
(57)【要約】
アレイ状の発現 CpG島タグ（ ECIST）を利用し、がん細胞における DNAのメチル化と遺伝子
の発現の 2つ、ならびに DNAのメチル化、遺伝子の発現、遺伝子に関連したヒストンのアセ
チル化の 3つを分析する新規な高スループット法が提供されている。 ECISTは、遺伝子の GC
リッチなセグメントと、プロモータ部分および／またはエキソン部分（例えば第 1エキソ
ン）とを含むゲノム DNA断片に対応する。 GCリッチなセグメントは、がん細胞内の高メチ
ル化した CpG部位をスクリーニングするのに有用であり、対応するプロモータ部分とエキ
ソン含有部分は、対応する転写レベルを明らかにし、ヒストンのアセチル化を評価するの
に役立つ。 ECISTアレイ・パネルを用いて高メチル化した遺伝子座を同定し、細胞に脱メ
チル化剤を曝露した後にその遺伝子座の発現レベルを測定することにより、メチル化に依
存した遺伝子サイレンシングの確認を行なう高スループット法、または治療に効果のある
脱メチル化剤の同定を行なう高スループット法も提供されている。明らかにエピジェネテ
ィックなカスケードにおいて、直接的（一次的）な脱メチル化に依存した遺伝子の上方調
節と、間接的（二次的）な脱メチル化に依存した遺伝子の上方調節とを区別する高スルー
プット法もさらに提供されている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 組 織 サ ン プ ル の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と ゲ ノ ム 配 列 の 発 現 を 評 価 す る た め の 高 ス ル ー プ
ッ ト 法 で あ っ て 、 発 現 可 能 な 遺 伝 子 の エ キ ソ ン 配 列 ま た は そ の 一 部 を そ れ ぞ れ が 含 む CpG
リ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 が 表 面 に 固 着 さ れ て い る 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た
は そ の 複 製 を 使 用 し 、 そ の 断 片 群 に 、 組 織 サ ン プ ル の CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 標
的 配 列 と 、 そ の 組 織 サ ン プ ル の mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と を 、 検 出 可 能 に 標 識 し て か ら ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 含 ん で お り 、 上 記 発 現 可 能 な 各 遺 伝 子 プ ロ ー ブ と 上 記 標 的 が ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し た 程 度 が 、 組 織 サ ン プ ル 中 の メ チ ル 化 さ れ た ゲ ノ ム CpG配 列 の 存 在 と 遺 伝
子 の 発 現 を そ れ ぞ れ 反 映 し て い る た め 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現
可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と 遺 伝 子 の 発 現 の 両 方 が 少 な く と も 部 分 評 価
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に 第 2の 組 織 サ ン プ ル の CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに
由 来 す る 標 的 配 列 と 、 そ の 第 2の 組 織 サ ン プ ル の mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る 操 作 を さ ら に 含 み 、 そ の と き 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル の DNAに 由
来 す る 標 的 配 列 を 識 別 可 能 に 標 識 し て 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に 同 時 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル の mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 識
別 可 能 に 標 識 し て 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ
と に よ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム
CpGの メ チ ル 化 と ゲ ノ ム の 発 現 の 両 方 に 関 し て 組 織 サ ン プ ル 間 の 差 を 少 な く と も 部 分 的 に
評 価 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル が 異 な っ て お り 、 テ ス ト 組 織 サ ン プ ル と 対 照 組
織 サ ン プ ル に 対 応 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 テ ス ト 組 織 サ ン プ ル が が ん 組 織 に 対 応 し 、 上 記 対 照 組 織 サ ン プ ル が 正 常 組 織 に 対 応
す る 、 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 1つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ と 第 1エ キ ソ ン の 一 部 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 CpG島 配 列 ま た は そ の
一 部 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 発 現 CpG島 配 列 タ グ （
ECIST） を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 が 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な ゲ
ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 上 記 標 的 配 列 を 、 メ チ ル 化 さ れ
た 1個 以 上 の CpG配 列 を 有 す る ゲ ノ ム DNAに 対 応 す る CpGリ ッ チ な DNA断 片 を 増 幅 す る 操 作 を
含 む 方 法 に よ っ て 調 製 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 上 記 標 的 配 列 を 、 メ チ ル 化 感 受
性 制 限 酵 素 の 利 用 を 含 む 方 法 に よ っ て 調 製 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 の 調 製 と 、 そ の 標 的 配 列 の マ イ ク ロ ア レ
イ ま た は そ の 複 製 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 に 対 応
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す る 標 的 ア ン プ リ コ ン の 生 成 を 含 む デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン （ DMH） 法 に よ っ て 実 施 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 の 調 製 に 、 RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 （ RLCS） 法 と RT-PCR
法 の う ち の 少 な く と も 一 方 が 含 ま れ る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 を マ イ ク
ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 、 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 を 用 い て
順 番 に 行 な う 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 を マ イ ク
ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 、 複 数 の 複 製 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 並 列 に 行 な
う 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 組 織 サ ン プ ル の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と ゲ ノ ム 配 列 の 発 現 を 評 価 す る た め の 高 ス ル ー プ
ッ ト 法 で あ っ て 、
a） 組 織 サ ン プ ル か ら ゲ ノ ム DNAを 取 得 し 、 そ こ か ら 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で 検 出 可 能 な 標
識 を 有 す る 、 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 調 製 す る ス テ ッ プ と ；
b） 組 織 サ ン プ ル か ら mRNAを 取 得 し 、 そ こ か ら 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で 検 出 可 能 な 標 識 を
有 す る 、 mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 調 製 す る ス テ ッ プ と ；
c） DNAに 由 来 す る 標 識 し た 上 記 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 標 識 し た 上 記 標 的 配 列 の 両 方 を
、 発 現 可 能 な 1つ の 遺 伝 子 の エ キ ソ ン 配 列 ま た は そ の 一 部 を そ れ ぞ れ が 含 む CpGリ ッ チ な 複
数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 が 表 面 に 固 着 さ れ て い る 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ の と き 上 記 標 的 配 列 が 発 現 可 能 な 各 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し た 程 度 が 、 組 織 サ ン プ ル 中 の メ チ ル 化 さ れ た ゲ ノ ム CpG配 列 の 存 在 と 遺 伝 子 の
発 現 を 反 映 し て い る ス テ ッ プ と ；
d） マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ
チ ル 化 と ゲ ノ ム の 発 現 を 、 少 な く と も 部 分 的 に こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ い て 評
価 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 2の 組 織 サ ン プ ル か ら 、 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と 、 mRNAに 由 来 す
る 標 的 配 列 の 両 方 を 調 製 す る 操 作 を さ ら に 含 み 、 そ の と き 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織
サ ン プ ル の DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 識 別 可 能 式 に 標 識 し て 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は
そ の 複 製 に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル の mRNAに
由 来 す る 標 的 配 列 を 識 別 可 能 式 に 標 識 し て 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に 同 時 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能
な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と ゲ ノ ム の 発 現 の 両 方 に 関 し て 組 織 サ ン プ ル 間 の
差 を 少 な く と も 部 分 的 に 評 価 す る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル が 異 な っ て お り 、 テ ス ト 組 織 サ ン プ ル と 対 照 組
織 サ ン プ ル に 対 応 す る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 上 記 テ ス ト 組 織 サ ン プ ル が が ん 組 織 に 対 応 し 、 上 記 対 照 組 織 サ ン プ ル が 正 常 組 織 に 対 応
す る 、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 1つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ と 第 1エ キ ソ ン の 一 部 を 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 CpG島 配 列 ま た は そ の
一 部 を 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ １ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 発 現 CpG島 配 列 タ グ （
ECIST） を 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 が 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な ゲ
ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 上 記 標 的 配 列 の 調 製 に 、 メ チ ル
化 さ れ た 1個 以 上 の CpG配 列 を 有 す る ゲ ノ ム DNAに 対 応 す る CpGリ ッ チ な DNA断 片 を 増 幅 す る
操 作 が 含 ま れ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 上 記 標 的 配 列 の 調 製 に 、 メ チ ル
化 感 受 性 制 限 酵 素 を 利 用 す る 操 作 が 含 ま れ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 を 調 製 し 、 そ の 標 的 配 列 の マ イ ク ロ ア レ
イ ま た は そ の 複 製 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る と き 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 に 対 応 す
る 標 的 ア ン プ リ コ ン の 生 成 を 含 む デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
（ DMH） 法 を 利 用 す る 操 作 が 含 ま れ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 の 調 製 に 、 RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 （ RLCS） 法 と RT-PCR
法 の う ち の 少 な く と も 一 方 を 実 施 す る 操 作 が 含 ま れ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 を マ イ ク
ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 順 番 に 行 な う 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル が 同 じ で あ り 、 組 織 サ ン プ ル の 1つ を 脱 メ チ ル
化 剤 で 処 理 し た 後 、 処 理 し た 組 織 サ ン プ ル か ら ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る CpGリ ッ チ な 標 的 配 列
と mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 調 製 す る 操 作 を さ ら に 含 み 、 そ の こ と に よ っ て 、 脱 メ チ ル 化
剤 が 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpG
の メ チ ル 化 と ゲ ノ ム の 発 現 の 少 な く と も 一 方 に 対 し て 及 ぼ す 効 果 を 少 な く と も 部 分 的 に 評
価 し 、 そ の こ と に よ っ て 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 評 価 を 行 な う 、 請 求 項 2～ 16の い ず れ か 1
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 上 記 脱 メ チ ル 化 剤 に 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン が 含 ま れ る 、 請 求 項 28に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る CpGリ ッ チ な 上 記 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 複 数 の 複 製 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 並 列 に 行 な う 、 請 求 項 16に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 標 的 組 織 の ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン 結 合 DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 単 一 の マ イ ク ロ ア レ
イ ま た は そ の 複 製 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を さ ら に 含 み 、 ヒ ス ト ン に 結 合 し た こ の 標
的 配 列 が 発 現 可 能 な 各 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る 程 度 が 、 遺 伝 子 に 結 合
し た ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン の 存 在 を 反 映 し て お り 、 そ の こ と に よ っ て マ イ ク ロ ア レ イ ま
た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 、 ゲ ノ ム の 発
現 、 遺 伝 子 に 結 合 し た ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン の う ち の 少 な く と も 1つ が 少 な く と も 部 分
的 に 評 価 さ れ る 、 請 求 項 1～ 15の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に 第 2の 組 織 サ ン プ ル の CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに
由 来 す る 標 的 配 列 と 、 そ の 第 2の 組 織 サ ン プ ル の mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と 、 そ の 第 2の 組
織 サ ン プ ル の ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン 結 合 DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
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せ る 操 作 を さ ら に 含 み 、 そ の と き 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル の 各 標 的 配 列 を
識 別 可 能 式 に 標 識 し 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に 同 時 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能 な
特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 、 ゲ ノ ム の 発 現 、 遺 伝 子 に 結 合 し た ヒ ス ト ン の ア セ
チ ル 化 の い ず れ か に 関 し て 組 織 サ ン プ ル 間 の 差 を 少 な く と も 部 分 的 に 評 価 す る 、 請 求 項 31
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル が 同 じ で あ り 、 組 織 サ ン プ ル の 1つ を 脱 メ チ ル
化 剤 と ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ 阻 害 剤 の 少 な く と も 一 方 で 処 理 し た 後 、 処 理 し た 組 織 サ ン
プ ル か ら mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン 結 合 DNAに 由 来 す る 標 的 配 列
を 調 製 す る 操 作 を さ ら に 含 み 、 そ の こ と に よ っ て 、 脱 メ チ ル 化 剤 と ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー
ゼ 阻 害 剤 が 、 単 独 で 、 あ る い は 組 み 合 わ せ と し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面
に あ る 発 現 可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 、 ゲ ノ ム の 発 現 、 遺 伝 子 に 結 合 し
た ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 の う ち の 少 な く と も 1つ に 対 し て 及 ぼ す 効 果 を 少 な く と も 部 分 的
に 評 価 し 、 そ の こ と に よ っ て エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な イ ベ ン ト （ 後 成 現 象 ） と 遺 伝 子 発 現 の
関 係 を 評 価 す る 、 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 上 記 脱 メ チ ル 化 剤 が 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で あ り 、 上 記 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ
阻 害 剤 が ト リ コ ス タ チ ン Aで あ る 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル が 異 な っ て お り 、 テ ス ト 組 織 サ ン プ ル と 対 照 組
織 サ ン プ ル に 対 応 す る 、 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 上 記 テ ス ト 組 織 サ ン プ ル が が ん 組 織 に 対 応 し 、 上 記 対 照 組 織 サ ン プ ル が 正 常 組 織 に 対 応
す る 、 請 求 項 35に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 1つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ と 第 1エ キ ソ ン の 一 部 を 含 む 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 CpG島 配 列 ま た は そ の
一 部 を 含 む 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 発 現 CpG島 配 列 タ グ （
ECIST） を 含 む 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 が 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な ゲ
ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 上 記 標 的 配 列 を 、 メ チ ル 化 さ れ
た 1個 以 上 の CpG配 列 を 有 す る ゲ ノ ム DNAに 対 応 す る CpGリ ッ チ な DNA断 片 を 増 幅 す る 操 作 を
含 む 方 法 に よ っ て 調 製 す る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 上 記 標 的 配 列 を 、 メ チ ル 化 感 受
性 制 限 酵 素 の 利 用 を 含 む 方 法 に よ っ て 調 製 す る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 の 調 製 と 、 そ の 標 的 配 列 の マ イ ク ロ ア レ
イ ま た は そ の 複 製 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 に 対 応
す る 標 的 ア ン プ リ コ ン の 生 成 を 含 む デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン （ DMH） 法 に よ っ て 実 施 す る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
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　 mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 の 調 製 に 、 RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 （ RLCS） 法 と RT-PCR
法 の う ち の 少 な く と も 一 方 が 含 ま れ る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 を マ イ ク
ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 、 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 を 用 い て
順 番 に 行 な う 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 を マ イ ク
ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 、 複 数 の 複 製 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 並 列 に 行 な
う 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 標 的 組 織 の ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン 結 合 DNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 標 的 配 列
の 調 製 に 、 抗 ヒ ス ト ン 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 操 作 が 含 ま れ る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 発 現 可 能 な 遺 伝 子 の エ キ ソ ン 配 列 ま た は そ の 一 部 を そ れ ぞ れ が 含 む 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ
ー ブ 断 片 が 表 面 に 固 着 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 1つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ と 第 1エ キ ソ ン の 一 部 を 含 む 、 請 求 項 48に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 CpG島 配 列 ま た は そ の
一 部 を 含 む 、 請 求 項 48に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ が 、 発 現 CpG島 配 列 タ グ （
ECIST） を 含 む 、 請 求 項 48に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 が 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な ゲ
ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 、 請 求 項 48に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 す る 出 願 の 相 互 参 照
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 こ の 特 許 出 願 は 、 2002年 4月 12日 に 「 DNAの 高 メ チ ル 化 と 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 両 方 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ECISTマ イ ク ロ ア レ イ 」 と い う 名 称 で 出 願 さ れ た ア メ リ カ 合 衆
国 仮 特 許 出 願 シ リ ア ル 番 号 第 60/372,140号 の 優 先 権 の 恩 恵 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
資 金 援 助 を 受 け た 研 究 に 関 す る 報 告
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の 研 究 の 一 部 は 、 国 立 が ん 研 究 所 （ National Cancer Institute） か ら の 国 立 が ん 研
究 所 助 成 金 番 号 CA-69065と CA-84701、 な ら び に 陸 軍 医 学 研 究 指 令 か ら の 助 成 金 DAMD17-98-
1-8214に よ る 援 助 を 受 け た 。 こ の 研 究 の 一 部 は さ ら に 、 国 立 が ん 研 究 所 か ら の 国 立 が ん 研
究 所 助 成 金 番 号 CA-85289と エ ピ ジ ェ ノ ミ ク ス 社 に よ る 援 助 を 受 け た 。 ア メ リ カ 合 衆 国 政 府
は 、 こ の 発 明 に 関 し て 所 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
配 列 リ ス ト
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 C.F.R.第 37条 の 1.52(e)(5)に 従 う 配 列 リ ス ト が 、 40629-5.txtと い う 名 称 で サ イ ズ が 1.7
03MBの フ ァ イ ル と し て 2003年 4月 14日 に 用 意 さ れ 、 コ ン パ ク ト ・ デ ィ ス ク （ 全 1枚 ） で 提 供
さ れ て い る 。 こ の 配 列 リ ス ト は 、 参 考 と し て そ の 全 体 が こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も
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の と す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 発 現 CpG島 配 列 タ グ を 用 い て DNAの メ チ ル 化 と 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 両 方 を
分 析 す る た め の 新 規 な 高 ス ル ー プ ッ ト 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し て
い た の が 脱 メ チ ル 化 さ れ た と き に 再 活 性 化 す る 新 規 な 遺 伝 子 の 同 定 法 と 、 が ん 細 胞 に お け
る 脱 メ チ ル 化 作 用 の 効 率 と メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に す る 方 法 に も 関 す る 。 さ ら に 本 発 明 に よ
り 、 遺 伝 子 の 発 現 、 DNAの メ チ ル 化 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 を 並 行 し て 評 価 す る た め の 新
規 な 統 合 式 三 重 分 析 マ イ ク ロ ア レ イ ・ シ ス テ ム も 提 供 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 と し て
、 新 規 な ECISTマ イ ク ロ ア レ イ が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
背 景 技 術
　 GCリ ッ チ な DNA配 列 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム に 含 ま れ る 全 遺 伝 子 の 約 半 数 の プ ロ モ ー タ と 第 1エ キ
ソ ン に 見 い だ さ れ る （ Antequeraと Bird、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 90巻 、 11995～
11999ペ ー ジ 、 1993年 ） 。 こ の よ う な 配 列 は 、 従 来 か ら CpG島 と し て 知 ら れ て い る 。 CpG島
は 、 変 化 し た ク ロ マ チ ン 構 造 や 転 写 抑 制 と 関 係 す る エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 現 象 で あ る DNA
メ チ ル 化 の 標 的 に な る 可 能 性 が あ る （ Rountree, M.R.他 、 Oncogene、 第 20巻 、 3156～ 3165
ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 哺 乳 動 物 の 細 胞 は 、 DNA上 で CpGジ ヌ ク レ オ チ ド （ CpG） 内 の グ ア ニ ン
の 5'末 端 近 傍 に あ る シ ト シ ン 残 基 を メ チ ル 化 す る メ チ ラ ー ゼ を 持 っ て い る 。 メ チ ル 化 が 起
こ る の は 、 一 般 に パ リ ン ド ロ ー ム 様 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド と い う 状 況 （ た だ し 、 必 ず し も
こ の 状 況 と は 限 ら な い ） で メ チ ル 基 を S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン か ら ピ リ ミ ジ ン 環 の 5'位 置
に 移 す 機 能 を 有 す る DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ “ Dnmts” ） を 触 媒 と す る プ ロ セ ス に
お い て シ ト シ ン が DNAに 組 み 込 ま れ た 後 で あ る （ Ramsahoye他 、 2000年 ） 。 5-メ チ ル シ ト シ
ン は ゲ ノ ム 中 に 非 対 称 に 分 布 し て お り 、 CpGが 少 な い 領 域 で 非 常 に よ く 見 い だ さ れ る 。 と
い う の も 、 体 細 胞 に あ る た い て い の CpG島 は 、 刷 り 込 み 遺 伝 子 と 不 活 性 な X染 色 体 上 の 遺 伝
子 の プ ロ モ ー タ （ Bird他 、 1985年 ） 以 外 は メ チ ル 化 さ れ な い 状 態 に な っ て お り 、 そ の 場 所
の 5'調 節 領 域 が メ チ ル 化 す る と 転 写 抑 制 が 起 こ る 可 能 性 が あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 正 常 な 細 胞 で は 、 CpG島 の メ チ ル 化 は 、 増 殖 に 関 し て 重 要 か つ 組 織 特 異 的 な
や り 方 で 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る 上 で 大 き な 役 割 を 担 っ て い る （ Jonesと Takai、 Science
、 第 293巻 、 1068～ 1070ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 し か し が ん 細 胞 で は 、 CpG島 の 異 常 な メ チ ル 化
（ 一 般 に は 高 メ チ ル 化 ） が 、 多 く の が ん 抑 制 遺 伝 子 と ゲ ノ ム の 安 定 性 に と っ て 重 要 な 遺 伝
子 の 調 節 領 域 の 5'末 端 に お い て 見 い だ さ れ て い る （ Esteller, M.他 、 Cancer Res.、 第 61
巻 、 3225～ 3229ペ ー ジ 、 2001年 ； Baylin, S.B.他 、 Hum. Mol. Genet.、 第 10巻 、 687～ 692
ペ ー ジ 、 2001年 ； Jonesと Laird、 Nat. Genet.、 第 21巻 、 163～ 167ペ ー ジ 、 1999年 ） 。 現
在 の デ ー タ は 、 hisタ イ プ の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 制 御 と 腫 瘍 増 殖 の 間 に 因 果 関 係 が あ る
こ と を 示 し て い る （ Jonesと Laird、 1999年 ） 。 し た が っ て 極 め て 重 要 な が ん 抑 制 遺 伝 子 と
安 定 化 遺 伝 子 を 沈 黙 さ せ る と 、 腫 瘍 細 胞 が ク ロ ー ン 式 に 増 殖 す る （ 例 え ば 上 記 文 献 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し た が っ て 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 関 係 す る 可 能 性 の あ る 高 メ チ ル 化 し た CpG島 は 、 エ
ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 制 御 を 受 け る 新 規 な 遺 伝 子 を 探 す た め の 潜 在 的 マ ー カ ー と な る た め 、
診 断 と 予 後 予 測 に と っ て 潜 在 的 に 重 要 で あ る 。 し か し こ の よ う な 場 合 に メ チ ル 化 と 遺 伝 子
サ イ レ ン シ ン グ が 直 接 的 ま た は 一 次 的 （ 因 果 的 に ） 結 び 付 い て い る こ と を 効 果 的 に 同 定 す
る の は 難 し い 。 と い う の も 、 細 胞 周 期 の 制 御 、 増 殖 因 子 ／ 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 、 レ ト ロ エ
レ メ ン ト 動 員 に 関 与 す る 多 数 の 遺 伝 子 は 、 一 般 に 脱 メ チ ル 化 さ れ た 細 胞 状 態 に お い て 上 方
調 節 さ れ る よ う に 見 え （ Jackson-Grusby, L.他 、 Nat. Genet.、 第 27巻 、 31～ 39ペ ー ジ 、 2
001年 ） 、 こ の よ う な 調 節 は 下 流 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 発 現 カ ス ケ ー ド の 一 部 と し て CpG
島 の メ チ ル 化 に 二 次 的 ま た は 間 接 的 に 関 係 し て い る ら し い か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し た が っ て 従 来 の メ チ ル 化 ア ッ セ イ は 、 単 独 で も 、 従 来 の 遺 伝 子 発 現 ア ッ セ イ 法 と 組 み
合 わ せ て も 、 メ チ ル 化 と 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 間 の 新 た な 直 接 的 関 係 を 同 定 す る た め の
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効 果 的 で 正 確 な 方 法 に は な ら な い 。 そ の 理 由 は 、 多 彩 な 試 薬 セ ッ ト （ 例 え ば メ チ ル 化 プ ロ
ー ブ 、 cDNAプ ロ ー ブ ） が 独 立 し た ア ッ セ イ の 手 続 き （ 例 え ば メ チ ル 化 ア ッ セ イ 、 ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト 法 、 cDNAア レ イ ・ ス ク リ ー ン ） に 必 要 と さ れ 、 可 能 な 場 合 に は そ れ に 続 け て 注 意
深 い デ ー タ 相 関 作 業 が 必 要 と さ れ る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 例 え ば 、 特 定 の CpG配 列 を 含 む 配 列 領 域 が 同 定 さ れ て い て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー お よ び ／
ま た は プ ロ ー ブ を 構 成 で き る 場 合 に は 、 そ の 特 定 の CpG配 列 に お け る メ チ ル 化 状 態 を 調 べ
る た め の さ ま ざ ま な ア ッ セ イ が 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ と し て は 、
DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 法 ； サ ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 ； メ チ ラ イ ト （ 登 録 商 標 ） （ 蛍 光 に
基 づ い た リ ア ル タ イ ム PCR法 で あ り 、 Eads他 、 Cancer Res.、 第 59巻 、 2302～ 2306ペ ー ジ 、
1999年 ； ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 6,331,393号 に 記 載 さ れ て い る ） ； MS-SNuPE（ メ チ ル 化 感
受 性 単 一 ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー 伸 長 ア ッ セ イ の こ と で あ り 、 Gonzalgoと Jones、 Nucle
ic Acids Res.、 第 25巻 、 2529～ 2531ペ ー ジ 、 1997年 ； ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 6,251,594号
に 記 載 さ れ て い る ） ； MSP（ メ チ ル 化 特 異 的 PCRア ッ セ イ の こ と で あ り 、 Herman他 、 Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA、 第 93巻 、 9821～ 9826ペ ー ジ 、 1996年 ； ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,78
6,146号 に 記 載 さ れ て い る ） ； COBRA（ 亜 硫 酸 水 素 塩 と 制 限 酵 素 を 組 み 合 わ せ て 分 析 を 行 な
う メ チ ル 化 ア ッ セ イ の こ と で あ り 、 Xiongと Laird、 Nucleic Acids Res.、 第 25巻 、 2532～
2534ペ ー ジ 、 1997年 に 記 載 さ れ て い る ） な ど が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 同 様 に 、 メ チ ル 化 状 態 が 異 な る 新 規 な CpG配 列 を 発 見 す る た め の ア ッ セ イ と し て は 、 数
は よ り 少 な い が 、 以 下 の よ う な 方 法 が あ る ： 制 限 ラ ン ド マ ー ク ・ ゲ ノ ム 走 査 （ “ RLGS” ；
Eng他 、 Nature Genetics、 第 25巻 、 101～ 102ペ ー ジ 、 2000年 ； Costello他 、 Nature Genet
ics、 第 25巻 、 132～ 138ペ ー ジ 、 2000年 ； Zhu他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 96巻 、
8058～ 8063ペ ー ジ 、 1999年 ） ； 仮 想 的 な ゲ ノ ム 走 査 と 組 み 合 わ せ た RLGS（ “ VGS” ； Rouil
lard他 、 Genome Research、 第 11巻 、 1453～ 1459ペ ー ジ 、 2001年 ） ； メ チ ル 化 さ れ た CpG島
の 増 幅 （ “ MCA” ； Toyota他 、 Cancer Res.、 第 59巻 、 2307～ 2312、 第 59巻 、 1999年 ； WO 0
0/26401A1） ； ア ー ビ ト ラ リ ー ・ プ ラ イ ム ド ・ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ “ AP-PCR” ； Liang
他 、 Genomics、 第 53巻 、 260～ 268ペ ー ジ 、 1998年 ） ； デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ “ DMH” ； Yan他 、 Clin. Canc. Res.、 第 6巻 、 1432～ 1438ペ ー ジ 、 2
000年 ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 制 限 ラ ン ド マ ー ク ・ ゲ ノ ム 走 査 。 制 限 ラ ン ド マ ー ク ・ ゲ ノ ム 走 査 （ “ RLGS” ） 法 は 、 メ
チ ル 化 が 異 な る 配 列 お よ び 領 域 を 同 定 す る の に 用 い ら れ て き て お り 、 同 定 さ れ た 領 域 を ク
ロ ー ニ ン グ し て 配 列 を 明 ら か に す る 。 RLGS法 は 、 特 別 な 制 限 酵 素 （ 例 え ば NotI） に よ る DN
Aの 特 異 的 開 裂 が メ チ ル 化 に 対 す る 感 受 性 を 持 つ と い う 事 実 を 利 用 す る 。 さ ら に 、 NotIは C
Gリ ッ チ な オ ク タ ヌ ク レ オ チ ド 認 識 モ チ ー フ を 持 っ て い る た め 、 CpGリ ッ チ な “ 島 ” に お い
て 開 裂 が 優 先 的 に 起 こ る 。 そ の た め 、 NotIを 用 い て ゲ ノ ム DNAを 消 化 さ せ 、 NotIの 互 い に
ず れ た 末 端 部 を 標 識 し た 後 、 制 限 酵 素 （ 例 え ば 5塩 基 お よ び ／ ま た は 6塩 基 認 識 配 列 酵 素 ）
を 用 い て さ ら に 消 化 さ せ る 操 作 に 二 次 元 電 気 泳 動 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 標 識 し た 少
な く と も 1つ の NotI末 端 を 有 す る CpG島 関 連 断 片 を 識 別 で き る パ タ ー ン を 生 成 さ せ て い る 。
こ の よ う な パ タ ー ン を 用 い る と さ ま ざ ま な ゲ ノ ム DNAサ ン プ ル の メ チ ル 化 状 態 を 比 較 す る
こ と が で き 、 正 常 な ゲ ノ ム DNAと は 異 な っ て テ ス ト す る ゲ ノ ム DNAサ ン プ ル の 特 定 の NotI部
位 が メ チ ル 化 さ れ て い る 場 合 に は 、 末 端 を 標 識 し た 対 応 す る 断 片 が 、 試 験 サ ン プ ル の RLGS
パ タ ー ン に は 見 ら れ な い で あ ろ う （ 「 ス ポ ッ ト の 消 失 」 ま た は 不 在 に 対 応 す る ） 。 （ 例 え
ば NotI-EcoRV断 片 の ） 境 界 ラ イ ブ ラ リ を 用 い る と 、 そ の よ う な 領 域 に 対 応 す る ク ロ ー ニ ン
グ さ れ た DNAを 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し か し 重 要 な こ と だ が 、 CpGの メ チ ル 化 を 検 出 す る た め の こ の よ う な 従 来 の RLGS法 に は
制 約 が あ る 。 そ れ は 、 特 に 以 下 の よ う な 事 実 に よ る ： （ i） 特 別 な メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵
素 だ け を 用 い る こ と で 、 CpG島 領 域 内 の CpG配 列 だ け が 効 果 的 に 分 析 さ れ る こ と ； （ ii） （
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検 出 が ） NotI末 端 標 識 （ ま た は そ れ と 同 等 な も の ） に 依 存 す る こ と ； （ iii） 正 常 な （ テ
ス ト 用 ） DNAの 二 次 元 パ タ ー ン に 存 在 す る 対 応 す る パ タ ー ン と 比 較 し て 、 テ ス ト す る DNAス
ポ ッ ト （ す な わ ち 、 テ ス ト 用 DNAサ ン プ ル 中 の 特 定 の NotI部 位 が メ チ ル 化 さ れ る た め 、 Not
Iに よ る 消 化 で 開 裂 し な い 位 置 ） が 消 失 す る （ よ り 正 確 に は 、 不 在 で あ る ） こ と に 依 存 し
て い る こ と 。 さ ら に 、 RLGS法 で は 遺 伝 子 の 発 現 に つ い て 何 も 明 ら か に な ら な い た め 、 メ チ
ル 化 に 依 存 し た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に つ い て も 何 も 明 ら か に な ら な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 仮 想 的 な ゲ ノ ム 走 査 。 仮 想 的 な ゲ ノ ム 走 査 （ VGS） は 、 RLGS法 と 組 み 合 わ せ て 利 用 す る
こ と に よ り 、 RLGS走 査 に お い て 表 示 さ れ る 興 味 の 対 象 で あ る 断 片 を 同 定 す る 方 法 に な る 。
情 報 処 理 ツ ー ル を 公 知 の ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 情 報 と 組 み 合 わ せ て 利 用 し 、 例 え ば （ 第 1の サ イ
ズ の RLGS制 限 酵 素 と し て ） NotIと EcoRVを 用 い 、 例 え ば （ 第 2の サ イ ズ の RLGS制 限 酵 素 と し
て ） HinfIま た は DpnIIを 用 い て 仮 想 的 な 走 査 を 行 な う 。 （ 介 在 す る EcoRV部 位 が 存 在 し な
い 場 合 に は ） 特 定 の NotI部 位 に 最 も 近 い HinfI部 位 ま た は DpnII部 位 に 基 づ き 、 予 想 さ れ る
NotI-EcoRV断 片 と NotI-NotI断 片 の サ イ ズ に 加 え 、 第 2の サ イ ズ の 断 片 の サ イ ズ が 計 算 さ れ
る （ Rouillard他 、 Genome Research、 第 11巻 、 1453～ 1459ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 し た が っ て
RLGS配 列 の 同 定 は 、 境 界 ラ イ ブ ラ リ を 使 用 せ ず に 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し か し こ の 方 法 は 、 RLGS法 を 利 用 し て 2つ の サ ン プ ル の 差 を 測 定 す る こ と に や は り 依 存
し て い る た め 、 上 記 の 制 約 の ほ と ん ど が 当 て は ま る 。 さ ら に 、 RLGS法 と 同 様 、 VGS法 に よ
り 、 遺 伝 子 の 発 現 に 関 し て も 、 メ チ ル 化 に 依 存 し た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 関 し て も 、 何
も 明 ら か に な ら な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 の 増 幅 。 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 の 増 幅 （ “ MCA” ） は 、 CGリ ッ チ な
高 メ チ ル 化 領 域 を 迅 速 に 増 や す た め の 、 PRCに 基 づ い た 方 法 で あ り 、 ペ ア と な る 特 別 な メ
チ ル 化 感 受 性 酵 素 （ す な わ ち SmaI） と メ チ ル 化 不 感 受 性 酵 素 （ す な わ ち XmaiI） で 順 番 に
消 化 さ せ た 後 、 互 い に ず れ た XmaI末 端 に 連 結 す る ア ダ プ タ ー と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る プ ラ イ マ ー に 基 づ い て PCR増 幅 を 行 な う 。 さ ら に 、 制 限 部 位 は 互 い に 近 接 し た （ 1kb未 満
の ） 位 置 に な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し た が っ て 、 従 来 の RLGS法 に お け る の と 同 様 、 こ の 方 法 は 、 主 に 、 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム
領 域 内 の 特 定 の CpG配 列 に 限 定 さ れ る （ Toyota他 、 Cancer Res.、 第 59巻 、 2307～ 2312、 第
59巻 、 1999年 ） 。 さ ら に 、 こ の 方 法 は 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 SmaIを 用 い た 不 完 全 な 消
化 に 関 す る ア ー チ フ ァ ク ト に 敏 感 で あ る 。 よ り 複 雑 な マ ル チ ス テ ッ プ 法 に お い て 、 こ の 方
法 を 差 し 引 き ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ RDA； 具 体 的 差 分 分 析 ） 法 と 組 み 合 わ せ る と 、 高
メ チ ル 化 配 列 が 豊 富 な ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 断 片 を 得 る こ と が で き る （ 上 記 文 献 ） 。 そ れ に
も か か わ ら ず 、 RLGS法 お よ び VGS法 と 同 様 、 MCA法 に よ っ て は 、 遺 伝 子 の 発 現 に 関 し て も 、
メ チ ル 化 依 存 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 関 し て も 、 何 も 明 ら か に な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 メ チ ル 化 感 受 性 ア ー ビ ト ラ リ ー ・ プ ラ イ ム ド PCR。 上 の 場 合 と 同 様 、 メ チ ル 化 感 受 性 ア
ー ビ ト ラ リ ー ・ プ ラ イ ム ド ・ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ “ AP-PCR” ） は 、 CGリ ッ チ な 高 メ チ
ル 化 領 域 を 迅 速 に 増 や す た め の 、 PCRに 基 づ い た 方 法 で あ り 、 一 般 に DNA断 片 の サ イ ズ を 小
さ く す る メ チ ル 化 不 感 受 性 酵 素 （ 例 え ば RsaI） に 加 え 、 別 の 反 応 で 、 イ ソ 制 限 酵 素 の の ペ
ア と し て メ チ ル 化 感 受 性 酵 素 と メ チ ル 化 不 感 受 性 酵 素 （ 例 え ば 、 RsaI+HpaII、 RsaI+MspI
） を 用 い て DNAを 同 時 に 消 化 さ せ た 後 、 1つ 以 上 の 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー
を 用 い て PCR増 幅 す る 操 作 を 含 ん で い る 。 こ の 場 合 に は 、 2つ の プ ラ イ マ ー 部 位 に 挟 ま れ た
領 域 に メ チ ル 化 さ れ て い な い HpaII（ CCGG） 配 列 が 含 ま れ て い る と PCR産 物 は 産 生 さ れ な い
。 RsaIだ け を 用 い た DNAの 消 化 物 と 、 RsaI+MspIを 用 い た DNAの 消 化 物 と を 対 照 と し て 用 い
、 RsaI+HpaIIで 消 化 さ せ た DNAの バ ン ド を AP-PCRで 観 察 し た 場 合 に そ の バ ン ド が 実 際 に 増
幅 領 域 内 の CCGG配 列 の 異 な っ た メ チ ル 化 に よ る も の で あ る か ど う か を 明 ら か に す る （ Gonz
algo他 、 Cancer Res.、 第 57巻 、 594～ 599ペ ー ジ 、 1997年 ） 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
　 し た が っ て 、 メ チ ル 化 感 受 性 AP-PCR法 は 、 プ ラ イ マ ー の 選 択 と 同 じ 制 約 が あ り 、 上 記 の
RLGS法 お よ び MCA法 と 同 様 、 特 に CpGリ ッ チ な プ ラ イ マ ー 配 列 を 広 く 用 い る 場 合 に は 主 に Cp
G島 領 域 に 対 す る 偏 り が あ る （ Liang他 、 Genomics、 第 53巻 、 260～ 268ペ ー ジ 、 1998年 ） 。
一 般 に 、 メ チ ル 化 感 受 性 AP-PCR法 は 、 MCA法 の 有 効 性 を 妨 げ る の と 同 じ 多 く の ア ー チ フ ァ
ク ト （ 例 え ば 、 制 限 酵 素 に よ る 不 完 全 な 消 化 、 プ ラ イ マ ー 部 位 相 互 間 の 距 離 ） の 影 響 を 受
け る 。 さ ら に 、 RLGS法 、 VGS法 、 MCA法 と 同 様 、 AP-PCR法 に よ っ て は 、 遺 伝 子 の 発 現 に 関 し
て も 、 メ チ ル 化 に 依 存 し た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 関 し て も 、 何 も 明 ら か に な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 。 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル
化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ “ DMH” ） は 、 ア レ イ に 基 づ い た 方 法 で あ り 、 ア レ イ 状 に 配
置 し た （ 例 え ば CpG島 ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の ） CpGリ ッ チ な タ グ を 基 準 サ ン プ ル ま た
は 腫 瘍 DNAサ ン プ ル か ら の ア ン プ リ コ ン を 用 い て 調 べ て 比 較 す る 操 作 を 含 ん で い る （ Huang
, T.H.-M.他 、 Hum. Mol. Genet.、 第 8巻 、 459～ 470ペ ー ジ 、 1999年 ； 2000年 2月 4日 に 出 願
さ れ 、 2003年 3月 7日 に 承 認 通 知 を 受 領 し た 出 願 人 の ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 出 願 シ リ ア ル 番 号
第 09/497,855も 参 照 の こ と 。 な お こ れ ら の 文 献 は 、 参 考 と し て そ の 全 体 が こ の 明 細 書 に 組
み 込 ま れ て い る も の と す る ） 。 テ ス ト し た CpG島 ア レ イ 上 で の 腫 瘍 サ ン プ ル と 基 準 サ ン プ
ル に お け る シ グ ナ ル 強 度 の 違 い は 、 腫 瘍 DNA内 の 対 応 す る メ チ ル 化 の 変 化 を 反 映 し て い る
（ Yan他 、 Clin. Canc. Res.、 第 6巻 、 1432～ 1438ペ ー ジ 、 2000年 ） 。 固 体 支 持 体 上 に ア レ
イ 状 に 配 置 し た CpG島 タ グ の パ ネ ル を 用 い 、 DMHに よ り 、 乳 が ん と 卵 巣 が ん に お い て 高 メ チ
ル 化 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て い る （ Yan, P.S.他 、 Clin. Canc. Res.、 第 6巻 、 1432～ 1438ペ ー
ジ 、 2000年 ； Ahluwalia, A.他 、 Gynecol. Oncol.、 第 82巻 、 261～ 268ペ ー ジ 、 2001年 ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 DMHア ン プ リ コ ン を 産 生 さ せ る に は 、 DNAを 消 化 し （ 例 え ば 、 TTAAを 認 識 す る MseIを 用 い
た 消 化 ） 、 CpG島 が 保 存 さ れ た 小 さ な （ 例 え ば 約 200bpの ） DNA断 片 に す る 。 断 片 の 末 端 部
に リ ン カ ー を 連 結 さ せ 、 そ の 断 片 を メ チ ル 化 感 受 性 酵 素 （ 例 え ば BstU I（ 既 知 の CpG島 の 7
7％ が BstU I部 位 を 含 ん で い る ） ） を 用 い て 消 化 さ せ た 後 、 突 起 し て い る リ ン カ ー 末 端 部
に 付 着 さ せ 、 リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR増 幅 を 行 な う 。 メ チ ル 化 感 受 性 酵 素 に よ
っ て 開 裂 し た 断 片 は 、 リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 不 能 に な る た め 、 増 幅 さ れ た 断
片 の 集 団 は 、 メ チ ル 化 さ れ た ア ン プ リ コ ン が 豊 富 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 し た が っ て DMFは 、 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNA領 域 を 分 析 す る た め の 高 ス ル ー プ ッ ト 法 と し
て 、 従 来 か ら 知 ら れ て い る 他 の 方 法 と は い い 意 味 で 区 別 さ れ る 。 し か し 現 在 の と こ ろ 、 DM
Hに は 限 界 が あ る 。 そ れ は 、 利 用 可 能 な ア レ イ 式 パ ネ ル に 全 ゲ ノ ム CpG島 領 域 の わ ず か 2％
し か 表 示 さ れ な い か ら で あ る （ 上 記 文 献 ） 。 さ ら に 、 従 来 か ら 知 ら れ て い る 上 記 の ど の 方
法 （ 例 え ば RLGS、 VGS、 MCA、 AP-PCR） で も 、 DMHプ ロ ト コ ル 単 独 で は 、 遺 伝 子 の 発 現 と メ
チ ル 化 に 依 存 し た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に つ い て 何 も 明 ら か に な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 脱 メ チ ル 化 剤 と 遺 伝 子 発 現 ア ッ セ イ 。 DNAの メ チ ル 化 は 、 コ ー ド を 変 え る こ と な く DNAの
塩 基 配 列 を 変 化 さ せ る メ カ ニ ズ ム で あ る と い う 点 と 、 遺 伝 可 能 な 可 逆 的 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ
ク な 変 化 で あ る と い う 点 で ユ ニ ー ク で あ る 。 し た が っ て 現 在 は 、 が ん の 治 療 に 脱 メ チ ル 化
剤 を 投 与 す る こ と が 新 た に 脚 光 を 浴 び て い る （ Santini, V.他 、 Ann. Intl. Med.、 第 134
巻 、 573～ 586ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 し か し 効 果 的 に 脱 メ チ ル 化 処 理 す る に は 、 が ん 細 胞 に お
い て 特 定 の 遺 伝 子 が 特 定 の 脱 メ チ ル 化 剤 に 対 し て ど の よ う に 反 応 す る か を 理 解 す る 必 要 が
あ ろ う 。 特 に 、 メ チ ル 化 ア ッ セ イ と 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 関 連 し て す で に 説 明 し た よ う
に 、 遺 伝 子 の 発 現 を 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 と 効 果 的 に 関 連 づ け る 方 法 に 加 え 、 発 現 ア ッ セ
イ が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 従 来 の 発 現 ア ッ セ イ 法 と し て は 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 RT-PCRに 基 づ い た 方 法
、 cDNAに 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 し か し 従 来 の 発 現 ア ッ セ イ で は 、
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対 象 と な る 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 に 関 し て ま っ た く 何 も 明 ら か に な ら ず 、 直 接 的 な エ ピ ジ
ェ ネ テ ィ ッ ク 効 果 と 間 接 的 な エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 効 果 を 区 別 す る こ と も ほ と ん ど で き な い
。 例 え ば cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 応 用 し て 脱 メ チ ル 化 さ れ た 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 全 体
的 プ ロ フ ァ イ ル が 明 ら か に さ れ て い る （ Karpf, A.R.他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、
第 96巻 、 14007～ 14012ペ ー ジ 、 1999年 ； Jackson-Grusby, L.他 、 Nat. Genet.、 第 27巻 、 3
1～ 39ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 し か し こ の よ う な ア ッ セ イ で は 対 象 と す る 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状
態 に 関 し て 何 も 明 ら か に な ら ず 、 上 に 述 べ た よ う に 、 細 胞 周 期 の 制 御 、 増 殖 因 子 ／ 受 容 体
シ グ ナ ル 伝 達 、 レ ト ロ エ レ メ ン ト 動 員 に 関 係 す る 多 数 の 遺 伝 子 は 、 下 流 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ
ッ ク な カ ス ケ ー ド の 一 部 と し て 二 次 的 に 調 節 さ れ る よ う に 見 え る 。 あ る い は こ の よ う な 遺
伝 子 は 、 疾 患 状 態 の 細 胞 に お い て メ チ ル 化 と は 独 立 に 調 節 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 し た が っ て 従 来 の DNA発 現 法 だ け を 用 い た の で は 、 脱 メ チ ル 化 に 直 接 応 答 す る （ 一 次 応
答 ） 遺 伝 子 と 、 間 接 的 に 調 節 さ れ る （ 二 次 応 答 ） 遺 伝 子 ま た は 独 立 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 と
を 区 別 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 同 様 に 、 DMHア ッ セ イ や 、 従 来 技 術 に お け る 他 の メ チ ル 化 ア ッ セ イ は 、 メ チ ル 化 状 態 が
異 な る CpG配 列 を 同 定 す る 大 き な 可 能 性 を 持 っ て い る 一 方 で 、 単 独 で は 、 こ の よ う に し て
同 定 さ れ た 特 定 の 配 列 が 、 同 定 さ れ た 異 な っ た メ チ ル 化 に よ っ て 転 写 調 節 さ れ る 配 列 で あ
る か ど う か を 明 ら か に す る 効 果 的 な 方 法 に な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 そ の た め 、 新 形 成 や そ れ 以 外 の 疾 患 に お い て 高 メ チ ル 化 さ れ た プ ロ モ ー タ を 用 い て 遺 伝
子 を 同 定 ま た は 確 認 す る だ け で な く 、 遺 伝 子 の 発 現 も 同 時 に 測 定 し て 腫 瘍 発 生 そ の 他 の 異
常 な 細 胞 機 能 に 関 係 す る 遺 伝 子 を 効 果 的 に 同 定 す る こ と の で き る 新 規 な 高 ス ル ー プ ッ ト 法
が 、 従 来 技 術 に お い て 必 要 と さ れ て い る 。 が ん の 治 療 に 使 用 さ れ る さ ま ざ ま な タ イ プ の 脱
メ チ ル 化 剤 の 効 果 と 最 適 用 量 を 効 率 的 に 研 究 す る の に 利 用 で き る 新 規 な 方 法 が 、 従 来 技 術
に お い て 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 抑 制 さ れ た ク ロ マ チ ン と 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 。 機 能 的 DNA-タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 研 究
す る の に 利 用 さ れ る マ イ ク ロ ア レ イ 法 （ 例 え ば Ren他 、 Science（ ワ シ ン ト ン D.C.） 、 第 29
0巻 、 2306～ 2309ペ ー ジ 、 2000年 ； Weinmann他 、 Genes Dev.、 第 16巻 、 235～ 244ペ ー ジ 、 2
002年 ； Suzuki他 、 Nature Genet.、 第 31巻 、 141～ 149ペ ー ジ 、 2002年 ） に よ り 、 多 数 の 転
写 調 節 因 子 が ク ロ マ チ ン の リ モ デ リ ン グ に 関 係 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た （ Suzuki他
、 Nature Genet.、 第 31巻 、 141～ 149ペ ー ジ 、 2002年 ； Cameron他 、 Nature Genet.、 第 21
巻 、 103～ 107ペ ー ジ 、 1999年 ） 。 そ の た め こ の タ イ プ の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 変 化 が 遺 伝
子 調 節 の 中 心 と な っ て い る 。 さ ら に 詳 し く 述 べ る と 、 抑 制 さ れ た ク ロ マ チ ン と 遺 伝 子 サ イ
レ ン シ ン グ は 、 DNAの メ チ ル 化 お よ び ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 に お け る 変 化 と 関 係 し て お り
（ Jonesと Baylin、 Nature Rev. Genet.、 第 3巻 、 415～ 428ペ ー ジ 、 2002年 ） 、 こ の よ う な
エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 修 飾 は 、 ヒ ト の 腫 瘍 発 生 に 寄 与 す る 因 子 と し て 広 く 認 識 さ れ て い る
。 遺 伝 子 の 5'末 端 調 節 領 域 が メ チ ル 化 さ れ た DNAは 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ お よ び そ れ
以 外 の 転 写 コ リ プ レ ッ サ ー と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る MBD（ メ チ ル -CpG結 合
ド メ イ ン ） タ ン パ ク 質 を リ ク ル ー ト す る （ Ballestarと Esteller、 Carcinogenesis、 第 23
巻 、 1102～ 1109ペ ー ジ 、 2002年 ） 。 ヒ ス ト ン 3お よ び ヒ ス ト ン 4の リ シ ン 基 の 脱 ア セ チ ル 化
は 、 HDAC（ ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ ） を 通 じ て 起 こ り 、 負 に 帯 電 し た DNAと 正 に 帯 電 し た
リ シ ン を よ り 強 く 相 互 作 用 さ せ 、 閉 じ た 抑 制 性 ク ロ マ チ ン 構 造 が で き る （ Jonesと Baylin
、 Nature Rev. Genet.、 第 3巻 、 415～ 428ペ ー ジ 、 2002年 ： Ballestarと Esteller、 Carcin
ogenesis、 第 23巻 、 1102～ 1109ペ ー ジ 、 2002年 ） 。 抑 制 性 ク ロ マ チ ン 構 造 が DNAに い か に
し て 組 み 込 ま れ る か は 明 確 に な っ て い な い が 、 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ の CpG島 の メ チ ル 化 状 態
の 変 化 が お そ ら く 中 心 的 な 役 割 を 担 っ て い る （ Jonesと Baylin、 上 記 文 献 ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 の DMH（ デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 法 は 、 CpGの メ チ
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ル 化 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 さ ま ざ ま な が ん に お け る エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 修 飾 を 受 け や す
い 遺 伝 子 座 を 同 定 す る の に 役 立 つ 。 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に お け る DNAの メ チ ル 化 と ヒ ス
ト ン の ア セ チ ル 化 が 機 能 的 に 互 い に ど の よ う に 関 係 し て い る か を 明 ら か に す る に は 追 加 情
報 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ゲ ノ ム ・ マ イ ク ロ ア レ イ ・ シ ス テ ム を 利 用 し て 、 遺 伝 子 の 発 現 、 DNAの メ チ ル 化 、 ヒ ス
ト ン の ア セ チ ル 化 に お け る 変 化 を 効 果 的 に 検 出 し 、 二 次 効 果 か ら 一 次 効 果 を 区 別 す る こ と
が 従 来 技 術 に お い て 強 く 必 要 と さ れ て い る 。 こ れ ら パ ラ メ ー タ の 3つ 全 部 （ 遺 伝 子 の 発 現
、 DNAの メ チ ル 化 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 ） は 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 複 数 の 同 じ ア
レ イ を 用 い る こ と に よ っ て 並 列 に 評 価 で き る た め 、 効 果 的 な ゲ ノ ム ・ マ イ ク ロ ア レ イ ・ シ
ス テ ム が 従 来 技 術 に お い て 必 要 と さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 具 体 的 な 実 施 態 様 に よ り 、 ア レ イ 状 に 配 置 し た 発 現 CpG島 配 列 タ グ （ “ ECIST”
） を 利 用 し て が ん 細 胞 に お け る CpGの 高 メ チ ル 化 と 遺 伝 子 の 発 現 （ 例 え ば 遺 伝 子 サ イ レ ン
シ ン グ ） の 両 方 を 分 析 す る た め の 新 規 な 高 ス ル ー プ ッ ト 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 実 施 態 様 に
よ れ ば 、 CpGリ ッ チ な ECISTの 断 片 は 、 が ん 細 胞 内 の 異 常 に メ チ ル 化 さ れ た CpG部 位 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る の に 役 立 つ 一 方 で 、 そ の 断 片 の エ キ ソ ン 含 有 部 分 は 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
を 測 定 す る の に 用 い ら れ る 。 し た が っ て ECISTア レ イ ・ パ ネ ル を 用 い て 高 メ チ ル 化 し た 遺
伝 子 座 の 同 定 と そ の 発 現 レ ベ ル の 測 定 を 同 時 に 行 な い 、 乳 が ん 細 胞 系 に お け る メ チ ル 化 関
連 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 確 認 す る 。 こ の 結 果 は 、 ECISTが 、 CpG島 が 高 メ チ ル 化 す る こ と
に よ っ て 発 現 が 沈 黙 す る 新 規 な 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の マ ー カ ー と し て 有 効 で あ る こ と を
示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 が ん の 治 療 に お け る 脱 メ チ ル 化 剤 の 効 果 、 最 適 用 量 、 タ イ プ を 研 究
す る の に ECISTマ イ ク ロ ア レ イ が 有 効 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 ECISTマ イ ク ロ ア
レ イ が 、 脱 メ チ ル 化 処 理 後 の イ ベ ン ト の 配 列 を 明 ら か に し 、 腫 瘍 ゲ ノ ム に お け る DNAの 異
常 な メ チ ル 化 の メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た め の ツ ー ル と し て も 役 に 立 つ 。 本 発 明 の 新 規 な マ
イ ク ロ ア レ イ は 、 が ん に お け る DNAメ チ ル 化 と 遺 伝 子 発 現 の 複 雑 な 関 係 を 分 析 す る の に 役
立 つ 。 本 発 明 の ECISTマ イ ク ロ ア レ イ は 、 正 常 な 成 長 の 間 に メ チ ル 化 に よ っ て 制 御 さ れ る
遺 伝 子 と 、 あ る 種 の 遺 伝 病 に と っ て 重 要 な 新 規 な 刷 り 込 み 遺 伝 子 を 発 見 す る の に も 役 立 つ
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 ECISTマ イ ク ロ ア レ イ は 、 遺 伝 子 の 発 現 と 、 DNAの メ チ ル 化 と
、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 を 並 行 し て 調 べ る と と も に 、 が ん に お け る エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な
変 化 の 複 雑 な ヒ エ ラ ル キ ー を 一 次 応 答 と 二 次 応 答 に 関 し て 分 析 す る た め の 新 規 な 統 合 式 「
三 重 分 析 」 シ ス テ ム に お い て 役 に 立 つ 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 遺 伝 子 の （ 第 1エ キ ソ ン を 含 む ） 5'末 端 領 域 に 1,507個 の 短 い
CpG島 タ グ （ ECIST） を 有 す る 統 合 式 マ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル を 利 用 し 、 細 胞 （ 例 え ば ヒ ト
上 皮 卵 巣 が ん 細 胞 系 ） に 対 す る エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 処 理 の 効 果 を 調 べ る 。 ECISTマ イ ク
ロ ア レ イ は 、 メ チ ル 化 阻 害 剤 （ DAC） ま た は 脱 ア セ チ ル 化 阻 害 剤 （ TSA） の い ず れ か に よ る
処 理 に 応 答 し た 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 （ 例 え ば 上 方 調 節 ） を 分 析 す る の に 役 立 つ 。 ま た ECIS
Tマ イ ク ロ ア レ イ は 、 DACと TSAを 組 み 合 わ せ て 処 理 し た 場 合 に 、 い ず れ か 一 方 だ け に よ る
処 理 に 応 答 し た よ り も 多 く の 遺 伝 子 が 相 乗 的 に 再 活 性 化 す る か ど う か を 調 べ る の に も 役 立
つ 。 ECISTマ イ ク ロ ア レ イ は 、 処 理 に 対 す る 一 次 応 答 ま た は 二 次 応 答 の 存 在 を 調 べ る こ と
に よ り 、 遺 伝 子 が メ チ ル 化 に 依 存 し て い る か 、 メ チ ル 化 と は 独 立 で あ る か を 明 ら か に す る
の に 役 立 つ 。 本 発 明 に よ れ ば 、 メ チ ル 化 に 依 存 し た 遺 伝 子 を DACと TSAで 相 乗 的 に 再 活 性 化
さ せ る こ と に よ り 、 メ チ ル 化 さ れ た プ ロ モ ー タ と 脱 ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン の 間 の 機 能 的
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相 互 作 用 が 存 在 す る よ う に な る 。 メ チ ル 化 に 依 存 し た い く つ か の 遺 伝 子 の 発 現 増 大 は 、 ヒ
ス ト ン の ア セ チ ル 化 増 大 と 関 係 し て い る の に 対 し 、 同 定 さ れ た た い て い の 遺 伝 子 の 上 方 調
節 （ 本 発 明 の 三 重 分 析 シ ス テ ム で 明 ら か に な る ） は 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な カ ス ケ ー ド の
下 流 で の イ ベ ン ト に よ る 。 本 発 明 の 三 重 マ イ ク ロ ア レ イ ・ シ ス テ ム は 、 が ん ゲ ノ ム に お け
る 転 写 因 子 と プ ロ モ ー タ 標 的 の 間 の ダ イ ナ ミ ッ ク な 関 係 を 分 析 す る の に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に よ り 、 組 織 サ ン プ ル の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と ゲ ノ ム 配 列 の 発 現 を 評 価 す る た
め の 高 ス ル ー プ ッ ト 法 で あ っ て 、 発 現 可 能 な 遺 伝 子 の エ キ ソ ン 配 列 ま た は そ の 一 部 を そ れ
ぞ れ が 含 む CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 が 表 面 に 固 着 さ れ て い る 単 一 の マ イ
ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 を 使 用 し 、 そ の 断 片 群 に 、 組 織 サ ン プ ル の CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム D
NAに 由 来 す る 標 的 配 列 と 、 そ の 組 織 サ ン プ ル の mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と を 、 検 出 可 能 に
標 識 し て か ら ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 含 ん で お り 、 発 現 可 能 な 各 遺 伝 子 を 表 わ す プ ロ
ー ブ と 上 記 標 的 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 程 度 が 、 組 織 サ ン プ ル 中 の メ チ ル 化 さ れ た ゲ ノ ム Cp
G配 列 の 存 在 と 遺 伝 子 の 発 現 を そ れ ぞ れ 反 映 し て い る た め 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複
製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と 遺 伝 子 の 発 現 の 両 方 が
少 な く と も 部 分 的 に 評 価 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の 方 法 が さ ら に 、 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に 第 2の 組 織 サ ン プ ル の CpGリ
ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と 、 そ の 第 2の 組 織 サ ン プ ル の mRNAに 由 来 す る 標 的 配
列 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 含 み 、 そ の と き 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル
の DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 識 別 可 能 に 標 識 し て 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に
同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル の mRNAに 由 来 す る 標
的 配 列 を 識 別 可 能 に 標 識 し て 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る こ と に よ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能 な 特 定 の 遺 伝
子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と ゲ ノ ム の 発 現 の 両 方 に 関 し て 組 織 サ ン プ ル 間 の 差 を 少 な く と
も 部 分 的 に 評 価 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル が 異 な っ て お り 、 テ ス
ト 組 織 サ ン プ ル と 対 照 組 織 サ ン プ ル に 対 応 す る 。 テ ス ト 組 織 サ ン プ ル が が ん 組 織 に 対 応 し
、 対 照 組 織 サ ン プ ル が 正 常 組 織 に 対 応 す る こ と が 好 ま し く 、 両 方 の サ ン プ ル は 同 じ タ イ プ
の 組 織 に 対 応 し て い て よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル が 同 じ で あ り 、 組 織 サ ン プ
ル の 1つ を 脱 メ チ ル 化 剤 で 処 理 し た 後 、 処 理 し た 組 織 サ ン プ ル か ら ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る Cp
Gリ ッ チ な 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 調 製 す る 操 作 を さ ら に 含 み 、 そ の こ と に
よ っ て 、 脱 メ チ ル 化 剤 が 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能 な 特 定 の
遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と ゲ ノ ム の 発 現 の 少 な く と も 一 方 に 対 し て 及 ぼ す 効 果 を 少
な く と も 部 分 的 に 評 価 し 、 そ の こ と に よ っ て 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 評 価 を 行 な う 。 脱 メ
チ ル 化 剤 に は 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン が 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ は 、 1つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ と 第 1エ キ ソ ン の 一 部 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ
ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ は 、 CpG島 配 列 ま た は そ の 一 部 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 固 着 し た CpG
リ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 の そ れ ぞ れ は 、 発 現 CpG島 配 列 タ グ （ ECIST） を 含 む
こ と が 好 ま し い 。 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ
ド ・ リ ッ チ な ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 標 的 配 列 は 、 メ チ ル 化 さ れ た 1
個 以 上 の CpG配 列 を 有 す る ゲ ノ ム DNAに 対 応 す る CpGリ ッ チ な DNA断 片 を 増 幅 す る 操 作 を 含 む
方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が 好 ま し い 。 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ
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可 能 な 標 的 配 列 は 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 の 利 用 を 含 む 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が 好
ま し い 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 の 調 製 と
、 そ の 標 的 配 列 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 メ チ ル
化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 に 対 応 す る 標 的 ア ン プ リ コ ン の 生 成 を 含 む デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・
メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ DMH） 法 に よ っ て 実 施 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 の 調 製 に 、 RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 （ RLCS） 法 と RT-PCR法 の
う ち の 少 な く と も 一 方 が 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 標 的
配 列 と mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 、 単 一 の
マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 を 用 い て 順 番 に 行 な う こ と が 好 ま し い 。 別 の 方 法 で は 、 Cp
Gリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 上 記 標 的 配 列 を マ イ ク ロ ア
レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 、 複 数 の 複 製 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 並 列 に 行 な う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ り 、 組 織 サ ン プ ル の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と ゲ ノ ム 配 列
の 発 現 を 評 価 す る た め の 高 ス ル ー プ ッ ト 法 で あ っ て 、 組 織 サ ン プ ル か ら ゲ ノ ム DNAを 取 得
し 、 そ こ か ら 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 、 CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに
由 来 す る 標 的 配 列 を 調 製 す る ス テ ッ プ と ； 組 織 サ ン プ ル か ら ゲ ノ ム DNAを 取 得 し 、 そ こ か
ら 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 、 mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 調 製 す る
ス テ ッ プ と ； DNAに 由 来 す る 標 識 し た 上 記 標 的 配 列 と mRNAに 由 来 す る 標 識 し た 上 記 標 的 配
列 の 両 方 を 、 発 現 可 能 な 1つ の 遺 伝 子 の エ キ ソ ン 配 列 ま た は そ の 一 部 を そ れ ぞ れ が 含 む CpG
リ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 が 表 面 に 固 着 さ れ て い る 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た
は そ の 複 製 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ の と き 上 記 標 的 が 発 現 可 能 な 各 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 程 度 が 、 組 織 サ ン プ ル 中 の メ チ ル 化 さ れ た ゲ ノ ム CpG配 列 の 存 在 と 遺
伝 子 の 発 現 を 反 映 し て い る ス テ ッ プ と ； マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現
可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 と ゲ ノ ム の 発 現 を 、 少 な く と も 一 部 は こ の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ い て 評 価 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ り 、 上 記 の 方 法 が 、 標 的 組 織 の ア セ チ ル 化 し た ヒ
ス ト ン 関 連 DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ る 操 作 を さ ら に 含 み 、 ヒ ス ト ン に 関 係 す る こ の 標 的 配 列 が 発 現 可 能 な 各 遺 伝 子 の
プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る 程 度 が 、 遺 伝 子 に 関 係 し た ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン の
存 在 を 反 映 し て お り 、 そ の こ と に よ っ て マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現
可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 、 ゲ ノ ム の 発 現 、 遺 伝 子 に 関 係 し た ア セ チ ル
化 し た ヒ ス ト ン の う ち の 少 な く と も 1つ が 少 な く と も 部 分 的 に 評 価 さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 記 の 方 法 が 、 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 に 第 2の 組 織 サ ン プ ル の CpGリ ッ チ
な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と 、 そ の 第 2の 組 織 サ ン プ ル の mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と
、 そ の 第 2の 組 織 サ ン プ ル の ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン 結 合 DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と を ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を さ ら に 含 み 、 そ の と き 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル の
各 標 的 配 列 を 識 別 可 能 に 標 識 し 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に 単 一 の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製
に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る
発 現 可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 、 ゲ ノ ム の 発 現 、 遺 伝 子 に 結 合 し た ヒ ス
ト ン の ア セ チ ル 化 の い ず れ か に 関 し て 組 織 サ ン プ ル 間 の 差 を 少 な く と も 部 分 的 に 評 価 で き
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 第 1の 組 織 サ ン プ ル と 第 2の 組 織 サ ン プ ル が 同 じ で あ り 、 組
織 サ ン プ ル の 1つ を 脱 メ チ ル 化 剤 と ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ 阻 害 剤 の 少 な く と も 一 方 で 処
理 し た 後 、 処 理 し た 組 織 サ ン プ ル か ら mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 と ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン
結 合 DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 を 調 製 す る 操 作 を さ ら に 含 み 、 そ の こ と に よ っ て 、 脱 メ チ ル
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化 剤 と ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が 、 単 独 で 、 あ る い は 組 み 合 わ せ と し て 、 マ イ ク ロ
ア レ イ ま た は そ の 複 製 の 表 面 に あ る 発 現 可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム CpGの メ チ ル 化 、 ゲ
ノ ム の 発 現 、 遺 伝 子 に 結 合 し た ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 の う ち の 少 な く と も 1つ に 対 し て 及
ぼ す 効 果 を 少 な く と も 部 分 的 に 評 価 し 、 そ の こ と に よ っ て エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な イ ベ ン ト
相 互 の 関 係 を 評 価 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 脱 メ チ ル 化 剤 が 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で あ り 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が
ト リ コ ス タ チ ン Aで あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 発 現 可 能 な 遺 伝 子 の エ キ ソ ン 配 列 ま た は そ の 一 部 を そ れ ぞ れ が 含 む 複 数
の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 が 表 面 に 固 着 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ が 提 供 さ れ る 。 固 着 し た CpG
リ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 は 、 1つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ と 第 1エ キ ソ ン の 一 部
を 含 む こ と が 好 ま し い 。 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 は 、 CpG島 配 列
ま た は そ の 一 部 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断
片 は 、 発 現 CpG島 配 列 タ グ （ ECIST） を 含 む こ と が 好 ま し い 。 固 着 し た CpGリ ッ チ な 複 数 の
ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
【 ０ ０ ５ １ 】
略 語 と 定 義
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 “ DMH” は 、 高 ス ル ー プ ッ ト ・ デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
法 の 略 号 で あ る （ Huang, T.H.-M.他 、 Hum. Mol. Genet.、 第 8巻 、 459～ 470ペ ー ジ 、 1999
年 ； 出 願 人 が 2000年 2月 4日 に 出 願 さ れ 、 2003年 3月 7日 に 承 認 通 知 を 受 領 し た ア メ リ カ 合 衆
国 特 許 出 願 シ リ ア ル 番 号 第 09/497,855号 も 参 照 の こ と 、 な お こ の 出 願 は 、 参 考 と し て そ の
全 体 が こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る ） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 “ ECIST” は 、 発 現 CpG島 配 列 タ グ の 略 号 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 “ DAC” す な わ ち “ デ オ キ シ C” は 、 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン の 略 号 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 “ aa-dUTP” は 、 ア ミ ノ -ア リ ル dUTPの 略 号 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 “ SAM” は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 有 意 分 析 、 あ る い は 特 別 な 文 脈 で は S-ア デ ノ シ ル メ チ オ
ニ ン を 意 味 す る 略 号 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 “ RACE” は 、 従 来 の cDNA末 端 高 速 増 幅 法 を 意 味 す る 略 号 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 “ MBD” と い う 用 語 は 、 メ チ ル -CpG結 合 ド メ イ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 “ HDAC” と い う 用 語 は 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 “ TSA” と い う 用 語 は 、 ト リ コ ス タ チ ン Aを 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 “ RLCS” と い う 用 語 は 、 RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 法 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 “ ChIP” と い う 用 語 は 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 “ COBRA” と い う 用 語 は 、 亜 硫 酸 水 素 塩 と 制 限 酵 素 を 組 み 合 わ せ た 分 析 法 を 意 味 す る （ X
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iongと Laird、 Nucleic Acids Res.、 第 25巻 、 2532～ 2534ペ ー ジ 、 1997年 ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 “ DNMT1” と い う 用 語 は 、 DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 “ ア ン プ リ コ ン ” は 、 細 胞 ま た は 組 織 に 対 応 す る 増 幅 さ れ た 核 酸 配 列 の こ と で あ り 、 こ
の 明 細 書 に 記 載 し た よ う な マ イ ク ロ ア レ イ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 標 的 （ 例 え ば 固 定 化
し た ECISTプ ロ ー ブ ） と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 “ CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ ” ま た は “ CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム ・ プ ロ ー ブ 断 片 ” と い う
表 現 は 、 “ GC含 量 ” が 0.5以 上 （ す な わ ち グ ア ニ ン ＋ シ ト シ ン が 50％ 以 上 ） の ゲ ノ ム DNA配
列 に 対 応 す る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ と し て は 、 固 体 支 持 体 （ 特 に 、 こ
の 明 細 書 に 記 載 し た マ イ ク ロ ア レ イ の 実 施 例 ） に 固 着 さ れ た プ ロ ー ブ が 挙 げ ら れ る 。 こ の
よ う な プ ロ ー ブ に は 、 以 下 に 定 義 す る “ CpG島 ” も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 “ CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNA” と い う 表 現 は 、 “ GC含 量 ” が 0.5以 上 （ す な わ ち グ ア ニ ン ＋
シ ト シ ン が 50％ 以 上 ） の ゲ ノ ム DNA配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 “ CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 ” と い う 表 現 は 、 “ CpGリ ッ チ な ゲ ノ ム DNA
” に 対 応 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 標 的 配 列 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 標 的 配 列 と し て は
、 例 え ば 、 ゲ ノ ム DNAま た は ゲ ノ ム DNA断 片 を 増 幅 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 標 的 配 列 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 “ mRNAに 由 来 す る 標 的 配 列 ” と い う 表 現 は 、 発 現 ゲ ノ ム 配 列 （ す な わ ち mRNA） に 対 応 す
る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 標 的 配 列 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 標 的 配 列 と し て は 、 例 え ば 、
従 来 の RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 （ RLCS） 法 で 調 製 し た 標 的 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 mRNAに 由
来 す る 標 的 配 列 を 調 製 す る の に 用 い る 方 法 で は 、 第 1エ キ ソ ン を 含 む mRNAの 5'末 端 配 列 が
維 持 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 “ 標 的 組 織 の ア セ チ ル 化 さ れ た ヒ ス ト ン に 結 合 し た DNAに 由 来 す る 標 的 配 列 ” と い う 表
現 は 、 ア セ チ ル 化 さ れ た ヒ ス ト ン に 関 係 す る （ ア セ チ ル 化 さ れ た ヒ ス ト ン と 複 合 体 を 形 成
す る ） ゲ ノ ム 配 列 に 対 応 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 標 的 配 列 を 意 味 す る 。 こ の 結 合 ま た
は 複 合 体 化 は 、 ア セ チ ル 化 さ れ た ヒ ス ト ン H3ま た は ヒ ス ト ン H4と の 間 に な さ れ る こ と が 好
ま し い 。 こ の ア セ チ ル 化 さ れ た ヒ ス ト ン は 、 1つ の 遺 伝 子 の CpGリ ッ チ な プ ロ モ ー タ 領 域 と
、 あ る い は 1つ の 遺 伝 子 の 1つ の エ キ ソ ン と 、 あ る い は そ の 両 方 と 関 係 し て い る こ と 、 あ る
い は 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の ア セ チ ル 化 さ れ た ヒ ス ト ン は 、 CpG島 と 、 あ
る い は そ の 一 部 で 1つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ 領 域 に 対 応 す る 部 分 と 結 合 し て い る こ と 、 あ
る い は 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 標 的 配 列 は 、 例 え ば Weinmanら の 方
法 （ Genes Dev.、 第 16巻 、 235～ 244ペ ー ジ 、 2002年 ） を 利 用 し て 調 製 す る 。 た だ し 、 抗 E2
F1抗 体 を 用 い る 代 わ り に 、 ア セ チ ル 化 さ れ た ヒ ス ト ン と DNAの 複 合 体 を 免 疫 沈 降 さ せ る た
め に 抗 ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン 抗 体 を 使 用 す る 。 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ の よ
う な 標 的 配 列 は 、 テ ス ト す る 組 織 サ ン プ ル を 脱 メ チ ル 化 剤 と ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ 阻 害
剤 の 少 な く と も 一 方 で 処 理 し た 前 と 後 の 両 方 に 調 製 し 、 本 発 明 の ECISTマ イ ク ロ ア レ イ を
用 い て 競 合 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ る の に 用 い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 “ 観 測 値 ／ 予 測 値 の 比 ” （ “ O/E比 ” ） と は 、 特 定 の DNA配 列 に 含 ま れ る CpGジ ヌ ク レ オ
チ ド の 頻 度 を 意 味 し 、 ［ CpG部 位 の 数 ／ （ C塩 基 の 数 × G塩 基 の 数 ） ］ × 各 断 片 の バ ン ド 長
に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 “ CpG島 ” と は 、 （ 1） CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 頻 度 が “ 観 測 値 ／ 予 測 値 の 比 ” >0.6に 対 応
す る こ と と 、 （ 2） “ GC含 量 ” >0.5で あ る こ と の 両 方 の 条 件 を 満 た す ゲ ノ ム DNAの 連 続 領 域
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を 意 味 す る 。 CpG島 は 、 一 般 に 、 長 さ が 約 0.2～ 約 1kb、 約 0.2～ 約 2kb、 約 0.2～ 約 3kbの い
ず れ か で あ る が 、 必 ず し も そ う な っ て い る と は 限 ら な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 “ メ チ ル 化 状 態 ” と は 、 DNA配 列 内 の 1つ ま た は 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に 5-メ チ ル シ
ト シ ン （ “ 5-mCyt” ） が 存 在 し て い る か 不 在 で あ る か を 意 味 す る 。 あ る DNA配 列 内 の 1つ 以
上 の 特 定 の パ リ ン ド ロ ー ム CpGメ チ ル 化 部 位 （ そ れ ぞ れ が 2つ の CpG CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る ） に お け る メ チ ル 化 状 態 と し て は 、 “ 非 メ チ ル 化 ” 、 “ 完 全 メ チ ル 化 ” 、 “ 半
メ チ ル 化 ” が あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 “ 半 メ チ ル 化 ” と い う 用 語 は 、 パ リ ン ド ロ ー ム CpGメ チ ル 化 部 位 の メ チ ル 化 状 態 の う ち
、 パ リ ン ド ロ ー ム CpGメ チ ル 化 部 位 の 2つ あ る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 方 に お け る 1つ の
シ ト シ ン だ け が メ チ ル 化 さ れ て い る 状 態 を 意 味 す る （ 例 え ば 5'-CC M GG-3'（ 上 方 の 鎖 ） ： 3
'-GGCC-5'（ 下 方 の 鎖 ） ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 “ 高 メ チ ル 化 ” と い う 用 語 は 、 テ ス ト す る DNAサ ン プ ル の DNA配 列 に 含 ま れ る 1つ ま た は
複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に 存 在 す る 5-mCytの 量 が 、 正 常 な 対 照 用 DNAサ ン プ ル 中 の 対 応 す
る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に 見 ら れ る 5-mCytの 量 と 比 べ て 増 加 し て い る こ と に 対 応 す る メ チ ル
化 状 態 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 “ 低 メ チ ル 化 ” と い う 用 語 は 、 テ ス ト す る DNAサ ン プ ル の DNA配 列 に 含 ま れ る 1つ ま た は
複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に 存 在 す る 5-mCytの 量 が 、 正 常 な 対 照 用 DNAサ ン プ ル 中 の 対 応 す
る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に 見 ら れ る 5-mCytの 量 と 比 べ て 減 少 し て い る こ と に 対 応 す る メ チ ル
化 状 態 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 “ 新 規 メ チ ル 化 ” と い う 用 語 は 、 （ パ リ ン ド ロ ー ム CpGメ チ ル 化 部 位 内 の ） 合 成 後 に メ
チ ル 化 さ れ て い な い CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 完 全 に メ チ ル 化 さ れ た CpG配 列 に 変 換 さ れ る
こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 “ 維 持 メ チ ル 化 ” と い う 用 語 は 、 （ パ リ ン ド ロ ー ム CpGメ チ ル 化 部 位 内 の ） 合 成 後 に 半
メ チ ル 化 さ れ て い る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 完 全 に メ チ ル 化 さ れ た CpG配 列 に 変 換 さ れ る
こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 “ マ イ ク ロ ア レ イ ” と い う 用 語 は 、 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る よ う に 、 広 く 「 DNAマ イ ク
ロ ア レ イ 」 と 「 DNAチ ッ プ 」 の 両 方 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 に は 、 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る
あ ら ゆ る 固 体 支 持 体 と 、 核 酸 分 子 を そ の 固 体 支 持 体 に 固 着 さ せ る あ ら ゆ る 方 法 、 核 酸 分 子
を そ の 固 体 支 持 体 上 で 合 成 す る あ ら ゆ る 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 分 子 レ ベ ル で の 核 酸 の 操 作 を 含 む こ の 明 細 書 に 開 示 し た 手 続 き は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ
る 。 一 般 的 な 文 献 と し て 、 Fredrick M. Ausbel他 、 1995年 、 『 分 子 生 物 学 に お け る 簡 単 な
プ ロ ト コ ル 』 （ ジ ョ ン ・ ワ イ リ ー ・ ア ン ド ・ サ ン ズ 社 ） と 、 Joseph Sambrook他 、 1989年
、 『 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 、 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 』 、 第 2版 （ コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー
・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ プ レ ス 社 ） を 参 照 の こ と 。 な お こ れ ら 文 献 の 内 容 は 、 参 考 と し て こ の 明
細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 DNAの 高 メ チ ル 化 と 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 二 重 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な う た め の ECISTマ
イ ク ロ ア レ イ ； ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ は 、 固 体 支 持 体 に 固 着 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
リ ッ チ な 多 数 の 断 片 を 備 え て い る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 固 体 支 持 体 に 固 着 さ れ た Cp
Gジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 リ ッ チ な 断 片 を 利 用 し て 、 特 に 細 胞 （ ゲ ノ ム DNA） 内 に メ チ ル 化 部 位
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が 存 在 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る 。 さ ら に 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 と し て は 、 C
pGジ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 配 列 を 少 な く と も 50％ 含 ん で い て 、 長 さ が 約 0.2～ 約 1kbで あ る 任
意 の 核 酸 断 片 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 固 着 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 リ ッ チ な 断 片 は 、 以 下 に 説
明 す る よ う に 、 発 現 CpG島 配 列 タ グ （ ECIST） を 含 ん で い る 。 固 着 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 リ ッ チ な 断 片 は 、 本 発 明 に よ る と 、 ゲ ノ ム DNAの メ チ ル 化 と 遺 伝 子 発 現 の 両 方 を 高
ス ル ー プ ッ ト で 分 析 す る の に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 固 体 支 持 体 に 固 着 さ せ る CpGジ ヌ ク
レ オ チ ド 断 片 の 選 択 は 、 配 列 ID番 号 1、 配 列 ID番 号 2、 配 列 ID番 号 3、 配 列 ID番 号 4、 配 列 ID
番 号 5、 配 列 ID番 号 6、 配 列 ID番 号 7、 配 列 ID番 号 8、 配 列 ID番 号 9、 配 列 ID番 号 10、 配 列 ID
番 号 11、 配 列 ID番 号 12、 配 列 ID番 号 13、 配 列 ID番 号 14、 配 列 ID番 号 15、 配 列 ID番 号 16、 配
列 ID番 号 17、 配 列 ID番 号 18、 配 列 ID番 号 19、 配 列 ID番 号 20、 配 列 ID番 号 21、 配 列 ID番 号 22
、 配 列 ID番 号 23、 配 列 ID番 号 24、 配 列 ID番 号 25、 配 列 ID番 号 26、 配 列 ID番 号 27、 配 列 ID番
号 28、 配 列 ID番 号 29、 配 列 ID番 号 30、 配 列 ID番 号 31、 配 列 ID番 号 32、 配 列 ID番 号 33、 配 列
ID番 号 34、 配 列 ID番 号 35、 配 列 ID番 号 36、 配 列 ID番 号 37、 配 列 ID番 号 38、 配 列 ID番 号 39、
配 列 ID番 号 40、 配 列 ID番 号 41、 配 列 ID番 号 42、 配 列 ID番 号 43、 配 列 ID番 号 44、 配 列 ID番 号
45、 配 列 ID番 号 46の 中 か ら 行 な う 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 は 、 ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ （ よ り 好 ま し い の は 、 CpGジ ヌ ク レ オ
チ ド の 濃 度 を 大 き く し た ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ ） か ら 選 択 し た DNAク ロ ー ン に 由 来 す る こ と
が 好 ま し い 。 そ の よ う に CpGジ ヌ ク レ オ チ ド が 多 い ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ の 具 体 例 は 、 CGIラ
イ ブ ラ リ 、 鳥 類 の CGIラ イ ブ ラ リ 、 マ ウ ス の CGIラ イ ブ ラ リ で あ り 、 ど れ も イ ギ リ ス ・ ヒ ト
ゲ ノ ム ・ セ ン タ ー か ら 入 手 で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 断 片 は CGIラ イ ブ ラ リ の D
NAク ロ ー ン に 由 来 し 、 そ れ 自 体 が CpG島 ま た は そ の 一 部 に な っ て い る 。 好 ま し い 実 施 態 様
で は 、 そ の CpG島 を 含 む 断 片 が ECISTで あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 核 酸 の 断 片 が あ ら か じ め 存 在 し て い る ラ イ ブ ラ リ （ 例 え ば CGIラ イ ブ ラ リ ） の DNAク ロ ー
ン に 由 来 す る 場 合 に は 、 そ の ラ イ ブ ラ リ を 酵 素 で あ ら か じ め ス ク リ ー ニ ン グ し て 反 復 配 列
を 除 去 す る こ と が 好 ま し い 。 反 復 配 列 は 、 ゲ ノ ム 全 体 に 散 ら ば っ て い る 未 知 機 能 の 何 千 も
の 短 い DNAで あ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ プ ロ セ ス を 潜 在 的 に 阻 害 す る 可 能 性 が あ る
。 好 ま し い 方 法 で は 、 Alulフ ァ ミ リ ー や Kpnlフ ァ ミ リ ー な ど の 反 復 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る Cot-1法 を 利 用 す る 。 次 に 、 Cot-1ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル が マ イ ナ ス ま た
は 弱 い プ ラ ス で あ る DNAク ロ ー ン を 選 択 し て 増 幅 す る （ す な わ ち Cot-1 DNAに 対 し て プ ラ ス
の ク ロ ー ン は 選 択 さ れ な い ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 選 択 し た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 核 酸 の 断 片 は 、 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る 増 幅 法 で 増 幅 す る
。 出 発 材 料 と な る 核 酸 の 鋳 型 と し て 、 標 的 DNA配 列 （ 例 え ば CpG島 ま た は そ の 一 部 ） を 含 む
特 別 な 核 酸 配 列 、 あ る い は 標 的 DNA配 列 に 対 応 す る 特 別 な 核 酸 配 列 を 含 む 任 意 の 核 酸 サ ン
プ ル が 用 い ら れ る 。 し た が っ て 増 幅 法 で は DNAま た は RNAを 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の DN
Aま た は RNAは 、 二 本 鎖 で も 一 本 鎖 で も よ い 。 RNAを 鋳 型 と し て 用 い る 場 合 に は 、 従 来 技 術
で 知 ら れ て い る 酵 素 、 お よ び ／ ま た は 鋳 型 を DNAに 逆 転 写 す る た め の 最 適 条 件 を 利 用 す る
。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 適 切 な イ ン ビ ト ロ 増 幅 法 と し て は 、 ポ リ メ ー ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 法 、 転 写 に 基 づ い
た 増 幅 系 （ TAS） 、 自 己 維 持 配 列 複 製 系 （ 3SR） 、 連 結 増 幅 反 応 （ LAR） 法 、 QB RNA複 製 系
、 ラ ン ・ オ フ 転 写 法 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ で す べ て と い う わ け で は な い 。 好 ま し い 増
幅 法 は 、 少 な い 反 応 ス テ ッ プ 数 で 指 数 関 数 的 な 量 の 標 的 遺 伝 子 座 （ 例 え ば CpG島 ま た は そ
の 一 部 ） が 生 み 出 さ れ る 酵 素 連 鎖 反 応 を 含 む PCR法 で あ る 。 PCR増 幅 法 や 、 PCRを 変 形 し た
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他 の 多 く の 方 法 は 公 知 で あ り 、 多 く の 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば Saiki他 、 Science、
第 239巻 、 487～ 491ペ ー ジ 、 1988年 ； ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,682,195号 、 第 4,683,202号
、 第 4,800,159号 を 参 照 の こ と 。 な お こ れ ら の 文 献 は 、 参 考 と し て こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま
れ て い る も の と す る ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 一 般 に 、 選 択 し た DNAク ロ ー ン を 変 性 さ せ て 一 本 鎖 を 形 成 し 、 そ れ を 鋳 型 と し て 用 い る
。 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー は 、 マ イ ナ ス （ -） 鎖 と 実 質 的 に 相 補 的 で あ り 、
別 の プ ラ イ マ ー は 、 プ ラ ス （ +） 鎖 と 実 質 的 に 相 補 的 で あ る 。 DNAプ ラ イ マ ー は 、 プ ラ イ マ
ー 伸 長 産 物 の 合 成 を 開 始 さ せ る こ と の で き る DNA配 列 で あ る 。 標 的 核 酸 配 列 の そ れ ぞ れ の
鎖 と “ 実 質 的 に 相 補 的 な ” プ ラ イ マ ー は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 好 ま し い 条 件 下 （ 例 え ば
pH、 塩 、 カ チ オ ン 、 温 度 に 関 す る 公 知 の 条 件 ） で そ れ ぞ れ の 核 酸 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
こ と に な る 。 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る よ う に 、 そ の よ う な 条 件 は 、 例 え ば プ ラ イ マ ー 配 列
の サ イ ズ と GC含 量 を 反 映 し て い る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 増 幅 ス テ ッ プ で 使 用 す る プ ラ
イ マ ー は 、 HGMP3558： 5'-CGG CGG CCT GCA GGT CTG ACC TTA A（ 配 列 ID番 号 47） と HGMP35
59： 5'-AAC GCG TTG GGA GCT CTC CCT TAA（ 配 列 ID番 号 48） で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 プ ラ イ マ ー を ア ニ ー ル し て 変 性 し た DNA鋳 型 に し た 後 、 酵 素 を 用 い て 伸 長 さ せ る と 、 CpG
島 が 含 ま れ た 標 的 DNA配 列 を 含 む 新 た に 合 成 さ れ た +鎖 と -鎖 が 得 ら れ る 。 こ の ア ニ ー ル ・
プ ロ セ ス は 、 緩 衝 水 溶 液 の 中 で プ ラ イ マ ー を DNA配 列 の 鋳 型 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と か ら な る 。 次 に 、 DNA鋳 型 と プ ラ イ マ ー を 含 む こ の 緩 衝 混 合 物 を 、 D
NAの 相 補 的 な 2本 の 鎖 を 分 離 さ せ る の に 十 分 な 温 度 ま で 加 熱 す る 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で
は 、 DNA鋳 型 と プ ラ イ マ ー を 含 む こ の 混 合 物 を 約 1～ 10分 間 （ よ り 好 ま し く は 1～ 4分 間 ） に
わ た っ て 約 90～ 100℃ に 加 熱 し て DNA鋳 型 を 変 性 さ せ 、 一 本 鎖 を 形 成 す る 。 次 に 、 こ の 混 合
物 を 、 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 ま た は 配 列 に 隣 接 す る 配 列 に プ ラ イ マ ー が 特 異 的 に ア ニ ー
ル で き る 温 度 ま で 冷 却 す る 。 こ の 混 合 物 は 、 約 1～ 5分 間 に わ た っ て 50～ 60℃ に 冷 却 す る こ
と が 好 ま し い 。 DNA鋳 型 に 効 果 的 に ア ニ ー ル さ せ る 上 で 、 プ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
が DNA鋳 型 の 対 応 部 分 と 完 全 に 相 補 的 で あ る 必 要 は な い こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 次 に 、 プ ラ イ マ ー を 伸 長 さ せ る 酵 素 を 添 加 し て プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 を 開 始 さ せ 、 新 た に
合 成 さ れ た DNA鎖 を 産 生 さ せ る 。 プ ラ イ マ ー を 伸 長 さ せ る 酵 素 と し て は 、 熱 に 対 し て 安 定
で 、 各 変 性 サ イ ク ル の 後 に 酵 素 を 添 加 す る 必 要 の な い 酵 素 （ 例 え ば （ 超 好 熱 性 古 細 菌 パ イ
ロ コ ッ カ ス ・ ウ ォ エ セ イ か ら の ） pwoDNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 テ ル ム ス ・ ア ク ア テ ィ ク ス DNAポ
リ メ ラ ー ゼ 、 テ ル モ コ ッ カ ス ・ リ ト ラ リ ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ ） を 使 用 す る こ と が 好 ま し い
。 使 用 可 能 な 好 ま し い 他 の 増 幅 用 酵 素 と し て は 、 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ I、 大 腸 菌 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ 断 片 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 テ ル ム ス ・ ア
ク ア テ ィ ク ス （ Taq） DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 SP6 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T3 
RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ 、 ト リ 骨 髄 芽 球 腫 ウ イ ル ス の 逆 転 写 酵 素
、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス の 逆 転 写 酵 素 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ 、 大 腸 菌 DNAリ ガ ー ゼ 、 Q
Bレ プ リ カ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ で す べ て と い う わ け で は な い 。 次 に 、 反 応 混 合
物 の 温 度 を 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ が DNAを 伸 長 さ せ る の に 最 適 な 値 に 設 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 新 た に 合 成 さ れ た 鎖 を 鋳 型 と し て 用 い て 増 幅 サ イ ク ル を 繰 り 返 す 。 し た が っ て PCRは 、 D
NAを 溶 融 さ せ 、 ア ニ ー ル し 、 伸 長 さ せ る と い う サ イ ク ル を 多 数 回 繰 り 返 し て 標 的 CpG島 を
含 む 標 的 DNA配 列 を 指 数 関 数 的 に 作 り 出 す こ と か ら な る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 増 幅 後 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を 用 い た 消 化 に よ っ て 増 幅 産 物 の メ チ ル 化 感 受 性 部 位
を 同 定 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な メ チ ル 化 感 受 性 酵 素 と し て は 、 メ チ ル 化 さ れ て い
な い CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 を 消 化 す る BstU I、 SmaI、 SacII、 EagI、 MspI、 HpaII、 HhaI
、 BssHIIな ど が あ る 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 BstU Iを 使 用 す る 。 メ チ ル 化 感 受 性 部 位
を 含 む プ ラ ス の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 核 酸 断 片 を 利 用 し て デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ

10

20

30

40

50

(19) JP 2005-522224 A 2005.7.28



イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ DMH） を 行 な い 、 DNAの メ チ ル 化 を 高 ス ル ー プ ッ ト で 分 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 従 来 法 を 利 用 し 、 増 幅 し た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 を 変 性 さ せ 、 固 体 支 持 体
に 移 し 、 そ の 表 面 に 固 定 化 す る 。 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 を 固 体 支 持 体 に 架 橋
さ せ る の に 使 用 で き る 方 法 と し て は 、 UV光 、 ポ リ -L-リ シ ン 処 理 、 熱 な ど が 挙 げ ら れ る が
、 こ れ で す べ て と い う わ け で は な い 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 増 幅 し た CpGジ ヌ ク レ オ
チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 を UV光 を 利 用 し て 変 性 さ せ 、 固 体 支 持 体 に 移 し 、 そ の 表 面 に 固 定 化 す
る と 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 が 固 体 支 持 体 に 架 橋 す る 。 ど の ア ッ セ イ に す る
か に よ っ て 異 な る が 、 増 幅 し た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 を 少 な く と も 約 20個 固
体 支 持 体 に 移 し て そ の 表 面 に 固 定 化 す る 。 こ の 個 数 は 、 少 な く と も 約 100個 で あ る こ と が
好 ま し く 、 少 な く と も 約 500個 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 少 な く と も 約 1,000個 で あ る こ
と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 固 体 支 持 体 に 固 着 し た Cp
Gジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 は 、 発 現 配 列 を 含 む CpG島 で あ る 。 こ の 明 細 書 で は 、 今 後
、 発 現 配 列 を 含 む CpG島 の 断 片 を 発 現 CpG島 配 列 タ グ （ ECIST） と 呼 ぶ 。 好 ま し い 一 実 施 態
様 で は 、 ECIST断 片 は 、 1つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ と 第 1エ キ ソ ン の 一 部 を 含 ん で い る 。 一
般 に 、 各 ECIST断 片 の 長 さ は 少 な く と も 約 0.3kbで あ る 。 こ の 長 さ は 約 0.4～ 0.5kbで あ る こ
と が 好 ま し く 、 約 0.4kbで あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 ス ク リ ー
ニ ン グ ・ ア レ イ の 固 体 支 持 体 に 固 着 さ せ る ECIST断 片 は CpG島 の 断 片 で あ り 、 そ の 選 択 は 、
配 列 ID番 号 1、 配 列 ID番 号 2、 配 列 ID番 号 3、 配 列 ID番 号 4、 配 列 ID番 号 5、 配 列 ID番 号 6、 配
列 ID番 号 7、 配 列 ID番 号 8、 配 列 ID番 号 9、 配 列 ID番 号 10、 配 列 ID番 号 11、 配 列 ID番 号 12、
配 列 ID番 号 13、 配 列 ID番 号 14、 配 列 ID番 号 15、 配 列 ID番 号 16、 配 列 ID番 号 17、 配 列 ID番 号
18、 配 列 ID番 号 19、 配 列 ID番 号 20、 配 列 ID番 号 21、 配 列 ID番 号 22、 配 列 ID番 号 23、 配 列 ID
番 号 24、 配 列 ID番 号 25、 配 列 ID番 号 26、 配 列 ID番 号 27、 配 列 ID番 号 28、 配 列 ID番 号 29、 配
列 ID番 号 30、 配 列 ID番 号 31、 配 列 ID番 号 32、 配 列 ID番 号 33、 配 列 ID番 号 34、 配 列 ID番 号 35
、 配 列 ID番 号 36、 配 列 ID番 号 37、 配 列 ID番 号 38、 配 列 ID番 号 39、 配 列 ID番 号 40、 配 列 ID番
号 41、 配 列 ID番 号 42、 配 列 ID番 号 43、 配 列 ID番 号 44、 配 列 ID番 号 45、 配 列 ID番 号 46の 中 か
ら 行 な う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ECIST断 片 は 、 DNAク ロ ー ン を ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 し て 上 記 の よ う に し て 増 幅 し
た 後 に 同 定 す る と よ い 。 ECIST断 片 は 、 増 幅 し た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 を 膜 に
移 し 、 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い て そ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と に よ り 、 調 べ る サ ン プ ル の 中 で 発 現 し て い る 配 列 を 含 む CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ
チ な 断 片 を 検 出 す る 。 ECIST断 片 を 検 出 す る の に 用 い る 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 任 意 の 供 給 源 （
例 え ば 乳 房 組 織 、 大 腸 組 織 、 卵 巣 組 織 、 肺 組 織 、 前 立 腺 組 織 ） か ら の も の が 可 能 で あ り 、
従 来 技 術 で 知 ら れ て い る 多 彩 な 方 法 で 抽 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 核 酸 プ ロ ー ブ と し
て は 、 遺 伝 子 の DNA、 cDNA、 RNA； 上 記 標 的 配 列 の う ち の 少 な く と も 1つ を 含 む 遺 伝 子 断 片
； そ の よ う な cDNA断 片 に 対 応 す る RNA断 片 が 可 能 で あ る 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 ECIST
断 片 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 用 い る 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 cDNAプ ロ ー ブ で あ る 。 増 幅 し た Cp
Gジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 に 対 す る 核 酸 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ
ナ ル が プ ラ ス で あ る と い う こ と は 、 ECIST断 片 が 存 在 し て い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ECIST断 片 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な っ た 後 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を
用 い た 消 化 に よ っ て 増 幅 産 物 の メ チ ル 化 感 受 性 部 位 を 同 定 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う
な メ チ ル 化 感 受 性 酵 素 と し て は 、 メ チ ル 化 さ れ て い な い CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 を 消 化 す
る BstU I、 SmaI、 SacII、 EagI、 MspI、 HpaII、 HhaI、 BssHIIな ど が あ る 。 好 ま し い 一 実 施
態 様 で は 、 BstU Iを 使 用 す る 。 メ チ ル 化 感 受 性 部 位 を 含 む プ ラ ス の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 核
酸 断 片 が 、 DMH分 析 に 使 用 す る ECIST断 片 で あ る 。 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 が ECIST断 片 で あ
る 場 合 に は 、 消 化 さ れ な い 核 酸 断 片 は 、 発 現 し た 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ と 第 1エ キ ソ ン の 一
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部 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 従 来 法 を 利 用 し 、 ECIST断 片 を 変 性 さ せ 、 固 体 支 持 体 に 移 し 、 そ の 表 面 に 固 定 化 す る 。 E
CIST断 片 を 固 体 支 持 体 に 架 橋 さ せ る の に 使 用 で き る 方 法 と し て は 、 UV光 、 ポ リ -L-リ シ ン
処 理 、 熱 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ で す べ て と い う わ け で は な い 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で
は 、 ECIST断 片 を 変 性 さ せ 、 固 体 支 持 体 に 移 し 、 そ の 表 面 に 固 定 化 し 、 UV光 を 利 用 し て ECI
ST断 片 を 固 体 支 持 体 に 架 橋 さ せ る 。 ど の ア ッ セ イ に す る か に よ っ て 異 な る が 、 ECIST断 片
を 少 な く と も 約 20個 固 体 支 持 体 に 移 し て そ の 表 面 に 固 定 化 す る 。 こ の 個 数 は 、 少 な く と も
約 100個 で あ る こ と が 好 ま し く 、 少 な く と も 約 500個 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 少 な く と
も 約 1,000個 で あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 固 体 支 持 体 に 固 着 し た ECIST断 片 は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し て あ る 固 着 し た CpGジ ヌ ク レ オ
チ ド ・ リ ッ チ な 他 の 断 片 と 同 様 、 細 胞 サ ン プ ル （ ゲ ノ ム DNAサ ン プ ル ） 中 に メ チ ル 化 さ れ
た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 部 位 が 存 在 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る の に 使 用 す る 。 さ ら に
、 本 発 明 に よ れ ば 、 ECIST配 列 の エ キ ソ ン 含 有 部 分 を 用 い る と 、 テ ス ト し て い る 細 胞 サ ン
プ ル 中 の 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 別 の 方 法 と し て 、 当 業 者 で あ れ ば わ か る よ う に 、 ECIST断 片 と 非 ECIST断 片 の 両 方 を 含 む
一 般 的 な ア レ イ を 上 記 の よ う に し て あ ら か じ め ス ク リ ー ニ ン グ し て ECISTを 同 定 し た 後 、
そ の 混 合 ア レ イ を 用 い て メ チ ル 化 と 発 現 の 両 方 を 分 析 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 発 現 し た 遺 伝 子 配 列 を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ を 作 る 方 法 で
あ っ て 、 核 酸 配 列 を 、 そ の 核 酸 配 列 を 消 化 し て CpG島 が 保 存 さ れ た 断 片 群 に す る 酵 素 と 接
触 さ せ ； そ の 断 片 群 を 増 幅 し て 複 数 の CpG島 断 片 群 を 形 成 し ； 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い て そ の
複 数 の CpG島 断 片 群 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 発 現 配 列 を 含 む CpG島 断 片 群 を 同 定
し ； 発 現 配 列 を 含 む CpG島 断 片 群 を ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 固 体 支 持 体 に 固 着 さ せ る 操
作 を 含 む 方 法 を 対 象 と す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に 加 え 、 公 知 の 他 の DNA配 列 も 固 体 支 持 体 の 表 面 に 配 置 す る こ と
に よ り 、 オ リ エ ン テ ー シ ョ ン 用 マ ー ク に す る と と も に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ
ル の 強 度 の 基 準 に す る こ と が で き る 。 例 え ば ER、 WT1、 Rb、 p16に 関 す る CpGジ ヌ ク レ オ チ
ド 断 片 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 で は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 を 付 着 さ せ る こ と の で き る 任 意 の 固 体
支 持 体 を 用 い る こ と が で き る 。 適 切 な 固 体 支 持 体 材 料 の 具 体 例 と し て は 、 ケ イ 酸 塩 （ 例 え
ば ガ ラ ス 、 シ リ カ ゲ ル ） 、 セ ル ロ ー ス 紙 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 紙 、 ナ イ ロ ン 膜 な ど が 挙 げ ら
れ る が 、 こ れ で す べ て と い う わ け で は な い 。 固 体 支 持 体 材 料 は さ ま ざ ま な 形 態 で 使 用 す る
こ と が で き る 。 例 え ば ス ラ イ ド や 膜 に す る が 、 こ れ で す べ て と い う わ け で は な い 。 ス ラ イ
ド に は 機 能 的 な 利 点 が い く つ か あ る た め 、 固 体 支 持 体 の 好 ま し い 形 態 の 1つ で あ る 。 ス ラ
イ ド ガ ラ ス を 用 い る と 、 平 坦 で あ る た め に プ ロ ー ブ や ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 を 最 少
に す る こ と が で き る 。 ス ラ イ ド だ と 、 試 薬 を 標 的 に 付 着 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 一 定 の
温 度 に 維 持 す る こ と が 容 易 で あ り 、 洗 浄 が 容 易 で あ り 、 固 体 支 持 体 に 固 定 化 し た RNAお よ
び ／ ま た は DNAを 直 接 見 る こ と が 容 易 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 を 含 む 汎 用 DNAア レ イ ま た は 一 般 的 な DNAア レ イ を 開
発 す る と 、 さ ま ざ ま な タ イ プ の が ん の メ チ ル 化 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 用 鋳 型 と し て 用 い る こ と が で き る 。 が ん と し て は 、 乳 が ん 、 前 立 腺 が ん 、 大 腸
が ん 、 肺 が ん 、 肝 臓 が ん 、 卵 巣 が ん な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ で す べ て と い う わ け で は な
い 。 し か し 当 業 者 で あ れ ば 、 特 定 の タ イ プ の が ん に 対 し て 特 異 的 な CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・
リ ッ チ な 断 片 を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ を 開 発 す る こ と が で き よ う 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
ア ン プ リ コ ン の 調 製
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ア ン プ リ コ ン は 細 胞 ま た は 組 織 に 対 応 す る 増 幅 さ れ た 核 酸 配 列 で あ り 、 こ の 明 細 書 に 記
載 し た マ イ ク ロ ア レ イ 用 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 標 的 （ 例 え ば ECISTプ ロ ー ブ ） と し て
使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の ア ン プ リ コ ン は 、 細 胞 サ ン プ ル に 由 来 す る 増 幅 さ れ た 核 酸 配 列 の 断 片 で あ り 、
ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 を 調 べ る の に 使 用 さ れ る 。
一 般 に ア ン プ リ コ ン は 、 標 的 核 酸 配 列 の コ ピ ー を 含 む 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 の 増 幅 産 物 で あ
る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ DMH） 分 析 の 準 備 。 デ ィ フ ァ
レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ DMH） を 目 的 と し て 、 ア ン プ リ コ ン を 調
製 す る 。 ア ン プ リ コ ン は 、 サ ン プ ル か ら ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 好 ま し く は DNA） を 単 離 し て
精 製 し た 後 、 配 列 を 断 片 群 に 切 断 す る が CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 領 域 は 残 す （ 例 え
ば CpG島 は 完 全 な ま ま 残 る ） 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て こ の 単 離 ・ 精 製 し た ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 消 化 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ゲ ノ ム DNAサ ン プ ル は 、 正 常 な （ 対 照 ） 細 胞 か ら 、 あ る い は 個 人 の 原 発 性 腫 瘍 か ら 、 あ
る い は 腫 瘍 細 胞 を 含 む 臨 床 サ ン プ ル か ら 得 る こ と が で き る 。 ア ン プ リ コ ン の 調 製 に 使 用 で
き る が ん 細 胞 の タ イ プ と し て は 、 乳 が ん 、 卵 巣 が ん 、 大 腸 が ん 、 白 血 病 、 腎 臓 細 胞 が ん 、
肝 細 胞 が ん 、 肺 が ん な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ で す べ て と い う わ け で は な い 。 ゲ ノ ム DNA
サ ン プ ル は 、 任 意 の 哺 乳 動 物 の 体 液 、 分 泌 物 、 細 胞 、 組 織 の い ず れ か か ら と 、 培 養 し た 任
意 の 細 胞 ま た は 組 織 か ら 得 る こ と が で き る 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 メ チ ル 化 さ れ た Cp
Gジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン プ リ コ ン を 2セ ッ ト 調 製 す る 。 1つ の セ ッ ト は 、 基 準 と し
て 使 用 す る 非 腫 瘍 （ 対 照 ） 細 胞 に 由 来 す る DNAか ら 調 製 し 、 2番 目 の セ ッ ト は 、 腫 瘍 細 胞 か
ら 調 製 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 使 用 す る 制 限 酵 素 は 、 核 酸 配 列 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 領 域 以 外 の 領 域 に 認 識
部 位 を 有 す る 酵 素 で あ る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
う ち で CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ま な い 部 分 を 制 限 酵 素 で 消 化 さ せ て 長 さ が 約 200塩 基 未 満 の
断 片 に し た 後 、 そ の よ う な 断 片 を 廃 棄 す る 。 適 切 な 制 限 酵 素 の 具 体 例 と し て は 、 MseI、 Ts
p509I、 NlaIII、 BfaIな ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ で す べ て と い う わ け で は な い 。 よ り 好 ま
し い 一 実 施 態 様 で は 、 制 限 酵 素 MseIを 用 い て 核 酸 配 列 を 消 化 さ せ る が 、 こ の 制 限 酵 素 の TT
AAと い う 認 識 配 列 は CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 部 位 に ほ と ん ど 現 わ れ な い 。 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
で 切 断 し た 完 全 な CpG島 は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 を 少 な く と も 50％ 含 ん で い て 長 さ が
一 般 に 約 200～ 約 2,000bpの 核 酸 断 片 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 切 断 し た 完 全 な CpG島 の 開 裂 し た 端 部 に リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー を
連 結 さ せ て 増 幅 す る 。 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 切 断 し た CpG島 は 、 上 に 大 ま か に 説 明 し た 手
続 き に 従 っ て 増 幅 す る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 リ ン 酸 化 さ れ て い な い
リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー （ 例 え ば H24： 5'-AGG CAA CTG TGC TAT CCG AGG GAT（ 配 列 ID番 号 4
9） と H12： 5'-TAA TCC CTC GGA（ 配 列 ID番 号 50） ） を 用 い て PCR増 幅 の 伸 長 ス テ ッ プ を 実
施 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 増 幅 し た CpG島 に 含 ま れ る 反 復 DNA配 列 は 、 あ と で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ プ ロ セ ス を
阻 害 す る 可 能 性 が あ る た め 、 こ の よ う な 配 列 は 、 差 し 引 き ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 利
用 し て 連 結 し た DNAか ら 必 要 に 応 じ て 除 去 す る と よ い 。 反 復 配 列 の 具 体 例 は Alu Iフ ァ ミ リ
ー と Kpn Iフ ァ ミ リ ー で あ る 。 さ ま ざ ま な 差 し 引 き ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 が 公 知 に な
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っ て お り 、 多 く の 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば Akopyants他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA、 第 95巻 、 13108～ 13113ペ ー ジ 、 1998年 ； Lee J.H.と Welch D.R.、 Int. J. Cancer、
第 71巻 、 1035～ 1044ペ ー ジ 、 1997年 ； ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,591,575号 と 第 5,589,339号
を 参 照 の こ と ） 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 Cot-1を 用 い て 差 し 引 き ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 法 を 実 施 す る 。 こ の 方 法 で は 、 反 復 配 列 を 豊 富 に 含 む ヒ ト Cot-1 DNAを ニ ッ ク ト ラ ン
ス レ ー シ ョ ン し 、 ビ オ チ ン で 標 識 し 、 処 理 し た ゲ ノ ム DNAに 添 加 す る こ と が 好 ま し い （ Cra
ig他 、 Hum. Genet.、 第 100巻 、 472～ 476ペ ー ジ 、 1997年 を 参 照 の こ と 。 な お そ の 内 容 は 、
参 考 と し て こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る ） 。 次 に 、 得 ら れ た DNA混 合 物 を 精
製 し 、 変 性 さ せ 、 ビ オ チ ン で 標 識 し た 反 復 配 列 を 、 ゲ ノ ム DNAの 相 補 的 反 復 配 列 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ る 。 ビ オ チ ン は ア ビ ジ ン に 対 す る 親 和 性 が 大 き い た め 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
磁 性 粒 子 を DNA混 合 物 に 添 加 し た 場 合 に は 、 ビ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 相 互 作 用 を 通 じ
て 反 復 配 列 の ハ イ ブ リ ッ ド が 磁 性 粒 子 に 付 着 す る 。 反 復 配 列 の ハ イ ブ リ ッ ド は 、 磁 性 粒 子
分 離 装 置 を 用 い て CpG島 か ら 分 離 す る 。 CpG島 を 含 む 上 清 を 取 り 出 し 、 公 知 の 方 法 で 精 製 す
る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 そ の 結 果 と し て メ チ ル 化 さ れ た CpG島 と メ チ ル 化 さ れ て い な い CpG島 を 含 む ア ン プ リ コ ン
が 得 ら れ る の で そ の ア ン プ リ コ ン を 精 製 し 、 適 切 な メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を 用 い て 消 化
さ せ る 。 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 は 、 そ の 酵 素 の DNA認 識 部 位 が メ チ ル 化 さ れ て い な い と
き に そ の 部 位 を 切 断 す る が 、 メ チ ル 化 さ れ て い る 場 合 に は 対 応 す る DNA部 位 を 切 断 し な い
。 し た が っ て メ チ ル 化 さ れ て い な い CpG島 は 分 解 さ れ 、 対 応 す る メ チ ル 化 さ れ た CpG島 が エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 処 理 を 生 き 延 び る 。 こ の よ う な メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 の 具 体 例 と し て
は 、 BstU I、 SmaI、 SacII、 EagI、 MspI、 HpaII、 HhaI、 BssHIIな ど が あ る 。 好 ま し い 一 実
施 態 様 で は BstU Iを 使 用 す る が 、 CpG島 内 に CGCGと い う こ の BstU Iの 認 識 配 列 が 頻 出 す る
。 こ の メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ に 固 定 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ
オ チ ド 断 片 が 、 CGIゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 し た DNAク ロ ー ン に 由 来 す る 場 合 に 特 に 好
ま し い 。 と い う の も 、 約 800個 の CGI挿 入 体 が BstU I部 位 を 含 ん で い る か ら で あ る （ Cross
他 、 Nature Genet.、 第 6巻 、 236～ 244ペ ー ジ 、 1994年 ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を 利 用 し 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 と
メ チ ル 化 さ れ て い な い CpG島 の 一 部 だ け を 消 化 さ せ る 。 残 り の 部 分 は 、 メ チ ル 化 感 受 性 酵
素 で 消 化 さ せ な い 。 そ の 結 果 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ を
調 べ る た め の ア ン プ リ コ ン が 2セ ッ ト 生 成 す る 。 1つ の セ ッ ト は 、 メ チ ル 化 さ れ た ア ン プ リ
コ ン と メ チ ル 化 さ れ て い な い ア ン プ リ コ ン （ 例 え ば Mse Iで 処 理 し た が BstU Iで は 処 理 し
て い な い ア ン プ リ コ ン ） を 含 ん で お り 、 第 2の セ ッ ト は 、 メ チ ル 化 さ れ た ア ン プ リ コ ン （
例 え ば Mse Iと BstU Iで 処 理 し た ア ン プ リ コ ン ） を 含 ん で い る 。 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 と メ
チ ル 化 さ れ て い な い CpG島 を 含 む ア ン プ リ コ ン の セ ッ ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お
い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 核 酸 断 片 が 全 CpGジ ヌ ク レ
オ チ ド 断 片 の 中 の 代 表 的 な も の で あ る か ど う か を 明 ら か に す る た め の 対 照 と し て 使 用 す る
。 ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト は 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 を 含 ん で い る た め 、 細 胞 サ ン プ ル
中 の メ チ ル 化 さ れ た CpG島 配 列 を DMHに よ っ て 同 定 す る の に 用 い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 次 に 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 制 限 さ れ た ア ン プ リ コ ン を 、 好 ま し く は PCRを 利 用
し て 増 幅 す る 。 PCRに 関 し て は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 の 調 製 と の 関 連 で す で
に 一 般 的 な 説 明 を 行 な っ た 。 増 幅 サ イ ク ル の 数 を 比 較 的 少 な く す る こ と に よ り 、 PCRに よ
っ て 生 成 し た 残 留 反 復 配 列 が 過 剰 に な る の を 避 け る こ と が 好 ま し い 。 特 に 好 ま し い 一 実 施
態 様 で は 、 ア ン プ リ コ ン に 対 し 、 少 な く と も 15回 か つ 約 30回 以 下 の 増 幅 サ イ ク ル を 実 施 す
る 。 さ ら に 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 ア ン プ リ コ ン に 対 し て 約 15回 の 増 幅 サ イ ク ル を 実 施
す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 次 に 、 ア ン プ リ コ ン を 精 製 し て 標 識 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 標 識 す る
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” と い う 用 語 は 、 ア ン プ リ コ ン に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 可 視 化 す
る 何 ら か の 方 法 が 存 在 し て い る こ と を 意 味 す る 。 当 業 者 に 公 知 の 多 く の 異 な る 標 識 と 標 識
法 が 存 在 し て い る 。 例 え ば 、 放 射 性 標 識 、 蛍 光 標 識 、 リ ン 光 標 識 、 酵 素 標 識 、 質 量 分 析 器
で 検 出 可 能 な 質 量 標 識 、 な ら び に こ れ ら の 組 み 合 わ せ が あ る が 、 こ れ で す べ て と い う わ け
で は な い 。 さ ら に 、 調 製 し た DNAア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 目 的 と す る 核 酸 配 列 を 可 視
化 す る の に 利 用 で き る 多 彩 な 直 接 的 手 段 お よ び ／ ま た は 間 接 的 手 段 が 存 在 し て い る 。 適 切
な 可 視 化 手 段 と し て は 、 放 射 性 同 位 体 標 識 や 非 放 射 性 同 位 体 標 識 （ 例 え ば 、 蛍 光 に 基 づ い
た 検 出 技 術 ） が 挙 げ ら れ る 。 利 用 可 能 な 放 射 性 同 位 体 標 識 の 具 体 例 と し て は 、 3 2 Pや 3 3 P-d
CTPな ど が 挙 げ ら れ 、 利 用 可 能 な 非 放 射 性 同 位 体 標 識 の 具 体 例 と し て は 、 Cy3-dUTPや Cy5-d
UTPな ど が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 当 業 者 に 公 知 の ど の 標 識 技 術 も 、 本 発 明 に お い て 目 的 と
す る 核 酸 配 列 を 標 識 す る の に 役 立 つ で あ ろ う 。 い く つ か の 因 子 が 標 識 手 段 の 選 択 に 関 与 す
る 可 能 性 が あ る 。 そ の よ う な 因 子 と し て は 、 例 え ば 、 メ チ ル 化 さ れ た ア ン プ リ コ ン が CpG
ジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 結 合 す る 速 度 に
標 識 が 及 ぼ す 効 果 、 標 識 に よ っ て 発 生 す る シ グ ナ ル の 性 質 と 強 度 、 標 識 を 付 着 さ せ る 費 用
と 容 易 さ な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 特 に 、 本 発 明 に よ り 、 細 胞 サ ン プ ル か ら メ チ ル 化 パ タ ー ン を 同 定 す る た め の ア ン プ リ コ
ン の セ ッ ト を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、 核 酸 配 列 を 、 そ の 核 酸 配 列 を 消 化 し て CpG島 が 保 存
さ れ た 断 片 群 に す る 酵 素 と 接 触 さ せ ； そ の 断 片 群 の 開 裂 し た 末 端 部 を リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ
ー に 付 着 さ せ て リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー 産 物 を 形 成 し ； そ の リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー 産 物 を 、
メ チ ル 化 さ れ て い な い CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る が メ チ ル 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 は 持 た な い リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー 産 物 を 消 化 す る メ チ ル 化 感 受 性 酵 素 と 接 触 さ せ る
こ と に よ り 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 を 含 む 消 化 産 物 を 形 成 し ； そ の 消 化 産 物 を 増
幅 し て ア ン プ リ コ ン を 形 成 す る 操 作 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 当 業 者 に と っ て 、 こ れ ま で に 開 示 し た 実 施 態 様 に 対 す る さ ま ざ ま な 変 更 が 本 発 明 を 実 施
す る 上 で 有 効 で あ る こ と と 、 そ の よ う な 変 更 も 本 発 明 に 含 ま れ る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。
例 え ば よ り 大 き な ECISTパ ネ ル を 用 い る 。 例 え ば CpG島 ラ イ ブ ラ リ CGIに 由 来 す る CGリ ッ チ
な DNA断 片 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 さ ら に 多 く の ECISTを 同 定 す る （ Cross, S.H
.他 、 Nat. Genet.、 第 6巻 、 236～ 244ペ ー ジ 、 1994年 ） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 最 後 に 、 重 要 な メ チ ル 化 関 連 遺 伝 子 の DNAセ グ メ ン ト の す べ て が CGIラ イ ブ ラ リ に 存 在 し
て い る わ け で は な い 。 こ の よ う な ECISTは 、 こ れ ら 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ と 第 1エ キ ソ ン に 隣
接 す る よ う に 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 な う こ と に よ り こ こ に 調 製 す る 。 し た
が っ て 本 発 明 の プ ロ ト コ ル を 変 更 す る こ と に よ り 、 DNAメ チ ル 化 と 遺 伝 子 発 現 を ゲ ノ ム 全
体 で ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 、 固 体 支 持 体 （ 例 え ば ナ イ ロ ン 膜 ま た は ス ラ イ ド ガ ラ ス ）
上 に 高 密 度 の ECISTが ア レ イ 状 に な っ た 新 し い タ イ プ の DNAチ ッ プ が 生 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 発 現 分 析 の た め の ア ン プ リ コ ン の 調 製 。 発 現 分 析 の た め の ア ン プ リ コ ン は 、 cDNAを 生 成
さ せ て 増 幅 す る た め の 従 来 法 を 利 用 し て 作 ら れ る 。 完 全 長 cDNAを 生 成 さ せ て 増 幅 す る こ と
が 好 ま し い 。 こ の 方 法 は 、 キ ャ ッ プ の な い リ ボ ソ ー ム RNA、 tRNA、 断 片 化 RNAか ら で は な く
、 元 々 キ ャ ッ プ の 付 い た RNAか ら cDNAを 生 成 さ せ る 方 向 に バ イ ア ス が か か っ て い る こ と が
好 ま し い 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 仔 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 後 に キ ア ジ ェ ン 社 の RNEASY（ 登
録 商 標 ） カ ラ ム を 用 い た 精 製 を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、 キ ャ ッ プ の な い RNAま た
は 断 片 化 RNAか ら キ ャ ッ プ の 付 い た RNAを 分 離 す る 操 作 を 含 ん で い る こ と が 好 ま し い 。 cDNA
の 製 造 法 は 、 （ 例 え ば タ バ コ 酸 性 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ り ） RNAの キ ャ
ッ プ 構 造 を 除 去 し 、 キ ャ ッ プ を 取 り 除 い た mRNAの 集 団 の 5'一 リ ン 酸 末 端 部 に T4 RNAリ ガ ー
ゼ の 存 在 下 で ア ダ プ タ ー を 連 結 す る 操 作 を 含 ん で い る こ と が 好 ま し い 。 完 全 長 cDNAは 、 そ
の よ う に 連 結 し た mRNAか ら ポ リ Tプ ラ イ マ ー を 用 い た 逆 転 写 に よ っ て 生 成 さ せ る こ と が 好
ま し い 。 ロ ン グ PCR反 応 （ TAQPLUS（ 登 録 商 標 ） ロ ン グ PCRシ ス テ ム （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 ）
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は 、 5'-ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー と 3'-ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 PCRの 線 形 性 を
保 持 す る た め に 増 幅 サ イ ク ル を 少 な く し て （ 例 え ば 約 18サ イ ク ル ） 実 施 す る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 標 識 す る た め に 増 幅 産 物 （ ま た は ア ン プ リ コ ン ） を 精 製 す る こ と が 好 ま し い 。 標 識 は 蛍
光 標 識 で あ る こ と が 好 ま し く 、 例 え ば ア ミ ノ -ア リ ル dUTP（ aa-dUTP） を ア ン プ リ コ ン に 組
み 込 み 、 蛍 光 染 料 （ 例 え ば Cy5と Cy3） を 、 aa-dUTPで 標 識 し た テ ス ト 用 ア ン プ リ コ ン と 基
準 ア ン プ リ コ ン に そ れ ぞ れ 結 合 さ せ る 操 作 を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 標 識 し た ア ン プ リ コ ン 群 を CpG島 マ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
、 適 切 な 公 知 の ソ フ ト ウ エ ア （ 例 え ば GenePix Pro3.0） を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の 結 果 を 分 析 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 特 に 本 発 明 に よ り 、 細 胞 サ ン プ ル か ら ア ン プ リ コ ン の セ ッ ト を 単 離 し て 1個 以 上 の 遺 伝
子 の 発 現 ま た は 発 現 パ タ ー ン を 明 ら か に す る 方 法 で あ っ て 、 単 離 し た mRNAか ら キ ャ ッ プ の
付 い た mRNAを 取 得 し ； キ ャ ッ プ の 付 い た そ の mRNAか ら キ ャ ッ プ を は ず し ； キ ャ ッ プ を は ず
し た そ の mRNAか ら 完 全 長 cDNAを 作 り ； そ の 完 全 長 cDNAを 増 幅 し て ア ン プ リ コ ン を 作 り ； そ
の ア ン プ リ コ ン を 標 識 す る こ と に よ り 、 そ の 標 識 し た ア ン プ リ コ ン を ア レ イ 状 の ECISTに
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 操 作 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 当 業 者 に と っ て 、 ア ン プ リ コ ン の 調 製 に 関 し て 開 示 し た 実 施 態 様 に 対 す る さ ま ざ ま な 変
更 が 本 発 明 を 実 施 す る 上 で 有 効 で あ る こ と と 、 そ の よ う な 変 更 も 本 発 明 に 含 ま れ る こ と は
明 ら か で あ ろ う 。 例 え ば 熱 に 対 し て 安 定 な 逆 転 写 酵 素 を 用 い て よ り 高 温 で 完 全 長 cDNAの 鋳
型 を 合 成 す る 。 こ の よ う に す る と 、 非 常 に GCリ ッ チ な 領 域 の 逆 転 写 が 特 に い く つ か の mRNA
種 の 5'末 端 に お い て 開 始 さ れ る こ と に よ っ て 標 的 の 調 製 が 促 進 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の プ ロ ト コ ル を 利 用 し て 調 製 し た 完 全 長 cDNAは す べ て 5'-RACEと 3'-RACEを 行 な う 用 意
が で き て お り 、 興 味 の 対 象 で あ る 新 規 な 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 適 し て い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 キ ャ ッ プ を 取 り 除 い た mRNAの 5'末 端 に 連 結 し た 元 の RNAア ダ プ タ ー に T7配 列 を
付 着 さ せ る こ と に よ り 、 ほ と ん ど の ECISTに 第 1エ キ ソ ン が 含 ま れ る よ う に す る 。 し た が っ
て 二 本 鎖 の 完 全 長 cDNAを 合 成 し て そ れ を 鋳 型 と し て 用 い る と 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る
1回 だ け の 指 示 で 5'末 端 cDNAが 合 成 さ れ る 。 次 に そ の cDNAを 標 的 と し て 使 用 し 、 例 え ば CGI
ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ か ら ECISTを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の 方 法 は 、 PCRな し で テ ス ト ・ サ
ン プ ル か ら 5'末 端 cDNAを 調 製 す る の に 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 。 し た が っ て 標 的 の 集 団 の
線 形 性 が 保 持 さ れ る た め 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 出 力 を 定 量 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
ス ク リ ー ニ ン グ
【 ０ １ ２ ８ 】
　 標 識 し た ア ン プ リ コ ン を 用 い 、 上 記 の 方 法 を 利 用 し て 作 っ た ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の
CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 固 体 支 持 体 に
固 着 さ れ て い る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 標 識 し た ア ン プ リ コ ン は 、
プ ラ ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル を 発 生 さ せ る こ と に な る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ・
ア レ イ に 固 着 さ せ る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は ECIST断 片 で あ る こ と が 好 ま し い 。 ア ン プ リ
コ ン を 用 い て ECIST断 片 を 調 べ る 場 合 に は 、 プ ラ ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル
は 、 細 胞 サ ン プ ル で 発 現 し て い る DNA配 列 が 存 在 し て い る こ と も 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 メ チ ル 化 さ れ た ア ン プ リ コ ン （ 例 え ば MesI/BstU Iで 前 処 理
し た ア ン プ リ コ ン ） を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 断
片 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 プ ラ ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル は 、 細 胞 サ ン プ ル
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の 中 に メ チ ル 化 さ れ た DNAが 存 在 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 特 に 本 発 明 は 、 ゲ ノ ム 中 の 核 酸 配 列 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な 領 域 に メ チ ル 化 が
存 在 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る 方 法 で あ っ て 、 核 酸 配 列 を 、 そ の 核 酸 配 列 を 消 化 し
て CpG島 が 保 存 さ れ た 断 片 群 に す る 酵 素 と 接 触 さ せ ； そ の 断 片 群 を リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー
に 付 着 さ せ て リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー 産 物 を 形 成 し ； そ の リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー 産 物 を 、 メ
チ ル 化 さ れ て い な い CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る が メ チ ル 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 持 た な い リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー 産 物 を 消 化 す る メ チ ル 化 感 受 性 酵 素 と 接 触 さ せ る こ
と に よ り 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 を 含 む 消 化 産 物 を 形 成 し ； そ の 消 化 産 物 を 増 幅
し て ア ン プ リ コ ン を 形 成 し ； そ の ア ン プ リ コ ン を 標 識 し ； そ の 標 識 し た ア ン プ リ コ ン を 、
固 体 支 持 体 に 固 着 し た 複 数 の 核 酸 断 片 を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ と 接 触 さ せ ； 標 識 し
た ア ン プ リ コ ン が そ の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 複 数 の 核 酸 断 片 に 結 合 し た か ど う か を 明
ら か に す る 操 作 を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し た ア ン プ リ コ ン を 2セ ッ ト 用 い
て ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 1つ の セ ッ ト
は メ チ ル 化 さ れ た CpG島 と メ チ ル 化 さ れ て い な い CpG島 を 含 ん で お り （ 例 え ば MesIで 処 理 し
た が 、 BstU Iで は 処 理 し て い な い ア ン プ リ コ ン ） 、 第 2の セ ッ ト は メ チ ル 化 さ れ た CpG島 を
含 ん で い る （ 例 え ば MesIと BstU Iで 処 理 し た ア ン プ リ コ ン ） 。 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 と メ
チ ル 化 さ れ て い な い CpG島 を 含 む ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に お い て 対 照 と し て 使 用 し 、 増 幅 産 物 が 、 す べ て の CGリ ッ チ な 断 片 を 代 表 し て い る か ど う
か を 明 ら か に す る こ と が 好 ま し い 。 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 と メ チ ル 化 さ れ て い な い CpG島 を
含 む ア ン プ リ コ ン の こ の 第 1の セ ッ ト は 、 MesIで 処 理 し た ア ン プ リ コ ン で あ る こ と が 好 ま
し い 。 ア ン プ リ コ ン の こ の 第 1の セ ッ ト を 完 全 に 除 去 し た 後 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 を 含 む
ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ を 再 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る 。 別 の 方 法 と し て 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 を 含 む ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト を 用 い 、 ア
ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト で 調 べ た ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と 一
致 す る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 含 む 第 2の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る
。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 ア ン プ リ コ ン の こ の 第 2の セ ッ ト は 、 MesI/BstU Iで 前 処 理 し
た ア ン プ リ コ ン を 含 ん で い る 。 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 を 含 む ア ン プ リ コ ン を 用 い た 第 2の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら プ ラ ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル が 得 ら れ る と い う
の は 、 テ ス ト し て い る 細 胞 サ ン プ ル 中 に メ チ ル 化 さ れ た CpG島 配 列 が 存 在 し て い る こ と を
示 し て い る 。 さ ら に 、 ア ン プ リ コ ン の 両 方 の セ ッ ト を 用 い て プ ラ ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン ・ シ グ ナ ル が 得 ら れ る と い う の は 、 細 胞 サ ン プ ル 中 に メ チ ル 化 さ れ た 異 常 な DNAが 存
在 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 そ こ で 本 発 明 に よ り 、 細 胞 サ ン プ ル 中 に メ チ ル 化 さ れ た 異 常 な DNAが 存 在 し て い る か ど
う か を 明 ら か に す る 方 法 で あ っ て 、
a） （ i） 核 酸 配 列 を 、 そ の 核 酸 配 列 を 消 化 し て CpG島 が 保 存 さ れ た 断 片 群 に す る 酵 素 と 接
触 さ せ 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 と メ チ ル 化 さ れ て い な い CpG島 遺 伝 子 座 を 含 む 消 化
産 物 を 形 成 し ； （ ii） そ の 消 化 産 物 を リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー に 付 着 さ せ て リ ン カ ー ・ プ ラ
イ マ ー 産 物 を 形 成 し ； （ iii） そ の リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー 産 物 を 増 幅 し て ア ン プ リ コ ン を
形 成 し ； （ iv） そ の ア ン プ リ コ ン を 標 識 す る 操 作 を 含 む 方 法 で ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ
ト を 調 製 し ；
b） 核 酸 配 列 を 、 そ の 核 酸 配 列 を 消 化 し て CpG島 が 保 存 さ れ た 断 片 群 に す る 酵 素 と 接 触 さ せ
、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 と メ チ ル 化 さ れ て い な い CpG島 遺 伝 子 座 を 含 む 消 化 産 物 を
形 成 し ； （ ii） そ の 消 化 産 物 を リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー に 付 着 さ せ て リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー
産 物 を 形 成 し ； （ iii） そ の リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー 産 物 を 、 メ チ ル 化 さ れ て い な い CpGジ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る が メ チ ル 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 持 た な い リ ン カ ー ・
プ ラ イ マ ー 産 物 を 消 化 す る メ チ ル 化 感 受 性 酵 素 と 接 触 さ せ て 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝
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子 座 を 含 む 第 2の 消 化 産 物 を 形 成 し ； （ iv） そ の 第 2の 消 化 産 物 を 増 幅 し て ア ン プ リ コ ン を
形 成 し ； （ v） そ の ア ン プ リ コ ン を 標 識 す る 操 作 を 含 む 方 法 で ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト
を 調 製 し ；
c） ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト を 、 固 体 支 持 体 に 固 着 し た 複 数 の 核 酸 断 片 を 含 む 第 1の ス
ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ と 接 触 さ せ て 、 標 識 し た ア ン プ リ コ ン が こ の 第 1の ス ク リ ー ニ ン グ
・ ア レ イ の 複 数 の 核 酸 断 片 に 結 合 し た か ど う か を 調 べ ；
d） ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト を 、 第 1の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 複 数 の 核 酸 断 片 と 同
じ 複 数 の 核 酸 断 片 が 固 着 し た 第 2の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ と 接 触 さ せ て 、 標 識 し た ア ン
プ リ コ ン が こ の 第 2の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 複 数 の 核 酸 断 片 に 結 合 し た か ど う か を 調
べ ；
e） 第 1の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 核 酸 断 片 に 結 合 し た ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト の 存
在 ま た は 不 在 の 状 態 が 、 第 2の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 核 酸 断 片 に 結 合 し た ア ン プ リ コ
ン の 第 2の セ ッ ト と 同 じ で あ る か ど う か を 観 察 す る 操 作 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 別 の 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 メ チ ル 化 さ れ た ア ン プ リ コ ン の 2つ の セ ッ ト を 用 い て ス
ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ を 調 べ る 。 メ チ ル 化 さ れ た ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト は 、 が ん で
な い （ 対 照 ） 細 胞 か ら 調 製 し て 基 準 と し て 使 用 し 、 メ チ ル 化 さ れ た ア ン プ リ コ ン の 第 2の
セ ッ ト は 、 が ん 細 胞 か ら 調 製 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は
、 ま ず 最 初 に 、 が ん で な い 細 胞 か ら 調 製 し た メ チ ル 化 CpG島 含 有 ア ン プ リ コ ン を 用 い て ス
ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の 第 1回 目 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 が ん で な い 細 胞 か ら の
ア ン プ リ コ ン を MesI/BstU Iで 処 理 し た も の を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 メ チ ル 化 さ れ た
ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト を 完 全 に 除 去 し た 後 、 が ん 細 胞 か ら 調 製 し た メ チ ル 化 CpG島 含
有 ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ に 再 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ る 。 こ の 第 2回 目 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 が ん 細 胞 か ら の ア ン プ リ コ ン を MesI/BstU Iで
処 理 し た も の を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 別 の 方 法 で は 、 が ん で な い 細 胞 か ら 調 製 し た メ
チ ル 化 ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し た ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ
の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と 同 じ CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 含 む 第 2の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア
レ イ を 、 ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 が ん 細 胞 か ら 調 製 し
た メ チ ル 化 ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト を 用 い た 場 合 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ
ル の 強 度 と 、 が ん で な い （ 対 照 ） 細 胞 か ら 調 製 し た メ チ ル 化 ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト
を 用 い て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル の 強 度 の 差 は 、 が ん 細 胞 の DNAに お
け る 対 応 す る 配 列 の 異 常 な メ チ ル 化 パ タ ー ン を 反 映 し て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 特 に 本 発 明 は 、 が ん 細 胞 か ら の DNAに お け る メ チ ル 化 パ タ ー ン を 同 定 す る 方 法 で あ っ て
、
a） （ i） が ん 細 胞 に 由 来 す る 核 酸 配 列 を 、 そ の 核 酸 配 列 を 消 化 し て CpG島 が 保 存 さ れ た 断
片 群 に す る 酵 素 と 接 触 さ せ ； （ ii） そ の 断 片 群 を リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー に 付 着 さ せ て リ ン
カ ー ・ プ ラ イ マ ー 産 物 を 形 成 し ； （ iii） そ の 断 片 群 を 、 メ チ ル 化 さ れ て い な い CpGジ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 有 す る が メ チ ル 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 持 た な い 断 片 群 に す る
メ チ ル 化 感 受 性 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 を 含 む 消 化
産 物 を 形 成 し ； （ iv） そ の 消 化 産 物 を 増 幅 し て ア ン プ リ コ ン を 形 成 し ； （ v） そ の ア ン プ
リ コ ン を 標 識 す る 操 作 を 含 む 方 法 で ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト を 単 離 し ；
b） ス テ ッ プ a） の （ i） （ た だ し （ i） の 核 酸 配 列 を が ん で な い 細 胞 に 由 来 す る 核 酸 配 列 に
変 え る ） ～ （ v） を 繰 り 返 す 操 作 を 含 む 方 法 で ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト を 単 離 し ；
c） ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ ト を 、 固 体 支 持 体 に 固 着 し た 複 数 の 核 酸 断 片 を 含 む 第 1の ス
ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ と 接 触 さ せ 、 標 識 し た ア ン プ リ コ ン が 、 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の
複 数 の 核 酸 断 片 に 結 合 し て い る か ど う か を 調 べ ；
d） ア ン プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト を 、 第 1の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 複 数 の 核 酸 断 片 と 同
じ 複 数 の 核 酸 断 片 が 固 体 支 持 体 に 固 着 し た 第 2の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ と 接 触 さ せ 、 標
識 し た ア ン プ リ コ ン が 、 第 2の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 複 数 の 核 酸 断 片 に 結 合 し て い る
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か ど う か を 調 べ ；
e） 第 1の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 複 数 の 核 酸 断 片 に 結 合 し た ア ン プ リ コ ン の 第 1の セ ッ
ト の 存 在 ま た は 不 在 が 、 第 2の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ の 複 数 の 核 酸 断 片 に 結 合 し た ア ン
プ リ コ ン の 第 2の セ ッ ト の 存 在 ま た は 不 在 と 同 じ で あ る か ど う か を 観 察 す る 操 作 を 含 む 方
法 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 DNAに お け る メ チ ル 化 パ タ ー ン を 同 定 す る の に 用 い る ス ク
リ ー ニ ン グ ・ ア レ イ は ECISTを 含 む ア レ イ で あ る た め 、 例 え ば 本 発 明 に よ る 基 準 サ ン プ ル
と が ん サ ン プ ル に 対 応 す る （ 上 記 の ） cDNA由 来 の ア ン プ リ コ ン を 用 い て 同 じ ECISTス ク リ
ー ニ ン グ ・ ア レ イ を 再 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 対 応 す る ゲ ノ ム 遺 伝 子 座 の DNAメ
チ ル 化 と 関 係 す る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 明 ら か に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 標 識 の 強 度 は 、 そ の よ う な ア レ イ 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 各 ス ポ ッ ト に つ い て 得 ら れ る
。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 す で に 説 明 し た よ う に 、 Cy3と Cy5（ 例 え ば そ れ ぞ れ が 基 準 サ ン
プ ル と テ ス ト ・ サ ン プ ル に 対 応 ） の 蛍 光 強 度 が 各 ス ポ ッ ト に つ い て 得 ら れ る た め 、 公 知 の
ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て そ の 強 度 を 分 析 す る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル に 近 い 蛍 光 シ グ
ナ ル を 有 す る ア レ イ 上 の ス ポ ッ ト は 、 PCRま た は 印 刷 の 失 敗 を 反 映 し て い る た め 、 分 析 す
る デ ー タ か ら 除 外 す る 。 標 識 の 効 率 （ 例 え ば Cy5と Cy3の 標 識 効 率 ） は サ ン プ ル ご と に 異 な
っ て い る 可 能 性 が あ る た め 、 各 画 像 か ら の 比 Cy5/Cy3を 、 全 体 で の 比 Cy5/Cy3と （ 規 格 化 さ
れ て い て 比 が 1で あ る こ と が 想 定 さ れ る ） 内 部 対 照 を も と に し て 規 格 化 す る こ と が 好 ま し
い 。 内 部 対 照 パ ネ ル で は 、 対 照 遺 伝 子 の い ろ い ろ な 断 片 群 （ 例 え ば β -ア ク チ ン の い ろ い
ろ な cDNA断 片 群 （ エ キ ソ ン 1と 3） と 、 GAPDHの 2つ の 異 な る cDNA断 片 （ エ キ ソ ン 1と 8） が 、
各 パ ネ ル 上 に い く つ か の 濃 度 で ス ポ ッ ト に な っ て い る こ と が 好 ま し い 。 次 に 、 調 節 し た 比
Cy5/Cy3を 各 ECIST遺 伝 子 座 に つ い て 計 算 し 、 デ ー タ を ス プ レ ッ ド シ ー ト 形 式 に 移 し て 分 析
す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 テ ス ト 用 ア ン プ リ コ ン （ Cy3） と 基 準 用 ア ン プ リ コ ン （ Cy5
） で 染 料 の 結 合 を 逆 に し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ で の 追 加 対 照 実 験 を 行 な う 。 次 に 、 マ イ ク ロ
ア レ イ で 得 ら れ た デ ー タ を 、 こ の 追 加 実 験 か ら の デ ー タ と 比 較 す る 。 品 質 制 御 の た め の 自
己 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 を 行 な う こ と が 好 ま し い 。 こ の 実 験 で は 、 同 量 の 2つ の テ
ス ト 用 DNAサ ン プ ル の そ れ ぞ れ に Cy5と Cy3を 標 識 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ ・ ス ラ イ ド に 同 時 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 遺 伝 子 発 現 デ ー タ の 統 計 的 分 析 は 、 公 知 の 画 像 解 析 ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 行 な う こ と が
好 ま し い （ 例 え ば SAM； Tusher, V.G.他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 98巻 、 5116～ 5
121ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 3つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 （ 例 え ば 2回 繰 り 返 し た 実 験 と
自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 ） を 、 分 析 の た め の 入 力 と し て 用 い る こ と が 好 ま し い 。
得 ら れ た 発 現 デ ー タ を 立 方 根 に 変 換 し 、 分 析 を 行 な う 前 の 正 常 な 分 布 を 得 る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の DMH／ 発 現 二 重 法 を 利 用 し た 実 験 の 結 果 は 、 ゲ ノ ム の メ チ ル 化 と 発 現 の パ タ ー
ン が 、 が ん が 成 長 し て い く 際 の 腫 瘍 の 増 殖 に 関 係 し て い る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 詳 細
に は 、 本 発 明 の 二 重 法 を 利 用 す る こ と に よ り 、 高 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 が 、 患 者 が が ん で
あ る か ど う か を 明 ら か に す る た め の 有 効 な マ ー カ ー で あ る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら マ ー カ
ー の 部 位 は 、 乳 が ん 患 者 か ら の 腫 瘍 細 胞 を 用 い て 同 定 し た 。 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル
化 パ タ ー ン の 変 化 は 、 腫 瘍 の 成 長 に お い て カ ギ と な る イ ベ ン ト 、 共 通 の イ ベ ン ト で あ る よ
う に 見 え る 。 DNAメ チ ラ ー ゼ が メ チ ル 化 に 及 ぼ す 効 果 は 別 に す る と 、 こ の 実 験 は 、 CpGジ ヌ
ク レ オ チ ド が す で に メ チ ル 化 し て い る な ど の 付 加 的 因 子 に よ っ て が ん 細 胞 系 の 新 規 な メ チ
ル 化 を 説 明 で き る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ど の 理 論 に も な い こ と だ が 、 腫 瘍 が 増 殖 す る 間 に メ チ ル 化 さ れ た CpG島 が 徐 々 に 蓄 積 し
て い く 。 し た が っ て 、 CpG島 遺 伝 子 座 に す で に 存 在 し て い る メ チ ル 化 が 、 が ん 細 胞 内 の 新
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規 な メ チ ル 化 を 促 進 す る 可 能 性 が あ る 。 CpG島 が 高 メ チ ル 化 す る 結 果 、 非 常 に 重 要 な 抑 制
遺 伝 子 が 沈 黙 し 、 あ る 種 の 細 胞 が 増 殖 し や す く な る 。 以 下 の 実 施 例 で 議 論 す る 実 験 結 果 か
ら 、 裏 に 隠 れ て い る メ カ ニ ズ ム に 関 す る 説 明 と し て 、 形 質 転 換 し た 細 胞 に お い て DNAメ チ
ラ ー ゼ の 新 規 な 活 性 が ラ ン ダ ム な 性 質 を 持 つ と い う 以 前 に 提 案 さ れ て い る メ カ ニ ズ ム と は
正 反 対 の 別 の 説 明 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 さ ま ざ ま な 臨 床 サ ン プ ル に お け る メ チ ル 化 と 発 現 パ タ ー ン の 違 い は 、 が ん の ス
テ ー ジ と タ イ プ が 異 な る こ と と 関 係 し て い る 。 し た が っ て 腫 瘍 細 胞 に お け る メ チ ル 化 お よ
び ／ ま た は 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 明 ら か に す る と 、 が ん の 遺 伝 子 マ ー カ ー を 同 定 す る こ
と が で き る 。 し た が っ て 本 発 明 の DMH／ 遺 伝 子 発 現 測 定 法 に は 広 い 用 途 が あ り 、 ゲ ノ ム 中
で メ チ ル 化 状 態 が 異 な っ て い る CpG島 部 位 を 同 定 す る こ と ； 疾 患 の 進 展 に 関 係 す る 高 メ チ
ル 化 DNA部 位 を マ ッ ピ ン グ す る こ と ； メ チ ル 化 と 関 係 し た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 明 ら か
に し 、 正 常 な 細 胞 の ゲ ノ ム DNAの 刷 り 込 み 、 分 化 、 成 長 に お け る DNAメ チ ル 化 の 役 割 を 理 解
す る こ と ； 腫 瘍 発 生 に お け る DNAメ チ ル 化 の 役 割 を 理 解 す る こ と ； 疾 患 の 予 後 を 診 断 し 、
モ ニ タ ー す る こ と に 利 用 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る も の で あ り 、 本 発 明 が そ の よ う に 説 明 し た さ ま ざ ま な
側 面 に 限 定 さ れ る と 考 え て は な ら な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ４ ２ 】
（ 実 施 例 2～ 6の 材 料 と 方 法 ）
【 ０ １ ４ ３ 】
　 細 胞 の 培 養 と 組 織 サ ン プ ル の 調 製 。 T47D、 ZR-75-1、 Hs578t、 MDA-MB-468と い う 乳 が ん
細 胞 系 を ア メ リ カ 基 準 培 養 物 コ レ ク シ ョ ン （ ロ ッ ク ビ ル 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） か ら 取 得 し た
。 MDA-MB-231細 胞 系 と MCF-7細 胞 系 は 、 ミ ズ ー リ 大 学 獣 医 学 部 （ コ ロ ン ビ ア 、 ミ ズ ー リ 州
） の Wade V. Wekshons博 士 か ら 入 手 し た 。 T47Dと ZR-75-1は 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 添 加 し
た RPMI1640培 地 の 中 に 維 持 し た が 、 残 り の 細 胞 系 は 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 添 加 し た イ ー グ ル
改 変 培 地 の 中 に 維 持 し た 。 乳 が ん と 、 そ れ に 隣 接 す る 非 腫 瘍 細 胞 （ 正 常 な 対 照 と し て 利 用
） を 、 エ リ ス ・ フ ィ ッ シ ェ ル が ん セ ン タ ー （ コ ロ ン ビ ア 、 ミ ズ ー リ 州 ） で 乳 房 切 除 術 を 実
施 し た 患 者 か ら 取 得 し た 。 サ ン プ ル か ら の 全 RNAと 全 ゲ ノ ム DNAは 、 RNeasyト ー タ ル RNAキ
ッ ト （ 登 録 商 標 ） （ キ ア ジ ェ ン 社 ） と QIAamp組 織 キ ッ ト （ 登 録 商 標 ） を そ れ ぞ れ 用 い て 単
離 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ノ ー ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 。 乳 が ん 細 胞 系 と 対 照 と な る 正 常 な 線 維 芽 細 胞 サ ン
プ ル か ら の 全 RNA20mgを 、 2.2mMの ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 存 在 下 に て 1.4％ ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル
上 で 電 気 泳 動 さ せ 、 ナ イ ロ ン 膜 に 移 し た 。 DNMT1と p21 W A F 1 を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る
細 胞 か ら 逆 転 写 PCRに よ っ て cDNAプ ロ ー ブ を 調 製 し た 。 DNMT1で は 、 プ ラ イ マ ー と し て 5'-A
TC TAG CTG CCA AAC GGA G（ 配 列 ID番 号 51） （ セ ン ス 鎖 ） と 5'-CAC TGA ATG CAC TTG GGA
 GG（ 配 列 ID番 号 52） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） を 用 い る と 192塩 基 対 の 産 物 が 生 成 し た 。 p21で
は 、 プ ラ イ マ ー と し て 5'-AAC TAG GCG GTT GAA TGA GAG GTT（ 配 列 ID番 号 53） （ セ ン ス 鎖
） と 5'-GTG ACA GCG ATG GGA AGG AG（ 配 列 ID番 号 54） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） を 用 い る と 206
塩 基 対 の 産 物 が 生 成 し た 。 得 ら れ た PCR産 物 を 単 離 し 、 マ ル チ プ ラ イ ム DNA標 識 シ ス テ ム （
ア マ ー シ ャ ム 社 ） を 用 い て 3 2 Pで 標 識 し た 。 放 射 性 標 識 を し た DNMT1と p21 W A F 1 の cDNAプ ロ
ー ブ を そ れ ぞ れ ノ ー ザ ン 膜 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 8mlの
ハ イ ブ リ ソ ル I（ オ ン コ ア 社 ） の 中 で 42℃ に て 一 晩 に わ た っ て 実 施 し た 。 洗 浄 は 、 65℃ に
て 、 0.1％ SDS+0.5× SSC（ 1× SSCは 、 0.15Mの NaClと 0.015Mの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.0
） の 中 で 20分 間 に わ た っ て 1回 実 施 し 、 0.1％ SDS+0.2× SSCの 中 で 20分 間 に わ た っ て 2回 実
施 し た 。 同 じ 膜 に 3 2 Pで 標 識 し た β -ア ク チ ン の cDNA（ 1.1kb） プ ロ ー ブ も ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ せ 、 ロ ー ド し た RNAの 量 を 測 定 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た こ の 膜 を モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ
ナ ミ ク ス 社 の ホ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー を 用 い て リ ン 画 像 分 析 し 、 ImageQuant（ モ レ キ ュ ラ
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ー ・ ダ イ ナ ミ ク ス 社 ） と い う ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て バ ン ド の 強 度 を 定 量 化 し た 。 そ れ ぞ れ
の サ ン プ ル の レ ー ン に あ る β -ア ク チ ン の mRNAの レ ベ ル を 用 い て DNMT1と p21 W A F 1 の mRNAの
レ ベ ル を 規 格 化 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ア ン プ リ コ ン の 生 成 。 乳 が ん 細 胞 系 ま た は 乳 房 の 正 常 な 組 織 か ら の ゲ ノ ム DNA約 2mgを 、
DNA1mgに つ き 10単 位 の MseIを 供 給 者 （ ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ 社 ） の 勧 め る
条 件 に 従 っ て 用 い て 完 全 に 切 断 し た 。 消 化 物 を 精 製 し 、 DNAリ パ ー ゼ 緩 衝 溶 液 （ ニ ュ ー ・
イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ 社 ） の 中 で 0.5ミ リ モ ル の リ ン 酸 化 さ れ て い な い リ ン カ ー H-2
4お よ び リ ン カ ー H-12と 混 合 し た 。 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： H
-24： 5'-AGG CAA CTG TGC TAT CCG AGG GAT（ 配 列 ID番 号 49） と H-12： 5'-TAA TCC CTC GG
A（ 配 列 ID番 号 50） 。 こ の 混 合 物 を 50℃ か ら 25℃ ま で 徐 々 に 冷 却 す る こ と に よ っ て ア ニ ー
ル し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 16℃ に て 400単 位 の T4 DNAリ ガ ー ゼ （ ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン
ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ 社 ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て DNA断 片 の 開 裂 し た 末 端
部 に 連 結 さ せ た 。 Craigら が 記 載 し て い る 差 し 引 き ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ト コ ル
を 利 用 し 、 連 結 し た DNAか ら 反 復 DNA配 列 を 除 去 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス
レ ー シ ョ ン ・ キ ッ ト （ ギ ブ コ ／ BRL社 ） を 用 い 、 反 復 配 列 が 豊 富 に 含 ま れ る ヒ ト Cot-1 DNA
（ 20mg； ギ ブ コ ／ BRL社 ） に ビ オ チ ン 標 識 し 、 処 理 し た ゲ ノ ム DNAに 添 加 し た 。 こ の DNA混
合 物 を 精 製 し 、 真 空 下 で 乾 燥 さ せ た 。 乾 燥 さ せ た こ の 混 合 物 を 10mlの 6× SSCと 0.1％ SDSに
再 び 溶 か し 、 10分 間 に わ た っ て 沸 騰 さ せ る こ と に よ り 変 性 さ せ 、 65℃ に て 一 晩 に わ た っ て
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 に ス ト レ プ タ ビ ジ ン 磁 性 粒 子
を 100ml（ 1mg） 添 加 し 、 室 温 に て 10分 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 磁 性 粒 子 は 、 製 造 者 （ ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 ） の 指 示 に 従 っ て 調 製 し た 。 磁 性
粒 子 分 離 装 置 （ ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 ） に 試 験 管 を 当 て て 上 清 を 吸 引 し た 。 こ の 上
清 を 新 た に 調 製 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 磁 性 粒 子 溶 液 と と も に 室 温 に て 30分 間 に わ た っ て
再 び イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 第 2の 上 清 を 取 り 出 し 、 QIAク イ ッ ク ・
キ ッ ト （ キ ア ジ ェ ン 社 ） を 用 い て DNAを 精 製 し た 。 得 ら れ た DNAの 半 分 を 、 メ チ ル 化 感 受 性
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ BstU I（ ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ 社 ） を 用 い て 供 給 者 の
勧 め る 条 件 に 従 っ て 消 化 さ せ た 。 0.4mMの T-24プ ラ イ マ ー 、 2単 位 の デ ィ ー プ ・ ベ ン ト （ エ
キ ソ -） DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ 社 ） 、 5％ (v/v)の ジ メ チ
ル ス ル ホ キ シ ド 、 200mMの dNTPを 含 む 供 給 者 か ら の 緩 衝 溶 液 100mlの 中 で 、 前 処 理 し た DNA
（ MseIま た は MseI/BstU I） （ 500ng） を 用 い て PCR反 応 を 行 な わ せ た 。 試 験 管 を 72℃ に て 3
分 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 連 結 し た リ ン カ ー の 突 起 し た 5'末 端 を 塞 ぎ 、 PTC-100
サ ー モ サ イ ク ラ ー （ MJリ サ ー チ 社 ） の 中 で 増 幅 サ イ ク ル を 15回 行 な っ た 。 増 幅 サ イ ク ル の
構 成 は 、 95℃ で 変 性 を 1分 間 、 72℃ で ア ニ ー リ ン グ と 伸 長 を そ れ ぞ れ 3分 間 で あ る 。 最 後 の
伸 長 時 間 は 10分 間 に 延 長 し た 。 PCRに よ っ て 生 成 し た 反 復 配 列 が 過 剰 に 残 る の を 防 ぐ に は
、 増 幅 回 数 を 少 な く す る こ と が 肝 要 で あ る 。 増 幅 産 物 （ “ MseIで 前 処 理 し た ア ン プ リ コ ン
” ま た は “ MseI/BstU Iで 前 処 理 し た ア ン プ リ コ ン ” と 呼 ぶ ） を QIAク イ ッ ク ・ キ ッ ト を 用
い て 精 製 し 、 上 記 の ラ ン ダ ム ・ プ ラ イ マ ー 標 識 シ ス テ ム を 用 い て DNA50ngを 3 2 Pで 標 識 す る
。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 。 3 2 Pで 標 識 し た Cot-1 DNAを 用
い 、 CGIゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 約 3,000個 の ク ロ ー ン を あ ら か じ め ス ク リ ー ニ ン グ
し た 。 Cot-1の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル が マ イ ナ ス 、 あ る い は 弱 い プ ラ ス で あ
る ク ロ ー ン を 取 り 出 し 、 96ウ エ ル の PCRマ イ ク ロ プ レ ー ト に 入 れ た 。 後 で 使 用 す る た め 、
各 コ ロ ニ ー の 一 部 を 別 の 96ウ エ ル 培 養 チ ェ ン バ ー の ウ エ ル に 移 し た 。 試 験 管 1本 に つ き 全
容 積 20mlの 中 で 、 各 ク ロ ー ン か ら の 挿 入 体 を す で に 説 明 し た 条 件 に 従 っ て 増 幅 し た 。 94℃
で 変 性 を 1分 間 、 55℃ で ア ニ ー リ ン グ を 1分 間 、 72℃ で 伸 長 を 3分 間 と い う 増 幅 サ イ ク ル を 3
0回 実 施 し た 。 増 幅 の た め に 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 、 HGMP 3558： 5'-CGG CCG CCT GCA GGT
 CTG ACC TTA A（ 配 列 ID番 号 47） と HGMP 3559： 5'-AAC GCG TTG GGA GCT CTC CCT TAA（
配 列 ID番 号 48） で あ っ た 。 PCRを 実 施 し た 後 、 メ チ ル 化 感 受 性 BstU Iを 用 い て 増 幅 産 物 1ml
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を 消 化 さ せ 、 そ の 消 化 産 物 を 1％ ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で サ イ ズ ご と に 分 類 し た 。 テ ス ト し
た CGIク ロ ー ン の 挿 入 体 （ 0.2～ 1.5kb） の 中 か ら （ 消 化 パ タ ー ン に 基 づ い た ） 多 数 の BstU 
I部 位 を 含 む も の を 選 択 し て さ ら に 分 析 し た 。 残 っ た DNAを 95℃ で 5分 間 に わ た っ て 変 性 さ
せ 、 追 跡 用 染 料 （ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ・ ブ ル ー ） 2mlを 各 試 験 管 に 添 加 し 、 96ピ ン の マ ル チ -
プ リ ン ト （ 登 録 商 標 ） レ プ リ ケ ー タ （ V&Pサ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 ） を 用 い て DNAを ナ イ ロ
ン 膜 に 移 し た 。 各 PCRサ ン プ ル を 2つ ず つ ス ポ ッ ト に し 、 ア レ イ 内 の 各 ス ポ ッ ト の 位 置 を 追
跡 用 染 料 に よ っ て マ ー ク し た 。 各 ピ ン に よ り 、 約 0.4mlの 液 滴 （ 約 40ngの DNA） が 膜 に 移 さ
れ る 。 ア ラ イ ン メ ン ト 装 置 （ ラ イ ブ ラ リ ・ コ ピ ヤ ー （ 登 録 商 標 ） ； V&Pサ イ エ ン テ ィ フ ィ
ッ ク 社 ） を レ プ リ ケ ー タ と と も に 用 い 、 複 製 の あ る 3つ の 96ウ エ ル PCRサ ン プ ル を 10× 12cm
の ナ イ ロ ン 膜 上 に 276個 の ド ッ ト を 持 つ 1つ の 容 器 に 移 し た 。 さ ら に 、 ア レ イ の 四 隅 （ 第 1
列 と 最 終 列 の 上 と 下 の 3行 ） の そ れ ぞ れ に 3種 類 の 正 の 対 照 を ド ッ ト に し 、 オ リ エ ン テ ー シ
ョ ン 用 の マ ー ク と し て 用 い る と と も に 、 ド ッ ト に な っ た ゲ ノ ム 断 片 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン ・ シ グ ナ ル の 強 度 を 規 格 化 す る の に 用 い た 。 膜 に 対 し 、 ま ず 最 初 に 、 MseIで 前 処 理 し
3 2 Pで 標 識 し た ア ン プ リ コ ン を 10nlの 高 効 率 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 （ モ レ キ ュ ラ ー
・ リ サ ー チ 社 ） の 中 で 65℃ に て 一 晩 に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 洗 浄 を 、 65℃ ～ 75
℃ に て 0.1％ SDS +0.5× SSC（ 1× SSCは 、 0.15Mの NaClと 0.015Mの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7
.0） の 中 で 20分 間 に わ た っ て 1回 実 施 し 、 0.1％ SDS+0.2× SSCの 中 で 20分 間 に わ た っ て 2回
実 施 し た 。 す で に 説 明 し た モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ッ ク ス 社 の ホ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー と
ImageQuantソ フ ト ウ エ ア を 用 い て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ と 分 析 を 行 な っ た 。 プ ロ ー ブ を 完
全 に 剥 が し 、 同 じ 膜 に MseI/BstU Iで 前 処 理 し て 3 2 Pで 標 識 し た ア ン プ リ コ ン を 再 度 ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ た 。 複 製 し た 2枚 の 膜 を 使 用 し 、 そ れ ぞ れ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 を
独 立 に 2回 実 施 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 DNAの シ ー ク エ ン シ ン グ 。 プ ラ ス ミ ド DNAを プ ラ ス の CGIク ロ ー ン か ら 調 製 し 、 ダ イ デ オ
キ シ ・ タ ー ミ ネ ー タ ・ サ イ ク ル ・ シ ー ク エ ン シ ン グ ・ キ ッ ト と 自 動 化 し た ABI PRISM 377
シ ー ク エ ン サ を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 な っ た 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の デ ー タ は 、 BLAS
Tプ ロ グ ラ ム を 用 い て GenBankの デ ー タ と 比 較 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る メ チ ル 化 の 分 析 。 乳 が ん 細 胞 系 ま た は 乳 房 サ ン
プ ル か ら の ゲ ノ ム DNA（ 10μ g） を 、 MseIま た は MseI/BstU Iを 用 い て 完 全 に 消 化 さ せ た 。
得 ら れ た 制 限 産 物 を 1.0％ ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で 分 離 さ せ 、 ナ イ ロ ン 膜 に 移 し た 。 CGIク ロ
ー ン 挿 入 体 の 一 部 を サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の プ ロ ー ブ と し て PCRで 増 幅 し た
。 長 さ が 約 200～ 300bpで BstU I部 位 が 含 ま れ な い よ う に 増 幅 産 物 を 設 計 し た 。 8～ 10mlの
高 効 率 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 中 で 65～ 70℃ に て 一 晩 に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 行 な わ せ た 。 す で に 説 明 し た よ う に し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 を 実 施
し た 。 サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト に 対 し て リ ン 画 像 分 析 を 行 な い 、 ImageQuantソ フ ト ウ エ ア を 用 い
て バ ン ド 強 度 を 定 量 化 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ４ ９ 】
（ 乳 が ん 細 胞 に お け る DNMT1と p21 W A F 1 の 発 現 ）
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ヒ ト の が ん 細 胞 で は 、 腫 瘍 が 増 殖 し て い る 間 に 、 CpG島 の 高 メ チ ル 化 を 促 進 す る こ と が
知 ら れ て い る DNAメ チ ラ ー ゼ 活 性 が 大 き く な っ て い る 。 Vertino他 、 Mol. Cell Biol.、 第 1
6巻 、 4555～ 4565ペ ー ジ 、 1996年 ； Wu他 、 Cancer Res.、 第 56巻 、 616～ 622ペ ー ジ 、 1996年
； Belinsky他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 93巻 、 4045～ 4050ペ ー ジ 、 1996年 を 参 照
の こ と 。 DNMT1は DNAメ チ ラ ー ゼ の 合 成 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た し て い る た め 、 そ の mR
NAの レ ベ ル を 乳 が ん 細 胞 系 で あ る T47D、 ZR-75-1、 Hs578t、 MDA-MB-231、 MDA-MB-468、 MCF
-7に お い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 実 施 例 1に 示 し た 「 方 法 と 材 料 」 を 用 い て 乳 が ん 細 胞 系 T47D、 ZR-75-1、 Hs578t、 MDA-MB
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-231、 MDA-MB-468、 MCF-7か ら RNAを 単 離 し 、 ノ ー ザ ン 分 析 用 に 調 製 し た 。 実 施 例 1に 示 し
た 方 法 と 材 料 を 用 い て DNMT1と p21 W A F 1 に 対 す る cDNAプ ロ ー ブ も 調 製 し た 。 ノ ー ザ ン 分 析 に
よ り 、 こ れ ら の 細 胞 系 で は 正 常 な 対 照 サ ン プ ル と 比 べ て 5.4kbの DNMT1の mRNAの レ ベ ル が 3
～ 12倍 に な っ て い る こ と が わ か っ た （ 図 1、 上 の パ ネ ル ） 。 こ の 結 果 は 、 同 じ 細 胞 系 に お
い て 、 DNMT1の mRNAの レ ベ ル 上 昇 と 、 そ の 結 果 と し て の DNAメ チ ラ ー ゼ 酵 素 の 活 性 増 大 の 両
方 が 見 ら れ る と い う 以 前 の 研 究 と 整 合 性 が あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 最 近 、 p21タ ン パ ク 質 が 、 DNAメ チ ラ ー ゼ が 複 製 関 連 タ ン パ ク 質 PCNAに 向 か う の を 妨 げ る
方 向 に 調 節 し て い る こ と も 明 ら か に な っ た 。 p21が 存 在 し て い る と 、 DNAメ チ ラ ー ゼ が 複 製
中 の DNAに 近 づ け な い た め に 正 常 な 細 胞 中 で の メ チ ル 化 が 邪 魔 さ れ る 一 方 で 、 腫 瘍 細 胞 中
で は p21の 発 現 が 消 失 ま た は 低 下 す る た め に 異 常 な メ チ ル 化 が 容 易 に な る 可 能 性 が あ る と
い う 考 え 方 が 提 案 さ れ て い る 。 そ の こ と を 裏 付 け る よ う に 、 上 記 の 乳 が ん 細 胞 の 中 で p21
を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 で あ る 2.1kbの p21 W A F 1の 発 現 が 、 こ れ ら の 細 胞 系 で は 正 常 な 対 照
サ ン プ ル の 1/2～ 1/8で あ る こ と が 検 出 さ れ た （ 図 1、 中 央 の パ ネ ル ） 。 こ の 結 果 を DNMT1で
の 知 見 と 合 わ せ て 考 え る と 、 上 記 の 乳 が ん 細 胞 系 で は 対 応 す る ゲ ノ ム を 異 常 に メ チ ル 化 す
る 能 力 が 増 大 し て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ５ ３ 】
（ デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ DMH） に よ る ヒ ト 乳 が ん 細 胞
に お け る CpG島 の メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ ル の 測 定 ）
【 ０ １ ５ ４ 】
　 DMH法 を 利 用 し 、 実 施 例 2に 示 し た 6つ の が ん 細 胞 系 に お い て 新 た に メ チ ル 化 し て い る CpG
島 配 列 の 程 度 を 測 定 し た （ 図 2） 。 乳 が ん 細 胞 （ T47D、 ZR-75-1、 Hs578t、 MDA-MB-468） か
ら の ゲ ノ ム DNAを 用 い 、 実 施 例 1の 材 料 と 方 法 で 説 明 し た よ う に し て ア ン プ リ コ ン を 調 製 し
た 。 正 常 な 乳 房 組 織 か ら の DNAを 同 様 に し て 消 化 さ せ 、 対 照 と し て 使 用 し た 。 CpGジ ヌ ク レ
オ チ ド ・ リ ッ チ な 断 片 の 開 裂 し た 末 端 部 を リ ン カ ー に 連 結 さ せ 、 Cot-1差 し 引 き ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 （ 材 料 と 方 法 を 参 照 の こ と ） を 利 用 し て 反 復 配 列 （ Alu Iフ ァ ミ リ ー や K
pn Iフ ァ ミ リ ー ） を 消 化 産 物 か ら 除 去 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 差 し 引 き し た DNAの 半 分 を メ チ ル 化 感 受 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ BstU Iで さ ら に 処 理 し 、 B
stU Iで 消 化 さ せ た 対 照 DNAと BstU Iで 消 化 さ れ な い 対 照 DNAの 両 方 を 鋳 型 と し て 用 い て リ
ン カ ー PCRを 行 な っ た （ 材 料 と 方 法 を 参 照 の こ と ） 。 処 理 し た サ ン プ ル で は メ チ ル 化 さ れ
て い な い BstU I部 位 を 含 む ゲ ノ ム 断 片 は 切 断 さ れ な い た め に 増 幅 す る こ と が で き な か っ た
が 、 BstU Iで 消 化 さ れ な か っ た 対 照 サ ン プ ル で は 同 じ 断 片 が 増 幅 さ れ た 。 細 胞 中 に メ チ ル
化 さ れ た BstU I部 位 を 含 む い く つ か の 断 片 は 消 化 さ れ ず 、 リ ン カ ー PCRに よ っ て 増 幅 さ れ
た 。 “ MseIで 前 処 理 し た ア ン プ リ コ ン ” ま た は “ MseI/BstU Iで 前 処 理 し た ア ン プ リ コ ン
” と 名 づ け た PCR産 物 を 高 メ チ ル 化 配 列 を ス ク リ ー ニ ン グ す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。
多 数 の BstU I部 位 を 含 む CpGク ロ ー ン を CGIラ イ ブ ラ リ か ら あ ら か じ め 選 択 し （ 図 3） 、 そ
れ を 増 幅 し た 挿 入 体 DNA（ 0.2～ 1.5kb） を 実 施 例 1の 材 料 と 方 法 で 説 明 し た よ う に し て 高 密
度 ア レ イ 上 に 格 子 状 に 配 置 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 DMH分 析 の 結 果 。 図 4に 、 DMHで 分 析 し た 276個 の CpG島 遺 伝 子 座 の 代 表 的 な 結 果 が 示 し て
あ る 。 観 察 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル の 強 度 は さ ま ざ ま で あ っ た が 、 そ れ
は 、 増 幅 産 物 の サ イ ズ が 異 な る こ と に 帰 す る こ と が で き よ う 。 MseIで 前 処 理 し た ア ン プ リ
コ ン は 、 膜 上 の MseIで 切 断 し た CpG島 配 列 の う ち で 一 致 す る も の と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と が 予 想 さ れ た 。 し か し ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル は 、 そ れ ら CpG島 遺 伝 子 座 の
約 86％ で あ る こ と が 検 出 さ れ た （ パ ネ ル A、 B、 C） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な か っ た 遺 伝 子 座
は 、 Y染 色 体 に 由 来 し た も の で あ る 可 能 性 が あ る 。 そ れ は 、 こ の CGIラ イ ブ ラ リ が 元 々 は 男
性 の DNAを 用 い て 構 成 さ れ た の に 対 し 、 ア ン プ リ コ ン は 女 性 の 細 胞 か ら 調 製 さ れ た と い う
事 実 に よ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な か っ た 遺 伝 子 座 （ パ ネ ル A） と Cot-1に 対 し て プ ラ ス で あ
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っ た 14個 の 遺 伝 子 座 （ パ ネ ル D） を 除 く と 、 MseI/BstU Iで 前 処 理 し た 正 常 な 乳 房 組 織 サ ン
プ ル 由 来 の ア ン プ リ コ ン で は 、 テ ス ト し た CpG島 配 列 の 9.7％ （ 遺 伝 子 座 237個 の う ち の 23
個 ） で プ ラ ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た （ パ ネ ル A'） 。 プ ラ ス の
シ グ ナ ル は 、 こ れ ら CpG島 遺 伝 子 座 に メ チ ル 化 さ れ た BstU I部 位 が 存 在 し て い る こ と を 示
す 。 そ の シ グ ナ ル の い く つ か は 、 転 写 不 活 性 な X染 色 体 、 す な わ ち “ 刷 り 込 ま れ た 遺 伝 子
” に 由 来 す る 可 能 性 が あ る 。 割 合 が 少 な か っ た こ と は 、 CpG島 の 大 部 分 が 正 常 な 細 胞 で は
メ チ ル 化 さ れ て い な い と い う 考 え 方 と 一 致 す る 。 MseIで 前 処 理 し た ア ン プ リ コ ン と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し た フ ィ ル タ で 、 大 き な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル が い く つ か 観 察 さ れ
た （ パ ネ ル A） 。 し か し こ れ ら シ グ ナ ル の 強 度 は 、 MseI/BstU Iで 前 処 理 し た ア ン プ リ コ ン
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た フ ィ ル タ 上 で は 低 下 し た （ パ ネ ル A'） 。 こ れ は 、 正 常 な ゲ ノ ム に お
い て メ チ ル 化 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 配 列 （ 例 え ば リ ボ ソ ー ム DNAま た は Cot-1関 連 配
列 ） が い く つ か 存 在 し て い る こ と が 原 因 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 6つ の 乳 が ん 細 胞 系 に 由 来 す る MseI/BstU Iア ン プ リ コ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た CpG島 ア
レ イ に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル の 数 が 増 加 し た 。 代 表 的 な 結 果 を 細 胞
系 ZR-75-1と Hs578tに つ い て 示 し た （ パ ネ ル B、 B'、 C、 C'） 。 Hs578tで は テ ス ト し た 遺 伝
子 座 の 15.0％ で メ チ ル 化 さ れ た BstU I部 位 が 観 察 さ れ 、 そ の 数 値 は 、 T47Dで は 15.6％ 、 MD
A-MB-468で は 18.0％ 、 ZR-75-1で は 19.4％ 、 MDA-MB-231で は 22.7％ 、 MCF-7で は 23.6％ で あ
っ た 。 正 常 な 乳 房 サ ン プ ル と 比 べ て 高 メ チ ル 化 が 広 範 囲 に 見 ら れ た が 、 全 体 の レ ベ ル は 細
胞 系 ご と に 異 な っ て い た 。 メ チ ル 化 パ タ ー ン を 分 析 す る こ と に よ り 、 正 常 な 対 照 と 比 較 し
て こ れ ら 細 胞 系 に 高 メ チ ル 化 し た CpG島 遺 伝 子 座 が 多 く 存 在 し て い る こ と が 明 ら か に な っ
た 。 遺 伝 子 座 の 中 に は 6つ の 細 胞 系 す べ て で メ チ ル 化 し て い る よ う に 見 え る も の や 、 い く
つ か の 細 胞 系 だ け で メ チ ル 化 し て い る も の も あ っ た （ 図 5） 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 高 メ チ ル 化 し た CpG島 遺 伝 子 座 の ヌ ク レ オ チ ド の シ ー ク エ ン シ ン グ 。 276個 の CpG島 ア レ
イ か ら と 他 の DMHス ク リ ー ニ ン グ か ら 選 択 し た プ ラ ス の 34個 の CpG島 遺 伝 子 座 の ヌ ク レ オ チ
ド を シ ー ク エ ン シ ン グ す る こ と に よ り 、 そ の 特 性 を さ ら に は っ き り と さ せ た 。 こ れ ら CGI
ク ロ ー ン の 挿 入 体 を シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 内 部 BstU I部 位 を 確 認 し た 。 配 列 デ ー タ を 用 い
、 GenBankデ ー タ ベ ー ス で 既 知 の 配 列 と 一 致 す る か 調 べ た 。 こ れ ら 遺 伝 子 座 の う ち の 30個
を 表 IIに 示 し て あ る 。 （ こ の リ ス ト に な い 他 の 4個 の 遺 伝 子 座 は 、 間 違 っ て プ ラ ス に な っ
た も の で あ り 、 サ ザ ン 分 析 を 行 な っ て も 乳 が ん 細 胞 系 に お け る 高 メ チ ル 化 状 態 が 確 認 で き
な か っ た ） 。 30個 の ク ロ ー ン の う ち の 9個 は 、 HPK1、 DCIS1、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質
、 PAX2、 PAX7、 GALNR2、 EST03867、 ESTAA827755、 EST88248と い う 既 知 の 配 列 と 一 致 す る
配 列 を 含 ん で い た 。 6つ の ク ロ ー ン は 、 既 存 の CpG島 配 列 タ グ と 一 致 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
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【 表 １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ６ ０ 】
（ サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 乳 が ん 細 胞 系 に お け る CpG島 遺 伝 子 座 の メ チ ル
化 パ タ ー ン の プ ロ フ ァ イ ル の 測 定 ）
【 ０ １ ６ １ 】
　 が ん 細 胞 系 で 検 出 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 の メ チ ル 化 状 態 を サ ザ ン 分 析 に よ っ て 独 立 に 確
認 し た （ 図 6） 。 ク ロ ー ニ ン グ し た 挿 入 体 か ら PCRに よ っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ プ ロ
ー ブ を 生 成 さ せ た 。 長 さ が 約 200～ 300bpで BstU I部 位 が 含 ま れ な い よ う に 増 幅 産 物 を 設 計
し た 。 例 え ば HBC（ “ 乳 が ん に お け る 高 メ チ ル 化 ” ） -17（ 配 列 ID番 号 15） 用 の プ ロ ー ブ を
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用 い る と 、 MseIで 消 化 さ せ た 対 照 DNAの レ ー ン で 750bpの 断 片 が 検 出 さ れ た （ 上 左 の パ ネ ル
、 レ ー ン 1） 。 同 じ サ イ ズ ま た は 似 た サ イ ズ の 断 片 が 、 MseI/BstU Iで 二 重 に 消 化 さ せ た DN
Aサ ン プ ル （ ZR-75-1、 Hs578t、 MDA-MB-231、 MDA-MB-468、 MCF-7） で 検 出 さ れ た （ レ ー ン 4
～ 8） 。 こ の 断 片 が 存 在 し て い る の は 、 HBC-17（ 配 列 ID番 号 15） 内 の す べ て の BstU I部 位
が 、 制 限 に 対 し て 感 受 性 を 持 た な い た め に こ れ ら 細 胞 の 中 で メ チ ル 化 し て い る こ と の 結 果
で あ る 。 300bpの 断 片 が T47 DNA 20と い う サ ン プ ル の 中 に 存 在 し て い た （ レ ー ン 3） 。 こ の
バ ン ド は 、 消 化 さ れ た 正 常 な 対 照 DNAに 見 ら れ る （ レ ー ン 2） 。 こ れ は 、 細 胞 中 で 調 べ た す
べ て の 部 位 が メ チ ル 化 し て お ら ず 、 BstU Iに よ っ て 消 化 さ れ て 300bpの 断 片 を 生 成 さ せ た
こ と を 示 唆 し て い る 。 メ チ ル 化 さ れ て い な い 断 片 も 、 MDA-MB-468細 胞 と MCF-7細 胞 に 存 在
し て い た （ レ ー ン 7と 8） 。 Hs578t細 胞 ま た は MDA-MB-231細 胞 で は 、 一 部 が メ チ ル 化 さ れ た
断 片 （ 400bpと 600bp） が 同 定 さ れ た 。 こ れ は 、 調 べ た BstU I部 位 の 一 部 が HBC-17（ 配 列 ID
番 号 15） に お い て メ チ ル 化 し て い る こ と に 帰 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 こ の サ ザ ン 分 析 で は 調 べ た 各 部 位 に お け る メ チ ル 化 の 程 度 を 測 定 す る こ と は で き な い た
め 、 こ れ ら の サ ン プ ル に 対 す る 半 定 量 的 方 法 を 開 発 し た 。 ま ず 最 初 に 、 各 レ ー ン か ら の す
べ て の 断 片 を 合 わ せ た 強 度 に 対 す る 750bpの 断 片 の デ ン シ ト メ ー タ に よ る 強 度 を 完 全 な メ
チ ル 化 の 割 合 と し た 。 不 完 全 な メ チ ル 化 （ す な わ ち 400bpと 600bpの 断 片 ） の 割 合 と メ チ ル
化 さ れ な い （ す な わ ち 300bpの 断 片 の ） 割 合 も 同 様 に し て 計 算 し た 。 各 断 片 に 対 し て さ ら
に 1つ の 数 値 を 割 り 当 て た 。 完 全 な メ チ ル 化 に は 1、 不 完 全 な メ チ ル 化 に は 0.5、 メ チ ル 化
さ れ て い な い 場 合 に は 0で あ る 。 各 サ ン プ ル の メ チ ル 化 ス コ ア は 、 完 全 な メ チ ル 化 の 割 合
に 1を 掛 け 、 不 完 全 な メ チ ル 化 の 割 合 に 0.5を 掛 け て 足 し 合 わ せ た 和 に な っ た 。 こ の 方 法 で
得 ら れ る ス コ ア は 、 各 サ ン プ ル の レ ー ン に つ い て バ ン ド の 強 度 を 目 で 比 較 し た 結 果 と 一 致
し て い た 。 こ の 方 法 は 、 残 り の CpG島 遺 伝 子 座 に も 適 用 し た 。 図 6に 、 サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン の 別 の 例 と 、 得 ら れ た メ チ ル 化 ス コ ア を 示 し て あ る 。 細 胞 系 の DNAサ ン プ ル
の メ チ ル 化 感 受 性 制 限 が 完 全 に な さ れ る よ う に す る た め 、 上 記 細 胞 系 の DNAと 正 常 な い く
つ か の 乳 房 DNAサ ン プ ル で は 対 応 す る BstU I部 位 が メ チ ル 化 さ れ て い な い こ と が 知 ら れ て
い る 負 の 対 照 プ ロ ー ブ 7-120を 膜 に 再 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 乳 が ん 細 胞 系 と 1つ の 正 常 な 対 照 サ ン プ ル で 分 析 し た 30個 の CpG島 遺 伝 子 座 の メ チ ル 化 ス
コ ア を 図 7に ま と め て あ る 。 こ れ ら 細 胞 系 は 、 左 か ら 右 に 向 か っ て メ チ ル 化 能 力 （ す な わ
ち 高 メ チ ル 化 し た 遺 伝 子 座 の ％ ） が 大 き く な る よ う に 並 べ て あ り 、 CpG島 遺 伝 子 座 は 、 上
か ら 下 に 向 か っ て こ れ ら 細 胞 系 か ら の メ チ ル 化 ス コ ア が 小 さ く な る よ う に 並 べ て あ る 。 メ
チ ル 化 パ タ ー ン の 分 析 か ら 、 こ れ ら の 乳 が ん 細 胞 系 で は 高 メ チ ル 化 に 対 す る CpG島 の 感 受
性 が 異 な っ て い る 可 能 性 の あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 遺 伝 子 座 HBC-3～ HBC-15（ 配 列 ID番 号 1
～ 13） で は 、 正 常 な 対 照 サ ン プ ル に お い て 、 調 べ た BstU I部 位 で さ ま ざ ま な 程 度 の メ チ ル
化 が 見 ら れ た 。 調 べ た 別 の 正 常 な 乳 房 サ ン プ ル で も こ の す で に 存 在 し て い る メ チ ル 化 条 件
が 観 察 さ れ た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。 こ れ ら 遺 伝 子 座 の 高 メ チ ル 化 は 、 調 べ た 6つ の 細 胞
系 す べ て に 広 く 存 在 し て い る よ う に 見 え た 。 逆 に 、 他 の 遺 伝 子 座 HBC-16～ HBC-32（ 配 列 ID
番 号 14～ 30） で は 正 常 な 対 照 に す で に 存 在 し て い る メ チ ル 化 が 検 出 さ れ ず 、 こ れ ら 細 胞 系
で は 高 メ チ ル 化 の 程 度 が よ り 少 な い よ う に 見 え た 。 い く つ か の ケ ー ス （ 例 え ば HBC-23～ HB
C-32（ 配 列 ID番 号 21～ 30） ） で は 、 い く つ か の 細 胞 系 だ け で 高 メ チ ル 化 が 観 察 さ れ た 。 こ
の 観 察 結 果 か ら 、 す で に 条 件 が 整 っ て い る CpG島 遺 伝 子 座 で は 、 が ん 細 胞 で 新 た に メ チ ル
化 す る 傾 向 が あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 パ タ ー ン 分 析 か ら も 、 全 体 的 な メ チ ル 化 の 頻 度 が 細
胞 系 ご と に 異 な る こ と が 明 ら か に な っ た 。 メ チ ル 化 （ メ チ ル 化 ス コ ア が 0.1よ り も 大 き い
も の ） は 、 Hs578tで は こ れ ら 30個 の 遺 伝 子 座 の 57％ に お い て 観 察 さ れ た 。 こ の 割 合 は 、 T4
7Dで は 67％ 、 ZR-75-1で は 77％ 、 MDA-MB-468で は 80％ 、 MDA-MB-231細 胞 で は 90％ 、 MCF-7で
は 93％ で あ っ た 。 こ の よ う な 違 い は 、 あ ら か じ め 存 在 す る 条 件 が 検 出 さ れ な い 遺 伝 子 座 HB
C-16～ HBC-32（ 配 列 ID番 号 14～ 30） で メ チ ル 化 パ タ ー ン を 比 較 す る こ と に よ っ て さ ら に は
っ き り と し た 。 2つ の 極 端 な 場 合 を 例 示 す る と 、 Hs578t細 胞 に お い て は こ れ ら 17個 の 遺 伝
子 座 の う ち の 4個 だ け で メ チ ル 化 が 検 出 可 能 で あ っ た の に 対 し 、 MCF-7細 胞 で は こ れ ら 遺 伝
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子 座 の う ち の 15個 が 広 く メ チ ル 化 し て い た 。 こ の 結 果 は 、 CpG島 配 列 を メ チ ル 化 す る 能 力
が こ れ ら 細 胞 系 で は 元 々 異 な っ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ６ ４ 】
（ サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 原 発 性 乳 が ん の メ チ ル 化 分 析 ）
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 質 的 に 重 要 で な い 遺 伝 子 に 付 随 す る CpG島 は 、 長 年 に わ た っ て 培 養 し て い る 不 死 化 細
胞 の 中 で 時 間 経 過 と と も に メ チ ル 化 す る 可 能 性 の あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 Antequera
他 、 Cell、 第 62巻 、 503～ 514ペ ー ジ 、 1990年 を 参 照 の こ と 。 試 験 管 内 で の 知 見 が 原 発 性 乳
が ん に お け る 本 当 に 新 規 な メ チ ル 化 を 代 表 し う る か ど う か と い う 疑 問 を 調 べ た 。 原 発 性 乳
が ん に お け る 9つ の CpG島 遺 伝 子 座 （ HBC-6（ 配 列 ID番 号 4） ； HBC-8（ 配 列 ID番 号 6） ； HBC-
9（ 配 列 ID番 号 7） ； HBC-12（ 配 列 ID番 号 10） ； HBC-15（ 配 列 ID番 号 13） ； HBC-18（ 配 列 ID
番 号 16） ； HBC-20（ 配 列 ID番 号 18） ； HBC-22（ 配 列 ID番 号 20） ； HBC-23（ 配 列 ID番 号 21）
） の メ チ ル 化 状 態 を サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 調 べ た 。 図 8の 上 に 示 し た
パ ネ ル か ら わ か る よ う に 、 HBC-18（ 配 列 ID番 号 16） は 、 患 者 47、 135、 119、 129、 15、 31
、 65の 腫 瘍 DNAサ ン プ ル に お い て 、 対 と な る 正 常 な 乳 房 組 織 と 比 べ て 高 メ チ ル 化 し て い た
。 HBC-18（ 配 列 ID番 号 16） 遺 伝 子 座 の 不 完 全 な メ チ ル 化 が 、 患 者 11と 137の 腫 瘍 に お い て
検 出 さ れ た 。 図 8の 下 に 示 し た パ ネ ル で は 、 以 前 の 観 察 結 果 と 同 様 、 HBC-9（ 配 列 ID番 号 7
） の す で に 存 在 し て い る メ チ ル 化 が 、 こ れ ら の 患 者 の 正 常 な 乳 房 組 織 で 観 察 さ れ た （ 図 7
） 。 HBC-9（ 配 列 ID番 号 7） の 高 メ チ ル 化 が 、 患 者 47、 139、 145、 65の 腫 瘍 レ ー ン で 観 察 さ
れ た 。 こ れ は 、 440bpの 断 片 の 強 度 が 正 常 な レ ー ン に お け る 同 じ バ ン ド の 強 度 と 比 べ て 大
き く な っ て い る こ と を 示 し て い る 。 予 備 的 な 観 察 で は 、 2つ の 遺 伝 子 座 HBC-16（ 配 列 ID番
号 14） と HBC-26（ 配 列 ID番 号 24） の 新 規 な メ チ ル 化 は 、 2つ の 原 発 性 乳 が ん に 存 在 し て い
な か っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 こ れ ら の 細 胞 系 と 正 常 な 対 照 で メ チ ル 化 パ タ ー ン を 比 較 し た 。 新 た に メ チ ル 化 す る 傾 向
が 上 記 の 30個 の CpG島 遺 伝 子 座 で 異 な っ て い る こ と が わ か る 。 こ の 先 天 的 条 件 は 、 局 所 的
ゲ ノ ム 配 列 に す で に 存 在 し て い る メ チ ル 化 条 件 に よ っ て 少 な く と も 部 分 的 な 影 響 を 受 け る
可 能 性 が あ る 。 実 施 例 4で 説 明 し た よ う に 、 遺 伝 子 座 HBC-3～ HBC-15（ 配 列 ID番 号 1～ 13）
は 、 他 の 遺 伝 子 座 と 比 べ て 新 た に メ チ ル 化 し や す い よ う で あ っ た （ 図 7） 。 正 常 な 乳 房 サ
ン プ ル で は 、 こ の CpG島 群 に お け る メ チ ル 化 を 検 出 す る こ と が で き 、 こ れ ら 遺 伝 子 座 の メ
チ ル 化 は 、 調 べ た が ん 細 胞 系 に お い て 広 く 見 ら れ た 。 他 方 、 こ の す で に 存 在 し て い る 条 件
が な い 他 の 遺 伝 子 座 は 、 乳 が ん 細 胞 に お い て 新 た に メ チ ル 化 し に く か っ た 。 こ の 観 察 結 果
は 、 CpG島 遺 伝 子 座 に す で に 存 在 し て い る メ チ ル 化 に よ っ て が ん 細 胞 内 で 新 た な メ チ ル 化
が 促 進 さ れ る 可 能 性 の あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 こ の 観 察 結 果 は 、 DNAメ チ ラ ー ゼ の 活 性 が 部 分 的 な 予 備 メ チ ル 化 条 件 に よ っ て プ ラ ス の
影 響 を 受 け る 可 能 性 が あ る と い う 試 験 管 内 で の 以 前 の い く つ か の 知 見 に よ っ て も 支 持 さ れ
る （ Christman他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 92巻 、 7347～ 7351ペ ー ジ 、 1995年 ； C
arotti他 、 Biochem. J.、 第 37巻 、 1101～ 1108ペ ー ジ 、 1998年 を 参 照 の こ と ） 。 こ れ ら の
研 究 か ら 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 の 合 成 ポ リ マ ー は 真 核 生 物 の DNAメ チ ラ ー ゼ の 貧 弱 な 基 質
で あ る が 、 原 核 生 物 の メ チ ラ ー ゼ に よ っ て 少 数 の 5-メ チ ル シ ト シ ン が 導 入 さ れ た 後 に は DN
Aメ チ ラ ー ゼ に よ っ て 効 果 的 に メ チ ル 化 が な さ れ る こ と が わ か っ た 。 Carottiら は 、 天 然 の
も の で あ れ 合 成 の も の で あ れ 二 本 鎖 DNAの 基 質 に 5-メ チ ル シ ト シ ン が 存 在 し て い る と 、 DNA
メ チ ラ ー ゼ に よ っ て 近 傍 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 が 試 験 管 内 で 促 進 さ れ る こ と を
示 し た （ Carotti他 、 上 記 文 献 ） 。 促 進 の 程 度 は 、 5-メ チ ル シ ト シ ン 残 基 の 数 と 分 布 の 両
方 に 依 存 し て い た 。 効 果 が 現 わ れ る た め に は 、 5-メ チ ル シ ト シ ン が 互 い に 近 づ き す ぎ て い
て は い け な か っ た 。 こ の 現 象 は 、 DNAメ チ ラ ー ゼ の cDNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ヒ ト 線 維
芽 細 胞 で も 観 察 さ れ た （ Vertino他 、 Mol. Cell Biol.、 第 16巻 、 4555～ 4565ペ ー ジ 、 1996
年 を 参 照 の こ と ） 。 DNAメ チ ラ ー ゼ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お
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い て 新 た に メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 は 、 親 細 胞 系 に お け る メ チ ル 化 レ ベ ル は 低 か っ
た が 検 出 可 能 で あ っ た 。 逆 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ク ロ ー ン に お い て メ チ ル 化 に 抵 抗
し た CpG島 遺 伝 子 座 は 、 親 細 胞 系 で は メ チ ル 化 が 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 メ チ ル 化 が 広 が る こ の 現 象 は 、 す で に 存 在 し て い る 条 件 を 伴 っ た CpG島 遺 伝 子 座 に お い
て 広 く 見 ら れ る メ チ ル 化 を 説 明 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 生 成 の 間 、 す で に 存 在 し て い る メ
チ ル 化 さ れ た 反 復 エ レ メ ン ト が 新 た な メ チ ル 化 の 中 心 と し て 機 能 し 、 そ こ か ら 隣 の CpG島
配 列 へ と メ チ ル 化 が 広 が っ て い く こ と が で き る 。 こ れ ら 実 験 の 結 果 は 、 メ チ ル 化 が 腫 瘍 細
胞 の CpG島 配 列 の 中 か ら 実 際 に 広 が っ て い き う る こ と を 示 し て い る 。 配 列 内 に 存 在 し て い
る 5-メ チ ル シ ト シ ン 残 基 は 、 DNAメ チ ラ ー ゼ の 新 た な メ チ ル 化 を 促 進 す る こ と が で き る 。 D
NAメ チ ラ ー ゼ は 正 常 な 細 胞 内 で 活 性 を 維 持 す る た め に 半 メ チ ル 化 さ れ た 基 質 を 好 む と は い
え 、 こ の 酵 素 は CpG島 配 列 内 に 存 在 す る 5-メ チ ル シ ト シ ン を “ 感 知 す る ” 第 2の 調 節 ド メ イ
ン を 持 っ て い て 、 新 た な メ チ ル 化 を 可 能 に す る 。 こ の “ 感 知 ” 機 能 は 、 腫 瘍 細 胞 に お い て
は DNAメ チ ラ ー ゼ の レ ベ ル が 異 常 に 高 い た め に よ り 活 性 化 す る 可 能 性 が あ る 。 す る と メ チ
ル 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を す で に 含 ん で い る 配 列 の 近 く に 位 置 す る シ ト シ ン が 新 た
に メ チ ル 化 さ れ る こ と に な る 。 新 た に メ チ ル 化 さ れ た 部 位 は 、 DNAメ チ ラ ー ゼ を 通 じ て 隣
接 す る 配 列 が 次 に メ チ ル 化 す る の を 促 進 す る 能 力 を 獲 得 す る こ と が で き る 。 メ チ ル 化 の こ
の “ ド ミ ノ ” 効 果 は 時 間 経 過 と と も に 増 大 し て 全 CpG島 領 域 を カ バ ー し 、 そ れ に 伴 っ て 転
写 の サ イ レ ン シ ン グ に 至 る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 乳 が ん 細 胞 系 に お け る メ チ ル 化 能 力 の 違 い 。 わ れ わ れ の 発 見 の 第 2の 特 徴 は 、 上 記 乳 が
ん 細 胞 系 の メ チ ル 化 能 力 に 差 を 見 い だ し た こ と で あ る 。 Hs578t細 胞 と MCF-7細 胞 と い う 極
端 な 2つ の 例 を 挙 げ る と 、 Hs578t細 胞 は 、 上 記 の あ ら か じ め 存 在 し て い る 条 件 な し で は CpG
島 HBC-16～ HBC-32（ 配 列 ID番 号 14～ 30） を メ チ ル 化 す る 能 力 を 欠 い て い た の に 対 し 、 MCF-
7細 胞 は 、 CpG島 遺 伝 子 座 を メ チ ル 化 す る こ と に 長 け て い た 。 こ れ は 、 こ れ ら 細 胞 系 で 観 察
さ れ た 差 が 、 単 に DNAメ チ ラ ー ゼ の 異 常 な 作 用 に よ る も の で は あ り え な い こ と を 示 唆 し て
い る 。 メ チ ル 化 の 程 度 は 、 こ れ ら 細 胞 に お け る DNMT1の 発 現 レ ベ ル の 増 大 ま た は p21 W A F 1 の
発 現 レ ベ ル の 低 下 と は 関 係 な い よ う で あ っ た （ 図 1と 図 7） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 し た が っ て こ れ ら の 結 果 は 、 別 の 細 胞 因 子 が CpG島 の 高 メ チ ル 化 を 支 配 し て い る 可 能 性
の あ る こ と を 示 し て い る 。 1つ の 可 能 性 は 、 新 規 な メ チ ラ ー ゼ を コ ー ド し て い る ま だ 同 定
さ れ て い な い 遺 伝 子 、 ま た は 特 性 が 明 ら か に な っ て い な い 遺 伝 子 で あ る 。 別 の 可 能 性 は 、
上 記 の が ん 細 胞 で 観 察 さ れ た さ ま ざ ま な 程 度 の 新 た な メ チ ル 化 が 、 よ り 大 き な 増 殖 能 力 を
持 つ 高 メ チ ル 化 表 現 型 が 固 定 し た こ と の 結 果 で あ る 可 能 性 が あ る と い う も の で あ る 。 最 後
に 、 異 な る メ チ ル 化 能 力 は 、 こ れ ら 細 胞 系 に お い て DNA修 復 の 欠 如 と 関 係 し て い る 可 能 性
が あ る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ７ １ 】
（ 乳 が ん を ス ク リ ー ニ ン グ し 分 析 す る の に DMH法 を 利 用 し た ）
【 ０ １ ７ ２ 】
　 乳 が ん 細 胞 系 で メ チ ル 化 を 支 配 し て い る 可 能 性 の あ り そ う な メ カ ニ ズ ム を パ タ ー ン 分 析
に よ っ て 明 ら か に し た 。 次 に DMH法 を 適 用 し 、 特 定 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 変 化 の パ タ ー
ン が 分 析 し た 患 者 の 病 理 学 的 パ ラ メ ー タ と 相 関 し て い る か ど う か を 調 べ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 乳 が ん DNAか ら の ア ン プ リ コ ン の 単 離 。 エ リ ス ・ フ ィ ッ シ ェ ル が ん セ ン タ ー （ コ ロ ン ビ
ア 、 ミ ズ ー リ 州 ） で 1992年 ～ 1998年 に 乳 房 切 除 術 を 受 け た 28人 の 女 性 患 者 か ら 採 取 し た 乳
が ん サ ン プ ル を 、 DMH法 を 利 用 し て 分 析 し た 。 同 じ 患 者 か ら 、 正 常 な 対 照 と し て 用 い る た
め 隣 接 す る 正 常 な 実 質 組 織 を 採 取 し た 。 こ の 研 究 で 用 い た ど の 腫 瘍 も す べ て 、 浸 潤 し て い
る 腺 管 が ん と し て 分 類 さ れ 、 ブ ル ー ム と リ チ ャ ー ド ソ ン を ノ ッ テ ィ ン ガ ム が 改 変 し た 基 準
に 基 づ い て グ レ ー ド を 評 価 し た （ Bloom, H.J.G.と Richardson, W.W.、 Br. J. Cancer、 第

10

20

30

40

50

(38) JP 2005-522224 A 2005.7.28



9巻 、 359～ 377ペ ー ジ 、 1957年 を 参 照 の こ と ） 。 こ の 腫 瘍 グ レ ー ド 法 は 、 チ ュ ー ブ の 形 成
、 核 の 多 形 現 象 、 有 糸 分 裂 活 性 の 組 織 学 的 特 徴 に 基 づ い て お り 、 そ れ ぞ れ の カ テ ゴ リ ー に
従 っ て 点 数 を 割 り 当 て た 。 腫 瘍 の 全 体 的 グ レ ー ド は 点 数 の 合 計 で あ り 、 3～ 9点 に な っ た 。
ほ ど ん ど 分 化 し て い な い 表 現 型 の 腫 瘍 （ 8～ 9点 ） は 、 チ ュ ー ブ 構 造 が な い か 少 な く 、 核 が
不 規 則 で 大 き く 、 有 糸 分 裂 の 数 が 多 か っ た 。 中 程 度 に 分 化 し た 表 現 型 の 腫 瘍 （ 6～ 7点 ） ま
た は よ く 分 化 し た 表 現 型 の 腫 瘍 （ 3～ 5点 ） は 、 明 確 な チ ュ ー ブ 構 造 を 持 ち 、 上 皮 細 胞 の 形
成 が 適 度 な 輪 郭 を 持 ち 、 核 ク ロ マ チ ン が 均 一 で あ り 、 有 糸 分 裂 指 数 が 小 さ い 。 QIAamp（ 登
録 商 標 ） 組 織 キ ッ ト J（ キ ア ジ ェ ン 社 ） を 用 い て こ れ ら の サ ン プ ル か ら 高 分 子 量 の DNAを 単
離 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 実 施 例 1の 「 材 料 と 方 法 」 に 記 載 し た よ う に し て DMH法 を 実 施 し た 。 乳 が ん サ ン プ ル ま た
は 正 常 な サ ン プ ル か ら の ゲ ノ ム DNA（ 0.5～ 1μ g） を 用 い て 実 施 例 1に 記 載 し た よ う に し て
ア ン プ リ コ ン を 調 製 し た 。 増 幅 産 物 を 正 常 ア ン プ リ コ ン ま た は 腫 瘍 ア ン プ リ コ ン に 分 け て
精 製 し 、 3 2 Pで 標 識 し 、 ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た 。 CGIゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ
か ら 、 BstU Iに 対 し て プ ラ ス の CpG島 ク ロ ー ン 、 Cot-1に 対 し て マ イ ナ ス の CpG島 ク ロ ー ン
、 Cot-1に 対 し て わ ず か に プ ラ ス の CpG島 ク ロ ー ン を 調 製 し 、 実 施 例 1に 記 載 し た よ う に し
て 96ウ エ ル 形 式 の PCRを 行 な っ た 。 ま ず 最 初 に 、 正 常 な ア ン プ リ コ ン を 膜 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ク ス 社 の ホ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー を 用 い て オ ー ト ラ ジ オ
グ ラ フ ィ を 行 な っ た 。 プ ロ ー ブ を 剥 が し 、 同 じ 膜 ま た は 複 製 し た 膜 に 腫 瘍 ア ン プ リ コ ン を
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て ホ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー で 走 査 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 デ ー タ 分 析 。 プ ラ ス の CpG島 タ グ の ド ッ ト 強 度 を ImageQuant（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ エ ア
（ モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ク ス 社 ） の 体 積 リ ビ ュ ー ・ プ ロ ト コ ル を 用 い て 測 定 し た 。 腫 瘍
サ ン プ ル と 正 常 サ ン プ ル か ら の 生 の 体 積 デ ー タ を 規 格 化 し て か ら 比 較 し た 。 こ れ は 、 内 部
対 照 タ グ の 比 を 明 ら か に す る こ と に よ っ て 実 現 し た 。 簡 単 に 述 べ る な ら ば 、 体 積 比 が 近 い
2つ の 内 部 対 照 タ グ を 選 択 し 、 対 に し た ア ン プ リ コ ン 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 差 を
評 価 し た 。 各 ア ン プ リ コ ン の こ れ ら 2つ の 対 照 タ グ の 一 方 を 用 い て 規 格 化 因 子 を さ ら に 計
算 し た 。
　 規 格 化 因 子 ＝ 正 常 な 内 部 対 照 タ グ の 体 積 ／ 腫 瘍 の 内 部 対 照 タ グ の 体 積
【 ０ １ ７ ６ 】
　 こ の 因 子 を 適 用 し て 腫 瘍 タ グ の 体 積 を 規 格 化 し た 。 正 常 組 織 内 に あ っ て メ チ ル 化 が す で
に 存 在 し て い る タ グ に つ い て は 、 規 格 化 し た 腫 瘍 の 体 積 か ら 正 常 な タ グ の 体 積 を 差 し 引 い
た 。 正 常 な タ グ 内 に あ っ て メ チ ル 化 が 存 在 し て い な い タ グ に つ い て は 、 規 格 化 し た 腫 瘍 の
体 積 を そ の ま ま 用 い た 。 シ グ マ ス タ ッ ト ・ ソ フ ト ウ エ ア （ バ ー ジ ョ ン 2.0） を 用 い て 統 計
的 分 析 を 行 な っ た 。 デ ー タ に 対 し て 正 規 性 検 定 を 行 な っ て う ま く い か な か っ た 場 合 に は 、
腫 瘍 の グ レ ー ド が 異 な る グ ル ー プ で の 高 メ チ ル 化 の 差 を 、 対 応 の な い t-検 定 と マ ン -ホ イ
ッ ト ニ ー 順 位 和 検 定 に よ っ て 明 ら か に し た 。 P値 が 0.05未 満 の と き に 、 差 は 有 意 で あ る と
見 な せ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 結 果 と 考 察 。 ま ず 最 初 に 、 1,000を 超 え る CpG島 タ グ を 含 む ア レ イ ・ パ ネ ル を 利 用 し 、 乳
が ん サ ン プ ル と 正 常 な サ ン プ ル の ペ ア 28組 に 対 し て DMH法 を 行 な っ た 。 図 9Aに は 、 103人 の
患 者 か ら 採 取 し た 正 常 な サ ン プ ル と 腫 瘍 サ ン プ ル の ペ ア に お け る DMHス ク リ ー ニ ン グ の 代
表 的 な 結 果 を 示 し て あ る 。 目 視 に よ り 、 乳 が ん で 高 メ チ ル 化 し た 配 列 を 同 定 す る こ と が で
き た 。 こ れ は 、 腫 瘍 ア ン プ リ コ ン を 用 い て CpG島 タ グ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ
ル を 検 出 で き る が 、 正 常 な ア ン プ リ コ ン を 用 い る と 同 じ タ グ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・
シ グ ナ ル を 検 出 で き な い こ と を 示 し て い る （ 矢 印 で 示 し た 例 を 参 照 の こ と ） 。 こ の よ う に
な る の は 、 腫 瘍 DNA内 の メ チ ル 化 さ れ た BstU I部 位 が CpG島 配 列 内 で は 切 断 か ら 保 護 さ れ て
い て 、 リ ン カ ー PCRに よ っ て 増 幅 さ れ て 対 応 す る タ グ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た か ら で あ る 。
し か し そ の 同 じ 部 位 は 、 正 常 な DNAの 内 部 で は メ チ ル 化 さ れ て い な い か 一 部 し か メ チ ル 化
さ れ て お ら ず 、 BstU Iに よ っ て 切 断 さ れ た 。 し た が っ て 、 ア レ イ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
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ン ・ シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な か っ た 。 高 メ チ ル 化 し た こ れ ら CpG島 タ グ の い く つ か は 、 次 の 2
回 目 の ス ク リ ー ニ ン グ で 確 認 し た （ 図 9B） 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 い く つ か の CpG島 タ グ が 正 常 な ア ン プ リ コ ン （ す な わ ち す で に メ チ ル 化 が 存 在 し て い る
ア ン プ リ コ ン ） に よ っ て 検 出 さ れ た が 、 腫 瘍 ア ン プ リ コ ン （ 例 え ば 図 9Aの 下 右 隅 の CpG島
） で 調 べ た と き の ほ う が シ グ ナ ル 強 度 が 大 き か っ た 。 こ れ ら の 配 列 は 、 一 般 に 、 す べ て の
タ グ の う ち で 非 常 に 大 き な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル を 示 し た 。 こ れ は 、 細 胞 系
で の 研 究 に 関 し て す で に 説 明 し た よ う に CpGジ ヌ ク レ オ チ ド ・ リ ッ チ な リ ボ ソ ー ム DNAの コ
ピ ー が 大 量 に あ る こ と を 表 わ し て い る よ う で あ る 。 リ ボ ソ ー ム DNAの メ チ ル 化 は 正 常 な 細
胞 に お い て 以 前 か ら 観 察 さ れ て い る が 、 乳 が ん に お い て よ り 増 大 す る こ と が 示 さ れ た 。 別
の 可 能 性 は 、 異 数 性 の た め に 腫 瘍 に お い て 正 常 に メ チ ル 化 さ れ た CpG島 遺 伝 子 座 の コ ピ ー
数 が 増 大 す る と い う も の で あ る 。 す で に 存 在 し て い る こ の 条 件 を 除 く と 、 メ チ ル 化 さ れ て
い な い CpG島 に お け る 高 メ チ ル 化 の 程 度 は 、 こ の グ ル ー プ の 患 者 一 人 ご と に 大 き く 異 な っ
て い た 。 調 べ た い く つ か の 乳 が ん サ ン プ ル で は 調 べ た BstU I部 位 の 約 9％ が 完 全 に メ チ ル
化 し て い た の に 対 し 、 他 の サ ン プ ル で は 調 べ た 部 位 に 検 出 可 能 な 変 化 は ほ と ん ど 、 あ る い
は ま っ た く 存 在 し て い な か っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 CpG島 タ グ の 配 列 の 特 性 調 査 。 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ で 高 メ チ ル 化 に 関 し て プ ラ ス で あ っ
た 30個 の CpG島 タ グ を 選 択 し て さ ら に 特 性 を 調 べ た 。 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ の 結 果 か ら 、 こ
れ ら タ グ の う ち の 9個 が 既 知 の cDNAと 一 致 す る 配 列 を 含 ん で い る こ と が わ か っ た 。 そ れ は
、 表 1に 示 し た PAX7（ 5'末 端 ） 、 カ ベ オ リ ン -1（ エ キ ソ ン 2） 、 GATA-3（ エ キ ソ ン 1） 、 COL
9A1（ エ キ ソ ン 1） と 、 5つ の EST（ AI928953、 AA604922、 AA313564、 AI500696、 AI381934）
で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 こ の 知 見 は 、 乳 が ん 細 胞 系 の カ ベ オ リ ン -1遺 伝 子 で CpG島 の メ チ ル 化 を 観 察 し た Lisanti
ら の 結 果 と 一 致 し て い る 。 実 施 例 5で 説 明 し た よ う に 、 乳 が ん 細 胞 系 で 高 メ チ ル 化 し て い
る こ と が 見 い だ さ れ た 5つ の CpG島 タ グ （ HBC-17（ 配 列 ID番 号 15） ； HBC-19（ 配 列 ID番 号 17
） ； HBC-24（ 配 列 ID番 号 22） ； HBC-25（ 配 列 ID番 号 23） ； HBC-27（ 配 列 ID番 号 25） ） も 、
こ の 研 究 で 同 定 し た 。 残 り の 25個 の タ グ に は HBC-33～ HBC-57（ 配 列 ID番 号 31～ 46） と い う
記 号 を 割 り 当 て た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 乳 が ん に お け る 2回 目 の DMHス ク リ ー ニ ン グ 。 図 9Bに す で に 示 し た よ う に 、 30個 の CpG島
タ グ を 再 び ア レ イ に し て 患 者 グ ル ー プ で 2回 目 の DMHス ク リ ー ニ ン グ を 行 な い 、 高 メ チ ル 化
状 態 を 確 認 し た （ 図 10の 代 表 的 な 結 果 を 参 照 の こ と ） 。 1回 目 の ス ク リ ー ニ ン グ で 調 べ た
い く つ か の 乳 が ん に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 強 度 に 差 が な か っ た 別 の 5つ の タ グ
（ x軸 と y軸 の 座 標 は 3C、 3F、 3G、 4G、 5G） を 内 部 対 照 と し て 選 択 し た 。 こ こ で も 、 正 常 な
対 照 の ほ と ん ど に お い て は 調 べ た 遺 伝 子 座 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル が わ ず か
に 検 出 さ れ た 、 あ る い は ま っ た く 検 出 さ れ な か っ た の に 対 し 、 対 応 す る 乳 が ん で は ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 強 度 が さ ま ざ ま で あ っ た 。 こ れ は 、 CpG島 の 高 メ チ ル 化 の 差 を 反 映 し
て い る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 メ チ ル 化 の 差 を 半 定 量 化 す る た め 、 各 CpG島 タ グ に つ い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・
シ グ ナ ル の 強 度 を 「 材 料 と 方 法 」 に 記 載 し た よ う に し て ImageQuant（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ
エ ア の 体 積 レ ビ ュ ー ・ プ ロ ト コ ル を 用 い て 測 定 し た 。 図 10か ら 、 内 部 対 照 の ド ッ ト の 強 度
が 患 者 ご と に 異 な る こ と 、 あ る い は 一 人 の 患 者 の 腫 瘍 サ ン プ ル と 正 常 な サ ン プ ル の ペ ア に
お い て 異 な る こ と が 明 ら か で あ る 。 こ れ は 、 組 織 の 異 質 性 、 あ る い は 腫 瘍 の 異 数 性 が 原 因
で あ ろ う 。 し た が っ て 内 部 対 照 の 体 積 比 を 調 べ 、 体 積 比 が 近 い 2つ を 選 択 し て 規 格 化 し た
。 こ の 患 者 群 で は 、 臨 床 上 の 相 関 関 係 を 調 べ る た め に 調 節 し た 腫 瘍 の 体 積 を 用 い た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 CpG島 の 高 メ チ ル 化 と 腫 瘍 の グ レ ー ド 。 統 計 的 分 析 に よ り 、 CpG島 の 高 メ チ ル 化 が 乳 が ん
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の 組 織 学 的 グ レ ー ド と 関 係 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た （ P - 0.041） 。 グ レ ー ド の 異
な る 腫 瘍 間 で の CpG島 の 高 メ チ ル 化 の 違 い を 目 に 見 え る よ う に す る た め 、 グ レ イ ・ ス ケ ー
ル を 考 案 し 、 図 11に 示 し た よ う に 腫 瘍 の メ チ ル 化 体 積 を 百 分 位 数 に 分 類 し た 。 PD（ ほ と ん
ど 分 化 し な い ） 群 は 、 調 べ た 遺 伝 子 座 に お い て 対 応 す る MD/WD（ よ く 分 化 し た ／ 中 程 度 に
分 化 し た ） 群 よ り も 高 メ チ ル 化 の 頻 度 と 程 度 が 大 き か っ た 。 14個 の PD型 腫 瘍 の 半 分 が 多 数
の 遺 伝 子 座 （ 10個 超 ） で 広 範 に 高 メ チ ル 化 し て い た の に 対 し 、 14個 の MD/WD型 腫 瘍 で は 2つ
だ け が 同 じ 遺 伝 子 座 で 高 メ チ ル 化 し て い た 。 さ ら に 、 PD型 腫 瘍 で は 頻 繁 に 高 メ チ ル 化 し て
い た が MD/WD型 腫 瘍 で は そ う で な か っ た 遺 伝 子 座 HBC-42（ 配 列 ID番 号 36） 、 HBC-45（ 配 列 I
D番 号 38） 、 HBC-47に お い て 、 最 も 大 き な 違 い が 見 ら れ た 。 こ の 結 果 は 、 疾 患 が よ り 進 ん
だ 状 態 の 患 者 の ほ う が メ チ ル 化 が 変 化 し や す い こ と を 示 唆 し て い る 。 何 人 か の 患 者 で は 、
調 べ た 遺 伝 子 座 で メ チ ル 化 が ほ と ん ど 、 ま た は ま っ た く 変 化 し て い な か っ た こ と に 注 意 さ
れ た い 。 こ れ は 、 あ る 種 の 腫 瘍 の 進 行 が こ の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な イ ベ ン ト と は 独 立 で あ
る 可 能 性 が あ る こ と 、 あ る い は そ の よ う な 患 者 で は 変 化 が 腫 瘍 増 殖 の よ り 後 の ス テ ー ジ で
起 こ る 可 能 性 が あ る こ と を 示 し て い る 。 こ の 研 究 で は 、 高 メ チ ル 化 と 他 の 臨 床 パ ラ メ ー タ
の 関 係 は 見 い だ せ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 こ れ ら の 実 験 の 結 果 か ら 、 さ ま ざ ま な 臨 床 サ ン プ ル で 観 察 さ れ た メ チ ル 化 パ タ ー ン の 違
い が が ん の ス テ ー ジ ま た は タ イ プ の 違 い を 反 映 し て い る 可 能 性 の あ る こ と が わ か る 。 こ こ
に 示 し た ケ ー ス で は 、 グ レ ー ド の 異 な る 腫 瘍 の 間 で 最 も 共 通 し て 観 察 さ れ た CpG島 遺 伝 子
座 の メ チ ル 化 （ 例 え ば HBC-33、 HBC-34（ 配 列 ID番 号 31） 、 HBC-35、 HBC-36） は 腫 瘍 増 殖 の
初 期 に 起 こ っ て い る ら し い の に 対 し 、 PD群 で 優 先 的 に 観 察 さ れ た が MD/WD群 で は 観 察 さ れ
な か っ た メ チ ル 化 （ 例 え ば HBC-42（ 配 列 ID番 号 36） 、 HBC-45（ 配 列 ID番 号 38） 、 HBC-47）
は 後 期 の ス テ ー ジ で 起 こ っ て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 上 記 の こ と を 考 慮 す る と 、 本 発 明 の い く つ か の 目 的 が 達 成 さ れ る こ と が わ か る で あ ろ う
。 本 発 明 の 他 の 特 徴 、 目 的 、 利 点 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 こ こ に 提 案 し た 説 明 お
よ び 図 面 は 、 他 の 当 業 者 に 本 発 明 、 そ の 原 理 、 そ の 実 際 的 な 用 途 を 知 ら せ る こ と を 目 的 と
し て い る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 個 々 の 用 途 に お け る 条 件 に 最 も 合 う よ う に 本 発 明 を い ろ い ろ
な 形 態 に 改 変 し て 適 用 す る こ と が で き よ う 。 し た が っ て こ こ に 提 示 し た 本 発 明 の 具 体 的 な
実 施 態 様 は 本 発 明 の す べ て で は な く 、 本 発 明 が そ の 実 施 態 様 に 限 定 さ れ る こ と も な い 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ８ ６ 】
（ 実 施 例 7～ 12の た め の 材 料 と 方 法 ）
【 ０ １ ８ ７ 】
　 サ ン プ ル の 調 製 。 乳 が ん 細 胞 系 MDA-MB-231を 以 前 に 報 告 さ れ て い る よ う に し て 維 持 し （
Laux, D.E.他 、 Breast Cancer Res. Treat.、 第 56巻 、 35～ 43ペ ー ジ 、 1999年 ） 、 初 期 密
度 2× 10 4 細 胞 /cm 2 に し て 0.75μ Mの 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン （ “ デ オ キ シ C” ） で 4日
間 に わ た っ て 処 理 し た 後 、 回 収 し た 。 対 照 培 養 物 を デ オ キ シ Cの 不 在 下 で 維 持 し た 。 乳 が
ん サ ン プ ル と 腫 瘍 の な い サ ン プ ル を 、 エ リ ス ・ フ ィ ッ シ ェ ル が ん セ ン タ ー （ コ ロ ン ビ ア 、
ミ ズ ー リ 州 ） で 乳 房 切 除 術 ま た は バ イ オ プ シ ー を 受 け て い る 患 者 か ら 採 取 し た （ 組 織 内 検
討 委 員 会 の 承 認 #7935） 。 ゲ ノ ム DNAと 全 RNAを そ れ ぞ れ QIAamp（ 登 録 商 標 ） 組 織 キ ッ ト と R
Neasy（ 登 録 商 標 ） キ ッ ト を 用 い て 単 離 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 CpG島 マ イ ク ロ ア レ イ の 調 製 。 CpG島 ク ロ ー ン を 7,776個 含 む マ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル の P
CR産 物 （ 平 均 で 500bp） を 以 前 に 報 告 さ れ て い る よ う に し て 調 製 し た （ Yan, P.S.他 、 Canc
er Res.、 第 61巻 、 8375～ 8380ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 簡 単 に 述 べ る な ら ば 、 マ イ ク ロ ア レ イ
・ パ ネ ル を 調 製 す る た め の 原 材 料 は CpG島 ラ イ ブ ラ リ CGIに 由 来 す る も の で あ っ た （ Cross,
 S.H.他 、 Nat. Genet.、 第 6巻 、 236～ 244ペ ー ジ 、 1994年 ） 。 CGIは 、 MseI（ DNAを 切 断 し
て 小 さ な 断 片 群 に す る が 、 CpG島 断 片 は ほ ぼ 完 全 に 保 持 す る こ と が 知 ら れ て い る 4塩 基 カ ッ
タ ー ） で 切 断 し た 男 性 の ゲ ノ ム DNAを 用 い て 以 前 に 調 製 し た （ 前 掲 文 献 ） 。 メ チ ル 結 合 MeC
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P2タ ン パ ク 質 を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ ・ カ ラ ム で GCリ ッ チ な MseI断 片 を 単 離 し て ベ ク タ ー の 中
に ク ロ ー ニ ン グ し 、 ラ イ ブ ラ リ を 構 成 し た 。 合 計 で 7,776個 の CGIク ロ ー ン を マ ス タ ー ・ プ
レ ー ト と し て の 96ウ エ ル の 培 養 チ ェ ン バ ー の 中 で 個 別 に 構 成 し た 。 こ の 中 に は 、 テ ス ト す
る メ チ ル 化 感 受 性 部 位 を 欠 い て い る こ と が 知 ら れ て い る た め プ ラ ス の 対 照 と し て 機 能 す る
あ ら か じ め 選 択 し た 10個 の MseIタ グ が 含 ま れ て い た 。 各 ク ロ ー ン の 一 部 （ 約 1μ l） を 、 マ
ル チ ・ プ リ ン ト （ 登 録 商 標 ） レ プ リ ケ ー タ （ V&Pサ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 ） を 用 い て 別 の 9
6ウ エ ル の PCRチ ュ ー ブ の ウ エ ル に 移 し た 。 こ れ ら ク ロ ー ン か ら の CpG島 挿 入 体 （ 0.2～ 2kb
） を 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て PCRで 増 幅 し た （ Huang, T.H.-M.他 、 Hum. Mol. G
enet.、 第 8巻 、 459～ 470ペ ー ジ 、 1999年 ） 。 挿 入 体 に 直 に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー は 、 HGMP 3
558： 5'-CGGCCGCCTGCAGGTCTGACCATAA（ 配 列 ID番 号 47） と HGMP 3559： 5'-AACGCGTTGGGAGCT
CTCCCATAA（ 配 列 ID番 号 48） で あ る （ CGI） （ Cross, S.H.他 、 1994年 、 前 掲 文 献 ） 。 各 PCR
の 再 現 性 を 確 実 に し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 内 の 細 菌 ク ロ ー ン 間 の 相 互 汚 染 を 防 止 す る た め 、
96ウ エ ル 形 式 の ゲ ル 電 気 泳 動 シ ス テ ム （ カ ソ ー ド ・ バ イ オ ロ ジ ス テ ィ ッ ク 社 ） を 用 い て 増
幅 さ れ た 挿 入 体 を 個 々 に 確 認 し た 。 ア レ イ 形 成 装 置 を ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス ／ GMS 417ア レ
イ ヤ ー に し て 未 精 製 の PCR産 物 の ド ッ ト を 形 成 で き る こ と が 好 ま し い 。 と い う の も 、 こ の
装 置 の リ ン グ と ピ ン の シ ス テ ム は 、 糸 巻 き タ イ プ の ペ ン や イ ン ク ジ ェ ッ ト ・ タ イ プ の 印 刷
ベ ッ ド よ り も は る か に 詰 ま り に く い か ら で あ る 。 DeRisiら の ウ エ ブ サ イ ト （ www.microarr
ays.org） に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 、 未 精 製 の PCR産 物 （ ド ッ ト 1つ に つ き 約 0.02μ l、
0.1μ g/μ l） を 、 20％ DMSOの 存 在 下 で 、 ポ リ -L-リ シ ン で コ ー テ ィ ン グ し た 顕 微 鏡 ス ラ イ
ド の 上 に マ イ ク ロ ド ッ ト （ 直 径 150μ mで 間 隔 を 300μ mに す る ） と し て 印 刷 し た 。 ド ッ ト 状
の DNAは 、 使 用 前 に 変 性 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 発 現 分 析 の た め の ア ン プ リ コ ン の 調 製 。 全 RNA100μ gを コ ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ニ ュ
ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ 社 ） で 処 理 し た 後 、 キ ア ジ ェ ン 社 の RNeasy（ 登 録 商 標 ）
カ ラ ム で 精 製 し た 。 こ の 処 理 に よ っ て キ ャ ッ プ の な い リ ボ ソ ー ム RNA、 tRNA、 断 片 化 し た m
RNAか ら 5'遊 離 リ ン 酸 と 汚 染 ゲ ノ ム DNAが 除 去 さ れ た が 、 キ ャ ッ プ の 付 い た mRNAの 完 全 な 5'
末 端 は そ の ま ま 残 っ た 。 次 に タ バ コ 酸 性 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ り mRNAの
キ ャ ッ プ 構 造 を 除 去 し た が 、 5'一 リ ン 酸 は mRNAに 付 着 し た ま ま 残 っ た （ Maruyamaと Sugano
, S.、 Gene、 第 138巻 、 171～ 174ペ ー ジ 、 1994年 ） 。 合 成 RNAア ダ プ タ ー （ 0.5ナ ノ モ ル 、 5
'-ACCGGAGCGGCACGGGAAAUAGAGCAACAGGAAA（ 配 列 ID番 号 55） ） を T4 RNAリ ガ ー ゼ （ エ ピ セ ン
タ ー 社 ） の 存 在 下 で mRNA集 団 の 5'末 端 に 連 結 さ せ た 。 し か し こ の ア ダ プ タ ー は 、 連 結 に 必
要 な 5'一 リ ン 酸 を 欠 い て い る 脱 リ ン 酸 化 し た リ ボ ソ ー ム RNA、 tRNA、 断 片 化 mRNAに は 連 結
さ せ る こ と が で き な か っ た 。 45℃ に て 17-ntの ポ リ T（ 5'-GGCCGACTCACTGCGCGTCTTCTGTCCCG
CCT 1 7 （ 配 列 ID番 号 56） ） を 含 む プ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写 （ ス ー パ ー ス ク リ プ ト II（ 登
録 商 標 ） 逆 転 写 酵 素 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 ） さ せ る こ と に よ り 、 連 結 し た mRNAか ら
完 全 長 cDNAを 生 成 さ せ た 。 5'ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー と 3'ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー ： 5NES
T： 5'-GCACGGGAAATAGAGCAACAG（ 配 列 ID番 号 57） と 3RT： 5'-GGCCGACTCACTGCGCGTCTTCTG（
配 列 ID番 号 58） を 用 い て ロ ン グ PCR反 応 （ タ ッ ク プ ラ ス （ 登 録 商 標 ） ロ ン グ PCRシ ス テ ム 、
ス ト ラ タ ジ ー ン 社 ） を 実 施 し た 。 PCRの 線 形 性 を 保 持 す る た め 、 増 幅 サ イ ク ル の 数 を 少 な
く し た （ 18サ イ ク ル ） 。 増 幅 産 物 （ ま た は ア ン プ リ コ ン ） を 精 製 し て 蛍 光 標 識 し た 。 BIOP
RIME（ 登 録 商 標 ） DNA標 識 シ ス テ ム （ ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 ） を 用 い て ア ミ ノ -ア リ ル
dUTP（ aa-dUTP） を ア ン プ リ コ ン （ 5μ g） に 組 み 込 ん だ 。 蛍 光 染 料 Cy5と Cy3を aa-dUTPで 標
識 し た テ ス ト ・ ア ン プ リ コ ン と 基 準 ア ン プ リ コ ン に そ れ ぞ れ 結 合 さ せ 、 CpG島 マ イ ク ロ ア
レ イ ・ パ ネ ル に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 の プ ロ ト コ ル に 関 し て は 、 DeRisiら （ http://www.microarrays.org） に
従 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ス ラ イ ド を GenePix 4000Aス キ ャ ナ ー （ ア ク ソ ン 社 ） で 走 査
し 、 取 得 し た 画 像 を GenePix Pro3.0と い う ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 メ チ ル 化 を 分 析 す る た め の ア ン プ リ コ ン の 調 製 。 メ チ ル 化 を 分 析 す る た め の ア ン プ リ コ
ン の 調 製 は 、 以 前 の 報 告 （ Huang, T.H.-M.他 、 Hum. Mol. Genet.、 第 8巻 、 459～ 470ペ ー
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ジ 、 1999年 ） に 従 っ て 行 な っ た 。 簡 単 に 説 明 す る な ら ば 、 バ ル ク の DNAを 小 さ な 断 片 群 （
約 200bp未 満 ） に 切 断 す る が GCリ ッ チ な CpG島 は 保 持 す る 4塩 基 TTAAエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で
あ る MseIを 用 い て 2μ gの ゲ ノ ム DNAを 切 断 し た 。 消 化 産 物 の 付 着 性 の あ る 末 端 部 を 、 0.5ナ
ノ モ ル の PCRリ ン カ ー H-24/H12（ H-24： 5'-AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAT（ 配 列 ID番 号 49） お
よ び H12： 5'-TAATCCCTCGGA（ 配 列 ID番 号 50） ） と 連 結 さ せ た 。 次 に 差 し 引 き ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 法 （ Craig, J.M.他 、 Hum. Genet.、 第 100巻 、 472～ 476ペ ー ジ 、 1997年 ） を 利
用 し て 連 結 産 物 か ら 反 復 DNAを 除 去 し た 。 差 し 引 か れ た DNAを メ チ ル 化 感 受 性 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ HhaIを 用 い て さ ら に 消 化 さ せ た 。 さ ら に 、 差 し 引 き ス テ ッ プ な し で DNAを 2つ の メ チ
ル 化 感 受 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ HpaIIと BstU Iで 直 接 消 化 さ せ た 。 消 化 物 を 鋳 型 と し て 用
い 、 以 前 の 報 告 （ Huang, T.H.-M.他 、 1999年 、 前 掲 文 献 ） に 従 っ て リ ン カ ー PCRを 実 施 し
た 。 1つ の メ チ ル 化 感 受 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し た 増 幅 産 物 と 2つ の メ チ ル 化 感 受 性
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し た 増 幅 産 物 の 両 方 を 精 製 し 、 aa-dUTPを 組 み 込 む の に 使 用 し
た 。 蛍 光 標 識 ス テ ッ プ 、 マ イ ク ロ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ ス テ ッ プ 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 ス テ ッ プ 、 ス ラ イ ド を 走 査 す る ス テ ッ プ は 、 す で に 説 明 し た 通
り で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の デ ー タ 分 析 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 各 ス ポ ッ ト に つ い て Cy3と Cy5の 蛍 光
強 度 を 取 得 し た 。 蛍 光 シ グ ナ ル が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の シ グ ナ ル に 近 い ア レ イ 上 の ス ポ ッ ト
は PCRま た は 印 刷 の 失 敗 を 反 映 し て い る た め 、 デ ー タ 分 析 し な か っ た 。 Cy5と Cy3の 標 識 効
率 は サ ン プ ル ご と に 異 な る た め 、 各 画 像 か ら の 比 Cy5/Cy3を 全 体 の 比 Cy5/Cy3と 14個 の 内 部
対 照 の 比 の 平 均 値 を 用 い て 規 格 化 し た 。 そ の 結 果 、 規 格 化 し た 比 は 1に な っ て い る こ と が
想 定 さ れ る 。 こ の 内 部 対 照 パ ネ ル で は 、 β -ア ク チ ン の cDNAの 異 な る 2つ の 断 片 （ エ キ ソ ン
1と 3） と 、 GAPDMの cDNAの 2つ の 異 な る 断 片 （ エ キ ソ ン 1と 8） を 、 各 ア レ イ 上 に 濃 度 を 変 え
て ス ポ ッ ト に し た 。 次 に 、 調 節 し た 比 Cy5/Cy3を 各 ECIST遺 伝 子 座 に つ い て 計 算 し 、 デ ー タ
を ス プ レ ッ ド シ ー ト 形 式 に 移 し て 分 析 し た 。 結 合 さ せ る 染 料 を テ ス ト ア ン プ リ コ ン （ Cy3
） と 基 準 ア ン プ リ コ ン （ Cy5） と い う ふ う に 逆 に し た 第 2の マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 も 行 な っ た
。 次 に 、 得 ら れ た マ イ ク ロ ア レ イ の デ ー タ を 第 1の 実 験 で 得 ら れ た デ ー タ と 比 較 し た 。 品
質 を 制 御 す る た め の 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 も 行 な っ た 。 こ の 実 験 で は 、 テ ス ト
す る 同 量 の 2つ の DNAサ ン プ ル を Cy5と Cy3で そ れ ぞ れ 標 識 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ ・ ス ラ イ ド に
同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 遺 伝 子 発 現 デ ー タ を 統 計 的 に 分 析 す る た め 、 SAM（ マ イ ク
ロ ア レ イ の 有 意 分 析 ） と 呼 ば れ る ソ フ ト ウ エ ア ・ パ ッ ケ ー ジ を 使 用 し た （ Tusher, V.G.他
、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 98巻 、 5116～ 5121ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 3つ の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 （ 2回 の 繰 り 返 し 実 験 と 、 1回 の 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 ） を
分 析 の た め の 入 力 と し て 用 い た 。 得 ら れ た 発 現 デ ー タ を 立 方 根 に 変 換 し て 正 規 分 布 を 得 た
後 、 分 析 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド の シ ー ク エ ン シ ン グ 。 ECISTク ロ ー ン か ら プ ラ ス ミ ド DNAを 調 製 し 、 ダ イ デ
オ キ シ ・ タ ー ミ ネ ー タ ・ サ イ ク ル ・ シ ー ク エ ン シ ン グ ・ キ ッ ト （ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス
テ ム ズ 社 ） と 自 動 化 さ れ た ABI PRISM377シ ー ク エ ン サ を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 な っ
た 。 次 に 、 得 ら れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を BLASTプ ロ グ ラ ム （ WWW.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
） を 用 い て GenBankの 配 列 と 比 較 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ノ ー ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 。 ヒ ト の 12の 異 な る 組 織 か ら の ポ リ A + RNAを レ ー ン
ご と に 1μ g含 む あ ら か じ め 作 っ た ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト （ ク ロ ン テ ッ ク 社 ） を 用 い 、 ECIST
遺 伝 子 座 に 転 写 産 物 が 存 在 し て い る か ど う か を 調 べ た 。 PCR産 物 （ 約 200塩 基 ） を ECIST断
片 内 の 仮 想 発 現 配 列 か ら 生 成 さ せ 、 マ ル チ プ ラ イ ム DNA標 識 シ ス テ ム （ ア マ ー シ ャ ム 社 ）
を 用 い て 3 2 Pで 標 識 し た 。 こ の 放 射 性 標 識 し た プ ロ ー ブ を ノ ー ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン で 使 用 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 は 、 す で に 説 明 し た よ う に し て 実 施 し
た （ Huang, T.H.-M.他 、 1999年 、 前 掲 文 献 ） 。 次 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ブ ロ ッ ト を ホ ス
フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー （ 登 録 商 標 ） （ モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ク ス 社 ） の 中 に 入 れ 、 ImageQ
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uant（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ エ ア （ モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ク ス 社 ） を 用 い て 結 果 を 分 析 し
た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 5'-RACE。 こ の PCR法 を 利 用 し て 転 写 産 物 の 5'末 端 を 増 幅 し た 。 既 に 説 明 し た RNAリ ガ ー
ゼ 媒 介 cDNA合 成 法 を 利 用 し 、 鋳 型 と な る 完 全 長 cDNAを 調 製 し た 。 遺 伝 子 座 特 異 的 プ ラ イ マ
ー （ 3'末 端 ） と す で に 説 明 し た 5'-ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー 5NESTを 用 い て PCRを 実 施 し た
。 5'-RACEで 使 用 し た 5つ の 遺 伝 子 座 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る 。 GAPDH： 5'-CG
C TCC TGG AAG ATG GTG A（ 配 列 ID番 号 59） ； β -ア ク チ ン ： 5'-CGC AGC TCA TTG TAG AAG
 GTG TGG（ 配 列 ID番 号 60） ； CpG6B6： 5'-TGT TGC TGG GGT ACA TGT TG（ 配 列 ID番 号 61）
； PY2F1： 5'-GGA TTG GAC ACC ATT GCA GCC G（ 配 列 ID番 号 62） ； SC13D6： 5'-AAC CAT TT
G CCA ATA CTT TCA TTT（ 配 列 ID番 号 63） 。 1％ ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル を 用 い て PCR産 物 の 電 気
泳 動 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 。 マ イ ク ロ ア レ イ の 実 験 で 明 ら か に さ れ た ECISTの メ
チ ル 化 状 態 を 確 認 す る た め 、 MDA-MB-231細 胞 ま た は 患 者 の サ ン プ ル か ら の ゲ ノ ム DNA10μ g
を MseIだ け で 完 全 に 消 化 さ せ 、 場 合 に よ っ て は そ の 後 に メ チ ル 化 化 感 受 性 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ BstU I、 HhaI、 HpaII（ ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ 社 ） の い ず れ か で 消 化
さ せ た 。 消 化 は 、 供 給 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 実 施 し た 。 制 限 産 物 を 1％ ア ガ ロ ー ス ・ ゲ
ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 ナ イ ロ ン 膜 に 移 し た 。 PCRに よ っ て CpG島 ク ロ ー ン か ら 調 製 し た プ ロ ー
ブ （ 200～ 300bp） を 膜 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 を 以 前 の 報 告 （ Huang, T.H.-M.他 、 1999年 、 前 掲 文 献 ） に 従 っ て 行
な っ た 。 膜 を ホ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー （ 登 録 商 標 ） （ モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ク ス 社 ） の
中 に 入 れ 、 ImageQuant（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ エ ア （ モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ク ス 社 ） を 用
い て 結 果 を 分 析 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 RT-PCR。 各 サ ン プ ル に つ い て 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト II（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム （ ラ イ フ ・
テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 ） を 用 い て 合 計 で 1～ 4μ gの RNAを 逆 転 写 し た 。 フ ェ イ ル セ イ フ PCR酵 素
ミ ッ ク ス ・ キ ッ ト （ エ ピ セ ン タ ー 社 ） を 用 い て 最 適 な RT-PCR条 件 に 調 節 し た 。 増 幅 サ イ ク
ル を 18～ 25回 実 施 し て 反 応 さ せ た 。 こ れ は 、 ア ッ セ イ の 線 形 性 が 保 持 さ れ る 範 囲 で あ る と
考 え ら れ る 。 プ ラ イ マ ー と し て は 以 下 の も の を 使 用 し た 。 す な わ ち 、 CpG5B6： 5'-TCT GCT
 TGC TTG GCC CTT CTG（ 配 列 ID番 号 64） （ セ ン ス 鎖 ） と 5'-TCC CTT CTG CCA CAT GGT TCA
（ 配 列 ID番 号 65） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） ； SC21G11： 5'-GCA CCG GTA AG GAA AAC AAA A（ 配
列 ID番 号 66） （ セ ン ス 鎖 ） と 5'-GAG CCA GTT GAT CAC CTC CTG（ 配 列 ID番 号 67） （ ア ン チ
セ ン ス 鎖 ） ； SC77F6： 5'-CAG AAC CAC CGC TAC AAA ATG（ 配 列 ID番 号 68） （ セ ン ス 鎖 ） と
5'-GAC ATG GTG CCG TAG TCC GAG（ 配 列 ID番 号 69） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） ； PY2F1： 5'-CCC 
CCA TCC CAG AAG ACA AAG（ 配 列 ID番 号 70） （ セ ン ス 鎖 ） と 5'-CTC GCT TTC GGA CAT GG T
TC T（ 配 列 ID番 号 71） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） ； SC13D6： 5'-TTG GAG TAA GAC TCC TGC ATC G
CG（ 配 列 ID番 号 72） （ セ ン ス 鎖 ） と 5'-CTC GCT TTC GGA CAT GGTTCT（ 配 列 ID番 号 73） （
ア ン チ セ ン ス 鎖 ） ； SC70E4： 5'-ACA CCC AGC CCC CAT TAC CTA（ 配 列 ID番 号 74） （ セ ン ス
鎖 ） と 5'-TCA CCC CTT GGT TGT CGA TGG（ 配 列 ID番 号 75） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） ； SC62A4：
5'-TCC CCT CAC TCC CTT GCT GGT（ 配 列 ID番 号 76） （ セ ン ス 鎖 ） と 5'-TGG CCA TAT GGA T
GC TCC TTG（ 配 列 ID番 号 77） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） ； CpG12F10： 5'-GAT GTG AGG AGT GTG G
GA AGG（ 配 列 ID番 号 78） （ セ ン ス 鎖 ） と 5'-TGT GGA CTC TGC GAT GAG AAT（ 配 列 ID番 号 79
） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） ； MP3D7： 5'-TGG AAC AGT TTG GAG GGC TCA（ 配 列 ID番 号 80） （ セ
ン ス 鎖 ） と 5'-CAC GGC TGC ACT AGG CGA GTA（ 配 列 ID番 号 81） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） ； MP2A
3： 5'-CTT GCA GTG GCT GGA GAT GAA（ 配 列 ID番 号 82） （ セ ン ス 鎖 ） と 5'-CAA GAC ACG TC
A GCC TGG CAT（ 配 列 ID番 号 83） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） ； β -ア ク チ ン ： 5'-GGA TTC CTA TGT
 GGG CGA CGA G（ 配 列 ID番 号 84） （ セ ン ス 鎖 ） と 5'-CGC AGC TCA TTG TAG AAG GTG TGG（
配 列 ID番 号 85） （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） で あ る 。 増 幅 し た cDNAの レ ベ ル を 以 前 に 報 告 （ Laux, 
D.E.他 、 Breast Cancer Res. Treat.、 第 56巻 、 35～ 43ペ ー ジ 、 1999年 ） さ れ て い る よ う
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に し て β -ア ク チ ン の cDNAの レ ベ ル と 比 較 し た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ９ ７ 】
（ CpG島 マ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル に お い て ECISTを 同 定 し た ）
【 ０ １ ９ ８ 】
　 こ の 実 施 例 で は 、 完 全 長 cDNA分 子 を 構 成 し 、 そ れ を 利 用 し て 7,776個 の CpGタ グ を 含 む ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 マ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 1,16
2個 の ECIST（ 発 現 CpG島 配 列 タ グ ） 遺 伝 子 座 を 同 定 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 法 （ Suzuki, Y.他 、 Gene、 第 200巻 、 149～ 156ペ ー ジ 、 1997年
） を 利 用 し て 乳 房 上 皮 の RNAま た は ス ト ラ タ ジ ー ン 社 の ヒ ト 普 遍 的 基 準 RNAか ら 完 全 長 cDNA
を 生 成 さ せ た 。 キ ャ ッ プ の 付 い た 完 全 長 mRNAの cDNAだ け が ロ ン グ PCRに よ っ て 増 幅 さ れ た
（ 図 12A） 。 し た が っ て cDNAの 5'末 端 の 完 全 性 が 維 持 さ れ た （ 例 え ば 図 12Bの β -ア ク チ ン
と GAPDHの cDNA） 。 マ イ ク ロ ア レ イ の 画 像 を 半 定 量 化 す る た め 、 増 幅 の 線 形 性 が 保 持 さ れ
る 範 囲 で PCRの サ イ ク ル 数 を さ ら に 最 適 化 し た （ 図 12C） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 増 幅 産 物 を Cy3（ シ ア ニ ン 3） 蛍 光 染 料 で 標 識 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ た 。 反 復 エ レ メ ン ト （ 例 え ば Alu、 ミ ト コ ン ド リ ア の RNA遺 伝 子 、 リ ボ ソ ー ム RNA
遺 伝 子 ） を 除 外 す る と 、 最 初 に ス ク リ ー ニ ン グ し た 7,776個 の CpG島 タ グ の う ち 合 計 で 1,16
2個 の 遺 伝 子 座 が ECISTの 基 準 に 合 致 し た 。 プ ラ ス で あ っ た こ れ ら 遺 伝 子 座 は 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン の 強 度 が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 2倍 を 超 え る も の と し て 定 義 し た （ マ イ ク ロ ア
レ イ の 一 部 を 示 し て あ る 図 13A） 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 1,162個 の ECISTの う ち の 合 計 で 155個 に つ い て ヌ ク レ オ チ ド の シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 な
っ て そ の 性 質 を さ ら に 調 べ た 。 こ れ ら 遺 伝 子 座 の う ち の 132個 （ 85.2％ ） が 、 既 知 の 転 写
産 物 ま た は 発 現 配 列 タ グ と 一 致 す る 配 列 を 含 ん で い る 。 残 る 23個 の 遺 伝 子 座 （ 14.8％ ） は
、 ま だ 性 質 が わ か っ て い な い 発 現 配 列 を 含 ん で い る ら し い ゲ ノ ム 領 域 と 一 致 し て い た 。 配
列 情 報 に 基 づ く と 、 遺 伝 子 の コ ピ ー を 多 数 含 む 冗 長 度 は 、 ECISTパ ネ ル で は 約 10％ で あ る
。 例 え ば 核 内 低 分 子 RNA遺 伝 子 （ U1、 U2、 U3） と ヒ ス ト ン 遺 伝 子 （ H2Aと H2B） は 、 配 列 を
決 定 し た ECISTク ロ ー ン に お い て 2～ 4倍 に な っ て い た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 配 列 が 既 知 の 遺 伝 子 と 一 致 し な か っ た 9つ の ECIST遺 伝 子 座 に 新 規 な mRNAが 存 在 し て い る
か ど う か を 確 認 す る た め 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 な っ た （ 図 14A） 。 多 数 の 組 織 の
ブ ロ ッ ト か ら わ か る よ う に 、 MP2A3プ ロ ー ブ と SC11E2プ ロ ー ブ で は 単 一 の 転 写 産 物 が 同 定
さ れ た の に 対 し 、 遺 伝 子 座 CpG5H12と CpG16A3は 、 多 数 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 有 す る 転 写 産
物 を 含 ん で い た 。 残 る 5個 の ECISTで は 、 ノ ー ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て は 転
写 産 物 が 観 察 さ れ な か っ た 。 し か し そ の う ち の 3つ の 遺 伝 子 座 （ CpG6B6、 PY2F1、 SC13D6）
は 、 よ り 感 度 の 高 い 5'-RACEア ッ セ イ に よ る と 稀 な 転 写 産 物 を コ ー ド し て い る よ う に 見 え
る （ 図 14B） 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ２ ０ ３ 】
（ 高 メ チ ル 化 し た ECIST遺 伝 子 座 を 同 定 し た ）
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 実 施 例 8の 1,162個 の ECISTが 固 着 し た パ ネ ル を マ イ ク ロ ア レ イ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン ・ ス ク リ ー ン で 使 用 し 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ DMH
） 法 を 利 用 し て 、 CpG島 が 高 メ チ ル 化 す る こ と に よ っ て 沈 黙 し た 新 規 な 遺 伝 子 を 同 定 し た
。 よ り 詳 細 に は 、 正 常 な 対 照 細 胞 と 比 べ て MDA-MB-231乳 が ん 細 胞 で メ チ ル 化 状 態 が 異 な っ
て い る DNAの い ろ い ろ な 集 合 を 代 表 す る ア ン プ リ コ ン を 、 DMHス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ と
固 着 し た 実 施 例 8の 1,162個 の ECIST遺 伝 子 座 を 利 用 し た マ イ ク ロ ア レ イ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の 標 的 と し て 使 用 し た 。
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【 ０ ２ ０ ５ 】
　 リ ン カ ー が 連 結 し た ゲ ノ ム DNAサ ン プ ル を メ チ ル 化 感 受 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て
消 化 さ せ た 後 、 PCRを 行 な っ た 。 MDA-MB-231細 胞 に 由 来 し 、 高 メ チ ル 化 し た 部 位 を 含 む ゲ
ノ ム DNAの 断 片 は 保 護 さ れ て い て エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 消 化 さ れ な か っ た た め 、 リ
ン カ ー PCRに よ っ て 増 幅 さ せ る こ と が で き た 。 他 方 、 対 応 す る メ チ ル 化 さ れ て い な い エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 含 む 対 応 す る 正 常 な 細 胞 に 由 来 す る 断 片 は 切 断 さ れ た た め 、 増 幅 不
能 に な っ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 乳 が ん 細 胞 で さ ま ざ ま な メ チ ル 化 状 態 に な っ て い る DNAの 集 合 を 代 表 す る ア ン プ リ コ ン
を 、 マ イ ク ロ ア レ イ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 標 的 と し て 使 用 し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ ・
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 高 メ チ ル 化 し た ECIST遺 伝 子 座 は “ 赤 い ” ス ポ ッ ト に な っ
た 。 と い う の も 、 Cy5（ 赤 ） テ ス ト ・ ア ン プ リ コ ン か ら は 大 き な 強 度 の シ グ ナ ル が 得 ら れ
た が 、 Cy3（ 緑 ） 対 照 ア ン プ リ コ ン か ら は シ グ ナ ル が 得 ら れ な か っ た か ら で あ る （ 図 13B）
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 を 繰 り 返 し 、 再 現 可 能 な ス ポ ッ ト だ け を 選 択 し て 分 析 し た
。 プ ラ ス で あ る 遺 伝 子 座 の “ カ ッ ト オ フ ” 値 を 規 格 化 し た 比 Cy5/Cy3が 1.5よ り も 大 き い と
い う 条 件 に 設 定 す る と 、 合 計 で 219個 の 遺 伝 子 座 が 同 定 さ れ た （ 図 16） 。 こ の カ ッ ト オ フ
値 は 、 乳 が ん で さ ま ざ ま な 高 メ チ ル 化 状 態 に な っ て い る CpG島 を 同 定 す る の に 有 効 で あ る
こ と が 、 出 願 人 に よ っ て 以 前 に 確 認 さ れ て い る （ Yan, P.S.他 、 Cancer Res.、 第 61巻 、 83
75～ 8380ペ ー ジ 、 2001年 ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 MDA-MB-231と 正 常 な ゲ ノ ム で メ チ ル 化 状 態 に 差 が な い 遺 伝 子 座 に 対 応 す る ECISTは 、 ア
ン プ リ コ ン が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ECISTア レ イ 上 に “ 黄 色 い ” ス ポ ッ ト （ Cy5/Cy3=1） と な
っ て 現 わ れ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル が 現 わ れ な か っ た ECISTは 、 MDA-MB-23
1細 胞 内 の メ チ ル 化 さ れ て い な い 遺 伝 子 座 を 表 わ す 。 そ の よ う な 遺 伝 子 座 に 対 応 す る 単 離
し た ゲ ノ ム 断 片 を メ チ ル 化 感 受 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ り 除 去 し た 後 、
リ ン カ ー PCRを 行 な っ た 。 場 合 に よ っ て は 、 低 メ チ ル 化 を 示 す “ 緑 色 ” の ス ポ ッ ト （ Cy5/C
y3<0.5） が MDA-MB-231細 胞 で 見 ら れ た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ２ ０ ８ 】
（ メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し て い て 脱 メ チ ル 化 に 応 答 す る ECIST遺 伝 子 座 を 同 定 し た ）
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 こ の 実 施 例 で は 、 実 施 例 9の DMHア ン プ リ コ ン ／ マ イ ク ロ ア レ イ ・ ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ
セ イ で 高 メ チ ル 化 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 特 定 の ECIST遺 伝 子 座 が 、 メ チ ル 化 に よ
っ て 沈 黙 し た 遺 伝 子 に 対 応 す る 遺 伝 子 座 を 含 ん で い る こ と と 、 特 別 な 場 合 に は そ の よ う な
沈 黙 状 態 が 、 脱 メ チ ル 化 剤 で 処 理 す る こ と に よ っ て 再 活 性 化 し た こ と を 示 す 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 脱 メ チ ル 化 剤 デ オ キ シ Cで 処 理 し た MDA-MB-231細 胞 と 、 脱 メ チ ル 化 剤 デ オ キ シ Cで 処 理 し
な い MDA-MB-231細 胞 か ら 完 全 長 cDNAア ン プ リ コ ン 標 的 を 別 々 に 調 製 し た 。 蛍 光 標 識 し た 標
的 を ECISTパ ネ ル に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ （ 図 13C） 、 2回 繰 り 返 し た 実 験 と 自 己 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 か ら の 出 力 デ ー タ を 、 マ イ ク ロ ア レ イ 有 意 分 析 （ SAM） ソ フ ト ウ
エ ア を 用 い て 分 析 し た （ 図 15） 。 遺 伝 子 特 異 的 な 一 群 の t-検 定 を 実 施 す る こ と に よ り 、 発
現 に 統 計 的 に 有 意 な 変 化 が あ っ た ECIST遺 伝 子 座 を SAMを 用 い て 同 定 し た 。 各 ECISTに は 、
そ の 遺 伝 子 座 に 関 し て 繰 り 返 し て 測 定 を 行 な っ た 標 準 偏 差 と 比 較 し た 遺 伝 子 発 現 の 変 化 に
基 づ き 、 ス コ ア を 割 り 当 て た 。 閾 値 よ り も 大 き な ス コ ア の ECISTを 潜 在 的 に 有 意 で あ る と
し た 。 逆 に 、 偶 然 に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 座 は 間 違 っ て プ ラ ス に な っ た も の と し て 扱 っ た 。 間
違 っ て プ ラ ス に な る 割 合 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 で の 遺 伝 子 発 現 測 定 の 組 み 合 わ せ を 分 析
す る こ と に よ っ て 計 算 し た （ Tusher, V.G.他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 98巻 、 51
16～ 5121ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 間 違 っ て プ ラ ス に な る 割 合 が 1％ と な る よ う に 閾 値 を 選 択 す
る 。 分 析 し た 1,162個 の ECISTの う ち 、 上 方 調 節 さ れ た 126個 の 遺 伝 子 座 を 統 計 的 に 有 意 で
あ る と 見 な す こ と が で き た 。 下 方 調 節 さ れ た 遺 伝 子 座 は 、 SAM分 析 で は 同 定 さ れ な か っ た
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。
【 ０ ２ １ １ 】
　 メ チ ル 化 の デ ー タ と 発 現 マ イ ク ロ ア レ イ の デ ー タ を 組 み 合 わ せ て 相 関 を 考 え る こ と に よ
り 、 対 応 す る 転 写 産 物 が DNAの 高 メ チ ル 化 を 通 じ て 下 方 調 節 さ れ て い る が 0.75μ Mの デ オ キ
シ Cに よ っ て 再 活 性 化 さ せ る こ と の で き る ECIST遺 伝 子 座 を 30個 同 定 し た （ 図 16） 。 さ ら に
、 そ の よ う な ECISTの う ち で 配 列 が GenBankの 既 知 の 遺 伝 子 と 一 致 し て い る 19個 中 の 17個 が
、 対 応 す る 遺 伝 子 の 第 1エ キ ソ ン に 局 在 し て い る こ と が 確 認 さ れ た （ 表 II） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 さ ら に 、 MDA-MB-231細 胞 に お い て 高 メ チ ル 化 し て い た が デ オ キ シ Cで 処 理 し て も 対 応 す
る 転 写 産 物 を 再 活 性 化 （ あ る い は 上 方 調 節 ） さ せ る こ と が で き な か っ た ECIST遺 伝 子 座 が 1
89個 同 定 さ れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 脱 メ チ ル 化 に 応 答 し て 転 写 産 物 が 上 方 調 節 さ れ る こ と
が 見 い だ さ れ た が CpG島 の 高 メ チ ル 化 と は 関 係 が な い よ う に 見 え る 遺 伝 子 座 が 96個 同 定 さ
れ た 。 残 り の 遺 伝 子 座 で は 、 DNAの メ チ ル 化 ま た は 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を マ イ ク ロ ア レ イ 法
で 検 出 す る こ と は で き な か っ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
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【 表 ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 ND： 測 定 せ ず 、 あ る い は 未 知
2 +： 第 1エ キ ソ ン と プ ラ ス の 一 致
3 -： 第 1エ キ ソ ン と マ イ ナ ス の 一 致
4 Cy5/Cy3： マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 で 得 ら れ た 各 ECISTの 比 を 規 格 化 し た 値 の 平 均 （ 詳 し い 説
明 は 本 文 を 参 照 の こ と ）
*原 発 性 乳 が ん で は 高 メ チ ル 化 も 検 出 さ れ た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ２ １ ４ 】
（ 脱 メ チ ル 化 に 応 答 す る ECISTを 独 立 に 確 認 し た ）
【 ０ ２ １ ５ 】
　 メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し た 30個 の 遺 伝 子 座 の 中 か ら マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 独 立 に 3個 の
既 知 の 遺 伝 子 （ CYP27B1（ 配 列 ID番 号 86） ； HSPA2（ 配 列 ID番 号 106） ； TTF-1（ 配 列 ID番 号
108） ） を 確 認 し 、 サ ザ ン 分 析 と RT-PCR分 析 に よ り 、 2個 の 新 規 な 発 現 配 列 （ FLJ10466（ 配
列 ID番 号 95） ； EST183864（ 配 列 ID番 号 101） ） を 確 認 し た 。 図 17Aか ら わ か る よ う に 、 そ
の CpG島 断 片 は 、 MDA-MB-231細 胞 に お い て メ チ ル 化 感 受 性 制 限 に 抵 抗 し て い る よ う に 見 え
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た （ 図 17Aの 左 の パ ネ ル ） 。 CpG島 の 高 メ チ ル 化 は 、 こ れ ら 遺 伝 子 の 転 写 が 沈 黙 す る こ と と
関 係 し て い る が 、 そ の 発 現 は 、 RT-PCR分 析 で 示 し た よ う に MDA-MB-231細 胞 を デ オ キ シ Cで
処 理 す る こ と に よ っ て 再 活 性 化 さ せ る こ と が で き た （ 図 17Aの 右 の パ ネ ル ） 。 別 の 2つ の 遺
伝 子 座 （ SC70E4（ JM4） と SC62A4（ HSPC139） ） は 、 こ れ ら の ア ッ セ イ で 確 認 す る こ と が で
き な か っ た 。 し た が っ て マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 間 違 っ て プ ラ ス に な っ た 可 能 性 が あ
る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 サ ザ ン 分 析 と RT-PCR分 析 を 利 用 し 、 対 応 す る 転 写 産 物 が 脱 メ チ ル 化 処 理 に よ っ て 間 接 的
に 上 方 調 節 さ れ る こ と が マ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 見 い だ さ れ た 3つ の ECIST遺 伝 子 座 も 確 認
し た （ 図 17B） 。 す な わ ち 、 MDA-MB-231細 胞 に お い て は 、 こ れ ら 遺 伝 子 座 で CpG島 が 高 メ チ
ル 化 し て い る 証 拠 は サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て は 観 察 さ れ な か っ た が 、 RT
-PCRで 評 価 し た そ の 発 現 レ ベ ル は 、 無 処 理 の 細 胞 と 比 べ て デ オ キ シ Cで 処 理 し た 細 胞 に お
い て 増 大 し て い る よ う に 見 え た 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ２ １ ７ 】
（ 原 発 性 乳 が ん に お い て CYP27B1の プ ロ モ ー タ の CpG島 が 高 メ チ ル 化 し て い た ）
【 ０ ２ １ ８ 】
　 MDA-MB-231細 胞 に お い て 高 メ チ ル 化 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 219個 の ECISTの う ち
、 37個 の 遺 伝 子 座 （ 16.9％ ） だ け が 、 原 発 性 乳 が ん で 高 メ チ ル 化 し て い る こ と が 以 前 に 見
い だ さ れ た 遺 伝 子 座 に 対 応 し て い た （ 表 IIの 具 体 例 を 参 照 の こ と ） （ Yan, P.S.他 、 Cance
r Res.、 第 61巻 、 8375～ 8380ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 こ の 知 見 は 、 い く つ か の 遺 伝 子 座 で は 高
メ チ ル 化 の 原 因 が 培 養 細 胞 の 持 つ 固 有 の 性 質 に あ り 、 必 ず し も 生 体 内 の 悪 性 プ ロ セ ス に よ
る も の で は な い と い う 考 え 方 と 一 致 し て い る （ Smiraglia, D.J.他 、 Hum. Mol. Genet.、
第 13巻 、 1413～ 1419ペ ー ジ 、 2002年 ） 。 CYP27B1は 前 立 腺 が ん の 増 殖 抑 制 に 関 与 し て い る
こ と が 最 近 明 ら か に さ れ た た め （ Hsu, J.Y.他 、 Cancer Res.、 第 61巻 、 2852～ 2856ペ ー ジ
、 2001年 ） 、 こ の 遺 伝 子 に 関 す る 試 験 管 内 で の 高 メ チ ル 化 に つ い て の 知 見 を 広 げ る こ と を
目 的 と し て 17個 の 原 発 性 乳 が ん に つ い て 生 体 内 で の サ ザ ン 分 析 を 行 な っ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 こ の 分 析 に よ り 、 CYP27B1プ ロ モ ー タ （ 配 列 ID番 号 86） の 高 メ チ ル 化 が 、 分 析 し た 乳 が
ん の 41％ で 検 出 さ れ た （ 図 18） 。 試 験 管 内 （ 細 胞 系 ） で の 知 見 を 外 挿 す る こ と に よ り 、 こ
の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な イ ベ ン ト が 生 体 内 で の CYP27B1遺 伝 子 の 転 写 不 活 性 化 に つ な が る
可 能 性 が あ る こ と が 推 定 さ れ る 。 CYP27B1遺 伝 子 は ビ タ ミ ン Dの 代 謝 に と っ て 重 要 な 酵 素 1
α -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を コ ー ド し て お り （ Takeyama, K.他 、 Science (ワ シ ン ト ン ン D.C.)
、 第 277巻 、 1827～ 1830ペ ー ジ 、 1997年 ） 、 そ の 酵 素 活 性 を 破 壊 す る と 乳 が ん に お い て ビ
タ ミ ン Dの 正 常 な 抗 増 殖 効 果 が 低 下 す る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
実 施 例 7～ 12の ま と め
【 ０ ２ ２ １ 】
　 こ の 明 細 書 に は 、 ア レ イ を 利 用 し て ゲ ノ ム ・ レ ベ ル で 発 現 の 変 化 と メ チ ル 化 の 変 化 を 同
時 に 分 析 す る こ と を 可 能 に す る 新 規 な 高 ス ル ー プ ッ ト 法 が 記 載 さ れ て い る 。 こ の 新 世 代 の
マ イ ク ロ ア レ イ は 、 が ん に お け る DNAメ チ ル 化 と 遺 伝 子 発 現 の 間 の 複 雑 な 関 係 を 分 析 す る
の に 有 効 で あ る 。 こ の ECISTマ イ ク ロ ア レ イ は 、 正 常 な 成 長 の 間 に メ チ ル 化 に よ っ て 制 御
さ れ る 遺 伝 子 と 、 あ る 種 の 遺 伝 子 疾 患 に と っ て 重 要 な 新 規 な 刷 り 込 み 遺 伝 子 を 発 見 す る の
に も 役 立 つ 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 脱 メ チ ル 化 さ れ た 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 全 体 的 プ ロ フ ァ イ ル を 明 ら か に す る の に さ
ま ざ ま な cDNAマ イ ク ロ ア レ イ が 利 用 さ れ て き た （ Karpf, A.R.他 、 Proc. Natl. Acad. Sci
. USA、 第 96巻 、 14007～ 14012ペ ー ジ 、 1999年 ； Jackson-Grusby, L.他 、 Nat. Genet.、 第
27巻 、 31～ 39ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 細 胞 周 期 の 制 御 、 増 殖 因 子 受 容 体 の シ グ ナ ル 伝 達 、 レ ト
ロ エ レ メ ン ト の 動 員 に 関 与 す る 多 数 の 遺 伝 子 は 、 脱 メ チ ル 化 さ れ た 状 態 で 上 方 調 節 さ れ る
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よ う に 見 え る （ Karpf, A.R.他 、 1999年 、 前 掲 文 献 ） （ 興 味 深 い こ と に 、 こ こ に 示 し た 実
施 例 か ら さ ら に 確 認 さ れ る よ う に 、 下 方 調 節 さ れ た 遺 伝 子 は 以 前 の 研 究 で は 稀 に し か 観 察
さ れ な か っ た （ Jackson-Grusby, L.他 、 2001年 、 前 掲 文 献 ） ） 。 さ ら に 、 cDNAマ イ ク ロ ア
レ イ は 、 患 者 の 診 断 と 予 後 予 測 に 関 係 す る 腫 瘍 特 異 的 な 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 互 い に 区 別 す
る の に 有 効 で あ る こ と が わ か っ て い る （ Golub, T.R.他 、 Science (ワ シ ン ト ン ン D.C.)、
第 286巻 、 531～ 537ペ ー ジ 、 1999年 ； Alizadeh, A.A.他 、 Nature (ロ ン ド ン )、 第 403巻 、 5
03～ 511ペ ー ジ 、 2000年 ； Perou, C.M.他 、 Nature (ロ ン ド ン )、 第 406巻 、 747～ 752ペ ー ジ
、 2000年 ； Bittner, M.他 、 Nature (ロ ン ド ン )、 第 406巻 、 536～ 540ペ ー ジ 、 2000年 ） 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 し か し こ の タ イ プ の マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 で は 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な カ ス ケ ー ド に お け
る 下 流 で の イ ベ ン ト と し て の 直 接 的 な （ 一 次 的 ） エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 遺 伝 子 調 節 を 間 接
的 な （ 二 次 的 ） 遺 伝 子 調 節 か ら 区 別 す る こ と が で き な い 。 さ ら に 、 こ の よ う な マ イ ク ロ ア
レ イ 法 は 、 特 に 残 留 し て い る 正 常 な ス ト ロ マ で 汚 染 さ れ た 原 発 性 腫 瘍 で は 、 下 方 調 節 さ れ
た 遺 伝 子 を 検 出 す る 能 力 し か 持 た な い 。 そ れ に 加 え 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 法 は 、 RNAに 由
来 す る 標 的 を 必 要 と す る が 、 RNAは 実 質 的 に 不 安 定 で あ り 、 小 さ な 臨 床 サ ン プ ル か ら 直 接
得 る こ と は 難 し い 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 し た が っ て ECISTマ イ ク ロ ア レ イ を 本 発 明 で 利 用 す る こ と は 、 原 発 性 腫 瘍 の 分 子 プ ロ フ
ァ イ リ ン グ を 行 な う 上 で cDNAマ イ ク ロ ア レ イ と 比 べ て 実 質 的 な 改 善 に な っ て い る 。 ECIST
マ イ ク ロ ア レ イ で は メ チ ル 化 を 分 析 す る た め 、 患 者 の 腫 瘍 DNAに 由 来 す る 、 容 易 に 取 得 で
き て 比 較 的 安 定 な 標 的 を 利 用 す る 。 し た が っ て 本 発 明 の ECIST DMH／ 発 現 二 重 ア ッ セ イ に
よ り 、 メ チ ル 化 を 媒 介 と し た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 関 す る イ ベ ン ト の 信 頼 す べ き 証 拠 が
提 供 さ れ る 。 と い う の も 、 関 連 ECIST発 現 分 析 に よ っ て 高 メ チ ル 化 と 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン
グ が 直 接 結 び 付 く か ら で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 発 現 CpG島 タ グ （ ECIST） は 、 が ん 細 胞 に お い て メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙
し た 遺 伝 子 を 高 ス ル ー プ ッ ト で 同 定 す る た め の 有 効 な マ ー カ ー で あ る 。 さ ら に 、 こ の 新 規
な 方 法 は 、 脱 メ チ ル 化 戦 略 と が ん の 治 療 薬 を 調 べ る の に も 役 立 つ 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 重 要 な こ と だ が 、 本 発 明 の ECISTマ イ ク ロ ア レ イ を 利 用 す る と 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な
（ メ チ ル 化 ／ 脱 メ チ ル 化 ） イ ベ ン ト の 一 次 的 な 原 因 と 二 次 的 な 原 因 を 高 ス ル ー プ ッ ト で 区
別 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 MDA-MB-231細 胞 に お い て デ オ キ シ Cに よ る 処 理 に
一 次 応 答 す る 遺 伝 子 が 少 な く と も 30個 の 同 定 さ れ た 。 こ の 明 細 書 に 示 し た 実 施 例 は 、 こ れ
ら 遺 伝 子 の 再 活 性 化 が 、 （ 第 1エ キ ソ ン を 含 む ） プ ロ モ ー タ 領 域 に お け る メ チ ル 化 を 消 し
た こ と の 直 接 的 な 結 果 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 し た が っ て 本 発 明 に よ れ ば 、 高 メ チ ル 化 し て い な か っ た が 、 デ オ キ シ Cで 処 理 し た MDA-M
B-231細 胞 内 で 上 方 調 節 さ れ て い た 96個 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 理 論 に は な い こ と だ が 、
メ チ ル 化 ／ 脱 メ チ ル 化 に よ っ て 直 接 的 （ 一 次 的 ） に 調 節 さ れ る 1個 以 上 の 遺 伝 子 座 に よ っ
て ス タ ー ト す る 1つ 以 上 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な カ ス ケ ー ド に お い て 、 こ れ ら 遺 伝 子 の 誘
導 は 間 接 的 （ 二 次 的 ） で あ る よ う に 見 え る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 高 メ チ ル 化 し て い た が 、 脱 メ チ ル 化 剤 で 処 理 し た 細 胞 に お い て 上 方 調 節 を 検 出
す る こ と は で き な か っ た 遺 伝 子 が か な り 多 数 同 定 さ れ た 。 1つ の 説 明 は 、 実 験 で 用 い た 低
用 量 （ 0.75μ M） の デ オ キ シ Cで は 、 MDA-MB-231細 胞 に お い て 高 メ チ ル 化 し た こ れ ら 遺 伝 子
の 再 発 現 を 引 き 起 こ す に は 不 十 分 で あ っ た 可 能 性 が あ る と い う も の で あ る 。 こ れ ら ECIST
遺 伝 子 座 の い く つ か （ 例 え ば ECISTク ロ ー ン MP3B12、 カ ベ オ リ ン -1の エ キ ソ ン 2； CpG79H10
、 IDI2の エ キ ソ ン 2； PY3E1、 推 定 遺 伝 子 LOC159615の エ キ ソ ン 14） は 遺 伝 子 の 調 節 領 域 の 5
'末 端 に 位 置 し て い な い た め 、 高 メ チ ル 化 が こ れ ら 遺 伝 子 の 発 現 状 態 に 影 響 を 与 え な い と
い う 可 能 性 も あ る 。
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【 ０ ２ ２ ９ 】
　 そ れ で も 本 発 明 に よ れ ば 、 ECISTマ イ ク ロ ア レ イ は が ん の 治 療 に お け る 脱 メ チ ル 化 剤 の
効 果 、 最 適 用 量 、 タ イ プ を 研 究 す る の に 役 立 つ 。 ECISTマ イ ク ロ ア レ イ は 、 脱 メ チ ル 化 処
理 後 に イ ベ ン ト の 配 列 を 明 ら か に し 、 腫 瘍 ゲ ノ ム に お け る DNAの 異 常 な メ チ ル 化 の メ カ ニ
ズ ム を 解 明 す る た め の ツ ー ル と な る 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ２ ３ ０ 】
（ ゲ ノ ム の 発 現 と DNAの メ チ ル 化 と ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 を 並 行 し て 検 出 す る た め の 新 規
な マ イ ク ロ ア レ イ ・ シ ス テ ム を 開 発 す る の に ECISTマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た ）
【 ０ ２ ３ １ 】
　 プ ロ モ ー タ の 高 メ チ ル 化 状 態 を 薬 理 学 的 に 逆 転 さ せ る と 遺 伝 子 の 発 現 が 全 体 的 に 変 化 し
た り 特 異 的 に 変 化 し た り す る こ と が 明 ら か に さ れ た （ Suzuki他 、 Nature Genet.、 第 31巻
、 141～ 149ペ ー ジ 、 2002年 ； Jonesと Baylin、 Nature Rev. Genet.、 第 3巻 、 415～ 428ペ ー
ジ 、 2002年 ） 。 さ ら に 、 DNAの メ チ ル 化 を 抑 制 す る と 、 遺 伝 子 の 発 現 に 一 次 的 （ 直 接 的 ）
な 効 果 と 二 次 的 （ 間 接 的 ） な 効 果 の 両 方 が 及 ぶ こ と も 明 ら か に さ れ た （ Suzuki他 、 Nature
 Genet.、 第 31巻 、 141～ 149ペ ー ジ 、 2002年 ； Liang他 、 Cancer Res.、 第 62巻 、 961～ 966
ペ ー ジ 、 2002年 ； Karpf, A.R.他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 96巻 、 14007～ 14012
ペ ー ジ 、 1999年 ） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 し か し 現 在 の と こ ろ 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に お い て DNAの メ チ ル 化 と ヒ ス ト ン の ア セ
チ ル 化 の 機 能 的 関 係 を 明 ら か に す る の に 役 立 つ 効 果 的 な 方 法 は な い 。 そ こ で こ の 明 細 書 に
記 載 し た よ う な ECISTマ イ ク ロ ア レ イ を 以 下 に 説 明 す る よ う に 新 規 な ゲ ノ ム ・ マ イ ク ロ ア
レ イ ・ シ ス テ ム で さ ら に 使 用 し 、 遺 伝 子 の 発 現 、 DNAの メ チ ル 化 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化
に お け る 変 化 を 効 果 的 に 検 出 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 さ ら に 詳 し く 説 明 す る と 、 統 合 式 “ 三 重 ” マ イ ク ロ ア レ イ ・ シ ス テ ム を 開 発 し て が ん 細
胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 調 節 の ヒ エ ラ ル キ ー を 調 べ た 。 好 ま し い 一
実 施 態 様 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル は 、 遺 伝 子 の 5'末 端 調 節 領 域 に 位 置 す る 短 い ゲ ノ
ム 断 片 （ 0.2～ 2kb） で あ る ECISTを 1,507個 含 ん で い た （ Shi他 、 Cancer Res.、 第 62巻 、 32
14～ 3220ペ ー ジ 、 2002年 ； 参 考 と し て そ の 全 体 が こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す
る ） 。 ECISTの GCリ ッ チ な 成 分 を 利 用 し 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG部 位 と 、 対 応 す る 転 写 産 物 の
レ ベ ル を 測 定 す る た め の エ キ ソ ン 含 有 部 分 （ す な わ ち 第 1エ キ ソ ン ） と 、 ア セ チ ル 化 し た
ヒ ス ト ン に 対 す る 抗 体 で 免 疫 沈 降 す る ク ロ マ チ ン を 同 定 す る た め の 、 ECIST内 の プ ロ モ ー
タ 配 列 と を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 新 規 な マ イ ク ロ ア レ イ ・ シ ス テ ム に よ り 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 処 理 に よ っ て
プ ロ モ ー タ の 高 メ チ ル 化 が 逆 転 す る 結 果 と し て 起 こ る 発 現 の 変 化 を 特 定 の 遺 伝 子 座 に お い
て 分 離 す る た め の 効 果 的 な 手 段 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
材 料 と 方 法
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 細 胞 培 養 。 ヒ ト 上 皮 卵 巣 細 胞 系 CP70（ Robert Brown博 士 （ グ ラ ス ゴ ー 、 イ ギ リ ス ） か ら
の 提 供 ） を ビ ヒ ク ル （ PBS） ま た は DAC（ 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン ） （ 0.5μ M； 24時 間
ご と に 培 地 を 交 換 ） の 存 在 下 で 培 養 し た 。 4日 後 、 細 胞 を そ の ま ま 回 収 す る か 、 あ る い は T
SA（ ト リ コ ス タ チ ン A） （ 0.5μ M） で 12時 間 に わ た っ て 処 理 し た 後 に 回 収 し た 。 い く つ か
の 細 胞 も TSAの み で 12時 間 に わ た っ て 処 理 し た 後 に 回 収 し た 。 QIAamp（ 登 録 商 標 ） 組 織 キ
ッ ト と RNeasy（ 登 録 商 標 ） キ ッ ト （ キ ア ジ ェ ン 社 ） を 用 い て DNAと RNAを そ れ ぞ れ 単 離 し た
。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た ECISTの ス ク リ ー ニ ン グ 。 （ 第 1エ キ ソ ン を 含 む ） ECISTを 同 定
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す る た め 、 RLCS（ RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 法 ） （ Suzuki, Y.他 、 Gene、 第 200巻 、 149～ 1
56ペ ー ジ 、 1997年 ） を 利 用 し 、 ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ CGI（ Cross他 、 Nature Genet.、 第 6巻
、 236～ 244ペ ー ジ 、 1994年 ） に 由 来 す る CpG島 ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 標 的
を 調 製 し た 。 簡 単 に 説 明 す る な ら ば 、 T4 RNAリ ガ ー ゼ の 存 在 下 で 、 RNAア ダ プ タ ー （ 0.5ナ
ノ モ ル 、 5'-ACC GGA GCG GCA CGG GAA AUA GAG CAA CAG GAA A； 配 列 ID番 号 111） を 、 ス
ト ラ タ ジ ー ン 社 の ヒ ト 普 遍 的 基 準 RNAに 由 来 す る キ ャ ッ プ の な い mRNAの 5'末 端 に 連 結 さ せ
た 。 逆 転 写 の 後 、 隣 接 す る 5'ア ダ プ タ ー （ 5'-GCA CGG GAA ATA GAG CAA CAG（ 配 列 ID番 号
112） ） と 3'ア ダ プ タ ー （ 5'-GGC CGA CTC ACT GCG CGT CTT CTG（ 配 列 ID番 号 113） ） を 用
い て 完 全 長 cDNAを ロ ン グ RT-PCR（ タ ッ ク プ ラ ス ・ ロ ン グ PCRシ ス テ ム 、 ス ト ラ タ ジ ー ン 社
） に よ っ て 増 幅 し た 。 増 幅 の 線 形 性 を 保 持 す る た め 、 PCRサ イ ク ル の 数 を 少 な く し た （ 18
～ 25サ イ ク ル ） 。 増 幅 産 物 を 以 前 に 報 告 （ Shi他 、 Cancer Res.、 第 62巻 、 3214～ 3220ペ ー
ジ 、 2002年 ） さ れ て い る よ う に し て Cy3蛍 光 染 料 で 標 識 し 、 CGIマ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 手 続 き は
、 DeRisiら （ http://www.microarrays.org） に 従 っ て 実 施 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ス ラ
イ ド を GenePix（ 登 録 商 標 ） 4000A（ ア ク ソ ン 社 ） を 用 い て 走 査 し た 。 取 得 し た 画 像 と デ ー
タ を エ ク セ ル の ス プ レ ッ ド シ ー ト に 移 し 、 GenePix Pro3.0と い う ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て さ
ら に 分 析 し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ に よ る メ チ ル 化 の 分 析 。 メ チ ル 化 ア ン プ リ コ ン を ほ ぼ 記 載 さ れ て い る よ
う に し て 調 製 し た （ Yan他 、 Cancer Res.、 第 61巻 、 8375～ 8380ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 簡 単 に
説 明 す る と 、 CP70の DNA（ 約 1μ g） を MseIを 用 い て 消 化 さ せ た 後 、 PCR-リ ン カ ー に 連 結 さ
せ た 。 連 結 し た DNAを メ チ ル 化 感 受 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ BstU Iと HpaIIを 用 い て 消 化 さ せ
、 リ ン カ ー ・ プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 正 常 な 卵 巣 組 織 か ら 採 取 し た DNA
も 同 様 に し て 調 製 し た 。 メ チ ル 化 さ れ た 部 位 を 含 む ゲ ノ ム 断 片 が 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ な
い よ う 保 護 し た た め 、 増 幅 す る こ と が で き た 。 し か し メ チ ル 化 さ れ て い な い 部 位 を 含 む 断
片 は 消 化 さ れ た た め 、 増 幅 し た サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い な か っ た 。 CP70ア ン プ リ コ ン は Cy
5（ 赤 ） で 標 識 し 、 対 照 ア ン プ リ コ ン は Cy3（ 緑 ） で 標 識 し た 。 両 方 の サ ン プ ル を ECISTマ
イ ク ロ ア レ イ ・ ス ラ イ ド に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て
処 理 し た （ 上 記 文 献 ） 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 発 現 分 析 。 全 RNA（ 100μ g） を 対 照 （ ビ ヒ ク ル で 処 理 し た ） CP7
0細 胞 ま た は TSAお よ び ／ ま た は DACと と も に 培 養 し た 細 胞 か ら 調 製 し た 。 RLCS法 を 利 用 し
て 完 全 長 cDNAを 生 成 さ せ た 。 品 質 制 御 の た め 、 RACE（ cDNA末 端 部 の 高 速 増 幅 ） 法 を 利 用 し
て い く つ か の cDNA配 列 の 5'末 端 の 完 全 性 を 明 ら か に し た （ Shi他 、 Cancer Res.、 第 62巻 、
3214～ 3220ペ ー ジ 、 2002年 を 参 照 の こ と ） 。 処 理 し た 細 胞 か ら の Cy5で 標 識 し た cDNAと 無
処 理 の 細 胞 か ら の Cy3で 標 識 し た cDNAを ECISTパ ネ ル に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 得 ら れ
た マ イ ク ロ ア レ イ 画 像 を 処 理 し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ に よ る ChIPの 分 析 。 免 疫 沈 降 し た E2F1標 的 を 同 定 す る の に 用 い た プ ロ ト
コ ル （ Weinmann他 、 Genes Dev.、 第 16巻 、 235～ 244ペ ー ジ 、 2002年 ） を こ の 実 験 で 採 用 し
た 。 DNA-タ ン パ ク 質 生 体 ポ リ マ ー の ネ ッ ト ワ ー ク を 得 る た め 、 処 理 済 み の CP70細 胞 ま た は
無 処 理 の CP70細 胞 （ ア ッ セ イ ご と に 細 胞 を 2× 10 7 個 ） を 1％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い て 架
橋 さ せ た 。 マ イ ク ロ 遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 の 核 を 回 収 し 、 架 橋 し た ク ロ マ チ ン 繊 維 を 単 離
し 、 超 音 波 処 理 に よ っ て 約 600bpに 断 片 化 し た 。 5μ gの 抗 ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン H3ウ サ ギ ・
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン H4ウ サ ギ ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ア ッ プ
ス テ ー ト 社 ） を 用 い て 、 あ る い は 抗 体 な し で （ 負 の 対 照 ） 、 免 疫 沈 降 を 実 施 し た 。 免 疫 複
合 体 を プ ロ テ イ ナ ー ゼ を 用 い て 消 化 さ せ る こ と に よ り 、 DNAを さ ら に 放 出 さ せ た 。 精 製 し
た ク ロ マ チ ン の DNA（ 合 計 で 約 1μ g） を 10～ 15個 の 調 製 物 か ら 回 収 し 、 蛍 光 標 識 し た 。 マ
イ ク ロ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 、 ス ラ イ ド
の 走 査 は 、 以 前 に 報 告 さ れ て い る 通 り で あ る （ 上 記 文 献 ） 。
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【 ０ ２ ４ １ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の デ ー タ 分 析 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ECISTス ポ ッ ト に お け る Cy3と Cy5の
蛍 光 強 度 を ぞ れ ぞ れ の 実 験 で 取 得 し た 。 Cy5と Cy3の 標 識 効 率 は サ ン プ ル ご と に 異 な る た め
、 各 ス ポ ッ ト の 比 Cy5/Cy3を 各 マ イ ク ロ ア レ イ 画 像 に お け る 全 体 の 比 に 基 づ い て 規 格 化 し
た 。 以 前 に 報 告 さ れ て い る よ う に （ Yan他 、 Cancer Res.、 第 61巻 、 8375～ 8380ペ ー ジ 、 20
01年 ； Wei他 、 Clin. Cancer Res.、 第 8巻 、 2246～ 2252ペ ー ジ 、 2002年 ； Shi他 、 Cancer R
es.、 第 62巻 、 3214～ 3220ペ ー ジ 、 2002年 ） 、 得 ら れ た 規 格 化 因 子 を 、 調 節 し た 比 が 1で あ
る こ と が 想 定 さ れ る 14個 の 内 部 対 照 に 基 づ い て さ ら に 確 認 し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 を 2
回 繰 り 返 し た 。 品 質 制 御 の た め 、 同 量 の 2つ の テ ス ト ・ サ ン プ ル を 用 い た 自 己 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 を 行 な っ た 。 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ス ポ ッ ト は 、 調 節 し た 比 Cy5： Cy3
が 一 般 に 1に 近 か っ た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド の シ ー ク エ ン シ ン グ 。 プ ラ ス ミ ド DNAを ECISTか ら 調 製 し 、 ダ イ デ オ キ シ ・
タ ー ミ ネ ー タ 反 応 （ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 ） と ABI PRISM（ 登 録 商 標 ） 377シ ー
ク エ ン サ を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 シ ー ク エ ン シ ン グ の 結 果 を GenBankと 比 較 し 、
既 知 の 配 列 と 一 致 し て い る か ど う か を 調 べ た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 COBRA（ 亜 硫 酸 水 素 塩 と 制 限 酵 素 を 組 み 合 わ せ た 分 析 法 ） 。 CpGゲ ノ ム 修 飾 キ ッ ト （ イ ン
タ ー ジ ェ ン 社 ） を 利 用 し て ゲ ノ ム DNAを 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム で 修 飾 す る こ と に よ り 、 メ
チ ル 化 さ れ た シ ト シ ン は そ の ま ま に し 、 メ チ ル 化 さ れ て い な い シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換
し た 。 COBRAは 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 実 施 し た （ Xiongと Laird、 Nucleic Aci
ds Res.、 第 25巻 、 2532～ 2534ペ ー ジ 、 1997年 ） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 約 200ngの 処 理 済 み
DNAを 鋳 型 と し て 利 用 し 、 所 定 の 遺 伝 子 座 に 対 し て 特 異 的 な 亜 硫 酸 水 素 塩 プ ラ イ マ ー （ 以
下 の 表 III） を 用 い て PCRを 行 な っ た 。 3 2 Pで 標 識 し た PCR産 物 を BstU Iで 消 化 さ せ 、 8％ ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 上 で 分 離 し 、 ホ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー （ ア マ ー シ ャ ム ・ フ ァ ル マ
シ ア 社 ） を 用 い て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ を 行 な っ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 半 定 量 的 RT-PCRと ChIP（ ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 ） -PCR。 cDNAと ク ロ マ チ ン DNAを 上 記 の よ
う に し て 調 製 し た 。 ア ン プ リ タ ッ ク （ 登 録 商 標 ） ゴ ー ル ド ・ ポ リ メ ラ ー ゼ （ パ ー キ ン -エ
ル マ ー 社 ） を 用 い て デ ィ プ レ ッ ク ス PCRを （ テ ス ト 標 的 と 対 照 標 的 の 両 方 に 対 し て ） 行 な
っ た 。 RT-PCRを 行 な う た め 、 プ ラ イ マ ー の ペ ア を 用 い て 標 的 遺 伝 子 の 3'末 端 か ら の 領 域 （
平 均 で 200bp） を 増 幅 し た 。 他 方 、 ChIP-PCRで は 、 プ ラ イ マ ー は 、 テ ス ト 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ 領 域 と 第 1エ キ ソ ン 領 域 内 の 断 片 （ 平 均 で 200bp） を 増 幅 す る よ う に 設 計 し た （ プ ラ イ
マ ー の 情 報 に 関 し て は 表 IIIを 参 照 の こ と ） 。 増 幅 サ イ ク ル を 20～ 25回 行 な っ た 後 、 放 射
性 標 識 し た PCR産 物 を 5～ 8％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 上 を 走 ら せ た 。 ホ ス フ ァ ー イ メ ー
ジ ャ ー を 用 い て 乾 燥 し た ゲ ル を 分 析 し 、 観 察 さ れ た バ ン ド の 密 度 測 定 分 析 を ImageQuant（
登 録 商 標 ） （ モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ク ス 社 ） を 用 い て 実 施 し た 。 遺 伝 子 の 発 現 ま た は ヒ
ス ト ン の ア セ チ ル 化 の 相 対 レ ベ ル は 、 同 じ レ ー ン に あ る 対 照 の レ ベ ル を 用 い て 規 格 化 し た
。
【 ０ ２ ４ ５ 】
結 果
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 ECISTマ イ ク ロ ア レ イ 。 約 9,000個 の CGIか ら な る ラ イ ブ ラ リ （ Cross他 、 Nature Genet.
、 第 6巻 、 236～ 244ペ ー ジ 、 1994年 ） を RLCS（ RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 法 ） を 用 い て ス ク
リ ー ニ ン グ し 、 ECISTに プ ラ ス の 反 応 を し た 1,507個 の 遺 伝 子 座 を 回 収 し た 。 こ れ ら 遺 伝 子
座 の う ち の 250個 に つ い て ヌ ク レ オ チ ド の シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 な い 、 こ れ ら ECISTが 遺 伝
子 の 5'末 端 に 位 置 し て い る こ と を 確 認 し た 。 シ ー ク エ ン シ ン グ の デ ー タ か ら わ か っ た の は
次 の こ と で あ る 。 （ i） 79％ （ 198/250） が 、 既 知 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ま た は 第 1エ キ ソ
ン に 位 置 す る 配 列 を 含 ん で い た ； （ ii） 16％ （ 40/250） が 一 致 す る 配 列 を 持 っ て い る が 、
ま だ 特 性 が わ か っ て い な い 発 現 配 列 を 含 ん で い る 可 能 性 が あ る ； （ iii） 5％ （ 12/250） が
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、 エ キ ソ ン 1で な い 発 現 配 列 を 含 ん で い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 が ん 細 胞 に お け る エ ピ ジ ェ
ネ テ ィ ッ ク な 変 化 を 評 価 す る の に こ の 明 細 書 で 同 定 し た よ う な ECIST遺 伝 子 座 を 用 い る と
よ い こ と を 支 持 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 三 重 マ イ ク ロ ア レ イ ・ ス ク リ ー ニ ン グ 。 遺 伝 子 の 発 現 、 DNAの メ チ ル 化 、 ヒ ス ト ン の ア
セ チ ル 化 を 並 行 し て 調 べ る た め 、 CP70細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤 DAC（ 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ
ジ ン ） お よ び ／ ま た は ヒ ス ト ン ・ デ ア セ チ ラ ー ゼ TSA（ ト リ コ ス タ チ ン A） で 処 理 し た 後 、
本 発 明 の 三 重 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 操 作 を 行 な っ た （ 図 19A） 。 マ イ ク ロ ア レ イ 内 の 代
表 的 な 個 々 の 遺 伝 子 座 を 図 19Bに 矢 印 で 示 し て あ る 。 無 処 理 の CP70細 胞 内 の 高 メ チ ル 化 遺
伝 子 座 （ 図 19B、 上 の パ ネ ル ） で は 、 DAC+TSAで 処 理 す る こ と に よ り 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 増
大 （ 規 格 化 し た Cy5/Cy3=5.5） と ヒ ス ト ン の 高 ア セ チ ル 化 （ 対 照 の 3.4倍 ） が 起 こ っ た 。 DA
Cと TSAを 組 み 合 わ せ た 処 理 に よ り 、 無 処 理 の CP70細 胞 内 の 高 メ チ ル 化 し て い な い 遺 伝 子 座
に お い て 、 発 現 の 増 大 と ヒ ス ト ン の 高 ア セ チ ル 化 も 起 こ っ た （ 図 19B、 下 の パ ネ ル ） 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 処 理 に よ っ て 4倍 以 上 に 上 方 調 節 さ れ た ECISTの 合 計 数 が 明 ら か に
な っ た 。 DACま た は TSAの 一 方 だ け で 処 理 す る と 、 そ れ ぞ れ 29個 の 遺 伝 子 座 （ 1,507個 の 遺
伝 子 座 の う ち の 1.9％ ） ま た は 17個 の 遺 伝 子 座 （ 1.1％ ） で 上 方 調 節 が 見 ら れ た 。 し か し 組
み 合 わ せ た 処 理 に よ っ て よ り 多 数 の 遺 伝 子 （ 150個 、 す な わ ち 10.0％ ； い ず れ か だ け で の
処 理 と 比 較 し て P<0.001） が 上 方 調 節 さ れ た （ 図 20A、 図 20B、 図 20C） 。 こ の エ ピ ジ ェ ネ テ
ィ ッ ク な 処 理 に よ り 、 い く つ か の ECIST遺 伝 子 座 が 下 方 調 節 （ 0.25倍 以 下 ） さ れ る 現 象 も
見 ら れ た 。 組 み 合 わ せ た 処 理 を 行 な っ た 場 合 の ヒ ス ト ン の 高 ア セ チ ル 化 を 測 定 し 、 処 理 し
た 細 胞 に お い て 遺 伝 子 座 の 規 格 化 し た 比 Cy5/Cy3が 無 処 理 の 細 胞 の 2倍 よ り も 大 き い 場 合 に
ス コ ア を 与 え た （ Weinmann他 、 Genes Dev.、 第 16巻 、 235～ 244ペ ー ジ 、 2002年 ） 。 こ の カ
ッ ト オ フ 値 を 使 用 す る と 、 調 べ た ECISTの う ち の 3.6％ （ 55/1,507） で 高 ア セ チ ル 化 し た 遺
伝 子 座 （ 図 20Cの 赤 丸 ） が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 高 メ チ ル 化 し た ECISTを 同 定 す る た め 、 規 格 化 し た 比 Cy5/Cy3が 対 照 の 1.5倍 以 上 と い う
条 件 を 採 用 し た 。 こ の カ ッ ト オ フ 値 は 、 さ ま ざ ま な が ん に お け る 高 メ チ ル 化 し た CpG島 を
信 頼 性 よ く 同 定 す る た め に 出 願 人 が 以 前 に 使 用 し た も の で あ る （ Yan他 、 Cancer Res.、 第
61巻 、 8375～ 8380ペ ー ジ 、 2001年 ； Wei他 、 Clin. Cancer Res.、 第 8巻 、 2246～ 2252ペ ー
ジ 、 2002年 ； Yan他 、 Methods、 第 27巻 、 162～ 169ペ ー ジ 、 2002年 ） 。 DACと TSAを 組 み 合 わ
せ た 処 理 に よ っ て 上 方 調 節 さ れ た 遺 伝 子 を さ ら に 2つ の グ ル ー プ に 分 け た （ 図 20D） 。 す な
わ ち 、 高 メ チ ル 化 グ ル ー プ （ グ ル ー プ 1、 黄 色 い ス ポ ッ ト ； 表 IVを 参 照 の こ と ） と メ チ ル
化 が 検 出 で き な か っ た グ ル ー プ （ グ ル ー プ 2、 青 い ス ポ ッ ト ； 表 Vを 参 照 の こ と ） で あ る 。
図 20Cか ら わ か る よ う に 、 グ ル ー プ 1（ 高 メ チ ル 化 ） の 遺 伝 子 座 の 上 方 調 節 の ほ う が 、 グ ル
ー プ 2（ 高 メ チ ル 化 さ れ て い な い ） の 遺 伝 子 座 の 上 方 調 節 よ り も ヒ ス ト ン の 高 ア セ チ ル 化
と 密 接 な 関 係 が あ る （ 64％ （ 遺 伝 子 座 34個 中 22個 ） に 対 し て 28％ （ 遺 伝 子 座 116個 中 33個
） ） 。
【 ０ ２ ５ ０ 】

10

20

30

(55) JP 2005-522224 A 2005.7.28



【 表 ５ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ R=Aと Gが 混 合 ； Y=Gと Tが 混 合 ）
【 ０ ２ ５ １ 】
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【 表 ７ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
aマ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に 基 づ い て 検 出 さ れ た 高 メ チ ル 化 ヒ ス ト ン （ 詳 細 に つ い て は 本 文 を
参 照 の こ と ） ； b検 出 さ れ ず
【 ０ ２ ５ ２ 】
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【 表 ９ 】
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【 表 １ ０ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(62) JP 2005-522224 A 2005.7.28



【 表 １ ２ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し た 遺 伝 子 が エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 処 理 に 応 答 し た こ と に よ る 上
方 調 節 。 グ ル ー プ 1の 遺 伝 子 で は 、 DACの み で 処 理 し た 後 に は ほ ん の 数 個 の 遺 伝 子 座 （ n=11
） だ け で 発 現 の 増 大 が 観 察 さ れ た が 、 DACと TSAを 組 み 合 わ せ て 処 理 す る と 、 34個 の 遺 伝 子
座 で 上 方 調 節 が 起 こ っ た （ 図 20D） 。 TSAだ け で 処 理 し た CP70細 胞 で は グ ル ー プ 1の 遺 伝 子
の 発 現 に 有 意 な 変 化 は 見 ら れ な か っ た （ 図 20D） 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 グ ル ー プ 1の 3つ の 遺 伝 子 座 （ HSPA.2、 CYP27B1、 EIF1A） を さ ら に 分 析 し 、 マ イ ク ロ ア レ
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イ で 得 ら れ た 結 果 を 確 認 し た 。 図 21に は 、 卵 巣 が ん 細 胞 系 CP70の メ チ ル 化 依 存 性 ECIST遺
伝 子 座 に お け る DNAの メ チ ル 化 、 遺 伝 子 の 発 現 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 を 本 発 明 に 従 っ て
分 析 し た 結 果 が 示 し て あ る （ 遺 伝 子 名 は 左 側 に 表 示 ） 。 COBRA（ 亜 硫 酸 水 素 塩 と 制 限 酵 素
を 組 み 合 わ せ た 分 析 法 ） と い う メ チ ル 化 分 析 法 を 利 用 し て ECIST遺 伝 子 座 の メ チ ル 化 状 態
を 調 べ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ゲ ノ ム DNA（ 2μ g） を 亜 硫 酸 水 素 塩 で 処 理 し 、 各 ECIST遺 伝
子 座 の 調 べ て い る BstU I部 位 に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 な っ た 。 3 2 Pで 標 識 し
た 産 物 を BstU Iで 消 化 さ せ 、 8％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 す で に 説 明 し
た よ う に 、 消 化 さ れ た 断 片 は CpG島 内 の BstU Iの メ チ ル 化 を 反 映 し て い る 。 対 照 DNAを SSI
メ チ ラ ー ゼ を 用 い て 試 験 管 内 で メ チ ル 化 し た 。 記 号 “ +” は 、 BstU Iに よ る 消 化 を 意 味 す
る の に 対 し 、 記 号 “ -” は 、 BstU Iに よ る 消 化 を 含 ま な い ア ッ セ イ を 意 味 す る 。 発 現 を 分
析 す る た め 、 全 RNA（ 2μ g） を 処 理 済 み （ +） の CP70細 胞 ま た は 無 処 理 （ -） の CP70細 胞 か
ら 単 離 し 、 RT-PCR用 の cDNAを 生 成 さ せ る の に 用 い た 。 “ DAC” は 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ
ジ ン を 意 味 し 、 “ TSA” は ト リ コ ス タ チ ン Aを 意 味 す る 。 矢 印 は 、 増 幅 さ れ た 断 片 の 位 置 を
示 す 。 各 ECISTの 発 現 レ ベ ル を β -ア ク チ ン の 発 現 レ ベ ル （ “ C” で 表 示 ） と 比 較 し た 。 ア
セ チ ル 化 を 分 析 す る た め 、 ク ロ マ チ ン DNAを 抗 ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン 3（ ア ン チ AcH3） ま た は
抗 ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン 4（ ア ン チ AcH4） を 用 い て 免 疫 沈 降 さ せ 、 テ ス ト 遺 伝 子 の 5'末 端 に
位 置 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 な っ た 。 矢 印 は 、 増 幅 さ れ た 断 片 の 位 置 を 示 す 。 ECI
ST遺 伝 子 座 の ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 レ ベ ル を 、 対 照 遺 伝 子 座 （ “ C” ） （ GTF2H4ま た は FLJ
31996） の レ ベ ル と 比 較 し た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 図 21か ら わ か る よ う に 、 CP70細 胞 に 含 ま れ る HSPA.2 の CpG島 の 高 メ チ ル 化 を COBRAを 利
用 し て 確 認 し た が （ 図 21、 列 1、 左 の パ ネ ル ） 、 無 処 理 の CP70細 胞 で は RT-PCRを 利 用 し て H
SPA.2の 発 現 を 検 出 す る こ と は で き な か っ た （ 図 21、 列 1、 中 央 の パ ネ ル ） 。 し か し HSPA.2
の 発 現 は DACで 処 理 す る こ と に よ っ て 増 大 し 、 TSAの み で 処 理 し た 後 に は 変 化 せ ず 、 DACと T
SAの 組 み 合 わ せ で 処 理 す る こ と に よ っ て 顕 著 に 増 大 し た （ 図 21、 列 1、 中 央 の パ ネ ル ） 。
さ ら に 、 CP70細 胞 を DACと TSAで 処 理 し た 後 に は 、 HSPA.2の プ ロ モ ー タ 領 域 内 の ヒ ス ト ン H3
と H4が 高 ア セ チ ル 化 し て い る こ と が 、 ChIP-PCRを 利 用 す る こ と に よ っ て 明 ら か に な っ た （
図 21、 列 1、 右 の パ ネ ル ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 DNAの 脱 メ チ ル 化 と ヒ ス ト ン の 高 ア セ チ ル 化
が 協 調 的 に 作 用 す る こ と に よ り 、 メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し た 遺 伝 子 が 相 乗 的 に 再 発 現 す る
と い う 以 前 の 報 告 （ Suzuki他 、 Nature Genet.、 第 31巻 、 141～ 149ペ ー ジ 、 2002年 ； Camer
on他 、 Nature Genet.、 第 21巻 、 103～ 107ペ ー ジ 、 1999年 ） と 整 合 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 無 処 理 の CP70細 胞 で は 、 CYP27B1の CpG島 の 部 分 的 な メ チ ル 化 が 観 察 さ れ 、 CYP27B1の 発
現 は 少 な か っ た 。 し か し CP70細 胞 を DACと TSAで 処 理 す る と 、 ヒ ス ト ン の 高 ア セ チ ル 化 が 起
こ り 、 CYP27B1の 発 現 が 増 大 し た （ 図 21、 列 2） 。 逆 に 、 EIF1A遺 伝 子 座 で は 強 い 高 ア セ チ
ル 化 が 観 察 さ れ た に も か か わ ら ず 、 EIF1Aの 発 現 は エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 処 理 に よ っ て ほ
と ん ど 変 化 し な か っ た （ 図 21、 列 3） 。 わ れ わ れ が ヒ ト 第 1染 色 体 に 位 置 す る こ と を 突 き 止
め た EIF1A遺 伝 子 座 （ Dever他 、 J. Biol. Chem.、 第 269巻 、 3212～ 3218ペ ー ジ 、 1994年 ）
は 、 COBRAを 利 用 し て CP70細 胞 内 で 高 メ チ ル 化 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 EIF1Aの 多
数 の コ ピ ー が 染 色 体 の 異 な る 領 域 に 存 在 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば X染 色 体
と Y染 色 体 （ Lahnと Page、 Science (ワ シ ン ト ン ン D.C.)、 第 278巻 、 675～ 680ペ ー ジ 、 1997
年 ） ） 。 そ の た め こ れ ら 遺 伝 子 座 の 1つ 以 上 が メ チ ル 化 さ れ な い ま ま に な っ て い て 、 RT-PC
Rに よ っ て 検 出 さ れ る EIF1Aの 大 き な 発 現 ベ ー ス ラ イ ン に 寄 与 し て い る こ と は 十 分 に あ り う
る （ 図 21、 列 3） 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 メ チ ル 化 と は 独 立 な 遺 伝 子 が エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 処 理 に 応 答 し た こ と に よ る 上 方 調 節
。 グ ル ー プ 2の 遺 伝 子 に 関 し 、 合 計 で 116個 の 遺 伝 子 座 が エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 処 理 に よ っ
て 上 方 調 節 さ れ た （ 4倍 以 上 ） （ 図 20C、 青 い ス ポ ッ ト ； 図 20D） が 、 こ れ ら 遺 伝 子 座 の 発
現 は DNAの メ チ ル 化 と は 無 関 係 の よ う で あ っ た 。 こ の グ ル ー プ か ら 例 え ば 8個 の 遺 伝 子 座 を
選 択 し 、 COBRA、 RT-PCR、 ChIP-PCRで さ ら に 分 析 し た （ 図 22Aと 図 22B） 。
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【 ０ ２ ５ ８ 】
　 図 22Aと 図 22Bで は 、 COBRA（ 亜 硫 酸 水 素 塩 と 制 限 酵 素 を 組 み 合 わ せ た 分 析 法 ） と い う メ
チ ル 化 分 析 法 を 利 用 し て 卵 巣 が ん 細 胞 系 CP70内 の ECIST遺 伝 子 座 （ 遺 伝 子 名 は 左 側 に 表 示
） の メ チ ル 化 状 態 を 明 ら か に し た 。 ゲ ノ ム DNA（ 2μ g） を 亜 硫 酸 水 素 塩 で 処 理 し 、 各 ECIST
遺 伝 子 座 内 の 調 べ て い る BstU I部 位 に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 な っ た 。 3 2 Pで
標 識 し た 産 物 を BstU Iで 消 化 さ せ 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 図 か ら わ か
る よ う に 、 消 化 さ れ た 断 片 は 、 CpG島 内 の BstU Iメ チ ル 化 を 反 映 し て い る 。 対 照 DNAを SSI
メ チ ラ ー ゼ を 用 い て 試 験 管 内 で メ チ ル 化 し た 。 +： BstU Iに よ る 消 化 ； -： BstU Iに よ る 消
化 な し 。 発 現 分 析 ： 処 理 済 み （ +） の CP70細 胞 ま た は 無 処 理 （ -） の CP70細 胞 か ら 単 離 し た
全 RNA（ 2μ g） を 用 い て RT-PCR用 の cDNAを 生 成 さ せ た 。 DAC： 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン
； TSA： ト リ コ ス タ チ ン A。 矢 印 は 、 増 幅 さ れ た 断 片 の 位 置 を 示 す 。 各 ECISTの 発 現 レ ベ ル
を β -ア ク チ ン の 発 現 レ ベ ル （ “ C” で 表 示 ） と 比 較 し た 。 ア セ チ ル 化 分 析 ： CP70細 胞 を DA
Cと TSAで 処 理 （ +） す る か 、 あ る い は 処 理 し な か っ た （ -） 。 次 に ク ロ マ チ ン DNAを 抗 ア セ
チ ル 化 ヒ ス ト ン 3（ ア ン チ AcH3） ま た は 抗 ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン 4（ ア ン チ AcH4） を 用 い て （
+） あ る い は 用 い ず に （ -） 免 疫 沈 降 さ せ 、 テ ス ト 遺 伝 子 の 5'末 端 に 位 置 す る プ ラ イ マ ー を
用 い て PCRを 行 な っ た 。 矢 印 は 、 増 幅 さ れ た 断 片 の 位 置 を 示 す 。 ECIST遺 伝 子 座 で の ヒ ス ト
ン の ア セ チ ル 化 レ ベ ル を 、 対 照 遺 伝 子 座 （ “ C” ） （ GTF2H4ま た は FLJ31996） で の レ ベ ル
と 比 較 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 図 22Aと 図 22Bに 関 し 、 選 択 し た 8個 の 遺 伝 子 座 は CP70細 胞 内 で メ チ ル 化 し て お ら ず 、 無
処 理 の CP70細 胞 内 で の こ れ ら 遺 伝 子 座 の 発 現 は 低 い か ゼ ロ で あ っ た 。 こ れ ら 遺 伝 子 座 の う
ち の い く つ か で は DACま た は TSAの み で 処 理 し た 後 に 発 現 の 増 大 が 観 察 さ れ た 。 両 者 を 組 み
合 わ せ て 処 理 す る と 8個 の 遺 伝 子 座 す べ て で 発 現 が 誘 導 さ れ た が 、 ヒ ス ト ン の 高 ア セ チ ル
化 は 、 MDS1、 SC13C2、 UNG2の プ ロ モ ー タ 領 域 だ け で 見 ら れ た （ 図 22A） 。 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ
ッ ク な 処 理 に 対 す る こ れ ら 8個 の 遺 伝 子 座 の 応 答 に 基 づ き 、 メ チ ル 化 と は 独 立 な 遺 伝 子 座
を さ ら に 2つ の サ ブ グ ル ー プ に 分 類 し た 。 そ れ は 、 メ チ ル 化 と は 独 立 で ヒ ス ト ン の ア セ チ
ル 化 が 増 大 し て い る 遺 伝 子 で あ る サ ブ グ ル ー プ 2a（ n=33） と 、 メ チ ル 化 と ア セ チ ル 化 の 両
方 と は 独 立 な 遺 伝 子 で あ る サ ブ グ ル ー プ 2b（ n=83） で あ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
実 施 例 13の ま と め
【 ０ ２ ６ １ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 、 DNAの メ チ ル 化 、 DNA-タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 並 行 し て 分 析 す る 統 合 式 “
三 重 ” マ イ ク ロ ア レ イ ・ シ ス テ ム を 開 発 し 、 CpG島 に お け る エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 修 飾 と
エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な イ ベ ン ト の 程 度 を 全 体 的 な ス ケ ー ル で 明 ら か に し た 。 こ れ は 、 エ ピ
ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 機 構 に よ っ て 協 調 し て い る い ろ い ろ な 転 写 制 御 間 の 複 雑 な ヒ エ ラ ル キ ー
を 解 明 す る た め の 、 ゲ ノ ム ・ レ ベ ル で の 新 規 な 方 法 で あ る 。 こ の 統 合 式 マ イ ク ロ ア レ イ ・
シ ス テ ム に よ り 、 個 々 の 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と と 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 機 構 、 プ ロ モ ー
タ の 標 的 、 エ ピ ゲ ノ ム に よ っ て 調 節 さ れ て い る 下 流 の 応 答 の 関 係 を 系 統 的 に 分 析 す る こ と
の 両 方 が 可 能 に な る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 こ の 三 重 分 析 法 を 利 用 し て 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 因 子 に 対 す る 一 次 的 応 答 と 二 次 的 応
答 の 両 方 を 明 ら か に し 、 そ れ を メ チ ル 化 状 態 に 基 づ い て さ ら に 3つ の 遺 伝 子 グ ル ー プ に 分
類 し た 。 す な わ ち グ ル ー プ 1（ メ チ ル 化 依 存 性 ） と 、 グ ル ー プ 2aと 2b（ メ チ ル 化 と は 独 立
） で あ る 。 グ ル ー プ 1の 遺 伝 子 に 関 し て は 、 転 写 サ イ レ ン シ ン グ は メ チ ル 化 に よ っ て 支 配
さ れ て い る （ 図 21） 。 CpGの メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し た 遺 伝 子 の 再 活 性 化 に は 、 お そ ら く
一 連 の ス テ ッ プ が 含 ま れ る で あ ろ う （ 例 え ば 脱 メ チ ル 化 さ れ た DNAか ら の MDBタ ン パ ク 質 の
除 去 お よ び ／ ま た は MDBタ ン パ ク 質 に よ っ て リ ク ル ー ト さ れ た 転 写 リ プ レ ッ サ の 除 去 ） （ J
onesと Baylin、 Nature Rev. Genet.、 第 3巻 、 415～ 428ペ ー ジ 、 2002年 ） 。 エ ピ ジ ェ ネ テ
ィ ッ ク な 複 合 体 は ク ロ マ チ ン ・ リ モ デ リ ン グ 活 性 を 有 す る こ と が わ か っ て お り 、 転 写 活 性
を 反 映 し た 構 造 を 生 み 出 す （ 前 掲 文 献 ） 。 こ の 複 合 体 を 破 壊 す る と お そ ら く そ の 活 性 が 低
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下 し 、 転 写 活 性 の あ る よ り 開 い た ク ロ マ チ ン 構 造 に な る で あ ろ う 。 メ チ ル 化 さ れ た DNAと
脱 ア セ チ ル 化 し た ヒ ス ト ン の 物 理 的 関 係 が 最 近 明 ら か に な っ た が （ Robertson他 、 Nucleic
 Acids Res.、 第 28巻 、 2108～ 2113ペ ー ジ 、 2000年 ） 、 メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し た 遺 伝 子
（ グ ル ー プ 1） の 相 乗 的 な 再 活 性 化 が 組 み 合 わ せ 処 理 に よ っ て こ の 明 細 書 で 実 現 さ れ る と
い う 事 実 は 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 修 飾 相 互 間 の 機 能 的 相 互 作 用 を 含 む メ カ ニ ズ ム が 存 在
す る こ と を 支 持 し て い る 。 こ の 機 能 的 関 係 が 分 子 標 的 間 の 直 接 的 相 互 作 用 ま た は 間 接 的 相
互 作 用 に よ る も の で あ る か ど う か は 、 解 明 す べ き 課 題 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 三 重 ア レ イ 分 析 に よ り 、 薬 を 用 い た 治 療 が メ チ ル 化 と は 独 立 な 遺 伝 子 の 発 現 に
及 ぼ す 効 果 も 明 ら か に な っ た 。 グ ル ー プ 2aは 、 メ チ ル 化 さ れ て い な い プ ロ モ ー タ を 有 す る
他 と は 異 な る 遺 伝 子 の ク ラ ス で あ り 、 そ の 遺 伝 子 の 発 現 増 大 は 、 TSAの み に よ る 処 理 ま た
は 組 み 合 わ せ た 処 理 に よ っ て 生 じ 、 DACの み に よ る 処 理 で は 生 じ な い 。 DACと TSAが メ チ ル
化 さ れ て い な い プ ロ モ ー タ に い か に し て 物 理 的 作 用 を 及 ぼ す か は は っ き り し な い が 、 DNA
の メ チ ル 化 が な い 場 合 に は 、 DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ DNMT1（ DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ 1） が ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ と の 作 用 を 通 じ て 転 写 を 直 接 抑 制 し う る こ と が 明
ら か に さ れ て い る （ Suzuki他 、 Nature Genet.、 第 31巻 、 141～ 149ペ ー ジ 、 2002年 ； Rober
tson他 、 Nucleic Acids Res.、 第 28巻 、 2108～ 2113ペ ー ジ 、 2000年 ） 。 MDS1の ヒ ス ト ン が
高 ア セ チ ル 化 す る に は DACと TSAの 両 方 が 必 要 で あ る と い う 本 発 明 の 観 察 結 果 は 、 卵 巣 が ん
細 胞 に お い て DNMT1の メ チ ル 化 と は 独 立 な 効 果 が あ る 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 し て い
る 。 さ ら に こ の 観 察 結 果 は 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ の 活 性 が グ ル ー プ 2aに 属 す る 遺 伝 子
の 発 現 を エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク に 制 御 す る 際 に あ る 役 割 を 果 た し て い る 可 能 性 が あ る こ と を
示 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 三 重 ア レ イ 分 析 で 同 定 さ れ た 過 半 数 の 遺 伝 子 は 、 グ ル ー プ 2bに 属 し て い た 。 こ
れ は 、 発 現 の 増 大 が 、 DNAの メ チ ル 化 と ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 の ど ち ら と も 独 立 で あ る こ
と を 示 し て い る 。 DACと TSAで 処 理 す る こ と に よ っ て こ れ ら 遺 伝 子 座 が 上 方 調 節 さ れ る の は
、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 修 飾 カ ス ケ ー ド の 下 流 で の イ ベ ン ト に よ る 可 能 性 が 大 き い 。 こ の
二 次 的 効 果 （ 例 え ば 転 写 後 プ ロ セ シ ン グ （ RNAの 安 定 性 ） の 増 大 、 上 流 に あ る 転 写 因 子 の
再 活 性 化 、 誘 導 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 標 的 遺 伝 子 に よ る 調 節 ） を 説 明 で き る い
く つ か の 可 能 な メ カ ニ ズ ム が あ る が 、 そ れ ら は 互 い に 無 関 係 で は な い （ Karpfと Jones、 On
cogene、 第 21巻 、 5496～ 5503ペ ー ジ 、 2002年 ） 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 グ ル ー プ 2に 属 す る い く つ か の 遺 伝 子 の 誘 導 は 、 薬 剤 の 毒 性 ま た は ス ト レ ス に 対 す る 細
胞 応 答 と 関 係 あ る ら し い 。 そ の こ と が 、 DACで 処 理 し た ヒ ト が ん 細 胞 系 で マ イ ク ロ ア レ イ
を 用 い て 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 調 べ る こ と に よ っ て 明 ら か に さ れ た （ Suzuki他 、 Na
ture Genet.、 第 31巻 、 141～ 149ペ ー ジ 、 2002年 ； Liang他 、 Cancer Res.、 第 62巻 、 961～
966ペ ー ジ 、 2002年 ； Milutinovic他 、 J. Biol. Chem.、 第 278巻 （ 印 刷 版 の 前 に 電 子 出 版
） 、 2003年 ） 。 さ ら に 、 DACに よ っ て 誘 導 さ れ る ス ト レ ス 応 答 遺 伝 子 の 多 く は 、 似 た よ う
な 早 期 の 一 時 的 な 発 現 特 性 を 示 す （ Milutinovic他 、 前 掲 文 献 ） 。 例 え ば ヒ ト 肺 が ん 細 胞
系 を DACで 処 理 し た 後 は ア ポ ト ー シ ス 促 進 因 子 BIKが 初 期 に 誘 導 さ れ 、 DACで 処 理 し た 72時
間 後 ま で に は BIKの 発 現 が 対 照 レ ベ ル ま で 戻 る こ と が 観 察 さ れ た （ 前 掲 文 献 ） 。 興 味 深 い
こ と に 、 CpG島 を 含 ま な い BIK遺 伝 子 も TSAに よ っ て メ チ ル 化 と は 独 立 に 誘 導 さ れ る （ Suzuk
i他 、 前 掲 文 献 ） 。 そ れ と は 逆 に 、 DACで 処 理 す る と メ チ ル 化 依 存 遺 伝 子 と そ の 下 流 に 位 置
す る 標 的 の 発 現 が 徐 々 に 誘 導 さ れ （ Liang他 、 前 掲 文 献 ； Milutinovic他 、 前 掲 文 献 ） 、 こ
れ ら 遺 伝 子 の 発 現 は 脱 メ チ ル 化 が 進 行 す る と き に 維 持 さ れ る 、 あ る い は 増 大 す る こ と が 明
ら か に さ れ て い る （ Liang他 、 前 掲 文 献 ； Milutinovic他 、 前 掲 文 献 ） 。 重 要 な こ と だ が 、
本 発 明 の 三 重 マ イ ク ロ ア レ イ ・ シ ス テ ム は 、 初 期 ス ト レ ス 応 答 遺 伝 子 を 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ
ッ ク な 処 理 に よ っ て 時 間 経 過 と と も に 誘 導 さ れ る 後 期 遺 伝 子 か ら 区 別 す る の に 非 常 に 適 し
て い る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
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　 本 発 明 に よ る 統 合 式 ア プ ロ ー チ は 、 が ん そ の 他 の 疾 患 に お い て メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し
た 遺 伝 子 の 発 現 を 再 活 性 化 す る こ と に 基 づ い て お り 、 新 規 な 治 療 標 的 を 同 定 す る こ と 、 エ
ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 裏 に 隠 れ て い る メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に す る こ
と と 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 治 療 法 の 特 異 性 を 明 ら か に す る こ と に 役 立 つ 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ６ ７ 】
【 図 １ 】 乳 が ん 細 胞 系 に お け る DNMT1と p21 W A F 1 と い う 遺 伝 子 の 発 現 を ノ ー ザ ン ・ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 分 析 し た 結 果 で あ る 。 正 常 な 線 維 芽 細 胞 （ レ ー ン 1） と 乳 が ん 細 胞 系 （ T
47D（ レ ー ン 2） 、 ZR-75-1（ レ ー ン 3） 、 Hs578t（ レ ー ン 4） 、 MDA-MB-231（ レ ー ン 5） 、 MD
A-MB-468（ レ ー ン 6） 、 MCF-7（ レ ー ン 7） ） か ら 単 離 し た 全 RNA（ 20mg） に 対 し て ノ ー ザ ン
分 析 を 行 な っ た 。 膜 を そ れ ぞ れ DNMT1（ 上 の パ ネ ル ） 、 P21 W A F 1 （ 中 央 の パ ネ ル ） 、 β -ア
ク チ ン （ 下 の パ ネ ル ） に つ い て 調 べ た 。 関 係 す る 転 写 産 物 の 予 想 サ イ ズ （ kb） は 、 RNA MW
 Iラ ダ ー （ ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 ） を 基 準 と し て 用 い て 計 算 し た 。 バ ン ド の 強 度 は
、 ImageQuant（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ エ ア （ モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ク ス 社 ） を 用 い て 定 量
化 し 、 DNMT1と P21 W A F 1 の mRNAは 、 各 サ ン プ ル の レ ー ン に お け る β -ア ク チ ン の 発 現 レ ベ ル
で 規 格 化 し た 。
【 図 ２ 】 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ
る 。 こ の 図 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る ア ン プ リ コ ン の 調 製
と 、 高 密 度 ア レ イ 上 に 格 子 状 に 配 置 さ れ た CpG島 ゲ ノ ム ・ ク ロ ー ン の 選 択 に つ い て 説 明 さ
れ て い る 。
【 図 ３ 】 CpG島 ク ロ ー ン を BstU Iで 分 析 し た 結 果 で あ る 。 各 ク ロ ー ン か ら の 挿 入 体 を コ ロ
ニ ー PCRで 増 幅 し 、 BstU Iで 消 化 さ せ た 。 消 化 さ れ た 挿 入 体 DNAサ ン プ ル （ +） と 消 化 さ れ
な い 挿 入 体 DNAサ ン プ ル （ -） を 1.5％ ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で 分 離 し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染
色 し た 。 消 化 さ れ た 断 片 の サ イ ズ に 基 づ い て 2個 以 上 の BstU I部 位 を 含 む ク ロ ー ン を さ ら
に 選 択 し 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 で 分 析 し た 。 分 子 量
マ ー カ ー （ 100bpラ ダ ー ； プ ロ メ ガ 社 ） を 左 側 に 示 し て あ る 。
【 図 ４ 】 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ る 代 表 的 な 結 果 で
あ る 。 CpG島 ク ロ ー ン の PCR産 物 を 膜 上 に 重 複 し て ド ッ ト に し 、 ま ず 最 初 に 、 MseIで あ ら か
じ め 処 理 し 3 2 Pで 標 識 し た ア ン プ リ コ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 こ こ で の ア ン プ リ コ ン
は 、 正 常 な 乳 房 サ ン プ ル （ 対 照 ） と 、 乳 が ん 細 胞 系 の ZR-75-1お よ び Hs578tで あ る （ パ ネ
ル A、 B、 C） 。 そ の 後 、 同 じ 膜 に 、 MseI/BstU Iで あ ら か じ め 処 理 し 3 2 Pで 標 識 し た ア ン プ
リ コ ン を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た （ パ ネ ル A'、 B'、 C'） 。 パ ネ ル D： 反 復 DNAプ ロ ー ブ と し て
ヒ ト Cot-1 DNA（ ギ ブ コ ／ BRL社 ） を 膜 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 正 の 対 照 と な る 3つ の DNA
サ ン プ ル を ア レ イ の 四 隅 に ド ッ ト に し 、 オ リ エ ン テ ー シ ョ ン 用 マ ー ク と し て 、 ま た ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル の 強 度 の 比 較 用 と し て 使 用 し た 。
【 図 ５ 】 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 高
メ チ ル 化 CpG島 遺 伝 子 座 を 示 し て い る 。 CpG島 ク ロ ー ン の PCR産 物 を 膜 上 に 重 複 し て ド ッ ト
に し 、 MseI/BstU Iで あ ら か じ め 処 理 し た ア ン プ リ コ ン を 用 い て 上 記 の 正 常 な 対 照 と 乳 が
ん 細 胞 系 を 調 べ た 。 プ ロ ー ブ は 、 本 文 中 に 記 載 し た よ う に し て 調 製 し た 。 乳 が ん 細 胞 系 か
ら 調 製 し た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ド ッ ト の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル の
強 度 が 、 正 常 な 乳 房 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル の 強 度 よ り も 大 き い こ
と か ら 、 高 メ チ ル 化 し た BstU I部 位 を 含 む 右 側 に 示 し た ク ロ ー ン （ >で も 示 し て あ る ） が
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 上 で 同 定 さ れ た 。
【 図 ６ 】 サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る メ チ ル 化 分 析 の 代 表 的 な 結 果 で あ る 。 正
常 な 乳 房 組 織 サ ン プ ル （ レ ー ン 2） と 乳 が ん 細 胞 系 （ T47D（ レ ー ン 3） 、 ZR-75-1（ レ ー ン 4
） 、 Hs578t（ レ ー ン 5） 、 MDA-MB-231（ レ ー ン 6） 、 MDA-MB-468（ レ ー ン 7） 、 MCF-7（ レ ー
ン 8） ） か ら の ゲ ノ ム DNA（ 10mg） を MseIで 処 理 し 、 次 い で メ チ ル 化 感 受 性 BstU Iで 処 理 し
た 後 、 サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た 。 レ ー ン 1は 、 MseIだ け で 消 化 さ せ た 対 照 D
NAを 含 ん で い る 。 消 化 産 物 は 、 右 側 に 示 し た CpG島 ク ロ ー ン に 由 来 す る ゲ ノ ム 断 片 （ 200～
300bp） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 分 子 量 マ ー カ ー （ 100bpラ ダ ー ； プ ロ メ ガ 社 ） を 左 側 に
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示 し て あ る 。 メ チ ル 化 の 割 合 は 、 す べ て の バ ン ド の 強 度 を 合 計 し た 強 度 に 対 す る メ チ ル 化
さ れ た バ ン ド の 強 度 と し て 計 算 し た 。 不 完 全 な メ チ ル 化 の 割 合 も 同 様 に し て 計 算 し た 。 各
レ ー ン の 下 に 表 示 し て あ る メ チ ル 化 ス コ ア は 、 完 全 な メ チ ル 化 の 割 合 に 0.5を 掛 け た 値 の
合 計 で あ る 。
【 図 ７ 】 乳 が ん 細 胞 系 の 30個 の CpG島 遺 伝 子 座 に つ い て メ チ ル 化 パ タ ー ン を 分 析 し た 結 果
で あ る 。 右 側 に 示 し た グ レ イ ・ ス ケ ー ル は 、 サ ザ ン 分 析 に よ っ て 分 析 し た 30個 の CpG島 遺
伝 子 座 の メ チ ル 化 ス コ ア を 表 わ し て い る （ 図 5の 具 体 例 を 参 照 の こ と ） 。 こ こ に 示 し た 乳
が ん 細 胞 系 は 、 メ チ ル 化 能 力 （ す な わ ち 高 メ チ ル 化 し た 遺 伝 子 座 の ％ ） が 大 き い も の ほ ど
右 側 に 来 る よ う に 並 べ て あ る 。 正 常 な 対 照 は 最 も 左 側 に 示 し た 。 こ れ ら 細 胞 系 か ら の 30個
の CpG島 遺 伝 子 座 （ HBC-3～ HBC-32（ 配 列 ID番 号 1～ 30） ； Huang, T.H.-M.他 、 Hum. Mol. G
enet.、 第 8巻 、 459～ 470ペ ー ジ 、 1999年 ； 2000年 2月 4日 に 出 願 さ れ 、 2003年 3月 7日 に 承 認
通 知 を 受 領 し た 出 願 人 の ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 出 願 シ リ ア ル 番 号 第 09/497,855も 参 照 の こ と
。 な お こ れ ら の 文 献 は 、 参 考 と し て そ の 全 体 が こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る
） は 、 メ チ ル 化 ス コ ア （ 図 の 右 側 の 欄 に 示 し て あ る よ う に 、 幅 は 0～ 0.10、 0.11～ 0.20、 0
.21～ 0.30、 0.31～ 0.40、 0.41～ 0.50、 0.51～ 0.60、 0.61～ 0.70、 0.71～ 0.80、 0.81～ 0.9
0、 0.91～ 1.00と な っ て い る ） が 大 き な ほ う か ら 順 番 に 上 か ら 下 に 向 か っ て 並 べ ら れ て い
る 。
【 図 ８ 】 HBC-18（ 配 列 ID番 号 16） と HBC-9（ 配 列 ID番 号 7） の メ チ ル 化 を サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト
・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 分 析 し た 結 果 で あ る 。 乳 が ん お よ び そ れ に 対 応 す る 正
常 な 組 織 の ゲ ノ ム DNA（ 10μ g） を MseIで 処 理 し 、 次 い で メ チ ル 化 感 受 性 BstU Iで 処 理 し た
後 、 ク ロ ー ニ ン グ し た ゲ ノ ム 断 片 を プ ロ ー ブ と し て 用 い て サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 実 施 し た 。 CpG島 ク ロ ー ン HBC-18（ 配 列 ID番 号 16） は 、 PAX2（ 対 に な っ た ボ ッ ク ス を
含 む 遺 伝 子 2） の 5'末 端 と 一 致 す る 配 列 を 含 ん で お り 、 CpG島 ク ロ ー ン HBC-9（ 配 列 ID番 号 7
） は 、 HPK1（ 造 血 前 駆 キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 1） の プ ロ モ ー タ お よ び エ キ ソ ン 1と 一 致 す る 配 列 を
含 ん で い た 。 “ C” は MseIだ け で 消 化 さ せ た 対 照 DNAを 意 味 し 、 “ T” は 乳 が ん を 意 味 し 、
“ N” は 正 常 な 乳 房 組 織 を 意 味 す る 。 患 者 の 番 号 を レ ー ン の 上 方 に 記 載 し て あ る 。 分 子 量
マ ー カ ー （ 100bpラ ダ ー ； プ ロ メ ガ 社 ） を 右 側 に 示 し て あ る 。 対 応 す る 記 号 は 、 何 枚 か の
図 面 に 共 通 で 対 応 す る 部 分 を 表 わ す 。
【 図 ９ Ａ ． Ｂ 】 一 人 の 乳 が ん 患 者 に 対 し て DMH（ デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル 化 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 法 を 行 な っ た 場 合 の 代 表 的 な 結 果 で あ る 。 図 9Aは 最 初 の ス ク リ ー ン ン グ
結 果 を 示 し て い る の に 対 し 、 図 9Bは 高 メ チ ル 化 し た い く つ か の ク ロ ー ン に 関 す る 対 応 す る
サ ブ ア レ イ を 示 し て い る （ 最 初 の ア レ イ 上 に サ ブ ア レ イ の X座 標 と Y座 標 で 示 し て あ る ） 。
CpG島 タ グ の PCR産 物 を 膜 上 に ド ッ ト に し 、 ま ず 最 初 に 放 射 性 標 識 し た 正 常 な ア ン プ リ コ ン
を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 そ の 後 、 同 じ 膜 ま た は 複 製 の 膜 に 腫 瘍 ア ン プ リ コ ン を ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ た 。 各 CpG島 タ グ を 2つ の 並 列 し た ド ッ ト と し て 表 現 し 、 一 般 に バ ラ バ ラ な 単 一
の ド ッ ト の 集 ま り と な っ て 出 現 す る 非 特 異 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の シ グ ナ ル か ら 特 異 的 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル を 識 別 で き る よ う に し た 。 5～ 6セ ッ ト の 正 の 対 照 を ア レ
イ の 四 隅 に ド ッ ト に し 、 オ リ エ ン テ ー シ ョ ン 用 マ ー ク と し て 、 ま た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン ・ シ グ ナ ル の 強 度 比 較 用 と し て 使 用 し た 。
【 図 １ ０ 】 高 メ チ ル 化 し た CpG島 遺 伝 子 座 を DMH法 に よ っ て 同 定 し た 結 果 で あ る 。 こ の サ ブ
ア レ イ ・ パ ネ ル に 示 し た 30個 の CpG島 タ グ は 、 1,000個 を 超 え る タ グ に 対 す る 最 初 の DMHス
ク リ ー ニ ン グ で 選 択 し た 。 X軸 と Y軸 の 座 標 が 3C、 3F、 3G、 4G、 5Gで あ る さ ら に 別 の 5個 の
タ グ を 内 部 対 照 と し て 含 め た 。 CpG島 タ グ を 膜 上 に 重 複 し て ド ッ ト に し 、 上 記 の 正 常 な 組
織 と 乳 が ん に 対 応 す る 放 射 性 標 識 し た ア ン プ リ コ ン で 調 べ た 。 28人 の 患 者 の う ち の 11人 に
つ い て の DMHス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 を 示 し て あ る 。 実 験 は 、 独 立 に 少 な く と も 2回 実 施 し た
。
【 図 １ １ 】 28人 の 原 発 性 乳 が ん の 30個 の CpG島 遺 伝 子 座 に つ い て メ チ ル 化 パ タ ー ン を 分 析
し た 結 果 で あ る 。 基 準 と な る メ チ ル 化 グ レ イ ・ ス ケ ー ル （ 0～ 100、 10ず つ 増 加 ） が 右 側 に
示 し て あ り 、 テ ス ト し た こ れ ら 遺 伝 子 座 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル の 強 度 を ラ
ン ク 付 け す る こ と に よ っ て 生 じ る 体 積 百 分 位 数 を 表 わ し て い る 。 原 発 性 腫 瘍 か ら の デ ー タ
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は 、 腫 瘍 の グ レ ー ド に 従 っ て 表 示 し た 。 す な わ ち 、 よ く ／ 中 程 度 に 分 化 （ WD/MD） 、 ほ と
ん ど 分 化 し て い な い （ PD） と い う グ レ ー ド で あ る 。 各 グ ル ー プ 内 で メ チ ル 化 し や す さ に 従
っ て 患 者 を 左 か ら 右 に 並 べ た 。 30個 の CpG島 遺 伝 子 座 （ 左 側 の パ ネ ル に は 、 二 次 ス ク リ ー
ニ ン グ で の 座 標 が 括 弧 内 に 示 し て あ る ） を 原 発 性 腫 瘍 か ら 得 ら れ た メ チ ル 化 ス ケ ー ル が 小
さ く な る 方 向 に 上 か ら 下 に 向 か っ て 並 べ た 。 さ ら に 、 5個 の CpG島 遺 伝 子 座 （ HBC-17（ 配 列
ID番 号 15） ； HBC-19（ 配 列 ID番 号 17） ； HBC-24（ 配 列 ID番 号 22） ； HBC-25（ 配 列 ID番 号 23
） ； HBC-27（ 配 列 ID番 号 25） ） が 乳 が ん 細 胞 系 で 高 メ チ ル 化 し て い る こ と が 見 い だ さ れ た
。
【 図 １ ２ Ａ 】 乳 房 上 皮 RNAま た は 基 準 RNAか ら ロ ン グ RT-PCR（ RNAリ ガ ー ゼ 媒 介 cDNA合 成 法
） に よ っ て 生 成 さ せ た 完 全 長 cDNAを ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 析 し た 結 果 で あ る 。 キ
ャ ッ プ の 付 い た 完 全 長 mRNAだ け が ロ ン グ RT-PCRで 増 幅 さ れ た 。 cDNA（ 30bp～ 1kb） を 5'末
端 ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー と 3'末 端 ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し た 。 ゲ ル の レ
ー ン は 以 下 の 通 り で あ る ： M、 1kbの 分 子 マ ー カ ー ； レ ー ン 1、 無 処 理 の MDA-MB-231細 胞 ；
レ ー ン 2、 0.75μ Mの 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で 処 理 し た MDA-MB-231細 胞 。
【 図 １ ２ Ｂ 】 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 分 析 結 果 で あ り 、 図 12Aの よ う に し て 生 成
さ せ た cDNAの 5'末 端 が 完 全 で あ る こ と の 確 認 と な っ て い る 。 鋳 型 と し て 完 全 長 cDNAア ン プ
リ コ ン を 用 い て PCRを 行 な っ た 。 5'末 端 共 通 ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー と 遺 伝 子 特 異 的 な プ
ラ イ マ ー （ 3'末 端 ） を 増 幅 反 応 で 用 い た 。 ゲ ル の レ ー ン は 以 下 の 通 り で あ る ： M、 1kbの 分
子 マ ー カ ー ； レ ー ン 1、 β -ア ク チ ン の cDNAの 5'末 端 断 片 ； レ ー ン 2、 GAPDHの cDNAの 5'末 端
断 片 。
【 図 １ ２ Ｃ 】 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 分 析 結 果 で あ り 、 PCRサ イ ク ル の 数 を 最 適
化 し た 結 果 、 増 幅 産 物 の 量 が 線 形 な 増 幅 範 囲 に な っ て い て マ イ ク ロ ア レ イ 画 像 の 最 適 な 半
定 量 化 を 行 な え る こ と を 示 し て い る 。 5'末 端 ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー と 、 β -ア ク チ ン の c
DNAに 特 異 的 な 3'末 端 プ ラ イ マ ー 用 い て さ ま ざ ま な サ イ ク リ ン グ 条 件 で PCRを 実 施 し た （ レ
ー ン 1～ 4） 。 こ の 実 験 で 用 い た 増 幅 サ イ ク ル の 最 適 数 は 18回 で あ っ た 。 こ の 場 合 に も 、 細
胞 内 の mRNA種 の 相 対 的 割 合 は 保 存 さ れ た 。
【 図 １ ３ Ａ 】 代 表 的 な CpG島 タ グ ・ マ イ ク ロ ア レ イ の 画 像 で あ り 、 同 定 さ れ た ECISTが 含 ま
れ て い る 。 aa-dUTPで 標 識 し た 完 全 長 cDNAア ン プ リ コ ン を 、 正 常 な 乳 房 上 皮 の RNAま た は ヒ
ト 普 遍 的 基 準 RNA（ ス ト ラ タ ジ ー ン （ 登 録 商 標 ） ） か ら 調 製 し 、 Cy3（ シ ア ニ ン 3； 緑 ） で
標 識 し 、 7,776個 の CpG島 タ グ を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 プ
ラ ス の ECISTは 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 強 度 が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 2倍 で あ っ た 。 こ こ
に は ア レ イ 画 像 全 体 の ほ ん の 一 部 だ け を 示 し て あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 強 度 が バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド の 2倍 と い う 定 義 に 照 ら す と 、 ス ク リ ー ニ ン グ し た 7,776個 の CpG島 タ グ の
う ち 、 1,162個 の タ グ が ECISTに 関 し て プ ラ ス で あ っ た 。
【 図 １ ３ Ｂ 】 図 13Aの ECISTマ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル を 用 い て デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ メ チ ル
化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ “ DMH” ） 分 析 を 行 な う こ と に よ り 、 特 に 高 メ チ ル 化 し た 219
個 の ECIST遺 伝 子 座 を 同 定 し た 様 子 を 示 し て い る 。 テ ス ト （ MDA-MB-231細 胞 ） ア ン プ リ コ
ン と 対 照 DNAア ン プ リ コ ン を 調 製 し 、 そ れ ぞ れ Cy5と Cy3で 標 識 し た 。 正 常 な 対 照 細 胞 と 比
べ て 乳 が ん 細 胞 で DNAが メ チ ル 化 し て い る 特 別 な 場 合 を 代 表 す る ア ン プ リ コ ン を マ イ ク ロ
ア レ イ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 標 的 と し て 使 用 し た （ こ れ に つ い て は 本 文 中 で 説 明 し
た ） 。 マ イ ク ロ ア レ イ の う ち で 図 13Aに 示 し た の と 同 じ 部 分 を こ こ に 示 し て あ る 。 高 メ チ
ル 化 し た ECIST遺 伝 子 座 は “ 赤 い ” ス ポ ッ ト と し て 現 わ れ る の に 対 し 、 “ 黄 色 い ” ス ポ ッ
ト は 、 テ ス ト ・ サ ン プ ル と 対 照 サ ン プ ル で メ チ ル 化 に 変 化 が な か っ た こ と を 示 し て い る 。
規 格 化 し た 信 号 比 Cy5/Cy3が 1.5よ り も 大 き い と い う “ カ ッ ト オ フ ” 条 件 を 利 用 し 、 高 メ チ
ル 化 し た ECIST遺 伝 子 座 を 合 計 で 219個 同 定 し た 。 黄 色 い ス ポ ッ ト は 、 テ ス ト ・ ゲ ノ ム と 基
準 ゲ ノ ム の 間 で メ チ ル 化 に 違 い が な い こ と に 対 応 し て い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い ECIST
は 、 メ チ ル 化 さ れ て い な い 遺 伝 子 座 を 表 わ し て い る 。
【 図 １ ３ Ｃ 】 図 13Aと 図 13Bの ECISTマ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル を 利 用 し て 脱 メ チ ル 化 発 現 分
析 を 行 な い 、 メ チ ル 化 に よ っ て 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 し た 様 子 を 示 し て い る 。 0.75μ M
の 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で 処 理 し た MDA-MB-231細 胞 と 無 処 理 の MDA-MB-231細 胞 か ら
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の 完 全 長 cDNAア ン プ リ コ ン を そ れ ぞ れ Cy5と Cy3で 標 識 し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ に 対 す る ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 本 文 に 記 載 し た よ う に し て 実 施 し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ の う ち 、 図 13
Aと 図 13Bに 示 し た の と 同 じ 部 分 を 示 し て あ る 。 赤 い ス ポ ッ ト と し て 現 わ れ た ECISTタ グ は
、 脱 メ チ ル 化 処 理 に よ っ て 上 方 調 節 さ れ た 遺 伝 子 に 対 応 す る 。
【 図 １ ４ Ａ 】 配 列 が 既 知 の 遺 伝 子 と 一 致 し な か っ た ECIST遺 伝 子 座 の RNAを ノ ー ザ ン ・ ブ ロ
ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 分 析 し た 結 果 で あ る 。 多 数 の 組 織 の ブ ロ ッ ト か ら
わ か る よ う に 、 MP2A3プ ロ ー ブ と SC11E2プ ロ ー ブ で は 単 一 の 転 写 産 物 が 同 定 さ れ た の に 対
し 、 CpG5H12遺 伝 子 座 と CpG16A3遺 伝 子 座 は 、 多 数 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 含 む 転 写 産 物 を 含
ん で い た 。 （ パ ネ ル の 上 部 に 示 し て あ る ） ECISTの 推 定 発 現 配 列 に 由 来 す る プ ロ ー ブ を 3 2 P
で 標 識 し た も の を ク ロ ン テ ッ ク 社 の 多 重 組 織 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た
。 レ ー ン 1、 脳 ； レ ー ン 2、 心 臓 ； レ ー ン 3、 骨 格 筋 ； レ ー ン 4、 大 腸 ； レ ー ン 5、 胸 腺 ； レ
ー ン 6、 脾 臓 ； レ ー ン 7、 腎 臓 ； レ ー ン 8、 肝 臓 ； レ ー ン 9、 小 腸 ； レ ー ン 10、 胎 盤 ； レ ー ン
11、 肺 ； レ ー ン 12、 末 梢 血 白 血 球 。
【 図 １ ４ Ｂ 】 配 列 が 既 知 の 遺 伝 子 と 一 致 し な か っ た 別 の ECIST遺 伝 子 座 の RNAを 5'-cDNA末
端 高 速 増 幅 （ RACE） に よ っ て 分 析 し た 結 果 で あ る 。 完 全 長 cDNAア ン プ リ コ ン を 鋳 型 と し て
用 い て PCRを 行 な っ た 。 5'末 端 共 通 ア ダ プ タ ー ・ プ ラ イ マ ー と 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ 3
'末 端 ） を 増 幅 反 応 で 用 い た 。 M、 100bpの 分 子 量 マ ー カ ー ； レ ー ン 1、 CpG6B6の cDNAの 5'末
端 断 片 ； レ ー ン 2、 PY2F1の cDNAの 5'末 端 断 片 ； レ ー ン 3、 SC13D6の cDNAの 5'末 端 断 片 。 相
対 的 感 受 性 5'-RACEア ッ セ イ に よ る と 、 CpG6B6遺 伝 子 座 、 PY2F1遺 伝 子 座 、 SC13D6遺 伝 子 座
は 稀 な 転 写 産 物 を コ ー ド し て い る よ う に 見 え る 。
【 図 １ ５ Ａ 】 図 2の ECISTマ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル を 用 い た 発 現 デ ー タ の プ ロ ッ ト で あ り 、
内 部 対 照 と し て の 自 己 （ す な わ ち 無 処 理 細 胞 と 無 処 理 細 胞 の ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
結 果 を 示 し て い る 。 MDA-MB-231細 胞 か ら 調 製 し た 同 量 の cDNAを そ れ ぞ れ Cy5と Cy3で 標 識 し
、 図 2の よ う に し て ECISTマ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 図 １ ５ Ｂ 】 図 2の ECISTマ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル を 用 い た 発 現 デ ー タ の プ ロ ッ ト で あ り 、
脱 メ チ ル 化 処 理 に よ っ て 上 方 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 比 較 （ す な わ ち 無 処 理 細
胞 と 処 理 済 み の 細 胞 の ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 示 し て い る （ Cy5/Cy3の “ カ ッ
ト オ フ ” 比 が 2よ り も 大 き い 場 合 に 上 方 調 節 と 定 義 す る ） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 5-ア ザ -2'
-デ オ キ シ シ チ ジ ン （ デ オ キ シ C） で 処 理 し た MDA-MB-231細 胞 と 無 処 理 の MDA-MB-231細 胞 を
そ れ ぞ れ Cy5と Cy3で 標 識 し 、 ECISTマ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 赤 い 正 方 形
は 、 さ ら に 研 究 す る た め に 選 択 し た 、 メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し た 30個 の 遺 伝 子 の 場 所 を 表
わ し て い る （ 図 5を 参 照 の こ と ） 。 各 ECIST遺 伝 子 座 に つ い て の 規 格 化 し た 比 Cy5/Cy3が 表
示 し て あ り 、 X軸 と Y軸 の ス ケ ー ル は 対 数 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 DNAメ チ ル 化 と 遺 伝 子 発 現 の 関 係 を 示 し て い る 。 こ の 円 グ ラ フ は 、 脱 メ チ ル 化
処 理 に よ っ て MDA-MB-231細 胞 に お い て 遺 伝 子 が 高 メ チ ル 化 し た ECISTの 割 合 お よ び ／ ま た
は 遺 伝 子 が 上 方 調 節 さ れ な か っ た ECISTの 割 合 を 示 し て い る 。 例 え ば 本 発 明 に よ れ ば 、 発
現 デ ー タ と メ チ ル 化 の デ ー タ を 合 わ せ る こ と に よ り 、 DNAの 高 メ チ ル 化 に よ っ て 発 現 が 下
方 調 節 さ れ る が 脱 メ チ ル 化 （ デ オ キ シ C） 処 理 に よ っ て 再 活 性 化 さ れ る ECIST遺 伝 子 座 が 30
個 同 定 さ れ る 。
【 図 １ ７ Ａ 】 メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し た 遺 伝 子 を サ ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ と RT-PCRに よ る
分 析 で 確 認 し た 様 子 を 示 し て い る 。 乳 が ん 細 胞 系 MDA-MB-231と 正 常 な 乳 房 サ ン プ ル か ら の
ゲ ノ ム DNA（ 10μ g） を 、 本 文 に 記 載 し た よ う に 、 MseIと 、 メ チ ル 化 感 受 性 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ （ BstU I、 HpaII、 HhaI） の う ち の 1つ と で 消 化 さ せ 、 サ ザ ン 分 析 を 行 な っ た 。 対 照 DN
Aは MseIだ け で 消 化 さ せ た 。 左 側 に 示 し た ECIST遺 伝 子 座 （ CYP27B1、 HSPA2、 TTF-1、 FLJ10
466、 EST183864、 JM4、 HSPC139） の 断 片 を 3 2 Pで 標 識 し 、 ナ イ ロ ン 膜 に 別 々 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ た ［ 注 ： GenBankに 現 わ れ る 遺 伝 子 名 ま た は 発 現 配 列 タ グ の 番 号 を 括 弧 内 に 示 し
て あ る ］ 。 M： メ チ ル 化 さ れ た DNA断 片 ； PM： 部 分 的 に メ チ ル 化 さ れ た DNA断 片 ； UM： メ チ
ル 化 さ れ て い な い DNA断 片 。 0.75μ Mの 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で 処 理 し た MDA-MB-231
細 胞 と 無 処 理 の MDA-MB-231細 胞 か ら 全 RNAを 単 離 し て RT-PCRを 行 な っ た 。 矢 印 は 、 増 幅 さ
れ た cDNA断 片 の 位 置 を 示 す 。 増 幅 さ れ た cDNAの レ ベ ル を β -ア ク チ ン の cDNAの レ ベ ル と 比
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較 し た 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 脱 メ チ ル 化 に よ っ て 間 接 的 に 上 方 調 節 さ れ た ECIST遺 伝 子 座 を 確 認 し た 図 で
あ る 。 サ ザ ン ・ ア ッ セ イ と RT-PCRア ッ セ イ は 図 5Aに 示 し て あ る ［ 注 ： プ ロ ー ブ は 非 特 異 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め 、 多 数 の DNA断 片 （ 上 方 の 2つ の バ ン ド ） が 、 MseIで 消 化 さ せ た
MP3D7の 対 照 レ ー ン に 見 ら れ た ］ 。
【 図 １ ８ 】 CYP27B1プ ロ モ ー タ の メ チ ル 化 を サ ザ ン 分 析 に よ っ て 分 析 し た 図 で あ る 。 CYP27
B1プ ロ モ ー タ 内 の MseI部 位 、 メ チ ル 化 感 受 性 BstU I部 位 、 プ ロ ー ブ 、 CpGの 密 度 が 示 し て
あ る 。 乳 が ん と 正 常 な 対 照 か ら の ゲ ノ ム DNA（ 10μ g） を MseIと BstU Iで 消 化 さ せ 、 ナ イ ロ
ン 膜 に ブ ロ ッ ト し 、 サ ザ ン 分 析 を 行 な っ た 。 C： MseIだ け で 消 化 さ せ た 対 照 DNA； N： MseI
と BstU Iで 消 化 さ せ た 正 常 な DNA。
【 図 １ ９ Ａ 】 本 発 明 の “ 三 重 ” 分 析 法 、 す な わ ち 、 卵 巣 が ん 細 胞 系 CP70に お い て 遺 伝 子 の
発 現 、 DNAの メ チ ル 化 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 を 並 列 に 評 価 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト で
あ る 。
【 図 １ ９ Ｂ 】 三 重 分 析 の た め の 代 表 的 な マ イ ク ロ ア レ イ 画 像 で あ る 。 Cy5と Cy3で 標 識 し た
標 的 を 実 施 例 13で 説 明 し た よ う に し て 調 製 し 、 ECISTマ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 画 像 を 取 得 し 、 ECISTの ス ポ ッ ト の シ グ ナ ル 強 度
（ 矢 印 で 示 し た 例 を 参 照 の こ と ） を 計 算 し た 。 規 格 化 し た 比 Cy5/Cy3の 値 を 各 マ イ ク ロ ア
レ イ ・ パ ネ ル 画 像 の 下 部 に 示 し て あ る 。 DACは 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン を 意 味 し 、 TSA
は ト リ コ ス タ チ ン Aを 意 味 す る 。
【 図 ２ ０ Ａ ． Ｂ ． Ｃ 】 ECISTマ イ ク ロ ア レ イ ・ パ ネ ル を 用 い て CP70細 胞 で 本 発 明 の 三 重 分
析 を 行 な っ た 結 果 を プ ロ ッ ト し た グ ラ フ で あ る 。 実 施 例 13で 説 明 し た よ う に し て マ イ ク ロ
ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 し た 。 比 Cy5/Cy3の 値 が 4以 上 （ 赤 色 の 線 ） ま た
は 0.25以 下 （ 緑 色 の 線 ） と い う 基 準 を 用 い 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 処 理 に 応 答 し て 上 方 調
節 さ れ た 遺 伝 子 ま た は 下 方 調 節 さ れ た 遺 伝 子 を そ れ ぞ れ 同 定 し た 。 黄 色 い ス ポ ッ ト と 青 い
ス ポ ッ ト は 、 そ れ ぞ れ CP70細 胞 に お け る 高 メ チ ル 化 し た 遺 伝 子 座 と メ チ ル 化 さ れ て い な い
遺 伝 子 座 を 表 わ す 。 赤 丸 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ た 高 メ チ ル 化 ECIST遺
伝 子 座 を 示 し て い る 。
【 図 ２ ０ Ｄ 】 さ ま ざ ま な エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 処 理 に 応 答 し て 上 方 調 節 さ れ た ECIST遺 伝
子 座 の 合 計 数 を 示 し て い る 。
【 図 ２ １ 】 卵 巣 が ん 細 胞 系 CP70の メ チ ル 化 依 存 性 ECIST遺 伝 子 座 に お い て DNAの メ チ ル 化 、
遺 伝 子 の 発 現 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 を “ 三 重 ” 分 析 し た 結 果 で あ る （ 遺 伝 子 名 を 左 側 に
示 し て あ る ） 。 DNAの 脱 メ チ ル 化 と ヒ ス ト ン の 高 ア セ チ ル 化 が 協 調 作 用 し て い る 結 果 と し
て 、 メ チ ル 化 に よ っ て 沈 黙 し た 遺 伝 子 が 相 乗 的 に 再 発 現 す る 。
【 図 ２ ２ Ａ ． Ｂ 】 そ れ ぞ れ 、 グ ル ー プ 2aの ECIST遺 伝 子 座 （ 22A： メ チ ル 化 と は 独 立 で 、 ヒ
ス ト ン の ア セ チ ル 化 が 増 大 ） と グ ル ー プ 2bの ECIST遺 伝 子 座 （ 22B： メ チ ル 化 お よ び ヒ ス ト
ン の ア セ チ ル 化 と は 独 立 ） の “ 三 重 分 析 ” 結 果 で あ る （ グ ル ー プ 2aと グ ル ー プ 2bの 定 義 に
つ い て は 、 実 施 例 13の 「 結 果 」 の 項 を 参 照 の こ と ） 。 図 22Aと 図 22Bの 8個 の 代 表 的 な 遺 伝
子 座 は CP70細 胞 に お い て メ チ ル 化 し て お ら ず 、 こ れ ら 遺 伝 子 座 の 発 現 は 、 無 処 理 の CP70細
胞 に お い て 少 な い か ゼ ロ で あ っ た 。 DACま た は TSAだ け で 処 理 し た 後 、 こ れ ら 遺 伝 子 座 の う
ち の い く つ か で 発 現 の 増 大 が 観 察 さ れ た 。 組 み 合 わ せ て 処 理 す る と 、 8個 の 遺 伝 子 座 す べ
て で 発 現 が 誘 導 さ れ た が 、 ヒ ス ト ン の 高 ア セ チ ル 化 は 、 MDS1、 SC13C2、 UNG2の プ ロ モ ー タ
領 域 で だ け 見 ら れ た （ 図 22A） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ Ａ ． Ｂ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ Ａ 】
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【 図 １ ２ Ｂ 】 【 図 １ ２ Ｃ 】

【 図 １ ３ Ａ 】

【 図 １ ３ Ｂ 】

【 図 １ ３ Ｃ 】

【 図 １ ４ Ａ 】
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【 図 １ ４ Ｂ 】 【 図 １ ５ Ａ ． Ｂ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ Ａ ． Ｂ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ Ａ ． Ｂ 】

【 図 ２ ０ Ａ ． Ｂ ． Ｃ ． Ｄ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ Ａ ． Ｂ 】

【 配 列 表 】
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摘要(译)

利用表达CpG岛标签（ECIST），两个甲基和在肿瘤细胞中的基因的
DNA的表达，以及DNA的甲基化，基因表达，与基因相关的组蛋白的乙
酰化3的阵列提供了一种用于分析其中​​的新的高通量方法。ECIST具有该
基因的富含GC的片段，对应于含有一个启动子部分和/或外显子的基因组
DNA片段（例如，第一外显子）。富含GC段是在癌细胞中来筛选有用的
高甲基化的CpG位点，对应的启动子部分和含外显子的部分，并阐明了
相应转录水平，评估组蛋白的乙酰化提供帮助。使用鉴定甲基化位点
ECIST阵列面板，通过暴露去甲基化剂至细胞后测量所述基因座的表达
水平，基因沉默的确认依赖于甲基化高通量方法，或用于执行去甲基化
试剂是有效治疗还提供了进行鉴定高通量方法。显然，在后生级联，直
接，上调依赖（主）去甲基化，间接（二次）上调并区分高的基因的基
因取决于去甲基化可以通过方法已被进一步还提供。
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