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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者の便の試料を回収するステップと、この便試料の液状懸濁物を作るステップと、こ
の便試料の液状懸濁物を磁気共鳴スペクトル法に付すステップと、その結果得られたスペ
クトルを癌にかかっていない被験者から採取した便試料の液状懸濁物の磁気共鳴スペクト
ルと比較するステップとが備わっており、観察されたスペクトルの違いが腺腫または癌の
指標である、患者の体内における結腸直腸腺腫および結腸直腸癌の存在を検出する方法。
【請求項２】
　便試料の液状懸濁物が、２次元相関核磁気共鳴スペクトル法に付される請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　便試料の液状懸濁物が、1Ｈ対称化相関磁気共鳴スペクトル法に付される請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　便試料の液状懸濁物が、３６０1ＭＨｚ対称化相関磁気共鳴スペクトル法に付される請
求項２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
この発明は、結腸直腸腺腫および結腸直腸癌の検出方法に関するものであり、特に、プロ
トン磁気共鳴スペクトル法を用いるそのような腺腫および癌の検出方法に関するものであ
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る。
結腸直腸癌は、アメリカ合衆国およびカナダでもっとも一般的な癌の1つであり、１９９
９年にはおよそ１４６，０００件の新しい症例が報告されている。北アメリカにおける個
人が一生のうちに結腸直腸癌にかかる可能性は、約５～６％である。便中血液、貧血、腹
痛および排便習慣の変化が含まれる、結腸直腸癌に関係する症状は、この病気がかなり進
行したときにだけ現われてくる。患者にとっての予後が診断時におけるこの病気の期に大
きく左右されるということは、よく知られている。実際、結腸直腸癌が初期に検出された
患者の５年生存率が９２％であるのに対して、局部的に広がった結腸直腸癌のある患者の
それは約６０％になり、遠くに転位した結腸直腸癌のある患者のそれは約６％になる。し
たがって、前駆腺腫および前駆癌をできるだけ早く検出して上首尾の治療的介入の機会を
増やすことが重要である。
【０００２】
病気のスクリーニングには、その病気が広い階層の人々に流行していることと、その病気
の早期検出により死亡率が減ることと、生活の質が改善されることとが要求される。結腸
直腸癌は、これらの要求を満たしており、したがって、そのような計画のための理想的な
候補である。結腸直腸癌の自然成長、すなわち、何年（５～１５年）かの間にわたって起
きる腺腫から腺癌への進行もまた、適切な対象になる。結腸直腸癌の早期検出についての
費用便益分析も都合よく示されている（ボーリン，ティー．ディー（Ｂｏｌｉｎ，Ｔ．Ｄ
．）による「結腸直腸癌の早期検出についての費用便益」。Ｓｃａｎｄ　Ｊ　Ｇａｓｔｒ
ｏｅｎｔｅｒｏｌ　誌の１９９６年、３１補遺２２０の第１４２～１４６ページ）。
【０００３】
スクリーニング技術それ自体もまた、高い感度と特異度、低コスト、安全性および簡便性
のような一連の規準を満たす必要がある。この目的のために、現在、直腸指診（ＤＲＥ）
、便中潜血検査法（ＦＯＢＴ）、バリウム注腸法および結腸Ｘ線直接透視法（Ｓ状結腸鏡
検査法および結腸鏡検査法）が用いられている。
ＤＲＥには、指を使って直腸を検査することが含まれている。この方法によれば、触診す
ることのできる、指の届く範囲にある癌が検出される。陰性のＤＲＥ結果であっても、患
者に癌がないという再確認はほとんどもたらされない。なぜなら、検査の指によって触診
することのできる結腸直腸癌は１０％に満たないからである。
【０００４】
ＦＯＢＴによれば、結腸直腸癌のすべてが出血するという仮定に基づく化学的方法で便中
潜血が検出される。このＦＯＢＴ法は、もっとも安価でもっとも簡便であるが、感度が低
く、特異度が中くらいであり、早期検出には通常、適していない。利用可能なデータによ
れば、この技術の主な欠点は、Ｘ線あるいは内視鏡によりこの方法で発見された癌の半数
以上がたいてい初期の限界を超えているということである。検査を受けた患者が気ままな
ダイエットをしているときには、１０～１２％の擬陽性率が予測される。陽性の予測値を
概算すると、２．２～５０％の範囲にある。グアヤク法は感度がきわめて低く、その感度
はほぼ５０％程度である（ランゾホフ，ディー．エフ．（Ｒａｎｓｏｈｏｆｆ，Ｄ．Ｆ．
）およびラング，シー．エー．（Ｌａｎｇ，Ｃ．Ａ．）による「便中潜血検査による結腸
直腸癌についてのスクリーニング」：背景論文．Ａｎｎ　Ｉｎｔｅｒｎ　Ｍｅｄ　誌の１
９９７年　１２６：第８１１～８２２ページ）。ＦＯＢＴの使用は、結腸直腸癌が出血を
伴うものであるという仮定に基づくものである。しかしながら、断続的に出血する結腸直
腸癌もいくらかあり、まったく出血しない結腸直腸癌もある。
【０００５】
バリウム注腸法には、造影剤を使う腸管Ｘ線撮影法が含まれている。この注腸法は、単一
造影によるものでもよく、二重造影によるものでもよい。悪性であるときの主な放射線的
徴候には、コケ状散乱、急な凹部(cut-off)や凸部(shouldering)、および入り組んでいな
い区域から鋭く分界された限局性病巣が含まれている。二重造影によるバリウム注腸法の
、癌や大きいポリープについての見積もり感度は約６５～７５％にしか過ぎず、小さい腺
腫についてのそれはもっと低い。二重造影によるバリウム注腸法は、診断上の収益が大き
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いものの、偽陰性率が２～１８％である。そのうえ、この方法には放射線の被爆が含まれ
ており、繰り返して使うと安全ではないおそれがある。バリウム注腸法による穿孔はきわ
めてまれなことであるが、これが起きると、致命的な事態になることが多く、あるいは、
バリウムが腹腔の中へこぼれる結果、長期間、深刻な問題を引き起こすことになる。
【０００６】
腸管を検査するためにさまざまな器具（ひとまとめにして内視鏡と称される）が使われて
いる。内視鏡は、さまざまな長さを備えた、剛性のものでもよく、可撓性のものでもよい
。剛性のＳ状結腸鏡は長さが通常、２５ｃｍであり、可撓性のＳ状結腸鏡は長さが通常、
３５ｃｍあるいは６０ｃｍである。結腸鏡は、結腸の全体を検査するための、長さ１３０
～１６０ｃｍの可撓性観察器具である。生体組織検査法は、腸管を内視鏡で観察して、疑
わしい観察区域から生体組織を採取するものである。可撓性Ｓ状結腸鏡検査は、結腸およ
び直腸の左側に制限される。新生物性腫瘍の約１／３は、Ｓ状結腸鏡によって到達するこ
とのできない脾湾曲部に近い区域に発生する。結腸鏡は、感度が高く、結腸のＸ線透視と
新生物性異常の検出とについての黄金律が残っている。しかしながら、結腸鏡は、観血的
であり、きわめて高価であり、また、被験者を腸管穿孔の危険にさらすものである。
【０００７】
磁気共鳴スペクトル法（ＭＲＳ）は、病気の進行に関連した初期の小さい生化学的変化を
検出する可能性を備えており、癌患者からの組織生検の研究に役立つように改良されてき
た（スミス　アイシーピー（Ｓｍｉｔｈ　ＩＣＰ）のベザーベー，ティー．（Ｂｅｚａｂ
ｅｈ，Ｔ）による「生体外での組織ＮＭＲ」：ヤング，アイ．アール．（Ｙｏｕｎｇ　Ｉ
．Ｒ．）編集のＮＭＲの百科辞典：Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｐｉｎ－ｏｆｆ　Ｖｏｌｕｍｅ，
出版中（２０００年））。磁気共鳴スペクトル法は、診断上の興味対象である特定の生体
試料における小さい移動性化学種を検出するために、とりわけ役に立つ。しかしながら、
このような検査のために組織生検材料を手に入れるには、観血的処置が通常含まれる。
【０００８】
初期の癌を検出するために現在利用できる方法がいくつかある。従来のＸ線撮影法、核医
学法、直線移動形スキャナー法、超音波法、ＣＡＴ法およびＭＲＩ法等の生物物理的方法
はすべて、癌の早期検出および治療に重要な役割を演じている。腫瘍マーカーのための臨
床検査室検査もまた、初期癌検出における１つの補助手段として使うことができる。腫瘍
マーカー検査によれば、癌患者に存在する腫瘍関連抗原か他の物質かのいずれかが測定さ
れ、それによって、診断、病気の段階付け、病気の進行、治療への監視反応、および再発
性疾患の検出が促進される。残念ながら、腫瘍マーカー検査には、費用効率の高い方法に
おけるスクリーニング手段として使われる充分な特異度がたいてい存在しない。特異度の
高い検査でさえも、予測値が低いという難点がある。これは、特定の癌の罹患率が総人口
の中では比較的低いためである。利用可能な腫瘍マーカー検査の大部分は徴候性患者にお
ける癌を診断するのに利用することができない。なぜなら、程度の高いマーカーもまた、
さまざまな良性の病気の中に認められるからである。腫瘍マーカーの主な臨床的価値は、
腫瘍の段階付け、治療反応の監視、患者の予後の予測、および癌の再発の監視である。
【０００９】
イー．ティー．フォッセル（Ｅ．Ｔ．Ｆｏｓｓｅｌ）に１９９０年３月２７日および４月
１７日に付与された米国特許第４，９１２，０５０号および第４，９１８，０２１号の公
報には、血液、血清あるいは血漿のプロトン核磁気共鳴（ＮＭＲ）によって癌を検出する
ための技術がそれぞれ開示されている。同じ発明者に１９９３年１１月１６日に付与され
た米国特許第５，２６１，４０５号の公報には、その方法を自動化するための装置および
方法が開示されている。
マウントフォード（Ｍｏｕｎｔｆｏｒｄ）らに１９９７年６月７日に付与された米国特許
第５，３１８，０３１号の公報には、生きている動物あるいはヒトの組織の化学的状態を
ＮＭＲスペクトル法および２Ｄ－ＣＯＳＹ（２次元相関）ＮＭＲスペクトル法を使って測
定して、その測定値を正常状態、異常状態および遷移状態にある組織の参照測定値と比較
する方法が開示されている。



(4) JP 4486761 B2 2010.6.23

10

20

30

40

50

シー．エル．リーン（Ｃ．Ｌ．Ｌｅａｎ）ら（１９９１年発行のＭａｇｎ．Ｒｅｓｏｎ　
Ｍｅｄ　２０の第３０６～３１１ページ、１９９２年発行のＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　
３の第１１０９５～１１１０５ページ、および１９９２年発行のＭａｇｎ．Ｒｅｓｏｎ　
Ｍｅｄ　３０の第５２５～５３３ページ）は、磁気共鳴スペクトル法を使って結腸の細胞
および組織の検体について検査することを開示している。
【００１０】
しかしながら、結腸直腸癌および結腸直腸腺腫を検出する、高価でない非観血的方法につ
いての必要性がなお存在している。この発明の目的は、先に定義された高感度、高特異度
、低コストおよび安全性という規準を満たす、結腸直腸腺腫および結腸直腸癌を検出する
ための比較的簡単な非観血的方法を提供することである。
したがって、この発明は、患者から採取した便試料の液状懸濁物を磁気共鳴スペクトル法
に付すステップと、その結果得られたスペクトルを癌にかかっていない被験者から採取し
た便の磁気共鳴スペクトルと比較するステップとが備わっており、観察されたスペクトル
の違いが癌の指標である、患者の体内における結腸直腸腺腫および結腸直腸癌の存在を検
出する方法に関するものである。
ヒトの便に関するスペクトル分析を行うと、スペクトルの収集は非観血的であって患者へ
の危険がまったくないので、他の方法に勝る大きい利点がもたらされる。そのうえ、分析
に先立って特別な試料処理を行う必要がまったくない。
【００１１】
２Ｄ－ＣＯＳＹスペクトル法を使うのが好ましいが、それは、１Ｄ　ＭＲＳによれば、特
定試料に存在する生物化学種の自然なかつ相対的な強度に関する情報が得られるものの、
これらの種のいくつかについての排他的で疑わしくない同定が常に可能であるとは限らな
いからである。２次元ＭＲＳは、パルス遅延を変化させることで獲得され、次いで２つの
軸（獲得時間および遅延時間）に沿ってフーリエ変換された一連の１Ｄ　ＭＲスペクトル
として、定義することができる。このような取り組みによれば、第２の次元に交差ピーク
を発生させることで、合成１Ｄスペクトル共鳴の分離を行うことができ、互いに結合した
プロトンが同定される。この方法によれば、低濃度で存在し、かつ、より高濃度で存在す
る他の種によって１Ｄスペクトルの中に通常は被覆された種を検出することができる。こ
の発明は、添付図面を参照することで、以下にいっそう詳しく記載されている。
【００１２】
方法
結腸鏡検査あるいは手術が予定されていた６９人の被験者（３６人が女性、３３人が男性
。平均年齢６１歳、年齢範囲２２歳～９０歳）を召集して、便の単一試料を提供してもら
った。表１および表２には、これらの症例の内訳が提供されている。
【００１３】
表１
（召集した被験者の内訳）
症例
結腸直腸癌　　　　　　　　　　　　　　２４
健康　　　　　　　　　　　　　　　　　１３
腺腫様ポリープ　　　　　　　　　　　　２０
その他　　　　　　　　　　　　　　　　１２
【００１４】
表２
（表１における「その他」の範疇にある被験者の内訳）
過形成性ポリープ　　　　　　　　　　　　３
結腸チック　　　　　　　　　　　　　　　２
憩室症および肝臓癌　　　　　　　　　　　１
リンパ球性リンパ腫　　　　　　　　　　　１
結腸メラノーシス　　　　　　　　　　　　１
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散乱性憩室　　　　　　　　　　　　　　　１
憩室症　　　　　　　　　　　　　　　　　１
胃癌　　　　　　　　　　　　　　　　　　１
注腸性直腸炎および進行性メラノーマ　　　１
【００１５】
これらの被験者には、翌日に予定された結腸鏡検査あるいは手術のための結腸調整が開始
された後における最初の便通の便を回収するように指示が出された。これらの便試料は、
テキサス州立大学　エム．ディー．アンダーソン　癌センターで回収された。これらの試
料は、小さいアイスチェスト（郵送用容器）の中に入れて病院へ輸送される前に、患者用
冷蔵庫の中で平均２４～４８時間、冷凍保存された。これらはその後、カナダのウィニペ
グにある国立生体診断調査協議研究所へ輸送されるまで、－７０℃の冷凍庫で保存された
。すべての試料は、ドライアイスの中に密封状に置かれて送られ、検査の時まで－７０℃
で冷凍保存された。これらの試料が冷凍保存された時間の長さには大きな違いがなかった
。
【００１６】
試料の調整
ＭＲＳ検査のために、これらの試料は、解凍されて、アリコート部分が採取され、ＰＢＳ
／Ｄ2Ｏ緩衝液の中に懸濁された。この懸濁物は次に、（その容積のほぼ３分の１が満た
された）毛細管の中に入れられた。毛細管は、その一方端部がテフロン（Ｔｅｆｌｏｎ）
（ポリテトラフルオロエチレンの商標）の栓で塞がれている。これはその後、化学シフト
基準液として作用するパラ－アミノ安息香酸（ＰＡＢＡ）が含有された５ｍｍの標準ＭＲ
管の中へ入れられた。
ＭＲＳ検査
すべての検査は、ＡＭＲ－３６０分光計（ブラッカー　インストルメント（Ｂｒｕｋｅｒ
　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）社の１９８６年型）を使って、２５℃において、２０ヘルツ
（Ｈｚ）で試料を回転させながら行われた。単一パルス１Ｄ（９０°パルス、走査数ＮＳ
＝２５６、循環遅延ＲＤ＝２．４１秒、時間範囲におけるデータ点の数ＴＤ＝４Ｋ、スペ
クトル幅ＳＷ＝５０００Ｈｚ）および２Ｄ　ＣＯＳＹ（ＮＳ＝１２８、検査数ＮＥ＝１８
０、ＴＤ２＝２Ｋ、第２の次元におけるスペクトル幅ＳＷ２＝２９０６Ｈｚ）の両方のＭ
ＲＳ検査が、それぞれの便試料について行われた。２Ｄ　ＣＯＳＹ検査は、２つの９０°
パルスの間における１．２ミリ秒の初期遅延、３７４マイクロ秒の増分および１秒の緩和
遅延で実行された。この緩和遅延の間、低出力型ＣＷ放射線（２０デシベルで０．２ワッ
トより小さい）が使われて、水シグナルが予備飽和(presaturate)された。
【００１７】
データ処理
ＣＯＳＹデータ行列は、ｔ1ドメインにおける１Ｋへのゼロ充填、すなわち、フーリエ変
換と、等級演算〔（実数値2＋虚数値2）の平方根〕とを受けて、それぞれの２Ｄスペクト
ルについて１０２４×１０２４個の実数データ点が得られた。フーリエ変換に先立って、
ｔ1ドメインとｔ2ドメインとの両方に鐘状窓型正弦関数が一様に適用された。輪郭線のプ
ロットが、雑音レベルの近くに設定された最低レベルと、２つの出力に増える、それに続
くレベルとで、行われた。
【００１８】
臨床診断
結腸鏡検査は、その結果が比較される標準的なものであった。新生物（腫瘍あるいはポリ
ープ）の正確な位置、癌の病期、ポリープの組織学的種類（すなわち、管状、柔突起状、
あるいは管状柔突起状）、およびポリープの大きさと数のような情報が、適用可能なそれ
ぞれの患者にもたらされた。
【００１９】
結果
健康な被験者から得られた便試料の１Ｄ　ＭＲスペクトル、腺腫様ポリープがある被験者
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から得られたそれらのスペクトル、および癌患者から得られたそれらのスペクトルの間に
は、違いがあった。しかしながら、図１～図３に認めることができるように、もっとも顕
著な結果は、２Ｄ　ＣＯＳＹ　ＭＲスペクトルに由来していた。図１～図３における３つ
のＣＯＳＹスペクトルを比較すると、癌患者から得られた便試料のＣＯＳＹスペクトル（
図３）では交差ピークの総数が一番大きく、健康な被験者から得られたそれら（図１）で
は交差ピークの総数が一番小さく、腺腫様ポリープがある被験者から得られたそれら（図
２）では交差ピークの総数が中間である、とうことがわかる。
しかしながら、もっとも興味深い交差ピークは、図２および図３にだけ存在している、１
．３～４．３ｐｐｍにおけるものである。この交差ピークは、結合型フコースのメチル－
メチン（Ｈ5－Ｈ6）結合に起因すると考えられ、また、結腸直腸新生物のためのマーカー
として作用すると信じられている。フコース化の頻度の増大は、図２（ポリープ）におけ
る交差ピークと比較して、図３（癌）におけるフコース交差ピークの数と複雑度との増大
によって立証されていることもわかる。
フコース交差ピークの存在あるいは不存在に基づいて、検体は、新生物について陽性であ
るか陰性であるかが判定された。これらのＭＲＳ結果は、次に結腸鏡による所見と比較さ
れた。ＭＲＳ分析についての感度、特異度、および陽性予測値（ＰＰＶ）はすべて、表３
に表示されている。腺腫様ポリープのある２０人の被験者のうち１４人にこのＭＲＳで陽
性の結果が出たということは注目に値する。興味深いことに、６症例のうち４つに陰性の
結果が出たが、これらには、大きさが１ｃｍよりも小さいポリープがあった。
【００２０】
表３
（ＭＲＳ診断の結果（％））
Ｓｅｎｓ．　Ｓｐｅｃ．　ＰＰＶ
癌　　　　対　　　　健康　　　　　　　８３　　　　８５　　　　９１
ポリープ　対　　　　健康　　　　　　　７０　　　　８５　　　　８８
（癌＋ポリープ）対　健康　　　　　　　７７　　　　８５　　　　９４
（癌＋ポリープ）対（健康＋他の病気）　７７　　　　６０　　　　７７
Ｓｅｎｓ．＝感度、
Ｓｐｅｃ．＝特異度、ＰＰＶ＝陽性予測値
【００２１】
結論
これらの結果は、細胞表面における高水準のフコースの存在が腫瘍マーカーであると思わ
れる結腸直腸の細胞系および組織生検材料についての早期所見と一致している（リーンら
による１９９１年および１９９２年の前記のものを参照のこと）。癌の存在および不存在
を表示するのに加えて、フコースの水準とフコース化パターンの複雑度の増大とは、癌の
程度および／または病期と相関関係にある。結腸直腸癌におけるフコース／フコース化の
潜在的役割についての知識がすでに存在するので、フコース交差ピークは診断を行うこと
に排他的に依存する。しかしながら、ＣＯＳＹスペクトルの中、とりわけ、付加的な診断
情報をもたらし、したがって注目する価値のある３つのグループの中には、他の顕著な違
いも存在した。
【００２２】
結腸直腸癌腫についての単一試験のためのＦＯＢＴにおける報告された感度は３０％～５
０％の範囲にあり、その特異度は約９０％であると見積もられる。これらの値は、腺腫様
ポリープについてはいっそう小さい。表３に認められるように、この発明の方法における
感度および陽性予測値は、少なくともこの小さい試料では優れている。診断精度は、分析
から得られたある種の異常のあるすべての被験者が除外されるときに改善される（表３の
第３列対第４列を比較のこと）。感度は同じ値にとどまるものの、特異度および陽性予測
値はどちらも、そのような被験者が含まれることで、かなり減少する。しかしながら、最
終列は真の臨床像を反映するものである。癌の他の形態がある被験者の場合には、結腸鏡
検査において見過ごされた結腸へのいくつかの顕微鏡的早期転移があったものと思われる
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。実際、通常の結腸鏡検査がなされた、肺への転移のある結腸癌（切除された）の既往症
がある患者（この分析には含まれていない）の症例があったが、ＭＲＳ分析において陽性
の結果が示された。結腸鏡検査は、他のすべての研究における症例と同様に、分析におけ
る黄金律として使われるが、報告には、従来の結腸鏡検査において１０～２０％のポリー
プと５％までの結腸直腸癌とが見過ごされたことが示されている。偽陰性の結腸鏡検査は
ＭＲＳについての偽陽性の結果であると推測される。したがって、分析の真の特異度と陽
性予測値とは、実際には、この明細書に説明されたものよりも大きいと思われる。
【００２３】
ＭＲＳ法が自覚症状のない被験者のスクリーニングに任意に使われるものであるときには
、腺腫様ポリープのあるそれらの被験者を識別することが可能でなければならない。これ
らの被験者には、大きい割合（７０％）で陽性ＭＲＳ結果が現れる。ポリープが悪性であ
る可能性はそれらの大きさ、組織学的種類、およびポリープの数に左右されるという充分
な証拠がある。大きさが１ｃｍ未満のポリープは悪性になることがほとんどなく、また、
陰性のＭＲＳ結果が示されたそれらの被験者の２／３には大きさが１ｃｍ以下のポリープ
がある、ということが知られている。しかしながら、ポリープの組織学的種類および数の
いずれにも、そのＭＲＳ診断（の精度）とどのような相関関係も示されなかった。
要するに、この発明の方法を用いると、患者に完全な結腸鏡検査を行うかどうかについて
いっそう良好な決定をすることが可能になる。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、正常な結腸を有する被験者から採取されたヒトの便の３６０ＭＨｚ1

Ｈ　ＭＲ対称化ＣＯＳＹスペクトル図である。
【図２】　図２は、腺腫様ポリープ（上行結腸中の１ｃｍ管状腺腫および３ｃｍ管状腺腫
）がある被験者から採取されたヒトの便の３６０ＭＨｚ1Ｈ　ＭＲ対称化ＣＯＳＹスペク
トル図である。
【図３】　図３は、結腸直腸癌（右結腸中の腺癌、ＴｉｓＮＯＭＸ、残留性柔突起腺腫あ
り）がある被験者から採取されたヒトの便の３６０ＭＨｚ1Ｈ　ＭＲ対称化ＣＯＳＹスペ
クトル図である。
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