
(57)【要約】
本発明は、遺伝子 EYA4とそのプロモーター及び調節配列との分析により、結腸細胞増殖性
疾患を検出、差別化、又は識別すると共に、これを治療するための方法及び核酸を提供す
る。本発明は、更に、前記遺伝子の細胞増殖性疾患に特異的な分析に有用な新しい核酸配
列と、その方法、アッセイ、及びキットとを提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 、 被 検 者 の 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 診 断 す る 方 法 ：
　 （ ａ ） 前 記 被 検 者 の 結 腸 組 織 又 は 血 清 或 い は そ の 両 方 か ら 、 １ つ 以 上 の 試 験 試 料 を 取 得
す る ； 及 び
　 （ ｂ ） EYA4遺 伝 子 か ら 発 現 す る ポ リ ペ プ チ ド の 量 の 減 少 又 は 発 現 の 減 少 を 検 出 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 が 、 線 癌 と 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 と 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 と 、 肉 腫 と 、
リ ン パ 腫 と を 含 む 群 か ら 選 出 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 検 出 が 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 特 に ELISAに よ る も の で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 、 被 検 者 の 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 診 断 す る 方 法 ：
　 （ ａ ） 前 記 被 検 者 の 結 腸 組 織 又 は 血 清 或 い は そ の 両 方 か ら 、 １ つ 以 上 の 試 験 試 料 を 取 得
す る ；
　 （ ｂ ） 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る た め に 、 前 記 試 料 を EYA4ポ リ ペ プ チ ド と の 免 疫 反 応 性 を 有
す る 抗 体 に 接 触 さ せ る ；
　 （ ｃ ） 前 記 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る ；
　 （ ｄ ） 前 記 免 疫 複 合 体 の 量 を 、 同 じ 抗 体 と 結 腸 癌 を 有 し な い こ と が 分 か っ て い る １ 人 以
上 の 被 検 者 か ら の 対 照 試 料 と に よ り 同 一 の 条 件 下 で 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 の 量 と 比 較 す る
； こ れ に お い て 前 記 対 照 試 料 と 比 較 し て 前 記 被 検 者 か ら の 試 料 に お け る 前 記 免 疫 複 合 体 の
量 の 減 少 が 結 腸 癌 を 示 す 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 免 疫 複 合 体 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ に お い て 検 出 さ れ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 免 疫 複 合 体 が 、 ELISAに お い て 検 出 さ れ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 検 出 が 、 発 現 分 析 に よ る も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
患 者 か ら の 試 料 に お け る EYA4ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る mRNAの 存 在 又 は 欠 如 を 検 出 す る
こ と を 含 み 、 こ れ に お い て 健 康 な 個 人 に お け る 濃 度 を 超 え る 前 記 mRNAの 濃 度 減 少 が 結 腸 細
胞 増 殖 性 疾 患 細 胞 の 存 在 を 示 す 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 １ か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 或 い は 同
一 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供 す る ；
　 （ ｂ ） mRNAと 前 記 プ ロ ー ブ と の 間 で 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る た
め に 、 非 常 に 厳 密 な 条 件 下 で 前 記 試 料 を 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 共 に 培 養 す る ；
　 （ ｃ ） 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る 。
【 請 求 項 １ １ 】
検 出 ス テ ッ プ が 以 下 の ス テ ッ プ を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 ：
　 （ ａ ） 試 料 内 の mRNAか ら cDNAを 作 成 す る ；
　 （ ｂ ） cDNAの 側 方 領 域 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供
す る ；
　 （ ｃ ） cDNAセ グ メ ン ト を 増 幅 す る た め に 、 ス テ ッ プ （ ｂ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ
イ マ ー と し て 使 用 し て 、 ス テ ッ プ （ ａ ） の cDNAに お い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 実 行 す る
； 及 び 、
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　 （ ｄ ） 増 幅 さ れ た cDNAセ グ メ ン ト を 検 出 す る 。
【 請 求 項 １ ２ 】
結 腸 細 胞 に お け る 形 質 転 換 を 抑 制 す る 方 法 で あ っ て 、 形 質 転 換 表 現 型 を 阻 害 す る の に 有 効
な 量 の EYA4ポ リ ペ プ チ ド に 前 記 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 EYA4ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 EYA4ポ リ ペ プ チ ド の 直 接 導 入 に よ っ て 前 記 細 胞 に 導 入 さ れ る
請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 EYA4ポ リ ペ プ チ ド が EYA4コ ー ド 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 を 通 じ て 細 胞 に 導 入 さ れ る
請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 EYA4コ ー ド 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 前 記 EYA4コ ー ド 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 操 作 可 能 な 状
態 で 結 び つ く 制 御 配 列 を 更 に 含 む 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 EYA4コ ー ド 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ベ ク タ ー 内 に 存 在 す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 治 療 の た め の 請 求 項 １ ６ 記 載 の ベ ク タ ー の 使 用 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
EYA4に 作 用 す る 治 療 的 に 有 効 な 量 の 化 合 物 を 被 検 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 被 検 者 の 結 腸
細 胞 増 殖 性 疾 患 を 予 防 又 は 処 置 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 、 差 別 化 、 又 は 識 別 す る た め の 、 EYA4遺 伝 子 か ら 発 現 し た ポ リ
ペ プ チ ド の 使 用 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 治 療 の た め の EYA4遺 伝 子 か ら 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 検 出 が 遺 伝 子 EYA4、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 及 び ／ 又 は 調 節 エ レ メ ン ト の メ チ ル 化 分 析 を
含 み 、 特 に 、 配 列 番 号 １ に よ る ゲ ノ ム DNA配 列 の メ チ ル 化 分 析 に よ る も の で あ る 請 求 項 ８
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
配 列 番 号 ２ ～ 配 列 番 号 ５ 及 び こ れ に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 群 か ら 選 出 さ れ た 配 列 の １ つ に よ
る 化 学 的 に 処 理 さ れ た ゲ ノ ム DNAの セ グ メ ン ト の 少 な く と も 18塩 基 長 の 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
オ リ ゴ マ ー 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） オ リ ゴ マ ー で あ っ て 、 い
ず れ の 場 合 に お い て も 配 列 番 号 ２ ～ 配 列 番 号 ５ 及 び こ れ に 相 補 的 な 配 列 の う ち １ つ に よ る
前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム DNAと 相 補 的 で あ る 、 或 い は 適 度 に 厳 密 な 条 件 下 又 は 厳 密 な 条 件 下 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 す る 少 な く と も １ つ の 塩 基 配
列 を 含 む オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
塩 基 配 列 が 、 少 な く と も １ つ の CpG、 TpG、 又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ３ 記
載 の オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン が 、 ほ ぼ オ リ ゴ マ ー の 中 央 の ３ 分 の １ に 位 置 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 ２ ３ か ら ２ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ マ ー を 含 む 、 オ リ
ゴ マ ー の 組 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
配 列 番 号 ２ ～ 配 列 番 号 ５ 及 び こ れ に 相 補 的 な 配 列 の DNA配 列 増 幅 に 関 す る プ ラ イ マ ー オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 使 用 す る こ と が 可 能 な 、 請 求 項 ２ ３ か ら ２ ６ 記 載 の 少 な く と も ２ つ
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の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 固 相 と 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ 記 載
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
配 列 番 号 １ 及 び こ れ に 相 補 的 な 配 列 に よ る 配 列 の １ つ に お け る シ ト シ ン メ チ ル 化 状 態 及 び
／ 又 は 一 塩 基 変 異 多 型 （ SNP） を 検 出 す る た め の 、 請 求 項 ２ ４ か ら ２ ８ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 少 な く と も １ ０ の オ リ ゴ マ ー を 含 む オ リ ゴ マ ー プ ロ ー ブ の 組 の 使 用 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
配 列 番 号 １ 及 び こ れ に 相 補 的 な 配 列 の １ つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 状 態 に 関 連 す
る 疾 患 を 分 析 す る た め の 、 担 体 材 料 に 固 定 さ れ た 種 々 の オ リ ゴ マ ー の ア レ ン ジ メ ン ト （ ア
レ イ ） を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ２ ３ か ら ２ ６ 及 び ２ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 少
な く と も １ つ の オ リ ゴ マ ー が 固 相 に 結 合 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 ３ ０ に よ り 得 ら れ る 種 々 の オ リ ゴ マ ー の ア レ ン ジ メ ン ト （ ア レ イ ） 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 ３ １ 記 載 の 種 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は PNAオ リ ゴ マ ー 配 列 の ア レ イ で あ
っ て 、 こ れ ら が 長 方 形 又 は 六 角 形 の 格 子 形 状 で 、 平 坦 な 固 相 上 に 配 置 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
固 相 表 面 が 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ス チ ー ル 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ
ケ ル 、 銀 、 又 は 金 に よ り 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ １ 又 は ３ ２ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
以 下 を 含 む 物 質 組 成 物 ：
　 － 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ５ 及 び こ れ に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 群 か ら 選 出 さ れ た 配 列 の １ つ
に よ る 、 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム DNAの セ グ メ ン ト の 少 な く と も 18塩 基 長 の 配 列 を 含
む 核 酸 、 及 び
　 － 以 下 の 物 質 の 少 な く と も １ つ を 含 む 緩 衝 剤 ： 1～ 5mM　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 100～ 500μ
M dNTP、 0.5～ 5単 位 の taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 オ リ ゴ マ ー 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ペ プ
チ ド 核 酸 （ PNA） オ リ ゴ マ ー で 、 い ず れ の 場 合 に お い て も 配 列 番 号 ２ ～ 配 列 番 号 ５ 及 び こ
れ に 相 補 的 な 配 列 番 号 の う ち １ つ に よ る 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム DNAと 相 補 的 で あ る 、 或 い は
適 度 に 厳 密 な 条 件 下 又 は 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド
の 長 さ を 有 す る 少 な く と も １ つ の 塩 基 配 列 を 含 む オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 、 差 別 化 、 又 は 識 別 す る た め の 遺 伝 子 EYA4、 そ の プ ロ モ ー タ ー
、 及 び ／ 又 は 調 節 エ レ メ ン ト の 使 用 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
以 下 を 含 む 請 求 項 ２ １ 記 載 の 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 、 差 別 化 、 又 は 識 別 す る た め の 方
法 ：
　 （ ａ ） 被 検 者 か ら 被 検 者 の ゲ ノ ム DNAを 有 す る 生 物 学 的 試 料 を 取 得 す る ；
　 （ ｂ ） 5位 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 塩 基 を ウ ラ シ ル 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性 に 関
し て 検 出 可 能 な シ ト シ ン と の 相 違 点 の あ る そ の 他 の 塩 基 に 変 換 さ せ る た め に ゲ ノ ム DNA又
は そ の 断 片 を １ つ 以 上 の 試 薬 に よ り 処 理 す る ；
　 （ ｃ ） 処 理 済 み の ゲ ノ ム DNA又 は 処 理 済 み の そ の 断 片 を 、 増 幅 酵 素 と 、 少 な く と も ２ つ
の プ ラ イ マ ー で 、 い ず れ の 場 合 に お い て も 配 列 番 号 ２ ～ 配 列 番 号 ５ 及 び こ れ の 相 補 物 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 と 相 補 的 で あ る 、 或 い は 適 度 に 厳 密 な 条 件 下 又 は 厳 密 な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 少 な く と も 18ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の 隣 接 す る 配 列 を 含 む も の と に
接 触 さ せ 、 こ れ に お い て 処 理 済 み DNA又 は そ の 断 片 が 増 幅 さ れ １ つ 以 上 の 増 幅 物 を 生 成 す
る か 、 或 い は 増 幅 さ れ な い ； 及 び
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　 （ ｄ ） 前 記 増 幅 物 の 存 在 又 は 欠 如 、 或 い は 特 性 に 基 づ い て 、 配 列 番 号 １ の 少 な く と も １
つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 状 態 、 或 い は 配 列 番 号 １ の 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 平 均 メ チ ル 化 状 態 又 は こ の 平 均 メ チ ル 化 状 態 を 反 映 す る 値 を 決 定 す る 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 請 求 項 ２ １ 記 載 の 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 、 差 別 化 、 又 は 識 別 す
る た め の 方 法 ：
　 （ ａ ） 被 検 者 か ら 、 被 検 者 の ゲ ノ ム DNAを 有 す る 生 物 学 的 試 料 を 取 得 す る ；
　 （ ｂ ） 5位 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 塩 基 を ウ ラ シ ル 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性 に 関
し て 検 出 可 能 な シ ト シ ン と の 相 違 点 の あ る そ の 他 の 塩 基 に 変 換 さ せ る た め に 、 ゲ ノ ム DNA
又 は そ の 断 片 を １ つ 以 上 の 試 薬 に よ り 処 理 す る ；
　 （ ｃ ） 結 腸 又 は 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 細 胞 を 起 源 と す る DNAの み が 増 幅 さ れ る よ う に 、 処
理 済 み DNAの １ つ 以 上 の 断 片 を 増 幅 す る ；
　 （ ｄ ） 増 幅 物 又 は そ の 特 性 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 存 在 又 は 欠 如 に
関 し て 推 論 す る 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
ス テ ッ プ （ ａ ） に お い て 、 被 検 者 か ら 取 得 さ れ た 生 物 学 的 試 料 が 、 組 織 学 ス ラ イ ド 、 生 検
、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 、 体 液 、 血 清 、 血 漿 、 大 便 、 尿 、 血 液 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ で
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ３ ６ 又 は ３ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
ス テ ッ プ （ ｂ ） に お い て 、 ゲ ノ ム DNA又 は そ の 断 片 を 処 理 す る こ と が 亜 硫 酸 水 素 塩 、 亜 硫
酸 水 素 、 二 亜 硫 酸 塩 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 溶 液 の 使 用 を 含
む 請 求 項 ３ ６ か ら ３ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
（ ｂ ） に お い て 処 理 す る こ と が DNAを ア ガ ロ ー ス に 封 埋 す る こ と に 続 い て 行 わ れ る 請 求 項
３ ６ か ら ３ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
（ ｂ ） に お い て 処 理 す る こ と が DNA変 性 剤 又 は ラ ジ カ ル 捕 捉 剤 の 少 な く と も 一 方 が 存 在 す
る 状 態 で の 処 理 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ か ら ４ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
ス テ ッ プ （ ｃ ） に お い て 接 触 さ せ る こ と 又 は 増 幅 す る こ と が 耐 熱 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 増
幅 酵 素 と し て の 使 用 と ； 5'-3'エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 欠 如 し た ポ リ メ ラ ー ゼ の 使 用 と
； ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） の 使 用 と 、 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 増 幅 核 酸 分 子 の 生 成
と ； こ れ ら の 組 み 合 わ せ と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も １ つ の 方 法 の 使 用 を 含 む
請 求 項 ３ ６ か ら ４ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
検 出 可 能 な 増 幅 標 識 が 、 蛍 光 標 識 と ； 放 射 性 核 種 又 は 放 射 標 識 と ； 質 量 分 析 計 で 検 出 で き
る 増 幅 物 の 質 量 標 識 と ； 質 量 分 析 計 で 検 出 で き る 分 離 可 能 な 増 幅 物 断 片 の 質 量 標 識 と ； 質
量 分 析 計 で 検 出 で き る 単 一 の 正 又 は 負 の 実 効 電 荷 を 有 す る 増 幅 物 及 び 分 離 可 能 な 増 幅 物 断
片 の 質 量 標 識 と ； こ れ ら の 組 み 合 わ せ と か ら な る 標 識 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ４ ２ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
ス テ ッ プ （ ｄ ） に 、 増 幅 物 又 は 分 離 可 能 な 増 幅 物 断 片 の 質 量 標 識 を 検 出 す る た め の 質 量 分
析 計 の 使 用 が 含 ま れ る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
質 量 分 析 手 法 が マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 法 （ MALDI） と 、 電 子 ス プ
レ 質 量 分 析 法 （ ESI） と 、 こ れ ら の 組 み 合 わ せ と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ４ ３ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
こ の 方 法 の ス テ ッ プ （ ｃ ） に お い て 、 ６ つ 以 上 の 異 な る 断 片 を 増 殖 さ せ る 請 求 項 ３ ６ か ら
４ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 増 幅 物 が 、 100～ 200塩 基 対 の 長 さ で あ る 請 求 項 ３ ６ か ら ４ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 増 幅 物 が 、 100～ 350塩 基 対 の 長 さ で あ る 請 求 項 ３ ６ か ら ４ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
１ つ 以 上 の 前 記 プ ラ イ マ ー が 、 配 列 番 号 １ １ ～ 配 列 番 号 １ ５ に よ る 群 か ら 選 出 さ れ た 配 列
を 含 む 請 求 項 ３ ６ か ら ４ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
１ つ 以 上 の 前 記 プ ラ イ マ ー が 、 １ つ 以 上 の CpG、 TpG、 又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 請 求
項 ３ ６ か ら ４ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 プ ラ イ マ ー が 、 ２ ～ ４ 個 の CpG、 TpG、 又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 請 求 項 ５ ０ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
前 記 １ つ 以 上 の CpG、 TpG、 又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド が 、 プ ラ イ マ ー の 3'側 の 半 分 の 中 に 位
置 す る 請 求 項 ５ ０ 又 は ５ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 プ ラ イ マ ー が 、 ス テ ッ プ （ ｂ ） の 処 理 に お い て 変 換 さ れ る 位 置 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
１ つ 以 上 の 塩 基 を 含 む 請 求 項 ５ ０ か ら ５ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
前 記 塩 基 が 、 プ ラ イ マ ー の 3'側 の 半 分 の 中 に 位 置 す る 請 求 項 ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 プ ラ イ マ ー が 、 3'末 端 の 最 初 の 5塩 基 の 中 に ２ 個 を 超 え る シ ト シ ン 又 は グ ア ニ ン 塩 基
を 含 ま な い 請 求 項 ５ ０ か ら ５ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
ス テ ッ プ （ ｄ ） に お い て 取 得 さ れ た 前 記 増 幅 物 が 、 ３ 個 以 上 の CpG、 TpG、 又 は CpAジ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 少 な く と も １ つ の 20塩 基 対 配 列 を 含 む 請 求 項 ３ ６ か ら ５ ５ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
ス テ ッ プ （ ｃ ） に 、 １ つ 以 上 の CpG、 TpG、 又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 少 な く と も 18塩
基 対 の 長 さ の 少 な く と も １ つ の 核 酸 分 子 又 は ペ プ チ ド 核 酸 分 子 の 使 用 が 更 に 含 ま れ 、 こ れ
に お い て 前 記 分 子 の 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ 及 び こ れ の 相 補 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た
配 列 と 相 補 的 で あ る か 、 或 い は 同 一 で あ り 、 前 記 核 酸 分 子 又 は ペ プ チ ド 核 酸 分 子 は そ れ が
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の 増 幅 を 抑 制 す る 請 求 項 ３ ６ か ら ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
前 記 （ 複 数 の ） 核 酸 又 は （ 複 数 の ） ペ プ チ ド 核 酸 の 配 列 が 、 配 列 番 号 ６ ～ 配 列 番 号 １ ０ 及
び こ れ に 相 補 的 な 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
ス テ ッ プ （ ｂ ） の 処 理 前 に メ チ ル 化 さ れ て い な い DNAの 増 幅 が 抑 制 さ れ る 請 求 項 ５ ７ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
前 記 核 酸 分 子 又 は ペ プ チ ド 核 酸 分 子 が 、 い ず れ の 場 合 に お い て も 、 そ の 5'末 端 で 修 飾 さ れ
、 5'-3'エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 に よ る 分 解 を 不 可 能 に す る 請 求 項 ５ ７ か ら
５ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
前 記 核 酸 分 子 又 は ペ プ チ ド 核 酸 分 子 が 、 い ず れ の 場 合 に お い て も 3'水 酸 基 を 欠 い て い る 請
求 項 ５ ７ か ら ６ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ２ 】
増 幅 酵 素 が 、 5'-3'エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 欠 如 し た ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 請 求 項 ５ ７ か
ら ６ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PNAオ リ ゴ マ ー の 結 合 部 位 が 、 プ ラ イ マ ー の も の と 同 一 で あ る か
、 或 い は 重 複 し 、 こ れ に よ り 結 合 部 位 に 対 す る プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 妨
げ ら れ る 請 求 項 ５ ７ か ら ６ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PNAオ リ ゴ マ ー の 結 合 部 位 が 、 少 な く と も ２ つ
の プ ラ イ マ ー の も の と 同 一 で あ る か 、 或 い は 重 複 し 、 こ れ に よ り 結 合 部 位 に 対 す る プ ラ イ
マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 妨 げ ら れ る 請 求 項 ５ ７ か ら ６ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ペ プ チ ド 核 酸 オ リ ゴ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン が 、 順 方 向 プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 妨 げ 、 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 又 は ペ プ チ ド 核 酸 オ リ ゴ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 前 記 順 方 向 プ ラ イ
マ ー の 伸 長 産 物 と 結 合 す る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 妨 げ る 請 求 項 ６
４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ペ プ チ ド 核 酸 オ リ ゴ マ ー が 、 順 方 向 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の
結 合 部 位 の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 請 求 項 ５ ７ か ら ６ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
ス テ ッ プ （ ｄ ） に お い て 決 定 す る こ と が 、 １ つ 以 上 の CpG、 TpG、 又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド 長 の 隣 接 配 列 を い ず れ の 場 合 に お い て も 含 ん だ 、 少 な く
と も １ つ の 核 酸 分 子 又 は ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 分 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 み 、 こ
れ に お い て 前 記 分 子 の 配 列 が 配 列 番 号 ２ ～ ５ 及 び こ れ の 相 補 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た
配 列 に 相 補 的 で あ る か 、 或 い は 同 １ で あ る 請 求 項 ３ ６ 又 は ３ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
少 な く と も １ つ の こ う し た ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 又 は ペ プ チ ド 核 酸 分 子 が 固 相 と 結
合 す る 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
複 数 の こ う し た ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 又 は ペ プ チ ド 核 酸 分 子 が 、 直 線 と 、 六 角 形 と
、 長 方 形 と 、 こ れ ら の 組 み 合 わ せ と か ら な る ア レ イ 群 か ら 選 択 さ れ た 核 酸 又 は ペ プ チ ド 核
酸 ア レ イ の 形 態 で 固 相 と 結 合 す る 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
ス テ ッ プ （ ｄ ） に お い て 決 定 す る こ と が 、 増 幅 物 の 配 列 を 決 定 す る こ と を 含 む 請 求 項 ３ ６
又 は ３ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
ス テ ッ プ （ ｄ ） に お い て 決 定 す る こ と が 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ 及 び こ れ の 相 補 物 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ た 配 列 と 相 補 的 で あ る か 、 或 い は 適 度 に 厳 密 な 条 件 又 は 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 、 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド 長 の 隣 接 配 列 を 含 む 少 な く と も １ つ の 核 酸 分 子
を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と と ； 少 な く と も １ つ の こ う し た ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 核 酸 分 子 を
少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 に よ っ て 伸 長 さ せ る こ と と を 含 む 請 求 項 ３ ６ 又 は ３ ７
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
前 記 （ 複 数 の ） 核 酸 又 は （ 複 数 の ） ペ プ チ ド 核 酸 の 配 列 が 、 配 列 番 号 １ １ ～ 配 列 番 号 １ ５
及 び こ れ に 相 補 的 な 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ７ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PNAオ リ ゴ マ ー が 蛍 光 標 識 さ れ 、 こ れ に お い て そ の 検 出 が 蛍
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光 又 は 蛍 光 偏 光 の 増 加 又 は 減 少 の い ず れ か に よ る も の で あ る 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PNAオ リ ゴ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ
転 位 に よ っ て 検 出 さ れ る こ と が で き 、 こ れ に お い て こ の 検 出 が 蛍 光 の 増 加 又 は 減 少 の い ず
れ か に よ る も の で あ る 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド DNA濃 度 が 、 調 査 す る DNAの 濃 度 を 100～ 1000倍 上 回 る 請 求 項 ３ ６ 又 は ３
７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
以 下 を 含 む 請 求 項 ２ １ に よ る 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 す る 方 法 ：
　 （ ａ ） 被 検 者 か ら 被 検 者 の ゲ ノ ム DNAを 有 す る 生 物 学 的 試 料 を 取 得 す る ；
　 （ ｂ ） ゲ ノ ム DNAを 抽 出 す る ；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 １ 又 は 厳 密 な 条 件 下 で 配 列 番 号 １ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 む ゲ ノ
ム DNA又 は そ の 断 片 を 、 １ つ 以 上 の メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 に 接 触 さ せ 、 こ れ に よ り ゲ ノ
ム DNAが 消 化 さ れ 消 化 断 片 が 生 成 さ れ る 、 或 い は 、 こ れ に よ り 消 化 さ れ な い ； 及 び
　 （ ｄ ） 少 な く と も １ つ の こ う し た 断 片 の 存 在 又 は 欠 如 、 或 い は 特 性 に 基 づ い て 、 配 列 番
号 １ の 少 な く と も １ つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の メ チ ル 化 状 態 、 或 い は 、 配 列 番 号 １ の
複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 平 均 メ チ ル 化 状 態 又 は こ の 平 均 メ チ ル 化 状 態 を 反 映 す る
値 を 決 定 し 、 こ れ に よ り 前 立 腺 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 す る こ と 、 或 い は 前 立 腺 細 胞 増 殖 性
疾 患 の 起 源 の 移 行 域 と 辺 縁 域 と を 識 別 す る こ と の 少 な く と も 一 方 を 、 少 な く と も 部 分 的 に
は 提 供 す る 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
ス テ ッ プ （ ｄ ） に お い て 決 定 す る こ と に 先 立 っ て 、 消 化 済 み 又 は 未 消 化 の ゲ ノ ム DNAを 増
幅 す る こ と を 更 に 含 む 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
増 幅 す る こ と が 耐 熱 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 増 幅 酵 素 と し て の 使 用 と ； 検 出 可 能 な 標 識 を 有
す る 増 幅 核 酸 の 生 成 と ； こ れ ら の 組 み 合 わ せ と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も １ つ
の 方 法 の 使 用 を 含 む 請 求 項 ７ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
検 出 可 能 な 増 幅 標 識 が 蛍 光 標 識 と ； 放 射 性 核 種 又 は 放 射 標 識 と ； 質 量 分 析 計 で 検 出 で き る
増 幅 物 の 質 量 標 識 と ； 質 量 分 析 計 で 検 出 で き る 分 離 可 能 な 増 幅 物 断 片 の 質 量 標 識 と ； 質 量
分 析 計 で 検 出 で き る 単 １ の 正 又 は 負 の 実 効 電 荷 を 有 す る 増 幅 物 及 び 分 離 可 能 な 増 幅 物 断 片
の 質 量 標 識 と ； こ れ ら の 組 み 合 わ せ と か ら な る 標 識 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
増 幅 物 又 は 分 離 可 能 な 増 幅 物 断 片 の 質 量 標 識 を 検 出 す る た め の 質 量 分 析 計 の 使 用 が 含 ま れ
る 請 求 項 ７ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
質 量 分 析 法 が マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 法 （ MALDI） と 、 電 子 ス プ
レ 質 量 分 析 法 （ ESI） と 、 こ れ ら の 組 み 合 わ せ と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ８ ０ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
被 検 者 か ら 取 得 さ れ た 生 物 学 的 試 料 が 、 組 織 学 ス ラ イ ド 、 生 検 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 、 体
液 、 尿 、 血 清 、 血 漿 、 大 便 、 血 液 、 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請
求 項 ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
以 下 を 含 む 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 、 差 別 化 、 又 は 識 別 す る の に 有 用 な キ ッ ト ：
　 （ ａ ） 亜 硫 酸 水 素 塩 試 薬 と ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 １ ～ ５ 及 び こ れ の 相 補 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 と 相 補 的 で あ る
か 、 或 い は 適 度 に 厳 密 な 条 件 又 は 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 少 な く と も 9ヌ ク
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レ オ チ ド 長 の 隣 接 配 列 を い ず れ の 場 合 に お い て も 含 む 少 な く と も １ つ の 核 酸 分 子 又 は ペ プ
チ ド 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
MS-SNuPEと 、 MSPと 、 MethylLight T M と 、 HeavyMethyl T M と 、 COBRAと 、 核 酸 配 列 決 定 と 、 こ
れ ら の 組 み 合 わ せ と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た メ チ ル 化 ア ッ セ イ を 実 行 す る た め の 標 準 的
な 試 薬 を 更 に 備 え る 、 請 求 項 ８ ３ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 又 は 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 素 因 の 分 類 、 差 別 化 、 及 び ／ 又 は 診 断 の た
め の 、 請 求 項 ２ ２ に よ る 核 酸 と 、 請 求 項 ２ ３ か ら ２ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 又 は PNAオ リ ゴ マ ー と 、 請 求 項 ８ ３ 又 は ８ ４ 記 載 の キ ッ ト と 、 請 求 項 ３ ２ か ら ３
３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ア レ イ と 、 請 求 項 ２ ６ か ら ２ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 組 と 、 請 求 項 ３ ６ か ら ８ ２ 記 載 の 方 法 と の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 治 療 の た め の 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 核 酸 と 、 請 求 項 ２ ３ か ら ２ ８ の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PNAオ リ ゴ マ ー と 、 請 求 項 ８ ３ 又 は ８ ４ 記 載
の キ ッ ト と 、 請 求 項 ３ ２ 又 は ３ ３ 記 載 の ア レ イ と 、 請 求 項 ２ ６ か ら ２ ８ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 と 、 請 求 項 ３ ６ か ら ８ ２ 記 載 の 方 法 と の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 結 腸 直 腸 癌 は 、 男 女 の 癌 に よ る 死 亡 の ４ 番 目 の 主 な 原 因 で あ る 。 ５ 年 生 存 率 は 、 す べ て
の ス テ ー ジ で 61%で あ り 、 こ の 病 気 の 治 療 に は 、 早 期 発 見 が 効 果 的 で あ る 。 す べ て の 結 腸
直 腸 癌 の 95%ま で が 、 種 々 に 分 化 し た 進 行 度 の 腺 癌 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 散 発 性 大 腸 癌 は 、 正 常 な 結 腸 上 皮 か ら 腺 腫 へ の 病 理 的 変 化 か ら 始 ま り 他 段 階 課 程 で 発 達
し 、 浸 潤 癌 へ 連 続 的 に 進 行 す る 。 結 腸 腺 腫 の 進 行 割 合 は 、 現 在 、 そ れ ら の 組 織 学 的 な 外 観
、 部 位 、 拡 散 程 度 、 お よ び 腸 管 併 発 の 程 度 に 基 づ い て 予 測 さ れ る 。 例 え ば 、 管 型 良 性 腺 腫
が 悪 性 腫 瘍 に 進 行 す る こ と は め っ た に な い が 、 絨 毛 状 良 性 腺 腫 は 直 径 が 2cm以 上 で あ れ ば
、 か な り 悪 性 の 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 良 性 増 殖 性 病 変 か ら 悪 性 新 生 物 ま で の 進 行 の 間 、 い く つ か の 遺 伝 的 お よ び 後 成 的 変 化 が
起 こ る こ と が 知 ら れ て い る 。 APC遺 伝 子 の 体 細 胞 性 突 然 変 異 は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 お よ び 癌 の 7
5～ 80%に お け る 最 も 早 期 の 事 象 の １ つ の よ う に 思 わ れ る 。 K-RASの 活 性 化 は 、 悪 性 表 現 型
に 向 か う 進 行 に お け る 重 要 な 段 階 で あ る と 考 え ら れ る 。 連 続 し て 、 他 の 癌 遺 伝 子 の 突 然 変
異 お よ び 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 不 活 性 化 に 至 る 変 化 が 蓄 積 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 CpGア イ ラ ン ド 内 の 異 常 な DNAメ チ ル 化 は 、 遺 伝 子 類 の 広 域 ス ペ ク ト ル の 廃 棄 ま た は 過 発
現 に 至 る ヒ ト の 癌 に お け る 最 も 早 期 で 最 も 一 般 的 な 変 化 の １ つ で あ る 。 さ ら に 、 異 常 な メ
チ ル 化 は 、 い く つ か の 腫 瘍 に 関 す る 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン お よ び コ ー ド 部 分 に お け る CpGが
多 い 調 節 エ レ メ ン ト で 起 こ る こ と が 示 さ れ た 。 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 特 異 的 過 メ チ ル 化 と 比 べ
て 、 DNAの 全 般 的 な 低 メ チ ル 化 が 、 腫 瘍 細 胞 で 観 察 さ れ 得 る 。 全 般 的 な メ チ ル 化 の こ の 低
下 は 、 初 期 、 明 白 な 腫 瘍 形 成 ・ 発 達 の ず っ と 前 に 検 出 し 得 る 。 ま た 、 低 メ チ ル 化 と 増 加 す
る 遺 伝 子 発 現 間 の 相 関 関 係 は 、 多 く の 癌 遺 伝 子 で 報 告 さ れ て い る 。 大 腸 癌 で は 、 異 常 な DN
Aメ チ ル 化 は 最 も 際 立 っ た 変 化 の １ つ を 構 成 し 、 p14ARF, p16INK4a, THBS1, MINT2, お よ
び MINT31の よ う な 多 く の 癌 抑 制 遺 伝 子 お よ び hMLH1の よ う な DNAミ ス マ ッ チ 修 復 遺 伝 子 を 不
活 性 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 結 腸 直 腸 癌 の 分 子 進 化 で は 、 DNAメ チ ル 化 の エ ラ ー は ２ つ の 特 徴 的 な 役 割 を 果 た す と 提
案 さ れ て い る 。 正 常 な 結 腸 の 粘 膜 細 胞 で は 、 メ チ ル 化 の エ ラ ー は 、 時 間 の 関 数 と し て 、 ま
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た は 、 こ れ ら の 細 胞 を 腫 瘍 性 変 化 に 前 処 理 す る 時 間 依 存 的 事 象 と し て 蓄 積 す る 。 例 え ば 、
い く つ か の 座 の 過 メ チ ル 化 は 、 腺 腫 、 特 に 、 細 管 絨 毛 状 お よ び 絨 毛 状 亜 型 で 既 に 存 在 す る
こ と を 示 す こ と が で き た 。 後 の 段 階 で は 、 CpGア イ ラ ン ド の 増 加 す る DNAメ チ ル 化 は い わ ゆ
る CpGア イ ラ ン ド メ チ レ ー タ ー 表 現 型 (CIMP)に よ っ て 影 響 さ れ る 腫 瘍 の 部 分 集 合 で 重 要 な
役 割 を 果 た す 。 ほ と ん ど の CIMP(+)腫 瘍 (す べ て の 散 発 性 結 直 腸 癌 の 約 15%を 構 成 す る )が 、
hMLH1プ ロ モ ー タ ー お よ び 他 の DNAミ ス マ ッ チ 修 復 遺 伝 子 の 過 メ チ ル 化 に よ る マ イ ク ロ サ テ
ラ イ ト の 不 安 定 性 (MIN)に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 対 照 的 に 、 CIMP(-)大 腸 癌 は 、 よ り 古 典
的 な 遺 伝 子 不 安 定 性 経 路 (CIN)に 沿 っ て p53変 異 と 染 色 体 変 化 が 高 率 で 発 達 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し 、 分 子 亜 型 は 、 分 子 変 化 に 関 し て 頻 度 を 変 え る こ と を 示 し て い る だ け で は な い 。
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト の 不 安 定 性 ま た は 染 色 体 異 常 型 の ど ち ら か の 存 在 に よ れ ば 、 大 腸 癌 を
２ つ の ク ラ ス に 分 類 す る こ と が で き 、 こ れ ら は 重 要 な 臨 床 的 差 異 を 示 す 。 ほ と ん ど す べ て
の MIN腫 瘍 が 近 位 結 腸 (上 行 と 横 行 )に 発 症 す る が 、 CIN腫 瘍 の 70%は 遠 位 結 腸 と 直 腸 に 存 在
す る 。 こ れ は 結 腸 の 種 々 の 部 分 で の 種 々 の 発 癌 物 質 の 種 々 の 分 布 の た め で あ る と さ れ て い
る 。 近 位 結 腸 に 行 き 渡 っ て い る 発 癌 物 質 を 構 成 す る メ チ ル 化 発 癌 物 質 は MIN癌 の 病 原 性 で
あ る 役 目 を 果 た す こ と が 提 案 さ れ た 。 他 方 、 CIN腫 瘍 は 、 結 腸 と 直 腸 の 遠 位 末 端 に よ り 頻
繁 に 現 れ る 、 よ り 頻 繁 に 付 加 物 を 形 成 す る 発 癌 物 質 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る と 考 え ら れ て
い る 。 そ の う え 、 MIN腫 瘍 は 、 CIN表 現 型 の 腫 瘍 よ り 予 後 が 良 く 、 助 剤 化 学 療 法 に よ り よ く
反 応 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 大 腸 癌 の 分 化 と 早 期 発 見 の た め の マ ー カ ー の 識 別 は 現 在 の 研 究 の 主 要 な 目 標 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 EYA4は 、 脊 椎 動 物 の Eya(目 無 し )の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 、 す な わ ち 正 常 な 胚 形 成 の 発 生 を
確 実 に す る た め に 保 存 さ れ た 調 節 階 層 構 造 に お い て 他 の 蛋 白 質 類 と 相 互 作 用 す る ４ つ の 転
写 活 性 化 因 子 の グ ル ー プ の 最 も 最 近 同 定 さ れ た 遺 伝 子 で あ る 。 EYA4の 遺 伝 子 は 、 6q22.3に
マ ッ プ さ れ 、 640ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 EYA4の 構 造 は EYA1-3に よ っ て 確 立
さ れ た 原 型 に 一 致 し 、 eya-相 同 領 域 (eyaHR; ま た は 、 eyaド メ イ ン ま た は eya相 同 ド メ イ ン
1と 呼 ば れ る )と 呼 ば れ る 高 く 保 存 さ れ た 271ア ミ ノ 酸 の C末 端 と 、 よ り 分 岐 し て い る プ ロ リ
ン セ リ ン ト レ オ ニ ン (PST)リ ッ チ (34-41%)ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー シ ョ ン ド メ イ ン を N末 端 に 含
む (Borsani G, et al., EYA4, a novel vertebrate gene related to Drosophila eyes a
bsent. Hum Mol Genet 1999 Jan;8(1):11-23（ 非 特 許 文 献 １ ） )。 EYA蛋 白 質 類 は 早 期 胎 児
発 生 の 間 、 SIXと DACH蛋 白 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 相 互 作 用 す る 。 EYA4の 遺 伝 子 に お け
る 突 然 変 異 は 、 DFNA10座 で 後 舌 進 行 性 常 染 色 体 優 性 聴 力 欠 損 の 原 因 と な る (Wayne S, Robe
rtson NG, DeClau F, Chen N, Verhoeven K, Prasad S, Tranebjarg L, Morton CC, Ryan
 AF, Van Camp G, Smith RJ: Mutations in the transcriptional activator EYA4 cause
 late-onset deafness at the DFNA10 locus. Hum Mol Genet 2001 Feb 1;10(3):195-200
（ 非 特 許 文 献 ２ ）  そ の 他 の 文 献 )。 EYA4遺 伝 子 の シ ト シ ン 位 置 の メ チ ル 化 と 癌 と の 関 係 は
ま だ 確 立 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 5-メ チ ル シ ト シ ン は 真 核 生 物 細 胞 の DNAで 最 も 頻 繁 に 起 き る 共 有 結 合 性 塩 基 修 飾 で あ る
。 例 え ば 、 そ れ は 転 写 調 節 、 遺 伝 子 刷 込 、 お よ び 腫 瘍 形 成 で あ る 役 割 を 果 た す 。 し た が っ
て 、 遺 伝 情 報 の 構 成 要 素 と し て の 5-メ チ ル シ ト シ ン の 同 定 は か な り 興 味 深 い 。 し か し 、 5-
メ チ ル シ ト シ ン は シ ト シ ン と 同 じ 塩 基 対 形 成 を す る の で 、 配 列 決 定 に よ っ て 5-メ チ ル シ ト
シ ン の 位 置 を 決 定 す る こ と は で き な い 。 そ の う え 、 5-メ チ ル シ ト シ ン に よ っ て 運 ば れ る 後
成 的 情 報 は PCR増 幅 の 間 に 完 全 に 失 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 DNAの 5-メ チ ル シ ト シ ン を 分 析 す る た め の 比 較 的 新 し く て 現 在 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る 方
法 は 、 シ ト シ ン と 亜 硫 酸 水 素 塩 と の 特 異 的 反 応 に 基 づ き 、 シ ト シ ン は 、 そ の 後 の ア ル カ リ
性 の 加 水 分 解 で 、 塩 基 対 形 成 が チ ミ ジ ン に 対 応 す る ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る 。 し か し 、 5-メ
チ ル シ ト シ ン は 、 こ れ ら の 条 件 下 で は 修 飾 さ れ ず に 残 る 。 そ の 結 果 、 元 の DNAは 、 元 来 ハ
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イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 成 に よ っ て は シ ト シ ン と 区 別 で き な い メ チ ル シ ト シ ン を 、 例 え ば
、 増 幅 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 成 ま た は 配 列 決 定 に よ っ て 、 「 通 常 の 」 分 子 生 物
学 的 手 法 を 用 い て 、 残 存 す る シ ト シ ン だ け を 検 出 で き る よ う な 方 法 で 変 換 さ れ る 。 こ れ ら
の 手 法 の す べ て は 、 現 在 完 全 に 利 用 す る こ と が で き る 塩 基 対 形 成 に 基 づ く 。 感 度 に 関 し て
は 、 従 来 技 術 は ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス で 分 析 さ れ る べ き DNAを 封 入 し 、 そ の 結 果 、 DNA(
亜 硫 酸 水 素 塩 は 一 本 鎖 DNAと 反 応 す る だ け で あ る )の 拡 散 と 復 元 を 防 い で 、 す べ て の 析 出 と
精 製 段 階 を 速 い 透 析 に 置 き 換 え る 方 法 に よ っ て 定 義 さ れ る (Olek A, Oswald J, Walter J.
 A modified and improved method for bisulphite based cytosine methylation analys
is. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 15;24(24):5064-6（ 非 特 許 文 献 ３ ） )。 こ の 方 法 を 用
い れ ば 、 個 々 の 細 胞 を 分 析 す る こ と が で き 、 こ の こ と は 、 こ の 方 法 の 可 能 性 を 示 す 。 し か
し な が ら 、 現 在 、 最 大 、 約 3,000塩 基 対 の 長 さ の 個 々 の 領 域 だ け が 分 析 さ れ て い る に 過 ぎ
ず 、 何 千 回 も の 可 能 な メ チ ル 化 事 象 に 関 す る 細 胞 の 網 羅 的 解 析 は 可 能 で は な い 。 し か し 、
こ の 方 法 で は 少 な い 試 料 由 来 の 極 め て 小 さ い 断 片 を 確 実 に 分 析 す る こ と は で き な い 。 こ れ
ら は 、 拡 散 を 保 護 し て も 、 マ ト リ ッ ク ス を 通 し て 失 わ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 5-メ チ ル シ ト シ ン を 検 出 す る 他 の 既 知 の 方 法 の 概 観 は 次 の 総 説 か ら 得 ら れ る で あ ろ う : 
Rein, T., DePamphilis, M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 1998, 26, 2255（ 非
特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ れ ま で 、 わ ず か な 例 外 (e.g., Zeschnigk M, Lich C, Buiting K, Doerfler W, Horst
hemke B. A single-tube PCR test for the diagnosis of Angelman and Prader-Willi s
yndrome based on allelic methylation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum G
enet. 1997 Mar-Apr;5(2):94-8（ 非 特 許 文 献 ５ ） ) を 除 い て 、 亜 硫 酸 水 素 塩 手 法 が 研 究 で
使 用 さ れ る に 過 ぎ な い 。 し か し 既 知 遺 伝 子 の 短 い 特 定 の 断 片 は 、 い つ も 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理
の 後 で 増 幅 さ れ 完 全 に 配 列 決 定 さ れ (Olek A, Walter J. The pre-implantation ontogeny
 of the H19 methylation imprint. Nat Genet. 1997 Nov;17(3):275-6（ 非 特 許 文 献 ６ ）
)、 あ る い は 、 個 々 の シ ト シ ン 位 置 が プ ラ イ マ ー 伸 長 法 反 応  (Gonzalgo ML, Jones PA. Ra
pid quantitation of methylation differences at specific sites using methylation-
sensitive single nucleotide primer extension (Ms-SNuPE). Nucleic Acids Res. 1997
 Jun 15;25(12):2529-31（ 非 特 許 文 献 ７ ） , WO 95/00669（ 特 許 文 献 １ ） ) に よ っ て 、 ま
た は 酵 素 的 消 化 (Xiong Z, Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative DNA methyl
ation assay. Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2532-4（ 非 特 許 文 献 ８ ） )に よ り
検 出 さ れ る 。 さ ら に 、 ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 検 出 も 説 明 さ れ て い る (Olek
他 、 WO 99/28498（ 特 許 文 献 ２ ） )。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 個 々 の 遺 伝 子 に お け る メ チ ル 化 検 出 の た め の 亜 硫 酸 水 素 塩 手 法 の 使 用 を 扱 う そ の 他 の 出
版 物 は 以 下 の 通 り で あ る ： Grigg G, Clark S. Sequencing 5-methylcytosine residues i
n genomic DNA. Bioessays. 1994 Jun;16(6):431-6, 431（ 非 特 許 文 献 ９ ） ; Zeschnigk M
, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B, Doerfler W. Imprinted segments
 in the human genome: different DNA methylation patterns in the Prader-Willi/Ang
elman syndrome region as determined by the genomic sequencing method. Hum Mol Ge
net. 1997 Mar;6(3):387-95（ 非 特 許 文 献 １ ０ ） ; Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter
 J, Reik W. Methylation analysis on individual chromosomes: improved protocol fo
r bisulphite genomic sequencing. Nucleic Acids Res. 1994 Feb 25;22(4):695-6（ 非
特 許 文 献 １ １ ） ; Martin V, Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R. Genomic sequ
encing indicates a correlation between DNA hypomethylation in the 5' region of t
he pS2 gene and its expression in human breast cancer cell lines. Gene. 1995 May
 19;157(1-2):261-4（ 非 特 許 文 献 １ ２ ） ; WO 97/46705（ 特 許 文 献 ３ ）  and WO 95/15373
（ 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
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　 オ リ ゴ マ ー ア レ イ 製 造 に お け る 従 来 技 術 の 概 観 は 、 1999年 1月 に 発 行 さ れ た Nature Gene
tics (Nature Genetics補 足 、 21巻 、 1999年 1月 )の 特 集 号 （ 非 特 許 文 献 １ ３ ） と そ の 引 用
文 献 か ら 集 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 固 定 化 DNAア レ イ の ス キ ャ ン に は 、 蛍 光 ラ ベ ル プ ロ ー ブ が し ば し ば 使 用 さ れ る 。 特 異 的
プ ロ ー ブ の 5'-OHへ の Cy3と Cy5染 料 の 単 純 な 付 着 は 蛍 光 ラ ベ ル に 特 に 適 し て い る 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ の 蛍 光 の 検 出 は 例 え ば 、 共 焦 点 顕 微 鏡 を 用 い て 行 っ て よ い 。 多 く の
他 の も の 以 外 に 、 Cy3と Cy5染 料 が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 法 (MALDI-TOF)は 生 体 分 子 の 分 析 に 極 め
て 効 率 的 で あ る 。 (Karas M, Hillenkamp F. Laser desorption ionization of proteins 
with molecular masses exceeding 10,000 daltons. Anal Chem. 1988 Oct 15;60(20):22
99-301（ 非 特 許 文 献 １ ４ ） )。 検 体 は 光 吸 収 マ ト リ ッ ク ス に 包 埋 さ れ る 。 マ ト リ ッ ク ス は
短 い レ ー ザ パ ル ス に よ っ て 蒸 発 さ せ ら れ 、 断 片 化 し な い よ う に 、 検 体 分 子 が 気 相 に 輸 送 さ
れ る 。 検 体 は マ ト リ ッ ク ス 分 子 と の 衝 突 で イ オ ン 化 さ れ る 。 印 加 電 圧 は イ オ ン 類 を 無 場 飛
行 チ ュ ー ブ の 中 に 加 速 す る 。 そ れ ら の 異 な る 質 量 の た め 、 イ オ ン 類 は 異 な る 速 度 で 加 速 さ
れ る 。 よ り 小 さ い イ オ ン は 、 よ り 大 き い イ オ ン よ り 早 く 検 出 器 に 達 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 MALDI-TOF質 量 分 析 は ペ プ チ ド と タ ン パ ク 質 の 分 析 に 非 常 に 適 し て い る 。 核 酸 の 分 析 は
い く ら か 困 難 で あ る (Gut I G, Beck S. DNA and Matrix Assisted Laser Desorption Ion
ization Mass Spectrometry. Current Innovations and Future Trends. 1995, 1; 147-5
7（ 非 特 許 文 献 １ ５ ） )。 核 酸 へ の 感 度 は ペ プ チ ド 類 よ り 約 100倍 悪 く 、 断 片 サ イ ズ が 増 加
す る の に 比 例 し て 低 下 す る 。 多 重 に 負 に 荷 電 し た 骨 格 を 有 す る 核 酸 に 関 し て は 、 マ ト リ ッ
ク ス に よ る イ オ ン 化 過 程 は あ ま り 効 率 的 で は な い 。 MALDI-TOF質 量 分 析 で は 、 マ ト リ ッ ク
ス の 選 択 が 極 め て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 ペ プ チ ド 類 の 脱 着 に 関 し て は 、 非 常 に よ い 結 晶 化
を 起 こ す い く つ か の 非 常 に 効 率 的 な マ ト リ ッ ク ス が 見 出 さ れ た 。 現 在 、 DNAの た め の 高 感
度 な マ ト リ ッ ク ス が い く つ か あ る が 、 感 度 は 低 下 し て い な い 。 感 度 の 差 は 、 ペ プ チ ド と 同
様 に な る よ う に 化 学 的 に DNAを 修 飾 す る こ と に よ っ て 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 簡 単 な ア
ル キ ル 化 化 学 を 使 用 す る こ と で 、 骨 格 の 普 通 の り ん 酸 エ ス テ ル 類 が チ オ り ん 酸 エ ス テ ル で
置 換 さ れ る チ オ り ん 酸 塩 核 酸 を 中 性 電 荷 の DNAに 変 換 す る こ と が で き る (Gut IG, Beck S. 
A procedure for selective DNA alkylation and detection by mass spectrometry. Nuc
leic Acids Res. 1995 Apr 25;23(8):1367-73（ 非 特 許 文 献 １ ６ ） )。 こ の 修 飾 化 DNAへ の
電 荷 タ グ の 結 合 は 、 ペ プ チ ド 類 に 関 し て 見 出 さ れ る の と 同 じ レ ベ ル へ 感 度 増 加 を も た ら す
。 電 荷 標 識 付 け の さ ら な る 利 点 は 、 修 飾 さ れ て い な い 基 質 の 検 出 を さ ら に 困 難 に す る 不 純
物 に 対 す る 分 析 の 安 定 性 を 増 加 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 遺 伝 子 DNAは 、 細 胞 、 組 織 ま た は 他 の 測 定 用 試 料 の DNAか ら 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 得 ら れ
る 。 こ の 標 準 的 な 方 法 は 、 Sambrook, Fritsch and Maniatis eds., Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, 1989（ 非 特 許 文 献 １ ７ ） の よ う な 文 献 で 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
【 特 許 文 献 １ 】 WO 95/00669
【 特 許 文 献 ２ 】 WO 99/28498
【 特 許 文 献 ３ 】 WO 97/46705
【 特 許 文 献 ４ 】 WO 95/15373
【 非 特 許 文 献 １ 】 Borsani G, et al., EYA4, a novel vertebrate gene related to Dros
ophila eyes absent. Hum Mol Genet 1999 Jan;8(1):11-23
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Wayne S, Robertson NG, DeClau F, Chen N, Verhoeven K, Prasad S, 
Tranebjarg L, Morton CC, Ryan AF, Van Camp G, Smith RJ: Mutations in the transcr
iptional activator EYA4 cause late-onset deafness at the DFNA10 locus. Hum Mol G
enet 2001 Feb 1;10(3):195-200
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【 非 特 許 文 献 ３ 】 Olek A, Oswald J, Walter J. A modified and improved method for b
isulphite based cytosine methylation analysis. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 15;24
(24):5064-6)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Rein, T., DePamphilis, M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 199
8, 26, 2255
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Zeschnigk M, Lich C, Buiting K, Doerfler W, Horsthemke B. A sing
le-tube PCR test for the diagnosis of Angelman and Prader-Willi syndrome based o
n allelic methylation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum Genet. 1997 Mar-
Apr;5(2):94-8
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Olek A, Walter J. The pre-implantation ontogeny of the H19 methy
lation imprint. Nat Genet. 1997 Nov;17(3):275-6)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Gonzalgo ML, Jones PA. Rapid quantitation of methylation differe
nces at specific sites using methylation-sensitive single nucleotide primer exte
nsion (Ms-SNuPE). Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2529-31,
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Xiong Z, Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative DNA methy
lation assay. Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2532-4
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Grigg G, Clark S. Sequencing 5-methylcytosine residues in genomi
c DNA. Bioessays. 1994 Jun;16(6):431-6, 431
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Zeschnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B, D
oerfler W. Imprinted segments in the human genome: different DNA methylation pat
terns in the Prader-Willi/Angelman syndrome region as determined by the genomic 
sequencing method. Hum Mol Genet. 1997 Mar;6(3):387-95
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter J, Reik W. Methylation ana
lysis on individual chromosomes: improved protocol for bisulphite genomic sequen
cing. Nucleic Acids Res. 1994 Feb 25;22(4):695-6
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Martin V, Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R. Genomic se
quencing indicates a correlation between DNA hypomethylation in the 5' region of
 the pS2 gene and its expression in human breast cancer cell lines. Gene. 1995 M
ay 19;157(1-2):261-4
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 1999年 1月 に 発 行 さ れ た Nature Genetics (Nature Genetics補 足 、 21
巻 、 1999年 1月 )の 特 集 号
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Karas M, Hillenkamp F. Laser desorption ionization of proteins
 with molecular masses exceeding 10,000 daltons. Anal Chem. 1988 Oct 15;60(20):2
299-301
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Gut I G, Beck S. DNA and Matrix Assisted Laser Desorption Ioni
zation Mass Spectrometry.Current Innovations and Future Trends. 1995, 1; 147-57
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Gut IG, Beck S. A procedure for selective DNA alkylation and d
etection by mass spectrometry. Nucleic Acids Res. 1995 Apr 25;23(8):1367-73
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Sambrook, Fritsch and Maniatis eds., Molecular Cloning: A Labo
ratory Manual, 1989
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ 説 明 ）
　 本 発 明 は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 検 出 の た め の 新 規 な 方 法 を 開 示 し て い る 。 本 発 明 は 、 結 腸
細 胞 増 殖 性 疾 患 の マ ー カ ー と し て の 遺 伝 子 EYA4お よ び そ の プ ロ モ ー タ ー お よ び 調 節 エ レ メ
ン ト を 開 示 し て い る 。 さ ら に 詳 し く は 、 開 示 さ れ て い る 事 項 は 、 種 々 の ク ラ ス の 結 腸 細 胞
増 殖 性 疾 患 を 見 分 け 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 他 の 組 織 か ら 発 生 す る 細 胞 増 殖 性 疾 患 と 区 別
し 、 当 該 遺 伝 子 が 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 検 出 に 適 用 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 発 明 の １ つ の 局 面 で は 開 示 さ れ た 事 柄 は 前 述 の 遺 伝 子 の 中 で メ チ ル 化 の 分 析 に 有 用 な 新
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し い 核 酸 配 列 を 提 供 し 、 他 の 局 面 で は 遺 伝 子 と 遺 伝 子 産 物 の 新 し い 用 途 、 結 腸 細 胞 増 殖 性
疾 患 を 検 出 、 差 別 化 、 識 別 す る た め の 方 法 、 分 析 評 価 、 お よ び キ ッ ト 、 そ の 治 療 法 、 診 断
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 こ の 方 法 は 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 分 化 、 検 出 、 お よ び 区 別 の た め
の マ ー カ ー と し て の 遺 伝 子 EYA4の 使 用 を 開 示 し て い る 。 遺 伝 子 の 前 述 の 使 用 は 遺 伝 子 の 発
現 の 分 析 に よ っ て 、 mRNA発 現 分 析 か 蛋 白 質 発 現 分 析 に よ っ て 可 能 に な る で あ ろ う 。 し か し
な が ら 、 発 明 の 最 も 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 検 出 、 差 別 化 、 お よ び
区 別 は 遺 伝 子 EYA4お よ び そ の プ ロ モ ー タ ー ま た は 調 節 エ レ メ ン ト の メ チ ル 化 状 態 の 分 析 に
よ っ て 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 大 腸 癌 検 出 シ ス テ ム で EYA4を コ ー ド す る mRNAの 存 在 を 検 出 す る た め に 、 試 料 を 患 者 か ら
入 手 す る 。 試 料 は 、 組 織 生 検 試 料 か 血 液 、 血 漿 、 血 清 ま た は 同 様 の 試 料 で よ い 。 試 料 は 、
そ れ に 含 ま れ る 核 酸 を 抽 出 す る た め に 処 理 し て よ い 。 試 料 由 来 の 核 酸 は ゲ ル 電 気 泳 動 か 他
の 分 離 技 術 に か け ら れ る 。 検 出 に は 、 プ ロ ー ブ と な る DNA配 列 と 試 料 の 核 酸 、 特 に mRNAと
を 接 触 さ せ ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 を 形 成 す る こ と が 含 ま れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 厳
密 さ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 洗 浄 手 順 の 間 の 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 、 時 間 と ホ ル ム ア
ミ ド の 濃 度 な ど の 多 く の 因 子 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 こ れ ら の 因 子 は 、 例 え ば 、 Sambrook他
に 概 説 さ れ て い る (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed., 1989)。 得 ら れ る
二 本 鎖 の 検 出 は 通 常 、 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 行 う 。 あ る い は 、 プ ロ ー ブ は ラ ベ ル さ れ て い
な い か も し れ な い が 、 し か し 、 直 接 ま た は 間 接 的 に ラ ベ ル さ れ る リ ガ ン ド と の 特 異 的 な 結
合 に よ っ て 検 出 可 能 で あ ろ う 。 標 識 化 プ ロ ー ブ と リ ガ ン ド の た め の 適 当 な ラ ベ ル と 方 法 は
、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 既 知 の 方 法 (例 え ば 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン か キ ナ ー ゼ 処 理 )
が 含 ま れ て も よ い 、 例 え ば 、 放 射 性 の ラ ベ ル 、 ビ オ チ ン 、 蛍 光 基 、 化 学 発 光 基 (例 え ば 、
ジ オ キ セ タ ン 類 、 特 に 誘 起 さ れ た ジ オ キ セ タ ン 類 )、 酵 素 、 抗 体 、 お よ び 同 様 の も の を 含
ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 EYA4を コ ー ド す る mRNAの 試 料 中 で の 検 出 感 度 を 増 加 さ せ る た め に は 、 EYA4を コ ー ド す る
mRNAか ら 転 写 さ れ る cDNAを 増 幅 す る の に 逆 転 写 /重 合 連 鎖 反 応 の テ ク ニ ッ ク を 使 用 す る こ
と が で き る 。 逆 転 写 /ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 方 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る (例 え ば 、
上 記 Watson and Flemingを 参 照 )。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 逆 転 写 /PCR法 は 、 以 下 の よ う に 実 施 す る こ と が で き る 。 細 胞 内 総 RNAは 、 例 え ば 、 標 準
の グ ア ニ ジ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 法 に よ っ て 単 離 さ れ 、 そ し て 、 全 RNAは 逆 転 写 さ れ る
。 逆 転 写 法 に は 、 逆 転 写 酵 素 と 3'末 端 プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 RNAの テ ン プ レ ー ト 上 で の DNA
合 成 が 含 ま れ る 。 通 常 、 プ ラ イ マ ー は オ リ ゴ (dT)配 列 を 含 む 。 こ の よ う に し て 作 り 出 さ れ
る cDNAは 、 PCR法 と EYA4特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 さ れ る (Belyavsky et al, Nucl Ac
id Res 17:2919-2932, 1989; Krug and Berger, Methods in Enzymology, Academic Pres
s,N.Y., Vol.152, pp. 316-325, 1987、 引 用 文 献 に 含 ま れ る )。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 試 料 を 検 査 す る こ と に よ り 、 大 腸 癌 疾 病 状 態 を 検 出 す る 際 に 使 用 す る た
め の キ ッ ト と し て 、 い く つ か の 実 施 形 態 で 記 述 さ れ う る 。 代 表 的 な キ ッ ト は 、 上 述 の 選 択
的 に EYA4 mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ つ 以 上 の 核 酸 セ グ メ ン ト と １ つ 以 上 の 核 酸 セ グ メ
ン ト の そ れ ぞ れ の た め の 容 器 を 含 ん で よ い 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 単 一 の
チ ュ ー ブ の 中 に 結 合 さ れ て よ い 。 ま た 、 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 目 標 mR
NAを 増 幅 す る た め の １ 組 の プ ラ イ マ ー を 含 ん で よ い 。 ま た 、 そ の よ う な キ ッ ト は ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 増 幅 ま た は 検 出 反 応 の た め の ど ん な 緩 衝 剤 、 溶 液 、 溶 媒 、 酵 素 、 ヌ ク レ
オ チ ド 、 ま た は 他 の 成 分 も 含 ん で よ い 。 好 ま し い キ ッ ト 成 分 は 、 逆 転 写 PCR、 in situハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 お よ び /又 は RPAの た め の 試 薬 を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 本 発 明 は さ ら に 、 患 者 か ら 入 手 さ れ る 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド 、 EYA4の 存 在 を 検 出 す る 方
法 を 提 供 す る 。 蛋 白 質 を 検 出 す る た め に 当 分 野 で 知 ら れ て い る ど ん な 方 法 も 使 用 す る こ と
が で き る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 免 疫 拡 散 法 、 免 疫 電 気 泳 動 、 免 疫 化 学 的 方 法 、 バ イ ン ダ
ー リ ガ ン ド 分 析 評 価 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 凝 集 、 お よ び 補 体 分 析 評 価 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら
に は 限 定 さ れ な い (例 え ば 、 Basic and Clinical Immunology, Sites and Terr, eds., Ap
pleton & Lange, Norwalk, Conn. pp 217-262, 1991を 参 照 、 引 用 文 献 に 含 ま れ る )。 好 ま
し い の は 、 EYA4の エ ピ ト ー プ （ 類 ） と 抗 体 類 を 反 応 さ せ て 、 標 識 EYA4タ ン パ ク 質 か そ の 派
生 物 と 拮 抗 的 に 置 き 換 わ る も の を 含 む バ イ ン ダ ー リ ガ ン ド 免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に は 、 EYA4の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗
体 類 の 使 用 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 抗 体 類 は 、 患 者 の 大 腸 疾 病 マ ー カ ー 発 現 レ ベ ル を 正 常
な 個 人 に お け る 同 じ マ ー カ ー の 発 現 と 比 べ る こ と に よ っ て 疾 病 状 態 を 検 出 す る 際 に 診 断 と
予 後 適 用 に 役 立 ち う る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 抗 原 と し て EYA4ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て モ ノ ク
ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 類
は 、 今 度 は 、 ヒ ト の 病 気 の 状 態 の た め の マ ー カ ー と し て 発 現 蛋 白 質 を 検 出 す る の に 使 用 さ
れ う る 。 患 者 の 末 梢 血 か 前 立 腺 組 織 試 料 中 に 存 在 す る そ の よ う な 蛋 白 質 類 の レ ベ ル は 、 従
来 の 方 法 に よ っ て 定 量 し て よ い 。 抗 体 蛋 白 質 結 合 は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 蛍 光 の 、 ま た
は 、 放 射 性 の リ ガ ン ド で の 標 識 化 な ど の さ ま ざ ま な 手 段 に よ っ て 、 検 出 さ れ 、 定 量 さ れ て
よ い 。 発 明 は さ ら に 上 記 の 手 順 を 実 行 す る た め の キ ッ ト を 含 み 、 そ の よ う な キ ッ ト に は 、
EYA4ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 類 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 多 数 の 拮 抗 的 、 非 拮 抗 的 タ ン パ ク 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
そ の よ う な 分 析 評 価 で 使 わ れ る 抗 体 類 は 、 例 え ば 凝 集 試 験 で 使 用 さ れ る よ う に ラ ベ ル さ れ
な く て も よ い し 、 さ ま ざ ま な 分 析 法 で の 使 用 の た め に ラ ベ ル さ れ て も よ い 。 使 用 可 能 な ラ
ベ ル に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 蛍 光 剤 、 酵 素 基 質 、 コ フ ァ ク タ 、 酵 素 阻 害 剤
、 粒 子 、 染 料 、 放 射 標 識 免 疫 検 定 法 (RIA)、 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 酵 素 結
合 イ ム ノ ソ ー ベ ン ト ア ッ セ イ (ELISA)、 蛍 光 免 疫 法 に お け る 使 用 の た め の 同 様 の も の が 含
ま れ る 。 EYA4ま た は そ の エ ピ ト ー プ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 多 く の 方 法 の ど れ か に よ っ て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ で 使 用 す る た め に
作 る こ と が で き る 。 あ る 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 調 製 す る た め の １ つ の 方 法 は 、 そ の 蛋 白 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 選 択 し て 調 製 し 、 適 当 な 動 物 、 通 常 、 ウ サ ギ ま た は マ
ウ ス に そ れ を 注 射 す る こ と で あ る (Milstein and Kohler Nature 256:495-497, 1975; Gul
fre and Milstein, Methods in Enzymology: Immunochemical Techniques 73:1-46, Lang
one and Banatis eds., Academic Press, 1981、 引 用 文 献 に 含 ま れ て い る )。 EYA4ま た は
そ の エ ピ ト ー プ の 調 製 の た め の 方 法 に は 、 化 学 合 成 、 組 換 え DNA技 術 、 生 物 試 料 か ら の 単
離 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 体 液 試 料 か ら 大 腸 癌 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ る マ ー カ ー が 現 在 な い の で 、 本 発 明 は か な
り の 改 善 を 到 達 技 術 水 準 の 上 に 提 供 す る 。 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 し 診 断 す る の に 使 用
さ れ る 現 在 の 方 法 に は 、 大 腸 鏡 検 査 、 S字 鏡 検 査 、 お よ び 便 潜 血 大 腸 癌 検 査 が あ る 。 こ れ
ら の 方 法 と 比 べ て 、 開 示 さ れ た 発 明 は 、 大 腸 鏡 検 査 よ り は る か に 低 侵 略 的 で 、 S字 鏡 検 査
お よ び FOBTと 少 な く と も 同 程 度 に 高 感 度 で あ る 。 文 献 に お け る 、 こ れ ら の マ ー カ ー の こ れ
ま で の 記 述 と 比 べ て 、 本 発 明 は 高 感 度 分 析 技 術 を 使 用 す る 有 利 な 組 み 合 わ せ の た め 感 度 と
特 異 性 に 関 し て 重 要 な 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 配 列 番 号 １ と そ れ に 相 補 的 な 配 列 に よ る ゲ ノ ム 配 列 内 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化
状 態 の 分 析 で 本 発 明 の 目 的 を 達 成 す る こ と が で き る 。 配 列 番 号 １ は 、 遺 伝 子 EYA4及 び そ の
プ ロ モ ー タ ー お よ び 調 節 エ レ メ ン ト を 開 示 し 、 前 述 の 断 片 に は 疾 病 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー
ン を 示 す CpGジ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 遺 伝 子 EYA4、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 調 節 エ
レ メ ン ト の メ チ ル 化 パ タ ー ン は こ れ ま で 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 に 関 し て は 分 析 さ れ て い な い 。
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遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め 、 配 列 番 号 １ で 特 定 さ れ る 配 列 は 、 EYA4に よ っ て コ ー ド さ れ る も の
の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 上 流 の す べ て
の 実 質 的 に 同 様 の 、 お よ び 同 等 な 配 列 を 含 む と 解 釈 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 発 明 の 目 的 は 配 列 番 号 ２ ～ ５ の １ つ に よ る 少 な く と も 18
塩 基 の 長 さ の 配 列 を 含 む 核 酸 と そ れ に 相 補 的 な 配 列 の 分 析 で 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ～ ５ は 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 の 改 変 体 を 提 供 し 、 こ こ で 前 述 の 配 列 の 変 換 は 独
特 で あ り 以 下 の 配 列 番 号 １ と は 異 な っ た 配 列 を 持 つ 核 酸 の 合 成 を も た ら す （ 下 の 表 １ も 参
照 ） ： 配 列 番 号 １ 、 EYA4遺 伝 子 の セ ン ス DNA鎖 、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 調 節 エ レ メ ン
ト ;配 列 番 号 ２ 、 変 換 さ れ た 配 列 番 号 １ 、 こ こ で 「 C」 ま た は 「 T」 、 し か し 「 cp.」 は 「 cp
.」 の ま ま （ す な わ ち 、 配 列 番 号 １ に 関 し て cpジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て の 「 C」 残 基 が
メ チ ル 化 さ れ 、 従 っ て 変 換 さ れ な い 場 合 に 対 応 す る ） ; 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 １ の 相 補 鎖
、 こ こ で は 「 C」 か ら 「 T」 し か し 「 cp.」 は 「 cp.」 の ま ま （ す な わ ち 、 配 列 番 号 １ の 相 補
鎖 (ア ン チ セ ン ス 鎖 )に 関 し て cpジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て の 「 C」 残 基 が メ チ ル 化 さ れ
、 従 っ て 変 換 さ れ な い 場 合 に 対 応 す る ） ； 配 列 番 号 ４ 、 変 換 さ れ た 配 列 番 号 １ 、 こ こ で 「
cp.」 ジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 残 基 を 含 む す べ て の 「 C」 残 基 で 「 C」 か ら 「 T」 （ す な わ ち 、
配 列 番 号 １ に 関 し て 、 cpジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て の 「 C」 残 基 が メ チ ル 化 さ れ て い な
い 場 合 に 対 応 す る ） ； 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 １ の 相 補 鎖 、 こ こ で 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 残 基 を 含 む す べ て の 「 C」 残 基 に つ い て 「 C」 か ら 「 T」 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 １ の 相
補 鎖 (ア ン チ セ ン ス 鎖 )に つ い て CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て の 「 C」 残 基 が メ チ ル 化 さ
れ て い な い 場 合 に 対 応 す る ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 配 列 番 号 １ ～ ５ の 核 酸 配 列 お よ び 分 子 は 、 こ れ ま で ほ と ん ど 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 確
認 法 と は 関 係 も 関 連 も な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 配 列 番 号 ２ ～ ５ に よ る 前 処 理 DNA中 の シ ト シ ン の メ チ ル 化 状 態 を 検 出
す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー を 開 示 す る 。 前 述 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は オ リ ゴ マ ー は 適 度 に 厳 し い か 又 は 厳 し い 条 件 (本 明 細 書 に お い て 上 で 定 義 し た よ う
に )の も と で 配 列 番 号 ２ ～ ５ お よ び ／ ま た は 、 そ れ に 相 補 的 な 配 列 に よ り 、 前 処 理 し た 核
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酸 配 列 へ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 適 度 に 厳 し い 、 お よ び /ま た は 、 厳 し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 下 で 配 列 番 号 ２ ～ ５ の 配 列 の 全 て ま た は 部 分 、 ま た は 、 そ れ の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)分 子 （ PNA-オ リ
ゴ マ ー ） ） を 含 む 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 部 分 の 長 さ は 、 通 常 少
な く と も 9、 15、 20、 25、 30ま た は 35ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 し か し な が ら 、 よ り 長 い 分 子
は 、 発 明 上 の 有 用 性 を 有 し 、 本 発 明 の 範 囲 の 中 に あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 部 分 は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ の 配 列
、 ま た は そ の 一 部 、 ま た は そ の 相 補 体 と 少 な く と も 95%、 ま た は 少 な く と も 98%、 ま た は 10
0%同 じ で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の タ イ プ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 核 酸 は 、 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー (例
え ば 、 PCRプ ラ イ マ ー )か 診 断 的 お よ び /ま た は 予 後 徴 候 的 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と し て
使 用 す る こ と が で き る 。 核 酸 試 料 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 厳 し い 条 件 下 で 実 行 し 、 プ ロ ー ブ は 標 的 配 列 と 100%同 じ で あ る の が 好 ま し い 。 核 酸
の 二 本 鎖 、 ま た は 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は 融 点 か Tmと し て 表 さ れ 、 そ れ は 、 プ ロ ー ブ が
目 標 の DNAか ら 解 離 す る 温 度 で あ る 。 こ の 融 点 は 、 必 要 な 厳 し さ の 条 件 を 定 義 す る の に 使
用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 同 じ で あ る と い う よ り も む し ろ 配 列 番 号 １ (EYA41対 立 遺 伝 子 変 異 型 や SNPsな ど の )の 対
応 す る 配 列 と 関 連 し て い て 実 質 的 に 同 じ で あ る 標 的 配 列 に お い て 、 相 同 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン だ け が 特 定 の 塩 濃 度 (例 え ば 、 SSCか SSPE)で 起 こ る 最 低 温 度 を 最 初 に 確 立 す る こ
と が 有 用 で あ る 。 次 に 、 Tmが 1℃ 下 が る の は ミ ス マ ッ チ 1%の 結 果 で あ る と 仮 定 し て 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お け る 、 最 終 的 な 洗 浄 温 度 を そ れ に 伴 っ て 下 げ る (例 え ば 、 プ
ロ ー ブ と 95%を 越 え る 同 一 性 を 持 っ て い る 配 列 を 探 す な ら 、 最 終 的 な 洗 浄 温 度 を 5℃ 下 げ る
)。 実 際 に は 、 1%の ミ ス マ ッ チ 当 た り の Tmの 変 化 は 0.5℃ と 1.5℃ の 間 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 例 え ば 配 列 番 号 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 示 す よ う に 、 長 さ X(ヌ ク レ オ チ ド で )の 発
明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 例 は 長 さ Xの 連 続 し て 重 な っ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 組 に 対 応 す る も の を 含 ん で お り 、 そ れ ぞ れ 連 続 し て 重 な る 組 (与 え ら れ た X値 に 対 応 す る
)の 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 か ら Zオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 有 限 集 合 で あ
る と 定 義 さ れ る ：
　 　 nか ら (n + (X-1));
　 　 こ こ で n=1, 2, 3,… (Y-(X-1));
　 　 こ こ で Yは 配 列 番 号 １ の 長 さ (ヌ ク レ オ チ ド 又 は 塩 基 対 )に 等 し い ;
　 　 こ こ で Xは そ の 組 (例 え ば 、 連 続 し て 重 な る 20量 体 の １ 組 で は X=20)に お け る 、 そ れ ぞ
れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 共 通 の 長 さ (ヌ ク レ オ チ ド に お け る )に 等 し い ;
そ し て 、 こ こ で 長 さ Yの 与 え ら れ た 配 列 番 号 に 関 す る 長 さ Xの 連 続 し て 重 な る オ リ ゴ マ ー の
数 (Z)は Y-(X-1)に 等 し い 。 例 え ば 、 配 列 番 号 １ の セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス の 組 の ど ち ら か
に 関 し て は Z=2,785-19=2,766。 こ こ で X=20。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 そ の 組 を 少 な く と も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る そ れ ら の オ リ ゴ
マ ー に 制 限 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ (セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス )の そ れ ぞ れ に 関 し て 多 重 の 連 続 し
て 重 な る 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 長 さ Xの 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ こ で 例
え ば X= 9, 10, 17, 20, 22, 23, 25, 27, 30又 は  35 ヌ ク レ オ チ ド 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 本 発 明 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ マ ー は 、 配 列 番 号 １ に 対 応 す る ゲ ノ ム 配 列
の 遺 伝 的 及 び 後 生 的 な パ ラ メ ー タ を 確 か め る た め に 有 効 な 手 段 を 構 成 す る 。 そ の よ う な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 長 さ Xの 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 好 ま し い 組 は 、 配 列 番 号 １ ～ ５ (
お よ び そ れ ら の 相 補 体 )に 対 応 す る オ リ ゴ マ ー の 組 を 連 続 し て 重 ね 合 わ せ る も の で あ る 。
前 述 の オ リ ゴ マ ー は 少 な く と も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む の が 好 ま
し い 。 こ れ ら の 好 ま し い 組 に 含 ま れ て い る の は 、 配 列 番 号 １ １ ～ １ ５ に 対 応 す る 好 ま し い
オ リ ゴ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 特 に 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ マ ー は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド (
ま た は 対 応 す る 変 換 さ れ た TpG又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド の )配 列 の シ ト シ ン が オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 中 の 1/3の 中 に あ る も の で あ る ; す な わ ち 、 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 長 さ
が 13塩 基 で 、 CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド が 5'末 端 か ら 5～ 9番 目 の ヌ ク レ オ チ ド 内
に あ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 、 安 定 性 ま た は 検 出 を 高 め る た め に 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を １ つ 以 上 の 部 分 又 は 結 合 体 に 化 学 的 に リ ン ク さ せ る こ と
に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 部 分 又 は 結 合 体 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,51
4,758, 5,565,552, 5,567,810, 5,574,142, 5,585,481, 5,587,371, 5,597,696及 び 5,958
,773号 に 開 示 さ れ て い る コ レ ス テ ロ ー ル 、 胆 汁 酸 、 チ オ エ ー テ ル 、 脂 肪 鎖 、 リ ン 脂 質 、 ポ
リ ア ミ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)、 パ ル ミ チ ル 部 分 な ど の 発 色 団 、 蛍 光 体 、 脂 質
を 含 む 。 ま た 、 プ ロ ー ブ は 特 に 好 ま し い 対 合 特 性 を 有 す る PNA(ペ プ チ ド 核 酸 )の 形 で 存 在
し て も よ い 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド 類 な ど の 他 の 追 加 さ れ た 基 を 含 ん
で も よ く 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 引 き 起 こ さ れ る 分 裂 剤 (Krol et al., BioTechnique
s 6:958-976, 1988)や イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 を 含 ん で も よ い (Zon, Pharm. Res. 5:539-549,
 1988)。 こ の 末 端 ま で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 別 の 分 子 、 例 え ば 、 発 色 団 、 蛍 光 体 、 ペ プ
チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 引 き 起 こ さ れ る 架 橋 剤 、 輸 送 剤 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン で 引 き 起 こ さ れ る 分 裂 剤 な ど に 抱 合 さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ま た 、 少 な く と も １ つ の 当 分 野 で 既 知 の 修 飾 糖 お よ び /又 は 塩
基 を 含 ん で も よ く 、 ま た は 修 飾 骨 格 又 は 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 に よ る オ リ ゴ マ ー は 、 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 ２ ～ ５ に よ る 前 処
理 核 酸 及 び そ れ ら に 相 補 的 な 配 列 内 の 対 応 す る CG、 TG又 は CAジ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配
列 を 含 む ゲ ノ ム 配 列 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 の 分 析 の た め の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ
マ ー を 含 む 、 い わ ゆ る 「 組 」 で 通 常 使 用 さ れ る 。 当 該 遺 伝 子 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ 及 び 配 列 番
号 １ の 前 処 理 版 及 び ゲ ノ ム 版 の 両 方 に お け る 遺 伝 子 EYA4、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 調 節
エ レ メ ン ト 内 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ マ ー を 含 む 組
が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 経 済 的 、 又 は 、 他 の フ ァ ク タ ー の た め に 、 前 述 の 配 列 内 の Cp
Gジ ヌ ク レ オ チ ド の 限 ら れ た 選 択 を 分 析 す る の が 好 ま し い か も し れ な い と 予 想 さ れ て お り
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 の 内 容 は そ れ な り に 変 更 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は
さ ら に 、 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム DNA(配 列 番 号 ２ ～ ５ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 )及 び ゲ ノ ム DNA
(配 列 番 号 １ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 )中 の シ ト シ ン メ チ ル 化 状 態 を 検 出 す る の に 使 用 す る
少 な く と も 3nの 組 (オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び /又 は PNA-オ リ ゴ マ ー )に 関 す る 。 こ れ ら の プ
ロ ー ブ は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 遺 伝 的 及 び 後 生 的 な パ ラ メ ー タ の 診 断 及 び /又 は 治 療 を 可 能
に す る 。 ま た 、 オ リ ゴ マ ー の 組 は 、 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム DNA(配 列 番 号 ２ ～ ５ 、 お よ び そ れ
ら に 相 補 的 な 配 列 )及 び ゲ ノ ム DNA(配 列 番 号 １ 、 お よ び そ れ に 相 補 的 な 配 列 )中 の 一 塩 基 変
異 多 型 (SNPs)を 検 出 す る の に 使 用 さ れ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 配 列 番 号 １ ～ ５ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 又 は 、 そ の 断 片 の う ち の １ つ
の DNA配 列 を 増 幅 す る た め の 、 い わ ゆ る 「 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と し て 使 用 す
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る こ と が で き る 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 を 利 用 で き る よ う に す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 の 場 合 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 の 少 な く と
も １ つ 、 よ り 好 ま し く は 全 部 を 固 相 に 結 合 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び /又 は 、 本 発 明 に よ っ て 利 用 可 能 に さ
れ る PNA-オ リ ゴ マ ー (い わ ゆ る 「 ア レ イ 」 )の ア レ ン ジ メ ン ト が 、 同 様 に 固 相 に 結 合 さ れ る
よ う に 存 在 す る の が 好 ま し い 。 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド -及 び /又 は PNA-オ リ ゴ マ ー 配 列
の こ の ア レ イ は 、 そ れ が 固 相 に 長 方 形 の 又 は 六 角 形 の 格 子 の 形 で 配 置 さ れ る と い う 点 で 特
徴 付 け る こ と が で き る 。 固 相 の 表 面 は 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム
、 鉄 鋼 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 銀 、 ま た は 金 で 構 成 す る の が 好 ま し い 。 し か し 、 ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス 、 ペ レ ッ ト の 形 で 存 在 で き る ナ イ ロ ン な ど の プ ラ ス チ ッ ク 又 は 樹 脂 マ ト リ ッ ク ス を
使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 内 容 は 細 胞 増 殖 性 疾 患 に 関 す る 分 析 の た め の 担 体 材 料 に 固 定
さ れ る ア レ イ を 製 造 す る た め の 方 法 で あ り 、 そ の 方 法 で は 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の
オ リ ゴ マ ー を 固 相 と 結 合 さ せ る 。 そ の よ う な ア レ イ を 製 造 す る た め の 方 法 に は 、 例 え ば 、
固 体 相 化 学 と 光 官 能 性 保 護 基 に よ る 米 国 特 許 第 5,744,305号 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 内 容 は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 分 析 の た め の DNAチ ッ プ に 関 す る 。 DNAチ ッ
プ で は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,837,832号 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 検 出 、 分 別 及 び 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 識 別 す る た め に 役 に 立 つ 物 質 組
成 物 を 提 供 す る 。 当 該 組 成 物 は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ で 開 示 さ れ た 核 酸 配 列 の 断 片 の 長 さ が 18
塩 基 対 の 少 な く と も １ つ の 核 酸 か ら 成 り 、 以 下 の 群 か ら 選 ぶ １ つ 以 上 の 物 質 か ら 成 る ：
1～ 5 mM の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 100～ 500μ Mの dNTP、 0.5～ 5単 位 の taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 オ リ ゴ マ ー 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)オ リ ゴ マ
ー 、 こ こ で 当 該 オ リ ゴ マ ー は 、 各 場 合 で 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ の １ つ に よ り 前 処 理 さ れ た ゲ ノ
ム DNA及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 に 相 補 的 で あ る か 又 は 、 適 度 に 厳 し い 又 は 厳 し い 条 件 下 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 持 つ 少 な く と も １ つ の 塩 基 配 列 を
含 む 。 前 述 の 組 成 物 は 水 溶 液 中 で の 前 述 の 核 酸 の 安 定 化 に 適 切 で 前 述 の 溶 液 中 で の ポ リ メ
ラ ー ゼ ベ ー ス の 反 応 を 可 能 に す る 緩 衝 液 を 含 む の が 好 ま し い 。 適 当 な 緩 衝 剤 は 、 当 分 野 で
知 ら れ て お り 購 入 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 子 EYA4、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 調 節 エ レ メ ン ト の 遺 伝 的 及 び
/又 は 後 生 的 パ ラ メ ー タ を 確 か め る た め に 分 析 評 価 を 行 う た め の 方 法 を 提 供 す る 。 以 下 の
方 法 に 従 っ た 分 析 評 価 を 遺 伝 子 EYA4中 の メ チ ル 化 を 検 出 す る の に 使 用 す る の が 最 も 好 ま し
く 、 こ こ で 当 該 メ チ ル 化 さ れ た 核 酸 は 過 剰 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド DNAを 含 む 溶 液 中 に 存 在 し
、 当 該 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド DNAは 検 出 す る DNA濃 度 の 100～ 1000倍 存 在 す る 。 前 記 方 法 は 、 少
な く と も １ つ の 試 薬 又 は 試 薬 群 を 用 い 前 記 被 検 者 よ り 得 ら れ た 核 酸 試 料 へ の 接 触 を 含 み 、
こ こ で 当 該 試 薬 又 は 、 試 薬 群 は 目 標 核 酸 中 の メ チ ル 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド と 及 び 非
メ チ ル 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 識 別 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 当 該 方 法 は 以 下 の 段 階 か ら 成 る の が 好 ま し い ： 第 １ 段 階 で は 、 分 析 す る 組 織 試 料 を 入 手
す る 。 起 源 は 適 当 な 起 源 で よ い が 、 組 織 学 ス ラ イ ド 、 生 検 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 、 体 液 、
血 漿 、 血 清 、 大 便 、 尿 、 血 液 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 成 る 群 か ら 試 料 源 を 選 ぶ の が
好 ま し い 。 起 源 は 、 生 検 、 体 液 、 尿 、 又 は 血 液 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 次 に 、 DNAを 試 料 か ら 単 離 す る 。 抽 出 は 、 洗 剤 の 使 用 、 音 波 処 理 、 ガ ラ ス ビ ー ズ と の 撹
拌 な ど 、 当 業 者 に は 標 準 的 な 手 段 で 行 っ て よ い 。 一 度 核 酸 を 抽 出 し た ら 、 ゲ ノ ム 二 本 鎖 DN
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Aを 分 析 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 方 法 の 第 ２ 段 階 で は 、 ゲ ノ ム DNA試 料 は 、 5'位 置 で メ チ ル 化 さ れ て い な い シ ト シ ン
塩 基 が ウ ラ シ ル 、 チ ミ ン 、 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性 が シ ト シ ン と 異 な る 別 の 塩 基
に 変 換 さ れ る よ う に 処 理 さ れ る 。 こ れ は 、 本 明 細 書 で は 、 「 前 処 理 」 と 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ゲ ノ ム DNAの 上 記 の 処 理 は 、 亜 硫 酸 水 素 塩 (亜 硫 酸 水 素 、 ニ 亜 硫 酸 塩 (disulfite))及 び そ
の 後 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 核 酸 塩 基 の ウ ラ シ ル 又 は 塩 基 対 形 成 特 性 が シ ト シ ン と 異 な る 別
の 塩 基 へ の 変 換 が 起 こ る ア ル カ リ 加 水 分 解 に よ り 実 行 さ れ る の が 好 ま し い 。 分 析 す る DNA
を ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス に 封 入 し 、 そ れ に よ っ て 、 DNA(亜 硫 酸 水 素 塩 は 一 本 鎖 DNAと だ
け 反 応 す る )の 拡 散 と 復 元 を 防 ぎ 、 す べ て の 析 出 及 び 精 製 段 階 を 速 い 透 析 で 置 き 換 え る (Ol
ek A, et al., A modified and improved method for bisulfite based cytosine methyl
ation analysis, Nucleic Acids Res. 24:5064-6, 1996)。 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 は 、 ラ ジ カ
ル 補 足 剤 又 は DNA変 性 剤 存 在 下 で 行 う の が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 方 法 の 第 ３ 段 階 で は 、 前 処 理 さ れ た DNA断 片 を 増 幅 す る 。 DNA源 が 血 清 由 来 の フ リ ー
な DNA、 又 は パ ラ フ ィ ン か ら 抽 出 さ れ た DNAで あ れ ば 、 増 幅 断 片 の 大 き さ は 長 さ が 100～ 200
塩 基 対 で あ る こ と が 特 に 好 ま し く 、 当 該 DNA源 が 細 胞 起 源 (例 え ば 、 組 織 、 生 検 、 細 胞 系 )
か ら 抽 出 さ れ る 場 合 に は 、 増 幅 断 片 の 大 き さ は 長 さ が 100～ 350塩 基 対 で あ る こ と が 好 ま し
い 。 当 該 増 幅 断 片 は 少 な く と も 少 な く と も ３ つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 少 な く と も １
つ の 20塩 基 対 の 配 列 を 含 む の が 特 に 好 ま し い 。 当 該 増 幅 は 、 本 発 明 に よ る プ ラ イ マ ー オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 、 及 び 好 ま し く は 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 行 う 。 同 時 に 全 く 同
じ 反 応 容 器 で い く つ か の DNA断 片 の 増 幅 を 行 う こ と が で き 、 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で
は 、 ６ 以 上 の 断 片 を 同 時 に 増 幅 す る の が 好 ま し い 。 通 常 、 増 幅 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
(PCR)を 用 い て 行 う 。 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 は 、 配 列 が 配 列 番 号 ２ ～ ５ の 塩
基 配 列 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 の 少 な く と も 18塩 基 対 長 さ の 断 片 と 逆 相 補 、 同 一 、 又 は 厳
し い 又 は 非 常 に 厳 し い 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ の 方 法 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ を 含 む 核 酸 配 列 中 の 予 め 選 択 し た CpG位
置 の メ チ ル 化 状 態 は メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 検 出 し て よ い
。 こ の 手 法 (MSP)は 、 Hermanへ の 米 国 特 許 第 6,265,171号 に 記 載 さ れ て い る 。 亜 硫 酸 水 素 塩
処 理 DNAの 増 幅 の た め の メ チ ル 化 状 態 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と に よ り 、 メ チ ル 化 核
酸 と 非 メ チ ル 化 核 酸 間 の 識 別 が 可 能 に な る 。 MSPプ ラ イ マ ー 対 は 、 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も １ つ の プ ラ イ マ ー を 含 む 。 従 っ て 、 当 該 プ
ラ イ マ ー の 配 列 は 、 少 な く と も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 非 メ チ
ル 化 DNAに 特 異 的 な MSPプ ラ イ マ ー は 、 CpG内 の C位 の 3'位 に Tを 含 む 。 従 っ て  、 好 ま し く は
、 当 該 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ に よ る 前 処 理 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 長 さ が 少 な く と も 18ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 必 要 が あ る 。
こ こ で 、 当 該 オ リ ゴ マ ー の 塩 基 配 列 は 、 少 な く と も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 。 本 発 明 に よ る こ の 方 法 の 実 施 形 態 で は 、 MSPプ ラ イ マ ー が 2～ 4の CpG、 TpGま
た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が 特 に 好 ま し い 。 当 該 ジ ヌ ク レ オ チ ド が プ ラ イ マ ー の 3
'側 の 半 分 の 中 に あ る の が さ ら に 好 ま し い 。 例 え ば 、 こ こ で プ ラ イ マ ー は 長 さ が 18塩 基 で
あ り 、 特 定 の ジ ヌ ク レ オ チ ド が 分 子 の 3'端 か ら の 最 初 の 9塩 基 の 中 に あ る 。 CpG、 TpGま た
は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え て 、 当 該 プ ラ イ マ ー は 、 さ ら に 数 個 の 亜 硫 酸 水 素 塩 変 換 塩 基
を 含 む こ と (す な わ ち 、 シ ト シ ン が チ ミ ン に 変 え ら れ 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 鎖 上 で
、 グ ア ニ ン は ア デ ノ シ ン に 変 え ら れ る )が さ ら に 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 で は
、 当 該 プ ラ イ マ ー は 、 シ ト シ ン 又 は グ ア ニ ン 塩 基 が 2を 越 え な い よ う に 設 計 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ６ ～ １ ０ か ら な る 群 か ら 選 ん
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で よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 増 幅 に よ っ て 得 ら れ る 断 片 は 、 直 接 又 は 間 接 的 に 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 保 有 で き る 。 好 ま
し い の は 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 放 射 性 核 種 、 ま た は 質 量 分 析 計 で 検 出 可 能 な 典 型 的 な 質 量 を 有 す
る 脱 着 可 能 な 分 子 断 片 の 形 で の ラ ベ ル で あ る 。 当 該 ラ ベ ル が 質 量 ラ ベ ル で あ る 場 合 に は 、
ラ ベ ル さ れ た 増 幅 物 は 単 一 の 正 又 は 負 の 実 効 電 荷 を 有 し 、 質 量 分 析 計 で 、 よ り 良 く 検 出 で
き る こ と が 好 ま し い 。 検 出 は 、 例 え ば マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 (
MALDI)に よ っ て 、 又 は 電 子 ス プ レ ー 質 量 分 析 法 (ESI)を 用 い る こ と に よ り 実 行 さ れ 可 視 化
さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 (MALDI-TOF)は 、 生 体 分 子 の 分 析 の た
め の 極 め て 効 率 的 な 開 発 産 物 で あ る (Karas & Hillenkamp, Anal Chem., 60:2299-301, 19
88)。 検 体 は 光 吸 収 マ ト リ ッ ク ス に 埋 め 込 ま れ る 。 マ ト リ ッ ク ス は 短 い レ ー ザ パ ル ス に よ
っ て 蒸 発 さ せ ら れ 、 そ の 結 果 、 断 片 化 し な い よ う に 検 体 分 子 を 気 相 に 輸 送 す る 。 検 体 は マ
ト リ ッ ク ス 分 子 と の 衝 突 で イ オ ン 化 さ れ る 。 印 加 電 圧 は 、 イ オ ン 類 を 無 場 飛 行 管 の 中 に 加
速 す る 。 そ れ ら の 異 な る 質 量 の た め 、 イ オ ン 類 は 異 な る 速 度 で 加 速 さ れ る 。 小 さ い イ オ ン
類 は 、 大 き い オ ン 類 よ り 早 く 検 出 器 に 到 達 す る 。 MALDI-TOFス ペ ク ト ロ メ ト リ ー は 、 ペ プ
チ ド と タ ン パ ク 質 の 分 析 に 適 し て い る 。 核 酸 の 分 析 は い く ら か 難 し い (Gut & Beck, Curre
nt Innovations and Future Trends, 1:147-57, 1995)。 核 酸 分 析 に 関 す る 感 度 は 、 ペ プ
チ ド 類 よ り 約 100倍 低 く 、 断 片 サ イ ズ が 増 加 す る の に 反 比 例 し て 低 下 す る 。 さ ら に 、 負 に
多 荷 電 し た 骨 格 を 有 す る 核 酸 に 関 し て は 、 マ ト リ ッ ク ス に よ る イ オ ン 化 過 程 は あ ま り 効 率
的 で は な い 。 MALDI-TOFス ペ ク ト ロ メ ト リ ー で は 、 マ ト リ ッ ク ス の 選 択 が 極 め て 重 要 な 役
割 を 演 じ る 。 ペ プ チ ド 類 の 脱 着 に 関 し て は 、 非 常 に よ い 結 晶 化 を 起 こ す 、 い く つ か の 非 常
に 効 果 的 な マ ト リ ッ ク ス が 発 見 さ れ た 。 現 在 、 DNAの た め の い く つ か の 敏 感 な マ ト リ ッ ク
ス が あ る が 、 ペ プ チ ド と 核 酸 の 間 の 感 度 の 差 は 縮 ま っ て い な い 。 し か し 、 感 度 の こ の 差 は
、 ペ プ チ ド に よ り 似 る よ う に DNAを 化 学 修 飾 す る こ と で 縮 め る こ と が で き る 。 例 え ば 、 骨
格 の 通 常 の り ん 酸 エ ス テ ル 類 を チ オ り ん 酸 エ ス テ ル で 置 換 し た チ オ り ん 酸 塩 核 酸 は 、 簡 単
な ア ル キ ル 化 化 学 を 使 用 し て 電 荷 が 中 性 の DNAに 変 換 で き る (Gut & Beck, Nucleic Acids 
Res. 23: 1367-73, 1995)。 こ の 修 飾 DNAへ の 電 荷 タ グ の 結 合 は 、 MALDI-TOF感 度 を ペ プ チ
ド 類 に 関 し て 見 つ け ら れ た 感 度 と 同 じ レ ベ ル ま で 高 め る 。 電 荷 タ グ 付 け の さ ら な る 利 点 は
、 未 修 飾 の 基 質 の 検 出 を 相 当 困 難 に す る 不 純 物 に 対 す る 分 析 の 安 定 性 を 高 め る こ と で あ る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １
つ の 種 の 存 在 下 で 段 階 ３ の 増 幅 を 実 行 す る 。 そ の よ う な ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
使 用 は 、 Yu et al., BioTechniques 23:714-720, 1997に 説 明 さ れ て い る 。 ブ ロ ッ キ ン グ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す れ ば 、 核 酸 の 亜 集 団 の 増 幅 の 特 異 性 を 改 良 で き る 。 核 酸 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ は 、 当 該 核 酸 の ポ リ メ ラ ー ゼ 介 在 増 幅 を 抑 制 又 は
阻 止 す る 。 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ る 。 こ の 方 法 の さ ら な る 実 施 形 態 で
は 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は メ チ ル 化 さ れ た 核 酸 と 対 照 的 に 非 メ チ ル 化 核 酸 の 増 幅 を 阻
止 す る か 又 は 抑 制 す る よ う に 、 又 は 逆 に 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 PCRプ ラ イ マ ー と 同 時 に 亜 硫 酸 水 素 塩 処
理 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 核 酸 の PCR増 幅 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ に 相 補 的 な 配
列 が 存 在 す る と こ ろ で 核 酸 の 増 幅 が 抑 圧 さ れ る よ う に ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ の 5'位 置 で 終
了 さ れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 メ チ ル 化 状 態 に 特 定 で あ る よ う に 、 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 核 酸 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て よ い 。 例 え ば 、 非 メ チ ル 化 核 酸 の 集 団 の 中 で の メ チ ル 化
核 酸 の 検 出 に お い て は 、 問 題 の 位 置 で 非 メ チ ル 化 さ れ て い る 核 酸 の 増 幅 の 抑 制 は 'CpG'と
対 照 的 に 問 題 の 位 置 で 'TpG'を 含 む ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ の 使 用 に よ っ て 実 行 さ れ る で あ
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ろ う 。 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 当 該 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、
配 列 番 号 ２ ～ ５ か ら 成 り 、 好 ま し く は １ 以 上 の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド か ら な
る 群 か ら 選 択 し た 、 長 さ が 少 な く と も 18塩 基 対 の 配 列 に 相 補 的 で あ る 又 は そ れ と 同 一 で あ
る べ き で あ る 。 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 、 配 列
番 号 １ ５ 及 び １ ６ 並 び に そ れ に 相 補 的 な 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ぶ 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る PCR法 に 関 し て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 介 在 増 幅 の 効
率 的 な 中 断 に は 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 伸 長 さ れ な い こ
と が 必 要 で あ る 。 3'-デ オ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 3'位 が フ リ ー の 水 酸 基 以 外 で 置 換
さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ブ ロ ッ カ ー を 用 い て こ れ を 達 成 す る の が 好 ま し い 。 例 え
ば 、 3'-O-ア セ チ ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 は 、 好 ま し い 種 類 の ブ ロ ッ カ ー 分 子 を 代 表 し て
い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 さ ら に 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ メ ラ ー ゼ 介 在 分 解 は 、 排 除 さ れ な け れ ば
な ら な い 。 そ の よ う な 排 除 は 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 く ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す
る こ と 又 は 例 え ば ブ ロ ッ カ ー 分 子 ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 を 付 与 す る 5'-末 端 で の チ オ エ ー ト
架 橋 を 有 す る 修 飾 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と を 含 む の が 好 ま し い 。 特
殊 適 用 で は 、 ブ ロ ッ カ ー の そ の よ う な 5'修 飾 を 必 要 と し な い か も 知 れ な い 。 例 え ば 、 も し
ブ ロ ッ カ ー と プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 が 重 な る な ら 、 そ れ に よ っ て プ ラ イ マ ー の 結 合 を 排 除 し
(例 え ば 、 過 剰 の ブ ロ ッ カ ー と )、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 は 実 質 的 に 排 除 さ
れ る で あ ろ う 。 こ れ は ポ リ メ ラ ー ゼ が ブ ロ ッ カ ー に 向 か っ て 、 及 び ブ ロ ッ カ ー を 通 っ て (5
'-3'方 向 に )プ ラ イ マ ー を 伸 ば さ な い か ら で あ る － 通 常 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ブ ロ ッ カ ー オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 を も た ら す 過 程 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 そ し て 本 明 細 書 で 実 行 す る 際 に 特 に 好 ま し い ブ ロ ッ カ ー /PCRの
実 施 形 態 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ブ ロ ッ ク す る た め の ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)オ リ ゴ マ ー の
使 用 を 含 む 。 そ の よ う な PNAブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ マ ー は ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 分 解 さ れ ず 、
ま た 伸 長 も さ れ な い の で 理 想 的 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 方 法 の 実 施 形 態 で は ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 部 位 は 、 プ ラ イ マ ー の
そ れ と 同 じ で あ る か 、 重 な り 、 そ の 結 果 、 結 合 部 位 へ の プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 妨 げ る 。 こ の 方 法 の さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 2つ 以 上 の そ の よ う な ブ ロ ッ
キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の １ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 順 方 向 の プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 妨 げ 、 プ ロ ー ブ (ブ ロ ッ カ ー )オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 別 の も の の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン は 当 該 順 方 向 の プ ラ イ マ ー の 増 幅 産 物 に 結 合 す る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 妨 げ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の 方 法 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 処 理 さ れ た バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド DNAの 逆 及 び 順 方 向 プ ラ イ マ ー 位 置 の 間 の 場 所 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 結 果 、
プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 張 を 妨 げ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が プ ラ イ マ ー の 濃 度 の 少 な く と も ５ 倍 存 在 し て い る こ
と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 方 法 の 第 ４ 段 階 で は 、 処 理 の 前 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 状 態 を 確 か め る た
め に 、 こ の 方 法 の 第 ３ 段 階 の 間 に 得 ら れ た 増 幅 物 を 分 析 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 MSP増 幅 及 び /又 は ブ ロ ッ キ ン グ 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ っ て 増 幅 物 が 得 ら れ る 実 施 形 態
で は 、 増 幅 物 の 存 在 又 は 非 存 在 自 体 が 、 そ の 塩 基 配 列 に よ っ て 、 プ ラ イ マ ー 及 び ／ 又 は ブ
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ロ ッ キ ン グ 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て カ バ ー さ れ る CpG位 の メ チ ル 化 状 態 を 示 す 。 ゲ
ル 電 気 泳 動 、 配 列 決 定 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 リ ア ル タ イ
ム PCR分 析 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 の （ し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） あ ら ゆ る 可 能
な 既 知 の 分 子 生 物 学 的 方 法 を 、 こ の 検 出 に 使 用 し て よ い 。 こ の 方 法 の こ の 段 階 は さ ら に 、
前 の 段 階 の 質 的 コ ン ト ロ ー ル と し て 働 く 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 方 法 の 第 ４ 段 階 で は 、 標 準 的 及 び メ チ ル 化 特 異 的 PCRの 両 方 に よ っ て 得 ら れ る 増 幅
物 を さ ら に 分 析 し 、 こ の 方 法 の 第 １ 段 階 で 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAの CpGメ チ ル 化 状 態 を 決 定
す る 。 こ れ は 、 ア レ イ 技 術 及 び プ ロ ー ブ ベ ー ス 技 術 並 び に 配 列 決 定 や テ ン プ レ ー ト 依 存 伸
長 な ど の 方 法 に よ っ て 実 施 し て よ い が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 段 階 ３ で 合 成 さ れ る 増 幅 物 を 次 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 及 び /又 は PNAプ ロ ー ブ の ア レ イ 又 は 組 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ の 場 合 に は 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 以 下 の よ う に 行 う ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 に 使 用 さ れ る プ ロ ー
ブ の 組 は 、 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PNA-オ リ ゴ マ ー か ら 成 る の が 好 ま し
い ； こ の 過 程 で は 、 増 幅 物 は 、 固 相 に 予 め 結 合 さ せ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る プ ロ ー ブ と な る ； ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 断 片 を 次 に 取 り 除 く ； 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ の 塩 基 配 列 の 断 片 と 逆 相 補 的 又 は 同 一 な 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ
ド の 長 さ を 有 す る 少 な く と も １ つ の 塩 基 配 列 を 含 む ； そ し て 、 そ の 断 片 は 、 少 な く と も １
つ の CpG、 TpG又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 当 該 ジ ヌ ク レ オ チ ド が 、 オ リ ゴ マ ー の 中 央 の ３ 分 の １ に 存 在 す
る 。 例 え ば 、 当 該 ジ ヌ ク レ オ チ ド は 13量 体 の 5'末 端 か ら 5～ 9番 目 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る の
が 好 ま し く 、 こ こ で オ リ ゴ マ ー は １ つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 、 配 列 番 号 １ 内 の 各 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 配 列 番 号 ２ ～ ５ 内 の 同 等 な 位 置 の
分 析 の た め に 存 在 す る 。 ま た 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド 核 酸 の 形 で 存 在 し て
も よ い 。 次 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 増 幅 物 を 取 り 除 く 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 増 幅 物 を 検
出 す る 。 こ の 場 合 に は 、 増 幅 物 に 付 け ら れ た ラ ベ ル は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 位 置 す る
固 相 の 各 位 置 で 識 別 可 能 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ の 方 法 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 CpG位 の ゲ ノ ム メ チ ル 化 状 態 は 、 PCR増 幅 プ ラ イ マ ー
と 同 時 に 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に よ っ
て 確 か め ら れ て よ い (こ こ で 当 該 プ ラ イ マ ー は メ チ ル 化 特 異 的 で も 標 準 的 な も の で も よ い )
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 蛍 光 ベ ー ス リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRの 使 用 で あ る (
Heid et al., Genome Res. 6:986-994, 1996; 米 国 特 許 第 6,331,393号 も 参 照 )。 こ の 方 法
を 利 用 す る ２ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 が あ る 。 TaqMan(商 標 )分 析 と し て 知 ら れ る 1つ の 実 施
形 態 で は 、 二 重 標 識 蛍 光 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 う 。 TaqMan(商 標 ) PCR反 応 は 、
TaqMan(商 標 )プ ロ ー ブ と 呼 ば れ 、 順 及 び 逆 方 向 の 増 幅 プ ラ イ マ ー の 間 に 位 置 す る GpCリ ッ
チ 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ た 非 伸 長 性 探 査 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す
る 。 TaqMan(商 標 )プ ロ ー ブ は さ ら に 、 TaqMan(商 標 )オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 類
に 付 け ら れ た リ ン カ 部 分 (例 え ば 、 フ ォ ス フ ォ ア ミ ダ イ ト 類 )に 共 有 結 合 し た 蛍 光 「 レ ポ ー
タ ー 部 分 」 及 び 「 消 光 剤 部 分 」 を 含 む 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た プ ロ ー ブ は 、 増 幅 反 応 の ポ
リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 置 換 ・ 破 壊 さ れ 、 そ の 結 果 、 蛍 光 が 増 大 す る 。 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 後 の
核 酸 内 メ チ ル 化 分 析 の た め に は 、 MethylLight分 析 と し て 知 ら れ 、 米 国 特 許 第 6,331,393号
（ こ れ に よ っ て 本 明 細 書 に 収 録 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 そ の プ ロ ー ブ は メ チ ル
化 特 異 的 で あ る 必 要 が あ る 。 こ の 技 術 の 第 ２ の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 二 重 プ ロ ー ブ 技 術 (L
ightcycler(登 録 商 標 ） )で あ り 、 そ れ ぞ れ が 供 与 性 又 は 受 容 性 の 蛍 光 部 分 を 有 し 、 互 い に
接 近 す る ２ つ の プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 増 加 又 は 蛍 光 増 幅 プ ラ イ マ ー に よ
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っ て 示 さ れ る 。 こ れ ら の 手 法 の 両 方 は 、 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 DNAで の 使 用 に 、 そ し て さ ら に
、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 内 の メ チ ル 化 分 析 に 適 す る よ う に 改 変 し て よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 方 法 の さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の 方 法 の 第 ４ 段 階 は 、 Gonzalgo & Jones
, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997に 記 載 の MS-SNuPEの よ う な テ ン プ レ ー ト 指 示
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 の 使 用 を 含 む 。 当 該 実 施 形 態 で は 、 Ms-SNuPEプ ラ イ マ ー が 配 列 番
号 ２ ～ ５ の 群 か ら 選 ぶ 配 列 の １ つ 以 上 の 長 さ が 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 25
ヌ ク レ オ チ ド を 越 え な い 配 列 と 同 一 又 は 相 補 的 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ の 方 法 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 こ の 方 法 の 第 ４ 段 階 に は 、 こ の 方 法 の 第 ３ 段 階 で 発
生 す る 増 幅 物 の 配 列 決 定 と そ の 後 の 配 列 分 析 が 含 ま れ る (Sanger F., et al., Proc Natl 
Acad Sci USA 74:5463-5467, 1977)。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 は 、 前 処 理 の 必 要 な し で 、 発 明 (配 列 番 号 １ )に よ る ゲ ノ ム DNA
の メ チ ル 化 状 態 の 分 析 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 そ の よ う な さ ら な る 実 施 形 態 の 第 １ 段 階 で は 、 ゲ ノ ム DNA試 料 を 組 織 又 は 細 胞 源 か ら 単
離 す る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 単 離 源 に は 細 胞 系 、 組 織 学 的 ス ラ イ ド 標 本 、 体 液 、 又 は
パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 が 含 ま れ る 。 抽 出 は 、 洗 剤 の 使 用 、 音 波 処 理 及 び ガ ラ ス ビ ー ズ と の 撹
拌 な ど 当 業 者 に は 標 準 的 な 手 段 で 行 っ て 構 わ な い が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 核 酸 が 抽
出 さ れ れ ば 、 ゲ ノ ム 二 本 鎖 DNAを 分 析 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 処 理 の 前 に DNAを 分 割 し て も よ く 、 こ れ は 現 状 技 術 で 標 準 的 な
手 段 、 特 に メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 で 行 っ て よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 第 ２ 段 階 で は 、 次 に １ 以 上 の メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 で そ の DNAを 消 化 す る 。 制 限 部 位
に お け る DNAの 加 水 分 解 が 特 定 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 状 態 の 情 報 を 与 え る よ う に
消 化 を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 任 意 で は あ る が 好 ま し い 実 施 形 態 で あ る 第 ３ 段 階 で 、 制 限 酵 素 断 片 を 増 幅 す る 。 こ れ は
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て 行 う の が 好 ま し く 、 当 該 増 幅 物 は 、 蛍 光 発 色 団 ラ ベ ル 、 放
射 性 核 種 及 び 質 量 ラ ベ ル の よ う な 上 述 の 適 当 な 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 有 し て よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 最 終 段 階 で は 、 増 幅 物 を 検 出 す る 。 検 出 は 、 当 分 野 で 標 準 的 な 手 段 、 例 え ば 、 ゲ ル 電 気
泳 動 分 析 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 、 PCR生 成 物 内 へ の 検 出 可 能 な タ グ の 取 り 込 み 、 D
NAア レ イ 分 析 、 MALDIま た は ESI分 析 で 行 っ て よ い が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は 、 EYA4遺 伝 子 及 び そ の プ ロ モ ー タ ー 又 は 調 節 エ レ メ ン ト 中 の 重 要 な 遺 伝 的 及 び
/又 は 後 生 的 パ ラ メ ー タ を マ ー カ ー と し て 使 っ て よ い 患 者 又 は 個 人 に 不 利 な 出 来 事 の 診 断
及 び /又 は 予 後 を 可 能 に す る 。 本 発 明 に よ っ て 得 ら れ る 当 該 パ ラ メ ー タ は 、 も う １ 組 の 遺
伝 的 及 び /又 は 後 生 的 な パ ラ メ ー タ と 比 べ て よ く 、 そ れ ら の 差 は 患 者 又 は 個 人 に 不 利 な 出
来 事 の 診 断 及 び /又 は 予 後 の た め の 基 礎 と な る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 特 に 本 発 明 は 、 EYA4 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 異 な メ チ ル 化 の 測 定 に 基 づ く 診 断 的 及
び /又 は 予 後 的 癌 分 析 評 価 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 特 異 な メ チ ル 化 を 測 定 す る た め に 役 に
立 つ 好 ま し い 遺 伝 子 配 列 は 、 本 明 細 書 の 配 列 番 号 １ ～ ５ で 表 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ
う な 分 析 評 価 は 試 験 組 織 か ら の 組 織 試 料 を 得 て 、 対 照 試 料 に 対 し て 組 織 試 料 由 来 の 本 発 明
の EYA4特 異 的 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も １ つ の メ チ ル 化 状 態 を 測 定 す る た め の
ア ッ セ イ を 実 行 し 、 そ れ に 基 づ い て 診 断 又 は 予 後 を す る こ と を 伴 う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 配 列 番 号 １ １ ～ １ ５ に 相 当 す る 代 表 的 な 好 ま し い オ
リ ゴ マ ー を 含 む 、 配 列 番 号 １ ～ ５ に 基 づ く 配 列 の よ う な 、 発 明 の オ リ ゴ マ ー 又 は そ れ に 基
づ く ア レ イ 並 び に そ れ に 基 づ く キ ッ ト は 、 EYA4特 異 的 な CpGジ ヌ ク レ オ チ ド メ チ ル 化 状 態
を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ 、 癌 及 び /又 は 他 の 前 立 腺 細 胞 の 増 殖 疾 患 の 診 断 及 び /又 は 予 後
の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 診 断 及 び /又 は 療 法 の た め の 診 断 薬 及 び /又 は 治
療 薬 に 関 し 、 こ の 診 断 用 薬 及 び /又 は 治 療 薬 は 、 配 列 番 号 １ ～ ５ に 基 づ く 少 な く と も １ つ
の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ が 、 可 能 な ら ば 適 当 な 添 加 物 及 び 補 助 の 薬 剤 と 共 に そ れ を 製 造
す る の に 使 用 さ れ る と い う 点 に 特 徴 が あ る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 EYA4ポ リ ペ プ チ ド 又 は
そ の 断 片 又 は 誘 導 体 を 、 大 腸 癌 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 被 検 者 に 投 与 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 EYA4を 発 現 で き る ベ ク タ ー 又 は そ の 断 片 又 は 誘 導 体 も 、 大 腸 癌 を 治
療 又 は 予 防 す る た め に 被 検 者 に 投 与 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 EYA4に 特 異 的 な 作 用 薬 を 、 EYA4の 活 性 を 刺 激 す る か 、 長 引 か せ る の
に 使 用 し て よ く 、 大 腸 癌 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 被 検 者 に 投 与 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 上 記 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 又 は ベ ク タ ー の ど ち ら か を 、 他 の 適 切 な 治 療
薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 し て よ い 。 組 み 合 わ せ 療 法 で の 使 用 の た め の 適 切 な 医 薬 品 の 選 択 は
、 従 来 の 製 薬 の 原 則 に 従 い 、 当 分 野 に お け る 通 常 の 技 術 で 行 っ て よ い 。 治 療 薬 の 組 み 合 わ
せ は 、 大 腸 癌 の 治 療 又 は 予 防 に 効 果 が あ る よ う に 相 乗 的 に 作 用 し て よ い 。 こ の ア プ ロ ー チ
を 用 い て 、 各 薬 剤 を よ り 少 な く 用 い 、 不 都 合 な 副 作 用 の 可 能 性 を 低 下 さ せ な が ら 、 治 療 効
果 を 達 成 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 由 来 の 又 は 様 々
の 細 菌 プ ラ ス ミ ド 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー を 、 標 的 器 官 、 組 織 又 は 細 胞 集 団 に ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 送 達 す る た め に 用 い て よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 は 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 に 関 す る 医 薬 組 成 物 の 投 与 に 関
す る 。 そ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 EYA4又 は EYA4の 作 用 薬 か ら 成 っ て よ い 。 そ の 組 成 は 、 単
独 で 又 は 安 定 剤 の よ う な 他 の 少 な く と も １ つ の 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 し て よ く 、 そ れ は
食 塩 水 、 緩 衝 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 、 及 び 水 等 （ し か し こ れ ら に は 限 定 さ れ な い ） の 無 菌 で 、
生 体 適 合 性 の 薬 学 的 担 体 注 に 混 ぜ て 投 与 し て よ い 。 そ の 組 成 物 は 、 単 独 で 、 又 は 他 の 薬 剤
、 薬 又 は ホ ル モ ン と 組 み 合 わ せ て 患 者 に 投 与 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ の 発 明 で 利 用 さ れ る 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 骨 髄 内 、 鞘 内 、
心 室 内 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 膜 内 、 鼻 腔 内 、 経 腸 、 局 所 、 舌 下 、 又 は 直 腸 的 手 段 等 の 種 々 の 経
路 に よ っ て 投 与 し て よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 活 性 成 分 の 他 に 、 こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 使 用 す る こ と が で き 、 活 性 物 質 を 薬
剤 に 調 製 し 易 く す る 賦 形 剤 と 助 剤 を 含 む 適 当 な 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 を 含 ん で よ い 。
製 剤 と 投 与 の た め の 技 術 に 関 す る 詳 細 は 、 Remington's Pharmaceutical Sciences (Maack
 Publishing Co., Easton, Pa.)の 最 新 版 が 参 考 に な る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 例 え ば 以 下 の も の か ら 成 る キ ッ ト で あ る ： 亜 硫 酸 水 素 塩 含
有 試 薬 、 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 そ の 配 列 が 、 い ず れ の 場 合 に お
い て も 、 配 列 番 号 １ ～ ５ の 配 列 の 18塩 基 長 の セ グ メ ン ト に 対 応 す る か 、 こ れ に 対 し て 相 補
的 で あ る か 、 或 い は 、 厳 密 な 条 件 又 は 極 め て 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の 。 前
記 キ ッ ト は 、 更 に 、 説 明 し た 方 法 を 実 行 及 び 評 価 す る た め の 説 明 書 を 含 ん で も よ い 。 更 に
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好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 キ ッ ト は 、 更 に 、 CpG位 置 特 異 的 メ チ ル 化 分 析 を 行 う た め
の 標 準 的 な 試 薬 を 備 え て も よ く 、 前 記 分 析 は 、 以 下 の 手 法 の う ち １ つ 以 上 を 含 む ： MS-SNu
PE、 MSP、 MethyLight T M 、 HeavyMethyl T M 、 COBRA、 及 び 核 酸 配 列 決 定 。 し か し な が ら 、 本
発 明 に 沿 っ た キ ッ ト は 、 前 述 の 構 成 要 素 の 一 部 の み を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 COBRA分 析 の 代 表 的 な 試 薬 （ COBRAに 基 づ く 代 表 的 な キ ッ ト に お い て 確 認 で き る も の 等 ）
は 、 特 異 的 遺 伝 子 （ 或 い は メ チ ル 化 改 変 DNA配 列 又 は CpGア イ ラ ン ド ） に 関 す る PCRプ ラ イ
マ ー と ； 制 限 酵 素 及 び 適 切 な 緩 衝 剤 と ； 遺 伝 子 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン オ リ ゴ と ； 対 照 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン オ リ ゴ と ； オ リ ゴ プ ロ ー ブ 用 キ ナ ー ゼ 標 識 キ ッ ト と ； 放 射 性 ヌ ク レ
オ チ ド と を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 加 え て 、 亜 硫 酸 水 素 塩 変 換 試 薬
は 、 DNA変 性 緩 衝 剤 と ； ス ル ホ ン 化 緩 衝 剤 と ； DNA回 収 試 薬 又 は キ ッ ト （ 沈 殿 、 限 外 濾 過 、
ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 等 ） と ； 脱 ス ル ホ ン 化 緩 衝 剤 と ； DNA回 収 成 分 と を 含 む こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ １ 】
　 MethyLight（ 登 録 商 標 ） 分 析 の 代 表 的 な 試 薬 （ MethyLight（ 登 録 商 標 ） に 基 づ く 代 表 的
な キ ッ ト に お い て 確 認 で き る も の 等 ） は 、 特 異 的 遺 伝 子 （ 或 い は メ チ ル 化 改 変 DNA配 列 又
は CpGア イ ラ ン ド ） に 関 す る PCRプ ラ イ マ ー と ； TaqMan（ 登 録 商 標 ） プ ロ ー ブ と ； 最 適 化 PC
R緩 衝 剤 と ； デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド と ； Taqポ リ メ ラ ー ゼ と を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 MS-SNuPE分 析 の 代 表 的 な 試 薬 （ MS-SNuPEに 基 づ く 代 表 的 な キ ッ ト に お い て 確 認 で き る も
の 等 ） は 、 特 異 的 遺 伝 子 （ 或 い は メ チ ル 化 改 変 DNA配 列 又 は CpGア イ ラ ン ド ） に 関 す る PCR
プ ラ イ マ ー と ； 最 適 化 PCR緩 衝 剤 と ； デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド と ； ゲ ル 抽 出 キ ッ ト と ； 陽 性
対 照 プ ラ イ マ ー と ； 特 異 的 遺 伝 子 に 関 す る MS-SNuPEプ ラ イ マ ー と ； 反 応 緩 衝 剤 （ MS-SNuPE
反 応 用 ） と ； 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド と を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 加 え
て 、 亜 硫 酸 水 素 塩 変 換 試 薬 は 、 DNA変 性 緩 衝 剤 と ； ス ル ホ ン 化 緩 衝 剤 と ； DNA回 収 試 薬 又 は
キ ッ ト （ 沈 殿 、 限 外 濾 過 、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 等 ） と ； 脱 ス ル ホ ン 化 緩 衝 剤 と ； DNA回 収
成 分 と を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 MSP分 析 の 代 表 的 な 試 薬 （ MSPに 基 づ く 代 表 的 な キ ッ ト に お い て 確 認 で き る も の 等 ） は 、
特 異 的 遺 伝 子 （ 或 い は メ チ ル 化 改 変 DNA配 列 又 は CpGア イ ラ ン ド ） に 関 す る メ チ ル 化 及 び 非
メ チ ル 化 PCRプ ラ イ マ ー と 、 最 適 化 PCR緩 衝 剤 と 、 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド と 、 特 異 的 プ ロ ー
ブ と を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
（ 定 義 ）
　 本 発 明 に お い て 、 「 CpGア イ ラ ン ド 」 と い う 用 語 は 、 （ １ ） 0.6を 上 回 る 「 観 測 ／ 予 測 比
率 」 に 対 応 す る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 頻 度 を 有 し 、 （ ２ ） 0.5を 上 回 る 「 GC含 有 量 」 を 有 す
る と い う 基 準 を 満 た す ゲ ノ ム DNAの 隣 接 領 域 を 指 す 。 CpGア イ ラ ン ド は 、 常 に で は な い が 、
通 常 、 約 0.2～ 約 1ｋ ｂ の 長 さ で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 メ チ ル 化 状 態 」 又 は 「 メ チ ル 化 状 況 」 と い う 用 語 は 、 DNA配 列 内 の
１ つ 又 は 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 5-メ チ ル シ ト シ ン （ 「 5-mCyt」 ） の 存 在 又 は
欠 失 を 指 す 。 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 は 、 「 非 メ チ ル 化 」
と 、 「 完 全 メ チ ル 化 」 と 、 「 ヘ ミ メ チ ル 化 」 と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 ヘ ミ 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 で 、 パ リ ン ド ロ ー ム CpGメ チ ル 化 部 位 の ２ つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち
１ つ に お い て 、 単 一 の シ ト シ ン の み が メ チ ル 化 さ れ て い る も の を 指 す （ 例 え ば 、 5'-CCMGG
-3'（ 上 鎖 ） 、 3'-GGCC-5'（ 下 鎖 ） ） 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 高 メ チ ル 化 」 と い う 用 語 は 、 正 常 な 対 照 DNA試 料 内 の 対 応 す る CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド に お い て 確 認 さ れ る 5-mCytの 量 と 比 較 し て 、 試 験 DNA試 料 の DNA配 列 内 の １ つ
又 は 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 5-mCytの 存 在 の 増 加 に 対 応 す る 平 均 的 な メ チ ル 化
状 態 を 指 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 低 メ チ ル 化 」 と い う 用 語 は 、 正 常 な 対 照 DNA試 料 内 の 対 応 す る CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド に お い て 確 認 さ れ る 5-mCytの 量 と 比 較 し て 、 試 験 DNA試 料 の DNA配 列 内 の １ つ
又 は 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 5-mCytの 存 在 の 減 少 に 対 応 す る 平 均 的 な メ チ ル 化
状 態 を 指 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 と い う 用 語 は 、 広 義 に は 、 こ の 技 術 に お い て 認 め
ら れ て い る よ う に 、 「 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 」 及 び 「 （ 複 数 の ） DNAチ ッ プ 」 の 両 方 を 指 し 、
こ の 技 術 で 認 め ら れ た 全 て の 固 体 支 持 体 を 包 含 し 、 こ れ に 対 す る 核 酸 分 子 の 付 着 又 は そ の
上 で の 核 酸 の 合 成 に 関 す る あ ら ゆ る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 「 遺 伝 パ ラ メ ー タ 」 は 、 遺 伝 子 及 び そ の 調 節 に 更 に 必 要 と な る 配 列 の 突 然 変 異 及 び 多 型
で あ る 。 突 然 変 異 に 指 定 さ れ る も の は 、 特 に 、 挿 入 と 、 欠 失 と 、 点 突 然 変 異 と 、 逆 位 と 、
多 型 と で あ り 、 特 に 好 ま し く は 、 SNP（ 一 塩 基 変 異 多 型 ） で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 「 後 成 的 発 現 パ ラ メ ー タ 」 は 、 特 に 、 シ ト シ ン メ チ ル 化 で あ る 。 そ の 他 の 後 成 的 発 現 パ
ラ メ ー タ に は 、 例 え ば 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 が 含 ま れ る が 、 し か し な が ら 、 こ れ は 説 明
し た 方 法 を 使 用 し て 直 接 分 析 す る こ と は で き な い が 、 そ の 後 、 DNAメ チ ル 化 と 相 関 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 亜 硫 酸 水 素 塩 試 薬 」 と い う 用 語 は 、 亜 硫 酸 水 素 塩 、 二 亜 硫 酸 塩 、 亜
硫 酸 水 素 、 又 は そ の 組 み 合 わ せ を 含 む 試 薬 を 指 し 、 本 明 細 書 で 開 示 す る よ う に 、 メ チ ル 化
及 び 非 メ チ ル 化 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 識 別 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 メ チ ル 化 ア ッ セ イ 」 と い う 用 語 は 、 DNAの 配 列 内 の １ つ 以 上 の CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の メ チ ル 化 状 態 を 判 定 す る 任 意 の ア ッ セ イ を 指 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 MS. AP-PCR」 （ メ チ ル 化 感 受 性 自 由 刺 激 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） は
、 CGが 豊 富 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し た ゲ ノ ム の 大 域 的 な ス キ ャ ン を 可 能 に し 、 CpGジ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む 可 能 性 が 最 も 高 い 領 域 に 注 目 す る 、 こ の 技 術 で 認 め ら れ た テ ク ノ ロ ジ を 指 し
、 Gonzalgo et al., Cancer Research 57:594-599, 1997に お い て 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 MethyLight」 と い う 用 語 は 、 当 該 技 術 分 野 で 認 め ら れ た 蛍 光 に 基 づ
く リ ア ル タ イ ム PCR手 法 を 指 し 、 Eads et al., Cancer Res. 59:2302-2306, 1999に お い て
説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 HeavyMethyl T M 」 ア ッ セ イ と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 実 施 さ
れ る そ の 実 施 形 態 に お い て 、 MethylLightア ッ セ イ の バ リ エ ー シ ョ ン で あ る HeavyMethyl T M

　 MethylLightア ッ セ イ を 指 し 、 こ の MethylLightア ッ セ イ は 、 増 幅 プ ラ イ マ ー 間 の CpG位
置 を 対 象 と す る メ チ ル 化 特 異 的 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ と 組 み 合 わ せ た も の で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 「 MS-SNuPE」 （ メ チ ル 化 感 受 性 単 一 ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 伸 長 法 ） と い う 用 語 は 、 Go
nzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997に お い て 説 明 さ れ る 、 こ の 技
術 で 認 め ら れ た ア ッ セ イ を 指 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 「 MSP」 （ メ チ ル 化 特 異 的 PCR） と い う 用 語 は 、 Herman et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
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 USA 93:9821-9826, 1996及 び 米 国 特 許 第 5,786,146号 に お い て 説 明 さ れ る 、 こ の 技 術 で 認
め ら れ た メ チ ル 化 ア ッ セ イ を 指 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 「 COBRA」 （ 結 合 亜 硫 酸 水 素 塩 制 限 分 析 ） と い う 用 語 は 、 Xiong & Laird, Nucleic Acid
s Res. 22:2532-2534, 1997に お い て 説 明 さ れ る 、 こ の 技 術 で 認 め ら れ た メ チ ル 化 ア ッ セ
イ を 指 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 二 重 構 造 の 形 成 に 至 る 、 試 料 DNAに お け る
ワ ト ソ ン ク リ ッ ク 塩 基 対 に 従 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 的 配 列 と の 結 合 と し て 理 解 さ
れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 「 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 と は 、 本 明 細 書 で の 定 義 に お い て 、 5× SSC/5×
デ ン ハ ル ト 溶 液 ／ 1.0％ SDS内 に お い て 68℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と と 、 0.2× SSC/0.1％
SDSに お い て 室 温 で 洗 浄 す る こ と と を 伴 い 、 或 い は 、 こ れ に 相 当 す る 、 こ の 技 術 で 認 め ら
れ た 条 件 を 伴 う （ 例 え ば 、 2.5× SSC緩 衝 液 に お い て 60℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施
し 、 そ の 後 、 低 緩 衝 剤 濃 度 に お け る 37℃ で の 数 回 の 洗 浄 ス テ ッ プ を 行 い 、 安 定 し た 状 態 を
保 つ と い う 条 件 ） 。 適 度 に 厳 密 な 条 件 は 、 本 明 細 書 で の 定 義 に お い て 、 3× SSCに お い て 42
℃ で 洗 浄 す る こ と を 含 む こ と を 伴 い 、 或 い は 、 こ れ に 相 当 す る 、 こ の 技 術 で 認 め ら れ た 条
件 を 伴 う 。 塩 濃 度 及 び 温 度 の パ ラ メ ー タ は 、 プ ロ ー ブ と 標 的 核 酸 と の 間 で 最 適 な 識 別 レ ベ
ル を 達 成 す る た め に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ う し た 条 件 に 関 す る ガ イ ダ ン ス は 、 こ の
技 術 に お い て 、 例 え ば 、 Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Man
ual, Cold Spring Harbor Press, N.Y.及 び Ausubel et al. (eds.), 1995, Current Prot
ocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.) at Unit 2.10に よ っ て 入 手 で
き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド DNA」 は 、 本 明 細 書 で の 使 用 に お い て 、 結 腸 細 胞 以 外 の ソ ー ス を 起
源 と す る 任 意 の 核 酸 を 指 す 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 次 に 、 本 発 明 に つ い て 、 以 下 の 実 施 例 と 、 配 列 と 、 図 面 と に 基 づ い て 、 こ れ に 限 定 さ れ
る こ と な く 、 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。 配 列 プ ロ ト コ ル 及 び 図 面 に お い て 、
　 配 列 番 号 １ は 、 ヒ ト 遺 伝 子 EYA4の 配 列 を 示 し 、
　 配 列 番 号 ２ ～ ５ は 、 遺 伝 子 EYA4の 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 し 、
　 配 列 番 号 ６ ～ １ ０ は 、 実 施 例 に お い て 使 用 す る プ ラ イ マ ー の 配 列 を 示 し 、
　 配 列 番 号 １ １ ～ １ ５ は 、 実 施 例 に お い て 使 用 す る プ ロ ー ブ の 配 列 番 号 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 図 １ は 、 実 施 例 １ 及 び ２ に よ る MSP　 MethyLightア ッ セ イ と HeavyMethyl　 MethyLightア
ッ セ イ と に よ っ て 判 定 さ れ た メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。 Ｙ 軸 線 は 、 調 査 し た EYA4遺 伝 子 の
領 域 内 で の メ チ ル 化 の 度 合 い を 示 す 。 腫 瘍 試 料 は 、 白 点 に よ り 表 さ れ 、 正 常 な 結 腸 組 織 試
料 は 、 黒 点 に よ り 表 さ れ る 。 著 し く 高 い 度 合 い の メ チ ル 化 は 、 健 康 な 組 織 試 料 よ り も 腫 瘍
試 料 に お い て 観 察 さ れ た 。 ｔ － 試 験 を 使 用 し て 測 定 さ れ た 有 意 レ ベ ル は 、 p=0.00000312（
MSP－ ML、 実 施 例 １ ） 及 び p=0.000000326（ HM-ML、 実 施 例 ２ ） と な っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 図 ２ は 、 実 施 例 １ に よ る 、 腺 癌 に 関 す る MSP-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲
線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る 。 ROCは 、 診 断 試 験 の 種 々 の 潜 在 的 カ ッ ト ポ イ ン ト に 関 す る 、
偽 陽 性 率 に 対 す る 真 陽 性 率 の プ ロ ッ ト で あ る 。 こ れ は 、 選 択 さ れ た カ ッ ト ポ イ ン ト に 依 存
す る 、 感 度 と 特 異 性 と の 間 で の ト レ ー ド オ フ を 示 す （ 感 度 に お け る 任 意 の 増 加 に 特 異 性 の
減 少 が 伴 う こ と に な る ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は 、 診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る （
面 積 が 大 き い ほ ど 良 く 、 1が 最 適 で あ り 、 無 作 為 試 験 で は 、 ROC曲 線 は 0.5の 面 積 を 有 す る
対 角 線 上 に 存 在 す る こ と に な る ） 。 MSP-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは ： 0.94で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
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　 図 ３ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲
線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は 、 診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な
る 。 HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは ： 0.91で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 図 ４ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た メ チ
ル 化 の レ ベ ル を 示 し 、 結 腸 試 料 の 追 加 的 な 組 を 試 験 し て い る （ 腺 癌 25、 正 常 33、 及 び 腺 腫
13） 。 Ｙ 軸 線 は 、 調 査 し た EYA4遺 伝 子 の 領 域 内 で の メ チ ル 化 の 度 合 い を 示 す 。 線 癌 試 料 は
、 白 い 正 方 形 に よ り 表 さ れ 、 正 常 な 結 腸 組 織 試 料 は 、 黒 い 菱 形 に よ り 表 さ れ る 。 著 し く 高
い 度 合 い の メ チ ル 化 は 、 健 康 な 組 織 試 料 よ り も 腫 瘍 試 料 に お い て 観 察 さ れ た 。 ｔ － 試 験 を
使 用 し て 測 定 さ れ た 有 意 レ ベ ル は 、 0.00424と な っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 ５ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 及 び 腺 腫 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動
作 特 性 曲 線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る （ 試 料 の 追 加 的 な 組 ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC）
は 、 診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る 。 HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは 、 0.81で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 ６ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 の み に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特
性 曲 線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る （ 試 料 の 追 加 的 な 組 ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は 、
診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る 。 HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは 、 0.844で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 図 ７ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 腫 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲
線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る （ 試 料 の 追 加 的 な 組 ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は 、 診 断
試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る 。 HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは 、 0.748で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 図 ８ は 、 実 施 例 ３ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 種
々 の 腫 瘍 及 び 健 康 な 組 織 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 し て い る 。 Ｙ 軸 線 は 、 調 査 し た EY
A4遺 伝 子 の 領 域 内 で の メ チ ル 化 の 度 合 い を 示 す 。 結 腸 癌 試 料 以 外 で は 、 二 種 類 の 乳 癌 組 織
の う ち 一 方 の み が メ チ ル 化 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 ９ は 、 実 施 例 ３ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 種
々 の 乳 癌 組 織 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 し て い る 。 一 種 類 の 組 織 の み が メ チ ル 化 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 図 １ ０ は 、 実 施 例 ４ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、
血 清 試 料 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 し て い る 。 Ｙ 軸 線 は 、 調 査 し た EYA4遺 伝 子 の 領 域
内 で の メ チ ル 化 の 度 合 い を 示 す 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ３ ４ 】

　 DNAは 、 Qiagen（ 登 録 商 標 ） 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て 、 33の 結 腸 線 癌 試 料 と 43の 結 腸 の 正
常 な 隣 接 組 織 か ら 抽 出 し た 。 各 試 料 か ら の DNAは 、 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 法 （ オ レ ク 他 、 １ ９
９ ６ ） に 従 っ て 、 亜 硫 酸 水 素 塩 溶 液 （ 亜 硫 酸 水 素 、 二 亜 硫 酸 塩 ） を 使 用 し て 処 理 し た 。 こ
の 処 理 は 、 試 料 内 の メ チ ル 化 し て い な い 全 て の シ ト シ ン が チ ミ ジ ン に 変 換 さ れ る よ う に 行
う 。 一 方 、 試 料 内 の 5-メ チ ル 化 シ ト シ ン は 修 飾 さ れ ず に 残 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 メ チ ル 化 状 態 は 、 当 該 CpGア イ ラ ン ド と ベ ー タ ア ク チ ン 遺 伝 子 か ら の 対 照 断 片 （ イ ー ズ
他 、 ２ ０ ０ １ ） と の た め に 設 計 さ れ た MSP-MethyLightア ッ セ イ に よ り 判 定 し た 。 こ の CpG
ア イ ラ ン ド ア ッ セ イ は 、 プ ラ イ マ ー と taqmanス タ イ ル プ ロ ー ブ と の 両 方 に お け る CpG部 位
を 対 象 と す る が 、 対 照 遺 伝 子 は 対 象 に な ら な い 。 こ の 対 照 遺 伝 子 は 、 全 DNA濃 度 の 尺 度 と
し て 使 用 さ れ 、 CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ （ メ チ ル 化 ア ッ セ イ ） は 、 そ の 部 位 で の メ チ ル 化
レ ベ ル を 判 定 す る 。
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【 ０ １ ３ ６ 】
　 方 法 ： EYA4遺 伝 子 CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ は 、 以 下 の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 使 用 し
て 実 行 し た 。
　 順 方 向 プ ラ イ マ ー ： CGGAGGGTACGGAGATTACG（ 配 列 番 号 ６ ） 、
　 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： CGACGACGCGCGAAA（ 配 列 番 号 ７ ） 、 及 び
　 プ ロ ー ブ ： CGAAACCCTAAATATCCCGAATAACGCCG（ 配 列 番 号 １ ２ ） 。
　 対 応 す る 対 照 ア ッ セ イ は 、 以 下 の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 使 用 し て 実 行 し た 。
　 プ ラ イ マ ー ： TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT（ 配 列 番 号 ８ ）
　 プ ラ イ マ ー ： AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA（ 配 列 番 号 ９ ） 、 及 び
　 プ ロ ー ブ ： ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA（ 配 列 番 号 １ ３ ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 反 応 は 、 以 下 の ア ッ セ イ 条 件 に お い て 、 各 DNA試 料 に つ い て 三 重 に し て 実 行 し た ：
　 反 応 溶 液 ： （ 900 nM　 プ ラ イ マ ー 、 300 nM　 プ ロ ー ブ 、 3.5 mM　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1
単 位 の taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 200 μ M　 dNTPs、 7μ lの DNA、 最 終 反 応 体 積 20μ l） ；
　 サ イ ク リ ン グ 条 件 ： （ 95℃ 10分 間 の 後 、 95℃ 15秒 間 及 び 60℃ 1分 間 を 50サ イ ク ル ） 。 デ
ー タ は 、 既 に 文 献 に お い て 説 明 さ れ て い る PMR計 算 を 使 用 し て 分 析 し た （ イ ー ズ 他 、 ２ ０
０ １ ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 結 果 ： 正 常 な 試 料 の 平 均 PMRは 0.15で 、 標 準 偏 差 は 0.18と な っ た 。 腫 瘍 試 料 の 平 均 PMRは
17.98で 、 標 準 偏 差 は 18.18と な っ た 。 腫 瘍 試 料 と 正 常 な 試 料 と の 間 で の メ チ ル 化 レ ベ ル の
全 体 的 な 差 異 は 、 ｔ 試 験 に お い て 有 意 で あ る （ p=0.00000312） 。 こ の 結 果 は 、 図 １ に 表 示
さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ の ア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲 線 （ ROC曲 線 ） も 判 定 し た 。 ROCは 、 診 断 試 験 の 種 々 の
潜 在 的 カ ッ ト ポ イ ン ト に 関 す る 、 偽 陽 性 率 に 対 す る 真 陽 性 率 の プ ロ ッ ト で あ る 。 こ れ は 、
選 択 さ れ た カ ッ ト ポ イ ン ト に 依 存 す る 、 感 度 と 特 異 性 と の 間 で の ト レ ー ド オ フ を 示 す （ 感
度 に お け る 任 意 の 増 加 に 特 異 性 の 減 少 が 伴 う こ と に な る ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は
、 診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る （ 面 積 が 大 き い ほ ど 良 く 、 1が 最 適 で あ り 、 無 作 為 試 験 で
は 、 ROC曲 線 は 0.5の 面 積 を 有 す る 対 角 線 上 に 存 在 す る こ と に な る 、 参 考 ： J.P. Egan. Sig
nal Detection Theory and ROC Analysis, Academic Press, New York, 1975） 。 MSP－ Me
thyl－ Lightア ッ セ イ の AUCは 、 0.94で あ る （ 図 ２ ） 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ４ ０ 】
　
　 同 じ DNA試 料 を 使 用 し て 、 HeavyMethylア ッ セ イ と も 呼 ば れ る 、 HeavyMethyl　 MethyLigh
t（ 又 は HM　 MethyLight） ア ッ セ イ に よ り 、 CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 を 分 析 し た 。 メ チ ル
化 状 態 は 、 当 該 CpGア イ ラ ン ド と 上 で 説 明 し た も の と 同 じ 対 照 遺 伝 子 ア ッ セ イ と の た め に
設 計 さ れ た HM　 MethyLightア ッ セ イ に よ り 判 定 し た 。 こ の CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ は 、 ブ
ロ ッ カ ー と taqmanス タ イ ル プ ロ ー ブ と の 両 方 に お け る CpG部 位 を 対 象 と す る が 、 対 照 遺 伝
子 は 対 象 に な ら な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 方 法 ： CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ （ メ チ ル 化 ア ッ セ イ ） は 、 以 下 の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー
ブ を 使 用 し て 実 行 し た 。
　 順 方 向 プ ラ イ マ ー ： GGTGATTGTTTATTGTTATGGTTTG （ 配 列 番 号 １ ０ ）
　 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： CCCCTCAACCTAAAAACTACAAC（ 配 列 番 号 １ １ ）
　 順 方 向 ブ ロ ッ カ ー ： GTTATGGTTTGTGATTTTGTGTGGG（ 配 列 番 号 １ ５ ）
　 逆 方 向 ブ ロ ッ カ ー ： AAACTACAACCACTCAAATCAACCCA（ 配 列 番 号 １ ６ ）
　 プ ロ ー ブ ： AAAATTACGACGACGCCACCCGAAA（ 配 列 番 号 １ ４ ）
【 ０ １ ４ ２ 】
　 反 応 は 、 以 下 の ア ッ セ イ 条 件 に お い て 、 各 DNA試 料 に つ い て 、 そ れ ぞ れ 三 重 に し て 実 行
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し た 。
　 反 応 溶 液 ： （ 400 nM　 プ ラ イ マ ー 、 400 nM　 プ ロ ー ブ 、 10μ Mの 両 ブ ロ ッ カ ー 、 3.5 mM
　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1× 　 ABI　 taqman緩 衝 剤 、 1単 位 の ABI　 TaqGoldポ リ メ ラ ー ゼ 、 200
μ M　 dNTPs、 及 び 7μ lの DNA、 最 終 反 応 体 積 20μ l） ；
　 サ イ ク リ ン グ 条 件 ： （ 95℃ 10分 間 ） 、 （ 95℃ 15秒 間 、 64℃ 1分 間 （ 2サ イ ク ル ） ） 、 （ 95
℃ 15秒 間 、 62℃ 1分 間 （ 2サ イ ク ル ） ） 、 （ 95℃ 15秒 間 、 60℃ 1分 間 （ 2サ イ ク ル ） ） 、 及 び
（ 95℃ 15秒 間 、 58℃ 1分 間 、 60℃ 40秒 間 （ 41サ イ ク ル ） ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 結 果 ： 正 常 な 試 料 の 平 均 PMRは 1.12で 、 標 準 偏 差 は 1.45と な っ た 。 腫 瘍 試 料 の 平 均 PMRは
38.23で 、 標 準 偏 差 は 33.22と な っ た 。 腫 瘍 試 料 と 正 常 な 試 料 と の 間 で の メ チ ル 化 レ ベ ル の
全 体 的 な 差 異 は 、 ｔ 試 験 に お い て 有 意 で あ る （ p=0.000000326） 。 こ の 結 果 は 、 図 １ に 表
示 さ れ て い る 。 こ の ア ッ セ イ の ROC曲 線 も 判 定 し た 。 MSP-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは 、
0.91で あ る （ 図 ３ ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ の ア ッ セ イ で は 、 結 腸 試 料 の 追 加 的 な 組 を 試 験 し た （ 腺 癌 25、 正 常 33、 及 び 腺 腫 13）
。 こ の 結 果 も 、 有 意 な 差 異 を 示 し た （ 図 ４ ） 。 ROCは 、 図 ５ ～ ７ に 表 示 さ れ て い る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ４ ５ 】
 HeavyMethyl-MethyLightア ッ セ イ で は 、 そ の 他 の 組 織 集 団 に 対 し て も 試 験 を 行 っ た （ 図
８ ） 。 結 腸 癌 試 料 以 外 で は 、 二 種 類 の 乳 癌 組 織 の う ち 一 方 の み が メ チ ル 化 さ れ た 。 し か し
な が ら 、 21の 追 加 的 な （ 病 期 の 異 な る ） 乳 腫 瘍 の 集 団 で は 、 一 種 類 の み が メ チ ル 化 さ れ た
（ 図 ９ ） 。 そ の た め 、 こ の 標 識 は 、 結 腸 腫 瘍 試 料 に 特 異 的 で あ る 。 全 て の プ ラ イ マ ー 、 プ
ロ ー ブ 、 ブ ロ ッ カ ー 、 及 び 反 応 条 件 は 、 結 腸 癌 試 料 の 分 析 （ 実 施 例 ２ ） に 使 用 し た も の と
同 一 と し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ４ ６ 】
　 リ ア ル タ イ ム PCRに よ っ て 分 析 さ れ た 12の 結 腸 組 織 も 、 外 科 処 置 の 前 に 取 得 さ れ た ペ ア
血 清 を 有 し た 。 Qiagen　 UltraSens（ 登 録 商 標 ） 　 DNA抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て 、 こ の 血 清 1m
Lか ら DNAを 抽 出 し 、 こ の DNA試 料 に 亜 硫 酸 塩 で 処 理 し 、 こ れ ら の 試 料 に 対 し て HeavyMethyl
-MethyLightア ッ セ イ を 実 行 し た 。 対 照 遺 伝 子 は 、 三 種 類 の 癌 血 清 試 料 と 三 種 類 の 正 常 な
血 清 試 料 に 関 し て 増 幅 さ れ て い な い た め 、 こ れ ら の ケ ー ス に お い て は 、 試 料 の 調 製 が 正 し
く 機 能 し な か っ た と 結 論 で き る 。 そ の 他 の ケ ー ス で は 、 癌 試 料 に お い て 、 正 常 な 試 料 よ り
も 高 い メ チ ル 化 の 証 拠 が 存 在 し た （ 図 １ ０ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ７ 】
【 図 １ 】 実 施 例 １ 及 び ２ に よ る MSP　 MethyLightア ッ セ イ と HeavyMethyl　 MethyLightア ッ
セ イ と に よ っ て 判 定 さ れ た メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 図 ２ 】 実 施 例 １ に よ る 、 腺 癌 に 関 す る MSP-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲 線
（ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲 線
（ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ４ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た メ チ ル
化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 図 ５ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 及 び 腺 腫 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作
特 性 曲 線 （ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ６ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 の み に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性
曲 線 （ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ７ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 腫 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲 線
（ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ８ 】 実 施 例 ３ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 種 々
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の 腫 瘍 及 び 健 康 な 組 織 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 図 ９ 】 実 施 例 ３ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 種 々
の 乳 癌 組 織 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 実 施 例 ４ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 血
清 試 料 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 12月 9日 (2004.12.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 結 腸 直 腸 癌 は 、 男 女 の 癌 に よ る 死 亡 の ４ 番 目 の 主 な 原 因 で あ る 。 ５ 年 生 存 率 は 、 す べ て
の ス テ ー ジ で 61%で あ り 、 こ の 病 気 の 治 療 に は 、 早 期 発 見 が 効 果 的 で あ る 。 す べ て の 結 腸
直 腸 癌 の 95%ま で が 、 種 々 に 分 化 し た 進 行 度 の 腺 癌 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 散 発 性 大 腸 癌 は 、 正 常 な 結 腸 上 皮 か ら 腺 腫 へ の 病 理 的 変 化 か ら 始 ま り 他 段 階 課 程 で 発 達
し 、 浸 潤 癌 へ 連 続 的 に 進 行 す る 。 結 腸 腺 腫 の 進 行 割 合 は 、 現 在 、 そ れ ら の 組 織 学 的 な 外 観
、 部 位 、 拡 散 程 度 、 お よ び 腸 管 併 発 の 程 度 に 基 づ い て 予 測 さ れ る 。 例 え ば 、 管 型 良 性 腺 腫
が 悪 性 腫 瘍 に 進 行 す る こ と は め っ た に な い が 、 絨 毛 状 良 性 腺 腫 は 直 径 が 2cm以 上 で あ れ ば
、 か な り 悪 性 の 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 良 性 増 殖 性 病 変 か ら 悪 性 新 生 物 ま で の 進 行 の 間 、 い く つ か の 遺 伝 的 お よ び 後 成 的 変 化 が
起 こ る こ と が 知 ら れ て い る 。 APC遺 伝 子 の 体 細 胞 性 突 然 変 異 は 、 結 腸 直 腸 腺 腫 お よ び 癌 の 7
5～ 80%に お け る 最 も 早 期 の 事 象 の １ つ の よ う に 思 わ れ る 。 K-RASの 活 性 化 は 、 悪 性 表 現 型
に 向 か う 進 行 に お け る 重 要 な 段 階 で あ る と 考 え ら れ る 。 連 続 し て 、 他 の 癌 遺 伝 子 の 突 然 変
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異 お よ び 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 不 活 性 化 に 至 る 変 化 が 蓄 積 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 CpGア イ ラ ン ド 内 の 異 常 な DNAメ チ ル 化 は 、 遺 伝 子 類 の 広 域 ス ペ ク ト ル の 廃 棄 ま た は 過 発
現 に 至 る ヒ ト の 癌 に お け る 最 も 早 期 で 最 も 一 般 的 な 変 化 の １ つ で あ る 。 さ ら に 、 異 常 な メ
チ ル 化 は 、 い く つ か の 腫 瘍 に 関 す る 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン お よ び コ ー ド 部 分 に お け る CpGが
多 い 調 節 エ レ メ ン ト で 起 こ る こ と が 示 さ れ た 。 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 特 異 的 過 メ チ ル 化 と 比 べ
て 、 DNAの 全 般 的 な 低 メ チ ル 化 が 、 腫 瘍 細 胞 で 観 察 さ れ 得 る 。 全 般 的 な メ チ ル 化 の こ の 低
下 は 、 初 期 、 明 白 な 腫 瘍 形 成 ・ 発 達 の ず っ と 前 に 検 出 し 得 る 。 ま た 、 低 メ チ ル 化 と 増 加 す
る 遺 伝 子 発 現 間 の 相 関 関 係 は 、 多 く の 癌 遺 伝 子 で 報 告 さ れ て い る 。 大 腸 癌 で は 、 異 常 な DN
Aメ チ ル 化 は 最 も 際 立 っ た 変 化 の １ つ を 構 成 し 、 p14ARF, p16INK4a, THBS1, MINT2, お よ
び MINT31の よ う な 多 く の 癌 抑 制 遺 伝 子 お よ び hMLH1の よ う な DNAミ ス マ ッ チ 修 復 遺 伝 子 を 不
活 性 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 結 腸 直 腸 癌 の 分 子 進 化 で は 、 DNAメ チ ル 化 の エ ラ ー は ２ つ の 特 徴 的 な 役 割 を 果 た す と 提
案 さ れ て い る 。 正 常 な 結 腸 の 粘 膜 細 胞 で は 、 メ チ ル 化 の エ ラ ー は 、 時 間 の 関 数 と し て 、 ま
た は 、 こ れ ら の 細 胞 を 腫 瘍 性 変 化 に 前 処 理 す る 時 間 依 存 的 事 象 と し て 蓄 積 す る 。 例 え ば 、
い く つ か の 座 の 過 メ チ ル 化 は 、 腺 腫 、 特 に 、 細 管 絨 毛 状 お よ び 絨 毛 状 亜 型 で 既 に 存 在 す る
こ と を 示 す こ と が で き た 。 後 の 段 階 で は 、 CpGア イ ラ ン ド の 増 加 す る DNAメ チ ル 化 は い わ ゆ
る CpGア イ ラ ン ド メ チ レ ー タ ー 表 現 型 (CIMP)に よ っ て 影 響 さ れ る 腫 瘍 の 部 分 集 合 で 重 要 な
役 割 を 果 た す 。 ほ と ん ど の CIMP(+)腫 瘍 (す べ て の 散 発 性 結 直 腸 癌 の 約 15%を 構 成 す る )が 、
hMLH1プ ロ モ ー タ ー お よ び 他 の DNAミ ス マ ッ チ 修 復 遺 伝 子 の 過 メ チ ル 化 に よ る マ イ ク ロ サ テ
ラ イ ト の 不 安 定 性 (MIN)に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 対 照 的 に 、 CIMP(-)大 腸 癌 は 、 よ り 古 典
的 な 遺 伝 子 不 安 定 性 経 路 (CIN)に 沿 っ て p53変 異 と 染 色 体 変 化 が 高 率 で 発 達 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し 、 分 子 亜 型 は 、 分 子 変 化 に 関 し て 頻 度 を 変 え る こ と を 示 し て い る だ け で は な い 。
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト の 不 安 定 性 ま た は 染 色 体 異 常 型 の ど ち ら か の 存 在 に よ れ ば 、 大 腸 癌 を
２ つ の ク ラ ス に 分 類 す る こ と が で き 、 こ れ ら は 重 要 な 臨 床 的 差 異 を 示 す 。 ほ と ん ど す べ て
の MIN腫 瘍 が 近 位 結 腸 (上 行 と 横 行 )に 発 症 す る が 、 CIN腫 瘍 の 70%は 遠 位 結 腸 と 直 腸 に 存 在
す る 。 こ れ は 結 腸 の 種 々 の 部 分 で の 種 々 の 発 癌 物 質 の 種 々 の 分 布 の た め で あ る と さ れ て い
る 。 近 位 結 腸 に 行 き 渡 っ て い る 発 癌 物 質 を 構 成 す る メ チ ル 化 発 癌 物 質 は MIN癌 の 病 原 性 で
あ る 役 目 を 果 た す こ と が 提 案 さ れ た 。 他 方 、 CIN腫 瘍 は 、 結 腸 と 直 腸 の 遠 位 末 端 に よ り 頻
繁 に 現 れ る 、 よ り 頻 繁 に 付 加 物 を 形 成 す る 発 癌 物 質 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る と 考 え ら れ て
い る 。 そ の う え 、 MIN腫 瘍 は 、 CIN表 現 型 の 腫 瘍 よ り 予 後 が 良 く 、 助 剤 化 学 療 法 に よ り よ く
反 応 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 大 腸 癌 の 分 化 と 早 期 発 見 の た め の マ ー カ ー の 識 別 は 現 在 の 研 究 の 主 要 な 目 標 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 EYA4は 、 脊 椎 動 物 の Eya(目 無 し )の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 、 す な わ ち 正 常 な 胚 形 成 の 発 生 を
確 実 に す る た め に 保 存 さ れ た 調 節 階 層 構 造 に お い て 他 の 蛋 白 質 類 と 相 互 作 用 す る ４ つ の 転
写 活 性 化 因 子 の グ ル ー プ の 最 も 最 近 同 定 さ れ た 遺 伝 子 で あ る 。 EYA4の 遺 伝 子 は 、 6q22.3に
マ ッ プ さ れ 、 640ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 EYA4の 構 造 は EYA1-3に よ っ て 確 立
さ れ た 原 型 に 一 致 し 、 eya-相 同 領 域 (eyaHR; ま た は 、 eyaド メ イ ン ま た は eya相 同 ド メ イ ン
1と 呼 ば れ る )と 呼 ば れ る 高 く 保 存 さ れ た 271ア ミ ノ 酸 の C末 端 と 、 よ り 分 岐 し て い る プ ロ リ
ン セ リ ン ト レ オ ニ ン (PST)リ ッ チ (34-41%)ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー シ ョ ン ド メ イ ン を N末 端 に 含
む (Borsani G, et al., EYA4, a novel vertebrate gene related to Drosophila eyes a
bsent. Hum Mol Genet 1999 Jan;8(1):11-23（ 非 特 許 文 献 １ ） )。 EYA蛋 白 質 類 は 早 期 胎 児
発 生 の 間 、 SIXと DACH蛋 白 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 相 互 作 用 す る 。 EYA4の 遺 伝 子 に お け
る 突 然 変 異 は 、 DFNA10座 で 後 舌 進 行 性 常 染 色 体 優 性 聴 力 欠 損 の 原 因 と な る (Wayne S, Robe
rtson NG, DeClau F, Chen N, Verhoeven K, Prasad S, Tranebjarg L, Morton CC, Ryan
 AF, Van Camp G, Smith RJ: Mutations in the transcriptional activator EYA4 cause
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 late-onset deafness at the DFNA10 locus. Hum Mol Genet 2001 Feb 1;10(3):195-200
（ 非 特 許 文 献 ２ ）  そ の 他 の 文 献 )。 EYA4遺 伝 子 の シ ト シ ン 位 置 の メ チ ル 化 と 癌 と の 関 係 は
ま だ 確 立 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 5-メ チ ル シ ト シ ン は 真 核 生 物 細 胞 の DNAで 最 も 頻 繁 に 起 き る 共 有 結 合 性 塩 基 修 飾 で あ る
。 例 え ば 、 そ れ は 転 写 調 節 、 遺 伝 子 刷 込 、 お よ び 腫 瘍 形 成 で あ る 役 割 を 果 た す 。 し た が っ
て 、 遺 伝 情 報 の 構 成 要 素 と し て の 5-メ チ ル シ ト シ ン の 同 定 は か な り 興 味 深 い 。 し か し 、 5-
メ チ ル シ ト シ ン は シ ト シ ン と 同 じ 塩 基 対 形 成 を す る の で 、 配 列 決 定 に よ っ て 5-メ チ ル シ ト
シ ン の 位 置 を 決 定 す る こ と は で き な い 。 そ の う え 、 5-メ チ ル シ ト シ ン に よ っ て 運 ば れ る 後
成 的 情 報 は PCR増 幅 の 間 に 完 全 に 失 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 DNAの 5-メ チ ル シ ト シ ン を 分 析 す る た め の 比 較 的 新 し く て 現 在 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る 方
法 は 、 シ ト シ ン と 亜 硫 酸 水 素 塩 と の 特 異 的 反 応 に 基 づ き 、 シ ト シ ン は 、 そ の 後 の ア ル カ リ
性 の 加 水 分 解 で 、 塩 基 対 形 成 が チ ミ ジ ン に 対 応 す る ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る 。 し か し 、 5-メ
チ ル シ ト シ ン は 、 こ れ ら の 条 件 下 で は 修 飾 さ れ ず に 残 る 。 そ の 結 果 、 元 の DNAは 、 元 来 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 成 に よ っ て は シ ト シ ン と 区 別 で き な い メ チ ル シ ト シ ン を 、 例 え ば
、 増 幅 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 成 ま た は 配 列 決 定 に よ っ て 、 「 通 常 の 」 分 子 生 物
学 的 手 法 を 用 い て 、 残 存 す る シ ト シ ン だ け を 検 出 で き る よ う な 方 法 で 変 換 さ れ る 。 こ れ ら
の 手 法 の す べ て は 、 現 在 完 全 に 利 用 す る こ と が で き る 塩 基 対 形 成 に 基 づ く 。 感 度 に 関 し て
は 、 従 来 技 術 は ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス で 分 析 さ れ る べ き DNAを 封 入 し 、 そ の 結 果 、 DNA(
亜 硫 酸 水 素 塩 は 一 本 鎖 DNAと 反 応 す る だ け で あ る )の 拡 散 と 復 元 を 防 い で 、 す べ て の 析 出 と
精 製 段 階 を 速 い 透 析 に 置 き 換 え る 方 法 に よ っ て 定 義 さ れ る (Olek A, Oswald J, Walter J.
 A modified and improved method for bisulphite based cytosine methylation analys
is. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 15;24(24):5064-6（ 非 特 許 文 献 ３ ） )。 こ の 方 法 を 用
い れ ば 、 個 々 の 細 胞 を 分 析 す る こ と が で き 、 こ の こ と は 、 こ の 方 法 の 可 能 性 を 示 す 。 し か
し な が ら 、 現 在 、 最 大 、 約 3,000塩 基 対 の 長 さ の 個 々 の 領 域 だ け が 分 析 さ れ て い る に 過 ぎ
ず 、 何 千 回 も の 可 能 な メ チ ル 化 事 象 に 関 す る 細 胞 の 網 羅 的 解 析 は 可 能 で は な い 。 し か し 、
こ の 方 法 で は 少 な い 試 料 由 来 の 極 め て 小 さ い 断 片 を 確 実 に 分 析 す る こ と は で き な い 。 こ れ
ら は 、 拡 散 を 保 護 し て も 、 マ ト リ ッ ク ス を 通 し て 失 わ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 5-メ チ ル シ ト シ ン を 検 出 す る 他 の 既 知 の 方 法 の 概 観 は 次 の 総 説 か ら 得 ら れ る で あ ろ う : 
Rein, T., DePamphilis, M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 1998, 26, 2255（ 非
特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ れ ま で 、 わ ず か な 例 外 (e.g., Zeschnigk M, Lich C, Buiting K, Doerfler W, Horst
hemke B. A single-tube PCR test for the diagnosis of Angelman and Prader-Willi s
yndrome based on allelic methylation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum G
enet. 1997 Mar-Apr;5(2):94-8（ 非 特 許 文 献 ５ ） ) を 除 い て 、 亜 硫 酸 水 素 塩 手 法 が 研 究 で
使 用 さ れ る に 過 ぎ な い 。 し か し 既 知 遺 伝 子 の 短 い 特 定 の 断 片 は 、 い つ も 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理
の 後 で 増 幅 さ れ 完 全 に 配 列 決 定 さ れ (Olek A, Walter J. The pre-implantation ontogeny
 of the H19 methylation imprint. Nat Genet. 1997 Nov;17(3):275-6（ 非 特 許 文 献 ６ ）
)、 あ る い は 、 個 々 の シ ト シ ン 位 置 が プ ラ イ マ ー 伸 長 法 反 応  (Gonzalgo ML, Jones PA. Ra
pid quantitation of methylation differences at specific sites using methylation-
sensitive single nucleotide primer extension (Ms-SNuPE). Nucleic Acids Res. 1997
 Jun 15;25(12):2529-31（ 非 特 許 文 献 ７ ） , WO 95/00669（ 特 許 文 献 １ ） ) に よ っ て 、 ま
た は 酵 素 的 消 化 (Xiong Z, Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative DNA methyl
ation assay. Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2532-4（ 非 特 許 文 献 ８ ） )に よ り
検 出 さ れ る 。 さ ら に 、 ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 検 出 も 説 明 さ れ て い る (Olek
他 、 WO 99/28498（ 特 許 文 献 ２ ） )。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 個 々 の 遺 伝 子 に お け る メ チ ル 化 検 出 の た め の 亜 硫 酸 水 素 塩 手 法 の 使 用 を 扱 う そ の 他 の 出
版 物 は 以 下 の 通 り で あ る ： Grigg G, Clark S. Sequencing 5-methylcytosine residues i
n genomic DNA. Bioessays. 1994 Jun;16(6):431-6, 431（ 非 特 許 文 献 ９ ） ; Zeschnigk M
, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B, Doerfler W. Imprinted segments
 in the human genome: different DNA methylation patterns in the Prader-Willi/Ang
elman syndrome region as determined by the genomic sequencing method. Hum Mol Ge
net. 1997 Mar;6(3):387-95（ 非 特 許 文 献 １ ０ ） ; Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter
 J, Reik W. Methylation analysis on individual chromosomes: improved protocol fo
r bisulphite genomic sequencing. Nucleic Acids Res. 1994 Feb 25;22(4):695-6（ 非
特 許 文 献 １ １ ） ; Martin V, Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R. Genomic sequ
encing indicates a correlation between DNA hypomethylation in the 5' region of t
he pS2 gene and its expression in human breast cancer cell lines. Gene. 1995 May
 19;157(1-2):261-4（ 非 特 許 文 献 １ ２ ） ; WO 97/46705（ 特 許 文 献 ３ ）  and WO 95/15373
（ 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 オ リ ゴ マ ー ア レ イ 製 造 に お け る 従 来 技 術 の 概 観 は 、 1999年 1月 に 発 行 さ れ た Nature Gene
tics (Nature Genetics補 足 、 21巻 、 1999年 1月 )の 特 集 号 （ 非 特 許 文 献 １ ３ ） と そ の 引 用
文 献 か ら 集 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 固 定 化 DNAア レ イ の ス キ ャ ン に は 、 蛍 光 ラ ベ ル プ ロ ー ブ が し ば し ば 使 用 さ れ る 。 特 異 的
プ ロ ー ブ の 5'-OHへ の Cy3と Cy5染 料 の 単 純 な 付 着 は 蛍 光 ラ ベ ル に 特 に 適 し て い る 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ の 蛍 光 の 検 出 は 例 え ば 、 共 焦 点 顕 微 鏡 を 用 い て 行 っ て よ い 。 多 く の
他 の も の 以 外 に 、 Cy3と Cy5染 料 が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 法 (MALDI-TOF)は 生 体 分 子 の 分 析 に 極 め
て 効 率 的 で あ る 。 (Karas M, Hillenkamp F. Laser desorption ionization of proteins 
with molecular masses exceeding 10,000 daltons. Anal Chem. 1988 Oct 15;60(20):22
99-301（ 非 特 許 文 献 １ ４ ） )。 検 体 は 光 吸 収 マ ト リ ッ ク ス に 包 埋 さ れ る 。 マ ト リ ッ ク ス は
短 い レ ー ザ パ ル ス に よ っ て 蒸 発 さ せ ら れ 、 断 片 化 し な い よ う に 、 検 体 分 子 が 気 相 に 輸 送 さ
れ る 。 検 体 は マ ト リ ッ ク ス 分 子 と の 衝 突 で イ オ ン 化 さ れ る 。 印 加 電 圧 は イ オ ン 類 を 無 場 飛
行 チ ュ ー ブ の 中 に 加 速 す る 。 そ れ ら の 異 な る 質 量 の た め 、 イ オ ン 類 は 異 な る 速 度 で 加 速 さ
れ る 。 よ り 小 さ い イ オ ン は 、 よ り 大 き い イ オ ン よ り 早 く 検 出 器 に 達 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 MALDI-TOF質 量 分 析 は ペ プ チ ド と タ ン パ ク 質 の 分 析 に 非 常 に 適 し て い る 。 核 酸 の 分 析 は
い く ら か 困 難 で あ る (Gut I G, Beck S. DNA and Matrix Assisted Laser Desorption Ion
ization Mass Spectrometry. Current Innovations and Future Trends. 1995, 1; 147-5
7（ 非 特 許 文 献 １ ５ ） )。 核 酸 へ の 感 度 は ペ プ チ ド 類 よ り 約 100倍 悪 く 、 断 片 サ イ ズ が 増 加
す る の に 比 例 し て 低 下 す る 。 多 重 に 負 に 荷 電 し た 骨 格 を 有 す る 核 酸 に 関 し て は 、 マ ト リ ッ
ク ス に よ る イ オ ン 化 過 程 は あ ま り 効 率 的 で は な い 。 MALDI-TOF質 量 分 析 で は 、 マ ト リ ッ ク
ス の 選 択 が 極 め て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 ペ プ チ ド 類 の 脱 着 に 関 し て は 、 非 常 に よ い 結 晶 化
を 起 こ す い く つ か の 非 常 に 効 率 的 な マ ト リ ッ ク ス が 見 出 さ れ た 。 現 在 、 DNAの た め の 高 感
度 な マ ト リ ッ ク ス が い く つ か あ る が 、 感 度 は 低 下 し て い な い 。 感 度 の 差 は 、 ペ プ チ ド と 同
様 に な る よ う に 化 学 的 に DNAを 修 飾 す る こ と に よ っ て 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 簡 単 な ア
ル キ ル 化 化 学 を 使 用 す る こ と で 、 骨 格 の 普 通 の り ん 酸 エ ス テ ル 類 が チ オ り ん 酸 エ ス テ ル で
置 換 さ れ る チ オ り ん 酸 塩 核 酸 を 中 性 電 荷 の DNAに 変 換 す る こ と が で き る (Gut IG, Beck S. 
A procedure for selective DNA alkylation and detection by mass spectrometry. Nuc
leic Acids Res. 1995 Apr 25;23(8):1367-73（ 非 特 許 文 献 １ ６ ） )。 こ の 修 飾 化 DNAへ の
電 荷 タ グ の 結 合 は 、 ペ プ チ ド 類 に 関 し て 見 出 さ れ る の と 同 じ レ ベ ル へ 感 度 増 加 を も た ら す
。 電 荷 標 識 付 け の さ ら な る 利 点 は 、 修 飾 さ れ て い な い 基 質 の 検 出 を さ ら に 困 難 に す る 不 純
物 に 対 す る 分 析 の 安 定 性 を 増 加 さ せ る こ と で あ る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 遺 伝 子 DNAは 、 細 胞 、 組 織 ま た は 他 の 測 定 用 試 料 の DNAか ら 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 得 ら れ
る 。 こ の 標 準 的 な 方 法 は 、 Sambrook, Fritsch and Maniatis eds., Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, 1989（ 非 特 許 文 献 １ ７ ） の よ う な 文 献 で 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
【 特 許 文 献 １ 】
WO 95/00669
【 特 許 文 献 ２ 】
WO 99/28498
【 特 許 文 献 ３ 】
WO 97/46705
【 特 許 文 献 ４ 】
WO 95/15373
【 非 特 許 文 献 １ 】
Borsani G, et al., EYA4, a novel vertebrate gene related to Drosophila eyes abse
nt. Hum Mol Genet 1999 Jan;8(1):11-23
【 非 特 許 文 献 ２ 】
Wayne S, Robertson NG, DeClau F, Chen N, Verhoeven K, Prasad S, Tranebjarg L, Mo
rton CC, Ryan AF, Van Camp G, Smith RJ: Mutations in the transcriptional activat
or EYA4 cause late-onset deafness at the DFNA10 locus. Hum Mol Genet 2001 Feb 1;
10(3):195-200
【 非 特 許 文 献 ３ 】
Olek A, Oswald J, Walter J. A modified and improved method for bisulphite based 
cytosine methylation analysis. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 15;24(24):5064-6)
【 非 特 許 文 献 ４ 】
Rein, T., DePamphilis, M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 1998, 26, 2255
【 非 特 許 文 献 ５ 】
Zeschnigk M, Lich C, Buiting K, Doerfler W, Horsthemke B. A single-tube PCR test
 for the diagnosis of Angelman and Prader-Willi syndrome based on allelic methyl
ation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum Genet. 1997 Mar-Apr;5(2):94-8
【 非 特 許 文 献 ６ 】
Olek A, Walter J. The pre-implantation ontogeny of the H19 methylation imprint. 
Nat Genet. 1997 Nov;17(3):275-6)
【 非 特 許 文 献 ７ 】
Gonzalgo ML, Jones PA. Rapid quantitation of methylation differences at specific
 sites using methylation-sensitive single nucleotide primer extension (Ms-SNuPE)
. Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2529-31,
【 非 特 許 文 献 ８ 】
Xiong Z, Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative DNA methylation assay. Nu
cleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2532-4
【 非 特 許 文 献 ９ 】
Grigg G, Clark S. Sequencing 5-methylcytosine residues in genomic DNA. Bioessays
. 1994 Jun;16(6):431-6, 431
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】
Zeschnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B, Doerfler W. Imprint
ed segments in the human genome: different DNA methylation patterns in the Prade
r-Willi/Angelman syndrome region as determined by the genomic sequencing method.
 Hum Mol Genet. 1997 Mar;6(3):387-95
【 非 特 許 文 献 １ １ 】
Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter J, Reik W. Methylation analysis on individua
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l chromosomes: improved protocol for bisulphite genomic sequencing. Nucleic Acid
s Res. 1994 Feb 25;22(4):695-6
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】
Martin V, Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R. Genomic sequencing indicates
 a correlation between DNA hypomethylation in the 5' region of the pS2 gene and 
its expression in human breast cancer cell lines. Gene. 1995 May 19;157(1-2):261
-4
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】
1999年 1月 に 発 行 さ れ た Nature Genetics (Nature Genetics補 足 、 21巻 、 1999年 1月 )の 特
集 号
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】
Karas M, Hillenkamp F. Laser desorption ionization of proteins with molecular ma
sses exceeding 10,000 daltons. Anal Chem. 1988 Oct 15;60(20):2299-301
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】
Gut I G, Beck S. DNA and Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Mass Spectr
ometry.Current Innovations and Future Trends. 1995, 1; 147-57
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】
Gut IG, Beck S. A procedure for selective DNA alkylation and detection by mass s
pectrometry. Nucleic Acids Res. 1995 Apr 25;23(8):1367-73
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】
Sambrook, Fritsch and Maniatis eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 198
9
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ 説 明 ）
　 本 発 明 は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 検 出 の た め の 新 規 な 方 法 を 開 示 し て い る 。 本 発 明 は 、 結 腸
細 胞 増 殖 性 疾 患 の マ ー カ ー と し て の 遺 伝 子 EYA4お よ び そ の プ ロ モ ー タ ー お よ び 調 節 エ レ メ
ン ト を 開 示 し て い る 。 さ ら に 詳 し く は 、 開 示 さ れ て い る 事 項 は 、 種 々 の ク ラ ス の 結 腸 細 胞
増 殖 性 疾 患 を 見 分 け 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 他 の 組 織 か ら 発 生 す る 細 胞 増 殖 性 疾 患 と 区 別
し 、 当 該 遺 伝 子 が 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 検 出 に 適 用 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 発 明 の １ つ の 局 面 で は 開 示 さ れ た 事 柄 は 前 述 の 遺 伝 子 の 中 で メ チ ル 化 の 分 析 に 有 用 な 新
し い 核 酸 配 列 を 提 供 し 、 他 の 局 面 で は 遺 伝 子 と 遺 伝 子 産 物 の 新 し い 用 途 、 結 腸 細 胞 増 殖 性
疾 患 を 検 出 、 差 別 化 、 識 別 す る た め の 方 法 、 分 析 評 価 、 お よ び キ ッ ト 、 そ の 治 療 法 、 診 断
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 こ の 方 法 は 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 分 化 、 検 出 、 お よ び 区 別 の た め
の マ ー カ ー と し て の 遺 伝 子 EYA4の 使 用 を 開 示 し て い る 。 遺 伝 子 の 前 述 の 使 用 は 遺 伝 子 の 発
現 の 分 析 に よ っ て 、 mRNA発 現 分 析 か 蛋 白 質 発 現 分 析 に よ っ て 可 能 に な る で あ ろ う 。 し か し
な が ら 、 発 明 の 最 も 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 検 出 、 差 別 化 、 お よ び
区 別 は 遺 伝 子 EYA4お よ び そ の プ ロ モ ー タ ー ま た は 調 節 エ レ メ ン ト の メ チ ル 化 状 態 の 分 析 に
よ っ て 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 大 腸 癌 検 出 シ ス テ ム で EYA4を コ ー ド す る mRNAの 存 在 を 検 出 す る た め に 、 試 料 を 患 者 か ら
入 手 す る 。 試 料 は 、 組 織 生 検 試 料 か 血 液 、 血 漿 、 血 清 ま た は 同 様 の 試 料 で よ い 。 試 料 は 、
そ れ に 含 ま れ る 核 酸 を 抽 出 す る た め に 処 理 し て よ い 。 試 料 由 来 の 核 酸 は ゲ ル 電 気 泳 動 か 他
の 分 離 技 術 に か け ら れ る 。 検 出 に は 、 プ ロ ー ブ と な る DNA配 列 と 試 料 の 核 酸 、 特 に mRNAと
を 接 触 さ せ ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 を 形 成 す る こ と が 含 ま れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 厳
密 さ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 洗 浄 手 順 の 間 の 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 、 時 間 と ホ ル ム ア
ミ ド の 濃 度 な ど の 多 く の 因 子 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 こ れ ら の 因 子 は 、 例 え ば 、 Sambrook他
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に 概 説 さ れ て い る (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed., 1989)。 得 ら れ る
二 本 鎖 の 検 出 は 通 常 、 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 行 う 。 あ る い は 、 プ ロ ー ブ は ラ ベ ル さ れ て い
な い か も し れ な い が 、 し か し 、 直 接 ま た は 間 接 的 に ラ ベ ル さ れ る リ ガ ン ド と の 特 異 的 な 結
合 に よ っ て 検 出 可 能 で あ ろ う 。 標 識 化 プ ロ ー ブ と リ ガ ン ド の た め の 適 当 な ラ ベ ル と 方 法 は
、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 既 知 の 方 法 (例 え ば 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン か キ ナ ー ゼ 処 理 )
が 含 ま れ て も よ い 、 例 え ば 、 放 射 性 の ラ ベ ル 、 ビ オ チ ン 、 蛍 光 基 、 化 学 発 光 基 (例 え ば 、
ジ オ キ セ タ ン 類 、 特 に 誘 起 さ れ た ジ オ キ セ タ ン 類 )、 酵 素 、 抗 体 、 お よ び 同 様 の も の を 含
ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 EYA4を コ ー ド す る mRNAの 試 料 中 で の 検 出 感 度 を 増 加 さ せ る た め に は 、 EYA4を コ ー ド す る
mRNAか ら 転 写 さ れ る cDNAを 増 幅 す る の に 逆 転 写 /重 合 連 鎖 反 応 の テ ク ニ ッ ク を 使 用 す る こ
と が で き る 。 逆 転 写 /ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 方 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る (例 え ば 、
上 記 Watson and Flemingを 参 照 )。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 逆 転 写 /PCR法 は 、 以 下 の よ う に 実 施 す る こ と が で き る 。 細 胞 内 総 RNAは 、 例 え ば 、 標 準
の グ ア ニ ジ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 法 に よ っ て 単 離 さ れ 、 そ し て 、 全 RNAは 逆 転 写 さ れ る
。 逆 転 写 法 に は 、 逆 転 写 酵 素 と 3'末 端 プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 RNAの テ ン プ レ ー ト 上 で の DNA
合 成 が 含 ま れ る 。 通 常 、 プ ラ イ マ ー は オ リ ゴ (dT)配 列 を 含 む 。 こ の よ う に し て 作 り 出 さ れ
る cDNAは 、 PCR法 と EYA4特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 さ れ る (Belyavsky et al, Nucl Ac
id Res 17:2919-2932, 1989; Krug and Berger, Methods in Enzymology, Academic Pres
s,N.Y., Vol.152, pp. 316-325, 1987、 引 用 文 献 に 含 ま れ る )。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 試 料 を 検 査 す る こ と に よ り 、 大 腸 癌 疾 病 状 態 を 検 出 す る 際 に 使 用 す る た
め の キ ッ ト と し て 、 い く つ か の 実 施 形 態 で 記 述 さ れ う る 。 代 表 的 な キ ッ ト は 、 上 述 の 選 択
的 に EYA4 mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ つ 以 上 の 核 酸 セ グ メ ン ト と １ つ 以 上 の 核 酸 セ グ メ
ン ト の そ れ ぞ れ の た め の 容 器 を 含 ん で よ い 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 単 一 の
チ ュ ー ブ の 中 に 結 合 さ れ て よ い 。 ま た 、 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 目 標 mR
NAを 増 幅 す る た め の １ 組 の プ ラ イ マ ー を 含 ん で よ い 。 ま た 、 そ の よ う な キ ッ ト は ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 増 幅 ま た は 検 出 反 応 の た め の ど ん な 緩 衝 剤 、 溶 液 、 溶 媒 、 酵 素 、 ヌ ク レ
オ チ ド 、 ま た は 他 の 成 分 も 含 ん で よ い 。 好 ま し い キ ッ ト 成 分 は 、 逆 転 写 PCR、 in situハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 お よ び /又 は RPAの た め の 試 薬 を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 患 者 か ら 入 手 さ れ る 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド 、 EYA4の 存 在 を 検 出 す る 方
法 を 提 供 す る 。 蛋 白 質 を 検 出 す る た め に 当 分 野 で 知 ら れ て い る ど ん な 方 法 も 使 用 す る こ と
が で き る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 免 疫 拡 散 法 、 免 疫 電 気 泳 動 、 免 疫 化 学 的 方 法 、 バ イ ン ダ
ー リ ガ ン ド 分 析 評 価 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 凝 集 、 お よ び 補 体 分 析 評 価 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら
に は 限 定 さ れ な い (例 え ば 、 Basic and Clinical Immunology, Sites and Terr, eds., Ap
pleton & Lange, Norwalk, Conn. pp 217-262, 1991を 参 照 、 引 用 文 献 に 含 ま れ る )。 好 ま
し い の は 、 EYA4の エ ピ ト ー プ （ 類 ） と 抗 体 類 を 反 応 さ せ て 、 標 識 EYA4タ ン パ ク 質 か そ の 派
生 物 と 拮 抗 的 に 置 き 換 わ る も の を 含 む バ イ ン ダ ー リ ガ ン ド 免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に は 、 EYA4の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗
体 類 の 使 用 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 抗 体 類 は 、 患 者 の 大 腸 疾 病 マ ー カ ー 発 現 レ ベ ル を 正 常
な 個 人 に お け る 同 じ マ ー カ ー の 発 現 と 比 べ る こ と に よ っ て 疾 病 状 態 を 検 出 す る 際 に 診 断 と
予 後 適 用 に 役 立 ち う る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 抗 原 と し て EYA4ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て モ ノ ク
ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 類
は 、 今 度 は 、 ヒ ト の 病 気 の 状 態 の た め の マ ー カ ー と し て 発 現 蛋 白 質 を 検 出 す る の に 使 用 さ
れ う る 。 患 者 の 末 梢 血 か 前 立 腺 組 織 試 料 中 に 存 在 す る そ の よ う な 蛋 白 質 類 の レ ベ ル は 、 従
来 の 方 法 に よ っ て 定 量 し て よ い 。 抗 体 蛋 白 質 結 合 は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 蛍 光 の 、 ま た
は 、 放 射 性 の リ ガ ン ド で の 標 識 化 な ど の さ ま ざ ま な 手 段 に よ っ て 、 検 出 さ れ 、 定 量 さ れ て
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よ い 。 発 明 は さ ら に 上 記 の 手 順 を 実 行 す る た め の キ ッ ト を 含 み 、 そ の よ う な キ ッ ト に は 、
EYA4ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 類 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 多 数 の 拮 抗 的 、 非 拮 抗 的 タ ン パ ク 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
そ の よ う な 分 析 評 価 で 使 わ れ る 抗 体 類 は 、 例 え ば 凝 集 試 験 で 使 用 さ れ る よ う に ラ ベ ル さ れ
な く て も よ い し 、 さ ま ざ ま な 分 析 法 で の 使 用 の た め に ラ ベ ル さ れ て も よ い 。 使 用 可 能 な ラ
ベ ル に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 蛍 光 剤 、 酵 素 基 質 、 コ フ ァ ク タ 、 酵 素 阻 害 剤
、 粒 子 、 染 料 、 放 射 標 識 免 疫 検 定 法 (RIA)、 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 酵 素 結
合 イ ム ノ ソ ー ベ ン ト ア ッ セ イ (ELISA)、 蛍 光 免 疫 法 に お け る 使 用 の た め の 同 様 の も の が 含
ま れ る 。 EYA4ま た は そ の エ ピ ト ー プ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 多 く の 方 法 の ど れ か に よ っ て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ で 使 用 す る た め に
作 る こ と が で き る 。 あ る 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 調 製 す る た め の １ つ の 方 法 は 、 そ の 蛋 白 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 選 択 し て 調 製 し 、 適 当 な 動 物 、 通 常 、 ウ サ ギ ま た は マ
ウ ス に そ れ を 注 射 す る こ と で あ る (Milstein and Kohler Nature 256:495-497, 1975; Gul
fre and Milstein, Methods in Enzymology: Immunochemical Techniques 73:1-46, Lang
one and Banatis eds., Academic Press, 1981、 引 用 文 献 に 含 ま れ て い る )。 EYA4ま た は
そ の エ ピ ト ー プ の 調 製 の た め の 方 法 に は 、 化 学 合 成 、 組 換 え DNA技 術 、 生 物 試 料 か ら の 単
離 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 体 液 試 料 か ら 大 腸 癌 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ る マ ー カ ー が 現 在 な い の で 、 本 発 明 は か な
り の 改 善 を 到 達 技 術 水 準 の 上 に 提 供 す る 。 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 し 診 断 す る の に 使 用
さ れ る 現 在 の 方 法 に は 、 大 腸 鏡 検 査 、 S字 鏡 検 査 、 お よ び 便 潜 血 大 腸 癌 検 査 が あ る 。 こ れ
ら の 方 法 と 比 べ て 、 開 示 さ れ た 発 明 は 、 大 腸 鏡 検 査 よ り は る か に 低 侵 略 的 で 、 S字 鏡 検 査
お よ び FOBTと 少 な く と も 同 程 度 に 高 感 度 で あ る 。 文 献 に お け る 、 こ れ ら の マ ー カ ー の こ れ
ま で の 記 述 と 比 べ て 、 本 発 明 は 高 感 度 分 析 技 術 を 使 用 す る 有 利 な 組 み 合 わ せ の た め 感 度 と
特 異 性 に 関 し て 重 要 な 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 配 列 番 号 １ と そ れ に 相 補 的 な 配 列 に よ る ゲ ノ ム 配 列 内 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化
状 態 の 分 析 で 本 発 明 の 目 的 を 達 成 す る こ と が で き る 。 配 列 番 号 １ は 、 遺 伝 子 EYA4及 び そ の
プ ロ モ ー タ ー お よ び 調 節 エ レ メ ン ト を 開 示 し 、 前 述 の 断 片 に は 疾 病 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー
ン を 示 す CpGジ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 遺 伝 子 EYA4、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 調 節 エ
レ メ ン ト の メ チ ル 化 パ タ ー ン は こ れ ま で 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 に 関 し て は 分 析 さ れ て い な い 。
遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め 、 配 列 番 号 １ で 特 定 さ れ る 配 列 は 、 EYA4に よ っ て コ ー ド さ れ る も の
の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 上 流 の す べ て
の 実 質 的 に 同 様 の 、 お よ び 同 等 な 配 列 を 含 む と 解 釈 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 発 明 の 目 的 は 配 列 番 号 ２ ～ ５ の １ つ に よ る 少 な く と も 18
塩 基 の 長 さ の 配 列 を 含 む 核 酸 と そ れ に 相 補 的 な 配 列 の 分 析 で 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ～ ５ は 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 の 改 変 体 を 提 供 し 、 こ こ で 前 述 の 配 列 の 変 換 は 独
特 で あ り 以 下 の 配 列 番 号 １ と は 異 な っ た 配 列 を 持 つ 核 酸 の 合 成 を も た ら す （ 下 の 表 １ も 参
照 ） ： 配 列 番 号 １ 、 EYA4遺 伝 子 の セ ン ス DNA鎖 、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 調 節 エ レ メ ン
ト ;配 列 番 号 ２ 、 変 換 さ れ た 配 列 番 号 １ 、 こ こ で 「 C」 ま た は 「 T」 、 し か し 「 cp.」 は 「 cp
.」 の ま ま （ す な わ ち 、 配 列 番 号 １ に 関 し て cpジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て の 「 C」 残 基 が
メ チ ル 化 さ れ 、 従 っ て 変 換 さ れ な い 場 合 に 対 応 す る ） ; 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 １ の 相 補 鎖
、 こ こ で は 「 C」 か ら 「 T」 し か し 「 cp.」 は 「 cp.」 の ま ま （ す な わ ち 、 配 列 番 号 １ の 相 補
鎖 (ア ン チ セ ン ス 鎖 )に 関 し て cpジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て の 「 C」 残 基 が メ チ ル 化 さ れ
、 従 っ て 変 換 さ れ な い 場 合 に 対 応 す る ） ； 配 列 番 号 ４ 、 変 換 さ れ た 配 列 番 号 １ 、 こ こ で 「
cp.」 ジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 残 基 を 含 む す べ て の 「 C」 残 基 で 「 C」 か ら 「 T」 （ す な わ ち 、
配 列 番 号 １ に 関 し て 、 cpジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て の 「 C」 残 基 が メ チ ル 化 さ れ て い な
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い 場 合 に 対 応 す る ） ； 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 １ の 相 補 鎖 、 こ こ で 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 残 基 を 含 む す べ て の 「 C」 残 基 に つ い て 「 C」 か ら 「 T」 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 １ の 相
補 鎖 (ア ン チ セ ン ス 鎖 )に つ い て CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て の 「 C」 残 基 が メ チ ル 化 さ
れ て い な い 場 合 に 対 応 す る ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 配 列 番 号 １ ～ ５ の 核 酸 配 列 お よ び 分 子 は 、 こ れ ま で ほ と ん ど 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 確
認 法 と は 関 係 も 関 連 も な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 配 列 番 号 ２ ～ ５ に よ る 前 処 理 DNA中 の シ ト シ ン の メ チ ル 化 状 態 を 検 出
す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー を 開 示 す る 。 前 述 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は オ リ ゴ マ ー は 適 度 に 厳 し い か 又 は 厳 し い 条 件 (本 明 細 書 に お い て 上 で 定 義 し た よ う
に )の も と で 配 列 番 号 ２ ～ ５ お よ び ／ ま た は 、 そ れ に 相 補 的 な 配 列 に よ り 、 前 処 理 し た 核
酸 配 列 へ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 適 度 に 厳 し い 、 お よ び /ま た は 、 厳 し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 下 で 配 列 番 号 ２ ～ ５ の 配 列 の 全 て ま た は 部 分 、 ま た は 、 そ れ の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)分 子 （ PNA-オ リ
ゴ マ ー ） ） を 含 む 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 部 分 の 長 さ は 、 通 常 少
な く と も 9、 15、 20、 25、 30ま た は 35ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 し か し な が ら 、 よ り 長 い 分 子
は 、 発 明 上 の 有 用 性 を 有 し 、 本 発 明 の 範 囲 の 中 に あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 部 分 は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ の 配 列
、 ま た は そ の 一 部 、 ま た は そ の 相 補 体 と 少 な く と も 95%、 ま た は 少 な く と も 98%、 ま た は 10
0%同 じ で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の タ イ プ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 核 酸 は 、 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー (例
え ば 、 PCRプ ラ イ マ ー )か 診 断 的 お よ び /ま た は 予 後 徴 候 的 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と し て
使 用 す る こ と が で き る 。 核 酸 試 料 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 厳 し い 条 件 下 で 実 行 し 、 プ ロ ー ブ は 標 的 配 列 と 100%同 じ で あ る の が 好 ま し い 。 核 酸
の 二 本 鎖 、 ま た は 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は 融 点 か Tmと し て 表 さ れ 、 そ れ は 、 プ ロ ー ブ が
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目 標 の DNAか ら 解 離 す る 温 度 で あ る 。 こ の 融 点 は 、 必 要 な 厳 し さ の 条 件 を 定 義 す る の に 使
用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 同 じ で あ る と い う よ り も む し ろ 配 列 番 号 １ (EYA41対 立 遺 伝 子 変 異 型 や SNPsな ど の )の 対
応 す る 配 列 と 関 連 し て い て 実 質 的 に 同 じ で あ る 標 的 配 列 に お い て 、 相 同 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン だ け が 特 定 の 塩 濃 度 (例 え ば 、 SSCか SSPE)で 起 こ る 最 低 温 度 を 最 初 に 確 立 す る こ
と が 有 用 で あ る 。 次 に 、 Tmが 1℃ 下 が る の は ミ ス マ ッ チ 1%の 結 果 で あ る と 仮 定 し て 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お け る 、 最 終 的 な 洗 浄 温 度 を そ れ に 伴 っ て 下 げ る (例 え ば 、 プ
ロ ー ブ と 95%を 越 え る 同 一 性 を 持 っ て い る 配 列 を 探 す な ら 、 最 終 的 な 洗 浄 温 度 を 5℃ 下 げ る
)。 実 際 に は 、 1%の ミ ス マ ッ チ 当 た り の Tmの 変 化 は 0.5℃ と 1.5℃ の 間 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 例 え ば 配 列 番 号 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 示 す よ う に 、 長 さ X(ヌ ク レ オ チ ド で )の 発
明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 例 は 長 さ Xの 連 続 し て 重 な っ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 組 に 対 応 す る も の を 含 ん で お り 、 そ れ ぞ れ 連 続 し て 重 な る 組 (与 え ら れ た X値 に 対 応 す る
)の 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 か ら Zオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 有 限 集 合 で あ
る と 定 義 さ れ る ：
　 　 nか ら (n + (X-1));
　 　 こ こ で n=1, 2, 3,… (Y-(X-1));
　 　 こ こ で Yは 配 列 番 号 １ の 長 さ (ヌ ク レ オ チ ド 又 は 塩 基 対 )に 等 し い ;
　 　 こ こ で Xは そ の 組 (例 え ば 、 連 続 し て 重 な る 20量 体 の １ 組 で は X=20)に お け る 、 そ れ ぞ
れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 共 通 の 長 さ (ヌ ク レ オ チ ド に お け る )に 等 し い ;
そ し て 、 こ こ で 長 さ Yの 与 え ら れ た 配 列 番 号 に 関 す る 長 さ Xの 連 続 し て 重 な る オ リ ゴ マ ー の
数 (Z)は Y-(X-1)に 等 し い 。 例 え ば 、 配 列 番 号 １ の セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス の 組 の ど ち ら か
に 関 し て は Z=2,785-19=2,766。 こ こ で X=20。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 そ の 組 を 少 な く と も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る そ れ ら の オ リ ゴ
マ ー に 制 限 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ (セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス )の そ れ ぞ れ に 関 し て 多 重 の 連 続 し
て 重 な る 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 長 さ Xの 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ こ で 例
え ば X= 9, 10, 17, 20, 22, 23, 25, 27, 30又 は  35 ヌ ク レ オ チ ド 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ マ ー は 、 配 列 番 号 １ に 対 応 す る ゲ ノ ム 配 列
の 遺 伝 的 及 び 後 生 的 な パ ラ メ ー タ を 確 か め る た め に 有 効 な 手 段 を 構 成 す る 。 そ の よ う な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 長 さ Xの 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 好 ま し い 組 は 、 配 列 番 号 １ ～ ５ (
お よ び そ れ ら の 相 補 体 )に 対 応 す る オ リ ゴ マ ー の 組 を 連 続 し て 重 ね 合 わ せ る も の で あ る 。
前 述 の オ リ ゴ マ ー は 少 な く と も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む の が 好 ま
し い 。 こ れ ら の 好 ま し い 組 に 含 ま れ て い る の は 、 配 列 番 号 １ １ ～ １ ５ に 対 応 す る 好 ま し い
オ リ ゴ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 特 に 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ マ ー は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド (
ま た は 対 応 す る 変 換 さ れ た TpG又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド の )配 列 の シ ト シ ン が オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 中 の 1/3の 中 に あ る も の で あ る ; す な わ ち 、 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 長 さ
が 13塩 基 で 、 CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド が 5'末 端 か ら 5～ 9番 目 の ヌ ク レ オ チ ド 内
に あ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 、 安 定 性 ま た は 検 出 を 高 め る た め に 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を １ つ 以 上 の 部 分 又 は 結 合 体 に 化 学 的 に リ ン ク さ せ る こ と
に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 部 分 又 は 結 合 体 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,51
4,758, 5,565,552, 5,567,810, 5,574,142, 5,585,481, 5,587,371, 5,597,696及 び 5,958
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,773号 に 開 示 さ れ て い る コ レ ス テ ロ ー ル 、 胆 汁 酸 、 チ オ エ ー テ ル 、 脂 肪 鎖 、 リ ン 脂 質 、 ポ
リ ア ミ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)、 パ ル ミ チ ル 部 分 な ど の 発 色 団 、 蛍 光 体 、 脂 質
を 含 む 。 ま た 、 プ ロ ー ブ は 特 に 好 ま し い 対 合 特 性 を 有 す る PNA(ペ プ チ ド 核 酸 )の 形 で 存 在
し て も よ い 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド 類 な ど の 他 の 追 加 さ れ た 基 を 含 ん
で も よ く 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 引 き 起 こ さ れ る 分 裂 剤 (Krol et al., BioTechnique
s 6:958-976, 1988)や イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 を 含 ん で も よ い (Zon, Pharm. Res. 5:539-549,
 1988)。 こ の 末 端 ま で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 別 の 分 子 、 例 え ば 、 発 色 団 、 蛍 光 体 、 ペ プ
チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 引 き 起 こ さ れ る 架 橋 剤 、 輸 送 剤 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン で 引 き 起 こ さ れ る 分 裂 剤 な ど に 抱 合 さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ま た 、 少 な く と も １ つ の 当 分 野 で 既 知 の 修 飾 糖 お よ び /又 は 塩
基 を 含 ん で も よ く 、 ま た は 修 飾 骨 格 又 は 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 に よ る オ リ ゴ マ ー は 、 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 ２ ～ ５ に よ る 前 処
理 核 酸 及 び そ れ ら に 相 補 的 な 配 列 内 の 対 応 す る CG、 TG又 は CAジ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配
列 を 含 む ゲ ノ ム 配 列 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 の 分 析 の た め の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ
マ ー を 含 む 、 い わ ゆ る 「 組 」 で 通 常 使 用 さ れ る 。 当 該 遺 伝 子 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ 及 び 配 列 番
号 １ の 前 処 理 版 及 び ゲ ノ ム 版 の 両 方 に お け る 遺 伝 子 EYA4、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 調 節
エ レ メ ン ト 内 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ マ ー を 含 む 組
が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 経 済 的 、 又 は 、 他 の フ ァ ク タ ー の た め に 、 前 述 の 配 列 内 の Cp
Gジ ヌ ク レ オ チ ド の 限 ら れ た 選 択 を 分 析 す る の が 好 ま し い か も し れ な い と 予 想 さ れ て お り
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 の 内 容 は そ れ な り に 変 更 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は
さ ら に 、 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム DNA(配 列 番 号 ２ ～ ５ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 )及 び ゲ ノ ム DNA
(配 列 番 号 １ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 )中 の シ ト シ ン メ チ ル 化 状 態 を 検 出 す る の に 使 用 す る
少 な く と も 3nの 組 (オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び /又 は PNA-オ リ ゴ マ ー )に 関 す る 。 こ れ ら の プ
ロ ー ブ は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 遺 伝 的 及 び 後 生 的 な パ ラ メ ー タ の 診 断 及 び /又 は 治 療 を 可 能
に す る 。 ま た 、 オ リ ゴ マ ー の 組 は 、 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム DNA(配 列 番 号 ２ ～ ５ 、 お よ び そ れ
ら に 相 補 的 な 配 列 )及 び ゲ ノ ム DNA(配 列 番 号 １ 、 お よ び そ れ に 相 補 的 な 配 列 )中 の 一 塩 基 変
異 多 型 (SNPs)を 検 出 す る の に 使 用 さ れ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 配 列 番 号 １ ～ ５ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 又 は 、 そ の 断 片 の う ち の １ つ
の DNA配 列 を 増 幅 す る た め の 、 い わ ゆ る 「 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と し て 使 用 す
る こ と が で き る 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 を 利 用 で き る よ う に す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 の 場 合 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 の 少 な く と
も １ つ 、 よ り 好 ま し く は 全 部 を 固 相 に 結 合 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び /又 は 、 本 発 明 に よ っ て 利 用 可 能 に さ
れ る PNA-オ リ ゴ マ ー (い わ ゆ る 「 ア レ イ 」 )の ア レ ン ジ メ ン ト が 、 同 様 に 固 相 に 結 合 さ れ る
よ う に 存 在 す る の が 好 ま し い 。 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド -及 び /又 は PNA-オ リ ゴ マ ー 配 列
の こ の ア レ イ は 、 そ れ が 固 相 に 長 方 形 の 又 は 六 角 形 の 格 子 の 形 で 配 置 さ れ る と い う 点 で 特
徴 付 け る こ と が で き る 。 固 相 の 表 面 は 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム
、 鉄 鋼 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 銀 、 ま た は 金 で 構 成 す る の が 好 ま し い 。 し か し 、 ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス 、 ペ レ ッ ト の 形 で 存 在 で き る ナ イ ロ ン な ど の プ ラ ス チ ッ ク 又 は 樹 脂 マ ト リ ッ ク ス を
使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 内 容 は 細 胞 増 殖 性 疾 患 に 関 す る 分 析 の た め の 担 体 材 料 に 固 定
さ れ る ア レ イ を 製 造 す る た め の 方 法 で あ り 、 そ の 方 法 で は 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の
オ リ ゴ マ ー を 固 相 と 結 合 さ せ る 。 そ の よ う な ア レ イ を 製 造 す る た め の 方 法 に は 、 例 え ば 、
固 体 相 化 学 と 光 官 能 性 保 護 基 に よ る 米 国 特 許 第 5,744,305号 が 知 ら れ て い る 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 内 容 は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 分 析 の た め の DNAチ ッ プ に 関 す る 。 DNAチ ッ
プ で は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,837,832号 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 検 出 、 分 別 及 び 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 識 別 す る た め に 役 に 立 つ 物 質 組
成 物 を 提 供 す る 。 当 該 組 成 物 は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ で 開 示 さ れ た 核 酸 配 列 の 断 片 の 長 さ が 18
塩 基 対 の 少 な く と も １ つ の 核 酸 か ら 成 り 、 以 下 の 群 か ら 選 ぶ １ つ 以 上 の 物 質 か ら 成 る ：
1～ 5 mM の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 100～ 500μ Mの dNTP、 0.5～ 5単 位 の taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 オ リ ゴ マ ー 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)オ リ ゴ マ
ー 、 こ こ で 当 該 オ リ ゴ マ ー は 、 各 場 合 で 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ の １ つ に よ り 前 処 理 さ れ た ゲ ノ
ム DNA及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 に 相 補 的 で あ る か 又 は 、 適 度 に 厳 し い 又 は 厳 し い 条 件 下 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 持 つ 少 な く と も １ つ の 塩 基 配 列 を
含 む 。 前 述 の 組 成 物 は 水 溶 液 中 で の 前 述 の 核 酸 の 安 定 化 に 適 切 で 前 述 の 溶 液 中 で の ポ リ メ
ラ ー ゼ ベ ー ス の 反 応 を 可 能 に す る 緩 衝 液 を 含 む の が 好 ま し い 。 適 当 な 緩 衝 剤 は 、 当 分 野 で
知 ら れ て お り 購 入 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 子 EYA4、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 調 節 エ レ メ ン ト の 遺 伝 的 及 び
/又 は 後 生 的 パ ラ メ ー タ を 確 か め る た め に 分 析 評 価 を 行 う た め の 方 法 を 提 供 す る 。 以 下 の
方 法 に 従 っ た 分 析 評 価 を 遺 伝 子 EYA4中 の メ チ ル 化 を 検 出 す る の に 使 用 す る の が 最 も 好 ま し
く 、 こ こ で 当 該 メ チ ル 化 さ れ た 核 酸 は 過 剰 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド DNAを 含 む 溶 液 中 に 存 在 し
、 当 該 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド DNAは 検 出 す る DNA濃 度 の 100～ 1000倍 存 在 す る 。 前 記 方 法 は 、 少
な く と も １ つ の 試 薬 又 は 試 薬 群 を 用 い 前 記 被 検 者 よ り 得 ら れ た 核 酸 試 料 へ の 接 触 を 含 み 、
こ こ で 当 該 試 薬 又 は 、 試 薬 群 は 目 標 核 酸 中 の メ チ ル 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド と 及 び 非
メ チ ル 化 さ れ た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 識 別 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 当 該 方 法 は 以 下 の 段 階 か ら 成 る の が 好 ま し い ： 第 １ 段 階 で は 、 分 析 す る 組 織 試 料 を 入 手
す る 。 起 源 は 適 当 な 起 源 で よ い が 、 組 織 学 ス ラ イ ド 、 生 検 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 、 体 液 、
血 漿 、 血 清 、 大 便 、 尿 、 血 液 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 成 る 群 か ら 試 料 源 を 選 ぶ の が
好 ま し い 。 起 源 は 、 生 検 、 体 液 、 尿 、 又 は 血 液 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 次 に 、 DNAを 試 料 か ら 単 離 す る 。 抽 出 は 、 洗 剤 の 使 用 、 音 波 処 理 、 ガ ラ ス ビ ー ズ と の 撹
拌 な ど 、 当 業 者 に は 標 準 的 な 手 段 で 行 っ て よ い 。 一 度 核 酸 を 抽 出 し た ら 、 ゲ ノ ム 二 本 鎖 DN
Aを 分 析 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 方 法 の 第 ２ 段 階 で は 、 ゲ ノ ム DNA試 料 は 、 5'位 置 で メ チ ル 化 さ れ て い な い シ ト シ ン
塩 基 が ウ ラ シ ル 、 チ ミ ン 、 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性 が シ ト シ ン と 異 な る 別 の 塩 基
に 変 換 さ れ る よ う に 処 理 さ れ る 。 こ れ は 、 本 明 細 書 で は 、 「 前 処 理 」 と 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ゲ ノ ム DNAの 上 記 の 処 理 は 、 亜 硫 酸 水 素 塩 (亜 硫 酸 水 素 、 ニ 亜 硫 酸 塩 (disulfite))及 び そ
の 後 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 核 酸 塩 基 の ウ ラ シ ル 又 は 塩 基 対 形 成 特 性 が シ ト シ ン と 異 な る 別
の 塩 基 へ の 変 換 が 起 こ る ア ル カ リ 加 水 分 解 に よ り 実 行 さ れ る の が 好 ま し い 。 分 析 す る DNA
を ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス に 封 入 し 、 そ れ に よ っ て 、 DNA(亜 硫 酸 水 素 塩 は 一 本 鎖 DNAと だ
け 反 応 す る )の 拡 散 と 復 元 を 防 ぎ 、 す べ て の 析 出 及 び 精 製 段 階 を 速 い 透 析 で 置 き 換 え る (Ol
ek A, et al., A modified and improved method for bisulfite based cytosine methyl
ation analysis, Nucleic Acids Res. 24:5064-6, 1996)。 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 は 、 ラ ジ カ
ル 補 足 剤 又 は DNA変 性 剤 存 在 下 で 行 う の が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 方 法 の 第 ３ 段 階 で は 、 前 処 理 さ れ た DNA断 片 を 増 幅 す る 。 DNA源 が 血 清 由 来 の フ リ ー
な DNA、 又 は パ ラ フ ィ ン か ら 抽 出 さ れ た DNAで あ れ ば 、 増 幅 断 片 の 大 き さ は 長 さ が 100～ 200
塩 基 対 で あ る こ と が 特 に 好 ま し く 、 当 該 DNA源 が 細 胞 起 源 (例 え ば 、 組 織 、 生 検 、 細 胞 系 )
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か ら 抽 出 さ れ る 場 合 に は 、 増 幅 断 片 の 大 き さ は 長 さ が 100～ 350塩 基 対 で あ る こ と が 好 ま し
い 。 当 該 増 幅 断 片 は 少 な く と も 少 な く と も ３ つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 少 な く と も １
つ の 20塩 基 対 の 配 列 を 含 む の が 特 に 好 ま し い 。 当 該 増 幅 は 、 本 発 明 に よ る プ ラ イ マ ー オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 、 及 び 好 ま し く は 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 行 う 。 同 時 に 全 く 同
じ 反 応 容 器 で い く つ か の DNA断 片 の 増 幅 を 行 う こ と が で き 、 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で
は 、 ６ 以 上 の 断 片 を 同 時 に 増 幅 す る の が 好 ま し い 。 通 常 、 増 幅 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
(PCR)を 用 い て 行 う 。 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 は 、 配 列 が 配 列 番 号 ２ ～ ５ の 塩
基 配 列 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 の 少 な く と も 18塩 基 対 長 さ の 断 片 と 逆 相 補 、 同 一 、 又 は 厳
し い 又 は 非 常 に 厳 し い 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ の 方 法 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ を 含 む 核 酸 配 列 中 の 予 め 選 択 し た CpG位
置 の メ チ ル 化 状 態 は メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 検 出 し て よ い
。 こ の 手 法 (MSP)は 、 Hermanへ の 米 国 特 許 第 6,265,171号 に 記 載 さ れ て い る 。 亜 硫 酸 水 素 塩
処 理 DNAの 増 幅 の た め の メ チ ル 化 状 態 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と に よ り 、 メ チ ル 化 核
酸 と 非 メ チ ル 化 核 酸 間 の 識 別 が 可 能 に な る 。 MSPプ ラ イ マ ー 対 は 、 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も １ つ の プ ラ イ マ ー を 含 む 。 従 っ て 、 当 該 プ
ラ イ マ ー の 配 列 は 、 少 な く と も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 非 メ チ
ル 化 DNAに 特 異 的 な MSPプ ラ イ マ ー は 、 CpG内 の C位 の 3'位 に Tを 含 む 。 従 っ て  、 好 ま し く は
、 当 該 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ に よ る 前 処 理 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 長 さ が 少 な く と も 18ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 必 要 が あ る 。
こ こ で 、 当 該 オ リ ゴ マ ー の 塩 基 配 列 は 、 少 な く と も １ つ の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 。 本 発 明 に よ る こ の 方 法 の 実 施 形 態 で は 、 MSPプ ラ イ マ ー が 2～ 4の CpG、 TpGま
た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が 特 に 好 ま し い 。 当 該 ジ ヌ ク レ オ チ ド が プ ラ イ マ ー の 3
'側 の 半 分 の 中 に あ る の が さ ら に 好 ま し い 。 例 え ば 、 こ こ で プ ラ イ マ ー は 長 さ が 18塩 基 で
あ り 、 特 定 の ジ ヌ ク レ オ チ ド が 分 子 の 3'端 か ら の 最 初 の 9塩 基 の 中 に あ る 。 CpG、 TpGま た
は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え て 、 当 該 プ ラ イ マ ー は 、 さ ら に 数 個 の 亜 硫 酸 水 素 塩 変 換 塩 基
を 含 む こ と (す な わ ち 、 シ ト シ ン が チ ミ ン に 変 え ら れ 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 鎖 上 で
、 グ ア ニ ン は ア デ ノ シ ン に 変 え ら れ る )が さ ら に 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 で は
、 当 該 プ ラ イ マ ー は 、 シ ト シ ン 又 は グ ア ニ ン 塩 基 が 2を 越 え な い よ う に 設 計 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ６ ～ １ ０ か ら な る 群 か ら 選 ん
で よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 増 幅 に よ っ て 得 ら れ る 断 片 は 、 直 接 又 は 間 接 的 に 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 保 有 で き る 。 好 ま
し い の は 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 放 射 性 核 種 、 ま た は 質 量 分 析 計 で 検 出 可 能 な 典 型 的 な 質 量 を 有 す
る 脱 着 可 能 な 分 子 断 片 の 形 で の ラ ベ ル で あ る 。 当 該 ラ ベ ル が 質 量 ラ ベ ル で あ る 場 合 に は 、
ラ ベ ル さ れ た 増 幅 物 は 単 一 の 正 又 は 負 の 実 効 電 荷 を 有 し 、 質 量 分 析 計 で 、 よ り 良 く 検 出 で
き る こ と が 好 ま し い 。 検 出 は 、 例 え ば マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 (
MALDI)に よ っ て 、 又 は 電 子 ス プ レ ー 質 量 分 析 法 (ESI)を 用 い る こ と に よ り 実 行 さ れ 可 視 化
さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 (MALDI-TOF)は 、 生 体 分 子 の 分 析 の た
め の 極 め て 効 率 的 な 開 発 産 物 で あ る (Karas & Hillenkamp, Anal Chem., 60:2299-301, 19
88)。 検 体 は 光 吸 収 マ ト リ ッ ク ス に 埋 め 込 ま れ る 。 マ ト リ ッ ク ス は 短 い レ ー ザ パ ル ス に よ
っ て 蒸 発 さ せ ら れ 、 そ の 結 果 、 断 片 化 し な い よ う に 検 体 分 子 を 気 相 に 輸 送 す る 。 検 体 は マ
ト リ ッ ク ス 分 子 と の 衝 突 で イ オ ン 化 さ れ る 。 印 加 電 圧 は 、 イ オ ン 類 を 無 場 飛 行 管 の 中 に 加
速 す る 。 そ れ ら の 異 な る 質 量 の た め 、 イ オ ン 類 は 異 な る 速 度 で 加 速 さ れ る 。 小 さ い イ オ ン
類 は 、 大 き い オ ン 類 よ り 早 く 検 出 器 に 到 達 す る 。 MALDI-TOFス ペ ク ト ロ メ ト リ ー は 、 ペ プ
チ ド と タ ン パ ク 質 の 分 析 に 適 し て い る 。 核 酸 の 分 析 は い く ら か 難 し い (Gut & Beck, Curre
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nt Innovations and Future Trends, 1:147-57, 1995)。 核 酸 分 析 に 関 す る 感 度 は 、 ペ プ
チ ド 類 よ り 約 100倍 低 く 、 断 片 サ イ ズ が 増 加 す る の に 反 比 例 し て 低 下 す る 。 さ ら に 、 負 に
多 荷 電 し た 骨 格 を 有 す る 核 酸 に 関 し て は 、 マ ト リ ッ ク ス に よ る イ オ ン 化 過 程 は あ ま り 効 率
的 で は な い 。 MALDI-TOFス ペ ク ト ロ メ ト リ ー で は 、 マ ト リ ッ ク ス の 選 択 が 極 め て 重 要 な 役
割 を 演 じ る 。 ペ プ チ ド 類 の 脱 着 に 関 し て は 、 非 常 に よ い 結 晶 化 を 起 こ す 、 い く つ か の 非 常
に 効 果 的 な マ ト リ ッ ク ス が 発 見 さ れ た 。 現 在 、 DNAの た め の い く つ か の 敏 感 な マ ト リ ッ ク
ス が あ る が 、 ペ プ チ ド と 核 酸 の 間 の 感 度 の 差 は 縮 ま っ て い な い 。 し か し 、 感 度 の こ の 差 は
、 ペ プ チ ド に よ り 似 る よ う に DNAを 化 学 修 飾 す る こ と で 縮 め る こ と が で き る 。 例 え ば 、 骨
格 の 通 常 の り ん 酸 エ ス テ ル 類 を チ オ り ん 酸 エ ス テ ル で 置 換 し た チ オ り ん 酸 塩 核 酸 は 、 簡 単
な ア ル キ ル 化 化 学 を 使 用 し て 電 荷 が 中 性 の DNAに 変 換 で き る (Gut & Beck, Nucleic Acids 
Res. 23: 1367-73, 1995)。 こ の 修 飾 DNAへ の 電 荷 タ グ の 結 合 は 、 MALDI-TOF感 度 を ペ プ チ
ド 類 に 関 し て 見 つ け ら れ た 感 度 と 同 じ レ ベ ル ま で 高 め る 。 電 荷 タ グ 付 け の さ ら な る 利 点 は
、 未 修 飾 の 基 質 の 検 出 を 相 当 困 難 に す る 不 純 物 に 対 す る 分 析 の 安 定 性 を 高 め る こ と で あ る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １
つ の 種 の 存 在 下 で 段 階 ３ の 増 幅 を 実 行 す る 。 そ の よ う な ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
使 用 は 、 Yu et al., BioTechniques 23:714-720, 1997に 説 明 さ れ て い る 。 ブ ロ ッ キ ン グ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す れ ば 、 核 酸 の 亜 集 団 の 増 幅 の 特 異 性 を 改 良 で き る 。 核 酸 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ は 、 当 該 核 酸 の ポ リ メ ラ ー ゼ 介 在 増 幅 を 抑 制 又 は
阻 止 す る 。 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ る 。 こ の 方 法 の さ ら な る 実 施 形 態 で
は 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は メ チ ル 化 さ れ た 核 酸 と 対 照 的 に 非 メ チ ル 化 核 酸 の 増 幅 を 阻
止 す る か 又 は 抑 制 す る よ う に 、 又 は 逆 に 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 PCRプ ラ イ マ ー と 同 時 に 亜 硫 酸 水 素 塩 処
理 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 核 酸 の PCR増 幅 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ に 相 補 的 な 配
列 が 存 在 す る と こ ろ で 核 酸 の 増 幅 が 抑 圧 さ れ る よ う に ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ の 5'位 置 で 終
了 さ れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 メ チ ル 化 状 態 に 特 定 で あ る よ う に 、 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 核 酸 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て よ い 。 例 え ば 、 非 メ チ ル 化 核 酸 の 集 団 の 中 で の メ チ ル 化
核 酸 の 検 出 に お い て は 、 問 題 の 位 置 で 非 メ チ ル 化 さ れ て い る 核 酸 の 増 幅 の 抑 制 は 'CpG'と
対 照 的 に 問 題 の 位 置 で 'TpG'を 含 む ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ の 使 用 に よ っ て 実 行 さ れ る で あ
ろ う 。 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 当 該 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、
配 列 番 号 ２ ～ ５ か ら 成 り 、 好 ま し く は １ 以 上 の CpG、 TpGま た は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド か ら な
る 群 か ら 選 択 し た 、 長 さ が 少 な く と も 18塩 基 対 の 配 列 に 相 補 的 で あ る 又 は そ れ と 同 一 で あ
る べ き で あ る 。 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 、 配 列
番 号 １ ５ 及 び １ ６ 並 び に そ れ に 相 補 的 な 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ぶ 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る PCR法 に 関 し て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 介 在 増 幅 の 効
率 的 な 中 断 に は 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 伸 長 さ れ な い こ
と が 必 要 で あ る 。 3'-デ オ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 3'位 が フ リ ー の 水 酸 基 以 外 で 置 換
さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ブ ロ ッ カ ー を 用 い て こ れ を 達 成 す る の が 好 ま し い 。 例 え
ば 、 3'-O-ア セ チ ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 は 、 好 ま し い 種 類 の ブ ロ ッ カ ー 分 子 を 代 表 し て
い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 さ ら に 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ メ ラ ー ゼ 介 在 分 解 は 、 排 除 さ れ な け れ ば
な ら な い 。 そ の よ う な 排 除 は 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 く ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す
る こ と 又 は 例 え ば ブ ロ ッ カ ー 分 子 ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 を 付 与 す る 5'-末 端 で の チ オ エ ー ト
架 橋 を 有 す る 修 飾 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と を 含 む の が 好 ま し い 。 特
殊 適 用 で は 、 ブ ロ ッ カ ー の そ の よ う な 5'修 飾 を 必 要 と し な い か も 知 れ な い 。 例 え ば 、 も し
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ブ ロ ッ カ ー と プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 が 重 な る な ら 、 そ れ に よ っ て プ ラ イ マ ー の 結 合 を 排 除 し
(例 え ば 、 過 剰 の ブ ロ ッ カ ー と )、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 は 実 質 的 に 排 除 さ
れ る で あ ろ う 。 こ れ は ポ リ メ ラ ー ゼ が ブ ロ ッ カ ー に 向 か っ て 、 及 び ブ ロ ッ カ ー を 通 っ て (5
'-3'方 向 に )プ ラ イ マ ー を 伸 ば さ な い か ら で あ る － 通 常 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ブ ロ ッ カ ー オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 を も た ら す 過 程 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 そ し て 本 明 細 書 で 実 行 す る 際 に 特 に 好 ま し い ブ ロ ッ カ ー /PCRの
実 施 形 態 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ブ ロ ッ ク す る た め の ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)オ リ ゴ マ ー の
使 用 を 含 む 。 そ の よ う な PNAブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ マ ー は ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 分 解 さ れ ず 、
ま た 伸 長 も さ れ な い の で 理 想 的 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 方 法 の 実 施 形 態 で は ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 部 位 は 、 プ ラ イ マ ー の
そ れ と 同 じ で あ る か 、 重 な り 、 そ の 結 果 、 結 合 部 位 へ の プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 妨 げ る 。 こ の 方 法 の さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 2つ 以 上 の そ の よ う な ブ ロ ッ
キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の １ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 順 方 向 の プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 妨 げ 、 プ ロ ー ブ (ブ ロ ッ カ ー )オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 別 の も の の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン は 当 該 順 方 向 の プ ラ イ マ ー の 増 幅 産 物 に 結 合 す る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 妨 げ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の 方 法 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 処 理 さ れ た バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド DNAの 逆 及 び 順 方 向 プ ラ イ マ ー 位 置 の 間 の 場 所 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 結 果 、
プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 張 を 妨 げ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が プ ラ イ マ ー の 濃 度 の 少 な く と も ５ 倍 存 在 し て い る こ
と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 方 法 の 第 ４ 段 階 で は 、 処 理 の 前 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 状 態 を 確 か め る た
め に 、 こ の 方 法 の 第 ３ 段 階 の 間 に 得 ら れ た 増 幅 物 を 分 析 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 MSP増 幅 及 び /又 は ブ ロ ッ キ ン グ 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ っ て 増 幅 物 が 得 ら れ る 実 施 形 態
で は 、 増 幅 物 の 存 在 又 は 非 存 在 自 体 が 、 そ の 塩 基 配 列 に よ っ て 、 プ ラ イ マ ー 及 び ／ 又 は ブ
ロ ッ キ ン グ 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て カ バ ー さ れ る CpG位 の メ チ ル 化 状 態 を 示 す 。 ゲ
ル 電 気 泳 動 、 配 列 決 定 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 リ ア ル タ イ
ム PCR分 析 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 の （ し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） あ ら ゆ る 可 能
な 既 知 の 分 子 生 物 学 的 方 法 を 、 こ の 検 出 に 使 用 し て よ い 。 こ の 方 法 の こ の 段 階 は さ ら に 、
前 の 段 階 の 質 的 コ ン ト ロ ー ル と し て 働 く 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 方 法 の 第 ４ 段 階 で は 、 標 準 的 及 び メ チ ル 化 特 異 的 PCRの 両 方 に よ っ て 得 ら れ る 増 幅
物 を さ ら に 分 析 し 、 こ の 方 法 の 第 １ 段 階 で 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAの CpGメ チ ル 化 状 態 を 決 定
す る 。 こ れ は 、 ア レ イ 技 術 及 び プ ロ ー ブ ベ ー ス 技 術 並 び に 配 列 決 定 や テ ン プ レ ー ト 依 存 伸
長 な ど の 方 法 に よ っ て 実 施 し て よ い が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 段 階 ３ で 合 成 さ れ る 増 幅 物 を 次 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 及 び /又 は PNAプ ロ ー ブ の ア レ イ 又 は 組 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ の 場 合 に は 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 以 下 の よ う に 行 う ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 に 使 用 さ れ る プ ロ ー
ブ の 組 は 、 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PNA-オ リ ゴ マ ー か ら 成 る の が 好 ま し
い ； こ の 過 程 で は 、 増 幅 物 は 、 固 相 に 予 め 結 合 さ せ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る プ ロ ー ブ と な る ； ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 断 片 を 次 に 取 り 除 く ； 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ～ ５ の 塩 基 配 列 の 断 片 と 逆 相 補 的 又 は 同 一 な 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ
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ド の 長 さ を 有 す る 少 な く と も １ つ の 塩 基 配 列 を 含 む ； そ し て 、 そ の 断 片 は 、 少 な く と も １
つ の CpG、 TpG又 は CpAジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 当 該 ジ ヌ ク レ オ チ ド が 、 オ リ ゴ マ ー の 中 央 の ３ 分 の １ に 存 在 す
る 。 例 え ば 、 当 該 ジ ヌ ク レ オ チ ド は 13量 体 の 5'末 端 か ら 5～ 9番 目 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る の
が 好 ま し く 、 こ こ で オ リ ゴ マ ー は １ つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 、 配 列 番 号 １ 内 の 各 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 配 列 番 号 ２ ～ ５ 内 の 同 等 な 位 置 の
分 析 の た め に 存 在 す る 。 ま た 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド 核 酸 の 形 で 存 在 し て
も よ い 。 次 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 増 幅 物 を 取 り 除 く 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 増 幅 物 を 検
出 す る 。 こ の 場 合 に は 、 増 幅 物 に 付 け ら れ た ラ ベ ル は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 位 置 す る
固 相 の 各 位 置 で 識 別 可 能 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ の 方 法 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 CpG位 の ゲ ノ ム メ チ ル 化 状 態 は 、 PCR増 幅 プ ラ イ マ ー
と 同 時 に 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に よ っ
て 確 か め ら れ て よ い (こ こ で 当 該 プ ラ イ マ ー は メ チ ル 化 特 異 的 で も 標 準 的 な も の で も よ い )
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 蛍 光 ベ ー ス リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRの 使 用 で あ る (
Heid et al., Genome Res. 6:986-994, 1996; 米 国 特 許 第 6,331,393号 も 参 照 )。 こ の 方 法
を 利 用 す る ２ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 が あ る 。 TaqMan(商 標 )分 析 と し て 知 ら れ る 1つ の 実 施
形 態 で は 、 二 重 標 識 蛍 光 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 う 。 TaqMan(商 標 ) PCR反 応 は 、
TaqMan(商 標 )プ ロ ー ブ と 呼 ば れ 、 順 及 び 逆 方 向 の 増 幅 プ ラ イ マ ー の 間 に 位 置 す る GpCリ ッ
チ 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ た 非 伸 長 性 探 査 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す
る 。 TaqMan(商 標 )プ ロ ー ブ は さ ら に 、 TaqMan(商 標 )オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 類
に 付 け ら れ た リ ン カ 部 分 (例 え ば 、 フ ォ ス フ ォ ア ミ ダ イ ト 類 )に 共 有 結 合 し た 蛍 光 「 レ ポ ー
タ ー 部 分 」 及 び 「 消 光 剤 部 分 」 を 含 む 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た プ ロ ー ブ は 、 増 幅 反 応 の ポ
リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 置 換 ・ 破 壊 さ れ 、 そ の 結 果 、 蛍 光 が 増 大 す る 。 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 後 の
核 酸 内 メ チ ル 化 分 析 の た め に は 、 MethylLight分 析 と し て 知 ら れ 、 米 国 特 許 第 6,331,393号
（ こ れ に よ っ て 本 明 細 書 に 収 録 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 そ の プ ロ ー ブ は メ チ ル
化 特 異 的 で あ る 必 要 が あ る 。 こ の 技 術 の 第 ２ の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 二 重 プ ロ ー ブ 技 術 (L
ightcycler(登 録 商 標 ） )で あ り 、 そ れ ぞ れ が 供 与 性 又 は 受 容 性 の 蛍 光 部 分 を 有 し 、 互 い に
接 近 す る ２ つ の プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 増 加 又 は 蛍 光 増 幅 プ ラ イ マ ー に よ
っ て 示 さ れ る 。 こ れ ら の 手 法 の 両 方 は 、 亜 硫 酸 水 素 塩 処 理 DNAで の 使 用 に 、 そ し て さ ら に
、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 内 の メ チ ル 化 分 析 に 適 す る よ う に 改 変 し て よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 方 法 の さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の 方 法 の 第 ４ 段 階 は 、 Gonzalgo & Jones
, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997に 記 載 の MS-SNuPEの よ う な テ ン プ レ ー ト 指 示
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 の 使 用 を 含 む 。 当 該 実 施 形 態 で は 、 Ms-SNuPEプ ラ イ マ ー が 配 列 番
号 ２ ～ ５ の 群 か ら 選 ぶ 配 列 の １ つ 以 上 の 長 さ が 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 25
ヌ ク レ オ チ ド を 越 え な い 配 列 と 同 一 又 は 相 補 的 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ の 方 法 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 こ の 方 法 の 第 ４ 段 階 に は 、 こ の 方 法 の 第 ３ 段 階 で 発
生 す る 増 幅 物 の 配 列 決 定 と そ の 後 の 配 列 分 析 が 含 ま れ る (Sanger F., et al., Proc Natl 
Acad Sci USA 74:5463-5467, 1977)。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 は 、 前 処 理 の 必 要 な し で 、 発 明 (配 列 番 号 １ )に よ る ゲ ノ ム DNA
の メ チ ル 化 状 態 の 分 析 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 そ の よ う な さ ら な る 実 施 形 態 の 第 １ 段 階 で は 、 ゲ ノ ム DNA試 料 を 組 織 又 は 細 胞 源 か ら 単
離 す る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 単 離 源 に は 細 胞 系 、 組 織 学 的 ス ラ イ ド 標 本 、 体 液 、 又 は
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パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 が 含 ま れ る 。 抽 出 は 、 洗 剤 の 使 用 、 音 波 処 理 及 び ガ ラ ス ビ ー ズ と の 撹
拌 な ど 当 業 者 に は 標 準 的 な 手 段 で 行 っ て 構 わ な い が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 核 酸 が 抽
出 さ れ れ ば 、 ゲ ノ ム 二 本 鎖 DNAを 分 析 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 処 理 の 前 に DNAを 分 割 し て も よ く 、 こ れ は 現 状 技 術 で 標 準 的 な
手 段 、 特 に メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 で 行 っ て よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 第 ２ 段 階 で は 、 次 に １ 以 上 の メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 で そ の DNAを 消 化 す る 。 制 限 部 位
に お け る DNAの 加 水 分 解 が 特 定 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 状 態 の 情 報 を 与 え る よ う に
消 化 を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 任 意 で は あ る が 好 ま し い 実 施 形 態 で あ る 第 ３ 段 階 で 、 制 限 酵 素 断 片 を 増 幅 す る 。 こ れ は
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て 行 う の が 好 ま し く 、 当 該 増 幅 物 は 、 蛍 光 発 色 団 ラ ベ ル 、 放
射 性 核 種 及 び 質 量 ラ ベ ル の よ う な 上 述 の 適 当 な 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 有 し て よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 最 終 段 階 で は 、 増 幅 物 を 検 出 す る 。 検 出 は 、 当 分 野 で 標 準 的 な 手 段 、 例 え ば 、 ゲ ル 電 気
泳 動 分 析 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 、 PCR生 成 物 内 へ の 検 出 可 能 な タ グ の 取 り 込 み 、 D
NAア レ イ 分 析 、 MALDIま た は ESI分 析 で 行 っ て よ い が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は 、 EYA4遺 伝 子 及 び そ の プ ロ モ ー タ ー 又 は 調 節 エ レ メ ン ト 中 の 重 要 な 遺 伝 的 及 び
/又 は 後 生 的 パ ラ メ ー タ を マ ー カ ー と し て 使 っ て よ い 患 者 又 は 個 人 に 不 利 な 出 来 事 の 診 断
及 び /又 は 予 後 を 可 能 に す る 。 本 発 明 に よ っ て 得 ら れ る 当 該 パ ラ メ ー タ は 、 も う １ 組 の 遺
伝 的 及 び /又 は 後 生 的 な パ ラ メ ー タ と 比 べ て よ く 、 そ れ ら の 差 は 患 者 又 は 個 人 に 不 利 な 出
来 事 の 診 断 及 び /又 は 予 後 の た め の 基 礎 と な る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 特 に 本 発 明 は 、 EYA4 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 異 な メ チ ル 化 の 測 定 に 基 づ く 診 断 的 及
び /又 は 予 後 的 癌 分 析 評 価 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 特 異 な メ チ ル 化 を 測 定 す る た め に 役 に
立 つ 好 ま し い 遺 伝 子 配 列 は 、 本 明 細 書 の 配 列 番 号 １ ～ ５ で 表 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ
う な 分 析 評 価 は 試 験 組 織 か ら の 組 織 試 料 を 得 て 、 対 照 試 料 に 対 し て 組 織 試 料 由 来 の 本 発 明
の EYA4特 異 的 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も １ つ の メ チ ル 化 状 態 を 測 定 す る た め の
ア ッ セ イ を 実 行 し 、 そ れ に 基 づ い て 診 断 又 は 予 後 を す る こ と を 伴 う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 配 列 番 号 １ １ ～ １ ５ に 相 当 す る 代 表 的 な 好 ま し い オ
リ ゴ マ ー を 含 む 、 配 列 番 号 １ ～ ５ に 基 づ く 配 列 の よ う な 、 発 明 の オ リ ゴ マ ー 又 は そ れ に 基
づ く ア レ イ 並 び に そ れ に 基 づ く キ ッ ト は 、 EYA4特 異 的 な CpGジ ヌ ク レ オ チ ド メ チ ル 化 状 態
を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ 、 癌 及 び /又 は 他 の 前 立 腺 細 胞 の 増 殖 疾 患 の 診 断 及 び /又 は 予 後
の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 診 断 及 び /又 は 療 法 の た め の 診 断 薬 及 び /又 は 治
療 薬 に 関 し 、 こ の 診 断 用 薬 及 び /又 は 治 療 薬 は 、 配 列 番 号 １ ～ ５ に 基 づ く 少 な く と も １ つ
の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ が 、 可 能 な ら ば 適 当 な 添 加 物 及 び 補 助 の 薬 剤 と 共 に そ れ を 製 造
す る の に 使 用 さ れ る と い う 点 に 特 徴 が あ る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 EYA4ポ リ ペ プ チ ド 又 は
そ の 断 片 又 は 誘 導 体 を 、 大 腸 癌 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 被 検 者 に 投 与 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 EYA4を 発 現 で き る ベ ク タ ー 又 は そ の 断 片 又 は 誘 導 体 も 、 大 腸 癌 を 治
療 又 は 予 防 す る た め に 被 検 者 に 投 与 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 EYA4に 特 異 的 な 作 用 薬 を 、 EYA4の 活 性 を 刺 激 す る か 、 長 引 か せ る の
に 使 用 し て よ く 、 大 腸 癌 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 被 検 者 に 投 与 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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　 他 の 実 施 形 態 は 、 上 記 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 又 は ベ ク タ ー の ど ち ら か を 、 他 の 適 切 な 治 療
薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 し て よ い 。 組 み 合 わ せ 療 法 で の 使 用 の た め の 適 切 な 医 薬 品 の 選 択 は
、 従 来 の 製 薬 の 原 則 に 従 い 、 当 分 野 に お け る 通 常 の 技 術 で 行 っ て よ い 。 治 療 薬 の 組 み 合 わ
せ は 、 大 腸 癌 の 治 療 又 は 予 防 に 効 果 が あ る よ う に 相 乗 的 に 作 用 し て よ い 。 こ の ア プ ロ ー チ
を 用 い て 、 各 薬 剤 を よ り 少 な く 用 い 、 不 都 合 な 副 作 用 の 可 能 性 を 低 下 さ せ な が ら 、 治 療 効
果 を 達 成 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 由 来 の 又 は 様 々
の 細 菌 プ ラ ス ミ ド 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー を 、 標 的 器 官 、 組 織 又 は 細 胞 集 団 に ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 送 達 す る た め に 用 い て よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 は 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 に 関 す る 医 薬 組 成 物 の 投 与 に 関
す る 。 そ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 EYA4又 は EYA4の 作 用 薬 か ら 成 っ て よ い 。 そ の 組 成 は 、 単
独 で 又 は 安 定 剤 の よ う な 他 の 少 な く と も １ つ の 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 し て よ く 、 そ れ は
食 塩 水 、 緩 衝 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 、 及 び 水 等 （ し か し こ れ ら に は 限 定 さ れ な い ） の 無 菌 で 、
生 体 適 合 性 の 薬 学 的 担 体 注 に 混 ぜ て 投 与 し て よ い 。 そ の 組 成 物 は 、 単 独 で 、 又 は 他 の 薬 剤
、 薬 又 は ホ ル モ ン と 組 み 合 わ せ て 患 者 に 投 与 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ の 発 明 で 利 用 さ れ る 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 骨 髄 内 、 鞘 内 、
心 室 内 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 膜 内 、 鼻 腔 内 、 経 腸 、 局 所 、 舌 下 、 又 は 直 腸 的 手 段 等 の 種 々 の 経
路 に よ っ て 投 与 し て よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 活 性 成 分 の 他 に 、 こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 使 用 す る こ と が で き 、 活 性 物 質 を 薬
剤 に 調 製 し 易 く す る 賦 形 剤 と 助 剤 を 含 む 適 当 な 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 を 含 ん で よ い 。
製 剤 と 投 与 の た め の 技 術 に 関 す る 詳 細 は 、 Remington's Pharmaceutical Sciences (Maack
 Publishing Co., Easton, Pa.)の 最 新 版 が 参 考 に な る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 例 え ば 以 下 の も の か ら 成 る キ ッ ト で あ る ： 亜 硫 酸 水 素 塩 含
有 試 薬 、 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 そ の 配 列 が 、 い ず れ の 場 合 に お
い て も 、 配 列 番 号 １ ～ ５ の 配 列 の 18塩 基 長 の セ グ メ ン ト に 対 応 す る か 、 こ れ に 対 し て 相 補
的 で あ る か 、 或 い は 、 厳 密 な 条 件 又 は 極 め て 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の 。 前
記 キ ッ ト は 、 更 に 、 説 明 し た 方 法 を 実 行 及 び 評 価 す る た め の 説 明 書 を 含 ん で も よ い 。 更 に
好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 キ ッ ト は 、 更 に 、 CpG位 置 特 異 的 メ チ ル 化 分 析 を 行 う た め
の 標 準 的 な 試 薬 を 備 え て も よ く 、 前 記 分 析 は 、 以 下 の 手 法 の う ち １ つ 以 上 を 含 む ： MS-SNu
PE、 MSP、 MethyLight T M 、 HeavyMethyl T M 、 COBRA、 及 び 核 酸 配 列 決 定 。 し か し な が ら 、 本
発 明 に 沿 っ た キ ッ ト は 、 前 述 の 構 成 要 素 の 一 部 の み を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 COBRA分 析 の 代 表 的 な 試 薬 （ COBRAに 基 づ く 代 表 的 な キ ッ ト に お い て 確 認 で き る も の 等 ）
は 、 特 異 的 遺 伝 子 （ 或 い は メ チ ル 化 改 変 DNA配 列 又 は CpGア イ ラ ン ド ） に 関 す る PCRプ ラ イ
マ ー と ； 制 限 酵 素 及 び 適 切 な 緩 衝 剤 と ； 遺 伝 子 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン オ リ ゴ と ； 対 照 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン オ リ ゴ と ； オ リ ゴ プ ロ ー ブ 用 キ ナ ー ゼ 標 識 キ ッ ト と ； 放 射 性 ヌ ク レ
オ チ ド と を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 加 え て 、 亜 硫 酸 水 素 塩 変 換 試 薬
は 、 DNA変 性 緩 衝 剤 と ； ス ル ホ ン 化 緩 衝 剤 と ； DNA回 収 試 薬 又 は キ ッ ト （ 沈 殿 、 限 外 濾 過 、
ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 等 ） と ； 脱 ス ル ホ ン 化 緩 衝 剤 と ； DNA回 収 成 分 と を 含 む こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ １ 】
　 MethyLight（ 登 録 商 標 ） 分 析 の 代 表 的 な 試 薬 （ MethyLight（ 登 録 商 標 ） に 基 づ く 代 表 的
な キ ッ ト に お い て 確 認 で き る も の 等 ） は 、 特 異 的 遺 伝 子 （ 或 い は メ チ ル 化 改 変 DNA配 列 又
は CpGア イ ラ ン ド ） に 関 す る PCRプ ラ イ マ ー と ； TaqMan（ 登 録 商 標 ） プ ロ ー ブ と ； 最 適 化 PC
R緩 衝 剤 と ； デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド と ； Taqポ リ メ ラ ー ゼ と を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら
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に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 MS-SNuPE分 析 の 代 表 的 な 試 薬 （ MS-SNuPEに 基 づ く 代 表 的 な キ ッ ト に お い て 確 認 で き る も
の 等 ） は 、 特 異 的 遺 伝 子 （ 或 い は メ チ ル 化 改 変 DNA配 列 又 は CpGア イ ラ ン ド ） に 関 す る PCR
プ ラ イ マ ー と ； 最 適 化 PCR緩 衝 剤 と ； デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド と ； ゲ ル 抽 出 キ ッ ト と ； 陽 性
対 照 プ ラ イ マ ー と ； 特 異 的 遺 伝 子 に 関 す る MS-SNuPEプ ラ イ マ ー と ； 反 応 緩 衝 剤 （ MS-SNuPE
反 応 用 ） と ； 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド と を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 加 え
て 、 亜 硫 酸 水 素 塩 変 換 試 薬 は 、 DNA変 性 緩 衝 剤 と ； ス ル ホ ン 化 緩 衝 剤 と ； DNA回 収 試 薬 又 は
キ ッ ト （ 沈 殿 、 限 外 濾 過 、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 等 ） と ； 脱 ス ル ホ ン 化 緩 衝 剤 と ； DNA回 収
成 分 と を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 MSP分 析 の 代 表 的 な 試 薬 （ MSPに 基 づ く 代 表 的 な キ ッ ト に お い て 確 認 で き る も の 等 ） は 、
特 異 的 遺 伝 子 （ 或 い は メ チ ル 化 改 変 DNA配 列 又 は CpGア イ ラ ン ド ） に 関 す る メ チ ル 化 及 び 非
メ チ ル 化 PCRプ ラ イ マ ー と 、 最 適 化 PCR緩 衝 剤 と 、 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド と 、 特 異 的 プ ロ ー
ブ と を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
（ 定 義 ）
　 本 発 明 に お い て 、 「 CpGア イ ラ ン ド 」 と い う 用 語 は 、 （ １ ） 0.6を 上 回 る 「 観 測 ／ 予 測 比
率 」 に 対 応 す る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 頻 度 を 有 し 、 （ ２ ） 0.5を 上 回 る 「 GC含 有 量 」 を 有 す
る と い う 基 準 を 満 た す ゲ ノ ム DNAの 隣 接 領 域 を 指 す 。 CpGア イ ラ ン ド は 、 常 に で は な い が 、
通 常 、 約 0.2～ 約 1ｋ ｂ の 長 さ で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 メ チ ル 化 状 態 」 又 は 「 メ チ ル 化 状 況 」 と い う 用 語 は 、 DNA配 列 内 の
１ つ 又 は 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 5-メ チ ル シ ト シ ン （ 「 5-mCyt」 ） の 存 在 又 は
欠 失 を 指 す 。 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 は 、 「 非 メ チ ル 化 」
と 、 「 完 全 メ チ ル 化 」 と 、 「 ヘ ミ メ チ ル 化 」 と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 ヘ ミ 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 で 、 パ リ ン ド ロ ー ム CpGメ チ ル 化 部 位 の ２ つ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち
１ つ に お い て 、 単 一 の シ ト シ ン の み が メ チ ル 化 さ れ て い る も の を 指 す （ 例 え ば 、 5'-CCMGG
-3'（ 上 鎖 ） 、 3'-GGCC-5'（ 下 鎖 ） ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 高 メ チ ル 化 」 と い う 用 語 は 、 正 常 な 対 照 DNA試 料 内 の 対 応 す る CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド に お い て 確 認 さ れ る 5-mCytの 量 と 比 較 し て 、 試 験 DNA試 料 の DNA配 列 内 の １ つ
又 は 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 5-mCytの 存 在 の 増 加 に 対 応 す る 平 均 的 な メ チ ル 化
状 態 を 指 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 低 メ チ ル 化 」 と い う 用 語 は 、 正 常 な 対 照 DNA試 料 内 の 対 応 す る CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド に お い て 確 認 さ れ る 5-mCytの 量 と 比 較 し て 、 試 験 DNA試 料 の DNA配 列 内 の １ つ
又 は 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 5-mCytの 存 在 の 減 少 に 対 応 す る 平 均 的 な メ チ ル 化
状 態 を 指 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 と い う 用 語 は 、 広 義 に は 、 こ の 技 術 に お い て 認 め
ら れ て い る よ う に 、 「 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 」 及 び 「 （ 複 数 の ） DNAチ ッ プ 」 の 両 方 を 指 し 、
こ の 技 術 で 認 め ら れ た 全 て の 固 体 支 持 体 を 包 含 し 、 こ れ に 対 す る 核 酸 分 子 の 付 着 又 は そ の
上 で の 核 酸 の 合 成 に 関 す る あ ら ゆ る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 「 遺 伝 パ ラ メ ー タ 」 は 、 遺 伝 子 及 び そ の 調 節 に 更 に 必 要 と な る 配 列 の 突 然 変 異 及 び 多 型
で あ る 。 突 然 変 異 に 指 定 さ れ る も の は 、 特 に 、 挿 入 と 、 欠 失 と 、 点 突 然 変 異 と 、 逆 位 と 、
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多 型 と で あ り 、 特 に 好 ま し く は 、 SNP（ 一 塩 基 変 異 多 型 ） で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 「 後 成 的 発 現 パ ラ メ ー タ 」 は 、 特 に 、 シ ト シ ン メ チ ル 化 で あ る 。 そ の 他 の 後 成 的 発 現 パ
ラ メ ー タ に は 、 例 え ば 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 が 含 ま れ る が 、 し か し な が ら 、 こ れ は 説 明
し た 方 法 を 使 用 し て 直 接 分 析 す る こ と は で き な い が 、 そ の 後 、 DNAメ チ ル 化 と 相 関 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 亜 硫 酸 水 素 塩 試 薬 」 と い う 用 語 は 、 亜 硫 酸 水 素 塩 、 二 亜 硫 酸 塩 、 亜
硫 酸 水 素 、 又 は そ の 組 み 合 わ せ を 含 む 試 薬 を 指 し 、 本 明 細 書 で 開 示 す る よ う に 、 メ チ ル 化
及 び 非 メ チ ル 化 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 識 別 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 メ チ ル 化 ア ッ セ イ 」 と い う 用 語 は 、 DNAの 配 列 内 の １ つ 以 上 の CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の メ チ ル 化 状 態 を 判 定 す る 任 意 の ア ッ セ イ を 指 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 MS. AP-PCR」 （ メ チ ル 化 感 受 性 自 由 刺 激 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） は
、 CGが 豊 富 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し た ゲ ノ ム の 大 域 的 な ス キ ャ ン を 可 能 に し 、 CpGジ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む 可 能 性 が 最 も 高 い 領 域 に 注 目 す る 、 こ の 技 術 で 認 め ら れ た テ ク ノ ロ ジ を 指 し
、 Gonzalgo et al., Cancer Research 57:594-599, 1997に お い て 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 MethyLight」 と い う 用 語 は 、 当 該 技 術 分 野 で 認 め ら れ た 蛍 光 に 基 づ
く リ ア ル タ イ ム PCR手 法 を 指 し 、 Eads et al., Cancer Res. 59:2302-2306, 1999に お い て
説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 HeavyMethyl T M 」 ア ッ セ イ と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 実 施 さ
れ る そ の 実 施 形 態 に お い て 、 MethylLightア ッ セ イ の バ リ エ ー シ ョ ン で あ る HeavyMethyl T M

　 MethylLightア ッ セ イ を 指 し 、 こ の MethylLightア ッ セ イ は 、 増 幅 プ ラ イ マ ー 間 の CpG位
置 を 対 象 と す る メ チ ル 化 特 異 的 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ と 組 み 合 わ せ た も の で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 「 MS-SNuPE」 （ メ チ ル 化 感 受 性 単 一 ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 伸 長 法 ） と い う 用 語 は 、 Go
nzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997に お い て 説 明 さ れ る 、 こ の 技
術 で 認 め ら れ た ア ッ セ イ を 指 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 「 MSP」 （ メ チ ル 化 特 異 的 PCR） と い う 用 語 は 、 Herman et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 93:9821-9826, 1996及 び 米 国 特 許 第 5,786,146号 に お い て 説 明 さ れ る 、 こ の 技 術 で 認
め ら れ た メ チ ル 化 ア ッ セ イ を 指 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 「 COBRA」 （ 結 合 亜 硫 酸 水 素 塩 制 限 分 析 ） と い う 用 語 は 、 Xiong & Laird, Nucleic Acid
s Res. 22:2532-2534, 1997に お い て 説 明 さ れ る 、 こ の 技 術 で 認 め ら れ た メ チ ル 化 ア ッ セ
イ を 指 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 二 重 構 造 の 形 成 に 至 る 、 試 料 DNAに お け る
ワ ト ソ ン ク リ ッ ク 塩 基 対 に 従 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 的 配 列 と の 結 合 と し て 理 解 さ
れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 「 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 と は 、 本 明 細 書 で の 定 義 に お い て 、 5× SSC/5×
デ ン ハ ル ト 溶 液 ／ 1.0％ SDS内 に お い て 68℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と と 、 0.2× SSC/0.1％
SDSに お い て 室 温 で 洗 浄 す る こ と と を 伴 い 、 或 い は 、 こ れ に 相 当 す る 、 こ の 技 術 で 認 め ら
れ た 条 件 を 伴 う （ 例 え ば 、 2.5× SSC緩 衝 液 に お い て 60℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施
し 、 そ の 後 、 低 緩 衝 剤 濃 度 に お け る 37℃ で の 数 回 の 洗 浄 ス テ ッ プ を 行 い 、 安 定 し た 状 態 を
保 つ と い う 条 件 ） 。 適 度 に 厳 密 な 条 件 は 、 本 明 細 書 で の 定 義 に お い て 、 3× SSCに お い て 42
℃ で 洗 浄 す る こ と を 含 む こ と を 伴 い 、 或 い は 、 こ れ に 相 当 す る 、 こ の 技 術 で 認 め ら れ た 条

(95) JP 2005-518218 A 2005.6.23



件 を 伴 う 。 塩 濃 度 及 び 温 度 の パ ラ メ ー タ は 、 プ ロ ー ブ と 標 的 核 酸 と の 間 で 最 適 な 識 別 レ ベ
ル を 達 成 す る た め に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ う し た 条 件 に 関 す る ガ イ ダ ン ス は 、 こ の
技 術 に お い て 、 例 え ば 、 Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Man
ual, Cold Spring Harbor Press, N.Y.及 び Ausubel et al. (eds.), 1995, Current Prot
ocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.) at Unit 2.10に よ っ て 入 手 で
き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド DNA」 は 、 本 明 細 書 で の 使 用 に お い て 、 結 腸 細 胞 以 外 の ソ ー ス を 起
源 と す る 任 意 の 核 酸 を 指 す 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 次 に 、 本 発 明 に つ い て 、 以 下 の 実 施 例 と 、 配 列 と 、 図 面 と に 基 づ い て 、 こ れ に 限 定 さ れ
る こ と な く 、 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。 配 列 プ ロ ト コ ル 及 び 図 面 に お い て 、
　 配 列 番 号 １ は 、 ヒ ト 遺 伝 子 EYA4の 配 列 を 示 し 、
　 配 列 番 号 ２ ～ ５ は 、 遺 伝 子 EYA4の 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 し 、
　 配 列 番 号 ６ ～ １ ０ は 、 実 施 例 に お い て 使 用 す る プ ラ イ マ ー の 配 列 を 示 し 、
　 配 列 番 号 １ １ ～ １ ５ は 、 実 施 例 に お い て 使 用 す る プ ロ ー ブ の 配 列 番 号 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 図 １ は 、 実 施 例 １ 及 び ２ に よ る MSP　 MethyLightア ッ セ イ と HeavyMethyl　 MethyLightア
ッ セ イ と に よ っ て 判 定 さ れ た メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。 Ｙ 軸 線 は 、 調 査 し た EYA4遺 伝 子 の
領 域 内 で の メ チ ル 化 の 度 合 い を 示 す 。 腫 瘍 試 料 は 、 白 点 に よ り 表 さ れ 、 正 常 な 結 腸 組 織 試
料 は 、 黒 点 に よ り 表 さ れ る 。 著 し く 高 い 度 合 い の メ チ ル 化 は 、 健 康 な 組 織 試 料 よ り も 腫 瘍
試 料 に お い て 観 察 さ れ た 。 ｔ － 試 験 を 使 用 し て 測 定 さ れ た 有 意 レ ベ ル は 、 p=0.00000312（
MSP－ ML、 実 施 例 １ ） 及 び p=0.000000326（ HM-ML、 実 施 例 ２ ） と な っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 図 ２ は 、 実 施 例 １ に よ る 、 腺 癌 に 関 す る MSP-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲
線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る 。 ROCは 、 診 断 試 験 の 種 々 の 潜 在 的 カ ッ ト ポ イ ン ト に 関 す る 、
偽 陽 性 率 に 対 す る 真 陽 性 率 の プ ロ ッ ト で あ る 。 こ れ は 、 選 択 さ れ た カ ッ ト ポ イ ン ト に 依 存
す る 、 感 度 と 特 異 性 と の 間 で の ト レ ー ド オ フ を 示 す （ 感 度 に お け る 任 意 の 増 加 に 特 異 性 の
減 少 が 伴 う こ と に な る ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は 、 診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る （
面 積 が 大 き い ほ ど 良 く 、 1が 最 適 で あ り 、 無 作 為 試 験 で は 、 ROC曲 線 は 0.5の 面 積 を 有 す る
対 角 線 上 に 存 在 す る こ と に な る ） 。 MSP-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは ： 0.94で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 図 ３ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲
線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は 、 診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な
る 。 HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは ： 0.91で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 図 ４ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た メ チ
ル 化 の レ ベ ル を 示 し 、 結 腸 試 料 の 追 加 的 な 組 を 試 験 し て い る （ 腺 癌 25、 正 常 33、 及 び 腺 腫
13） 。 Ｙ 軸 線 は 、 調 査 し た EYA4遺 伝 子 の 領 域 内 で の メ チ ル 化 の 度 合 い を 示 す 。 線 癌 試 料 は
、 白 い 正 方 形 に よ り 表 さ れ 、 正 常 な 結 腸 組 織 試 料 は 、 黒 い 菱 形 に よ り 表 さ れ る 。 著 し く 高
い 度 合 い の メ チ ル 化 は 、 健 康 な 組 織 試 料 よ り も 腫 瘍 試 料 に お い て 観 察 さ れ た 。 ｔ － 試 験 を
使 用 し て 測 定 さ れ た 有 意 レ ベ ル は 、 0.00424と な っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 ５ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 及 び 腺 腫 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動
作 特 性 曲 線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る （ 試 料 の 追 加 的 な 組 ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC）
は 、 診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る 。 HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは 、 0.81で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 ６ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 の み に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特
性 曲 線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る （ 試 料 の 追 加 的 な 組 ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は 、
診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る 。 HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは 、 0.844で あ る 。
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【 ０ １ ３ ０ 】
　 図 ７ は 、 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 腫 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲
線 （ ROC曲 線 ） を 示 し て い る （ 試 料 の 追 加 的 な 組 ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は 、 診 断
試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る 。 HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは 、 0.748で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 図 ８ は 、 実 施 例 ３ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 種
々 の 腫 瘍 及 び 健 康 な 組 織 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 し て い る 。 Ｙ 軸 線 は 、 調 査 し た EY
A4遺 伝 子 の 領 域 内 で の メ チ ル 化 の 度 合 い を 示 す 。 結 腸 癌 試 料 以 外 で は 、 二 種 類 の 乳 癌 組 織
の う ち 一 方 の み が メ チ ル 化 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 ９ は 、 実 施 例 ３ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 種
々 の 乳 癌 組 織 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 し て い る 。 一 種 類 の 組 織 の み が メ チ ル 化 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 図 １ ０ は 、 実 施 例 ４ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、
血 清 試 料 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 し て い る 。 Ｙ 軸 線 は 、 調 査 し た EYA4遺 伝 子 の 領 域
内 で の メ チ ル 化 の 度 合 い を 示 す 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ３ ４ 】

　 DNAは 、 Qiagen（ 登 録 商 標 ） 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て 、 33の 結 腸 線 癌 試 料 と 43の 結 腸 の 正
常 な 隣 接 組 織 か ら 抽 出 し た 。 各 試 料 か ら の DNAは 、 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 法 （ オ レ ク 他 、 １ ９
９ ６ ） に 従 っ て 、 亜 硫 酸 水 素 塩 溶 液 （ 亜 硫 酸 水 素 、 二 亜 硫 酸 塩 ） を 使 用 し て 処 理 し た 。 こ
の 処 理 は 、 試 料 内 の メ チ ル 化 し て い な い 全 て の シ ト シ ン が チ ミ ジ ン に 変 換 さ れ る よ う に 行
う 。 一 方 、 試 料 内 の 5-メ チ ル 化 シ ト シ ン は 修 飾 さ れ ず に 残 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 メ チ ル 化 状 態 は 、 当 該 CpGア イ ラ ン ド と ベ ー タ ア ク チ ン 遺 伝 子 か ら の 対 照 断 片 （ イ ー ズ
他 、 ２ ０ ０ １ ） と の た め に 設 計 さ れ た MSP-MethyLightア ッ セ イ に よ り 判 定 し た 。 こ の CpG
ア イ ラ ン ド ア ッ セ イ は 、 プ ラ イ マ ー と taqmanス タ イ ル プ ロ ー ブ と の 両 方 に お け る CpG部 位
を 対 象 と す る が 、 対 照 遺 伝 子 は 対 象 に な ら な い 。 こ の 対 照 遺 伝 子 は 、 全 DNA濃 度 の 尺 度 と
し て 使 用 さ れ 、 CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ （ メ チ ル 化 ア ッ セ イ ） は 、 そ の 部 位 で の メ チ ル 化
レ ベ ル を 判 定 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 方 法 ： EYA4遺 伝 子 CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ は 、 以 下 の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 使 用 し
て 実 行 し た 。
　 順 方 向 プ ラ イ マ ー ： CGGAGGGTACGGAGATTACG（ 配 列 番 号 ６ ） 、
　 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： CGACGACGCGCGAAA（ 配 列 番 号 ７ ） 、 及 び
　 プ ロ ー ブ ： CGAAACCCTAAATATCCCGAATAACGCCG（ 配 列 番 号 １ ２ ） 。
　 対 応 す る 対 照 ア ッ セ イ は 、 以 下 の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 使 用 し て 実 行 し た 。
　 プ ラ イ マ ー ： TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT（ 配 列 番 号 ８ ）
　 プ ラ イ マ ー ： AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA（ 配 列 番 号 ９ ） 、 及 び
　 プ ロ ー ブ ： ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA（ 配 列 番 号 １ ３ ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 反 応 は 、 以 下 の ア ッ セ イ 条 件 に お い て 、 各 DNA試 料 に つ い て 三 重 に し て 実 行 し た ：
　 反 応 溶 液 ： （ 900 nM　 プ ラ イ マ ー 、 300 nM　 プ ロ ー ブ 、 3.5 mM　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1
単 位 の taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 200 μ M　 dNTPs、 7μ lの DNA、 最 終 反 応 体 積 20μ l） ；
　 サ イ ク リ ン グ 条 件 ： （ 95℃ 10分 間 の 後 、 95℃ 15秒 間 及 び 60℃ 1分 間 を 50サ イ ク ル ） 。 デ
ー タ は 、 既 に 文 献 に お い て 説 明 さ れ て い る PMR計 算 を 使 用 し て 分 析 し た （ イ ー ズ 他 、 ２ ０
０ １ ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】

(97) JP 2005-518218 A 2005.6.23

MSP-MethyLightア ッ セ イ を 使 用 し た 結 腸 癌 内 の メ チ ル 化 分 析



　 結 果 ： 正 常 な 試 料 の 平 均 PMRは 0.15で 、 標 準 偏 差 は 0.18と な っ た 。 腫 瘍 試 料 の 平 均 PMRは
17.98で 、 標 準 偏 差 は 18.18と な っ た 。 腫 瘍 試 料 と 正 常 な 試 料 と の 間 で の メ チ ル 化 レ ベ ル の
全 体 的 な 差 異 は 、 ｔ 試 験 に お い て 有 意 で あ る （ p=0.00000312） 。 こ の 結 果 は 、 図 １ に 表 示
さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ の ア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲 線 （ ROC曲 線 ） も 判 定 し た 。 ROCは 、 診 断 試 験 の 種 々 の
潜 在 的 カ ッ ト ポ イ ン ト に 関 す る 、 偽 陽 性 率 に 対 す る 真 陽 性 率 の プ ロ ッ ト で あ る 。 こ れ は 、
選 択 さ れ た カ ッ ト ポ イ ン ト に 依 存 す る 、 感 度 と 特 異 性 と の 間 で の ト レ ー ド オ フ を 示 す （ 感
度 に お け る 任 意 の 増 加 に 特 異 性 の 減 少 が 伴 う こ と に な る ） 。 ROC曲 線 の 下 の 面 積 （ AUC） は
、 診 断 試 験 の 精 度 の 尺 度 と な る （ 面 積 が 大 き い ほ ど 良 く 、 1が 最 適 で あ り 、 無 作 為 試 験 で
は 、 ROC曲 線 は 0.5の 面 積 を 有 す る 対 角 線 上 に 存 在 す る こ と に な る 、 参 考 ： J.P. Egan. Sig
nal Detection Theory and ROC Analysis, Academic Press, New York, 1975） 。 MSP－ Me
thyl－ Lightア ッ セ イ の AUCは 、 0.94で あ る （ 図 ２ ） 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ４ ０ 】
　
　 同 じ DNA試 料 を 使 用 し て 、 HeavyMethylア ッ セ イ と も 呼 ば れ る 、 HeavyMethyl　 MethyLigh
t（ 又 は HM　 MethyLight） ア ッ セ イ に よ り 、 CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 を 分 析 し た 。 メ チ ル
化 状 態 は 、 当 該 CpGア イ ラ ン ド と 上 で 説 明 し た も の と 同 じ 対 照 遺 伝 子 ア ッ セ イ と の た め に
設 計 さ れ た HM　 MethyLightア ッ セ イ に よ り 判 定 し た 。 こ の CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ は 、 ブ
ロ ッ カ ー と taqmanス タ イ ル プ ロ ー ブ と の 両 方 に お け る CpG部 位 を 対 象 と す る が 、 対 照 遺 伝
子 は 対 象 に な ら な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 方 法 ： CpGア イ ラ ン ド ア ッ セ イ （ メ チ ル 化 ア ッ セ イ ） は 、 以 下 の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー
ブ を 使 用 し て 実 行 し た 。
　 順 方 向 プ ラ イ マ ー ： GGTGATTGTTTATTGTTATGGTTTG （ 配 列 番 号 １ ０ ）
　 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： CCCCTCAACCTAAAAACTACAAC（ 配 列 番 号 １ １ ）
　 順 方 向 ブ ロ ッ カ ー ： GTTATGGTTTGTGATTTTGTGTGGG（ 配 列 番 号 １ ５ ）
　 逆 方 向 ブ ロ ッ カ ー ： AAACTACAACCACTCAAATCAACCCA（ 配 列 番 号 １ ６ ）
　 プ ロ ー ブ ： AAAATTACGACGACGCCACCCGAAA（ 配 列 番 号 １ ４ ）
【 ０ １ ４ ２ 】
　 反 応 は 、 以 下 の ア ッ セ イ 条 件 に お い て 、 各 DNA試 料 に つ い て 、 そ れ ぞ れ 三 重 に し て 実 行
し た 。
　 反 応 溶 液 ： （ 400 nM　 プ ラ イ マ ー 、 400 nM　 プ ロ ー ブ 、 10μ Mの 両 ブ ロ ッ カ ー 、 3.5 mM
　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1× 　 ABI　 taqman緩 衝 剤 、 1単 位 の ABI　 TaqGoldポ リ メ ラ ー ゼ 、 200
μ M　 dNTPs、 及 び 7μ lの DNA、 最 終 反 応 体 積 20μ l） ；
　 サ イ ク リ ン グ 条 件 ： （ 95℃ 10分 間 ） 、 （ 95℃ 15秒 間 、 64℃ 1分 間 （ 2サ イ ク ル ） ） 、 （ 95
℃ 15秒 間 、 62℃ 1分 間 （ 2サ イ ク ル ） ） 、 （ 95℃ 15秒 間 、 60℃ 1分 間 （ 2サ イ ク ル ） ） 、 及 び
（ 95℃ 15秒 間 、 58℃ 1分 間 、 60℃ 40秒 間 （ 41サ イ ク ル ） ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 結 果 ： 正 常 な 試 料 の 平 均 PMRは 1.12で 、 標 準 偏 差 は 1.45と な っ た 。 腫 瘍 試 料 の 平 均 PMRは
38.23で 、 標 準 偏 差 は 33.22と な っ た 。 腫 瘍 試 料 と 正 常 な 試 料 と の 間 で の メ チ ル 化 レ ベ ル の
全 体 的 な 差 異 は 、 ｔ 試 験 に お い て 有 意 で あ る （ p=0.000000326） 。 こ の 結 果 は 、 図 １ に 表
示 さ れ て い る 。 こ の ア ッ セ イ の ROC曲 線 も 判 定 し た 。 MSP-Methyl-Lightア ッ セ イ の AUCは 、
0.91で あ る （ 図 ３ ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ の ア ッ セ イ で は 、 結 腸 試 料 の 追 加 的 な 組 を 試 験 し た （ 腺 癌 25、 正 常 33、 及 び 腺 腫 13）
。 こ の 結 果 も 、 有 意 な 差 異 を 示 し た （ 図 ４ ） 。 ROCは 、 図 ５ ～ ７ に 表 示 さ れ て い る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ４ ５ 】
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HeavyMethyl-MethyLightア ッ セ イ で は 、 そ の 他 の 組 織 集 団 に 対 し て も 試 験 を 行 っ た （ 図 ８
） 。 結 腸 癌 試 料 以 外 で は 、 二 種 類 の 乳 癌 組 織 の う ち 一 方 の み が メ チ ル 化 さ れ た 。 し か し な
が ら 、 21の 追 加 的 な （ 病 期 の 異 な る ） 乳 腫 瘍 の 集 団 で は 、 一 種 類 の み が メ チ ル 化 さ れ た （
図 ９ ） 。 そ の た め 、 こ の 標 識 は 、 結 腸 腫 瘍 試 料 に 特 異 的 で あ る 。 全 て の プ ラ イ マ ー 、 プ ロ
ー ブ 、 ブ ロ ッ カ ー 、 及 び 反 応 条 件 は 、 結 腸 癌 試 料 の 分 析 （ 実 施 例 ２ ） に 使 用 し た も の と 同
一 と し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ４ ６ 】
　 リ ア ル タ イ ム PCRに よ っ て 分 析 さ れ た 12の 結 腸 組 織 も 、 外 科 処 置 の 前 に 取 得 さ れ た ペ ア
血 清 を 有 し た 。 Qiagen　 UltraSens（ 登 録 商 標 ） 　 DNA抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て 、 こ の 血 清 1m
Lか ら DNAを 抽 出 し 、 こ の DNA試 料 に 亜 硫 酸 塩 で 処 理 し 、 こ れ ら の 試 料 に 対 し て HeavyMethyl
-MethyLightア ッ セ イ を 実 行 し た 。 対 照 遺 伝 子 は 、 三 種 類 の 癌 血 清 試 料 と 三 種 類 の 正 常 な
血 清 試 料 に 関 し て 増 幅 さ れ て い な い た め 、 こ れ ら の ケ ー ス に お い て は 、 試 料 の 調 製 が 正 し
く 機 能 し な か っ た と 結 論 で き る 。 そ の 他 の ケ ー ス で は 、 癌 試 料 に お い て 、 正 常 な 試 料 よ り
も 高 い メ チ ル 化 の 証 拠 が 存 在 し た （ 図 １ ０ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ７ 】
【 図 １ 】 実 施 例 １ 及 び ２ に よ る MSP　 MethyLightア ッ セ イ と HeavyMethyl　 MethyLightア ッ
セ イ と に よ っ て 判 定 さ れ た メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 図 ２ 】 実 施 例 １ に よ る 、 腺 癌 に 関 す る MSP-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲 線
（ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲 線
（ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ４ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た メ チ ル
化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 図 ５ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 及 び 腺 腫 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作
特 性 曲 線 （ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ６ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 癌 の み に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性
曲 線 （ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ７ 】 実 施 例 ２ に よ る 、 腺 腫 に 関 す る HM-Methyl-Lightア ッ セ イ の 受 診 者 動 作 特 性 曲 線
（ ROC曲 線 ） を 示 す 。
【 図 ８ 】 実 施 例 ３ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 種 々
の 腫 瘍 及 び 健 康 な 組 織 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 図 ９ 】 実 施 例 ３ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 種 々
の 乳 癌 組 織 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 実 施 例 ４ に よ る 、 HeavyMethyl　 MethyLightア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ た 、 血
清 試 料 に お け る メ チ ル 化 の レ ベ ル を 示 す 。
【 配 列 表 】
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