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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における結腸直腸細胞増殖性疾患の検出および／または分類を補助する方法であっ
て、前記対象から単離した生物学的試料中のセプチン９の発現レベルを決定するステップ
を含み、ＣｐＧメチル化が前癌性結腸直腸細胞増殖性疾患の存在の指標である、方法。
【請求項２】
　対象において結腸直腸細胞増殖性疾患を検出および／または分類するための判断材料を
提供する方法であって、
前記対象から単離した生物学的試料を準備するステップ、
該生物学的試料のセプチン９の発現レベルを決定するステップを含むものであって、
セプチン９の低発現が前癌性結腸直腸細胞増殖性疾患の存在の指標である、方法。
【請求項３】
　悪性または前悪性細胞増殖性疾患と良性細胞増殖性疾患との識別を補助する方法であっ
て、低発現および／またはＣｐＧメチル化の存在が悪性または前悪性細胞増殖性疾患の存
在を示し、かつそれらが存在しないことが良性細胞増殖性疾患の存在を示すことを特徴と
する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　発現レベルが、遺伝子から転写されたｍＲＮＡの存在、非存在またはレベルを検出する
ことによって決定される、請求項２または３に記載の方法。
【請求項５】
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　発現レベルが、遺伝子またはその配列によってコードされたポリペプチドの存在、非存
在またはレベルを検出することによって決定される、請求項２または３に記載の方法。
【請求項６】
　ポリペプチドが、ウエスタンブロット分析、クロマトグラフィー、イムノアッセイ、Ｅ
ＬＩＳＡイムノアッセイ、ラジオイムノアッセイ、抗体、およびそれらの組合せを含む群
から選択された一つ以上の手段によって検出される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　発現が、遺伝子内のＣｐＧメチル化の存在または非存在を検出することによって決定さ
れ、メチル化の存在によって細胞増殖性疾患の存在が示される、請求項１または３に記載
の方法。
【請求項８】
　対象における細胞増殖性疾患の検出および／または分類を補助する方法であって、
前記対象から得た生物学的試料から単離したゲノムＤＮＡを、少なくとも一種の試薬また
は一連の試薬であって、前記ゲノムＤＮＡの少なくとも一個の標的領域内で、メチル化さ
れたＣｐＧジヌクレオチドとメチル化されていないＣｐＧジヌクレオチドとを識別する試
薬と接触させるステップを含むものであって、
前記標的領域が、配列番号２の配列またはこれと相補的な配列の少なくとも１６個の隣接
配列を含み、
前記隣接ヌクレオチドは、配列番号２に特異的な配列であり、かつ、少なくとも一個のＣ
ｐＧジヌクレオチド配列を含み、
結腸直腸細胞増殖性疾患の検出および／または分類が少なくとも部分的に可能になる、方
法。
【請求項９】
　結腸直腸細胞増殖性疾患を検出かつ／または分類するための判断材料を提供する方法で
あって、
　　ａ）対象から得た生物学的試料からゲノムＤＮＡを抽出またはそうでなければ単離す
るステップ、
　　ｂ）５位置のメチル化されていないシトシン塩基を、ウラシル、またはハイブリダイ
ゼーション特性の点でシトシンと区別して検出可能な別の塩基に転換する一種以上の試薬
で、ａ）のゲノムＤＮＡまたはそのフラグメントを処理するステップ、
　　ｃ）該処理済みゲノムＤＮＡまたはフラグメントを、増幅酵素および配列番号５、６
、９および１０からなる群から選択される配列に特異的な配列と、同一または相補的な配
列である少なくとも１６ヌクレオチドの隣接配列を含む少なくとも一個のプライマーと接
触させるステップであって、
該処理済みゲノムＤＮＡまたはそのフラグメントが、増幅されて少なくとも一個の増幅物
を生成しているか、または増幅されていないステップ、および
　　ｄ）前記増幅物の存在または非存在または特性に基づき、配列番号２の配列またはこ
れと相補的な配列の少なくとも一個のＣｐＧジヌクレオチドのメチル化状態もしくはレベ
ル、または配列番号２の配列またはこれと相補的な配列の複数のＣｐＧジヌクレオチドの
メチル化状態もしくはレベルの平均もしくは平均を反映する値を決定し、それによって結
腸直腸細胞増殖性疾患の検出および分類の少なくとも一つが、少なくとも部分的に可能に
なるステップ
を含む、方法。
【請求項１０】
　ｂ）のゲノムＤＮＡまたはそのフラグメントの処理が、重亜硫酸塩、亜硫酸水素、二亜
硫酸塩、およびそれらの組合せを含む群から選択される試薬の使用を含む、請求項９に記
載の方法。
【請求項１１】
　ｃ）の接触または増幅ステップが、増幅酵素として耐熱性ＤＮＡポリメラーゼの使用；
５'－３'エクソヌクレアーゼ活性を有しないポリメラーゼの使用；ポリメラーゼ連鎖反応
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（ＰＣＲ）の使用；検出可能標識を担持する増幅物核酸分子の発生；を含む群から選択さ
れる少なくとも一つの方法の使用を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　対象から得た生物学的試料が、細胞系、組織切片、生検試料、パラフィン包埋組織、体
液、糞便、結腸流出液、尿、血漿、血清、全血、単離血液細胞、血液から単離した細胞、
およびそれらの組合せを含む群から選択される、請求項１～１１のいずれかに記載の方法
。
【請求項１３】
　さらに、ステップｄ）で、配列番号５、６、９および１０からなる群から選択された配
列と同一または相補的な配列である少なくとも１６ヌクレオチド長の隣接配列を含む、少
なくとも一個の核酸分子もしくはペプチド核酸分子を使用するステップであって、前記核
酸分子もしくはペプチド核酸分子が、ハイブリダイズする核酸の増幅を抑制するステップ
を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ｄ）の決定で、配列番号５、６、９および１０からなる群から選択された配列と同一ま
たは相補的な配列である少なくとも１６ヌクレオチド長の隣接配列を含む、少なくとも一
個の核酸分子もしくはペプチド核酸分子のハイブリダイゼーションが含まれる、請求項１
１に記載の方法。
【請求項１５】
　少なくとも一個のハイブリダイズする核酸分子またはペプチド核酸分子が固相に結合し
ている、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　少なくとも一個のヌクレオチド塩基によって、少なくとも一個のハイブリダイズする核
酸分子を伸長するステップをさらに含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　ｄ）での決定が、増幅物のシーケンシングを含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１８】
　ｃ）での接触または増幅ステップが、メチル化特異的プライマーの使用を含む、請求項
１１に記載の方法。
【請求項１９】
　結腸直腸細胞増殖性疾患を検出および／または分類するための判断材料を提供する方法
であって、
　　ａ）対象から得た生物学的試料からゲノムＤＮＡを抽出またはそうでなければ単離す
るステップ、
　　ｂ）一種以上のメチル化感受性制限酵素で、ａ）のゲノムＤＮＡまたはそのフラグメ
ントを消化し、そのＤＮＡ制限酵素消化産物を、増幅酵素および配列番号２の配列に特異
的な配列と同一またはこれと相補的な配列の少なくとも１６個の隣接配列であり少なくと
も一個のＣｐＧジヌクレオチドを含む配列を増幅する少なくとも２個のプライマーと接触
させるステップ、および
　　ｃ）増幅物の存在または非存在に基づき、配列番号２の配列と同一またはこれと相補
的な配列の少なくとも一個のＣｐＧジヌクレオチドのメチル化状態またはレベルを決定し
、それによって細胞増殖性疾患の検出および分類の少なくとも一つが、少なくとも部分的
に可能になるステップ
を含む、方法。
【請求項２０】
　増幅物の存在または非存在が、配列番号２の配列と同一またはこれと相補的な配列の少
なくとも１６塩基長の隣接配列を含む少なくとも一個の核酸またはペプチド核酸とのハイ
ブリダイゼーションによって決定される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　処理が、ゲノムＤＮＡ配列の少なくとも一個のメチル化されていないシトシン塩基を、
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ウラシルまたはハイブリダイゼーションの点でシトシンと区別して検出可能な別の塩基に
転換するのに適したものであり、
該処理がなされた配列番号２のゲノム由来処理済み核酸を結腸直腸細胞増殖性疾患の検出
および／または分類の判断材料提供のために使用する方法。
【請求項２２】
　処理が、ゲノムＤＮＡ配列の少なくとも一個のメチル化されていないシトシン塩基を、
ウラシルまたはハイブリダイゼーションの点でシトシンと区別して検出可能な別の塩基に
転換するのに適したものであり、
該処理がなされた配列番号５、６、９および１０からなる群から選択される配列と同一ま
たは相補的な配列の少なくとも１６個の隣接配列を含むゲノム由来処理済みセプチン９特
異的な核酸を結腸直腸細胞増殖性疾患の検出および／または分類の判断材料提供のために
使用する方法。
【請求項２３】
　配列番号５、６、９および１０からなる群から選択される配列と同一または相補的な配
列の少なくとも５０個の隣接配列を含む、請求項２２に記載のゲノム由来処理済み核酸を
結腸直腸細胞増殖性疾患の検出および／または分類の判断材料提供のために使用する方法
。
【請求項２４】
　配列番号５、６、９および１０からなる群から選択される配列と同一または相補的な配
列の少なくとも１６個の隣接配列を含む、請求項２２に記載のゲノム由来処理済みセプチ
ン９特異的な核酸を結腸直腸細胞増殖性疾患の検出および／または分類の判断材料提供の
ために使用する方法。
【請求項２５】
　隣接配列が、少なくとも一個のＣｐＧ、ＴｐＧ、またはＣｐＡジヌクレオチド配列を含
む、請求項２３又は２４のいずれかに記載の方法。
【請求項２６】
　請求項４に記載の方法を実施するのに適切なキットであって、
　（ａ）セプチン９遺伝子の転写産物に特異的であり、セプチン９遺伝子の転写産物と同
一または相補的な少なくとも１８個の隣接配列を含む、複数のオリゴヌクレオチドまたは
ポリヌクレオチド、
　（ｂ）該オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド、および該転写産物を含む患者の
生物学的試料を入れるのに適切な容器であって、ストリンジェントな条件下で、該オリゴ
ヌクレオチドまたはポリヌクレオチドが、該転写産物とハイブリダイズできる容器、
　（ｃ）（ｂ）のハイブリダイゼーションを検出する手段、および
任意により、
　（ｄ）使用説明書および該キットの結果の解釈書
を含む、キット。
【請求項２７】
　（ａ）セプチン９ポリペプチドを検出する手段、
　（ｂ）前記手段および該ポリペプチドを含む患者の生物学的試料を入れるのに適切な容
器であって、
該手段によって、該ポリペプチドとの複合体が形成できる容器、
　（ｃ）（ｂ）の複合体を検出する手段、
を含む、請求項５に記載の方法を実施するのに適切なキット。
【請求項２８】
　（ａ）重亜硫酸塩試薬、
　（ｂ）前記重亜硫酸塩試薬および患者から得られた生物学的試料を入れるのに適切な容
器、
　（ｃ）配列番号５、６、９および１０からなる群から選択される１つの配列と同一また
は相補的な配列の少なくとも１８塩基長の隣接配列を含む、２個のセプチン９に特異的な
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オリゴヌクレオチドを含む少なくとも一セットのオリゴヌクレオチド
を含む、請求項８に記載の方法を実施するのに適切なキット。
【請求項２９】
　（ａ）メチル化感受性制限酵素試薬、
　（ｂ）前記試薬および患者の生物学的試料を入れるのに適切な容器、
　（ｃ）配列番号２の配列と同一または相補的な配列の少なくとも１８塩基長の隣接配列
を含む、少なくとも一セットのセプチン９に特異的なオリゴヌクレオチド、一つ以上のセ
プチン９に特異的な核酸もしくはペプチド核酸、および任意で
　（ｄ）使用説明書およびキットの結果の解釈書
を含む、請求項８に記載の方法を実施するのに適切なキット。
【請求項３０】
　結腸直腸細胞増殖性疾患の診断および／または分類するための判断材料の提供における
、請求項１～２０に記載の方法の使用、請求項２１～２５に記載の方法の使用、および／
または請求項２６～２９に記載のキットの使用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、正常状態に比べ、疾患状態で変化した発現パターンを示すゲノムＤＮＡ配列
に関する。特定の実施形態によって、とりわけ検出に、すなわち前癌性結腸直腸病変の検
出に有用な新規な方法、核酸、核酸アレイ、およびキットが提供される。好ましくは、直
腸結腸癌を患う危険性がある人々を同定するために、個体をスクリーニングする方法、核
酸、核酸アレイ、およびキットが提供される。
【背景技術】
【０００２】
　癌の発症および診断
　癌は、米国第２位の主たる死亡原因である。現在のスクリーニング法が、患者のコンプ
ライアンス、感受性、およびスクリーニングの簡便性の点で改善されれば、死亡率を著し
く改善できるであろう。現在推奨される癌診断法は、高価であることが多く、広範な国民
スクリーニング検査としての適用には向いていない。
【０００３】
　肝細胞癌（ＨＣＣ）は、世界で第４位の一般的な癌であり、その発生率は、北米の１０
０，０００人当たり２．１人から中国の１００，０００人当たり８０人まで様々である。
米国では、２００５年に１７，５５０件の新規な症例が診断され、そしてこの疾患のため
に１５，４２０人が死亡すると推定される。ＨＣＣ（肝細胞癌または原発性肝癌）の診断
評価では、肝臓超音波診断、αフェトプロテインレベル、および従来のＣＴスキャンを通
常取るが、それらは多巣性小病変の検出にも、および治療計画にも感受性が低すぎること
が多い。
【０００４】
　米国では、直腸結腸癌の年間発生率は約１５０，０００件であり、直腸結腸癌により５
６，６００人が死亡している。全人口における直腸結腸癌の生涯リスクは約５～６%であ
る。大腸癌スクリーニングおよび早期発見での近年の集中的な取り組みにもかかわらず、
今日までほとんどの症例は、局所または遠隔転移を伴う、かなり進行した段階で診断され
ている。治療の選択肢には、手術および補助的化学療法または症状緩和のための化学療法
が含まれるが、ほとんどの患者はそれらの癌の進行により数ヵ月以内に死に至る。大腸癌
の発生の根底にある分子変化を同定することは、こうした患者の全体的予後不良を改善で
きる新規なモニタリング、スクリーニング、診断、および治療の選択の開発に役立ちうる
。
【０００５】
　米国癌学会による、結腸直腸スクリーニングの現在のガイドラインでは、５０歳以上の
平均的リスクがある個人においては、異なる５種のスクリーニング選択肢のうちの一つが
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使用される。これらの選択肢には、１）１年ごとの便潜血検査（ＦＯＢＴ）、２）５年ご
との軟性Ｓ字結腸鏡検査、３）１年ごとのＦＰＢＴに加え５年ごとの軟性Ｓ字結腸鏡検査
、４）５年ごとのバリウム注腸二重撮像法（ＤＣＢＥ：double contrast barium enema）
、または５）１０年ごとの大腸内視鏡検査が含まれる。たとえ、これらの検査手順が医療
集団によって十分に容認されているとしても、直腸結腸癌の広範なスクリーニングの実施
は実現していない。その手順に伴う不快感または不都合のために、検査利用が限定されて
いる主要な要因は患者のコンプライアンスである。ＦＯＢＴ検査は、非侵襲性手順ではあ
るが、検査前に３～５日間の食事制限および他の制限を必要とする。この検査の感受性レ
ベルは、結腸直腸腺癌については非常に低く、試行に依存して大きくばらつく。ほとんど
の腺腫は出血しないので、腺腫検出用の感受性測定の頻度はさらに少ない。それに反して
、Ｓ字結腸鏡検査および大腸内視鏡検査など、より侵襲性が高い手順の感受性は、結腸管
腔を直接可視化できるので非常に高い。ランダムでの試行によっては、これらの技術の効
力を評価されていないが、症例対照研究のデータおよびNational Polyp Study（米国）の
データを使用し、腺腫性ポリープを除去すると、ＣＲＣ発生率が７６～９０%減少するこ
とが分っている。Ｓ字結腸鏡検査は、結腸左側のみを可視化するという限界があり、右結
腸病変は検出されないまま放置される。どちらのスコープ手順も高価であり、瀉下調製物
が必要であり、罹患および死亡の危険性が増大する。直腸結腸癌を全般的広範にスクリー
ニングするのが定型となる前に、感受性、特異性、簡便性が増大し費用が減少するように
、検査を改善する必要があることは明らかである。
【０００６】
　早期直腸結腸癌検出は、一般的に無症候の個体で毎年実施される便潜血検査（ＦＯＢＴ
）に基づく。米国癌学会を含む数箇所の保健医療組織が採択（adapted）した現在の推奨
案は、５０歳から始め、患者がスクリーニングから、もはや利益を得られなくなる時まで
、毎年便潜血検査を繰り返すことが要求される。ＦＯＢＴが陽性であれば腸の大腸鏡検査
を行うが、この検査は、高価であり、かつ５，０００検査につき１件という深刻な合併症
率を伴う侵襲性手順である。潜血陽性（heme positive）便患者のわずか１２%が、大腸内
視鏡検査時に癌または大型ポリープと診断される。ＦＯＢＴスクリーニングでは、癌関連
死亡率または全生存期間が改善しないことが、いくつかの研究により示されている。潜血
検査のコンプライアンスは低く、推奨されるようにＦＯＢＴが提供され、または完了して
いるのは、人口の２０%未満である。ＦＯＢＴを適切に行うには、患者は、３回の連続す
る便通から糞便試料を採取する。試料は、患者が食事ガイドラインを守り、胃腸潜血を誘
発することが知られている投薬を中止している間に得る。実際、内科医は、患者に適切な
指示を出せないことが多く、患者はプロトコルを守りきれないことが多く、糞便試料を採
取する作業が困難または不快と感じる患者もおり、従って１年ごとの潜血検査のコンプラ
イアンスが低くなる。検査感受性および特異性によって、現在の方法を改善できるならば
、検査頻度を減少させることができ、連続的に試料を採取する必要はなく、食事および投
薬スケジュールの修正も不要になり、患者のコンプライアンスも高まるはずである。大腸
癌を検出するためのコンプライアンスの問題、ＦＯＢの感受性および特異性を組み合わせ
ても不十分である。低い検査特異性は、不要な大腸内視鏡検査につながり、大腸癌スクリ
ーニングをするのに非常に費用がかさむ。
【０００７】
　ＦＯＢＴの特異性は、４３%（腺腫）および５０%（直腸結腸癌）という感受性で、せい
ぜい９６%であると計算されている。イムノアッセイＦＯＢＴ、例えば、商品名「InSure
（商標）」で製造されたものを用いて、感受性は改善でき、改善した感受性は７７%（腺
腫）および８８．９%（直腸結腸癌）である。
【０００８】
　分子疾患マーカー．　分子疾患マーカーは、他の型のマーカーよりもいくつかの利点が
あり、一つの利点は、たとえサイズが非常に小さい試料であっても、および／またはその
組織構造が維持されていない試料であっても、極めて効率よく分析できることである。過
去１０年以内に、いくつかの遺伝子が、正常と大腸癌の間で差次的に発現することが分か
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っている。しかし、大腸癌を診断するのに十分な単一マーカーまたはマーカーの組合せは
示されていない。近年、高次元ｍＲＮＡを基にしたアプローチによって、異なる腫瘍型と
、良性および悪性病変とを識別するための、より優れた手段が得られることが示された。
しかし、ｍＲＮＡが極度に不安定であること、そしてある種のきっかけ（例えば試料採取
）の後に急速に発現に変化が生じること、および最も重要なことは、分析に多量のｍＲＮ
Ａが必要であるが（Lipshutz, R. J.ら, Nature Genetics 21:20-24, 1999；Bowtell, D.
 D. L. Nature genetics suppl. 21:25-32, 1999）、定型の組織診から得られないことが
多く、臨床環境での定型診断ツールとしてのその適用は妨げられることになる。
【０００９】
　ＦＯＢＴの感受性および特異性をさらに改善するために、生物学的マーカーの使用が示
唆されており、そのような検査の例には、感受性が２０%（腺腫）および５２%（直腸結腸
癌）であり、両症例での特異性が９５%である、EXACT Sciences社製PreGen-Plus（商標）
便分析アッセイが含まれる。この検査は、結腸新生物の発生に伴う２３個のＤＮＡ変異の
存在についてアッセイする。大腸癌マーカーとしてＤＮＡメチル化の使用が知られている
。例えば、Sabbioniら（Molecular Diagnosis 7:201-207, 2003）は、９８%の大腸癌患者
で末梢血のＴＰＥＦ、ＨＩＣ１、ＤＡＰＫ、およびＭＧＭＴからなる遺伝子パネルの過剰
メチル化を検出した。しかし、そのような検査の特異性も十分に高くなくてはならないの
で、これは、まさに商業的に市場価値が高い検査に対して好適な根拠を与える。
【００１０】
　結腸直腸病因の現在のモデルは、腺腫の段階的進行を支持し、その進行には異形成の発
生、そして最後に浸潤癌の徴候が含まれる。この腺腫－癌腫連鎖の根底にある分子変化に
は、腫瘍サプレッサー遺伝子（ＡＰＣ、ｐ５３、ＤＣＣ）のジェネティックおよびエピジ
ェネティック改変、発癌遺伝子（Ｋ－ｒａｓ）の活性化、およびＤＮＡミスマッチ修復遺
伝子の不活化が含まれる。近年、それ以上の分子変化および遺伝的欠陥が明らかにされた
。従って、Ｗｎｔシグナル伝達経路の活性化は、ＡＰＣ遺伝子変異を含むだけでなく、β
－カテニン変異からも生じうる。さらに、そのシグナル伝達物質ＳＭＡＤ４およびＳＭＡ
Ｄ２と合わせたＴＧＦ－βシグナル伝達経路の変化が、大腸癌の発生と関係している。
【００１１】
　結腸の腺腫およびと癌腫の病因、ならびにそれらの遺伝子変化および分子変化の理解が
近年の進歩にもかかわらず、転移発生の根底にあるジェネティックおよびエピジェネティ
ック変化は余り理解されていない。しかし、一般的に、細胞外マトリックスの浸潤過程お
よびタンパク質分解、ならびに血管基底膜の浸潤には、接着タンパク質、例えば、インテ
グリン受容体ファミリーメンバー、カドヘリン、免疫グロブリンスーパーファミリー、ラ
ミニン結合タンパク質、およびＣＤ４４受容体が関与することが広く認められている。接
着は別として、転移形成過程には、血管新生（ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ）の誘発および調節、
細胞増殖（ＥＧＦ、ＨＧＦ、ＩＧＦ）の誘発、およびタンパク分解酵素（ＭＭＰ、ＴＩＭ
Ｐ、ｕＰＡＲ）の活性化、ならびにアポトーシス（Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－Ｘ）の阻害も含
まれる。より最近では、他のグループが、転移性病変の遺伝子変化および分子変化と、原
発性直腸結腸癌に見出される変化とを比較した。それによって、Kleeffらは、原発性およ
び転移性直腸結腸癌の両方で、候補腫瘍サプレッサー遺伝子であるＤＯＣ－２の損失を報
告した。さらに、Zauberらは、その一連の４２個の直腸結腸癌において、原発癌のＫｉ－
ｒａｓ変異が、４２対の原発性および同時多発性転移（synchronous metastatic）病変の
全てにおいて同一であったことを報告した。同様に、ＡＰＣ座位で異型接合性を失うこと
は、３９対の癌腫および同時多発性転移について同一であった。著者らは、Ｋｉ－ｒａｓ
遺伝子およびＡＰＣ遺伝子について、転移での遺伝子変化は、原発性直腸結腸癌と同一で
あると結論付けた。しかし、他のグループは、転移性大腸癌に、原発癌には存在しない遺
伝子変化および分子変化を見つけた。それにより、結腸直腸転移に染色体３ｐのＬＯＨが
発生することが報告されている。さらに、比較ゲノムハイブリダイゼーションを使用し、
肝臓転移で、転移性（metastastic）病変に特有の数個の変化が見出された（－９ｑ、－
１１ｑ、および－１７ｑ）。
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【００１２】
　ＣｐＧアイランドのメチル化．　変異は別として、ＣｐＧアイランドの異常なメチル化
が、様々な癌の病因に以前関連していた、ある種の遺伝子を転写サイレンシングすること
が示されている。ＣｐＧアイランドは、ＣｐＧジヌクレオチドが豊富であり、通常、全ヒ
ト遺伝子の約５０%の５'領域に存在することができる短い配列である。これらのアイラン
ドのシトシンのメチル化は、遺伝子発現を消失させ、X染色体の不活化とゲノムインプリ
ンティングにおいて報告されている。
【００１３】
　多因子的アプローチ．　従来、癌診断法は、一個の分子マーカーを検出することに頼っ
てきた（例えば、遺伝子変異、高いＰＳＡレベル）。遺憾ながら、癌は、通常、一個のマ
ーカーで多くの疾患形態を検出できなかった、または区別できなかった疾患状態である。
従って、一個のマーカーのみを認識するアッセイには、的中率に限界があることが分かっ
ている。本発明の基礎となる態様は、メチル化に基づく癌診断法、およびそのような疾患
のスクリーニング、診断、および治療モニタリングが、色々な複数のマーカーを使用する
ことによって、一個のマーカー分析を利用する最先端技術を著しく改善するものである。
癌は単純な疾患ではないので、多重分析的アプローチは癌診断法に特に十分適しており、
この多因子的「パネル」アプローチは、細胞学的にも、そして臨床的にも癌の異質な性質
に一致している。
【００１４】
　メチル化を基にした診断検査に対してパネルアプローチを首尾よく実施する鍵は、疾患
状態を特徴付け識別できるマーカーの、最適化したパネルの設計および開発である。本発
明は、特に高い感度、特異性、および／または的中率で結腸細胞増殖性疾患を検出できる
ようにする、複数の特に効率的かつ特有の遺伝子パネル、パネルメンバーの一個または組
合せのメチル化分析について記載している。
【００１５】
　医学的検査の発達．　任意の医学的スクリーニングまたは診断検査の２つの重要な評価
測定項目は、その感受性および特異性であり、それらは、検査が、いかに首尾よく、全て
の罹患している個人を一律に、および標的疾患を有しない個体を誤って含めることなく、
正確に検出するように実施されているかを測定する（的中率）。歴史的に、多くの診断検
査が、不十分な感受性および特異性のために批判されてきた。
【００１６】
　真陽性（ＴＰ）結果は、検査が陽性であり、その状態が存在する場合である。偽陽性（
ＦＰ）結果は、検査は陽性であるが、状態は存在しない場合である。真陰性（ＴＮ）結果
は、検査は陰性であり、かつ状態も存在しない場合である。偽陰性（ＦＮ）結果は、検査
は陰性であるが、状態は存在しない場合である。この意味において、感受性＝ＴＰ／（Ｔ
Ｐ＋ＦＮ）、特異性＝ＴＮ／（ＦＰ＋ＴＮ）、および的中率＝ＴＰ／（ＴＰ＋ＦＰ）であ
る。
【００１７】
　感受性は、検査を受ける個人において、標的疾患を正確に検出する検査能力の尺度であ
る。感受性が不十分な検査では、偽陰性の割合、すなわち、疾患を有するが、その特定の
疾患には罹患していないと誤って同定される個体の割合が高くなる。偽陰性の潜在的危険
性は、罹患している個体が、しばらくの間、診断未確定および未治療のまま置かれること
であり、その間に疾患は後期まで進行しかねず、その場合、治療法があったとしても効果
は低い可能性がある。感受性が低い検査の一例は、ＨＩＶについてのタンパク質を基にし
た血液検である。この種の検査は、疾患が十分に確立され、かなりの数のウイルスが血流
に侵入するまでウイルスの存在を検出できないので低感受性を示す。それに反して、高感
度検査の一例は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用するウイルス量検出である。こ
の種の検査は、非常に少量のウイルスを検出することができるので、高感度が実現する。
誤診断をするという重大性が高いとき、高感度は特に重要である。
【００１８】
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　他方で、特異性は、疾患状態を有しない患者を正確に同定する検査能力の尺度である。
特異性が低い検査では、偽陽性の割合、すなわち、疾患を有するとして誤って同定した個
体の割合が高くなる。偽陽性の欠点は、偽陽性によって、危険が付随し、感情的および経
済的ストレスを伴う、不要な医療手順の治療を受けるように患者が強制されることであり
、それは患者の健康状態に有害作用をもたらす恐れがある。特異性が高い診断検査の開発
を困難にする疾患の特徴は、疾患機序、特に癌の疾患機序に、しばしば複数の遺伝子およ
びタンパク質が関与することである。加えて、ある種のタンパク質は、疾患状態に無関係
な理由で上昇しうる。特異性が高い検査の一例は、ｐ５３変異を検出できる、遺伝子ベー
スの検査である。それ以上の診断手順またはそれ以上の医療介入に付随するコストまたは
リスクが非常に高い場合、特異性は重要である。
【００１９】
　当技術分野での顕著な必要性．　一般的に、当技術分野で、スクリーニングの改善およ
び癌の早期発見が明白に必要とされていることは受け入れられている。一例として、大腸
癌スクリーニングの特異性を上昇させることができれば、不要な大腸鏡検査につながる偽
陽性検査結果の問題は減少し、コスト削減および安全性の向上につながるであろう。
【００２０】
　一般には癌の発生率、より具体的には現在の結腸直腸細胞増殖性疾患のスクリーニング
法に伴う短所に照らして、当技術分野では、現在入手できる検査に加えて、またはその代
用物として使用するための、癌、特に大腸癌を早期に発見する、改善された方法に対して
高い必要性が生じている。
【００２１】
　本発明の遺伝子の背景．　ヒトセプチン９遺伝子［ＭＬＬセプチン様融合タンパク質、
ＭＬＬセプチン様融合タンパク質ＭＳＦ－Ａ、Ｓｌｐａ、Ｅセプチン、Ｍｓｆ、セプチン
様タンパク質卵巣／乳房セプチン（Ｏｖ／Ｂｒセプチン）、およびセプチンＤ１としても
知られている］は、コンティグＡＣ０６８５９４．１５．１．１６８５０１内の染色体１
７ｑ２５に位置し、セプチン遺伝子ファミリーのメンバーである。配列番号１は、セプチ
ン９とＱ９ＨＣ７４転写産物の領域、およびプロモーター領域を含む該遺伝子配列を示す
。
【００２２】
　セプチン遺伝子ファミリーメンバーは、小胞輸送から細胞質分裂にわたる複数の細胞機
能に関連するという仮説が立てられている。セプチン９の作用がかく乱されると、細胞分
裂が不完全なものとなる。Surka, M.C., Tsang, C.W., and Trimble, W.S. Mol Biol Cel
l, 13: 3532-45 (2002)を参照されたい。セプチン９および他のタンパク質は、腫瘍形成
での役割を示唆する癌原遺伝子ＭＬＬの融合パートナーであることが示された。Osaka, M
, Rowley, J.D. and Zeleznik-Le, N.J. PNAS, 96:6428-6433 (1999)を参照されたい。Bu
rrowsらは、卵巣癌における複数のセプチン９遺伝子アイソフォームの発現についての徹
底研究を報告し、様々な転写産物の組織特異的発現を示した。Burrows, J. F., Chandulo
yら, S.E.H. Journal of Pathology, 201:581-588 (2003)を参照されたい。
【００２３】
　７０００の正常および腫瘍組織についての近年の研究では、いくつかの腫瘍組織でセプ
チン９アイソフォームの一貫した過剰発現の存在が示されている。Scott, M., Hyland, P
.L.ら, Oncogene, 24: 4688-4700 (2005)を参照されたい。ＲＮＡ転写産物処理の変化が
、異なるタンパク質産生物の調節を制御する場合、その遺伝子はＩＩ型癌遺伝子である可
能性が高く、悪性度における遺伝子の役割に対して、これらの変化したタンパク質アイソ
フォームのレベルが答えを得るであろうと著者らは予測する。
【００２４】
　ＡＬＸ４遺伝子は、対になったクラスのホメオタンパク質ファミリーに属する推定上の
転写因子である。この遺伝子は、哺乳動物の遺伝子Ａｌｘ３、Ｃａｒｔ－１、ＭＨｏｘ、
およびＳ８を含む遺伝子ファミリーの一部であり、ショウジョウバエ（Drosophila）の遺
伝子アリスタレス（aristaless）に類似性を示す。それは、ホモ二量体またはヘテロ二量
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体として、回文構造ＤＮＡ配列（５'－ＴＡＡＴ－３'）を他のファミリーメンバーと結合
し、ホメオドメイン結合部位Ｐ２を含むプロモーターからの転写を強く活性化する。ＡＬ
Ｘ４は、発生中、頭蓋顔面および肢芽間充織を含む数個の部位で発現する。興味深いこと
に、ＡＬＸ４不完全マウスは、体壁欠陥、軸前性多指症、および頭蓋骨の頭頂板の大きさ
の減少を示すが、ヒトホメオボックス遺伝子ＡＬＸ４の変異は、遺伝によって受け継がれ
た頭蓋骨骨形成欠陥に見られる。ＡＬＸ４は、その発生が上皮－間葉相互作用に依存し、
ＬＥＦ－１の間葉特異的活性を調節する様々な組織においても発現する。
【００２５】
　遺伝子ＡＬＸ４のメチル化は、既に国際公開第２００４／０３５８０３号に開示してい
る。該文書では、ＡＬＸ４は、良性、悪性、およびその前悪性クラスの間において何の差
異もなく、全ての結腸腺腫クラスおよびポリープクラスにわたってメチル化されたことが
開示された。本発明の方法が対象から単離した体液で行われたという点で、本発明の主題
は、国際公開第２００４／０３５８０３号の主題とは異なる。体液試料で本方法を行う技
術的効果は、それによって良性病変と前癌性病変の区別が可能になることである。従って
、本発明が解決しようとする技術的課題は、いかに無害な（すなわち良性な）結腸直腸病
変と潜在的に有害な（すなわち悪性転換しつつある）結腸直腸病変とを区別するかである
。国際公開第２００４／０３５８０３号の教示を考慮すると、当業者であれば、例えば組
織学試料とは対照的に、体液中の該マーカーのメチル化を分析しなくても良いであろう。
【非特許文献１】Surka, M.C., Tsang, C.W., and Trimble, W.S. Mol Biol Cell, 13: 3
532-45 (2002)
【非特許文献２】Osaka, M, Rowley, J.D. and Zeleznik-Le, N.J. PNAS, 96:6428-6433 
(1999)
【非特許文献３】Burrows, J. F., Chanduloyら, S.E.H. Journal of Pathology, 201:58
1-588 (2003)
【非特許文献４】Scott, M., Hyland, P.L.ら, Oncogene, 24: 4688-4700 (2005)
【特許文献１】国際公開第２００４／０３５８０３号
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　本発明は、対象において前癌性結腸直腸病変の存在または非存在の判定方法であって、
該対象から単離した体液試料中のセプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬ
Ｘ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列の発現レベルを
決定するステップを含み、その際、低発現および／またはＣｐＧメチル化が該病変の存在
を示す判定方法を提供する。また、該発明は、前癌性結腸直腸病変と良性結腸直腸病変と
を区別する方法を提供する。本発明の様々な態様は、効率的で特有の遺伝子マーカーを提
供し、それにより該マーカーを発現分析することによって、感度、特異性、および／また
は的中率が特に高い前癌性病変の検出が可能になる。本発明の検査法は、危険な状態にあ
る集団をスクリーニングするのに特に有用である。本発明の方法は、悪性転換しつつある
が、癌発生前である結腸直腸病変の検出が可能になるので（業界標準的ＦＯＢＴを含む）
従来技術の方法よりも有利である。さらに、そのような検査が、感度および特異性が高く
、ならびに非侵襲性であることは、患者のコンプライアンスを増加させる可能性がある。
【００２７】
　一実施形態では、本発明は、対象において細胞増殖性疾患を検出および／または分類す
る方法であって、該対象から単離した体液試料中のセプチン９（その全転写産物変異体を
含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配
列の発現レベルを決定するステップを含み、その際、発現不足および／またはＣｐＧメチ
ル化が、該疾病の存在またはクラスを示す方法を提供する。一実施形態では、該遺伝子か
ら転写されたｍＲＮＡの存在、非存在またはレベルを検出することによって該発現レベル
を決定する。別の実施形態では、該遺伝子またはその配列によってコードされたポリペプ
チドの存在、非存在またはレベルを検出することによって該発現レベルを決定する。
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【００２８】
　さらに好ましい実施形態では、該発現は、該遺伝子内のＣｐＧメチル化の存在または非
存在を検出することによって決定され、その際、メチル化の存在によって、悪性転換しつ
つある、または既に悪性転換した細胞増殖性病変の存在が示される。該方法は、ｉ）対象
から得た（好ましくは、血漿、血清、全血、単離血液細胞、血液から単離した細胞からな
る群から選択された）体液試料から単離したゲノムＤＮＡと、少なくとも一種の試薬また
は一連の試薬（この試薬は、該ゲノムＤＮＡの少なくとも一個の標的領域内で、メチル化
したＣｐＧジヌクレオチドと、メチル化されていないＣｐＧジヌクレオチドとを識別する
）とを接触させるステップであって、その際、該標的領域のヌクレオチド配列が、セプチ
ン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された、少なく
とも一個の遺伝子またはゲノム配列の、少なくとも一個のＣｐＧジヌクレオチド配列を含
むステップ、およびｉｉ）少なくとも部分的に細胞増殖性疾患を検出および／または分類
するステップを含む。好ましくは、標的領域は、配列番号１～配列番号２からなる群から
選択された少なくとも一配列の、少なくとも１６個の近接ヌクレオチド配列を含み、また
はストリンジェントな条件下でこの配列とハイブリダイズする。
【００２９】
　潜在的に有害な結腸直腸病変の早期発見を可能にする方法は現在存在しないので、本方
法は新規なものである。例えば、直腸結腸癌を検出し診断するために使用される現在の方
法には、大腸内視鏡検査、Ｓ字結腸鏡検査、および便潜血大腸癌が含まれる。こうした方
法と比較して、開示した発明は、大腸内視鏡検査よりも侵襲性が極めて低く、そしてＳ字
結腸鏡検査およびＦＯＢＴよりも感受性が高くなくても、癌腫期に到達する前の有害な病
変が検出できる。少なくとも直腸結腸癌スクリーニングについて、単一の体液に基づく検
査に対する患者のコンプライアンスは、ＦＯＢＴで現在推奨されている三つ組糞便分析よ
りも高いことが予測されるという点で、体液アッセイの開発は、現在の当技術分野で公知
の方法よりも明確な技術的優位性を示している。
【００３０】
　本方法の特定の実施形態は、結腸直腸細胞増殖性疾患を検出および／または分類するた
めのマーカーとして、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４からな
る群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列の使用を含む。本発明は、
悪性転換しつつある前癌性結腸直腸細胞増殖性疾患の検出に特に適している。その遺伝子
の該使用は、その遺伝子の発現の任意の分析によって、ｍＲＮＡ発現分析またはタンパク
質の発現分析によって可能になるであろう。しかし、本発明の最も好ましい実施形態では
、結腸直腸細胞増殖性疾患の検出、区別、および識別は、セプチン９（その全転写産物変
異体を含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子もしくは
ゲノム配列、およびそれらのプロモーターまたは調節エレメントのメチル化状態を分析す
ることによって可能になる。
【００３１】
　本発明は、前癌細胞性増殖性疾患の発生に関連する特徴について生物学的試料を分析す
る方法を提供し、本方法は、配列番号１～配列番号２からなる群の少なくとも一個の核酸
またはそのフラグメントを、ゲノム配列または対象の配列内で、メチル化されたＣｐＧジ
ヌクレオチドとメチル化されていないＣｐＧジヌクレオチドとを識別できる試薬または一
連の試薬と接触させることを特徴とする。
【００３２】
　本発明は、悪性結腸直腸細胞増殖性疾患の発生に関連するゲノムＤＮＡのエピジェネテ
ィックパラメーターを確認する方法を提供し、本方法は、該疾患の診断、治療、およびモ
ニタリングの改善に有用である。
【００３３】
　好ましくは、検査試料源は、細胞または細胞系、組織切片、生検試料、パラフィン包埋
組織、体液、糞便、尿、血液、およびそれらの組合せからなる群から選択される。より好
ましくは、供給源は、糞便、血漿、血清、全血、単離血液細胞、対象から得た血液からの
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単離細胞からなる群から選択される。
【００３４】
　具体的には、本発明は、前癌性結腸直腸細胞増殖性疾患を検出する方法、または前癌性
細胞増殖性疾患と良性細胞増殖性疾患とを区別する方法であって、ゲノム核酸を含む体液
試料を得るステップ、核酸またはそのフラグメントと、対象核酸の少なくとも一標的配列
内で、メチル化されたＣｐＧジヌクレオチド配列とメチル化されていないＣｐＧジヌクレ
オチド配列とを識別するのに十分な一試薬または複数の試薬とを接触させるステップであ
って、標的配列が、配列番号１～配列番号２からなる群から選択された配列の少なくとも
１６個の近接ヌクレオチドを含む配列を含み、またはストリンジェントな条件下でこの配
列とハイブリダイズし、該近接ヌクレオチドが、少なくとも一個のＣｐＧジヌクレオチド
配列を含むステップ、および少なくとも部分的に該識別に基づき、少なくとも一個の標的
ＣｐＧジヌクレオチド配列のメチル化状態、または複数の標的ＣｐＧジヌクレオチド配列
の平均もしくは平均メチル化状態を反映する値を決定するステップを含む方法を提供する
。
【００３５】
　好ましくは、標的配列内でメチル化されたＣｐＧジヌクレオチド配列と、メチル化され
ていないＣｐＧジヌクレオチド配列とを識別することには、配列番号３～配列番号１０か
らなる群から選択された配列および標的配列に対応するその近接領域内で、少なくとも一
個のそのようなＣｐＧジヌクレオチド配列が、その対応する転換または非転換ジヌクレオ
チド配列に、メチル化状態依存的に転換し、または転換されないことが含まれる。
【００３６】
　別の実施形態は、対象のゲノムＤＮＡを有する体液試料を得るステップ、そのゲノムＤ
ＮＡを抽出するステップ、配列番号１～配列番号２からなる群から選択された一個以上の
配列、またはストリンジェントな条件下でこの配列とハイブリダイズする配列を含む、そ
のゲノムＤＮＡもしくはそのフラグメントを、一種以上のメチル化感受性制限酵素に接触
させるステップであって、そのゲノムＤＮＡはそれによって消化されて、消化フラグメン
トを生成するステップ、またはそれによって消化されないステップ、および少なくとも一
個のそのようなフラグメントの存在もしくは非存在または特性に基づき、配列番号１～配
列番号２からなる群から選択された少なくとも一個のゲノム配列の少なくとも一個のＣｐ
Ｇジヌクレオチド配列のメチル化状態、または複数のそのＣｐＧジヌクレオチド配列の平
均もしくは平均メチル化状態を反映する値を決定するステップを含む代替法を提供する。
好ましくは、該決定前に消化または未消化ゲノムＤＮＡを増幅する。
【００３７】
　その他の実施形態は、ゲノム核酸配列および化学的に改変された核酸配列、ならびに配
列番号１～配列番号２からなる群の配列中で、シトシンのメチル化パターンを分析するた
めのオリゴヌクレオチドおよび／またはＰＮＡオリゴマーを提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３８】
定義：
　「観察／推定割合」（「Ｏ／Ｅ割合」）という用語は、特定のＤＮＡ配列中のＣｐＧジ
ヌクレオチドの頻度をさし、［ＣｐＧ部位数／（Ｃ塩基の数×Ｇ塩基の数）］／各フラグ
メントのバンド長に相当する。
【００３９】
　「ＣｐＧアイランド」という用語は、（１）「観察／推定割合」＞０．６に対応するＣ
ｐＧジヌクレオチドの頻度を有し、（２）「ＧＣ含有量」＞０．５を有するという判定基
準を満たすゲノムＤＮＡ近接領域をさす。ＣｐＧアイランドは、必ずしもではないが、通
常約０．２～約１ＫＢまたは約２ｋｂ長である。
【００４０】
　「メチル化状態（state）」または「メチル化状態（status）」という用語は、ＤＮＡ
配列中の一つ以上のＣｐＧジヌクレオチドに５－メチルシトシン（「５－ｍＣｙｔ」）が
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存在または存在しないことをさす。ＤＮＡ配列中の一つ以上の特別なＣｐＧメチル化部位
（それぞれ、２個のＣｐＧジヌクレオチド配列を有する）におけるメチル化状態には、「
非メチル化」、「完全メチル化」、および「半メチル化」が含まれる。
【００４１】
　「半メチル化（hemi-methylation）」または「半メチル化（hemimethylation）」とい
う用語は、その唯一の鎖がメチル化されている二本鎖ＤＮＡのメチル化状態をさす。
【００４２】
　本明細書で使用する「ＡＵＣ」という用語は、曲線下面積の略語である。特に、受信者
動作特性（ＲＯＣ）曲線下面積をさす。ＲＯＣ曲線は、診断検査の異なる可能カット点に
おける、偽陽性割合に対する真陽性割合のプロットである。この曲線は、選択されたカッ
ト点に依存する、感受性と特異性の間のトレードオフを示す（感受性の任意の上昇には特
異性の減少が伴う）。ＲＯＣ曲線（ＡＵＣ）下面積は、診断検査の精度の尺度である（そ
の領域が広いほど高く、最適は１であり、ランダムテストのＲＯＣ曲線は、領域の０．５
を有して対角線を描くはずである。J.P. Egan. Signal Detection Theory and ROC Analy
sis, Academic Press, New York, 1975を参照されたい）。
【００４３】
　「過剰メチル化」という用語は、正常な対照ＤＮＡ試料中の対応するＣｐＧジヌクレオ
チドで見られる５－ｍＣｙｔ量に比べて、検査ＤＮＡ試料のＤＮＡ配列中の一つ以上のＣ
ｐＧジヌクレオチドで５－ｍＣｙｔの存在が上昇することに対応する平均メチル化状態を
さす。
【００４４】
　「低メチル化」という用語は、正常な対照ＤＮＡ試料中の対応するＣｐＧジヌクレオチ
ドで見られる５－ｍＣｙｔ量に比べて、検査ＤＮＡ試料のＤＮＡ配列中の一つ以上のＣｐ
Ｇジヌクレオチドで５－ｍＣｙｔの存在が減少することに対応する平均メチル化状態をさ
す。
【００４５】
　「マイクロアレイ」という用語は、当技術分野で認識されているように「ＤＮＡマイク
ロアレイ」および「ＤＮＡチップ」をさし、当技術分野で認識されている固相担体全てを
包含し、核酸分子をそこに固定する方法全て、またはその上に核酸を合成する方法全てを
包含する。
【００４６】
　「遺伝子パラメーター」は、その調節にさらに必要な遺伝子および配列の変異および多
型である。名付けるために、変異は、特に挿入、欠失、点変異、反転、および多型であり
、ＳＮＰ（一塩基変異多型）が特に好ましい。
【００４７】
　「エピジェネティックパラメーター」とは、特にシトシンのメチル化である。さらに、
エピジェネティックパラメーターには、例えば、ヒストンのアセチル化が含まれるが、こ
れは、記載の方法を使用し直接分析することができないが、ＤＮＡメチル化と順次相関す
る。
【００４８】
　「重亜硫酸塩試薬」という用語は、本明細書に開示したように、メチル化したＣｐＧジ
ヌクレオチド配列と、メチル化されていないＣｐＧジヌクレオチド配列とを識別するのに
有用な重亜硫酸塩、二亜硫酸塩、亜硫酸水素またはそれらの組合せを含む試薬をさす。
【００４９】
　「メチル化アッセイ」という用語は、ＤＮＡ配列中の一個以上のＣｐＧジヌクレオチド
のメチル化状態の配列を決定する任意のアッセイをさす。
【００５０】
　「ＭＳ．ＡＰ－ＰＣＲ」（メチル化感受性任意刺激ポリメラーゼ連鎖反応：Methylatio
n-Sensitive Arbitrarily-Primed Polymerase Chain Reaction）という用語は、ＣｐＧジ
ヌクレオチドを含む可能性が最も高い領域に集中するために、ＣＧリッチプライマーを使
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用しゲノムの全体的スキャンを可能にする当技術分野で認識されている技術をさし、Gonz
algoら, Cancer Research 57:594-599, 1997に記載している。
【００５１】
　「MethyLight（商標）」という用語は、Eadsら, Cancer Res. 59:2302-2306, 1999に記
載している、当技術分野で認識されている蛍光に基づくリアルタイムＰＣＲ技術をさす。
【００５２】
　本明細書で実施する実施形態では、「HeavyMethyl（商標）」アッセイという用語は、
増幅プライマー間のＣｐＧ位置を包含し、または増幅プライマーによって包含されている
、メチル化特異的ブロッキングプローブ（本明細書ではブロッカーともいう）によって、
核酸試料のメチル化特異的選択的増幅が可能になるアッセイをさす。
【００５３】
　本明細書で実施するその実施形態では、「HeavyMethyl（商標）MethyLight（商標）」
アッセイという用語は、MethyLight（商標）アッセイのバリエーションであるHeavyMethy
l（商標）MethyLight（商標）アッセイをさし、その際、MethyLight（商標）アッセイは
、増幅プライマー間のＣｐＧ位置を包含するメチル化特異的ブロッキングプローブと併用
される。
【００５４】
　「Ms-SNuPE」（メチル化感受性単一ヌクレオチドプライマー伸長法：Methylation-sens
itive Single Nucleotide Primer Extension）という用語は、Gonzalgo and Jones, Nucl
eic Acids Res. 25:2529-2531, 1997に記載された当技術分野で認識されているアッセイ
をさす。
【００５５】
　「ＭＳＰ」（メチル化特異的ＰＣＲ）という用語は、Hermanら, Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 93:9821-9826, 1996および米国特許第５，７８６，１４６号に記載している当技
術分野で認識されているメチル化アッセイをさす。
【００５６】
　「COBRA」（混合型重亜硫酸塩制限分析：Combined Bisulfite Restriction Analysis）
という用語は、Xiong and Laird, Nucleic Acids Res. 25:2532-2534, 1997に記載してい
る当技術分野で認識されているメチル化アッセイをさす。
【００５７】
　「ＭＣＡ」（メチル化されたＣｐＧアイランド増幅）という用語は、Toyotaら, Cancer
 Res. 59:2307-12, 1999および国際公開公報第００／２６４０１号Ａ１に記載しているメ
チル化アッセイをさす。
【００５８】
　「ハイブリダイゼーション」という用語は、試料ＤＮＡ中で、オリゴヌクレオチドが、
ワトソンクリック塩基対のラインに沿った相補的配列と結合し、二重鎖構造を形成するこ
とと理解されたい。
【００５９】
　本明細書で定義した「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、６８℃の
５×ＳＳＣ／５×デンハート液／１．０%ＳＤＳ中でハイブリダイズし、室温において０
．２×ＳＳＣ／０．１%ＳＤＳで洗浄するステップを含み、または当技術分野で認識され
ているその同等の方法（例えば、６０℃で２．５×ＳＳＣ緩衝液中でハイブリダイゼーシ
ョンを実施し、続いて３７℃の低濃度緩衝液で数回洗浄し、そして安定放置する条件）を
含む。本明細書で定義したややストリンジェントな条件は、４２℃の３×ＳＳＣで洗浄す
るステップ、または当技術分野で認識されているその同等の方法を含む。塩濃度および温
度のパラメーターは、プローブと標的核酸との間の最適同一性レベルを得るために変動で
きる。そのような条件に関する指針は、当技術分野で入手でき、例えばSambrookら, 1989
, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y.およびAu
subelら, (編), 1995, Current Protocols in Molecular Biology, (John Wiley and Son
s, N.Y.), Unit 2.10により入手できる。
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【００６０】
　「メチル化特異的制限酵素」または「メチル化感受性制限酵素」という用語は、その認
識部位メチル化状態に基づき選択的に核酸を消化する酵素を意味するものとする。認識部
位がメチル化されていないか、または半メチル化されている場合に、特異的に切断を行う
ような制限酵素のケースでは、認識部位がメチル化されている場合、切断は生じないか、
または著しく低い効率で生じる。認識部位がメチル化されている場合に、特異的に切断を
行うような制限酵素のケースでは、認識部位がメチル化されていない場合、切断は生じな
いか、または著しく低い効率で生じる。好ましい制限酵素は、メチル化特異的制限酵素で
あり、その認識配列はＣＧジヌクレオチド（例えば、ｃｇｃｇまたはｃｃｃｇｇｇ）を含
む。いくつかの実施形態でさらに好ましい制限酵素は、このジヌクレオチド中のシトシン
が炭素原子Ｃ５でメチル化されている場合に、切断を行わない制限酵素である。
【００６１】
　「非メチル化特異的制限酵素」または「非メチル化感受性制限酵素」は、メチル化状態
に関わりなく、ほぼ同一の効率で核酸配列を切断する制限酵素である。それらは、「メチ
ル化非特異的制限酵素」とも呼ばれる。
【００６２】
　「遺伝子」という用語は、その全転写産物変異体（例えば、「セプチン９」という用語
には、例えばその切断された転写産物Ｑ９ＨＣ７４が含まれる）、および全プロモーター
とその調節エレメントを含むものとする。さらに、該遺伝子中には複数のＳＮＰが知られ
ているので、その用語はその全配列変異体を含むものとする。
【００６３】
　悪性になる可能性がない結腸直腸病変は、組織学的に良性として分類され、過形成性ポ
リープ、過誤腫、および炎症性ポリープを含む。悪性になる可能性がある結腸直腸病変は
、組織学的に新生物腺腫として分類され、腺管腺腫（０%～２５%絨毛組織）、腺管絨毛（
tubuvillous）腺腫（２５%～７５%絨毛組織）および絨毛腺腫（７５%～１００%絨毛組織
）を含む。
【００６４】
　「前癌性」または「前悪性」という用語、およびそれに相当する語は、悪性転換しつつ
ある任意の細胞増殖性疾患、例えば、それだけには限定されないが、上記のものを含む新
生物腺腫を意味するものとする。そのような状態の例には、結腸直腸細胞増殖性疾患と関
連して、高度の異形成が伴う細胞増殖性疾患（それだけには限定されないが、一般に「ポ
リープ」と称するものなど）、および以下の腺腫クラスが含まれる。
レベル１：ポリープ頭部内で、筋粘膜を通り粘膜下層に至る悪性の腺の浸透、
レベル２：同じ粘膜下浸潤であるが頭部から茎部の連結部に見られる浸潤、
レベル３：茎部浸潤、および
レベル４：結腸壁に接続する茎基部浸潤（このレベルはDukes A期に対応する）。
【００６５】
概要
　本発明は、対象において、前癌性結腸直腸細胞増殖性疾患（例えば、新生物の腺腫）を
検出する方法、または良性結腸直腸病変と前悪性結腸直腸病変とを区別する方法であって
、該対象から単離した生物学的試料中のセプチン９（その全転写産物変異体を含む）およ
びＡＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列の発現レ
ベルを決定するステップを含み、その際、低発現および／またはＣｐＧメチル化が該疾病
の存在を示す方法を提供する。好ましくは、セプチン９（その任意の転写産物変異体を含
む）およびＡＬＸ４の発現レベルを分析する。該マーカーは、直腸結腸癌の存在を検出し
、および／または結腸直腸病変の良性と悪性形態の区別することによって、疾患の前癌性
段階の直腸結腸癌を早期発見するために使用しうる。
【００６６】
　第一の実施形態では、本発明は、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡ
ＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列のＣｐＧメチ
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ル化状態を分析することに基づく。好ましくは、セプチン９（その任意の転写産物変異体
を含む）およびＡＬＸ４のメチル化状態を分析する。さらに、該遺伝子配列が表１の通り
であるのが好ましい。
【００６７】
　ＤＮＡの重亜硫酸塩改変は、ＣｐＧメチル化状態を評価するために用いる、当技術分野
で認められているツールである。５－メチルシトシンは、真核細胞ＤＮＡで最も頻発する
共有結合基部修飾である。５－メチルシトシンは、例えば、転写調節、遺伝子刷り込み、
および腫瘍形成で役割を担う。従って、遺伝情報成分として５－メチルシトシンを同定す
ることは、非常に重要である。しかし、５－メチルシトシンの位置は、シーケンシングで
は同定することができない。なぜなら、５－メチルシトシンは、シトシンと同じ塩基対形
成挙動を取るからである。さらに、５－メチルシトシンによって運ばれるエピジェネティ
ック情報は、例えばＰＣＲ増幅中に完全に消失する。
【００６８】
　５－メチルシトシンの存在を知るためにＤＮＡを分析するのに最も頻繁に使用される方
法は、重亜硫酸塩とシトシンの特異的反応に基づいており、その際、それに続くアルカリ
加水分解後、シトシンは、その塩基対形成挙動がチミンに対応するウラシルに転換される
。しかし、重要なことに、５－メチルシトシンは、こうした条件下では依然として未修飾
のままである。従って、本来は、そのハイブリダイゼーション挙動によってシトシンと識
別することはできないメチルシトシンが、当技術分野で認識されている標準的分子生物学
的技術を用い、例えば、増幅およびハイブリダイゼーション、またはシーケンシングによ
り、唯一残るシトシンとして検出され得るような方法で、元のＤＮＡは転換される。これ
らの技術の全ては、次に十分に活用することができる差次的塩基対形成特性に基づいてい
る。
【００６９】
　感受性の点で、従来技術は、アガロースマトリックス中に分析すべきＤＮＡを封入する
ステップ、それによってＤＮＡの拡散と再生を防止するステップ（重亜硫酸塩は一本鎖Ｄ
ＮＡのみと反応する）、ならびに全沈殿および精製ステップを高速透析に交換するステッ
プ（Olek A,ら, A modified and improved method for bisulfite based cytosine methy
lation analysis, Nucleic Acids Res. 24:5064-6, 1996）を含む方法によって定義され
る。従って、本方法の有用性および感受性を例示し、メチル化状態について個々の細胞を
分析することができる。５－メチルシトシンを検出する当技術分野で認識されている方法
の概要は、Rein, T.ら, Nucleic Acids Res., 26:2255, 1998に提供されている。
【００７０】
　いくつかの例外（例えば、Zeschnigk M,ら, Eur J Hum Genet. 5:94-98, 1997）を除い
て、重亜硫酸塩技術は、現在研究にのみ使用されている。全ての場合において、既知の遺
伝子の特異的短鎖フラグメントは、重亜硫酸塩処理の後に増幅し、完全に配列決定し［Ol
ek and Walter, Nat Genet. 1997 17:275-6, 1997］、一つ以上のプライマー伸長反応に
かけて［Gonzalgo and Jones, Nucleic Acids Res., 25:2529-31, 1997；国際公開第９５
／００６６９号；米国特許第６，２５１，５９４号］個々のシトシンの位置を分析するか
、または酵素消化により処理する（Xiong and Laird, Nucleic Acids Res., 25:2532-4, 
1997）。ハイブリダイゼーションによる検出は、当技術分野でも記載されている（Olekら
、国際公開第９９／２８４９８号）。加えて、個々の遺伝子に関してメチル化を検出する
ために、重亜硫酸塩技術を使用することについては、（Grigg and Clark, Bioessays, 16
:431-6, 1994；Zeschnigk M,ら, Hum Mol Genet., 6:387-95, 1997；Feil R,ら, Nucleic
 Acids Res., 22:695-, 1994；Martin V,ら, Gene, 157:261-4, 1995；国際公開第９７４
６７０５号および国際公開第９５１５３７３号）に記載している。
【００７１】
　本発明は、配列番号１～配列番号２からなる群から選択された少なくとも一配列内の、
ＣｐＧジヌクレオチド配列のメチル化状態を決定するための、一種以上のメチル化アッセ
イと組み合せた重亜硫酸塩技術の使用を用意する。配列番号１の塩基４２，７００～５２
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，０００（または、同等の重亜硫酸塩転換配列内の該位置）内で、遺伝子ＡＬＸ４のＣｐ
Ｇ位置を分析するのが特に好ましい。配列番号２の塩基１，０００～４，２５０または９
３，８５０～９６，０００（または、同等の重亜硫酸塩転換配列内の該位置）内で、遺伝
子セプチン９のＣｐＧ位置を分析するのが特に好ましい。ゲノムのＣｐＧジヌクレオチド
は、メチル化されても、またはメチル化されなくてもよい（あるいは、それぞれ、上方お
よび下方メチル化として知られる）。しかし、本発明の方法は、異質の自然物の生物学的
試料、例えば、血液または糞便背景中の低濃度の結腸直腸細胞の分析に適している。従っ
て、そのような試料中のＣｐＧ位置のメチル化状態を分析する場合、当業者は、メチル化
状態とは対照的に、特定のＣｐＧ位置のメチル化レベル（例えば、%、画分、割合、比率
、または程度）を決定するための定量アッセイを使用してよい。従って、メチル化状態（
status）またはメチル化状態（state）という用語はまた、ＣｐＧ位置のメチル化の程度
を反映する値を意味するものとすべきである。具体的に述べない限り、「過剰メチル化」
または「上方メチル化」という用語は、明記したカットオフ点のメチル化レベルより上の
メチル化レベルを意味するものであり、その際、該カットオフは、所与の集団について平
均もしくは中央メチル化レベルを表す値であってよく、または最適化したカットオフレベ
ルであることが好ましい。本明細書では「カットオフ」を「閾値」とも呼ぶ。本発明と関
連して「メチル化」、「過剰メチル化」、または「上方メチル化」という用語は、セプチ
ン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された遺伝子内
の、およびこれと関連する（例えば、プロモーターまたは調節領域）全てのＣｐＧ位置に
ついて、カットオフがゼロ%（またはその同等値）メチル化であることよりも上のメチル
化レベルを含むものとする。
【００７２】
　本発明による、配列番号１～配列番号２内のＣｐＧジヌクレオチド配列のメチル化状態
の決定は、悪性転換しつつある結腸直腸病変の検出、従って直腸結腸癌の早期発見に有用
である。
【００７３】
　メチル化アッセイ手順
　様々なメチル化アッセイ手順が、当技術分野で公知であり、本発明と組み合わせて使用
することができる。これらのアッセイによって、ＤＮＡ配列中の一つ以上のＣｐＧジヌク
レオチド（例えば、ＣｐＧアイランド）のメチル化状態を決定できるようになる。そのよ
うなアッセイには、他の技術の中でも、重亜硫酸塩処理したＤＮＡのＤＮＡシーケンシン
グ、（配列特異的増幅用）ＰＣＲ、サザンブロット分析、およびメチル化感受性制限酵素
の使用が含まれる。
【００７４】
　例えば、重亜硫酸塩処理を使用することによって、ゲノムシーケンシングは、ＤＮＡメ
チル化パターンおよび５－メチルシトシン分布を分析するために簡略化されている（From
merら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1827-1831, 1992）。加えて、重亜硫酸塩で転換
したＤＮＡから増幅したＰＣＲ生成物の制限酵素消化産物が使用される。例えば、Sadri
およびHornsby（Nucl. Acids Res. 24:5058-5059, 1996）、またはCOBRA（Combined Bisu
lfite Restriction Analysis）（Xiong and Laird, Nucleic Acids Res. 25:2532-2534, 
1997）に記載の方法。
【００７５】
　ＣＯＢＲＡ
　COBRA（商標）分析は、少量のゲノムＤＮＡで特異的遺伝子座位でのＤＮＡのメチル化
レベルを決定するのに有用な定量メチル化アッセイである（Xiong and Laird, Nucleic A
cids Res. 25:2532-2534, 1997）。手短に言えば、制限酵素消化産物を使用して、重亜硫
酸ナトリウム処理したＤＮＡのＰＣＲ生成物で、メチル化に依存する配列の差異を明らか
にする。メチル化に依存する配列の差異は、まず、Frommerら（Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 89:1827-1831, 1992）に記載している手順による標準的重亜硫酸塩処理によって、ゲ
ノムＤＮＡに導入される。次いで、対象となるＣｐＧアイランドに特異的なプライマーを
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使用し、重亜硫酸塩で転換したＤＮＡのＰＣＲ増幅を実施し、続いて制限エンドヌクレア
ーゼ消化、ゲル電気泳動、および特異的な標識したハイブリダイゼーションプローブを使
用する検出を実施する。広範囲なＤＮＡのメチル化レベルにわたって直線的定量方法で、
元のＤＮＡ試料のメチル化レベルは、消化および未消化ＰＣＲ生成物の相対量によって表
す。さらに、この技術は、微細切開パラフィン包埋組織試料から得たＤＮＡに確実に施用
できる。
【００７６】
　COBRA（商標）分析用の典型的な試薬〔例えば、典型的COBRA（商標）に基づくキットに
見られるであろう試薬〕には、それだけには限定されないが、特異的遺伝子（または、重
亜硫酸塩処理したＤＮＡ配列またはＣｐＧアイランド）用ＰＣＲプライマー；制限酵素お
よび好適な緩衝液；遺伝子－ハイブリダイゼーションオリゴヌクレオチド；対照ハイブリ
ダイゼーションオリゴヌクレオチド；オリゴヌクレオチドプローブ用のキナーゼ標識化キ
ット、および標識したヌクレオチドが含まれうる。加えて、重亜硫酸塩転換試薬には、Ｄ
ＮＡ変性緩衝液；スルホン化緩衝液；ＤＮＡ回収試薬またはキット（例えば、沈殿、限外
濾過、アフィニティカラム）；脱スルホン化緩衝液、およびＤＮＡ回収成分が含まれうる
。
【００７７】
　好ましくは、「MethyLight（商標）」（蛍光に基づくリアルタイムＰＣＲ技術）（Eads
ら, Cancer Res. 59:2302-2306, 1999）、Ms-SNuPE（商標）（メチル化感受性単一ヌクレ
オチドプライマー伸長法）反応（Gonzalgo and Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-253
1, 1997）、メチル化特異的ＰＣＲ（「ＭＳＰ」；Hermanら, Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 93:9821-9826, 1996；米国特許第５，７８６，１４６号）、およびメチル化したＣｐＧ
アイランド増幅（「ＭＣＡ」；Toyotaら, Cancer Res. 59:2307-12, 1999）などのアッセ
イが、単独でまたはこれら方法の他のものと組み合わせて使用する。
【００７８】
　「HeavyMethyl（商標）」アッセイ技術は、重亜硫酸塩処理したＤＮＡのメチル化特異
的増幅に基づいて、メチル化の差異を評価する定量法である。増幅プライマーの間のＣｐ
Ｇ位置を包含し、またはこれによって包含されているメチル化特異的ブロッキングプロー
ブ（本明細書ではブロッカーともいう）によって、核酸試料のメチル化特異的選択的増幅
が可能になる。
【００７９】
　本明細書で実施するその実施形態では、「HeavyMethyl（商標）MethyLight（商標）」
アッセイという用語は、MethyLight（商標）アッセイのバリエーションであるHeavyMethy
l（商標）MethyLight（商標）アッセイをさし、その際、MethyLight（商標）アッセイは
、増幅プライマー間のＣｐＧ位置を包含するメチル化特異的ブロッキングプローブと組み
合わせる。HeavyMethyl（商標）アッセイはまた、メチル化特異的増幅プライマーと組み
合せて使用してもよい。
【００８０】
　HeavyMethyl（商標）分析に典型的な試薬（例えば、典型的MethyLight(商標）に基づく
キットに見られる試薬）には、それだけには限定されないが、特異的遺伝子（または、重
亜硫酸塩処理したＤＮＡ配列もしくはＣｐＧアイランド）用ＰＣＲプライマー；ブロッキ
ングオリゴヌクレオチド；最適化したＰＣＲ緩衝液およびデオキシヌクレオチド；ならび
にＴａｑポリメラーゼが含まれうる。
【００８１】
　ＭＳＰ
　ＭＳＰ（メチル化特異的ＰＣＲ）によって、メチル化感受性制限酵素の使用とは無関係
に、ＣｐＧアイランド内の実質的に任意の群のＣｐＧ部位のメチル化状態も評価できるよ
うになる（Hermanら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996；米国特許第５
，７８６，１４６号）。手短に言えば、重亜硫酸ナトリウムによってＤＮＡを改変して、
全てのメチル化されていないシトシンをウラシルに転換するが、メチル化されているシト
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シンはウラシルに転換せず、続いてメチル化されていないＤＮＡとは対比して、メチル化
されたＤＮＡに特異的なプライマーで増幅する。ＭＳＰは、ほんの少量のＤＮＡを必要と
し、所与のＣｐＧアイランド座位の０．１%のメチル化した対立遺伝子に対して感受性が
あり、パラフィン包埋試料から抽出したＤＮＡで実施することができる。ＭＳＰ分析に典
型的な試薬（例えば、典型的ＭＳＰに基づくキットに見られる試薬）には、それだけには
限定されないが、特異的遺伝子（または、重亜硫酸塩処理したＤＮＡ配列もしくはＣｐＧ
アイランド）用のメチル化されたＰＣＲプライマーおよびメチル化されていないＰＣＲプ
ライマー、最適化したＰＣＲ緩衝液およびデオキシヌクレオチド、および特異的プローブ
が含まれうる。
【００８２】
　ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔ（商標）
　MethyLight（商標）アッセイは、ＰＣＲステップ後、それ以上の操作を必要としない、
蛍光に基づくリアルタイムＰＣＲ（TaqMan（登録商））技術を利用するハイスループット
定量メチル化アッセイ（Eadsら, Cancer Res. 59:2302-2306, 1999）である。手短に言え
ば、MethyLight（商標）法は、標準手順（重亜硫酸塩過程は、メチル化されていないシト
シン残基をウラシルに転換する）に従って、重亜硫酸ナトリウム反応で、メチル化に依存
する配列の差異の混合プールに転換されるゲノムＤＮＡの混合試料から始まる。次いで、
「偏った」（既知のＣｐＧジヌクレオチドに重なるＰＣＲプライマー）反応で蛍光に基づ
くＰＣＲを実施する。配列の判別は、増幅過程レベルおよび蛍光検出過程レベルで行うこ
とができる。
【００８３】
　MethyLight（商標）アッセイは、ゲノムＤＮＡ試料中のメチル化パターンを求める定量
的検査として使用してよく、その際、配列判別は、プローブハイブリダイゼーションレベ
ルで生じる。この定量バージョンでは、ＰＣＲ反応によって、蛍光プローブの存在下でメ
チル化特異的増幅の手はずが整えられる。投入されるＤＮＡ量の不偏性対照は、プライマ
ーもプローブも任意のＣｐＧジヌクレオチド上にない反応によって得られる。あるいは、
ゲノムのメチル化についての定性試験は、既知のメチル化部位〔HeavyMethyl（商標）お
よびＭＳＰ技術の蛍光に基づくバージョン〕を「包含（cover）」しない対照オリゴヌク
レオチド、または潜在的メチル化部位を包含するオリゴヌクレオチドによって、偏ったＰ
ＣＲのプールをプローブすることによって実現する。
【００８４】
　MethyLight（商標）法は、任意の好適なプローブ、例えば「TaqMan（登録商標）」、Li
ghtcycler（登録商標）などと共に使用することができる。例えば、二本鎖ゲノムＤＮＡ
を重亜硫酸ナトリウムで処理し、TaqMan（登録商標）プローブを使用し、例えば、ＭＳＰ
プライマーおよび／またはHeavyMethylブロッカーオリゴヌクレオチドおよびTaqMan（登
録商標）プローブと共に、２セットのＰＣＲ反応の一回目に供する。TaqMan（登録商標）
プローブは、二重に標識した蛍光「レポーター」および「クエンチャー」分子であり、比
較的高ＧＣ含有領域に特異的であるように設計され、その結果、前進または逆進プライマ
ーよりも、ＰＣＲサイクルで、約１０℃高い温度で融解する。これにより、ＰＣＲアニー
リング／伸展ステップ中、TaqMan（登録商標）プローブを完全にハイブリダイズするよう
に放置できる。ＰＣＲ中、Ｔａｑポリメラーゼは新規な鎖を酵素合成するので、最終的に
はアニールしたTaqMan（登録商標）プローブに到達する。次いで、Ｔａｑポリメラーゼ５
'～３'エンドヌクレアーゼ活性は、TaqMan（登録商標）プローブを消化することによって
このプローブを転置し、蛍光レポーター分子を放出して、現在消光するそのシグナルを、
リアルタイム蛍光検出装置を使用して定量検出する。
【００８５】
　MethyLight（商標）分析用の典型的な試薬（例えば、典型的MethyLight（商標）に基づ
くキットに見られる試薬）には、それだけには限定されないが、特異的遺伝子（または、
重亜硫酸塩処理したＤＮＡ配列もしくはＣｐＧアイランド）用ＰＣＲプライマー；TaqMan
（登録商標）またはLightcycler（登録商標）プローブ；最適化したＰＣＲ緩衝液および
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デオキシヌクレオチド、およびＴａｑポリメラーゼが含まれうる。
【００８６】
　ＱＭ（商標）（定量的メチル化）アッセイは、ゲノムＤＮＡ試料中のメチル化パターン
用の代替の定量試験であり、配列判別は、プローブハイブリダイゼーションのレベルで生
じる。この定量バージョンでは、ＰＣＲ反応によって、特定の推定上のメチル化部位と重
なる蛍光プローブの存在下で、不偏性増幅の手はずが整えられる。投入されるＤＮＡ量の
不偏性対照は、プライマーもプローブも任意のＣｐＧジヌクレオチド上にない反応によっ
て得られる。あるいは、ゲノムのメチル化についての定性試験は、既知のメチル化部位〔
HeavyMethyl（商標）およびＭＳＰ技術の蛍光に基づくバージョン〕を「包含」しない対
照オリゴヌクレオチド、または潜在的メチル化部位を包含するオリゴヌクレオチドによっ
て、偏ったＰＣＲのプールをプローブすることによって達成する。
【００８７】
　ＱＭ（商標）法は、増幅過程で、任意の好適なプローブ、例えば「TaqMan（登録商標）
」、Lightcycler（登録商標）を用いて使用することができる。例えば、二本鎖ゲノムＤ
ＮＡを重亜硫酸ナトリウムで処理し、不偏性プライマーおよびTaqMan（登録商標）プロー
ブにさらす。TaqMan（登録商標）プローブは、二重に標識した蛍光「レポーター」および
「クエンチャー」分子であり、比較的高ＧＣ含有領域に特異的であるように設計され、そ
の結果、前進または逆進プライマーよりも、ＰＣＲサイクルで、約１０℃高い温度で融解
する。これによりＰＣＲアニーリング／伸展ステップ中、TaqMan（登録商標）プローブを
完全にハイブリダイズするように放置できる。ＰＣＲ中、Ｔａｑポリメラーゼは新規な鎖
を酵素合成するので、最終的にはアニールしたTaqMan（登録商標）プローブに到達する。
次いで、３'エンドヌクレアーゼ活性に対するＴａｑポリメラーゼ５'は、TaqMan（登録商
標）プローブを消化することによってこのプローブを転置し、蛍光レポーター分子を放出
し、リアルタイム蛍光検出装置を使用して現在消光しているそのシグナルを定量検出する
。ＱＭ（商標）分析に典型的な試薬（例えば、典型的ＱＭ（商標）に基づくキットに見ら
れるであろう試薬）には、それだけには限定されないが、特異的遺伝子（または、重亜硫
酸塩処理したＤＮＡ配列もしくはＣｐＧアイランド）用ＰＣＲプライマー；TaqMan（登録
商標）またはLightcycler（登録商標）プローブ；最適化したＰＣＲ緩衝液およびデオキ
シヌクレオチド、およびＴａｑポリメラーゼが含まれうる。
【００８８】
　Ｍｓ－ＳＮｕＰＥ
　Ms-SNuPE（商標）技術は、ＤＮＡの重亜硫酸塩処理と、続く単一ヌクレオチドプライマ
ー伸長に基づく、特異的ＣｐＧ部位でのメチル化の差異を評価する定量法である（Gonzal
go and Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997）。手短に言えば、ゲノムＤＮ
Ａを重亜硫酸ナトリウムと反応させて、メチル化されていないシトシンをウラシルに転換
するが、５－メチルシトシンは変化しないまま放置される。次いで、重亜硫酸塩で転換し
たＤＮＡに特異的なＰＣＲプライマーを使用して所望の標的配列増幅を実施し、得られた
生成物を単離し、対象となるＣｐＧ部位でのメチル化分析の鋳型として使用する。少量の
ＤＮＡは分析することができ（例えば、微細切開病理学断面）、ＣｐＧ部位でのメチル化
状態を決定するための制限酵素の利用は回避される。
【００８９】
　Ms-SNuPE（商標）分析用の典型的な試薬（例えば、典型的Ms-SNuPE（商標）に基づくキ
ットに見られる試薬）には、それだけには限定されないが、特異的遺伝子（または、重亜
硫酸塩処理したＤＮＡ配列もしくはＣｐＧアイランド）用ＰＣＲプライマー；最適化した
ＰＣＲ緩衝液およびデオキシヌクレオチド；ゲル抽出キット；正の対照プライマー；特異
的遺伝子用Ms-SNuPE（商標）プライマー；反応緩衝液（Ms-SNuPE反応用）、および標識し
たヌクレオチドが含まれうる。加えて、重亜硫酸塩転換試薬はＤＮＡ変性緩衝液；スルホ
ン化緩衝液；ＤＮＡ回収試薬（regents）またはキット（例えば、沈殿、限外濾過、アフ
ィニティカラム）；脱スルホン化緩衝液、およびＤＮＡ回収成分を含みうる。
【００９０】
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　配列番号１～配列番号２によるゲノム配列、および配列番号３～配列番号１０に記載の
その非天然処理済み変異体は、悪性または前悪性結腸直腸腺腫検出、および良性結腸直腸
病変と悪性転換しつつある結腸直腸病変との区別に新規な有用性を有し、従って直腸結腸
癌の早期発見に役立つと確定された。
【００９１】
　一実施形態では、本方法の発明は、ｉ）対象から得た（好ましくは体液から単離した）
ゲノムＤＮＡと、少なくとも一種の試薬または一連の試薬とを接触させるステップであっ
て、この試薬が、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４（それらの
プロモーターおよび調節領域を含む）からなる群から選択された、少なくとも一個の遺伝
子またはゲノム配列内で、メチル化された、およびメチル化されていないＣｐＧジヌクレ
オチドとを識別するステップ、ならびにｉｉ）前癌性（すなわち悪性または前悪性）結腸
細胞増殖性疾患の存在または非存在を決定するステップ、または良性および前癌性結腸細
胞増殖性疾患を識別するステップを含む。好ましくは、セプチン９（その任意の転写産物
変異体を含む）およびＡＬＸ４のメチル化状態を分析する。
【００９２】
　市販のキットの使用を含め、当技術分野で標準的な任意の手段によってゲノムＤＮＡは
単離してよい。手短に言えば、細胞膜によって対象のＤＮＡをカプセル化する場合、生物
学的試料は、酵素的、化学的、または機械的手段によって破壊し溶解しなければならない
。次いで、例えば、プロテイナーゼＫで消化することにより、ＤＮＡ溶液からタンパク質
および他の混入物質を除去することができる。次いで、ゲノムＤＮＡを溶液から回収する
。これは、塩析、有機抽出法またはＤＮＡを固相担体に結合させることを含む様々な方法
によって実施しうる。方法の選択は、時間、費用、および必要なＤＮＡ量を含むいくつか
の要因によって影響される。新生物を含む全ての臨床試料型は、本方法で使用するのに適
しており、好ましいものは、細胞系、組織切片、生検試料、パラフィン包埋組織、体液、
糞便、結腸流出液、尿、血漿、血清、全血、単離血液細胞、血液から単離した細胞、およ
びそれらの組合せである。体液は、ＤＮＡの好適な供給源であり、特に好ましいものは、
血漿、血清、全血、単離血液細胞および血液からの単離細胞である。
【００９３】
　次いで、そのゲノムＤＮＡの少なくとも一個の標的領域内で、メチル化されたＣｐＧジ
ヌクレオチドとメチル化されていないＣｐＧジヌクレオチドとを識別する少なくとも一種
の試薬または一連の試薬で、そのゲノムＤＮＡ試料を処理するが、その際、標的領域は、
それぞれ配列番号１～配列番号２からなる群から選択された少なくとも一配列の、少なく
とも１６個の近接ヌクレオチド配列（該近接ヌクレオチドは、少なくとも一個のＣｐＧジ
ヌクレオチド配列を含む）を含み、またはストリンジェントな条件下でこの配列とハイブ
リダイズする。
【００９４】
　該試薬は、５'位置のメチル化されていないシトシン塩基を、ウラシル、チミン、また
はハイブリダイゼーション挙動の点でシトシンとは異なる別の塩基、に転換するのが特に
好ましい。しかし別の実施形態では、該試薬は、メチル化感受性制限酵素であってよい。
【００９５】
　５'位置のメチル化されていないシトシン塩基が、ウラシル、チミン、またはハイブリ
ダイゼーション挙動の点でシトシンとは異なる別の塩基に転換されるような方法で、ゲノ
ムＤＮＡ試料を処理する場合、この処理は、重亜硫酸塩（亜硫酸水素、二亜硫酸塩）で実
施し、続いてアルカリ加水分解するのが好ましい。そのような処理によって、該ＣｐＧジ
ヌクレオチドがメチル化されている（それぞれ）配列番号１、配列番号２、配列番号３～
６、あるいは該ＣｐＧジヌクレオチドがメチル化されていない配列番号７～１０が転換さ
れる。
【００９６】
　次いで、標的遺伝子配列（配列番号１～配列番号２からなる群から選択された少なくと
も一個の遺伝子またはゲノム配列）のメチル化状態を決定するために、処理済みＤＮＡを
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分析する。標的領域は、配列番号１～配列番号２からなる群から選択された少なくとも一
個の遺伝子またはゲノム配列の少なくとも１６個の近接ヌクレオチドを含み、またはスト
リンジェントな条件下でこの近接ヌクレオチドとハイブリダイズするのが特に好ましい。
配列番号１～配列番号２に記載の該遺伝子の配列を分析するのが好ましい。分析方法は、
本明細書に記載した方法を含め、当技術分野で公知方法から選択しうる。特に好ましい方
法は、MethyLight（商標）、ＭＳＰ、および本明細書に記載したようにブロッキングオリ
ゴヌクレオチド（HeavyMethyl（商標））の使用である。そのような分析（プライマー、
ブロッキングオリゴヌクレオチド、および検出プローブを含む）に使用する任意のオリゴ
ヌクレオチドは、配列番号３～配列番号１０およびその相補配列の一つ以上の塩基配列の
少なくとも１６塩基対長のセグメントと逆相補的であり、同一であり、またはストリンジ
ェントもしくは非常にストリンジェントな条件下でこのセグメントとハイブリダイズする
のがさらに好ましい。
【００９７】
　異常なメチル化、より具体的には、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）および
／またはＡＬＸ４（それらのプロモーターおよび／または調節領域を含む）からなる群か
ら選択された、表１に記載の遺伝子およびそのゲノム配列の過剰メチル化は、癌の存在に
関連している。好ましくは、セプチン９（その任意の転写産物変異体を含む）およびＡＬ
Ｘ４のメチル化状態を分析する。従って、生物学的試料が、任意のメチル化度の範囲内に
あるならば、該試料は、悪性化の可能性があると決定すべきである。
【００９８】
　また、それから転写されたＲＮＡ、または該ＲＮＡから翻訳されたポリペプチドもしく
はタンパク質、の発現を任意に分析することによって、好ましくはｍＲＮＡ発現分析また
はポリペプチド発現分析によって、本発明の方法は可能になりうる。従って、本発明は、
対象において、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）および／またはＡＬＸ４から
なる群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列の発現を検出し、そこか
ら新生結腸直腸細胞増殖性疾患の存在もしくは非存在を決定し、または悪性もしくは前悪
性結腸直腸細胞増殖性疾患、および良性結腸直腸細胞増殖性疾患を区別する、定量的およ
び定性的なアッセイおよび方法も提供する。
【００９９】
　セプチン９（その全転写産物変異体を含む）および／またはＡＬＸ４からなる群から選
択された遺伝子またはゲノム配列から転写したｍＲＮＡの異常な発現は、結腸直腸病変の
悪性転換に関連付けられる。好ましくは、セプチン９（その任意の転写産物変異体を含む
）およびＡＬＸ４の発現を分析する。本発明による、過小発現（および／またはメチル化
）は、悪性または前悪性結腸直腸細胞増殖性疾患の存在に関連しており、ならびに過剰発
現（および／またはメチル化の非存在）は、良性結腸直腸細胞増殖性疾患に関連している
。遺伝子セプチン９およびＡＬＸ４の転写産物変異体の少なくとも一個の発現を決定する
のが特に好ましい。
【０１００】
　遺伝子またはゲノム配列をコードするｍＲＮＡの存在を検出するために、患者から試料
を得る。試料は、病変の細胞物質を含む任意の好適な試料であってよい。適切な試料の種
類には、細胞系、組織切片、生検試料、パラフィン包埋組織、体液、糞便、結腸流出液、
血漿、血清、全血、単離血液細胞、血液から単離した細胞およびそれらの全ての可能な組
合せが含まれる。該試料の種類は、糞便、または結腸流出液、尿、血漿、血清、全血、単
離血液細胞、血液から単離した細胞からなる群から選択された体液が好ましい。
【０１０１】
　試料を処理して、その中に含まれているＲＮＡを抽出してよい。次いで、試料から得ら
れた核酸を分析する。最新技術では、遺伝子発現の絶対的および相対的レベルを決定する
多くの技術が知られており、本発明での使用に好適な通常使用されている技術には、in s
ituハイブリダイゼーション（例えば、FISH）、ノーザン分析、RNase保護アッセイ（ＲＰ
Ａ）、マイクロアレイ、およびＰＣＲに基づく技術、例えば、定量ＰＣＲやディファレン
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シャルディスプレイＰＣＲ、または他の任意の核酸検出法が含まれる。
【０１０２】
　特に好ましい技術は、逆転写／重合鎖反応技術（ＲＴ－ＰＣＲ）の使用である。ＲＴ－
ＰＣＲの方法は、当技術分野で周知である（例えば、上のWatsonおよびFlemingを参照さ
れたい）。
【０１０３】
　ＲＴ－ＰＣＲ法以下のように実施することができる。全細胞ＲＮＡは、例えば標準的イ
ソチオシアン酸グアニジウム法によって単離し、全ＲＮＡを逆転写する。逆転写方法は逆
転写酵素および３'末端オリゴヌクレオチドｄＴプライマー、および／またはランダム六
量体プライマーを用いる、ＲＮＡ鋳型でのＤＮＡ合成が含まれる。次いで、このように生
成されたｃＤＮＡをＰＣＲによって増幅する。（Belyavskyら, Nucl Acid Res 17:2919-2
932, 1989；Krug and Berger, Methods in Enzymology, Academic Press, N.Y., Vol.152
, pp. 316-325, 1987これらを参照により組み込む）。さらに好ましいものは、ＲＴ－Ｐ
ＣＲ「リアルタイム」変形型であり、ハイブリダイゼーションプローブ（例えば、TaqMan
、Lightcycler、Molecular BeaconsおよびScorpion）またはＳＹＢＲグリーンによってＰ
ＣＲ生成物を検出する。プローブまたはＳＹＢＲグリーンから検出したシグナルを次いで
、検量線を参照することによって、またはそのＣｔ値を較正基準線のＣｔ値と比較するこ
とによって決定する。ハウスキーピング遺伝子の分析は、結果を規準化するために使用さ
れることが多い。
【０１０４】
　ノーザンブロット分析では、全またはポリ（Ａ）鎖＋ｍＲＮＡを変性化アガロースゲル
上で泳動し、乾燥ゲル自体中で、または膜上で標識したプローブにハイブリダイゼーショ
ンさせて検出する。得られたシグナルは、ＲＮＡ集団中の標的ＲＮＡの量に比例する。
【０１０５】
　２個またはそれ以上の細胞集団または組織からのシグナルを比較することによって、遺
伝子発現レベルの相対的差異が明らかになる。絶対的な定量化は、シグナルと、標的ＲＮ
Ａに対応する公知のインビトロ転写産物量を使用し生成した検量線とを比較することによ
って行う。ハウスキーピング遺伝子の分析では、結果を規準化するために、条件に関わら
ず発現レベルが比較的一定していることが予想される遺伝子が使用されることが多く、膜
へのＲＮＡの不等な(unequal)転移、またはゲルへのＲＮＡの不等な(unequal)投入によっ
て生じるいかなる見かけの差異も除外する。
【０１０６】
　ノーザン分析の第１ステップは、対象の細胞または組織から純粋インタクトなＲＮＡを
単離することである。ノーザンブロットは、サイズによってＲＮＡを識別するので、試料
の統合性は、シグナルが一個のバンド中に局在する度合いに影響する。部分的に分解した
ＲＮＡ試料は、感受性の全体的消失およびおそらくデータの誤った解釈を伴って、シグナ
ルの（泳動時）なすりつけ、または数個のバンドにわたる分布を招くであろう。ノーザン
ブロット分析では、ＤＮＡ、ＲＮＡ、およびオリゴヌクレオチドプローブを使用すること
ができ、これらのプローブは、標識されていることが好ましい（例えば、放射性標識、質
量標識、または蛍光標識）。プローブではなく標的ＲＮＡのサイズが、検出されるバンド
サイズを決定し、従ってプローブの合成には、様々な長さのプローブを生成するランダム
プライムド標識などの方法が適している。プローブの特異的活性は、感受性レベルを決定
し、従って特異的活性が高いプローブを使用するのが好ましい。
【０１０７】
　RNase保護アッセイでは、溶液中で、ＲＮＡ標的および所定の長さのＲＮＡプローブを
ハイブリダイズする。ハイブリダイゼーション後、ＲＮＡを一本鎖核酸に特異的なRNase
で消化して、任意のハイブリダイズされない、一本鎖標的ＲＮＡおよびプローブを除去す
る。RNaseを不活化し、例えば、変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動によりＲＮＡを分
離する。インタクトなＲＮＡプローブの量は、ＲＮＡ集団中の標的ＲＮＡ量に比例する。
ＲＰＡは、遺伝子発現の相対的および絶対的定量化、ならびにＲＮＡ構造、例えば、イン
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トロン／エクソン境界および転写開始部位のマッピングにも使用することができる。RNas
e保護アッセイは、一般的に検出限界が低いので、ノーザンブロット分析よりも好ましい
。
【０１０８】
　ＲＰＡで使用されるアンチセンスＲＮＡプローブは、終末点が定まっているＤＮＡ鋳型
のインビトロ転写によって生成され、通常５０～６００ヌクレオチドの範囲内にある。標
的ＲＮＡとは類似しない追加の配列を含むＲＮＡプローブを使用することによって、保護
されているフラグメントと、全長プローブとを識別できるようになる。通常、１本鎖ＲＮ
Ａプローブの生成の容易さ、再現性、およびRNaseによるＲＮＡ：ＲＮＡ二重鎖の消化の
信頼性（Ausubelら、２００３）のために、ＲＮＡプローブは、ＤＮＡプローブの代わり
に使用され、特に好ましいＲＮＡプローブは特異的活性が高いプローブである。
【０１０９】
　マイクロアレイを使用するのが、特に好ましい。マイクロアレイ分析法は、主に２つの
部分に分割することができる。第一は、既知の遺伝子配列をガラススライドまたは他の固
相担体に固定化すること、続いて蛍光標識したｃＤＮＡ（調査すべき配列を含む）と、ガ
ラススライド（または他の固相）に固定した既知の遺伝子とをハイブリダイゼーションす
ることである。ハイブリダイゼーション後、蛍光マイクロアレイスキャナを使用してアレ
イを走査する。異なる遺伝子の相対的蛍光強度を分析することによって、遺伝子発現の差
異の尺度が提供される。
【０１１０】
　ＤＮＡアレイは、予め合成したオリゴヌクレオチドを準備したガラススライドまたは他
の固体表面に固定することによって生成できる。この場合は、代表的遺伝子配列は、標準
的オリゴヌクレオチド合成法および精製法を使用して製造準備する。これらの合成された
遺伝子配列は、対象となる遺伝子［この場合は、セプチン９（その全転写産物変異体を含
む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された遺伝子またはゲノム配列］のＲＮＡ転写産
物に相補的であり、２５～７０ヌクレオチドの範囲の短い配列になりやすい。好ましい実
施形態では、該オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは、少なくともそのｍＲＮＡ
転写産物と相補的であり、またはハイブリダイズする少なくとも９、１８または２５塩基
の配列、およびその相補配列を含む。また、固定されたオリゴは、in situでスライド表
面上に化学的に合成することができる。in situのオリゴヌクレオチドの合成には、マイ
クロアレイのスポットに好適なヌクレオチドを連続的に添加することが含まれ、ヌクレオ
チドを与えないスポットは、物理的またはバーチャルなマスクを使用して工程の各段階で
保護される。好ましくは、該合成した核酸がロックされる核酸である。
【０１１１】
　発現プロファイリングマイクロアレイ実験では、使用されるＲＮＡ鋳型は、研究中の細
胞または組織の転写プロフィールの代表である。ＲＮＡをまず、比較する細胞集団または
組織から単離する。次いで、鋳型として各ＲＮＡ試料を使用して、逆転写反応により蛍光
標識したｃＤＮＡを生成する。ｃＤＮＡの蛍光標識は、直接標識法または間接標識法によ
って行うことができる。直接標識化の間に、蛍光改変したヌクレオチド（例えば、Ｃｙ（
登録商標）３－またはＣｙ（登録商標）５－ｄＣＴＰ）を逆転写中に直接ｃＤＮＡに組み
込む。あるいは、間接標識は、ｃＤＮＡ合成中、アミノアリルにより改変したヌクレオチ
ドを組み込み、次いで逆転写反応が完了後、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）－
エステル色素と、アミノアリルにより改変したｃＤＮＡとをコンジュゲートすることによ
って行うことができる。また、プローブは標識しなくてもよいが、直接的にも、または間
接的にも標識されていないリガンドとの特異的結合によって検出可能であろう。リガンド
（およびプローブ）を標識するのに適切な標識および方法は、当技術分野で公知であり、
例えば、公知の方法（例えば、ニックトランスレーションまたはキナーゼ処理）によって
組み込むことが可能な放射性標識が含まれる。他の適切な標識は、それだけには限定され
ないが、ビオチン、蛍光群、化学発光群（例えば、ジオキセタン、特に誘発されたジオキ
セタン）、酵素、抗体などがある。
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【０１１２】
　差次的遺伝子発現分析を行うためには、異なるＲＮＡ試料から生成したｃＤＮＡをＣｙ
（登録商標）３によって標識する。得られた標識ｃＤＮＡを精製して、組み込まれなかっ
たヌクレオチド、遊離色素、および残存ＲＮＡを除去する。精製後、標識したｃＤＮＡ試
料をマイクロアレイにハイブリダイズする。ハイブリダイゼーションのストリンジェンシ
ーは、温度、イオン強度、時間長、およびホルムアミドの濃度を含む、ハイブリダイゼー
ション中および洗浄手順中のいくつかの要因によって決定される。これらの要因について
は、例えば、Sambrookら, (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., 1989)
に概略を述べている。ハイブリダイゼーション後、蛍光マイクロアレイスキャナを使用し
マイクロアレイを走査する。各スポットの蛍光強度は、分析した遺伝子の発現レベルを示
し、明るいスポットは強く発現する遺伝子に対応し、暗いスポットは弱い発現を示してい
る。
【０１１３】
　一度イメージを得たら、その生データを分析する必要がある。第一に、各スポットの蛍
光から、バックグラウンド蛍光を差し引かなくてはならない。次いで、制御配列、例えば
、外来的に加えた核酸（好ましくは、ＲＮＡもしくはＤＮＡ）、またはあらゆる非特異的
ハイブリダイゼーションの原因になるハウスキーピング遺伝子パネル、アレイの欠陥、ま
たはアレイ設定のばらつき、ｃＤＮＡ標識、ハイブリダイゼーション、または洗浄に対し
て、データを規準化する。データを規準化することによって、複数のアレイの結果を比較
できるようになる。
【０１１４】
　本発明の別の態様は、本発明の方法に従って、対象において、前癌性結腸直腸細胞増殖
性疾患の検出、または悪性／前悪性結腸直腸病変および良性結腸直腸病変との区別に使用
されるキットに関し、該キットは、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡ
ＬＸ４からなる群から選択された遺伝子またはゲノム配列の転写レベルを測定する手段を
含む。好ましい実施形態では、転写レベルを測定する手段には、ストリンジェントまたは
ややストリンジェントな条件下で、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡ
ＬＸ４からなる群から選択された遺伝子またはゲノム配列のその転写産物とハイブリダイ
ズすることが可能な、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドが含まれる。好ましく
は、該オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは、ストリンジェントまたはややスト
リンジェントな条件下で、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）および／またはＡ
ＬＸ４からなる群から選択された遺伝子またはゲノム配列の転写産物の少なくとも一個と
ハイブリダイズすることができる。一実施形態では、該オリゴヌクレオチドまたはポリヌ
クレオチドは、該配列またはその相補配列の少なくとも一つと相補的であり、またはハイ
ブリダイズする少なくとも９、１８または２５塩基の配列を含む。
【０１１５】
　最も好ましい実施形態では、転写レベルは、ノーザンブロット分析、逆転写酵素ＰＣＲ
、リアルタイムＰＣＲ、RNAse保護、およびマイクロアレイの群から選択された技術によ
って決定する。本発明の別の実施形態では、キットは、さらに患者の生物学的試料を得る
ための手段を含む。好ましいキットは、最も好ましくは、さらに転写レベルを測定する手
段および患者の生物学的試料を入れるのに適切な容器を含み、最も好ましくは、さらに使
用説明書および該キット結果の解釈書を含むキットである。
【０１１６】
　好ましい実施形態では、キットは、（ａ）ストリンジェントまたはややストリンジェン
トな条件下で、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４からなる群か
ら選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列の転写産物と、ハイブリダイズす
ることが可能な、複数のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド、（ｂ）好ましくは
オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドおよびその転写産物を含む患者の生物学的試
料を入れるのに適切な容器であって、そのオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドが
、ストリンジェントまたはややストリンジェントな条件下でその転写産物とハイブリダイ
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ズする容器、（ｃ）（ｂ）のハイブリダイゼーションを検出する手段、そして場合によっ
ては、（ｄ）使用説明書および該キット結果の解釈書を含む。（ａ）の該オリゴヌクレオ
チドまたはポリヌクレオチドは、いずれの場合にも、その転写産物と相補的であり、また
はハイブリダイズする少なくとも９、１８または２５塩基の配列およびその相補配列を含
むのがさらに好ましい。
【０１１７】
　キットには、ハイブリダイゼーション緩衝液（オリゴヌクレオチドはプローブとして使
用される）などの他の成分も、別々の容器に封入して入れてもよい。あるいは、標的領域
を増幅するためにオリゴヌクレオチドを使用する場合、キットには、別々の容器に封入し
て、ポリメラーゼ、およびＰＣＲなどのポリメラーゼが介在するプライマー伸長法用に最
適化した反応緩衝液を入れてよい。好ましくは、該ポリメラーゼは逆転写酵素である。該
キットに、さらにRnase試薬を入れるのが一層好ましい。
【０１１８】
　本発明によって、患者から得た試料中の、該遺伝子配列によってコードされるポリペプ
チドの存在を検出する方法がさらに用意される。
【０１１９】
　セプチン９（その全転写産物変異体を含む）および／またはＡＬＸ４からなる群から選
択された遺伝子もしくはゲノム配列によってコードされるポリペプチドの異常なポリペプ
チド発現レベルは、結腸直腸細胞増殖性疾患の存在にも関連する。さらに、該異常な発現
レベルは、良性結腸直腸病変と、悪性／前悪性結腸直腸病変との区別に役立つ。本発明よ
れば、該ポリペプチドの過小発現は、悪性転換しつつある結腸直腸病変の存在に関連して
いる。
【０１２０】
　ポリペプチドを検出する当技術分野で公知の任意の方法を使用することができる。その
ような方法には、それだけには限定されないが、質量－分光測定、免疫拡散法、免疫電気
泳動法、免疫化学的方法、結合剤－リガンドアッセイ、免疫組織化学技術、凝集および補
体アッセイ［例えば、Basic and Clinical Immunology, Sites and Terr編, Appleton an
d Lange, Norwalk, Conn. pp 217-262, 1991を参照されたい。これを参照により組み込む
］が含まれる。好ましいものは、抗体と一つまたは複数のエピトープを反応させ、標識ポ
リペプチドまたはその誘導体を競合的に置換するステップを含む結合剤－リガンド免疫ア
ッセイ法である。
【０１２１】
　本発明のある実施形態には、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ
４からなる群から選択された遺伝子またはゲノム配列によってコードされるポリペプチド
に特異的な抗体の使用が含まれる。
【０１２２】
　そのような抗体は、結腸直腸病変の分析に有用である。ある実施形態では、アンチジー
ンとして、遺伝子のセプチン９（その全転写産物変異体を含む）および／またはＡＬＸ４
のポリペプチドによってコードされたエピトープを使用することによって、モノクローナ
ルまたはポリクローナル抗体の生成を誘発できる。次いで、そのような抗体を直腸結腸癌
の早期発見するためのマーカーとして使用し、発現されたポリペプチドを検出しうる。そ
のようなポリペプチドが存在するレベルは、従来法によって定量されよう。抗体－ポリペ
プチド結合は、当技術分野で公知の様々な手段、例えば、蛍光性または放射性リガンドに
よる標識によって検出し定量しうる。本発明は、さらに、上記手順を実施するためのキッ
トを含み、その際、そのようなキットは調査したポリペプチドに特異的な抗体を含む。
【０１２３】
　多数の競合的および非競合的ポリペプチド結合イムノアッセイが、当技術分野で周知で
ある。そのようなアッセイで使用される抗体は、凝集試験で使用されるものなど、未標識
であってもよいし、または多様なアッセイ法で使用するために標識されていてもよい。使
用できる標識には、放射性核種、酵素、蛍光剤、化学冷光剤、酵素基質または補助因子、
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酵素阻害薬、粒子、色素などが含まれる。好ましいアッセイには、それだけには限定され
ないが、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素イムノアッセイ、例えば、酵素結合免疫
吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、蛍光イムノアッセイなどが含まれる。当技術分野で公知のい
くつかの方法のどれかによって、イムノアッセイで使用するためのポリクローナルもしく
はモノクローナル抗体またはそのエピトープを作製することができる。
【０１２４】
　本方法の別の実施形態では、ウエスタンブロット分析によってタンパク質を検出しうる
。該分析は、当技術分野で標準的であり、手短に言えば、電気泳動手段、例えばＳＤＳ－
ＰＡＧＥによってタンパク質を分離する。次いで、電気泳動によって実現した空間的分離
を保持しながら、分離したタンパク質を適切な膜（または紙）、例えばニトロセルロース
に移転する。次いで、ブロッキング剤を用いて膜をインキュベートし、膜の残りの粘着性
箇所に結合させる。通常使用される媒介物には、一般的タンパク質（例えば、乳タンパク
質）が含まれる。次いで、対象のタンパク質に特異的な抗体を加え、例えば、色素または
酵素的手段（例えば、アルカリホスファターゼまたは西洋ワサビペルオキシダーゼ）によ
って、該抗体を検出可能に標識する。次いで、膜上の抗体の位置を検出する。
【０１２５】
　本方法の別の実施形態では、免疫組織化学（試料中の特異的抗原をプローブするために
抗体を使用）によってタンパク質を検出することができる。該分析は、当技術分野で標準
的であり、組織中の抗原の検出は、免疫組織化学として知られ、培養細胞での検出は一般
的に免疫細胞化学と称される。手短に言えば、一次抗体は、その特異的抗原との結合によ
って検出される。次いで、抗体－抗原複合体は酵素と抱合した二次的抗体に結合させる。
必要な基質および色素原の存在下、抗体－抗原結合部位の色素沈着によって結合した酵素
を検出する。広い範囲の好適な試料の種類、抗原－抗体親和性、抗体型、および検出増強
法がある。従って、免疫組織化学的または免疫細胞化学的検出に最適条件は、それぞれ個
々の症例に合わせて当業者が決定しなければならない。
【０１２６】
　ポリペプチドに対する抗体を調製する一手法は、ポリペプチドの全てまたは一部のアミ
ノ酸配列を選択し調製する、アミノ酸配列を化学的に合成すること、および好適な動物、
通常ウサギまたはマウス［Milstein and Kohler Nature 256:495-497, 1975；Gulfre and
 Milstein, Methods in Enzymology: Immunochemical Techniques 73:1-46, Langone and
 Banatis 編, Academic Press, 1981、その全体を参照により組み込む］にそれを注射す
ることである。ポリペプチドまたはそのエピトープを調製する方法には、それだけには限
定されないが、化学合成、組換えＤＮＡ技術、または生物学的試料からの単離が含まれる
。
【０１２７】
　本方法の最終ステップでは、［セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬ
Ｘ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列の］発現不足が
、悪性転換しつつある結腸直腸病変の存在を示すことによって、患者の診断を決定する。
好ましくはセプチン９（その任意の転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４の発現を分析
する。発現不足という用語は、検出されたレベルでの発現が所定のカットオフより低いこ
とを意味するものであり、このカットオフは、平均、中央値、または最適化した閾値から
なる群から選択してよい。
【０１２８】
　本発明の別の態様は、本発明の方法に従って、対象において直腸結腸癌の早期発見、お
よび／または悪性もしくは前悪性結腸直腸病変と良性結腸直腸病変との区別に使用するた
めのキットであって、ポリペプチド、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）および
ＡＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列を検出する
手段を含むキットを提供する。ポリペプチドを検出する手段は、抗体、抗体誘導体、また
は抗体フラグメントを含むのが好ましい。ポリペプチドは、標識抗体を利用するウェスタ
ンブロッティングによって検出するのが最も好ましい。本発明の別の実施形態では、キッ
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トは、さらに患者の生物学的試料を得るための手段を含む。好ましいキットは、さらに患
者の生物学的試料でそのポリペプチドを検出する手段をいれるのに適切な容器を含み、最
も好ましくは、さらに使用説明書および該キット結果の解釈書を含むキットである。好ま
しい実施形態では、キットは、（ａ）ポリペプチド、セプチン９（その全転写産物変異体
を含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム
配列を検出する手段、（ｂ）該手段および該ポリペプチドを含む患者の生物学的試料を入
れるのに適切な容器であって、該手段によって、該ポリペプチドとの複合体を形成できる
容器、（ｃ）（ｂ）の複合体を検出する手段、および場合によっては（ｄ）使用説明書お
よび該キット結果の解釈書を含む。キットには、ブロック、洗浄またはコーティングする
のに適切な緩衝液または溶液などの他の成分を別々の容器中に封入して入れてもよい。
【０１２９】
　本発明の特定の実施形態は、該配列内のメチル化レベルおよび／またはパターンを分析
する新規適用を提供し、それによって直腸結腸癌を早期発見できるようになる。癌の早期
発見は、疾患予後と直接関連しており、こうした開示方法によって、内科医と患者は、よ
り優れ、かつよりインフォームドされた治療を決めることが可能になる。
【０１３０】
さらなる改善
　本発明は、ゲノム配列の配列番号１～配列番号２の新規な使用を提供する。別の実施形
態は、配列番号１～配列番号２の改変変異体、ならびに配列番号１～配列番号２内のシト
シンのメチル化パターンを分析するためのオリゴヌクレオチドおよび／またはＰＮＡオリ
ゴマーを提供する。
【０１３１】
　本発明の目的は、配列番号１～配列番号２およびその相補配列からなる群から選択され
た少なくとも一配列内の、一個以上のＣｐＧジヌクレオチドのメチル化状態の分析を含む
。
【０１３２】
　開示する発明は、ゲノム配列番号１～配列番号２に由来する処理済み核酸を提供し、そ
の際、その処理は、そのゲノムＤＮＡ配列の少なくとも一個のメチル化されていないシト
シン塩基を、ウラシルまたはハイブリダイゼーションの点でシトシンとは検出可能に異な
る別の塩基、に転換するのに適している。問題となっているゲノム配列には、１つ以上の
連続的にメチル化したＣｐＧ位置が含まれていてよい。該処理は、重亜硫酸塩、亜硫酸水
素、二亜硫酸塩、およびそれらの組合せからなる群から選択された試薬の使用を含むのが
好ましい。本発明の好ましい実施形態では、本発明は、配列番号３～配列番号１０からな
る群から選択された配列の少なくとも１６個の近接ヌクレオチド塩基長の配列を含む非天
然改変核酸を提供する。本発明のさらに好ましい実施形態では、該核酸は、少なくとも５
０、１００、１５０、２００、２５０または５００塩基対長の、配列番号３～配列番号１
０に開示した核酸配列のセグメントである。特に好ましい核酸分子は、配列番号１～配列
番号２の配列または他の天然ＤＮＡの全てもしくは一部と、同一でない、あるいは相補的
でない核酸分子である。
【０１３３】
　該配列は、少なくとも一個のＣｐＧ、ＴｐＡ、またはＣｐＡジヌクレオチドおよびその
相補配列を含むのが好ましい。配列番号３～配列番号１０の配列は、配列番号１～配列番
号２に記載の核酸の非天然改変バージョンを提供し、その際、各ゲノム配列の改変によっ
て、特有であり、かつ以下の該ゲノム配列とは異なる配列を有する核酸が合成される。各
センス鎖ゲノムＤＮＡ、例えば、配列番号１については、４個の転換されたバージョンが
開示されている。第一のバージョン：「Ｃ」は「Ｔ」に転換されているが「ＣｐＧ」は依
然として「ＣｐＧ」のままである（すなわち、ゲノム配列について、ＣｐＧジヌクレオチ
ド配列の全ての「Ｃ」残基がメチル化されており、従って転換されていない事例に対応す
る）；第２のバージョンは、開示したゲノムＤＮＡ配列の相補鎖（すなわちアンチセンス
鎖）を開示している：「Ｃ」は「Ｔ」に転換されているが、「ＣｐＧ」は依然として「Ｃ
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ｐＧ」のままである（すなわち、ＣｐＧジヌクレオチド配列の全ての「Ｃ」残基がメチル
化されており、従って転換されていない事例に対応する）。配列番号１～配列番号２の「
上方メチル化」転換配列は、配列番号３～６に対応する。各ゲノム配列の第３の化学的転
換バージョンを提供する：「ＣｐＧ」ジヌクレオチド配列の「Ｃ」残基を含め、全「Ｃ」
残基について「Ｃ」は「Ｔ」に転換されている（すなわち、ゲノム配列について、ＣｐＧ
ジヌクレオチド配列の全ての「Ｃ」残基はメチル化されていない事例に対応する）；各配
列の最後の化学的転換バージョン、は、開示したゲノムＤＮＡ配列の相補鎖（すなわちア
ンチセンス鎖）を開示しており、その際、「ＣｐＧ」ジヌクレオチド配列の「Ｃ」残基を
含め、全ての「Ｃ」残基について「Ｃ」は「Ｔ」に転換されている（すなわち、各ゲノム
配列の相補鎖（アンチセンス鎖）について、ＣｐＧジヌクレオチド配列の全ての「Ｃ」残
基が、メチル化されていない事例に対応する）。配列番号１～配列番号２の「低メチル化
した」転換配列は、配列番号７～１０に対応する。
【０１３４】
　重要なことに、今までは、配列番号３～配列番号１０に記載の核酸配列および分子は、
細胞増殖性疾患の検出、分類、または治療に関与することも、または結び付けられること
もなかった。
【０１３５】
　代替の好ましい実施形態では、本発明はさらに、配列番号１～配列番号２、配列番号３
～配列番号１０に記載の、ゲノムＤＮＡまたは処理済み（化学的に改変された）ＤＮＡ内
のシトシンのメチル化状態を検出するため本発明の方法で使用するのに適した、オリゴヌ
クレオチドまたはオリゴマーを提供する。該オリゴヌクレオチドまたはオリゴマー核酸に
よって、新規な診断手段が提供される。該オリゴヌクレオチドまたはオリゴマーは、長さ
が少なくとも９ヌクレオチドの核酸配列であって、（本明細書上記に定義したように）配
列番号３～配列番号１０に記載の処理済み核酸配列および／もしくはその相補配列、また
は配列番号１～配列番号２に記載のゲノム配列および／もしくはその相補配列と同一であ
り、ややストリンジェントまたはストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸配
列を含む。
【０１３６】
　従って、本発明は、ややストリンジェントおよび／またはストリンジェントなハイブリ
ダイゼーション条件下で、配列番号１～配列番号２、配列番号３～配列番号１０からなる
群から選択された配列の全てもしくは一部またはその相補配列とハイブリダイズする核酸
分子［例えば、オリゴヌクレオチドおよびペプチド核酸（ＰＮＡ）分子（ＰＮＡオリゴマ
ー）］を含む。特に好ましい核酸分子は、ややストリンジェントおよび／またはストリン
ジェントなハイブリダイゼーション条件下で、配列番号３～配列番号１０の配列の全ても
しくは一部とハイブリダイズするが、配列番号１～配列番号２または他のヒトゲノムＤＮ
Ａとはハイブリダイズしない核酸分子である。
【０１３７】
　ハイブリダイズする核酸と同一である部分またはハイブリダイズする部分は、通常少な
くとも９、１６、２０、２５、３０または３５ヌクレオチド長である。しかし、より長い
分子も本発明の有用性を有し、従って本発明の範囲内にある。
【０１３８】
　好ましくは、本発明のハイブリダイズする核酸のハイブリダイズする部分は、配列番号
１～配列番号２、配列番号３～配列番号１０からなる群から選択された配列、または配列
のその部分、またはその相補鎖と少なくとも９５%、または少なくとも９８%、または１０
０%同一である。
【０１３９】
　本明細書に記載した型のハイブリダイズする核酸は、例えば、プライマー（例えばＰＣ
Ｒプライマー）、あるいは診断および／もしくは予後プローブまたはプライマーとして使
用することができる。好ましくは、オリゴヌクレオチドプローブと核酸試料とのハイブリ
ダイゼーションは、ストリンジェントな条件下で実施し、プローブは標的配列と１００%
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同一である。核酸二重鎖またはハイブリッドの安定性は、融解温度すなわちＴｍ（プロー
ブが標的ＤＮＡから解離する温度）として表わされる。この融解温度を使用して、必要な
ストリンジェンシー条件を限定する。
【０１４０】
　配列番号１～配列番号２の対応する配列（対立形質変異体およびＳＮＰなど）と関連し
実質的と同一である標的配列について、それは、同一というよりはむしろ、まず、特定の
塩（例えば、ＳＳＣまたはＳＳＰＥ）の濃度で、相同なハイブリダイゼーションのみが生
じる最低温度を確立するのに有用である。次いで、１%のミスマッチングがＴｍを１℃下
げることになると仮定し、ハイブリダイゼーション反応の最終洗浄温度を適宜低下させる
（例えば、プローブと９５%の同一性を有する配列を求める場合、最終洗浄温度を５℃下
げる）。実際には、Ｔｍの変化は、１%のミスマッチにつき、０．５℃～１．５℃であり
得る。
【０１４１】
　例えば配列番号１に関してポリヌクレオチド位置が示すように、本発明のＸ（ヌクレオ
チド）長のオリゴヌクレオチドの例には、連続して重複するＸ長のオリゴヌクレオチドの
セット（センスおよびアンチセンスセット）に対応するものが含まれ、その際、それぞれ
の（所与のＸ値に対応する）連続して重複するセット内のオリゴヌクレオチドは、ヌクレ
オチド位置からのＺオリゴヌクレオチドの有限セットとして定義される。
ｎ～（ｎ＋（Ｘ－１））；
［式中、ｎ＝１、２、３、．．．（Ｙ－（Ｘ－１））］；
　その場合Ｙは、配列番号１（５２６２６）の長さ（ヌクレオチドまたは塩基対）に等し
く、
　その場合、Ｘは、そのセット中の各オリゴヌクレオチドの共通の（ヌクレオチド）長に
等しく（例えば、Ｘ＝２０は連続して重複する２０-mersのセットである）、
　その場合、長さＹの所与の配列番号に対して、連続して重複するＸ長のオリゴマーの数
（Ｚ）はＹ－（Ｘ－１）に等しい。例えば、Ｚ＝５２６２６－１９＝５２６０７は配列番
号１のセンスまたはアンチセンスセットである（式中、Ｘ＝２０）。
【０１４２】
　好ましくは、セットは、少なくとも一個のＣｐＧ、ＴｐＧ、またはＣｐＡジヌクレオチ
ドを含むようなオリゴマーに限定される。本発明の２０-merオリゴヌクレオチドの例には
、配列番号１に関してポリヌクレオチド位置によって表示する以下のオリゴマーセット（
およびそれに相補的なアンチセンスセット）が含まれる。
１～２０、２～２１、３～２２、４～２３、５～２４、．．．および５２６０７～５２６
２６。
好ましくは、セットは、少なくとも一個のＣｐＧ、ＴｐＧ、またはＣｐＡジヌクレオチド
を含むようなオリゴマーに限定される。
【０１４３】
　同様に、本発明の２５-merオリゴヌクレオチドの例には、配列番号１に関してポリヌク
レオチド位置によって表示する、以下のセットの２１９８８５オリゴマー（およびそれに
相補的なアンチセンスセット）が含まれる。
１～２５、２～２６、３～２７、４～２８、５～２９、．．．および５２６０２～５２６
２６。
【０１４４】
　好ましくは、セットは、少なくとも一個のＣｐＧ、ＴｐＧ、またはＣｐＡジヌクレオチ
ドを含むようなオリゴマーに限定される。
【０１４５】
　本発明は、配列番号３～配列番号１０、配列番号１～配列番号２（センスおよびアンチ
センス）のそれぞれに対して、Ｘ長のオリゴヌクレオチドまたは改変オリゴヌクレオチド
の複数の連続して重複するセット（式中、例えば、Ｘ＝９、１０、１７、２０、２２、２
３、２５、２７、３０、または３５ヌクレオチド）を包含する。
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【０１４６】
　本発明によるオリゴヌクレオチドまたはオリゴマーは、配列番号１～配列番号２からな
る群から選択されたゲノム配列の、遺伝子およびエピジェネティックパラメーターを確認
するのに有用な効果的なツールを構成する。Ｘ長のそのようなオリゴヌクレオチドまたは
改変オリゴヌクレオチドの好ましいセットは、配列番号１～配列番号２、配列番号３～配
列番号１０（およびその相補鎖）に対応するオリゴマーのそれらの連続して重複するセッ
トである。好ましくは、該オリゴマーは、少なくとも一個のＣｐＧ、ＴｐＧ、またはＣｐ
Ａジヌクレオチドを含む。 
【０１４７】
　本発明による特に好ましいオリゴヌクレオチドまたはオリゴマーは、ＣｐＧジヌクレオ
チド（または、その対応する転換されたＴｐＧまたはＣｐＡジヌクレオチド）配列のシト
シンが、そのオリゴヌクレオチドの中央１／３内にあるものであり、すなわち、オリゴヌ
クレオチドが、例えば長さ１３塩基の場合、ＣｐＧ、ＴｐＧ、またはＣｐＡジヌクレオチ
ドは、５'末端から第５～第９ヌクレオチド内に位置するものである。
【０１４８】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドの活性、安定性、または検出を増
強するために、オリゴヌクレオチドと、一個以上の部分または抱合対を化学的に結合させ
ることによって改変できる。そのような部分または抱合体には、発色団、フルオロフォア
、脂質、例えば、コレステロール、コール酸、チオエーテル、脂肪鎖、リン脂質、ポリア
ミン、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、パルミチル部分、および例えば、米国特許第
５，５１４，７５８号、同第５，５６５，５５２号、同第５，５６７，８１０号、同第５
，５７４，１４２号、同第５，５８５，４８１号、同第５，５８７，３７１号、同第５，
５９７，６９６号、および同第５，９５８，７７３号に開示する他のものが含まれる。プ
ローブも、特に好ましい対形成特性を有するＰＮＡ（ペプチド核酸）の形で存在しうる。
従って、オリゴヌクレオチドは、ペプチドなど、他の添付の基を含んでよく、ハイブリダ
イゼーションが誘発する切断媒介物（Krolら, BioTechniques 6:958-976, 1988）または
介入媒介物（Zon, Pharm. Res. 5:539-549, 1988）も含んでよい。この目的のために、オ
リゴヌクレオチドは別の分子、例えば、発色団、フルオロフォア、ペプチド、ハイブリダ
イゼーションが誘発する架橋剤、輸送媒介物、ハイブリダイゼーションが誘発する切断媒
介物などに抱合していてよい。
【０１４９】
　オリゴヌクレオチドは、少なくとも一個の当技術分野で認識されている修飾糖および／
または塩基部分を含んでもよく、または改変主鎖もしくは非天然ヌクレオシド間連鎖を含
んでもよい。
【０１５０】
　通常、本発明の特定の実施形態によるオリゴヌクレオチドまたはオリゴマーは、配列番
号１～配列番号２およびその相補配列からなる群から選択されたゲノム配列のＣｐＧジヌ
クレオチド、または配列番号３～配列番号１０に記載の処理済み核酸配列およびその相補
配列内のその対応するＣｐＧ、ＴｐＧ、もしくはＣｐＡジヌクレオチドのそれぞれを分析
するための少なくとも一個のオリゴマーを含む「セット」で使用される。しかし、経済的
要因または他の要因で、該配列内のＣｐＧジヌクレオチドを限定し選択して分析し、オリ
ゴヌクレオチドセットの内容をそれに応じて変化させるのが好ましいであろうと予測され
る。
【０１５１】
　従って、特定の実施形態では、本発明は、処理済みゲノムＤＮＡ（配列番号３～配列番
号１０）、またはゲノムＤＮＡ（配列番号１～配列番号２およびその相補配列）中のシト
シンのメチル化状態を検出するのに有用な少なくとも２セット（オリゴヌクレオチドおよ
び／またはＰＮＡオリゴマー）を提供する。これらのプローブによって、前癌性（すなわ
ち悪性または前悪性）結腸直腸病変と良性結腸直腸病変（一般に良性と呼ぶ）とが区別で
きるようになる。オリゴマーセットは、処理済みゲノムＤＮＡ（配列番号３～配列番号１
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０）またはゲノムＤＮＡ（配列番号１～配列番号２およびその相補配列）の一塩基変異多
型（ＳＮＰ）を検出するためにも使用しうる。
【０１５２】
　好ましい実施形態では、少なくとも一個の、より好ましくは、オリゴヌクレオチドセッ
トの全メンバーが固相に結合している。
【０１５３】
　別の実施形態では、本発明は、配列番号１～配列番号２、配列番号３～配列番号１０お
よびその相補配列の一つのＤＮＡ配列、またはそのセグメントを増幅するための「プライ
マー」オリゴヌクレオチドとして使用される、少なくとも２個のオリゴヌクレオチドセッ
トを提供する。
【０１５４】
　オリゴヌクレオチドは、「アレイ」または「ＤＮＡチップ」（すなわち、固相に結合さ
せた異なるオリゴヌクレオチドおよび／またはＰＮＡオリゴマーの配列）の全てまたは一
部を構成しうると予測される。異なるオリゴヌクレオチドおよび／またはＰＮＡオリゴマ
ー配列のそのようなアレイは、例えば、長方形格子または六方晶格子の形で固相上に配置
しているという点で特徴付けることができる。固相表面は、シリコン、ガラス、ポリスチ
レン、アルミニウム、鋼、鉄、銅、ニッケル、銀、または金からできていてよい。ペレッ
ト形で、または樹脂マトリックスとしても存在できる、ニトロセルロース、およびナイロ
ンなどのプラスチックも使用してよい。オリゴマーアレイ製造における従来技術の概要は
、Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, Volume 21, January 1999の特別版、
およびその中で引用された文献から集めることができる。蛍光標識したプローブは、固定
されたＤＮＡアレイの走査に使用されることが多い。Ｃｙ３およびＣｙ５色素と、特異的
プローブへの５'－ＯＨとの簡単な付着は、蛍光標識に特に適している。ハイブリダイズ
したプローブの蛍光は、例えば共焦点顕微鏡により検出することができる。他の多くの色
素に加え、Ｃｙ３およびＣｙ５色素は市販されている。
【０１５５】
　また、オリゴヌクレオチド、またはその特定の配列、は、「バーチャルアレイ」の全て
または一部を構成しうると予測され、その際、オリゴヌクレオチドまたはその特定の配列
は、複雑な検体混合物を分析するため、例えば、特有の標識したプローブの多様な集団の
一部として、またはそれらを組み合せて、「特定化物（specifier）」として使用される
。そのような方法は、例えば、米国公開特許第２００３／００１３０９１号（２００３年
１月１６日に公開された米国出願番号第０９／８９８，７４３号）に記載している。その
ような方法では、十分な標識が発生するので、特有の標識により、複雑な混合物中の各核
酸（すなわち各検体）を一個ずつ（uniquely）結合させ、それによって検出することがで
きる（各標識は直接カウントされ、結果として混合物中の各分子種のデジタル読取り値が
得られる）。
【０１５６】
　本発明によるオリゴマーは、良性結腸直腸病変と悪性転換しつつあるものとを区別する
ことによって、直腸結腸癌の早期発見に使用するのが特に好ましい。
【０１５７】
　本方法の最も好ましい実施形態では、悪性転換しつつある結腸病変の存在または非存在
を決定し、かつ／または悪性／前悪性病変と良性病変とを区別する。これは、少なくとも
一個のＣｐＧ位置を含む少なくとも一標的配列のメチル化状態を分析することによって実
現され、該配列は、配列番号１～配列番号２およびその相補鎖からなる群から選択された
配列の少なくとも１６個の近接ヌクレオチドを含み、またはストリンジェントな条件下で
その近接ヌクレオチドとハイブリダイズする。本発明は、シトシンのメチル化および一塩
基変異多型を分析することによって、対象内で、配列番号１～配列番号２に記載のゲノム
配列のジェネティックおよび／またはエピジェネティックパラメーターを確認する方法を
さらに提供する。該方法は、該対象から得た生物学的試料中で、配列番号１～配列番号２
を含む核酸と、少なくとも一種の試薬または一連の試薬とを接触させるステップであって
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、該試薬または一連の試薬が、標的核酸内でメチル化したＣｐＧジヌクレオチドと、メチ
ル化されていないＣｐＧジヌクレオチドとを識別するステップを含む。
【０１５８】
　好ましい実施形態では、該方法は、以下のステップを含む。第１ステップでは、分析す
べき組織試料を得る。供給源は、任意の好適な供給源、例えば、細胞系、組織切片、生検
試料、パラフィン包埋組織、体液、糞便、結腸流出液、尿、血漿、血清、全血、単離血液
細胞、血液から単離した細胞、およびそれらの全ての可能な組合せであってよい。該ＤＮ
Ａ供給源は、糞便、または結腸流出液、血漿、血清、全血、単離血液細胞、血液から単離
した細胞からなる群から選択された体液が好ましい。
【０１５９】
　次いで、試料からゲノムＤＮＡを単離する。市販のキットの使用を含め、当技術分野で
標準的な任意の手段によってゲノムＤＮＡは単離してよい。手短に言えば、細胞膜により
当該ＤＮＡをカプセル化する場合、生物学的試料は、酵素的、化学的、または機械的手段
によって破壊し溶解しなければならない。次いで、例えば、プロテイナーゼＫで消化する
ことによって、ＤＮＡ溶液からタンパク質および他の混入物質を除去しうる。次いで、ゲ
ノムＤＮＡを溶液から回収する。これは、塩析、有機抽出法またはＤＮＡを固相担体に結
合させることを含む様々な方法によって実施しうる。方法の選択は、時間、費用および必
要なＤＮＡ量を含むいくつかの要因により影響される。
【０１６０】
　試料ＤＮＡを膜に封入しない場合、ＤＮＡの単離および／または精製には、当技術分野
で標準的な方法（例えば、血液試料からＤＮＡを循環させること）を用いてよい。そのよ
うな方法には、タンパク質を変性させる試薬、例えばカオトロピック塩、例えば塩酸グア
ニジンまたは尿素；または洗浄剤、例えばドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、臭化シア
ノゲンの使用が含まれる。それだけには限定されないが、代替法には、エタノール沈殿ま
たはプロパノール沈殿、とりわけ遠心分離機による減圧濃縮が含まれる。当業者は、器具
、例えばフィルター器具、例えば限外濾過、シリカ表面または膜、磁性粒子、ポリスチレ
ン粒子、ポリスチレン表面、正電荷表面、および正電荷膜、荷電膜、荷電表面、荷電スイ
ッチ膜、荷電スイッチド表面も利用するであろう。
【０１６１】
　核酸を抽出したならば、ゲノム二本鎖ＤＮＡを分析に使用する。
【０１６２】
　本方法の第２ステップでは、５'位置のメチル化されていないシトシン塩基が、ウラシ
ル、チミン、またはハイブリダイゼーション挙動の点でシトシンとは異なる別の塩基、に
転換されるような方法で、ゲノムＤＮＡ試料を処理する。これは、以後「前処理」または
「処理」として理解されよう。
【０１６３】
　これは、重亜硫酸塩試薬での処理によって実現するのが好ましい。「重亜硫酸塩試薬」
という用語は、本明細書に開示したように、メチル化したＣｐＧジヌクレオチド配列とメ
チル化されていないＣｐＧジヌクレオチド配列とを識別する有用な重亜硫酸塩、二亜硫酸
塩、亜硫酸水素またはそれらの組合せを含む試薬をさす。該処理の方法は、当技術分野で
公知である（例えば、ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１１７１５、これをその全体を参照によ
り組み込む）。重亜硫酸塩処理は、変性化溶媒、例えば、それだけには限定されないが、
ｎ－アルキレングリコール、特にジエチレングリコールジメチルエーテル（ＤＭＥ）の存
在下で、またはジオキサンもしくはジオキサン誘導体の存在下で実施するのが好ましい。
好ましい実施形態では、変性化溶媒は、１%～３５%（ｖ／ｖ）の濃度で使用される。また
、重亜硫酸塩反応は、スカベンジャー例えば、それだけには限定されないが、クロマン誘
導体、例えば６－ヒドロキシ－２，５，７，８，－テトラメチルクロマン２－カルボン酸
またはトリヒドロキシベンゾエ酸（trihydroxybenzoe acid）およびその誘導体、例えば
、没食子酸（ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１１７１５を参照されたい。これをその全体を参
照により組み込む）の存在下で実施するのも好ましい。重亜硫酸塩転換は、３０℃～７０
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℃の反応温度で実施するのが好ましく、それによって反応中、温度は短時間で８５℃を超
えて上昇する（参照、：ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１１７１５。これをその全体を参照に
より組み込む）。重亜硫酸塩処理したＤＮＡは、数量化に先立ち精製するのが好ましい。
これは、当技術分野で公知の任意の手段、例えば、それだけには限定されないが、限外濾
過によって実施され、好ましくはMicrocon（商標）カラム（Millipore（商標）社製）に
よって実施する。精製は、手直しした製造業者のプロトコルに従って実施する（ＰＣＴ／
ＥＰ２００４／０１１７１５を参照されたい。これをその全体を参照により組み込む）。
【０１６４】
　本方法の第３ステップでは、本発明によるプライマーオリゴヌクレオチドセットおよび
増幅酵素を使用して、処理済みＤＮＡフラグメントを増幅する。１個の同じ反応槽で、数
個のＤＮＡセグメントの増幅を同時に行うことができる。通常、増幅は、ポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）を使用し実施する。好ましくは、該増幅物は、１００～２，０００塩基
対長である。プライマーオリゴヌクレオチドセットは、その配列が、配列番号３～配列番
号１０およびその相補配列の一つの塩基配列の少なくとも１６塩基対長のセグメントと、
それぞれ逆相補し、同一であり、またはストリンジェントもしくは非常にストリンジェン
トな条件下でこのセグメントとハイブリダイズする少なくとも２個のオリゴヌクレオチド
を含む。
【０１６５】
　本方法の別の実施形態では、メチル化特異的プライマーオリゴヌクレオチドの使用によ
って、配列番号１～配列番号２内の群から選択された少なくとも一個の核酸配列内の予め
選択されたＣｐＧ位置のメチル化状態を検出することができる。この技術（ＭＳＰ）は、
Hermanへの米国特許第６，２６５，１７１号に記載されている。重亜硫酸塩処理したＤＮ
Ａを増幅するためのメチル化状態特異的プライマーを使用して、メチル化された核酸とメ
チル化されていない核酸とを区別できるようになる。ＭＳＰプライマー対は、重亜硫酸塩
処理したＣｐＧジヌクレオチドとハイブリダイズする少なくとも一個のプライマーを含む
。従って、該プライマー配列は、少なくとも一個のＣｐＧジヌクレオチドを含む。メチル
化されていないＤＮＡに特異的なＭＳＰプライマーは、ＣｐＧ中のＣ位置の位置に「Ｔ」
を含む。従って、該プライマーの塩基配列は、配列番号３～配列番号１０およびその相補
配列の一つに記載の処理済み核酸配列とハイブリダイズする、少なくとも９ヌクレオチド
長の配列を含む必要があり、その際、該オリゴマーの塩基配列は、少なくとも一個のＣｐ
Ｇジヌクレオチドを含むのが好ましい。本方法のさらに好ましい実施形態では、ブロッカ
ーオリゴヌクレオチド（HeavyMethyl（商標）アッセイ）の使用が含まれる。そのような
ブロッカーオリゴヌクレオチドの使用は、Yuら, BioTechniques 23:714-720, 1997に記載
されている。ブロッキングプローブオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲプライマーと同時に重
亜硫酸塩処理済み核酸にハイブリダイズする。核酸のＰＣＲ増幅は、核酸の増幅が抑制さ
れるように、ブロッキングプローブの５'位置で停止するが、そこにはブロッキングプロ
ーブに相補的配列が存在する。プローブは、メチル化状態特異的方式で、重亜硫酸塩処理
済み核酸とハイブリダイズするように設計することができる。例えば、メチル化されてい
ない核酸集団内からメチル化した核酸を検出するには、問題となる位置に「ＣｐＡ」また
は「ＴｐＡ」を含むブロッキングプローブの使用により、問題となる位置でメチル化され
ていない核酸の増幅が抑制されるであろう。それはメチル化した核酸の増幅抑制を望む場
合の「ＣｐＧ」とは対照的である。
【０１６６】
　ブロッカーオリゴヌクレオチドを使用するＰＣＲ法では、ポリメラーゼ介在増幅の効率
的かく乱には、ポリメラーゼによってそのブロッカーオリゴヌクレオチドが伸張されない
ことが要求される。好ましくは、これは、３'－デオキシオリゴヌクレオチド、または「
遊離」ヒドロキシル基以外に３'位置で誘導体化されたオリゴヌクレオチドというブロッ
カーの使用により実現する。例えば、３'－Ｏ－アセチルオリゴヌクレオチドは、好まし
いブロッカー分子種を表す。
【０１６７】
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　加えて、ブロッカーオリゴヌクレオチドのポリメラーゼ介在分解を妨害すべきである。
好ましくは、そのような妨害には、５'－３'エクソヌクレアーゼ活性を有しないポリメラ
ーゼの使用、または例えばブロッカー分子をヌクレアーゼ耐性にするチオエート橋をその
５'末端に有する、改変したブロッカーオリゴヌクレオチドの使用が含まれる。個々の適
用では、ブロッカーのそのような５'改変は必要ないであろう。例えば、ブロッカー結合
部位とプライマー結合部位が重なる場合、それによってプライマーの結合が（例えば、過
剰なブロッカーにより）妨害され、ブロッカーオリゴヌクレオチドの分解も実質的に妨害
される。これは、ポリメラーゼが、プライマー方向に伸展しないことが理由であり、およ
び、通常、ハイブリダイズしたブロッカーオリゴヌクレオチドを分解させるブロッカー-
ａ過程（５'－３'方向）によるものである。
【０１６８】
　本発明において、そして本明細書で実施される特に好ましいブロッカー／ＰＣＲ実施形
態には、ブロッキングオリゴヌクレオチドとしてペプチド核酸（ＰＮＡ）オリゴマーの使
用が含まれる。そのようなＰＮＡブロッカーオリゴマーは、ポリメラーゼによって分解も
伸展もしないので理想的に適している。
【０１６９】
　好ましくは、従って、該ブロッキングオリゴヌクレオチドの塩基配列は、配列番号３～
配列番号１０およびその相補配列の一つに記載の処理済み核酸配列にハイブリダイズする
、少なくとも９ヌクレオチド長の配列を含む必要があり、その際、該オリゴヌクレオチド
の塩基配列は、少なくとも一個のＣｐＧ、ＴｐＧ、またはＣｐＡジヌクレオチドを含む。
【０１７０】
　増幅によって得たフラグメントは、直接的または間接的に検出可能な標識を担持するこ
とができる。好ましい標識は、蛍光標識、放射性核種、または質量分析計検出できる典型
的な質量を有する着脱自在分子フラグメントの形の標識である。該標識が質量標識（mass
 label）である場合、標識した増幅物は、１個の正または負の正味電荷を有することが好
ましく、それにより質量分析計で優れた検出能力（delectability）が得られる。検出は
、例えば、マトリックス支援レーザー脱離／イオン化質量分析（ＭＡＬＤＩ）により、ま
たは電子スプレー質量分析（ＥＳＩ）を使用し実施し可視化しうる。
【０１７１】
　マトリックス支援レーザー脱離／イオン化質量分析（MALDI-TOF）は、生体分子の分析
には非常に効率的な開発である（Karas and Hillenkamp, Anal Chem., 60:2299-301, 198
8）。検体を光吸収性マトリックスに包埋する。短いレーザーパルスによってマトリック
スを蒸発させ、それによって未断片化（unfragmented）方式で検体分を気相に輸送する。
マトリックス分子と衝突させることによって検体をイオン化する。印加電圧により、イオ
ンは無電界飛行管中へ加速される。その質量の違いにより、イオンは異なる速度で加速さ
れる。小さいイオンほど、大きいイオンよりも早く検出器に到達する。MALDI-TOF分光測
定は、ペプチドおよびタンパク質の分析に非常に適している。核酸の分析は、多少それよ
り困難である（Gut and Beck, Current Innovations and Future Trends, 1:147-57, 199
5）。核酸分析に関する感受性は、ペプチドの感受性の約１００分の１であり、フラグメ
ントのサイズが増大するにつれ不均衡に低下する。さらに、多重負荷電主鎖を有する核酸
では、マトリックスによるイオン化過程はかなり非効率的である。MALDI-TOF分光測定で
は、マトリックスの選択は極めて重要な役割を担う。ペプチドの脱離には、数個の非常に
効率的マトリックス（matrixes）が見つかっており、それらは非常に微細な結晶化を生成
する。現在、ＤＮＡについて数個の応答性マトリックスがあるが、しかし、ペプチドと核
酸間の感受性の差異は減少しなかった。しかし、ペプチドにより類似するようになる方式
で、ＤＮＡを化学的修飾することにより、感受性のこの差異を減少させることができる。
例えば、単純なアルキル化化学反応を使用し、主鎖の通常のリン酸がチオリン酸で置換さ
れているホスホロチオ酸核酸を電荷中性ＤＮＡに転換することができる（Gut and Beck, 
Nucleic Acids Res. 23: 1367-73, 1995）。荷電タグとこの改変ＤＮＡとをカップリング
すると、ペプチドに見られるのと同程度までMALDI-TOF感受性が上昇する。荷電タギング
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のそれ以上の利点は、不純物に対する分析安定性が高いことであり、それによって未修飾
基質の検出がかなり、もっと困難になる。
【０１７２】
　本方法の第４ステップでは、処理前にＣｐＧジヌクレオチドのメチル化状態を確認する
ために、本方法の第３ステップ中に得られた増幅物を分析する。
【０１７３】
　実施形態では、ＭＳＰ増幅によって増幅物を得た場合、増幅物の存在または非存在、そ
れ自体が、該プライマーの塩基配列により、プライマーにより包含されているＣｐＧ位置
のメチル化状態を示している。
【０１７４】
　標準的およびメチル化特異的ＰＣＲによって得られた増幅物は、塩基に基づく方法、例
えば、それだけには限定されないが、アレイ技術およびプローブに基づく技術、ならびに
シーケンシングおよび鋳型指向性伸展などの技術によってさらに分析しうる。
【０１７５】
　本方法の一実施形態では、ステップ３で合成された増幅物を続いて、アレイ、またはオ
リゴヌクレオチドおよび／またはＰＮＡプローブのセットとハイブリダイズする。この意
味において、ハイブリダイゼーションは、以下の方式で行われる。ハイブリダイゼーショ
ン中に使用されるプローブセットは、少なくとも２個のオリゴヌクレオチドまたはＰＮＡ
オリゴマーから構成されるのが好ましく；その過程では、増幅物は、予め固相に結合させ
たオリゴヌクレオチドとハイブリダイズするプローブとして働き；続いてハイブリダイズ
しなかったフラグメントを除去し；該オリゴヌクレオチドは、本発明の配列表に明記した
塩基配列のセグメントと逆相補し、または同一である、少なくとも９ヌクレオチド長の少
なくとも一個の塩基配列を含み、かつそのセグメントは、少なくとも一個のＣｐＧ、Ｔｐ
ＧまたはＣｐＡジヌクレオチドを含む。通常、ハイブリダイズする核酸のハイブリダイズ
する部分は、少なくとも９、１５、２０、２５、３０、または３５ヌクレオチド長である
。しかし、より長い分子も本発明の有用性を有し、従って本発明の範囲内にある。
【０１７６】
　好ましい実施形態では、該ジヌクレオチドは、オリゴマーの中央１／３に存在する。例
えば、オリゴマーが、一ＣｐＧジヌクレオチドを含む場合、該ジヌクレオチドは、１３-m
erの５'末端から第５～第９のヌクレオチドであることが好ましい。一オリゴヌクレオチ
ドは、配列番号１～配列番号２からなる群から選択された配列内の、および配列番号３～
配列番号１０内の同等の位置内の各ＣｐＧジヌクレオチドを分析するために存在する。
【０１７７】
　該オリゴヌクレオチドは、ペプチド核酸の形で存在してもよい。次いで、ハイブリダイ
ズしなかった増幅物を除去する。次いで、ハイブリダイズした増幅物を検出する。これに
関連して、増幅物に付着している標識は、オリゴヌクレオチド配列が位置する固相の各位
置で同定可能であることが好ましい。
【０１７８】
　本方法のさらに別の実施形態では、ＣｐＧ位置のゲノムのメチル化状態は、ＰＣＲ増幅
プライマー（その際、該プライマーはメチル化特異的または標準的であってよい）と同時
に、重亜硫酸塩処理したＤＮＡハイブリダイズした（先に詳述したような）オリゴヌクレ
オチドプローブによって確認しうる。
【０１７９】
　この方法の特に好ましい実施形態は、二重標識蛍光オリゴヌクレオチドプローブ［TaqM
an（商標）ＰＣＲ：ABI Prism 7700 Sequence Detection System、Perkin Elmer Applied
 Biosystems、Foster City, Californiaを利用する］を利用する、蛍光ベースの使用であ
るReal Time Quantitative PCR［Heidら, Genome Res. 6:986-994, 1996；さらに米国特
許第６，３３１，３９３号も参照されたい］。TaqMan（商標）ＰＣＲ反応は、TaqMan（商
標）プローブと呼ばれる伸長不可能な調査用オリゴヌクレオチドの使用を利用し、好まし
い実施形態では、このオリゴヌクレオチドは、前進と逆進増幅プライマー間に位置するＣ
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ｐＧリッチ配列とハイブリダイズするように設計されている。TaqMan（商標）プローブは
、TaqMan（商標）オリゴヌクレオチドのヌクレオチドに付加しているリンカー部分（例え
ば、ホスホラミダイト）と共有結合する蛍光「レポーター部分」および「クエンチャー部
分」をさらに含む。重亜硫酸塩処理に続く核酸のメチル化の分析には、MethyLightＴＭ（
商標）アッセイとしても知られている米国特許第６，３３１，３９３号（これによりその
全体を参照により組み込む）に記載されているように、プローブがメチル化特異的でなけ
ればならない。記載する発明と一緒に使用するのに適しているTaqMan（商標）検出法の変
形例には、二重プローブ技術（Lightcycler（商標））または蛍光増幅プライマー（Sunri
se（商標） technology）の使用が含まれる。重亜硫酸塩処理したＤＮＡとの使用に適し
た方法で、およびＣｐＧジヌクレオチド内のメチル化分析にさらに適した方法で、これら
の技術は適合しているであろう。
【０１８０】
　本方法のさらに好ましい実施形態では、本方法の第４ステップは、鋳型指向性オリゴヌ
クレオチドの伸展、例えばGonzalgo and Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 199
7に記載しているMS-SNuPEの使用を含む。
【０１８１】
　さらに本方法の別の実施形態では、本方法の第４ステップは、本方法の第３ステップで
生成した増幅物のシーケンシングと、続く配列分析を含む（Sanger F.ら, Proc Natl Aca
d Sci USA 74:5463-5467, 1977）。
【０１８２】
ベストモード
　本方法の最も好ましい実施形態では、前記本方法の最初の３ステップ、すなわち
ａ）対象から、対象のゲノムＤＮＡを有する生物学的試料を得るステップ、
ｂ）ゲノムＤＮＡを抽出、または別の方法で単離するステップ、
ｃ）　ｂ）のゲノムＤＮＡまたはそのフラグメントを一種以上の試薬で処理し、その５位
置のメチル化されていないシトシン塩基を、ウラシル、またはハイブリダイゼーション特
性の点で検出可能にシトシンとは異なる別の塩基に転換するステップ
に従ってゲノム核酸を単離し処理するが、その場合
ｄ）　ｃ）の処理に続いて増幅するステップをメチル化特異的方法で、すなわち、メチル
化特異的プライマーの使用またはオリゴヌクレオチドのブロッキングにより実施し、さら
に、その場合
ｅ）上記のように、リアルタイム検出プローブ手段によって増幅物の検出を実施する。
【０１８３】
　好ましくは、上記のように、メチル化特異的プライマーによって次のｄ）の増幅を実施
する場合、該メチル化特異的プライマーは、配列番号３～配列番号１０およびその相補配
列の一つに記載の処理済み核酸配列にハイブリダイズする少なくとも９ヌクレオチド長の
配列を含み、その際、該オリゴマーの塩基配列は、少なくとも一個のＣｐＧジヌクレオチ
ドを含む。
【０１８４】
　本方法のステップｅ）、すなわち、配列番号１～配列番号２を含む群の少なくとも一配
列の一個以上のＣｐＧ位置のメチル化状態を示す特異的増幅物の検出は、上記のように、
リアルタイム検出法によって実施する。
【０１８５】
　本発明の追加の実施形態は、重亜硫酸塩転換を必要とせずに、本発明によるゲノムＤＮ
Ａ（配列番号１～配列番号２およびその相補鎖）のメチル化状態を分析する方法を提供す
る。メチル化の決定では、それだけには限定されないがＤＭＨなど、標的領域内でメチル
化したＣｐＧジヌクレオチドと、メチル化されていないＣｐＧジヌクレオチドとを識別す
る、メチル化感受性制限酵素試薬、またはメチル化感受性制限酵素試薬を含む一連の制限
酵素試薬を使用する方法が当技術分野で公知である。
【０１８６】
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　そのような追加の実施形態の第１ステップでは、組織または細胞源からゲノムＤＮＡ試
料を単離する。市販のキットの使用を含め、当技術分野で標準的な任意の手段によってゲ
ノムＤＮＡは単離してよい。手短に言えば、細胞膜によって対象のＤＮＡをカプセル化す
る場合、生物学的試料は、酵素的、化学的、または機械的手段によって破壊し溶解しなけ
ればならない。次いで、例えば、プロテイナーゼＫで消化することによって、ＤＮＡ溶液
からタンパク質および他の混入物質を除去しうる。次いで、ゲノムＤＮＡを溶液から回収
する。これは、塩析、有機抽出法またはＤＮＡを固相担体に結合させることを含む様々な
方法によって実施しうる。方法の選択は、時間、費用および必要なＤＮＡ量を含め、いく
つかの要因により影響される。新生物または潜在的新生物を含む全て臨床試料型は、本方
法での使用に適しており、好ましいものは、細胞系、組織切片、生検試料、パラフィン包
埋組織、体液、糞便、結腸流出液、尿、血漿、血清、全血、単離血液細胞、血液から単離
した細胞、およびそれらの組合せ。体液は、ＤＮＡの好適な供給源であり；特に好ましい
ものは、血漿、血清、全血、単離血液細胞および血液から単離した細胞である。
【０１８７】
　核酸を抽出したならば、ゲノムの二本鎖ＤＮＡを使用して分析する。
【０１８８】
　好ましい実施形態では、ＤＮＡを切断した後、メチル化感受性制限酵素で処理する。そ
のような方法は当技術分野で公知であり、物理的および酵素的手段を含みうる。メチル化
感受性ではなく、かつその認識部位がＡＴリッチでありＣＧジヌクレオチドを含まない一
つ以上の制限酵素の使用が特に好ましい。そのような酵素の使用によって、断片化したＤ
ＮＡでＣｐＧアイランドおよびＣｐＧリッチ領域の保存が可能になる。非メチル化特異的
制限酵素は、ＭｓｅＩ、ＢｆａＩ、Ｃｓｐ６Ｉ、Ｔｒｕ１Ｉ、Ｔｖｕ１Ｉ、Ｔｒｕ９Ｉ、
Ｔｖｕ９Ｉ、ＭａｅＩおよびＸｓｐＩからなる群から選択するが好ましい。特に好ましい
のは、２種または３種のそのような酵素の使用である。特に好ましいのは、ＭｓｅＩ、Ｂ
ｆａＩおよびＣｓｐ６Ｉの組合せの使用である。
【０１８９】
　次いで、続く酵素による増幅を促進するために、断片化したＤＮＡをアダプタオリゴヌ
クレオチドにライゲートすることができる。オリゴヌクレオチドと、平滑末端および粘着
末端のＤＮＡフラグメントとのライゲーションは、当技術分野で公知であり、末端の脱リ
ン酸化（例えば、子ウシまたはエビのアルカリホスファターゼを使用）、およびその後の
、ｄＡＴＰの存在下でのリガーゼ酵素を使用したライゲーション（例えば、Ｔ４ＤＮＡリ
ガーゼ）によって実施する。アダプタオリゴヌクレオチドは、通常少なくとも１８塩基対
長である。
【０１９０】
　第３ステップでは、次いでＤＮＡ（または、そのフラグメント）を一種以上のメチル化
感受性制限酵素で消化する。制限部位でＤＮＡを加水分解することにより、セプチン９（
その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個
の遺伝子あるいはゲノム配列の特異的ＣｐＧジヌクレオチドのメチル化状態の情報が得ら
れるように消化を実施する。好ましくは、セプチン９（その任意の転写産物変異体を含む
）およびＡＬＸ４のメチル化状態を分析する。
【０１９１】
　好ましくは、メチル化特異的制限酵素は、Ｂｓｉ　Ｅ１、Ｈｇａ　Ｉ　ＨｉｎＰｌ、Ｈ
ｐｙ９９Ｉ、Ａｖａ　Ｉ、Ｂｃｅ　ＡＩ、Ｂｓａ　ＨＩ、ＢｉｓＩ、ＢｓｔＵＩ、Ｂｓｈ
Ｉ２３６Ｉ、ＡｃｃＩＩ、ＢｓｔＦＮＩ、ＭｃｒＢＣ、ＧｌａＩ、ＭｖｎＩ、ＨｐａＩＩ
　（ＨａｐＩＩ）、ＨｈａＩ、ＡｃｉＩ、ＳｍａＩ、ＨｉｎＰ１Ｉ、ＨｐｙＣＨ４ＩＶ、
ＥａｇＩ　、および上記酵素の２個またはそれ以上の混合物からなる群から選択する。好
ましいものは、制限酵素ＢｓｔＵＩ、ＨｐａＩＩ、ＨｐｙＣＨ４ＩＶ、およびＨｉｎＰ１
Ｉを含む混合物である。
【０１９２】
　任意選択ではあるが、好ましい実施形態である第４ステップでは、制限フラグメントを
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増幅する。これは、ポリメラーゼ連鎖反応を使用し実施するのが好ましく、該増幅物は、
先に述べたような好適な検出可能標識、すなわちフルオロフォア標識、放射性核種、およ
び質量標識を担持しうる。特に好ましいものは、増幅酵素、およびいずれの場合にも、配
列番号１～配列番号２およびその相補鎖からなる群から選択された配列と、相補的であり
、またはややストリンジェントもしくはストリンジェントな条件下でハイブリダイズする
少なくとも１６ヌクレオチド長の隣接配列を含む、少なくとも２個のプライマーによる増
幅である。好ましくは、該隣接配列は、少なくとも１６、２０または２５ヌクレオチド長
である。別の実施形態では、該プライマーは、フラグメントに連結された任意のアダプタ
ーに相補的であろう。
【０１９３】
　第５ステップでは、増幅物を検出する。検出は、当技術分野で標準的な任意の手段、例
えば、それだけには限定されないが、ゲル電気泳動分析、ハイブリダイゼーション分析、
ＰＣＲ生成物内で検出可能タグの取り込み、ＤＮＡアレイ解析、ＭＡＬＤＩ、またはＥＳ
Ｉ分析によるであろう。好ましくは、該検出は、少なくとも一個の核酸またはペプチド核
酸とのハイブリダイゼーションによって実施され、いずれの場合にも、配列番号１～配列
番号２およびその相補鎖からなる群から選択された配列と、相補的であり、またはややス
トリンジェントもしくはストリンジェントな条件下でこの配列とハイブリダイズする、少
なくとも１６ヌクレオチド長の隣接配列を含む。好ましくは、該隣接配列は、少なくとも
１６、２０または２５ヌクレオチド長である。
【０１９４】
　ゲノム核酸のメチル化状態またはレベルの決定に続いて、配列番号１～配列番号２から
なる群から選択された少なくとも一配列の少なくとも一個のＣｐＧジヌクレオチド配列の
メチル化状態もしくはレベル、または配列番号１～配列番号２からなる群から選択された
少なくとも一配列の複数のＣｐＧジヌクレオチド配列の平均もしくは平均メチル化状態を
反映する値に基づいて細胞増殖性疾患クラス（良性なまたは悪性）を推測するが、その際
、メチル化は、悪性転換しつつある結腸直腸病変に関連している。定量手段によって該メ
チル化を決定する場合、該メチル化の存在を決定するカットオフ点は、ゼロであることが
好ましい（すなわち、試料が任意のメチル化程度を示すとき、分析したＣｐＧ位置でメチ
ル化状態を有すると決定される）。それにもかかわらず、当業者であれば、特に好ましい
感受性または特異性のアッセイを提供するために、該カットオフ値を調整したいと望むで
あろうことが予測される。従って、該カットオフ値は上昇させてよく（それにより特異性
が上昇）、該カットオフ値は、０%～５%、５%～１０%、１０%～１５%、１５%～２０%、２
０%～３０%、および３０%～５０%からなる群から選択された範囲内であろう。特に好まし
いものは、１０%、１５%、２５%、および３０%カットオフである。
【０１９５】
細胞増殖性疾患の予後アッセイ
　本発明によって、患者または個体にとって不利な症例の診断が可能になり、その際、セ
プチン９（その全転写産物変異体を含む）および／またはＡＬＸ４からなる群から選択さ
れた少なくとも一個の遺伝子もしくはゲノム配列内の、重要な遺伝的パラメーターおよび
／またはエピジェネティックパラメーターは、マーカーとして使用しうる。本発明によっ
て得られた該パラメーターは、遺伝的パラメーターおよび／またはエピジェネティックパ
ラメーターの別のセットと比較してよく、その差異は、患者または個体にとって不利な事
象の診断および／または予後の基準として役立つ。
【０１９６】
　より具体的には、本発明によって、癌、最も好ましくは直腸結腸癌を早期発見するため
に、危険な状態にある集団をスクリーニングすることができる。さらに、本発明によって
、悪性または前悪性病変と、良性のまま（すなわち癌ではないまま）でいる可能性が高い
病変との区別が可能になる。
【０１９７】
　具体的には、本発明によって、そのようなＣｐＧジヌクレオチド配列を含む、配列番号
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１～配列番号２からなる群から選択された少なくとも一配列の、一個以上のＣｐＧジヌク
レオチド配列の差次的発現（好ましくはメチル化）の測定に基づく、結腸直腸新生物を検
出するアッセイが用意される。通常、そのようなアッセイには、対象から試料を得るステ
ップ、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択さ
れた少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列の発現を測定するアッセイを実施するステ
ップであって、好ましくは、対照試料または既知の標準に比べて、試料から得た配列番号
１～配列番号２からなる群から選択された少なくとも一配列のメチル化状態を決定するこ
とによるステップ、およびそれに基づき診断を行うステップが含まれる。セプチン９（そ
の任意の転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４のメチル化状態を分析するのが特に好ま
しい。
【０１９８】
　特に好ましい実施形態では、本発明のオリゴマーは、ＣｐＧジヌクレオチドのメチル化
状態、例えば、配列番号１～配列番号２、配列番号３～配列番号１０、またはそのアレイ
に基づく、そのようなメチル化状態を評価するために使用され、ならびにそれに基づき、
結腸直腸細胞増殖性疾患の分類に有用な、キットで使用される。
【０１９９】
キット
　さらに、本発明の追加の態様は、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡ
ＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子メチル化を決定するための手段
を含むキットである。メチル化を決定するための手段は、好ましくは、重亜硫酸塩含有試
薬；いずれの場合にも、その配列が、配列番号３～配列番号１０から選択された配列の９
塩基長またはより好ましくは１８塩基長までのセグメントと、同一であり、相補的であり
、またはストリンジェントもしくは非常にストリンジェントな条件下でハイブリダイズす
る配列からなる、一つ以上のオリゴヌクレオチド、および任意により記載のメチル化分析
法を実施し評価するための使用説明書を含む。一実施形態では、該オリゴヌクレオチドの
塩基配列は、少なくとも一個のＣｐＧ、ＣｐＡまたはＴｐＧジヌクレオチドを含む。
【０２００】
　別の実施形態では、該キットはさらに、ＣｐＧ位置特異的メチル化分析を実施するため
の標準的試薬を含んでもよく、その際、該分析は、以下の技術：MS-SNuPE、ＭＳＰ、Meth
yLight（商標）、HeavyMethyl、COBRA、および核酸シーケンシングの一つ以上を含む。し
かし、本発明に従ったキットは、該成分の一部のみを含むこともできる。
【０２０１】
　好ましい実施形態では、キットは、ＤＮＡ変性緩衝液、スルホン化緩衝液；ＤＮＡ回収
試薬またはキット（例えば、沈殿、限外濾過、アフィニティカラム）；脱スルホン化緩衝
液、およびＤＮＡ回収成分からなる群から選択された追加の重亜硫酸塩転換試薬を含んで
よい。
【０２０２】
　さらに別の実施形態では、キットには、別々の容器に封入して、ポリメラーゼ、および
ＰＣＲなどのポリメラーゼが介在するプライマー伸長法用に最適化した反応緩衝液を入れ
てよい。本発明の別の実施形態では、キットは、さらに患者の生物学的試料を得るための
手段を含む。好ましいキットは、さらに、患者の生物学的試料でセプチン９（その全転写
産物変異体を含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子ま
たはゲノム配列のメチル化を決定する手段入れるのに適切な容器を含み、最も好ましくは
、さらに使用説明書および該キット結果の解釈書を含むキットである。好ましい実施形態
では、キットは、（ａ）重亜硫酸塩試薬、（ｂ）該重亜硫酸塩試薬および患者の生物学的
試料を入れるのに適切な容器、（ｃ）いずれの場合にも、その配列が、配列番号３～配列
番号１０から選択された配列の９塩基長またはより好ましくは１８塩基長までのセグメン
トと、同一であり、相補的であり、またはストリンジェントもしくは非常にストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズする２個のオリゴヌクレオチドを含む少なくとも一セット
のプライマーオリゴヌクレオチド、および場合によっては（ｄ）使用説明書および該キッ
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トの結果の解釈書を含む。代替の好ましい実施形態ではキットは、（ａ）重亜硫酸塩試薬
、（ｂ）該重亜硫酸塩試薬および患者の生物学的試料を入れるのに適切な容器、（ｃ）配
列番号３～配列番号１０およびその相補配列の一つに記載の予め処理済み核酸配列と、同
一であり、またはハイブリダイズする少なくとも９または１６ヌクレオチド長の、少なく
とも一個のオリゴヌクレオチドおよび／またはＰＮＡオリゴマー、および場合によっては
（ｄ）使用説明書および該キットの結果の解釈書を含む。
【０２０３】
　別の実施形態では、キットは、（ａ）重亜硫酸塩試薬、（ｂ）該重亜硫酸塩試薬および
患者の生物学的試料を入れるのに適切な容器、（ｃ）いずれの場合にも、その配列が、配
列番号３～配列番号１０から選択された配列の９塩基長またはより好ましくは１８塩基長
のセグメントと、同一であり、相補的であり、またはストリンジェントもしくは非常にス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズする２個のオリゴヌクレオチドを含む少なくと
も一セットのプライマーオリゴヌクレオチド、（ｄ）配列番号３～配列番号１０およびそ
の相補配列の一つに記載の予め処理済み核酸配列と同一であり、またはハイブリダイズす
る少なくとも９または１６ヌクレオチド長の、少なくとも一個のオリゴヌクレオチドおよ
び／またはＰＮＡオリゴマー、および場合によっては（ｅ）使用説明書および該キットの
結果の解釈書を含む。
【０２０４】
　キットは、ブロッキング、洗浄、またはコーティングに適切な緩衝液または溶液など、
他の成分を別々の容器中に封入して含んでもよい。
【０２０５】
　COBRA（商標）分析に典型的な試薬（例えば、典型的COBRA（商標）に基づくキットに見
られる試薬）には、それだけには限定されないが、セプチン９（その全転写産物変異体を
含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子用ＰＣＲプライ
マー；制限酵素および好適な緩衝液；遺伝子－ハイブリダイゼーションオリゴ；対照ハイ
ブリダイゼーションオリゴ；オリゴプローブをキナーゼ標識するキット、および標識した
ヌクレオチドが含まれうる。MethyLight（商標）分析に典型的な試薬（例えば、典型的Me
thyLight（商標）に基づくキットに見られる試薬）には、それだけには限定されないが、
セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された少
なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列の重亜硫酸転換配列用ＰＣＲプライマー；重亜硫
酸塩特異的プローブ（例えば、TaqMan（商標）またはLightcycler（商標））；最適化し
たＰＣＲ緩衝液およびデオキシヌクレオチド、およびＴａｑポリメラーゼが含まれうる。
【０２０６】
　Ms-SNuPE（商標）分析に典型的な試薬（例えば、典型的Ms-SNuPE（商標）に基づくキッ
トに見られる試薬）には、それだけには限定されないが、特異的遺伝子（または、重亜硫
酸塩処理したＤＮＡ配列もしくはＣｐＧアイランド）用ＰＣＲプライマー；最適化したＰ
ＣＲ緩衝液およびデオキシヌクレオチド；ゲル抽出キット；正の対照プライマー；セプチ
ン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡＬＸ４からなる群から選択された少なくと
も一個の遺伝子またはゲノム配列の重亜硫酸転換配列用Ms-SNuPE（商標）プライマー；反
応緩衝液（Ms-SNuPE反応用）、および標識したヌクレオチドが含まれうる。
【０２０７】
　ＭＳＰ分析用の典型的な試薬（例えば、典型的ＭＳＰに基づくキットに存在する試薬）
は、それだけには限定されないが、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡ
ＬＸ４の重亜硫酸転換配列、またはセプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡ
ＬＸ４からなる群から選択されたゲノム配列のメチル化された、およびメチル化されてい
ないＰＣＲプライマー、最適化したＰＣＲ緩衝液およびデオキシヌクレオチド、ならびに
特異的プローブを含むこともありうる。
【０２０８】
　さらに、本発明の追加の態様は、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）およびＡ
ＬＸ４からなる群から選択された少なくとも一個の遺伝子またはゲノム配列のメチル化を
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決定するための手段を含む代替のキットであって、該手段は、好ましくは少なくとも１種
のメチル化特異的制限酵素；配列番号１～配列番号２から選択された配列の、少なくとも
一個のＣｐＧジヌクレオチドを含む配列の増幅に適切な、一つ以上のプライマーオリゴヌ
クレオチド（好ましくは一つ以上のプライマー対）、場合によっては記載したメチル化分
析法を実施し評価するための使用説明書を含むキットである。一実施形態では、該オリゴ
ヌクレオチドの塩基配列は、配列番号１～配列番号２から選択された配列少なくとも１８
塩基長のセグメントと、同一であり、相補的であり、またはストリンジェントもしくは非
常にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする。
【０２０９】
　別の実施形態では、該キットは、消化フラグメントを分析するために一つ以上のオリゴ
ヌクレオチドプローブを含んでよく、好ましくは、該オリゴヌクレオチドは、配列番号１
～配列番号２から選択された配列の少なくとも１６塩基長のセグメントと、同一であり、
相補的であり、またはストリンジェントもしくは非常にストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする。
【０２１０】
　好ましい実施形態では、キットは、緩衝液（例えば、制限酵素、ＰＣＲ、保存または洗
浄緩衝液）；ＤＮＡ回収試薬またはキット（例えば、沈殿、限外濾過、アフィニティカラ
ム）およびＤＮＡ回収成分からなる群から選択された追加の試薬を含んでよい。
【０２１１】
　さらに別の実施形態では、キットには、別々の容器に封入して、ポリメラーゼ、および
ＰＣＲなどのポリメラーゼが介在するプライマー伸長法用に最適化させた反応緩衝液を入
れてよい。本発明の別の実施形態では、キットは、さらに患者の生物学的試料を得るため
の手段を含む。好ましい実施形態では、キットは、（ａ）メチル化感受性制限酵素試薬、
（ｂ）該試薬および患者の生物学的試料を入れるのに適切な容器、（ｃ）配列番号１～配
列番号２から選択された配列の少なくとも９塩基長のセグメントと、同一であり、相補的
であり、またはストリンジェントもしくは非常にストリンジェントな条件下でハイブリダ
イズする、少なくとも一セットのオリゴヌクレオチド、一つ以上の核酸またはペプチド核
酸、および任意により（ｄ）使用説明書および該キットの結果の解釈書を含む。
【０２１２】
　代替の好ましい実施形態では、キットは、（ａ）メチル化感受性制限酵素試薬、（ｂ）
該試薬および患者の生物学的試料を入れるのに適切な容器、（ｃ）配列番号１～配列番号
２から選択された配列の、少なくとも一個のＣｐＧジヌクレオチドを含む配列の増幅に適
切な、少なくとも一セットのプライマーオリゴヌクレオチド、および場合によっては（ｄ
）使用説明書および該キットの結果の解釈書を含む。
【０２１３】
　別の実施形態では、キットは、（ａ）メチル化感受性制限酵素試薬、（ｂ）該試薬およ
び患者の生物学的試料を入れるのに適切な容器、（ｃ）配列番号１～配列番号２から選択
された配列の、少なくとも一個のＣｐＧジヌクレオチドを含む配列の増幅に適切な、少な
くとも一セットのプライマーオリゴヌクレオチド、（ｄ）配列番号１～配列番号２から選
択された配列の少なくとも９塩基長のセグメントと、同一であり、相補的であり、または
ストリンジェントもしくは非常にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする、少な
くとも一セットのオリゴヌクレオチド、一つ以上の核酸もしくはペプチド核酸、および場
合によっては（ｅ）使用説明書および該キットの結果の解釈書を含む。
【０２１４】
　キットは、ブロッキング、洗浄、またはコーティングに適切な緩衝液または溶液など、
他の成分を別々の容器中に封入して含んでもよい。
【０２１５】
　本発明は、さらに、メチル化感受性制限酵素分析によって、対象において結腸直腸病変
の検出および／または分類の提供で使用するためのキットに関する。該キットは、容器お
よびＤＮＡマイクロアレイ成分を含む。該ＤＮＡマイクロアレイ成分は、指定した位置に
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複数のオリゴヌクレオチドが固定されている表面であり、その際、オリゴヌクレオチドは
、少なくとも一個のＣｐＧメチル化部位を含む。該オリゴヌクレオチドの少なくとも一個
は、セプチン９（その全転写産物変異体を含む）および／またはＡＬＸ４からなる群から
選択された少なくとも一個の遺伝子もしくはゲノム配列に特異的であり、長さが少なくと
も１５塩基対であるが、配列番号１～配列番号２の一つに記載の配列のわずが２００bpの
配列を含む。好ましくは、該配列は、少なくとも１５塩基対長であるが、配列番号１～配
列番号２の一つに記載の配列のわずか８０bpである。該配列は、少なくとも２０塩基対長
さであるが、配列番号１～配列番号２の一つに記載の配列のわずか３０bpであるのがさら
に好ましい。
【０２１６】
　好ましくは、該検査キットは、さらに、一つ以上のメチル化感受性制限酵素を含む制限
酵素成分を含む。
【０２１７】
　別の実施形態では、該検査キットは、さらに、少なくとも一個のメチル化特異的制限酵
素を含むことを特徴とし、その際、オリゴヌクレオチドは、該少なくとも一個のメチル化
特異的制限酵素の制限部位を含む。
【０２１８】
　キットには、さらに、ＤＮＡ濃縮に当技術分野で公知である一種またはいくつかの以下
の成分を入れてよい：メチル化したＤＮＡと選択的に結合するタンパク質成分；三重形成
核酸成分、一つ以上のリンカー、場合によって適切な溶液；ライゲーションを実施するた
めの物質もしくは溶液、例えば、リガーゼ、緩衝液；カラムクロマトグラフィーを実施す
るための物質もしくは溶液；免疫学に基づく濃縮（例えば、免疫沈降法）を実施するため
の物質もしくは溶液；核酸増幅、例えば、ＰＣＲを実施するための物質もしくは溶液；カ
ップリング試薬との適用が可能ならば、溶液中での適用が可能ならば、一種または数種の
色素；ハイブリダイゼーションを実施するための物質もしくは溶液；および／または洗浄
ステップを実施するための物質もしくは溶液。
【０２１９】
　記載した発明は、さらに結腸直腸病変分類に有用な物質の組成を提供する。該組成は、
配列番号３～配列番号１０に開示した核酸配列のセグメントの１８塩基対長の少なくとも
一個の核酸、および以下を含む群から取得した一種以上の物質：１～５mM塩化マグネシウ
ム、１００～５００μM ｄＮＴＰ、０．５～５単位のｔａｑポリメラーゼ、ウシ血清卵白
、オリゴマー、特に、オリゴヌクレオチドまたはペプチド核酸（ＰＮＡ）－オリゴマーを
含み、該オリゴマーは、いずれの場合にも、配列番号３～配列番号１０およびその相補配
列の一つに記載の予め処理済みゲノムＤＮＡと相補的であり、またはややストリンジェン
トもしくはストリンジェントな条件下でハイブリダイズする少なくとも９ヌクレオチド長
の少なくとも一個の塩基配列を含む。該物質の組成は、水溶液中で該核酸の安定化に好適
であり、該溶液中でポリメラーゼを基にした反応を可能にする緩衝液を含むのが好ましい
。適切な緩衝液は、当技術分野で公知であり市販されている。
【０２２０】
　本発明のさらに好ましい実施形態では、該少なくとも一個の核酸は、配列番号３～配列
番号１０に開示した核酸配列のセグメントの少なくとも５０、１００、１５０、２００、
２５０または５００塩基対長である。
【０２２１】
　本発明は、その好ましいある種の実施形態による特異性について記載されているが、以
下の実施例は、本発明を例示するためにだけ役立ち、最も広い解釈とその同等の構物の原
理および範囲内で本発明を制限するものではない。
【実施例１】
【０２２２】
　以下の研究では、遺伝子セプチン９およびＡＬＸ４内の病変特異的メチル化を確認する
ために、結腸直腸病変の様々な型および段階にある患者から得た血漿試料のメチル化状態
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を分析した。
【０２２３】
　アッセイは、上記のようなＭＳＰおよびHeavyMethylアッセイであり、重亜硫酸塩転換
したＤＮＡの分析にはメチル化特異的リアルタイムアッセイであった。LightCyclerプラ
ットフォーム（Roche Diagnostics）上を泳動させるためにアッセイを設計したが、当技
術分野で通常使用されている他のそのような機器も適切である。Lightcyclerスタイル二
重プローブによって検出するために、ＭＳＰおよびHeavyMethyl増幅物を設計した。各ア
ッセイは、市販業者から入手した血漿試料上を三つ組で泳動させた。
【０２２４】
調査対象集団
　大部分は５０歳以上である４０～８０歳の男性および女性患者から試料を採取した。症
例報告書式は内科医が再点検し、疾患重症度を決定した。全体では、腺腫性ポリープ患者
３６名（女性１３名、男性２３名、中央値年齢６３．５歳、範囲２４～７５歳）および過
形成性ポリープ患者１３名（女性５名、男性８名、中央値年齢５８歳、範囲２０～７３歳
）から血清を採取した。結腸および直腸の腫瘍または前癌状態がなく、様々な他の理由で
大腸内視鏡検査を受けた２２名の個人（負の対照）、ならびに５名の直腸結腸癌患者から
も血清を採取した。
【０２２５】
　ポリープ血清試料のうち、異形成がありポリープが＞１cmの患者から７試料、異形成が
なくポリープが＞１cmの患者から９試料、異形成がなくポリープが＜１cmの患者から１７
試料、異形成がありポリープが＜１cmの患者３試料、過形成性ポリープの患者から１３試
料（そのうち、ポリープが＜１cmの患者から１１試料およびポリープが＞２cmの患者から
２試料）を採取した。直腸結腸癌試料は、第１期（４試料）および第３期（１試料）患者
から入手した。
【０２２６】
血漿メチル化分析
　全核酸ＤＮＡ（Total Nucleic Acid DNA）抽出キット（Roche Applied Science）およ
びRoche MagNaPure器具を使用し、自由循環（free-Circulating）ＤＮＡの抽出によって
血漿をまず処理した。各患者から溶出させたＤＮＡをプールし、Microconフィルターで濃
縮した。上記のように、重亜硫酸ナトリウムを使用し、メチル化されていないシトシンを
脱アミノ化することによって、ＤＮＡのメチル化情報を保存した。β－アクチンについて
は非メチル化特異的アッセイを使用し、各試料の重亜硫酸塩処理した血漿ＤＮＡをRoche 
LC 2.0（商標）器具により数量化した。ＭＳＰアッセイによってＡＬＸ４のメチル化を決
定した。本出願人のＨＭリアルタイムＰＣＲ技術（Cottrell SE, Distler J,ら. NAR 200
4; 32(1):e10を参照されたい）を基礎とするアッセイを使用し、セプチン９のメチル化を
決定した。バックグラウンドが５０ng血液ＤＮＡ（RocheヒトゲノムＤＮＡ）である中、
メチルされた（ＳＳＳ１処理済み）ＤＮＡの希釈系列によって、２１pgとして、セプチン
９アッセイの９０%検出限界が推定された。Roche LC 2.0も使用して、セプチン９増幅を
測定した。各一ＰＣＲ反応につき、ＤＮＡの血漿同等物１．６ml～１．９mlを加え、各血
漿試料を二つ組または三つ組で泳動させた。
【０２２７】
アッセイ
　当該ゲノムの領域：配列番号１；アッセイ型：ＭＳＰ
　プライマー：ｃｇｔｃｇｃａａｃｇｃｇｔａｃｇ（配列番号１１）；ｃｇｃｇｇｔｔｔ
ｃｇａｔｔｔｔａａｔｇｃ（配列番号１２）
　Lightcyclerプローブ：ａｃｔｃｃｇａｃｔｔａａｃｃｃｇａｃｇａｔｃｇ－ｆｌｕｏ
（配列番号１３）；ＬＣ６４０－ａｃｇａａａｔｔｃｃｔａａｃｇｃａａｃｃｇｃｔ－ｐ
（配列番号１４）
　増幅物配列：
Ｃｇｔｃｇｃａａｃｇｃｇｔａｃｇａｃｔｃａａａａｃｔｔａａｔａａｃｔｃｃｇａｃｔ
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ｔａａｃｃｃｇａｃｇａｔｃｇｃｇａｃｇａａａｔｔｃｃｔａａｃｇｃａａｃｃｇｃｔｔ
ａａａａｃｔｔｃｇｃａｔｔａａａａｔｃｇａａａｃｃｇｃｇ（配列番号１５）
　温度サイクリングプログラム：
　活性化：　　　　　９５℃　　１０min　　
　５５サイクル：　　９５℃　　１５秒　　（２０℃/s）
　　　　　　　　　　６０℃　　４５秒　　（２０℃/s）
　　　　　　　　　　７２℃　　１５秒　　（２０℃/s）
　当該ゲノムの領域：配列番号２；アッセイ型：HeavyMethyl
　プライマー：ＧｔＡＧｔＡＧｔｔＡＧｔｔｔＡＧｔＡｔｔｔＡｔｔＴＴ（配列番号１６
）；ＣＣＣＡＣＣＡａＣＣＡＴＣＡＴａＴ（配列番号１７）
　Lightcyclerプローブ：Ｇｔｔ ｃｇａ ａａｔ ｇａｔ ｔｔｔ ａｔｔ ｔａｇ ｔｔｇ 
ｃ－ＦＬ（配列番号１８）；ＬＣ－Ｒｅｄ６４０－ｃｇｔ ｔｇａ ｔｃｇ ｃｇｇ ｇｇｔ
 ｔｃ－ＰＨ（配列番号１９）
　ブロッカー配列：ＣＡＴＣＡＴａＴＣＡａＡＣＣＣＣＡＣＡａＴＣＡＡＣＡＣＡＣＡａ
Ｃ－Ｉｎｖ３'（配列番号２０）
　温度サイクリングプログラム：
　活性化：　　　　　９５℃　　１０min　　
　５５サイクル：　　９５℃　　１０秒　　
　　　　　　　　　　５６℃　　３０秒　　
　　　　　　　　　　７２℃　　１０秒　　
　冷却：　　　　　　１０℃　　３０秒
【０２２８】
結果
　４%を超えるメチル化が示された場合、陽性として反復を決定した。メチル化を示した
反復回数によって、試料を陽性と断定した。
【０２２９】
単一遺伝子分析
【表Ａ－１】

【０２３０】
パネル分析（セプチン９＋ＡＬＸ４）
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【表Ａ－２】

【０２３１】
ポリープ組織学による
【表Ａ－３】

【０２３２】
　さらに、上皮内病変を有する１０腺腫のうち、セプチン９およびＡＬＸ４の６回の反復
の少なくとも３回で８０%がメチル化を示した。
【０２３３】
結論
　１cmより大きいポリープを検出するためのリアルタイムＰＣＲアッセイの感受性は、２
３%であると決定された。本発明者らの結果は、セプチン９生物マーカーが、５０歳を越
える無症候個体でも非常に特異的（９５%）であることを示している。
　マーカーパネルでセプチン９とＡＬＸ４を組み合わせた結果から、高い特異性を維持し
ながら、ポリープを検出する感受性を相当に改善できることが示唆される。マーカーパネ
ルは、１cmを超えるポリープを６７%の感受性で検出した。大きい腺腫（＞１cm）または
ＩＥＮ（上皮内異常増殖）がある腺腫の感受性は、さらに高く改善された（それぞれ１０
０%、８０%）。５０歳を越える無症候個体でのパネル特異性は９１%であった。患者のコ
ンプライアンスおよび現在のスクリーニング戦略の性能は、今日市販されている試験の有
効性を制限する。直腸結腸癌の早期発見のための管理が容易な血液に基づく検査と、続く
陽性個体のための大腸内視鏡検査は、この疾患による死亡率を低減するのに非常に有効な
ツールである可能性がある。
【０２３４】
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