
(57)【要約】
　【課題】
　正確かつ簡便に、消化器に存在する新生物を検出する方法を提供することを課題とする
。さらに、この検出方法に用いるためのプライマー、プライマーセット、検出用試薬及び
検出用試薬キットを提供することを課題とする。
　【解決手段】
　生体検体中に存在する２種以上の特定の遺伝子又は遺伝子座のメチル化を検出し、該メ
チル化遺伝子の総和を算出することにより、消化器に存在する新生物を検出する。該メチ
ル化遺伝子の総和を算出は、個々の遺伝子のメチル化を定量的に検出したものの値で遺伝
子のメチル化を定量的に加算し、算出してもよいし、または定量を伴わない検出方法でメ
チル化されている遺伝子数の総和を算出してもよい。特定の遺伝子として、具体的に APC
、 DCC、 MGMT、 hMLH1、 SFRP1、又は SFRP2の各遺伝子が挙げられる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
生 体 検 体 中  に 存 在 す る ２ 種 以 上 の 特 定 の 遺 伝 子 及 び ／ 若 し く は 遺 伝 子 座 の メ チ ル 化 を 検
出 し 、 該 メ チ ル 化 遺 伝 子 の 総 和 を 算 出 す る こ と に よ る 、 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 の 検 出 方
法 。
【 請 求 項 ２ 】
特 定 の 遺 伝 子 及 び ／ 若 し く は 遺 伝 子 座 が 、 APC遺 伝 子 及 び ／ 又 は DCC遺 伝 子 を 含 む 請 求 項 １
に 記 載 の 新 生 物 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
APC遺 伝 子 の 1Aプ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ／ 又 は DCC遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域
 の メ チ ル 化 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 新 生 物 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
特 定 の 遺 伝 子 及 び ／ 若 し く は 遺 伝 子 座 が 、 さ ら に SFRP2遺 伝 子 、 MGMT遺 伝 子 、 hMLH1遺 伝 子
、 又 は SFRP1遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る １ 種 又 は 複 数 種 を 含 む 請 求 項 ２ 又 は ３ に 記 載 の 新 生 物
の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
SFRP2遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 、 MGMT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 hMLH1
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 又 は SFRP1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル
化 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ に 記 載 の 新 生 物 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
メ チ ル 化 の 検 出 が 、 生 体 検 体 中 に 存 在 す る DNAを 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 修 飾 す る 試 薬 と 接
触 さ せ 、 該 生 体 検 体 中 に 存 在 し う る DNAの 全 て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 転 換 す
る 方 法 を 用 い て DNAの 修 飾 を 行 っ た の ち 、 修 飾 さ れ て い な い シ ト シ ン を 検 出 す る こ と に よ
る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 に 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
生 体 検 体 中 に 存 在 す る DNAを 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 修 飾 す る 試 薬 と 接 触 さ せ た の ち 、 配 列
番 号 １ ～ １ ８ の い ず れ か に 表 さ れ た 塩 基 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー を
用 い て DNAを 増 幅 し 、 修 飾 さ れ て い な い シ ト シ ン を 検 出 す る こ と に よ る 請 求 項 ６ に 記 載 の
検 出 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ７ に 記 載 の 検 出 方 法 に 使 用 す る 、 以 下 の １ ） ～ １ ２ ） の い ず れ か か ら 選 択 さ れ る ２
種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ ラ イ マ ー セ ッ ト ：
１ ） 配 列 番 号 １ 及 び ３ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
２ ） 配 列 番 号 ２ 及 び ３ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
３ ） 配 列 番 号 ４ 及 び ６ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
４ ） 配 列 番 号 ４ 及 び ５ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
５ ） 配 列 番 号 ７ 及 び ９ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
６ ） 配 列 番 号 ８ 及 び ９ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
７ ） 配 列 番 号 １ ０ 及 び １ ２ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
８ ） 配 列 番 号 １ １ 及 び １ ２ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
９ ） 配 列 番 号 １ ３ 及 び １ ５ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
１ ０ ） 配 列 番 号 １ ４ 及 び １ ５ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
１ １ ） 配 列 番 号 １ ６ 及 び １ ８ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
１ ２ ） 配 列 番 号 １ ７ 及 び １ ８ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ７ に 記 載 の 検 出 方 法 に 使 用 す る 、 以 下 の １ ） ～ ６ ） の い ず れ か か ら 選 択 さ れ る ３ 種
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ ラ イ マ ー セ ッ ト ：
１ ） 配 列 番 号 １ ～ ３ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
２ ） 配 列 番 号 ４ ～ ６ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
３ ） 配 列 番 号 ７ ～ ９ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
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４ ） 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ２ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
５ ） 配 列 番 号 １ ３ ～ １ ５ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
６ ） 配 列 番 号 １ ６ ～ １ ８ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ８ 又 は ９ に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 の 検 出 用 試 薬
又 は 検 出 用 試 薬 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 生 体 検 体 に 存 在 す る 特 定 の 遺 伝 子 及 び ／ 若 し く は 遺 伝 子 座 の メ チ ル 化 を 検 出
し 、 該 検 出 さ れ た メ チ ル 化 遺 伝 子 及 び ／ 若 し く は メ チ ル 化 遺 伝 子 座 の 総 和 を 定 量 的 に 、 又
は 非 定 量 的 に 算 出 す る こ と に よ り 、 生 体 内  に 存 在 す る 新 生 物 を 検 出 す る 方 法 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 糞 便 を 用 い た 消 化 器 の 悪 性 新 生 物 （ 具 体 的 に は 大 腸 癌 ） の 検 出 方 法 に 、 便 潜 血 反 応 （ Fe
cal Occult-Blood Testing; FOBT） を 調 べ る 方 法 が あ る 。 欧 米 の 無 作 為 化 比 較 試 験 ３ 研 究
に よ り 、 便 潜 血 検 査 を 行 っ た と こ ろ 、 早 期 癌 を 発 見 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 と し て 死 亡
率 減 少 効 果 （ 検 診 群 で 15～ 35％ 低 下 ） が 示 さ れ た 。 ま た 、 検 診 群 で は 早 期 癌 を 発 見 す る こ
と が で き た こ と に よ る 罹 患 率 、 及 び 浸 潤 癌 の 減 少 も 認 め ら れ た (Mandel JS, Bond JH, Chu
rch TR, et al. Reducing mortality from colorectal cancer by screening for fecal 
occult blood. N Engl J Med 1993; 328:1365-71. Hardcastle JD, Chamberlain JO, Rob
inson MH, et al. Randomised controlled trial of faecal-occult-blood screening fo
r colorectal cancer. Lancet 1996;348:1472-7. Kronborg O, Fenger C, Olsen J, Jorg
ensen OD, Sondergaard O. Randomised study of screening for colorectal cancer wit
h faecal-occult-blood test. Lancet 1996;348:1467-71.)。  し か し 、 本 検 査 方 法 は 感 度
が 低 く 、 便 潜 血 反 応 陽 性 患 者 に お け る 大 腸 癌 の 発 見 率 は  2～ 17%に 留 ま る 。 ま た 、 先 の 欧
米 の 無 作 為 化 比 較 試 験 ３ 研 究 に お い て 、 大 腸 癌 患 者 の う ち 、 便 潜 血 反 応 の 検 診 に て 大 腸 癌
を 発 見 さ れ た 患 者 は 27％ で あ り 、 満 足 の い く も の と は 言 え な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 の 分 子 生 物 学 の 発 展 に よ り 、 新 生 物 又 は 悪 性 新 生 物 の 遺 伝 子 変 異 の 特 徴 が 明 ら か に
さ れ て き て い る 。 こ の 新 生 物 及 び 悪 性 新 生 物 の 遺 伝 子 変 異 を 糞 便 か ら 検 出 す る こ と が で き
れ ば 、 糞 便 か ら の 新 生 物 及 び 悪 性 新 生 物 の 検 出 が 可 能 と な る こ と が 推 測 さ れ て い る （ Sidr
ansky D. Emerging molecular markers of cancer. Nat Rev Cancer. 2002 Mar;2(3):210
-9） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 大 腸 癌 に お け る 遺 伝 子 変 異 に お い て は 、 例 え ば KRAS遺 伝 子 の 点 突 然 変 異 、 APC（ adenoma
tous polyposis coli） 遺 伝 子 の 点 突 然 変 異 、 p53遺 伝 子 の 点 突 然 変 異 、 BRAF遺 伝 子 の 点 突
然 変 異 が 認 め ら れ る が 、 こ れ ら 遺 伝 子 変 異 を す べ て 調 べ た と し て も 大 腸 癌 す べ て を 検 出 で
き る わ け で は な く 、 ま た 検 出 す る 方 法 及 び 技 術 は い ま だ 困 難 か つ 高 額 な 場 合 が 多 い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 近 年 、 新 生 物 及 び 悪 性 新 生 物 の 特 徴 と し て 、 遺 伝 子 の 異 常 な メ チ ル 化 の 獲 得 と い う 現 象
が 多 々 認 め ら れ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。
　 高 等 真 核 生 物 に お い て 、 DNAは 、 CGジ ヌ ク レ オ チ ド 中 の グ ア ノ シ ン の 5'側 に 位 置 す る シ
ト シ ン で の み メ チ ル 化 さ れ る 。 こ の 修 飾 は 、 遺 伝 子 発 現 に お い て 、 特 に 含 ま れ て い る CpG
に 富 む 領 域 （ 以 下 、 「 CpG島 」 と い う 。 ） が 多 く の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る
場 合 に 重 要 な 制 御 効 果 を 有 す る 。 常 染 色 体 で は 殆 ど 全 て の 遺 伝 子 関 連 の CpG島 が メ チ ル 化
か ら 保 護 さ れ て い る が 、 CpG島 の 広 範 に わ た る メ チ ル 化 は 、 刷 込 み 遺 伝 子 の 転 写 の 不 活 性
化 及 び 雌 の 不 活 性 Ｘ 染 色 体 上 の 遺 伝 子 の 転 写 の 不 活 性 化 と 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 CpG島 の 異 常 な メ チ ル 化 は 、 不 死 化 細 胞 又 は 形 質 転 換 細 胞 で は 頻 繁 に 見 ら れ る 事 象 で あ
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り 、 ヒ ト 癌 に お け る 特 定 の 癌 抑 制 遺 伝 子 の 転 写 の 不 活 性 化 と 関 連 す る と 考 え ら れ て い る 。
そ し て 、 幾 つ か の 生 物 学 的 機 能 は 、 DNA中 の メ チ ル 化 さ れ た 塩 基 に 起 因 し て い る 。 最 も 確
立 さ れ た 生 物 学 的 機 能 は 、 コ グ ネ イ ト 制 限 酵 素 に よ る 消 化 か ら の DNAの 保 護 で あ る 。 制 限
修 飾 現 象 は 細 菌 で し か 見 ら れ な い と 考 え ら れ て い た が 、 そ の 後 哺 乳 動 物 細 胞 に も 別 の メ チ
ラ ー ゼ が あ り 、 こ れ は CpGの グ ア ニ ン の 5'側 に 隣 接 す る DNA上 の シ ト シ ン 残 基 だ け を 限 定 的
に メ チ ル 化 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の メ チ ル 化 は 、 遺 伝 子 活 性 、 細 胞 分 化 、 腫 瘍 発
生 、 Ｘ 染 色 体 の 不 活 性 化 、 遺 伝 子 刷 込 み 、 及 び そ の 他 の 主 要 な 生 物 学 的 プ ロ セ ス に お い て
或 る 役 割 を 担 っ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る (Razin,A.,H.,及 び Riggs,R.D.編 ， DNA Methy
lation Biochemistry and Biological Significance,Springer-Verlag,New York,1984)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ヒ ト 癌 細 胞 は 、 典 型 的 に は 、 重 要 な 遺 伝 子 の 突 然 変 異 、 増 幅 又 は 欠 失 を 特 徴 と す る 体 細
胞 改 変 ゲ ノ ム を 含 ん で い る 。 さ ら に 、 ヒ ト 癌 細 胞 由 来 の DNA鋳 型 は 、 DNAの メ チ ル 化 と い う
体 細 胞 の 変 化 を 示 す こ と が 多 い (E.R． Fearonら ， Cell,61:759,1990； PA.Jonesら ,Cancer 
Res.46:461,1986； R.Holliday,Science,238:163,1987:A.De Bustrosら ,Proc.Natl.Acad．
Sci.,USA,85:5693,1988;PA.Jonesら ,Adv.CancerRes.,54:1,1990;S.B.Baylinら ,Cancer Ce
lls,3:383,1991;M.Makosら ,Proc.Natl.Acad.Sci.,USA,89:1929,1992;N.Ohtani-Fujitaら ,
Oncogene,8:1063,1993)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 真 核 細 胞 で は 、 グ ア ノ シ ン の 5'側 に 直 に 存 在 し て い る シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 は 、 CGに
乏 し い 領 域 で 優 先 的 に 起 こ る (Bird,A., Nature,321:209,1986)。 こ れ に 対 し て 、 CpG島 と
呼 ば れ る 不 連 続 な CGジ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 領 域 は 、 正 常 細 胞 で は メ チ ル 化 さ れ な い ま ま
で あ る が 、 Ｘ 染 色 体 の 不 活 性 化 (Migeonら ， 前 掲 ） 及 び 親 特 異 的 刷 込 み (Liら ,Nature,366:
362,1993)の 間 だ け は メ チ ル 化 さ れ る 。 こ の 場 合 、 こ の 5'調 節 領 域 の メ チ ル 化 に よ っ て 転
写 が 抑 制 さ れ 得 る 。 Rb遺 伝 子 の de novoメ チ ル 化 が 網 膜 芽 細 胞 腫 の 一 部 で 実 証 さ れ て お り (
Sakaiら , Am.J.Hum.Genet.,48:880,1991)、 ま た 、 近 年 の 研 究 に よ り 、 ヒ ト の 腫 瘍 に お け
る 異 常 な DNAメ チ ル 化 は 様 々 な 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 起 き て い る こ と が 報 告 さ れ て
い る （ 非 特 許 文 献 １ ～ ３ ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 ヒ ト の 糞 便 中 に 存 在 す る 消 化 管 粘 膜 細 胞 、 悪 性 新 生 物 細 胞 、 新 生 物 細 胞 、 及 び 分
泌 液 に 存 在 す る 遺 伝 子 断 片 を 診 断 に 用 い る こ と は 、 悪 性 新 生 物 の 早 期 発 見 の た め に 非 常 に
有 用 で あ る こ と が 推 測 さ れ る 。 糞 便 よ り DNAを 精 製 し 、 そ の 後 DNAを 重 亜 硫 酸 塩 (disulfite
)処 理 を 行 い 、 新 生 物 に 特 徴 的 な メ チ ル 化 異 常 を 検 出 し て 、 大 腸 癌 の 診 断 を 試 み よ う と す
る 報 告 が あ る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し か し な が ら 、 糞 便 を 用 い て の 消 化 器 に 存 在 す る 悪 性 新 生 物 （ 癌 ） や 新 生 物 （ 腺 腫 ） を
感 度 よ く 、 簡 便 に 検 出 す る 方 法 は ま だ 十 分 で は な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Jones, P.A. et al., Nat. Genet., 21: 163-167, 1999.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Issa et al., Ann. N. Y. Acad. Sci., 910: 140-153, 2000.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Herman et al., N. Engl. J. Med., 349: 2042-2054, 2003
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Muller et al., The lancet, vol363, 1283-1285, 2004
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 正 確 か つ 簡 便 に 、 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を
課 題 と す る 。 さ ら に 、 こ の 検 出 方 法 に 用 い る た め の プ ラ イ マ ー 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 検 出
用 試 薬 及 び 検 出 用 試 薬 キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 生 体 検 体 中 に 存 在 し
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う る ２ 種 以 上 の 特 定 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 又 は 遺 伝 子 座 の メ チ ル 化 を 検 出 し 、 該 検 出 さ れ た
メ チ ル 化 遺 伝 子 の 総 和 を 算 出 す る こ と に よ り 、 正 確 か つ 簡 便 に 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 を
検 出 で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 以 下 よ り な る 。
１ ． 生 体 検 体 中  に 存 在 す る ２ 種 以 上 の 特 定 の 遺 伝 子 及 び ／ 若 し く は 遺 伝 子 座 の メ チ ル 化
を 検 出 し 、 該 メ チ ル 化 遺 伝 子 の 総 和 を 算 出 す る こ と に よ る 、 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 の 検
出 方 法 。
２ ． 特 定 の 遺 伝 子 及 び ／ 若 し く は 遺 伝 子 座 が 、 APC遺 伝 子 及 び ／ 又 は DCC遺 伝 子 を 含 む 前 項
１ に 記 載 の 新 生 物 の 検 出 方 法 。
３ ． APC遺 伝 子 の 1Aプ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ／ 又 は DCC遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'
領 域  の メ チ ル 化 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 前 項 ２ に 記 載 の 新 生 物 の 検 出 方 法 。
４ ． 特 定 の 遺 伝 子 及 び ／ 若 し く は 遺 伝 子 座 が 、 さ ら に SFRP2遺 伝 子 、 MGMT遺 伝 子 、 hMLH1遺
伝 子 、 又 は SFRP1遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る １ 種 又 は 複 数 種 を 含 む 前 項 ２ 又 は ３ に 記 載 の 新 生
物 の 検 出 方 法 。
５ ． SFRP2遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 、 MGMT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 h
MLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 又 は SFRP1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ
チ ル 化 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 前 項 ４ に 記 載 の 新 生 物 の 検 出 方 法 。
６ ． メ チ ル 化 の 検 出 が 、 生 体 検 体 中 に 存 在 す る DNAを 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 修 飾 す る 試 薬
と 接 触 さ せ 、 該 生 体 検 体 中 に 存 在 し う る DNAの 全 て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 転
換 す る 方 法 を 用 い て DNAの 修 飾 を 行 っ た の ち 、 修 飾 さ れ て い な い シ ト シ ン を 検 出 す る こ と
に よ る 前 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 に 記 載 の 検 出 方 法 。
７ ． 生 体 検 体 中 に 存 在 す る DNAを 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 修 飾 す る 試 薬 と 接 触 さ せ た の ち 、
配 列 番 号 １ ～ １ ８ の い ず れ か に 表 さ れ た 塩 基 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ
ー を 用 い て DNAを 増 幅 し 、 修 飾 さ れ て い な い シ ト シ ン を 検 出 す る こ と に よ る 前 項 ６ に 記 載
の 検 出 方 法 。
８ ． 前 項 ７ に 記 載 の 検 出 方 法 に 使 用 す る 、 以 下 の １ ） ～ １ ２ ） の い ず れ か か ら 選 択 さ れ る
２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ ラ イ マ ー セ ッ ト ：
１ ） 配 列 番 号 １ 及 び ３ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
２ ） 配 列 番 号 ２ 及 び ３ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
３ ） 配 列 番 号 ４ 及 び ６ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
４ ） 配 列 番 号 ４ 及 び ５ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
５ ） 配 列 番 号 ７ 及 び ９ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
６ ） 配 列 番 号 ８ 及 び ９ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
７ ） 配 列 番 号 １ ０ 及 び １ ２ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
８ ） 配 列 番 号 １ １ 及 び １ ２ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
９ ） 配 列 番 号 １ ３ 及 び １ ５ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
１ ０ ） 配 列 番 号 １ ４ 及 び １ ５ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
１ １ ） 配 列 番 号 １ ６ 及 び １ ８ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
１ ２ ） 配 列 番 号 １ ７ 及 び １ ８ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
９ ． 前 項 ７ に 記 載 の 検 出 方 法 に 使 用 す る 、 以 下 の １ ） ～ ６ ） の い ず れ か か ら 選 択 さ れ る ３
種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ ラ イ マ ー セ ッ ト ：
１ ） 配 列 番 号 １ ～ ３ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
２ ） 配 列 番 号 ４ ～ ６ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
３ ） 配 列 番 号 ７ ～ ９ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
４ ） 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ２ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
５ ） 配 列 番 号 １ ３ ～ １ ５ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
６ ） 配 列 番 号 １ ６ ～ １ ８ に 表 さ れ た 各 塩 基 配 列 か ら な る ３ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
１ ０ ． 前 項 ８ 又 は ９ に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 の 検 出 用
試 薬 又 は 検 出 用 試 薬 キ ッ ト 。

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-166732 A 2006.6.29



【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 検 査 方 法 に よ り 、 糞 便 検 体 等 の 生 体 検 体 か ら 消 化 器 に 存 在 す る 悪 性 新 生 物 （ 癌
） や 新 生 物 （ 腺 腫 ） を 正 確 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 生 体 検 体 」 と は 、 上 記 特 定 の 遺 伝 子 を 含 む も の で あ れ ば 良 く 、 特 に
限 定 さ れ な い が 、 具 体 的 に は 生 体 か ら 採 取 し た 組 織 の 他 、 血 液 、 血 清 、 糞 便 、 尿 、 喀 痰 、
膵 液 、 胆 汁 、 精 液 、 唾 液 、 脳 脊 髄 液 等 が 挙 げ ら れ 、 特 に 消 化 器 新 生 物 の 検 出 に は 糞 便 が 好
適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 生 体 検 体 中 に 存 在 す る 特 定 の 遺 伝 子 と は 、 消 化 器 の 悪 性 新 生 物 （ 癌 ） や 新 生 物 （ 腺 腫 ）
に 関 連 す る 遺 伝 子 を い い 、 具 体 的 に は 少 な く と も APC (adenomatous polyposis coli)遺 伝
子 及 び ／ 又 は DCC (deleted in colorectal carcinomas)遺 伝 子 を 含 む こ と が 好 適 で あ る 。
さ ら に MGMT (O6-Methylguanine-DNA methyltransferase)遺 伝 子 、 hMLH1遺 伝 子 、 SFRP1 (s
ecreted apoptosis-related protein-1)遺 伝 子 、 又 は SFRP2 (secreted apoptosis-relate
d protein-2)遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る １ 種 又 は 複 数 種 の 遺 伝 子 を 含 め る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 に 示 す 特 定 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 検 出 に よ り 、 生 体 内 に 存 在 す る 新 生 物 を 検 出 す る
こ と が で き る 。 新 生 物 は 、 悪 性 新 生 物 （ 癌 ） で あ っ て も 良 い し 、 新 生 物 （ 腺 腫 ） で あ っ て
も 良 い 。
　 具 体 的 に は 、 APC遺 伝 子 の 1Aプ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン の メ チ ル 化
及 び ／ 又 は DCC遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン の
メ チ ル 化 を 検 出 す る こ と に よ り 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 を 検 出 す る こ と が で き る 。 よ り 具
体 的 に は 、 APC遺 伝 子 の 1Aプ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ／ 又 は DCC遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し
く は 5'領 域 の メ チ ル 化 を 検 出 す る こ と に よ り 該 新 生 物 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 さ ら に 、 SFRP2遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン
の メ チ ル 化 、 MGMT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン の メ チ ル 化 、 h
MLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン の メ チ ル 化 、 及 び ／ 又 は SFR
P1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン の メ チ ル 化 を
検 出 す る こ と に よ り 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 検 出 」 と は 、 生 体 検 体 に 存 在 す る 特 定 の 遺 伝 子
プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 又 は 遺 伝 子 座 に 関 連 す る CpG島 /CpG配 列 の シ ト シ ン の メ
チ ル 化 を 検 出 す る こ と を い う 。
　 本 発 明 に お い て 、 「 メ チ ル 化 遺 伝 子 の 総 和 を 算 出 す る 」 と は 、 上 記 個 々 の 遺 伝 子 プ ロ モ
ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化 を 定 量 的 に 検 出 し た も の の 値 を 定 量 的 に 加 算 し て 算
出 し た も の で あ っ て も よ い し 、 定 量 を 伴 わ な い 方 法 で メ チ ル 化 さ れ て い る 遺 伝 子 数 の 総 和
を 算 出 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 特 定 遺 伝 子 の メ チ ル 化 検 出 の 前 処 理 と し て 、 DNAを 抽 出 す る こ と が 必
要 で あ る 。 具 体 的 に は MagExtractor（ 東 洋 紡 製 ） や QIAamp Stool DNA Isolation Kit(QIA
GEN製 )な ど の 市 販 品 を 用 い る 等 、 自 体 公 知 の 方 法 で 検 体 か ら DNAを 抽 出 し て も よ い し 、 特
願 2004-359471号 の 実 施 例 １ に 記 載 と 同 手 法 に よ り グ リ コ ー ゲ ン 処 理 に よ っ て も よ い 。
　 次 に 、 重 亜 硫 酸 塩 (disulfite)を 用 い て 生 体 検 体 中 に 存 在 す る DNAの 全 て の 非 メ チ ル 化 シ
ト シ ン を ウ ラ シ ル に 転 換 す る 。 前 記 重 亜 硫 酸 塩 処 理 後 、 本 発 明 の 特 定 の 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子
座 の 必 要 な 領 域 、 例 え ば CpG領 域 を PCR等 の 核 酸 増 幅 法 に よ り 増 幅 し 、 該 増 幅 し た DNAに つ
い て 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン が ウ ラ シ ル へ 転 換 さ れ た か 否 か を 確 認 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 該 増 幅 し た DNA中 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン が ウ ラ シ ル へ 転 換 さ れ た か 否 か の 確 認 は 、 遺 伝
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子 又 は 遺 伝 子 座 の 必 要 な 領 域 、 例 え ば CpG領 域 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に つ い
て 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に よ っ て も メ チ ル 化 シ ト シ ン が ウ ラ シ ル に 転 換 さ れ な い 配 列 、 及 び 非
メ チ ル 化 シ ト シ ン が ウ ラ シ ル に 転 換 し た 配 列 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー を 用 い て 核 酸 を 増 幅
さ せ 、 該 増 幅 産 物 を 確 認 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 検 体 材 料 の 性 質 上 、 増 幅 さ れ
る 遺 伝 子 は 200bp以 下 が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は 180bp以 下 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 座 の 塩 基 配 列 は 、 APC遺 伝 子 に つ い て は Genebank Acce
ssion No.HSU02509に 、 DCC遺 伝 子 に つ い て は 同 No.NT_033905.3に 、 MGMT遺 伝 子 に つ い て は
同 No.HSU95038に 、 hMLH1遺 伝 子 に つ い て は 同 No.AB017806に 、 SFRP1遺 伝 子 に つ い て は NC_0
00008に 、 及 び SFRP2遺 伝 子 に つ い て は NC_000004に 示 す と お り で あ る 。
　 こ れ ら の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 又 は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の 核 酸 増 幅 用 プ ラ イ
マ ー と し て 、 以 下 の も の を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 APC遺 伝 子 の 1Aプ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー は 以 下 の と
お り で あ る 。
　 APC1A-NF: 5'-ATATTTTYGAGGGGTAYGGGGTTA　 　 （ 配 列 番 号 １ ）
　 APC1A-MF: 5'-TATTGCGGAGTGCGGGTC　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ）
　 APC1A-NR: 5'-ACRAAAATAAAAAACRCCCTAATC　 　 （ 配 列 番 号 ３ ）
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 APC1A-NF（ 配 列 番 号 １ ） と APC1A-NR（ 配 列 番 号 ３ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ
ル に も 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お
り 、 こ の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 有 無 に か か わ ら ず 、 148bpの 増 幅
産 物 が 得 ら れ る 。
　 一 方 、 APC1A-MF（ 配 列 番 号 ２ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル の み に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 も し メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る な ら ば APC1A-MS（ 配 列
番 号 ２ ） と APC1A-NAS（ 配 列 番 号 ３ ） の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 84bpの 増 幅 産 物 が 得 ら
れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 す な わ ち 、 APC遺 伝 子 の 1Aプ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン に メ チ ル 化 が
認 め ら れ る 場 合 は 148bpと 84bpの ２ つ の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と に な り 、 ま た 、 A
PC遺 伝 子 の 1Aプ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン に メ チ ル 化 が 認 め ら れ な い
場 合 は 148bpの １ つ の み の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と に な る （ 図 １ ） 。
　 APC遺 伝 子 の 必 要 な 領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー で あ れ ば 、 上 記 プ ラ イ マ ー に 限 定 さ れ
ず 、 同 様 の 機 能 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と も で き る 。 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ ～ ３
プ ラ イ マ ー を セ ッ ト で 使 用 す る こ と に よ り 、 一 度 の 核 酸 増 幅 処 理 で 、 APC遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン の メ チ ル 化 に 応 じ て 塩 基 数 の 異 な る DNAの 増 幅 を
確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 DCC遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ
ー は 以 下 の と お り で あ る 。
　 DCC-NF: 5'-AGGTGGAGAAAGAGGTGGAGGAA　 　 （ 配 列 番 号 ４ ）
　 DCC-MR: 5'-ACCAAAAATCGCGAACAACG　 　 　  （ 配 列 番 号 ５ ）
　 DCC-NR: 5'-TCAACCAACACCTTCRAAACCAAA　  （ 配 列 番 号 ６ ）
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 DCC-NF（ 配 列 番 号 ４ ） と DCC-NR（ 配 列 番 号 ６ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル に
も 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、
こ の ２ つ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ り 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 有 無 に か か わ ら ず 、 151bpの 増
幅 産 物 が 得 ら れ る 。
　 一 方 、 DCC-MR（ 配 列 番 号 ５ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル の み に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 も し 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る な ら ば DCC-MR（ 配 列 番
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号 ５ ） と DCC-NF（ 配 列 番 号 ４ ） の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 133bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 す な わ ち 、 DCC遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン
に メ チ ル 化 が 認 め ら れ る 場 合 は 151bpと 133bpの ２ つ の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と に
な り 、 ま た 、 DCC遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン
に メ チ ル 化 が 認 め ら れ な い 場 合 は 151bpの １ つ の み の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と に
な る （ 図 ２ ） 。
　 DCC遺 伝 子 の 必 要 な 領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー で あ れ ば 、 上 記 プ ラ イ マ ー に 限 定 さ れ
ず 、 同 様 の 機 能 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と も で き る 。 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ４ ～ ６
に 表 さ れ た 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー を セ ッ ト で 使 用 す る こ と に よ り 、 一 度 の 核 酸 増 幅 処 理
で 、 DCC遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン の メ チ ル
化 に 応 じ て 塩 基 数 の 異 な る DNAの 増 幅 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 MGMT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー は 以 下 の と
お り で あ る 。
　 MGMT3-NF: 5'-GYGTTTYGGATATGTTGGGAT　 　 　 （ 配 列 番 号 ７ ）
　 MGMT3-MF: 5'-ACGTTCGTAGGTTTTCGC　 　 　 　  （ 配 列 番 号 ８ ）
　 MGMT3-NR: 5'-AACTCCRCACTCTTCCRAAAACRA　  （ 配 列 番 号 ９ ）
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 MGMT3-NF（ 配 列 番 号 ７ ） と MGMT3-NR（ 配 列 番 号 ９ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ
ル に も 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お
り 、 こ の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 有 無 に か か わ ら ず 、 134bpの 増 幅
産 物 が 得 ら れ る 。
　 一 方 、 MGMT3-MF（ 配 列 番 号 ８ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル の み に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 も し 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る な ら ば MGMT3-MF（ 配
列 番 号 ８ ） と MGMT3-NR（ 配 列 番 号 ９ ） の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 82bpの 増 幅 産 物 が 得 ら
れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 す な わ ち 、 MGMT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン に メ チ ル 化 が
認 め ら れ る 場 合 は 134bpと 82bpの ２ つ の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と に な り 、 ま た 、 M
GMT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン に メ チ ル 化 が 認 め ら れ な い 場
合 は 134bpの １ つ の み の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と に な る （ 図 ３ ） 。
　 MGMT遺 伝 子 の 必 要 な 領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー で あ れ ば 、 上 記 プ ラ イ マ ー に 限 定 さ れ
ず 、 同 様 の 機 能 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と も で き る 。 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ７ ～ ９
に 表 さ れ た 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー を セ ッ ト で 使 用 す る こ と に よ り 、 一 度 の 核 酸 増 幅 処 理
で 、 MGMT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン の メ チ ル 化 に 応 じ て 塩
基 数 の 異 な る DNAの 増 幅 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 hMLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー は 以 下 の と
お り で あ る 。
　 hMLH15-NF: 5'-YGGGTAAGTYGTTTTGAYGTAGA　 　 　 （ 配 列 番 号 １ ０ ）
　 hMLH15-MF: 5'-CGTTCGTCGTTCGTTATATATC　 　 　  （ 配 列 番 号 １ １ ）
　 hMLH15-NR: 5'-TATACCTAATCTATCRCCRCCTCA　 　  （ 配 列 番 号 １ ２ ）
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 hMLH15-NF（ 配 列 番 号 １ ０ ） と hMLH15-NR（ 配 列 番 号 １ ２ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す
る ア レ ル に も 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ
れ て お り 、 こ の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 有 無 に か か わ ら ず 、 149bp
の 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。
　 一 方 、 hMLH15-MF（ 配 列 番 号 １ １ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル の み に ハ イ ブ
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リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 も し 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る な ら ば hMLH15-M
F（ 配 列 番 号 １ １ ） と hMLH15-NR（ 配 列 番 号 １ ２ ） の ２ つ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ り 、 109b
pの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 す な わ ち 、 hMLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン に メ チ ル 化 が
認 め ら れ る 場 合 は 149bpと 109bpの ２ つ の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と に な り 、 ま た 、
hMLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン に メ チ ル 化 が 認 め ら れ な い
場 合 は 149bpの １ つ の み の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と に な る 。
　 hMLH1遺 伝 子 の 必 要 な 領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー で あ れ ば 、 上 記 プ ラ イ マ ー に 限 定 さ
れ ず 、 同 様 の 機 能 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と も で き る 。 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ ０
～ １ ２ に 表 さ れ た 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー を セ ッ ト で 使 用 す る こ と に よ り 、 一 度 の 核 酸 増
幅 処 理 で 、 hMLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン の メ チ ル 化 に 応
じ て 塩 基 数 の 異 な る DNAの 増 幅 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 SFRP1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ
マ ー は 以 下 の と お り で あ る 。
　 S1-NF: 5'-GYGTTTTTTTGTTYGTYGTATTTT　 　 　 　 （ 配 列 番 号 １ ３ ）
　 S1-MF: 5'-TCGTAGCGTCGTTTTTTC　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 １ ４ ）
　 S1-NR: 5'-AAAACRCAATCCCCAACRTTAC　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 １ ５ ）
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 S1-NF（ 配 列 番 号 １ ３ ） と S1-NR（ 配 列 番 号 １ ５ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル
に も 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お り
、 こ の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 有 無 に か か わ ら ず 、 166bpの 増 幅 産
物 が 得 ら れ る 。
　 一 方 、 S1-MF（ 配 列 番 号 １ ４ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル の み に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 も し 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る な ら ば S1-MF（ 配 列
番 号 １ ４ ） と S1-NR（ 配 列 番 号 １ ５ ） の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 120bpの 増 幅 産 物 が 得 ら
れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 す な わ ち 、 SFRP1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ
ン に メ チ ル 化 が 認 め ら れ る 場 合 は 166bpと 120bpの ２ つ の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と
に な り 、 ま た 、 SFRP1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト
シ ン に メ チ ル 化 が 認 め ら れ な い 場 合 は 166bpの １ つ の み の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ
と に な る 。
　 SFRP1遺 伝 子 の 必 要 な 領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー で あ れ ば 、 上 記 プ ラ イ マ ー に 限 定 さ
れ ず 、 同 様 の 機 能 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と も で き る 。 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ ３
～ １ ５ に 表 さ れ た 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー を セ ッ ト で 使 用 す る こ と に よ り 、 一 度 の 核 酸 増
幅 処 理 で 、 SFRP1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン
の メ チ ル 化 に 応 じ て 塩 基 数 の 異 な る DNAの 増 幅 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 SFRP2遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ
マ ー は 以 下 の と お り で あ る 。
　 S2-NF: 5'-GGTTGTTAGTTTTTYGGGGTTT　 　 　  （ 配 列 番 号 １ ６ ）
　 S2-MF: 5'-TCGTTTCGTTTTTTTTCGGTTTC　 　 　 （ 配 列 番 号 １ ７ ）
　 S2-NR: 5'-CAACAACAACRAACCAAAACCCTAC　 　 （ 配 列 番 号 １ ８ ）
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 S2-NF（ 配 列 番 号 １ ６ ） と S2-NR（ 配 列 番 号 １ ８ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル
に も 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お り
、 こ の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 有 無 に か か わ ら ず 、 159bpの 増 幅 産
物 が 得 ら れ る 。
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　 一 方 、 S2-MF（ 配 列 番 号 １ ７ ） は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル の み に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 も し 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る な ら ば S2-MF（ 配 列
番 号 １ ７ ） と S2-NR（ 配 列 番 号 １ ８ ） の ２ つ の プ ラ イ マ ー に よ り 、 87bpの 増 幅 産 物 が 得 ら
れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 す な わ ち 、 SFRP2遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ
ン に メ チ ル 化 が 認 め ら れ る 場 合 は 159bpと 87bpの ２ つ の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ と
に な り 、 ま た 、 SFRP2遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト
シ ン に メ チ ル 化 が 認 め ら れ な い 場 合 は 159bpの １ つ の み の 遺 伝 子 増 幅 産 物 が 認 め ら れ る こ
と に な る （ 図 ４ ） 。
　 SFRP2遺 伝 子 の 必 要 な 領 域 を 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー で あ れ ば 、 上 記 プ ラ イ マ ー に 限 定 さ
れ ず 、 同 様 の 機 能 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と も で き る 。 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ ６
～ １ ８ に 表 さ れ た 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー を セ ッ ト で 使 用 す る こ と に よ り 、 一 度 の 核 酸 増
幅 処 理 で 、 SFRP2遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に 存 在 す る CpG領 域 の シ ト シ ン
の メ チ ル 化 に 応 じ て 塩 基 数 の 異 な る DNAの 増 幅 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 前 記 増 幅 産 物 の 確 認 は 、 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 ア ガ ロ
ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 を 行 う こ と に よ り 確 認 で き る 。 ま た 、 メ チ ル 化 の 検 出 を 行 い た い 遺
伝 子 又 は 遺 伝 子 座 に お け る 遺 伝 子 増 幅 の 際 に 用 い る プ ラ イ マ ー を 、 メ チ ル 化 シ ト シ の 存 在
す る ア レ ル に も 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 す る ア レ ル に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計
さ れ た プ ラ イ マ ー の み を 用 い た 場 合 は 、 DNAチ ッ プ に よ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ク ロ
ー ン ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 変 性 グ ラ ジ ェ ン ト ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ DGGE法 ） 、 温 度 グ ラ ジ ェ ン ド ゲ
ル 電 気 泳 動 法 (TGGE法 ） 、 Methylight法  又 は SSCP法 を 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 の 検 出 方 法 の 他 、 上 記 の プ ラ イ マ ー 、 プ ラ イ マ ー セ
ッ ト に も 及 ぶ 。 さ ら に 、 本 発 明 は 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 の 検 出 用 試 薬 及 び 検 出 用 試 薬 キ
ッ ト に も 及 ぶ 。 本 発 明 の 試 薬 に は 、 上 述 の 各 プ ラ イ マ ー を 試 薬 と す る こ と が で き 、 ま た 試
薬 キ ッ ト に は プ ラ イ マ ー 若 し く は プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 め る こ と が で き る 。 試 薬 キ ッ ト に
は 、 上 記 プ ラ イ マ ー の 他 、 前 処 理 液 、 核 酸 増 幅 用 試 薬 、 増 幅 産 物 の 確 認 に 使 用 す る 試 薬 等
を 含 め る こ と も で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 以 下 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い こ と
は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ 実 施 例 １ ） 予 備 検 討
　 250例 の 大 腸 癌 患 者 、 10例 の 大 腸 腺 腫 患 者 、 85例 の 胃 癌 患 者 よ り そ れ ぞ れ 、 新 生 物 部 分
、 又 は 正 常 粘 膜 部 分 の 生 体 検 体 を 得 、 以 下 の 検 討 を 行 っ た 。
　 外 科 手 術 切 除 及 び 内 視 鏡 切 除 を 施 行 さ れ た 250例 の 大 腸 癌 組 織 （ 遺 伝 性 非 腺 腫 性 大 腸 癌
を 含 む ） 、 10例 の 大 腸 腺 腫 組 織 （ 家 族 性 大 腸 腺 腫 症 を 含 む ） 、 85例 の 胃 癌 組 織 、 225例 の
正 常 大 腸 粘 膜 組 織 、 及 び 85例 の 正 常 胃 粘 膜 組 織 を 生 体 検 体 と し 、 各 検 体 か ら 抽 出 さ れ た DN
Aに つ い て 重 亜 硫 酸 塩 (disulfite)処 理 を 行 い 、 ま ず 、 合 計 15種 の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域
若 し く は 5'領 域 及 び 遺 伝 子 座 （ SFRP1, SFRP2, DCC, APC, MGMT, hMLH1, MINT1, MINT2, M
INT31, CACNA1G, p14, p16, THBS1, DAPK, COX2） の メ チ ル 化 の 検 討 を 239症 例 の 大 腸 癌 を
用 い て 行 っ た 。 そ の 結 果 よ り 、 メ チ ル 化 の 頻 度 の 高 い 6つ の 遺 伝 子 (SFRP1、 SFRP2、 APC, D
CC, MGMT, hMLH1)を 大 腸 癌 及 び 消 化 器 新 生 物 の 検 出 用 マ ー カ ー と し て 選 出 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 次 に 、 こ れ ら ６ つ の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化 の 頻 度 及 び 傾 向
を 、 250例 の 大 腸 癌 組 織 （ 遺 伝 性 非 腺 腫 性 大 腸 癌 を 含 む ） 、 10例 の 大 腸 腺 腫 組 織 （ 家 族 性
大 腸 腺 腫 症 を 含 む ） 、 85例 の 胃 癌 組 織 、 225例 の 正 常 大 腸 粘 膜 組 織 、 及 び 85例 の 正 常 胃 粘
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膜 組 織 を 用 い て 解 析 、 検 討 を 行 っ た 。 尚 SFRP1、 SFRP2、 APC, DCC, MGMT, hMLH1の 各 遺 伝
子 の メ チ ル 化 の 検 出 の た め に 、 表 １ の プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 表 １ の プ ラ イ マ ー は 、 配 列 表
の 配 列 番 号 １ ～ １ ８ に 表 さ れ た 配 列 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 。 各 プ ラ イ マ ー
の 各 遺 伝 子 に お け る 位 置 、 塩 基 長 及 び Tm値 に つ い て も 表 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 各 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 検 出 の た め の 核 酸 増 幅 反 応 に 、 10× PCR緩 衝 液 （ Invirogen社 ） , 
1.5 mM MgCl 2 , 0.2 mMの 各 プ ラ イ マ ー , 0.1mM dNTP, 1 unit の  Taq polymerase (Platin
um taq polymerase; Invirogen社 )、 組 織 か ら 抽 出 さ れ た DNAを 重 亜 硫 酸 塩 (disulfite)処
理 し た 溶 液 2μ Lを 鋳 型 に 、 合 計 20μ Lの PCR反 応 溶 液 を 用 い て 行 っ た 。
増 幅 反 応 条 件 は 95℃ を 3分 の あ と 、 95℃ を 30秒 、 各 Tm温 度 を ３ ０ 秒 、 72℃ を ３ ０ 秒 を １ サ
イ ク ル と し て 、 合 計 36サ イ ク ル 行 い 、 そ の 後 に 72℃ を 5分 間 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 250症 例 の 大 腸 癌 検 体 、 10症 例 の 大 腸 腺 腫 検 体 に つ い て 各 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 有 無 を 調
べ た 結 果 、 こ れ ら の ６ 種 の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に お い て １ つ 以 上 の メ
チ ル 化 を 認 め た 大 腸 癌 症 例 は 100% (250/250)、 ま た 大 腸 腺 腫 に お い て も 100%(10/10)で あ
っ た 。 ま た 、 85症 例 の 胃 癌 症 例 で も 100% (85/85） で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 各 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に つ い て 、 メ チ ル 化 の 認 め ら れ た 遺 伝 子 に つ
い て １ ポ イ ン ト を 、 メ チ ル 化 を 認 め な か っ た 遺 伝 子 に つ い て は ０ ポ イ ン ト と い う 評 価 を 与
え 、 各 検 体 に つ い て 上 記 ６ 種 の 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 座 に つ い て の 合 計 を 算 出 し 、 こ の 合 計 値
を  M.I.(メ チ レ ー シ ョ ン イ ン デ ッ ク ス (Methylation Index))と し た 。 大 腸 癌 、 大 腸 腺 腫 、
胃 癌 、 大 腸 正 常 粘 膜 、 及 び 胃 正 常 粘 膜 の M.I. の 平 均 値 、 及 び 各 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 頻 度
を 表 ２ に 示 し た 。 尚 、 各 組 織 に お け る M.I.平 均 値 の 検 定 に は 分 散 分 析 を 用 い 、 P値 は そ の
値 を 示 す 。 ま た 、 M.I.平 均 値 の カ ッ コ 内 は 95%信 頼 区 間 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ １ 】
　 表 ２ に 示 す よ う に 、 大 腸 癌 、 大 腸 腺 腫 、 及 び 大 腸 正 常 粘 膜 に お け る M.I.の 平 均 値 は 有 為
に 差 が 認 め ら れ た （ ｐ <0.0001） 。 ま た 、 胃 癌 及 び 胃 正 常 粘 膜 に お け る M.I.の 平 均 値 も 有
為 に 差 が 認 め ら れ た （ ｐ <0.0001） 。 す な わ ち 、 消 化 器 新 生 物 と 消 化 器 正 常 粘 膜 の M.I.の
平 均 値 に は 明 ら か な 差 が 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 本 結 果 よ り 、 糞 便 検 体 か ら 、 こ れ ら
６ 種 類 の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化 を 検 出 し 、 そ の M.I.値 に よ り
消 化 器 新 生 物 の 存 在 を 予 測 す る こ と が 可 能 で あ る か も し れ な い こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 予 備 検 討 よ り 得 ら れ た 結 果 に よ り 、 理 論 上 で は 、 複 数 個 の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し
く は 5'領 域 に お け る メ チ ル 化 の 有 無 の 総 和 は 新 生 物 と 正 常 組 織 で 異 な る こ と が 示 さ れ た 。
こ の 結 果 と 同 様 に 、 糞 便 か ら DNAメ チ ル 化 を 検 出 す る こ と に よ り 、 消 化 器 に お け る 新 生 物
の 存 在 を 検 出 可 能 か ど う か の 検 討 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ 実 施 例 ２ ） 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化 の 総 和 と 病 理 診 断 と の 関
係
　 イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト を 得 ら れ た 大 腸 内 視 鏡 検 査 予 定 患 者 60名 か ら 、 検 査 施 行 前
の 糞 便 を 生 体 検 体 と し て 得 た 。 得 ら れ た 糞 便 を 、 特 願 2004-303787号 の 実 施 例 １ に 記 載 と
同 手 法 に よ り グ リ コ ー ゲ ン 処 理 及 び 重 亜 硫 酸 塩 処 理 を 行 っ た 。 該 重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た 溶 液
2μ Lに つ い て 、 SFRP1, SFRP2, DCC, APC, MGMT, hMLH1各 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び
／ 又 は 5'領 域 の メ チ ル 化 を 予 備 検 討 で 行 っ た 方 法 と 同 じ 方 法 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 60症 例 の 糞 便 か ら の メ チ ル 化 を 検 出 し た 結 果 、 大 腸 内 視 鏡 及 び 上 部 消 化 管 内 視 鏡 検 査 結
果 を 表 ３ に 示 し た 。 性 別 は 女 性 を Fと 表 記 し 、 男 性 を Mと 表 記 し た 。 FOBTは 便 潜 血 反 応 検 査
（ fecal Occult-blood test） を 示 し 、 （ ＋ ） は 便 潜 血 反 応 検 査 陽 性 を 、 （ － ） は 便 潜 血
反 応 検 査 陰 性 を 、 N.D.は 便 潜 血 反 応 検 査 を 行 っ た か ど う か 確 認 不 可 能 な 症 例 を 示 し た 。 ま
た 、 メ チ ル 化 状 況 (Methylation Status)は 、 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 に メ
チ ル 化 が 認 め ら れ た 場 合 を １ と 表 記 し 、 メ チ ル 化 が 認 め ら れ な い 場 合 を ０ と 表 記 し た 。 ま
た 、 核 酸 増 幅 反 応 の 認 め ら れ な か っ た も の に 対 し て は 、 N.A.(Not Amplified)と 表 記 し た
。 M.I. は 、 各 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ／ 又 は 5'領 域 に つ い て メ チ ル 化 の 認 め ら れ
た 場 合 を １ ポ イ ン ト と し て 加 算 を 行 い 、 N.A.は 加 算 し な か っ た （ す な わ ち 0ポ イ ン ト と 同
義 で あ る ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 表 ３ に 示 し た 60症 例 を 、 悪 性 新 生 物 （ 胃 adenocarcinoma, 大 腸 adenocarcinoma, 十 二 指
腸 carcinoidを 含 む ） 群 、 良 性 新 生 物 （ 胃 fundic gland polyp, 胃 hyperplastic polyp, 
大 腸 tubular Adenomaを 含 む ） 群 、 及 び W.N.L（ 新 生 物 （ 癌 又 は 腺 腫 ） が 認 め ら れ な か っ た
症 例 ） 群 の ３ つ に 分 類 し た 。 こ の ３ つ に 分 類 さ れ た 症 例 群 と 、 APC, DCC, MGMT, hMLH1, S
FRP1, SFRP2各 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化 頻 度 、 及 び M.I.平 均
値 と の 関 係 を 表 ４ に 示 し た 。 P値 は 3群 間 と M.I.平 均 値 と の 比 較 に は 分 散 分 析 を 用 い た 。 ま
た 、 3群 間 の M.I.平 均 値 の 比 較 に は 分 散 分 析 を 用 い た 。 ま た 、 3群 間 の 各 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ
ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化 頻 度 の 比 較 に つ い て は Pearsonの 検 定 を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 そ の 結 果 、 糞 便 か ら の DNAメ チ ル 化 の 検 出 に よ り 、 そ の メ チ ル 化 遺 伝 子 の 総 和 の 値 の 平
均 値 は 悪 性 新 生 物 を 伴 う 症 例 及 び 良 性 新 生 物 を 伴 う 症 例 と 新 生 物 を 伴 わ な い (W.N.L)症 例
の 間 に お い て 有 為 に 差 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 こ の 結 果 は 、 予 備 検 討 と 同 じ 傾 向 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 APC遺 伝 子 の 1Aプ ロ モ ー タ ー 領 域 の メ チ ル 化 は 新 生 物 （ 癌 と 腺 腫 ） を 検 出 す る こ と が で
き 、 SFRP2プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化 も 同 様 な 傾 向 で あ っ た 。 DCCプ ロ モ
ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化 に お い て は 、 悪 性 新 生 物 を 中 心 に 検 出 可 能 で あ る こ
と が 示 さ れ 、 こ の 傾 向 は MGMTプ ロ モ ー タ ー 領 域 の メ チ ル 化 に も 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 各 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ／ 又 は 5'領 域 の メ チ ル 化 を 非 定 量 的
に 検 出 し た 。 表 ４ の 結 果 を 考 慮 し 、 M.I.値 が ２ 以 上 の 症 例 を 検 査 陽 性 群 （ す な わ ち 消 化 器
に 新 生 物 の 存 在 が 疑 わ れ る 症 例 群 ） と し 、 ま た 、 M.I.値 が １ 又 は ０ の 症 例 を 検 査 陰 性 群 と
し て 、 こ の 検 査 方 法 に お け る 感 度 、 及 び 特 異 度 を 算 出 し た 。 そ の 結 果 を 表 ５ に 示 し た 。 尚
、 P値 は Fisherの 正 確 検 定 の 値 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 表 ５ に 示 し た よ う に 、 消 化 器 に 存 在 す る 新 生 物 を 検 出 す る 感 度 は 90.0%、 特 異 度 は 53.3%
で あ っ た 。 ま た 、 悪 性 新 生 物 に つ い て は 、 100％ 検 出 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ 比 較 例 １ ） 便 潜 血 に よ る 確 認
　 上 記 予 備 検 討 に 示 し た 症 例 の う ち 60症 例 に つ い て 便 潜 血 反 応 を 施 行 し 、 陽 性 を 示 し た 患
者 20症 例 に お け る 大 腸 内 視 鏡 に よ る 新 生 物 の 有 無 の 関 係 を 調 べ 、 表 ６ に 示 し た 。 W.N.Lは
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新 生 物 （ 癌 又 は 腺 腫 ） が 認 め ら れ な か っ た 症 例 で あ る 。 こ の よ う に 便 潜 血 反 応 陽 性 の 症 例
に お い て も 半 数 以 上 は 新 生 物 が 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 記 の 結 果 よ り 、 便 潜 血 反 応 で は 新 生 物 の 判 断 を 行 う こ と が 殆 ど 不 可 能 で あ る と 考 え ら
れ た 。 一 方 、 本 発 明 の 検 査 方 法 に よ り 、 特 に 複 数 の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領
域 に つ い て メ チ ル 化 を 検 出 し 、 そ の 総 和 (M.I.)を 求 め る こ と で 、 正 確 、 か つ 簡 便 に 新 生 物
の 検 査 を 行 う こ と が で き る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 以 上 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 の 検 査 方 法 に よ り 生 体 検 体 、 好 ま し く は 糞 便 検 体 か ら 消 化
器 に 存 在 す る 新 生 物 （ 癌 又 は 腺 腫 ） を 判 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 実 施 例 に 示 し た 遺 伝 子
プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ／ 又 は 5'領 域 の メ チ ル 化 の 有 無 は 、 正 常 粘 膜 組 織 由 来 DNA又 は 、 大
腸 癌 及 び 新 生 物 組 織 由 来 DNAの メ チ ル 化 の 有 無 の 検 出 を 糞 便 か ら 検 出 可 能 で あ る こ と を 示
し た 。 こ の よ う に 非 侵 襲 DNA材 料 と し て 実 用 的 に 利 用 可 能 と な っ た こ と は 、 各 種 疾 患 の 診
断 上 有 用 で あ る ば か り で は な く 、 操 作 的 に 多 数 検 体 の 処 理 が 可 能 な こ と か ら 、 正 常 集 団 を
対 象 と し た 大 腸 癌 等 の 各 種 検 診 へ の 応 用 も 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 消
化 器 に 関 す る 新 生 物 を あ る 程 度 予 測 で き 、 本 発 明 の 検 査 方 法 に よ り 要 注 意 と 判 断 さ れ た 患
者 に つ い て 内 視 鏡 検 査 を 行 う 等 、 患 者 へ の 負 担 を 軽 減 化 す る こ と も で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 図 １ 】 糞 便 検 体 に つ い て の APC遺 伝 子 の 1Aプ ロ モ ー タ ー 領 域 の メ チ ル 化 の 有 無 の 検 討 結
果 を 示 す 図 で あ る 。 SMは サ イ ズ マ ー カ ー を 示 し 、 各 番 号 は 検 体 番 号 を 示 す 。 ま た Mcは メ チ
ル 化 の コ ン ト ロ ー ル を 示 し 、 Mは メ チ ル 化 が 検 出 さ れ た こ と を 示 し 、 Uは メ チ ル 化 が 検 出 さ
れ な か っ た こ と を 示 す 。
【 図 ２ 】 糞 便 検 体 に つ い て の DCC遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化 の
有 無 の 検 討 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 SMは サ イ ズ マ ー カ ー を 示 し 、 各 番 号 は 検 体 番 号 を 示 す 。
ま た Mcは メ チ ル 化 の コ ン ト ロ ー ル を 示 し 、 Mは メ チ ル 化 が 検 出 さ れ た こ と を 示 し 、 Uは メ チ
ル 化 が 検 出 さ れ な か っ た こ と を 示 す 。
【 図 ３ 】 糞 便 検 体 に つ い て の MGMT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の メ チ ル 化 の 有 無 の 検 討 結 果
を 示 す 図 で あ る 。 SMは サ イ ズ マ ー カ ー を 示 し 、 各 番 号 は 検 体 番 号 を 示 す 。 ま た Mcは メ チ ル
化 の コ ン ト ロ ー ル を 示 し 、 Mは メ チ ル 化 が 検 出 さ れ た こ と を 示 し 、 Uは メ チ ル 化 が 検 出 さ れ
な か っ た こ と を 示 す 。
【 図 ４ 】 糞 便 検 体 に つ い て の SFRP2遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 若 し く は 5'領 域 の メ チ ル 化
の 有 無 の 検 討 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 SMは サ イ ズ マ ー カ ー を 示 し 、 各 番 号 は 検 体 番 号 を 示 す
。 ま た Mcは メ チ ル 化 の コ ン ト ロ ー ル を 示 し 、 Mは メ チ ル 化 が 検 出 さ れ た こ と を 示 し 、 Uは メ
チ ル 化 が 検 出 さ れ な か っ た こ と を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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