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(57)【要約】
　本発明は、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫を検
出するための方法であって、ａ）個体から採取した単離
供試材料を用意し、ｂ）単離した当該供試材料中のトラ
ンスサイレチンのレベルを定量し、及びｃ）定量したト
ランスサイレチンのレベルを基準値と比較する、工程を
含む方法に関する。本発明はさらに、結腸直腸腺腫と結
腸直腸癌腫とを識別するための方法や、結腸直腸腺腫及
び／若しくは結腸直腸癌腫の経過、並びに／又は結腸直
腸腺腫及び／若しくは結腸直腸癌腫の処置をモニターす
るための方法に関する。さらに、本発明は、これらの方
法において使用するための試験システム及びアレイに関
する。さらには、本発明は、個体における結腸直腸腺腫
及び／又は結腸直腸癌腫の検出のためのバイオマーカー
としての、トランスサイレチンの使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫を検出するための方法であって、
　ａ）個体から採取した単離供試材料を用意し、
　ｂ）単離した当該供試材料中のトランスサイレチンのレベルを定量し、
　ｃ）定量したトランスサイレチンのレベルを基準値と比較する、
工程を含む方法。
【請求項２】
　結腸直腸腺腫と結腸直腸癌腫とを識別するための方法であって、
　ａ）個体から採取した単離供試材料を用意し、
　ｂ）単離した当該供試材料中のトランスサイレチンのレベルを定量し、
　ｃ）定量したトランスサイレチンのレベルを基準値と比較する、
工程を含む方法。
【請求項３】
　結腸直腸腺腫及び／若しくは結腸直腸癌腫の経過、並びに／又は結腸直腸腺腫及び／若
しくは結腸直腸癌腫の処置をモニターするための方法であって：
　ａ）個体から採取した単離供試材料を用意し、
　ｂ）単離した当該供試材料中のトランスサイレチンのレベルを定量し、
　ｃ）定量したトランスサイレチンのレベルを基準値と比較する、
工程を含む方法。
【請求項４】
　前記供試材料のトランスサイレチンのレベルが、健常個体の供試材料と比較して減少し
ている、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　第一供試材料中のトランスサイレチンのレベルの第一の減少が結腸直腸腺腫の指標とな
り、かつ第一供試材料よりも後の時点で前記個体から単離した第二供試材料中のトランス
サイレチンのレベルの第二の減少が結腸直腸癌腫の指標となり、但し第二の減少は第一の
減少よりも大幅である、請求項２～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　基準値が、複数の健常個体の単離試料中で定量されたトランスサイレチンの平均レベル
として算出される、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　基準値が、長期間にわたって個体から採取した複数の単離試料で定量したトランスサイ
レチンの平均レベルとして算出される個体の基準値である、請求項１～５のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項８】
　トランスサイレチンが、同じか又は互いに異なりうる１又は４つの蛋白質鎖で構成され
る、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　トランスサイレチンが、切欠、修飾及び／又は突然変異されている、請求項１～８のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　単離された供試材料が体液である、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　体液が、血液、血液血漿、血清、骨髄、糞便、滑液、リンパ液、脳脊髄液、痰、尿、母
乳、精液、滲出液及びそれらの混合物からなる群より選択される、請求項１０記載の方法
。
【請求項１２】
　供試材料中のトランスサイレチンのレベルが、質量分析法によって定量される、以上の
請求項のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項１３】
　供試材料中の癌胎児性抗原（ＣＥＡ）のレベルがさらに定量され、この供試材料中の癌
胎児性抗原（ＣＥＡ）のレベルが結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫によって増加する
、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　供試材料中のＣＡ　１９－９のレベルがさらに定量され、この供試材料中のＣＡ　１９
－９のレベルが結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫によって増加する、請求項１～１３
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　８９６０±９Ｄａの分子量を有する蛋白質又はポリペプチドのレベルがさらに定量され
、供試材料中の８９６０±９Ｄａの蛋白質又はポリペプチドのレベルが結腸直腸腺腫及び
／又は結腸直腸癌腫によって増加する、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　供試材料中のトランスサイレチンのレベルが、免疫測定法によって、好ましくはＥＬＩ
ＳＡ又はＲＩＡによって定量される、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　供試材料中のトランスサイレチンのレベルが、この供試材料中の、トランスサイレチン
をコードするｍＲＮＡのレベルを定量することによって定量される、請求項１～１１のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記方法が、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の他の診断方法と組み合わせて行な
われ、感度及び／又は特異性が高められる、以上の請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　個体における結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出のためのバイオマーカーとし
ての、トランスサイレチンの使用。
【請求項２０】
　結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の初期の検出のための、請求項１９に記載の使用
。
【請求項２１】
　トランスサイレチンが、切欠、修飾及び／又は突然変異されている、請求項１９又は２
０に記載の使用。
【請求項２２】
　結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫に対する１以上のさらなるバイオマーカーと組み
合わせられて、感度及び／又は特異性が高められる、請求項１９～２１のいずれか１項に
記載の使用。
【請求項２３】
　少なくとも１つのさらなるバイオマーカーが、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）を含み、供試材
料中のそのレベルが結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫によって増加する、請求項２２
に記載の使用。
【請求項２４】
　少なくとも１つのさらなるバイオマーカーが、ＣＡ　１９－９を含み、供試材料中のそ
のレベルが結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫によって増加する、請求項２２に記載の
使用。
【請求項２５】
　少なくとも１つのさらなるバイオマーカーが、８９６０±９Ｄａの分子量を有し、供試
材料中のそのレベルが結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫によって増加する、請求項２
２に記載の使用。
【請求項２６】
　個体における結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫を検出するための試験システムであ
って、
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　ａ）トランスサイレチンのエピトープに結合する抗体又はレセプター、
　ｂ）当該抗体又はレセプターを支持する固体支持体、
　ｃ）当該抗体又はレセプターへの、当該トランスサイレチンのエピトープの結合を検出
するための試薬、
を含む試験システム。
【請求項２７】
　試験システムが、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫に対する、１以上のさらなるバ
イオマーカーを検出するための、１以上の抗体又はレセプターを含む、請求項２６に記載
の試験システム。
【請求項２８】
　個体における結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫を検出するための検出分子を含むア
レイであって、検出分子として、
　ａ）トランスサイレチンをコードするｍＲＮＡに結合してこれを検出するため固体支持
体に固定化された核酸プローブ、又は
　ｂ）トランスサイレチンのエピトープに結合してこれを検出するため固体支持体に固定
化された抗体、又は
　ｃ）トランスサイレチンのエピトープに結合してこれを検出するため固体支持体に固定
化されたレセプターを含み、
好ましくは各々異なる量の検出分子が固体支持体に固定化されて、数量化の精度が高めら
れるアレイ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　結腸直腸癌腫は、欧米で診断頻度が第三番目に高い癌腫であり、癌腫による死亡の第二
の主要原因である。１９９６年には、米国で推定１３３５００件の結腸直腸癌腫の症例が
新しく診断され、およそ５４９００名がこの疾病で死亡している。結腸直腸癌腫の発症率
は増加しているが、一方、結腸直腸癌腫の死亡率は減少している。結腸直腸癌腫の発症率
は４０歳頃から年齢と共に増加し、女性よりも男性の方がこの率は高い（年間１００００
０名あたり、男性で６０．４名に対し、女性では４０．９名）。
【０００３】
　ほとんどの患者で、結腸直腸癌腫の発症は、前癌性腺腫から転移に対する性向を備えた
侵襲的悪性へという、多段階の進行の後に起こる。結腸直腸癌腫の罹患率及び死亡率の低
下は、初期の結腸直腸癌腫の検出及び処置、並びに結腸直腸癌腫の前兆である結腸直腸の
腺腫性ポリープの同定及び除去によって成し遂げうることが証明されている。
【０００４】
　結腸直腸のスクリーニング試験により、その前兆、すなわち、腺腫性ポリープ及び／又
は扁平腫瘍性域での初期結腸直腸癌腫の正確な検出が成し遂げられることが示されている
。結腸直腸癌腫スクリーニングに対する選択肢としていくつかの試験を利用することが可
能である。スクリーニング試験として、便潜血試験（ＦＯＢＴ）、フレキシブルＳ状結腸
鏡検査、ＦＯＢＴとフレキシブルＳ状結腸鏡検査の併用、及び結腸内視鏡検査が挙げられ
る。様々なスクリーニング試験は、性能、有効性、可能なスクリーニング頻度、試験の複
雑性、価格、及び患者による受容度について、互いに相違している。
【０００５】
　現在のところ、便潜血試験によるスクリーニングが、費用対効果の点で最適なスクリー
ニングストラテジーであると考えられる。便の潜血はグアヤクなどの化学試薬により、ヘ
ムポリフィリンを通じて、又は免疫学的方法で検出することができる。スミスクライン・
ダイアグノスティックスより入手可能なグアヤクスライド試験Ｈｅｍｏｃｃｕｌｔ（ＩＩ
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）が、最も広く用いられている。
【０００６】
　様々な技術的因子が、その臨床的性能に影響を及ぼす。Ｈｅｍｏｃｃｕｌｔは、結腸直
腸癌腫に対する感度が約５０％で、特異性が約９８％であるが、ポリープに対する感度は
およそ１０％と低い（Ｓｉｍｏｎ　ＪＢ．（１９９８）Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇ
ｉｓｔ、６：６６－７８．Ｒｅｖｉｅｗ）。潜血スクリーニングの重大なもう一つの欠点
は、予測の精度が低いことであり、陽性反応のわずか１０％しか結腸直腸癌腫に起因する
ものではないことがわかっている（Ｓｉｍｏｎ　ＪＢ．（１９９８）Ｇａｓｔｒｏｅｎｔ
ｅｒｏｌｏｇｉｓｔ、６：６６－７８．Ｒｅｖｉｅｗ；Ｍａｎｄｅｌ　ＪＳら（１９９９
）Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．、９１：４３４－４３７；Ｈａｒｄｃａｓｔ
ｌｅ　ＪＤら（１９９６）Ｌａｎｃｅｔ、３４８：１４７２－１４７７；Ｋｒｏｎｂｏｒ
ｇ　Ｏら（１９９６）Ｌａｎｃｅｔ、３４８：１４６７－７１；Ｗｉｎａｗｅｒ　ＳＪら
（１９９７）Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ、１１２：５９４－６４２；Ｆｌｅｔｃ
ｈｅｒ　ＲＨ（１９９８）Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．、３３８：１１５３－１１５４）
。
【０００７】
　さらに、便潜血試験では、特定の段階に疾病が進行した後にしか結果が得られない。よ
り早期の時点での結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出を可能とする試験システム
があれば望ましいであろう。
【０００８】
　さらに最近になって開発された免疫学的試験は、一般に感度が高いが特性が低く、未だ
重大な問題を残している。ＫＲＡＳ癌遺伝子及びｐ５３蛋白質に対する便試料の遺伝的試
験などの他の方法は未だ、価格対効果が悪い（Ｃａｌｉｓｔｒｉ　Ｄら（２００３）Ｃｌ
ｉｎ．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．Ｈｅｐａｔｏｌ．、１：３７７－３８３；Ｓｃｈｏ
ｅｎ　ＲＥ（２００２）Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｃａｎｃｅｒ、２：６５－７０）。
【０００９】
　フレキシブルＳ字結腸鏡又は結腸内視鏡（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ　ＤＡ（１９９７）Ｇａ
ｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．Ｃｌｉｎ．Ｎ．Ａｍ．、２６：７１－８３）の何れかを用いた
内視鏡検査（Ｋａｖａｎａｇｈ　ＡＭ（１９９８）Ｃａｎｃｅｒ　Ｃａｕｓｅｓ　Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ、９：４５５－４６２）が最も決定的な検出手段であるが、限度がある。扁平腫
瘍性病変に対する偽陰性が認められており、その率は高いままである（Ｋｕｄｏ　Ｓ（１
９９７）Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔ．Ｅｎｄｏｓｃ．Ｃｌｉｎ．Ｎ．Ａｍ．、７：８７－
９８）。結腸内視鏡検査では、直径が少なくとも１０ｍｍのポリープ状病変に対する偽陰
性率が低い、結腸の検査が可能となる。この理由により、陰性と判定されてから再検査ま
での間隔が上限１０年、又はポリープ切除後の場合は上限５年と、比較的長期になりうる
。
【００１０】
　しかしながら、結腸内視鏡検査後のこのような再検査を薦めても、患者が受容する可能
性は低い。さらに、結腸内視鏡検査は費用がかかるし厄介である。一般化されている検査
の費用が高いことと、人々による結腸内視鏡検査の認知度が限られていることから、この
検査方法の施用には限度がある。
【００１１】
　収集した単離組織試料は、結腸直腸癌腫及びその前兆である結腸直腸腺腫につき様々な
方法によって試験することができる。ＤＥ１９７　１１　１１１Ａ号には、上皮内結腸細
菌、成分及びその反応産物のインビトロでの決定を用いる方法が開示されている。組織試
料中のＨＥＲＧ遺伝子発現を用いる別の方法が、ＤＥ１０２　２４　５３４号に開示され
ている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
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　本発明の目的は、結腸腺腫及び／又は結腸癌腫の初期の検出を可能とする手段を提供す
ることにある。
【００１３】
　結腸直腸腺腫及び／又は癌腫の検出で使用することができるバイオマーカーを提供する
ことが、さらなる目的である。
【００１４】
　本発明の別の目的は、価格対効果が高く広範に用いることができる、結腸直腸腺腫又は
癌腫を検出するための試験システムを提供することである。
【００１５】
　さらに、その試験システムは、操作が簡単であって、結腸直腸腺腫及び／又は癌腫を検
査する個体にとってより好都合なものであるべきである。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明の基礎をなす目的は、個体における結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出
のためのバイオマーカーとしての、トランスサイレチンの使用によって解決される。検出
は、インビボ及びインビトロのどちらでも行うことができる。好ましい実施形態によれば
、この検出はインビトロで行われる。
【００１７】
　本発明の目的はさらに、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫を検出するための方法で
あって、
　ａ）個体から採取した単離供試材料を用意し、
　ｂ）単離した当該供試材料中のトランスサイレチンのレベルを定量し、
　ｃ）定量したトランスサイレチンのレベルを基準値と比較する、
工程を含む方法によって解決される。
【００１８】
　本発明の目的はさらに、結腸直腸腺腫と結腸直腸癌腫とを識別するための方法であって
、
　ａ）個体から採取した単離供試材料を用意し、
　ｂ）単離した当該供試材料中のトランスサイレチンのレベルを定量し、
　ｃ）定量したトランスサイレチンのレベルを基準値と比較する、
工程を含む方法によって解決される。
【００１９】
　本発明の目的は、結腸直腸腺腫及び／若しくは結腸直腸癌腫の経過、並びに／又は結腸
直腸腺腫及び／若しくは結腸直腸癌腫の処置をモニターするための方法であって：
　ａ）個体から採取した単離供試材料を用意し、
　ｂ）単離した当該供試材料中のトランスサイレチンのレベルを定量し、
　ｃ）定量したトランスサイレチンのレベルを基準値と比較する、
工程を含む方法によっても解決される。
【００２０】
　本発明の目的はまた、個体における結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫を検出するた
めの試験システムであって、
　ａ）トランスサイレチンのエピトープに結合する抗体又はレセプター、
　ｂ）当該抗体又はレセプターを支持する固体支持体、
　ｃ）当該抗体又はレセプターへの、当該トランスサイレチンのエピトープの結合を検出
するための試薬、
を含む試験システムを提供することによっても解決される。
【００２１】
　本発明の目的はさらにまた、個体における結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫を検出
するための検出分子を含むアレイであって、検出分子として、
　ａ）トランスサイレチンをコードするｍＲＮＡに結合してこれを検出するため固体支持
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体に固定化された核酸プローブ、又は
　ｂ）トランスサイレチンのエピトープに結合してこれを検出するため固体支持体に固定
化された抗体、又は
　ｃ）トランスサイレチンのエピトープに結合してこれを検出するため固体支持体に固定
化されたレセプターを含み、
好ましくは各々異なる量の検出分子が固体支持体に固定化されて、数量化の精度が高めら
れるアレイを提供することによって解決される。
【００２２】
　好ましい実施形態は、従属請求項で特定される。
【００２３】
　本発明によれば、「バイオマーカー」の用語は、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫
の発症に対する指標である蛋白質又は蛋白質断片を示す意味を有する。これは、「バイオ
マーカー」が検出剤又は検出分子として使用されることを意味する。
【００２４】
　「個体」又は「個体（複数）」の用語は、哺乳動物を示す意味を有する。好ましくは、
哺乳動物は、患者などのヒトである。
【００２５】
　「健常個体」又は「健常個体（複数）」の用語は、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌
腫に罹患していない個体（単数又は複数）を示す意味を有する。すなわち、「健常個体（
単数又は複数）」の用語は、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の病理学的状態に関し
てのみ用いられ、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫以外の疾患に罹患している個体を
除外するものではない。
【００２６】
　本発明で使用する場合、「トランスサイレチン」の用語は、切欠型トランスサイレチン
、トランスサイレチンの断片、突然変異型トランスサイレチン、又は修飾型トランスサイ
レチンも含む。「トランスサイレチン」の修飾は、酵素的又は化学的修飾に起因しうる。
さらに、「トランスサイレチン」の用語は、トランスサイレチンの単量体又は多量型を示
すのにも使用される。例えば、「トランスサイレチン」の用語は特に、通常はホモ四量体
蛋白質トランスサイレチンの一部である単量体蛋白質鎖を包含する。
【００２７】
　「エピトープ」の用語は、抗体、抗体断片、蛋白質若しくはペプチド構造又はレセプタ
ーの特異的結合を可能とする、トランスサイレチンの構造エレメントのいずれも示す意味
を有する。
【００２８】
　供試材料を単離するプロセスは、本発明の一部をなすものではない。すなわち、本発明
の方法は、既に単離されている体液などの供試材料で行われる。例えば、試験すべき供試
材料をフリーザーに保存して、それぞれの供試材料を解凍した後、適切な時点で本発明の
方法を実施することが可能である。
【００２９】
　驚くべきことに、本発明者らによって、蛋白質トランスサイレチンを結腸直腸腺腫及び
／又は癌腫の検出のためのバイオマーカーとして使用できることが見出されている。
【００３０】
　トランスサイレチンはまた、プレアルブミンとも命名されている。トランスサイレチン
は、主に肝臓で合成される、約５４ｋＤａの分子量を有する四量体の蛋白質である。トラ
ンスサイレチンは、約１４ｋＤａの同一でありうる４つの蛋白質鎖で構成されている。す
なわち、トランスサイレチンは、ホモ四量体蛋白質と考えることができる。これは主に、
サイロキシンに対する結合蛋白質として、また、レチナール結合蛋白質に対する担体蛋白
質として、転じてビタミンＡに対する輸送蛋白質として機能する（Ｓｃｈｕｓｓｌｅｒ，
ＧＣ、Ｔｈｙｒｏｉｄ．（２０００）、１０：３７２；Ｈａｍｉｌｔｏｎ，ＪＡ及びＢｅ
ｎｓｏｎ，ＭＤ、Ｃｅｌｌ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ．（２００１）５８：１４９１－１
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５２１）。
【００３１】
　トランスサイレチンはまた、アミロイドβ－蛋白質と複合体を形成することが報告され
ている。アミロイドβ－蛋白質の凝集は、脳におけるアミロイドの沈着に関連しており、
これがアルツハイマー病の病理学的特徴である。
【００３２】
　トランスサイレチンはさらに、栄養状態の指標として報告されており、これは、トラン
スサイレチンの血清レベルが、不適切な蛋白質摂取や、急性又は慢性炎症で低下するため
である。加えて、トランスサイレチンはそのわずか２～３日という短い半減期のために、
栄養状態をモニターするのに好適である（Ｐｌｅｂａｎ　ＷＥ、Ｃｏｎｎ．Ｍｅｄ．（１
９８９）５３：４０５－４０７；Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎ　ＬＨ及びＩｎｇｅｎｂｌｅｅｋ　
Ｙ、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｌａｂ．Ｍｅｄ．（２００２）４０：１３４４－１３４８）。
【００３３】
　ＷＯ０２／０５９６２１号は、トランスサイレチンを調節する試薬、及びトランスサイ
レチン遺伝子産物に結合し、これにより肥満及び関連機能障害を予防、改善又は矯正する
役割を果たす試薬を開示している。
【００３４】
　ＳＥＬＤＩ（表面増強レーザ脱離イオン化）解析によって、単量体トランスサイレチン
蛋白質鎖は、それぞれ１３．７３６Ｄａ及び１３．８５８Ｄａの分子量を有する少なくと
も２つのバリアントにて、ヒト血漿又は血清で生成していることが示されている。
【００３５】
　異なる分子量は、切欠、システイン化、及び／又はグルタチオン化などの様々な翻訳後
修飾に起因して生じると考えられる。システイン化したトランスサイレチンは、約１３．
８７１±１１Ｄａの分子量を有しており、グルタチオン化したトランスサイレチンは、約
１４．０６９±５Ｄａの分子量を有している。
【００３６】
　ＷＯ０３／００１１８２号は、生物学的流体からのホモシステイン化トランスサイレチ
ンの検出及び単離、並びにホモシステイン血症、高ホモシステイン血症及びその関連疾患
の診断用マーカーとしてのその使用を開示している。
【００３７】
　いくつかの研究で、トランスサイレチンは癌腫の診断マーカーとして論じられている。
Ｓｕｒｅｓｈら（Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．（１９９１）４４：５７３－５７５）は
、カルチノイド腫瘍の７５％がトランスサイレチンに対して陽性であったため、トランス
サイレチンを気管支肺カルチノイド腫瘍における有用なマーカーとして報告している。別
の研究では、トランスサイレチンは上皮性卵巣癌腫における予後マーカーとして論じてら
れている（Ｍａｈｌｃｋら、Ｇｙｎｅｃｏｌ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｉｎｖｅｓｔ．（１９９４
）３７：１３５－１４０）。
【００３８】
　本発明者らは、驚くべきことに、体液中のトランスサイレチンのレベルは、個体におけ
る結腸直腸腺腫及び／又は癌腫の発症と相関していることを見出している。
【００３９】
　本発明によれば、トランスサイレチンを血液、血液血漿、血液血清、骨髄、糞便、滑液
、リンパ液、脳脊髄液、痰、尿、母乳、精液、滲出液及びそれらの混合液などの体液中で
測定することができる。
【００４０】
　好ましくは、体液は、本発明の方法を実施する前に単離されている。本発明の方法は、
好ましくは検査室の技術者によってインビトロで行われる。
【００４１】
　本発明の好ましい実施形態によれば、血液血漿又は血液血清中のトランスサイレチンが
測定される。血液血清は、医学的に検査すべき個体から血液を採取し、凝固した血液から
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上清を分離することによって容易に得ることができる。
【００４２】
　好ましくは血液血清である体液中のトランスサイレチンのレベルは、結腸直腸腺腫の漸
進的形成に伴って減少する。結腸直腸腺腫は、悪性になりうる良性の腫瘍である。良性の
結腸直腸腺腫から結腸直腸癌を発症した場合、好ましくは血液血清である体液中のトラン
スサイレチンのレベルは、さらに減少する。
【００４３】
　結腸直腸腺腫の結腸直腸癌への形質変換の後、罹病個体の病理学的状態は、転移形成に
よってさらに増悪されうる。
【００４４】
　本発明は、初期の未だ良性の段階で腫瘍性疾患を検出することを可能とする初期バイオ
マーカーを提供する。初期の検出によって、医師が結腸直腸腺腫を適時に除去して個体が
生存する見込みを劇的に増大させることができるようになる。
【００４５】
　さらに、本発明によって、血液血清などの体液中のトランスサイレチンのレベルを、年
単位など、長期間にわたってモニターすることが可能になる。
【００４６】
　長期間モニターすることで、結腸直腸腺腫と結腸直腸癌腫とを区別することが可能にな
る。トランスサイレチンのレベルは、例えば年に１度又は２度、定期的にチェックするこ
とができる。トランスサイレチンのレベルの減少が検出されれば、これが結腸直腸腺腫の
指標となりうる。その後のトランスサイレチンのレベルのさらなる減少は、悪性の結腸直
腸癌腫への形質転換の指標となりうる。
【００４７】
　さらに、疾病の経過及び／又は処置をモニターすることができる。例えば結腸直腸腺腫
の除去の後にトランスサイレチンのレベルがさらに減少する場合、これは病理学的状態の
悪化の指標となりうる。
【００４８】
　すなわち、トランスサイレチンのレベルは、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検
出及び／又はモニターのための有益な臨床パラメータである。体液中のトランスサイレチ
ンのレベルは、結腸直腸腺腫の発症後、極めて早期に減少する。従って、トランスサイレ
チン又はトランスサイレチンのレベルは、早期診断と、それにより疾患の早期処置を可能
とする重要な臨床パラメータである。
【００４９】
　結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出のための本発明の方法は、個体から採取し
た単離供試材料を用意し、次いでその単離供試材料中のトランスサイレチンのレベルを定
量して、最後に、定量したトランスサイレチンのレベルを基準値と比較する、工程を含む
。
【００５０】
　基準値は、複数の健常個体の単離試料中で定量されるトランスサイレチンの平均レベル
として算出することができる。この基準値は、その人が健常であることを意味する、正常
と考えられる範囲として確立することができる。そこで、この範囲を下回る低下は、結腸
直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の病理学的状態の指標となりうる。この基準値の範囲は
、例えば血糖などといったその他の医学的パラメータ範囲のいずれでも行われるように、
統計的に適切な数の、健常個体の血清試料などの体液試料を採取することによって確立す
ることができる。
【００５１】
　本発明の別の実施形態において、基準値は、長期間にわたって個体から採取した複数の
単離試料で定量した、トランスサイレチンの平均レベルとして算出される個体の基準値で
ありうる。
【００５２】
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　１カ月を超えたり又は１年を超えたりするような長期間、トランスサイレチンレベルを
モニターする場合、個体の平均レベルを確立することが可能である。トランスサイレチン
レベルは、例えば血糖を測定する場合と同じ血液血清試料から測定することができ、そし
てこれを用いてトランスサイレチンのレベルの個体の何らかの減少を特異的に検出するこ
とを可能とする個体の検量線を確立することができる。
【００５３】
　別の特徴において、本発明はさらに、個体における結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌
腫を検出するための試験システムを提供する。試験システムは、トランスサイレチン又は
トランスサイレチンの断片のエピトープ又は好適な構造エレメントに結合する抗体又はレ
セプターのいずれかの特異性に基づくものである。レセプターは、トランスサイレチンに
特異的に結合することのできるいかなる構造もとりうる。レセプターは、例えば、Ｆａｂ
若しくはＦ（ａｂ’）２断片などの抗体断片、又はトランスサイレチンに特異的に結合す
ることのできる何れか他の蛋白質若しくはペプチド構造でありうる。
【００５４】
　抗体、抗体断片又はレセプターは、例えば、プラスチック表面又はビーズなどの固体支
持体に結合されて、トランスサイレチンの結合及び検出を可能とする。例えば、従来のマ
イクロタイタープレートを、プラスチック表面として使用することができる。トランスサ
イレチンの結合の検出は、例えば、検出可能な基で標識付けされた二次抗体を使用するこ
とによって成し遂げることができる。検出可能な基とは、例えば、放射性同位体、又は好
適な基質を添加することによって、例えば発色若しくは蛍光信号を生じさせることにより
検出可能となる、西洋ワサビペルオキシダーゼ又はアルカリホスファターゼのような酵素
でありうる。
【００５５】
　試験システムは、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）又は放射性免疫測定法（ＲＩ
Ａ）などの免疫測定法でありうる。しかしながら、ウエスタンブロッティング又は免疫沈
降などの、抗体又は抗体の断片の特異性を使用する何れの他の免疫学的試験システムも使
用することができる。
【００５６】
　本発明はまた、個体における結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫を検出するための検
出分子を含むアレイであって、検出分子が、トランスサイレチン、断片、突然変異体、バ
リアント若しくはそれらの誘導体をコードするｍＲＮＡに結合してこれを検出するため固
体支持体上に固定化された核酸プローブ、又はトランスサイレチンのエピトープに結合し
てこれを検出するため固体支持体上に固定化された抗体、又はトランスサイレチンのエピ
トープに結合してこれを検出するため固体支持体上に固定化されたレセプターでありうる
アレイも提供する。
【００５７】
　核酸プローブは、天然又は合成のオリゴヌクレオチドや、ｃＤＮＡ、ｃＲＮＡ等の何れ
でもありうる。
【００５８】
　前記アレイは、本発明の試験システムにおいて使用することができる。アレイは、マイ
クロアレイ又はマクロアレイのいずれかでありうる。支持体は、ナイロン若しくはプラス
チックなどのポリマー材料、又は例えばシリコンウェハのようなシリコン、若しくはセラ
ミックなどの無機材料でありうる。好ましい実施形態によれば、ガラス（ＳｉＯ２）が固
体支持体材料として使用される。ガラスは、スライドガラス又はガラスチップでありうる
。本発明の別の実施形態によれば、ガラス基材は原子的に平坦な表面を有する。
【００５９】
　例えば、アレイは、血清などの体液中に存在しているトランスサイレチンのｍＲＮＡに
特異的に結合することができる、固定化された核酸プローブで構成されうる。別の好まし
い実施形態は、トランスサイレチンｍＲＮＡの逆転写によってｃＤＮＡを産生して、前記
アレイでそれぞれのｃＤＮＡの量を特異的に検出することにある。アレイ技術は、当業者
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に知られているものである。測定したｍＲＮＡ又はｃＤＮＡの数量化はそれぞれ、測定値
を、既知量のトランスサイレチンｍＲＮＡ又はｃＤＮＡの標準又は検量線と比較すること
によって行うことができる。
【００６０】
　好ましくは、異なる量の検出分子を固体支持体上に各々固定化して、トランスサイレチ
ンのレベルの正確な数量化を可能とする。
【００６１】
　本発明の別の実施形態によれば、トランスサイレチンのレベルは質量分析法によって定
量される。
【００６２】
　質量分析法によって、トランスサイレチン又はその単量体蛋白質鎖を、その分子量に基
づいて特異的に検出し、そしてトランスサイレチンの量を非常に簡単に数量化することが
可能になる。
【００６３】
　トランスサイレチンは、通常、各々約１４ｋＤａの分子量を有する４つの蛋白質鎖を含
むホモ四量体である。
【００６４】
　本発明者らは、質量分析法を用いて、とりわけ１３．７７６Ｄａ、１３．８８４Ｄａ又
は１４．１０３Ｄａの分子量を有するトランスサイレチン蛋白質鎖のいくつかのバリアン
トを検出している。
【００６５】
　本発明者らは、１３．７７６Ｄａ及び１３．８８４Ｄａの分子量を有するトランスサイ
レチンの分子バリアントのレベルが特に、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の発症の
場合に血清などの体液中で減少することを見出している。
【００６６】
　質量分析法の分野で従来公知の適切なイオン化方法であれば何れでも、トランスサイレ
チン分子、断片、突然変異体、バリアント又はその誘導体をイオン化するのに採用するこ
とができる。イオン化方法としては、電子衝撃法（ＥＩ）、化学的イオン化法（ＣＩ）、
電界イオン化法（ＦＤＩ）、エレクトロスプレーイオン化法（ＥＳＩ）、レーザ脱離イオ
ン化法（ＬＤＩ）、マトリックス支援レーザ脱離イオン化法（ＭＡＬＤＩ）及び表面増強
レーザ脱離イオン化法（ＳＥＬＤＩ）が挙げられる。
【００６７】
　質量分析法の分野で従来公知の適切な検出方法であれば何れでも、トランスサイレチン
、断片、突然変異体、バリアント又はその誘導体の分子量を決定するのに採用することが
できる。検出方法としては、四重極型質量分析法（ＱＭＳ）、フーリエ変換質量分析法（
ＦＴ－ＭＳ）及び飛行時間型質量分析法（ＴＯＦ－ＭＳ）が挙げられる。
【００６８】
　好ましくは、質量分析法は、表面増強レーザ脱離イオン化－飛行時間－質量分析法（Ｓ
ＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）である。ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳを行う前に、単離試料中の
トランスサイレチンは、好ましくは、活性化表面を備えたチップ又は固体支持体に固定化
される。活性化表面は、好ましくは、固定化された、例えばウサギポリクローナル抗トラ
ンスサイレチン抗体などの抗トランスサイレチン抗体を含む。抗体へのトランスサイレチ
ンの結合の後にＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析計で飛行時間解析が行なわれ、これがトラン
スサイレチンレベルの定量用の強度シグナルを送達する。
【００６９】
　さらに、質量分析法によって、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌の検出について関連
性を有しうる別の蛋白質を同時に検出することが可能になる。
【００７０】
　本発明の別の実施形態において、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出の感度及
び／又は特異性は、トランスサイレチンと組み合わせて別の蛋白質を検出することによっ
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て増強される。
【００７１】
　結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫に対する別のバイオマーカーで、そのレベルがト
ランスサイレチンのレベルに加えて定量されうるものには、８．９６０Ｄａの分子量を有
する蛋白質又はポリペプチドが含まれる。当該８．９６０Ｄａの蛋白質又はポリペプチド
の供試材料中のレベルは、健常個体から単離された試料中のこの蛋白質又はポリペプチド
のレベルと比較した場合に、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫で増加していることが
見出されている。
【００７２】
　従って、質量分析法によって、血清などの体液中のトランスサイレチンのレベルに加え
て、８９６０±９Ｄａの分子量を有する当該蛋白質のレベルを定量することが好ましい。
質量分析法は、当該８９６０±９Ｄａの蛋白質のレベルを検出及び数量化するのに最適な
方法である。
【００７３】
　本発明の別の実施形態において、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出の感度及
び／又は特異性は、トランスサイレチンと組み合わせてＣＥＡ（癌胎児性抗原）及び／又
はＣＡ　１９－９を検出することによって増強される。ＣＥＡ及びＣＡ　１９－９は双方
とも、進行した結腸直腸癌腫における応答性指標及び予後因子として分析した。
【００７４】
　本発明のさらなる実施形態において、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出の感
度及び／又は特異性は、トランスサイレチンと組み合わせてＣＡ１５－３、ＣＡ－１２５
及び／又はＨｅｒ－２／ｎｅｕを検出することによって増強される。ＣＡ１５－３は癌胎
児性抗原であり、これは様々な癌腫によって発現され、他の腫瘍マーカーと共に測定され
ることが多いものである。ＣＡ１５－３及びＣＡ－１２５の双方とも、主に乳癌に対する
予後指標であるが、さらにまた、内臓の転移の予後指標でもある。乳癌腫におけるＨｅｒ
－２／ｎｅｕの増幅は予後不良、短い無病期間、及び短い生存時間と関連している。これ
までに、Ｈｅｒ－２／ｎｅｕの増幅の開始点と進度についてはほとんど知られていない。
【００７５】
　本発明の方法は、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出のための他の診断方法と
組み合わせて行って、全体としての感度及び／又は特異性を増加させることができる。
【００７６】
　好ましくは、本発明の方法は早期の検出及び／又はモニタリング方法として行われる。
本発明の方法の結果が結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸腺腫の発症を示したならば、結腸
内視鏡検査又は便潜血試験（ＦＯＢＴ）などのさらなる検査を行うべきである。
【００７７】
　本発明を実施する場合、以下のポリクローナル抗トランスサイレチン抗体：Ｔｈｅ　Ｂ
ｉｎｄｉｎｇ　Ｓｉｔｅ　Ｌｔｄ．、Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ、イギリスより入手可能なＰ
Ｃ　０６６、及びＤＡＫＯ、Ｈａｍｂｕｒｇ、ドイツより入手可能なＡ　０００２を使用
することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００７８】
　以下の図面及び実施例は、例示のみを目的として記載している。本発明は、以下の実施
例に限定されるように解釈されるべきでない。
【実施例】
【００７９】
　別段に明記しない限り、すべての方法は分析システムの製造業者のプロトコルに従って
行った。
【００８０】
血清収集及び血清分画
　ヒト患者の３群から血清を採集して調べた。
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【００８１】
　第１群は、鼠径ヘルニア、胆石又は憩室炎などの非癌性疾患の処置を受けた外科患者で
ある３０名の患者からなっていた。第１群のこれらの個体を健常個体、すなわち、結腸直
腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫に罹患していない個体の群として採用した。
【００８２】
　第２群は、すべて不確定の腫瘍の処置を受け、良性の結腸直腸腺腫であることが判明し
た外科患者である２９名の患者からなっていた。
【００８３】
　第３群は、結腸直腸癌腫を有する患者である２８名の患者からなっていた。これらの２
８名の患者はすべて、ＴＮＭステージＩＩＩ（腫瘍、結節、転移ステージＩＩＩ）結腸直
腸癌腫に罹患していた。
【００８４】
　倫理指針及び患者の秘密を厳守し、すべての患者から、本研究に参加することについて
の書面による同意を得た。すべての患者は、絶食時間及び前投薬などの同等の術前調製を
受けた。
【００８５】
　各患者からの血清を、陰イオン交換クロマトグラフィー（Ｓｅｒｕｍ　Ｆｒａｃｔｉｏ
ｎａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ／Ｑ　ＨｙｐｅｒＤ樹脂、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ，Ｉｎｃ．）により、９６ウェル形式の自動化アプローチ（Ｂｉｏｍｅｋ２０００、
Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ）を用い、製造業者のプロトコルに従って分画して、最も豊富な蛋白
質による干渉のいくつかを低減させた。図１に示すとおり、分画によって、蛋白質のｐＩ
値に基づき大まかに分離された蛋白質を含む６つの画分が得られた。
【００８６】
　８名の患者から、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．のクロマトグ
ラフ表面ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）アレイを使用して全画分を試験した。アレ
イは、比較的高い受容能をもたらし、広範囲の蛋白質プロファイリング及びペプチドマッ
ピング適用のために多種多様な蛋白質及びペプチドと結合する。８名の患者からの６つの
血清画分を、以下の異なる３種の蛋白質アレイ：第四級アミン官能基を備えた強陰イオン
アレイ（ＳＡＸ－２）、ニトリロ酢酸表面を備えた固定化金属捕獲アレイ（ＩＭＡＣ）、
及びカルボキシレート官能基を備えた弱陽イオン交換アレイ（ＣＭ１０）に付した。最高
値の評価可能ピークを与えた２つの画分（画分１、画分４）を、最低のデータ変動性を示
すチップ（ＣＭ１０アレイ）でのプロファイリングアプローチのために選択した。これら
の２つの画分を、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）　Ａｒｒａ
ｙ　ＣＭ１０を使用して、３群すべてで測定した。
【００８７】
Ｃｈｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）アレイの調製及びＳＥＬＤ
Ｉ－ＴＯＦ－ＭＳ解析
　ＣＭ１０蛋白質アレイを、製造業者のプロトコルに従ってバイオプロセッサ（Ｃｉｐｈ
ｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）にて処理した。チップをＣＭ１０結合バ
ッファー（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）で２×５分間平衡化
して、その後ＣＭ１０結合バッファーにて１：１０に希釈しておいた血清画分とインキュ
ベートした。４５分後に、結合しなかった材料を除去して、チップをＣＭ１０結合バッフ
ァーで３回、水で２回洗浄した。室温で１０分間乾燥させた後、０．０５Ｍシナピン酸（
１．０μｌ）を２施用回数添加して、チップをＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃ
ｈｉｐＲｅａｄｅｒ（モデルＰＢＳＩＩ）で分析した。
【００８８】
　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＣｈｉｐＲｅａｄｅｒは、飛行時間型質量分析計である。検出蛋白質
に対する質量値及びシグナル強度をソフトウェアに転送するが、このソフトウェアは、Ｐ
ｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　Ｄａｔａ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐｒｏｇｒａｍ及びＢｉｏｍａｒ
ｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄ　Ｐｒｏｇｒａｍによるさらに詳細な分析のために、Ｃｉｐｈｅｒ
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【００８９】
　データの変動性を最小化するために、チップ上にランダムに分配した全患者群からの試
料を用いて２日以内に測定を実施した。標準化用の基準コントロールとして、貯蔵してお
いた正常血清を全ての測定に平行して用いた。
【００９０】
　蛋白質の質量スペクトルを、１８５のレーザ強度で１９５の平均レーザショットを使用
することによって作成した。検出器は、７の感度で作動させた。データを得るために、検
出サイズの範囲は、２．０００から４０．０００Ｄａの間に設定した。レーザは、１０．
０００Ｄａで収束させた。データを、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　Ｄａｔａ　Ａｎａｌｙｓ
ｉｓ　Ｐｒｏｇｒａｍ（バージョン３．１、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
）及びＢｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄ　Ｐｒｏｇｒａｍ（バージョン３．１、Ｃｉｐ
ｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）で分析した。ピーク強度は、総イオン電流に対し
て標準化した。
【００９１】
結果
　本実験において、非癌腫患者からの血清（第１群）と、結腸直腸腺腫（第２群）と結腸
直腸癌腫（第３群）の患者からの血清間の、差次的に発現された蛋白質が同定された。表
１に示すとおり、健常患者（非癌患者）、結腸直腸腺腫患者及び結腸直腸癌腫患者間で高
い有意差（ｐ≦０．００００００１）の強度の平均値を示す、６つのピークを画分１に同
定することができた。表２に示すとおり、画分４は、３群間で有意に異なる（ｐ≦０．０
０００００１）潜在的バイオマーカーのさらなるセットを提供するものであった。
【００９２】
表１：
　Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎチップ上での各血清試料の画分１の処理後に選択されたバイオマー
カー。ｐ値は、Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚｚａｒｄの適用より、ノンパラメトリック試
験で得た。Ｎが、「健常」患者、Ａは結腸直腸腺腫患者、そしてＣａは結腸直腸癌腫患者
に対するトランスサイレチンレベルを表す。ＳｔＤｅｖは、測定値の標準偏差である。
【００９３】
【表１】

【００９４】
表２：
　Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎチップ上での各血清試料の画分４の処理後に選択されたバイオマー
カー。ｐ値は、Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚｚａｒｄの適用より、ノンパラメトリック試
験で得た。Ｎが、「健常」患者、Ａは結腸直腸腺腫患者、そしてＣａは結腸直腸癌腫患者
に対するトランスサイレチンレベルを表す。ＳｔＤｅｖは、測定値の標準偏差である。
【００９５】
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【表２】

【００９６】
　いくつかの蛋白質を、単一バイオマーカーとして、及び他のマーカーと組み合わせて、
Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅを使用して試験した。１３．７
７０Ｄａの分子量を有する１つの蛋白質（ｐ１３．７７０）が、腺腫／癌腫患者と健常コ
ントロールとを判別することが認められ、感度は７５％で、特異性は９０％であった。
【００９７】
　図２は、バイオマーカーを例証するＳＥＬＤＩプロファイルを示す。図３は、散布図に
おける、腺腫／癌腫患者からの健常患者の識別を示す。１３７７０Ｄａの分子量を有する
バイオマーカー（ｐ１３．３７０）の強度は、健常患者よりも腺腫／癌患者の血清で有意
に低い。
【００９８】
　図４は、健常、腺腫患者及び癌患者からの第４血清画分のＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ蛋白質プ
ロファイルを示す。認めることができるとおり、ｐ１３．３７０ピークの強度は、健常患
者から結腸直腸腺腫患者にわたり、結腸直腸癌患者に至って有意に減少している。
【００９９】
　第２のマーカー蛋白質（分子量８．９６０Ｄａ、第１画分）と組み合わせると、腺腫／
癌腫患者からの健常患者の分離が、有意に改善された。３０名の非腺腫／癌腫（健常）患
者、２９名のうち２０名の結腸直腸腺腫患者、さらには２８名のうち２０名の結腸直腸癌
腫患者が正しく分離された。この組み合わせでは、７０％の感度と１００％の特異性が得
られた。
【０１００】
トランスサイレチンの同定
　免疫親和性捕獲及び免疫沈降試験を用いて、１３．７７０Ｄａの蛋白質をトランスサイ
レチンとして同定した。
【０１０１】
トランスサイレチンのＰｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｉｐ免疫親和性捕獲
　免疫親和性捕獲を、製造業者のプロトコルに従ってＰｒｏｔｅｉｎ　Ｇ　Ａｒｒａｙ（
Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）を使用して行った。ウサギポリ
クローナル抗トランスサイレチン抗体Ａ０００２（Ｄａｋｏ、Ｈａｍｂｕｒｇ、ドイツ）
を、ＰＢＳで０．２μｇ／μｌの濃度に希釈した。スポット当たり２μｌをアレイ上にピ
ペットで移して、引き続き湿潤チャンバー内で４℃にて２４時間インキュベートした。結



(16) JP 2008-509407 A 2008.3.27

10

20

30

40

合しなかった抗体を洗浄バッファー（０．５％（容量／容量）トリトンＸ－１００を含む
ＰＢＳ）で洗浄することにより除去した。乾燥後に、試料インキュベーション用バイオプ
ロセッサ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）にアレイを挿入した
。多量及び少量の１３．７７０Ｄａ蛋白質を含有する２μｌの血清画分（結腸直腸腺腫／
癌腫患者　対　健常患者）をチップに加えて、水平振盪機上で室温にて１時間インキュベ
ートした。ＰＢＳ及びＨＥＰＥＳバッファーで洗浄した後、アレイを１０分間風乾して、
０．６μｌの飽和シナピン酸マトリックスを各スポットに添加した。アレイは、以下のパ
ラメータを使用して測定した。レーザ強度は１８５に、感度は７に設定した。検出サイズ
の範囲は、２００から２００．０００Ｄａの間に設定し、レーザは、１００００Ｄａで収
束させた。
【０１０２】
　抗体で被覆されたアレイへの結合の後、異なる分子量（およそ１３．７６１Ｄａ、１３
．９１４Ｄａ、１４．１０２Ｄａ及び１４．２９２Ｄａ）の４つの蛋白質ピークが同定さ
れており、トランスサイレチンは異なる分子バリアントで生じていることが示唆された。
図５には、健常患者と癌腫患者のシグナル強度の比較を示す。
【０１０３】
　最後に、免疫沈降を行った。異なる患者からの画分４の５０μｌの血清を、トランスサ
イレチンに対するポリクローナル抗体の１５μｌ（６，７５μｇ）と４℃で２時間インキ
ュベートした。陰性コントロールは、抗体なしで同様に実施した。５０μｌのプロテイン
Ａ／Ｇアガロース（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）を添加して、４℃で終夜イ
ンキュベートした。３３００ｘｇで遠心分離した後、上清を取り出して別々に保存した。
ペレットを２０μｌのバッファー（９Ｍ尿素、２％Ｃｈａｐｓ、５０ｍＭトリス－ＨＣｌ
、ｐＨ９）に再懸濁させてプロテインＡ／Ｇ－アガロースから蛋白質を外した。沈降物も
上清も、ＣＭ１０結合バッファーに１：１０で希釈した。異なる分子量（１３．７７６Ｄ
ａ、１３．８８４Ｄａ、１４．１０３Ｄａ）の３つの蛋白質が、抗トランスサイレチン抗
体で免疫沈降された。図６から、２つのバリアント（１３．７７６Ｄａ及び１３．８８４
Ｄａ）の量が上清中で有意に低減しており、一方、最大の分子量（１４．１０３Ｄａ）の
バリアントの量は変化しないままであったことが見て取れる。
【０１０４】
　これは、約１３．７７６Ｄａ及び約１３．８８４Ｄａの分子量を有するトランスサイレ
チン蛋白質鎖が、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出のために重要なバイオマー
カーであることを示している。
【図面の簡単な説明】
【０１０５】
【図１】血清試料の分画及びプロファイリングを示す模式図である。
【図２】ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦプロファイルを示す図である。
【図３】腺腫／癌腫の個体からの健常個体の区別を示す図である。
【図４】３名の異なる個体からの血清画分のＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ蛋白質プロファイルを示
す図である。
【図５】トランスサイレチン及びその潜在的誘導体のＳＥＬＤＩ免疫親和性捕獲を示す図
である。
【図６】抗トランスサイレチン抗体を用いた免疫沈降を示す図である。
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【図１】 【図２】

【図３】

【図４】

【図５】

【図６】
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【手続補正書】
【提出日】平成19年8月2日(2007.8.2)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３４】
　ＳＥＬＤＩ（表面増強レーザ脱離イオン化）解析によって、単量体トランスサイレチン
蛋白質鎖は、それぞれ１３，７３６Ｄａ及び１３，８５８Ｄａの分子量を有する少なくと
も２つのバリアントにて、ヒト血漿又は血清で生成していることが示されている。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３５】
　異なる分子量は、切欠、システイン化、及び／又はグルタチオン化などの様々な翻訳後
修飾に起因して生じると考えられる。システイン化したトランスサイレチンは、約１３，
８７１±１１Ｄａの分子量を有しており、グルタチオン化したトランスサイレチンは、約
１４，０６９±５Ｄａの分子量を有している。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６４】
　本発明者らは、質量分析法を用いて、とりわけ１３，７７６Ｄａ、１３，８８４Ｄａ又
は１４，１０３Ｄａの分子量を有するトランスサイレチン蛋白質鎖のいくつかのバリアン
トを検出している。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６５】
　本発明者らは、１３，７７６Ｄａ及び１３，８８４Ｄａの分子量を有するトランスサイ
レチンの分子バリアントのレベルが特に、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の発症の
場合に血清などの体液中で減少することを見出している。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７１】
　結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫に対する別のバイオマーカーで、そのレベルがト
ランスサイレチンのレベルに加えて定量されうるものには、８，９６０Ｄａの分子量を有
する蛋白質又はポリペプチドが含まれる。当該８，９６０Ｄａの蛋白質又はポリペプチド
の供試材料中のレベルは、健常個体から単離された試料中のこの蛋白質又はポリペプチド
のレベルと比較した場合に、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫で増加していることが
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見出されている。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９０】
　蛋白質の質量スペクトルを、１８５のレーザ強度で１９５の平均レーザショットを使用
することによって作成した。検出器は、７の感度で作動させた。データを得るために、検
出サイズの範囲は、２，０００から４０，０００Ｄａの間に設定した。レーザは、１０，
０００Ｄａで収束させた。データを、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　Ｄａｔａ　Ａｎａｌｙｓ
ｉｓ　Ｐｒｏｇｒａｍ（バージョン３．１、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
）及びＢｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄ　Ｐｒｏｇｒａｍ（バージョン３．１、Ｃｉｐ
ｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）で分析した。ピーク強度は、総イオン電流に対し
て標準化した。
【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９６】
　いくつかの蛋白質を、単一バイオマーカーとして、及び他のマーカーと組み合わせて、
Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅを使用して試験した。１３，７
７０Ｄａの分子量を有する１つの蛋白質（ｐ１３，７７０）が、腺腫／癌腫患者と健常コ
ントロールとを判別することが認められ、感度は７５％で、特異性は９０％であった。
【手続補正８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９７】
　図２は、バイオマーカーを例証するＳＥＬＤＩプロファイルを示す。図３は、散布図に
おける、腺腫／癌腫患者からの健常患者の識別を示す。１３７７０Ｄａの分子量を有する
バイオマーカー（ｐ１３，３７０）の強度は、健常患者よりも腺腫／癌患者の血清で有意
に低い。
【手続補正９】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９８】
　図４は、健常、腺腫患者及び癌患者からの第４血清画分のＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ蛋白質プ
ロファイルを示す。認めることができるとおり、ｐ１３，３７０ピークの強度は、健常患
者から結腸直腸腺腫患者にわたり、結腸直腸癌患者に至って有意に減少している。
【手続補正１０】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９９】
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　第２のマーカー蛋白質（分子量８，９６０Ｄａ、第１画分）と組み合わせると、腺腫／
癌腫患者からの健常患者の分離が、有意に改善された。３０名の非腺腫／癌腫（健常）患
者、２９名のうち２０名の結腸直腸腺腫患者、さらには２８名のうち２０名の結腸直腸癌
腫患者が正しく分離された。この組み合わせでは、７０％の感度と１００％の特異性が得
られた。
【手続補正１１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１００
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１００】
トランスサイレチンの同定
　免疫親和性捕獲及び免疫沈降試験を用いて、１３，７７０Ｄａの蛋白質をトランスサイ
レチンとして同定した。
【手続補正１２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１０１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１０１】
トランスサイレチンのＰｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｉｐ免疫親和性捕獲
　免疫親和性捕獲を、製造業者のプロトコルに従ってＰｒｏｔｅｉｎ　Ｇ　Ａｒｒａｙ（
Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）を使用して行った。ウサギポリ
クローナル抗トランスサイレチン抗体Ａ０００２（Ｄａｋｏ、Ｈａｍｂｕｒｇ、ドイツ）
を、ＰＢＳで０．２μｇ／μｌの濃度に希釈した。スポット当たり２μｌをアレイ上にピ
ペットで移して、引き続き湿潤チャンバー内で４℃にて２４時間インキュベートした。結
合しなかった抗体を洗浄バッファー（０．５％（容量／容量）トリトンＸ－１００を含む
ＰＢＳ）で洗浄することにより除去した。乾燥後に、試料インキュベーション用バイオプ
ロセッサ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）にアレイを挿入した
。多量及び少量の１３，７７０Ｄａ蛋白質を含有する２μｌの血清画分（結腸直腸腺腫／
癌腫患者　対　健常患者）をチップに加えて、水平振盪機上で室温にて１時間インキュベ
ートした。ＰＢＳ及びＨＥＰＥＳバッファーで洗浄した後、アレイを１０分間風乾して、
０．６μｌの飽和シナピン酸マトリックスを各スポットに添加した。アレイは、以下のパ
ラメータを使用して測定した。レーザ強度は１８５に、感度は７に設定した。検出サイズ
の範囲は、２００から２００，０００Ｄａの間に設定し、レーザは、１００００Ｄａで収
束させた。
【手続補正１３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１０２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１０２】
　抗体で被覆されたアレイへの結合の後、異なる分子量（およそ１３，７６１Ｄａ、１３
，９１４Ｄａ、１４，１０２Ｄａ及び１４，２９２Ｄａ）の４つの蛋白質ピークが同定さ
れており、トランスサイレチンは異なる分子バリアントで生じていることが示唆された。
図５には、健常患者と癌腫患者のシグナル強度の比較を示す。
【手続補正１４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１０３
【補正方法】変更
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【補正の内容】
【０１０３】
　最後に、免疫沈降を行った。異なる患者からの画分４の５０μｌの血清を、トランスサ
イレチンに対するポリクローナル抗体の１５μｌ（６，７５μｇ）と４℃で２時間インキ
ュベートした。陰性コントロールは、抗体なしで同様に実施した。５０μｌのプロテイン
Ａ／Ｇアガロース（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）を添加して、４℃で終夜イ
ンキュベートした。３３００ｘｇで遠心分離した後、上清を取り出して別々に保存した。
ペレットを２０μｌのバッファー（９Ｍ尿素、２％Ｃｈａｐｓ、５０ｍＭトリス－ＨＣｌ
、ｐＨ９）に再懸濁させてプロテインＡ／Ｇ－アガロースから蛋白質を外した。沈降物も
上清も、ＣＭ１０結合バッファーに１：１０で希釈した。異なる分子量（１３，７７６Ｄ
ａ、１３，８８４Ｄａ、１４，１０３Ｄａ）の３つの蛋白質が、抗トランスサイレチン抗
体で免疫沈降された。図６から、２つのバリアント（１３，７７６Ｄａ及び１３，８８４
Ｄａ）の量が上清中で有意に低減しており、一方、最大の分子量（１４，１０３Ｄａ）の
バリアントの量は変化しないままであったことが見て取れる。
【手続補正１５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１０４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１０４】
　これは、約１３，７７６Ｄａ及び約１３，８８４Ｄａの分子量を有するトランスサイレ
チン蛋白質鎖が、結腸直腸腺腫及び／又は結腸直腸癌腫の検出のために重要なバイオマー
カーであることを示している。
【手続補正１６】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図３
【補正方法】変更
【補正の内容】

【図３】
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