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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a)患者から採取された試料を供給する段階；ならびに
　(b)試料における、TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来の5'部分およびERG、ETV1およびE
TV4から成る群より選択されるETSファミリーメンバー遺伝子由来の3'部分を有する遺伝子
融合の存在または非存在を検出する段階
を含む、患者から採取された試料において前立腺癌細胞を検出するための方法であって、
試料における遺伝子融合の存在が患者における前立腺癌を示す、方法。
【請求項２】
　TMPRSS2遺伝子の転写制御領域がTMPRSS2遺伝子のプロモーター領域を含む、請求項1記
載の方法。
【請求項３】
　TMPRSS2遺伝子のプロモーター領域がTMPRSS2遺伝子のアンドロゲン応答エレメント(ARE
)を含む、請求項2記載の方法。
【請求項４】
　段階(b)が、TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来の5'部分およびETSファミリーメンバー
遺伝子由来の3'部分を有するゲノムDNAの染色体再配列を検出する段階を含む、請求項1記
載の方法。
【請求項５】
　段階(b)が、TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来の5'部分およびETSファミリーメンバー



(2) JP 5512125 B2 2014.6.4

10

20

30

40

50

遺伝子由来の3'部分を有するキメラmRNA転写産物を検出する段階を含む、請求項1記載の
方法。
【請求項６】
　段階(b)が核酸シーケンシング技術を用いてキメラmRNA転写産物を検出する段階を含む
、請求項4または5記載の方法。
【請求項７】
　段階(b)が核酸ハイブリダイゼーション技術を用いてキメラmRNA転写産物を検出する段
階を含む、請求項4または5記載の方法。
【請求項８】
　段階(b)が、in situハイブリダイゼーション(ISH)、マイクロアレイ、およびノーザン
ブロットからなる群より選択される核酸ハイブリダイゼーション技術を用いてキメラmRNA
転写産物を検出する段階を含む、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　段階(b)が核酸増幅方法を用いてキメラmRNA転写産物を検出する段階を含む、請求項4ま
たは5記載の方法。
【請求項１０】
　段階(b)が、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)、転写
介在増幅(TMA)、リガーゼ連鎖反応(LCR)、鎖置換増幅(SDA)、および核酸配列に基づいた
増幅(NASBA)からなる群より選択される核酸増幅方法を用いてキメラmRNA転写産物を検出
する段階を含む、請求項9記載の方法。
【請求項１１】
　段階(b)が、TMPRSS2遺伝子の転写制御領域のERG、ETV1およびETV4から成る群より選択
されるETSファミリーメンバー遺伝子への融合に起因するアミノ末端が切り詰められたETS
ファミリーメンバータンパク質を検出する段階を含む、請求項1記載の方法。
【請求項１２】
　段階(b)が、TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来のアミノ末端部分およびERG、ETV1およ
びETV4から成る群より選択されるETSファミリーメンバー遺伝子由来のカルボキシ末端部
分を有するキメラタンパク質を検出する段階を含む、請求項1記載の方法。
【請求項１３】
　段階(b)がタンパク質シーケンシング技術を用いてタンパク質を検出する段階を含む、
請求項11または12記載の方法。
【請求項１４】
　段階(b)がイムノアッセイを用いてタンパク質を検出する段階を含む、請求項11または1
2記載の方法。
【請求項１５】
　段階(b)が、免疫沈降；ウェスタンブロット；ELISA；免疫組織化学；免疫細胞化学；フ
ローサイトメトリー；およびイムノPCRからなる群より選択されるイムノアッセイを用い
てタンパク質を検出する段階を含む、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
　試料が、組織、血液、尿、精液、前立腺分泌物、および前立腺細胞からなる群より選択
される、請求項1記載の方法。
【請求項１７】
　遺伝子融合がTMPRSS2およびERGの融合であり、かつ方法が、遺伝子融合におけるゲノム
欠失の存在または非存在に基づいて前立腺細胞を特徴付ける段階をさらに含む、請求項1
記載の方法。
【請求項１８】
　欠失が第21染色体上のTMPRSS2とERG遺伝子の間のゲノムDNAの欠失である、請求項17記
載の方法。
【請求項１９】
　欠失がERG遺伝子のエキソン1の欠失を含む、請求項18記載の方法。
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【請求項２０】
　欠失がTMPRSS2遺伝子のエキソン3の欠失を含む、請求項18記載の方法。
【請求項２１】
　2.8メガベースと2.85メガベースの間のゲノムDNAが欠失している、請求項18記載の方法
。
【請求項２２】
　欠失がポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を用いて検出される、請求項20記載の方法。
【請求項２３】
　PCRが、SEQ ID NO:55～SEQ ID NO:56からなる群より選択されるプライマーを用いて行
われる、請求項22記載の方法。
【請求項２４】
　欠失の存在が患者における転移性前立腺癌を示す、請求項18記載の方法。
【請求項２５】
　以下のうちの少なくとも1つを含む、患者において前立腺癌を診断するための組成物：
　(a)TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来の5'部分がERG遺伝子由来の3'部分に融合する接
合部にハイブリダイズする少なくとも15ヌクレオチドの配列を含む標識プローブ；
　(b)TMPRSS2遺伝子の転写制御領域のERG遺伝子への融合に起因するアミノ末端が切り詰
められたETSファミリーメンバータンパク質に対する抗体；または
　(c)TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来のアミノ末端部分およびERG遺伝子由来のカルボ
キシ末端部分を有するキメラタンパク質に対する抗体。
【請求項２６】
　ETSファミリーメンバー遺伝子がERG遺伝子である、請求項1～16のいずれか一項記載の
方法。
【請求項２７】
　ERG遺伝子がERG1である、請求項17～24、26のいずれか一項記載の方法。
【請求項２８】
　ETSファミリーメンバー遺伝子がETV1遺伝子である、請求項1～16のいずれか一項記載の
方法。
【請求項２９】
　ETSファミリーメンバー遺伝子がETV4遺伝子である、請求項1～16のいずれか一項記載の
方法。
【請求項３０】
　ERG遺伝子がERG1である、請求項25記載の組成物。
【請求項３１】
　以下のうちの少なくとも1つを含む、患者において前立腺癌を診断するための組成物：
　(a)TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来の5'部分がETV1遺伝子由来の3'部分に融合する接
合部にハイブリダイズする少なくとも15ヌクレオチドの配列を含む標識プローブ；
　(b)TMPRSS2遺伝子の転写制御領域のETV1 遺伝子への融合に起因するアミノ末端が切り
詰められたETSファミリーメンバータンパク質に対する抗体；または
　(c)TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来のアミノ末端部分およびETV1遺伝子由来のカルボ
キシ末端部分を有するキメラタンパク質に対する抗体。
【請求項３２】
　以下のうちの少なくとも1つを含む、患者において前立腺癌を診断するための組成物：
　(a)TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来の5'部分がETV4 遺伝子由来の3'部分に融合する
接合部にハイブリダイズする少なくとも15ヌクレオチドの配列を含む標識プローブ；
　(b)TMPRSS2遺伝子の転写制御領域のETV4遺伝子への融合に起因するアミノ末端が切り詰
められたETSファミリーメンバータンパク質に対する抗体；または
　(c)TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来のアミノ末端部分およびETV4 遺伝子由来のカル
ボキシ末端部分を有するキメラタンパク質に対する抗体。
【請求項３３】
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　請求項25、30～32のいずれかに記載の１つまたは複数の組成物を含むキット。
【請求項３４】
　以下を含む組成物：
　(a) TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来の5’部分およびERG遺伝子由来の3’部分を含む
遺伝子融合物；
　(b)前記遺伝子融合物の5’部分に相補的であり、前記遺伝子融合物の5’部分にハイブ
リダイズした少なくとも15ヌクレオチドの配列を含む第一標識プローブ；および
　(c)前記遺伝子融合物の3’部分に相補的であり、前記遺伝子融合物の3’部分にハイブ
リダイズした少なくとも15ヌクレオチドの配列を含む第二標識プローブ。
【請求項３５】
　以下を含む組成物：
　(a) TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来の5’部分およびETV1遺伝子由来の3’部分を含
む遺伝子融合物；
　(b)前記遺伝子融合物の5’部分に相補的であり、前記遺伝子融合物の5’部分にハイブ
リダイズした少なくとも15ヌクレオチドの配列を含む第一標識プローブ；および
　(c)前記遺伝子融合物の3’部分に相補的であり、前記遺伝子融合物の3’部分にハイブ
リダイズした少なくとも15ヌクレオチドの配列を含む第二標識プローブ。
【請求項３６】
　以下を含む組成物：
　(a) TMPRSS2遺伝子の転写制御領域由来の5’部分およびETV4遺伝子由来の3’部分を含
む遺伝子融合物；
　(b)前記遺伝子融合物の5’部分に相補的であり、前記遺伝子融合物の5’部分にハイブ
リダイズした少なくとも15ヌクレオチドの配列を含む第一標識プローブ；および
　(c)前記遺伝子融合物の3’部分に相補的であり、前記遺伝子融合物の3’部分にハイブ
リダイズした少なくとも15ヌクレオチドの配列を含む第二標識プローブ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、限定されるわけではないが、癌マーカーを含む、癌診断、研究、および治療
のための組成物ならびに方法に関する。特に、本発明は、前立腺癌についての診断マーカ
ーおよび臨床的標的としての再発性遺伝子融合に関する。
【０００２】
　本出願は、2005年9月12日に出願された仮特許出願第60/716,436号、2006年3月3日に出
願された仮特許出願第60/779,041号、2005年10月27日に出願された仮特許出願第60/730,3
58号、および2006年4月28日に出願された仮特許出願第60/795,590号の優先権を主張し、
それらは、全体が参照により本明細書に組み入れられている。
【０００３】
　本発明は、National Institutes of Health Prostate SPORE P50CA69568、RO1 CA97063
、U01 CA111275、およびNIH認可番号AG022404により一部援助された。政府は本発明に一
定の権利を有しうる。
【背景技術】
【０００４】
発明の背景
　癌研究における中心的な目標は、原因として発癌に結びつけられる変化した遺伝子を同
定することである。塩基置換、挿入、欠失、転位置、ならびに染色体の増加および消失を
含む体細胞性突然変異のいくつかの型が同定されており、それらのすべては、結果として
、発癌遺伝子または腫瘍抑制遺伝子の活性の変化を生じる。1900年代前半に初めて仮説と
して取り上げられたが、今、癌における染色体再配列の因果的役割についての有力な証拠
がある(Rowley, Nat Rev Cancer 1:245 (2001)(非特許文献1))。再発性染色体異常は、主
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として、白血病、リンパ腫、および肉腫の特徴を示していると考えられた。よりずっと一
般的で、ヒト癌に関連した罹患率および死亡率の相対的に大きな割合に寄与する上皮性腫
瘍(癌腫)は、既知の疾患特異的染色体再配列の1%未満を占める(Mitelman, Mutat Res 462
:247 (2000)(非特許文献2))。血液学的悪性腫瘍は、しばしば、バランスのとれた疾患特
異的染色体再配列により特徴付けられるが、たいていの固形腫瘍は、過多の非特異的染色
体異常を有する。固形腫瘍の核型複雑性は、癌進化または進行を通して獲得される二次変
化によると考えられる。
【０００５】
　染色体再配列の2つの一次機構が記載されている。1つの機構において、1つの遺伝子の
プロモーター/エンハンサーエレメントが、プロトオンコジーンに隣接して再配列され、
それに従って、発癌性タンパク質の発現の変化を引き起こす。この型の転座は、免疫グロ
ブリン(IG)およびT細胞受容体(TCR)遺伝子のMYCへの並置により例示され、それぞれ、B細
胞悪性腫瘍およびT細胞悪性腫瘍におけるこの発癌遺伝子の活性化へ導く(Rabbitts, Natu
re 372:143 (1994)(非特許文献3))。第二の機構において、再配列は、結果として、2つの
遺伝子の融合を生じ、それが、新しい機能または変化した活性を有する可能性がある融合
タンパク質を産生する。この転座の原型的例は、慢性骨髄性白血病(CML)におけるBCR-ABL
遺伝子融合である(Rowley, Nature 243:290 (1973)(非特許文献4); de Klein et al., Na
ture 300:765 (1982)(非特許文献5))。重要なことには、この所見は、BCR-ABLキナーゼを
標的にするのに成功しているメシル酸イマチニブ(Gleevec)の合理的開発へ導いた(Deinin
ger et al., Blood 105:2640 (2005)(非特許文献6))。従って、一般的な上皮性腫瘍にお
いて再発性遺伝子再配列を同定することは、患者処置はもちろん、制癌剤発見の試みにと
っても重大な意味を有しうる。
【０００６】
【非特許文献１】Rowley, Nat Rev Cancer 1:245 (2001)
【非特許文献２】Mitelman, Mutat Res 462:247 (2000)
【非特許文献３】Rabbitts, Nature 372:143 (1994)
【非特許文献４】Rowley, Nature 243:290 (1973)
【非特許文献５】de Klein et al., Nature 300:765 (1982)
【非特許文献６】Deininger et al., Blood 105:2640 (2005)
【発明の開示】
【０００７】
発明の概要
　本発明は、限定されるわけではないが、患者由来の試料を供給する段階；ならびに、試
料における、アンドロゲン制御遺伝子(androgen regulated gene)(ARG)の転写制御領域由
来の5'部分およびETSファミリーメンバー遺伝子由来の3'部分を有する遺伝子融合の存在
または非存在を検出する段階を含む、患者において前立腺癌を診断するための方法であっ
て、試料における遺伝子融合の存在が患者における前立腺癌を示す、方法を提供する。AR
GはTMPRSS2またはPSAでありうる。ETSファミリーメンバー遺伝子は、ERG、ETV1(ER81)、F
LI1、ETS1、ETS2、ELK1、ETV6(TEL1)、ETV7(TEL2)、GABPα、ELF1、ETV4(E1AF; PEA3)、E
TV5(ERM)、ERF、PEA3/E1AF、PU.1、ESE1/ESX、SAP1(ELK4)、ETV3(METS)、EWS/FLI1、ESE1
、ESE2(ELF5)、ESE3、PDEF、NET(ELK3; SAP2)、NERF(ELF2)、またはFEVでありうる。ARG
の転写制御領域は、ARGのプロモーター領域を含みうる。ARGのプロモーター領域はさらに
、ARGのアンドロゲン応答エレメント(ARE)を含みうる。
【０００８】
　試料における遺伝子融合の存在または非存在を検出する段階は、ARGの転写制御領域由
来の5'部分およびETSファミリーメンバー遺伝子由来の3'部分を有するゲノムDNAの染色体
再配列を検出する段階を含みうる。核酸シーケンシング、核酸ハイブリダイゼーション、
および核酸増幅を含む様々な技術が、ゲノムDNAの染色体再配列を検出するために用いら
れうる。核酸ハイブリダイゼーション技術には、インサイチューハイブリダイゼーション
(ISH)、マイクロアレイ、およびサザンブロットが挙げられる。核酸増幅技術には、ポリ
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メラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)、転写介在増幅(transcri
ption-mediated amplification)(TMA)、リガーゼ連鎖反応(LCR)、鎖置換増幅(strand dis
placement amplification)(SDA)、および核酸配列に基づいた増幅(nucleic acid sequenc
e based amplification)(NASBA)が挙げられる。
【０００９】
　試料における遺伝子融合の存在または非存在を検出する段階は、代わりとして、ARGの
転写制御領域由来の5'部分およびETSファミリーメンバー遺伝子由来の3'部分を有するキ
メラmRNA転写産物を検出する段階を含みうる。核酸シーケンシング、核酸ハイブリダイゼ
ーション、および核酸増幅を含む様々な技術が、キメラmRNAを検出するために用いられう
る。核酸ハイブリダイゼーション技術には、インサイチューハイブリダイゼーション(ISH
)(例えば、蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH))、マイクロアレイ、およ
びノーザンブロットが挙げられる。核酸増幅技術には、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆
転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)、転写介在増幅(transcription-mediated amplificat
ion)(TMA)、リガーゼ連鎖反応(LCR)、鎖置換増幅(strand displacement amplification)(
SDA)、および核酸配列に基づいた増幅(nucleic acid sequence based amplification)(NA
SBA)が挙げられる。
【００１０】
　試料における遺伝子融合の存在または非存在を検出する段階はまた、代わりとして、AR
Gの転写制御領域のETSファミリーメンバー遺伝子への融合に起因するアミノ末端が切り詰
められたETSファミリーメンバータンパク質を検出する段階、またはARGの転写制御領域由
来のアミノ末端部分およびETSファミリーメンバー遺伝子由来のカルボキシ末端部分を有
するキメラタンパク質を検出する段階を含みうる。以下を含む様々な技術が、切り詰めら
れたETSファミリーメンバータンパク質またはキメラタンパク質を検出するために用いら
れうる：タンパク質シーケンシング；およびイムノアッセイ。イムノアッセイ技術には、
免疫沈降、ウェスタンブロット、ELISA、免疫組織化学、免疫細胞化学、フローサイトメ
トリー、およびイムノPCRが挙げられる。
【００１１】
　本発明はさらに、限定されるわけではないが、患者において前立腺癌を診断するための
組成物およびキットを提供する。組成物およびキットは以下を含みうる：ARGの転写制御
領域由来の5'部分がETSファミリーメンバー遺伝子由来の3'部分に融合する接合部にハイ
ブリダイズする配列を含む単一の標識プローブ；第一標識プローブがARGの転写制御領域
にハイブリダイズする配列を含み、かつ第二標識プローブがETSファミリーメンバー遺伝
子にハイブリダイズする配列を含む、1組の標識プローブ；第一増幅オリゴヌクレオチド
がARGの転写制御領域にハイブリダイズする配列を含み、かつ第二増幅オリゴヌクレオチ
ドがETSファミリーメンバー遺伝子にハイブリダイズする配列を含む、1組の増幅オリゴヌ
クレオチド；ARGの転写制御領域のETSファミリーメンバー遺伝子への融合に起因するアミ
ノ末端が切り詰められたETSファミリーメンバータンパク質に対する抗体；またはARGの転
写制御領域由来のアミノ末端部分およびETSファミリーメンバー遺伝子由来のカルボキシ
末端部分を有するキメラタンパク質に対する抗体。
【００１２】
　本発明はまた、限定されるわけではないが、以下の段階を含む、患者において前立腺癌
を処置するための方法を提供する：アンドロゲン制御遺伝子(ARG)の転写制御領域由来の5
'部分およびETSファミリーメンバー遺伝子由来の3'部分を有する遺伝子融合の少なくとも
1つの生物活性を阻害する作用物質を患者に投与する段階。ARGはTMPRSS2またはPSAであり
うる。ETSファミリーメンバー遺伝子は、ERG、ETV1(ER81)、FLI1、ETS1、ETS2、ELK1、ET
V6(TEL1)、ETV7(TEL2)、GABPα、ELF1、ETV4(E1AF; PEA3)、ETV5(ERM)、ERF、PEA3/E1AF
、PU.1、ESE1/ESX、SAP1(ELK4)、ETV3(METS)、EWS/FLI1、ESE1、ESE2(ELF5)、ESE3、PDEF
、NET(ELK3; SAP2)、NERF(ELF2)、またはFEVでありうる。ARGの転写制御領域は、ARGのプ
ロモーター領域を含みうる。ARGのプロモーター領域はさらに、ARGのアンドロゲン応答エ
レメント(ARE)を含みうる。作用物質は、小分子、siRNA、アンチセンス核酸、または抗体
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でありうる。
【００１３】
　本発明のさらなる態様は、下記の説明および実施例に提供されている。
【００１４】
定義
　本発明の理解を促進するために、いくつかの用語および句が下記に定義される。
【００１５】
　本明細書に用いられる場合、「遺伝子融合」という用語は、キメラゲノムDNA、キメラ
メッセンジャーRNA、第一遺伝子の少なくとも一部の第二遺伝子の少なくとも一部への融
合に起因する切り詰められたタンパク質、またはキメラタンパク質を指す。遺伝子融合は
、遺伝子全体または遺伝子のエキソンを含む必要はない。
【００１６】
　本明細書に用いられる場合、「転写制御領域」という用語は、5'非翻訳領域(5'UTR)と
も呼ばれる、遺伝子の非コード上流制御配列を指す。
【００１７】
　本明細書に用いられる場合、「アンドロゲン制御遺伝子」という用語は、発現がアンド
ロゲン(例えば、テストステロン)によって惹起または増強される遺伝子または遺伝子の部
分を指す。アンドロゲン制御遺伝子のプロモーター領域は、アンドロゲンまたはアンドロ
ゲンシグナル伝達分子(例えば、下流シグナル伝達分子)と相互作用する「アンドロゲン応
答エレメント」を含みうる。
【００１８】
　本明細書に用いられる場合、「検出する」、「検出すること」、または「検出」という
用語は、検出可能に標識された組成物を発見するもしくは識別する一般的な行為かまたは
検出可能に標識された組成物の特定の観察のいずれかを表現しうる。
【００１９】
　本明細書に用いられる場合、「遺伝子融合の少なくとも1つの生物活性を阻害する」と
いう用語は、直接的に遺伝子融合タンパク質を接触させること、遺伝子融合mRNAもしくは
ゲノムDNAを接触させること、遺伝子融合ポリペプチドの立体構造的変化を引き起こすこ
と、遺伝子融合タンパク質レベルを減少させること、またはシグナル伝達パートナーとの
遺伝子融合の相互作用に干渉して、遺伝子融合の標的遺伝子の発現に影響を及ぼすことを
介して、(例えば、本明細書に記載の活性を含むがそれらに限定されない)本発明の遺伝子
融合の任意の活性を減少させる任意の作用物質を指す。インヒビターはまた、上流シグナ
ル伝達分子を妨害することにより遺伝子融合生物活性を間接的に制御する分子を含む。
【００２０】
　本明細書に用いられる場合、「siRNA」という用語は、低分子干渉RNAを指す。いくつか
の態様において、siRNAは、約18～25ヌクレオチド長の二重鎖、または二本鎖領域を含む
；しばしば、siRNAは、各鎖の3'末端に約2個から4個までの不対ヌクレオチドを含む。siR
NAの二重鎖または二本鎖領域の少なくとも1つの鎖は、標的RNA分子と実質的に相同である
、または実質的に相補的である。標的RNA分子と相補的な鎖は、「アンチセンス鎖」であ
る；標的RNA分子と相同な鎖は、「センス鎖」であり、siRNAアンチセンス鎖と相補的でも
ある。siRNAはまた、追加の配列を含みうる；そのような配列の非限定的例には、連結配
列、またはループ、加えてステム、および他の折り畳み構造が挙げられる。siRNAは、無
脊椎動物で、および脊椎動物でRNA干渉を誘発する際、および植物で転写後遺伝子サイレ
ンシング中に配列特異的RNA分解を誘発する際、重要な媒介物として機能するようだ。
【００２１】
　「RNA干渉」、または「RNAi」という用語は、siRNAによる遺伝子発現のサイレンシング
または減少させることを指す。それは、サイレンシングされる遺伝子の配列と二重鎖領域
において相同であるsiRNAにより惹起される、動物および植物における配列特異的、転写
後遺伝子サイレンシングの過程である。遺伝子は、染色体へ組み込まれて存在する、もし
くはゲノムへ組み込まれていないトランスフェクションベクターに存在し、生物体に内因
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性または外因性でありうる。遺伝子の発現は、完全にかまたは部分的にかのいずれかで阻
害される。RNAiはまた、標的RNAの機能を阻害すると考えられうる；標的RNAの機能は完全
または部分的でありうる。
【００２２】
　本明細書に用いられる場合、「癌の病期」という用語は、癌の進行のレベルの定性的ま
たは定量的評価を指す。癌の病期を決定するために用いられる基準には、限定されるわけ
ではないが、腫瘍のサイズおよび転移の程度(例えば、局部または遠隔)が挙げられる。
【００２３】
　本明細書に用いられる場合、「遺伝子移入系」という用語は、核酸配列を含む組成物を
細胞または組織へ送達する任意の手段を指す。例えば、遺伝子移入系には、限定されるわ
けではないが、ベクター(例えば、レトロウイルスの、アデノウイルスの、アデノ随伴ウ
イルスの、および他の核酸に基づいた送達系)、裸の核酸のマイクロインジェクション、
ポリマーに基づいた送達系(例えば、リポソームに基づいた、および金属粒子に基づいた
系)、微粒子銃注入などが挙げられる。本明細書に用いられる場合、「ウイルスの遺伝子
移入系」は、試料の所望の細胞または組織への送達を促進するウイルスのエレメント(例
えば、無傷ウイルス、改変ウイルス、および核酸またはタンパク質のようなウイルスの成
分)を含む遺伝子移入系を指す。本明細書に用いられる場合、「アデノウイルス遺伝子移
入系」という用語は、アデノウイルス科に属する無傷または変化したウイルスを含む遺伝
子移入系を指す。
【００２４】
　本明細書に用いられる場合、「部位特異的組換え標的配列」という用語は、組換え因子
についての認識配列および組換えが起こる位置を提供する核酸配列を指す。
【００２５】
　本明細書に用いられる場合、「核酸分子」という用語は、限定されるわけではないが、
DNAまたはRNAを含む、任意の核酸含有分子を指す。その用語は、限定されるわけではない
が、4-アセチルシトシン、8-ヒドロキシ-N6-メチルアデノシン、アジリジニルシトシン、
プソイドイソシトシン、5-(カルボキシヒドロキシルメチル)ウラシル、5-フルオロウラシ
ル、5-ブロモウラシル、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウラシル、5-カルボキ
シメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、イノシン、N6-イソペンテニルアデ
ニン、1-メチルアデニン、1-メチルプソイドウラシル、1-メチルグアニン、1-メチルイノ
シン、2,2-ジメチルグアニン、2-メチルアデニン、2-メチルグアニン、3-メチルシトシン
、5-メチルシトシン、N6-メチルアデニン、7-メチルグアニン、5-メチルアミノメチルウ
ラシル、5-メトキシアミノメチル-2-チオウラシル、β-D-マンノシルキューオシン、5'-
メトキシカルボニルメチルウラシル、5-メトキシウラシル、2-メチルチオ-N6-イソペンテ
ニルアデニン、ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル-5-オキシ酢酸、オキシ
ブトキソシン、プソイドウラシル、キューオシン、2-チオシトシン、5-メチル-2-チオウ
ラシル、2-チオウラシル、4-チオウラシル、5-メチルウラシル、N-ウラシル-5-オキシ酢
酸メチルエステル、ウラシル-5-オキシ酢酸、プソイドウラシル、キューオシン、2-チオ
シトシン、および2,6-ジアミノプリンを含む、DNAおよびRNAの既知塩基類似体のいずれか
を含む配列を含む。
【００２６】
　「遺伝子」という用語は、ポリペプチド、前駆体、またはRNA(例えば、rRNA、tRNA)の
産生に必要なコード配列を含む核酸配列(例えば、DNA)を指す。ポリペプチドは、完全長
コード配列により、または完全長もしくは断片の所望の活性もしくは機能的性質(例えば
、酵素活性、リガンド結合、シグナル伝達、免疫原性など)が保持される限りコード配列
の任意の部分によりコードされうる。その用語はまた、構造遺伝子のコード領域、ならび
に遺伝子が完全長mRNAの長さに対応するようにどちらの末端にも約1kbまたはそれ以上の
距離にわたって、5'末端および3'末端の両方においてコード領域に隣接して位置する配列
を含む。コード領域の5'側に位置し、かつmRNA上に存在する配列は、5'非翻訳配列と呼ば
れる。コード領域の3'側または下流に位置し、かつmRNA上に存在する配列は、3'非翻訳配
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列と呼ばれる。「遺伝子」という用語は、遺伝子のcDNA型およびゲノム型の両方を含む。
遺伝子のゲノム型またはクローンは、「イントロン」または「介在領域」もしくは「介在
配列」と名付けられた非コード領域で分断されるコード領域を含む。イントロンは、核RN
A(hnRNA)へ転写される遺伝子のセグメントである；イントロンは、エンハンサーのような
制御エレメントを含みうる。イントロンは、核または一次転写産物から除去される、また
は「スプライシングによって出される(spliced out)」；それゆえに、イントロンはメッ
センジャーRNA(mRNA)転写産物に存在しない。mRNAは、翻訳中、新生ポリペプチドにおけ
るアミノ酸の配列または順序を特定するように機能する。
【００２７】
　本明細書に用いられる場合、「異種性遺伝子」という用語は、その天然の環境にない遺
伝子を指す。例えば、異種性遺伝子は、一つの種由来の、もう一つの種へ導入された遺伝
子を含む。異種性遺伝子はまた、どこか変化している(例えば、突然変異した、複数コピ
ーに追加された、非天然制御配列に連結されたなど)生物体原産の遺伝子を含む。異種性
遺伝子は、異種性遺伝子配列が、典型的には、染色体においてその遺伝子配列と付随して
いるのを天然では見出されないDNA配列に連結されている、または天然では見出されない
染色体の部分と付随している(例えば、遺伝子が正常には発現しない座位に発現した遺伝
子)点において、内因性遺伝子から区別される。
【００２８】
　本明細書に用いられる場合、「オリゴヌクレオチド」という用語は、短い長さの一本鎖
ポリヌクレオチド鎖を指す。オリゴヌクレオチドは、典型的には、長さが200残基未満(例
えば、15と100の間)であるが、本明細書に用いられる場合、その用語はまた、より長いポ
リヌクレオチド鎖を含むことを意図される。オリゴヌクレオチドは、それらの長さによっ
て呼ばれる。例えば、24残基のオリゴヌクレオチドは「24-mer」と呼ばれる。オリゴヌク
レオチドは、自己ハイブリダイズすることにより、または他のポリヌクレオチドにハイブ
リダイズすることにより、二次および三次構造を形成することができる。そのような構造
には、限定されるわけではないが、二重鎖、ヘアピン、十字形、屈曲、および三重鎖を挙
げることができる。
【００２９】
　本明細書に用いられる場合、「相補的な」または「相補性」という用語は、塩基対形成
ルールによって関係付けられるポリヌクレオチド(すなわち、ヌクレオチドの配列)に関し
て用いられる。例えば、配列「5'-A-G-T-3'」は、配列「3'-T-C-A-5'」と相補的である。
相補性は、核酸の塩基の一部のみが塩基対形成ルールに従ってマッチしている「部分的」
でありうる。または、核酸間に「完全な」または「全体の」相補性がありうる。核酸鎖間
の相補性の程度は、核酸鎖間のハイブリダイゼーションの効率および強度に有意な効果を
生じる。これは、増幅反応、および核酸間の結合に依存する検出方法において特に重要で
ある。
【００３０】
　「相同性」という用語は、相補性の程度を指す。部分的相同性または完全な相同性(す
なわち、同一性)がありうる。完全に相補的な核酸分子が標的核酸にハイブリダイズする
のを少なくとも部分的に阻害する核酸分子である部分的に相補的な配列は、「実質的に相
同性」である。完全に相補的な配列の標的配列へのハイブリダイゼーションの阻害は、ハ
イブリダイゼーションアッセイ(サザンまたはノーザンブロット、溶液ハイブリダイゼー
ションなど)を用いて低ストリンジェンシーの条件下で試験されうる。実質的に相同的な
配列またはプローブは、低ストリンジェンシーの条件下で、完全に相同的な核酸分子の標
的への結合(すなわち、ハイブリダイゼーション)において競合する、および結合を阻害す
る。これは、低ストリンジェンシーの条件が非特異的結合が許されるほどのものであると
言うことではない；低ストリンジェンシー条件は、2つの配列のお互いとの結合が特異的
な(すなわち、選択的な)相互作用であることを必要とする。非特異的結合の非存在は、実
質的に非相補的である(例えば、約30%未満の同一性)第二の標的の使用により試験されう
る；非特異的結合の非存在下において、プローブは第二の非相補的標的にハイブリダイズ
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しない。
【００３１】
　cDNAまたはゲノムクローンのような二本鎖核酸配列に関して用いられる場合、「実質的
に相同的な」という用語は、上記のような低ストリンジェンシーの条件下で二本鎖核酸配
列の一方の、または両方の鎖にハイブリダイズすることができる任意のプローブを指す。
【００３２】
　遺伝子は、一次RNA転写産物の示差的なスプライシングにより生成される複数のRNA種を
産生しうる。同じ遺伝子のスプライスバリアントであるcDNAは、配列同一性または完全な
相同性(両方のcDNA上に同じエキソンまたは同じエキソンの部分の存在を表す)領域、およ
び完全な非同一性(例えば、cDNA 1上にエキソン「A」の存在を表し、cDNA 2は代わりにエ
キソン「B」を含む)の領域を含む。2つのcDNAは配列同一性の領域を含むため、それらは
、両方のcDNA上に見出される配列を含む遺伝子全体または遺伝子の部分に由来するプロー
ブに両方ともハイブリダイズする；2つのスプライスバリアントは、それゆえに、そのよ
うなプローブと、およびお互いと実質的に相同である。
【００３３】
　一本鎖核酸配列に関して用いられる場合、「実質的に相同的な」という用語は、上記の
ような低ストリンジェンシーの条件下で一本鎖核酸配列をハイブリダイズすることができ
る任意のプローブ(すなわち、それは一本鎖核酸配列の相補体である)を指す。
【００３４】
　本明細書に用いられる場合、「ハイブリダイゼーション」という用語は、相補的な核酸
の対形成に関して用いられる。ハイブリダイゼーションおよびハイブリダイゼーションの
強度(すなわち、核酸間の会合の強度)は、核酸間の相補性の程度、含まれる条件のストリ
ンジェンシー、形成されたハイブリッドのTm、および核酸内のG:C比のような因子により
影響を及ぼされる。構造内に相補的な核酸の対形成を含む単一分子は、「自己ハイブリダ
イズ」していると言われる。
【００３５】
　本明細書に用いられる場合、「ストリンジェンシー」という用語は、核酸ハイブリダイ
ゼーションが行われる、温度、イオン強度、および有機溶媒のような他の化合物の存在
の条件に関して用いられる。「低ストリンジェンシー条件」下において、対象となる核酸
配列は、その厳密な相補体、単一の塩基ミスマッチを含む配列、密接に関連した配列(例
えば、90%またはそれ以上の相同性をもつ配列)、および部分的相同性のみを有する配列(
例えば、50～90%相同性をもつ配列)にハイブリダイズする。「中位のストリンジェンシー
条件」下において、対象となる核酸配列は、その厳密な相補体、単一の塩基ミスマッチを
含む配列、および密接に関連した配列(例えば、90%またはそれ以上の相同性)にのみハイ
ブリダイズする。「高ストリンジェンシー条件」下において、対象となる核酸配列は、そ
の厳密な相補体、および(温度のような条件に依存して)単一の塩基ミスマッチを含む配列
にのみハイブリダイズする。換言すれば、高ストリンジェンシーの条件下において、単一
の塩基ミスマッチを含む配列へのハイブリダイゼーションを排除するために温度が上げら
れうる。
【００３６】
　核酸ハイブリダイゼーションに関して用いられる場合の「高ストリンジェンシー条件」
は、約500ヌクレオチド長のプローブが用いられる場合、5X SSPE(43.8g/l NaCl、6.9g/l 
NaH2PO4H2O、および1.85g/l EDTA、NaOHで7.4に調整されたpH)、0.5% SDS、5Xデンハルト
試薬、および100μg/ml変性サケ精子DNAからなる溶液における42℃での結合またはハイブ
リダイゼーション、続いて、0.1X SSPE、1.0% SDSを含む溶液における42℃での洗浄と等
価な条件を含む。
【００３７】
　核酸ハイブリダイゼーションに関して用いられる場合の「中位のストリンジェンシー条
件」は、約500ヌクレオチド長のプローブが用いられる場合、5X SSPE(43.8g/l NaCl、6.9
g/l NaH2PO4H2O、および1.85g/l EDTA、NaOHで7.4に調整されたpH)、0.5% SDS、5Xデンハ
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ルト試薬、および100μg/ml変性サケ精子DNAからなる溶液における42℃での結合またはハ
イブリダイゼーション、続いて、1.0X SSPE、1.0% SDSを含む溶液における42℃での洗浄
と等価な条件を含む。
【００３８】
　「低ストリンジェンシー条件」は、約500ヌクレオチド長のプローブが用いられる場合
、5X SSPE(43.8g/l NaCl、6.9g/l NaH2PO4H2O、および1.85g/l EDTA、NaOHで7.4に調整さ
れたpH)、0.1% SDS、5Xデンハルト試薬[50Xデンハルト液は、500mlあたり以下を含む：5g
フィコール(Ficoll)(Type 400, Pharmacia)、5g BSA(フラクションV；Sigma)]、および10
0μg/ml変性サケ精子DNAからなる溶液における42℃での結合またはハイブリダイゼーショ
ン、続いて、5X SSPE、0.1% SDSを含む溶液における42℃での洗浄と等価な条件を含む。
【００３９】
　多数の等価な条件が低ストリンジェンシー条件を含むように用いられうることは当技術
分野において周知である；プローブの長さおよび性質(DNA、RNA、塩基組成)、ならびに標
的の性質(DNA、RNA、塩基組成、溶液中に存在した、または固定化された、など)、ならび
に塩および他の成分の濃度(例えば、ホルムアミド、デキストラン硫酸、ポリエチレング
リコールの存在または非存在)のような因子が考慮され、ハイブリダイゼーション溶液は
、上で列挙された条件と異なるが等価な低ストリンジェンシーハイブリダイゼーションの
条件を生じるように変化されうる。加えて、高ストリンジェンシーの条件下でハイブリダ
イゼーションを促進する条件(例えば、ハイブリダイゼーションおよび/または洗浄段階の
温度を増加させる、ハイブリダイゼーション溶液におけるホルムアミドの使用など)は、
当技術分野において公知である(「ストリンジェンシー」についての上記の定義を参照)。
【００４０】
　本明細書に用いられる場合、「増幅オリゴヌクレオチド」という用語は、標的核酸、ま
たはその相補体にハイブリダイズし、核酸増幅反応に関与するオリゴヌクレオチドを指す
。増幅オリゴヌクレオチドの例は、鋳型核酸にハイブリダイズし、増幅過程でポリメラー
ゼにより伸長される3'OHを含む「プライマー」である。増幅オリゴヌクレオチドのもう一
つの例は、ポリメラーゼにより伸長されないが(例えば、それが3'ブロック化末端を有す
るため)、増幅に関与する、または増幅を促進するオリゴヌクレオチドである。増幅オリ
ゴヌクレオチドは、任意で、増幅反応に関与するが、標的核酸と相補的ではない、または
標的核酸に含まれない、修飾ヌクレオチドもしくは類似体、または追加のヌクレオチドを
含んでもよい。増幅オリゴヌクレオチドは、標的または鋳型配列と相補的ではない配列を
含みうる。例えば、プライマーの5'領域は、標的核酸に非相補的であるプロモーター配列
を含みうる(「プロモーター-プライマー」と呼ばれる)。当業者は、プライマーとして機
能する増幅オリゴヌクレオチドが、5'プロモーター配列を含むように改変され、それに従
って、プロモーター-プライマーとして機能しうることを理解していると思われる。同様
に、プロモーター-プライマーは、プロモーター配列の除去、またはプロモーター配列を
含まない合成により改変され、それでもなおプライマーとして機能しうる。3'ブロック化
増幅オリゴヌクレオチドは、プロモーター配列を供給し、重合のための鋳型として働きう
る(「プロモータープロバイダー」と呼ばれる)。
【００４１】
　本明細書に用いられる場合、「プライマー」という用語は、核酸鎖に相補的であるプラ
イマー伸長産物の合成が誘導される条件下に(すなわち、ヌクレオチド、およびDNAポリメ
ラーゼのような誘導剤の存在下で、かつ適切な温度およびpHに)置かれた場合、合成の開
始点として働く能力がある、精製された制限酵素消化物においてのように自然発生したか
、または合成によって作製されたかを問わず、オリゴヌクレオチドを指す。プライマーは
、好ましくは、増幅における最大の効率のために一本鎖であるが、代わりに、二本鎖であ
ってもよい。二本鎖である場合には、プライマーは最初、伸長産物を調製するために用い
られる前にその鎖を分離するように処理される。好ましくは、プライマーはオリゴデオキ
シリボヌクレオチドである。プライマーは、誘導剤の存在下で伸長産物の合成をプライム
するのに十分、長くなければならない。プライマーの正確な長さは、温度、プライマーの
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源、および方法の用途を含む多くの因子に依存する。
【００４２】
　本明細書に用いられる場合、「プローブ」という用語は、対象となるもう一つのオリゴ
ヌクレオチドの少なくとも一部にハイブリダイズする能力がある、精製された制限酵素消
化物においてのように自然発生したか、または合成によって、組換え技術によって、もし
くはPCR増幅によって作製されたかを問わず、オリゴヌクレオチド(すなわち、ヌクレオチ
ドの配列)を指す。プローブは、一本鎖または二本鎖でありうる。プローブは、特定の遺
伝子配列の検出、同定、および単離に有用である。本発明に用いられる任意のプローブは
、限定されるわけではないが、酵素(例えば、ELISA、および酵素に基づいた組織化学的ア
ッセイ)、蛍光、放射性、および発光系を含む任意の検出系で検出可能であるように、任
意の「レポーター分子」で標識されることが企図される。本発明が何か特定の検出系また
は標識に限定されることは意図されない。
【００４３】
　「単離されたオリゴヌクレオチド」または「単離されたポリヌクレオチド」においての
ような、核酸に関して用いられる場合の「単離された」という用語は、それが通常、その
天然源において付随している少なくとも1つの成分または混入物から同定および分離され
ている核酸配列を指す。単離された核酸は、それが天然で見出されるそれとは異なる形ま
たは設定でそのように存在する。対照的に、単離されていない核酸は、それらが天然で存
在する状態で見出されるDNAおよびRNAのような核酸である。例えば、与えられたDNA配列(
例えば、遺伝子)は、隣接遺伝子に近接して宿主細胞染色体上に見出される；特定のタン
パク質をコードする特定のmRNA配列のようなRNA配列は、多数のタンパク質をコードする
多数の他のmRNAとの混合物として細胞に見出される。しかしながら、与えられたタンパク
質をコードする単離された核酸は、例として、核酸が天然細胞のとは異なる染色体位置に
ある、または別なふうに、天然で見出されるものとは異なる核酸配列に隣接している、与
えられたタンパク質を通常発現する細胞におけるそのような核酸を含む。単離された核酸
、オリゴヌクレオチド、またはポリヌクレオチドは、一本鎖または二本鎖の形で存在しう
る。単離された核酸、オリゴヌクレオチド、またはポリヌクレオチドが、タンパク質を発
現するために利用されることになっている場合、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオ
チドは、最低でもセンス鎖またはコード鎖を含むが(すなわち、オリゴヌクレオチドまた
はポリヌクレオチドは一本鎖でありうる)、センス鎖およびアンチセンス鎖の両方を含み
うる(すなわち、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは二本鎖でありうる)。
【００４４】
　本明細書に用いられる場合、「精製された」または「精製すること」という用語は、試
料からの成分(例えば、混入物)の除去を指す。例えば、抗体は、混入している非免疫グロ
ブリンタンパク質の除去により精製される；それらはまた、標的分子に結合しない免疫グ
ロブリンの除去により精製される。非免疫グロブリンタンパク質の除去および/または標
的分子に結合しない免疫グロブリンの除去は、結果として、試料における標的反応性免疫
グロブリンのパーセントの増加を生じる。もう一つの例において、組換えポリペプチドは
、細菌宿主細胞に発現し、ポリペプチドは、宿主細胞タンパク質の除去により精製される
；組換えポリペプチドのパーセントはそれにより、試料において増加する。
【００４５】
発明の詳細な説明
　本発明は、前立腺癌における再発性遺伝子融合の発見に基づいている。本発明は、遺伝
子融合を直接的にかまたは間接的にかのいずれかで検出またはターゲットする、診断方法
、研究方法、および治療方法を提供する。本発明はまた、診断、研究、および治療の目的
のための組成物を提供する。
【００４６】
I. 遺伝子融合
　本発明は、前立腺癌を示す再発性遺伝子融合を同定する。遺伝子融合は、アンドロゲン
制御遺伝子(ARG)およびETSファミリーメンバー遺伝子の染色体再配列の結果である。それ
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らの再発にも関わらず、ARGがETSファミリーメンバー遺伝子に融合する接合部は様々であ
る。遺伝子融合は、典型的には、ARGの転写制御領域由来の5'部分およびETSファミリーメ
ンバー遺伝子由来の3'部分を含む。再発性遺伝子融合は、前立腺癌についての診断マーカ
ーおよび臨床的標的としての用途をもつ。
【００４７】
A. アンドロゲン制御遺伝子
　アンドロゲンホルモンにより制御される遺伝子は、ヒト前立腺の正常な生理学的機能に
とって決定的重要性をもつ。それらはまた、前立腺癌腫の発生および進行に寄与する。認
められているARGには、限定されるわけではないが、以下が挙げられる：TMPRSS2；PSA；P
SMA；KLK2；SNRK；Seladin-1；およびFKBP51(Paoloni-Giacobino et al., Genomics 44:3
09 (1997); Velasco et al., Endocrinology 145(8):3913 (2004))。特に、TMPRSS2(NM_0
05656)は、他の正常なヒト組織と比較して前立腺上皮において高く発現していることが実
証されている(Lin et al., Cancer Research 59:4180 (1999))。TMPRSS2遺伝子は第21染
色体上に位置する。この遺伝子は、pterから41,750,797～41,801,948bpに位置する(合計5
1,151bp；マイナス鎖配向)。ヒトTMPRSS2タンパク質配列はGenBankアクセッション番号AA
C51784(Swiss Proteinアクセッション番号O15393)に、対応するcDNAはGenBankアクセッシ
ョン番号U75329に見出される(Paoloni-Giacobino, et al., Genomics 44:309 (1997)も参
照)。
【００４８】
　ARGの転写制御領域は、プロモーター領域を含む、ARGのコード領域または非コード領域
を含みうる。ARGのプロモーター領域はさらに、ARGのアンドロゲン応答エレメント(ARE)
を含みうる。特に、TMPRSS2についてのプロモーター領域が、GenBankアクセッション番号
AJ276404により提供される。
【００４９】
B. ETSファミリーメンバー遺伝子
　転写因子のETSファミリーは、遺伝子発現を調節する細胞内シグナル伝達経路を制御す
る。下流エフェクターとして、それらは、特定の標的遺伝子を活性化する、または抑制す
る。上流エフェクターとして、それらは、多数の成長因子受容体の空間的および時間的発
現に関与する。このファミリーのほぼ30個のメンバーが同定され、生理学的および病理学
的過程の幅広い範囲に関与している。これらには、限定されるわけではないが、以下が挙
げられる：ERG；ETV1(ER81)；FLI1；ETS1；ETS2；ELK1；ETV6(TEL1)；ETV7(TEL2)；GABP
α；ELF1；ETV4(E1AF; PEA3)；ETV5(ERM)；ERF；PEA3/E1AF；PU.1；ESE1/ESX；SAP1(ELK4
)；ETV3(METS)；EWS/FLI1；ESE1；ESE2(ELF5)；ESE3；PDEF；NET(ELK3; SAP2)；NERF(ELF
2)；およびFEV。例示的なETSファミリーメンバー遺伝子配列は図9に示されている。
【００５０】
　特に、ERG(NM_004449)は、他の正常なヒト組織と比較して前立腺上皮において高く発現
していることが実証されている。ERG遺伝子は第21染色体上に位置する。その遺伝子は、p
terから38,675,671～38,955,488塩基対に位置する。ERG遺伝子は合計279,817bp；マイナ
ス鎖配向である。対応するERG cDNAおよびタンパク質配列は、それぞれ、GenBankアクセ
ッション番号M17254およびGenBankアクセッション番号NP04440(Swiss Proteinアクセッシ
ョン番号P11308)で与えられている。
【００５１】
　ETV1遺伝子は第7染色体上に位置する(GenBankアクセッション番号NC_000007.11；NC_08
6703.11；およびNT_007819.15)。その遺伝子は、pterから13,708,330～13,803,555塩基対
に位置する。ETV1遺伝子は合計95,225bp、マイナス鎖配向である。対応するETV1 cDNAお
よびタンパク質配列は、それぞれ、GenBankアクセッション番号NM_004956およびGenBank
アクセッション番号NP_004947(Swiss Proteinアクセッション番号P50549)で与えられてい
る。
【００５２】
　ヒトETV4遺伝子は第14染色体上に位置する(GenBankアクセッション番号NC_000017.9；N
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T_010783.14；およびNT_086880.1)。その遺伝子は、pterから38,960,740～38,979,228塩
基対にある。ETV4遺伝子は合計18,488bp、マイナス鎖配向である。対応するETV4 cDNAお
よびタンパク質配列は、それぞれ、GenBankアクセッション番号NM_001986およびGenBank
アクセッション番号NP_01977(Swiss Proteinアクセッション番号P43268)で与えられてい
る。
【００５３】
C. ARG/ETS遺伝子融合
　上で記載されているように、本発明は、ARGのETSファミリーメンバー遺伝子への融合を
提供する。例示的な遺伝子融合配列は、図36に示されている。すべての関連する遺伝子(T
MPRSS2、ERG、ETV1、およびETV4)について、GenBank参照配列IDが提供され、エキソンは
、UCSCヒトゲノムの2004年5月のアセンブリ(May 2004 assembly of the UCSC Human Geno
me)を用いて整列している。すべての同定された融合について、図36は、TMPRSS2遺伝子の
始めから融合およびETSファミリーメンバー遺伝子のストップコドンまでの完全な配列を
提供する。公開されたバリアントのそれぞれについての寄託されたGenBank配列もまた提
供されている。いくつかのTMPRSS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1融合は、TMPRSS2およびETSフ
ァミリーメンバー遺伝子の限界点エキソンにより記載されている。例えば、TMPRSS2:ERGa
は、TMPRSS2のエキソン1をERGのエキソン4～11へ融合しているのだが、TMPRSS2:ERG(1,4)
として同定される。
【００５４】
　ARGのETSファミリーメンバー遺伝子への融合は、DNA、RNA、またはタンパク質として検
出できる。最初に、遺伝子融合は、ARGの転写制御領域由来の5'部分およびETSファミリー
メンバー遺伝子由来の3'部分を有するゲノムDNAの染色体再配列として検出できる。いっ
たん転写されたならば、遺伝子融合は、ARGの転写制御領域由来の5'部分およびETSファミ
リーメンバー遺伝子由来の3'部分を有するキメラmRNAとして検出できる。いったん翻訳さ
れたならば、遺伝子融合は、ARGの転写制御領域のETSファミリーメンバー遺伝子への融合
に起因するアミノ末端が切り詰められたETSファミリーメンバータンパク質；ARGの転写制
御領域由来のアミノ末端部分およびETSファミリーメンバー遺伝子由来のカルボキシ末端
部分を有するキメラタンパク質；または上方制御されているが、他の点では区別がつかな
い天然のETSファミリーメンバータンパク質として検出できる。切り詰められたETSファミ
リーメンバータンパク質およびキメラタンパク質は、アミノ酸配列、翻訳後プロセシング
、および/または二次、三次、もしくは四次構造においてそれらのそれぞれの天然タンパ
ク質と異なりうる。そのような違いは、存在するならば、遺伝子融合の存在を同定するた
めに用いられうる。検出の特定の方法は下により詳細に記載されている。
【００５５】
　ある特定の遺伝子融合は、前立腺癌において他のものより多く見られる。本発明は、前
立腺癌の50～80%をTMPRSS2のERG、ETV1、ETV4、またはFLI1との再発性遺伝子融合を有す
ると同定している。それらのうち、50～70%はTMPRSS2-ERGであって、その50%～60%が第21
染色体上のTMPRSS2座とERG座の間の遺伝的情報の欠失に起因し(下により詳細に記載され
ている)、5～10%はTMPRSS2-ETV1であり、1～2%はTMPRSS2-ETV4であり、1～2%はTMPRSS2-F
LI1である。
【００５６】
　本発明の開発の経過中に行われた実験は、ある特定の融合遺伝子が融合転写産物を発現
するが、他のものは機能的転写産物を発現しないことを示した(Tomlins et al., Science
, 310:644-648 (2005); Tomlins et al., Cancer Research 66:3396-3400 (2006))。
【００５７】
　本発明の開発の経過中に行われたさらなる実験は、染色体21q22.2-3上のTMPRSS2とERG
の間に位置する有意なゲノム欠失を同定した。欠失は、TMPRSS2:ERG融合陽性PCA試料に見
られた。欠失は、コンセンサス領域に現れているが、この領域内で可変性を示す。Paris
らによる以前に発表された研究(Hum. Mol. Genet. 13:1303-13(2004))において、CGH分析
は、TMPRSS2から6kbセントロメア側であるCTD-2103O7 BACにおける欠失を検出した。これ
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らの欠失は、臨床的に局在したPCA試料の12.5%(9/27)に、および転移性PCA試料の33%(5/1
5)に観察された。これらの結果は、最新研究からのSNPアレイデータを支持し、どちらのP
CA欠失も進行と共により多く見られるようになること、または欠失がより急速に進行する
傾向にあるPCAにおいてより頻繁に同定されることを示唆する。TMPRSS2:ERG再配列の顕著
な腫瘍内均一性を考慮すれば、これらの分子サブタイプが異なる疾患進行特性と関連して
いる可能性がより高い。
【００５８】
　49.2%がERGの再配列を含む118個の臨床的に局在したPCA症例が評価された。イントロン
の欠失が、これらのTMPRSS2:ERG融合陽性症例の60.3%に観察された。ERGの著しい過剰発
現をもつほとんどすべてのPCA試料は、再配列を有し、過剰発現は、再配列とほぼ同じ数
の症例において生じている。Oncomine、公的に利用可能な遺伝子発現データの一覧、を用
いて、共通の欠失部位の領域に位置する4個の有意に下方制御された遺伝子が同定された(
図16)。
【００５９】
　本発明は特定の機構に限定されない。実際、機構の理解は、本発明を実施するのに必要
ではない。とはいえ、結果は、全PCAの半分近くがTMPRSS2:ERG再配列によって定義されう
ることを示唆している。これらの腫瘍の大多数は、オリゴヌクレオチドSNPアレイゲノム
分析によればサイズが可変性である、イントロンの欠失を示す。しかしながら、およそ30
～40%は欠失を示さず、従って、TMRPSS2およびERGの平衡転座を含む可能性があった。こ
の欠失の程度における可変性は、CMLについて観察されているように、疾患進行と関連し
ている可能性がある。最新の研究は、腫瘍病期およびリンパ節状態との有意な臨床的関連
を同定した。欠失を含むTMPRSS2:ERG再配列された腫瘍はまた、PSA生化学的不全のより高
い率への傾向を示した。
【００６０】
　本発明の開発の経過中に行われたさらなる実験は、長期追跡調査で初期前立腺癌の静観
コホートにおけるTMPRSS2:ERG遺伝子融合の存在に基づく転移または前立腺癌特異的死を
生じるリスクを探究した。TMPRSS2:ERG遺伝子融合の頻度は92個の症例を用いて評価され
た。この集団ベースのコホートにおけるTMPRSS2:ERG遺伝子融合の頻度は、15.2%(14/92)
であり、2つの病院ベースのコホートで観察された50%頻度より低かった。本発明は特定の
機構に限定されない。実際、機構の理解は、本発明を実施するのに必要ではない。とはい
え、TMPRSS2:ERG遺伝子融合前立腺癌におけるこの違いは、民族および人種の遺伝的違い
による可能性がある。これらの違いはまた、他の非集団ベースの研究と比較した、この静
観コホートにおける高悪性度症例のより低いパーセンテージによって説明されうる。
【００６１】
　TMPRSS2:ERG遺伝子融合と遠隔転移および前立腺癌特異的死の発生との間の有意な関連
が観察され、3.6の累積発生率(P=0.004、95%信頼区間＝1.5～8.9)であった。これらのデ
ータは、TMPRSS2:ERG遺伝子融合前立腺癌がより攻撃的な表現型をもつことを示唆してい
る。さらなる実験は、TMPRSS2:ERG遺伝子融合におけるゲノム欠失が進行性および/または
転移性前立腺癌と相関することを示した(例えば、実施例5参照)。
【００６２】
　本発明はまた、アンドロゲンが、TMPRSS2:ERG陽性細胞系において、おそらくAREを通し
て、ERGの過剰発現を誘導できることを実証している。本発明は特定の機構に限定されな
い。実際、機構の理解は、本発明を実施するのに必要ではない。とはいえ、集合的に、結
果は、TMPRSS2の上流のAREを通してのETSファミリー活性の調節不全が前立腺癌発生を促
進しうることを示唆している。
【００６３】
　遺伝子融合発現の存在、分子サブタイプ、または量は疾患の病期、攻撃性、または進行
と相関することが予想される。ETSファミリーメンバー遺伝子を含む類似した再発性遺伝
子融合は他の上皮癌に起こることがさらに予想される。
【００６４】
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II. 抗体
　本発明の遺伝子融合タンパク質は、それらの断片、誘導体、および類似体を含めて、下
記の診断方法、研究方法、および治療方法において用途をもつ抗体を産生するための免疫
原として用いられうる。抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、キメラ、ヒト化、一
本鎖、またはFab断片でありうる。当業者に公知の様々な手順が、そのような抗体および
断片の作製ならびに標識に用いられうる。例えば、Burns, ed., Immunochemical Protoco
ls, 3rd ed., Humana Press (2005); Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manu
al, Cold Spring Harbor Laboratory (1988); Kozbor et al., Immunology Today 4:72 (
1983); Kohler and Milstein, Nature 256:495 (1975)を参照。切り詰められたETSファミ
リーメンバータンパク質またはキメラタンパク質とそれらのそれぞれの天然タンパク質の
間の違いを利用する抗体または断片が特に好ましい。
【００６５】
III. 診断適用
　本発明は、遺伝子融合を直接的にかまたは間接的にかのいずれかで検出する、DNA、RNA
、およびタンパク質に基づいた診断方法を提供する。本発明はまた、診断目的での組成物
およびキットを提供する。
【００６６】
　本発明の診断方法は、定性的または定量的でありうる。定量的診断方法は、例えば、カ
ットオフまたは閾値により緩慢性癌と攻撃的癌の間を識別するために、用いられうる。適
用可能な場合、定性的または定量的診断方法はまた、標的、シグナル、または媒介物の増
幅を含みうる(例えば、ユニバーサルプライマー)。
【００６７】
　最初のアッセイは、遺伝子融合の存在を確認しうるが、特定の融合を同定しない。第二
のアッセイは、その後、必要に応じて、特定の融合のアイデンティティを決定するために
行われる。第二アッセイは最初のアッセイとは異なる検出テクノロジーを用いうる。
【００６８】
　本発明の遺伝子融合は、多重またはパネル形式で他のマーカーと共に検出されうる。マ
ーカーは、単独または遺伝子融合と組み合わせてのそれらの予測値について選択される。
例示的な前立腺癌マーカーには、限定されるわけではないが、以下が挙げられる：AMACR/
P504S(米国特許第6,262,245号)；PCA3(米国特許第7,008,765号)；PCGEM1(米国特許第6,82
8,429号)；タンパク質/P501S、P503S、P504S、P509S、P510S、前立腺/P703P、P710P(米国
公開特許第20030185830号)；ならびに米国特許第5,854,206号および第6,034,218号および
米国公開特許第20030175736号に開示されたもの、それぞれの特許は全体として参照によ
り本明細書に組み入れられている。他の癌、疾患、感染症、および代謝状態についてのマ
ーカーもまた、多重またはパネル形式における包含として企図される。
【００６９】
　本発明の診断方法はまた、疾患の病期、攻撃性、もしくは進行、または転移の存在もし
くはリスクと特定の遺伝子融合を相関させるデータを参照して改変されうる。究極的には
、本発明の方法により提供される情報は、医師が特定の患者について最善の処置方法を選
択するのを援助する。
【００７０】
A. 試料
　遺伝子融合を含むのではないかと疑われる任意の患者試料が、本発明の方法に従って試
験されうる。非限定的例として、試料は、組織(例えば、前立腺生検試料、または前立腺
摘除術により得られる組織試料)、血液、尿、精液、前立腺分泌物、またはそれらの画分(
例えば、血漿、血清、尿上清、尿細胞ペレット、または前立腺細胞)でありうる。尿試料
は、好ましくは、前立腺由来の前立腺細胞を尿路へ流れさせる、細心の直腸指診(DRE)直
後に収集される。
【００７１】
　患者試料は、典型的には、遺伝子融合もしくは遺伝子融合を含む細胞を単離する、また
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は遺伝子融合もしくは遺伝子融合を含む細胞について試料を濃縮するように設計された予
備処理を必要とする。限定されるわけではないが、以下を含む、当業者に公知の様々な技
術がこの目的のために用いられうる：遠心分離；免疫捕獲；細胞溶解；および核酸標的捕
獲(例えば、全体として参照により本明細書に組み入れられる、欧州特許第1 409 727号を
参照)。
【００７２】
B. DNAおよびRNA検出
　本発明の遺伝子融合は、限定されるわけではないが、以下を含む当業者に公知の様々な
核酸技術を用いてゲノムDNAまたはキメラmRNAの染色体再配列として検出されうる：核酸
シーケンシング；核酸ハイブリダイゼーション；および核酸増幅。
【００７３】
1. シーケンシング
　核酸シーケンシング技術の例証となる非限定的例には、限定されるわけではないが、チ
ェーンターミネーター(サンガー)シーケンシングおよびダイターミネーターシーケンシン
グが挙げられる。当業者は、RNAは細胞においてより安定性が低く、ヌクレアーゼ攻撃を
より受けやすいため、実験的には、RNAは通常、シーケンシングの前にDNAへ逆転写される
。
【００７４】
　チェーンターミネーターシーケンシングは、修飾ヌクレオチド基質を用いるDNA合成反
応の配列特異的停止を用いる。伸長は、鋳型DNA上の特定の部位で、その領域における鋳
型に相補的な短い放射性、または他の標識の、オリゴヌクレオチドプライマーを用いるこ
とにより開始される。オリゴヌクレオチドプライマーは、DNAポリメラーゼ、標準の4つの
デオキシヌクレオチド塩基、および低濃度の1つの連鎖停止ヌクレオチド、最も一般的に
はジデオキシヌクレオチド、を用いて伸長される。この反応は、4つの別々のチューブに
おいて、塩基のそれぞれが交代でジデオキシヌクレオチドとなって、繰り返される。DNA
ポリメラーゼによる連鎖停止ヌクレオチドの制限された取り込みは、結果として、その特
定のジデオキシヌクレオチドが用いられている位置においてのみ停止される一連の関連DN
A断片を生じる。各反応チューブについて、断片が、スラブポリアクリルアミドゲルまた
は粘性ポリマーで充填されたキャピラリーチューブにおける電気泳動によりサイズ分離さ
れる。配列は、ゲルの上端から下端まで走査する時、どのレーンが標識プライマーからの
可視化マークを生じるかを読み取ることにより決定される。
【００７５】
　ダイターミネーターシーケンシングは、代わりに、ターミネーターを標識する。完全な
シーケンシングは、ジデオキシヌクレオチドチェーンターミネーターのそれぞれを、異な
る波長で蛍光を発する別々の蛍光色素で標識することにより単一反応で行われうる。
【００７６】
2. ハイブリダイゼーション
　核酸ハイブリダイゼーション技術の例証となる非限定的例には、限定されるわけではな
いが、インサイチューハイブリダイゼーション(ISH)、マイクロアレイ、およびサザンま
たはノーザンブロットが挙げられる。
【００７７】
　インサイチューハイブリダイゼーション(ISH)は、組織(インサイチュー)の一部もしく
は切片、または組織が十分小さい場合には、組織全体(ホールマウントISH)において特定
のDNAまたはRNA配列の位置を特定するために標識相補的DNAまたはRNA鎖を用いるハイブリ
ダイゼーションの一種である。DNA ISHは、染色体の構造を決定するために用いられうる
。RNA ISHは、組織切片またはホールマウント内でmRNAおよび他の転写産物を測定し、位
置を特定するために用いられる。試料細胞および組織は、通常、標的転写産物を所定の場
所に固定するために、およびプローブの接近を増加させるために、処理される。プローブ
は、高温で標的配列にハイブリダイズし、その後、過剰プローブは洗い流される。放射性
標識、蛍光標識、または抗原標識のいずれかの塩基で標識されたプローブは、それぞれ、
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オートラジオグラフィー、蛍光顕微鏡法、または免疫組織化学法のいずれかを用いて、組
織において位置特定化および定量化される。ISHはまた、同時に2つまたはそれ以上の転写
産物を検出するために、放射性または他の非放射性標識で標識された2つまたはそれ以上
のプローブを用いることができる。
【００７８】
2.1 FISH
　いくつかの態様において、融合配列は、蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(F
ISH)を用いて検出される。本発明のための好ましいFISHアッセイは、細菌人工染色体(BAC
)を利用する。これらは、ヒトゲノムシーケンシングプロジェクトにおいて広範に用いら
れており(Nature 409:953-958 (2001)参照)、多くの情報源、例えば、NCBI、を通して位
置づけられうる特定のBACを含むクローンは、配給業者を通して入手できる。ヒトゲノム
由来の各BACクローンは、明確にそれを同定する参照名が与えられている。これらの名前
は、対応するGenBank配列を見つけるために、および配給業者にクローンのコピーを注文
するために用いられうる。
【００７９】
　いくつかの態様において、検出アッセイは、ETV1についてのプローブ(例えば、bac RP1
1-692L4)、c-ERG:t-ERG分裂についての1セットのプローブ(例えば、bac RP11-24A11およ
びt-ERGについてのプローブとしてRP11-372O17またはRP11-137J13)を利用するFISHアッセ
イである。他の態様において、FISHアッセイは、ETV1欠失または増幅について1セットの
プローブで試験することにより行われ、一方のプローブはETV1座にまたがる(例えば、bac
 RP11-692L4)、かつ他方のプローブは第7染色体にハイブリダイズする(例えば、その染色
体のセントロメア上のプローブ)。なおさらなる態様において、方法は、ERG欠失または増
幅について1セットのプローブ、ERG座にまたがる1つ(例えば、bac RP11-476D17)および第
21染色体上の1つの参照プローブ(例えば、PR11-32L6；RP11-752M23；RP11-1107H21；RP11
-639A7；またはRP11-1077M21)、で試験することにより行われる。さらに他の態様におい
て、方法は、TMPRSS2欠失/増幅について1セットのプローブ、TMPRSS2(例えばRP11-121A5;
RP11-120C17;PR11-814F13;またはRR11-535H11)座にまたがる1つおよび第21染色体上の1つ
の参照プローブ(例えば、PR11-32L6；RP11-752M23；RP11-1107H21；RP11-639A7；またはR
P11-1077M21)、で試験することにより行われる。いくつかの態様において、方法はさらに
、限定されるわけではないが、RP11-121A5；RP11-120C17；PR11-814F13；およびRR11-535
H11を含む群より選択されるプローブを用いるハイブリダイゼーションを含む。
【００８０】
　本発明はさらに、ヒト前立腺細胞、ヒト前立腺組織上で、または該ヒト前立腺細胞もし
くはヒト前立腺組織を囲む体液上でFISHアッセイを行う方法を提供する。いくつかの態様
において、アッセイは、限定されるわけではないが、RP11-372O17；RP11-137J13；RP11-6
92L4；RP11-476D17；PR11-32L6；RP11-752M23；RP11-1107H21；RP11-639A7；RP11-1077M2
1；RP11-121A5；RP11-120C17；PR11-814F13；およびRR11-535H11を含む群より選択される
プローブを利用するハイブリダイゼーション段階を含む。
【００８１】
　本発明に関する再配列を検出するためのFISHプロトコールに用いられうる特定のBACク
ローンは以下のとおりである：
・ETV1-TMPRSS2融合について試験するために、ETV1にまたがる1つのプローブおよびTMPRS
S2座にまたがる1つが用いられうる：
ETV1についてのBAC：RP11-692L4
TMPRSS2についてのBAC：RP11-121A5、(RP11-120C17、PR11-814F13、RR11-535H11)
・ERG転座をc-ERG:t-ERG分裂についてのセットのプローブで試験すること：
c-ERGについてのBAC：RP11-24A11
t-ERGについてのBAC：RP11-372O17、RP11-137J13
・ETV1欠失/増幅をセットのプローブ、ETV1座にまたがる1つおよび第7染色体上の1つの参
照プローブ、で試験すること：
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・ERG欠失/増幅をセットのプローブ、ERG座にまたがる1つおよび第21染色体上の1つの参
照プローブ、で試験すること：
ERGについてのBAC：RP11-476D17
第21染色体上の参照プローブについてのBAC：＊

・TMPRSS2欠失/増幅をセットのプローブ、TMPRSS2座にまたがる1つおよび第21染色体上の
1つの参照プローブ、で試験すること：
TMPRSS2についてのBAC：RP11-121A5、(RP11-120C17、PR11-814F13、RR11-535H11)
第21染色体上の参照プローブについてのBAC：PR11-32L6、RP11-752M23、RP11-1107H21、R
P11-639A7、(RP11-1077M21)。
【００８２】
　TMPRSS2とERGの間の融合を結果として生じる欠失突然変異を検出するための最も好まし
いプローブは、RP11-24A11およびRP11-137J13である。これらのプローブまたは上記のも
のは、適切な蛍光または他のマーカーで標識され、その後、ハイブリダイゼーションに用
いられる。本明細書に提供された実施例セクションは、欠失を測定するために効果的であ
る1つの特定のプロトコールを示すが、当業者は、このアッセイの多くのバリエーション
が等しく十分に用いられうることを認識していると思われる。特定のプロトコールは当技
術分野において周知であり、本発明に容易に適応しうる。方法に関する手引きは、以下を
含む多くの参照文献から得られうる：In situ Hybridization: Medical Applications (e
ds. G.R. Coulton and J. de Belleroche), Kluwer Academic Publishers, Boston (1992
); In situ Hybridization: In Neurobiology; Advances in Methodology (eds. J.H. Eb
erwine, K.L. Valentino, and J.D. Barchas), Oxford University Press Inc., England
 (1994); In situ Hybridization: A Practical Approach (ed. D.G. Wilkinson), Oxfor
d University Press Inc., England (1992); Kuo, et al., Am. J. Hum. Genet. 49:112-
119 (1991); Klinger, et al., Am. J. Hum. Genet. 51:55-65 (1992);およびWard, et a
l., Am. J. Hum. Genet. 52:854-865 (1993)。市販されているキット、およびFISHアッセ
イを行うためのプロトコールを提供するキットもある(例えば、Oncor, Inc., Gaithersbu
rg, MDから入手できる)。方法に関する手引きを提供する特許には、米国特許第5,225,326
号；第5,545,524号；第6,121,489号；および第6,573,043号が挙げられる。これらの参照
文献のすべては、全体として参照により本明細書に組み入れられ、当技術分野における類
似した参照文献、および本明細書における実施例セクションに提供された情報と共に、特
定の実験室にとって都合の良い手順の段階を確立するために用いられうる。
【００８３】
　下の表13は、FISHプローブとして使用を見出す追加のBACクローンを示す。
【００８４】
　（表１３）
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【００８５】
2.2 マイクロアレイ
　異なる種類の生物学的アッセイはマイクロアレイと呼ばれ、限定されるわけではないが
、以下が挙げられる：DNAマイクロアレイ(例えば、cDNAマイクロアレイおよびオリゴヌク
レオチドマイクロアレイ)；タンパク質マイクロアレイ；組織マイクロアレイ；トランス
フェクションまたは細胞マイクロアレイ；化合物マイクロアレイ；および抗体マイクロア
レイ。遺伝子チップ、DNAチップ、またはバイオチップとして一般的に知られているDNAマ
イクロアレイは、発現プロファイリング、または数千個の遺伝子についての発現レベルを
同時にモニターすることを目的としてアレイを形成する固体表面(例えばガラス、プラス
チック、またはシリコンチップ)へ付着した微視的DNAスポットの収集物である。貼り付け
られたDNAセグメントはプローブとして知られ、その数千個が単一のDNAマイクロアレイに
用いられうる。マイクロアレイは、疾患細胞および正常細胞における遺伝子発現を比較す
ることにより疾患遺伝子を同定するために用いられうる。マイクロアレイは、限定される
わけではないが、以下を含む様々なテクノロジーを用いて組み立てられうる：鋭く尖った
ピンでのスライドグラス上へのプリンティング；あらかじめ作製されたマスクを用いるフ
ォトリソグラフィー；動的マイクロミラーデバイスを用いるフォトリソグラフィー；イン
クジェットプリンティング；または微小電極アレイ上の電気化学。
【００８６】
　サザンおよびノーザンブロッティングは、それぞれ、特定のDNAまたはRNA配列を検出す
るために用いられる。試料から抽出されたDNAまたはRNAを断片化し、マトリックスゲル上
で電気泳動的に分離し、膜フィルターへ転写する。フィルターに結合したDNAまたはRNAを
、対象となる配列と相補的な標識プローブとのハイブリダイゼーションに供する。フィル
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ターに結合した、ハイブリダイズされたプローブを検出する。手順の変形は逆ノーザンブ
ロットであり、膜に貼り付いている基質核酸が、単離されたDNA断片の収集物であり、プ
ローブが組織から抽出され、標識されたRNAである。
【００８７】
3. 増幅
　ゲノムDNAおよびキメラmRNAの染色体再配列は、検出の前に、または検出と同時に増幅
されうる。核酸増幅技術の例証となる非限定的な例には、限定されるわけではないが、ポ
リメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)、転写介在増幅(TMA)、
リガーゼ連鎖反応(LCR)、鎖置換増幅(SDA)、および核酸配列に基づいた増幅(NASBA)が挙
げられる。当業者は、ある特定の増幅技術(例えば、PCR)はRNAが増幅の前にDNAに逆転写
されることを必要とするが(例えば、RT-PCR)、他の増幅技術はRNAを直接的に増幅する(例
えば、TMAおよびNASBA)ことを認識していると思われる。
【００８８】
　一般的にPCRと呼ばれるポリメラーゼ連鎖反応(その全体が参照により本明細書に組み入
れられる、米国特許第4,683,195号、第4,683,202号、第4,800,159号、および第4,965,188
号)は、標的核酸配列のコピー数を指数関数的に増加させるために、変性、プライマー対
の逆鎖へのアニーリング、およびプライマー伸長の複数サイクルを用いる。RT-PCRと呼ば
れるバリエーションにおいて、逆転写酵素(RT)がmRNAから相補DNA(cDNA)を生成するため
に用いられ、その後、cDNAはPCRにより増幅され、DNAの複数コピーを生じる。PCRの他の
様々な置換について、例えば、米国特許第4,683,195号、第4,683,202号、および第4,800,
159号；Mullis et al., Meth. Enzymol. 155:335 (1987)；およびMurakawa et al., DNA 
7:287 (1988)(それぞれ、全体として参照により本明細書に組み入れられている)を参照。
【００８９】
　一般的にTMAと呼ばれる転写介在増幅(例えば、米国特許第5,480,784号および第5,399,4
91号、それぞれは全体として参照により本明細書に組み入れられている)は、標的配列の
複数のRNAコピーが自己触媒的に追加のコピーを生成する実質的に一定の温度、イオン強
度、およびpHの条件下で、標的核酸配列の複数コピーを自己触媒的に合成する。例えば、
米国特許第5,399,491号および第5,824,518号(それぞれは全体として参照により本明細書
に組み入れられている)を参照。米国公開特許第20060046265号(全体として参照により本
明細書に組み入れられている)に記載されたバリエーションにおいて、TMAは、任意で、TM
A方法感度および精度を向上させるために遮断成分、停止成分、および他の変更成分の使
用を組み入れる。
【００９０】
　一般的にLCRと呼ばれるリガーゼ連鎖反応(全体として参照により本明細書に組み入れら
れている、Weiss, R., Science 254:1292 (1991))は、標的核酸の隣接領域にハイブリダ
イズする2セットの相補的なDNAオリゴヌクレオチドを用いる。DNAオリゴヌクレオチドは
、熱変性、ハイブリダイゼーション、およびライゲーションの反復サイクルにおいて、DN
Aリガーゼにより共有結合し、検出可能な二本鎖のライゲーションされたオリゴヌクレオ
チド産物を生じる。
【００９１】
　一般的にSDAと呼ばれる鎖置換増幅(Walker, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
89:392-396 (1992);米国特許第5,270,184号および第5,455,166号、それぞれは全体として
参照により本明細書に組み入れられている)は、対のプライマー配列を標的配列の逆鎖へ
アニールすること、二重鎖ヘミホスホロチオネート化プライマー伸長産物を生じうるdNTP
αSの存在下におけるプライマー伸長、半修飾化制限エンドヌクレアーゼ認識部位のエン
ドヌクレアーゼ媒介性ニッキング、ならびに存在する鎖を置換し、プライマーアニーリン
グ、ニッキング、および鎖置換の次のラウンドのための鎖を生じ、結果として、産物の幾
何級数的な増幅を生じるためのニックの3'末端からのポリメラーゼ媒介性プライマー伸長
のサイクルを用いる。好熱性SDA(tSDA)は、本質的に同じ方法においてより高い温度で好
熱性エンドヌクレアーゼおよびポリメラーゼを用いる(欧州特許第0 684 315号)。
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【００９２】
　他の増幅方法には、例えば、以下が挙げられる：一般的にNASBAと呼ばれる、核酸配列
に基づいた増幅(全体として参照により本明細書に組み入れられている、米国特許第5,130
,238号)；一般的にQβレプリカーゼと呼ばれる、プローブ分子自身を増幅するためにRNA
レプリカーゼを用いるもの(全体として参照により本明細書に組み入れられている、Lizar
di et al., BioTechnol. 6:1197 (1988))；転写に基づいた増幅方法(Kwoh et al., Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 86:1173 (1989))；および自律的配列複製(Guatelli et al., Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874 (1990)、それぞれは全体として参照により本明細書に
組み入れられている)。公知の増幅方法のさらなる考察について、Persing, David H., 「
In Vitro Nucleic Acid Amplification Techniques」, Diagnostic Medical Microbiolog
y: Principles and Applications (Persing et al., Eds.), pp. 51-87 (American Socie
ty for Microbiology, Washington, DC (1993))を参照。
【００９３】
4. 検出方法
　増幅されていない、または増幅された遺伝子融合核酸は、任意の通常の手段により検出
されうる。例えば、遺伝子融合は、検出可能に標識されたプローブとのハイブリダイゼー
ションおよびその結果生じるハイブリッドの測定により検出されうる。検出方法の例証と
なる非限定的例は下に記載されている。
【００９４】
　一つの例証となる検出方法、ハイブリダイゼーションプロテクションアッセイ(HPA)は
、化学発光オリゴヌクレオチドプローブ(例えば、アクリジニウムエステル標識(AE)プロ
ーブ)を標的配列にハイブリダイズする段階、ハイブリダイズされていないプローブ上に
存在する化学発光標識を選択的に加水分解する段階、および照度計において残りのプロー
ブから生じる化学発光を測定する段階を含む。例えば、米国特許第5,283,174号およびNor
man C. Nelson et al., Nonisotopic Probing, Blotting and Sequencing, ch. 17 (Larr
y J. Kricka ed., 2d ed. 1995)を参照(それぞれは全体として参照により本明細書に組み
入れられている)。
【００９５】
　もう一つの例証的な検出方法は、リアルタイムでの増幅過程の定量的評価を提供する。
「リアルタイム」での増幅過程の評価は、増幅反応中に連続的にかまたは定期的にかのい
ずれかで反応混合物における単位複製配列の量を測定する段階、および測定された値を用
いて、試料に最初に存在した標的配列の量を計算する段階を含む。リアルタイム増幅に基
づいた、試料に存在する最初の標的配列の量を測定するための様々な方法は当技術分野に
おいて周知である。これらには、米国特許第6,303,305号および第6,541,205号(それぞれ
は全体として参照により本明細書に組み入れられている)に開示された方法が挙げられる
。試料に最初に存在する標的配列の量を測定するための方法であるが、リアルタイム増幅
に基づいていないもう一つの方法は、全体として参照により本明細書に組み入れられてい
る、米国特許第5,710,029号に開示されている。
【００９６】
　増幅産物は、大多数がステム-ループ構造を有する様々な自己ハイブリダイズ性プロー
ブの使用を通してリアルタイムに検出されうる。そのような自己ハイブリダイズ性プロー
ブは、プローブが自己ハイブリダイズした状態であるか、または標的配列へのハイブリダ
イゼーションによって変化した状態かに依存して、それらが異なって検出できるシグナル
を放射するように標識される。非限定的例として、「分子トーチ」は、連結領域(例えば
非ヌクレオチドリンカー)により接続され、かつ所定のハイブリダイゼーションアッセイ
条件下でお互いにハイブリダイズする、自己相補性の別個の領域(「標的結合ドメイン」
および「標的閉鎖ドメイン」と呼ばれる)を含む一種の自己ハイブリダイズ性プローブで
ある。好ましい態様において、分子トーチは、長さが1塩基から約20塩基までである、標
的結合ドメインにおいて一本鎖塩基領域を含み、鎖置換条件下で増幅反応物に存在する標
的配列へのハイブリダイゼーションにとって接近しやすい。鎖置換条件下で、分子トーチ
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の、完全または部分的に相補的でありうる2つの相補的領域のハイブリダイゼーションは
、標的結合ドメインに存在する一本鎖領域に結合して標的閉鎖ドメインの全部または一部
を置換する標的配列の存在下を除いては、支持される。分子トーチの標的結合ドメインお
よび標的閉鎖ドメインは、検出可能な標識、または分子トーチが自己ハイブリダイズした
場合、分子トーチが標的配列にハイブリダイズした場合とは異なるシグナルが生じ、それ
により、ハイブリダイズされていない分子トーチの存在下で試験試料においてプローブ：
標的二重鎖の検出を可能にするように位置したペアの相互作用性標識(例えば、発光/消光
剤)を含む。分子トーチおよび相互作用性標識ペアの様々な型は、全体として参照により
本明細書に組み入れられている、米国特許第6,534,274号に開示されている。
【００９７】
　自己相補性を有する検出プローブのもう一つの例は、「分子ビーコン」である。分子ビ
ーコンは、標的相補性配列を有する核酸分子、増幅反応物に存在する標的配列の非存在下
においてプローブを閉鎖型立体構造に保持する親和性ペア(または核酸アーム)、およびプ
ローブが閉鎖型立体構造である場合に相互作用する標識ペアを含む。標的配列および標的
相補性配列のハイブリダイゼーションは、親和性ペアのメンバーを分離させ、それにより
、プローブを開放型立体構造へシフトする。開放型立体構造へのシフトは、例えば、フル
オロフォアおよび消光剤(例えば、DABCYLおよびEDANS)でありうる、標識ペアの相互作用
の低下により検出できる。分子ビーコンは、全体として参照により本明細書に組み入れら
れている、米国特許第5,925,517号および第6,150,097号に開示されている。
【００９８】
　他の自己ハイブリダイズ性プローブは当業者に周知である。非限定的例として、米国特
許第5,928,862号(全体として参照により本明細書に組み入れられている)に開示されたも
ののような相互作用標識を有するプローブ結合ペアは、本発明で用いるのに適応しうる。
一塩基多型(SNPs)を検出するために用いられるプローブ系もまた、本発明に利用されうる
。さらなる検出系には、全体として参照により本明細書に組み入れられている米国公開特
許第20050042638に開示されているような、「分子スイッチ」が挙げられる。インターカ
レート性色素および/または蛍光色素を含むもののような他のプローブもまた、本発明に
おいて増幅産物の検出に有用である。例えば、米国特許第5,814,447号(全体として参照に
より本明細書に組み入れられている)を参照。
【００９９】
C. タンパク質検出
　本発明の遺伝子融合は、限定されるわけではないが、以下を含む当業者に公知の様々な
タンパク質技術を用いて、切り詰められたETSファミリーメンバータンパク質またはキメ
ラタンパク質として検出されうる：タンパク質シーケンシング；およびイムノアッセイ。
【０１００】
1. シーケンシング
　タンパク質シーケンシング技術の例証となる非限定的例には、限定されるわけではない
が、質量分析およびエドマン分解が挙げられる。
【０１０１】
　質量分析は、原理上は、任意のサイズのタンパク質をシーケンシングするが、計算的に
はサイズが増加するにつれてより困難になる。タンパク質はエンドプロテアーゼにより消
化され、結果として生じる溶液は、高圧液体クロマトグラフィーカラムに通過させる。こ
のカラムの終端において、溶液は、狭いノズルから出て、高陽電位に荷電して、質量分析
計へスプレーされる。液滴上の電荷は、単一イオンのみが残るまでそれらを断片化させる
。ペプチドは、その後、断片化され、断片の質量-電荷比が測定される。質量スペクトル
は、コンピューターにより分析され、しばしば、断片の配列を決定するために以前にシー
ケンシングされたタンパク質のデータベースに対して比較される。その後、その過程は、
異なる消化酵素で繰り返され、配列における重複はタンパク質についての配列を構築する
ために用いられる。
【０１０２】
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　エドマン分解反応において、シーケンシングされるべきペプチドは固体表面(例えば、
ポリブレンでコーティングされたガラス繊維)上へ吸着される。デドマン試薬、フェニル
イソチオシアネート(PTC)が、吸着されたペプチドへ12%トリメチルアミンの弱塩基性の緩
衝溶液と共に添加され、N末端アミノ酸のアミン基と反応する。末端アミノ酸誘導体は、
その後、無水酸の添加により選択的に切り離されうる。誘導体は異性体になって、置換フ
ェニルチオヒダントインを生じるが、それは洗い出されて、クロマトグラフィーにより同
定されることができ、そのサイクルが繰り返されうる。各段階の効率は、約98%であり、
約50個のアミノ酸が信頼性を以て決定されるのを可能にする。
【０１０３】
2. イムノアッセイ
　イムノアッセイの例証となる非限定的例には、限定されるわけではないが、以下が挙げ
られる：免疫沈降；ウェスタンブロット；ELISA；免疫組織化学；免疫細胞化学；フロー
サイトメトリー；およびイムノPCR。当業者に公知の様々な技術を用いて検出可能に標識
された(例えば、比色性、蛍光性、化学発光性、または放射性)ポリクローナルまたはモノ
クローナル抗体がイムノアッセイで用いるのに適している。
【０１０４】
　免疫沈降は、抗原を、その抗原に特異的な抗体を用いて溶液から沈降させる技術である
。その方法は、細胞抽出物に存在するタンパク質複合体を、複合体中にあると考えられる
タンパク質を標的にすることにより、用いられうる。複合体は、プロテインAおよびプロ
テインGのような最初は細菌から単離された不溶性抗体結合性タンパク質により溶液から
引き出される。抗体はまた、溶液から外へ容易に単離されうるセファロースビーズと結合
しうる。洗浄後、沈殿物は、質量分析、ウェスタンブロッティング、または複合体中の成
分を同定するための他の方法のいくつでも用いて分析されうる。
【０１０５】
　ウェスタンブロットまたはイムノブロットは、組織ホモジネートまたは抽出物の与えら
れた試料においてタンパク質を検出するための方法である。それは、質量により変性タン
パク質を分離するためにゲル電気泳動を用いる。タンパク質はその後、ゲルから、典型的
にはポリビニルジフルオリドまたはニトロセルロース膜上へ転写され、そこで、それらは
対象となるタンパク質に特異的な抗体を用いて探索される。結果として、研究者は、与え
られた試料においてタンパク質の量を調べ、いくつかの群間でレベルを比較することがで
きる。
【０１０６】
　酵素結合免疫吸着アッセイの省略形のELISAは、試料において抗体または抗原の存在を
検出するための生化学的技術である。それは最低限の2つの抗体を利用し、その1つは抗原
に特異的であり、他方は酵素に結合している。第二抗体は、色素生産性または蛍光発生性
基質にシグナルを生じさせる。ELISAのバリエーションには、サンドイッチELISA、競合的
ELISA、およびELISPOTが挙げられる。ELISAは試料において抗原の存在かまたは抗体の存
在かのいずれかを評価するために行われうるため、それは、血清抗体濃度を測定するにと
っても、およびまた抗原の存在を検出するにとっても有用なツールである。
【０１０７】
　免疫組織化学および免疫細胞化学は、組織または細胞における抗原の、それらのそれぞ
れの抗体への結合の原理によって、それぞれ、組織切片または細胞においてタンパク質の
位置を特定する方法を指す。可視化は、抗体を発色タグまたは蛍光タグでタグを付けるこ
とにより可能にされる。色タグの典型的な例には、限定されるわけではないが、西洋ワサ
ビペルオキシダーゼおよびアルカリホスファターゼが挙げられる。フルオロフォアタグの
典型的な例には、限定されるわけではないが、フルオレセインイソチオシアネート(FITC)
またはフィコエリトリン(PE)が挙げられる。
【０１０８】
　フローサイトメトリーは、液体の流れに懸濁した微視的粒子を数える、調べる、および
選別するための技術である。それは、光学的/電子的検出装置を通して流れる単細胞の物
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理的および/または化学的特性の同時的多パラメーター的分析を可能にする。単一周波数
または色の光(例えば、レーザー)ビームが、流体力学的に集中された液体流上へ向けられ
る。いくつかの検出器は、流れが光ビームを通過する地点に照準される；光ビームと一致
した1種(前方散乱)、およびそれと直角をなす数種(側方散乱(SSC)またはFSC)、および1種
または複数の蛍光の検出器。ビームを通過する各懸濁粒子は、どうかして光を散乱させ、
粒子中の蛍光化学物質は、励起されて、光源より低い周波数の光を放射しうる。散乱光お
よび蛍光の組み合わせは、検出器によって捉えられ、各検出器における輝度、各蛍光放射
ピークについてのもの、の変動を分析することにより、各個々の粒子の物理的および化学
的構造について様々な事実を推定することが可能である。FSCは細胞容積と相関し、SSCは
粒子の密度または内部複雑性(例えば、核の形、細胞質顆粒の型、または膜粗度)と相関す
る。
【０１０９】
　免疫ポリメラーゼ連鎖反応(IPCR)は、抗体に基づいたイムノアッセイにおいてシグナル
発生を増加させるために核酸増幅技術を利用する。PCRのタンパク質等価が存在しない、
すなわち、タンパク質は、核酸がPCR中に複製されるのと同じ様式で複製されることがで
きないため、検出感度を増加させる唯一の方法は、シグナル増幅による。標的タンパク質
は、オリゴヌクレオチドに直接的または間接的に結合している抗体に結合する。結合して
いない抗体は洗い流され、残りの結合した抗体が増幅されたそれらのオリゴヌクレオチド
を有する。タンパク質検出は、リアルタイム方法を含む標準核酸検出方法を用いる増幅さ
れたオリゴヌクレオチドの検出を介して生じる。
【０１１０】
D. データ分析
　いくつかの態様において、コンピューターに基づいた分析プログラムは、検出アッセイ
により生じた生データ(例えば、所定のマーカーの存在、非存在、または量)を臨床医のた
めの予測値のデータへ翻訳するために用いられる。臨床医は、任意の適切な手段を用いて
予測値を評価できる。従って、いくつかの好ましい態様において、本発明は、遺伝学また
は分子生物学の教育を受けている可能性が高くない臨床医が、生データを理解する必要が
ないというさらなる恩恵を提供する。データは、臨床医にその最も有用な形で直接的に提
示される。その後、臨床医は、被験体の治療を最適化するためにすぐに情報を利用するこ
とができる。
【０１１１】
　本発明は、アッセイを行う実験室、情報提供者、医療関係者、および被験体との往復で
、情報を受信する、処理する、および発信する能力がある任意の方法を企図する。例えば
、本発明のいくつかの態様において、試料(例えば、生検、または血清もしくは尿試料)は
被験体から採取され、生データを作成するために、世界のどこに位置しようが(例えば、
被験体が居住する、または情報が最終的に用いられる国とは異なる国に)、プロファイリ
ングサービス(例えば、医療施設における臨床検査室、ゲノムプロファイリング企業など)
へ付託される。試料が組織または他の生体試料を含む場合、被験体は、試料を採取され、
プロファイリングセンターへ送るために医療センターを訪れてもよい、または被験体は試
料(例えば、尿試料)を自ら収集し、それをプロファイリングセンターへ直接送ってもよい
。試料が以前に測定された生物学的情報を含む場合、情報は、被験体によりプロファイリ
ングサービスへ直接、送ってもよい(例えば、情報を含む情報カードは、コンピューター
によりスキャンされ、データが電子通信システムを用いてプロファイリングセンターのコ
ンピューターへ送信されうる)。いったんプロファイリングサービスに受領されたならば
、試料は処理され、被験体にとって望まれる診断的または予後的情報に特異的なプロファ
イルが作成される(すなわち、発現データ)。
【０１１２】
　その後、プロファイルデータは、処置を行う臨床医による解釈に適した形式に整えられ
る。例えば、生発現データを提供するよりむしろ、整えられた形式は、被験体についての
診断またはリスク評価(例えば、癌が存在していることの可能性)を特定の処置選択肢につ
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いての推奨と共に提示されうる。データは、任意の適切な方法により臨床医に示されうる
。例えば、いくつかの態様において、プロファイリングサービスは、臨床医のために印刷
されうる(例えば、治療の時点で)、またはコンピューターモニター上で臨床医に示されう
る報告を作成する。
【０１１３】
　いくつかの態様において、情報は、治療の時点で、または地方の施設において、最初に
分析される。その後、生データはさらなる分析のために、および/または臨床医もしくは
患者に有用な情報へ生データを変換するために、中央処理施設へ送られる。中央処理施設
は、データ分析のプライバシー(全データは統一セキュリティプロトコールを以て中央施
設に保存される)、速さ、および均一性の利点を提供する。中央処理施設は、その後、被
験体の処置後のデータの行方を管理することができる。例えば、電子通信システムを用い
て、中央施設は、臨床医、被験体、または研究者へデータを提供することができる。
【０１１４】
　いくつかの態様において、被験体は、電子通信システムを用いてデータに直接、アクセ
スすることができる。被験体は、その結果に基づいてさらなる治療介入またはカウンセリ
ングを選択しうる。いくつかの態様において、データは、研究用途に用いられる。例えば
、データは、疾患の特定の状態または病期の有用な指標としてのマーカーの包含または排
除をさらに最適化するために用いられうる。
【０１１５】
E. インビボイメージング
　本発明の遺伝子融合はまた、限定されるわけではないが、以下を含むインビボイメージ
ング技術を用いて検出されうる：放射性核種イメージング；陽電子放出断層撮影法(PET)
；コンピューター体軸断層撮影法；X線または磁気共鳴映像法；蛍光検出；および化学発
光検出。いくつかの態様において、インビボイメージング技術は、動物(例えば、ヒトま
たは非ヒド哺乳動物)において癌マーカーの存在または発現を可視化するために用いられ
る。例えば、いくつかの態様において、癌マーカーmRNAまたはタンパク質は、癌マーカー
に特異的な標識抗体を用いて標識される。特異的に結合し、かつ標識された抗体は、限定
されるわけではないが、放射性核種イメージング、陽電子放出断層撮影法、コンピュータ
ー体軸断層撮影法、X線または磁気共鳴映像法、蛍光検出、および化学発光検出を含むイ
ンビボイメージング方法を用いて個体において検出されうる。本発明の癌マーカーに対す
る抗体を作製するための方法は下に記載されている。
【０１１６】
　本発明のインビボイメージング方法は、本発明の癌マーカーを発現する癌(例えば、前
立腺癌)の診断に有用である。インビボイメージングは、癌を示すマーカーの存在を可視
化するために用いられる。そのような技術は、不快な生検の使用なしで診断を可能にする
。本発明のインビボイメージング方法はまた、癌患者へ予後を提供するのに有用である。
例えば、転移する可能性の高い癌を示すマーカーの存在が検出されうる。本発明のインビ
ボイメージング方法はさらに、身体の他の部分において転移性癌を検出するために用いら
れうる。
【０１１７】
　いくつかの態様において、本発明の癌マーカーに特異的な試薬(例えば、抗体)は蛍光標
識される。標識抗体は、被験体へ導入される(例えば、経口で、または非経口で)。蛍光標
識抗体は、任意の適切な方法を用いて(例えば、参照により本明細書に組み入れられてい
る、米国特許第6,198,107号に記載された装置を用いて)検出される。
【０１１８】
　他の態様において、抗体は放射性標識される。インビボ診断のための抗体の使用は、当
技術分野において周知である。Sumerdonら(Nucl. Med. Biol. 17:247-254 [1990])は、標
識としてインジウム-111を用いる腫瘍の放射免疫シンチグラフィックイメージングについ
ての最適化抗体-キレート剤を記載している。Griffinら(J Clin Onc 9:631-640 [1991])
は、再発性結腸直腸癌を有するのではないかと疑われる患者で腫瘍を検出するにおけるこ
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の作用物質の使用を記載している。磁気共鳴映像法のための標識と類似した常磁性イオン
を含む作用物質の使用は、当技術分野において公知である(Lauffer, Magnetic Resonance
 in Medicine 22:339-342 [1991])。用いられる標識は、選択されるイメージング様式に
依存する。インジウム-111、テクネチウム-99m、またはヨード-131のような放射性標識は
、平面スキャンまたは単光子放出コンピューター断層撮影法(SPECT)について用いられる
。フッ素-19のような陽電子放出型標識もまた、陽電子放出断層撮影法(PET)に用いられう
る。MRIについて、ガドリニウム(III)またはマンガン(II)のような常磁性イオンが用いら
れうる。
【０１１９】
　スカンジウム-47(3.5日間)、ガリウム-67(2.8日間)、ガリウム-68(68分間)、テクネチ
ウム-99m(6時間)、およびインジウム-111(3.2日間)のような1時間から3.5日までの範囲で
ある半減期をもつ放射性金属は、抗体への結合に利用できるが、そのうち、ガリウム-67
、テクネチウム-99m、およびインジウム-111はγカメライメージングに好ましく、ガリウ
ム-68は陽電子放出断層撮影法に好ましい。
【０１２０】
　そのような放射性金属で抗体を標識する有用な方法は、例えば、In-111およびTc-99mに
ついてKhawら(Science 209:295 [1980])により、およびScheinbergら(Science 215:1511 
[1982])により記載されているように、ジエチレントリアミンペンタ酢酸(DTPA)のような
二官能性キレート剤を用いる。他のキレート剤もまた用いることができるが、1-(p-カル
ボキシメトキシベンジル)EDTAおよびDTPAの無水カルボキシ炭酸は、それらの使用が抗体
の免疫反応性に実質的に影響を及ぼすことなく結合を可能にするため、有利である。
【０１２１】
　DPTAをタンパク質へ結合するためのもう一つの方法は、アルブミンのIn-111での標識に
ついてだが、抗体の標識に適応しうるHnatowichら(Int. J. Appl. Radiat. Isot. 33:327
 [1982])により記載されているように、DTPAの環状無水物の使用による。DPTAとのキレー
ト化を用いない、抗体をTc-99mで標識する適切な方法は、Crockfordら(参照により本明細
書に組み入れられている、米国特許第4,323,546号)の予備ハンダ付け(pretinning)方法で
ある。
【０１２２】
　免疫グロブリンをTc-99mで標識する好ましい方法は、血漿タンパク質についてWongら(I
nt. J. Appl. Radiat. Isot., 29:251 [1978])により記載されたものであり、最近、抗体
を標識することについてWongら(J. Nucl. Med., 23:229 [1981])によって適用するのに成
功した。
【０１２３】
　特異的抗体に結合した放射性金属の場合、できる限り高い比率の放射性標識を抗体分子
へその免疫特異性を破壊することなく導入することが同様に望ましい。さらなる改善は、
抗体上の抗原結合部位が保護されるのを保証するために、本発明の特定の癌マーカーの存
在下で放射標識を実施することにより達成されうる。抗原は標識後、切り離される。
【０１２４】
　なおさらなる態様において、インビボバイオフォトニックイメージング(Xenogen, Alme
da, CA)がインビボイメージングに利用される。このリアルタイムインビボイメージング
はルシフェラーゼを利用する。ルシフェラーゼ遺伝子は、細胞、微生物、および動物へ取
り込まれる(例えば、本発明の癌マーカーとの融合タンパク質として)。活性である時、そ
れは光を放射する反応へ導く。CCDカメラおよびソフトウェアは、イメージを捕捉し、そ
れを分析するために用いられる。
【０１２５】
F. 組成物およびキット
　本発明の診断方法で用いる組成物は、限定されるわけではないが、プローブ、増幅オリ
ゴヌクレオチド、および抗体を含む。特に好ましい組成物は、ARGがETSファミリーメンバ
ー遺伝子に融合する場合のみ産物を検出する。これらの組成物は以下を含む：ARGの転写
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制御領域由来の5'部分がETSファミリーメンバー遺伝子由来の3'部分に融合する接合部に
ハイブリダイズする(すなわち、遺伝子融合接合部にまたがる)配列を含む単一の標識プロ
ーブ；第一増幅オリゴヌクレオチドがARGの転写制御領域にハイブリダイズする配列を含
み、かつ第二増幅オリゴヌクレオチドがETSファミリーメンバー遺伝子にハイブリダイズ
する配列を含む、1対の増幅オリゴヌクレオチド；ARGの転写制御領域のETSファミリーメ
ンバー遺伝子への融合に起因するアミノ末端が切り詰められたETSファミリーメンバータ
ンパク質に対する抗体；またはARGの転写制御領域由来のアミノ末端部分およびETSファミ
リーメンバー遺伝子由来のカルボキシ末端部分を有するキメラタンパク質に対する抗体。
【０１２６】
　しかしながら、他の有用な組成物は以下を含む：第一標識プローブがARGの転写制御領
域にハイブリダイズする配列を含み、かつ第二標識プローブがETSファミリーメンバー遺
伝子にハイブリダイズする配列を含む、1対の標識プローブ。
【０１２７】
　単独で、または本発明の他の組成物と組み合わせての、これらの組成物のいずれかがキ
ットの形で提供されうる。例えば、単一の標識プローブおよび増幅オリゴヌクレオチドの
対は、本発明の遺伝子融合の増幅および検出のためのキットにおいて提供されうる。キッ
トはさらに、適切な対照および/または検出試薬を含みうる。
【０１２８】
　本発明のプローブおよび抗体組成物はまた、アレイの形で提供されうる。
【０１２９】
IV. 予後診断適用
　本発明の開発の経過中に行われた実験は、本発明の遺伝子融合と前立腺癌をもつ患者の
予後の間の密接な相関を実証した(例えば、下の実施例5参照)。特に、融合がTMPRSS2とER
Gの間にあるゲノムDNAの欠失に起因する症例において、癌細胞がより攻撃的な表現型を呈
することが見出されている。従って、いくつかの態様において、介在DNAの欠失があるTMP
RSS2とERGの間の遺伝子融合を検出する能力があるアッセイが、予後を提供し、医師が適
切な治療ストラテジーを決定するのを助けるために用いられる。例えば、いくつかの態様
において、この特定の再配列を有する腫瘍をもつ患者は、彼らの予後はその再配列を欠く
患者より有意に悪いため、より集中的に処置される。
【０１３０】
　任意のアッセイが、上で考察された型の再配列(例えば、上で記載されたもの)を有する
細胞が存在するかどうかを決定するために用いられうる。
【０１３１】
　本発明は、最も好ましくは、前立腺癌患者についての予後を得ることに関連して用いら
れるが、他の上皮細胞腫瘍もまた調べることができ、本明細書に記載されたアッセイおよ
びプローブは、これらの腫瘍由来の癌性細胞が、それらを特に攻撃的にさせる可能性が高
い、すなわち、侵襲性および転移性である可能性が高い、再配列を有するかどうかを決定
するのに用いられうる。この手順を用いて特徴付けられうる腫瘍の例には、乳房、肺、結
腸、卵巣、子宮、食道、胃、肝臓、腎臓、脳、皮膚、および筋肉の腫瘍が挙げられる。ア
ッセイはまた、細胞系および動物モデルにおいてこれらの癌を研究する研究者にとって価
値がある。
【０１３２】
　本発明の開発の経過中に行われたさらなる実験は、染色体欠失が、欠失した領域に位置
する1つまたは複数の遺伝子の発現の喪失があるかどうかを決定するために試料をアッセ
イすることにより検出されうることを実証した。例えば、TMPRSS2とERGの間に融合を形成
するにおいて、典型的には、約2.8メガベースのゲノムDNAが欠失し、これが起こった時、
この領域にある少なくとも4つの遺伝子が失われる。これらは、ETS2遺伝子、WRB遺伝子、
PCP4遺伝子、およびMX1遺伝子である。癌性前立腺細胞におけるこれらのうちの1つまたは
複数の減少が不良な予後を示唆する。
【０１３３】
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　従って、いくつかの態様において、本発明は、少なくとも第一および第二プローブを用
いてFISHアッセイを行う段階であって、第一プローブが少なくとも15ヌクレオチド長(例
えば、少なくとも15、20、35など）である；第一蛍光標識に結合している；および、第一
配列がアンドロゲン応答性遺伝子(例えば、TMPRSS2遺伝子)またはETSファミリー遺伝子(
例えば、ERG遺伝子、ETV1遺伝子、またはETV4遺伝子)のいずれかの少なくとも一部を含む
、ヒトゲノムにおいて第一配列にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする；なら
びに第二プローブが少なくとも15ヌクレオチド長である；第一蛍光標識とは異なる第二蛍
光標識に結合している；および、第一配列とは異なり、かつアンドロゲン応答性遺伝子(
例えば、TMPRSS2遺伝子)またはETSファミリー遺伝子(例えば、ERG遺伝子、ETV1遺伝子、
またはETV4遺伝子)の少なくとも一部を含む第二配列にストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする、段階を含む、癌関連再配列を示す染色体DNAの欠失について上皮細胞を
アッセイする方法を提供する。
【０１３４】
　さらなる態様において、本発明は、上皮細胞の検査試料を得る段階；限定されるわけで
はないが、ETS2；WRB；PCP4；およびMX1を含む群より選択される1つまたは複数の遺伝子
の発現のレベルを測定するように上皮細胞の試料をアッセイする段階；段階b)で測定され
た発現レベルを対照試料におけるレベルと比較する段階；および検査試料における遺伝子
について測定された発現のレベルが対照試料についてのそれより低い場合には、欠失が起
きていると結論づける段階を含む、癌関連再配列を示すゲノムDNAの欠失について上皮細
胞(例えば、前立腺細胞)をアッセイするための方法を提供する。
【０１３５】
V. 薬物スクリーニング適用
　いくつかの態様において、本発明は、薬物スクリーニングアッセイ(例えば、抗癌薬に
ついてスクリーニングするための)を提供する。本発明のスクリーニング方法は、本発明
の方法を用いて同定された癌マーカー(例えば、限定されるわけではないが、TMPRSS2との
ERG、ETV1、ETV4、およびFLI1遺伝子融合を含む)を利用する。例えば、いくつかの態様に
おいて、本発明は、癌マーカー遺伝子の発現を変化させる(例えば、減少させる)化合物に
ついてスクリーニングする方法を提供する。化合物または作用物質は、例えば、プロモー
ター領域と相互作用することにより転写に干渉しうる。化合物または作用物質は、融合か
ら生じたmRNAに干渉しうる(例えば、RNA干渉、アンチセンステクノロジーなどにより)。
化合物または作用物質は、融合の生物活性の上流または下流である経路に干渉しうる。い
くつかの態様において、候補化合物は、癌マーカーに対して向けられるアンチセンスまた
は干渉RNA剤(例えば、オリゴヌクレオチド)である。他の態様において、候補化合物は、
本発明の癌マーカー制御因子もしくは発現産物に特異的に結合し、かつその生物学的機能
を阻害する抗体または小分子である。
【０１３６】
　一つのスクリーニング方法において、候補化合物は、癌マーカーを発現する細胞と化合
物を接触させ、その後、候補化合物の発現への効果についてアッセイすることにより、癌
マーカー発現を変化させるそれらの能力について評価される。いくつかの態様において、
候補化合物の癌マーカー遺伝子の発現への効果は、細胞により発現する癌マーカーmRNAの
レベルを検出することによりアッセイされる。mRNA発現は、任意の適切な方法により検出
されうる。他の態様において、候補化合物の、癌マーカー遺伝子の発現への効果は、癌マ
ーカーによりコードされるポリペプチドのレベルを測定することによりアッセイされる。
発現したポリペプチドのレベルは、限定されるわけではないが、本明細書に開示されたも
のを含む任意の適切な方法を用いて測定されうる。
【０１３７】
　具体的には、本発明は、本発明の癌マーカーに結合する、例えば癌マーカー発現もしく
は癌マーカー活性、へ阻害(または刺激)効果を生じる、または、例えば癌マーカー基質の
発現もしくは活性、へ刺激もしくは阻害効果を生じる、モジュレーター、すなわち、候補
もしくは試験化合物または作用物質(例えば、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣体、
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ペプトイド、小分子、または他の薬物)を同定するためのスクリーニング方法を提供する
。このように同定された化合物は、治療プロトコールにおいて標的遺伝子(例えば、癌マ
ーカー遺伝子)産物の活性を直接的かまたは間接的にかのいずれかで調節するために、標
的遺伝子産物の生物学的機能を詳しく述べるために、または正常な標的遺伝子相互作用を
乱す化合物を同定するために、用いられうる。癌マーカーの活性または発現を阻害する化
合物は、増殖性障害、例えば、癌、特に前立腺癌、の処置において有用である。
【０１３８】
　一つの態様において、本発明は、癌マーカータンパク質もしくはポリペプチド、または
その生物活性部分の基質である候補または試験化合物をスクリーニングするためのアッセ
イを提供する。もう一つの態様において、本発明は、癌マーカータンパク質もしくはポリ
ペプチドまたはその生物活性部分に結合する、または癌マーカータンパク質もしくはポリ
ペプチドまたはその生物活性部分の活性を調節する、候補または試験化合物をスクリーニ
ングするためのアッセイを提供する。
【０１３９】
　本発明の試験化合物は、生物学的ライブラリー；ペプトイドライブラリー(ペプチドの
機能性を有するが、酵素分解に抵抗性であるがそれにもかかわらず生物活性を保持する新
規な非ペプチドバックボーンをもつ分子のライブラリー；例えば、Zuckennann et al., J
. Med. Chem. 37:2678-85 [1994]参照)；空間的アドレス可能な並列固相または溶液相ラ
イブラリー；逆重畳積分を必要とする合成ライブラリー方法；「1ビーズ1化合物」ライブ
ラリー方法；およびアフィニティークロマトグラフィー選択を用いる合成ライブラリー方
法を含む当技術分野において公知のコンビナトリアルライブラリー方法における多数のア
プローチのいずれかを用いて得られうる。生物学的ライブラリーおよびペプトイドライブ
ラリーアプローチは、ペプチドライブラリーと共に用いるのに好ましいが、他の4つのア
プローチは、化合物のペプチド、非ペプチドオリゴマー、または小分子ライブラリーに適
用できる(Lam (1997) Anticancer Drug Des. 12:145)。
【０１４０】
　分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当技術分野において、例えば、以下に見
出されうる：DeWitt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6909 [1993]; Erb et 
al., Proc. Nad. Acad. Sci. USA 91:11422 [1994]; Zuckermann et al., J. Med. Chem.
 37:2678 [1994]; Cho et al., Science 261:1303 [1993]; Carrell et al., Angew. Che
m. Int. Ed. Engl. 33:2059 [1994]; Carell et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:
2061 [1994];およびGallop et al., J. Med. Chem. 37:1233 [1994]。
【０１４１】
　化合物のライブラリーは、溶液中に(例えば、Houghten, Biotechniques 13:412-421 [1
992])、またはビーズ(Lam, Nature 354:82-84 [1991])、チップ(Fodor, Nature 364:555-
556 [1993])、細菌もしくは胞子(米国特許第5,223,409号；参照により本明細書に組み入
れられている)、プラスミド(Cull et al., Proc. Nad. Acad. Sci. USA 89:1865-1869 [1
992])上に、またはファージ(Scott and Smith, Science 249:386-390 [1990]; Devlin Sc
ience 249:404-406 [1990]; Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 87:6378-6382 [19
90]; Felici, J. Mol. Biol. 222:301 [1991])上に提示されうる。
【０１４２】
　一つの態様において、アッセイは、癌マーカーmRNAもしくはタンパク質またはその生物
活性部分を発現する細胞を試験化合物と接触させ、試験化合物の、癌マーカーの活性を調
節する能力を測定する、細胞に基づいたアッセイである。試験化合物の、癌マーカー活性
を調節する能力を測定することは、例えば、酵素活性における変化、mRNAの破壊などをモ
ニターすることにより達成されうる。
【０１４３】
　化合物、例えば、癌マーカー基質またはモジュレーター、への癌マーカーの結合を調節
する試験化合物の能力もまた評価されうる。これは、例えば、化合物、例えば基質、の癌
マーカーへの結合が複合体において標識された化合物、例えば基質、を検出することによ
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り測定されうるように、化合物、例えば基質、を放射性同位元素または酵素標識と結合さ
せることにより、達成されうる。
【０１４４】
　または、癌マーカーは、複合体における癌マーカーの癌マーカー基質への結合を調節す
る試験化合物の能力をモニターするために、放射性同位元素または酵素標識と結合する。
例えば、化合物(例えば、基質)は、125I、35S、14C、または3Hで、直接的にかまたは間接
的にかのいずれかで標識され、放射性同位元素は、放射線放射の直接的カウンティングに
より、またはシンチレーションカウンティングにより検出されうる。または、化合物は、
例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはルシフェラーゼ
で酵素的に標識され、酵素標識が、適切な基質の生成物への変換の測定により検出されう
る。
【０１４５】
　化合物(例えば、癌マーカー基質)の癌マーカーと相互作用する能力は、その反応体のい
ずれかの標識の有無に関わらず、評価されうる。例えば、マイクロフィジオメーターが、
化合物の癌マーカーとの相互作用を、化合物も癌マーカーもどちらの標識も無しで、検出
するために用いられうる(McConnell et al., Science 257:1906-1912 [1992])。本明細書
に用いられる場合、「マイクロフィジオメーター」(例えば、Cytosensor)は、細胞がその
環境を酸性化する速度を光アドレス電位差測定センサー(light-addressable potentiomet
ric sensor)(LAPS)を用いて測定する分析装置である。この酸性化速度における変化は、
化合物と癌マーカーの間の相互作用の指標として用いられうる。
【０１４６】
　さらにもう一つの態様において、癌マーカータンパク質またはその生物活性部分を試験
化合物に接触させ、試験化合物の癌マーカータンパク質、mRNA、またはその生物活性部分
に結合する能力が評価される、無細胞アッセイが提供される。本発明のアッセイで用いら
れうる癌マーカーまたはmRNAの好ましい生物活性部分は、基質または他のタンパク質との
相互作用に関与する断片、例えば、高い表面確率スコアをもつ断片、を含む。
【０１４７】
　無細胞アッセイは、標的遺伝子タンパク質および試験化合物の反応混合物を、2つの成
分が相互作用して結合し、それに従って、取り出しおよび/または検出されうる複合体を
形成するのを可能にするのに十分な条件下および時間で調製することを含む。
【０１４８】
　2つの分子間の相互作用はまた、例えば、蛍光エネルギー移動(FRET)を用いて、検出さ
れうる(例えば、Lakowicz et al., 米国特許第5,631,169号；Stavrianopoulos et al., 
米国特許第4,968,103号参照；それぞれは参照により本明細書に組み入れられている)。フ
ルオロフォア標識は、第一ドナー分子の放出した蛍光エネルギーが第二の「アクセプター
」分子上の蛍光標識により吸収され、その蛍光標識が立ち代わって、吸収されたエネルギ
ーにより蛍光を発することができるように、選択される。
【０１４９】
　または、「ドナー」タンパク質分子は、単に、トリプトファン残基の自然蛍光エネルギ
ーを利用しうる。「アクセプター」分子標識が「ドナー」のそれと識別されうるように異
なる波長の光を放射する標識が選択される。標識間のエネルギー移動の効率は、分子を分
離する距離に関連しているため、分子間の空間的関係が評価されうる。結合が分子間で起
きる状況において、「アクセプター」分子標識の蛍光放射が最大になるはずである。FRET
結合事象は、当技術分野において周知の標準蛍光検出手段を通して(例えば、蛍光計を用
いて)便利に測定されうる。
【０１５０】
　もう一つの態様において、癌マーカータンパク質またはmRNAの標的分子に結合する能力
を測定することは、リアルタイム生体分子相互作用分析(BIA)を用いて達成されうる(例え
ば、Sjolander and Urbaniczky, Anal. Chem. 63:2338-2345 [1991]およびSzabo et al.,
 Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705 [1995]参照)。「表面プラズモン共鳴」または「
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BIA」は、反応体のいずれをも標識することなく、生体特異的相互作用をリアルタイムに
検出する(例えば、BIAcore)。結合表面における質量の変化は、結果として、表面近くで
の光の屈折率の変化を生じ(表面プラズモン共鳴(SPR)の光学現象)、それが結果として、
生物学的分子間のリアルタイム反応の表示として用いられうる検出可能なシグナルを生じ
る。
【０１５１】
　一つの態様において、標的遺伝子産物または試験物質は、固相上に繋ぎとめられる。固
相上に繋ぎとめられた標的遺伝子産物/試験化合物複合体は、反応の終わりに検出されう
る。好ましくは、標的遺伝子産物が固相上に繋ぎとめられうる、かつ試験化合物(繋ぎと
められていない)は、本明細書に考察された検出可能な標識で直接的にかまたは間接的に
かのいずれかで標識されうる。
【０１５２】
　癌マーカー、抗癌マーカー抗体、またはその標的分子を固定することが、そのタンパク
質の一方または両方の非複合体化型から複合体化型の分離を容易にするために、加えてア
ッセイの自動化に適応させるために、望ましくありうる。試験化合物の癌マーカータンパ
ク質への結合、または候補化合物の存在下および非存在下における癌マーカータンパク質
の標的分子との相互作用は、反応物を含むのに適した任意の容器内で達成されうる。その
ような容器の例には、マイクロタイタープレート、試験管、および微小遠心管が挙げられ
る。一つの態様において、タンパク質の一方または両方がマトリックスに結合するのを可
能にするドメインを付加する融合タンパク質が提供されうる。例えば、グルタチオン-S-
トランスフェラーゼ-癌マーカー融合タンパク質またはグルタチオン-S-トランスフェラー
ゼ/標的融合タンパク質は、グルタチオンセファロースビーズ(Sigma Chemical, St. Loui
s, MO)またはグルタチオン誘導体化マイクロタイタープレート上に吸着されることができ
、その後、それは、試験化合物、または試験化合物および非吸着標的タンパク質かもしく
は癌マーカータンパク質のいずれかと結合し、混合物は、複合体形成の助けとなる条件下
で(例えば、塩およびpHについての生理学的状態で)インキュベートされる。インキュベー
ション後、ビーズまたはマイクロタイタープレートウェルは、いずれの非結合成分も除去
するために洗浄され、ビーズの場合マトリックスは固定され、複合体は、例えば上記のよ
うに、直接的にかまたは間接的にかのいずれかで測定される。
【０１５３】
　または、複合体は、マトリックスから解離され、癌マーカー結合または活性のレベルが
標準技術を用いて測定されうる。癌マーカータンパク質かまたは標的分子かのいずれかを
マトリックス上に固定するための他の技術には、ビオチンおよびストレプトアビジンの結
合を用いることが挙げられる。ビオチン化癌マーカータンパク質または標的分子は、当技
術分野において公知の技術(例えば、ビオチン化キット、Pierce Chemicals, Rockford, E
L)を用いてビオチン-NHS(N-ヒドロキシ-スクシンイミド)から調製され、ストレプトアビ
ジンコーティング化96ウェルプレート(Pierce Chemical)のウェルに固定されうる。
【０１５４】
　アッセイを行うために、非固定化成分は、繋ぎとめられた成分を含むコーティング化表
面へ加えられる。反応が完了した後に、反応していない成分は、いずれの形成された複合
体も固体表面上に固定されたままであるような条件下で除去される(例えば、洗浄により)
。固相表面上に繋ぎとめられた複合体の検出は、いくつかの方法で達成されうる。前もっ
て固定されていない成分があらかじめ標識されている場合、表面上に固定された標識の検
出は、複合体が形成されたことを示す。前もって固定されていない成分があらかじめ標識
されていない場合、間接的標識が、表面上に繋ぎとめられた複合体を検出するために用い
られうる；例えば、固定化成分に特異的な標識抗体を用いて(抗体は、立ち代わって、例
えば、標識抗IgG抗体で直接的に標識されうる、または間接的に標識されうる)。
【０１５５】
　このアッセイは、癌マーカータンパク質または標的分子に反応性であるが、癌マーカー
タンパク質のその標的分子への結合に干渉しない抗体を利用して行われる。そのような抗
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体は、プレートのウェルへ誘導体化され、結合していない標的または癌マーカータンパク
質は抗体結合によりウェルに捕捉されうる。GST固定化複合体について上で記載されたも
のに加えて、そのような複合体を検出するための方法には、癌マーカータンパク質または
標的分子に反応性の抗体を用いる複合体の免疫検出、および癌マーカータンパク質または
標的分子に関連した酵素活性を検出することに頼る酵素結合アッセイが挙げられる。
【０１５６】
　または、無細胞アッセイは、液相で行われうる。そのようなアッセイにおいて、反応生
成物は、限定されるわけではないが、以下を含むいくつかの標準技術のいずれかにより、
未反応成分から分離される：分画遠心法(例えば、Rivas and Minton, Trends Biochem Sc
i 18:284-7 [1993]参照)；クロマトグラフィー(ゲル濾過クロマトグラフィー、イオン交
換クロマトグラフィー)；電気泳動(例えば、Ausubel et al., eds. Current Protocols i
n Molecular Biology 1999, J. Wiley: New York参照)；および免疫沈降(例えば、Ausube
l et al., eds. Current Protocols in Molecular Biology 1999, J. Wiley: New York参
照)。そのような樹脂およびクロマトグラフィー技術は当業者に公知である(例えば、Heeg
aard J. Mol. Recognit 11:141-8 [1998]; Hageand Tweed J. Chromatogr. Biomed. Sci.
 Appl 699:499-525 [1997]参照)。さらに、蛍光エネルギー移動もまた、溶液からの複合
体のさらなる精製なしに結合を検出するために、本明細書に記載されているように、便利
に利用されうる。
【０１５７】
　アッセイは、癌マーカータンパク質、mRNA、またはその生物活性部分を、癌マーカーを
結合してアッセイ混合物を形成する既知の化合物と接触させる段階、アッセイ混合物を試
験化合物と接触させる段階、および癌マーカータンパク質またはmRNAと相互作用する試験
化合物の能力を測定する段階を含み、癌マーカータンパク質またはmRNAと相互作用する試
験化合物の能力を測定する段階が、既知の化合物と比較して、癌マーカーもしくはその生
物活性部分に優先的に結合する、または標的分子の活性を調節する、試験化合物の能力を
測定する段階を含む。
【０１５８】
　癌マーカーがインビボでタンパク質のような1つもしくは複数の細胞または細胞外高分
子と相互作用できる範囲内において、そのような相互作用のインヒビターは有用である。
均一なアッセイはインヒビターを同定するために用いられうる。
【０１５９】
　例えば、標的遺伝子産物および相互作用的な細胞または細胞外結合パートナー産物のあ
らかじめ形成された複合体は、標的遺伝子産物またはそれらの結合パートナーのいずれか
が標識されるが、標識により生じるシグナルが複合体形成により消されるように調製され
る(例えば、イムノアッセイについてこのアプローチを利用する、参照により本明細書に
組み入れられている、米国特許第4,109,496号を参照)。あらかじめ形成された複合体由来
の種の1つと競合して、置換する試験物質の添加は、結果として、バックグラウンドを超
えるシグナルの発生を生じる。このようにして、標的遺伝子産物-結合パートナー相互作
用を乱す試験物質が同定されうる。または、癌マーカータンパク質は、癌マーカーに結合
する、または相互作用して、癌マーカー活性に関与する他のタンパク質(「癌マーカー結
合タンパク質」または「癌マーカー-bp」)を同定するために、ツーハイブリッドアッセイ
またはスリーハイブリッドアッセイ(例えば、米国特許第5,283,317号；Zervos et al., C
ell 72:223-232 [1993]; Madura et al., J. Biol. Chem. 268:12046-12054 [1993];Bart
el et al., Biotechniques 14:920-924[1993];Iwabuchi et al., Oncogene 8:1693-1696[
1993];およびBrent WO 94/10300参照；それぞれは参照により本明細書に組み入れられて
いる)において「おとりタンパク質」として用いられうる。そのような癌マーカー-bpは、
癌マーカータンパク質もしくは、例えば、癌マーカー媒介性シグナル伝達経路の下流エレ
メントのような標的によるシグナルのアクチベーターまたはインヒビターでありうる。
【０１６０】
　癌マーカー発現のモジュレーターもまた同定されうる。例えば、細胞混合物または無細
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胞混合物を、候補化合物と接触させ、癌マーカーmRNAまたはタンパク質の発現を、候補化
合物の非存在下における癌マーカーmRNAまたはタンパク質の発現のレベルと比較して評価
する。癌マーカーmRNAまたはタンパク質の発現が、候補化合物の存在下において、その非
存在下においてより多い場合、候補化合物は、癌マーカーmRNAまたはタンパク質発現の刺
激剤と同定される。または、癌マーカーmRNAまたはタンパク質の発現が、候補化合物の存
在下において、その非存在下においてより少ない(すなわち、統計学的に有意に、より少
ない)場合、候補化合物は、癌マーカーmRNAまたはタンパク質発現のインヒビターと同定
される。癌マーカーmRNAまたはタンパク質発現のレベルは、癌マーカーmRNAまたはタンパ
ク質を検出するための本明細書に記載された方法により測定されうる。
【０１６１】
　調節剤は、細胞に基づいた、または無細胞アッセイを用いて同定され、癌マーカータン
パク質の活性を調節する作用物質の能力は、インビボで、例えば、疾患についての動物モ
デルのような動物(例えば、前立腺癌もしくは転移性前立腺癌をもつ動物；または動物(例
えば、ヒト)由来の前立腺癌の異種移植片、もしくは前立腺癌の転移(例えば、リンパ節、
骨、または肝臓への)に起因する癌由来の細胞、もしくは前立腺癌細胞系由来の細胞を有
する動物)において、確認されうる。
【０１６２】
　本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定された新規な作用物質に関
する(例えば、癌治療の下記の説明を参照)。従って、そのような作用物質での処置の、効
力、毒性、副作用、または作用の機構を測定するために適切な動物モデル(本明細書に記
載されたもののような)において本明細書に記載されているように同定された作用物質(例
えば、癌マーカー調節剤、アンチセンス癌マーカー核酸分子、siRNA分子、癌マーカー特
異的抗体、または癌マーカー結合パートナー)をさらに用いることは、本発明の範囲内で
ある。さらになお、上記のスクリーニングアッセイにより同定された新規な作用物質は、
例えば、本明細書に記載されているような処置に用いられうる。
【０１６３】
VI. 治療的適用
　いくつかの態様において、本発明は、癌(例えば、前立腺癌)についての治療を提供する
。いくつかの態様において、治療は、癌マーカー(例えば、限定されるわけではないが、T
MPRSS2とのERG、ETV1、およびETV4遺伝子融合を含む)を直接的にまたは間接的にターゲッ
トする。
【０１６４】
A. RNA干渉およびアンチセンス治療
　いくつかの態様において、本発明は、癌マーカーの発現をターゲットする。例えば、い
くつかの態様において、本発明は、本発明の癌マーカーをコードする核酸分子の融合を調
節し、最終的には発現される癌マーカーの量を調節するのに用いる、オリゴマーアンチセ
ンスまたはRNAi化合物、特にオリゴヌクレオチド(例えば、上記の薬物スクリーニング方
法で同定されたもの)を含む組成物を用いる。
【０１６５】
1. RNA干渉(RNAi)
　いくつかの態様において、RNAiは、融合タンパク質機能を阻害するために利用される。
RNAiは、ヒトを含むたいていの真核生物において外来遺伝子の発現を制御するための進化
的に保存された細胞防御を表す。RNAiは、典型的には、二本鎖RNA(dsRNA)により引き起こ
され、dsRNAに応答して一本鎖標的RNA相同体の配列特異的mRNA分解をもたらす。mRNA分解
の媒介物は、低分子干渉RNA二重鎖(siRNA)であり、通常には、細胞において酵素切断によ
り長いdsRNAから生成される。siRNAは、一般的に、約21ヌクレオチド長(例えば、21～23
ヌクレオチド長)であり、2ヌクレオチドの3'-オーバーハングにより特徴付けられる塩基
対形成構造を有する。小さなRNA、またはRNAiの細胞への導入後、その配列は、RISC(RNA
誘導サイレンシング複合体)と呼ばれる酵素複合体へ送達されると考えられている。RISC
は、標的を認識し、それをエンドヌクレアーゼで切断する。より大きなRNA配列が細胞へ
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送達された場合には、RNアーゼIII酵素(ダイサー)がより長いdsRNAを21～23nt ds siRNA
断片に変えることを言及しておく。いくつかの態様において、RNAiオリゴヌクレオチドは
、融合タンパク質の接合領域をターゲットするように設計される。
【０１６６】
　化学合成されたsiRNAは、培養体細胞における哺乳動物遺伝子機能のゲノムワイド分析
のための強力な試薬になっている。遺伝子機能の確証についてのそれらの価値以上に、si
RNAはまた、遺伝子特異的治療剤として大きな可能性をもっている(参照により本明細書に
組み入れられている、Tuschl and Borkhardt, Molecular Intervent. 2002;2(3):158-67)
。
【０１６７】
　siRNAの動物細胞へのトランスフェクションは、結果として、特定の遺伝子の強力な長
期的転写後サイレンシングを生じる(Caplen et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A. 2001;9
8:9742-7; Elbashir et al., Nature 2001;411:494-8; Elbashir et al., Genes Dev. 20
01;15:188-200;およびElbashir et al., EMBO J. 2001;20:6877-88、すべては参照により
本明細書に組み入れられている)。siRNAでRNAiを行うための方法および組成物は、例えば
、参照により本明細書に組み入れられている、米国特許第6,506,559号に記載されている
。
【０１６８】
　siRNAは、ターゲットされたRNA、およびひいては、タンパク質の量を、しばしば、検出
不可能なレベルまで、低下させるのに並はずれて効果的である。サイレンシング効果は、
数ヶ月間、持続することができ、標的RNAとsiRNAの中央領域の間の1ヌクレオチドミスマ
ッチがしばしば、サイレンシングを妨げるのに十分であるため、並はずれて特異的である
(Brummelkamp et al., Science 2002;296:550-3;およびHolen et al., Nucleic Acids Re
s. 2002;30:1757-66、両方は参照により本明細書に組み入れられている)。siRNAの設計に
おける重要な因子は、siRNA結合のための接近可能な部位の存在である。Bahoia(J. Biol.
 Chem., 2003;278:15991-15997；参照により本明細書に組み入れられている)らは、効果
的なsiRNAを設計するためにmRNAにおいて接近可能な部位を見出すためのスキャニングア
レイと呼ばれる一種のDNAアレイの使用を記載する。これらのアレイは、配列における各
塩基の段階的付加による物的障壁(マスク)を用いて合成される、サイズが単量体からある
特定の最大値までの範囲であるオリゴヌクレオチド、通常にはコマー(Comer)、を含む。
従って、アレイは、標的遺伝子の領域の完全オリゴヌクレオチド相補体を表す。標的mRNA
のこれらのアレイへのハイブリダイゼーションは、標的mRNAのこの領域の徹底的な接近し
やすさプロフィールを提供する。そのようなデータは、効力および標的特異性を保持する
ようにオリゴヌクレオチドの長さと結合親和性の間の妥協に達することが重要である、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチド(7mersから25mersまでの範囲である)の設計において有用
である(Sohail et al., Nucleic Acids Res., 2001;29(10):2041-2045)。siRNAを選択す
るためのさらなる方法および事柄は、例えば、WO 05054270、WO 05038054A1、WO 0307096
6A2、J Mol Biol 2005 May 13;348(4):883-93、J Mol Biol 2005 May 13;348(4):871-81
、およびNucleic Acids Res. 2003 Aug 1;31(15):4417-24(それぞれは全体として参照に
より本明細書に組み入れられている)に記載されている。加えて、siRNAの選択に用いるソ
フトウェア(例えば、MWGオンラインsiMAX siRNA設計ツール)が、市販されている、または
公的に利用可能である。
【０１６９】
2. アンチセンス
　他の態様において、融合タンパク質発現は、本発明の癌マーカーをコードする1つまた
は複数の核酸と特異的にハイブリダイズするアンチセンス化合物を用いて調節される。オ
リゴヌクレオチド化合物のその標的核酸との特異的なハイブリダイゼーションは、核酸の
正常な機能に干渉する。標的核酸の機能の、それに特異的にハイブリダイズする化合物に
よるこの調節は、一般的に、「アンチセンス」と呼ばれる。干渉されうるDNAの機能には
、複製および転写が挙げられる。干渉されうるRNAの機能は、例えば、RNAのタンパク質翻
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訳の部位への転位置、RNAからのタンパク質の翻訳、1つまたは複数のmRNA種を生じうるRN
Aのスプライシング、およびRNAに関与しうる、またはRNAにより促進されうる触媒活性の
ようなすべての重要な機能を含む。標的核酸機能へのそのような干渉の全体的効果は、本
発明の癌マーカーの発現の調節である。本発明との関連において、「調節」とは、遺伝子
の発現における増加(刺激)かまたは減少(阻害)のいずれかを意味する。例えば、発現が阻
害されて、腫瘍増殖を防ぐ可能性がある。
【０１７０】
　アンチセンスとして特定の核酸をターゲットすることが好ましい。本発明との関連にお
いて、アンチセンス化合物を特定の核酸へ「ターゲットすること」は、多段階過程である
。その過程は、通常、機能が調節されることになっている核酸配列の同定から始まる。こ
れは、例えば、発現が、特定の障害もしくは疾患状態に関連している細胞遺伝子(または
遺伝子から転写されたmRNA)、または感染体由来の核酸分子でありうる。本発明において
、標的は、本発明の癌マーカーをコードする核酸分子である。ターゲティング過程もまた
、所望の効果、例えば、タンパク質の発現の検出または調節、が結果として生じるように
起こるためのアンチセンス相互作用についてのこの遺伝子内の部位の決定を含む。本発明
の関連内において、好ましい遺伝子内部位は、遺伝子のオープンリーディングフレーム(O
RF)の翻訳開始または終結コドンを含む領域である。翻訳開始コドンは、典型的には5'-AU
G(転写されたmRNA分子において；対応するDNA分子においては5'-ATG)であるため、翻訳開
始コドンはまた、「AUGコドン」、「スタートコドン」、または「AUGスタートコドン」と
呼ばれている。少数の遺伝子は、RNA配列5'-GUG、5'-UUG、または5'-CUGを有する翻訳開
始コドンをもち、5'-AUA、5'-ACG、および5'-CUGは、インビボで機能することが示されて
いる。従って、「翻訳開始コドン」および「スタートコドン」という用語は、どの場合に
も開始アミノ酸は典型的にはメチオニン(真核生物において)またはホルミルメチオニン(
原核生物において)であるにしても、多くのコドン配列を含みうる。真核生物および原核
生物の遺伝子は、2つまたはそれ以上の選択的スタートコドンを有する場合があり、それ
らのいずれか1つが、特定の細胞型もしくは組織において、または特定の1組の条件下で、
翻訳開始に優先的に利用されうる。本発明との関連において、「スタートコドン」および
「翻訳開始コドン」は、そのようなコドンの配列に関わらず、本発明の腫瘍抗原をコード
する遺伝子から転写されたmRNA分子の翻訳を開始するためにインビボで用いられるコドン
を指す。
【０１７１】
　遺伝子の翻訳終結コドン(または「ストップコドン」)は、3つの配列(すなわち、5'-UAA
、5'-UAG、および5'-UGA；対応するDNA配列は、それぞれ、5'TAA、5'-TAG、および5'-TGA
である)のうちの1つを有しうる。「スタートコドン領域」および「翻訳開始コドン領域」
という用語は、翻訳開始コドンからいずれかの方向(すなわち、5'または3')に約25個から
約50個までの連続したヌクレオチドを含むそのようなmRNAまたは遺伝子の一部を指す。同
様に、「ストップコドン領域」および「翻訳終結コドン領域」という用語は、翻訳終結コ
ドンからいずれかの方向(すなわち、5'または3')に約25個から約50個までの連続したヌク
レオチドを含むそのようなmRNAまたは遺伝子の一部を指す。
【０１７２】
　翻訳開始コドンと翻訳終結コドンの間の領域を指す、オープンリーディングフレーム(O
RF)または「コード領域」もまた、効果的にターゲットされうる領域である。他の標的領
域には、翻訳開始コドンから5'方向であって、それに従って、mRNAまたは遺伝子上の対応
するヌクレオチドの5'キャップ部位と翻訳開始コドンの間のヌクレオチドを含むmRNAの部
分を指す5'非翻訳領域(5'UTR)、および翻訳終結コドンから3'方向であって、それに従っ
て、mRNAまたは遺伝子上の対応するヌクレオチドの翻訳終結コドンと3'末端の間のヌクレ
オチドを含むmRNAの部分を指す3'非翻訳領域(3'UTR)が挙げられる。mRNAの5'キャップは
、5'-5'三リン酸結合を介してmRNAの最も5'側の残基に連結されたN7-メチル化グアノシン
残基を含む。mRNAの5'キャップ領域は、5'キャップ構造それ自身、加えてキャップに隣接
した最初の50ヌクレオチドを含むとみなされる。キャップ領域もまた好ましい標的領域で
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ありうる。
【０１７３】
　いくつかの真核生物のmRNA転写産物は直接的に翻訳されるが、多くは、それが翻訳され
る前に転写産物から切除される、「イントロン」として知られた、1つまたは複数の領域
を含みうる。残りの(かつ、それゆえに翻訳された)領域は、「エキソン」として知られ、
共にスプライスされて、連続的なmRNA配列を形成する。mRNAスプライス部位(すなわち、
イントロン-エキソン接合部)もまた好ましい標的領域であることができ、異常なスプライ
シングが疾患に結びつけられる、または特定のmRNAスプライス生成物の過剰生成が疾患に
結びつけられる状況において特に有用である。再配列または欠失による異常な融合接合部
もまた好ましい標的である。イントロンもまた、例えばDNAまたはプレmRNAへターゲット
されるアンチセンス化合物についての効果的な、かつそれゆえに好ましい、標的領域であ
りうることがまた見出されている。
【０１７４】
　いくつかの態様において、アンチセンス阻害についての標的部位は、市販されているソ
フトウェアプログラム(例えば、Biognostik, Gottingen, Germany; SysArris Software, 
Bangalore, India; Antisense Research Group, University of Liverpool, Liverpool, 
England; GeneTrove, Carlsbad, CA)を用いて同定される。他の態様において、アンチセ
ンス阻害についての標的部位は、参照により本明細書に組み入れられている、PCT公開第W
O 0198537A2に記載された接近可能部位方法を用いて同定される。
【０１７５】
　いったん1つまたは複数の標的部位が同定されたならば、所望の効果を与えるのに十分
、標的に相補的である(すなわち、十分に良く、かつ十分な特異性を以てハイブリダイズ
する)オリゴヌクレオチドが選択される。例えば、本発明の好ましい態様において、アン
チセンスオリゴヌクレオチドは、スタートコドンへ、または近くへターゲットされる。
【０１７６】
　本発明との関連において、アンチセンス組成物および方法に関しての「ハイブリダイゼ
ーション」は、相補的ヌクレオシドまたはヌクレオチド塩基間のワトソン-クリック、フ
ーグスティーン、または逆フーグスティーン水素結合でありうる水素結合を意味する。例
えば、アデニンおよびチミンは、水素結合の形成を通して対形成する相補的核酸塩基であ
る。アンチセンス化合物の配列は、特異的にハイブリダイズできるために、その標的核酸
のそれと100%相補的である必要はない。アンチセンス化合物は、化合物の標的DNAまたはR
NA分子への結合が、有用性の損失を引き起こす標的DNAまたはRNAの正常機能に干渉し、か
つ特異的結合が望まれる条件下で(すなわち、インビボのアッセイまたは治療的処置の場
合の生理学的条件下で、およびインビトロアッセイの場合、アッセイが行われる条件下で
)アンチセンス化合物の非標的配列への非特異的結合を避けるのに十分な程度の相補性が
ある場合、特異的にハイブリダイズできる。
【０１７７】
　アンチセンス化合物は、一般的に、研究試薬および診断として用いられる。例えば、特
異性を以て遺伝子発現を阻害できるアンチセンスオリゴヌクレオチドは、特定の遺伝子の
機能を解明するために用いられうる。アンチセンス化合物はまた、例えば、生物学的経路
の様々なメンバーの機能の間を区別するために、用いられる。
【０１７８】
　アンチセンスの特異性および感度はまた、治療的用途として適用される。例えば、アン
チセンスオリゴヌクレオチドは、動物およびヒトでの疾患状態の処置における治療的部分
として用いられている。アンチセンスオリゴヌクレオチドはヒトへ安全にかつ効果的に投
与されており、多数の臨床試験が、現在、進行中である。オリゴヌクレオチドが、細胞、
組織、および動物、特にヒト、の処置のための処置計画に有用であるように構成されうる
有用な治療様式であることは、このように確立されている。
【０１７９】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、アンチセンス化合物の好ましい型であるが、本発
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明は、限定されるわけではないが、下に記載されているようなオリゴヌクレオチド模倣体
を含む他のオリゴマーアンチセンス化合物を含む。本発明によるアンチセンス化合物は、
好ましくは、約8個から約30個までの核酸塩基を含む(すなわち、約8個から約30個までの
結合した塩基)が、より長いおよびより短い配列の両方とも本発明との使用を見出しうる
。特に好ましいアンチセンス化合物は、アンチセンスオリゴヌクレオチドであり、よりい
っそう好ましいのは、約12個から約25個の核酸塩基を含むものである。
【０１８０】
　本発明に関して有用な好ましいアンチセンス化合物の特定の例には、改変バックボーン
または非天然ヌクレオシド間結合を含むオリゴヌクレオチドが挙げられる。本明細書に定
義されているように、改変バックボーンを有するオリゴヌクレオチドには、バックボーン
にリン原子を保持するもの、およびバックボーンにリン原子を有しないものが挙げられる
。本明細書の目的のために、ヌクレオシド間バックボーンにリン原子を有しない改変オリ
ゴヌクレオチドもまた、オリゴヌクレオシドであるとみなされうる。
【０１８１】
　好ましい改変オリゴヌクレオチドバックボーンには、例えば、ホスホロチオネート、キ
ラルホスホロチオネート、ホスホロジチオネート、ホスホトリエステル、アミノアルキル
ホスホトリエステル、3'-アルキレンホスホネートおよびキラルホスホネートを含むメチ
ルならびに他のアルキルホスホネート、ホスフィネート、3'-アミノホスホラミデートお
よびアミノアルキルホスホラミデートを含むホスホラミデート、チオノホスホオラミデー
ト、チオノアルキルホスホネート、チオノアルキルホスホトリエステル、および通常の3'
-5'結合を有するボラノホスフェート、これらの2'-5'結合型類似体、ヌクレオシド単位の
隣接するペアが、3'-5'から5'-3'へ、または2'-5'から5'-2'へ結合している逆位方向性を
有するものが挙げられる。様々な塩、混合塩、および遊離酸型もまた含まれる。
【０１８２】
　リン原子を含まない好ましい改変オリゴヌクレオチドバックボーンは、短鎖アルキルも
しくはシクロアルキルヌクレオシド間結合、混合ヘテロ原子およびアルキルもしくはシク
ロアルキルヌクレオシド間結合、または1つもしくは複数の短鎖ヘテロ原子もしくは複素
環式ヌクレオシド間結合により形成されるバックボーンを有する。これらには、モルホリ
ノ結合(ヌクレオシドの糖部分から一部形成される)；シロキサンバックボーン；スルフィ
ド、スルホキシド、およびスルホンバックボーン；ホルムアセチルおよびチオホルムアセ
チルバックボーン；メチレンホルムアセチルおよびチオホルムアセチルバックボーン；ア
ルケン含有バックボーン；スルファメートバックボーン；メチレンイミノおよびメチレン
ヒドラジノバックボーン；スルホネートおよびスルホンアミドバックボーン；アミドバッ
クボーン；ならびに混合N、O、S、およびCH2成分部分を有する他のものが挙げられる。
【０１８３】
　他の好ましいオリゴヌクレオチド模倣体において、ヌクレオチド単位の糖およびヌクレ
オシド間結合(すなわち、バックボーン)は新規な基と置換される。塩基単位は、適切な核
酸標的化合物とのハイブリダイゼーションのために維持される。一つのそのようなオリゴ
マー化合物、優秀なハイブリダイゼーション性質をもつことが示されているオリゴヌクレ
オチド模倣体、はペプチド核酸(PNA)と呼ばれている。PNA化合物において、オリゴヌクレ
オチドの糖-バックボーンは、アミド含有バックボーン、特にアミノエチルグリシンバッ
クボーン、と置換される。核酸塩基は、保持され、バックボーンのアミド部分のアザ窒素
原子へ直接的にまたは間接的に結合している。PNA化合物の調製を教示する代表的な米国
特許には、限定されるわけではないが、米国特許第5,539,082号；第5,714,331号；および
第5,719,262号(それぞれは参照により本明細書に組み入れられている)が挙げられる。PNA
化合物のさらなる教示は、Nielsen et al., Science 254:1497 (1991)に見出されうる。
【０１８４】
　本発明の最も好ましい態様は、ホスホロチオネートバックボーンをもつオリゴヌクレオ
チド、ならびにヘテロ原子バックボーン、および特に、上記の米国特許第5,489,677号の-
-CH2、--NH--O--CH2--、--CH2--N(CH3)--O--CH2--[メチレン(メチルイミノ)またはMMIバ
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ックボーンとして知られている]、--CH2--O--N(CH3)--CH2--、--CH2-N(CH3)--N(CH3)--CH

2--、および--O--N(CH3)--CH2-CH2--[天然ホスホジエステルバックボーンは--O--P--O--C
H2--と表される]、および上記の米国特許第5,602,240号のアミドバックボーンをもつオリ
ゴヌクレオシドである。上記の米国特許第5,034,506号のモルホリノバックボーン構造を
有するオリゴヌクレオチドもまた好ましい。
【０１８５】
　改変オリゴヌクレオチドはまた、1つまたは複数の置換糖部分を含みうる。好ましいオ
リゴヌクレオチドは、2'位に以下のうちの1つを含む：OH；F；O-、S-、もしくはN-アルキ
ル；O-、S-、もしくはN-アルケニル；O-、S-、もしくはN-アルキニル；またはO-アルキル
-O-アルキル、ただし、アルキル、アルケニル、およびアルキニルは、置換型または非置
換型のC1～C10アルキル、もしくはC2～C10アルケニルおよびアルキニルでありうる。特に
好ましいのは、O[(CH2)nO]mCH3、O(CH2)nOCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH3、O(CH2)nONH2、
およびO(CH2)nON[(CH2)nCH3]2、(nおよびmは1から約10までである)である。他の好ましい
オリゴヌクレオチドは、2'位に以下のうちの1つを含む：C1～C10低級アルキル、置換低級
アルキル、アルカリル、アラルキル、O-アルカリルまたはO-アラルキル、SH、SCH3、OCN
、Cl、Br、CN、CF3、OCF3、SOCH3、SO2CH3、ONO2、NO2、N3、NH2、ヘテロシクロアルキル
、ヘテロシクロアルカリル、アミノアルキルアミノ、ポリアルキルアミノ、置換シリル、
RNA切断基、レポーター基、インターカレーター、オリゴヌクレオチドの薬物動態学的性
質を改善するための基またはオリゴヌクレオチドの薬力学的性質を改善するための基、お
よび類似した性質をもつ他の置換基。好ましい改変には、2'-メトキシエトキシ(2'-O--CH

2CH2OCH3、また2'-O-(2-メトキシエチル)または2'-MOEとしても知られている)(Martin et
 al., Helv. Chim. Acta 78:486 [1995])、すなわち、アルコキシアルコキシ基が挙げら
れる。さらなる好ましい改変には、2'-DMAOEとしても知られている2'-ジメチルアミノオ
キシエトキシ(すなわち、O(CH2)2ON(CH3)2基)、および2'-ジメチルアミノエトキシエトキ
シ(当技術分野において、2'-O-ジメチルアミノエトキシエチルまたは2'-DMAEOEとしても
知られている)、すなわち、2'-O--CH2--O--CH2--N(CH2)2が挙げられる。
【０１８６】
　他の好ましい改変には、2'-メトキシ(2'-O--CH3)、2'-アミノプロポキシ(2'-OCH2CH2CH

2NH2)および2'-フルオロ(2'-F)が挙げられる。類似した改変もまた、オリゴヌクレオチド
上の他の位置、特に3'末端ヌクレオチド上または2'-5'結合型オリゴヌクレオチドにおけ
る糖の3'位、および5'末端ヌクレオチドの5'位、になされうる。オリゴヌクレオチドはま
た、ペントフラノシル糖の代わりにシクロブチル部分のような糖模倣体を有しうる。
【０１８７】
　オリゴヌクレオチドはまた、核酸塩基(当技術分野においてしばしば、単に「塩基」と
呼ばれる)修飾または置換を含みうる。本明細書に用いられる場合、「非修飾型」または
「天然の」核酸塩基は、プリン塩基アデニン(A)およびグアニン(G)、ならびにピリミジン
塩基チミン(T)、シトシン(C)、およびウラシル(U)を含む。修飾核酸塩基は、5-メチルシ
トシン(5-me-C)、5-ヒドロキシメチルシトシン、キサンチン、ヒポキサンチン、2-アミノ
アデニン、アデニンおよびグアニンの6-メチルならびに他のアルキル誘導体、アデニンお
よびグアニンの2-プロピルおよび他のアルキル誘導体、2-チオウラシル、2-チオチミン、
および2-チオシトシン、5-ハロウラシルおよび5-ハロシトシン、5-プロピニルウラシルお
よび5-プロピニルシトシン、6-アゾウラシル、6-アゾシトシン、および6-アゾチミン、5-
ウラシル(プソイドウラシル)、4-チオウラシル、8-ハロ、8-アミノ、8-チオール、8-チオ
アルキル、8-ヒドロキシル、および他の8-置換アデニンならびにグアニン、5-ハロ、特に
5-ブロモ、5-トリフルオロメチル、および他の5-置換ウラシルならびにシトシン、7-メチ
ルグアニンおよび7-メチルアデニン、8-アザグアニンおよび8-アザアデニン、7-デアザグ
アニンおよび7-デアザアデニン、ならびに3-デアザグアニンおよび3-デアザアデニンのよ
うな他の合成および天然の核酸塩基を含む。さらなる核酸塩基は、米国特許第3,687,808
号に開示されたものを含む。これらの核酸塩基の若干数は、本発明のオリゴマー化合物の
結合親和性を増加させるために特に有用である。これらには、2-アミノプロピルアデニン
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、5-プロピニルウラシル、および5-プロピニルシトシンを含む、5-置換ピリミジン、6-ア
ザピリミジン、ならびにN-2、N-6、およびO-6置換プリンが挙げられる。5-メチルシトシ
ン置換は、核酸二重鎖安定性を0.6～1.2℃、増加させることが示されており、現在、好ま
しい塩基置換であり、特に、2'-O-メトキシエチル糖修飾と組み合わされた場合、よりい
っそう好ましい。
【０１８８】
　本発明のオリゴヌクレオチドのもう一つの改変は、オリゴヌクレオチドの活性、細胞分
布、または細胞摂取を増強する1つもしくは複数の部分または複合物をオリゴヌクレオチ
ドへ化学的に連結することを含む。そのような部分には、限定されるわけではないが、コ
レステロール部分、コール酸、チオエーテル(例えば、ヘキシル-S-トリチルチオール)、
チオコレステロール、脂肪鎖(例えば、ドデカンジオールまたはウンデシル残基)、リン脂
質(例えば、ジ-ヘキサデシル-ラック-グリセロールまたはトリエチルアンモニウム、1,2-
ジ-O-ヘキサデシル-ラック-グリセロ-3-H-ホスホネート)、ポリアミン、またはポリエチ
レングリコール鎖、またはアダマンタン酢酸、パルミチル部分、またはオクタデシルアミ
ンまたはヘキシルアミノ-カルボニル-オキシコレステロール部分のような脂質部分が挙げ
られる。
【０１８９】
　当業者は、上記の改変を含むオリゴヌクレオチドを作製する方法を良く知っている。本
発明は、上記のアンチセンスオリゴヌクレオチドに限定されない。任意の適切な改変また
は置換が利用されうる。
【０１９０】
　与えられた化合物におけるすべての位置が均一に改変されることは必要ではなく、実際
、1つより多い前記の改変が、単一の化合物に、またはオリゴヌクレオチド内の単一のヌ
クレオシドにでも、組み入れられうる。本発明はまた、キメラ化合物であるアンチセンス
化合物を含む。本発明との関連における「キメラの」アンチセンス化合物または「キメラ
」は、2つまたはそれ以上の化学的に異なる領域を含み、それぞれが少なくとも1つの単量
体単位、すなわち、オリゴヌクレオチド化合物の場合、ヌクレオチド、から構成される、
アンチセンス化合物、特にオリゴヌクレオチドである。これらのオリゴヌクレオチドは、
典型的には、少なくとも1つの領域を含み、オリゴヌクレオチドは、ヌクレアーゼ分解に
対する抵抗性の増加、細胞摂取の増加、および/または標的核酸に対する結合親和性の増
加をオリゴヌクレオチドへ与えるように改変されている。オリゴヌクレオチドの追加的領
域は、RNA:DNAまたはRNA:RNAハイブリッドを切断する能力がある酵素についての基質とし
て働きうる。例として、RNアーゼHは、RNA:DNA二重鎖のRNA鎖を切断する細胞エンドヌク
レアーゼである。それゆえに、RNアーゼHの活性化は、結果として、RNA標的の切断を生じ
、それにより、遺伝子発現のオリゴヌクレオチド阻害の効力を大いに増強する。その結果
として、同じ標的領域にハイブリダイズするホスホロチオネートデオキシオリゴヌクレオ
チドと比較して、キメラオリゴヌクレオチドが用いられる場合、より短いオリゴヌクレオ
チドで、匹敵する結果がしばしば、得られうる。RNA標的の切断は、ゲル電気泳動、およ
び必要ならば、当技術分野において公知の関連核酸ハイブリダイゼーション技術により日
常的に検出されうる。
【０１９１】
　本発明のキメラアンチセンス化合物は、上記のように、2つまたはそれ以上のオリゴヌ
クレオチド、改変オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオシド、および/またはオリゴヌク
レオチド模倣体の複合構造として形成されうる。
【０１９２】
　本発明はまた、下記のように、本発明のアンチセンス化合物を含む薬学的組成物および
製剤を含む。
【０１９３】
B. 遺伝子治療
　本発明は、本発明の癌マーカーの発現を調節するのに用いる任意の遺伝子操作の使用を
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企図する。遺伝子操作の例には、限定されるわけではないが、遺伝子ノックアウト(例え
ば、組換えを用いて染色体から融合遺伝子を除去すること)、誘導性プロモーター有りま
たは無しでのアンチセンス構築物の発現などが挙げられる。インビトロまたはインビボで
の核酸構築物の細胞への送達は、任意の適切な方法を用いて行われうる。適切な方法は、
所望の事象が起こる(例えば、アンチセンス構築物の発現)ように核酸構築物を細胞へ導入
することである。遺伝子治療はまた、インビボで発現する(例えば、誘導性プロモーター(
例えば、アンドロゲン応答性プロモーター)による刺激で)siRNAまたは他の干渉分子を送
達するために用いられうる。
【０１９４】
　遺伝情報を有する分子の細胞への導入は、限定されるわけではないが、裸のDNA構築物
の直接的注入、該構築物を搭載した金粒子での砲撃、および例えば、リポソーム、バイオ
ポリマーを用いる高分子媒介性遺伝子移入などを含む様々な方法のいずれかにより達成さ
れる。好ましい方法は、限定されるわけではないが、アデノウイルス、レトロウイルス、
ワクシニアウイルス、およびアデノ随伴ウイルスを含むウイルス由来の遺伝子送達媒体を
用いる。レトロウイルスと比較してより高い効率のために、アデノウイルス由来のベクタ
ーが、インビボで核酸分子を宿主細胞へ移入するための好ましい遺伝子送達媒体である。
アデノウイルスベクターは、動物モデルにおける様々な固形腫瘍への、および免疫不全マ
ウスにおけるヒト固形腫瘍異種移植片への非常に効率的なインビボ遺伝子移入を提供する
ことが示されている。遺伝子移入のためのアデノウイルスベクターおよび方法の例は、PC
T公開WO 00/12738およびWO 00/09675、ならびに米国特許出願第6,033,908号、第6,019,97
8号、第6,001,557号、第5,994,132号、第5,994,128号、第5,994,106号、第5,981,225号、
第5,885,808号、第5,872,154号、第5,830,730号、および第5,824,544号(それぞれは全体
として参照により本明細書に組み入れられている)に記載されている。
【０１９５】
　ベクターは、様々な方法で被験体に投与されうる。例えば、本発明のいくつかの態様に
おいて、ベクターは直接的注入を用いて腫瘍または腫瘍に関連した組織へ投与される。他
の態様において、投与は、血液またはリンパの循環を通してである(例えば、全体として
参照により本明細書に組み入れられている、PCT公開99/02685参照)。アデノウイルスベク
ターの例示的な用量レベルは、好ましくは、灌流液に加えられる108個～1011個のベクタ
ー粒子である。
【０１９６】
C. 抗体治療
　いくつかの態様において、本発明は、本発明の癌マーカー(例えば、TMPRSS2とのERG、E
TV1、またはETV4融合)を発現する前立腺腫瘍をターゲットする抗体を提供する。任意の適
切な抗体(例えば、モノクローナル、ポリクローナル、または合成)は、本明細書に開示さ
れた治療方法に利用されうる。好ましい態様において、癌治療に用いられる抗体はヒト化
抗体である。抗体をヒト化するための方法は、当技術分野において周知である(例えば、
米国特許第6,180,370号、第5,585,089号、第6,054,297号、および第5,565,332号参照；そ
れぞれは参照により本明細書に組み入れられている)。
【０１９７】
　いくつかの態様において、治療抗体は、本発明の癌マーカー(例えば、TMPRSS2とのERG
、ETV1、またはETV4融合)に対して産生される抗体を含み、抗体は細胞毒性剤に結合して
いる。そのような態様において、正常細胞をターゲットしない腫瘍特異的治療剤が作製さ
れ、それに従って、伝統的な化学療法の有害な副作用の多くを低減する。特定の適用につ
いて、治療剤は、抗体への付着として有用な作用物質として働く薬理的作用物質、特に、
内皮細胞の成長もしくは細胞分裂を絶つまたは抑制する能力を有する細胞毒性または別な
ふうに抗細胞性の作用物質、であることを構想される。本発明は、抗体に結合し、かつ活
性型で送達されうる任意の薬理的作用物質の使用を企図する。例示的な抗細胞性作用物質
には、化学療法剤、放射性同位元素、および細胞毒素が挙げられる。本発明の治療抗体は
、限定されるわけではないが、放射性同位元素(例えば、ヨード-131、ヨード-123、テク
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ネチウム-99m、インジウム-111、レニウム-188、レニウム-186、ガリウム-67、銅-67、イ
ットリウム-90、ヨード-125、またはアスタチン-211)、ステロイドのようなホルモン、代
謝拮抗剤(例えば、シトシンアラビノシド、フルオロウラシル、メトトレキセート、また
はアミノプテリン；アントラサイクリン；マイトマイシンC)、ビンカアルカロイド(例え
ば、デメコルシン；エトポシド；ミトラマイシン)、およびクロラムブシルまたはメルフ
ァランのような抗腫瘍アルキル化剤を含む様々な細胞毒性部分を含みうる。他の態様は、
凝固剤、サイトカイン、成長因子、細菌内毒素、または細菌内毒素のリピドA部分のよう
な作用物質を含みうる。例えば、いくつかの態様において、治療剤は、少し例を挙げるだ
けでも、A鎖毒素、リボソーム不活性化タンパク質、α-サルシン、アスペルギリン、レス
トリクトシン、リボヌクレアーゼ、ジフテリア毒素、またはシュードモナス外毒素のよう
な植物由来、真菌由来、または細菌由来の毒素を含む。いくつかの好ましい態様において
、脱グルコシル化リシンA鎖が利用される。
【０１９８】
　いずれにしても、これらのような作用物質は、必要に応じて、要求されるようなそれら
のターゲティング、内部移行、ターゲットされた腫瘍細胞の部位での遊離または血液成分
への提示を可能にする様式で、公知の結合テクノロジーを用いて、うまく抗体へ結合する
ことが提案される(例えば、Ghose et al., Methods Enzymol., 93:280 [1983]参照)。
【０１９９】
　例えば、いくつかの態様において、本発明は、本発明の癌マーカー(例えば、ERGまたは
ETV1融合)にターゲットされる免疫毒素を提供する。免疫毒素は、特異的ターゲティング
剤、典型的には、腫瘍に方向づけられた抗体または断片の、毒素部分のような細胞毒性剤
との結合体である。ターゲティング剤は、毒素を、ターゲットされる抗原を有する細胞へ
向け、それにより選択的に殺す。いくつかの態様において、治療抗体は、高いインビボ安
定性を提供する架橋剤を用いる(Thorpe et al, Cancer Res., 48:6396 [1988])。
【０２００】
　他の態様、特に、固形腫瘍の処置を含むこと、において、抗体は、血管内皮細胞の成長
または細胞分裂を抑制することにより腫瘍血管構造に対して細胞毒性または別なふうな抗
細胞性効果を生じるように設計される。この攻撃は、腫瘍局在的血管虚脱へ導き、腫瘍細
胞、特に血管構造から遠位の腫瘍細胞、から酸素および栄養分を奪い、最終的には、細胞
死および腫瘍壊死へ導くことを意図される。
【０２０１】
　好ましい態様において、抗体に基づいた治療は、下記のように薬学的組成物として製剤
化される。好ましい態様において、本発明の抗体組成物の投与は、結果として、癌におけ
る測定可能な減少(例えば、腫瘍の減少または消失)を生じる。
【０２０２】
D. 薬学的組成物
　本発明はさらに、薬学的組成物(例えば、本発明の遺伝子融合の発現または活性を調節
する薬剤を含む)を提供する。本発明の薬学的組成物は、局所的処置が望まれるかまたは
全身的処置が望まれるかに、および処置されるべき領域に依存して、いくつかの方法で投
与されうる。投与は、局所(眼、ならびに膣および直腸送達を含む粘膜へを含む)、肺(例
えば、噴霧器による；気管内、鼻腔内、表皮、および経皮を含む、粉末もしくはエアゾー
ルの吸入または通気による)、経口、または非経口でありうる。非経口投与には、静脈内
、動脈内、皮下、腹腔内、もしくは筋肉内注射または注入；頭蓋内、例えば、髄腔内また
は脳室内、投与が挙げられる。
【０２０３】
　局所投与のための薬学的組成物および製剤には、経皮パッチ、軟膏、ローション、クリ
ーム、ゲル、滴剤、坐剤、スプレー、液体、および粉末が挙げられうる。通常の薬学的担
体、水性、粉末、または油性基剤、増粘剤などが必要なまたは望ましい場合がある。
【０２０４】
　経口投与のための組成物および製剤には、粉末もしくは顆粒、水もしくは非水性媒質に
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おける懸濁液もしくは溶液、カプセル、サッシェ、または錠剤が挙げられる。増粘剤、香
味剤、希釈剤、乳化剤、分散剤、または結合剤が望ましい場合がある。
【０２０５】
　非経口、髄腔内、または脳室内投与のための組成物および製剤には、緩衝剤、希釈剤、
ならびに限定されるわけではないが、浸透促進剤、担体化合物、および他の薬学的に許容
される担体または賦形剤のような他の適切な添加剤も含みうる滅菌水溶液が挙げられうる
。
【０２０６】
　本発明の薬学的組成物には、限定されるわけではないが、溶液、乳濁液、およびリポソ
ーム含有製剤が挙げられる。これらの組成物は、限定されるわけではないが、あらかじめ
形成された液体、自己乳化固体、および自己乳化半固体を含む様々な成分から作製されう
る。
【０２０７】
　便利には単位用量の形をとって提供されうるが、本発明の薬学的製剤は、製薬工業にお
いて周知の通常の技術に従って調製されうる。そのような技術は、活性成分を薬学的担体
または賦形剤と会合させる段階を含む。一般的に、製剤は、活性成分を液体担体もしくは
微粉化した固体担体または両方と均一かつ密接に会合させること、およびその後、必要に
応じて、生成物を成形することにより調製される。
【０２０８】
　本発明の組成物は、限定されるわけではないが、錠剤、カプセル、液体シロップ、軟ゲ
ル、坐剤、および浣腸剤のような多くの可能な剤形のいずれかへ製剤化されうる。本発明
の組成物はまた、水性、非水性、または混合媒質における懸濁液として製剤化されうる。
水性懸濁液はさらに、例えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトール、
および/またはデキストランを含む懸濁液の粘性を増加させる物質を含みうる。懸濁液は
また安定剤を含みうる。
【０２０９】
　本発明の一つの態様において、薬学的組成物は、泡として製剤化され、用いられうる。
薬学的泡は、限定されるわけではないが、乳濁液、マイクロエマルジョン、クリーム、ゼ
リー、およびリポソームのような製剤が挙げられる。実際は基本的に類似しているが、こ
れらの製剤は、最終生成物の成分および粘稠度の点で異なる。
【０２１０】
　細胞レベルでオリゴヌクレオチドの取り込みを増強する作用物質もまた、本発明の薬学
的および他の組成物へ加えられうる。例えば、リポフェクチン(米国特許第5,705,188号)
、陽イオン性グリセロール誘導体、のような陽イオン性脂質、およびポリリシン(WO 97/3
0731)のようなポリカチオン性分子もまた、オリゴヌクレオチドの細胞取り込みを増強す
る。
【０２１１】
　本発明の組成物は、薬学的組成物に通常見出される他の補助成分を追加的に含みうる。
従って、例えば、組成物は、例えば、止痒剤、収斂剤、局所的麻酔剤、もしくは抗炎症剤
のような追加の、適合性の、薬学的活性物質を含みうる、または、色素、香味剤、保存剤
、酸化防止剤、乳白剤、増粘剤、および安定剤のような本発明の組成物の様々な剤形を物
理的に製剤化するのに有用な追加の物質を含みうる。しかしながら、加えられる場合、そ
のような物質は、本発明の組成物の成分の生物活性に過度には干渉するべきではない。製
剤は滅菌され、必要に応じて、製剤の核酸と有害に相互作用しない助剤、例えば、潤滑剤
、保存剤、安定剤、湿潤剤、乳化剤、浸透圧に影響を及ぼすための塩、緩衝剤、着色剤、
調味料、および/または芳香物質、などと混合されうる。
【０２１２】
　本発明の特定の態様は、(a)1つまたは複数のアンチセンス化合物、および(b)非アンチ
センス機構により機能する1つまたは複数の他の化学療法剤を含む薬学的組成物を提供す
る。そのような化学療法剤の例には、限定されるわけではないが、ダウノルビシン、ダク
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チノマイシン、ドキソルビシン、ブレオマイシン、マイトマイシン、ナイトロジェンマス
タード、クロラムブシル、メルファラン、シクロホスファミド、6-メルカプトプリン、6-
チオグアニン、シタラビン(CA)、5-フルオロウラシル(5-FU)、フロクスウリジン(5-FUdR)
、メトトレキセート(MTX)、コルヒチン、ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド
、テニポシド、シスプラチン、およびジエチルスチルベストロール(DES)のような抗癌薬
が挙げられる。限定されるわけではないが、非ステロイド性抗炎症薬およびコルチコステ
ロイドを含む抗炎症薬、ならびに限定されるわけではないが、リビビリン、ビダラビン、
アシクロビル、およびガンシクロビルを含む抗ウイルス薬もまた、本発明の組成物に組み
合わせられうる。他の非アンチセンス化学療法剤もまた、本発明の範囲内である。2つま
たはそれ以上の組み合わされる化合物は、いっしょに、または逐次的に、用いられうる。
【０２１３】
　用量は、数日間から数ヶ月間まで続く処置の経過とともに、または治癒がもたらされる
、もしくは疾患状態の減少が達成されるまで、処置されるべき疾患状態の重症度および応
答性に依存する。最適な投薬計画は、患者の身体における薬物蓄積の測定から計算されう
る。投与を行う医師は、最適な用量、投薬方法、および繰り返し率を容易に決定すること
ができる。最適な用量は、個々のオリゴヌクレオチドの相対的効力に依存して変わる可能
性があり、一般的に、インビトロおよびインビボの動物モデルにおいて効果的であること
が見出されたEC50に基づいて、または本明細書に記載された実施例に基づいて、推定され
うる。一般的に、用量は、体重の1kgあたり0.01μgから100gまでであり、1日に、1週間に
、1ヶ月に、または1年に、1回または複数回、与えられうる。処置を行う医師は、体液ま
たは組織における薬物の測定された滞留時間および濃度に基づいて投薬についての繰り返
し率を推定できる。処置の成功後、疾患状態の再発を防ぐために維持治療を被験体に受け
させることが望ましい場合があり、オリゴヌクレオチドは、1日に1回または複数回から20
年間ごとに1回まで、体重の1kgあたり0.01μgから100gまでの範囲である維持用量で投与
される。
【０２１４】
VII. トランスジェニック動物
　本発明は、本発明の外因性癌マーカー遺伝子(例えば、遺伝子融合)、またはその突然変
異体およびバリアント(例えば、切り詰めまたは一塩基多型)を含むトランスジェニック動
物の作製を企図する。好ましい態様において、トランスジェニック動物は、野生型動物と
比較して変化した表現型(例えば、マーカーの増加または減少した存在)を示す。そのよう
な表現型の存在または非存在を分析するための方法には、限定されるわけではないが、本
明細書に開示されたものが挙げられる。いくつかの好ましい態様において、トランスジェ
ニック動物はさらに、腫瘍の増加もしくは減少した成長、または癌の徴候を示す。
【０２１５】
　本発明のトランスジェニック動物は、薬物(例えば、癌治療)スクリーニングにおいて使
用を見出す。いくつかの態様において、試験化合物(癌を処置するのに有用ではないかと
思われる薬物)および対照化合物(例えば、プラシーボ)は、トランスジェニック動物およ
び対照動物へ投与され、効果が評価される。
【０２１６】
　トランスジェニック動物は、様々な方法によって作製されうる。いくつかの態様におい
て、様々な発生段階における胚性細胞が、トランスジェニック動物の産生のためのトラン
スジーンを導入するために用いられる。胚性細胞の発生の段階に依存して異なる方法が用
いられる。接合体は、マイクロインジェクションについての最良の標的である。マウスに
おいて、雄性前核は、1～2ピコリットル(pl)のDNA溶液の再現可能な注入を可能にする直
径が約20マイクロメートルのサイズに達する。遺伝子移入のための標的としての接合体の
使用は、たいていの場合、注入されたDNAが最初の卵割の前に宿主ゲノムへ組み入れられ
るという点で大きな利点をもつ(Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438
-4442 [1985])。結果として、トランスジェニック非ヒト動物の全細胞は、組み入れられ
たトランスジーンを有する。これはまた、一般的に、生殖細胞の50%がトランスジーンを
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有するため、トランスジーンの創始者の子孫への効率的な伝達に反映される。米国特許第
4,873,191号は、接合体のマイクロインジェクションについての方法を記載している；こ
の特許の開示は全体として本明細書に組み入れられている。
【０２１７】
　他の態様において、レトロウイルス感染は、トランスジーンを非ヒト動物へ導入するた
めに用いられる。いくつかの態様において、レトロウイルスベクターは、レトロウイルス
ベクターを卵母細胞の囲卵腔へ注入することにより卵母細胞をトランスフェクションする
ために利用される(参照により本明細書に組み入れられている米国特許第6,080,912号)。
他の態様において、発生中の非ヒト胚は、胞胚期へインビトロで培養されうる。この間に
、卵割球はレトロウイルス感染のための標的でありうる(Janenich, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 73:1260 [1976])。卵割球の効率的な感染は、透明帯を除去するための酵素処理
により得られる(Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor L
aboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. [1986])。トランスジーンを導入するため
に用いられるウイルスベクター系は、典型的には、トランスジーンを有する複製欠損レト
ロウイルスである(Jahner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:6927 [1985])。トラ
ンスフェクションは、ウイルス産生細胞の単層上で卵割球を培養することにより容易かつ
効率的に得られる(Stewart, et al., EMBO J., 6:383 [1987])。または、感染は、後期に
行われうる。ウイルスまたはウイルス産生細胞は、胞胚腔へ注入されうる(Jahner et al.
, Nature 298:623 [1982])。組み入れがトランスジェニック動物を形成する細胞のサブセ
ットにおいてのみ生じるため、創始者の大部分は、トランスジーンについてモザイクであ
る。さらに、創始者は、子孫において一般的に分離する、ゲノムにおける異なる位置にト
ランスジーンの様々なレトロウイルス挿入を含みうる。加えて、妊娠中期胚の子宮内レト
ロウイルス感染により、たとえ低効率性でも、生殖細胞系列へトランスジーンを導入する
ことも可能である(Jahner et al., 前記 [1982])。当技術分野にとって公知のトランスジ
ェニック動物を作製するためにレトロウイルスまたはレトロウイルスベクターを用いるさ
らなる手段は、レトロウイルス粒子またはレトロウイルスを産生するマイトマイシンC処
理細胞の、受精卵または初期胚の囲卵腔へのマイクロインジェクションを含む(PCT国際出
願WO 90/08832 [1990]およびHaskell and Bowen, Mol. Reprod. Dev., 40:386 [1995])。
【０２１８】
　他の態様において、トランスジーンは、胚性幹細胞へ導入され、トランスフェクション
された幹細胞は、胚を形成するために利用される。ES細胞は、インビトロの適切な条件下
で着床前胚を培養することにより得られる(Evans et al., Nature 292:154 [1981]; Brad
ley et al., Nature 309:255 [1984]; Gossler et al., Proc. Acad. Sci. USA 83:9065 
[1986];およびRobertson et al., Nature 322:445 [1986])。トランスジーンは、リン酸
カルシウム共沈、プロトプラストまたはスフェロプラスト融合、リポフェクション、およ
びDEAE-デキストラン媒介性トランスフェクションを含む当技術分野にとって公知の様々
な方法によるDNAトランスフェクションによりES細胞へ効率的に導入されうる。トランス
ジーンはまた、レトロウイルス媒介性形質転換により、またはマイクロインジェクション
によりES細胞へ導入されうる。そのようなトランスフェクションされたES細胞は、その後
、胞胚期胚の胞胚腔へのそれらの導入後、胚にコロニーを形成することができ、結果とし
て生じるキメラ動物の生殖系列に寄与する(概説として、Jaenisch, Science 240:1468 [1
988])。トランスフェクションされたES細胞の胞胚腔への導入の前に、トランスフェクシ
ョンされたES細胞は、トランスジーンを組み込んでいるES細胞について濃縮するための様
々な選択プロトコールに供せられうるが、トランスジーンがそのような選択のための手段
を提供するとすればである。または、ポリメラーゼ連鎖反応は、トランスジーンを組み込
んでいるES細胞についてスクリーニングするために用いられうる。この技術は、胞胚腔へ
の移入の前の適切な選択条件下でのトランスフェクションされたES細胞の増殖についての
必要性を除く。
【０２１９】
　なお他の態様において、相同組換えは、遺伝子機能をノックアウトする、または欠失突
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然変異体(例えば、切り詰め突然変異体)を作製するために利用される。相同組換えのため
の方法は、参照により本明細書に組み入れられている米国特許第5,614,396号に記載され
ている。
【０２２０】
実験
　以下の実施例は、本発明の特定の好ましい態様および局面を実証し、かつさらに例証す
るために提供され、その範囲を限定すると解釈されるべきではない。
【０２２１】
実施例1
ERGおよびETV1遺伝子融合
A. 材料および方法
癌アウトライアープロファイル分析(Cancer Outlier Profile Analysis)(COPA)
　COPA分析は、10,486個のマイクロアレイ実験を含むOncomine 3.0における132個の遺伝
子発現データセットに関して行われた。加えて、99個の増幅レーザーキャプチャーマイク
ロダイセクションされた前立腺組織試料由来のデータがCOPA分析に含まれた。COPAは3段
階を有する。第一に、遺伝子発現値は、中央値中心とし、各遺伝子の中央値発現値をゼロ
に設定する。第二に、中央絶対偏差(MAD)が計算され、各発現値をそのMADで割ることによ
り1に対してスケールされる。中央値およびMADは、平均値および標準偏差とは対照的に、
アウトライアー発現値が分布推定値に不当に影響を及ぼさず、それに従って、事後正規化
を保存するように、変換に用いられた。第三に、変換された発現値の75th、90th、および
95thパーセンタイルは、各遺伝子について表にされ、その後、それらのパーセンタイルス
コアにより順位付けられ、アウトライアープロファイルの優先順位リストを提供する。
【０２２２】
試料
　利用される組織は、University of Michiganにおける前立腺全摘出術シリーズ由来、お
よび迅速剖検プログラム(Rapid Autopsy Program)(Shah et al., Cancer Res 64, 9209(D
ec 15, 2004))由来であり、両方とも、University of Michigan Prostate Cancer Specia
lized Program of Research Excellence (S.P.O.R.E.) Tissue Coreの一部である。
【０２２３】
　組織はまた、University Hospital Ulm (Ulm, Germany)における前立腺全摘出術シリー
ズから得られた。すべての試料は、各それぞれの機関において、事前の機関内審査委員会
の承認を得て、同意した患者から収集された。すべての試料由来の全RNAを、Trizol(Invi
trogen)で製造会社の使用説明書に従って単離した。全RNAをまた、RWPE、PC3、PC3+AR(Da
i et al., Steroids 61, 531 (1996))、LNCaP、VCaP、およびDuCaP細胞系から単離した。
RNA完全性を、ホルムアルデヒド変性ゲル電気泳動またはAgilent Bioanalyzer 2100によ
り検証した。市販されている良性前立腺組織全RNAのプール(CPP, Clontech)もまた用いた
。
【０２２４】
定量的PCR(QPCR)
　定量的PCR(QPCR)は、本質的には記載されているように(Chinnaiyan et al., Cancer Re
s 65, 3328(2005); Rubin et al., Cancer Res 64, 3814 (2004))、Applied Biosystems 
7300リアルタイムPCRシステム上でSYBR Green色素を用いて行われた。簡単には、1～5μg
の全RNAを、ランダムプライマーまたはランダムプライマーおよびオリゴdTプライマーの
存在下でSuperScript III(Invitrogen)を用いてcDNAへ逆転写した。すべての反応を、SYB
R Green Master Mix(Applied Biosystems)ならびにフォワードプライマーおよびリバース
プライマーの両方の25ngで、製造会社に推奨されるサーモサイクリング条件を用いて行っ
た。すべての反応を、融解曲線分析に供し、選択された実験からの生成物を、1.5%アガロ
ースゲル上の電気泳動により分離した。各実験について、閾値レベルを、Sequence Detec
tion Software version 1.2.2 (Applied Biosystems)を用いてQPCR反応の対数期中に設定
した。各試料についてのハウスキーピング遺伝子グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロ
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ゲナーゼ(GAPDH)に対する各標的遺伝子の量を、比較閾値サイクル(Ct)方法(Applied Bios
ystems User Bulletin #2)を用いて測定し、cDNA試料は、図凡例に記載された各実験につ
いてのキャリブレーターとしての役割を果たした。すべてのオリゴヌクレオチドプライマ
ーは、Integrated DNA Technologiesにより合成された。GAPDHプライマーは記載されてい
るとおりであり(Vandesompele et al., Genome Biol 3, RESEARCH0034 (2002))、すべて
の他のプライマーは列挙されている(表4)。プライマーのほぼ等しい効率を、比較Ct方法
を用いるために、前立腺癌cDNAまたはプラスミド鋳型の段階希釈を用いて確認した。
【０２２５】
cDNA末端のRNAリガーゼ媒介性迅速増幅(RLM-RACE)
　cDNA末端のRNAリガーゼ媒介性迅速増幅を、GeneRacer RLM-RACEキット(Invitrogen)を
用いて製造会社の使用説明書に従って行った。最初に、試料を、QPCRによるERGまたはETV
1の発現に基づいて選択した。5マイクログラムの全RNAを、切り詰められたmRNAおよび非m
RNAから5'リン酸を除去するために子ウシ腸ホスファターゼで処理し、タバコ酸性ピロホ
スファターゼでキャップ構造を除去した。GeneRace RNA Oligoを完全長転写産物へライゲ
ーションし、SuperScript IIIを用いて逆転写した。5'末端を得るために、第一鎖cDNAを
、ETV1についてGeneRacer 5' PrimerおよびETV1エキソン4-5_r、またはERGについてGeneR
acer 5' PrimerおよびERGエキソン4a_rもしくはERGエキソン4b_rを用いるPlatinum Taq H
igh Fidelity(Invitrogen)で増幅した。プライマー配列は示されている(表S2)。産物を、
1.5%アガロースゲル上で電気泳動により分離し、バンドを切除し、精製し、pCR 4-TOPOへ
TOPO TAクローニングした。少なくとも4つのコロニー由来の精製されたプラスミドDNAを
、University of Michigan DNA Sequencing CoreによるABI Model 3730自動シーケンサー
上でM13リバースおよびM13フォワード(-20)プライマーまたはT3およびT7プライマーを用
いて双方向でシーケンシングした。RLM-RACEされたcDNAを他のアッセイには用いなかった
。
【０２２６】
TMPRSS2:ERG融合についての逆転写PCR
　上記のようにQPCRを用いてTMPRSS2:ERG陽性症例を同定した後、同じcDNA試料を、Plati
num Taq High FidelityおよびTPRSS2:ERGプライマーでPCR増幅した。産物を、上記のよう
に、電気泳動により分離し、pCR 4-TOPOへクローニングし、シーケンシングした。
【０２２７】
インビトロのアンドロゲン応答性
　RWPE、LNCaP、VCap DuCaP、PC3、およびヒトアンドロゲン受容体で安定にトランスフェ
クションされたPC3細胞(PC3+AR)(3)を、1%エタノール対照または1nMの合成アンドロゲンR
1881で24時間、処理した。全RNAを、単離し、逆転写、ならびにERGエキソン5-6_fおよび_
rプライマーでの上記のようなQPCRに供した。各試料についてのERG/GAPDHの相対量を、RW
PE対照試料に対して較正した。
【０２２８】
蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)
　正常な末梢リンパ球および転移性前立腺癌試料MET-26およびMET-28由来のホルマリン固
定パラファイン包埋(FFPE)組織切片が、間期蛍光インサイチューハイブリダイゼーション
(FISH)分析に用いられた。加えて、間期FISHは、13個の臨床的に局在した前立腺癌および
16個の転移性前立腺癌試料のFFPE切片由来のコアを含む組織マイクロアレイについて行わ
れた。それぞれの遺伝子座の大部分にまたがるプローブを用いる2色、2シグナルアプロー
チが、TMPRSS2およびETV1の融合を評価するために用いられた。ビオチン-14-dCTP BACク
ローンRP11-124L22がETV1座に用いられ、ジゴキシン-dUTP標識BACクローンRPP11-35CDがT
MPRSS2座に用いられた。ERGを含む遺伝子再配列を分析するために、ERG座にまたがる2つ
のプローブ(ビオチン-14-dCTP標識BACクローンRP11-476D17およびジゴキシン-dUTP標識BA
CクローンRPP11-95I21)を用いる分裂シグナルプローブストラテジーが用いられた。すべ
てのBACクローンは、Children's Hospital of Oakland Research Institute(CHORI)から
得られた。組織分析の前に、すべてのプローブの完全性および純度が、正常な末梢リンパ
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球の中期スプレッドへのハイブリダイゼーションにより検証された。組織ハイブリダイゼ
ーション、洗浄、および色検出は記載されているように(Rubin et al., Cancer Res 64, 
3814 (2004); Garraway et al., Nature 436, 117 (2005))行われた。
【０２２９】
B. 結果
癌アウトライアープロファイル分析
　ここ数年、DNAマイクロアレイでの遺伝子発現プロファイリングは、癌トランスクリプ
トームを研究するための一般的な方法になってきた。マイクロアレイ研究は、癌の分子不
均一性への大きな洞察力を提供しており、しばしば、腫瘍組織学、患者転帰、および処置
応答に対応する疾患の新規な分子サブタイプを同定した(valk et al., N Engl J Med 350
, 1617 (2004))。しかしながら、一般的に、トランスクリプトーム分析は、新規な原因の
癌遺伝子の発見へ導いていない。結果として発癌遺伝子の著しい過剰発現を生じる再配列
および高レベルコピー数変化は、トランスクリプトームデータにおいて明らかであるはず
と仮定されたが、伝統的な分析アプローチによっては必ずしもそうではなかった。
【０２３０】
　癌型の大多数において、発癌遺伝子活性化の不均一なパターンが観察されており、従っ
て、癌試料群に渡る遺伝子の一般的な活性化について探索する伝統的な分析方法(例えば
、t検定またはシグナル対ノイズ比)は、そのような発癌遺伝子発現プロファイルを見出す
ことができない。その代わりとして、症例のサブセットにおける著しい過剰発現について
探索する方法が必要とされている。本発明の開発の経過中に行われた実験は、結果として
、癌アウトライアープロファイル分析(COPA)の開発を生じた。COPAは、遺伝子発現プロフ
ァイルの中央値および中央絶対偏差に基づいた単純数値変換を適用することによりアウト
ライアープロファイルを際立たせて同定しようと努める(Ross et al., Blood 102, 2951 
(2003))。このアプローチは、図5Aに図解されている。COPAは、10,486個のマイクロアレ
イ実験を表す132個の遺伝子発現データセットの寄せ集めを含むOncomineデータベース(Bi
ttner et al., Nature 406, 536 (2000))に適用された。COPAは、再発性再配列または高
レベル増幅が起こることが知られている特定の癌型における遺伝子についていくつかのア
ウトライアープロファイルを正しく同定した。分析は、Cancer Gene Census(Vasselli et
 al., Proc Natl Acad Sci USA 100, 6958 (2003))により定義されているように、Oncomi
neデータセットにおいて上位10個のアウトライアープロファイルにランク付けされた既知
の原因の癌遺伝子のアウトライアープロファイルに焦点を当てられた(表1および表3)。例
えば、Valkらの急性骨髄性白血病(AML)データセットにおいて、RUNX1T1(ETO)は、95thパ
ーセンタイルにおける最も強いアウトライアープロファイルを有し、AMLのサブセットに
おけるこの遺伝子の既知の転座および発癌性活性と一致した(Davis et al., Proc Natl A
cad Sci USA 100, 6051 (2003))(表1)。アウトライアープロファイルは、RUNX1(AML1)お
よびRUNX1T1(ETO)を融合する文書化されたt(8;21)転座を有する症例と正確に結びついた(
図5B)。同様に、Rossらの急性リンパ芽球性白血病(ALL)データセットにおいて、PBX1は、
90thパーセンタイルにおける最も強いアウトライアープロファイルを示し、ALLのサブセ
ットにおいて起こることが知られているE2A-PBX1転座と一致した(Segal et al., J Clin 
Oncol 21, 1775 (2003))(表1)。この場合もやはり、アウトライアー発現プロファイルは
、ALLのこのパネルにおける特徴付けられたt(1;19)E2A-PBX1転座と完全に相関した(図S1C
)。
【０２３１】
前立腺癌におけるETSファミリーメンバーERGおよびETV1についてのアウトライアープロフ
ァイルの同定
　新規なCOPA予測を次に調べた。いくつかの独立したデータセットにおいて、COPAは、ER
GおよびETV1、ユーイング肉腫および骨髄性白血病における発癌性転座に関与することが
知られている2つのETSファミリー転写因子、についての前立腺癌における強いアウトライ
アープロファイルを同定した(Lapointe et al., Proc Natl Acad Sci USA 101, 811 (200
4); Tian et al., N Engl J Med 349, 2483 (2003))。Dhanasekaranら(Keats et al., Bl
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ood 105, 4060 (2005))、Welshら(Dhanasekaran et al., Faseb J 19, 243 (2005))、お
よびLapointeら(Wang et al., Lancet 365, 671 (2005))の前立腺癌遺伝子発現データセ
ットにおいて、ERGは、75thパーセンタイルにおける最も高いスコアをつけるアウトライ
アープロファイルを有したが、LapointeらおよびTomlinsら(Welsh et al., Cancer Res 6
1, 5974 (2001))のデータセットにおいて、ETV1は、90thパーセンタイルにおける最も高
いスコアをつけるアウトライアープロファイルを有した(表1)。合計で、COPAは、7つの独
立した前立腺癌プロファイリング研究において、上位10個のアウトライアー遺伝子内にER
GまたはETV1を9回、ランク付けた。ERGおよびETV1の両方は、ユーイング肉腫における発
癌性転座に関与している。EWS遺伝子の5'活性化ドメインの、ERG(t(21;22)(q22;q12))ま
たはETV1(t(7;22)(p21;q12))のようなETSファミリーメンバーの高度に保存された3'DNA結
合ドメインへの融合は、ユーイング肉腫の特徴を示す(Lapoint et al., 前記; Zhan et a
l., Blood 99, 1745 (2002); Fonseca et al., Cancer Res 64, 1546 (2004))。ETSファ
ミリーメンバーに関係する転座は発癌性形質転換において機能的に重複性であるため、典
型的には、転座の1つの型のみが、ユーイング肉腫の各症例に観察される。
【０２３２】
　ERGおよびETV1が同じように前立腺癌の発生に関与する場合には、それらのアウトライ
アープロファイルはお互いに排他的であるはずである、すなわち、各症例は2つの遺伝子
のうちの1つのみを過剰発現するはずであることが予想された。機能的重複性遺伝子、ま
たは同じ発癌経路における遺伝子での突然変異は、腫瘍の進行において同時選択されそう
にない。ERGおよびETV1の接合発現プロファイルがいくつかの前立腺癌データセットに渡
って調べられ、それらはお互いに排除的なアウトライアープロファイルを示すことが見出
された。異なるマイクロアレイプラットフォームを用いて肉眼的に解剖された前立腺組織
をプロファイリングした2つの大規模トランスクリプトーム研究(Wang et al., 前記; Che
ok et al., Nat Genet 34, 85 (2003))からのERGおよびETV1発現プロファイルが同定され
た(図1A、左および中央パネル)。Lapointeらの研究は、良性前立腺組織、臨床的に局在し
た前立腺癌、および転移性前立腺癌をプロフィリングし、ERGおよびETV1アウトライアー
発現が前立腺癌に限定されており、一方、Glinskyらによる研究は、臨床的に局在した前
立腺癌試料のみをプロファイリングした。両方の研究において、前立腺癌は、ERGまたはE
TV1を排他的に発現した(図1A、右パネル)。同様の結果は、レーザーキャプチャーマイク
ロダイセクション(LCM)により得られた99個の前立腺組織試料のプロファイリング研究に
見出された(Welsh et al., 前記)。ERGかまたはETV1のいずれかの排他的アウトライアー
発現(図1B、右パネル)に加えて、LCM研究からの結果は、ETV1およびERGが、前立腺癌また
は転移性前立腺癌由来の上皮細胞においてのみ過剰発現するが、推定の前駆病変前立腺上
皮内腫瘍(PIN)または隣接した良性上皮においては過剰発現しないことを実証した。観察
された排他的アウトライアーパターンが、活性化遺伝子が複数のパートナーと融合できる
他の転座と一致しているかどうかを直接的に決定するために、Zhanらの多発性骨髄腫デー
タセット(Dhanasekaran et al., Nature 412, 822 (2001))を調べた。免疫グロブリン重
鎖プロモーターのCCND1またはFGFR3への再発性融合、それぞれ、t(11,14)またはt(4,14)
は、多発性骨髄腫の特定のサブセットを特徴付ける(Wigle et al., Cancer Res 62, 3005
 (2002))。CCND1は75thパーセンタイルにおける最高スコアリングアウトライアーであり
、FGFR3は95thパーセンタイルにおける3番目に高いスコアリングアウトライアーであった
ように(表1)、これらの転座は、アウトライアープロファイル分析において反映された(図
1C)。2つの症例を除いて、骨髄腫試料は、CCND1またはFGFR3の排他的過剰発現を示した(
図1C、右パネル)。総合すれば、複数の前立腺癌データセットに渡るERGおよびETV1のアウ
トライアープロファイルは、様々なヒト悪性腫瘍における他の原因の突然変異と一致して
いる。個々の前立腺癌試料におけるERGまたはETV1の排他的過剰発現は、活性化遺伝子が
、多発性骨髄腫においてのように、生物学的重複性パートナー遺伝子と融合できる他の腫
瘍と一致している。
【０２３３】
前立腺癌におけるTMPRSS2のERGまたはETV1への再発性遺伝子融合の発見
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　個々の前立腺癌試料におけるERGおよびETV1過剰発現の機構を次に決定した。ERGまたは
ETV1を過剰発現する前立腺癌細胞系および臨床検体を、定量的PCR(QPCR)を行うことによ
り同定した(図2A)。LNCaP前立腺癌細胞系およびホルモン抵抗性転移性前立腺癌で死亡し
た患者から得られた2つの検体(MET-26RP、前立腺における残存原発性癌腫、およびMET-26
LN、リンパ節転移)はQPCRによりETV1を著しく過剰発現した(図2A)。この患者由来の前立
腺における残存癌腫のみならず、異なる解剖学的部位由来の5つの独立した転移巣もまた
、DNAマイクロアレイ分析によりETV1を過剰発現し(Welsh et al., 前記)、ETV1活性化が
広範な転移の前に原発腫瘍に起こったことを示唆した。リンパ節転移もまた、ホルモン抵
抗性転移性前立腺癌(MET-28LN)で死亡した第二の患者、およびERGを過剰発現する2つの前
立腺癌細胞系、VCaPおよびDuCaPから同定された(図2A)。これらの細胞系は、ホルモン抵
抗性前立腺癌をもつ第三の患者由来の脊椎転移(VCaP)および硬膜転移(DuCaP)から独立し
て単離された(Golub et al., Science 286, 531 (1999); Rosenwald et al., Cancer Cel
l 3,185 (2003))。これらの2つの細胞系における共通のERGの過剰発現は、この場合もや
はり、ERG活性化が広範な転移前に起こったことを示唆する。総合すれば、これらの結果
は、特定の遺伝的事象が、前立腺腫瘍形成中に個々の試料においてERGまたはETV1を活性
化しうることを示唆する。
【０２３４】
　これらの遺伝的事象を特徴付けるための努力において、高ERGまたはETV1発現をもつ試
料を、それらのそれぞれの座(7p21.2および21q22.3)における染色体増幅について試験し
た。ゲノムDNAにおけるQPCRにより、それぞれの転写産物過剰発現を有する試料(Sotiriou
 et al., Proc Natl Acad Sci USA 100, 10393 (2003))におけるERGまたはETV1の増幅は
見出されなかった。次に、DNA再配列の発生をアッセイした。上記のQPCRに用いられるプ
ライマーは、ユーイング肉腫におけるERGおよびETV1についての既知の切断点の5'側に位
置していたため、同じ転座が前立腺癌に起こることはありそうになかった。従って、ETV1
エキソンの発現レベルを、ETV1過剰発現を示した、上で同定された試料においてQPCRをエ
キソンウォーキングすることにより測定した。ETV1エキソン2～7にまたがる5つのプライ
マー対を用い、LNCaP細胞は、すべての測定されたETV1エキソンの本質的に均一な過剰発
現を示し、両方のMET26検体は、ETV1エキソン4～7と比較してETV1エキソン2および3の発
現における>90%低下を示した(図2B)。この結果についての可能性のある説明は、選択的ス
プライシング、新規な癌特異的アイソフォーム、または報告されていない再配列を含む。
【０２３５】
　完全長ETV1転写産物を特徴付けるために、cDNA末端の5'RNAリガーゼ媒介性迅速増幅(RL
M-RACE)を、LNCaP細胞およびMET26-LNについて行った。加えて、RLM-RACEを、MET28-LNに
おいてERGの完全長転写産物を得るために行った。RLM-RACE cDNAからのETV1のPCR増幅に
ついて、完全転写産物の5'末端にライゲーションされたRNAオリゴヌクレオチドに相補的
なフォワードプライマー、およびエキソン4、LNCaP細胞およびMET26-LNにおいて過剰発現
した最も5'側のエキソン、におけるリバースプライマーを用いた。上記と類似したストラ
テジーを利用して、ERGのエキソン4がMET28-LNにおいて過剰発現することが測定された。
このエキソンにおけるリバースプライマーを、RLM-RACE cDNAのPCR増幅に利用した。クロ
ーニングされた産物のシーケンシングにより、前立腺特異的遺伝子TMPRSS2(28)(21q22.2)
のMET26-LNにおけるETV1との、およびMET28-LNにおけるERGとの融合が明らかにされた(図
2C)。MET26-LNにおいて、2つのRLM-RACE PCR産物を同定した。第一の産物、TMPRSS2:ETV1
aは、結果として、TMPRSS2の完全なエキソン1の、ETV1のエキソン4の始めとの融合を生じ
た(図2C)。第二の産物、TMPRSS2:ETV1bは、結果として、TMPRSS2のエキソン1および2の、
ETV1のエキソン4の始めとの融合を生じた(図6)。両方の産物は、MET26-LNがエキソン2お
よび3における過剰発現の喪失を示した上記のエキソンウォーキングQPCRと一致した。MET
28-LNにおいて、単一のRLM-RACE PCR産物を同定し、シーケンシングにより、TMPRSS2の完
全なエキソン1の、ERGのエキソン4の始めとの融合(TMPRSS2:ERGa)が明らかにされた(図2C
)。
【０２３６】
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前立腺癌におけるTMPRSS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1遺伝子融合の確証
　これらの結果に基づいて、TMPRSS2におけるフォワードプライマーならびにERGおよびET
V1のエキソン4におけるリバースプライマーを有するQPCRプライマー対を設計した。SYBR 
Green QPCRを、臨床的に局在した前立腺癌および転移性前立腺癌の42個の症例由来の試料
のパネルに渡って両方のプライマーを用いて行い、代表的な結果を描いた(図2、DおよびE
)。これらの結果は、高レベルのETV1またはERG発現をもつ試料のみが、TMPRSS2とのそれ
ぞれの融合産物を発現することを実証している。QPCRは結果として、いくつかの陰性試料
において35サイクル後の測定可能な産物を生じたが、融解曲線分析により、陽性および陰
性試料における別個の産物が明らかにされ、40サイクルQPCR分析後の産物のゲル電気泳動
により、陰性融合試料においてプライマー二量体のみが明らかにされた(図2、DおよびE)
。プライマー二量体の形成は、高GC含量(80.3%)によりTMPRSS2のエキソン1において全体
にプライマーを設計することの困難によって一部、説明されうる。しかしながら、TMPRSS
2:ERGa、TMPRSS2:ETV1a、およびTMPRSS2:ETV1b融合の特異的発現は、それぞれの融合にま
たがるフォワードプライマーでのTaqman QPCRを用いて確認され、いずれの場合でも、産
物は、SYBR Green QPCRと同じ症例において検出されるのみであった(Sotiriou et al., 
前記)。SYBR Green QPCRに用いられたプライマーの特異性および単位複製配列をさらに確
認するために、標準逆転写PCRを、TMPRSS2:ERGaを発現する試料のパネルについてSYBR Gr
een QPCRと同じプライマーを用いて行った。類似したサイズの産物が得られ、クローニン
グされた産物のシーケンシングにより、TMPRSS2:ERGaの存在が確認された。高レベルのET
V1またはERGをそれぞれ、発現したが、QPCRにより転座の証拠を示さなかった2つの症例、
PCA16およびPCA17(図2、DおよびE)を同定した。PCA16においてETV1プライマーで産生され
た産物のシーケンシングにより、融合転写産物の証拠が明らかにされず、PCA17においてE
RGプライマーでいずれの産物も得ることができなかったため、RLM-RACEはこれらの結果を
支持した。同様の結果はLNCaP細胞について得られ、上記のエキソンウォーキングQPCRと
一致して、RLMRACEまたはQPCRによる融合の証拠はなかった。
【０２３７】
前立腺癌試料におけるETSファミリーメンバーとのTMPRSS2融合転写産物の証拠の要約
　RLM-RACE産物のシーケンシング、QPCR、およびRT-PCR産物のシーケンシングを含むTMPR
SS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1融合転写産物についての3つの異なるアッセイからの結果は、
表2に要約されている。すべての試料において行われることになっているTMPRSS2融合につ
いてのQPCRに加えて、これらの融合の存在を、選択された試料についていくつかの技術を
用いて確認した。例えば、PCA1(前立腺癌試料1)において、TMPRSS2:ERGaは、RLMRACE産物
のシーケンシング、QPCR、およびRT-PCR産物のシーケンシングを用いて同定された。QPCR
融解曲線分析およびQPCR産物のゲル電気泳動により、PCA4は、予想より大きい単位複製配
列を産生した。その後のRLM-RACE分析は、TMPRSS2の完全なエキソン1の、ERGのエキソン2
の始めとの融合(TMPRSS2:ERGb)を確認した(図6)。TMPRSS2:ERGb接合部にまたがるフォワ
ードプライマーでのTaqman QPCRは、PCA4においてのみTMPRSS2:ERGbの存在を確認し、TMP
RSS2:ERGa接合部にまたがるフォワードプライマーでのTaqman QPCRは、この検体において
産物を生じなかった(27)。TMPRSS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1融合の証拠は、QPCRまたはDNA
マイクロアレイにより、それぞれ、ERGまたはETV1を過剰発現した症例においてのみ見出
された。これらの結果は、アウトライアー分析に観察された排他的発現と一致している。
【０２３８】
蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)はTMPRSS2:ETV1転座およびERG再配列
を確認する
　TMPRSS2:ETV1およびTMPRSS2:ERG融合転写産物の存在を確認した後、染色体レベルにお
けるこれらの再配列の証拠は、ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)検体上での間期蛍光
インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)を用いて得られた。以下の2つの異なるプ
ローブストラテジーが用いられた：TMPRSS2:ETV1転座を検出するための2色の融合シグナ
ルアプローチ、およびERG座の再配列を検出するための2色の分裂シグナルアプローチ。こ
れらのプローブストラテジーは、RLM-RACE、MET26、およびMET28に最初に用いられた2つ
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の症例について確認された(図3)。TMPRSS2およびETV1についてのプローブを用いて、正常
な末梢リンパ球(NPL)は、1ペアの赤色シグナルおよび1ペアの緑色シグナルを示した(図3A
)。MET26は、プローブ重複を示す1ペアのシグナルの融合を示し(図3B、黄色矢じり)、こ
の試料におけるTMPRSS2:ETV1転写産物の発現と一致した。加えて、ETV1についての2つの
残りのシグナルにより示されているように、ETV1座の一貫した低レベル増幅が同定された
(図3B、赤色矢じり)。同様に、ERG座の5'および3'領域にまたがるプローブを用いて、NPL
において1ペアの黄色シグナルが観察された(図3C)。MET28において、1ペアのプローブは
、ERG座における再配列を示す離れた緑色シグナルおよび赤色シグナルへ分裂した(図3D、
緑色および赤色矢印)。この結果は、この症例におけるTMPRSS2:ERG転写産物の発現と一致
している。これらの結果に基づいて、上記の個々のFISH分析を、局在性前立腺癌の13個の
症例および転移性前立腺癌の16個の症例からのコアを含む連続的組織マイクロアレイにつ
いて行った(図3E)。マトリックスにより示されているように、29個の症例のうちの23個(7
9.3%)は、TMPRSS2:ETV1融合(7個の症例)またはERG再配列(16個の症例)の証拠を示した。
加えて、29個の症例のうちの12個(41.4%)がETV1座における低レベル増幅の証拠を示した
。以前の報告は、ETV1のゲノム位置、7pを局在性および転移性前立腺癌において最もよく
増幅される領域の一つであると同定している(Slamon et al., Science 235, 177 (1987))
。しかしながら、ETV1増幅はERG再配列を有する6個の症例において起こり、本発明の転写
産物データは、高ERG発現およびTMPRSS2:ERG融合を有する19個の試料のうちのいずれもま
た高ETV1発現を有しないことを実証しているため、7p増幅がETV1発現を作動させるとは思
われない。さらになお、ETV1増幅およびTMPRSS2:ETV1融合の両方がFISHにより存在する場
合、個々のETV1シグナルのみが増幅され、融合したシグナルは増幅されない。いずれにせ
よ、このFISH分析からの結果は、上記の転写産物データと一致した、ゲノムレベルにおけ
るTMPRSS2:ETV1およびERG再配列の存在を実証している。
【０２３９】
　TMPRSS2はアンドロゲン制御遺伝子であり、ERGとの融合は、結果として、ERGのアンド
ロゲン制御を生じる。TMPRSS2は、最初に、LNCaP細胞において発現がアンドロゲンにより
増加する前立腺特異的遺伝子であると同定され、また、そのプロモーターにアンドロゲン
応答性エレメント(ARE)を含む(Huang et al., Lancet 361, 1590 (2003); Schwartz et a
l., Cancer Res 62, 4722 (2002))。その後の研究は、正常および腫瘍性前立腺組織にお
ける高発現を確認し、TMPRSS2は、アンドロゲン感受性前立腺細胞系においてアンドロゲ
ン制御されることを実証した(Schwartz et al., Cancer Res 62, 4722 (2002); Ferrando
 et al., Cancer Cell 1, 75 (2002); Chen et al., Mol Biol Cell 14, 3208 (2003); L
aTulippe et al., Cancer Res 62, 4499 (2002))。加えて、アンドロゲンは、アンドロゲ
ン非感受性前立腺癌細胞系PC3においてTMPRSS2の発現を増加させないが、PC3細胞におけ
るアンドロゲン受容体の安定な発現は、結果として、TMPRSS2がアンドロゲン応答性にな
ることを生じる(Schwartz et al., 前記; Ferrando et al., 前記; Chen et al., 前記; 
LaTulippe et al., 前記)。対照的に、アンドロゲンで処理されたLNCaP前立腺細胞系のマ
イクロアレイ研究は、ERGまたはETV1をアンドロゲン応答性であると同定せず(Jain et al
., Cancer Res 64, 3907 (2004))、それらのプロモーター配列の調査により、コンセンサ
スAREが明らかにされなかった(Sotiriou et al., 前記)。各細胞系において3つの独立し
たアッセイにより確認された(表2)、DuCaPおよびVCaP細胞系におけるTMPRSS2:ERGa融合は
、結果として、ERGのアンドロゲン制御を生じるだろうと予想された。ERG発現についてア
ッセイするためにQPCRを用いて、ERGがVCaPおよびDuCaP細胞の両方において高く発現して
いたにもかかわらず、合成アンドロゲンR1881での処理は、未処理の対照と比較して、DuC
aP細胞において2.57倍、およびVCaP細胞において5.02倍、ERGの発現を増加させた(図4)。
ERGの発現は、R1881処理後、未処理の対照と比較して、RWPE(1.37倍)、LnCaP(0.86倍)、P
C3(1.28倍)、およびアンドロゲン受容体を発現するPC3細胞(0.73倍)において、最小で、
本質的に変化しなかった。
【０２４０】
　同じ試料のマイクロアレイ分析は、ERGが、DuCaPおよびVCaP細胞においてのみアンドロ
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ゲンに応答して上方制御されることを確認した(Sotiriou et al., 前記)。本発明は特定
の機構に限定されない。実際、機構の理解は本発明を実施するために必要ではない。とは
いえ、これらの結果は、TMPRSS2とのそれぞれの融合が存在する場合、前立腺癌におけるE
RGまたはETV1の異常な発現についての可能性のある機構を示唆することが予想される。
【０２４１】
　表1. 癌アウトライアープロファイル分析(COPA)。強いアウトライアープロファイルを
有した、癌において原因の突然変異を起こすことが知られた遺伝子。「X」は、獲得され
た特徴的な転座の文献証拠を表す。「XX」は特定の転座、加えてその転座について特徴付
けられた特定の研究における試料の文献証拠を表す。「Y」は既知の増幅と一致している
ことを表す。「**」は前立腺癌におけるERGおよびETV1アウトライアープロファイルを表
す。
【０２４２】
　（表１）
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【０２４３】
　表2は、前立腺癌試料および細胞系におけるETSファミリーメンバーの地位へのTMPRSS2
融合の要約を示す。すべてのアッセイについて、陽性結果は「＋］で示され、陰性結果は
「－」で示される。空白の細胞は、特定のアッセイがその試料について行われなかったこ
とを示す。定量的PCR(QPCR)によるERGまたはETV1の過剰発現が示され、アスタリスクでマ
ークを付けられた試料は、試料がまたcDNAマイクロアレイによりアッセイされて、過剰発
現が確認されたことを示す。TMPRSS2:ERGまたはTMPRSS2:ETV1遺伝子融合を検出するため
に、過剰発現したETSファミリーメンバーについて選択された試料を、RLM-RACEに供し、
シーケンシング後、TMPRSS2融合をもつ試料が示されている。すべての試料は、QPCRによ
りTMPRSS2:ETV1およびTMPRSS2:ERG発現についてアッセイされた。選択された症例はまた
、QPCRについてと同じTMPRSS2融合プライマーを用いて逆転写PCR(RT-PCR)により増幅され
、単位複製配列はシーケンシングされた。TMPRSS2:ETV1またはTMPRSS2:ERG融合について
の証拠を有する試料は最終列に示されている。
【０２４４】
　（表２）
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【０２４５】
　表3. 癌アウトライアープロファイル分析(COPA)。Oncomineにおける研究の上位10個に
アウトライアープロファイルを有する癌において原因の突然変異を起こすことが知られて
いる遺伝子が示されている。「X」は、獲得された特徴的な転座の文献証拠を表す。「XX
」は特定の転座、加えて特定の研究における試料がその転座について特徴付けられたこと
の文献証拠を表す。「Y」は既知の増幅と一致していることを表す。「**」は前立腺癌に
おけるERGおよびETV1アウトライアープロファイルを表す。
【０２４６】
　（表３）
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【０２４７】
　表4. この研究に用いられたオリゴヌクレオチドプライマー。すべてのプライマーにつ
いて、遺伝子、塩基、およびエキソン(UCSC Genome Browserを用いるヒトゲノムの2004年
5月アセンブリ(May 2004 assembly of the Human Genome)に関するテキストに記載された
参照配列のアラインメントによる)が列挙されている。フォワードプライマーは「f」で、
リバースプライマーは「r」で示されている。
【０２４８】
　（表４）
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【０２４９】
実施例2
ETV4遺伝子融合
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A. 材料および方法
プロファイリング研究におけるETSファミリー発現
　前立腺癌においてETSファミリーメンバーの発現を調べるために、Oncomineデータベー
ス(Rhodes et al., Neoplasia 2004;6:1-6)に存在する2つの前立腺癌プロファイリング研
究が利用された(Lapointe et al., Proc Natl Acad Sci USA 2004;101:811-6およびTomli
ns et al., Science 2005;310:644-8)。ETSドメインを含む遺伝子は、Interproフィルタ
ー「Ets」(Interpro ID:IPR000418)により同定された。ヒートマップ表示は、「遺伝子に
つき中央値中心」オプションを用いてOncomineにおいて作成され、色の対比は、ERGおよ
びETV1示差的発現を際立たせるために設定された。
【０２５０】
試料
　前立腺癌組織(PCA1～5)は、Research Excellence (S.P.O.R.E.) Tissue CoreのUnivers
ity of Michigan Prostate Cancer Specialized Programの一部である、University of M
ichiganにおける前立腺全摘出術シリーズ由来であった。すべての試料は、患者のインフ
ォームドコンセントおよび事前の機関内審査委員会承認を得て収集された。全RNAは、Tri
zol(Invitrogen, Carlsbad, CA)で製造会社の使用説明書に従って単離された。市販され
ている良性前立腺組織全RNAのプール(CPP, Clontech, Mountain View, CA)もまた用いら
れた。
【０２５１】
定量的PCR(QPCR)
　QPCRは、記載されているように(Tomlins et al., 前記)、Applied Biosystems 7300リ
アルタイムPCRシステム(Applied Biosystems, Foster City, CA)上でSYBR Green色素を用
いて行われた。各試料についてハウスキーピング遺伝子グルセルアルデヒド-3-リン酸デ
ヒドロゲナーゼ(GAPDH)に対する各標的遺伝子の量が報告された。標的遺伝子の相対量は
、良性前立腺組織(CPP)のプールからの相対量に対して較正された。すべてのオリゴヌク
レオチドプライマーは、Integrated DNA Technologies(Coralville, IA)により合成され
た。GAPDHプライマーは記載されている(Vandesompele et al., Genome Biol 2002;3:RESE
ARCH0034)。ETV4のエキソンについてのプライマーは以下のとおりである(5'から3'へ列挙
されている)：

。エキソンは、UCSC Genome Browserを用いてヒトゲノムの2004年5月フリーズ(May 2004 
freeze)でのETV4(NM_001986.1)についてのRefSeqのアラインメントにより番号を付けられ
た。TMPRSS2:ETV4融合転写産物のQPCR確認について、TMPRSS2:ETV4aおよびTMPRSS2:ETV4b
転写産物の両方を検出する
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がETV4_exon4-rと共に用いられた。
【０２５２】
cDNA末端のRNAリガーゼ媒介性迅速増幅(RLM-RACE)
　RLM-RACEは、記載されているように(Tomlins et al., 前記)、GeneRacer RLM-RACEキッ
ト(Invitrogen)を用いて製造会社の使用説明書に従って行われた。ETV4の5'末端を得るた
めに、PCA5由来の第一鎖cDNAを、GeneRacer 5'プライマーおよびETV4_exon4-rまたはETV4
_exon7-r

を用いて増幅した。産物を、記載されているように(Tomlins et al., 前記)、クローニン
グし、シーケンシングした。TMPRSS2:ETV4転写産物の等価5'末端は、両方のプライマー対
から得られた。
【０２５３】
蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)
　ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)組織切片が間期FISHに用いられた。脱パラフィン
された組織を、80℃において、0.2M HClで10分間、2x SSCで10分間、処理し、Proteinase
 K(Invitrogen)で10分間、消化した。組織およびBACプローブを、94℃で5分間、同時変性
させ、37℃で一晩、ハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション後、洗浄は、0.1% T
ween-20を含む2x SSCで5分間であり、蛍光検出は、フルオレセインに結合した抗ジゴキシ
ゲニン(Roche Applied Science, Indianapolis, IN)およびAlexa Fluor 594に結合したス
トレプトアビジン(Invitrogen)を用いて行われた。スライドは、DAPIを含むProLong Gold
 Antifade Reagent(Invitrogen)において対比染色され、マウントされた。スライドは、L
eica DMRA蛍光顕微鏡(Leica, Deerfield, IL)を用いて調べられ、CytoVisionソフトウェ
アシステム(Applied Imaging, Santa Clara, CA)を用いてCCDカメラでイメージングされ
た。
【０２５４】
　すべてのBACは、BACPAC Resource Center(Oakland, CA)から得られ、プローブ位置は、
正常な末梢リンパ球の中期スプレッドへのハイブリダイゼーションにより検証された。TM
PRSS2:ETV4融合の検出について、RP11-35C4(TMPRSS2の5'側)が、ETV4の3'側に位置した複
数のBAC(ETV4の遠位から近位へ：RP11-266I24、RP11-242D8、およびRP11-100E5)と共に用
いられた。ETV4再配列の検出について、RP11-436J4(ETV4の5'側)が、ETV4の3'側の複数の
BACと共に用いられた。各ハイブリダイゼーションについて、癌性細胞の領域は、病理学
者により同定され、試料あたり100個の細胞が数えられた。TMPRSS2:ETV4融合についての
報告された細胞数はRP11-242D8を用い、同様の結果は、すべての3'ETV4 BACで得られた。
PCA5において追加の再配列を排除するために、FISHは、ETV4の3'側の2つのプローブ(RP11
-266I24およびRP11-242D8)、ERG分裂シグナルプローブ(RP11-95I21およびRP11-476D17)、
およびTMPRSS2:ETV1融合プローブ(RP11-35C4およびRP11-124L22)で行われた。BAC DNAは
、QIAFilter Maxi Prepキット(Qiagen, Valencia, CA)を用いて単離され、プローブは、
ジゴキシゲニン-またはビオチン-ニックトランスレーション混合物(Roche Applied Scien
ce)を用いて合成された。
【０２５５】
B. 結果
　最初のCOPAスクリーニングは、ERGまたはETV1とのTMPRSS2融合の特徴付けへと導いた(
実施例1)。これらの遺伝子融合について陰性の前立腺癌が他のETSファミリーメンバーに
関わる再配列を有することがさらに予想された。Oncomineデータベースから前立腺癌プロ
ファイリング研究においてモニターされたすべてのETSファミリーメンバーの発現を質問
することにより(Rhodes et al., 前記)、ETSファミリーメンバーETV4の著しい過剰発現が
、2つの研究　－　肉眼的に解剖された組織をプロファイリングした1つ(Lapointe et al.
, 前記)(図7A)、およびレーザーキャプチャーマイクロダイセクション(LCM)された組織1
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をプロファイリングした他方(図7B)のそれぞれから単一の前立腺癌症例において同定され
た。これらの症例はERGまたはETV1を過剰発現せず、かついずれの良性前立腺組織も過剰
発現を示さなかったため、TMPRSS2との融合はこれらの症例においてETV4の過剰発現の原
因であることが予想された。ELF3もまた、わずかの前立腺癌症例において過剰発現したが
、両方の研究において、正常な前立腺組織試料もまた、著しいELF3過剰発現を示し、良性
および癌性組織の両方における遺伝子融合作動性発現はありそうにないことを示している
。従って、ETV4過剰発現症例(ここではPCA5と名付けられている)はさらに分析された。
【０２５６】
　全RNAを、PCA5から単離し、ETV4の過剰発現を確認するためにエキソンウォーキング定
量的PCR(QPCR)を用いた。QPCRは、ETV4のエキソン3'～エキソン2が、プールされた良性前
立腺組織(CPP)(～900倍)およびETV4を過剰発現しない前立腺癌と比較してこの症例におい
て著しく過剰発現し、TMPRSS2:ERG陽性(PCA1～2)かまたは陰性(PCA3～4)のいずれかであ
ることを実証した(図8A)。しかしながら、PCA5における遠位領域に対してETV4のエキソン
2の発現における劇的な減少(>99%)が観察され、TMPRSS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1陽性症例
において前に観察されているように(Tomlins et al., 前記)、可能性のあるTMPRSS2との
融合を示している。
【０２５７】
　PCA5においてETV4転写産物の5'末端を同定するために、cDNA末端のRNAリガーゼ媒介性
迅速増幅（RLM-RACE）を、エキソン7におけるリバースプライマーを用いて行った。RLM-R
ACEにより、2つの転写産物が明らかにされ、それぞれは、ETV4由来の配列に融合したTMPR
SS2の約8kb上流に位置する配列からなる5'末端を含んだ(図8B)。具体的には、TMPRSS2:ET
V4aの5'末端は、TMPRSS2の上流のこの領域由来の47塩基対を有し、一方、TMPRSS2:ETV4b
の5'末端は同じ末端の13塩基対を有した。両方の転写産物のこれらの5'末端は、ETV4のエ
キソン3のすぐ5'側のイントロンの9塩基対、およびエキソン3の報告された参照配列からE
TV4のエキソン7におけるリバースプライマーまでからなる同じ連続したひと続きに融合し
た。
【０２５８】
　PCA5における両方の転写産物の存在ならびにCPPおよびPCA1～4におけるそれらの非存在
は、QPCRを用いて確認された。TMPRSS2由来の既知のエキソンに関わる融合転写産物の存
在をさらに排除するために、QPCRを、TMPRSS2のエキソン1におけるフォワードプライマー
およびETV4エキソン4リバースプライマーを用いて行い、予想どおり、CPPまたはPCA1～5
においていずれの産物も検出されなかった。
【０２５９】
　ETV4制御不全をもつ他の前立腺癌が、TMPRSS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1転写産物と構造
的により類似したTMPRSS2:ETV4融合転写産物(TMPRSS2由来の既知のエキソンを含む)を含
むかどうかは知られていない。本明細書で報告されたTMPRSS2:ETV4融合は、TMPRSS2のす
ぐ上流のよく特徴付けられたAREを含まない。しかしながら、本明細書に記載されたTMPRS
S2:ETV4転写産物に存在するTMPRSS2配列の上流に位置するアンドロゲン応答性エンハンサ
ーについての証拠が存在する(Rabbitts, Nature 1994;372:143-9)。いずれにせよ、この
融合転写産物に関わるETV4エキソンのみの著しい過剰発現は、遺伝子融合がETV4の制御不
全の原因であることを強く示唆している。合わせて、TMPRSS2:ETV4融合転写産物の構造は
、転写されたTMPRSS2配列よりむしろ、TMPRSS2の上流の制御エレメントがETSファミリー
メンバーの制御不全を作動させるという結論を支持する。
【０２６０】
　RLM-RACEおよびQPCRにより実証されているように、TMPRSS2(21q22)およびETV4(17q21)
を囲むゲノム座の融合を確認するために、間期蛍光インサイチューハイブリダイゼーショ
ン(FISH)が用いられた。TMPRSS2の5'側およびETV4の3'側のプローブを用いて、TMPRSS2お
よびETV4座の融合は、PCA5由来の癌性細胞の65%に観察された(図8D)。ETV4の再配列のさ
らなる確認として、ETV4の5'側および3'側のプローブを用いて、PCA5由来の癌性細胞の64
%が分裂シグナルを示した。FISHはまた、追加の再配列を排除するためにETV4の3'側の2つ
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のプローブ、ERG分裂シグナルプローブ、およびTMPRSS2:ETV1融合プローブを用いてPCA5
に関して行われ、各ハイブリダイゼーションについて陰性結果が得られた。
【０２６１】
　総合すれば、たいていの分析方法は一貫した制御解除を示さないプロファイルを無視し
(Eisen et al., Proc Natl Acad Sci USA 1998;95:14863-8; Golub et al., Science 199
9;286:531-7; Tusher et al., Proc Natl Acad Sci USA 2001;98:5116-21)、それに従っ
て、まれ(98個の症例のうち2個)と思われる前立腺癌におけるETV4を同定することができ
ないだろうため、その結果は、腫瘍遺伝子発現においてアウトライアープロファイルを注
意深く調べることの効用を浮き彫りにしている。TMPRSS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1融合の
同定と組み合わせて、本明細書に提示された結果は、AREの破壊またはTMPRSS2の上流のエ
ンハンサーにより媒介されるETSファミリーメンバーの制御不全が前立腺腫瘍形成の顕著
な特徴であることを示している。
【０２６２】
実施例3
遺伝子融合RNAの検出
　この実施例は、APTIMA製剤試薬ならびに適切な標的特異的オリゴヌクレオチド、プライ
マーおよびプローブでそれぞれスパイクされるHPA検出を用いる、4つの別々の定性的アッ
セイにおける4つの遺伝子融合：TMPRSS2:ETV1a、TMPRSS2:ETV1b、TMPRSS2:ERGa、およびT
MPRSS2:ERGbの配列を含むRNA(IVT)の標的捕獲、増幅、ならびに定性的検出を記載する。
表5は、アッセイで用いられるオリゴヌクレオチドの配列を示す。
【０２６３】
　（表５）

【０２６４】
A. 材料および方法
RNA標的捕獲
　溶解緩衝液は、15mMリン酸二水素ナトリウム一水和物、15mMリン酸水素二ナトリウム無
水物、1.0mM EDTA二ナトリウム二水和物、1.0mM EGTA遊離酸、および110mMラウリル硫酸
リチウム、pH6.7を含んだ。
【０２６５】
　標的捕獲試薬は、pH6.4で、250mM HEPES、310mM水酸化リチウム、1.88M塩化リチウム、
100mM EDTA遊離酸、および250μg/ml 共有結合したdT14オリゴマーを有する1ミクロン磁
気粒子SERA-MAG MG-CM Carboxylate Modified (Seradyn, Inc., Indianapolis, Indiana)
を含んだ。
【０２６６】
　洗浄溶液は、pH7.5で、10mM HEPES、6.5mM水酸化ナトリウム、1mM EDTA、0.3%(v/v)エ
タノール、0.02%(w/v)メチルパラベン、0.01%(w/v)プロピルパラベン、150mM塩化ナトリ
ウム、0.1%(w/v)ラウリル硫酸ナトリウム(SDS)を含んだ。
【０２６７】
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RNA増幅および検出
　増幅試薬は、pH7.5で、26.7mM rATP、5.0mM rCTP、33.3mM rGTP、および5.0mM rUTP、1
25mM HEPES、8%(w/v)トレハロース二水和物、1.33mM dATP、1.33mM dCTP、1.33mM dGTP、
および1.33mM dTTPを含む3.6mL溶液の凍結乾燥形であった。増幅試薬は、9.7mLの増幅試
薬再構成溶液において再構成された(下記参照)。使用前に、15pmolの各プライマーオリゴ
マーが加えられた。
【０２６８】
　増幅試薬再構成溶液は、0.4%(v/v)エタノール、0.10%(w/v)メチルパラベン、0.02%(w/v
)プロピルパラベン、33mM KCl、30.6mM MgCl2、0.003%フェノールレッドを含んだ。
【０２６９】
　酵素試薬は、pH7.0で、20mM HEPES、125mM N-アセチル-L-システイン、0.1mM EDTA二ナ
トリウム二水和物、0.2%(v/v) TRITON7 X-100界面活性剤、0.2Mトレハロース二水和物、0
.90RTU/mLモロニーマウス白血病ウイルス(MMLV)逆転写酵素、および0.20U/mL T7 RNAポリ
メラーゼを含む1.45mL溶液の凍結乾燥形であった。1ユニット(RTU)の活性は、MMLV逆転写
酵素について37℃で15分間に5.75fmol cDNAの合成および放出として定義され、T7 RNAポ
リメラーゼについて、1ユニット(U)の活性は、37℃で20分間に5.0fmol RNA転写産物の産
生として定義される。酵素試薬は、3.6mLの酵素試薬再構成溶液において再構成された(下
記参照)。
【０２７０】
　酵素試薬再構成溶液は、pH7.0で、50mM HEPES、1mM EDTA、10%(v/v) TRITON7 X-100、1
20mM塩化カリウム、20%(v/v)グリセロール無水物を含んだ。
【０２７１】
　ハイブリダイゼーション試薬は、pH4.7で、100mMコハク酸遊離酸、2%(w/v)ラウリル硫
酸リチウム、100mM水酸化リチウム、15mMアルドリチオール-2、1.2M塩化リチウム、20mM 
EDTA遊離酸、3.0%(v/v)エタノールを含んだ。
【０２７２】
　選択試薬は、pH8.5で、600mMホウ酸、182.5mM水酸化ナトリウム、1%(v/v) TRITON7 X-1
00を含んだ。
【０２７３】
　検出試薬は、1mM硝酸および32mM過酸化水素を含む検出試薬I、ならびに1.5M水酸化ナト
リウムを含む検出試薬IIを含んだ。
【０２７４】
B. アッセイプロトコール
標的捕獲
1. IVT原液の希釈液を、反応チューブあたり400μL試料について指示されたコピーレベル
でのSTMへ作製することにより試料を調製する。
2. 繰り返しピペッターを用いて、100μLのTCRをTCOと共に適切な反応チューブへ加える
。
3. マイクロピペッターを用いて、400μLの各試料を適切にラベル表示されているものへ
加える。
4. チューブをシーリングカードで覆い、手で穏やかにラックを振る。ボルテックスして
はいけない。ラックを水浴中、62°±1℃で30±5分間、インキュベートする。
5. ラックを水浴から取り出し、チューブの底を吸収材料でふき取って乾燥させる。
6. シーリングカードがしっかりと取り付けられていることを確実にする。必要ならば、
新しいシーリングカードと取り替え、ぴったりと密閉する。
7. シーリングカードを取り外さずに、ラックを室温で30±5分間、インキュベートする。
8. ラックをTCS磁気基盤上に5～10分間、置く。
9. APTIMA洗浄溶液を分配マニホールドを通してポンプで汲み出すことにより分配装置ポ
ンプラインに呼び水を入れる。ライン中に気泡がなく、すべての10個のノズルが液体の定
常流を送達しているようにシステムを通して十分な液体をポンプで汲み出す。
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10. 真空ポンプを作動させ、吸引マニホールドとトラップボトルの間の最初のコネクター
で吸引マニホールドを外す。真空計が25in. Hgより大きい値を示すことを確実にする。こ
の示度に達するのに15秒間かかりうる。マニホールドを再び接続し、真空計が7in. Hgと1
2in. Hgの間であることを確実にする。すべての標的捕獲段階が完了するまで真空ポンプ
を点けたままにしておく。
11. 吸引マニホールドをチップの最初のセットへしっかりと取り付ける。チップがチュー
ブの底と短時間、接触するまでチップを最初のTTUへ下げることにより全液体を吸引する
。チップをチューブの底に接触した状態にしておいてはいけない。
12. 吸引が完了した後、チップをそれらの元のチップカセットへと取り出す。残りのTTU
について、各検体のための専用チップを用いて吸引段階を繰り返す。
13. 各TTUの上に分配マニホールドを置き、分配装置ポンプを用いて、1.0mLのAPTIMA洗浄
溶液をTTUの各チューブへ送達する。
14. チューブをシーリングカードで覆い、TCSからラックを取り出す。マルチチューブボ
ルテックスミキサー上で1回、ボルテックスする。
15. ラックをTCS磁気基盤上に5～10分間、置く。
16. 全液体を段階13および14においてのように吸引する。
17. 最終吸引後、ラックをTCS基盤から取り出し、全液体が吸引されていることを確実に
するために視覚的にチューブを点検する。少しの液体でも目に見える場合には、ラックを
TCS基盤上へ戻して2分間、置き、各検体について前に用いられた同じチップを用いてその
TTUについて吸引を繰り返す。
【０２７５】
プライマーアニーリングおよび増幅
1. 繰り返しピペッターを用いて、分析物特異的プライマーを含む再構成された増幅試薬
の75μLを各反応チューブへ加える。ラックにおけるすべての反応混合物はその時、色が
赤であるはずである。
2. 繰り返しピペッターを用いて、200μLの油試薬(Oil Reagent)を加える。
3. チューブをシーリングカードで覆い、マルチチューブボルテックスミキサー上でボル
テックスする。
4. ラックを水浴中、62°±1℃で10±5分間、インキュベートする。
5. ラックを42°±1℃で5±2分間における水浴へ移す。
6. ラックが水浴中のまま、注意深くシーリングカードを取り外し、繰り返しピペッター
を用いて、25μLの再構成された酵素試薬を各反応混合物へ加える。すべての反応物はそ
の時、色がオレンジであるはずである。
7. すぐにチューブを新しいシーリングカードで覆い、水浴から取り出し、ラックを手で
穏やかに振ることにより反応物を混合する。
8. ラックを42°±1℃で60±15分間、インキュベートする。
【０２７６】
ハイブリダイゼーション
1. ラックを前増幅水浴から取り出し、後増幅区域へ移す。100μLの再構成されたプロー
ブ試薬を分析物特異的プローブと共に繰り返しピペッターを用いて加える。すべての反応
混合物はその時、色が黄であるはずである。
2. チューブをシーリングカードで覆い、マルチチューブボルテックスミキサー上で10秒
間、ボルテックスする。
3. ラックを62°±1℃の水浴中、20±5分間、インキュベートする。
4. ラックを水浴から取り出し、室温で5±1分間、インキュベートする。
【０２７７】
選択
1. 繰り返しピペッターを用いて、250μLの選択試薬を各チューブへ加える。すべての反
応物はその時、色が赤であるはずである。
2. チューブをシーリングカードで覆い、10秒間、または色が均一になるまでボルテック
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3. ラックを水浴から取り出す。ラックを室温で15±3分間、インキュベートする。
【０２７８】
TTUの読み取り
1. 試験を完了するための自動検出試薬IおよびIIの十分な容量があることを確実にする。
2. 1つの空のTTUをカセット位置番号1に置くことによりリーダー照度計を整備し、洗浄プ
ロトコールを行う。
3. TTUを照度計へ入れ、HC＋Rev Bプロトコールを実行する。
【０２７９】
C. 結果
　結果は、TMPRSS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1遺伝子融合IVTのそれぞれがTCRへスパイクさ
れている、4つのアッセイについて表6～9に示されている。
【０２８０】
　（表６）TMPRSS2:ETV1a(コピーIVT/反応)

【０２８１】
　（表７）

【０２８２】
　（表８）
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【０２８３】
　（表９）

【０２８４】
実施例4
遺伝子融合についてのFISHアッセイ
　この実施例は、29個の前立腺癌試料のうちの23個がERGまたはETV1における再配列を有
することを実証するために蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)の使用を記
載する。細胞系実験は、TMPRSS2のアンドロゲン応答性プロモーターエレメントが前立腺
癌においてETSファミリーメンバーの過剰発現を媒介することを示唆している。これらの
結果は、癌腫の発生、ならびに前立腺癌の分子診断および処置において意味をもっている
。
【０２８５】
　下記は、FISHアッセイに用いられた特異的BACプローブのリストである。
【０２８６】
FISHによりETSファミリーメンバーにおける異常を検査するための臨床的FISHアッセイ
・ETV1-TMPRSS2融合を、ETV1にまたがる1つのプローブおよびTMPRSS2座にまたがる1つを
用いて検査すること
ETV1についてのBAC：RP11-692L4
TMPRSS2についてのBAC：RP11-121A5、(RP11-120C17、PR11-814F13、RR11-535H11)
・ERG転座をc-ERG:t-ERG分裂についてのセットのプローブを用いて検査すること：
c-ERGについてのBAC：RP11-24A11
t-ERGについてのBAC：RP11-372O17、RP11-137J13
・ETV1欠失/増幅をセットのプローブ、ETV1座にまたがる1つおよび第7染色体上の1つの参
照プローブ、を用いて検査すること：
ETV1についてのBAC：RP11-692L4
第7染色体上の参照プローブについてのBAC：染色体のセントロメア上の市販のプローブ
・ERG欠失/増幅をセットのプローブ、ERG座にまたがる1つおよび第21染色体上の1つの参
照プローブ、を用いて検査すること：
ERGについてのBAC：RP11-476D17
第21染色体上の参照プローブについてのBAC：＊
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・TMPRSS2欠失/増幅をセットのプローブ、TMPRSS2座にまたがる1つおよび第21染色体上の
1つの参照プローブ、を用いて検査すること：
TMPRSS2についてのBAC：RP11-121A5、(RP11-120C17、PR11-814F13、RR11-535H11)
第21染色体上の参照プローブについてのBAC：＊

＊第21染色体上の参照プローブについてのBAC：PR11-32L6、RP11-752M23、RP11-1107H21
、RP11-639A7、(RP11-1077M21)
【０２８７】
実施例5
TMPRSS2:ERG融合関連性欠失
　この実施例は、TMPRSS2:ERG融合に関連した、染色体21q22.2-3上のERGとTMPRSS2の間に
位置する一般的な欠失の存在を記載する。疾患進行と臨床アウトカムの間の関係は、ヒト
PCA試料、6個の細胞系、および13個の異種移植片の幅広い範囲を用いて調べられた。
【０２８８】
A. 材料および方法
臨床試料
　この研究に用いられた前立腺試料は、IRB承認プロトコール下で収集された。すべての
臨床的に局在したPCA試料は、病理学報告における観察者間の差を排除するために、1人の
病理学者により特徴付けられ、グリーソン(Gleason)スコアを割り当てられた。臨床的に
局在したPCA試料は、University of Ulmにおいて進行中の研究プロトコールの一部として
収集された。ホルモン抵抗性試料は、University of Michiganの迅速剖検プログラムから
採られた。
【０２８９】
　FISH実験は、214人の患者由来の897個の組織コア(組織スポット)から構成された2つのP
CAアウトカムアレイ上で行われた。患者人口統計の要約は表10に提示されている。すべて
の患者は、1989年と2001年の間にUniversity of Ulm(Ulm, Germany)において骨盤内リン
パ節切除術と共に前立腺全摘出術を受けている。術前PSAは、1ng/mlと314ng/mlの間(平均
36ng/ml)の範囲であった。平均および最大追跡調査は、それぞれ、3.4年間および8.4年間
であった。
【０２９０】
細胞系および異種移植片
　アンドロゲン非依存性(PC-3、DU-145、HPV10、および22Rv1)およびアンドロゲン感受性
(LNCaP)PCA細胞系は、American Type Culture Collection(Manassas, VA)から購入され、
それらの合成培地で維持された。HPV10は、HPV18 DNA(18)でのトランスフェクションによ
り形質転換された高悪性度PCA(グリーソンスコア4+4=8)からの細胞に由来した。22Rv1は
、マウスにおいて親のアンドロゲン依存性CWR22異種移植片の去勢誘導性退行および再発
後に連続的に増殖した異種移植片由来のヒトPCA上皮細胞系である。VCAP細胞系は、Unive
rsity of Michiganにおける迅速剖検プログラムの一部としての脊椎転移性病変由来であ
った。
【０２９１】
　LuCaP 23.1、35、73、77、81、86.2、92.1、および105は、アンドロゲン非依存性ホル
モン抵抗性疾患PCAをもつ患者由来であった。LuCaP 49および115は、アンドロゲン依存性
PCAをもつ患者由来であった。LuCaP 58は、臨床的に進行した転移性疾患をもつ未処置の
患者由来であり、LuCaP 96は、ホルモン抵抗性PCAをもつ患者において増殖した前立腺由
来腫瘍から樹立された。LuCap 49(大網塊から樹立された)およびLuCap 93はホルモン非感
受性(アンドロゲン受容体[AR]陰性)小細胞PCAである。これらの2つの異種移植片は、神経
内分泌性表現型を示す。LuCaP 23.1は、SCIDマウスにおいて維持され、他の異種移植片は
、雄BALB/c nu/nuマウスにおいて腫瘍を移植することにより維持される。
【０２９２】
間期FISHを用いるTMPRSS2:ERG融合状態の測定
　TMPRSS2:ERGの転座についてのFISH分析は上でおよび以前に記載されている(Tomlins, e
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t al., Science 310:644-8 (2005))。この分裂アッセイは図11および14に示されている。
染色体21q22.2上のERG再配列を分析するために、それぞれ、ERG座の隣接するセントロメ
ア領域およびテロメア領域にまたがる、ビオチン-14-dCTP標識BACクローンRP11-24A11(最
終的に、結合して赤色シグナルを生じる)およびジゴキシゲニン-dUTP標識BACクローンRP1
1-137J13(最終的に、結合して緑色シグナルを生じる)からなる、分裂プローブ系が適用さ
れた。すべてのBACクローンは、BACPAC Resource Center, Children's Hospital Oakland
 Research Institute (CHORI), Oakland, CAから得られた。
【０２９３】
　この分裂プローブ系を用いて、ERG再配列を含まない核は、並列した赤色および緑色シ
グナルの2つのペアを示す。並列した赤色-緑色シグナルは、黄色の融合シグナルを形成す
る。ERG再配列を含む核は、各細胞において、転座対立遺伝子についての単一の赤色およ
び緑色シグナルならびに非転座対立遺伝子についての組み合わされた黄色シグナルを結果
として生じる、1つの並列した赤色-緑色シグナルペアの分裂を示す。組織分析の前に、す
べてのプローブの完全性および純度が、正常な末梢リンパ球中期スプレッドへのハイブリ
ダイゼーションにより検証された。組織ハイブリダイゼーション、洗浄、および蛍光検出
は、以前に記載されているように行われた(Garraway, et al., Nature 436:117-22 (2005
); Rubin, et al., Cancer Res. 64:3814-22 (2004))。少なくとも1つのTMAコアが、2つ
のTMAから59%PCA症例において評価されることができた。このアッセイに関する技術的困
難は、評価するべき診断材料の不在、弱いプローブシグナル、および正確な診断を妨げる
重なった細胞を含んだ。分析の残りは、評価されうる臨床的に局在したPCAの118個の症例
に焦点を当てた。15個の症例は、同様に評価されうる、対応するホルモン未処置の転移性
リンパ節試料を有した。
【０２９４】
　試料は、適切なフィルター、CCD(電荷結合素子)カメラ、およびCytoVision FISHイメー
ジングおよび捕捉ソフトウェア(Applied Imaging, San Jose, CA)を備えたOlympus BX-51
蛍光顕微鏡用いて100x油浸対物レンズ下で分析された。検査の評価は、両方とも間期FISH
実験を分析する経験を有する2人の病理学者により独立して行われた。各症例について、
症例あたり少なくとも100個の核にスコアをつけようと試みられた。両方の病理学者の結
果の間の有意な差が見出された場合には、その症例は第三の病理学者により審査された。
【０２９５】
オリゴヌクレオチドSNPアレイ分析
　SNPアレイは、対立遺伝子の遺伝子型を特定することを意図されるが、SNPアレイデータ
は、ヘテロ接合性の消失(Lieberfarb, et al., Cancer Res 63:4781-5 (2003); Lin, et 
al., Bioinformatics 20:1233-40 (2004))、およびコピー数変化の検出(Zhao, et al., C
ancer Cell 3:483-95 (2003))に関する情報を提供できる。SNPアレイ分析を用いて、黒色
腫(MITF)(Garraway, et al., Nature 436:117-22 (2005))およびPCA(TPD52)(Rubin, et a
l., Cancer Res. 64:3814-22 (2004))を含む様々な癌において増幅された遺伝子を同定お
よび確証することが可能であった。
【０２９６】
　100Kアレイ上でのSNP検出は、ゲノム発現量における低下から始まった。250ngのゲノム
DNAの2つのアリコートを、XbaI、HindIIIで別々に消化した。消化された断片を独立して
、オリゴヌクレオチドリンカーに連結した。結果として生じた生成物を、単一のPCRプラ
イマーを用いて、200～2000bp PCR断片が増幅される条件下で増幅した。これらの断片は
ゲノムの細画分を表す。アレイ上にタイリングされたSNPは、それらはこれらのXbaIおよ
びHindIII断片内にあるように前もって選択されており、アレイ上でロバストに検出され
るように確証されている。DNAの引き出された増幅プールを、その後、HindIIIおよびXbaI
オリゴヌクレオチドSNPアレイを分離するために、標識し、さらに断片化し、ハイブリダ
イズした。
【０２９７】
　アレイはGeneChip Scanner 3000でスキャンされた。ジェノタイピングコールおよびシ
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グナル定量化は、GeneChip Operating System 1.1.1およびAffymetrix Genotyping Tools
 2.0ソフトウェアで得られた。90%を超えるジェノタイピングコール率をもつアレイのみ
がさらに分析された。生データファイルの予備的処理をし、dChipSNPにおいて可視化した
(Lin, et al., Bioinformatics 20:1233-40 (2004))。特に、予備的処理は、1セットの不
変プローブを用いるベースラインアレイに対するアレイデータ標準化、およびモデルベー
ス(PM/MM)方法を用いる各試料に関する各SNPについての単一強度値を得るためのその後の
処理を含んだ(Li, et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 98:31-6 (2001))。
【０２９８】
TMPRSS2：ERGおよびTMPRSS2:ETV1融合転写産物についての定量的PCR
　QPCRは、MJ ResearchからのDNAエンジンOpticon 2機上でSYBR Green色素(Qiagen)を用
いて行われた。全RNAを、ランダム六量体の存在下でTAQMAN逆転写試薬(Applied Biosyste
ms)を用いてcDNAへ逆転写した。すべてのQPCR反応は、SYBR Green Master Mix(Qiagen)を
用いて行われた。すべてのオリゴヌクレオチドプライマーは、Integrated DNA Technolog
iesで設計された。Tomlinら(Science 310:644-8 (2005))により記載され、かつ融合に特
異的であるプライマーが利用された。

【０２９９】
　GAPDHプライマーは以前に記載された(Vandesompele, et al., Genome Biol 3:RESEARCH
 0034 (2002))。10μMolのフォワードおよびリバースプライマーが用いられ、手順は、製
造会社の推奨のサーモサイクリング条件に従って行われた。閾値レベルは、Opticon Moni
tor分析ソフトウェアversion 2.02を用いてQPCR反応の対数期中に設定された。各試料に
ついてのハウスキーピング遺伝子グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ(GAPDH)
に対する各標的遺伝子の量を、比較閾値サイクル(Ct)方法(Applied Biosystems User Bul
letin #2)を用いて測定した。すべての反応を、融解曲線分析に供し、選択された実験か
らの産物を、2%アガロースゲル上での電気泳動により分離した。
【０３００】
統計学
　臨床的および病理学的パラメーターは、再配列状態および欠失の存在との関連について
探査された。カイ二乗検定およびフィッシャーの直接確率検定が適切に用いられた。カプ
ラン-マイヤー分析は、病理学およびゲノム変化パラメーターの前立腺特異的抗原無再発
生存曲線を作成するために用いられた。ログランク検定は、関連性の統計学的有意性を評
価するために用いられた。事前の新補助ホルモンアブレーション治療をもつ患者は排除さ
れた。すべての統計学は、0.05の有意水準を以て、Windows用のSPSS 13.0(SPSS Inc., Ch
icago, IL)を用いて行われた。
【０３０１】
B. 結果
TMPRSS2:ERG遺伝子再配列と関連した第21染色体上の欠失の検出
　PCAにおいてTMPRSS2:ERG再配列の頻度を特徴付けるために、Tomlinsら(Science 310:64
4-8 (2005))により記載されたアッセイから改変されたFISHアッセイが利用された。最初
のFISHアッセイは、ERG上のセントロメア3'末端およびテロメア5'末端に位置する2つのプ
ローブを用いた。新しいアッセイは、5'プローブをテロメア方向に移動させた(図14)。PC
Aスクリーニング組織マイクロアレイ(TMA)を用いて、TMPRSS2:ERG再配列(図11Aおよび11B
)を示すPCAの約70%がまた、テロメア5'ERGプローブに対応する緑色シグナルの喪失を示し
(図11Cおよび11D)、この染色体領域が欠失したことを示唆した。100Kオリゴヌクレオチド
SNPアレイは、これらの欠失の程度を特徴付けるために用いられた。細胞系、異種移植片
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り調べることにより、染色体21q23上のERGとTMPRSS2の間のゲノム損失が同定された(図12
A～C)。
【０３０２】
　TMPRSS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1についての再配列状態は、これらの30個のPCAについて
FISHおよび/またはqPCRにより測定された(図12A、灰色および明るい青色の棒)。LuCaP 49
、LuCaP 93、ULM LN 13、MET6-9、MET18-2、MET24-28、およびMET28-27についてTMPRSS2
座とERG座の間の領域を含む別個のゲノム損失が、TMPRSS2:ERG再配列陽性試料に観察され
た。これらの別個の欠失の程度は不均一であった。TMPRSS2座とERG座の間の領域を含む第
21染色体上のより広範なゲノム損失は、LuCaP 35、LuCaP 86.2、LuCaP 92.1、およびMET3
-81に観察された。VCaP細胞系および異種移植片LuCap 23.1は、この領域に損失を示さな
かった。試料のサブセット45%(11個のうちの5個)について、欠失は、ERGイントロン3の近
くで起こる。試料の大多数64%(11個のうちの7個)について、欠失は、TMPRSS2上に位置し
たSNPの近くで終わる(テロメア方向での次のSNPは約100Kbp離れている)。VCaP細胞系は、
第21染色体全体に沿ってコピー数増加を示す。
【０３０３】
　TMPRSS2:ERG再配列陽性腫瘍について、71%(7個のうちの5個)のホルモン抵抗性PCAは、T
MPRSS2座とERG座の間の欠失を示すが、欠失は、25%(4個のうちの1個)のホルモン未処置の
転移性PCA試料において同定されるのみであった(ULM LN 13)。欠失の開始点　－　38.765
Mbにおいてかまたは38.911Mbにおいてかのいずれか　－　により区別される2つの別個の
サブクラスを有する欠失境界についての有意な均一性がある。標準PCA細胞系(PC-3、LNCa
P、DU-145、またはCWR22(22Rv1))のいずれも、TMPRSS2:ERGまたはTMPRSS2:ETV1融合を示
さなかった。LuCaP 49(大網塊から樹立された)およびLuCaP 93、両方ともホルモン非感受
性(アンドロゲン受容体[AR]陰性)小細胞PCA、を含むLuCap異種移植片のいくつかは、欠失
を含むTMPRSS2:ERG融合を示す。
【０３０４】
　ERGのコピー数増加が、TMPRSS2:ERG再配列有りおよび無しの両方の症例の小さなサブセ
ットに観察された。ホルモン抵抗性PCA由来のVCaP細胞系は、第21染色体上に有意なコピ
ー数増加を示し(図12A～C)、FISHにより確認された。
【０３０５】
原発前立腺癌試料およびホルモン未処置のリンパ節転移におけるTMPRSS2:ERG再配列
　これらの観察の頻度および可能性のある臨床的有意性を特徴付けるために、118個の臨
床的に局在したPCA症例がFISHにより調べられた。臨床的および病理学的人口統計は、表1
0に提示されている。この患者のコホートは、高い腫瘍悪性度(グリーソン悪性度)、病理
学的病期、および治療前のPSAレベルにより示されているように、疾患再発の高いリスク
がある。PCAの広い領域が顕微鏡的に研究されうる、このコホートからの標準組織切片を
用いて、TMPRSS2:ERG再配列が、与えられた腫瘍について均一であることが観察された。T
MA実験はこれらの観察を確認した。3～6個のコアが腫瘍の異なる領域から採取されたPCA
症例において、100%一致が、TMPRSS2:ERG再配列状態(すなわち、存在または非存在)につ
いて観察された。欠失を含むTMPRSS2:ERG再配列を有する症例において、その症例の97.9%
(94/96)で、同じ患者由来のTMAコアの全部に欠失が観察されたことも観察された。
【０３０６】
　（表１０）前立腺全摘出術により処置された、臨床的に局在した前立腺癌を有する118
人の男性の臨床的および病理学的人口統計＊
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＊全118症例について全データポイントが入手できたわけではない。
【０３０７】
　TMPRSS2:ERG再配列は、原発PCA試料の49.2%、およびホルモン未処置の転移性LN試料の4
1.2%において同定された(図13A)。テロメアプローブ(緑色シグナル)の欠失(図1C～D)は、
TMPRSS2:ERG再配列を有する、原発PCA試料の60.3%(35/58)およびホルモン未処置のリンパ
節の42.9%(3/7)において観察された。
【０３０８】
　マッチさせた原発腫瘍およびホルモン未処置のリンパ節腫瘍がある15個の症例において
、TMPRSS2:ERG再配列状態について100%一致があり、ペアの47%(15個のうちの7個)が再配
列を示した。テロメア(緑色シグナル)プローブの欠失は、そのペアの42.9%(7個のうちの3
個)において一致して見られた。
【０３０９】
TMPRSS2:ERG再配列状態および前立腺癌進行
　再配列状態と臨床的および病理学的パラメーターとの間の関連が観察された(図13)。欠
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失を含むTMPRSS2:ERG再配列は、腫瘍の進行期(pT)(p=0.03)(図13B)、および局所的骨髄リ
ンパ節への転移性疾患の存在(pN0対pN1-2)(p=0.02)をもつPCA症例のより高いパーセンテ
ージにおいて観察された。追跡調査データが入手できた70人の患者についての欠失有りお
よび無しのTMPRSS2:ERG再配列と前立腺特異的抗原(PSA)生化学的不全により測定されるよ
うな臨床アウトカムとの関連もまた評価された。グリーソン悪性度、腫瘍病期、核グレー
ドおよびリンパ節状態は、PSA生化学的不全の良い予測変数であった(すべてのp値<0.0005
)。一変量レベルにおいて、FISHアッセイにより測定されるような欠失を含まないTMPRSS2
:ERG再配列したPCA症例におけるPSA無再発延命効果を示唆する傾向が観察された。
【０３１０】
実施例6
致死性前立腺癌と関連したTMPRSS2:ERG遺伝子融合
　前の研究において、TMPRSS2(21q22.3)の、5'非翻訳領域のETS転写因子ファミリーメン
バー、ERG(21q22.2)、ETV1(7p21.2)(Tomlins, et al., Science 310:644-8 (2005))、ま
たはETV4(Tomlins, et al., Cancer Res. 66(7):3396-400 (2006))のいずれかとの遺伝子
融合が、前立腺癌の大多数においてETS遺伝子の過剰発現についての機構を提供している
。さらになお、アンドロゲン制御遺伝子、TMPRSS2、の発癌遺伝子との融合は、疾患進行
がこれらの分子サブタイプに基づいて変わりうることを示唆している。遺伝子融合につい
ての最も一般的な機構は、TMPRSS2とERGの間のゲノムDNAの約2.8メガベースの損失である
(図17AおよびB)。この実施例は、一般的なTMPRSS2:ERG遺伝子融合の存在に基づいた転移
または前立腺癌特異的死のリスクを記載する。
【０３１１】
A. 方法
　研究集団は、Andrenら(J. Urol. 175(4):1337-40 (2006))により記載されているように
、経尿道的前立腺切除(TURP)または症候性良性前立腺過形成についての経膀胱腺腫摘出に
より1977年と1991年の間にOrebro University Hospital, Swedenにおいて初期前立腺癌(T
1a-b、Nx、M0)と診断された男性を含む。診断時でのベースライン評価は、理学的検査、
胸部X線撮影法、骨スキャン、および骨格X線撮影法(必要に応じて)を含んだ。結節病期診
断は行われなかった。この評価は遠隔転移についての証拠を提供しなかったため、患者は
期待をもって追跡され、診断から最初の2年間は6ヶ月間ごとに、およびその後、12ヶ月間
隔で、臨床検査、検査室検査、および骨スキャンを受けた。骨スキャンにより測定される
ような転移を発生した患者は、それらが症状を示した場合には、アンドロゲン枯渇療法で
処置された。
【０３１２】
　コホートにおける死因は、研究調査員による医療記録の再調査により決定された。Swed
ish Death Registerと比較した死因に関する確証研究は、90%より高い一致を示し、いず
れの死因の組織的な過小または過大報告もなかった(Johansson, et al., Lancet 1(8642)
:799-803 (1989))。死亡率に関するコホートの追跡調査は、100%であり、2005年10月まで
追跡調査に失われた患者はいなかった。研究終了点は、遠隔転移または前立腺癌特異的死
の発生と定義された(中央値追跡調査期間9.1年間、最大27年間)。
【０３１３】
　すべてのTURP試料は、以前に記載されているように(J. Urol. 175(4):1337-40 (2006))
、前立腺癌の診断を確認する、グリーソンスコアおよび核グレードを決定する、ならびに
全身腫瘍組織量を推定するために1人の病理学者により再検査された。組織マイクロアレ
イは手動アレイヤーを用いて構築された(Rubin, et al., Cancer Epidemiol. Biomarkers
 Prev. 14(6):1424-32 (2005))。前立腺癌におけるTMPRSS2:ERG再配列の頻度は、Tomlins
ら(Science 310:644-8 (2005))により最初に記載されたアッセイから改変された蛍光イン
サイチューハイブリダイゼーション(FISH)アッセイを用いて評価された。新しいアッセイ
は、5'プローブをテロメア方向に約600kb、移動させた。少なくとも1つのTMAコアが前立
腺癌症例のうちの92個において評価されることができた。
【０３１４】
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B. 結果
　局部癌と診断された男性のこの集団に基づいたコホートにおいて、TMPRSS2:ERG融合の
頻度は15.2%(14/92)であった(図17AおよびB)。TMPRSS2:ERG融合陽性腫瘍は、より高いグ
リーソンスコアを有する可能性がより高かった(両側P=0.14)(表11)。融合状態および致死
性前立腺癌の関係を評価するために、累積発生率回帰が用いられた。3.6の累積発生率(CI
R)(P=0.004、95%信頼区間[CI]＝1.5～8.9)をもつTMPRSS2:ERG遺伝子融合と転移または疾
患特異的死の間の有意な関連(図17C)が観察された。グリーソンスコアに合わせて調整さ
れる場合、CIRは2.4であった(P=0.07および95%CI＝0.9～6.1)。本発明は特定の機構に限
定されない。実際、機構の理解は、本発明を実施するのに必要ではない。とはいえ、与え
られた腫瘍での細胞におけるTMPRSS2:ERG遺伝子融合の均一性、および浸潤性前立腺癌に
おいてのみ(前立腺上皮内腫瘍と比較して)のその存在に基づいて、これが、グリーソンパ
ターンの表現型の背後の生物学に、一部、寄与している可能性がある初期事象であること
が予想される。
【０３１５】
　（表１１）TMPRSS2:ERG遺伝子融合状態により層別化された局在性前立腺癌について期
待をもって管理された男性のコホートについての予後因子

＊TMPRSS2:ERG融合を有する被験体およびTMPRSS2:ERG融合を有しない被験体の臨床的パラ
メーターは、それぞれ、連続型変数およびカテゴリ変数についてt検定またはカイ二乗検
定の使用により比較された。
＊＊グリーソンスコアは、主要および少数のグリーソンパターンを合計することにより得
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られる。
＊＊＊1つの症例について核グレードは評価されなかった。
＊＊＊＊2005年10月現在で、少なくとも12年間生き、かつ転移を発生していないまたは前
立腺癌で死んでいない個体は、長期生存者として分類される。12年間より少なく生き、か
つ転移を発生しなかった個体は、短期生存者として分類される。
【０３１６】
実施例7
前立腺癌をもつ患者の尿におけるTMPRSS2:ETS融合の検出
A. 材料および方法
尿収集、RNA単離および増幅
　尿試料は、針生検かまたは前立腺全摘出術のいずれかの前に直腸指診後患者から得られ
た。尿は、DNA/RNA保存剤を含む尿収集コップ(Sierra Diagnostics)へ排泄された。RNAの
単離について、最低限の30mlの尿を、400rpm、4℃で15分間、遠心分離した。RNAlater(Am
bion)を尿沈殿物へ加え、RNA単離まで-20℃で保存した。全RNAを、Qiagen RNeasy Micro
キットを用いて製造会社の使用説明書に従って単離した。全RNAを、OmniPlex Whole Tran
scriptome Amplification(WTA)キット(Rubicon Genomics)を用いて製造会社の使用説明書
に従って増幅した(Tomlins et al., Neoplasia 8:153 [2006])。25ナノグラムの全RNAをW
TAライブラリー合成に用い、cDNAライブラリーを、WTA PCR増幅の1ラウンドに供した。増
幅産物を、QIAquick PCR Purificationキット(Qiagen)を用いて精製した。細胞系概念実
証実験については、VCaPまたはLNCaP細胞の指示された数を1mlの滅菌尿へスパイクし、試
料を排泄された尿についてのように処理した。
【０３１７】
定量的PCR
　定量的PCR(QPCR)は、本質的には記載されているように(Tomlins et al., Neoplasia 8:
153 [2006], Tomlins et al., Science 310:644 [2005], 上記の実施例1)、WTA増幅cDNA
からERG、ETV1、およびTMPRSS2:ERG転写産物を検出するために用いられた。各QPCR反応に
ついて、10ngのWTA増幅cDNAを鋳型として用いた。ERG、ETV1、PSA、およびGAPDHについて
の反応は、2x Power SYBR Green Master Mix(Applied Biosystems)ならびにフォワードお
よびリバースプライマーの両方の25ngを用いた。TMPRSS2:ERGaについての反応は、2x Taq
man Universal PCR Master Mixならびに最終濃度の900nMのフォワードおよびリバースプ
ライマー、ならびに250nMプローブを用いた。Taqmanアッセイについて、38サイクルより
大きいCt値をもつ試料は、増幅を示さないとみなされた。すべての試料について、ERGお
よびETV1の量は、GAPDHの量に対して標準化された。尿における前立腺細胞の不十分な回
収を示すPSAの不適当な増幅をもつ試料は、さらなる分析から排除された。ERG(エキソン5
_6フォワード)およびETV1(エキソン6_7)2、GAPDH3、ならびにPSA4のプライマーは記載さ
れているとおりであった。TMPRSS2:ERGaに特異的なTaqmanプライマーおよびプローブ(MGB
標識)は以下のとおりである。

【０３１８】
蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)
　マッチさせた針生検からの4μm厚さのホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)は、前に記
載されているように(実施例2およびTomlins et al., Cancer Res 66:3396 [2006])、間期
蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)に用いられ、処理され、ハイブリダイ
ズされた。ERG再配列を検出するためのBACプローブ、RP11-95I21(ERGに対する5')およびR
P11-476D17(ERGに対する3')は、前に記載されているように(Tomlin et al., Cancer Res 
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調製された。
【０３１９】
B. 結果
　この実施例は、直腸指診後、尿へ脱落した前立腺癌細胞におけるTMPRSS2:ETS融合転写
産物の存在により前立腺癌を検出するための非侵襲性方法を記載する。結果は図33に示さ
れている。概念実証として、高レベルのERGおよびTMPRSS2:ERG(VCaP)または高レベルのET
V1(LNCaP)を発現する前立腺癌細胞系をスパイクされた滅菌尿が用いられた。図33Aに示さ
れているように、定量的PCR(QPCR)により、1,600個の細胞でのVCaPにおいて排他的にERG
過剰発現を、16,000個の細胞でのLNCaPにおいて排他的にETV1過剰発現を検出することは
可能であった。
【０３２０】
　スパイクされたVCaPおよびLNCaP細胞の数をGAPDH Ct(閾値サイクル)値に相関させるこ
とにより、場合によっては、直腸指診後に患者から得られた尿がERGまたはETV1過剰発現
を信頼性をもって検出するには不十分な細胞数を含むことが観察された。従って、前立腺
癌を有するのではないかと疑われる患者の尿から収集された全RNAは、QPCR分析の前にOmn
iPlex Whole Transcriptome Amplificationを用いて増幅された。このストラテジーを用
いて、尿が前立腺癌を検出するための針生検の前の直腸指診後に得られた、16人の患者の
コホートが評価された。その後の針生検の評価は、このコホートが、良性前立腺をもつ4
人の患者、高悪性度前立腺上皮内腫瘍(HGPIN)をもつ1人、および前立腺癌をもつ11人を含
むことを実証した。加えて、尿が前立腺全摘出術の前の直腸指診後に収集された、前立腺
癌をもつ3人の患者のコホートが評価された。
【０３２１】
　コホート特徴は表12に提示されている。各尿検体は、一意的な患者由来であり、IDを割
り当てられた。試料の源(生検前または前立腺全摘出術前(RP))が示されている。針生検後
の診断(良性、高悪性度前立腺上皮内腫瘍(HGPIN)、および前立腺癌(PCa))が示されている
。針生検後に前立腺癌を有すると診断された患者について、主要なグリーソン、少数グリ
ーソン、およびグリーソン合計のスコアが示されている。すべての患者について、生検前
のPSA(ng/ml)および年齢が、入手可能な場合には、報告されている。
【０３２２】
　（表１２）
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【０３２３】
　針生検コホートから、ERGの著しい過剰発現をもつ5人の患者が同定され、そのうちの1
人は針生検によりHGPINを有すると診断され、一方、残りの4人は前立腺癌を有すると診断
された。前立腺全摘出術コホートから、前立腺癌をもつ3人の患者のうちの1人は高いERG
発現を有すると同定された(図33B)。ETV1過剰発現は、どちらのコホートからのいかなる
患者においても検出されなかった。ERGを過剰発現する試料におけるTMPRSS2:ERGの発現を
確認するために、TMPRSS2:ERGaを特異的に増幅するために設計されたTaqManプライマー/
プローブが利用された。このアッセイは、TMPRSS2:ERGaを発現するVCaP細胞由来の産物を
ロバストに増幅した(Tomlins et al., Science 310:644 [2005])。加えて、ERGを過剰発
現した前立腺癌をもつ患者由来の6個の尿試料のうちの5個はまた、TMPRSS2:ERGaを発現し
たが(Ct値29.8～38.9)、ERG過剰発現をもたない患者由来の10個の試料のうちのどれもTMP
RSS2:ERGaを発現しなかった。1個の試料が、TMPRSS2:ERGaの発現なしでERGを過剰発現し
たため、この試料は、TMPRSS2:ERGbまたはつい最近、同定された融合転写産物のような融
合転写産物の他のアイソフォームを発現する可能性が高い(Soller et al., Genes Chromo
somes Cancer 45:717 [2006]; Yoshimoto et al., Neoplasia 8:465:2006)。TMPRSS2:ERG
融合転写産物の存在がTMPRSS2:ERG陽性癌性組織の存在を示すことを確認するために、蛍
光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)が、それぞれの症例由来のマッチさせた
組織切片上でERG再配列を検出するために設計されたプローブを用いて行われた。マッチ
させた組織は、尿における検出可能なTMPRSS2:ERG転写産物および癌の診断を有する3人の
患者、尿における検出可能なTMPRSS2:ERG転写産物および高悪性度PINの診断を有する1人
の患者、ならびに検出可能なTMPRSS2:ERG転写産物無しで、癌の診断を有する2人の患者か
ら得られた。図33Bに示されているように、癌と診断されたが尿に検出可能なTMPRSS2:ERG
転写産物をもたない両方の患者は、FISHにより癌性組織においてERG再配列を含まなかっ
た。癌と診断され、かつ尿に検出可能なTMPRSS2:ERG転写産物を有するすべての3人の患者
もまた、FISHにより癌性組織においてERG再配列を示した。最後に、高悪性度PINの診断を
もち、尿に検出可能なTMPRSS2:ERG転写産物を有する患者は、高悪性度PIN組織においてER
G再配列を示さなかった。これは、この患者が、結果として尿に検出可能なTMPRSS2:ERG転
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写産物の存在を生じる、前立腺の他の場所に診断されていない癌を有する可能性があるこ
とを示している。
【０３２４】
実施例8
前立腺癌におけるTMPRSS2およびETSファミリー遺伝子融合
　この研究は、臨床的に局在した前立腺癌について外科的に処置された111人のアメリカ
人男性のスクリーニングに基づいたコホートにおけるTMPRSS2およびETSファミリー遺伝子
再配列についての頻度の総合的分析を記載する。
【０３２５】
A. 材料および方法
研究対象集団、臨床データ、および前立腺試料収集：
　臨床的に局在した前立腺癌の供給源として、癌および良性組織を表すコア－－を含む組
織マイクロアレイ(TMA)が、最初の単独療法(すなわち、補助もしくは新補助ホルモン療法
または放射線療法無し)としてUniversity of Michiganにおいて前立腺全摘出術を受けた1
11人の男性から構築された。前立腺全摘出術シリーズは、University of Michigan Prost
ate Cancer Specialized Program of Research Excellence (SPORE) Tissue Coreの一部
である。3つのコア(直径0.6mm)が、TMAを構築するためにそれぞれの代表的な組織ブロッ
クから採取された。TMA構築プロトコールは記載されている(Kononen et al., Nat. Med. 
4:844 [1998]; Rubin et al., Am J surg Pathol 26:312 [2002])。詳細な臨床的、病理
学的、およびTMAデータは、前に記載されているように(Manley et al., Am J. Pathol. 1
59:837 [2001])、安全なリレーショナルデータベース上で維持される。
【０３２６】
間期蛍光インサイチューハイブリダイゼーションアッセイを用いるTMPRSS2-ETS遺伝子融
合の評価
　4μm厚さの組織マイクロアレイ切片が、前に記載されているように(Tomlins et al., S
cience 310:644 [2005]; Tomlins et al., Cancer Res 66:3396 [2006])、間期蛍光イン
サイチューハイブリダイゼーション(FISH)に用いられ、処理され、ハイブリダイズされた
。スライドを、Axioplan ImagingZ1顕微鏡(Carl Zeiss)を用いて調べ、Metaferイメージ
分析システム(Meta Systems, Altlussheim, Germany)においてISISソフトウェアシステム
を用いてCCDカメラでイメージングした。FISHシグナルは、形態学的に無傷で、かつ重な
っていない核において病理学者により手作業で(100x油浸)スコアを付けられ、症例由来の
3つのコアにおいて利用可能な最低限30個の細胞または最大数の癌細胞が記録された。30
個の評価可能な細胞を含まない症例は、不十分なハイブリダイゼーションとして報告され
た。すべてのBACは、BACPAC Resource Center (Oakland, CA)から得られ、プローブ位置
は、正常な末梢リンパ球の中期スプレッドへのハイブリダイゼーションにより検証された
。TMPRSS2、ERG、およびETV4再配列の検出について、本発明者らは、以下のプローブを用
いた：RP11-35C4(TMPRSS2の5'側)およびRP11-120C17(TMPRSS2の3'側)、RP11-95I21(ERGの
5'側)およびRP11-476D17(ERGの3'側)、ならびにRP11-100E5(ETV4の5'側)およびRP11-436J
4(ETV4の3'側)。TMPRSS2-ETV1融合の検出について、RP11-35C4(TMPRSS2の5'側)がRP11-12
4L22(ETV1の3'側)と共に用いられた。BAC DNAは、QIAFilter Maxi Prepキット(Qiagen, V
alencia, CA)を用いて単離され、プローブは、ジゴキシゲニン-またはビオチン-ニックト
ランスレーション混合物(Roche Applied Science, Indianapolis, IN)を用いて合成され
た。ジゴキシゲニンおよびビオチン標識プローブは、それぞれ、フルオレセイン結合型抗
ジゴキシゲニン抗体(Roche Applied Science)およびAlexa 594結合型ストレプトアビジン
(Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて検出された。
【０３２７】
　分裂(TMPRSS2、ERG、ETV4)または融合(TMPRSS2-ETV1)プローブストラテジーが、染色体
レベルで再配列を検出するために用いられた。DAPI染色核におけるTMPRSS2、ERG、および
ETV4についての正常なシグナルパターンは、共局在した緑色および赤色シグナルの2ペア
により示された。これらのプローブについて、再配列は、その2つの共局在したシグナル
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の1つの分裂により確認された。TMPRSS2-ETV1融合について、離れた赤色および緑色の2ペ
アが正常として記録されたが、離れたものの1ペアおよび共局在したシグナルの1ペアが再
配列として記録された。
【０３２８】
B. 結果および考察
　この実施例は、臨床的に局在した前立腺癌について外科的に処置されたアメリカ人男性
の大きなスクリーニングに基づいたコホートにおけるTMPRSS2およびETS転写因子遺伝子再
配列のシグネチャーを鳥瞰する総合的分析を記載する。TMPRSS2分裂プローブFISHアッセ
イアプローチは、図34に示されているように、既知のETSファミリーパートナー、ERG、ET
V1、ETV4、および他の未知のパートナーとの前立腺癌における遺伝子再配列の全体的頻度
を検出するために用いられた。3つの既知のETSパートナー(ERG、ETV1、およびETV4)につ
いて陰性の前立腺癌は他のETSファミリーメンバーに関わる再配列を含みうると仮定され
た。結果は、臨床的に局在した前立腺癌におけるTMPRSSおよびETSファミリー遺伝子再配
列の複雑な分子シグネチャーを実証している(図35AおよびB)。全体のTMPRSS2は評価可能
な症例の65%において再配列していたが、ERG、ETV1、およびETV4は、評価可能な症例の55
%、2%、および2%において再配列していた(図35A)。TMPRSS2再配列をもつ症例の40.5%にお
いて、3'プローブの喪失が観察され、遺伝子融合の機構としてのTMPRSS2とERGの間の染色
体欠失と一致した。これらの結果は、前立腺癌における高頻度のTMPRSS2:ETS融合を確認
し、TMPRSS2:ERGがはるかに最もよく起こる型であることを示した以前の研究を確認した(
Tomlins et al., Science 310:644; Pemer et al., Cancer Res 66:3396 [2006]; Yoshim
oto et al., Neoplasia 8:4665 [2006]; Soller et al., Genes Chromosomes Cancer 45:
717 [2006]; Wang et al., Cancer Res 66:8347 [2006]および上記実施例)。
【０３２９】
　同様の結果は、コホートが、すべての4つのプローブが評価可能である症例だけに限定
された場合に観察された(図35AおよびB)。この分析は、どの症例も複数のETSファミリー
メンバーの再配列を示さなかったため、TMPRSS2:ETS再配列がお互いに排他的であること
を確認した。この分析はまた、ERG、ETV1、またはETV4再配列をもつ24個の症例のうちの2
3個がTMPRSS2アッセイにより検出されたため、単一のTMPRSS2アッセイがほとんど全部のE
TS再配列を効果的に検出できることを実証している。5'ERGプローブが欠失していたすべ
ての9個の症例において、3'TMPRSS2プローブの欠失が同定された。
【０３３０】
　さらになお、ERG、ETV1、またはETV4の再配列無しで、再配列の存在を示すTMPRSS2プロ
ーブの分裂を有する2個の症例(症例32および36)、ならびにETV1および/またはETV4は評価
されることができない場合のERG再配列無しのTMPRSS2再配列を有する症例が同定された。
これらの症例は、TMPRSS2が、前立腺癌において、新規なETSファミリーメンバーまたは関
係のない発癌遺伝子とパートナーを組んでいる可能性があることを示唆する。
【０３３１】
　合わせると、これらの結果は、単一のTMPRSS2アッセイが前立腺癌において診断的およ
び予後的情報を提供できることを示唆している。
【０３３２】
実施例9
PSA遺伝子融合
　FISHは、PSAの5'側および3'側に位置するプローブについてのFISHにより分裂シグナル
を示す症例を同定するために用いられた。PSA分裂を検出するために用いられる5'BACおよ
び3'BACは、それぞれ、RP11-510I16およびRP11-26P14である。PSA遺伝子融合のパートナ
ーはまだ同定されていない。これらの同じプローブはまた、ETSファミリーメンバーSPIB
において、それがPSAに非常に近く位置しているため、分裂を拾い上げる。
【０３３３】
実施例10
FLI1過剰発現
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　FLI1発現は、FLI1遺伝子融合を含まない異なる細胞試料においてアッセイされた。FLI1
の5'および3'エキソンの発現は、高FLI1発現をもつ症例から測定された。結果は図18に示
されている。5'および3'転写産物存在量における差は検出されなかった。RACEもまた、融
合転写産物を示さなかった。FLI1は、対照試料と比較して前立腺癌において過剰発現する
。Fli1増幅のプライマー、加えてTaqManプローブは図37に示されている。
【０３３４】
　FISHはまた、再配列の存在を示す、FLI1についての分裂シグナルを有する試料を同定す
るために用いられたが、これらの症例はFISHによりTMPRSS2:FLI1を有しない。BACプロー
ブは表13に示されている。これらの症例はまた高FLI1発現を有する。
【０３３５】
実施例11
組織マイクロアレイ
　組織マイクロアレイは、遺伝子融合の存在についてアッセイするために用いられた。用
いられたTMAは、前立腺癌進行アレイ、前立腺癌アウトカムアレイ、温剖検アレイ、前立
腺癌スクリーニングアレイ、Erg陰性前立腺癌アレイ、および個々の前立腺癌症例を含ん
だ。以下の遺伝子プローブは、組織マイクロアレイ上で用いられた：TMPRSS2-ETV1融合プ
ローブ、Erg分裂プローブ、TMPRSS2分裂プローブ、ETV1分裂プローブ、ETV4分裂プローブ
、およびFL1分裂プローブ。
【０３３６】
　加えて、Erg分裂プローブがアウトカムアレイ上で用いられた。結果は以下のとおりで
ある：陰性症例：30個、陽性症例：29個、境界症例：1個。Erg陽性症例のより高いグリー
ソンスコア(≧7)との弱い関連があった。
【０３３７】
　タンパク質アレイおよび質量分析は、ERG2についての核内相互作用物質を同定するため
に用いられた。結果は図21に示されている。
【０３３８】
実施例12
Erg発現のアンドロゲン制御
　この実施例はErg発現のアンドロゲン制御を記載する。LNCap(TMPRSS2-ERG－)およびVCa
P(TMPRSS2-ERG＋)細胞系が用いられた。細胞を、様々な量のR1881と48時間、接触させた
。Erg、PSA(＋対照)、およびβ-チューブリン(－対照)の発現をアッセイした。結果は図1
9に示されている。ERG発現は、VCaP細胞においてアンドロゲン依存性であるが、LNCaP細
胞においてはそうではないことを見出された。
【０３３９】
実施例13
ペプチド抗体およびアクアプローブ作製
　図22～25は、ペプチド抗体作製に用いるための、およびアクアプローブを作製するため
の、ERG1、ETV1、FLI-1、およびETV4の配列(下線を引いた)を示す。プライマーは、すべ
てのETSファミリーメンバーについてApplied Biosystemsにより設計される。発現は、前
立腺癌症例においてモニターされ、高発現が、可能性のある遺伝子融合の指標およびFISH
についての指標である。
【０３４０】
実施例14
LnCaP細胞におけるETV1
　この実施例は、VCaPおよびLNCaPにおけるアンドロゲンに対する転写応答の分析を記載
する。PSAのような、両方の細胞系において異なって発現したいくつかの転写産物を検出
することに加えて、VCaPまたはLNCaP細胞における独特に制御不全のいくつかの転写産物
もまた同定された。この分析は、ETV1をLNCaP細胞においてアンドロゲンに対して排他的
に応答すると同定した。LNCaP細胞におけるETV1の過剰発現と組み合わせて、FISHは、LNC
aP細胞においてETV1座を取り調べるために用いられた。
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【０３４１】
A. 材料および方法
細胞系
　前立腺癌細胞系LNCaP(もともとリンパ節前立腺癌転移由来)およびVCaP(Korenchuk, S. 
et al., In vivo 15, 163-8 (2001))(もともと脊椎前立腺癌転移由来)がこの研究に用い
られた。マイクロアレイ研究について、0.1%エタノールまたはエタノールに溶解された1n
Mの合成アンドロゲンメチルトリエノロン(R1881, NEN Life Science Products, Boston, 
MA)での48時間の処理前に、VCaPおよびLNCaP細胞を、活性炭ストリッピング化血清含有培
地中で、24時間増殖させた。定量的PCR(QPCR)研究について、細胞を、活性炭ストリッピ
ング化血清含有培地中で24時間、増殖させ、0.1%エタノール、アセトンに溶解されたCaso
dex(10uM、ビカルタミド、AstraZeneca Pharmaceuticals, Wilmington, DE)、またはエタ
ノールに溶解されたflutamide(10uM, Sigma, St. Louis, MO)とプレインキュベートした
。2時間後、0.1%エタノールまたは0.5nMのR1881を加え、細胞を48時間後、収集した。全R
NAをすべての試料からTrizol(Invitrogen, Carlsbad, CA)で製造会社の使用説明書に従っ
て単離した。RNAの完全性を、ホルムアルデヒド変性ゲル電気泳動またはAgilent Bioanal
yzer 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)により検証した。
【０３４２】
マイクロアレイ分析
　この研究に用いられたcDNAマイクロアレイは、アレイが32,448個のフィーチャーを含む
ことを除いて、本質的には記載されているように構築された。アレイのプリンティングお
よび後処理についてのプロトコールはインターネット上で入手できる。cDNAマイクロアレ
イ分析は本質的には記載されているように行われた。簡単には、対照およびR1881処理のV
CaPならびにLNCaP細胞系由来の全RNAを逆転写し、cy5蛍光色素で標識した。対照のVCaPま
たはLNCaP試料由来のプールされた全RNAを逆転写し、それぞれの細胞系からのすべてのハ
イブリダイゼーションについてcy3蛍光色素で標識した。標識産物をその後、混合し、cDN
Aアレイにハイブリダイズさせた。イメージにフラグを付け、Genepixソフトウェアパッケ
ージ(Axon Instruments Inc., Union City, CA)を用いて標準化した。データは、アレイ
により中央値中心とし、試料の少なくとも80%において発現値を有する遺伝子のみが分析
に用いられた。
【０３４３】
定量的PCR(QPCR)
　QPCRは、記載されているように(Tomlins et al., Cancer Res 66, 3396-400 (2006); T
omlins et al., Science 310, 644-8 (2005))、Applied Biosystems 7300 Real Time PCR
システム(Applied Biosystems, Foster City, CA)上でSYBR Green色素を用いて行われた
。各試料についてハウスキーピング遺伝子グルセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナー
ゼ(GAPDH)に対する各標的遺伝子の量が報告された。各細胞系および/または実験における
標的遺伝子の相対量は、対照に対して較正された。すべてのオリゴヌクレオチドプライマ
ーは、Integrated DNA Technologies(Coralville, IA)により合成された。GAPDH(Vandeso
mpele et al., Genome Biol 3, RESEARCH0034 (2002))、PSA(Specht et al., Am J Patho
l 158, 419-29 (2001))、ERG(エキソン5-6_fおよびエキソン5-6_r)、およびETV1(エキソ
ン6-7_fおよびエキソン6-7_r)プライマー(Tomlins et al., Science 310, 644-8 (2005))
は記載されているとおりであった。
【０３４４】
蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)
　中期スプレッドは、標準技術を用いて正常な末梢リンパ球(NPL)およびLNCaP細胞から調
製された。スライドを、プローブの添加前に、2x SSCで2分間、70%エタノールで2分間、
および100%エタノールで2分間、処理した。スライドにカバースリップを載せ、75℃で2分
間、インキュベートし、37℃で一晩、ハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション後
の洗浄は、2x SSCで42℃、5分間、続いてPBST中の3回洗浄であった。蛍光検出は、フルオ
レセインに結合した抗ジゴキシゲニン(Roche Applied Science, Indianapolis, IN)、お
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よびAlexa Fluor 594に結合したストレプトアビジン(Invitrogen, Carlsbad, CA)を用い
て行われた。スライドは、DAPIを含むProLong Gold Antifade Reagent(Invitrogen)にお
いて対比染色され、マウントされた。スライドは、Zeiss Axio Imager Z1蛍光顕微鏡(Zei
ss, Thornwood, NY)を用いて調べられ、ISISソフトウェア(Metasystems, Altlussheim, G
ermany)を用いてCCDカメラでイメージングされた。
【０３４５】
　すべてのBACは、BACPAC Resource Center(Oakland, CA)から得られ、プローブ位置は、
正常な末梢リンパ球の中期スプレッドへのハイブリダイゼーションにより検証された。染
色体7p上のETV1領域へのハイブリダイゼーションについて、以下の4つのBACが用いられた
(テロメアからセントロメアへ)：RP11-124L22、RP11-313C20、RP11-703A4、およびRP11-1
149J13。染色体14qへの局在化について、FISHは、BAC RP11-483K13をマッピングしたが、
本発明者らはまた、NPLを用いて14qにハイブリダイズすることを確認した。BAC DNAは、Q
IAFilter Maxi Prepキット(Qiagen, Valencia, CA)を用いて単離され、プローブは、ジゴ
キシゲニン-またはビオチン-ニックトランスレーション混合物(Roche Applied Science)
を用いて合成された。
【０３４６】
B. 結果
　結果は、図26～28に示されている。図26は、LNCaP前立腺癌細胞系におけるETV1の過剰
発現およびアンドロゲン制御を示す。図26Aは、VCaPおよびLNCaP前立腺癌細胞系における
アンドロゲン制御遺伝子の発現シグネチャーを示す。媒体処理(灰色)と比較した、1nM合
成アンドロゲンR1881(緑色)によりいずれかの細胞系において誘導または抑制を示す遺伝
子のヒートマップ(3,499個のフィーチャー、p<0.05および倍数変化比率>=1.5)。各行は遺
伝子を表す；各列は試料を表す。黄色および青色セルは、カラースケールに従って、それ
ぞれ、過剰発現または発現不足を示す。灰色セルは欠測データを示す。各細胞系について
のデータは、対応する対照試料を中心とする。ヒートマップにおけるPSA、ERG、およびET
V1の位置が示され、それらの発現は挿入図に示されている。図26Bは、定量的PCR(QPCR)に
よるVCaPおよびLNCaP細胞の両方におけるアンドロゲンによるPSA誘導の確認を示す。LNCa
P(赤色)およびVCaP(青色)細胞系におけるPSAの相対的発現(GAPDHに対して標準化された)
はQPCRにより測定された。細胞は、示されているように、抗アンドロゲンCasodexもしく
はFlutamideの存在下または非存在下において媒体または1nM R1881で48時間、処理された
。各試料におけるPSAの相対量は、各細胞系についての対照試料における量に対して較正
された。図26Cは、LNCaP細胞におけるアンドロゲンによるETV1誘導を示す。Bと同じ試料
を用いて、ETV1の相対量はQPCRにより測定された。図26Dは、ETV1がLNCaP細胞において著
しく過剰発現することを示す。PSA、ETV1、およびERGの相対的発現は、QPCRにより各細胞
系からの48時間対照試料において測定された。各試料における標的遺伝子の相対量は、両
方の細胞系からのPSAの平均量に対して較正された。LNCaPとVCaPの間のERGおよびETV1に
おける倍数差が示されている。
【０３４７】
　図27はLNCaP細胞におけるETV1の再配列を示す。図27Aは、蛍光インサイチューハイブリ
ダイゼーション(FISH)にプローブとして用いられたBACの概略図を示す。7p21(ETV1座およ
び周囲のBACを含む)および14q32における位置および座標は、UCSC Genome Browserを用い
てヒトゲノムの2004年5月フリーズ(May 2004 freeze)において決定された。この研究に用
いられるBACは、番号が付けられた長方形として示されている。ETV1およびDGKBの位置が
示され、矢じり形が転写の方向を示している。図27Bは、RP11-124L22およびRP11-1149J13
が正常な末梢リンパ球(NPL)において第7染色体へ共局在することを示す。中期スプレッド
(上部パネル)または間期細胞(下部パネル)上のRP11-124L22(BAC#1)およびRP11-1149J13(B
AC#4)の局在は、NPLにおいてFISHにより測定された。すべての中期写真について、第7染
色体上のシグナルは矢印により示されており、第14染色体上のシグナルは対応するプロー
ブ色の矢じり形により示されている。中期スプレッドの情報領域のより高い倍率は、ボッ
クスに示されている。図27Cは、中期スプレッド(上部パネル)および間期細胞(下部パネル
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)上のBAC#1およびBAC#4の局在がニア(near)4倍体LNCaP細胞系において測定されたことを
示す。第7染色体上の2つの共局在したシグナル、第7染色体上の2つの赤色シグナル、およ
び異なる染色体上の2つの緑色シグナルが観察された。図27Dは、LNCaP細胞における第14
染色体へ局在したRP11-124L22からのシグナルを示す。RP11-124L22(BAC#1)がLNCaP中期ス
プレッド上でRP11-483K13(BAC#5、染色体14qへFISHマッピングされた)と共ハイブリダイ
ズしたことを除いて、Cにおいてのとおりであった。RP11-483K13からの4つの赤色シグナ
ルは染色体14qへ局在する；2つの緑色シグナルは染色体7pへ局在し、2つの緑色シグナル
は染色体14qへ局在する。
【０３４８】
　図28は、ETV1座全体がLNCaP細胞において第14染色体へ挿入されていることを示す。図2
8Aは、この実験に用いられたBACの概略図を示す。図28Bは、中期スプレッド(上部パネル)
および間期細胞(下部パネル)上のRP11-124L22(BAC#1)およびRP11-313C20(BAC#2)の局在が
LNCaP細胞においてFISHにより測定されたことを示す。中期スプレッドにおいて、共局在
したシグナルの2ペアは、第7染色体(黄色矢印)および第14染色体(黄色矢じり形)上で観察
された。
【０３４９】
　これらの結果は、ETV1座全体が第7染色体から第14染色体へ転座していることを実証す
る。第14染色体上の挿入の上流のゲノム配列は知られていないが、この領域が、LNCaP細
胞においてのみ観察された高レベルのETV1およびアンドロゲン応答性を作動させる、ARE
を含む可能性が高い。これらの結果は、LNCaP細胞が、ヒト前立腺癌に見られたETS遺伝子
融合のインビトロモデルとしての使用を見出すことを示唆している。
【０３５０】
実施例15
PCAにおけるETSファミリーメンバーのノックダウン
　この実施例は、前立腺癌におけるETSファミリーメンバーのノックダウンを記載する。s
iRNAが、LnCaPおよびVCAPにおいてETV1およびERGの発現をノックダウンするために用いら
れた。定量的PCRはノックダウンを確認するために用いられた。結果は図29および30に示
されている。ノックダウンは増殖に影響を及ぼさなかった。shRNAを発現するレンチウイ
ルスは、安定なノックダウンのために作製される。
【０３５１】
　マイクロアレイは、ERG発現がVCaP細胞(TMPRSS2:ERG融合を有する)においてノックダウ
ンされた場合、どの遺伝子が異なって発現するかを測定するためにAgilent 44K Whole Ge
nomeアレイで行われた。この実験について、以下の3つの状態が用いられた：ERGについて
のDharmacon siRNA(ERGsi)を用いるノックダウン、ルシフェラーゼ(対照)のノックダウン
、およびトランスフェクションされていない(untrans)VCaP細胞。ERG/untransの3つのハ
イブリダイゼーションおよび対照/untransの2つが行われた。遺伝子はすべての5つの実験
において存在しているように呼ばれ、0.5未満の標準偏差(両方の状態についての平均の)
をもち、<0.75または>1.5のERGと対照の間の倍数差を示した。ERGdifフィールドは、ERG
と対照ノックダウン実験の間の倍数差を示し、1未満の値は、その遺伝子がERGノックダウ
ンにおいて発現が不足していることを意味する(ERG自身、この分析において第81位にある
)。
【０３５２】
実施例16
トランスジェニックマウス
　本発明の遺伝子融合、加えてETSおよびアンドロゲン応答性遺伝子を過剰発現するトラ
ンスジェニックマウスが作製される。図31は、マウスを作製するのに用いるウイルス過剰
発現系を示す。図32は、トランスジェニックマウスにおけるゲノム挿入の概略図を示す。
そのようなマウスは、研究(例えば、機構研究)および薬物スクリーニング適用において使
用を見出す。
【０３５３】
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実施例17
TMPRSS2:ERGaの同定
　上で記載されているように(実施例1)、TMPRSS2のERGへの融合が観察された。TMPRSS2:E
RGa遺伝子融合からの発現したタンパク質を測定するために、PCRが、VCaP前立腺癌細胞系
から、エキソン4の始めにおける融合切断点からエキソン11における推定ストップコドン
までのERG(NM_004449)の部分を増幅し、ストップコドンのすぐ上流に3x Flagタグを挿入
するために用いられた。産物を、pCR8/GW/TOPO TA(Invitrogen)へTAクローニングし、双
方向でシーケンシングした。シーケンシングにより、2つの別個のアイソフォームの存在
が明らかにされ、本明細書では、ERG1(ERGアイソフォーム1由来のエキソン6

を含む)およびERG2(このエキソンを含まない)と名付けられた。産物をpLenti6/V5-DESTデ
スティネーションベクターへGatewayクローニングした。このプラスミドを、ERGタンパク
質産生のためにPHINX細胞へ直接的にトランスフェクションした。
【０３５４】
A. 方法
　トランスフェクションアッセイ：Phinx細胞を、ERG2かまたは空ベクターのいずれかでF
ugeneトランスフェクション試薬(Roche)を用いて製造会社の使用説明書のとおりトランス
フェクションした。合計10個の150mm直径プレートを各構築物に用いた。細胞をトランス
フェクションから48時間後、収集し、下記のように、免疫沈降アッセイに用いた。
【０３５５】
　タンパク質溶解および免疫沈降：細胞を、プロテアーゼインヒビターを含む氷冷PBS中
で洗浄し、1%NP40を含むTBS中でのホモジナイゼーションにより溶解した。タンパク質を
含む上清を、Bradfords Protein Assay(Biorad Laboratories, Hercules, CA)を用いて製
造会社の使用説明書のとおり、それらのタンパク質含量を測定した。すべての試料からの
等量のタンパク質(15ml緩衝液中約30mg)を免疫沈降研究に用いた。EZVIEW Red ANTI-FLAG
 M2 Affinity Gel(Sigma, St Louis, MO)の50%スラリーの約200マイクロリットルを各試
料へ加え、4Cで一晩、インキュベートした。免疫沈降物を、0.1%NP40を含むTBSおよびTBS
単独でそれぞれ3回、洗浄した。結合したタンパク質を、FLAGペプチド(Sigma, St Louis,
 MO)を用いて製造会社の使用説明書のとおり、溶出させた。溶出を3回、行った。溶出物
におけるタンパク質を、50%TCA(Sigma, St Louis, MO)を用いて沈殿させた。沈殿物を、
氷冷アセトンで3回、洗浄し、Laemmeli緩衝液に再懸濁し、4～20%BIS-TRISゲル(Invitrog
en Corporation, Carlbad, CA)上で電気泳動した。ゲルを質量分析適合性銀染色(Silver 
Quest, Invitrogen Corporation, Carsbad, CA)で染色した。ERG2に対応するバンドおよ
びベクターレーンにおける対応する領域をそれぞれ、6個の1cmの小片へと切り取った。ゲ
ル小片のそれぞれを、より高い分子量領域から始まってゲル上を下降して、バンド1～6と
名付けた。従って、バンド1は、高分子量タンパク質を含む領域に対応し、一方、バンド6
は低分子量の領域に対応する。ERG2のその天然の分子量(約55kDa)に基づいて、バンド4お
よび5中に移動すると思われた。ERG2配列同定を3回繰り返し、データをすべての実験から
確かなものにした。
【０３５６】
タンパク質同定
　ゲルバンドを収集し、Silver Stain Kitに提供されている脱染溶液を用いて製造会社の
使用説明書のとおり(Invitrogen Corporation, Carsbad, CA)、脱染した。ゲル消化を、1
M重炭酸アンモニウム、pH9中、Porcine Trypsin(1:50, Promega Corporation, Madison, 
WI)を用いて行った。消化は、37℃で16時間、行われた。24時間の終わりにトリプシン活
性を3%ギ酸を用いて停止させた。ペプチドを50%アセトニトリルを用いて抽出した。ペプ
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チドを乾燥させ、0.1%ギ酸を含む2%アセトニトリル中に再懸濁し、Paradigm HPLCポンプ
に取り付けられた0.075mm×150mm C18カラム(Michrome Bio Resources Inc.)を用いる逆
相クロマトグラフィーにより分離した。ペプチドを、溶媒Aが0.1%ギ酸/2%アセトリトリル
である、45-min 5～95%B(0.1%ギ酸/95%アセトリトリル)勾配を用いて溶出した。Finnigan
 LTQ質量分析計(Thermo Electron Corp.)は、スペクトルを得るために用いられ、その器
械は、動的排除を可能にしてデータ依存性様式で作動した。完全MSスキャンにおける3つ
の最も大量のペプチドイオン上のMS/MSスペクトルが得られた。スペクトルは、MASCOT検
索ツールを用いて複合の同一ではないNCBIヒト参照配列データベースに対して検索される
。これらのデータベース検索結果は、PeptideProphetプログラムを用いてペプチド割当精
度について確認される。これは混合モデルである；検索結果スコア、およびトリプシン末
端の数を含む様々なペプチド特徴に基づいて正しいペプチド同定の確率を割り当てる期待
値最大化評価。第二プログラム、ProteinProphetは、タンパク質によりペプチドを分類し
、正しいタンパク質割当の確率を割り当てうるそれらの確率を組み合わせるために用いら
れる。識別力は、結局ペプチド分類情報および可能なマルチヒットタンパク質の状態とい
うことになるNSP値、すなわち同胞ペプチドの数として個々のペプチド確率のその後の再
推定で増加する。
【０３５７】
結果：
　（表１４）範囲マップ(ERG2)
　　　　　　注：E*BAND*-*はERG1実験におけるERG2ペプチドを表す
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【０３５８】
　表は、3つの異なる実験に渡って得られたERG2についての範囲マップを示す。下線が引
かれたアミノ酸配列は、VCAP細胞からクローニングされたERG1のコンピューター内で翻訳
された配列に対応する。アミノ酸配列GGAAFIFPNTSVYPEATQRITTRP(SEQ ID NO:196)は、ERG
1に特異的であり、かつERG2に欠けているエキソンに対応する。残りのアミノ酸配列は、3
つの実験のそれぞれにおいて同定されたERG2配列に対応する。ERG2はすべての実験におい
てバンド1～5で同定された。これらのバンドのそれぞれにおいて得られたERG2のペプチド
配列は例証されている。非常に高い範囲のERG2タンパク質が3つの実験に渡って得られた
。範囲マップは、最初の50個のアミノ酸残基に対応する、クローニングされたタンパク質
のN末端領域におけるペプチドの範囲は、質量分析範囲マップでほとんど観察されなかっ
た。しかしながら、アミノ酸バリンから始まるペプチドVPQQDWLSQP(SEQ ID NO:197)は、
非常に豊富であることが見出され、従って、すべての実験において同定された。より厳密
な評価は、47位におけるアミノ酸がインフレームでメチオニンであることを示唆した。複
数の実験における47位メチオニンの上流(N末端)のいかなるペプチドもの欠損は、それがE
RG2のN末端アミノ酸であることを確認する。さらに、50位におけるアルギニン残基の存在
は、それを可能性のあるトリプシン切断部位にする。この部位におけるトリプシンによる
消化は、結果として、イオントラップ質量分析計による同定には小さすぎる、短い方のN
末端ペプチドMSPR、およびすべての実験において同定された長い方のC末端ペプチドVPQQD
WLSQP(SEQ IN NO:198)を生じるものと思われる。ペプチド配列MIQTVPDPAA HI(SEQ ID NO:
199)もまた、非常に低い確率スコアでたった1つの実験において同定された。これは、NCB
Iに報告されているようにERGのN末端をマッピングする。この配列は、VCAP細胞からクロ
ーニングされた異所的に発現した構築物の一部ではなかった。これは、PHINX細胞に発現
するインビボERGから得られているはずであり、従って、良性細胞と関連したERGの部分を
表しうる。
【０３５９】
　従って、要約すれば、結果は、第三のメチオニンはTMPRSS2-ERG融合産物についての翻
訳スタート部位であることを示す。

【０３６０】
　第一メチオニンは、内因性ERGについての翻訳スタート部位である。
MIQTVPDPAA HI(SEQ ID NO:201)
【０３６１】
　図20は内因性および融合ポリペプチドの概略図を示す。
【０３６２】
実施例18
尿試料におけるFISH分析
　尿から前立腺細胞を単離および調製するために、～30mlの尿を注意深い直腸指診後、収
集する。すぐに、15mlのPreservCytを加え、試料を、室温で10分間、50mlチューブにおい
て4000rpmで遠心分離する。上清を捨て、ペレットを、室温で15分間、0.75M KClの15mlに
再懸濁し、室温で10分間、50mlチューブにおいて4000rpmで遠心分離する。上清を捨て、
ペレットを、メタノール：氷酢酸の3:1比の10mlに再懸濁する。これをその後、4000rpmで
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8分間、遠心分離する。200μlを除いては上清を捨て、ペレットを再懸濁する。再懸濁さ
れたペレットを、その後、スライドグラス上へ滴らし、空気乾燥させておく。ERG5'/3'お
よびTMPRSS5'/3'プローブ対に関するハイブリダイゼーションおよびプローブ調製は、上
の実施例2においてのとおりである。
【０３６３】
　上の明細書において挙げられたすべての刊行物、特許、特許出願、およびアクセッショ
ン番号は、全体として参照により本明細書に組み入れられている。本発明は特定の態様に
関連して記載されているが、主張されているような本発明がそのような特定の態様に不当
に限定されるべきではないことは理解されているはずである。実際、本発明の記載された
組成物および方法の様々な改変ならびにバリエーションは、当業者にとって明らかである
と思われ、特許請求の範囲の範囲内にあると意図される。
【図面の簡単な説明】
【０３６４】
【図１】マイクロアレイデータの癌アウトライアープロファイル分析(COPA)を示す。(A)E
TV1(左パネル)およびERG(中央パネル)発現(標準化された発現単位)は、2つの大規模遺伝
子発現研究におけるすべてのプロファイリングされた試料から示されている。(B)レーザ
ーキャプチャーマイクロダイセクションされた試料からのデータが用いられたことを除い
て、(A)においてのとおりである。(C)多発性骨髄腫における免疫グロブリン重鎖プロモー
ター(IgH)への既知の転座をもつ発癌遺伝子(FGFR3およびCCND1)が調べられたことを除い
て、(A)においてのとおりである。
【図２】前立腺癌(PCA)におけるTMPRSS2:ETV1およびTMPRSS2:ERG遺伝子融合の同定ならび
に特徴付けを示す。(A)前立腺癌細胞系(DuCaP、LnCaP、およびVCaP)およびホルモン抵抗
性転移性(MET)前立腺癌組織が、定量的PCR(QPCR)によりERG(■)およびETV1(□) mRNA発現
について分析された。(B)LNCaP細胞と比較したMET26におけるETV1エキソン2および3の過
剰発現の喪失。(C)TMPRSS2との遺伝子融合を明らかにした、MET26-LNにおけるETV1および
MET28-LNにおけるERGについての、cDNA末端の5'RNAリガーゼ媒介性迅速増幅(RLM-RACE)結
果の概略図。(D)MET26-LNおよびMET26-RPにおける転座特異的QPCRを用いるTMPRSS2:ETV1
発現の確証。(E)細胞系およびPCA検体における転座特異的QPCRを用いるTMPRSS2:ERG発現
の確証。
【図３】TMPRSS2:ETV1遺伝子融合およびERG遺伝子再配列を確認するホルマリン固定パラ
フィン包埋組織切片上での間期蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)を示す
。(AおよびB)は、TMPRSS2(緑色シグナル)およびETV1(赤色シグナル)の融合を検出するた
めの2色融合シグナルアプローチを示す。(CおよびD)ERGの5'領域(緑色シグナル)および3'
領域(赤色シグナル)にまたがる2つのプローブでの2色分裂シグナルアプローチを用いるER
G遺伝子再配列の検出。(E)臨床的に局在した前立腺癌(PCA)の13個の症例および転移性前
立腺癌(MET)の16個の症例由来のコアを含む独立した組織マイクロアレイ上の(A～D)と同
じプローブを用いたFISH結果のマトリックス表示。
【図４】TMPRSS2:ERG転座を有する前立腺癌細胞におけるERGのアンドロゲン制御を示す。
【図５】癌アウトライアープロファイル分析(COPA)を示す。図5Aは、COPA分析の概略図を
示す。図5Bは、RUNX1T1(ETO)が、Valkら急性骨髄性白血病データセット(n=293)において9
0thパーセンタイルで最も高いスコアリングアウトライアープロファイルを有したことを
示す。
【図６】MET26-LNにおけるETV1、およびTMPRSS2との遺伝子融合(TMPRSS2:ERGb融合)を明
らかにしたPCA4におけるERGについての、cDNA末端のRNAリガーゼ媒介性迅速増幅(RLM-RAC
E)結果の概略図を示す。
【図７】前立腺癌におけるETSファミリーメンバーの過剰発現を示す。肉眼的に解剖され
た組織(A)またはレーザーキャプチャーマイクロダイセクションにより単離された組織(B)
由来のプロファイリングされた良性前立腺、前立腺上皮内腫瘍(PIN)、臨床的に局在した
前立腺癌、および転移性前立腺癌におけるすべてのモニターされたETSファミリーメンバ
ーの発現がOncomineを用いて可視化されたことを示す。
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【図８】ETV4を過剰発現する前立腺癌症例におけるTMPRSS2およびETV4座の過剰発現を示
す。A. プールされた良性前立腺組織(CPP)、ETV4を過剰発現せず、かつTMPRSS2:ERG陽性(
PCA1～2)または陰性(PCA3～4)のいずれかである前立腺癌、およびETV4過剰発現をもつ本
発明者らのLCMコホート由来の前立腺癌症例(PCA5)におけるETV4の示されたエキソンまた
は領域の発現。B. RLM-RACEにより、PCA5においてTMPRSS2の上流の配列のETV4との融合が
明らかにされている。C. QPCRによるPCA5におけるTMPRSS2:ETV4aおよびTMPRSS2:ETV4bの
発現。D. ホルマリン固定パラフィン包埋組織上での間期蛍光インサイチューハイブリダ
イゼーションは、PCA5においてTMPRSS2およびETV4座の融合を確認する。
【図９】例示的なETSファミリー遺伝子のmRNA配列を示す。
【図１０】TMPRSS2のmRNA配列を示す。
【図１１】FISHによるTMPRSS2:ERG遺伝子融合分析を示す。パネルA：TMPRSS2:ERG融合の
間接的検出についての分裂アッセイを描く表意文字。パネルB：間質細胞(左)および前立
腺癌腺(右)の間期核。パネルC：テロメアプローブの喪失により示されているように、分
裂および同時欠失を示す前立腺癌腺の間期核(100x油浸対物レンズ倍率)。パネルD：テロ
メアプローブの分裂および喪失をもつ、2つの核を示すCにおけるボックス領域の拡大図。
(60x油浸対物レンズ倍率)。
【図１２】ERGとTMPRSS2の間の第21染色体上のゲノム欠失を示す。パネルA：6個の細胞系
、13個の異種移植片、および11個の転移性PCA試料を含む試料は、qPCRおよび/またはFISH
によりTMPRSS2:ERGおよびTMPRSS2:ETV1状態(陰性状態について灰色バー、および陽性状態
について青色バー)について特徴付けられた。パネルB：Aにおける緑色のフレームを付け
られたボックスの拡大図。パネルC：Aにおける黒色のフレームを付けられたボックスの拡
大図。
【図１３】臨床的に局在した前立腺癌におけるTMPRSS2:ERG再配列および病理学的パラメ
ーターとの関連を示す。パネルA. TMPRSS2:ERG再配列は、原発PCA試料の49.2%およびホル
モン未処置の転移性LN試料の41.2%で同定された。パネルB. 欠失を含むTMPRSS2:ERG再配
列した腫瘍は、腫瘍の進行期のPCA症例のより高いパーセンテージにおいて観察される傾
向にあった(p=0.03)。
【図１４】21q22-23上のERG(セントロメア)およびTMPRSS2(テロメア)の間に位置した既知
の遺伝子を示す。黒線より上の遺伝子は、5'-セントロメアから3'-テロメアへ配向され、
黒線より下の遺伝子は5'-テロメアから3'-セントロメアへ配向されている。イメージの下
半分において、ERG座の拡大図がFISHプローブと共に描かれている。
【図１５】主に欠失を含むTMPRSS2:ERG再配列(右側の核)を示す「不均一な」前立腺癌症
例、および欠失を含まないTMPRSS2:ERG再配列(左側の核)を示すわずかに小領域のみを示
す。
【図１６】8つの公開された発現アレイデータセットに渡るTMPRSS2とERGの間に位置した
遺伝子のメタ分析を示す。
【図１７】FISHアッセイが、疾患進行と関連している、TMPRSS2:ERG遺伝子融合と付随し
た特徴的な欠失を検出することを示す。パネルAおよびB：染色体21q22.2上のERG再配列を
分析するために、それぞれ、ERG座の隣接するセントロメアおよびテロメア領域にまたが
る、ビオチン-14-dCTP標識BACクローンRP11-24A11(最終的に、結合して赤色シグナルを生
じる)およびジゴキシゲニン-dUTP標識BACクローンRP11-137J13(最終的に、結合して緑色
シグナルを生じる)からなる分裂プローブ系が適用された。この分裂プローブ系を用いて
、ERG再配列を含まない核は、並列した赤色および緑色シグナルの2ペアを示す。並列した
赤色-緑色シグナルは、黄色の融合シグナルを形成する(パネルB、矢印)。パネルC：累積
発生率回帰モデルにおいて、TMPRSS2:ERGが、転移または前立腺癌特異的死の累積発生率
についての決定因子として評価された。
【図１８】融合転写産物を含まないFLI1過剰発現を示す。
【図１９】TMPRSS2-ERG＋細胞におけるアンドロゲンによるERGタンパク質発現の誘導を示
す。
【図２０】内因性および融合ERGポリペプチドの概略図を示す。
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【図２１】ERG2についての核内相互作用物質を示す。
【図２２】ERG1に対するペプチド抗体およびアクアプローブ作製のための配列を示す。
【図２３】ETV1に対するペプチド抗体およびアクアプローブ作製のための配列を示す。
【図２４】FLI1に対するペプチド抗体およびアクアプローブ作製のための配列を示す。
【図２５】ETV4に対するペプチド抗体およびアクアプローブ作製のための配列を示す。
【図２６】LNCaP前立腺癌細胞系におけるETV1の過剰発現およびアンドロゲン制御を示す
。図26Aは、VCaPおよびLNCaP前立腺癌細胞系におけるアンドロゲン制御遺伝子の発現シグ
ネチャーを示す。図26Bは、定量的PCR(QPCR)によるVCaPおよびLNCaP細胞の両方における
アンドロゲンによるPSA誘導の確認を示す。図26Cは、LNCaP細胞におけるアンドロゲンに
よるETV1誘導を示す。図26Dは、ETV1がLNCaP細胞において著しく過剰発現することを示す
。
【図２７】LNCaP細胞におけるETV1の再配列を示す。図27Aは、蛍光インサイチューハイブ
リダイゼーション(FISH)にプローブとして用いられるBACの概略図を示す。図27Bは、正常
な末梢リンパ球(NPL)においてRP11-124L22およびRP11-1149J13が第7染色体へ共局在する
ことを示す。図27Cは、中期スプレッド(上部パネル)および間期細胞(下部パネル)上でのB
AC#1およびBAC#4の局在が、ニア4倍体LNCaP細胞系において測定されたことを示す。図27D
は、LNCaP細胞においてRP11-124L22からのシグナルが第14染色体へ局在することを示す。
【図２８】LNCaP細胞においてETV1座全体が第14染色体へ挿入されていることを示す。図2
8Aは、この実験に用いられたBACの概略図を示す。図28Bは、中期スプレッド(上部パネル)
上のRP11-124L22(BAC#1)およびRP11-313C20(BAC#2)の局在、ならびに間期細胞(下部パネ
ル)がLNCaP細胞においてFISHにより測定されたことを示す。
【図２９】LnCaPにおけるETV1のsiRNAノックダウンを示す。
【図３０】VCAPにおけるERGのsiRNAノックダウンを示す。
【図３１】ウイルス過剰発現系を示す。
【図３２】トランスジェニックマウスの概略図を示す。
【図３３】尿におけるERGおよびETV1転写産物の検出を示す。図33Aは、LNCaP(高ETV1発現
)またはVCaP(高ERGおよびTMPRSS2:ERG発現)前立腺癌細胞におけるERGおよびETV1の検出を
示す。図33Bは、前立腺癌を有するのではないかと疑われる患者の尿におけるERGおよびET
V1の検出を示す。
【図３４】前立腺癌においてTMPRSS2:ETS遺伝子融合を検出するために用いられるアッセ
イを示す。図34Aは、TMPRSS2およびERGについての分裂アッセイを示す。分裂5'および3'
シグナルの1ペアにより示されているような、ERG再配列陽性症例(欠失無し)が左パネルに
示されている。1つの3'シグナルの喪失により示されているような、TMPRSS2再配列陽性症
例(欠失有り)が右パネルに示されている。図34Bは、TMPRSS2:ETV1遺伝子融合についての
融合アッセイを示す。図34CはETV4についての分裂アッセイを示す。
【図３５】FISHにより検出されるようなTMPRSS2、ERG、ETV1、およびETV4再配列を示す。
図35Aは、図34に示されたアッセイにより検出されるようなTMPRSS2、ERG、ETV1、およびE
TV4における再配列についての結果の表を示す。図34Bは、Aに記載されているようにすべ
ての4つのアッセイが評価可能であった38症例からのTMPRSS2、ERG、ETV1、およびETV4状
態のヒートマップ表示を示す。図34Cは、不一致なTMPRSS2およびETS再配列状態をもつ症
例のヒートマップ表示を示す。
【図３６】本発明の遺伝子融合の配列を示す。
【図３７】FLI-1発現分析のためのプライマーおよびプローブを示す。
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