように；
（ｉ）もし癌細胞中で発現された該ｍｉＲ遺伝子産物の量が、対照細胞中で発現された該
ｍｉＲ遺伝子産物の量よりも少ないならば、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０
６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択さ
れる少なくとも一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物の有効量を該対象に投与すること；又
は
（ｉｉ）もし癌細胞中で発現された該ｍｉＲ遺伝子産物の量が、対照細胞中で発現された
該ｍｉＲ遺伝子産物の量よりも多いならば、該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物の発現
を抑制するための少なくとも一つの化合物の有効量を該対象に投与すること；
により、癌細胞中で発現されるｍｉＲ遺伝子産物の量を変化させること；
を含んでなる、前記方法。
【請求項１３】
工程（ｉ）における該少なくとも一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物が、ｍｉＲ－２１又
はそれらの単離された変異株又は生物学的に活性な断片である、請求項１２の方法。
【請求項１４】
工程（ｉｉ）における該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物が、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－
２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせ又
はそれらの単離された変異株又は生物学的に活性な断片から成る群から選択される、請求
項１２の方法。
【請求項１５】
発癌の阻害剤を同定する方法であって、細胞に試験剤を提供すること、及び結腸癌関連疾
患において変化した発現レベルに関連する少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを
測定することを含んでなり、適した対照細胞と比較し、該細胞中での該ｍｉＲ遺伝子産物
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のレベルの増加又は減少が、試験剤が発癌の阻害剤であることを示す、前記方法。
【請求項１６】
該ｍｉＲ遺伝子産物が、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ５ｍｉＲｒ１８
１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される、請求項１５の
方法。
【請求項１７】
発癌の阻害剤を同定する方法であって、細胞に試験剤を提供すること、及び結腸癌関連疾
患において変化した発現レベルに関連する少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを
測定することを含んでなり、適した対照細胞と比較し、該細胞中での該ｍｉＲ遺伝子産物
のレベルの減少が、試験剤が発癌の阻害剤であることを示す、前記方法。
【請求項１８】
該ｍｉＲ遺伝子産物が、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８
１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される、請求項２５の
方法。
【請求項１９】
該結腸癌関連疾患が腺癌である、請求項２６の方法。
【請求項２０】
少なくとも一つの結腸癌関連疾患の開始、進行、重症度、病態、攻撃性、グレード、活性
度、能力障害、死亡率、罹患率、疾患細分類又は他の根底にある発症又は病理学的特徴の
少なくとも一つに寄与する、一つ又はそれより多くの代謝経路を評価するためのマーカー
であって、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍiＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ
－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される一つ又はそれより多くのｍｉ
Ｒ遺伝子産物を含んでなる、前記マーカー。
【請求項２１】
一つ又はそれより多くの該マーカーを含んでなる、請求項２０のマーカー。
【請求項２２】
対象における少なくとも一つの結腸癌関連疾患の開始又は発育の可能性を同定する方法で
あって、一つ又はそれより多くの請求項２０のマーカーを測定することを提供する、前記
方法。
【請求項２３】
該一つ又はそれより多くのマーカーが単離されたサンプル中に存在し、及びすべての工程
がインビトロで実施される、請求項２２の方法。
【請求項２４】
結腸癌関連疾患を試験するための試薬であって、請求項２０の少なくとも一つのマーカー
のヌクレオチド配列又は該マーカーのヌクレオチド配列に相補的なヌクレオチド配列を含
んでなる、前記試薬。
【請求項２５】
結腸癌関連疾患を試験するための試薬であって、請求項２０の少なくとも一つのマーカー
によりコードされたタンパク質を認識する抗体を含んでなる、前記試薬。
【請求項２６】
結腸癌関連疾患を試験するためのＤＮＡチップであって、その上に請求項２０の少なくと
も一つのマーカーをアッセイするためのプローブが固定化されている、前記ＤＮＡチップ
。
【請求項２７】
少なくとも一つの結腸癌関連疾患予防、診断及び／又は治療するための療法の有効性を評
価するための方法であって：
１）その有効性が評価されている療法を動物に受けさせること；及び
２）請求項２０の少なくとも一つのマーカーを評価することにより、該結腸癌関連疾患を
治療すること又は予防することにおいて試験されている治療の有効性のレベルを決定する
こと；
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を含んでなる、前記方法。
【請求項２８】
候補療法剤が、医薬組成物、栄養補助食品成分又はホメオパシー組成物の一つ又はそれよ
り多くを含んでなる、請求項２７の方法。
【請求項２９】
評価されている療法が、ヒト対象における使用のためである、請求項２７の方法。
【請求項３０】
該療法が、手術又は治療によるヒト又は動物体の治療の方法ではない、請求項２７の方法
。
【請求項３１】
動物モデルにおいて結腸癌関連疾患応答を開始する能力についての少なくとも一つの物質
の可能性を評価する方法であって：
１）該動物における結腸癌関連疾患応答を開始させるのに十分な量の一つ又はそれより多
くの物質で動物を暴露した後、請求項２０の一つ又はそれより多くの上方又は下方調節さ
れたマーカーを測定すること；及び
２）一つ又はそれより多くの上方又は下方調節されたマーカーが結腸癌関連疾患応答を開
始する能力を有しているかいなかを決定すること；
を提供している、前記方法。
【請求項３２】
結腸癌関連疾患を治療するための医薬組成物であって；ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍ
ｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群
より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物；及び薬学的に許容できる坦体を含ん
でなる、前記医薬組成物。
【請求項３３】
該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物が、適した対照細胞と比較して癌細胞中で上方又は
下方調節されているｍｉＲ遺伝子産物に対応する、請求項３２の医薬組成物。
【請求項３４】
該ｍｉＲ遺伝子産物がｍｉＲ－２１である、請求項３２の医薬組成物。
【請求項３５】
該結腸癌関連疾患が腺癌である、請求項３２の医薬組成物。
【請求項３６】
結腸癌を治療するための医薬組成物であって、該少なくとも一つのｍｉＲ発現阻害化合物
及び薬学的に許容できる坦体を含んでなり、該少なくとも一つのｍｉＲ発現阻害化合物が
、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３
及びそれらの組み合わせから成る群より選択されるｍｉＲ遺伝子産物に特異的である、前
記医薬組成物。
【請求項３７】
該少なくとも一つのｍｉＲ発現阻害化合物が、適した対照細胞と比較して癌細胞中で上方
又は下方調節されているｍｉＲ遺伝子産物に特異的である、請求項３６の医薬組成物。
【請求項３８】
製品であって：少なくとも一つの請求項２０のマーカーから選択される、結腸癌関連疾患
のためのマーカーに結合する少なくとも一つの捕捉試薬を含んでなる、前記製品。
【請求項３９】
結腸癌関連疾患を治療する療法剤のための候補化合物をスクリーニングするキットであっ
て：
請求項２０の少なくとも一つのマーカーの一つ又はそれより多くの試薬、及び
少なくとも一つのマーカーを発現する細胞を含んでなる、前記キット。
【請求項４０】
該マーカーの存在が、少なくとも一つのマーカーと特異的に結合する抗体又は抗体断片を
含んでなる試薬を使用して検出される、請求項３９のキット。



(6) JP 2013-176370 A 2013.9.9

10

20

30

40

50

【請求項４１】
該試薬が標識され、放射標識され又はビオチン標識されており、及び／又は該抗体又は抗
体断片が放射標識され、発色団標識され、フルオロフォア標識され又は酵素標識されてい
る、請求項４０のキット。
【請求項４２】
さらに、少なくとも一つの該マーカーを含んでなる容器を含む、請求項３９のキット。
【請求項４３】
該試薬が、抗体、該試薬が結合される又は結合可能であるプローブ、及び固定化された金
属キレートの一つ又はそれより多くを含んでなる、請求項３９のキット。
【請求項４４】
結腸癌関連疾患のためのスクリーニング試験であって：
一つ又はそれより多くの請求項２０のマーカー及びこうしたマーカーのための基質、及び
試験剤を接触させること；及び
該試験剤が該マーカーの活性を変調させるかどうかを決定すること；
を含んでなる、前記スクリーニング試験。
【請求項４５】
すべての方法工程がインビトロで実施される、請求項４４のスクリーニング試験。
【請求項４６】
対象における結腸癌関連疾患の存在を予測するためのマイクロアレイであって、請求項２
０の少なくとも一つのマーカーに方向付けられた抗体を含んでなる、前記マイクロアレイ
。
【請求項４７】
該マーカーの発現のレベルが、転写されたポリヌクレオチド又はそれらの一部の存在を検
出することにより評価され、該転写されたポリヌクレオチドが該マーカーのコード領域を
含んでなる、前記の請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項４８】
該サンプルが、結腸癌関連体液又は組織である、前記の請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項４９】
該サンプルが、該患者から得られた細胞を含んでなる、前記の請求項のいずれかに記載の
方法。
【請求項５０】
結腸癌関連疾患合併症を治療する、予防する、逆行させる、又は重症度を限定させること
を、それらを必要とする個体において行う方法であって：
　該個体に、少なくとも一つの結腸癌関連疾患応答シグナル伝達経路を妨害する剤を、こ
うしたシグナル伝達を妨害するために十分な量で投与すること、
　該剤は、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ
－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝
子産物を含んでなる；
を含んでなる、前記方法。
【請求項５１】
該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物がｍｉＲ－２１である、請求項５０の方法。
【請求項５２】
個体において結腸癌関連疾患合併症を治療する、予防する、逆行させる、又は重症度を限
定させるための医薬の製造のための、少なくとも一つの結腸癌関連疾患応答シグナル伝達
経路を妨害する剤の使用であって、
　該剤がｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－
２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子
産物を含んでなる、前記使用。
【請求項５３】
該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物がｍｉＲ－２１である、請求項５２の使用。
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【請求項５４】
結腸癌関連疾患合併症を治療する、予防する、逆行させる、又は重症度を限定させること
を、それらを必要とする個体において行う方法であって、
　少なくとも一つの結腸癌関連疾患応答カスケードを妨害する剤を該個体に投与すること
、
　該剤が、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ
－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝
子産物を含んでなる；
を含んでなる、前記方法。
【請求項５５】
該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物がｍｉＲ－２１である、請求項５５の方法。
【請求項５６】
個体において結腸癌関連疾患合併症を治療する、予防する、逆行させる、又は重症度を限
定させるための医薬の製造のための、少なくとも一つの結腸癌関連疾患応答カスケードを
妨害する剤の使用であって、
　該剤が、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ
－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝
子産物を含んでなる、前記使用。
【請求項５７】
該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物がｍｉＲ－２１である、請求項５６の使用。
【請求項５８】
多数のデジタル的にコードされた参照プロファイルを有するデータベースを含んでなるコ
ンピューター読み取り可能媒体であって、少なくとも第一の参照プロファイルは、結腸癌
関連疾患応答の徴候を示している一つ又はそれより多くの対象からの一つ又はそれより多
くのサンプル中の少なくとも第一のマーカーのレベルを表しており、
　該マーカーが、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、
ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される一つ又はそれより多く
のｍｉＲ遺伝子産物を含んでなる、前記コンピューター読み取り可能媒体。
【請求項５９】
結腸癌関連疾患応答の徴候を示している一つ又はそれより多くの対象、又は結腸癌関連疾
患を有する対象からの一つ又はそれより多くのサンプル中の少なくとも第二のマーカーの
レベルを表す、第二の参照プロファイルを含む、請求項５８のコンピューター読み取り可
能媒体。
【請求項６０】
対象が結腸癌関連疾患を有する、有する素因がある、悪い生存予後を有するかどうかを決
定するためのコンピューターシステムであって、
　請求項５８のデータベース、及び
　対象のプロファイルを受け取る、対象プロファイルと診断的に関連している一致参照プ
ロファイルをデータベースから同定する、及び該対象が結腸癌関連疾患を有する、又は有
する素因があるかどうかの表示を発生するようにコンピューターを作動させるためのコン
ピューター実行コードを含んでなるサーバー；
を含んでなる、前記コンピューターシステム。
【請求項６１】
対象における結腸癌関連疾患の存在、不在、性質又は程度を評価するためのコンピュータ
ー補助法であって：
１）該対象から得られたサンプルからのデータを分類するためのモデル又はアルゴリズム
を含んでなるコンピューターを提供すること、
　該分類は、少なくとも一つのマーカーの存在、不在又は量についてのデータを分析する
ことを含み、及び
　該マーカーは、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、
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ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される一つ又はそれより多く
のｍｉＲ遺伝子産物を含んでなる；
２）対象から得られた生体サンプルからのデータを入力すること；及び
３）生体サンプルを分類して、結腸癌関連疾患の存在、不在、性質又は程度を示すこと；
を含んでなる、前記コンピューター補助法。
【請求項６２】
該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物及びそれらの組み合わせが、それらの単離された変
異株又は生物学的に活性な断片又は機能的均等物、又はそれらに結合する抗体を含む、前
記の請求項のいずれかの方法。
【請求項６３】
該結腸癌関連疾患が腺癌である、前記の請求項のいずれかの方法。
【請求項６４】
結腸癌についての動物モデルであって、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ
、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される
一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子産物の少なくとも一つの変化した発現が存在する、
前記動物モデル。
【請求項６５】
該動物モデルが非ヒト脊椎動物である、請求項６４の動物モデル。
【請求項６６】
該動物モデルが、マウス、ラット、ウサギ、又は霊長類である、請求項６４のマーカー。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、その開示が本明細書において援用される、２００６年７月１３日に出願され
た米国仮出願番号６０／８０７，３０４、及び２００７年６月１日出願された米国仮出願
番号６０／９３２，７３６の優先権を主張する。
【０００２】
　連邦委託研究に関する記載
　本発明は、政府支援でなされ、National Institutes of Health 助成金番号ｘｘｘ及び
National Cancer Institute の助成金のもと、政府は本発明に特定の権利を有する。
【０００３】
　背景技術
　結腸腺癌は、世界的な癌死亡率の主原因である１。結腸直腸癌は、米国において３番目
に多く、そして２番目に多い癌死の原因である２。散発性結腸腺癌は腺腫として開始され
、分子的、細胞的及び組織学的変化の進行を介して進化する３。５年死亡率は最近３０年
間にわたってやや下落しているが４、この疾患についての新規予後バイオマーカー及び治
療標的を同定することがまだ必要である。現在、化学療法は著しい治療意義を有するが、
手術が唯一の治療の根治的形態である５。
【０００４】
　理想的治療標的は、疾患に原因として関連し、治療介入を計画するために受け入れられ
るべきである；一方、理想的バイオマーカーは測定が容易であり、及び臨床成績と強い関
連を有しているべきである。マイクロＲＮＡは両方の基準に一致する６－８。
【０００５】
　マイクロＲＮＡは、多くの遺伝子の翻訳を調節する、１８～２５ヌクレオチド、非コー
ドＲＮＡ分子である９。それらの発見１０，１１以来、それらがアポトーシス１２，１４

、分化１０，１１，１５及び細胞増殖１６を含む多様な細胞内プロセスを調節することが
発見されている。マイクロＲＮＡは、発癌に因果的役割を有することもできる６，１７。
マイクロＲＮＡ発現レベルは、結腸腫瘍１９，２２を含むほとんどの腫瘍型で変化してい
る１８，１９。マイクロＲＮＡ　ｍｉＲ－１５及びｍｉＲ－１６は、大多数の慢性リンパ
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性白血病で欠損しているか又は下方調節されている２３。特定のマイクロＲＮＡの実験的
操作は、マウスモデル系において腫瘍発育を変調させる１６，２４－２６。マイクロＲＮ
Ａの予後予測可能性も慢性リンパ性白血病７、肺癌８及び神経芽細胞腫２７について示さ
れている。
【０００６】
　異常なマイクロＲＮＡ発現は発癌の原因であることができ、特定のマイクロＲＮＡを阻
害することは、治療的意味を有することができる。修飾アンチセンスオリゴヌクレオチド
を、マイクロＲＮＡ機能を特異的に阻害するために設計し得る２８。ａｎｔａｇｏｍｉｒ
は、マウスにおいてインビボでマイクロＲＮＡ機能を阻害することに有効であると証明さ
れた、アンチセンスオリゴヌクレオチドの一つの型である２９。マイクロＲＮＡ機能の特
異的阻害剤を設計する容易さが、それらを治療標的の候補としている。
【０００７】
　発明の要旨
　発明の要約
一つの広範な側面において、対象が結腸癌関連疾患を有する、発症するリスクがある、又
は減少した生存予後を有するかどうかを診断する方法が本明細書で提供される。本方法は
、対象からの試験サンプル中の少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定するこ
とを含んでおり、対照サンプル中の対応するｍｉＲ遺伝子産物のレベルと比較して、試験
サンプル中の該ｍｉＲ遺伝子産物のレベルの変化は、対象が結腸癌関連疾患を有するか、
発症するリスクがあることを示す。特定の側面において、該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝
子産物は、ｍｉＲ－２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉ
Ｒ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される。一つの態様において、該
一つのｍｉＲ遺伝子産物は、ｍｉＲ－２１である。
【０００８】
　別の広範な側面において、結腸癌関連疾患応答の少なくとも開始、素因、又は減少した
生存予後を試験する方法が提供され、該方法は：
　（１）試験対象からのサンプル中の少なくとも一つのマーカーの発現レベルを決定する
こと；該少なくとも一つのマーカーは、ｍｉＲ－２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６
ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択され
る少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物を含んでいる；
（２）工程（１）で決定された該発現レベルを、健康な対象からのサンプル中のマーカー
の対照発現レベルと比較すること；及び
（３）工程（２）での比較の結果が：ｉ）試験対象中の少なくとも一つのマーカーの発現
レベルが、対照中のレベルよりも高い、又はｉｉ）試験対象中の少なくとも一つのマーカ
ーの発現レベルが、対照中のレベルよりも低いことを示す場合、該対象が結腸癌関連疾患
を有すると判断すること；
を含んでなる。
【０００９】
　該サンプルは、組織、血液、血漿、血清、尿及び糞便の一つ又はそれより多くを含んで
なることができる。また、すべての方法工程はインビトロで実行し得る。
　別の広範な側面において、対象が結腸癌関連疾患を有する、発症するリスクがある、又
は減少した生存予後を有するかどうかを診断する方法が提供され：
（１）対象から得られた試験サンプルからのＲＮＡを逆転写して、標的オリゴデオキシヌ
クレオチドの組を提供し；
（２）該標的オリゴデオキシヌクレオチドを、ｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌクレオ
チドを含んでなるマイクロアレイにハイブリダイズさせて試験サンプルについてのハイブ
リダイゼーションプロファイルを提供し；及び
（３）試験サンプルハイブリダイゼーションプロファイルと対照サンプルから発生させた
ハイブリダイゼーションプロファイルを比較し、少なくとも一つのｍｉＲＮＡのシグナル
の変化は、対象が結腸癌関連疾患を有する、発症するリスクがある、又は減少した生存予
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後を有することを示す；
ことを含んでなる。
【００１０】
　特定の側面において、対照サンプルから発生させたシグナルと比較して、少なくとも一
つのｍｉＲＮＡのシグナルは、上方又は下方調節されている。また、該マイクロアレイは
、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３
及びそれらの組み合わせから成る群より選択される一つ又はそれより多くのｍｉＲＮＡの
ためのｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌクレオチドを含んでなることができる。
【００１１】
　別の広範な側面において、対象における発癌を抑制する方法であって、該対象は結腸癌
関連疾患を有する又は有すると疑われ、対照細胞と比較し、該対象の癌細胞においてｍｉ
Ｒ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそ
れらの組み合わせから成る群より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物が下方調
節又は上方調節されており；
該方法は：
（１）少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物が癌細胞中で下方調節されている場合、発癌が
該対象中で抑制されるように、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ
－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくと
も一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物の有効量を該対象に投与すること；又は
（２）少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物が癌細胞中で上方調節されている場合、発癌が
該対象中で抑制されるように、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ
－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくと
も一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物の発現を抑制するための少なくとも一つの化合物の
有効量を該対象に投与すること；
を含んでなる。
【００１２】
　特定の側面において、工程（１）及び／又は工程（２）における少なくとも一つの単離
されたｍｉＲ遺伝子産物は、ｍｉＲ－２１又はそれらの単離された変異株又は生物学的に
活性な断片又は機能的均等物、又はそれらに結合する抗体である。
【００１３】
　別の広範な側面において、結腸癌を有する対象中の発癌を抑制する方法が提供され、該
方法は：
（１）対照細胞と比較し、対象からの癌細胞中の少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物の量
を決定すること；及び
（２）該対象における発癌が抑制されるように；
（ｉ）もし癌細胞中で発現された該ｍｉＲ遺伝子産物の量が、対照細胞中で発現された該
ｍｉＲ遺伝子産物の量よりも少ないならば、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０
６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択さ
れる少なくとも一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物の有効量を該対象に投与すること；又
は
（ｉｉ）もし癌細胞中で発現された該ｍｉＲ遺伝子産物の量が、対照細胞中で発現された
該ｍｉＲ遺伝子産物の量よりも多いならば、該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物の発現
を抑制するための少なくとも一つの化合物の有効量を該対象に投与すること；
により、癌細胞中で発現されるｍｉＲ遺伝子産物の量を変化させること；
を含んでなる。
【００１４】
　特定の側面において、工程（１）の少なくとも一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物は、
ｍｉＲ－２１又はそれらの単離された変異株又は生物学的に活性な断片である。また、あ
る態様において、工程（ｉｉ）の少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物は、ｍｉＲ２０ａ、
ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み
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合わせ、又はそれらの単離された変異株又は生物学的に活性な断片から成る群より選択さ
れる。
【００１５】
　別の広範な側面において、発癌の阻害剤を同定する方法が本明細書で提供され、細胞に
試験剤を提供すること、及び結腸癌関連疾患において変化した発現レベルに関連する少な
くとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定することを含んでなり、適した対照細胞と
比較し、該細胞中での該ｍｉＲ遺伝子産物のレベルの増加又は減少は、試験剤が発癌の阻
害剤であることを示す。
【００１６】
　別の広範な側面において、少なくとも一つの結腸癌関連疾患の開始、進行、重症度、病
態、攻撃性、グレード、活性度、能力障害、死亡率、罹患率、疾患細分類又は他の根底に
ある発症又は病理学的特徴の少なくとも一つに寄与する一つ又はそれより多くの代謝経路
を評価するためのマーカーが提供され、該マーカーは、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍ
iＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群
より選択される一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子産物を含んでなる。
【００１７】
　別の広範な側面において、本明細書に記載された一つ又はそれより多くの該マーカーを
含んでなる組成物が提供される。
　別の広範な側面において、対象において少なくとも一つの結腸癌関連疾患の開始又は発
達の可能性を同定する方法が本明細書で提供され、該方法は、本明細書に記載された一つ
又はそれより多くの該マーカーを測定することを提供している。特定の態様において、一
つ又はそれより多くのマーカーは単離されたサンプル中に存在し、及びすべての方法工程
はインビトロで実施される。
【００１８】
　別の広範な側面において、結腸癌関連疾患を試験するための試薬が本明細書において提
供され、該試薬は、本明細書に記載された少なくとも一つのマーカーのヌクレオチド配列
又は該マーカーのヌクレオチド配列に相補的なヌクレオチド配列を含んでなる。
【００１９】
　別の広範な側面において、結腸癌関連疾患を試験するための試薬が本明細書において提
供され、該試薬は、本明細書に記載された少なくとも一つのマーカーによりコードされた
タンパク質を認識する抗体を含んでなる。
【００２０】
　別の広範な側面において、結腸癌関連疾患を試験するためのＤＮＡチップが本明細書に
おいて提供され、その上には、本明細書に記載された少なくとも一つのマーカーをアッセ
イするためのプローブが固定化されている。
【００２１】
　別の広範な側面において、少なくとも一つの結腸癌関連疾患予防、診断及び／又は治療
するための療法の有効性を評価するための方法が提供され、該方法は：
１）その有効性が評価されている療法を動物に受けさせること；及び
２）本明細書に記載された少なくとも一つのマーカーを評価することにより、結腸癌関連
疾患を治療すること又は予防することにおいて試験されている治療の有効性のレベルを決
定すること；
を含んでなる。
【００２２】
　特定の態様において、候補療法剤は：医薬組成物、栄養補助食品成分又はホメオパシー
組成物の一つ又はそれより多くを含んでなる。また、評価されている療法は、ヒト対象に
おいても使用し得る。特定の態様において、該方法は、手術又は療法によるヒト又は動物
体の治療法ではない。
【００２３】
　別の広範な側面において、動物モデルにおける結腸癌関連疾患応答を開始する能力につ



(12) JP 2013-176370 A 2013.9.9

10

20

30

40

50

いての少なくとも一つの物質の可能性を評価する方法が本明細書において提供され、該方
法は：
１）動物において結腸癌関連疾患応答を開始させるのに十分な量の一つ又はそれより多く
の物質で動物を暴露した後、一つ又はそれより多くの上方又は下方調節された本明細書に
記載のマーカーを測定すること；及び
２）一つ又はそれより多くの上方又は下方調節されたマーカーが結腸癌関連疾患応答を開
始する能力を有しているかいなかを決定すること；
を提供している。
【００２４】
　別の広範な側面において、結腸癌関連疾患を治療するための医薬組成物が本明細書にお
いて提供され、該組成物は；ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－
１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくとも
一つのｍｉＲ遺伝子産物；及び薬学的に許容できる坦体を含んでなる。
【００２５】
　別の広範な側面において、結腸癌を治療するための医薬組成物が本明細書において提供
され、該組成物は、少なくとも一つのｍｉＲ発現阻害化合物及び薬学的に許容できる坦体
を含んでなり、該少なくとも一つのｍｉＲ発現阻害化合物は、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２
１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから
成る群より選択されるｍｉＲ遺伝子産物に特異的である。
【００２６】
　別の広範な側面において、本明細書に記載された少なくとも一つのマーカーより選択さ
れる結腸癌関連疾患のためのマーカーに結合する少なくとも一つの捕捉試薬を含んでなる
製品が提供される。
【００２７】
　別の広範な側面において、結腸癌関連疾患を治療する療法剤のための候補化合物をスク
リーニングするキットが本明細書において提供され、該キットは：本明細書に記載された
少なくとも一つのマーカーの一つ又はそれより多くの試薬、及び少なくとも一つのマーカ
ーを発現する細胞を含んでなる。特定の態様において、該マーカーの存在は、少なくとも
一つのマーカーと特異的に結合する抗体又は抗体断片を含んでなる試薬を使用して検出さ
れる。また特定の態様において、該試薬は標識（放射標識又はビオチン標識）されており
、及び／又は抗体又は抗体断片が放射標識されて、発色団標識されて、フルオロフォア標
識されて又は酵素標識されている。特定の態様において、該キットはさらに、該マーカー
の少なくとも一つを含んでなる容器を含む。また、該試薬は：抗体、該試薬が結合される
又は結合可能であるプローブ、及び固定化された金属キレート；の一つ又はそれより多く
を含んでなることが可能である。
【００２８】
　別の広範な側面において、結腸癌関連疾患のためのスクリーニング試験が本明細書にお
いて提供され、該試験は：
一つ又はそれより多くの請求項２０のマーカーとこうしたマーカーのための基質、及び試
験剤を接触させること；及び
該試験剤が該マーカーの活性を変調させるかどうかを決定すること；
を含んでなる。
【００２９】
　特定の態様において、すべての方法工程はインビトロで実行し得る。
　別の広範な側面において、対象における結腸癌関連疾患の存在を予測するためのマイク
ロアレイが本明細書において提供され、それは請求項２０の少なくとも一つのマーカーに
方向付けられた抗体を含んでなる、
　別の広範な側面において、該マーカーの発現のレベルが、転写されたポリヌクレオチド
又はそれらの一部の存在を検出することにより評価される、方法、組成物などが本明細書
において提供され、該転写されたポリヌクレオチドは該マーカーのコード領域を含んでな
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る。また、該サンプルは、結腸癌関連体液又は組織であり得る。特定の態様において、該
サンプルは、患者から得られた細胞を含んでなる。
【００３０】
　別の広範な側面において、結腸癌関連疾患合併症を治療する、予防する、逆行させる、
又は重症度を限定させることを、それらを必要とする個体において行う方法が本明細書に
おいて提供され、該方法は：
該個体に、少なくとも一つの結腸癌関連疾患応答シグナル伝達経路を妨害する剤を、こう
したシグナル伝達を妨害するために十分な量で投与すること、該剤は、ｍｉＲ２０ａ、ｍ
ｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合
わせから成る群より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物を含んでなる；を含ん
でなる。
【００３１】
　別の広範な側面において、個体において結腸癌関連疾患合併症を治療する、予防する、
逆行させる、又は重症度を限定させるための医薬の製造のための、少なくとも一つの結腸
癌関連疾患応答シグナル伝達経路を妨害する剤の使用が本明細書において提供され、該剤
は、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０
３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物
を含んでなる。
【００３２】
　別の広範な側面において、結腸癌関連疾患合併症を治療する、予防する、逆行させる、
又は重症度を限定させることを、それらを必要とする個体において行う方法が本明細書に
おいて提供され、該方法は、該個体に、少なくとも一つの結腸癌関連疾患応答カスケード
を妨害する剤を投与することを含んでなり、該剤は、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉ
Ｒ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群よ
り選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物を含んでなる。
【００３３】
　別の広範な側面において、個体において結腸癌関連疾患合併症を治療する、予防する、
逆行させる、又は重症度を限定させるための医薬の製造のための、少なくとも一つの結腸
癌関連疾患応答カスケードを妨害する剤の使用が本明細書において提供され、該剤は、ｍ
ｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及び
それらの組み合わせから成る群より選択される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物を含ん
でなる。
【００３４】
　別の広範な側面において、多数のデジタル的にコードされた参照プロファイル（refere
nce profile ）を有するデータベースを含んでなるコンピューター読み取り可能媒体が本
明細書において提供され、少なくとも第一の参照プロファイルは、結腸癌関連疾患応答の
徴候を示している一つ又はそれより多くの対象からの一つ又はそれより多くのサンプル中
の少なくとも第一のマーカーのレベルを表しており、該マーカーは、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉ
Ｒ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わ
せから成る群より選択される一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子産物を含んでなる。
【００３５】
　ある態様において、該コンピューター読み取り可能媒体は、結腸癌関連疾患応答の徴候
を示している一つ又はそれより多くの対象、又は結腸癌関連疾患を有する対象からの一つ
又はそれより多くのサンプル中の少なくとも第二のマーカーのレベルを表す、第二の参照
プロファイルを含む。
【００３６】
　別の広範な側面において、対象が結腸癌関連疾患を有する、有する素因がある、悪い生
存予後を有するかどうかを決定するためのコンピューターシステムが本明細書において提
供され、該システムは、本明細書に記載されたデータベース、及び対象のプロファイルを
受け取る、対象プロファイルと診断的に関連している一致参照プロファイルをデータベー
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スから同定する、及び該対象が結腸癌関連疾患を有する、又は有する素因があるかどうか
の表示を発生するようにコンピューターを作動させるためのコンピューター実行コードを
含んでなるサーバー、を含んでなる。
【００３７】
　別の広範な側面において、対象における結腸癌関連疾患の存在、不在、性質又は程度を
評価するためのコンピューター補助法が本明細書において提供され、該方法は：
１）対象から得られたサンプルからのデータを分類するためのモデル又はアルゴリズムを
含んでなるコンピューターを提供すること、該分類は、少なくとも一つのマーカーの存在
、不在又は量についてのデータを分析することを含み、該マーカーは、ｍｉＲ２０ａ、ｍ
ｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合
わせから成る群より選択される一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子産物を含んでなる；
２）対象から得られた生体サンプルからのデータを入力すること；及び
３）生体サンプルを分類して、結腸癌関連疾患の存在、不在、性質又は程度を示すこと；
を含んでなる。
【００３８】
　別の広範な側面において、少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物及びそれらの組み合わせ
は、それらの単離された変異株又は生物学的に活性な断片又は機能的均等物、又はそれら
に結合する抗体を含む。
【００３９】
　別の広範な側面において、結腸癌についての動物モデルが本明細書において提供され、
以下の生物学的又は化学的プロセスの少なくとも一つが該動物モデルにおいて生じている
：ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３
及びそれらの組み合わせから成る群より選択される一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子
産物の上方調節又は下方調節。ある態様において、該動物モデルは非ヒト脊椎動物である
。特定の態様において、該動物モデルはマウス、ラット、ウサギ、又は霊長類である。
【００４０】
　付随する図面を照らし合わせて読んだ場合、以下の好ましい態様の詳細な説明から、当
業者には本発明の多様な目的及び利点が明らかになるであろう。
【００４１】
　好ましい態様の詳細な説明
　一つの広範な側面において、その発現が、正常対照細胞と比べ、異なった結腸癌に関連
する癌細胞中で変化を受ける特定のマイクロＲＮＡが本明細書において提供される。
【００４２】
　本明細書において相互交換的に使用される、「ｍｉＲ遺伝子産物」、「マイクロＲＮＡ
」、「ｍｉＲ」又は「ｍｉＲＮＡ」とは、プロセッシングされていない（例えば、前躯体
）又はプロセッシングされた（例えば、成熟）　ｍｉＲ遺伝子からのＲＮＡ転写体を指す
。ｍｉＲ遺伝子産物はタンパク質に翻訳されないので、用語「ｍｉＲ遺伝子産物」はタン
パク質を含んでいない。プロセッシングされていないｍｉＲ遺伝子転写体は「ｍｉＲ前駆
体」とも称され、又は「ｍｉＲ　ｐｒｅｃ」、そして典型的には約７０～１００ヌクレオ
チド長のＲＮＡ転写体を含んでなる。ｍｉＲ前駆体は、ＲＮＡｓｅ（例えば、ダイサー、
アルゴノート又はＲＮＡｓｅ　ＩＩＩ、例えば、大腸菌ＲＮＡｓｅ　ＩＩＩ）での消化に
より、活性１９～２５ヌクレオチドＲＮＡ分子にプロセッシングし得る。この活性１９～
２５ヌクレオチドＲＮＡ分子は、「プロセッシングされた」ｍｉＲ遺伝子転写体又は「成
熟」ｍｉＲＮＡとも称される。
【００４３】
　活性１９～２５ヌクレオチドＲＮＡ分子は、天然のプロセッシング経路（例えば、無傷
の細胞又は細胞溶解物を使用して）を介して、又は合成プロセッシング経路（例えば、ダ
イサー、アルゴノート又はＲＮＡａｓｅ　ＩＩＩのような単離されたプロセッシング酵素
を使用して）によりｍｉＲ前駆体から得ることが可能である。活性１９～２５ヌクレオチ
ドＲＮＡ分子は、ｍｉＲ前駆体からプロセッシングされることなく、生物学的に又は化学
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合成により直接的に生成し得ることも理解されている。マイクロＲＮＡが名称により本明
細書で参照される場合、特に示されない限り、該名称は前駆体及び成熟形の両方に対応す
る。
【００４４】
　一つの側面において、対象が結腸癌を有するか、又は発症するリスクを有するかどうか
を診断する方法が本明細書において提供され：対象からの試験サンプル中の少なくとも一
つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定すること、及び試験サンプル中の該ｍｉＲ遺伝子産
物のレベルを、対照サンプル中の対応するｍｉＲ遺伝子産物のレベルと比較することを含
んでなる。本明細書で使用される「対象」は、固形癌を有している、又は有していると疑
われるいずれの哺乳類でもあり得る。好ましい態様において、該対象は結腸癌を有してい
る、又は有していると疑われるヒトである。
【００４５】
　一つの態様において、試験サンプル中で測定される該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産
物は、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２
０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される。特定の態様において、ｍｉＲ遺
伝子産物はｍｉＲ－２１である。
【００４６】
　結腸癌関連疾患は、結腸組織から生じるいずれかの障害又は癌であり得る。こうした癌
は典型的には腫瘍塊の形成及び／又は存在が付随し、及び、例えば、腺癌であり得る。
　一つの態様において、結腸は腺癌であり、及び試験サンプル中で測定される該少なくと
も一つのｍｉＲ遺伝子産物は、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ
－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群から選択される。
【００４７】
　さらなる態様において、試験サンプル中で測定される少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産
物は、ｍｉＲ－２１である。
　少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルは、対象から得られた生物学的サンプル（
例えば、細胞、組織）中で測定し得る。例えば、組織サンプル（例えば、腫瘍から）は、
慣用的生検技術により、結腸癌関連疾患を有していると疑われる対象から、取り出し得る
。別の態様において、血液試料を対象から取り出すことが可能であり、そして標準技術に
よるＤＮＡ抽出のために血球細胞（例えば、白血球細胞）を単離し得る。血液又は組織サ
ンプルは、好ましくは、放射線療法、化学療法及びホルモン療法又は他の療法的治療に先
立って対象から得られる。対応する対照組織又は血液サンプルは、対象の罹患していない
組織から、正常ヒト個体又は正常個体の集団から、又は患者のサンプル中の大多数の細胞
に対応している培養細胞から得ることが可能である。対照組織又は血液サンプルは次ぎに
、対象のサンプルからの細胞における所与のｍｉＲ遺伝子から産生されたｍｉＲ遺伝子産
物のレベルを、対照サンプルの細胞からの対応するｍｉＲ遺伝子産物レベルと比較できる
ように、対象のサンプルと同様に処理する。生物学的サンプルについての基準ｍｉＲ発現
標準も、対照として使用し得る。
【００４８】
　対照サンプル中のｍｉＲ遺伝子産物のレベルと比較して、対象から得られたサンプル中
の対応するｍｉＲ遺伝子産物のレベルの変化（例えば、増加又は減少）は、対象における
結腸癌関連疾患の存在を示す。
【００４９】
　一つの態様において、試験サンプル中の少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルは
、対照サンプル中の対応するｍｉＲ遺伝子産物のレベルよりも高い（即ち、ｍｉＲ遺伝子
産物の発現が「上方調節」されている）。本明細書で使用するｍｉＲ遺伝子産物の発現が
「上方調節」されているとは、対象からの細胞又は組織サンプル中のｍｉＲ遺伝子産物の
量が、対照細胞又は組織サンプル中の同一遺伝子産物の量よりも多い場合である。
【００５０】
　別の態様において、試験サンプル中の少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルは、
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対照サンプル中の対応するｍｉＲ遺伝子産物のレベルよりも低い（即ち、ｍｉＲ遺伝子産
物の発現が「下方調節」されている）。本明細書で使用するｍｉＲ遺伝子産物の発現が「
下方調節」されているとは、対象からの細胞又は組織サンプル中のｍｉＲ遺伝子産物の量
が、対照細胞又は組織中の同一遺伝子産物の量よりも少ない場合である。
【００５１】
　対照及び正常サンプル中の相対的ｍｉＲ遺伝子発現は、一つ又はそれ以上のＲＮＡ発現
標品に対して決定し得る。該標品は、例えば、ゼロｍｉＲ遺伝子発現レベル、標準細胞株
中でのｍｉＲ遺伝子発現レベル、患者の影響を受けていない組織中のｍｉＲ遺伝子発現レ
ベル、又は正常ヒト対照の集団について以前に得られているｍｉＲ遺伝子発現の平均レベ
ルを含むことが可能である。
【００５２】
　サンプル中のｍｉＲ遺伝子産物のレベルは、生物学的サンプル中のＲＮＡ発現レベルを
検出するために適しているいずれかの技術を使用して測定し得る。生物学的サンプル（例
えば、細胞、組織）中のＲＮＡ発現レベルを決定するために適した技術（例えば、ノーザ
ンブロット分析、ＲＴ－ＰＣＲ、インサイチュハイブリダイゼーション）は当業者には公
知である。特定の態様において、少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルはノーザン
ブロット分析を使用して検出される。例えば、全細胞性ＲＮＡを、核酸抽出緩衝剤の存在
下での均質化により、及び続いての遠心分離により細胞から精製し得る。核酸を沈澱させ
、ＤＮａｓｅによる処理及び沈澱によりＤＮＡが取り出される。ＲＮＡ分子は次ぎに、標
準技術に従ってアガロースゲル上でのゲル電気泳動により分離され、ニトロセルロースフ
ィルターに移される。ＲＮＡは次ぎに加熱によりフィルター上に固定される。特異的ＲＮ
Ａの検出及び定量は、問題とするＲＮＡに相補的である、適切に標識されたＤＮＡ又はＲ
ＮＡプローブを使用して達成される。例えば、その全開示が本明細書において援用される
、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., eds., 2nd edition,
 Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, ７章、を参照されたい。
【００５３】
　所与のｍｉＲ遺伝子産物のノーザンブロットハイブリダイゼーションに適したプローブ
は、限定されるわけではないが、目的のｍｉＲ遺伝子産物と少なくとも、約７０％、７５
％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％又は完全相補性を有するプローブ
が含まれる。標識されたＤＮＡ及びＲＮＡプローブの製造法、及び標的ヌクレオチド配列
へのそれらのハイブリダイゼーションについての条件は、その開示が本明細書において援
用される、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., eds., 2nd 
edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, １０及び１１章、に記載されて
いる。
【００５４】
　一つの非制限例において、核酸プローブは、例えば、３Ｈ、３２Ｐ、３３Ｐ、１４Ｃ、
又は３５Ｓのような放射性核種；重金属；又は標識化リガンドのための特異的結合対メン
バーとして機能することが可能であるリガンド（例えば、ビオチン、アビジン又は抗体）
、蛍光分子、ケミルミネッセント分子、酵素などで標識化し得る。
【００５５】
　プローブは、それらの全開示が本明細書において援用される、Rigby et al., J. Mol. 
Biol. 113:237-251(1977) 、のニックトランスレーション法によるか、又はFienberg et 
al., Anal. Biochem. 132:6-13(1983) 、のランダムプライミング法により高比活性で標
識し得る。後者は、一本鎖ＤＮＡから、又はＲＮＡ鋳型から高比活性の３２Ｐ－標識プロ
ーブを合成するために選択される方法である。例えば、ニックトランスレーション法に従
って、既存のヌクレオチドを高放射性ヌクレオチドで置き換えることにより、１０８ｃｐ
ｍ／マイクログラムをかなり上回る比活性を有する３２Ｐ－標識核酸プローブを製造する
ことが可能である。ハイブリダイゼーションのオートラジオグラフィー検出を、ハイブリ
ダイズされたフィルターを写真フィルムに暴露することにより実施し得る。ハイブリダイ
ズされたフィルターにより暴露された写真フィルムのデンシトメトリックスキャニングは
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、ｍｉＲ遺伝子転写体レベルの正確な測定を提供する。別のアプローチを使用し、ｍｉＲ
遺伝子転写体レベルは、Amersham Biosciences, Piscataway, NJ. から入手可能であるMo
lecular Dynamics 400-B 2D Phosphorimager のような、コンピューター化されたイメー
ジングシステムにより定量し得る。
【００５６】
　ＤＮＡ又はＲＮＡプローブの放射性核種標識化が実際的ではない場合、プローブ分子内
に類似体、例えば、ｄＴＴＰ類似体５－（Ｎ－（Ｎ－ビオチニル－エプシロン－アミノカ
プロイル）－３－アミノアリル）デオキシウリジン三リン酸を取り込ませるために、ラン
ダム－プライマー法を使用し得る。ビオチニル化プローブオリゴヌクレオチドは、アビジ
ン、ストレプトアビジン、及び蛍光色素又は呈色反応を生み出す酵素に結合された抗体（
例えば、抗ビオチン抗体）のような、ビオチン結合性タンパク質との反応により検出し得
る。
【００５７】
　ノーザン及び他のＲＮＡハイブリダイゼーション技術に加えて、ＲＮＡ転写体のレベル
を決定することは、インサイチュハイブリダイゼーションの技術を使用して達成し得る。
この技術は、ノーザンブロッティング技術よりも少ない細胞数しか必要とせず、及び全細
胞を顕微鏡カバーガラス上に沈着させること、及び放射活性又は他の方法で標識化された
核酸（例えば、ｃＤＮＡ又はＲＮＡ）プローブを含有する溶液で、細胞の核酸内容物を探
査することを含む。この技術は、対象からの組織バイオプシーサンプルを分析するために
特によく適している。インサイチュハイブリダイゼーション技術の実際は、その全開示が
本明細書において援用される米国特許第5,427,916号により詳細に記載されている。
【００５８】
　一つの非制限例において、所与のｍｉＲ遺伝子産物のインサイチュハイブリダイゼーシ
ョンに適したプローブは、核酸配列から製造することが可能であり、限定されるわけでは
ないが、上記のように、目的のｍｉＲ遺伝子産物と少なくとも、約７０％、７５％、８０
％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％又は完全相補性を有するプローブが含まれ
る。
【００５９】
　細胞中のｍｉＲ遺伝子転写体の相対数は、ｍｉＲ遺伝子転写体の逆転写、続いての、ポ
リメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）による逆転写体の増幅によっても決定し得る。ｍｉ
Ｒ遺伝子転写体のレベルは、内部標準、例えば、同一サンプル中に存在する「ハウスキー
ピング」遺伝子からのｍＲＮＡのレベルとの比較により定量し得る。内部標準としての使
用に適した「ハウスキーピング」遺伝子には、例えば、ミオシン又はグリセルアルデヒド
－３－リン酸脱水素酵素（Ｇ３ＰＤＨ）が含まれる。定量的及び半定量的ＲＴ－ＰＣＲ及
びそれらの変法を実施するための方法は当業者には公知である。
【００６０】
　いくつかの例において、サンプル中の複数の異なったｍｉＲ遺伝子産物の発現レベルを
同時に決定することが望ましいであろう。他の例において、癌に相関するすべての既知の
ｍｉＲ遺伝子の転写体の発現レベルを決定することが望ましいであろう。数百のｍｉＲ遺
伝子又は遺伝子産物について癌特異的発現レベルを評価することは多大な時間を必要とし
、及び大量の総ＲＮＡ（例えば、各ノーザンブロットについて少なくとも２０μｇ）及び
放射性同位元素を必要とするオートラジオグラフィー技術を要求する。
【００６１】
　これらの制限を克服するため、ｍｉＲ遺伝子の組に特異的であるオリゴヌクレオチド（
例えば、オリゴデオキシヌクレオチド）プローブの組を含有するようにオリゴライブラリ
ーをマイクロチップフォーマット（即ち、マイクロアレイ）で構築することができる。こ
うしたマイクロアレイを使用し、生物学的サンプル中の複数のマイクロＲＮＡ発現レベル
を、ＲＮＡを逆転写して標的オリゴデオキシヌクレオチドの組を発生させ、及びそれらを
マイクロアレイ上のプローブオリゴヌクレオチドにハイブリダイズさせ、ハイブリダイゼ
ーション又は発現プロファイルを発生させることにより決定し得る。試験サンプルのハイ
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ブリダイゼーションプロファイルは次ぎに対照サンプルのものと比較することが可能であ
り、どのマイクロＲＮＡが固形癌細胞において変化した発現レベルを有しているのかを決
定する。
【００６２】
　本明細書で使用する「プローブオリゴヌクレオチド」又は「プローブオリゴデオキシヌ
クレオチド」は、標的オリゴヌクレオチドにハイブリダイズすることが可能であるオリゴ
ヌクレオチドを指す。「標的オリゴヌクレオチド」又は「標的オリゴデオキシヌクレオチ
ド」は、検出されるべき分子を指す（例えば、ハイブリダイゼーションを介して）。「ｍ
ｉＲ特異的プローブオリゴヌクレオチド」又は「ｍｉＲに対して特異的なプローブオリゴ
ヌクレオチド」は、特異的ｍｉＲ遺伝子産物又は特異的ｍｉＲ遺伝子産物の逆転写体にハ
イブリダイズするように選択された配列を有するプローブオリゴヌクレオチドを意味する
。
【００６３】
　特定のサンプルの「発現プロファイル」又は「ハイブリダイゼーションプロファイル」
は、本質的にサンプルの状態のフィンガープリントである；２つの状態は同様に発現され
るいずれかの特定の遺伝子を有することができるが、多くの遺伝子の同時評価は、細胞の
状態に独特である遺伝子発現プロファイルの発生を可能にする。即ち、正常組織を癌性（
例えば、腫瘍）組織、及び癌性組織内の異なった予後状態（例えば、良好な又は不良な長
期生存見通し）を決定することができる。異なった状態にある結腸癌組織の発現プロファ
イルを比較することにより、これらの状態の各々においてどの遺伝子が重要であるかに関
する情報（遺伝子の上方及び下方調節を含んで）が得られる。結腸癌組織において異なっ
て発現された配列、ならびに異なった予後結果を生じる異なった発現の同定は、この情報
のさなざまな形での使用を可能にする。
【００６４】
　一つの非制限例において、特定の治療計画を評価することができる（例えば、特定の患
者において、長期予後を改善するために化学療法薬剤が作用するかどうかを決定するため
の）。同様に、患者サンプルと既知の発現プロファイルを比較することにより、診断を行
う又は確認することができる。さらに、これらの遺伝子発現プロファイル（又は個々の遺
伝子）は、結腸癌発現プロファイルを抑制する、又は不良な予後プロファイルをより良い
予後プロファイルに変換する薬剤候補のスクリーニングを可能にする。
【００６５】
　従って、対象が結腸癌を有するか、又は発症するリスクを有するかどうかを診断する方
法も本明細書において提供され、対象から得られた試験サンプルからＲＮＡを逆転写して
標的オリゴデオキシヌクレオチドの組を提供すること、標的オリゴデオキシヌクレオチド
を、ｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌクレオチドを含んでなるマイクロアレイとハイブ
リダイズさせて試験サンプルについてのハイブリダイゼーションプロファイルを提供する
こと、及び試験サンプルハイブリダイゼーションプロファイルと対照サンプルから発生さ
せたハイブリダイゼーションプロファイル比較することを含んでなり、少なくとも一つの
ｍｉＲＮＡのシグナルの変化は、該対象が固形癌を有するか又は発症するリスクを有する
指標である。
【００６６】
　一つの態様において、該マイクロアレイは、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１
０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択
される一つ又はそれより多くのｍｉＲＮＡについてのｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌ
クレオチドを含んでなる。
【００６７】
　該マイクロアレイは既知のｍｉＲＮＡ配列から発生させた遺伝子特異的オリゴヌクレオ
チドプローブから調製し得る。該アレイは各ｍｉＲＮＡについて２つの異なったオリゴヌ
クレオチドプローブを含むことができ、１つは活性成熟配列を含んでおり、及び他はｍｉ
ＲＮＡの前駆体に対して特異的である。該アレイは、ハイブリダイゼーションストリンジ
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ェンシー条件のための対照として働き得、ヒトオルソログとわずか数塩基が異なっている
一つ又はそれ以上のマウス配列のような対照も含むことができる。両方の種からのｔＲＮ
Ａ及び他のｔＲＮＡ（例えば、ｒＲＮＡ、ｍＲＮＡ）もマイクロチップ上にプリントする
ことができ、特異的ハイブリダイゼーションのための内部の、比較的に安定な陽性対照を
提供している。非特異的ハイブリダイゼーションのための一つ又はそれ以上の適切な対照
もマイクロチップ上に含ませることができる。この目的には、いずれの既知のｍｉＲＮＡ
とも、いずれの相同性も存在しないことに基づいて配列が選択される。
【００６８】
　該マイクロアレイは当該技術分野で公知の技術を使用して製作することができる。例え
ば、適切な長さの（例えば、４０ヌクレオチド）のプローブオリゴヌクレオチドが、Ｃ６
位で５’－アミン修飾され、商業的に入手可能なマイクロアレイシステム、例えば、Gene
Machine OmniGrid（商標）100 Microarrayer 及びAmersham CodeLink（商標）活性化スラ
イド、を使用してプリントされる。標的ＲＮＡに対応する標識ｃＤＮＡオリゴマーは、標
識プライマーで標的ＲＮＡを逆転写することにより調製される。第一鎖合成に続いて、Ｒ
ＮＡ／ＤＮＡハイブリッドを変性させてＲＮＡ鋳型を分解する。このようにして調製され
た標識された標的ｃＤＮＡを、ハイブリダイズ条件下（例えば、２５℃で１８時間の６Ｘ
　ＳＳＰＥ／３０％ホルムアミド、続いて３７℃で４０分の０．７５Ｘ　ＴＮＴ（トリス
　ＨＣｌ／ＮａＣｌ／Ｔｗｅｅｎ　２０）中での洗浄）、マイクロアレイチップにハイブ
リダイズさせる。固定化されたプローブＤＮＡがサンプル中の相補的標的ｃＤＮＡを認識
するアレイ上の位置でハイブリダイゼーションが起こる。標識標的ｃＤＮＡは、結合が起
こったアレイ上の正確な位置に印を付け、自動的な検出及び定量化を可能にする。出力は
ハイブリダイゼーション事象のリストから成っており、特異的ｃＤＮＡ配列の相対的存在
量、そしてそれ故、患者サンプル中の対応する相補的ｍｉＲの相対量を示している。
【００６９】
　一つの態様に従うと、標識ｃＤＮＡオリゴマーは、ビオチン標識プライマーから調製さ
れたビオチン標識ｃＤＮＡである。マイクロアレイは次ぎに、例えば、ストレプトアビジ
ン－Ａｌｅｘａ６４７コンジュゲートを使用するビオチン含有転写体の直接検出により処
理され、慣用的スキャニング法を利用してスキャンする。アレイ上の各スポットのイメー
ジ強度は、患者サンプル中の対応するｍｉＲの存在量に比例している。
【００７０】
　該アレイの使用は、ｍｉＲＮＡ発現検出にいくつかの利点を有する。第一に、数百の遺
伝子の全体的発現が、同一サンプル中で１つの時点で同定し得る。第二に、オリゴヌクレ
オチドプローブの注意深い設計を介して、成熟及び前駆体分子の両方の発現を同定し得る
。第三に、ノーザンブロット分析と比較し、チップは少量のＲＮＡしか必要とせず、及び
２．５μｇの総ＲＮＡを使用して再現性のある結果を提供する。比較的限られた数のｍｉ
ＲＮＡ（種当たり数百）は、それぞれに特有のオリゴヌクレオチドプローブを有するいく
つかの種のための共通マイクロアレイの構築を可能にする。こうしたツールは、多様な条
件下、各々の既知ｍｉＲについての種を越えた発現の分析を可能にするであろう。
【００７１】
　特異的ｍｉＲの定量的発現レベルアッセイのための使用に加えて、ｍｉＲＮｏｍｅのか
なりの部分に対応するｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌクレオチド、好ましくは全ｍｉ
ＲＮｏｍｅを含有するマイクロチップは、ｍｉＲ発現パターンの分析のためのｍｉＲ遺伝
子発現プロファイリングを実施するために用いることができる。固有のｍｉＲシグニチァ
ーは、確立された疾患マーカーと、又は直接的に疾患状態と関連し得る。
【００７２】
　本明細書に記載した発現プロファイリング法に従うと、結腸癌を有していると疑われる
対象からのサンプルの総ＲＮＡが定量的に逆転写されて、サンプル中のＲＮＡに相補的な
標識標的オリゴデオキシヌクレオチドの組を提供する。標的オリゴデオキシヌクレオチド
は次ぎに、ｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌクレオチドを含んでなるマイクロアレイへ
ハイブリダイズされて、サンプルについてのハイブリダイゼーションプロファイルを提供
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する。結果は、サンプル中のｍｉＲＮＡの発現パターンを示している、サンプルについて
のハイブリダイゼーションプロファイルである。該ハイブリダイゼーションプロファイル
は、マイクロアレイ中のｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌクレオチドへの、サンプルか
らの標的オリゴデオキシヌクレオチドの結合からのシグナルを含んでなる。該プロファイ
ルは、結合の存在又は非存在（シグナルｖｓ．ゼロシグナル）として記録することができ
る。
【００７３】
　より好ましくは、記録された該プロファイルは、各ハイブリダイゼーションからのシグ
ナルの強度を含む。該プロファイは、正常、即ち、非癌性、対照サンプルから発生された
ハイブリダイゼーションプロファイルと比較される。シグナルの変化は、対象における癌
の存在、又は発生する性向を示す。
【００７４】
　ｍｉＲ遺伝子発現を測定するための他の技術も当業者の範囲内であり、ＲＮＡ転写及び
分解の速度を測定するための多様な技術を含む。
　結腸癌を有する対象の予後を決定する方法も本明細書において提供され、対象からのサ
ンプル中の、結腸癌関連疾患の特定の予後（例えば、良好又は正の予後、不良な又は悪い
予後）に関連する、少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定することを含んで
なる。
【００７５】
　これらの方法に従うと、対照サンプル中の対応するｍｉＲ遺伝子産物のレベルと比較し
て、試験サンプル中の特定の予後に関連するｍｉＲ遺伝子生成物のレベルの変化は、該患
者が特定の予後の固形癌を有している指標である。一つの態様において、該ｍｉＲ遺伝子
産物は悪い（即ち、不良）予後に関連する。悪い予後の例には、限定されるわけではない
が、低生存率及び急速な疾患進行が含まれる。ある態様において、該少なくとも一つのｍ
ｉＲ遺伝子産物のレベルは、対象から得られた試験サンプルからのＲＮＡを逆転写して標
的オリゴデオキシヌクレオチドの組を提供すること、該標的オリゴデオキシヌクレオチド
を、ｍｉＲＮＡ－特異的プローブオリゴヌクレオチドを含んでなるマイクロアレイとハイ
ブリダイズさせて試験サンプルについてのハイブリダイゼーションプロファイルを提供す
ること、そして該試験サンプルハイブリダイゼーションプロファイルと対照サンプルから
発生させたハイブリダイゼーションプロファイルを比較すること、により測定される。
【００７６】
　いずれか一つの理論に束縛されるものではないが、細胞中の一つ又はそれより多くのｍ
ｉＲ遺伝子産物のレベルの変化は、これらのｍｉＲについての一つ又はそれより多くの意
図された標的の調節解除を生じることができると考えられており、それは固形癌の形成を
導き得る。それ故、ｍｉＲ遺伝子産物のレベルを変化させることで（例えば、固形癌で上
方調節されているｍｉＲ遺伝子産物のレベルを減少させることにより、固形癌で下方調節
されているｍｉＲ遺伝子産物のレベルを増加させることにより）、固形癌を成功裏に治療
することができる。
【００７７】
　従って、固形癌を有する、又は有していると疑われる対象における発癌を抑制する方法
が本明細書において提供され、該対象の癌細胞中では、少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産
物が脱調節されている（例えば、下方調節、上方調節）。該少なくとも一つの単離された
ｍｉＲ遺伝子産物が癌細胞中で下方調節されている場合（例えば、ｍｉＲ－２１）、該方
法は、対象中の癌細胞の増殖が抑制されるように、少なくとも一つの単離されたｍｉＲ遺
伝子産物、又は単離された変異体又はそれらの生物学的に活性な断片の有効量を投与する
ことを含んでなる。
【００７８】
　例えば、ｍｉＲ遺伝子産物が対象中の癌細胞において下方調節されている場合、単離さ
れたｍｉＲ遺伝子産物の有効量を該対象に投与することは、該癌細胞の増殖を抑制し得る
。該対象に投与される単離されたｍｉＲ遺伝子産物は、該癌細胞中で下方調節されている
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内在性野生型ｍｉＲ遺伝子産物（例えば、ｍｉＲ遺伝子産物）と同一でもよいし、又は変
異体又はそれらの生物学的に活性な断片でもあり得る。
【００７９】
　本明細書で定義されるｍｉＲ遺伝子産物の「変異体」とは、対応する野生型ｍｉＲ遺伝
子産物と１００％未満の同一性を有し、対応する野生型ｍｉＲ遺伝子産物の一つまたはそ
れより多くの生物活性を所有するｍｉＲＮＡを指す。こうした生物活性の例には、限定さ
れるわけではないが、標的ＲＮＡ分子の発現の抑制（例えば、標的ＲＮＡ分子の翻訳を抑
制すること、標的ＲＮＡ分子の安定性を変調すること、標的ＲＮＡ分子のプロセシングを
抑制すること）、及び固形癌に関連した細胞プロセス（例えば、細胞分化、細胞増殖、細
胞死）が含まれる。これらの変異体には、種変異体及びｍｉＲ遺伝子中の一つまたはそれ
より多くの突然変異（例えば、置換、欠失、挿入）の結果である変異体が含まれる。特定
の態様において、該変異体は、対応する野生型ｍｉＲ遺伝子産物と少なくとも、約７０％
、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％又は９９％同一である。
【００８０】
　本明細書で定義された、ｍｉＲ遺伝子産物の「生物学的に活性な断片」とは、対応する
野生型ｍｉＲ遺伝子産物の一つ又はそれより多くの生物活性を有するＲＮＡ断片を指す。
上に記載したように、こうした生物活性の例には、限定されるわけではないが、標的ＲＮ
Ａ分子の発現の抑制、及び結腸癌に関連した細胞プロセスの抑制が含まれる。ある態様に
おいて、該生物学的に活性な断片は、少なくとも、約５、７、１０、１２、１５、又は１
７ヌクレオチド長である。特定の態様において、単離されたｍｉＲ遺伝子産物は、一つ又
はそれより多くの追加の抗癌治療と組み合わせて対象に投与し得る。適した抗癌治療には
、限定されるわけではないが、化学療法、放射線療法及びそれらの組み合わせ（例えば、
放射線化学療法）が含まれる。
【００８１】
　該少なくとも一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物が癌細胞中で上方制御されている場合
、該方法は、固形癌細胞の増殖が抑制されるように、該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産
物の発現を抑制するための少なくとも一つの化合物（本明細書において、ｍｉＲ遺伝子産
物発現抑制化合物と称される）の有効量を該対象に投与することを含んでなる。特定の態
様において、該少なくとも一つのｍｉＲ発現抑制化合物はｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、
ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８Ｉｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る
群から選択されるｍｉＲ遺伝子産物に特異的である。
【００８２】
　ｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物は、一つ又はそれより多くの追加の抗癌治療と組み合わせ
て対象に投与し得る。適した抗癌治療には、限定されるわけではないが、化学療法、放射
線療法及びそれらの組み合わせ（例えば、放射線化学療法）が含まれる。
【００８３】
　本明細書で使用される用語「治療する」、「治療すること」及び「治療」は、疾患又は
状態、例えば、固形癌に関連する症状を寛解させることを指し、疾患症状の発症を防止す
る又は遅延すること、及び／又は疾患又は状態の症状の重症度又は頻度を減らすことを含
んでいる。用語「対象」、「患者」及び「個体」は、限定されるわけではないが、霊長類
、乳牛、ヒツジ、ヤギ、ウマ、イヌ、ネコ、ウサギ、モルモット、ラット、マウス又は他
のウシ、ヒツジ、ウマ、イヌ、ネコ、げっ歯類又はマウス種を含む哺乳類のような動物を
含むことが本明細書において定義される。好ましい態様において、該動物はヒトである。
【００８４】
　本明細書で使用される単離されたｍｉＲ遺伝子産物の「有効量」とは、固形癌を患って
いる対象中の癌細胞の増殖を抑制するために十分な量である。当業者は、対象のサイズ及
び体重；疾患浸透の程度；対象の年齢、健康及び性；投与経路；及び投与が局所的である
か又は全身的であるかどうかのような因子を考慮に入れることにより、所与の対象に投与
すべきｍｉＲ遺伝子産物の有効量を容易に決定し得る。
【００８５】
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　例えば、単離されたｍｉＲ遺伝子産物の有効量は、治療されるべき腫瘍塊のおよその重
量に基づき得る。腫瘍塊のおよその重量は、該塊のおよその容量を計算することにより決
定することが可能であり、１立方センチメーターの容量は大体１グラムに等しい。腫瘍塊
の重量に基づいた、該単離されたｍｉＲ遺伝子産物の有効量は、腫瘍塊のグラム当たり約
１０～５００マイクログラムの範囲であり得る。特定の態様において、有効量は少なくと
も、腫瘍塊のグラム当たり少なくとも約１０マイクログラム／、腫瘍塊のグラム当たり少
なくとも約６０マイクログラム又は少なくとも腫瘍塊のグラム当たり約１００マイクログ
ラムでもあり得る。
【００８６】
　単離されたｍｉＲ遺伝子産物の有効量は、治療されるべき対象のおよその又は推定体重
にも基づき得る。好ましくは、こうした有効量は、本明細書に記載した通り、非経口的に
又は経腸的に投与される。例えば、単離されたｍｉＲ遺伝子産物の有効量は、体重ｋｇ当
たり約５～３０００マイクログラム、体重ｋｇ当たり約７００～１０００マイクログラム
の範囲で、又は体重ｋｇ当たり約１０００マイクログラムを超えて対象に投与される。
【００８７】
　当業者は、所与の対象へ一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子産物を投与することにつ
いての適切な投与計画も容易に決定し得る。例えば、一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝
子産物は対象に一度で投与し得る（例えば、単回注射又はデポジションとして）。もしく
は、一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子産物は、約３～約２８日、より好ましくは約７
日～約１０日の期間、対象に１日１回又は２回投与し得る。特定の投与計画において、一
つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子産物は７日にわたって１日１回投与される。投与計画
が複数の投与を含んでなる場合、対象に投与される一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子
産物の有効量は、全投与計画にわたって投与された遺伝子産物の総量を含むことが可能で
あることが理解される。
【００８８】
　本明細書で使用される「単離された」ｍｉＲ遺伝子産物は、合成された又はヒトの介在
を介して天然の状態から変化された又は取り出されたものである。例えば、合成ｍｉＲ遺
伝子産物又はその天然の状態で同時に存在する物質から部分的に又は完全に分離されたｍ
ｉＲ遺伝子産物が、「単離されて」いると考えられる。単離されたｍｉＲ遺伝子産物は実
質的に精製された形態で存在することが可能であり、又はｍｉＲ遺伝子産物が送達される
細胞内に存在することが可能である。それ故、細胞へ計画的に送達された又は細胞中で発
現されたｍｉＲ遺伝子産物は、「単離された」ｍｉＲ遺伝子産物と考えられる。ｍｉＲ前
駆分子から細胞内部で産生されたｍｉＲ遺伝子産物も「単離された」分子であると考えら
れる。一つの特定の態様に従うと、本明細書に記載された該単離されたｍｉＲ遺伝子産物
は、対象（例えば、ヒト）における固形癌のための医薬の製造に使用し得る。
【００８９】
　単離されたｍｉＲ遺伝子産物は、多くの標準技術を使用して得ることが可能である。例
えば、該ｍｉＲ遺伝子産物は当該技術分野で公知の方法を使用して化学的に合成又は組換
え的に産生し得る。一つの態様において、ｍｉＲ遺伝子産物は適切に保護されたリボヌク
レオシドホスホラミダイト及び慣用的ＤＮＡ／ＲＮＡシンセサイザーを使用して化学的に
合成される。合成ＲＮＡ分子又は合成試薬の商業的供給元には、例えば、Proligo (Hambu
rg, Germany), Dharmacon Research (Lafayette, CO, U.S.A.), Pierce Chemical (Perbi
o Science の一部門, Rockford, IL, U.S.A.), Glen Research (Sterling, VA, U.S.A.),
 ChemGenes (Ashland, MA, U.S.A.) 及びCruachem (Glasgow, UK) が含まれる
　もしくは、該ｍｉＲ遺伝子産物は、いずれかの適したプロモーターを使用して組換え環
状又は直線状ＤＮＡプラスミドから発現し得る。プラスミドからＲＮＡを発現するために
適したプロモーターには、例えば、Ｕ６又はＨ１ ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモータ
ー配列又はサイトメガロウイルスプロモーターが含まれる。他の適したプロモーターの選
択は当業者には自明である。本発明の組換えプラスミドは、癌細胞中でのｍｉＲ遺伝子産
物の発現のための誘導可能又は調節可能プロモーターも含み得る。



(23) JP 2013-176370 A 2013.9.9

10

20

30

40

50

【００９０】
　組換えプラスミドから発現された該ｍｉＲ遺伝子産物は、標準技術により培養細胞発現
システムから単離し得る。組換えプラスミドから発現されたｍｉＲ遺伝子産物は、癌細胞
へ送達する、及び該細胞中で直接発現することも可能である。癌細胞へ該ｍｉＲ遺伝子産
物を送達するための組換えプラスミドの使用は、以下により詳細に議論されている。
【００９１】
　該ｍｉＲ遺伝子産物は別の組換えプラスミドから発現することも、又は同一の組換えプ
ラスミドから発現することも可能である。一つの態様において、該ｍｉＲ遺伝子産物は、
単一プラスミドからＲＮＡ前駆分子として発現され、そして該前駆分子は、限定されるわ
けではないが、癌細胞内に実存するプロセッシングシステムを含む適したプロセッシング
システムにより、機能性ｍｉＲ遺伝子産物にプロセッシングされる。他の適したプロセッ
シングシステムには、例えば、インビトロ　ショウジョウバエ細胞溶解システム（例えば
、その全開示が本明細書において援用される、Tuschl et al. による米国公開特許出願番
号2002/0086356に記載されている）及び大腸菌（E.coli）ＲＮＡｓｅＩＩＩシステム（例
えば、その全開示が本明細書において援用される、Yang et al. による米国公開特許出願
番号2004/0014113に記載されている）が含まれる。
【００９２】
　該ｍｉＲ遺伝子産物を発現するために適したプラスミドの選択、プラスミド内へ遺伝子
産物を発現するための核酸配列を挿入する方法、及び組換えプラスミドを問題とする細胞
へ送達する方法は当業者には自明である。例えば、その全開示が本明細書において援用さ
れる、Zeng et al. (2002), Molecular Cell 9:1327-1333; Tuschl (2002), Nat.Biotech
nol, 20:446-448; Brummelkamp et al. (2002), Science 296:550-553; Miyagishi et al
. (2002), Nat. Biotechnol. 20:497-500; Paddison et al. (2002), Genes Dev. 16:948
-958; Lee et al. (2002), Nat. Biotechnol. 20:500-505; 及び Paul et al. (2002), N
at. Biotechnol. 20:505-508 を参照されたい。
【００９３】
　一つの態様において、該ｍｉＲ遺伝子産物を発現しているプラスミドは、ＣＭＶ中間初
期プロモーター制御下のｍｉＲ前駆体ＲＮＡをコードしている配列を含んでなる。本明細
書において使用されるプロモーターの「制御下」とは、プロモーターがｍｉＲ遺伝子産物
コード配列の転写を開始できるように、ｍｉＲ遺伝子産物をコードする核酸配列が該プロ
モーターの３’に位置していることを意味する。
【００９４】
　該ｍｉＲ遺伝子産物は組換えウイルスベクターからも発現し得る。該ｍｉＲ遺伝子産物
が２つの別の組換えウイルスベクターから、又は同一のウイルスベクターから発現し得る
ことが企図される。該組換えウイルスベクターから発現されたＲＮＡは、標準技術により
培養細胞発現システムから単離することが可能であり、又は癌細胞中で直接発現すること
も可能である。癌細胞へ該ｍｉＲ遺伝子産物を送達するための組換えウイルスベクターの
使用は以下により詳細に議論されている。
【００９５】
　本発明の組換えウイルスベクターは、該ｍｉＲ遺伝子産物をコードする配列及びＲＮＡ
配列を発現するためのいずれかの適したプロモーターを含んでなる。適したプロモーター
には、限定されるわけではないが、例えば、Ｕ６又はＨ１ ＲＮＡｐｏｌ　ＩＩＩプロモ
ーター配列又はサイトメガロウイルスプロモーターが含まれる。他の適したプロモーター
の選択は当業者には自明である。本発明の組換えウイルスベクターは、癌細胞中での該ｍ
ｉＲ遺伝子産物の発現のための誘導可能又は調節可能プロモーターも含み得る。
【００９６】
　該ｍｉＲ遺伝子産物のコード配列を受容することが可能ないずれかのウイルスベクター
を使用し得る；例えば、アデノウイルス（ＡＶ）； アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）；レ
トロウイルス（例えば、レンチウイルス（ＬＶ）、ラブドウイルス、マウス白血病ウイル
ス）；ヘルペスウイルスなどに由来するベクター。ウイルスベクターの向性は、他のウイ
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ルスからの外被タンパク質又は他の表面抗原でベクターをシュードタイピングすることに
より、又は必要に応じて、異なったウイルスカプシドタンパク質で置換することにより修
飾し得る。
【００９７】
　例えば、本発明のレンチウイルスベクターを、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、狂犬
病、エボラ、モコラなどからの表面タンパク質でシュードタイピングし得る。本発明のＡ
ＡＶベクターは、異なったカプシドタンパク質血清タイプを発現するようにベクターを工
学処理することにより、異なった細胞を標的とするようにできる。例えば、血清タイプ２
ゲノム上の血清タイプ２カプシドを発現しているＡＡＶベクターは、ＡＡＶ２／２と称さ
れる。このＡＡＶ２／２ベクター中の血清タイプ２カプシド遺伝子を血清タイプ５カプシ
ド遺伝子で置き換えることができて、ＡＡＶ２／５ベクターが産生される。異なったカプ
シドタンパク質血清タイプを発現するＡＡＶベクターを構築するための技術は、当業者に
は自明である；例えば、その全開示が本明細書において援用される、Rabinowitz, J.E., 
et al. (2002), J. Virol. 76:791-801を参照されたい。
【００９８】
　本発明での使用に適した組換えウイルスベクターの選択、ＲＮＡを発現するための核酸
配列をベクター内へ挿入する方法、該ウイルスベクターを問題とする細胞へ送達する方法
及び発現されたＲＮＡ産物の回収は当業者には自明である。例えば、その全開示が本明細
書において援用される、Dornburg (1995), Gene Therap. 2:301-310; Eglitis (1988), B
iotechniques 6:608-614; Miller (1990), Hum. Gene Therap. 1:5-14; 及びAnderson (1
998), Nature 392:25-30 、を参照されたい。
【００９９】
　特に適したウイルスベクターはＡＶ及びＡＡＶに由来するものである。該ｍｉＲ遺伝子
産物を発現するために適したＡＶベクター、該組換えＡＶベクターを構築するための方法
、及び標的細胞内に該ベクターを送達するための方法は、その全開示が本明細書において
援用される、Xia et al. (2002), Nat. Biotech. 20:1006-1010 に記載されている。該ｍ
ｉＲ遺伝子産物を発現するために適したＡＡＶベクター、該組換えＡＡＶベクターを構築
するための方法、及び標的細胞内に該ベクターを送達するための方法は、その全開示が本
明細書において援用される、Samulski et al. (1987), J. Virol. 61:3096-3101; Fisher
 et al. (1996), J. Virol, 70:520-532; Samulski et al. (1989), J. Virol. 63:3822-
3826；米国特許第5,252,479号；米国特許第5,139,941号；国際特許出願番号WO 94/13788 
；及び国際特許出願番号WO 93/24641 に記載されている。一つの態様において、該ｍｉＲ
遺伝子産物は、ＣＭＶ中間初期プロモーターを含んでなる単一組換えＡＡＶベクターから
発現される。
【０１００】
　ある態様において、本発明の組換えＡＡＶウイルスベクターは、ヒトＵ６　ＲＮＡプロ
モーター制御下、ポリＴ終結配列と作動可能なように連結されたｍｉＲ前駆体ＲＮＡをコ
ードする核酸配列を含んでなる。本明細書において使用される「ポリＴ終結配列と作動可
能なように連結された」とは、センス又はアンチセンス鎖をコードする核酸配列が、ポリ
Ｔ終結シグナルと５’方向ですぐに隣接していることを意味する。ベクターからの該ｍｉ
Ｒ配列の転写の間、ポリＴ終結シグナルは転写を終結させるように作用する。
【０１０１】
　本発明の治療法の他の態様において、ｍｉＲ発現を抑制する少なくとも一つの化合物の
有効量を対象に投与し得る。本明細書において使用される「ｍｉＲ発現を抑制する」とは
、治療後、ｍｉＲ遺伝子産物の前駆体及び／又は活性成熟形態の産生が、治療に先だって
産生された量よりも少ないことを意味する。当業者は、例えば、上記診断法で議論したｍ
ｉＲ転写体レベルを決定するための技術を使用して、癌細胞においてｍｉＲ発現が抑制さ
れたかどうかを容易に決定し得る。抑制は、遺伝子発現のレベル（即ち、該ｍｉＲ遺伝子
産物をコードするｍｉＲ遺伝子の転写を抑制することにより）、又はプロセッシングのレ
ベル（例えば、ｍｉＲ前駆体の成熟活性ｍｉＲへのプロセッシングを抑制することにより
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）で起こり得る。
【０１０２】
　本明細書で使用される、ｍｉＲ発現を抑制する化合物の「有効量」とは、癌（例えば、
結腸癌）を罹患した対象中の、癌細胞の増殖を抑制するために十分な量である。当業者は
、対象のサイズ及び体重；疾患浸透の程度；対象の年齢、健康及び性；投与経路；及び投
与が局所的であるか又は全身的であるかどうかのような因子を考慮に入れて、所与の対象
に投与すべきｍｉＲ発現抑制化合物の有効量を容易に決定し得る。
【０１０３】
　例えば、該発現抑制化合物の有効量は、本明細書に記載したように、治療されるべき腫
瘍のおよその重量に基づき得る。ｍｉＲ発現を抑制する化合物の有効量は、本明細書に記
載したように、治療されるべき対象のおよその又は推定体重にも基づき得る。
【０１０４】
　当業者は、本明細書に記載したように、ｍｉＲ発現を抑制する化合物を所与の対象に投
与するための適切な投与計画を容易に決定することも可能である。
　ｍｉＲ発現を抑制するために適した化合物には、二本鎖ＲＮＡ（短い又は小さな干渉Ｒ
ＮＡ又は「ｓｉＲＮＡ」のような）、アンチセンス核酸及びリボザイムのような酵素的Ｒ
ＮＡ分子が含まれる。これらの化合物の各々は、所与のｍｉＲ遺伝子産物へ標的化するこ
と、及び標的ｍｉＲ遺伝子産物の発現を妨害（例えば、翻訳を抑制することにより、開裂
又は分解を誘発することにより）することが可能である。
【０１０５】
　例えば、所与のｍｉＲ遺伝子の発現は、該ｍｉＲ遺伝子産物の少なくとも一部と、少な
くとも９０％、例えば少なくとも９５％、少なくとも９８％、少なくとも９９％又は１０
０％の配列相同性を有する単離された二本鎖ＲＮＡ（「ｄｓＲＮＡ」）分子で該ｍｉＲ遺
伝子のＲＮＡ干渉を誘発することにより抑制し得る。特定の態様において、ｄｓＲＮＡ分
子は、「短い又は小さな干渉ＲＮＡ」又は「ｓｉＲＮＡ」である。
【０１０６】
　本方法で有用なｓｉＲＮＡは、約１７ヌクレオチド～約２９ヌクレオチド長の、好まし
くは約１９～約２５ヌクレオチド長の短い二本鎖ＤＮＡを含んでなる。該ｓｉＲＮＡは、
標準ワトソン－クリック塩基対形成相互作用により（以後「塩基対形成された」）一緒に
アニーリングされたセンスＲＮＡ鎖及び相補的アンチセンスＲＮＡ鎖を含んでなる。該セ
ンス鎖は、該標的ｍｉＲ遺伝子産物内に含有されている核酸配列と実質的に同一である核
酸配列を含んでなる。
【０１０７】
　本明細書で使用される、該標的ｍＲＮＡ内に含有されている標的配列と「実質的に同一
である」、ｓｉＲＮＡ中の核酸配列は、該標的配列と同一である、又は１又は２ヌクレオ
チドのみ該標的配列と異なっている核酸配列である。該ｓｉＲＮＡのセンス及びアンチセ
ンス鎖は、二つの相補的な一本鎖ＲＮＡ分子を含んでなることが可能であり、又は二つの
相補的部分が塩基対形成された、及び一本鎖「ヘアピン」領域により共有結合で連結され
た単一分子を含んでなることも可能である。
【０１０８】
　該ｓｉＲＮＡは、一つ又はそれ以上のヌクレオチドの付加、欠失、置換及び／又は改変
により天然に存在するＲＮＡとは異なった改変ＲＮＡであることも可能である。こうした
改変は、該ｓｉＲＮＡの末端（単数又は複数）に対する又は該ｓｉＲＮＡの一つ又はそれ
以上の内部ヌクレオチドに対する非ヌクレオチド物質の付加、又はヌクレアーゼ消化に対
して該ｓｉＲＮＡを耐性にする修飾、又はデオキシリボヌクレオチドによる該ｓｉＲＮＡ
中の一つ又はそれ以上のヌクレオチドの置換を含むことができる。
【０１０９】
　該ｓｉＲＮＡの一つ又は両方の鎖は、３’オーバーハングも含み得る。本明細書におい
て使用される「３’オーバーハング」とは、二重鎖形成したＲＮＡ鎖の３’末端から伸長
する少なくとも一つの、対を形成していないヌクレオチドを指す。それ故、特定の態様に
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おいて、該ｓｉＲＮＡは、１～約６ヌクレオチド（リボヌクレオチド又はデオキシリボヌ
クレオチドを含む）長、１～約５ヌクレオチド長、１～約４ヌクレオチド長、又は約２～
約４ヌクレオチド長の少なくとも一つの３’オーバーハングを含んでなる。特定の態様に
おいて、該３’オーバーハングは該ｓｉＲＮＡの両方の鎖上に存在し、及び２ヌクレオチ
ド長である。例えば、該ｓｉＲＮＡの各鎖は、ジチミジル酸（「ＴＴ」）又はジウリジル
酸（「ｕｕ」）の３’オーバーハングを含んでなることができる。
【０１１０】
　該ｓｉＲＮＡは、化学的又は生物学的、又は単離されたｍｉＲ遺伝子産物について前に
記載した組換えプラスミド又はウイルスベクターから発現することも可能である。ｄｓＲ
ＮＡ又はｓｉＲＮＡ分子を産生する又は試験する方法の例は、それらの全開示が本明細書
において援用される、Gewirtz による米国公開特許出願番号2002/0173478及びReich et a
l. による米国公開特許出願番号2004/0018176 に記載されている。
【０１１１】
　所与のｍｉＲ遺伝子の発現は、アンチセンス核酸によっても抑制し得る。本明細書で使
用される「アンチセンス核酸」とは、標的ＲＮＡの活性を変化させるＲＮＡ－ＲＮＡ又は
ＲＮＡ－ＤＮＡ又はＲＮＡ－ペプチド核酸相互作用により標的ＲＮＡに結合する核酸分子
を指す。本方法における使用のために適したアンチセンス核酸は、ｍｉＲ遺伝子産物中の
近接する核酸配列に相補的な核酸配列を一般的に含んでなる、一本鎖核酸（例えば、ＲＮ
Ａ、ＤＮＡ、ＲＮＡ－ＤＮＡキメラ、ペプチド核酸（ＰＮＡ））である。該アンチセンス
核酸は、ｍｉＲ遺伝子産物中の近接する核酸配列と５０～１００％相補的、７５～１００
％相補的、又は９５～１００％相補的である核酸配列を含んでなることができる。
【０１１２】
　いずれかの理論に束縛されるものではないが、該アンチセンス核酸は、ＲＮａｓｅ　Ｈ
又は該ｍｉＲ遺伝子産物／アンチセンス核酸二重鎖を消化する別の細胞ヌクレアーゼを活
性化すると信じられている。
【０１１３】
　アンチセンス核酸は、標的特異性、ヌクレアーゼ耐性、送達又は該分子の有効性に関す
る他の特性を増強するため、核酸主鎖への又は糖及び塩基部分（またはそれらの均等物）
への修飾も含有し得る。こうした修飾には、コレステロール部分、アクリジンのような二
重鎖インターカレーター、又は一つ又はそれ以上のヌクレアーゼ抵抗性基が含まれる。
【０１１４】
　アンチセンス核酸は、化学的又は生物学的、又は該単離されたｍｉＲ遺伝子産物につい
て前に記載した組換えプラスミド又はウイルスベクターから発現することも可能である。
産生する又は試験するための方法の例は、当業者には自明である；例えば、それらの全開
示が本明細書において援用される、Stein and Cheng (1993), Science 261 :1004及びWoo
lf et al., による米国特許第5,849,902号を参照されたい。
【０１１５】
　所与のｍｉＲ遺伝子の発現は、酵素的核酸によっても抑制し得る。本明細書で使用され
る「酵素的核酸」とは、ｍｉＲ遺伝子産物の近接する核酸配列に相補性を有する基質結合
領域を含んでなる核酸を指し、それは該ｍｉＲ遺伝子産物を特異的に切断することが可能
である。酵素的核酸基質結合領域は、ｍｉＲ遺伝子産物中の近接する核酸配列と、例えば
、５０～１００％相補的、７５～１００％相補的又は９５～１００％相補的であり得る。
該酵素的核酸は、塩基、糖及び／又はリン酸基に修飾を含んでなることもできる。本方法
における使用のための酵素的核酸の例はリボザイムである。
【０１１６】
　該酵素的核酸は、化学的又は生物学的、又は該単離されたｍｉＲ遺伝子産物について前
に記載した組換えプラスミド又はウイルスベクターから発現することも可能である。ｄｓ
ＲＮＡ又はｓｉＲＮＡ分子を産生する又は試験するための方法の例は、それらの全開示が
本明細書において援用される、Werner and Uhlenbeck (1995), Nucl Acids Res. 23:2092
-96; Hammann et al. (1999), Antisense and Nucleic Acid Drug Dev. 9:25-31 ；及びC
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ech et al. による米国特許第4,987,071 号に記載されている。
【０１１７】
　少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物、又はｍｉＲ発現を抑制するための少なくとも一つ
の化合物の投与は、固形癌を有する対象中の癌細胞の増殖を抑制するであろう。本明細書
で使用される「癌細胞の増殖を抑制する」とは、該細胞を殺す、又は該細胞の増殖を持続
的又は一時的に休止させる又は遅らせることを意味する。もし、ｍｉＲ遺伝子産物又はｍ
ｉＲ遺伝子発現抑制化合物の投与後に該対象中のこうした細胞の数が一定に残るか又は減
少したら、癌細胞増殖の抑制が推測できる。もし、こうした細胞の絶対数が増加しても、
腫瘍増殖の速度が低下したら、癌細胞の増殖の抑制がまた推測できる。
【０１１８】
　対象体中の癌細胞の数は、直接測定により、又は原発性又は転移性腫瘍塊のサイズから
の推定により決定し得る。例えば、対象中の癌細胞の数は、免疫組織学的方法、フローサ
イトメトリー、又は癌細胞の特徴的表面マーカーを検出するように設計された他の技術に
より測定し得る。
【０１１９】
　腫瘍塊のサイズは、直接視覚的観察により、又はＸ線、磁気共鳴イメージング、超音波
及びシンチグラフィーのような診断的イメージング法により確認し得る。腫瘍塊のサイズ
を確認するために使用される診断的イメージング法は、当該技術分野では公知の造影剤を
用いることができるが、又は用いなくてもよい。腫瘍塊のサイズは、組織塊の触診のよう
な物理的手段により、又はキャリパーのような計測器での組織塊の測定によっても確認し
得る
　ｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物は、対象の癌細胞へこれらの化合物
を送達するために適したいずれかの手段により対象に投与し得る。例えば、該ｍｉＲ遺伝
子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物は、これらの化合物で、又はこれらの化合物をコ
ードする配列を含んでなる核酸で該対象の細胞をトランスフェクトするために適した方法
により投与し得る。
【０１２０】
　一つの態様において、該細胞は、少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子
発現抑制化合物をコードする配列を含んでなるプラスミド又はウイルスベクターでトラン
スフェクトされる。
【０１２１】
　真核細胞のためのトランスフェクション法は当該技術分野では公知であり、そして、例
えば、細胞の核又は前核内への核酸の直接注入；エレクトロポレーション；リポソーム輸
送又は親油性物質により仲介される輸送；レセプター仲介核酸送達；生物弾道又は粒子加
速；リン酸カルシウム沈澱、及びウイルスベクターにより仲介されるトランスフェクショ
ンが含まれる。
【０１２２】
　例えば、細胞はリポソーム輸送化合物、例えば、ＤＯＴＡＰ（Ｎ－［ｌ－（２，３－ジ
オレオイルオキシ）プロピル］－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチル－アンモニウムメチルスルフェ
ート、Boehringer-Mannheim ）又はリポフェクチン（ＬＩＰＯＦＥＣＴＩＮ）のような均
等物でトランスフェクトし得る。使用される核酸の量は、本発明の実施には決定的ではな
い；０．１～１００マイクログラム核酸／１０５細胞で受容可能な結果が達成できる。例
えば、１０５細胞当たり、３マイクログラムのＤＯＴＡＰ中に約０．５マイクログラムの
プラスミドベクターの比で使用し得る。
【０１２３】
　ｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物は、いずれかの適した経腸又は非経
口投与経路によっても対象に投与し得る。本方法のために適した経腸投与経路には、例え
ば、経口、直腸又は鼻孔内送達が含まれる。適した非経口投与経路には、例えば、血管内
投与（例えば、静脈内ボーラス投与、静脈内注入、動脈内ボーラス投与、動脈内注入、及
び血管系内へのカテーテル点滴注入）；組織周辺及び組織内注射（例えば、腫瘍周囲及び
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腫瘍内注射、網膜内注射又は網膜下注射）；皮下注入（浸透圧ポンプによるような）を含
む皮下注射又はデポジション；カテーテル又は他の設置デバイス（例えば、網膜ペレット
又は座剤、又は多孔質、非多孔質又はゲル状物質を含んでなる移植片）による目的の組織
への直接適用；及び吸入が含まれる。特に適した投与経路は注射、注入及び腫瘍内への直
接注射である。
【０１２４】
　本方法において、ｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物は、裸のＲＮＡと
して、送達試薬と組み合わせて、又は該ｍｉＲ遺伝子産物又は発現抑制化合物を発現する
配列を含んでなる核酸（例えば、組換えプラスミド又はウイルスベクター）として該対象
に投与し得る。適した送達試薬には、例えば、Mirus Transit　TKO 親油性試薬；リポフ
ェクチン；リポフェクタミン；セルフェクチン；ポリカチオン（例えば、ポリリジン）及
びリポソームが含まれる。
【０１２５】
　該ｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物を発現する配列を含んでなる組換
えプラスミド又はウイルスベクター、及びこうしたプラスミド及びベクターを癌細胞に送
達するための技術は本明細書で議論されている、及び／又は当該技術分野で公知である。
【０１２６】
　特定の態様において、ｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現阻害化合物（又はそれら
をコードする配列を含んでなる核酸）を対象に送達するためにリポソームが使用される。
リポソームは該遺伝子産物又は核酸の血中半減期を増加させることもできる。本発明で使
用するために適したリポソームは、一般的に中性又は陰性に荷電したリン脂質及びコレス
テロールのようなステロールを含む、標準小胞形成脂質から形成し得る。脂質の選択は、
所望のリポソームサイズ及び血流におけるリポソームの半減期のような因子の考慮により
一般的に導かれる。例えば、それらの全開示が本明細書において援用される、Szoka et a
l. (1980), Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467；及び米国特許第4,235,871、4,501,728
、4,837,028及び5,019,369 号に記載されているように、リポソームを作製するための多
様な方法は公知である。
【０１２７】
　本方法で使用するためのリポソームは、リポソームに癌細胞を標的とさせるリガンド分
子を含むことができる。腫瘍細胞抗原に結合するモノクローナル抗体のような、癌細胞に
一般的なレセプターに結合するリガンドが好ましい。
【０１２８】
　本方法で使用するためのリポソームは、単核マクロファージ系（「ＭＭＳ」）及び細網
内皮系（「ＲＥＳ」）によるクリアランスを避けるために修飾され得る。こうした修飾リ
ポソームは、表面上又はリポソーム構造内に組み入れられたオプソニン化阻害部分を有す
る。特に好ましい態様において、本発明のリポソームはオプソニン化阻害部分及びリガン
ドの両方を含んでなることが可能である。
【０１２９】
　本発明のリポソームの調製において使用のためのオプソニン化阻害部分は、典型的には
リポソーム膜へ結合された大きな親水性ポリマーである。本明細書で使用する、オプソニ
ン化阻害部分がリポソーム膜に「結合されて」いるとは、例えば、膜それ自身内への脂溶
性アンカーのインターカレーションにより、又は膜脂質の活性基への直接結合により化学
的又は物理的に膜に結合されている場合である。これらのオプソニン化阻害親水性ポリマ
ーは保護的表面層を形成し、ＭＭＳ及びＲＥＳによるリポソームの取り込みを著しく減少
させる；例えば、その全開示が本明細書において援用される米国特許第4,920,016号に記
載されているように。
【０１３０】
　リポソームを修飾するために適したオプソニン化阻害部分は、好ましくは、約５００～
約４０，０００ダルトン、及びより好ましくは約２，０００～約２０，０００ダルトンの
平均分子量を有する水溶性ポリマーである。こうしたポリマーには、ポリエチレングリコ
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ール（ＰＥＧ）又はポリプロピレングリコール（ＰＰＧ）又はそれらの誘導体；例えば、
メトキシＰＥＧ及びＰＰＧ、又はＰＥＧ及びＰＰＧステアレート；ポリアクリルアミド又
はポリＮ－ビニルピロリドンのような合成ポリマー；直鎖状、分枝又は樹状のポリアミド
アミン；ポリアクリル酸；多価アルコール、例えば、カルボキシ又はアミノ基が化学的に
結合されたポリビニルアルコール及びポリキシリトール、ならびにガングリオシドＧＭｌ
のようなガングリオシド、が含まれる。ＰＥＧ、メトキシＰＥＧ又はメトキシＰＰＧ又は
それらの誘導体のコポリマーも適している。加えて、該オプソニン化阻害ポリマーは、Ｐ
ＥＧとポリアミノ酸、ポリサッカリド、ポリアミドアミン、ポリエチレンアミン又はポリ
ヌクレオチドとのブロックコポリマーでもあり得る。該オプソニン化阻害ポリマーは、ア
ミノ酸又はカルボン酸、例えば、ガラクツロ酸、グルクロン酸、マンノン酸、ヒアルロン
酸、ペクチン酸、ノイラミン酸、アルギン酸、カラゲナンを含有する天然のポリサッカリ
ド；アミノ化ポリサッカリド又はオリゴサッカリド（直鎖又は分枝）；又は、例えば、生
じたカルボキシル基で繋がっている炭酸の誘導体と反応させたカルボキシル化ポリサッカ
リド又はオリゴサッカリドでもあり得る。好ましくは、オプソニン化阻害部分はＰＥＧ、
ＰＰＧ又はそれらの誘導体である。ＰＥＧ又はＰＥＧ誘導体で修飾されたリポソームは、
しばしば「ＰＥＧ化リポソーム」と称される。
【０１３１】
　オプソニン化阻害部分は、多数の公知の技術のいずれか一つによりリポソーム膜に結合
し得る。例えば、ＰＥＧのＮ－ヒドロキシスクシニミドエステルはホスファチジル－エタ
ノールアミン脂溶性アンカーへ結合することが可能であり、そして次ぎに膜へ結合される
。同様に、デキストランポリマーは、Ｎａ（ＣＮ）ＢＨ３及び３０：１２の比のテトラヒ
ドロフラン及び水のような溶媒混合物を使用した６０℃での還元的アミノ化を介して、ス
テアリルアミン脂溶性アンカーで誘導体化し得る。
【０１３２】
　オプソニン化阻害部分で修飾されたリポソームは、循環系において無修飾リポソームよ
りも長く残存する。このような理由のため、こうしたリポソームはしばしば「ステルス」
リポソームと称される。ステルスリポソームは、多孔質又は「漏出性」微小血管系から栄
養を受けている組織で蓄積されることが知られている。それ故、こうした微小血管系欠陥
により特徴付けられる組織、例えば、固形腫瘍はこれらのリポソームを効率的に蓄積する
であろう；Gabizon, et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 18:6949-53 を
参照されたい。加えて、ＲＥＳによる減少した取り込みは、肝臓及び脾臓におけるリポソ
ームの有意な蓄積を防止することにより、ステルスリポソームの毒性を低下させる。それ
故、オプソニン化阻害部分で修飾されたリポソームは、該ｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺
伝子発現阻害化合物（又はそれらをコードする配列を含んでなる核酸）を腫瘍細胞に送達
するのに特に適している。
【０１３３】
　ｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物は、当該技術分野で公知である技術
に従って、対象への投与に先立って、しばしば「医薬（medicament）」と称される医薬組
成物として製剤し得る。従って、本発明は固形癌治療のための医薬組成物を包含する。一
つの態様において、該医薬組成物は、少なくとも一つの単離されたｍｉＲ遺伝子産物、又
は単離された変異体又はそれらの生物学的に活性なフラグメント及び薬学的に許容できる
坦体を含んでなる。特定の態様において、少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物は、適した
対照細胞と比べて固形癌細胞中で減少したレベルの発現を有するｍｉＲ遺伝子産物に対応
する。特定の態様において、単離されたｍｉＲ遺伝子産物は、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２
１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから
成る群より選択される。
【０１３４】
　他の態様において、本発明の医薬組成物は、少なくとも一つのｍｉＲ発現阻害化合物を
含んでなる。特定の態様において、該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物は、
対照細胞よりも結腸癌細胞においてその発現が多いｍｉＲ遺伝子に特異的である。ある態
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様において、ｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物は、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１
０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択
された一つ又はそれより多くのｍｉＲ遺伝子産物に特異的である。
【０１３５】
　本発明の医薬組成物は少なくとも無菌で及び発熱物質が含まれていないことで特徴付け
られる。本明細書で使用される「医薬製剤」は、ヒト及び獣医学使用のための製剤を含む
。本発明の医薬組成物を製造するための方法は、例えば、その全開示が本明細書において
援用される、Remington's Pharmaceutical Science, 17th ed., Mack Publishing Compan
y, Easton, Pa. (1985) に記載されているように、当業者には自明である。
【０１３６】
　本医薬組成物は、医薬として受容可能な坦体と混合された、少なくとも一つのｍｉＲ遺
伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物（又はそれらをコードする配列を含んでなる少
なくとも一つの核酸）（例えば、０．１～９０重量％）又はそれらの生理学的に受容可能
な塩を含んでなる。特定の態様において、本発明の医薬組成物は追加の一つ又はそれより
多くの抗癌剤（例えば、化学療法剤）を含んでなる。本発明の医薬製剤は、リポソームで
被包されている少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物（又
は、それらをコードする配列を含んでなる少なくとも一つの核酸）及び薬学的に許容でき
る坦体も含むことができる。一つの態様において、該医薬組成物は、ｍｉＲ遺伝子又はｍ
ｉＲ－２１である遺伝子産物を含んでなる。
【０１３７】
　特に適した薬学的に許容できる坦体は、水、緩衝化水、通常の生理食塩水、０．４％生
理食塩水、０．３％グリシン、ヒアルロン酸などである。
　特定の態様において、本発明の医薬組成物は、ヌクレアーゼによる分解に耐性である該
ｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物（又は、それらをコードする配列を含
んでなる少なくとも一つの核酸）を含んでなる。当業者は、例えば、２’位が修飾されて
いる一つ又はそれ以上のリボヌクレオチドを該ｍｉＲ遺伝子産物内に取り込ませることに
より、ヌクレアーゼ耐性である核酸を容易に合成し得る。適した２’修飾リボヌクレオチ
ドには、フルオロ、アミノ、アルキル、アルコキシ及びＯ－アリルで２’位が修飾されて
いるものが含まれる。
【０１３８】
　本発明の医薬組成物は、慣用的医薬賦形剤及び／又は添加剤も含むことができる。適し
た医薬賦形剤には、安定剤、抗酸化剤、浸透圧調節剤、緩衝剤及びｐＨ調整剤が含まれる
。適した添加剤には、例えば、生理学的生体適合性緩衝剤（例えば、トロメタミン塩酸塩
）、キレート剤（例えば、ＤＴＰＡ又はＤＴＰＡ－ビスアミドのような）又はカルシウム
キレート錯体（例えば、カルシウムＤＴＰＡ、ＣａＮａＤＴＰＡ－ビスアミドのような）
の添加又は、随意に、カルシウム又はナトリウム塩の添加（例えば、塩化カルシウム、ア
スコビル酸カルシウム、グルコン酸カルシウム又は乳酸カルシウム）が含まれる。本発明
の医薬組成物は液体形態での使用のために包装することができ、又は凍結乾燥することが
できる。
【０１３９】
　本発明の固形医薬組成物のためには、慣用的無毒固体の薬学的に許容できる坦体を使用
することができる；例えば、医薬用のマンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン
酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、タルク、セルロース、グルコース、スクロース
、炭酸マグネシウムなど。
【０１４０】
　例えば、経口投与のための固形医薬組成物は、上に列挙したいずれかの坦体及び賦形剤
、及び１０～９５％、好ましくは２５％～７５％の該少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物
又はｍｉＲ遺伝子発現阻害化合物（又は、それらをコードする配列を含んでなる少なくと
も一つの核酸）を含み得る。エアロゾル（吸入）投与のための医薬組成物は、０．０１～
２０重量％、好ましくはｌ％～１０重量％の上記のようにリポソーム中に被包された該少
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なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制化合物（又は、それらをコー
ドする配列を含んでなる少なくとも一つの核酸）、及び噴霧剤を含み得る。望むなら坦体
も含ませ得る；例えば、鼻腔内送達のためのレシチン。
【０１４１】
　本発明の医薬組成物は、一つ又はそれより多くの抗癌剤をさらに含んでなる。特定の態
様において、該組成物は、少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物又はｍｉＲ遺伝子発現抑制
化合物（又は、それらをコードする配列を含んでなる少なくとも一つの核酸）、及び少な
くとも一つの化学療法剤を含んでなる。本発明の方法に適している化学療法剤には、限定
されるわけではないが、ＤＮＡアルキル化剤、抗腫瘍抗生物質剤、抗代謝製剤、チューブ
リン安定化剤、チューブリン不安定化剤、ホルモンアンタゴニスト剤、トポイソメラーゼ
阻害剤、タンパク質キナーゼ阻害剤、ＨＭＧ－ＣｏＡ阻害剤、ＣＤＫ阻害剤、サイクリン
阻害剤、カスパーゼ阻害剤、メタロプロテイナーゼ阻害剤、アンチセンス核酸、三重らせ
んＤＮＡ、核酸アプタマー及び分子的修飾ウイルス、細菌又は外毒素剤が含まれる。本発
明の組成物に適した剤の例には、限定されるわけではないが、シチジンアラビノシド、メ
トトレキサート、ビンクリスチン、エトポシド（ＶＰ－１６）、ドキソルビシン（アドリ
アマイシン）、シスプラチン（ＣＤＤＰ）、デキサメタゾン、アルグラビン、シクロホス
ファミド、サルコリシン、メチルニトロソ尿素、フルオロウラシル、５－フルオロウラシ
ル（５ＦＵ）、ビンブラスチン、カンプトテシン、アクチノマイシンＤ、マイトマイシン
Ｃ、過酸化水素、オキサリプラチン、イリノテカン、トポテカン、ロイコボリン、カルム
スチン、ストレプトゾシン、ＣＰＴ－Ｉｌ、タキソール、タモキシフェン、ダカルバジン
、リツキシマブ、ダウノルビシン、１－β－Ｄ－アラビノフラノシルシトシン、イマチニ
ブ、フルダラビン、ドセタキセル及びＦＯＬＦＯＸ４が含まれる。
【０１４２】
　発癌の抑制剤を同定する方法も本明細書において提供され、細胞に試験剤を提供するこ
と、及び該細胞中の少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定すること、を含ん
でなる。一つの態様において、該方法は、細胞に試験剤を提供すること、及び癌細胞中で
減少した発現に関連する少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定すること、を
含んでなる。適した対照細胞（剤が提供されていない）に比べ、剤が提供された後のｍｉ
Ｒ遺伝子産物のレベルの増加は、該試験剤が発癌の抑制剤であった指標である。特定の態
様において、癌細胞中の減少した発現レベルに関連した少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産
物は、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２
０３及びそれらの組み合わせから成る群より選択される。
【０１４３】
　他の態様において、該方法は、細胞に試験剤を提供すること、及び癌細胞中で増加した
発現に関連する少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定すること、を含んでな
る。適した対照細胞（剤が提供されていない）に比べ、剤が提供された後のｍｉＲ遺伝子
産物のレベルの減少は、該試験剤が発癌の抑制剤であった指標である。特定の態様におい
て、癌細胞中の増加した発現レベルに関連した少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物は、ｍ
ｉＲ２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－２０３及び
それらの組み合わせから成る群より選択される。
【０１４４】
　適した剤には、限定されるわけではないが、薬剤（例えば、低分子、ペプチド）及び生
体高分子（例えば、タンパク質、核酸）が含まれる。該剤は、組換え的に、合成的に製造
することが可能であり、又は天然源から単離する（即ち、精製する）ことができる。細胞
へこうした剤を提供するための多様な方法（例えば、トランスフェクション）は当該技術
分野では公知であり、こうした方法のいくつかは上に記載されている。少なくとも一つの
ｍｉＲ遺伝子産物の発現検出するための方法（例えば、ノーザンブロッティング法、イン
サイチュハイブリダイゼーション、ＲＴ－ＰＣＲ、発現プロファイリング）も当該技術分
野では公知である。これらの方法のいくつかも本明細書に記載されている。
【０１４５】
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　本発明はここで以下の非制限実施例により例示されるであろう。
【実施例】
【０１４６】
　実施例１
マイクロＲＮＡ発現パターンは結腸腫瘍において変化する
　我々は、マイクロＲＮＡマイクロアレイ３０を使用して、結腸腫瘍性及び隣接する非腫
瘍性組織の８４対のマイクロＲＮＡプロファイルを比較した。これら８４対象は、発症結
腸腺癌を有するグレーターボルチモア、メリーランド地区から採用された患者であり、メ
リーランド試験コホートと称される（表１）。
【０１４７】



(33) JP 2013-176370 A 2013.9.9

10

20

30

40

【表１】

【０１４８】
　腫瘍マイクロＲＮＡプロファイルは、非腫瘍プロファイルと明瞭に異なっていた。３７
の独立したマイクロＲＮＡが腫瘍において異なって発現されていることが発見された（ｐ
＜０．００１、偽発見率＜０．５％）；表２。
【０１４９】
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【表２】

【０１５０】
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【表３】

【０１５１】
　２６のマイクロＲＮＡがより高いレベルで腫瘍中に発現され、ｍｉＲ－２１の富化は最
も高いもので１．８倍であった。グローバルマイクロＲＮＡプロファイルは、３近傍か又
は近傍セントロイドクラス予測アルゴリズム（１０－ホールドクロスバリデーション（fo
ld cross validation）、反復１００回）を使用し、腫瘍及び対をなす非腫瘍組織間を８
９％の正確度で区別し、発癌の間にマイクロＲＮＡ発現パターンの系統的変化を示唆して
いる。
【０１５２】
　我々は、腫瘍及び対となった非腫瘍組織間の発現差違と組み合わされた悪い生存率への
それらの関連性に基づき、検証のためにｍｉＲ－２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６
ａ、ｍｔＲ－１８１ｂ及びｍｉＲ－２０３を選択した。検証のため、独立したコホートか
らの腫瘍及び対となった非腫瘍組織において、これらのマイクロＲＮＡの発現レベルをｑ
ＲＴ－ＰＣＲで測定した。検証コホートは、発症結腸癌を有する香港、中国から採用され
た１１３人の患者から成っている（表１）。
【０１５３】
　ＭｉＲ－２０ａ（２．３倍）、ｍｉＲ－２１（２．８倍）、ｍｉＲ１０６ａ（２．４倍
）、ｍｉＲ－１８１ｂ（１．４倍）及びｍｉＲ－２０３（１．８倍）は腫瘍中でより高い
レベルで全て発現された（ｐ＜０．００１、ウィルコクソンマッチドペア検定）（表３ａ
）。
【０１５４】
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【表４】

【０１５５】
【表５】

【０１５６】
　ほとんどの腫瘍（ｍｉＲ－２０ａについて８９％、ｍｉＲ－２１について８７％、ｍｉ
Ｒ－１０６ａについて９０％、ｍｉＲ－１８１ｂについて７１％及びｍｉＲ－２０３につ
いて７４％）は対となった非腫瘍組織よりも高発現のこれらのマイクロＲＮＡを有してい
た。これら５つのマイクロＲＮＡについての発現パターンは、３近傍又は近傍セントロイ
ドアルゴリズムに基づくと（１０－ホールドクロスバリデーション、反復１００回）、そ
れぞれ９６％又は９８％の正確さで腫瘍に対して対となった非腫瘍組織を識別した。
【０１５７】
　腫瘍及び隣接する非腫瘍組織におけるｍｉＲ－２１発現を可視化するために、インサイ
チュハイブリダイゼーションを使用した（図ｌａ～ｆを参照されたい）。
　ｍｉＲ－２１は、隣接する非腫瘍組織と比較し、ヒト腫瘍組織中の結腸上皮細胞の核及
び細胞質の両方において高レベルで発現される。これらの結果は、ｑＲＴ－ＰＣＲ及びマ
イクロアレイデータと一致し、発癌におけるマイクロＲＮＡの役割を支持している。
【０１５８】
　ＭｉＲ－２１は結腸腺腫中でより高いレベルで発現される
　腺腫は、結腸腺癌の前躯体ステージを表す３。１８対の腺腫及び隣接する非腺腫組織に
おいて、ｑＲＴ－ＰＣＲによりｍｉＲ－２０ａｓ　ｍｉＲ２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉ
Ｒ－１８１ｂ及びｍｉＲ－２０３発現レベルを試験した。５つのマイクロＲＮＡの内の４
つが腺腫組織において増加したレベルを示したが、ｍｉＲ－２１のみが１．６倍より高く
有意に富化された（ｐ＝０．００６、ウィルコクソンマッチドペア検定）（表３ｂ参照）
。
【０１５９】
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　腺腫組織は、１５／１８の対応対においてより高いレベルのｍｉＲ－２１を発現した。
より進行したステージの腫瘍はより高いレベルのｍｉＲ－２１を発現する。対象は、腺腫
の診断及びＴＮＭ病期に基づいて分類し、腺腫が最も進行しておらず、及びＴＮＭステー
ジＩＶが最も進行していると考えられた。腺腫は、検証コホートからの腫瘍よりも低いレ
ベルのｍｉＲ－２１しか発現しなかった（ｐ＜０．００１、マンホイットニー検定）。も
り進行した腫瘍は、より高いレベルのｍｉＲ－２１を発現した（傾向分析、ｐ＜０．００
ｌ）（図Ｉｇ参照）。
【０１６０】
　この傾向は、メリーランド試験コホートからのマイクロＲＮＡマイクロアレイデータを
使用しても観察された（ｐ＝０．０４）（図２参照）。
【０１６１】
　高ｍｉＲ－２１発現は２つの独立したコホートにおいて予後不良を予測する
　個々のマイクロＲＮＡ腫瘍／非腫瘍（Ｔ／Ｎ）発現比を分析し、いずれが予後不良と関
係があるかどうかを決定した。Ｔ／ＮマイクロＲＮＡ発現比は、最高三分位値に基づいて
高いと分類した。高ＴＩＮ比が癌生存率と関係していた（ｐ＜０．０５）いずれのマイク
ロＲＮＡも探索した。これらから、腫瘍中で異なって発現されていた（ｐ＜Ｏ．００１）
マイクロＲＮＡを選択した。
【０１６２】
　５つのマイクロＲＮＡがこれらの基準を満足した。カプラン・マイヤー分析は、ｍｉＲ
－２０ａ（ρ＝０．０２）、ｍｉＲ－２１（ｐ＝０．００４）、ｍｉＲ－１０６ａ（ｐ＝
０．０１）、ｍｉＲ－１８１ｂ（ｐ＝０．０４）及びｍｉＲ－２０３（ｐ＝０．００４）
についての高Ｔ／Ｎ比は各々悪い生存率と関連していた。これら５つのマイクロＲＮＡを
さらなる分析のために選択した。
【０１６３】
　この研究の対象の８９～９３％からの結腸腺癌は典型的組織構造を有していた。少数の
腫瘍は、粘液腺癌、腺扁平上皮癌、又は印環細胞癌組織構造であった（表１参照）。腺癌
の異なったサブタイプは、生存予後を含む異なった臨床結果と関連し得る３１。組織構造
と関連する交絡（confounding）の可能性を除去するため、粘液腺癌、腺扁平上皮癌及び
印環細胞癌を有するすべての対象を初期分析から除外した。
【０１６４】
　Ｔ／Ｎ比と悪い生存率の関連性は、腫瘍組織、取り囲んでいる非腫瘍組織、又は両方の
組み合わせにおけるマイクロＲＮＡ発現が原因かもしれない。これらの可能性を区別する
ため、腫瘍及び対となった非腫瘍におけるマイクロＲＮＡ発現の関連を別々に分析した。
ｍｉＲ－２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ１０８ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ及びｍｉＲ－２０３
についての腫瘍中の高現レベル（最高三分位値に基づいて）は、メリーランド試験コホー
トにおける悪い生存率と各々関連していた（図３ａ参照、示されていないデータからも）
。該５つのマイクロＲＮＡのいずれについても、非腫瘍組織においてマイクロＲＮＡ発現
と有意な関連は観察されなかった。
【０１６５】
　一変量及び多変量Ｃｏｘ比例ハザード分析を使用し、腫瘍発現レベルと典型的腺癌を有
する個体における予後との関連性を評価した（表４ａ）。
【０１６６】
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【表６】

【０１６７】
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【表７】

【０１６８】
　高レベルのｍｉＲ－２１を発現している腫瘍を有する個体は、一変量（ＨＲ＝２．５［
１．２－５．２］、ｐ＝０．０１）及び多変量（ＨＲ＝２．９［１．４－６．１］、ｐ＝
０．００４）分析の両方において有意により高い結腸癌からの死のリスクがあった。
【０１６９】
　これらの発見を検証するため、ｑＲＴ－ＰＣＲを使用し、香港検証コホートにおけるこ
れら５つのマイクロＲＮＡについての腫瘍及び非腫瘍発現レベルを測定して予後との関連
性を分析した。高ｍｉＲ－２１腫瘍発現は、香港検証コホートにおいて予後不良を予測し
（ｐ＝０．００１、カプラン・マイヤーログランク検定）、一方、非腫瘍組織では予測で
きなかった（図３ｂ参照）。
【０１７０】
　このコホートにおいて、予後とｍｉＲ－２０ａ、ｍｉＲ－１０６ａ、１８１ｂ又はｍｉ
Ｒ－２０３の発現では、統計的に有意な関連性を発見できなかった。
　香港検証コホートにおいて、腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現は、年齢、性、腫瘍組織構造
、又は腫瘍位置とは有意に関連していなかった（フィッシャーの正確確率検定）。すべて
の共変量は、Ｃｏｘ比例ハザード分析により試験した（表４ｂ）。
【０１７１】
　腫瘍における高ｍｉＲ－２１発現（ＨＲ＝２．４［１．４－３．９］、ｐ＝０．００２
）及びＴＮＭ病期（ＨＲ＝４～７［２．４－９．５］、ｐ０．００ｌ）は、一変量モデル
において生存率と有意に関連していた。多変量Ｃｏｘ回帰分析は、腫瘍における高ｍｉＲ
－２１発現が他の臨床的共変量とは独立して悪い生存率予後を予測し（ＨＲ＝２．４［１
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致した。
【０１７２】
　腫瘍組織構造にかかわらず、すべての対象を含んだ分析を繰り返した。両方のコホート
において、高ｍｉＲ－２１発現と予後との関連が残っていた（図４参照、表５参照）。
【０１７３】
【表８】

【０１７４】
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【表９】

【０１７５】
　ＭｉＲ－２１発現レベル及び療法への応答
　アジュバント化学療法への応答に関連するバイオマーカーを同定することは、医師が療
法の利点をより良く予測することを可能にする。この目的のため、ステージＩＩ及びＩＩ
Ｉ癌患者におけるｍｉＲ－２１発現とアジュバント化学療法への応答の関連性を分析した
。アジュバント化学療法の投与についての情報は、メリーランド試験コホートにおける６
５人のステージＩｌ又はＩＩＩ対象の内の４７人及び香港検証コホートにおける全対象に
ついて利用可能であった。
【０１７６】
　両方のコホートにおいて、化学療法投与計画は、主としてフルオロウラシルに基づいて
おり（静脈内５－フルオロウラシルか又はウラシルと共にテガフールを含んでいる経口薬
剤［ＵＦＴ］の形態で）、レバミゾール又はロイコボリンは含まれているか又は含まれて
いない。典型的腺癌組織構造を有する対象のみをこの分析では使用し、メリーランドコホ
ートで化学療法を受けた４２人のステージ１Ｉ／ＩＩＩ個体の内の２０人を残した。化学
療法を受けたこれらについて、腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現は、一層悪い全生存を予測し
（ｐ＝０．０１、カプラン・マイヤーログランク検定）、高ｍｉＲ－２１がアジュバント
化学療法への応答不良に関連するという予備的支持を与えている。
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　香港検証コホートについて、典型的腺癌組織構造を有するステージＩＩ／ＩＩＩ癌の７
７個体をこの分析に使用した。アジュバント化学療法を受けたステージＩＩ／ＩＩＩ対象
は、受けなかったものよりも良好な生存予後を有していた（ｐ＝０．０２、カプラン・マ
イヤーログランク検定）。アジュバント化学療法を受けたこれらの対象間では（ｎ＝３６
）、腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現は治療に対する応答不良と関連しており（ｐ＝０．０３
、カプラン・マイヤーログランク検定）、メリーランドコホートにおいての観察と一致し
た（図５ａ参照）。
【０１７８】
　このコホートにおいて、アジュバント化学療法を受けたすべてのステージＩＩ対象（ｎ
＝１１）が生存したが（図５ｂ参照）、アジュバント化学療法を受けたすべてのステージ
ＩＩＩ対象（ｎ＝２５）については、高ｍｉＲ－２１発現は悪い生存率と関連していた（
ｐ＝０．０２、カプラン・マイヤーログランク検定）（図５ｃ参照）。
【０１７９】
　これらの観察を分析するために多変量Ｃｏｘ回帰分析が使用され、高ｍｉＲ－２１発現
が予後不良を予測し（ＨＲ＝３．１［１．５－６．１］；ｐ＝０．００１）、及び化学療
法を受けることは、他の臨床共変量とは独立して改善された生存における転帰survival o
utcome）を予測する（ＨＲ＝０．３［０．１－０．５］；ｐ０．００１）ことが示された
（表６ａ）。
【０１８０】
【表１０】

【０１８１】
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【表１１】

【０１８２】
　癌死の代わりのエンドポイントとして癌再発を使用する分析は、腫瘍中の高ｍｉＲ－２
１発現が、より速い疾患再発を予測するという類似の関連性を生じた（データは示されて
いない）。
【０１８３】
　両方のコホートを結合した分析は類似の関連性を生じた。カプラン・マイヤー分析は、
高ｍｉＲ－２１発現がステージＩＩ（ｐ＝０．０２）又はステージＩＩＩ（ｐ＝０．００
４）対象における予後不良を予測することを実証した（図６参照）。
【０１８４】
　高ｍｉＲ－２１発現は、ステージＩＩ／ＩＩＩ対象（ｐ＝０．００３）又はステージＩ
ＩＩ対象単独（ｐ＝０．００７）において化学療法に対する応答不良を予測した。多変量
Ｃｏｘ回帰分析は、高ｍｉＲ－２１発現は予後不良を予測し（ＨＲ＝３．０［１．７－５
．４］；ｐ＜０．００１）、及びアジュバント化学療法での治療が他の臨床共変量とは独
立して改善された生存を予測する（ＨＲ＝０．４［０．２－０．８］；ｐ＝０．００４）
ことを実証した（表６ｂ）。
【０１８５】
　議論
　２つの独立したコホートを使用し、結腸癌組織中のマイクロＲＮＡプロファイルを分析
した。マイクロＲＮＡマイクロアレイ分析によると、３７のマイクロＲＮＡが腫瘍組織中
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では異なって発現された。５つすべての試験されたマイクロＲＮＡの発現パターンを香港
コホートにおいて検証した。腫瘍及び非腫瘍組織間を区別する５マイクロＲＮＡの識別力
は、発癌の間にマイクロＲＮＡ発現パターンの予測可能な及び系統的変化が起こり、散発
性結腸腺癌の大多数を代表するようであることを示している。
【０１８６】
　ｍｉＲ－２０ａ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ及びｍｉＲ－２
０３はすべて結腸腫瘍中でより高いレベルで発現されていることが観察された。マイクロ
ＲＮＡ発現パターンにおけるこれらの変化は、結腸癌又は癌の組織学的進行の原因と単に
関連することができる。マイクロＲＮＡ発現パターンにおける変化が腫瘍形成を促進する
という強い証拠がある（特にｍｉＲ－２０ａ及びｍｉＲ－２１について）。ｍｉＲ－２０
ａはｍｉＲ－１７－９２ポリシストロニックマイクロＲＮＡクラスターの一部である３２

。
【０１８７】
　このクラスターの過剰発現は、インビトロで細胞増殖を増強し３３、動物モデルにおい
て腫瘍形成を促進する１６。ｍｉＲ－１７－９２クラスターの強制された発現は、抗血管
新生Ｔｓｐｌタンパク質を負に調節することにより、マウスにおいて増加した腫瘍サイズ
及び血管形成を引き起こす２４。実験的証拠は、増加したｍｉＲ－２１発現は腫瘍発育を
促進することも示唆している。ｍｉＲ－２１は、ほとんどの固形腫瘍中で高レベルで発現
される１９，３４。ｍｉＲ－２１の過剰発現は、ヒト神経膠芽腫細胞において抗アポトー
シス因子として作用する１３。ｍｉＲ－２１の抑制は、インビトロで細胞増殖を抑制し、
抗アポトーシス因子Ｂｃｌ－２３５の間接下方調節を介して異種移植片マウスモデルにお
ける腫瘍増殖を抑制する３５。ヒト細胞株での研究は、ｍｉＲ－２１が腫瘍抑制遺伝子Ｐ
ＴＥＮ３６及びＴＰＭ１３７も標的とし得ることを示した。これらのデータを一緒にする
と、発癌の間に改変されたＲＮＡ発現の因果的役割が支持される。
【０１８８】
　腺腫は腺癌の前躯体ステージを表す。腺腫は高レベルのｍｉＲ－２１を発現する。もし
、増加したｍｉＲ－２１発現が結腸腫瘍進行を促進するならば、腺腫における増加した発
現は、癌への進行における早期の細胞事象であることができる。ｍｉＲ－２１活性を抑制
することは、家族性腺腫様ポリープ症３８を有する個体のような、結腸癌について高いリ
スクの集団において腫瘍促進を予防することの助けとなることができる。
【０１８９】
　従って、マイクロＲＮＡ発現パターンと、結腸癌予後及びアジュバント化学療法に対す
る応答との関連を実証する証拠が本明細書に提示される。より進行した腫瘍は、より高い
レベルのｍｉＲ－２１を発現する。腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現と悪い生存率との強い関
連性が、メリーランド試験コホート及び香港検証コホートで別々に観察された。
【０１９０】
　各コホートにおいて、これらの関連性は、他のすべての臨床共変量とは独立しており、
ｍｉＲ－２１発現は有用な予後指標であることができることを示しており、ＴＮＭ病期及
び他の臨床的指標に加えて、最終的な癌のより高いリスクにある患者を同定する助けとな
る。これらの観察は、非常に異なる人種及び地理的構成を有する２つの独立したコホート
でなされた。それ故、我々の観察は他の集団に広く応用可能と思われる。
【０１９１】
　腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現は、両方のコホートにおいて、アジュバント化学療法に対
する応答不良と関連していた。これらの結果は、ｍｉＲ－２１発現状態が既知である個体
における療法の利点を予測する助けとなり得る。加えて、もし高ｍｉＲ－２１発現が、結
腸癌患者の悪い生存率の原因であるならば、ｍｉＲ－２１を標的とするantagomir２９，

３９又は他のアンチセンス療法剤は、高ｍｉＲ－２１発現腫瘍を有する対象において療法
的利点を有し得る。これらは生存における転帰を改善する現行療法に加えて使用すること
ができる。
【０１９２】
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　本発明者はここに、結腸腫瘍及び対となる非腫瘍組織間の、マイクロＲＮＡ発現パター
ンの系統的差違を発見した。腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現は、病期及び他の臨床的共変量
とは独立して、悪い生存における転帰及びアジュバント化学療法に対する応答不良を予測
し、結腸腺癌及び療法への応答を含む生存予後のための有用な診断バイオマーカーである
ことができることを示唆している。
【０１９３】
　方法
　組織採取及びＲＮＡ単離：
　原発性結腸腫瘍及び隣接する非腫瘍組織の対は、１９９３年から２００２年の間に、Un
iversity of Maryland Medical Center で採用された８４人の患者、及び１９９１年から
２０００年の間に、香港のQueen Mary Hospital で採用された１１３人の患者である。年
齢、性、臨床病期、腫瘍位置、診断からの生存時間及びアジュバント化学療法の受け取り
を含む各組織ドナーについての詳細な背景を集めた。腫瘍組織構造は、World Health Org
anization Classification of Tumor System１に従って分類した。腺腫組織はCooperativ
e Human Tissue Network から得た。この研究は、Institutional Review Board of the N
ational Institutes of health、Institutional Review Board of the University of Ho
ng Kong/Hospital Authority Hong Kong West Cluster 及びInstitutional Review Board
 for Human Subject Research at the University of Maryland により承認された。
【０１９４】
　ＲＮＡ単離及びマイクロＲＮＡプロファイリング：
　ＲＮＡは標準ＴＲＩＺＯＬ（Invitrogen，Carlsbad）法を使用し、組織から抽出した。
マイクロＲＮＡマイクロアレイプロファイリングは、以前に記載されているように実行し
た３０。簡単には、５ｌａｇの全ＲＮＡを標識し、およそ４００ヒトマイクロＲＮＡプロ
ーブの四つ組を含有する各各マイクロＲＮＡマイクロアレイにハイブリダイズさせた。ス
ライドはPerkinElmer ScanArray LX5Kスキャナーを使用してスキャンした。マイクロＲＮ
ＡのｑＲＴ－ＰＣＲは、Taqman MicroRNAアッセイ（Applied Biosystems,Foster City）
を使用し、製造元の説明書に従い、７５００リアルタイムＲＴ－ＰＣＲシステム（Applie
d Biosystems,Foster City）で実施した。全ｑＲＴ－ＰＣＲ実験において、Ｕ６Ｂが規格
化対照であった。全アッセイは、二重（ｍｉＲ－２０ａ、ｍｉＲ－２０３）又は三重（ｍ
ｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ）に行った。ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－
１０６ａ及びｍｉＲ－１８１ｂについてのｑＲＴ－ＰＣＲは、その時点で生存における転
帰及び検証コホートのメンバーについての臨床データを教えられていないＡＪＳにより実
施した。
【０１９５】
　マイクロアレイ分析：
　この出願で議論されたデータはNCBIs Gene Expression Omnibus (GEO,http://www.ncbi
.nlm.nih.gov/geo/) にすでに寄託されており、GEO Series accession number GSE7828 
を介して利用できる。ＬＯＥＳＳ規格化マイクロアレイデータは、ＢＲＢアレイツール3.
5.0(http://linus.nci.nih.gov/.BRB-ArrayTools.html) 内に移入されており、すべての
続いてのマイクロアレイ分析はこのソフトウェアで実施した。
【０１９６】
　マイクロアレイ分析を実施した。アレイの＞２０％が失われている値を有するプローブ
は本分析から除去され、２３０のプローブが残った。ペア、クラス比較分析は、腫瘍中で
異なって発現されたマイクロＲＮＡを同定した（ｐ＜０．００１）。
【０１９７】
　悪い生存率に関連するマイクロＲＮＡについての探索を開始するため、マイクロアレイ
データを使用し、メリーランドコホート中で、腫瘍／非腫瘍（Ｔ／Ｎ）マイクロＲＮＡ発
現比を分析した。マイクロＲＮＡについてのＴＮ発現比は、ｌｏｇ２腫瘍発現値からｌｏ
ｇ２非腫瘍を差し引くことにより作製される。＞２５％のＴ／Ｎ比が失われているマイク
ロＲＮＡをフィルター除去し、２０８が残った。Ｔ／Ｎ発現比を２つに分け、最高三分位
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値は高と分類されより低い２つは低と分類された（追加の方法参照）。この高／低カット
オフはこの研究を通して普遍的に使用された。腫瘍及び非腫瘍マイクロＲＮＡ発現レベル
は、生存率との関連についての全ての分析のため、マイクロアレイ実験の日付に基づいて
バッチ規格化された。
【０１９８】
　インサイチュハイブリダイゼーション：
　インサイチュハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）は、ヒトｍｉＲ－２１、スクランブル
及びＵ６（Exiqon、Wobum）に対するプローブを用い、ヒト結腸組織に対してW. Klooster
man（http://www.exiqon.eom/uploads/.LNA 52- FFPE miRNA in situi.rotocol.pdf） に
より記述されたホルマリン－固定パラフィン－包埋（ＦＦＰＥ）組織のための製造元によ
るプロトコールに修正を加えて実施した。修正には、ポリクローナルウサギ抗ＤＩＧ／Ｈ
ＲＰ結合抗体及びDakoCytomation　GenPoint Tyramid Signal Amplication System　（Da
koCytomation、Carpinteria)、及び VECTORＲNovaRed（商標）基質(Vector Laboratories
、Burlingame）の使用が含まれる。イメージはOlympus DP70デジタルカメラ及びＤＰ制御
ソフトウェア（Olympus、Champaign）を使用するOlympus BX40 顕微鏡で撮影した。
【０１９９】
　統計分析：
　統計分析を実施した。ウィルコクソンマッチドペア試験を使用し、すべての全ｑＲＴ－
ＰＣＲデータについての、腫瘍及び対となる非腫瘍組織間のマイクロＲＮＡ発現の相違、
ならびに腺腫及び対となる非腺腫組織間の相違を分析した。報告されているすべての傾向
分析は、順序群にわたる傾向に対するノンパラメトリック検定である。すべてのカプラン
・マイヤー分析は、WINSTAT 2001(R. Fitch Software) を使用して実施した。多変量Ｃｏ
ｘ回帰分析はIntercooled Stata 9.2(StataCorp LP、College Station) を使用して実施
した。最終多変量モデルは、一変量モデルにおいて悪い生存率と関連する（ｐ＜０．１０
）ことが観察された臨床共変量の段階的追加及び除去に基づいていた。ｐ＜０．０５のワ
ルド統計を、最終多変量モデルにおける包含の基準として使用した。すべてのｐ値は両側
である。ハザード比は括弧内の９５％信頼区間で報告されている。発現グラフは、Graphp
ad Prism 4.0 (Graphpad Software Inc.、San Diego）を使用して作製した。
【０２００】
　追加のマイクロアレイ分析
　この分析に使用されたマイクロアレイは、ピン－スポッテッド（pin-spotted）マイク
ロＲＮＡマイクロアレイ（Ohio State University Comprehensive Cancer Center、versi
on 2.0 から）であった。各スポットの強度はフォアグラウンドの中央値強度であった。
この研究に使用された１７０マイクロアレイの各々は、１１５２０スポットを含んでいた
。フォアグラウンド強度がバックグラウンドより低い場合、すべてのスポットはＮＡと再
び割り当てられた（ＮＡは失われたデータスポットの印となる）。スキャナーにより欠損
していると警告されたすべてのスポットもＮＡと再び割り当てられた。高いフォアグラウ
ンド強度を有するすべてのブランク（オリゴなし）スポットはＮＡと再び割り当てられた
。各マイクロＲＮＡオリゴは、２つの隣接するスポットの２つの離れた対として、これら
アレイ上の四元のスポットにより表される。もしオリゴ四元について０又は１ＮＡがあり
、及び離れたオリゴ対の平均値がｌｏｇ２スケールで＞１異なっていれば、該四元のスポ
ットのすべてがＮＡと再び割り当てられた。もし、四元について３ＮＡスポットがあれば
、最終スポットはＮＡと再び割り当てられた。総計で、１，９５８，４００スポットの１
，０８２，６８９がこれらの方法を使用してＮＡと再び割り当てられた。ＬＯＥＳＳ（Lo
cally Weighted Scatterplot Smoothing）規格化は、Ｒソフトウェアパッケージを使用し
て実施した。すべてのデータを分析のためにＢＲＢアレイツールバージョン３．５．０に
移入し、すべての反復スポットを平均した。使用したアレイには本来８５対（腫瘍及び対
となる非腫瘍組織）があった。本来偶発結腸癌患者と同定された１つのケースが、後に原
位置癌腫と診断されていたことが判明したため、分析から除かれ、８４対象の研究集団が
残った。マイクロＲＮＡリストをフィルターにかけ、３８９ヒトｈｓａ－ｍｉＲプローブ
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セットのみが含まれるようにした。これらをさらにフィルターにかけ、アレイの２５％よ
り多くが失われているプローブセットを除去し、２３０ヒトマイクロＲＮＡプローブセッ
トを残した。ペアードクラス比較分析を使用し、腫瘍及び対となる非腫瘍組織間で異なっ
て発現されているマイクロＲＮＡを同定した。２つのマイクロＲＮＡ（ｍｉＲ－１８１ｂ
及びｍｉＲ－３３８）に対しては、２つの独立したプローブで測定すると各々反対の結果
を与え、各々のマイクロＲＮＡについて１つのプローブは腫瘍中でより高い発現を示し、
１つのプローブは腫瘍中でより低い発現を示した。各々に対して、より有意ではない結果
を廃棄し、ｍｉＲ－１８１ｂ及びｍｉＲ－３８８両方が腫瘍において富化されたとした。
加えて、ｑＲＴ－ＰＣＲで、ｍｉＲ－１８１ｂが腫瘍において富化されていることを確認
した。
【０２０１】
　我々は最初に各マイクロＲＮＡについての腫瘍／非腫瘍（Ｔ／Ｎ）発現プロファイルを
使用し、悪い生存率と関連するマイクロＲＮＡを探索した。この分析のため、すべての発
現データを普遍的高／低カットオフで２分することを決定し、悪い生存率との関連性を捜
した。どのような普遍的高／低カットオフを使用するべきかを決定するため、Ｔ／Ｎ発現
データを３つの別々の方法で２分し、どの方法が試験コホートにおいて最大の有意な結果
を与えるかを決定した。高発現を中央値、最高三分位値又は最高四分位値より高いかに基
づいて分類し、一変量Ｃｏｘ回帰分析を使用し、これらのカットオフと悪い生存率との関
連を試験した。腫瘍中で異なって発現された３７のマイクロＲＮＡの内、中央値より高い
に基づくと４の高発現が、最高三分位値に基づくと５が、及び最高四分位値に基づくと２
が悪い生存率と関連していた（ｐ＜０．０５、データは示されていない）。最高三分位値
に基づいた２分化が、メリーランド試験コホートにおいてこれらの基準に基づいて悪い生
存率と関連する最も多いマイクロＲＮＡを与えた；それ故、メリーランド試験コホート及
び香港検証コホート両方における、マイクロＲＮＡ発現レベル及び予後不良間の関係を分
析するため、この研究を通して最高三分位値に基づいた分類を普遍的に使用した。
【０２０２】
　マイクロＲＮＡマイクロアレイを使用し、腫瘍中のｍｉＲ－２１発現レベルと予後を比
較した。この分析に使用したマイクロアレイプローブは、ｈｓａ－ｍｉＲ－２１－ｐｒｅ
ｃｌ７Ｎｏｌであった。この分析はマイクロアレイ実験の日付に基づいたデータのバッチ
規格化を要求する。日付により規格化するため、所与のマイクロＲＮＡの最高１／３を発
現するアレイを、別々に各日について高いと分類した。いずれの所与の日でも、組織の１
２対までプロファイルした。１０対未満のマイクロアレイが実施されたいずれの日につい
ても、これらの日に実施されたアレイは廃棄され、５つのアレイの損失を生じた。これら
のデータは次ぎに、生存における転帰との関連の分析のため結合させた。我々はチェック
し、そしてマイクロアレイ実験の日付に基づいて分類した群間で、年齢、性、人種、腫瘍
部位、ＴＮＭステージ又は癌生存率の頻度分布には有意な相関がないことを見出した（フ
ィッシャーの正確確率検定）。
【０２０３】
　統計分析
　Ｃｏｘ比例ハザード回帰を使用し、患者生存率に対するｍｉｒ－２１発現レベル及び他
の臨床変数の影響を分析した。臨床変数に含まれるのは、年齢、性、人種、腫瘍部位、腫
瘍組織学、アジュバント療法の受け取り及びＴＮＭ病期である。これらのモデルに対し、
結腸癌について推奨されるスクリーニング年齢が５０歳であるので、年齢＞５０対年齢＜
５０の２分化年齢を選択し；腫瘍部位は、もし腫瘍が脾湾曲部内又は近位に位置していれ
ば近位と、もし腫瘍が下行結腸内又は遠位に位置していれば遠位と定義し；ＴＮＭ病期は
転移性対非転移性疾患に基づいて２分化し、ステージＩ－ＩＩ対ＩＩＩ－ＩＶを結果とし
て生じた。メリ－ランドコホートの１人の患者は手術当日に死亡し、０ヶ月の生存期間を
生じた。この場合はカプラン・マイヤー分析には含まれたが、図２の腫瘍中のｍｉＲ－２
１発現間のケースに相違を生じるＣｏｘ回帰分析（ｎ＝７２）及び表４のＣｏｘ回帰分析
のケースの数（ｎ＝７１）については除かれた。一変量Ｃｏｘ回帰が各臨床共変量におい
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おいて悪い生存率と関連する（ｐ＜０．１０）ことが観察された臨床共変量の段階的追加
及び除去に基づいていた。ｐ＜０．０５のワルド統計を、最終多変量モデルにおける包含
の基準として使用した。最終多変量モデルのため、最も簡潔なＣｏｘ回帰モデルを使用し
た。
【０２０４】
　実施例２－初期結果
　ｍｉＲＮＡは結腸腫瘍中で異なって発現される
　ｍｉＲＮＡマイクロアレイを使用し、８５対の癌性及び隣接する非癌性結腸組織のｍｉ
ＲＮＡプロファイルを分析した。腫瘍のｍｉＲＮＡ発現プロファイルは正常組織とは全く
異なっていたことが発見され、ｍｉＲＮＡが結腸発癌に重要な役割を果たすことができる
ことを示唆している。ペアードクラス比較分析は、これらの腫瘍中で異なって発現された
２７の独立したｍｉＲＮＡを同定した（表７）。
【０２０５】
　表７－対となる正常組織と比較し、２７のｍｉＲＮＡが結腸腫瘍中で異なって発現され
た。ＢＲＢアレイツール３．４でのペアードクラス比較を使用し、２７のｍｉＲＮＡが腫
瘍中で異なって発現されることが発見された。ｐ＜０．００１の有意値を異なって発現さ
れた基準として使用し、それは０．０８％の推定偽陽性率を生じた。上方は、腫瘍中でよ
り高いレベルで発現されたｍｉＲＮＡを示しており、一方、下方は、ｍｉＲＮＡレベルが
腫瘍中でより低かったことを示している。
【０２０６】
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【表１２】

【０２０７】
　偽陽性率（多重比較検定を説明する）はおよそ０．８％であり、これらほとんどの（全
部ではないにせよ）ｍｉＲＮＡが異なって発現されており、多重比較検定の結果ではない
ことを示している。１１のｍｉＲＮＡが腫瘍中で上昇した発現レベルを有していることが
観察され、一方、１６のｍｉＲＮＡが腫瘍中で減少有していることが観察された。加えて
、ｍｉＲＮＡプロファイルは、組織が腫瘍又は非腫瘍であったかを９２％の正確度で予測
するために使用できた。２０００のランダム順列に基づくと、偶然により生じるこれらの
予測の確率は極めて低かった（ｐ＜０．０００５）。これらの結果は、腫瘍及び正常組織
間のｍｉＲＮＡ発現プロファイルに系統的な相違があり、ｍｉＲＮＡ発現プロファイルが
結腸発癌の間に変わってくることを示している。
【０２０８】
　グローバルｍｉＲＮＡ発現プロファイルは結腸癌生存予後を予測する
　ｍｉＲＮＡ発現プロファイルが患者生存を予測するかどうかを決定した。この分析のた
め、各個体の各ｍｉＲＮＡについて、腫瘍対正常ｍｉＲＮＡ発現比（ＴＩＮ比）を計算し
た。すべてのｍｉＲＮＡ　ＴＩＮ比の非介在的（Unsupervised）階層的クラスタリングは
、任意に名付けたグループＡ及びグループＢの２つのグループに個体をグループ化した（
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図７）。
【０２０９】
　これら２つのグループは、臨床病期（ｐ＝０．００９；図Ｉｂ）及び生存予後（ｐ＝０
．０２６；図７ｃ）の両方が有意に異なっている。
　このことは、グローバルｍｉＲＮＡプロファイルは臨床病期を、及びより重要なことに
は、生存予後を予測することを示している。
【０２１０】
　一変量及び多変量Ｃｏｘ回帰分析を使用して、この関係をさらに詳細に調べた（表８）
。
　一変量（上）及び多変量（下）Ｃｏｘ回帰分析が行われ、ｍｉＲＮＡグループＢに分類
された個体が結腸癌で死亡するより高リスクあることが示された。年齢、性又は人種のど
れも生存リスクには寄与していなかった。これらの分析の目的のため、年齢は５０以上及
び未満に２分化し、人種をアフリカ系アメリカ人（ＡＡ）及び白人に２分化した。
【０２１１】

【表１３】

【０２１２】
　グループＢ個体は、結腸癌で死亡する有意により高いリスクを有していた（ハザード比
［ＨＲ］＝２．６；ｐ＝０．０４）。このリスクは、年齢、民族性及び性で調整後も有意
に高く残っていた（ＨＲ＝２．７；ｐ＝０．０３）。これらの結果は、予後を予測するた
め、結腸腫瘍のｍｉＲＮＡプロファイルを使用できる可能性を示している。これらの結果
は、ｍｉＲＮＡが結腸発癌に役割を果たすことができることも示唆する。
【０２１３】
　ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－１６ｈ、ｍｉＲ－２０
３、ｌｃｔ－７ｔｇ、ｍｉＲ－２９ａ、ｍｉＲ－１０３－２及びｍｉＲ－１０ａのプロフ
ァイルは結腸癌予後を予測する
　その発現レベルが結腸癌予後の生存を予測する個々のｍｉＲＮＡを同定した。悪い生存
予後と関連しているｍｉＲＮＡ発現パターンを同定するため、ＴＩＮ比にカプラン・マイ
ヤー生存プロット及び多変量Ｃｏｘ回帰分析を使用した。悪い生存率に相関するＴＩＮ比
を同定するためＢＲＢアレイツールを使用した（データは示されていない）。我々はこれ
らのｍｉＲＮＡをさらに詳細に分析することを選んだ。腫瘍中で異なって発現された（ｐ
＜０．０１）いずれのｍｉＲＮＡも分析した。各個体についてのＴＩＮ比を、中央値及び
最高四分位値ＴＩＮ比に基づいて２分化した。ＴＩＮ比が１８個体より多くで失われてい
る場合、分析からいずれのｍｉＲＮＡも除いた。そのＴＩＮ比が結腸癌予後を示す、ｍｉ
Ｒ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－１６ｈ、ｍｉＲ－２０３、ｌ
ｅｔ－７ｇ、ｍｉＲ－２９ａ、ｍｉＲ－１０３－２及びｍｉＲ－１０ａを含む少なくとも
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９のｍｉＲＮＡを同定した（図８、表９）。
【０２１４】
　個々のｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比のＣｏｘ回帰分析
　個々のｍｉＲＮＡが結腸癌で死亡するより高リスクの個体を分類するために使用できる
ことを示すため、一変量及び多変量Ｃｏｘ回帰分析を実施した。これら９ｍｉＲＮＡにつ
いてのＴＩＮ比は、ＴＮＭ病期、年齢、性及び人種とは独立して、生存予後の重要な予測
項目であった。ｍｉＲ－１６ｂ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２９ａ、ｍｉＲ－１０３－２、
ｍｉＲ－１０６ａ及びｍｉＲ－２０３についての高／低識別は、中央値ＴＩＮ比に基づい
て分類され、一方、ｌｅｔ－７ｇ、ｍｉＲ－１０ａ及びｍｉＲ－１８１ｂは最高四分位値
ＴＩＮ比に基づいて分類されたことに注意されたい。
【０２１５】
【表１４】

【０２１６】
【表１５】

【０２１７】
【表１６】
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【０２１８】
【表１７】

【０２１９】
【表１８】

【０２２０】
【表１９】

【０２２１】
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【表２０】

【０２２２】

【表２１】

【０２２３】

【表２２】

【０２２４】
　ｍｉＲ－２１発現は腫瘍で上昇される（表７）。ｍｉＲ－２１　ＴＩＮ比は、同様に結
腸癌患者の臨床病期及び生存予後にも関連している（表９、図８ａ）。
　より進行したＴＮＭ病期を有する個体は、より高いＴＩＮ比を有する傾向があった（ｐ
＝０．０３４）。ＴＩＮ比は、データを有する８０の個体の各々についての中央値に基づ
いて２分化した。高ｍｉＲ－２１　ＴＩＮ発現比を有する個体は、カプラン・マイヤー分
析（ｐ＝０．００４）に基づくとより悪い生存予後を有しており、高レベルのｍｉＲ－２
１を発現している腫瘍は予後不良を示すことを示唆している。これらの結果は、Ｃｏｘ回
帰分析でさらに分析した。
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【０２２５】
　高ＴＩＮ比のｍｉＲ－２１を有する個体は、一変量（ＨＲ＝３．０；ｐ＝０．０１）及
び年齢、性、人種及びＴＮＭ病期について調整した多変量（ＨＲ＝２．８；ｐ＝０．０２
）分析の両方でより高いリスクにあった（表９）。
【０２２６】
　この結果は、ｍｉＲ－２１発現レベルが予後予測法として有用であり得ること、及びＴ
ＮＭ病期単独よりも生存予後についてのより良い予測値を提供できることを示唆している
。ｍｉｒ－２１は多くの腫瘍タイプで異なって発現されていることが観察されている１２

～１８。
【０２２７】
　高レベルのｍｉＲ－２１が神経膠芽腫細胞においてアポトーシスの阻害を導くことがで
き５、一方、ｍｉＲ－２１の阻害がヒーラ細胞において増加した細胞増殖を導くことがで
きること１９も研究で示されている。
【０２２８】
　本発明者は、本明細書において、ｍｉＲ－２１が同様の様式で結腸発癌に寄与している
と信じられることを発見した。
　我々は、腫瘍中で上昇されたｍｉＲ－１０６ａ（表７）、及びｍｉＲ－１０６ａ　ＴＩ
Ｎ比が生存予後と相関することを見出した（表９、図８ｂ）。
【０２２９】
　ｍｉＲ－１０６ａは、ｍｉＲ－１７、ｍｉＲ－２０、ｍｉＲ－１０６ａ及びｍｉＲ－１
０６ｈを含むパラロガスｍｉＲＮＡのクラスのメンバーである２０。これらのｍｉＲＮＡ
は、１～２ヌクレオチドのみが異なっていること以外はお互いに非常に類似している。そ
れらの類似性のため、それらは類似した標的を有しているようである。興味深いことに、
これらのｍｉＲＮＡの４つすべてが、発現及び予後との関連に類似パターンを示す（デー
タは示されていない）。ｍｉＲ－１０６ａについての関連は、他のｍｉＲＮＡパラログの
いずれか又はすべてがこの関連に寄与しているという可能性を正式に除外するものではな
い。ＭｉＲ－１０６ａ　ＴＩＮ比は、データを有する８２の個体の各々についての中央値
に基づいて２分化した。高ｍｉＲ－１０６ａ　ＴＩＮ発現比を有する個体は、カプラン・
マイヤー分析に基づくとより悪い生存予後を有していた（ｐ＝０．０１３；図８ｂ）。
【０２３０】
　このことは、高レベルのｍｉＲ－１０６ａを発現している腫瘍は、悪い生存率予後を予
測することを示唆している。高ＴＩＮ比のｍｉＲ－１０６ａを有する個体は、一変量（Ｆ
ＩＲ＝２．６、ｐ＝０．０１）及び年齢、性、人種及びＴＮＭ病期について調整された多
変量（ＨＲ＝２．４；ｐ＝０．０５）分析の両方でより高いリスクにあった（表７）。そ
れ故、ｍｉＲ－１０６ａは、ＴＮＭ病期とは独立して、結腸癌予後の有用な予後を予測す
るものであることができる。興味深いことに、網膜芽細胞腫抑制因子遺伝子が、ｍｉＲ－
１０６ａの機能的標的であることが示されており１２、どのようにｍｉＲ－１０６ａが結
腸発癌に機構的に寄与できるについての機構を支持している。
【０２３１】
　ｍｉＲ－１０６ａのパラログを含有するｍｉＲ－１７－９２クラスターの過剰発現は、
マウスにおける腫瘍発育を促進する１０。このことは、ｍｉＲ－１０６ａファミリーのｍ
ｉＲＮＡが発癌に影響できることを実験的に示し、さらに、ｍｉＲ－１０６ａが発癌及び
腫瘍進行に寄与できるという仮説を強化している。
【０２３２】
　７つの追加のｍｉＲＮＡの発現パターンが、臨床病期及び悪い予後生存に関連していた
（表９、図８ｃ～８ｉ）。
　より進行したＴＮＭ病期を有すると診断された個体は、より高いＴＩＮ比を有する傾向
があった；ｌｅｔ－７ａ（ｐ＝０．０１０）、ｍｉＲ－ｌ０ａ（ｐ＝０．００８）、ｍｉ
Ｒ－１６ｈ（ｐ＝０．０４８）、ｍｉＲ－２９ａ（ｐ＝０．００５）、ｍｉＲ－１０３－
２（ｐ＝０．０３３）、ｍｉＲ－１８１ｈ（ｐ＝０．０１６）及びｍｉＲ－２０３（ｐ＝
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０．０１６）（図８）。
【０２３３】
　ＴＩＮ比は、中央値（ｍｉＲ－１６ｈ、ｍｉＲ－２９ａ、ｍｉＲ－１０３－２、ｍｉＲ
－２０３）又は最高四分位値（ｌｅｔ－７ｇ、ｍｉＲ－１０ａ、ｍｉＲ－１８１ｈ）に基
づいて２分化され、カプラン・マイヤー分析は、各々の高ＴＩＮ比が、悪い生存予後を予
測するものであることを明らかにした（図８ｃ～８ｉ）。
【０２３４】
　一変量及び多変量Ｃｏｘ回帰分析は、これらのｍｉＲＮＡのいずれか一つの高ＴＩＮ比
が、ＴＮＭ病期とは独立して、悪い結腸癌予後を予測することを確認した（表９）。年齢
、性、人種及びＴＮＭ病期について調整された多変量Ｃｏｘ回帰モデルは、ｍｉＲ－１６
ｂ（ＨＲ＝５．１；ｐ＝０．００３）、ｌｅｔ－７ｇ（ＨＲ＝２．５；ｐ＝０．０３）、
ｍｉＲ－１０ａ（ＨＲ＝３．４；ｐ＝０．００３）、ｍｉＲ－２９ａ（ＨＲ＝３．２；ｐ
＝０．０１）、ｍｉＲ－１０３－２（ＨＲ＝３．１；ｐ＝０．０１）、ｍｉＲ－１８１ｈ
（ＨＲ＝３．２；ｐ＝０．０１）及びｍｉＲ－２０３（ＨＲ＝３．２；ｐ＝０．０３）に
ついての高ＴＩＮ比が、各々悪い生存予後を予測したことを示した。これらの結果は、こ
れらのｍｉＲＮＡのいずれかの高いレベルを発現している腫瘍を有する患者は、増加した
結腸癌で死亡するリスクにあることを示唆している。それ故、これらのｍｉＲＮＡのいず
れかの発現レベルは、ＴＮＭ病期とは独立して、結腸癌患者についての生存リスクを予測
する助けとなり得る、有用なバイオマーカーであることができる。
【０２３５】
　９ｍｉＲＮＡのｍｉＲＮＡ発現シグニチャーは生存予後を予測する：
　結腸癌予後を予測し得るｍｉＲＮＡシグニチャーを開発するため、以前に記述した９つ
すべてについてのＴＩＮ比を使用した。これらの値の９の内の２より多くを失った個体は
この分析から除外した。９ｍｉＲＮＡのＴＩＮ比の階層的クラスタリングは、残りの７８
患者のグループ分けで２つのグループを生じた（図９ａ）。
【０２３６】
　これらのグループは、有意に異なった生存予後を有していた（図９ｂ；ｐ＝０．００４
）。一変量（ＨＲ＝３．２；ｐ＝０．００８）及び多変量（ＨＲ＝２．８；ｐ＝０．０４
）Ｃｏｘ回帰分析は、ｍｉＲＮＡシグニチャーは、ＴＮＭ病期とは独立して、悪い生存予
後と関連していた（表１０）。
【０２３７】
【表２３】

【０２３８】
　一変量（上）及び多変量（年齢、性、人種及び病期について調整；下）Ｃｏｘ回帰分析
を実施し、９ｍｉＲＮＡシグニチャーを使用して、グループＢに分類された個体は結腸癌
で死亡するより高リスクにあることが示された。年齢、性又は人種のいずれも、生存リス
クには有意に寄与しなかった。クラスター帰属に関連するこのリスクは、病期とは独立し
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ていた。
【０２３９】
　これらの結果は、ｍｉＲＮＡシグニチャーが、結腸癌患者の生存予後を予測するための
バイオマーカーとして使用できることを示している。
【０２４０】
　議論
　個々のｍｉＲＮＡは結腸腫瘍中で異なって発現され１２．１３、これらのｍｉＲＮＡの
変化した発現は、結腸発癌の原因となる細胞性変化の一部であることができることを示唆
している。これらの発見に加え、我々は本明細書において、ｍｉＲＮＡ発現プロファイル
が結腸癌病期及び予後に関連していることを示した。それ故、ｍｉＲＮＡ（個々に分析さ
れた、又はｍｉＲＮＡシグニチャーの一部としての）は、医師が患者の生存リスクをより
正確に予測することを可能にするであろうバイオマーカーとして使用し得る。
【０２４１】
　ｍｉＲＮＡ　ＴＩＮ比と生存予後の強い相関は、変化したｍｉＲＮＡ発現が結腸発癌及
び進行においての原因となる経路の一部であることができることを示唆している。もし、
これらのｍｉＲＮＡのいずれかの変化した発現が発癌の原因であるとすれば、癌を治療す
るために使用し得るantagomir様医薬を設計することが可能である。ｍｉＲＮＡ　プロフ
ァイリング及びｍｉＲＮＡに基づいた療法を使用し、これら９つのｍｉＲＮＡが変化され
たことに基づいた、個人的薬剤治療戦略を設計することが可能である。加えて、これらの
戦略は、遺伝的に受け継がれたリスク又は以前に癌履歴を有するために高リスクである人
々において結腸癌を予防することにおいても有用であることができる。
【０２４２】
　実施例３
　結腸癌関連疾患を診断、病期分類、予後診断、モニタリング及び治療するための方法、
試薬及びキット
　一つの態様において、患者が結腸癌関連疾患を有するか、又は結腸癌関連疾患を発症す
る正常よりも高いリスクを有するかどうかを評価する診断法が提供され、患者サンプル中
のマーカーの発現レベルと、対照（例えば、結腸癌関連疾患を有していない患者からのサ
ンプル）における該マーカーの正常レベルを比較する工程を含んでなる。正常レベルと比
較し、該患者サンプル中の該マーカーの有意により高いレベルの発現は、該患者が結腸癌
関連疾患に罹患しているか、又は結腸癌関連疾患を発症する正常よりも高いリスクを有す
ることの指標である。
【０２４３】
　該マーカーは、本方法の陽性予測値が少なくとも約１０％、及びある非制限的態様にお
いては、約２５％、約５０％又は約９０％であるように選択される。該方法での使用に好
ましいのは、正常細胞と比較し、少なくとも２倍で少なくとも約２０％、及びある非制限
的態様においては、約５０％又は約７５％異なって発現されるマーカーである。
【０２４４】
　患者が結腸癌関連疾患を有するかどうかを評価する一つの診断法において（例えば、新
規検出（「スクリーニング」）、再発の検出、反射試験）、該方法は：患者サンプル中の
マーカーの発現レベル、及びｂ）対照非結腸癌関連疾患サンプル中の該マーカーの発現の
正常レベル；を比較することを含んでなる。正常レベルと比較し、患者サンプル中のマー
カー発現の有意に高いレベルは、該患者が結腸癌関連疾患に罹患していることの指標であ
る。
【０２４５】
　患者の結腸癌関連疾患を抑制するための療法の効力を評価する診断法も提供される。こ
うした方法は、ａ）該患者に療法の少なくとも一部を提供することに先立って、該患者か
ら得られた第一のサンプル中のマーカーの発現、及びｂ）療法の少なくとも一部を提供し
た後、該患者から得られた第二のサンプル中のマーカーの発現、を比較することを含んで
なる。第一のサンプル中のレベルと比較して、第二のサンプル中の該マーカーの発現の有
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意により低いレベルは、該患者の結腸癌関連疾患を抑制することにおいて、療法が有効で
あることの指標である。
【０２４６】
　これらの方法において、「療法」は結腸癌関連疾患を治療するためのいずれの方法でも
あることができ、限定されるわけではないが、医薬組成物、遺伝子治療及び抗体及びケモ
カインの投与のような生物学的療法が含まれる。それ故、本明細書に記載された方法は、
例えば、疾患状態の軽減を評価するため、療法の前、途中及び後で患者を評価するのに使
用することができる。
【０２４７】
　ある側面において、該診断法は、化学的又は生物学的剤を使用する療法が指示される。
これらの方法は、患者から得られ、及び化学的又は生物学的剤の存在下で維持された第一
のサンプル中の該マーカーの発現、及び患者から得られ、及び該剤の不存在下で維持され
た第一のサンプル中の該マーカーの発現、を比較することを含んでなる。第一のサンプル
中のレベルと比較して、第二のサンプル中の該マーカーの有意により低い発現レベルは、
該剤が該患者の結腸癌関連疾患を抑制することにおいて有効であることの指標である。一
つの態様において、第一及び第二のサンプルは、患者から得られた単一サンプルの一部、
又は患者から得られたプールされたサンプルの一部であり得る。
【０２４８】
　患者の結腸癌関連疾患の進行を評価するためのモニタリング法も提供され、該方法は：
ａ）マーカーの発現を、第一の時点において患者サンプル中で検出すること；ｂ）時間内
の続いての時点で工程ａ）を繰り返すこと；及びｃ）工程ａ）及びｂ）で検出された発現
のレベルを比較すること、及びそれらから、患者の結腸癌関連疾患の進行をモニタリング
することを含んでなる。第一の時点でのサンプルのレベルより、続いての時点におけるサ
ンプル中のマーカーの有意により高い発現レベルは。結腸癌関連疾患が進行したことの指
標であり、一方、発現の有意により低い発現レベルは、結腸癌関連疾患が退行したことの
指標である。
【０２４９】
　結腸癌関連疾患が悪化したか、又は将来悪化しそうであるかどうかを決定するための診
断法がさらに提供され：ａ）患者サンプル中のマーカーの発現レベル、及びｂ）対照サン
プル中の該マーカーの発現の正常レベル、を比較することを含んでなる。正常レベルと比
較して、患者サンプル中での有意により高い発現レベルは、該結腸癌関連疾患が悪化した
か、又は将来悪化しそうである指標である。
【０２５０】
　患者の結腸癌関連疾患を抑制するための組成物を選択するための試験法も提供される。
この方法は：ａ）該患者から細胞を含んでなるサンプルを得ること；ｂ）多数の試験組成
物の存在下、サンプルの一定分量を別々に維持すること；ｃ）該一定分量の各々における
マーカーの発現を比較すること；及びｄ）他の試験組成物の存在下での該マーカーの発現
のレベルに比べ、試験組成物を含有する一定分量中の該マーカーの発現のレベルを有意に
減少させる試験組成物の一つを選択すること；の工程を含んでなる。
【０２５１】
　結腸癌関連疾患を引き起こすことにおいて化合物の有害な可能性を評価する試験法がさ
らに提供される。この方法は：ａ）該化合物の存在及び不存在下、細胞の一定分量を別々
に維持すること；及びｂ）該一定分量の各々のマーカーの発現を比較すること；の工程を
含んでなる。化合物の不存在下で維持された該一定分量のレベルと比べ、該化合物存在下
で維持された該一定分量における該マーカーの発現の有意により高い発現レベルは、該化
合物がこうした有害な可能性を所有することの指標である。
【０２５２】
　加えて、患者の結腸癌関連疾患を抑制する方法がさらに提供される。この方法は：ａ）
該患者からの細胞を含んでなるサンプルを得ること；ｂ）多数の組成物の存在下、サンプ
ルの一定分量を別々に維持すること；ｃ）該一定分量の各々におけるマーカーの発現を比
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較すること；及びｄ）他の組成物の存在下でのマーカーの発現レベルと比べ、組成物を含
有する該一定分量においてマーカーの発現レベルを有意に低くする組成物の少なくとも一
つを該患者に投与すること；の工程を含んでなる。
【０２５３】
　サンプル中のマーカーの発現レベルは、例えば、対応するマーカータンパク質又は該タ
ンパク質の断片（例えば、タンパク質又は該タンパク質断片に特異的に結合する、抗体、
抗体誘導体、抗体断片又は一本鎖抗体のような試薬を使用することにより）、対応するマ
ーカー核酸（例えば、ヌクレオチド転写体又はそれらの相補体）又は核酸の断片（例えば
、サンプルから得られた転写ポリヌクレオチドと、該核酸配列の全部又はセグメント又は
それらの相補体を有する一つ又はそれより多くの核酸が加えられている基質と接触させる
ことにより）、直接（即ち、触媒される）又は対応するマーカータンパク質により間接的
に産生される代謝物の、該サンプル中の存在を検出することにより評価し得る。
【０２５４】
　上記の方法のいずれも、結腸癌関連疾患マーカーを含む、少なくとも一つの又は多数（
例えば、２、３、５又は１０又はそれ以上の）の結腸癌関連疾患マーカーを使用して実施
することができる。
【０２５５】
　こうした方法において、多数のマーカー（その少なくとも一つがマーカーである）の各
々のサンプル中での発現レベルを、結腸癌関連疾患に罹患していない対照のヒトから得ら
れた、同一タイプのサンプル中の、多数のマーカーの各々の発現の正常レベルと比較する
。マーカーの対応する正常又は対照レベルと比べ、一つ又はそれより多くのマーカーの、
又はそれらのいくつかの組み合わせの該サンプル中で有意に変化した（即ち、単一マーカ
ーを使用する上記の方法において明記したように増加した又は減少した）発現のレベルは
、該患者が結腸癌関連疾患に罹患していることの指標である。すべての上記の方法につい
て、マーカー（単数又は複数）は、該方法の陽性予測値が少なくとも約１０％であるよう
に選択される。
【０２５６】
　別の側面において、多様な診断及び試験キットが提供される。一つの態様において、キ
ットは、患者が結腸癌関連疾患に罹患しているかどうかを評価するために有用である。該
キットは、マーカーの発現を評価するための試薬を含んでなる。別の態様において、キッ
トは患者の結腸癌関連疾患を抑制するための化学的又は生物学的剤の適性を評価するため
に有用である。こうしたキットは、マーカーの発現を評価するための試薬を含んでなり、
及び一つ又はそれより多くのこうした剤も含んでなることができる。
【０２５７】
　さらなる態様において、該キットは、結腸癌関連疾患細胞の存在を評価するため、又は
結腸癌関連疾患を治療するために有用である。こうしたキットは、マーカータンパク質又
は該タンパク質の断片に特異的に結合する、抗体、抗体誘導体又は抗体断片を含んでなる
。こうしたキットは、多数の抗体、抗体誘導体又は抗体断片を含んでいてもよく、該多数
の抗体剤は、マーカータンパク質又は該タンパク質の断片に特異的に結合する。
【０２５８】
　追加の態様において、該キットは、結腸癌関連疾患細胞の存在を評価するために有用で
あり、該キットはマーカー核酸又は該核酸の断片に特異的に結合する、核酸プローブを含
んでなる。該キットは多数のプローブを含んでいてもよく、該プローブの各々がマーカー
核酸又は該核酸の断片に特異的に結合する。
【０２５９】
　さらなる側面において、結腸癌関連疾患に罹患している又は結腸癌関連疾患を発症する
リスクを有する患者を治療するための方法が提供される。こうした方法は、発現を減らす
こと及び／又はマーカーの生物学的機能を妨害することを含んでなることができる。一つ
の態様において、該方法は、マーカー核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチド又
はポリヌクレオチド、又はそれらのセグメントを該患者に提供することを含んでなる。例
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えば、アンチセンスポリヌクレオチドは、マーカー核酸又はそれらの断片の抗センスポリ
ヌクレオチドを発現するベクターの送達を介して提供することができる。別の態様におい
て、該方法は、マーカータンパク質又は該タンパク質の断片に特異的に結合する、抗体、
抗体誘導体又は抗体断片を該患者に提供することを含んでなる。
【０２６０】
　広範な側面において、少なくとも一つの結腸癌関連疾患の評価のための非ヒト動物モデ
ルを提供するための方法が提供される。該方法は、結腸癌を起こすと信じられている少な
くとも一つの化学物質を反復投与して該動物を暴露する。ある側面において、該方法はさ
らに、該動物から一つ又はそれより多くの選択されたサンプルを採取すること；及び潜在
的結腸癌開始又は発育の一つ又はそれより多くの兆候と集めたサンプルを比較すること；
を含む。
【０２６１】
　広範な側面において、動物モデルを製造するための方法が提供され、それは：該動物を
、特異的化学物質を含んでいない環境に維持すること、及び該動物を、結腸癌を起こすと
信じられている少なくとも一つの化学物質で感作することを含む。ある態様において、該
動物の結腸の少なくとも一部が多数回の逐次的暴露により感作される。
【０２６２】
　別の広範な側面において、少なくとも一つの結腸癌関連疾患に対する剤の有効性につい
てのスクリーニングの方法が提供される。該方法は一般的に：該動物に少なくとも一つの
剤を投与すること；該剤が結腸癌関連疾患の一つ又はそれより多くの症状を軽減する又は
悪化させるかどうかを決定すること；一つ又はそれより多くの症状の軽減と該結腸癌関連
疾患に対する剤の有効性を関連づけること；又は一つ又はそれより多くの症状の軽減がな
いことと該剤の無効性を関連づけること；を含む。
【０２６３】
　該動物モデルは、少なくとも一つの結腸癌関連疾患の開始、進行、重症度、病態、攻撃
性、グレード、活性度、能力障害、死亡率、罹患率、疾患細分類又は他の根底にある発症
又は病理学的特徴の少なくとも一つのに寄与する一つ又はそれより多くの代謝経路を評価
するために有用である。分析は：階層的クラスタリング、シグニチャーネットワーク構築
、質量分析、プロテオーム分析、表面プラズモン共鳴法、線形統計学的モデル化、部分的
最小二乗法判別分析及び多線形回帰分析；の少なくとも一つによりなし得る。
【０２６４】
　特定の側面において、該動物モデルは、一つ又はそれより多くのマーカー又はそれらへ
の機能的均等物の発現レベルを試験することにより、少なくとも一つの結腸癌関連疾患に
ついて評価される。
【０２６５】
　特に規定しない限り、本明細書で使用されたすべての技術及び科学的用語は、当業者に
より普通に理解されるものと同じ意味を有する（例えば、細胞培養、分子遺伝学、核酸化
学、ハイブリダイゼーション技術及び生化学）。標準技術を分子、遺伝子及び生化学法に
使用し、それらは当業者の範囲内である。こうした技術は、文献中に十分に説明されてい
る。例えば、Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2nd Ed., ed. by Sambrook, Fri
tsch and Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1989); DNA Cloning, Volu
mes I and II (Glover ed., 1985); Oligonucleotide Synthesis(Gait ed., 1984); Mull
is et al. 米国特許番号: 4,683,195 号; NUcleic Acid Hybridization(Hames & Higgins
 eds., 1984); Transcription And Translation(Hames & Higgins eds., 1984); Culture
 Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells A
nd Enzymes (IRL Press, 1986); Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (19
84); 論文, Methods In Enzymology (Academic Press, Inc., N. Y.); Gene  Transfer V
ectors For Mammalian Cells (Miller and Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Labo
ratory); Methods In Enzymology, VoIs. 154 and 155 (Wu et al. eds.), Immunochemic
al Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press
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, London, 1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volumes I-IV (Weir and Bla
ckwell, eds., 1986); The Laboratory Rat, editor in chief: Mark A. Suckow; author
s: Sharp and LaRegina. CRC Press, Boston, 1988 （本明細書において援用される）及
び化学的方法を参照されたい。
【０２６６】
　本明細書に記載されているのは、多様な細胞の結腸癌誘発状態に関連した新規に発見さ
れたマーカーである。これらのマーカーのいずれか又はこれらのマーカーの組み合わせの
正常よりも高い発現レベルが、患者中の結腸癌関連疾患の存在と相関することはすでに発
見されている。方法は、サンプル中の結腸癌関連疾患の存在；サンプル中の不存在；結腸
癌関連疾患のステージ；及び患者の結腸癌関連疾患の評価、予防、診断、特徴付け及び療
法に関係のある結腸癌関連疾患の他の特徴を検出するために提供される。結腸癌関連疾患
を治療する方法も提供される。
【０２６７】
　定義
　本明細書で使用される以下の用語の各々は、この節に関連する意味を有する。
　本明細書で使用される冠詞「ａ」及び「ａｎ」は、冠詞の文法的目的語の一つ又は一つ
より多く（即ち、少なくとも一つ）を指す。例として、「ａｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ」は一つ
の要素又は一つより多くの要素を意味する。
【０２６８】
　「マーカー」は、正常又は健康な組織又は細胞中の発現レベルから、組織又は細胞中で
の発現のレベルが変化されている遺伝子又はタンパク質であり、疾患状態に関連している
。
【０２６９】
　マーカーの発現の「正常」レベルとは、ヒト対象又は結腸癌関連疾患に罹患していない
患者の結腸系細胞におけるマーカーの発現のレベルである。
　マーカーの「過剰発現」又は「有意により高いレベルの発現」とは、発現を評価するた
めに用いられたアッセイの標準誤差よりも大きく、ある態様では、対照サンプル（例えば
、マーカー関連疾患を有していない健康な対象からのサンプル）中のマーカーの発現レベ
ルの少なくとも２倍、他の態様では、３、４、５又は１０倍、及びある態様においては、
いくつかの対照サンプル中のマーカーの平均発現レベルである、試験サンプル中の発現レ
ベルを指す。
【０２７０】
　マーカーの「有意により低いレベルの発現」とは、対照サンプル（例えば、マーカー関
連疾患を有していない健康な対象からのサンプル）中のマーカーの発現レベルの少なくと
も２分の１、及びある態様では、３、４、５又は１０分の１、及びある態様においては、
いくつかの対照サンプル中のマーカーの平均発現レベルである、試験サンプル中の発現レ
ベルを指す。
【０２７１】
　キットは、マーカーの発現を特異的に検出するための少なくとも一つの試薬、例えば、
プローブを含んでなる、いずれかの製品（例えば、パッケージ又は容器）である。該キッ
トは、本発明の方法を実施するために、宣伝し、流通させ、又は販売することができる。
【０２７２】
　「タンパク質」は、マーカータンパク質及びそれらの断片；変異体マーカータンパク質
及びそれらの断片；マーカー又は変異体マーカータンパク質の少なくとも１５アミノ酸セ
グメントを含んでなるペプチド及びポリペプチド；マーカー又は変異体マーカータンパク
質、又はマーカー又は変異体マーカータンパク質の少なくとも１５アミノ酸セグメントを
含んでなる融合タンパク質を包含する。
【０２７３】
　本明細書に記載された組成物、キット及び方法は中でも以下の使用を有する：１）患者
が結腸癌関連疾患に罹患しているかどうかを評価すること；２）ヒト患者の結腸癌関連疾
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患のステージを評価すること；３）患者の結腸癌関連疾患のグレードを評価すること；４
）患者の結腸癌関連疾患の性質を評価すること；５）患者の結腸癌関連疾患の発症の可能
性を評価すること；６）患者の結腸癌関連疾患に関連する細胞の組織型を評価すること；
７）結腸癌関連疾患を治療する及び／又は患者が結腸癌関連疾患に罹患しているかどうか
を評価するために有用である抗体、抗体断片又は抗体誘導体を作製すること；８）結腸癌
関連疾患細胞の存在を評価すること；９）患者の結腸癌関連疾患を抑制するための一つ又
はそれより多くの試験化合物の効力を評価すること；１０）患者の結腸癌関連疾患を抑制
するための療法の効力を評価すること；１１）患者の結腸癌関連疾患の進行をモニタリン
グすること；１２）患者の結腸癌関連疾患を抑制するための組成物又は療法を選択するこ
と；１３）結腸癌関連疾患に罹患している患者を治療すること；１４）患者の結腸癌関連
疾患を抑制すること；１５）試験化合物が有害な可能性を評価すること；及び１６）結腸
癌関連疾患を発症するリスクを有する患者において、結腸癌関連疾患の発症を予防するこ
と。
【０２７４】
　スクリーニング法
　本明細書に記載された方法により作り出された動物モデルは、結腸癌関連疾患を治療す
る又は予防するために有用な療法剤のスクリーニングを可能にするであろう。従って、本
方法は結腸癌関連疾患を治療する又は予防するための療法剤を同定するために有用である
。本方法は、本明細書に記載された方法により作製された動物モデルに候補剤を投与する
こと、候補剤が投与されていない対照動物モデルと比較し、動物モデルにおける少なくと
も一つの結腸癌関連疾患応答を評価すること含んでなる。もし、少なくとも一つの結腸癌
関連疾患応答の症状が軽減され又は発症が遅延されたならば、その候補剤は結腸癌関連疾
患を治療する又は予防するための剤である。
【０２７５】
　該候補剤は、当該技術分野ですでに公知である薬理的剤であってもよく、又は何らかの
薬理学的活性を有する以前には知られていなかった剤でもよい。該剤は、天然に生じたも
のでも又は実験室で設計されたものでもよい。それらは、微生物、動物又は植物から単離
されたものでもよく、又は組換え的に産生された、又は適した化学合成法により合成され
てもよい。それらは、小分子、核酸、タンパク質、ペプチド又はペプチド模倣物であるこ
とができる。ある態様において、候補剤は、５０以上及び約２，５００ダルトン未満の分
子量を有する小有機化合物である。候補剤は、タンパク質との構造的相互作用に必要な官
能基も含んでなる。候補剤は、限定されるわけではないが：ペプチド、サッカリド、脂肪
酸、ステロイド、プリン、ピリミジン、誘導体、構造類似体又はそれらの組み合わせを含
む生体分子間でも発見された。
【０２７６】
　候補剤は、合成又は天然化合物のライブラリーを含む広範囲の起源から得られる。例え
ば、ランダム化オリゴヌクレオチド及びオリゴペプチドの発現を含む、広範囲の有機化合
物及び生体分子の無作為及び方向付けられた合成に、多数の手段が利用可能である。もし
くは、細菌、真菌、植物及び動物抽出物の形態の天然化合物のライブラリーが利用可能で
あるか又はすでに産生されている。加えて、天然に又は合成的に産生されたライブラリー
及び化合物群は、慣用的な化学的、物理的及び生化学的手段を介して容易に修飾され、コ
ンビナトリアルライブラリーを産生するために使用することができる。ある態様において
、該候補剤は、非制限例として：生物学的ライブラリー；空間的にアドレス可能な平行固
相又は液相ライブラリー；デコンボリューションを必要とする合成ライブラリー法；「一
ビーズ一化合物」ライブラリー法；及びアフィニティークロマトグラフィー選択を使用す
る合成ライブラリー法によるものを含む、コンビナトリアルライブラリー法分野における
多数のアプローチのいずれかを使用して得ることが可能である。
【０２７７】
　あるさらなる態様において、ある薬理学的剤を、アシル化、アルキル化、エステル化、
アミド化のような無作為の又は方向付けられた化学修飾にかけることができ、構造類似体
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が生成される。
【０２７８】
　結腸癌関連疾患を治療するための療法剤を同定するためと同じ方法を、インビトロ研究
から発生されたリード化合物／剤を検証するために使用し得る。
　該候補剤は、一つ又はそれより多くの結腸癌関連疾患応答経路を上方又は下方調節する
剤であることができる。ある態様において、該候補剤は、こうした経路に影響するアンタ
ゴニストであることができる。
【０２７９】
　結腸癌関連疾患を治療する方法
　本明細書において結腸癌関連疾患応答を治療する、抑制する、救済する又は逆行させる
ための方法が提供される。本明細書に記載された方法において、シグナル伝達カスケード
を妨害する剤が、限定されるわけではないが、こうした合併症はまだ明白ではない、及び
すでに少なくとも一つの結腸癌関連疾患応答を有する個体のような、それを必要とする個
体に投与される。
【０２８０】
　前の例において、こうした治療は、こうした結腸癌関連疾患応答の発生を予防するため
及び／又はそれらが生じる程度を軽減するために有用である。後の例において、こうした
治療は、こうした結腸癌関連疾患応答の程度を軽減する、それらのさらなる発生を予防す
る、又は結腸癌関連疾患応答を逆行させるために有用である。
【０２８１】
　ある態様において、結腸癌関連疾患応答カスケードを妨害する剤は、こうした応答に特
異的な抗体であることができる。
【０２８２】
　マーカーの発現
　マーカーの発現は、多くの方法で抑制することが可能であり、非制限例として、マーカ
ー（単数又は複数）の転写、翻訳又は両方を抑制するため、結腸癌関連疾患細胞にアンチ
センスオリゴヌクレオチドを提供できることが含まれる。もしくは、マーカータンパク質
に特異的に結合し、適切なプロモーター／調節因子領域と機能可能なように連結する抗体
、抗体誘導体又は抗体断片をコードするポリヌクレオチドを、該タンパク質の機能又は活
性を抑制するであろう細胞内抗体を発生させるために提供し得る。マーカーの発現及び／
又は機能は、マーカータンパク質に特異的に結合する抗体、抗体誘導体又は抗体断片で結
腸癌関連疾患細胞を治療することによっても抑制することができる。本明細書に記載され
た方法を使用し、多様な分子（特に、細胞膜を通過可能な十分に小さい分子を含んで）を
、マーカーの発現を抑制する又はマーカータンパク質の機能を抑制する分子を同定するた
めにスクリーニングすることが可能である。そうのようにして同定された化合物を、患者
の結腸癌関連疾患細胞を抑制するために該患者に提供し得る。
【０２８３】
　いずれのマーカー又はマーカーの組み合わせ、ならびに該マーカーと組み合わされたい
ずれの特定のマーカーも、本明細書に記載された組成物、キット及び方法で使用すること
ができる。一般に、結腸癌関連疾患細胞中のマーカーの発現のレベル及び正常結腸系細胞
中の同じマーカーの発現のレベル間の相違が可能な限り大きなマーカーを使用するのが望
ましい。この相違はマーカーの発現を評価するための方法の検出限界ほど小さい可能性が
あるが、相違は少なくとも評価法の標準誤差よりも大きく、及びある態様において、正常
組織中の同一マーカーの発現のレベルよりも少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９
、１０、１５、２０、１００、５００、１０００倍またはそれ以上の相違が望ましい。
【０２８４】
　ある種のマーカータンパク質が細胞を取り巻く細胞外空間に分泌されることが認められ
ている。こうしたマーカータンパク質は、組織バイオプシサンプルよりもヒト患者からよ
り容易に集めることができる結腸癌関連体液サンプル中で検出することができるので、こ
れらのマーカーが、組成物、キット及び方法のある態様で使用された。加えて、マーカー
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タンパク質の検出のためのインビボ技術には、該タンパク質に対して方向付けられた標識
抗体を対象内へ導入することが含まれる。例えば、放射性マーカーで標識された抗体は、
対象中でのその存在及び位置を標準イメージング技術により検出し得る。
【０２８５】
　どの特定のタンパク質が分泌されたタンパク質であるかを決定するため、マーカータン
パク質が、例えば、ヒト結腸株のような哺乳類細胞中で発現され、細胞外液を集め、細胞
外液中のタンパク質の存在又は不存在を評価した（例えば、該タンパク質に特異的に結合
する標識抗体を使用して）。
【０２８６】
　結腸細胞を含んでいる患者サンプルを本明細書に記載された方法において使用できるこ
とが理解されるであろう。これらの態様において、該マーカーの発現のレベルは、サンプ
ル中の量（例えば、絶対量又は濃度）を評価することにより評価し得る。該細胞サンプル
は、もちろん、サンプル中のマーカー量を評価することに先立って、多様な収集後調製及
び保存技術（例えば、核酸及び／又はタンパク質抽出、固定、保存、凍結、限外濾過、濃
縮、蒸発、遠心分離など）にかけることができる。
【０２８７】
　該マーカーは、細胞から消化器系、血流及び／又は間質腔内へ排出することもできるこ
とも理解されるであろう。該排出マーカーは、例えば、血清又は血漿を試験することによ
り試験し得る。
【０２８８】
　本組成物、キット及び方法は、それが発現される細胞の表面上に提示された少なくとも
一つの部分を有するマーカータンパク質の発現を検出するために使用し得る。例えば、全
細胞上のこうしたタンパク質を検出するために免疫学的方法を使用することができ、少な
くとも一つの細胞外ドメインの存在を予測するために、コンピューター支援配列分析法を
使用することができる（即ち、分泌されたタンパク質及び少なくとも一つの細胞表面ドメ
インを有するタンパク質の両方を含んで）。細胞の表面上に提示されている少なくとも一
つのタンパク質を有するマーカータンパク質の発現は、細胞を溶解する必要なく検出する
ことができる（例えば、該タンパク質の細胞表面ドメインに特異的に結合する標識抗体を
使用して）。
【０２８９】
　マーカーの発現は、転写された核酸又はタンパク質の発現を検出するためのいずれかの
多様な方法により評価することができる。こうした方法の非制限例には、
分泌された、細胞表面、タンパク質の細胞質又は核タンパク質の検出のための免疫学的方
法、タンパク質精製法、タンパク質機能又は活性アッセイ、核酸ハイブリダイゼーション
法、核酸逆転写法及び核酸増幅法が含まれる。
【０２９０】
　特定の態様において、マーカーの発現は、全て又は一部がその正常翻訳後修飾を受けた
マーカータンパク質を含むマーカータンパク質又はそれらの断片と特異的に結合する、抗
体（例えば、放射標識された、発色団標識された、フルオロフォア標識された又は酵素標
識された抗体）、抗体誘導体（例えば、基質又はタンパク質リガンド対のタンパク質又は
リガンドとコンジュゲートされた抗体）又は抗体断片（例えば、一本鎖抗体、単離された
抗体高頻度可変ドメインなど）を使用して評価される。
【０２９１】
　別の特定の態様において、マーカーの発現は、患者サンプル中の細胞からｍＲＮＡ／ｃ
ＤＮＡ（即ち、転写されたポリヌクレオチド）を調製することにより、及びｍＲＮＡ／ｃ
ＤＮＡとマーカー核酸又はそれらの断片と相補的である参照ポリヌクレオチドをハイブリ
ダイズすることにより評価される。ｃＤＮＡは、参照ポリヌクレオチドとのハイブリダイ
ゼーションに先立って、いずれかの多様なポリメラーゼ連鎖反応法を使用して増幅されて
もよい；好ましくは、増幅されない。一つ又はそれより多くのマーカーの発現も同様に、
定量的ＰＣＲを使用して検出することが可能であり、マーカー（単数又は複数）の発現の
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レベルが評価される。もしくは、マーカーの突然変異又は変異体（単一ヌクレオチド多型
性、欠失など）を検出するいずれかの多くの方法を患者におけるマーカーの出現を検出す
るために使用することができる。
【０２９２】
　関連する態様において、サンプルから得られた転写されたポリヌクレオチドの混合物を
、マーカー核酸の少なくとも一部（例えば、少なくとも７、１０、１５、２０、２５、３
０、４０、５０、１００、５００、又はそれ以上のヌクレオチド残基）を有する相補的ポ
リヌクレオチド又は相同体が固定されている基質と接触させる。もし、相補的又は相同的
ポリヌクレオチドが基質上で別個に検出可能ならば（例えば、異なる発色団又はフルオロ
フォアを使用して、又は異なって選択された位置に固定されて検出可能）、複数のマーカ
ーの発現のレベルを、単一基質（例えば、選択された位置に固定されたポリヌクレオチド
の「遺伝子チップ」マイクロアレイ）を使用して同時に評価し得る。一つの核酸と別の核
酸のハイブリダイゼーションを含んだマーカー発現の評価方法が使用された場合、ハイブ
リダイゼーションはストリンジェントハイブリダイゼーション条件下で実施されるべきで
ある。
【０２９３】
　ある態様において、バイオマーカーアッセイは、質量分析法又は表面プラズモン共鳴法
を使用して実施される。多様な態様において、結腸癌関連疾患に対して活性な剤を同定す
る方法は：ａ）一つ又はそれより多くのマーカー又はそれらの誘導体を含んでいる細胞の
サンプルを提供すること；ｂ）前記細胞からの抽出物を調製すること；ｃ）前記抽出物と
マーカー結合を含んでいる標識核酸プローブを混合すること；及び、ｄ）試験剤の存在又
は不存在下でマーカー及び核酸プローブ間の複合体形成を決定すること；を含むことが可
能である。決定工程は、前記抽出／核酸プローブ混合物を電気泳動移動度シフトアッセイ
にかけることを含むことが可能である。
【０２９４】
　ある態様において、該決定工程は、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、蛍光に
基づいたアッセイ及び超高スループットアッセイ、例えば、表面プラズモン共鳴法（ＳＰ
Ｒ）又は蛍光相関分光法（ＦＣＳ）アッセイから選択されるアッセイを含んでなる。こう
した態様において、ＳＰＲは金属誘電性表面での小さな屈折率変化に敏感であるので、Ｓ
ＰＲセンサーは二分子相互作用の直接リアルタイム観察に有用である。ＳＰＲは、およそ
２００ｎｍのＳＰＲセンサー／サンプルインターフェース内の１０５～１０６屈折率（Ｒ
Ｉ）単位の変化に感度がよい表面技術である。従って、ＳＰＲ分光法は、センシング層上
に堆積された薄い有機フィルムの成長のモニタリングのために有用である。
【０２９５】
　本組成物、キット及び方法は、一つ又はそれより多くのマーカーの発現レベルの相違の
検出に依存しているので、マーカーの発現のレベルは、少なくとも一つの正常細胞及び結
腸癌病的細胞中での発現を評価するために使用される方法の最小検出限界よりも有意に大
きなことが望まれる。
【０２９６】
　一つ又はそれより多くのマーカーを使用する追加の患者のルーチンスクリーニングによ
り、ある種のマーカーが、特異的結腸癌関連疾患を含む、多様なタイプの細胞中で過剰発
現されることが見出され得ることが理解される。
【０２９７】
　加えて、非常に多くの患者サンプルがマーカーの発現について評価され、及びサンプル
が得られた個々の患者の結果が関連付けられるので、ある種のマーカーの変化した発現が
結腸癌関連疾患と強く関連付けられること、及び他のマーカーの変化した発現が他の疾患
と強く関連付けられることも確認されるであろう。本組成物、キット、及び方法はそれ故
、患者のステージ、グレード、組織学的型、及び結腸癌関連疾患の性質の一つ又はそれよ
り多くを特徴付けるために有用である。
【０２９８】



(65) JP 2013-176370 A 2013.9.9

10

20

30

40

50

　本組成物、キット、及び方法が、患者のステージ、グレード、組織学的型、及び結腸癌
関連疾患の性質の一つ又はそれより多くを特徴付けるために使用される場合、マーカー又
はマーカーのパネルは、少なくとも約２０％で、及びある態様においては、少なくとも約
４０％、６０％又は８０％で、及び対応するステージ、グレード、組織学的型、又は性質
で結腸癌関連疾患に罹患している実質的にすべての患者で陽性結果が得られるように選択
される。該マーカー又はマーカーのパネルは、一般集団については約１０％より大きな陽
性予測値が得られるように選択される（非制限例において、８０％より大きなアッセイ特
異性と相まって）。
【０２９９】
　複数のマーカーが組成物、キット及び方法で使用される場合、患者サンプル中の各マー
カーの発現レベルは、単一反応混合物（即ち、各マーカーについて異なった蛍光プローブ
のような試薬を使用して）か又は一つ又はそれより多くのマーカーに対応する個々の反応
混合物中で、同一タイプの非結腸癌サンプルにおける、複数のマーカーの各々の発現の正
常レベルと比較し得る。一つの態様において、対応する正常レベルと比べ、サンプルにお
ける複数のマーカーの一つより多くの発現の有意に増加したレベルは、該患者が結腸癌関
連疾患に罹患していることの指標である。複数のマーカーが使用される場合、２、３、４
、５、８、１０、１、２、１５、２０、３０又は５０又はそれ以上の個々のマーカーを使
用し得る；ある態様において、より少ないマーカーの使用が望ましいであろう。
【０３００】
　本組成物、キット及び方法の感度を最大にするため（即ち、患者サンプル中の非結腸系
起源に起因する妨害による）、ここで使用されるマーカーは、限定された組織分布を有す
る、例えば、非結腸系組織では通常発現されないマーカーであることが望ましい。
【０３０１】
　本組成物、キット及び方法は、結腸癌関連疾患を発症する増強されたリスクを有する患
者及びその医学的アドバイザーに対して特に役に立つであろうことが認められる。結腸癌
関連疾患を発症する増強されたリスクを有すると認められる患者には、例えば、結腸癌関
連疾患の家族歴を持つ患者が含まれる。
【０３０２】
　正常ヒト結腸系組織中のマーカーの発現レベルは、多様な方法で評価し得る。一つの態
様において、この発現の正常レベルは、正常と思われる結腸系細胞の一部におけるマーカ
ーの発現のレベルを評価することにより、及びこの発現の正常レベルを、異常であると疑
われている結腸系細胞の一部における発現のレベルと比較することにより評価される。も
しくは、及び特に、さらなる情報が本明細書に記載されたルーチン検査の結果として入手
可能であるので、該マーカーの正常発現についての集団平均を使用することができる。他
の態様において、マーカーの発現の「正常」レベルは、非結腸癌罹患患者から得られた患
者サンプル、患者に結腸癌関連疾患の発症が疑われる以前の患者サンプル、保存された患
者サンプルなどのマーカーの発現を評価することにより決定することができる。
【０３０３】
　サンプル（例えば、保存された組織サンプル又は患者から得られたサンプル）中の結腸
癌関連疾患細胞の存在を評価するための組成物、キット及び方法も提供される。これらの
組成物、キット及び方法は、上記のものと実質的に同一であるが、但し必要な場合、該組
成物、キット及び方法は、患者サンプル以外のサンプルでの使用に適用される。例えば、
使用されるべきサンプルがパラフィン処理されたヒト組織サンプルである場合、該サンプ
ル中でのマーカー発現のレベルを評価するため、組成物中、キット中、又は方法中の化合
物の比を調節する必要があろう。
【０３０４】
　キット及び試薬
　該キットは、サンプル（例えば、患者サンプルのような）中の結腸癌関連疾患細胞の存
在を評価するために有用である。該キットは、複数の試薬を含んでなり、その各々は、マ
ーカー核酸又はタンパク質と特異的に結合することが可能である。マーカータンパク質と
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の結合に適した試薬には、抗体、抗体誘導体、抗体断片などが含まれる。マーカー核酸（
例えば、ゲノムＤＮＡ、ｍＲＮＡ、スプライスされたｍＲＮＡ、ｃＤＮＡなど）との結合
に適した試薬には、相補的核酸が含まれる。例えば、該核酸試薬は、基質に固定化された
オリゴヌクレオチド（標識又は非標識）、基質と結合されていない標識オリゴヌクレオチ
ド、ＰＣＲプライマーの対、分子指標プローブなどを含むことができる。
【０３０５】
　該キットは、本明細書に記載の方法を実行するために有用な追加の成分を場合により含
んでいてもよい、例としては、該キットは、相補的核酸のアニーリングのため、抗体とそ
れが特異的に結合するタンパク質との結合のために適した液体（例えば、ＳＳＣ緩衝液）
、一つ又はそれより多くのサンプル区画、該方法の実施を記述している使用説明書、正常
結腸系細胞のサンプル、結腸癌関連疾患細胞のサンプルなどを含むことができる。
【０３０６】
　抗体を産生する方法
　患者が結腸癌関連疾患に罹患しているかどうかを評価するために有用な抗体を産生する
、単離されたハイブリドーマを作製する方法も提供される。この方法において、マーカー
タンパク質の全体又はセグメントを含んでなるタンパク質又はペプチドが合成され又は単
離された（例えば、それが発現される細胞からの精製により、又はインビボ又はインビト
ロで、該タンパク質をコードする核酸の転写翻訳により）。脊椎動物、例えば、マウス、
ラット、ウサギ又はヒツジのような哺乳類を、タンパク質又はペプチドを使用して免疫化
した。該脊椎動物がタンパク質又はペプチドに対して強い免疫応答を示すように、少なく
とも追加の一回、場合により（及び好ましくは）免疫化してもよい。免疫化された脊椎動
物の脾臓細胞を単離し、多様な方法のいずれかを使用して、不死化細胞株と融合させてハ
イブリドーマを形成させた。このようにして形成されたハイブリドーマは、標準法を使用
してスクリーニングし、該マーカータンパク質又はそれらの断片と特異的に結合する抗体
を産生する、一つ又はそれより多くのハイブリドーマを同定した。この方法により作製さ
れたハイブリドーマ、及びこうしたハイブリドーマを使用して作製された抗体も本明細書
で提供される。
【０３０７】
　有効性評価の方法
　結腸癌関連疾患細胞を抑制するための試験化合物の効力を評価する方法も本明細書にお
いて提供される。上記のように、該マーカーの発現のレベルの相違は、結腸系細胞の異常
状態と相関する。ある種のマーカーの、発現のレベルの変化は結腸系細胞の異常状態によ
り生じたようであるが、他のマーカーの、発現のレベルにおける変化が、これらの細胞の
異常状態を誘導し、維持し及び促進することも同様に認められている。それ故、患者の結
腸癌関連疾患を抑制する化合物は、一つ又はそれより多くの該マーカーの発現のレベルを
、そのマーカー発現の正常レベルにより近いレベル（即ち、正常結腸系細胞におけるマー
カの発現レベル）への変化を起こすであろう。
【０３０８】
　この方法は従って、試験化合物の存在下で維持された第一の結腸細胞サンプルにおける
マーカーの発現、及び試験化合物の不存在下で維持された第二の結腸細胞サンプルにおけ
るマーカーの発現を比較することを含んでなる。試験化合物の存在下におけるマーカーの
有意に減少した発現は、試験化合物が結腸癌関連疾患を抑制することの指標である。結腸
細胞サンプルは例えば、患者から得られた正常結腸細胞の単一サンプルの一部、患者から
得られた正常結腸細胞のプールされたサンプル、正常結腸細胞株の細胞、患者から得られ
た結腸癌関連疾患細胞の単一サンプルの一部、患者から得られた結腸癌関連疾患細胞のプ
ールされたサンプル、結腸癌関連疾患細胞株の細胞などであることができる。
【０３０９】
　一つの態様において、サンプルは患者から得られた結腸癌関連疾患細胞であり、多様な
結腸癌関連疾患を抑制することについて有効であると信じられている複数の化合物を、患
者の結腸癌関連疾患を最もよく抑制するであろう化合物を同定するために試験した。
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【０３１０】
　この方法は同様に、患者において結腸癌関連疾患を抑制するための療法の効力を評価す
るために使用することができる。この方法において、対（一方は療法を受けさせ、他方は
療法を受けさせなかった）のサンプル中の一つ又はそれより多くのマーカーの発現のレベ
ルを評価した。試験化合物の効力を評価する方法のように、もし該療法がマーカーの発現
の有意に低いレベルを誘導すれば、該療法は結腸癌関連疾患を抑制について有効である。
上記のように、選択された患者からのサンプルがこの方法で使用されるなら、該患者の結
腸癌関連疾患を抑制するために最も有効であるらしい療法を選択するため、代替療法をイ
ンビトロで評価することが可能である。
【０３１１】
　上記のように、ヒト結腸細胞の異常状態は、該マーカーの発現のレベルにおける変化と
相関する。試験化合物の有害な可能性を評価する方法も提供される。この方法は、試験化
合物の存在下又は不存在下でヒト結腸細胞の分離した一定分量を維持することを含んでな
る。各一定分量中のマーカーの発現が比較される。試験化合物の存在下で維持された一定
分量におけるマーカー発現の有意に高いレベル（試験化合物の不存在下で維持された一定
分量と比べて）は、試験化合物が有害である可能性を有する指標である。多様な試験化合
物の相対的有害可能性は、発現のレベルは、関連マーカーの発現レベルの増強又は抑制の
程度を比較することにより、増強された又は抑制されたマーカーの数を比較することによ
り、又は両方を比較することにより評価し得る。
【０３１２】
　多様な側面が、以下の副節により詳細に説明されている。
　単離されたタンパク質及び抗体
　一つの側面は、単離されたマーカータンパク質及びそれらの生物学的に活性な部分、な
らびに、マーカータンパク質又はそれらの断片に対して方向付けられた抗体を上昇させる
ための免疫原として使用するのに適したポリペプチド断片に関する。一つの態様において
、天然のマーカータンパク質は、標準タンパク質精製技術を使用する、適切な精製スキー
ムにより、細胞又は組織源から単離し得る。別の態様において、マーカータンパク質の全
体又はセグメントを含んでなるタンパク質又はペプチドが、組換えＤＮＡ技術により産生
される。組換え発現の代わりに、こうしたタンパク質又はペプチドは、標準ペプチド合成
技術を使用して化学的に合成し得る。
【０３１３】
　「単離された」又は「精製された」タンパク質又はそれらの生物学的に活性な部分とは
、タンパク質が誘導された細胞又は組織源からの細胞材料又は他の夾雑タンパク質を含ん
でいないか、又は化学的に合成された場合、化学的前駆体又は他の化学物質を実質的に含
んでいない。言語「実質的に細胞材料を含んでいない」とは、該タンパク質が単離された
又は組換え的に産生された細胞の細胞性成分から分離されたタンパク質の調製物を含む。
従って、実質的に細胞材料を含んでいないタンパク質には、約３０％、２０％、１０％、
又は５％（乾燥重量による）未満の異種タンパク質（本明細書において夾雑タンパク質と
も称される）を有するタンパク質の調製試料が含まれる。
【０３１４】
　タンパク質又はそれらの生物学的に活性な部分が組換え的に産生される場合、培養培地
を実質的に含んでいないのが好ましい、即ち、培養培地は、タンパク質調製試料の約２０
％、１０％、又は５％未満の量に相当する。タンパク質が化学合成により生成される場合
、化学的前駆体又は他の化学物質を実質的に含んでいないのが好ましく、即ち、それは、
該タンパク質の合成に関与した化学的前駆体又は他の化学物質から分離されている。従っ
て、こうしたタンパク質の調製試料は、約３０％、２０％、１０％、５％（乾燥重量）未
満の、化学的前駆体又目的のポリペプチド以外の化合物しか含んでいない。
【０３１５】
　マーカータンパク質の生物学的に活性な部分には、マーカータンパク質のアミノ酸配列
と十分に同一である又はマーカータンパク質のアミノ酸配列から誘導されたアミノ酸配列
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を含んでなるポリペプチドが含まれ、それは、完全長タンパク質よりも少ないアミノ酸を
含み、及び対応する完全長タンパク質の少なくとも一つの活性を示す。典型的には、生物
学的に活性な部分は対応する完全長タンパク質の少なくとも一つの活性を有するドメイン
又はモチーフを含んでなる。マーカータンパク質の生物学的に活性な部分は、例えば、１
０、２５、５０、１００又はそれ以上のアミノ酸長であるポリペプチドであり得る。さら
に、マーカータンパク質の他の領域が欠損する他の生物学的に活性な部分は、組換え技術
により調製することが可能であり、マーカータンパク質の天然形態の機能活性の一つ又は
それより多くを評価する。ある態様において、有用なタンパク質は、これらの配列の一つ
と実質的に同一であり（例えば、少なくとも約４０％、及びある態様において、５０％、
６０％、７０％、８０％、９０％、９５％又は９９％）、天然のアレル変異又は変異発生
によりアミノ酸配列は異なっているが、対応する天然に存在するマーカータンパク質の機
能的活性を保持している。
【０３１６】
　加えて、マーカータンパク質のセグメントのライブラリーを、スクリーニング及び続い
ての変異体マーカータンパク質又はそれらのセグメントの選択のためのポリペプチドの変
化に富んだ集団を発生させるために使用し得る。
【０３１７】
　予測医薬
　予測医薬の分野における動物モデル及びマーカーの使用も本明細書において提供され、
診断アッセイ、予後アッセイ、薬理ゲノミクス及び臨床治験のモニタリングが予後（予測
）目的のために使用され、それにより個体を予防的に治療する。従って、個体が結腸癌関
連疾患を発症するリスクを有するかどうかを決定するため、一つ又はそれより多くのマー
カータンパク質又は核酸の発現のレベルを決定するための診断アッセイも本明細書におい
て提供される。こうしたアッセイは、予後の又は予測目的のために使用され、それにより
結腸癌関連疾患の発症に先立って個体を予防的に治療する。
【０３１８】
　別の側面において、該方法は少なくとも同一個体の定期的スクリーニングに有用であり
、彼／彼女の発現パターンを変化させる化学物質又は毒物に、個体が暴露されたかどうか
が判る。
【０３１９】
　さらに別の側面は、臨床治験におけるマーカーの発現又は活性に対する剤（例えば、結
腸癌関連疾患を抑制するために又はいずれか他の障害を治療するため又は予防するために
投与された薬剤又は他の化合物、例えば、こうした治療が有することができる何らかのシ
ステム効果を理解するために）の影響をモニタリングすることに関する。
【０３２０】
　薬理ゲノミクス
　該マーカーは、薬理ゲノミクスマーカーとしても有用である。本明細書で使用される「
薬理ゲノミクスマーカー」は、その発現レベルが、患者の特異的臨床薬剤応答又は感受性
と相関する客観的な生化学的マーカーである。薬理ゲノミクスマーカー発現の存在又は量
は、患者の予測応答、及びより特定的には、特異的薬剤又は薬剤のクラスによる療法に対
する患者腫瘍の予測応答に関連する。患者における一つ又はそれより多くの薬理ゲノミク
スマーカーの発現の存在又は量を評価することにより、患者に最も適切である、又はより
大きな成功度を有すると予測される薬剤療法を選択することができる。
【０３２１】
　臨床治験のモニタリング
　マーカーの発現のレベルに対する剤（例えば、薬剤化合物）の影響をモニタリングは、
基礎的薬剤スクリーニングのみでなく、臨床治験においても適応し得る。例えば、マーカ
ー発現に影響する剤の有効性は、結腸癌関連疾患の治療を受けている対象の臨床治験でモ
ニターし得る。
【０３２２】
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　一つの非制限態様において、本発明は剤（例えば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプ
チド模倣剤、タンパク質、ペプチド、核酸、小分子、又は他の薬剤候補）による対象の治
療の有効性をモニタリングするための方法を提供し、（ｉ）剤の投与に先だって、対象か
ら投与前サンプルを得ること；（ｉｉ）投与前サンプル中の、一つ又はそれより多くの選
択されたマーカーの発現のレベルを検出すること；（ｉｉｉ）対象から一つ又はそれより
多くの投与後サンプルを得ること；（ｉｖ）投与後サンプル中のマーカー（単数又は複数
）の発現のレベルを検出すること；（ｖ）投与前サンプル中の、マーカー（単数又は複数
）の発現のレベルと投与後サンプル中の、マーカー（単数又は複数）の発現のレベルを比
較すること；及び（ｖｉ）それに合わせて、対象への剤の投与を変化させること；の工程
を含んでなる。
【０３２３】
　例えば、治療の過程間のマーカー遺伝子（単数又は複数）の増加した発現は、有効では
ない用量を示し、望ましくは用量を増加させる。反対に、マーカー遺伝子（単数又は複数
）の減少した発現は、有効な治療を示し、用量を変化させる必要はない。
【０３２４】
　電子装置可読媒体、システム、配列及びそれを用いた方法
　本明細書で使用される「電子装置可読媒体」はデータ又は情報の読み出しおよび電子装
置により直接的にアクセスし得る、いかなる適した記憶、保持又は維持媒体も指す。こう
した媒体は以下のものに限定されるわけではないがフロッピー（登録商標） ディスク、
ハードディスク記憶媒体、及び磁気テープのような、磁気記憶媒体、コンパクトディスク
のような光学記憶媒体、ＲＡＭ、ＲＯＭ、ＥＰＲＯＭ、ＥＥＰＲＯＭなどのような電子記
憶媒体、及び一般的なハードディスク及び磁気／光学記憶媒体などのこれらのカテゴリー
の混成物を含み得る。媒体は本明細書に記載された通り、それにマーカーが記録されるよ
う適合又は設定した。
【０３２５】
　本明細書で使用される、用語「電子装置」はいかなる適切な演算又は処理装置、又は他
のデータ又は情報を貯蔵するよう設計および適合した装置を含む意味である。本発明で用
いるに適した電子装置は、独立型コンピューター装置、ローカルエリアネットワーク（Ｌ
ＡＮ）、ワイドエリアネットワーク（ＷＡＮ）インターネット含むネットワーク、インタ
ーネット、イントラネット及びエクストラネット、個人用デジタル補助装置のような電子
機器（ＰＤＡｓ）、携帯電話、ポケベルなど、ローカル及び分散型処理システムを含む。
【０３２６】
　本明細書で使用される、「記録」は、電子装置可読媒体上に情報を貯蔵又はエンコード
するプロセスを指す。当事者はいかなる方法で媒体上の記録された情報を即座に採択し、
本明細書に記載されたマーカーを含んでなる物質を生成し得る。
【０３２７】
　さまざまなソフトウエアプログラム及びフォーマットは、本発明のマーカー情報を電子
装置可読媒体上に貯蔵するために使用し得る。無数のデータ処理装置を構成するフォーマ
ット（例えば、テキストファイル又はデータベース）を、その上にマーカーを記録できる
媒体を得る又は作製するために採用することができる。マーカーを可読なフォームで供給
することで、マーカー配列情報にさまざまな目的でごく普通にアクセスし得る。例えば、
当事者はヌクレオチド又はアミノ酸配列を可読なフォームで取り出し、ターゲットの配列
又はターゲットの構造モチーフと貯蔵された配列情報をこのデータ貯蔵手段の中で比較し
得る。特定のターゲット配列又はターゲットモチーフに一致する、配列の断片又は領域を
同定するために検索手段を用いる。
【０３２８】
　従って、実行することで、ここに対象が結腸癌関連疾患あるいは素因結腸癌関連疾患か
決定する方法、どのようにしてその方法がマーカーの存在又は不在を決定する段階を含ん
でなるか、対象は結腸癌関連疾患又は結腸癌関連疾患への素因体内動態及び／又は結腸癌
関連疾患又は素因結腸癌関連疾患状態に対する特定の治療を推奨する、保持命令のための
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媒体を提供する。
【０３２９】
　対象が結腸癌関連疾患又はマーカーに関連する結腸癌関連疾患の素因を有するかどうか
を決定するための、電子システム及び／又はネットワーク中の、方法も本明細書において
提供され、該方法は、マーカーの存在又は不存在を決定する工程、及びマーカーの存在又
は不存在に基づいて、該対象が結腸癌関連疾患又は結腸癌関連疾患の素因を有するかどう
かを決定し、及び／又は結腸癌関連疾患又は前結腸癌関連疾患状態についての特定の治療
を推奨する工程を含んでなる。該方法はさらに、対象に関連する表現型情報を受け取る、
及び該対象に関連する表現型情報をネットワークから獲得する。
【０３３０】
　対象が結腸癌関連疾患又はマーカーに関連する結腸癌関連疾患の素因を有するかどうか
を決定するための、ネットワーク、方法も本明細書において提供され、該方法は、マーカ
ーに関連する情報を受け取ること、対象に関連する表現型情報を受け取ること、マーカー
及び／又は結腸癌関連疾患に対応する情報をネットワークから獲得すること、及び一つ又
はそれより多くの表現型情報、マーカー、及び獲得した情報に基づいて、対象が結腸癌関
連疾患又はマーカーに関連する結腸癌関連疾患の素因を有するかどうかを決定すること、
の工程を含んでなる。該方法は、結腸癌関連疾患又は前結腸癌関連疾患状態についての特
定の治療を推奨する工程をさらに含んでなる。
【０３３１】
　対象が結腸癌関連疾患又は結腸癌関連疾患の素因を有するかどうかを決定するためのビ
ジネス方法も本明細書において提供され、該方法は、マーカーに関連する情報を受け取る
こと、対象に関連する表現型情報を受け取ること、マーカー及び／又は結腸癌関連疾患に
対応する情報をネットワークから獲得すること、及び一つ又はそれより多くの表現型情報
、マーカー、及び獲得した情報に基づいて、対象が結腸癌関連疾患又はマーカーに関連す
る結腸癌関連疾患の素因を有するかどうかを決定すること、の工程を含んでなる。該方法
は、結腸癌関連疾患又は前結腸癌関連疾患状態についての特定の治療を推奨する工程をさ
らに含んでなる。
【０３３２】
　アレイ中の一つ又はそれより多くの遺伝子の発現をアッセイするために使用し得るアレ
イも本明細書において提供される。一つの態様において、該アレイは、組織における遺伝
子発現をアッセイするために使用することが可能であり、アレイ中の遺伝子の組織特異性
が確認される。このようにして、約７０００までの又はそれ以上の遺伝子が発現について
同時にアッセイし得る。このことは、一つ又はそれより多くの組織で特異的に発現された
遺伝子の集団を示しているプロファイルが展開されるのを可能にする。
【０３３３】
　こうした定性的決定に加え、遺伝子発現の定量化が本明細書において提供される。　従
って、組織特異性のみならず、組織中の遺伝子の集団の発現レベルも確認可能である。従
って、遺伝子は、それらの組織発現それ自体及びその組織中での発現のレベルに基づいて
グループ化し得る。このことは、例えば、組織間又は組織のうちでの遺伝子発現の関係を
確認することにおいて有用である。従って、一つの組織を撹乱させることが可能であり、
そして第二の組織中の遺伝子発現に対する効果を決定し得る。これに関連して、生物学的
刺激に応答した、別の細胞タイプに対する一つの細胞タイプの影響を決定し得る。
【０３３４】
　こうした決定は、例えば、遺伝子発現レベルでの細胞間相互作用の効果を知る上で有用
である。もし一つの剤が、一つの細胞タイプを治療するために療法的に投与されて、別の
細胞タイプに望まれない効果を有しているならば、本方法は、望まれない効果の分子基盤
を決定するアッセイを提供し、及びそれ故、相殺する剤を同時投与する、さもなければ望
まれない効果を治療する機会を提供する。同様に、単一細胞タイプ内でも、望まれない生
物学的効果を分子レベルで決定し得る。それ故、標的遺伝子以外の発現に対する、一つの
剤の効果を確認及び相殺することが可能である。
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【０３３５】
　別の態様において、該アレイは、アレイにおける一つ又はそれより多くの遺伝子の発現
の時間経過をモニターするために使用し得る。このことは、本明細書に開示したように、
多様な生物学的状況で起こることができる；例えば、結腸癌関連疾患の発症、結腸癌関連
疾患の進行、及び結腸癌関連疾患に関連する細胞形質転換のようなプロセス。
【０３３６】
　該アレイは、同一細胞における、又は異なった細胞における遺伝子の発現又は他の遺伝
子の発現の効果を確認するために有用である。このことは、例えば、もし最終又は下流標
的を調節できないならば、治療介入のための代替分子標的の選択を提供する。
【０３３７】
　該アレイは、正常及び異常細胞における一つ又はそれより多くの遺伝子の差次的発現パ
ターンを確認するためにも有用である。このことは、診断又は治療介入のための分子標的
として働くことができない遺伝子の集団を提供する。
【０３３８】
　代理マーカー
　該マーカーは、一つ又はそれより多くの障害又は疾患状態のための、又は結腸癌関連疾
患状態を導く条件のための代理マーカーとして働くことができる。本明細書で使用される
「代理マーカー」は、疾患又は障害の不存在又は存在に、又は疾患又は障害の進行に相関
する、客観的生化学的マーカーである。それ故、これらのマーカーは、治療の特定の経過
が、疾患状態又は障害の軽減することに有効であるかどうかを示すために働くことができ
る。代理マーカーは、疾患状態又は障害の存在又は程度が標準方法論ではアクセスするこ
とが困難である場合、又は危険な臨床的エンドポイントに到達する可能性がある前に疾患
進行の評価が望まれる場合に特別に使用される。
【０３３９】
　該マーカーは、薬力学的マーカーとしても有用である。本明細書で使用される「薬力学
的マーカー」は、薬剤効果と特異的に相関する客観的生化学的マーカーである。薬力学的
マーカーの存在又は量は、薬剤が投与された疾患状態又は障害とは関係していない；それ
故、該マーカーの存在又は量は、対象中の薬剤の存在又は活性の指標である。例えば、薬
力学的マーカーは、生物学的組織中の薬剤の濃度の指標であることができ、そこでマーカ
ーは、薬剤のレベルと関連して、発現され又は転写されるか、又はその組織中で発現され
ず又は転写されない。この様式で、薬剤の分布又は取り込みが薬力学的マーカーによりモ
ニターすることができる。同様に、力学的マーカーの存在又は量は、該マーカーの存在又
は量が、インビボでの薬剤の相対分解速度の指標であるように、薬剤の代謝生成物の存在
又は量に関連させることができる。
【０３４０】
　薬力学的マーカーは、薬剤効果の検出の感度を増加させることにおいて、特に薬剤が低
用量で投与される場合に特別に使用される。少量の薬剤でさえも、マーカー転写又は発現
の多数の経路を活性化するのには十分であることができるため、増幅されたマーカーは多
量にあり、それは薬剤それ自身よりも容易に検出可能である。また、該マーカーはマーカ
ーそれ自身の性質のため、より容易に検出することができる；例えば、本明細書に記載し
た方法を使用し、抗体をタンパク質マーカーのための免疫に基づいた検出システムで用い
ることができ、又はマーカー特異的放射標識プローブをｍＲＮＡマーカーの検出に使用す
ることができる。さらに、薬力学的マーカーの使用は、可能な直接観察を超えた薬剤治療
によるリスクの機構に基づいた予測を与えることができる。
【０３４１】
　試験のプロトコル
　結腸癌関連疾患の試験法は、例えば、対象由来の生体サンプル中の、各マーカー遺伝子
の発現レベルを時間とともに測定すること、および対照生体サンプル中のマーカー遺伝子
とレベルを比較することを含んでなる。
【０３４２】
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　マーカー遺伝子が本明細書に記載された遺伝子の内の一つで、発現レベルは異なった形
で現れる場合（例えば、対照の場合より高い又はより低い）、対象は結腸癌関連疾患の影
響を受けたと判断される。マーカー遺伝子の発現レベルが許容範囲内に落ちる場合は、対
象結腸癌関連疾患の影響を受けない傾向がある。
【０３４３】
　対照に対する標準値は、発現レベルを比較するために、対照中マーカー遺伝子の発現レ
ベルを測定することで前もって決定できる。例えば標準値は、上述した対照中マーカー遺
伝子の発現レベルに基づいて決定し得る。例えば特定の態様において、許容範囲を標準値
に基づいて±２Ｓ．Ｄ．とする。一度標準値が決定されると、試験法は対照由来生体サン
プル中の発現レベルの測定を行い、その値と対照に対して決定された標準値を比較できる
。
【０３４４】
　マーカー遺伝子の発現レベルはマーカー遺伝子からｍＲＮＡへの転写、およびタンパク
質への翻訳を含む。したがって、結腸癌関連疾患の試験法はマーカー遺伝子に相当するｍ
ＲＮＡの発現強度、またはマーカー遺伝子がコードするタンパク質の発現レベルの強度を
比較し、それに基づいて行なう。
【０３４５】
　結腸癌関連疾患に対する試験中のマーカー遺伝子の発現レベル測定は、様々な遺伝子解
析法に基づいて行なうことができる。具体的には、例えばそれらの遺伝子とハイブリダイ
ゼーションする核酸をプローブとして用いるハイブリダイゼーション技術、あるいはマー
カー遺伝子とハイブリダイズするＤＮＡをプライマーとして用いた遺伝子増幅技術を使用
し得る。
【０３４６】
　試験に用いるプローブ又はプライマーは、マーカー遺伝子のヌクレオチド配列に基づい
て設計し得る。それぞれのマーカー遺伝子のヌクレオチド配列に対する識別番号は、本明
細書に記載されている。
【０３４７】
　さらに、高等生物はほとんどの場合、高い頻度で遺伝子多型を伴うことが理解されるべ
きである。また、スプライシングプロセスの間、相互に異なるアミノ酸配列を含んでなる
アイソフォームを産生する分子がある。マーカー遺伝子と同様の活性を有する結腸癌関連
疾患に関連するいずれの遺伝子も、たとえヌクレオチド配列が遺伝子多型による相違又は
アイソフォームを有しても、マーカー遺伝子に含まれる。
【０３４８】
　マーカー遺伝子はヒトに加え他の種の相同体も含むことができると理解されるべきであ
る。従って、特に規定しない限り、「マーカー遺伝子」発現は、種に固有のマーカー遺伝
子、又は個々に導入された外来のマーカー遺伝子の相同体を指す。
【０３４９】
　「マーカー遺伝子の相同体」はストリンジェント条件下でプローブとしてヒトマーカー
遺伝子とハイブリダイズできるヒト以外の種由来の遺伝子も指すと理解されるべきである
。こうしたストリンジェント条件は、実験的に又は経験的に同様のストリンジェンシーを
産生する適切な条件を選択できる当業者において公知である。
【０３５０】
　マーカー遺伝子のヌクレオチド配列又は少なくとも１５のヌクレオチドを有するマーカ
ー遺伝子のヌクレオチド配列の相補鎖に相補的なヌクレオチド配列を含んでなるポリヌク
レオチドは、プライマー又はプローブとして使用し得る。従って、「相補鎖」は他の一本
鎖に対して二本鎖ＤＮＡの一本鎖を意味し、Ａ：Ｔ（ＲＮＡに対してはＵ）およびＧ：Ｃ
塩基対から構成される。
【０３５１】
　さらに、「相補的」は少なくとも１５の連続したヌクレオチド領域に対して完全に相補
的なもののみでなく、場合によってはヌクレオチド配列相同性少なくとも４０％、場合に



(73) JP 2013-176370 A 2013.9.9

10

20

30

40

50

よっては５０％、場合によっては６０％、場合によっては７０％、少なくとも８０％、９
０％、及び９５％又はそれ以上のものも意味する。ヌクレオチド配列間の相同性の程度は
ＢＬＡＳＴなどのアルゴリズムによって決定し得る。
【０３５２】
　こうしたポリヌクレオチドはマーカー遺伝子を検出するプローブ又はマーカー遺伝子を
増幅するプライマーとして有用である。プライマーとして用いる場合は、ポリヌクレオチ
ドは通常１５ｂｐ～１００ｂｐ、及び特定の態様においてヌクレオチドの１５ｂｐ～３５
ｂｐを含んでなる。プローブとして用いる場合は、ＤＮＡはマーカー遺伝子の全ヌクレオ
チド配列（又はそれの相補鎖）、又は少なくとも１５ｂｐのヌクレオチドを有するそれの
部分的配列を含んでなる。プライマーとして用いる場合は、３’領域はマーカー遺伝子に
対して相補的でなくてはならなく、一方５’領域は制限酵素認識配列又はタグと連結し得
る。
【０３５３】
　「ポリヌクレオチド」はＤＮＡ又はＲＮＡのどちらでもよい。これらのポリヌクレオチ
ドは合成又は天然起源のどちらでもよい。また、ハイブリダイゼーション用のプローブと
して用いるＤＮＡは通常標識化されている。当事者は直ちにこうした標識化法を理解する
。ここに、用語「オリゴヌクレオチド」は、相対的に低い重合度のポリヌクレオチドを意
味する。オリゴヌクレオチドはポリヌクレオチドに含まれる。
【０３５４】
　ハイブリダイゼーション法を用いた結腸癌関連疾患試験は、例えばノーザンハイブリダ
イゼーション、ドットブロットハイブリダイゼーション、又はＤＮＡマイクロアレイ技術
などを用いて実施し得る。さらに、ＲＴ－ＰＣＲ法のような遺伝子増幅技術も使用できる
。ＲＴ－ＰＣＲの遺伝子増幅段階でのＰＣＲ増幅モニタリング法　を使用することで、マ
ーカー遺伝子の発現のより定量的な解析を成し得る。
【０３５５】
　ＰＣＲ遺伝子増幅モニタリング法において、検出ターゲット（ＤＮＡ又はＲＮＡの逆転
写体）は蛍光色素及び蛍光体に吸着する消光剤で標識したプローブとハイブリダイゼーシ
ョンする。ＰＣＲが進行してＴａｑポリメラーゼが５’～３’エキソヌクレアーゼ活性有
するプローブを分解すると、蛍光色素及び消光剤は互いに引き離れ、蛍光が検出される。
蛍光はリアルタイムで検出される。標的のコピー数が不明な標準サンプルを同時に測定す
ることにより、ＰＣＲ増幅が直線状の場合、対象サンプル中の標的のコピー数をサイクル
数と共に求めることができる。また、当事者はＰＣＲ増幅モニタリング法がどの適切な手
法を用いて実行できるものか認識し得る。
【０３５６】
　結腸癌関連疾患の試験法はマーカー遺伝子でコードしたタンパク質を検出することでも
また、実行し得る。下文に、マーカー遺伝子でコードしたタンパク質を「マーカータンパ
ク質」として記載する。こうした試験法として、例えば、各マーカー遺伝子に結合する抗
体を用いたウエスタンブロッティング法、免疫沈降法、及びＥＬＩＳＡ法が採用できる。
【０３５７】
　検出に用いるマーカータンパク質に結合する抗体は、どの適切な技術でも産生できる。
また、マーカータンパク質を検出するために、こうした抗体を適切に標識できる。代わり
に、抗体を標識せずに、抗体に特異的結合する物質、例えば、タンパク質Ａ又はタンパク
質Ｇを標識化してマーカータンパク質を間接的に検出できる。より具体的に言うと、こう
した検出法はＥＬＩＳＡ法を含み得る。
【０３５８】
　抗原として用いたタンパク質又はそれの部分的ペプチドを、例えば、マーカー遺伝子又
はその一部を発現ベクターに挿入し、構成物を適切な宿主細胞に導入して形質転換細胞を
産生し、形質転換細胞を培養して組み換えタンパク質を発現し、その発現した組み換えタ
ンパク質を培地または培地の上清から精製した。代わりに、遺伝子でコードしたアミノ酸
配列、又は全長のｃＤＮＡでコードしたアミノ酸配列の一部を含んでなるオリゴペプチド
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を免疫源として用いるために化学合成した。
【０３５９】
　さらに、結腸癌関連疾患の試験はマーカー遺伝子の発現レベルの指標のみならず、生体
サンプル中のマーカータンパク質の活性の指標として使用し得る。マーカータンパク質の
活性はタンパク質への生物学的固有活性を意味する。多様な方法が、各タンパク質の活性
を測定するために使用し得る。
【０３６０】
　たとえ患者が定期試験で症状が示されているにも関わらず結腸癌関連疾患に罹患してい
ないと診察されても、こうした患者が結腸癌関連疾患に苦しんでいようがいまいが、本明
細書に記載された方法によれば、試験を行なうことで容易に決定し得る。
【０３６１】
　より具体的に言うと、特定の態様において、マーカー遺伝子が本明細書に記載された遺
伝子の一つの場合、症状が結腸癌関連疾患を示すと少なくとも疑わしい患者の、マーカー
遺伝子の発現レベルの増加又は減少は、症状が主に結腸癌関連疾患によるものであること
を示している。
【０３６２】
　加えて、本試験は結腸癌関連疾患が患者内で進行しているかどうか決定する上で有用で
ある。言い換えると、本明細書に記載された方法は結腸癌関連疾患に対する処置の治療効
果を判断し得る。さらに、マーカー遺伝子が本明細書に記載された遺伝子の一つの場合、
結腸癌関連疾患に罹患した症状を有する患者のマーカー遺伝子の発現レベルの増加又は減
少は、疾病がより進行していることを暗示する。
【０３６３】
　結腸癌関連疾患に対する重症度及び／又は感受性はまた、発現レベルの違いに基づいて
決定することができる。例えば、マーカー遺伝子が本明細書に記載された遺伝子の一つの
場合、マーカー遺伝子の発現レベルの増加は、結腸癌関連疾患の存在及び／又重症度と関
連する。
【０３６４】
　動物モデル
　別の側面において、結腸癌関連疾患のための動物モデルが本明細書において提供され、
一つ又はそれより多くのマーカー遺伝子又はマーカー遺伝子の機能的に均等な遺伝子の発
現レベルは該動物モデルにおいて上昇されている。本明細書で使用される「機能的に均等
な遺伝子」とは、一般的に、マーカー遺伝子によりコードされたタンパク質の既知の活性
と同様の活性を有するタンパク質をコードする遺伝子である。機能的に均等な遺伝子の代
表的例には、該動物に固有である対象動物のマーカー遺伝子のカウンターパートが含まれ
る。
【０３６５】
　結腸癌関連疾患についての動物モデルは、結腸癌関連疾患による生理学的変化を検出す
るために有用である。ある態様において、該動物モデルは、マーカー遺伝子の追加の機能
を明らかにするため、及び標的がマーカー遺伝子である薬剤を評価するために有用である
。
【０３６６】
　一つの態様において、結腸癌関連疾患のための動物モデルは、カウンターパート遺伝の
発現レベルを制御することにより、又はカウンターパート遺伝子を投与することにより作
製し得る。該方法は、本明細書に記載した遺伝子のグループから選択される遺伝子の発現
レベルを制御することにより、結腸癌関連疾患のための動物モデルを作製することを含み
得る。別の態様において、該方法は、本明細書に記載された遺伝子によりコードされたタ
ンパク質を投与することにより、又は該タンパク質に対する抗体を投与することにより、
結腸癌関連疾患のための動物モデルを作製することを含み得る。ある他の態様において、
該マーカーが適切な方法を使用して測定できるように、該マーカーを過剰発現させること
が可能であることも理解すべきである。
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【０３６７】
　別の態様において、結腸癌関連疾患のための動物モデルは、遺伝子のこうしたグループ
から選択される遺伝子を導入することにより、又はこうした遺伝子によりコードされたタ
ンパク質を投与することにより作製し得る。
【０３６８】
　別の態様において、結腸癌関連疾患は、遺伝子のこうしたグループから選択される遺伝
子の発現を、又はこうした遺伝子によりコードされたタンパク質の活性を抑制することに
より誘発することが可能である。アンチセンス核酸、リボザイム、又はＲＮＡｉが該発現
を抑制するために使用し得る。タンパク質の活性は、抗体のような、活性を抑制する物質
を投与することにより効果的に制御し得る。
【０３６９】
　該動物モデルは、結腸癌関連疾患の根底にある機構を評価するため、及びスクリーニン
グにより得られた化合物の安全性を試験するために有用である。例えば、動物モデルが結
腸癌関連疾患の症状を発症した場合、又はある種の結腸癌関連疾患に関与する測定値が動
物中で変化した場合、疾患を寛解する活性を有する化合物を探索するため、スクリーニン
グシステムを構築し得る。
【０３７０】
　本明細書で使用される表現「発現レベルの増加」とは、以下のいずれか一つを指す：外
来遺伝子として導入されたマーカー遺伝子が人工的に発現された場合；対象動物に固有の
マーカー遺伝子の転写及びタンパク質へのそれらの翻訳が増強された場合；翻訳生成物で
あるタンパク質の加水分解が抑制された場合。本明細書で使用される表現「発現レベルの
減少」とは、対象動物のマーカー遺伝子の転写、及びタンパク質へのそれらの翻訳が抑制
された状態、又は翻訳産物である該タンパク質の加水分解が増強された状態を指す。遺伝
子の発現レベルは、例えば、ＤＮＡチップ上のシグナル強度の相違により決定し得る。さ
らに、翻訳産物（タンパク質）の活性は、正常状態のものと比較することにより決定し得
る。
【０３７１】
　該動物モデルはトランスジェニック動物を含むことも企図された範囲内であり、例えば
、マーカー遺伝子が導入されており、そして人工的に発現される動物；マーカー遺伝子ノ
ックアウト動物；及び別の遺伝子でマーカー遺伝子が置換されているノックイン動物。マ
ーカー遺伝子のアンチセンス核酸、リボザイム、ＲＮＡｉ効果を有するポリヌクレオチド
、又はデコイ核酸として機能するＤＮＡ、が導入されているトランスジェニック動物がト
ランスジェニック動物として使用できる。こうしたトランスジェニック動物には、例えば
、遺伝子のコード領域内に突然変異を導入すること、又はアミノ酸配列が修飾されて加水
分解に対して抵抗性又は感受性となることにより、マーカータンパク質の活性が増強され
ている又は抑制されている動物が含まれる。アミノ酸配列中の突然変異には、置換、欠失
、挿入及び付加が含まれる。
【０３７２】
　加えて、マーカー遺伝子の発現それ自身を、該遺伝子の転写調節領域中に突然変異（単
数又は複数）を導入することにより制御し得る。当業者はこうしたアミノ酸置換を理解し
ている。また、活性が維持されている限り、変異されたアミノ酸の数は特に制限されない
。通常、それは５０アミノ酸以内、ある非制限態様においては３０アミノ酸以内、１０ア
ミノ酸以内又は３アミノ酸以内である。突然変異の部位は、活性が維持されている限り、
いずれの部位であってもよい。
【０３７３】
　さらに別の側面において、結腸癌関連疾患を治療する療法剤のための候補化合物につい
てのスクリーニング法が提供される。一つ又はそれより多くのマーカー遺伝子が本明細書
に記載した遺伝子の群から選択された。結腸癌関連疾患のための治療薬は、マーカー遺伝
子（単数又は複数）の発現レベルを増加させる又は減少させることが可能な化合物を選択
することにより得ることが可能である。
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【０３７４】
　表現「遺伝子の発現レベルを増加させる化合物」は、遺伝子転写、遺伝子翻訳又はタン
パク質活性の発現の工程を促進する化合物を指す。一方、本明細書で使用される表現「遺
伝子の発現レベルを減少させる化合物」は、これらの工程のいずれか一つを阻害する化合
物を指す。
【０３７５】
　特定の側面において、結腸癌関連疾患の療法剤についてのスクリーニング法は、インビ
ボか又はインビトロで実施し得る。このスクリーニング法は、例えば、（１）候補化合物
を動物対象に投与すること；（２）動物対象からの生物学的サンプル中のマーカー遺伝子
（単数又は複数）の発現レベルを測定すること；又は（３）候補化合物に接触されていな
い対照中のレベルと比較し、マーカー遺伝子（単数又は複数）の発現レベルを増加させる
又は減少させる化合物を選択すること、により実施することが可能である。
【０３７６】
　さらに別の側面において、動物対象と候補化合物を接触させ、そして該動物対象に由来
するサンプル生物学的サンプル中のマーカー遺伝子（単数又は複数）の発現レベルに対す
る化合物の効果をモニタリングすることにより、マーカー遺伝子（単数又は複数）の発現
レベルに対する医薬品のための候補化合物の効力を評価する方法が本明細書において提供
される。該動物対象に由来するサンプル生物学的サンプル中のマーカー遺伝子（単数又は
複数）の発現レベルにおける変動は、上記の試験法に使用した同一技術を使用してモニタ
ーすることが可能である。さらに、評価に基づいて、医薬品のための候補化合物をスクリ
ーニングにより選択することが可能である。
【０３７７】
　本明細書で引用したすべての特許、特許出願及び参照文献は、その全体が本明細書にお
いて援用される。本発明は当業者がそれを作製する及び使用するのに十分に詳細に説明さ
れ及び例示されてきたが、本発明の精神及び範囲から離れることなく、多様な変更、修飾
及び改善ができるのは明らかなはずである。本発明は、課題を実行し、そして記述した目
的及び利点、ならびにここに固有のものを得るためにうまく適用されることを、当業者は
容易に理解する。
【０３７８】
　本明細書に記載された方法及び試薬は、好ましい態様を代表するものであり、例示であ
り、本発明の範囲の制限を意図するものではない。その中の修飾及び他の使用が当業者に
は生じるであろう。これらの修飾は本発明の精神内に包含されており、特許請求の範囲に
より規定されている。本発明の精神及び範囲から離れることなく、様々な置換および修飾
をここに開示した発明に行えることができることが、当業者には容易に明らかになるであ
ろう。
【０３７９】
　本発明は好ましい態様及び任意選択の特色により具体的に開示されてきたが、本明細書
で開示された概念の修飾及び変形は、当業者に依存することができ、及びこうした修飾及
び変形は、付随する特許請求の範囲により定義される本発明の範囲内であると考えられる
。
【０３８０】
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【図面の簡単な説明】
【０３８２】
　本特許又は出願ファイルは少なくとも一つのカラーで仕上げられた図を含む。カラーの
図を含むこの特許又は特許出願印刷物のコピーは、依頼及び必要な料金の支払い後、本事
務所により提供されるであろう。
【図１－１】図１ａ～１ｇ：ＭｉＲ－２１は結腸腺癌においてより高いレベルで発現され
ており、より進行した腫瘍において発現が増加している。（図１ａ）ｍｉＲ－２１につい
てのインサイチュハイブリダイゼーションを最適化し、ｍｉＲ－２１の高い及び低い発現
を識別した。ヒト腫瘍（Ｔ）中の結腸上皮細胞は、隣接する非腫瘍組織（Ｎ）と比較して
より高いレベルのｍｉＲ－２１を発現した。（図１ｃ）腫瘍組織中の結腸上皮細胞の核及
び細胞質は、高倍率で、腫瘍組織においてｍｉＲ－２１の有意な量を発現した。（図１ｅ
）非腫瘍組織は、同じ倍率で、ｍｉＲ－２１の有意な発現を示さなかった。（図１ｂ、図
１ｄ、図１ｆ）スクランブル対照プローブは、予測されたように、腫瘍及び非腫瘍組織の
一連の切片について、低又は高倍率で有意な染色を示さなかった。スケールバー（図１ｃ
～ｆ）は５００μＭを示す。
【図１－２】図１ｇ：ｍｉＲ－２１はより進行した腫瘍においてより高いレベルで発現さ
れた。ドットブロットは、それぞれ対の非腺腫又は非腫瘍組織に対して規格化されている
腺腫及び腫瘍発現レベルについてのｍｉＲ－２１相対Ｃｔ値（定量的ＲＴ－ＰＣＲから）
を表している。組織タイプは腺腫からステージＩ－ＩＶ腫瘍へと並べられている。バーは
中心値を示している。より進行した腫瘍はｍｉＲ－２１のより高い発現を有するという有
意な傾向がある（並べられたグループにわたる傾向についてのノンパラメトリック検定）
。
【図２】ｍｉＲ－２１は、より進行した腫瘍においてより高いレベルで発現される。マイ
クロＲＮＡマイクロアレイを使用して、ｍｉＲ－２１発現レベルを測定した。ドットブロ
ットは、オリジナルコホートからのマイクロＲＮＡマイクロアレイから計算されたｍｉＲ
－２１　ｌｏｇ２（腫瘍／非腫瘍比）を表している。マイクロアレイからのプローブｈｓ
ａ－ｍｉＲ－２１－ｐｒｅｃ１７Ｎｏ１を使用して、ｍｉＲ－２１発現を測定した。マイ
クロアレイに基づいたｍｉＲ－２１の発現が検出されない組織は除外した。組織タイプは
、ＴＮＭステージＩからステージＩＶ腫瘍へと並べられている。バーは中心値を示してい
る。より進行した腫瘍はｍｉＲ－２１のより高い発現を有するという有意な傾向がある（
ｐ＝０．０４；並べられたグループにわたる傾向についてのノンパラメトリック検定）。
【図３ａ】図３ａ及び３ｂ：腫瘍中の高いｍｉＲ－２１発現は、両方の独立したコホート
において、典型的腺癌組織構造を有する対象における悪い生存率を予測する。この分析は
、粘液腺癌か又は腺扁平上皮癌組織構造を有する対象を除外した。（図３ａ）マイクロＲ
ＮＡマイクロアレイをメリーランド試験コホートに使用して、腫瘍及び非腫瘍組織のマイ
クロＲＮＡ発現レベルを測定した。マイクロアレイに基づいたｍｉＲ－２１の発現が検出
されない組織は除外した。高ｍｉＲ－２１発現は、最高三分位値に基づいて分類した。赤
線は高発現を有する個体を示し、一方緑線は低発現に対応する。非腫瘍組織については、
２４／６９組織が高いと分類され、一方２６／７２腫瘍が高いと分類された。腫瘍中の高
ｍｉＲ－２１発現（右）は、悪い生存率と関連しており、一方、非腫瘍組織において関連
はなかった。
【図３ｂ】（図３ｂ）独立したコホートにおける、腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現と予後不
良の関連の検証。ｍｉＲ－２１の発現レベルは定量的ＲＴ－ＰＣＲにより測定した。高ｍ
ｉＲ－２１発現は、最高三分位値に基づいている。３５／１０３非腫瘍組織が高いと分類
され、及び３４／１０３腫瘍組織が高いと分類された。ｐ値は、カプラン・マイヤー分析
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からのログランクｐ値である。すべての線上のｘは、個体が打ち切られた時間を示してい
る。
【図４ａ】図４ａ及び４ｂ：腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現は両方の独立したコホートにお
いて悪い生存率を予測する。この分析は腺癌組織構造にかかわらず全対象を含む。（図４
ａ）マイクロＲＮＡマイクロアレイをメリーランド試験コホートに使用して、腫瘍及び非
腫瘍組織のマイクロＲＮＡ発現レベルを測定した。マイクロアレイに基づいたｍｉＲ－２
１の発現が検出されない組織は除外した。高ｍｉＲ－２１発現は、最高三分位値に基づい
て分類した。赤線は高発現を有する個体を示し、一方緑線は低発現に対応する。非腫瘍組
織については、２６／７４組織が高いと分類され、一方２８／７９腫瘍が高いと分類され
た。腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現（右）は、悪い生存率と関連しており、一方、非腫瘍組
織において関連はなかった。
【図４ｂ】（図４ｂ）独立したコホートにおける、腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現と予後不
良の関連の検証。ｍｉＲ－２１の発現レベルは定量的ＲＴ－ＰＣＲにより測定した。高ｍ
ｉＲ－２１発現は、最高三分位値に基づいている。３７／１１１非腫瘍組織が高いと分類
され、及び３７／１１１腫瘍組織が高いと分類された。ｐ値は、カプラン・マイヤー分析
からのログランクｐ値である。すべての線上のｘは、個体が打ち切られた時間を示してい
る。
【図５ａ】図５ａ、５ｂ及び５ｃ：高ｍｉＲ－２１発現は、通常の腺癌組織構造を有する
場合についてのアジュバント化学療法に対する応答不良に関連する。この分析は、粘液腺
癌又は腺扁平上皮癌組織構造を有する対象を除いた検証コホートからの対象を含む。（図
５ａ）ｍｉＲ－２１発現レベル及びアジュバント化学療法の受け取りによる、ＴＮＭステ
ージＩＩ／ＩＩＩ対象の生存率と通常の腺癌組織構造の比較。７７のステージＩＩ／ＩＩ
Ｉ対象について、２５は低ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、２８は低ｍｉＲ－２１及
び療法を受けていない、１１は高ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、及び１３は高ｍｉ
Ｒ－２１及び療法を受けていないと分類された。アジュバント化学療法の受けたステージ
ＩＩ／ＩＩＩ対象について、腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現は悪い生存率と関連していた（
ｐ＝０．０３）。
【図５ｂ】（図５ｂ）ＴＮＭステージＩＩ対象と通常の腺癌組織構造の比較。３３のステ
ージＩＩ対象について、８は低ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、１５は低ｍｉＲ－２
１及び療法を受けていない、３は高ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、及び７は高ｍｉ
Ｒ－２１及び療法を受けていないと分類された。化学療法を受けたすべてのステージＩＩ
対象は、この研究の期間中生存した。
【図５ｃ】（図５ｃ）ＴＮＭステージＩＩＩ対象と通常の腺癌組織構造との比較。４４の
ステージＩＩＩ対象について、１７は低ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、１３は低ｍ
ｉＲ－２１及び療法を受けていない、８は高ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、及び６
は高ｍｉＲ－２１及び療法を受けていないと分類された。アジュバント化学療法の受けた
ステージＩＩＩ対象について、腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現は悪い生存率と関連していた
（ｐ＝０．０２）。すべての線上のｘは、個体が打ち切られた時間を示している。
【図６ａ】図６ａ、６ｂ及び６ｃ：腫瘍中のｍｉＲ－２１発現及びアジュバント化学療法
の受け取りと予後の間の関係を試験している、メリーランド試験コホート及び香港検証コ
ホートの結合分析。この分析は、両方のコホートからのすべてのＴＮＭステージＩＩ／Ｉ
ＩＩ対象を含む。除外されたのは、粘液腺癌又は腺扁平上皮癌組織構造を有する個体であ
る。左のカラムは、アジュバント療法の受け取りと予後の間の関係を分析しているカプラ
ン・マイヤープロットを含んでいる。中央のカラムは、腫瘍中の高ｍｉＲ－２１発現と予
後の間の関係の分析を含んでおり、右のカラムは、化学療法及びｍｉＲ－２１発現状態両
方に基づいた個体を副分割している。（図６ａ）すべてのＴＮＭステージＩＩ／ＩＩＩ対
象。１１９のステージＩＩ／ＩＩＩ対象について、４０は低ｍｉＲ－２１及び療法を受け
ており、４１は低ｍｉＲ－２１及び療法を受けていない、１６は高ｍｉＲ－２１及び療法
を受けており、及び２２は高ｍｉＲ－２１及び療法を受けていないと分類された。化学療
法を受けているもの（ｐ＝０．００３）、ならびに化学療法を受けていないもの（ｐ＝０
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．０４）について、高ｍｉＲ－２１発現は悪い生存率と関連していた。
【図６ｂ】（図６ｂ）すべてのＴＮＭステージＩＩ対象。５２のステージＩＩ／ＩＩＩ対
象について、１０は低ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、２５は低ｍｉＲ－２１及び療
法を受けていない、４は高ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、及び１３は高ｍｉＲ－２
１及び療法を受けていないと分類された。化学療法を受けている個体（ｐ＝０．１１）、
又は化学療法を受けていない個体（ｐ＝０．０６）において、高ｍｉＲ－２１発現及び予
後間の関係に、統計的有意差はなかった。
【図６ｃ】（図６ｃ）すべてのＴＮＭステージＩＩＩ対象。６７のステージＩＩＩ対象に
ついて、３０は低ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、１６は低ｍｉＲ－２１及び療法を
受けていない、１２は高ｍｉＲ－２１及び療法を受けており、及び９は高ｍｉＲ－２１及
び療法を受けていないと分類された。高ｍｉＲ－２１発現は、化学療法を受けているステ
ージＩＩＩ対象においては悪い生存率と有意に関連するが（ｐ＝０．００７）、化学療法
を受けていない対象においては関連していない（ｐ＝０．３０）。すべての線上のｘは、
個体が打ち切られた時間を示している。
【図７ａ】グローバルｍｉＲＮＡプロファイルは、臨床的ＴＮＭ病期及び生存予後と関連
する。ｍｉＲＮＡ　ＴＩＮ比の階層的クラスタリングは、グループＡ及びグループＢと任
意に名付けられた二つのグループの形成を生じた。生じたＨＥＡＴマップ及びクラスター
帰属は図７ａに示されている。
【図７ｂ】これらの二つのグループは、ＴＮＭ病期について有意に異なった生存予後を有
する個体から成っており、グループＢ個体はグループＡ個体と比較してステージＩＩＩ又
はＩＶとより診断されやすいようである（図７ｂ）。
【図７ｃ】カプラン・マイヤー分析は、グループＢ個体がより悪い生存予後を有すること
も示している（図７ｃ）。
【図８ａ】図８ａ～８ｉ：個々のｍｉＲＮＡのＴＩＮ比は生存予後を予測する。ここに示
されているのは、これら９のｍｉＲＮＡの各々について、ＴＮＭ病期（左）及びカプラン
・マイヤー分析（右）によるＴＩＮ比を示しているグラフである。Ｙ軸（ＴＮＭ病期グラ
フによるＴＩＮ比）は、各個体についてのｌｏｇ（２）転換ＴＩＮ比であり、一方、Ｙ軸
はＴＮＭ病期（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＩＶ）により個体をグループ化している。示されて
いる有意値は、病期によりグループ化された個体にわたった平均ＴＩＮ比値の傾向につい
てのノンパラメトリック検定の結果である。カプラン・マイヤープロットは、その特定の
ｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比データを有するすべての個体を含む。我々は、ＴＩＮ比が
、臨床病期及び生存予後の両方と関連していることを発見した。
【図８ｂ】図８ａ～８ｉ：個々のｍｉＲＮＡのＴＩＮ比は生存予後を予測する。ここに示
されているのは、これら９のｍｉＲＮＡの各々について、ＴＮＭ病期（左）及びカプラン
・マイヤー分析（右）によるＴＩＮ比を示しているグラフである。Ｙ軸（ＴＮＭ病期グラ
フによるＴＩＮ比）は、各個体についてのｌｏｇ（２）転換ＴＩＮ比であり、一方、Ｙ軸
はＴＮＭ病期（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＩＶ）により個体をグループ化している。示されて
いる有意値は、病期によりグループ化された個体にわたった平均ＴＩＮ比値の傾向につい
てのノンパラメトリック検定の結果である。カプラン・マイヤープロットは、その特定の
ｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比データを有するすべての個体を含む。我々は、ＴＩＮ比が
、臨床病期及び生存予後の両方と関連していることを発見した。
【図８ｃ】図８ａ～８ｉ：個々のｍｉＲＮＡのＴＩＮ比は生存予後を予測する。ここに示
されているのは、これら９のｍｉＲＮＡの各々について、ＴＮＭ病期（左）及びカプラン
・マイヤー分析（右）によるＴＩＮ比を示しているグラフである。Ｙ軸（ＴＮＭ病期グラ
フによるＴＩＮ比）は、各個体についてのｌｏｇ（２）転換ＴＩＮ比であり、一方、Ｙ軸
はＴＮＭ病期（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＩＶ）により個体をグループ化している。示されて
いる有意値は、病期によりグループ化された個体にわたった平均ＴＩＮ比値の傾向につい
てのノンパラメトリック検定の結果である。カプラン・マイヤープロットは、その特定の
ｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比データを有するすべての個体を含む。我々は、ＴＩＮ比が
、臨床病期及び生存予後の両方と関連していることを発見した。
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【図８ｄ】図８ａ～８ｉ：個々のｍｉＲＮＡのＴＩＮ比は生存予後を予測する。ここに示
されているのは、これら９のｍｉＲＮＡの各々について、ＴＮＭ病期（左）及びカプラン
・マイヤー分析（右）によるＴＩＮ比を示しているグラフである。Ｙ軸（ＴＮＭ病期グラ
フによるＴＩＮ比）は、各個体についてのｌｏｇ（２）転換ＴＩＮ比であり、一方、Ｙ軸
はＴＮＭ病期（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＩＶ）により個体をグループ化している。示されて
いる有意値は、病期によりグループ化された個体にわたった平均ＴＩＮ比値の傾向につい
てのノンパラメトリック検定の結果である。カプラン・マイヤープロットは、その特定の
ｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比データを有するすべての個体を含む。我々は、ＴＩＮ比が
、臨床病期及び生存予後の両方と関連していることを発見した。
【図８ｅ】図８ａ～８ｉ：個々のｍｉＲＮＡのＴＩＮ比は生存予後を予測する。ここに示
されているのは、これら９のｍｉＲＮＡの各々について、ＴＮＭ病期（左）及びカプラン
・マイヤー分析（右）によるＴＩＮ比を示しているグラフである。Ｙ軸（ＴＮＭ病期グラ
フによるＴＩＮ比）は、各個体についてのｌｏｇ（２）転換ＴＩＮ比であり、一方、Ｙ軸
はＴＮＭ病期（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＩＶ）により個体をグループ化している。示されて
いる有意値は、病期によりグループ化された個体にわたった平均ＴＩＮ比値の傾向につい
てのノンパラメトリック検定の結果である。カプラン・マイヤープロットは、その特定の
ｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比データを有するすべての個体を含む。我々は、ＴＩＮ比が
、臨床病期及び生存予後の両方と関連していることを発見した。
【図８ｆ】図８ａ～８ｉ：個々のｍｉＲＮＡのＴＩＮ比は生存予後を予測する。ここに示
されているのは、これら９のｍｉＲＮＡの各々について、ＴＮＭ病期（左）及びカプラン
・マイヤー分析（右）によるＴＩＮ比を示しているグラフである。Ｙ軸（ＴＮＭ病期グラ
フによるＴＩＮ比）は、各個体についてのｌｏｇ（２）転換ＴＩＮ比であり、一方、Ｙ軸
はＴＮＭ病期（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＩＶ）により個体をグループ化している。示されて
いる有意値は、病期によりグループ化された個体にわたった平均ＴＩＮ比値の傾向につい
てのノンパラメトリック検定の結果である。カプラン・マイヤープロットは、その特定の
ｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比データを有するすべての個体を含む。我々は、ＴＩＮ比が
、臨床病期及び生存予後の両方と関連していることを発見した。
【図８ｇ】図８ａ～８ｉ：個々のｍｉＲＮＡのＴＩＮ比は生存予後を予測する。ここに示
されているのは、これら９のｍｉＲＮＡの各々について、ＴＮＭ病期（左）及びカプラン
・マイヤー分析（右）によるＴＩＮ比を示しているグラフである。Ｙ軸（ＴＮＭ病期グラ
フによるＴＩＮ比）は、各個体についてのｌｏｇ（２）転換ＴＩＮ比であり、一方、Ｙ軸
はＴＮＭ病期（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＩＶ）により個体をグループ化している。示されて
いる有意値は、病期によりグループ化された個体にわたった平均ＴＩＮ比値の傾向につい
てのノンパラメトリック検定の結果である。カプラン・マイヤープロットは、その特定の
ｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比データを有するすべての個体を含む。我々は、ＴＩＮ比が
、臨床病期及び生存予後の両方と関連していることを発見した。
【図８ｈ】図８ａ～８ｉ：個々のｍｉＲＮＡのＴＩＮ比は生存予後を予測する。ここに示
されているのは、これら９のｍｉＲＮＡの各々について、ＴＮＭ病期（左）及びカプラン
・マイヤー分析（右）によるＴＩＮ比を示しているグラフである。Ｙ軸（ＴＮＭ病期グラ
フによるＴＩＮ比）は、各個体についてのｌｏｇ（２）転換ＴＩＮ比であり、一方、Ｙ軸
はＴＮＭ病期（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＩＶ）により個体をグループ化している。示されて
いる有意値は、病期によりグループ化された個体にわたった平均ＴＩＮ比値の傾向につい
てのノンパラメトリック検定の結果である。カプラン・マイヤープロットは、その特定の
ｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比データを有するすべての個体を含む。我々は、ＴＩＮ比が
、臨床病期及び生存予後の両方と関連していることを発見した。
【図８ｉ】図８ａ～８ｉ：個々のｍｉＲＮＡのＴＩＮ比は生存予後を予測する。ここに示
されているのは、これら９のｍｉＲＮＡの各々について、ＴＮＭ病期（左）及びカプラン
・マイヤー分析（右）によるＴＩＮ比を示しているグラフである。Ｙ軸（ＴＮＭ病期グラ
フによるＴＩＮ比）は、各個体についてのｌｏｇ（２）転換ＴＩＮ比であり、一方、Ｙ軸
はＴＮＭ病期（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＩＶ）により個体をグループ化している。示されて



(84) JP 2013-176370 A 2013.9.9

10

20

いる有意値は、病期によりグループ化された個体にわたった平均ＴＩＮ比値の傾向につい
てのノンパラメトリック検定の結果である。カプラン・マイヤープロットは、その特定の
ｍｉＲＮＡについてのＴＩＮ比データを有するすべての個体を含む。我々は、ＴＩＮ比が
、臨床病期及び生存予後の両方と関連していることを発見した。
【図９ａ】図９ａ。９つのｍｉＲＮＡのｍｉＲＮＡシグニチャーは結腸癌で死ぬリスクを
予測する。ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲｌδｌｂ、ｍｉＲ－１６ｂ、ｍｉＲ
－２０３、ｌｅｔ－７ｇ、ｍｉＲ－２９ａ、ｍｉＲ－１０３－２及びｍｉＲ－１０ａのＴ
ＩＮ比が、各々、結腸癌予後を予期することが示されている。これら９つのｍｉＲＮＡの
階層的クラスタリングは、個体を２つのグループに分割し（１Ａ）、有意に異なった生存
予後を有した（１Ｂ）。グループＢ個体は、グループＡよりも有意に高い結腸癌で死ぬリ
スクを有した。もし、個体に、ｍｉＲＮＡシグニチャーを作り出している９ＴＩＮ比に、
２よりも大きな欠損があれば、この分析から除外した。
【図９ｂ】図９ｂ。９つのｍｉＲＮＡのｍｉＲＮＡシグニチャーは結腸癌で死ぬリスクを
予測する。ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０６ａ、ｍｉＲｌδｌｂ、ｍｉＲ－１６ｂ、ｍｉＲ
－２０３、ｌｅｔ－７ｇ、ｍｉＲ－２９ａ、ｍｉＲ－１０３－２及びｍｉＲ－１０ａのＴ
ＩＮ比が、各々、結腸癌予後を予期することが示されている。これら９つのｍｉＲＮＡの
階層的クラスタリングは、個体を２つのグループに分割し（１Ａ）、有意に異なった生存
予後を有した（１Ｂ）。グループＢ個体は、グループＡよりも有意に高い結腸癌で死ぬリ
スクを有した。もし、個体に、ｍｉＲＮＡシグニチャーを作り出している９ＴＩＮ比に、
２よりも大きな欠損があれば、この分析から除外した。

【図１－２】 【図２】
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【図４ａ】 【図４ｂ】
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【図５ｃ】 【図６ａ】
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【図７ｃ】 【図８ａ】
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【図８ｈ】 【図８ｉ】
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【手続補正書】
【提出日】平成25年4月4日(2013.4.4)
【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】
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　結腸腺癌の患者における化学療法の有効性の決定を補助する方法であって、以下：
　結腸腺癌の患者からのサンプル中の少なくとも１つのｍｉＲ－２１遺伝子産物のレベル
を測定すること、
　対照サンプル中の対応するｍｉＲ－２１遺伝子産物のレベルと比較した、試験サンプル
中の少なくとも当該ｍｉＲ－２１遺伝子産物のレベルの増加が存在する場合、結腸腺癌の
患者における化学療法の不十分な有効性を決定するための指標を提供すること、
ことを含む、前記方法。
【請求項２】
　結腸腺癌の患者におけるアジュバント化学療法に対する応答不良について試験する方法
であって、以下：
　（１）結腸腺癌を有する患者からのサンプル中の少なくとも一つのマーカーの発現レベ
ルを決定すること；該少なくとも一つのマーカーは少なくとも一つのｍｉＲ－２１遺伝子
産物を含んでいる；
　（２）工程（１）で決定した発現レベルを、結腸腺癌を有しない対象からのサンプル中
のマーカーの対照発現レベルと比較すること；および
　（３）工程（２）の比較の結果が、試験対象中の少なくともｍｉＲ－２１の発現レベル
が、対照中のものよりも高いことを示す場合、当該患者はアジュバント化学療法に対する
応答不良を有するとの判断についての指標を提供する；
ことを含む、前記方法。
【請求項３】
　サンプルが、一つ又はそれより多くの組織；腫瘍組織；血液；血漿；血清；尿；および
、糞便；を含んで成る、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　方法のすべての工程がインビトロで実施される、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　対象が、結腸腺癌の患者におけるアジュバント化学療法に対する応答不良を有するかど
うかの検出を補助する方法であって、以下：
　（１）腺癌の患者から得られた試験サンプルからのＲＮＡを逆転写して、標的オリゴデ
オキシヌクレオチドの組を提供すること；
　（２）該標的オリゴデオキシヌクレオチドを、ｍｉＲ－２１特異的プローブオリゴヌク
レオチドを含んで成るマイクロアレイにハイブリダイズさせて試験サンプルについてのハ
イブリダイゼーションプロファイルを提供すること；および
　（３）試験サンプルハイブリダイゼーションプロファイルと対照サンプルから発生させ
たハイブリダイゼーションプロファイルを比較すること；
を含んでなり、ここでｍｉＲ－２１のシグナルの増加は、結腸腺癌の患者においてアジュ
バント化学療法に対する応答不良を有する対象の指標である、前記方法。
【請求項６】
　ｍｉＲ－２１遺伝子産物の発現のレベルが、転写されたポリヌクレオチドまたはその一
部の存在を検出することにより評価される、ここで当該転写されたポリヌクレオチドはｍ
ｉＲ－２１遺伝子産物のコード領域を含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　サンプルが、結腸癌関連体液または組織である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　サンプルが、患者から得られた細胞を含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　少なくとも一つのｍｉＲ－２１遺伝子産物が、その単離された変異体または生物学的に
活性な断片を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
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　化学療法が、以下：５－フルオロウラシル；ウラシルを伴うテガフール；フルオロウラ
シル薬；フルオロウラシル薬－レバミゾール投与計画；及び、フルオロウラシル薬－ロイ
コボリン投与計画；から選択される、請求項１、２及び５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　試験サンプル中の少なくとも一つの追加のｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定することを
さらに含んでなる、ここで当該ｍｉＲは以下：ｍｉＲ－１８１ｂ；ｌｅｔ－７ｇ；ｍｉＲ
－１６ｂ；ｍｉＲ－１０６ａ；ｍｉＲ－１０３－２；ｍｉＲ－２０３；ｍｉＲ－２９ａ；
およびｍｉＲ－１０ａ；からなる群より選択される、請求項１、２及び５のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１２】
　試験サンプル中の少なくとも二つまたはそれより多くの追加のｍｉＲ遺伝子産物のレベ
ルを測定することをさらに含んでなる、ここで当該ｍｉＲは以下：ｍｉＲ－１８１ｂ；ｌ
ｅｔ－７ｇ；ｍｉＲ－１６ｂ；ｍｉＲ－１０６ａ；ｍｉＲ－１０３－２；ｍｉＲ－２０３
；ｍｉＲ－２９ａ；およびｍｉＲ－１０ａ；からなる群より選択される、請求項１、２及
び５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　試験サンプル中の少なくとも三つまたはそれより多くの追加のｍｉＲ遺伝子産物のレベ
ルを測定することをさらに含んでなる、ここで当該ｍｉＲは以下：ｍｉＲ－１８１ｂ；ｌ
ｅｔ－７ｇ；ｍｉＲ－１６ｂ；ｍｉＲ－１０６ａ；ｍｉＲ－１０３－２；ｍｉＲ－２０３
；ｍｉＲ－２９ａ；およびｍｉＲ－１０ａ；からなる群より選択される、請求項１、２及
び５のいずれか１項に記載の方法。
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本发明提供了用于诊断和治疗结肠癌的新方法和组合物。本发明还提供了鉴定肿瘤发生抑制剂的方法。
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