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(57)【要約】
　本発明は、癌マーカーに関するものである。特に本発明は、癌（例えば、前立腺癌また
は乳癌）において特異的に存在する代謝物および代謝物パネルを提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　前立腺癌を診断する方法であって、
　（ａ）被験体の尿試料における、サルコシン、グルタミン酸、グリシン、および、シス
テインのレベルを検出するステップと、
　（ｂ）サルコシン、グルタミン酸、グリシン、および、システインの上記レベルが、癌
でない被験体におけるレベルよりも高い場合、前立腺癌であると診断するステップとを含
む方法。
【請求項２】
　アセチルグルコサミン、キヌレニン、ウラシル、ホモシステイン、アスパラギン、グル
タミン酸、スペルミジン、スペルミン、２－アミノアジピン酸、ロイシン、プロリン、ス
レオニン、マレイン酸塩、ヒスチジン、シトルリン、アデノシン、およびイノシンから成
る群から選択される１つ以上の代謝物のレベルを検出するステップをさらに含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　乳癌を診断する方法であって、
　（ａ）被験体からの試料において、ピペコリン酸、セリン、ポリアミン、および脂肪酸
から成る群から選択される１つ以上の癌特異的代謝物の存在または非存在を検出するステ
ップと、
　（ｂ）上記１つ以上の癌特異的代謝物の存在または非存在に基づいて、乳癌を診断する
ステップとを含む方法。
【請求項４】
　上記ポリアミンは、プトレッシン、スペルミジン、およびスペルミンから成る群から選
択される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　上記脂肪酸は、ミリスチン酸、パルミチン酸、アラキドン酸、ステアリン酸、ラウリン
酸、およびオレイン酸から成る群から選択される、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　上記試料は、組織試料、血液試料、血清試料、および尿試料から成る群から選択される
、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　上記組織試料は生検試料である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　上記１つ以上の癌特異的代謝物は、癌性試料には存在するが、非癌性試料には存在しな
い、請求項３に記載の方法。
【請求項９】
　上記１つ以上の癌特異的代謝物は、癌性試料には存在しないが、非癌性試料には存在す
る、請求項３に記載の方法。
【請求項１０】
　２つ以上の上記癌特異的代謝物の存在または非存在を同時に検出するステップを含む、
請求項３に記載の方法。
【請求項１１】
　前立腺癌を診断する方法であって、
　（ａ）被験体からの尿試料において、ピペコリン酸、セリン、ポリアミン、および脂肪
酸から成る群から選択される１つ以上の癌特異的代謝物の存在または非存在を検出するス
テップと、
　（ｂ）上記尿試料における上記癌特異的代謝物の存在または非存在に基づいて、前立腺
癌を診断するステップとを含む方法。
【請求項１２】
　上記ポリアミンは、プトレッシン、スペルミジン、およびスペルミンから成る群から選
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択される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　上記脂肪酸は、ミリスチン酸、パルミチン酸、アラキドン酸、ステアリン酸、ラウリン
酸、およびオレイン酸から成る群から選択される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　上記尿試料は尿沈渣試料である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　上記１つ以上の癌特異的代謝物は、癌性試料には存在するが、非癌性試料には存在しな
い、請求項１１に記載の方法。
【請求項１６】
　上記１つ以上の癌特異的代謝物は、癌性試料には存在しないが、非癌性試料には存在す
る、請求項１１に記載の方法。
【請求項１７】
　２つ以上の上記癌特異的代謝物の存在または非存在を同時に検出するステップを含む、
請求項１１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本願は、米国特許出願番号第６１／２８９，２０６号（出願日２００９年１２月２２日
）に優先権を主張するものである。
【０００２】
　〔連邦政府によって後援を受けた研究または開発に関する声明〕
　本発明は、米国国立衛生研究所からの政府の支援（交付番号U01 CA111275）により、な
されたものである。政府は、本発明において特定の権利を有するものである。
【０００３】
　〔発明の分野〕
　本発明は、癌マーカーに関する。特に、本発明は、癌（例えば、前立腺癌または乳癌）
における存在が特異的な代謝物および代謝物パネルを提供する。
【０００４】
　〔発明の背景〕
　６５歳以上の男性の９人に１人が前立腺癌（ＰＣＡ）を患っており、前立腺癌（ＰＣＡ
）は、肺癌に次いで、男性の癌関連死の主要な原因となっている（Abate-Shen and Shen,
 Genes Dev14:2410 [2000]; Ruijter et al., Endocr Rev, 20:22 [1999]）。米国癌協会
は、２００１年において、アメリカ人男性の約１８４，５００人が前立腺癌と診断され、
３９，２００人が前立腺癌で死亡するだろうと推定している。
【０００５】
　前立腺癌は、典型的には、直腸内触診および／または前立腺特異抗原（ＰＳＡ）スクリ
ーニングによって診断される。血中のＰＳＡ濃度の上昇により、ＰＣＡの存在が示され得
る。ＰＳＡは、前立腺癌用のマーカーとして使用される。これは、ＰＳＡが、前立腺細胞
によってのみ分泌されるものだからである。健康な前立腺は、安定した量（典型的には、
１ミリリットル当たり４ナノグラム以下、またはＰＳＡ度数が「４」またはそれ以下）の
ＰＳＡを生成するが、癌細胞は、癌の重篤度に応じて段階的に増大した量のＰＳＡを生成
する。レベル４～１０の場合、医者は、患者が前立腺癌ではないかと疑いを抱く可能性が
あり、５０よりも高いレベルの場合、腫瘍が体内のどこかに転移したことを示す可能性が
ある。
【０００６】
　ＰＳＡまたは指診により、癌が存在している可能性が高いことが示される場合、経直腸
的超音波（ＴＲＵＳ）を用いて、前立腺をマッピングして、疑いのある部位を示す。前立
腺の様々な部位に生検を行って、前立腺癌が存在するかどうかを判定する。治療の選択肢
は、癌の段階に応じて異なる。推定余命が１０年以下の、グリーソン数が低く、腫瘍が前
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立腺を超えて転移していない男性には、多くの場合、用心深く待機することが行われる（
治療なし）。より悪性の癌の治療の選択肢には、外科治療が含まれる。外科治療の例には
、前立腺を完全に除去する前立腺全摘除術（ＲＰ）（神経温存技術を含む、または含まな
い）や放射線が含まれる。放射線については、外部のビームで人体の外側から所定線量を
前立腺に向けて直接照射する場合もあるし、または、低線量の放射性シードを前立腺内に
移植して、癌細胞を局所的に死滅させる場合もある。抗アンドロゲンホルモン療法も、単
独で、または、手術もしくは放射線と組み合わせて用いられる。ホルモン療法は、下垂体
がテストステロンの生成を刺激するホルモンを生成することを阻止する、黄体形成ホルモ
ン放出ホルモン（ＬＨ－ＲＨ）類似体を用いるものである。患者は、残りの人生において
ずっとＬＨ－ＲＨ類似体を注射し続けなければならない。
【０００７】
　多くの場合、外科治療およびホルモン治療は、局在性ＰＣＡには有効であるが、進行性
癌を治癒することは難しい。進行性ＰＣＡの場合には、アンドロゲンの切除が最も一般的
な治療法であり、アンドロゲンの切除により、アンドロゲン依存性の悪性細胞の大規模な
アポトーシスおよび一時的な腫瘍の緩解が導かれる。しかし多くの場合、腫瘍は再発し、
アンドロゲン信号に無関係に増殖してしまう。
【０００８】
　前立腺特異抗原（ＰＳＡ）スクリーニングの出現により、ＰＣＡの早期検出がもたらさ
れ、ＰＣＡに関連した致死率は、著しく低減された。しかし、ＰＳＡスクリーニングが癌
特異的死亡率に与える影響については、将来のランダムスクリーニングの研究結果が出る
までは、依然として不明である（Etzioni et al., J. Natl. Cancer Inst., 91:1033 [19
99]; Maattanen et al., Br. J. Cancer 79:1210 [1999]; Schroder et al., J. Natl. C
ancer Inst., 90:1817 [1998]）。血清ＰＳＡ試験は、主に、ＰＳＡ検出の特に中間範囲
（４～１０ｎｇ／ｍｌ）における前立腺癌の有病正診率および無病正診率が不明であるた
めに、制限される。高い血清ＰＳＡ濃度は、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および前立腺炎と
いった、非悪性の状態の患者において検出されることが多く、検出された癌の悪性度に関
してほとんど情報を提供しない。血清ＰＳＡ試験を多く行えば、同時に、前立腺の針生検
の行う数も、著しく増大する（Jacobsen et al., JAMA 274:1445 [1995]）。このため、
前立腺の針生検の結果はあいまいになる場合が多い（Epstein and Potter J. Urol., 166
:402 [2001]）。従って、ＰＳＡスクリーニングを補完するためのさらなる血清および組
織バイオマーカーの開発が求められている。
【０００９】
　〔発明の概要〕
　本発明は、癌マーカーに関する。特に、本発明は、癌（例えば、前立腺癌または乳癌）
において存在が特異的な代謝物および代謝物パネルを提供する。
【００１０】
　例えば、幾つかの実施形態において、本発明は、前立腺癌または乳癌を診断する方法を
提供する。この方法は、被験体からの試料（例えば、組織（例えば生検）試料、血液試料
、血清試料、または尿試料）において、１つ以上（例えば、マルチプレックスまたはパネ
ルのフォーマットにおいて共に測定される、２またはそれ以上、３またはそれ以上、５ま
たはそれ以上、１０またはそれ以上、あるいはそれ以上など）の癌特異的代謝物（例えば
、ピペコリン酸または脂肪酸（ミリスチン酸、パルミチン酸、アラキドン酸、ステアリン
酸、ラウリン酸、オレイン酸を含むがこれらに限定されない）またはポリアミン（例えば
プトレッシン、スペルミジン、スペルミン））の存在または非存在を検出するステップと
、上記癌特異的代謝物の存在または非存在に基づいて、前立腺癌または乳癌を診断するス
テップとを含む。幾つかの実施形態において、癌特異的代謝物は、癌性試料には存在して
いるが、非癌性試料には存在していない。幾つかの実施形態において、癌特異的代謝物は
、癌性試料には存在していないが、非癌性試料には存在している。幾つかの実施形態にお
いて、これらの癌特異的代謝物と共に、１つ以上のさらなる癌マーカーが検出される（例
えば、パネルまたはマルチプレックス・フォーマットの中で）。
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【００１１】
　幾つかの実施形態において、本発明は、前立腺癌を診断する方法を提供する。この方法
は、被験体からの尿試料において、サルコシン、グルタミン酸、グリシン、および、シス
テインのレベルを検出するステップと、サルコシン、グルタミン酸、グリシン、および、
システインの上記レベルが癌でない被験体におけるレベルよりも高い場合、前立腺癌であ
ると診断するステップとを含む。幾つかの実施形態において、本方法は、例えば、アセチ
ルグルコサミン、キヌレニン、ウラシル、ホモシステイン、アスパラギン、グルタミン酸
、スペルミジン、スペルミン、２－アミノアジピン酸、ロイシン、プロリン、スレオニン
、マレイン酸塩、ヒスチジン、シトルリン、アデノシン、およびイノシンから選択される
１つ以上の代謝物のレベルを検出するステップをさらに含む。
【００１２】
　本発明は、前立腺癌または乳癌を特徴づける方法をさらに提供する。この方法は、癌と
診断された被験体からの試料（例えば、組織試料、血液試料、血清試料、尿試料、尿沈渣
試料）において、高いレベルの癌特異的代謝物（例えば、ピペコリン酸もしくは脂肪酸（
ミリスチン酸、パルミチン酸、アラキドン酸、ステアリン酸、ラウリン酸、オレイン酸を
含むがこれらに限定されない）、またはポリアミン（例えば、プトレッシン、スペルミジ
ン、スペルミン））の存在または非存在を検出するステップと、上記癌特異的代謝物の存
在または非存在に基づいて、前立腺癌または乳癌を特徴づけるステップとを含む。幾つか
の実施形態において、上記試料に高いレベルの脂肪酸（例えば、ミリスチン酸、パルミチ
ン酸、アラキドン酸、ステアリン酸、ラウリン酸、オレイン酸）が存在することは、上記
被験体が浸潤性前立腺癌であることを示すものである。幾つかの実施形態において、上記
試料に高いレベルのピペコリン酸が存在することは、上記被験体が侵襲性前立腺癌である
ことを示すものである。幾つかの実施形態において、前立腺組織試料（例えば、前立腺生
検試料）に低いレベルの１つ以上のポリアミン（例えば、プトレッシン、スペルミジン、
スペルミン）が存在することは、前立腺癌であることを示すものである。幾つかの実施形
態において、尿試料に高いレベルの１つ以上のポリアミン（例えば、プトレッシン、スペ
ルミジン、スペルミン）が存在することは、前立腺癌であることを示すものである。
【００１３】
　特定の実施形態では、本発明は、乳癌を診断する方法を提供する。この方法は、被験体
からの試料において、ピペコリン酸、セリン、ポリアミン、および脂肪酸といった１つ以
上の癌特異的代謝物の存在または非存在を検出するステップと、上記癌特異的代謝物の存
在または非存在に基づいて、乳癌を診断するステップとを含む。幾つかの実施形態におい
て、ポリアミンは、プトレッシン、スペルミジン、およびスペルミンなどのポリアミンで
ある。幾つかの実施形態において、脂肪酸は、ミリスチン酸、パルミチン酸、アラキドン
酸、ステアリン酸、ラウリン酸、およびオレイン酸といった種類の脂肪酸である。幾つか
の実施形態において、試料は、組織試料、血液試料、血清試料、および尿試料といった種
類の試料である。幾つかの実施形態において、組織試料は、生検試料である。幾つかの実
施形態において、１つ以上の癌特異的代謝物は、癌性試料には存在するが、非癌性試料に
は存在しない。幾つかの実施形態において、１つ以上の癌特異的代謝物は、癌性試料には
存在しないが、非癌性試料には存在する。幾つかの実施形態では、本方法は、２つ以上の
上記癌特異的代謝物の存在または非存在を同時に検出するステップを含む。
【００１４】
　特定の実施形態では、本発明は、乳癌を特徴づける方法を提供する。この方法は、被験
体からの試料において、ピペコリン酸、セリン、ポリアミン、および脂肪酸といった１つ
以上の癌特異的代謝物の存在または非存在を検出するステップと、上記癌特異的代謝物の
存在または非存在に基づいて、乳癌を特徴づけるステップとを含む。幾つかの実施形態に
おいて、ポリアミンは、プトレッシン、スペルミジン、およびスペルミンなどのポリアミ
ンである。幾つかの実施形態において、脂肪酸は、ミリスチン酸、パルミチン酸、アラキ
ドン酸、ステアリン酸、ラウリン酸、およびオレイン酸などの脂肪酸である。幾つかの実
施形態において、上記試料は、組織試料、血液試料、血清試料、および尿試料といった種
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類の試料である。幾つかの実施形態において、組織試料は生検試料である。幾つかの実施
形態において、上記試料に高いレベルの１つ以上の癌特異的代謝物が存在することは、被
験体が乳癌であることを示すものである。幾つかの実施形態において、上記試料に低いレ
ベルの１つ以上の癌特異的代謝物が存在することは、被験体が乳癌であることを示すもの
である。幾つかの実施形態において、方法は、２つ以上の上記癌特異的代謝物の存在また
は非存在を同時に検出するステップを含む。
【００１５】
　特定の実施形態において、本発明は、前立腺癌を診断する方法を提供する。この方法は
、被験体からの尿試料において、ピペコリン酸、セリン、ポリアミン、および脂肪酸とい
った、１つ以上の癌特異的代謝物の存在または非存在を検出するステップと、上記尿試料
における上記癌特異的代謝物の存在または非存在に基づいて、前立腺癌を診断するステッ
プとを含む。幾つかの実施形態において、ポリアミンは、プトレッシン、スペルミジン、
およびスペルミンなどのポリアミンである。幾つかの実施形態において、脂肪酸は、ミリ
スチン酸、パルミチン酸、アラキドン酸、ステアリン酸、ラウリン酸、およびオレイン酸
などの脂肪酸である。幾つかの実施形態において、上記尿試料は、尿沈渣試料である。幾
つかの実施形態において、１つ以上の癌特異的代謝物は、癌性試料には存在するが、非癌
性試料においては存在しない。幾つかの実施形態において、１つ以上の癌特異的代謝物は
、癌性試料には存在しないが、非癌性試料には存在する。幾つかの実施形態において、本
方法は、２つ以上の上記癌特異的代謝物の存在または非存在を同時に検出するステップを
含む。
【００１６】
　特定の実施形態において、本発明は、前立腺癌を診断する方法を提供する。この方法は
、前立腺組織試料において、１つ以上のポリアミンのレベルの減少を検出するステップと
、上記前立腺組織試料における上記１つ以上のポリアミンのレベルの減少に基づいて、前
立腺癌を診断するステップとを含む。幾つかの実施形態において、前立腺組織試料は、生
検試料である。幾つかの実施形態において、ポリアミンは、プトレッシン、スペルミジン
、およびスペルミンなどの種類のポリアミンである。
【００１７】
　特定の実施形態において、本発明は、前立腺癌を診断する方法を提供する。この方法は
、尿試料において、１つ以上のポリアミンのレベルの上昇を検出するステップと、尿試料
における上記１つ以上のポリアミンのレベルの減少に基づいて、前立腺癌を診断するステ
ップとを含む。幾つかの実施形態において、尿試料は、尿沈渣試料である。幾つかの実施
形態において、ポリアミンは、プトレッシン、スペルミジン、およびスペルミンなどの種
類のポリアミンである。
【００１８】
　さらなる実施形態では、本発明は、代謝物のレベルを検出するために使用される組成物
、キット、およびシステムを提供する。幾つかの実施形態において、キット、およびシス
テムは、代謝物のレベルを検出するために必要な、十分な、または有用な構成要素を含む
。
【００１９】
　本発明のさらなる実施形態は、詳細な説明及び実施例の章に記載されている。
【００２０】
　〔図面の説明〕
　図１は、グルタミン酸のレベルが、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料において
、良性前立腺の組織よりも高いことを示す図である。
【００２１】
　図２は、グリシンのレベルが、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料において、良
性前立腺の組織よりも高いことを示す図である。
【００２２】
　図３は、システインのレベルが、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料において、
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良性前立腺の組織よりも高いことを示す図である。
【００２３】
　図４は、チミンのレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において高いことを示す図であ
る。
【００２４】
　図５は、ピペコリン酸のレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において、良性前立腺の
組織よりも高いことを示す図である。
【００２５】
　図６は、ウラシルのレベルが、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料において、良
性前立腺の組織よりも高いことを示す図である。
【００２６】
　図７は、セリンのレベルが、良性癌、局在性癌、および転移性前立腺癌の組織試料間で
、変動しないことを示す図である。
【００２７】
　図８は、ピペコリン酸のレベルが、浸潤性前立腺癌の細胞株（ＶＣＡＰ、Ｄｕ１４５、
および２ＲＶＶ１）において、非浸潤性の前立腺細胞株（ＲＷＰＥ）よりも高いことを示
す図である。
【００２８】
　図９は、浸潤性前立腺癌の細胞株（ＬｎＣａＰ、Ｄｕ１４５、ＰＣ３、２ＲＶＶ１）が
、非浸潤性の前立腺細胞株（ＲＷＰＥ）よりも、高いレベルのウラシルを有していること
を示す図である。
【００２９】
　図１０は、前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料が、前立腺生検が陰性の患者から
の尿沈渣試料よりも高いレベルのサルコシンを示すことを示す図である。
【００３０】
　図１１は、前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料が、前立腺生検が陰性の患者から
の尿沈渣試料よりも高いレベルのグルタミン酸を示すことを示す図である。
【００３１】
　図１２は、前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料が、前立腺生検が陰性の患者から
の尿沈渣試料よりも高いレベルのグリシンを示すことを示す図である。
【００３２】
　図１３は、前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料が、前立腺生検が陰性の患者から
の尿沈渣試料よりも高いレベルのシステインを示すことを示す図である。
【００３３】
　図１４は、前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料と、前立腺生検が陰性の患者から
の尿沈渣試料とは、同じレベルのメチオニンを示すことを示す図である。
【００３４】
　図１５は、前立腺生検が陽性の尿沈渣試料のグルタミン酸、グリシン、およびシステイ
ンのレベルが、前立腺生検が陰性のコントロールよりも高いことを示すボックスプロット
である。
【００３５】
　図１６は、転移性前立腺の組織試料が、良性前立腺癌および局在性前立腺癌の試料より
も低いレベルのスペルミンを有していることを示す図である。
【００３６】
　図１７は、転移性前立腺の組織試料が、良性前立腺癌および局在性前立腺癌の試料より
も低いレベルのプトレッシンを有していることを示す図である。
【００３７】
　図１８は、転移性前立腺の組織試料が、良性前立腺癌および局在性前立腺癌の試料より
も低いレベルのスペルミジンを有していることを示す図である。
【００３８】
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　図１９は、良性、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料における、スペルミン、プ
トレッシン、およびスペルミジンのレベルを示すボックスプロットである。
【００３９】
　図２０は、非浸潤性前立腺細胞株（ＲＷＰＥ）が、浸潤性前立腺癌の細胞株（ＶＣＡＰ
、ＬｎＣａＰ、ＤＵ１４５、ＰＣ３、２ＲＶＶ１）よりも高いレベルのスペルミン、プト
レッシン、およびスペルミジンを示すことを示す図である。
【００４０】
　図２１は、生検が陽性の前立腺癌患者からの尿沈渣試料の、スペルミン／メチオニンの
比が、生検が陰性のコントロールからの尿沈渣試料と比べて高いことを示す図である。
【００４１】
　図２２は、生検が陽性の前立腺癌患者からの尿沈渣試料の、スペルミジン／メチオニン
の比が、生検が陰性のコントロールからの尿沈渣試料と比べて高いことを示す図である。
【００４２】
　図２３は、生検が陽性の前立腺癌患者および生検が陰性のコントロールからの尿沈渣試
料における、スペルミン／メチオニンの比およびスペルミジン／メチオニンの比を示すボ
ックスプロットである。
【００４３】
　図２４は、ミリスチン酸のレベルが、局在性前立腺癌および転移性前立腺癌の組織試料
において、良性のコントロールよりも高いことを示す図である。
【００４４】
　図２５は、パルミチン酸のレベルが、局在性前立腺癌および転移性前立腺癌の組織試料
において、良性のコントロールよりも高いことを示す図である。
【００４５】
　図２６は、アラキドン酸のレベルが、局在性前立腺癌および転移性前立腺癌の組織試料
において、良性のコントロールよりも高いことを示す図である。
【００４６】
　図２７は、ステアリン酸のレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において、良性のコン
トロールよりも高いことを示す図である。
【００４７】
　図２８は、ラウリン酸のレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において、良性のコント
ロールよりも高いことを示す図である。
【００４８】
　図２９は、オレイン酸のレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において、良性のコント
ロールよりも高いことを示す図である。
【００４９】
　図３０は、良性癌、局在性癌、および転移性前立腺癌の組織試料における、パルミチン
酸、ミリスチン酸、ステアリン酸、アラキドン酸、オレイン酸、およびラウリン酸のレベ
ルを示すボックスプロットである。
【００５０】
　図３１は、サルコシンのレベルが、乳癌の組織試料において、良性組織試料よりも高い
ことを示す図である。
【００５１】
　図３２は、浸潤性乳癌細胞株（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＢＴ－５４９、Ｔ５７８、ＳＶ
Ｍ－２４５）が非浸潤性細胞株（ＨＭＥ）よりも、高いレベルのサルコシンを有している
ことを示す図である。
【００５２】
　図３３は、浸潤性乳癌細胞株（ＭＣＦ７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ４７０、ＳＫＢＲ
３）が、非浸潤性細胞株（ＭＣＦ１０Ａ）よりも、高いレベルのプトレッシン、スペルミ
ジン、およびスペルミンを有していることを示す図である。
【００５３】
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　図３４は、７０のＤＲＥ後の尿沈渣（３５Ｂｘ－ｖｅおよび３５Ｂｘ＋ｖｅ）における
ＧＣ－ＭＳ分析に基づいて、代謝物（サルコシン、グルタミン酸、グリシン、および、シ
ステイン）のレベルを示すボックスプロットである。
【００５４】
　図３５は、４つの代謝物（サルコシン、グルタミン酸、グリシン、およびシステイン）
から成る７０の尿沈渣のトレーニングセットに対してロジスティック回帰を用いて展開さ
れたマルチプレックス・パネルのＲＯＣ曲線を示す図である。
【００５５】
　図３６は、前立腺癌組織におけるＧＣ－ＭＳ分析に基づいて、代謝物のレベルを示すボ
ックスプロットである。
【００５６】
　図３７は、前立腺癌組織が、高いレベルのロイシンを示すことを示す図である。
【００５７】
　図３８は、前立腺癌組織が、高いレベルのアスパラギンを示すことを示す図である。
【００５８】
　図３９は、前立腺癌組織が、高いレベルのトリプトファンを示すことを示す図である。
【００５９】
　図４０は、前立腺癌組織が、高いレベルのキヌレニンを示すことを示す図である。
【００６０】
　図４１は、前立腺癌組織が、高いレベルの３－アミノ酪酸を示すことを示す図である。
【００６１】
　図４２は、生検陽性尿沈渣が、高いレベルのサルコシンを示すことを示す図である。
【００６２】
　図４３は、生検が陽性の尿沈渣が、高いレベルのウラシル（ウラシル／アラニンの比）
を示すことを示す図である。
【００６３】
　図４４は、サルコシンの再現性（独立して調製）を示す図である。
【００６４】
　図４５は、サルコシンの再現性（複製）を示す図である。
【００６５】
　図４６は、ＤＲＥ後の尿沈渣におけるサルコシンの安定性を示す図である。
【００６６】
　図４７は、２つの独立した調製における、グルタミン酸、グリシン、およびシステイン
の再現性を示す図である。
【００６７】
　〔定義〕
　本発明をよりよく理解するために、多数の用語および表現を以下に定義する。
【００６８】
　「前立腺癌」とは、癌が、男性の生殖器官の腺である前立腺に発現した疾患を指す。「
悪性度が低い」または「悪性度がより低い」前立腺癌とは、転移の可能性が低い悪性腫瘍
（例えば、あまり悪性でないと考えられる前立腺癌）を含む、非転移性前立腺癌を指す。
「悪性度が高い」または「悪性度がより高い」前立腺癌とは、転移の可能性が高い悪性腫
瘍（悪性であると考えられる前立腺癌）を含む、被験体内で転移した前立腺癌を指す。
【００６９】
　本明細書において用いられるように、「癌特異的代謝物」という用語は、癌細胞におけ
る存在が非癌細胞とは異なる代謝物を指す。例えば、幾つかの実施形態において、癌特異
的代謝物は、癌細胞には存在するが、非癌細胞には存在しない。他の実施形態では、癌特
異的代謝物は、癌細胞には存在しないが、非癌細胞には存在する。さらに他の実施形態で
は、癌特異的代謝物は、非癌細胞よりも癌細胞において、特異的なレベル（例えば、より
高い、またはより低い）で存在する。例えば、癌特異的代謝物は、任意のレベルで特異的
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に存在してよいが、一般的には、少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％
、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも３５％、少なく
とも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０
％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少な
くとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも１００％、少なくとも
１１０％、少なくとも１２０％、少なくとも１３０％、少なくとも１４０％、少なくとも
１５０％、もしくはそれ以上だけ高いレベルで存在するか、または、一般的には、少なく
とも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％
、少なくとも３０％、少なくとも３５％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なく
とも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０
％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少な
くとも９５％、もしくは１００％（例えば存在しない）だけ少ないレベルで存在する。癌
特異的代謝物は、好ましくは、統計的に有意なレベル（例えば、ウェルチのＴ検定または
ウィルコクソン順位和検定のいずれかを用いて算出した、ｐ値が０．０５よりも低い、お
よび／または、ｑ値が０．１０よりも低いレベル）で示差的に存在する。典型的な癌特異
的代謝物については、後の詳細な説明および実施例の章に記載する。
【００７０】
　本明細書において用いられるように、「試料」という用語は、広い意味で用いられる。
ある意味では、生物試料および環境試料だけでなく、任意の供給源から得た検体または培
養菌を含むものと解釈される。生物試料は、動物（ヒトを含む）から得ることができ、流
体、固体、組織、および気体を含む。生物試料は、血漿、血清などの血液製剤を含む。し
かし、このような例は、本発明に適用可能な試料の種類を限定するものと解釈されるもの
ではない。
【００７１】
　生物試料とは、動物（ヒトを含む）の流体、固体（例えば便）または組織だけでなく、
液体および固体の食品や飼料製品、材料（日常品、野菜、肉、および肉副製品など）、並
びに廃棄物であってよい。生物試料は、様々な属の家畜、野生動物または野獣（有蹄動物
、クマ、魚、ウサギ科、齧歯目等の動物が含まれるが、これらに限定されない）の全てか
ら得ることが可能である。生物試料は、所望のバイオマーカーを検出するために適した任
意の生体物質を含んでいてよく、被験体からの細胞材料および／または非細胞材料を含ん
でいてよい。試料は、任意の好適な生物組織または流体（例えば、前立腺組織、血液、血
漿、尿、または大脳髄液（ＣＳＦ））から分離されていてもよい。
【００７２】
　代謝物の「基準レベル」とは、代謝物のレベルであって、特定の疾患の状態、表現型を
示す、または特定の疾患が存在しないことを示すものであるだけでなく、特定の疾患の状
態、表現型、または特定の疾患が存在しないことの組み合わせを示すものである。代謝物
の「陽性」基準レベルとは、特定の疾患の状態または表現型を示すレベルを指す。代謝物
の「陰性」基準レベルとは、特定の疾患の状態または表現型が存在しないことを示すレベ
ルを指す。例えば、代謝物の「前立腺癌陽性基準レベル」とは、被験体が前立腺癌である
という陽性診断を示す、代謝物のレベルを意味しており、代謝物の「前立腺癌陰性基準レ
ベル」とは、被験体が前立腺癌ではないという陰性診断を示す、代謝物のレベルを意味し
ている。代謝物の「基準レベル」は、代謝物の絶対量もしくは絶対濃度、または相対量も
しくは相対濃度、代謝物の存在または非存在、代謝物の量または濃度の範囲、代謝物の最
小および／または最大の量もしくは濃度、代謝物の平均量または平均濃度、および／また
は、代謝物の中央量または中央濃度であってよく、さらに、代謝物の組み合わせの「基準
レベル」は、２つ以上の代謝物の、絶対量もしくは絶対濃度、または、互いに対する相対
量もしくは相対濃度の比率であってよい。特定の疾患の状態、表現型を示す、または特定
の疾患が存在しないことを示す、代謝物の適切な陽性および陰性基準レベルは、１つ以上
の適切な被験体における所望の代謝物のレベルを測定することによって決定され、このよ
うな基準レベルは、特定の母集団の被験体に合わせることが可能である（例えば、基準レ
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ベルは、代謝物のレベルが一定の年齢の被験体の試料において比較されるように、年齢に
適合されていてよく、一定の年齢群における特定の疾患の状態、表現型を示す、または特
定の疾患が存在しないことを示す基準レベルであってよい）。このような基準レベルは、
生物試料中の代謝物のレベルを測定するために用いられる特定の技術（例えば、ＬＣ－Ｍ
Ｓ、ＧＣ－ＭＳ等）に適合されていてもよい。この場合、代謝物のレベルは、用いられる
特定の技術に基づき、異なっていてよい。
【００７３】
　本明細書において用いられるように、「細胞」という用語は、任意の真核細胞または原
核細胞（例えば、大腸菌などのバクテリア細胞、酵母菌、哺乳類の細胞、鳥類の細胞、両
生類の細胞、植物細胞、魚の細胞、および昆虫の細胞）を指す（インビトロに存在するも
のであっても、インビボに存在するものであってもよい）。
【００７４】
　「質量分析」（ＭＳ）とは、分子を測定および分析するための技術であり、標的分子を
断片化して、その断片を、その質量／電荷比に基づいて分析して、「分子のフィンガープ
リント」として機能する質量スペクトルを生成することを含む。ある物体の質量／電荷比
を算出することは、当該物質が電磁エネルギーを吸収する波長を算出する手段によって行
われる。イオンの質量／電荷比を算出するために一般的に用いられる方法が幾つか存在す
る。そのうちの幾つかはイオンの軌道と電磁波との相互作用を測定する方法であり、また
幾つかはイオンが所定の距離を移動するためにかかる時間を測定する方法であり、これら
の方法を組み合わせた方法も存在する。断片質量分析のデータを、データベースで検索し
、標的分子の識別を決定する。また、質量分析は、とりわけ、石油化学のような化学の分
野、または医薬品の品質管理の分野において広く用いられている。
【００７５】
　「代謝」という用語は、生物の組織内で生じる化学変化（「同化作用」および「異化作
用」を含む）を指す。同化作用とは、分子の生合成または集結を指し、異化作用とは、分
子の分解を指す。
【００７６】
　「代謝物」とは、代謝に起因する中間体または生成物である。代謝物は、「低分子」と
称されることが多い。
【００７７】
　「メタボロミクス」という用語は、細胞代謝物の研究を指す。
【００７８】
　「生体高分子」とは、１種類以上の反復単位による高分子である。生体高分子は、典型
的には、生体系において見られ、特に、多糖類（炭水化物など）、並びに、ペプチド（こ
の語は、ポリペプチドおよびタンパク質を含めた意味で用いられる）およびポリヌクレオ
チド、並びにその類似体（例えば、アミノ酸類似体もしくは非アミノ酸基、またはヌクレ
オチド類似体または非ヌクレオチド基から構成される、またはこれらを含む化合物）。こ
れは、従来の主鎖が非自然に発生した主鎖または合成主鎖で置換されたポリヌクレオチド
、および、１つ以上の従来の塩基がワトソン・クリック型水素結合の相互作用に参加する
ことが可能な（自然または合成の）基で置換された核酸（または合成もしくは自然発生し
た類似体）を含む。ポリヌクレオチドは、単独のストランドで構成されていてもよいし、
または多数のストランドで構成されていてもよい。多数のストランドで構成されている場
合、１つ以上のストランドは、一列に揃えられていてもよいし、そうでなくてもよい。
【００７９】
　本明細書において用いられるように、「外科手術後の組織」という用語は、外科手術の
間に、被験体から除去された組織を指す。この「外科手術後の組織」の例には、生検試料
、摘出された器官、および摘出された器官の一部が含まれるが、これらに限定されない。
【００８０】
　本明細書において用いられるように、「検出する」、「検出すること」、または「検出
」という用語は、検出可能な標識組成物を発見する、識別する、または特異的に観察する
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という一般的な動作を示していることが可能である。
【００８１】
　本明細書において用いられるように、「臨床的失敗」という用語は、前立腺摘除術の後
のネガティブな結果を指す。臨床的失敗に関連する結果の例には、前立腺摘除術後の、Ｐ
ＳＡレベルの上昇（例えば、少なくとも０．２ｎｇ/ｍｌ－１の上昇）、または疾患（転
移性前立腺癌など）の再発が含まれるが、これらに限定されない。
【００８２】
　本明細書において用いられるように、「マルチプレックス」という用語は、１つの試料
において、２つ以上の物質（例えば検体、代謝物、化合物）を同時に検出することを指す
。
【００８３】
　〔発明の詳細な説明〕
　本発明は、癌マーカーに関する。特に、本発明は、癌（例えば、前立腺癌または乳癌）
において存在が特異的な代謝物を提供する。本発明の実施形態を開発する過程において行
った実験では、癌を患う被験体において存在が特異的な代謝物として、例えば、サルコシ
ン、システイン、グルタミン酸塩、アスパラギン、グリシン、ロイシン、アセチルグルコ
サミン、ホモシステイン、プロリン、スレオニン、ヒスチジン、ｎ－アセチル－アスパラ
ギン酸、マレイン酸塩、シトルリン、イノシン、イノシトール、アデノシン、タウリン、
クレアチン、尿酸、グルタチオン、ウラシル、キヌレニン、グリセロール－ｓ－リン酸塩
、グリココール酸、スベリン酸、チミン、グルタミン酸、セリン、ウラシル、キサントシ
ン、４－アセトアミド酪酸、ピペコリン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、ラウリン酸、
オレイン酸、アラキドン酸、メチオニン、スペルミン、トリプトファン、２－アミノアジ
ピン酸、３－アミノイソ酪酸、スペルミジン、プトレッシン、ミリスチン酸、およびチミ
ンを識別した。さらなるマーカーについては、本明細書、並びに、ＷＯ　２００９／０２
６１５２号およびＷＯ　２００８／０３６６９１号に記載されている。これら各文献は、
列挙することで、文献の内容そのものが本明細書で援用されるものとする。
【００８４】
　開示されるマーカーは、診断、研究、スクリーニング、および治療の目的としての用途
を有する。幾つかの実施形態において、本発明は、癌（例えば、前立腺癌または乳癌）を
診断するための、組成物および方法を提供する。幾つかの実施形態において、本発明は、
高いレベルの代謝物の存在に基づいて、浸潤性癌（例えば浸潤性前立腺癌、浸潤性乳癌）
を識別する方法を提供する。
【００８５】
　本発明の実施形態は、診断、予後、スクリーニング、または治療用途において有効な、
（例えば、２個以上、５個以上、１０個以上、２５個以上、または５０個以上の）マーカ
ーを含むパネルを提供する。
【００８６】
　〔Ｉ．診断およびスクリーニング用途〕
　幾つかの実施形態において、本発明は、癌（例えば、前立腺癌または乳癌）を診断およ
びスクリーニングするための方法および組成物を提供する。この方法および組成物は、癌
特異的代謝物またはその誘導体、前駆体、代謝物等の存在に基づいて、癌のリスク、存在
または非存在、癌のステージ、癌の転移のリスクまたは存在、あるいは、浸潤性等を特徴
づけるまたは診断する方法を含むが、これに限定されない。以下に、典型的な診断方法に
ついて説明する。
【００８７】
　〔Ａ．試料〕
　癌特異的代謝物を含有する疑いがある任意の患者の試料を、ここに記載する方法に従っ
て試験する。例えば、非限定的な実施例では、試料は、組織（例えば、前立腺もしくは胸
の生検試料、または外科手術後の組織）、血液、尿、またはその断片（例えば、血漿、血
清、尿上清、尿細胞ペレット、尿沈渣、または前立腺細胞）であってよい。幾つかの実施
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形態において、試料は、生検またはその後の手術（例えば前立腺生検）によって得られた
組織試料である。尿試料は、注意深く直腸内触診（ＤＲＥ）を行い、前立腺の前立腺細胞
が尿路の中に流れ出た後、直ちに採取されることが好ましい。
【００８８】
　幾つかの実施形態において、患者試料には、癌特異的代謝物または癌特異的代謝物を含
有する細胞のための試料を単離または凝縮するために、予備的な処理が施される。当業者
に公知の様々な技術を、このために用いてもよい。この技術には、遠心分離、免疫捕獲、
および細胞溶解が含まれるが、これらに限定されない。
【００８９】
　〔Ｂ．代謝物の検出〕
　代謝物は、任意の好適な方法を用いて検出することが可能である。この方法には、液相
および気相クロマトグラフィーを、単独で用いること、または、質量分析（例えば、後の
実施例の章を参照）、ＮＭＲ（米国公開特許２００７００５５４５６号（言及することで
、文献の内容そのものが本明細書で援用されるものとする）を参照）、免疫学的アッセイ
、化学アッセイ、分光法などを組み合わせて用いることが含まれるが、これに限定されな
い。幾つかの実施形態では、クロマトグラフィーおよびＮＭＲ分析用の市販のシステムが
利用される。
【００９０】
　他の実施形態では、代謝物（例えば、バイオマーカーおよびその誘導体）を、光学的画
像診断技術を用いて検出する。光学的画像診断技術の例には、磁気共鳴分光法（ＭＲＳ）
、磁気共鳴画像診断法（ＭＲＩ）、ＣＡＴスキャン、超音波検査法、ＭＳベースの組織画
像診断法、またはＸ線検出法（例えば、エネルギー分散型蛍光Ｘ線分析）が挙げられる。
【００９１】
　任意の好適な方法を用いて、生物試料を分析して、該試料中の１つ以上の代謝物の存在
、非存在、またはレベルを判定することが可能である。好適な方法には、クロマトグラフ
ィー（例えば、ＨＰＬＣ、ガスクロマトグラフィー、液体クロマトグラフィー）、質量分
析（例えば、ＭＳ、ＭＳ－ＭＳ）、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、抗体リンケ
ージ、他の免疫化学技術、生化学、または酵素反応、または酵素アッセイ、およびこれら
の組み合わせが含まれる。さらに、１つ以上の代謝物のレベルを、間接的に、例えば、測
定したいバイオマーカーのレベルに関連する化合物のレベルを測定するアッセイを用いる
ことによって、測定してもよい。
【００９２】
　本発明の方法では、上述の代謝物のうちの１つ以上の代謝物のレベルを算出することが
可能である。例えば、１つの代謝物、２つ以上の代謝物、３つ以上の代謝物、４つ以上の
代謝物、５つ以上の代謝物、６つ以上の代謝物、７つ以上の代謝物、８つ以上の代謝物、
９つ以上の代謝物、１０以上の代謝物、またはそれ以上の代謝物（本明細書に記載の幾つ
かまたは全ての代謝物の組み合わせを含む）のレベルを算出し、本発明の方法において用
いる。代謝物の組み合わせのレベルを判定することは、前立腺癌を診断する方法、および
前立腺癌の診断を支援する方法などの方法において、有病正診率および無病正診率を著し
く向上させると共に、（前立腺癌を有していない被験体よりも）前立腺癌を、他の前立腺
の疾患（例えば、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）、前立腺炎など）、または、前立腺癌と類似
または重複する代謝物を有する他の癌からより良好に区別または特徴づけることが可能で
ある。例えば、生物試料中の特定の複数の代謝物のレベルの比は、前立腺癌を診断する方
法、および前立腺癌の診断を支援する方法において、有病正診率および無病正診率を著し
く向上させると共に、（前立腺癌を有していない被験体よりも）前立腺癌を、前立腺癌と
類似または重複する代謝物を有する他の癌、または、他の前立腺疾患からより良好に区別
または特徴づけることが可能である。幾つかの実施形態において、１つ以上の代謝物（例
えば、ピペコリン酸または脂肪酸（ミリスチン酸、パルミチン酸、アラキドン酸、ステア
リン酸、ラウリン酸、オレイン酸が含まれるが、これらに限定されない））のレベルは、
乳癌の区別または特徴づけに使用することができる。
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【００９３】
　〔Ｃ．データ分析〕
　幾つかの実施形態では、コンピュータに基づいた分析プログラムを用いて、検出アッセ
イ法によって生成された生データ（例えば、癌特異的代謝物の存在、非存在、または量）
を、臨床医用の予測値のデータに変換する。臨床医は、任意の好適な手段を用いて、予測
データにアクセスすることが可能である。従って、幾つかの実施形態において、本発明は
、代謝物分析の訓練を受けていないと思われる臨床医が生データを理解する必要がないと
いうさらなる利点を提供する。データは、最も有用な形で、直接、臨床医に提示される。
その後、臨床医は、直ちにこの情報を利用し、被験体の処置を最適化することが可能であ
る。
【００９４】
　本発明は、アッセイを行う研究所に、および該研究所から、この情報を、受信、処理、
および送信することが可能な任意の方法を想定可能である。情報は、医療関係者および被
験体に提供される。例えば、本発明の幾つかの実施形態において、被験体から試料（例え
ば、生検または血液、尿、または血清試料）を得て、世界中の任意の場所（例えば、被験
体が居住する国とは異なる国、または情報を最終的に用いる国とは異なる国）に位置する
プロファイリングサービス（例えば、医療施設などの臨床研究所など）に提出し、生デー
タを生成する。試料が組織または他の生物試料を含む場合、被験体は、病院に行って、試
料を採取してもらい、これをプロファイリングセンターに送付してもらってもよいし、被
験体は、試料（例えば、尿試料）を自身で採取して、これをプロファイリングセンターに
直接送付してもよい。試料が、予め決定された生物情報を含む場合、この情報は、被験体
によって、直接、プロファイリングサービスに送付され得る（例えば、この情報を含む情
報カードが、コンピュータによってスキャンされ、このデータが、電気通信システムによ
って、プロファイリングセンターのコンピュータに送信され得る）。プロファイリングサ
ービスによって受信されると、試料は処理され、プロファイル（例えば、代謝プロファイ
ル）が作成される。このプロファイルは、被験体が望む診断用の情報または予後の情報に
特化されたものである。
【００９５】
　プロファイルデータは、その後、治療を担当する臨床医が解釈するために適したフォー
マットで用意される。例えば、生データを提供するのではなく、用意されたフォーマット
により、被験体の診断またはリスクの評価（例えば、癌が存在する可能性）が、特定の推
奨される治療選択肢と共に示されることが可能である。データは、任意の好適な方法によ
って臨床医に表示され得る。例えば、幾つかの実施形態において、プロファイリングサー
ビスは、報告書を作成する。この報告書は、臨床医用に（例えば治療時に）印刷されるこ
とが可能であるし、または、コンピュータのモニター上で臨床医に表示されることが可能
である。
【００９６】
　幾つかの実施形態において、この情報は、まず、治療時にまたは地域の病院において分
析される。生データは、その後、中央処理施設に送信され、さらに分析される、および／
または、生データは、臨床医または患者が利用しやすい情報に変換される。中央処理施設
は、プライバシー（全てのデータは、同じ形式の安全プロトコルで中央処理施設に保存さ
れる）、速度、およびデータ分析の均一性に関して、利点を提供する。中央処理施設は、
その後、被験体の治療後のデータの処理を制御することが可能である。例えば、中央処理
施設は、データを、電気通信システムを用いて、臨床医、被験体、または研究者に提供す
ることが可能である。
【００９７】
　幾つかの実施形態において、被験体は、電気通信システムを用いてデータに直接アクセ
スすることが可能である。被験体は、この結果に基づいて、さらなる診断またはカウンセ
リングを選択することが可能である。幾つかの実施形態では、データは、研究用途に用い
られる。例えば、データは、疾患の特定の状態またはステージを示す有効な指標であるマ
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ーカーを含めることまたは除去することを、さらに最適化するために用いられ得る。
【００９８】
　幾つかの実施形態において、代謝物のレベルが高いこと、または低いこと（例えば、通
常の前立腺細胞内のレベルと比べて高いレベル、もしくは、以前のある時点と比べて高い
レベル、または、予め設定された閾値と比べて高いレベルなど）は、試料における癌を示
すものである。
【００９９】
　試料中の１つ以上の代謝物の量またはレベルが測定されると、この量またはレベルは、
癌陽性および／または癌陰性基準レベルなどの、癌代謝物基準レベルと比較され、被験体
が癌を有しているかどうかの診断またはこれを支援することが可能である。試料中の１つ
以上の代謝物のレベルが、癌陽性基準レベル（例えば、基準レベルと同一のレベル、基準
レベルとほぼ同一のレベル、基準レベルの最小値および／または最大値よりも高いおよび
／または低いレベル、および／または、基準レベルの範囲内のレベル）に相当するならば
、被験体が癌であるという診断を示すものである。試料中の１つ以上の代謝物のレベルが
、癌陰性基準レベル（例えば、基準レベルと同一のレベル、基準レベルとほぼ同一のレベ
ル、基準レベルの最小値および／または最大値よりも高いおよび／または低いレベル、お
よび／または、基準レベルの範囲内のレベル）に相当するならば、被験体が癌でないとい
う診断を示すものである。さらに、癌陰性基準レベルと比べて、試料中に１つ以上の代謝
物が異なって（特に、統計的に有意なレベルにおいて）存在するレベルは、被験体が癌で
あるという診断を示すものである。癌陽性基準レベルと比べて、試料中に１つ以上の代謝
物が異なって（特に、統計的に有意なレベルにおいて）存在するレベルは、被験体が癌で
ないという診断を示すものである。
【０１００】
　１つ以上の代謝物のレベルと、癌陽性および／または前立腺癌陰性基準レベルとの比較
は、様々な技術を用いて行われる。これらの技術には、生物試料中の１つ以上の代謝物の
レベルを、癌陽性および／または癌陰性基準レベルと単純に比較すること（例えば、手動
による比較）が含まれる。この、生物試料中の１つ以上の代謝物のレベルと癌陽性および
／または癌陰性基準レベルとを比較することに、１つ以上の統計的分析（例えば、ｔ検定
、ウェルチのＴ検定、ウィルコクソンの順位和検定、ランダムフォレスト）を用いてもよ
い。
【０１０１】
　〔Ｄ．組成物およびキット〕
　本発明の幾つかの実施形態における診断法、研究法、またはスクリーニング法において
使用される（例えば、十分に使用される、使用に必須または有用な）組成物は、癌特異的
代謝物の存在または非存在を検出するために必要な、十分な、または有用な試薬を含む。
これらの組成物のうちの任意の組成物を、単独で、または、本発明の他の組成物と組み合
わせて、キットの形で提供することが可能である。キットは、好適なコントロール、およ
び／または、検出試薬をさらに含んでいてよい。
【０１０２】
　〔Ｅ．パネル〕
　本発明の実施形態は、本発明の１つ以上のマーカー（例えば、サルコシン、システイン
、グルタミン酸塩、アスパラギン、グリシン、ロイシン、プロリン、スレオニン、ヒスチ
ジン、ｎ－アセチル－アスパラギン酸、イノシン、イノシトール、アデノシン、タウリン
、クレアチン、尿酸、グルタチオン、ウラシル、キヌレニン、グリセロール－ｓ－リン酸
塩、グリココール酸、スベリン酸、チミン、グルタミン酸、キサントシン、４－アセトア
ミド酪酸、ｎ－アセチルチロシンおよびチミン、ピペコリン酸、脂肪酸（ミリスチン酸、
パルミチン酸、アラキドン酸、ステアリン酸、ラウリン酸、オレイン酸が含まれるが、こ
れらに限定されない）、またはポリアミン（プトレッシン、スペルミジン、スペルミンが
含まれるが、これらに限定されない））を、単独で、または、従来から公知のさらなる癌
マーカーと一緒に、同時に検出するマルチプレックスアッセイまたはパネルアッセイを提
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供する。例えば、幾つかの実施形態において、単一のアッセイにおいて、２個以上、３個
以上、４個以上、５個以上、６個以上、７個以上、８個以上、９個以上、１０個以上、１
５個以上、または２０個以上のマーカーを検出する、パネルアッセイまたはコンビネーシ
ョンアッセイが提供される。幾つかの実施形態において、アッセイは、自動化されるか、
または高速処理される。
【０１０３】
　幾つかの実施形態において、パネルは、サルコシン、グルタミン酸、グリシン、および
、システインを含む。本発明の実施形態を開発する過程において行った実験では、サルコ
シン、グルタミン酸、グリシン、および、システインの１つのパネルが、個々のマーカー
の曲線下で広い面積を示し、従って、前立腺癌を検出することにおいてより感度が高いこ
とが分かった。幾つかの実施形態において、前立腺癌を検出するためのパネルは、さらに
、アセチルグルコサミン、キヌレニン、ウラシル、ホモシステイン、アスパラギン、グル
タミン酸、スペルミジン、スペルミン、２－アミノアジピン酸、ロイシン、プロリン、ス
レオニン、マレイン酸塩、ヒスチジン、シトルリン、アデノシン、またはイノシン、のう
ちの１つ以上を含む。
【０１０４】
　幾つかの実施形態では、マルチプレックスアッセイまたはパネルアッセイには、さらな
る癌マーカーが含まれている。マーカーは、その予測値のために、単独で、または、本明
細書に記載の代謝マーカーと組み合わせて、選択される。典型的な前立腺癌マーカーには
、ＡＭＡＣＲ／Ｐ５０４Ｓ（米国特許第６，２６２，２４５号）、ＰＣＡ３（米国特許第
７，００８，７６５号）、ＰＣＧＥＭ１（米国特許第６，８２８，４２９号）、ｐｒｏｓ
ｔｅｉｎ／Ｐ５０１Ｓ、Ｐ５０３Ｓ、Ｐ５０４Ｓ、Ｐ５０９Ｓ、Ｐ５１０Ｓ、ｐｒｏｓｔ
ａｓｅ／Ｐ７０３Ｐ、Ｐ７１０Ｐ（米国公報第２００３０１８５８３０号）、および、米
国特許第５，８５４，２０６号、第６，０３４，２１８号、米国公報第２００３０１７５
７３６号に開示されるマーカーが含まれるが、これらに限定されない。これら各文献は、
列挙することで、文献の内容そのものが本明細書で援用されるものとする。他の癌、疾患
、感染症、および他の代謝状態のためのマーカーには、マルチプレックスまたはパネルの
フォーマットに含まれるものも想定される。
【０１０５】
　〔ＩＩ．治療方法〕
　幾つかの実施形態において、本発明は、治療方法（例えば、本明細書に記載の癌特異的
代謝物を標的とする治療方法）を提供する。幾つかの実施形態において、治療方法は、本
明細書に記載の癌特異的代謝物の酵素または経路成分を標的とする。
【０１０６】
　例えば、幾つかの実施形態において、本発明は、本発明の癌特異的代謝物を標的とする
化合物を提供する。この化合物は、例えば、癌特異的代謝物の合成に干渉することによっ
て（例えば、代謝物の合成に関連する酵素の転写または翻訳を阻止することによって、代
謝物の合成に関連する酵素を（例えば、翻訳後修飾によって、または不可逆的阻害剤に結
合することによって）不活性化することによって、または、代謝物の合成に関連する酵素
の活性を他の方法で阻止することによって）、癌特異的代謝物のレベルを減少させること
が可能である。あるいは、この化合物は、癌特異的代謝物に結合してその機能を阻害する
ことによって、癌特異的代謝物の標的（例えば、競合的または非競合的な阻害剤）に結合
することによって、または、代謝物の分解またはクリアランスの割合を増大させることに
よって、癌特異的代謝物の前駆体もしくは代謝物のレベルを減少させることが可能である
。化合物は、例えば、癌特異的代謝物の分解またはクリアランスを阻害することによって
（例えば、代謝物の分解に関連する酵素を阻害することによって）、癌特異的代謝物の前
駆体のレベルを増大させることによって、または、その標的のための代謝物の親和力を上
昇させることによって、癌特異的代謝物のレベルを上昇させることが可能である。典型的
な治療の標的には、グリシン－Ｎ－メチル転移酵素（ＧＮＭＴ）およびサルコシンが含ま
れるが、これらに限定されない。
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【０１０７】
　〔Ａ．代謝経路〕
　次に、典型的な癌特異的代謝物の代謝経路について説明する。本発明の組成物および方
法では、さらなる代謝物の使用が想定されている。これについては、後述の、例えば実施
例の説明の章に記載されている。
【０１０８】
　〔ｉ．サルコシン代謝〕
　例えば、サルコシンは、肝臓のコリン代謝に関与している。哺乳類の肝臓におけるコリ
ンからグリシンへの酸化的分解反応は、ミトコンドリアにおいて発生する。コリンは、特
定のトランスポータによってミトコンドリアに入る。代謝経路における最後の２つのステ
ップは、ジメチルグリシンをサルコシンに変換するジメチルグリシン脱水素酵素（Ｍｅ２
ＧｌｙＤＨ）と、サルコシン（Ｎ－メチルグリシン）をグリシンに変換するサルコシン脱
水素酵素（ＳａｒＤＨ）とによって触媒される。両方の酵素は、ミトコンドリア基質に存
在している。従って、幾つかの実施形態では、治療用の組成物は、Ｍｅ２ＧｌｙＤＨ、お
よび／または、ＳａｒＤＨを標的とする。典型的な化合物は、例えば、本明細書に記載の
ドラッグスクリーニング法を用いることによって特定される。
【０１０９】
　〔ｉｉ．グリシド酸代謝〕
　コレステロール利用の最終産物は、肝臓内で合成される胆汁酸である。胆汁酸の合成は
、過剰なコレステロールを排泄するための主なメカニズムである。しかし、コレステロー
ルを胆汁酸の形で排泄することは、食事によるコレステロールの過剰摂取を補償するため
には不十分である。ヒトの胆汁において最も多い胆汁酸は、ケノデオキシコール酸（４５
％）およびコール酸（３１％）である。胆汁酸のカルボキシル基は、毛細胆管の中に分泌
される前に、アミド結合を介してグリシンまたはタウリンに共役される。この共役反応に
よって、グリココール酸およびタウロコール酸がそれぞれ生成される。毛細胆管は、胆汁
小導管と接合し、その後、胆管を形成する。胆汁酸は、肝臓から、これらの胆管を通って
胆嚢に運ばれ、将来の使用に備えて、胆嚢内に貯蔵される。胆汁酸は、最終的に、腸の中
に分泌され、腸内で、食事性脂質の乳化を支援する。グリシンおよびタウリンの残留物は
、内蔵において除去され、胆汁酸は、（わずかな割合だけ）排泄されるか、または、内蔵
に再吸収されて再び肝臓に戻される。このプロセスは、腸肝循環と呼ばれている。
【０１１０】
　〔ｉｉｉ．スベリン酸代謝〕
　スベリン酸（オクタン二酸とも呼ばれる）は、Ｃ６Ｈ１２（ＣＯＯＨ）２の化学式を有
するジカルボン酸である。ジカルボン酸のペルオキシソーム代謝により、媒体鎖ジカルボ
ン酸アジピン酸、スベリン酸、およびセバシン酸が生成される。これらは、尿において排
泄される。
【０１１１】
　〔ｉｖ．キサントシン代謝〕
　キサントシンは、プリンヌクレオシド代謝に関与している。具体的には、キサントシン
は、イノシンがグアノシンに変換する際の中間体である。キサンチル酸を、急性リンパ性
白血病（ＡＬＬ）の子供に最適なチオプリン療法を確保するために推奨される、プリン代
謝におけるイノシンモノリン酸塩脱水素酵素活性の定量的測定において用いることが可能
である。
【０１１２】
　〔ｖ．ポリアミン代謝〕
　ポリアミンは、２つ以上の一次アミノ基を有しており、真核生物および原核生物におい
て必須の分子である。ポリアミンが、細胞において、高度に調整された経路を介して合成
されることは公知であるが、その実際の機能の全体は、明らかではない。ポリアミンは、
陽イオンとして、規則的な間隔を置いてＤＮＡに結合する。
【０１１３】
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　細胞のポリアミン合成が阻害されるならば、細胞増殖は、停止するか、または、著しく
遅延される。外因性ポリアミンを供給することにより、これらの細胞の増殖は回復する。
ほとんどの真核細胞は、その細胞膜上に、外因性ポリアミンの吸収を促進するポリアミン
トランスポータシステムを有している。ポリアミントランスポータシステムは、細胞を急
速に増殖させることに極めてアクティブであり、幾つかの化学療法の標的である（例えば
、ＤＭＦＯ、ＭＧＢＧ、ＢＣＮＵ、およびその類似体）。
【０１１４】
　ポリアミンは、ＮＭＤＡ受容体およびＡＭＰＡ受容体を含む、種々のイオンチャネルの
重要な修飾因子でもある。ポリアミンは、内向き整流性カリウムチャンネルを阻止し、こ
れによって、細胞エネルギーを保存する（細胞膜を横切るＫ＋イオン勾配）。
【０１１５】
　ポリアミンの例には、プトレッシン、カダベリン、スペルミン、およびスペルミジンが
含まれるが、これらに限定されない。プトレッシンは、いずれもアルギニンから始まる異
なる２つの経路を介して、生物学的に合成される。１つの経路では、アルギニンは、酵素
アルギニン脱炭酸酵素（ＡＤＣ）によって触媒反応し、アグマチンに変換される。その後
、アグマチンは、アグマチンイミノヒドロキシラーゼ（ＡＩＨ）によってカルバモイルプ
トレッシンに形質転換される。カルバモイルプトレッシンは、最終的に、プトレッシンに
変換される。第２の経路では、アルギニンは、オルニチンに変換され、その後、オルニチ
ンは、オルニチン脱炭酸酵素（ＯＤＣ）によってプトレッシンに変換される。カダベリン
は、リジン脱炭酸酵素（ＬＤＣ）との１ステップ反応において、リジンから合成される。
スペルミジンは、炭酸基を除いたＳ－アデノシル－Ｌ－メチオニン（ＳＡＭ）からのアミ
ノプロピル基を用いて、プトレッシンから合成される。この反応は、スペルミジン合成酵
素によって触媒作用が及ぼされる。スペルミンは、酵素スペルミン合成酵素の存在下で、
スペルミジンとＳＡＭとが反応することによって、合成される。
【０１１６】
　〔ｖｉ．脂肪酸代謝〕
　脂肪酸は、多くの場合、飽和または不飽和の、枝分かれしていない長い脂肪族テール（
鎖）を有するカルボン酸を含む。脂肪酸の例には、ミリスチン酸、パルミチン酸、アラキ
ドン酸、ステアリン酸、ラウリン酸（ドデカン酸としても知られる）、および、オレイン
酸が含まれるが、これらに限定されない。
【０１１７】
　ミリスチン酸（テトラデカン酸とも呼ばれる）または１４：０は、分子化学式ＣＨ３（
ＣＨ２）１２ＣＯＯＨを有する一般的な飽和脂肪酸である。ミリスチン酸塩は、塩、また
はミリスチン酸のエステルである。ミリスチン酸の名前は、ナツメグ（Myristica fragra
ns）に由来する。ナツメグバターは、７５％トリミリスチン（ミリスチン酸の中性脂肪）
である。ミリスチン酸は、ナツメグに加えて、パーム油、ヤシ油、バター脂肪、および、
鯨蝋、マッコウクジラの油の結晶化断片にも見られる。またミリスチン酸は、通常、受容
体に関連づけられたキナーゼ中の最後から２番目のＮ末端のグリシンに同時翻訳で加えら
れ、膜に酵素の局在性を与える。ミリスチン酸は、疎水性が非常に高いので、真核細胞の
形質膜のリン脂質二重層の脂肪性アシルの核心に組み込まれる。このようにして、ミリス
チン酸は、生体膜内の脂質アンカーとして機能する。
【０１１８】
　ＩＵＰＡＣ命名法では、パルミチン酸、ＣＨ３（ＣＨ２）１４ＣＯＯＨ、またはキサデ
カン酸は、動物および植物において見られる最も一般的な飽和脂肪酸の１つであり、ヤシ
の木の油の主な構成要素（パーム油およびパーム核油）である。「ｐａｌｍｉｔｉｃ」と
いう語は、フランス語の「ｐａｌｍｉｔｉｑｕｅ」に由来し、ヤシの木の樹心を指す。パ
ルミチン酸は、脂質生成（脂肪酸合成）の間に生成される最初の脂肪酸であり、このパル
ミチン酸から、より長い脂肪酸が生成され得る。パルミチン酸塩は、アセチルＣｏＡをマ
ロニルＣｏＡに変換するために必要なアセチルＣｏＡカルボン酸塩（ＡＣＣ）にネガティ
ブにフィードバックし、これによって、さらなるパルミチン酸塩の生成を阻止する。マロ
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ニルＣｏＡは、増殖するアシル鎖に添加するために用いられるものである。
【０１１９】
　アラキドン酸（ＡＡまたはＡＲＡとしても知られている）は、オメガ－６脂肪酸２０：
４（ω－６）である。これは、ピーナッツ油に見られる飽和アラキン酸の対応物である（
Ｌ．ラッカセイ属ピーナッツ）。アラキドン酸は、２０個の炭素鎖と４つのシス二重結合
を有するカルボン酸である。４つのシス二重結合のうちの最初の二重結合は、オメガ末端
から６番目の炭素に位置している。「アラキドン酸」は、いずれかのエイコサトリエン酸
を指すために用いられることがある。しかし、この語は、通常、全てのシス５，８，１１
，１４－エイコサトリエン酸に限定される。アラキドン酸は、酵素ホスホリパーゼＡ２（
ＰＬＡ２）によって、リン脂質分子から遊離される。酵素ホスホリパーゼＡ２（ＰＬＡ２

）は、脂肪酸を開裂するが、ＤＡＧからもＤＡＧリパーゼによって生成され得る。シグナ
リングの目的で生成されるアラキドン酸は、ホスファチジル基コリンに特異的な細胞質ホ
スホリパーゼＡ２（ｃＰＬＡ２、８５ｋＤａ）の作用によって誘導されると思われるが、
炎症性アラキドン酸は、低分子量分泌性のＰＬＡ２（ｓＰＬＡ２、１４－１８ｋＤａ）の
作用によって生成される。アラキドン酸は、エイコサノイドの生成における前駆体である
。すなわち、（１）酵素シクロオキシゲナーゼおよびペルオキシダーゼは、プロスタグラ
ンジンＨ２を生じさせ、次にプロスタグランジンＨ２は、プロスタグランジン、プロスタ
サイクリン、およびトロンボキサンを生成するために使用され、（２）酵素５－リポキシ
ゲナーゼが、５－ＨＰＥＴＥを生じさせ、５－ＨＰＥＴＥは次に、ロイコトリエンを生成
するために使用され、（３）アラキドン酸は、アナンダミドの生合成においても使用され
、そして、（４）幾つかのアラキドン酸は、エポキシゲナーゼによって、ヒドロキシエイ
コサテトラエン酸（ＨＥＴＥ）およびエポキシエイコサトリエン酸（ＥＥＴ）に変換され
る。体内における、これらの誘導体の生成およびその作用は、集合的に、アラキドン酸カ
スケードとして知られている。
【０１２０】
　ステアリン酸または１８：０は、飽和脂肪酸である。これは、化学式Ｃ１８Ｈ３６Ｏ２

、またはＣＨ３（ＣＨ２）１６ＣＯＯＨの蝋様の固体である。ステアリン酸は、典型的に
飽和カルボン酸と反応し、特に、ステアリルアルコールに還元され、様々なアルコールと
エステル化する。ヒトの同位体標識（Emken et al. (1994) Am. J. Clin. Nutr. 60:1023
S-1328S）では、オレイン酸に酸化的に非飽和された食事性ステアリン酸の断片は、同様
にパルミトレイン酸に変換されたパルミチン酸の断片よりも２．４倍も高いことを示して
いる。また、ステアリン酸は、ほとんど、コレステロールエステルに組み入れられない。
【０１２１】
　オレイン酸は、様々な動物および野菜の供給源において見られるモノ不飽和オメガ－９
脂肪酸であり、ヒトの脂肪組織において最も多い脂肪酸である。オレイン酸は、ＣＨ３（
ＣＨ２）７ＣＨ＝ＣＨ（ＣＨ２）７ＣＯＯＨ）の化学式を有している。オレイン酸のトラ
ンス異性体は、エライジン酸と呼ばれる。
【０１２２】
　〔Ｂ．低分子（小分子）治療法〕
　いくつかの実施形態において、低分子治療が利用される。複数の実施形態において、低
分子治療は癌特異的代謝物を標的にする。いくつかの実施形態において、低分子治療は、
例えば本発明の薬物スクリーニング法を用いて特定される。
【０１２３】
　〔Ｃ．核酸に基づく治療法〕
　別の実施形態では、核酸に基づく治療が利用される。核酸に基づく治療の一例としては
、アンチセンスＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、および、ｍｉＲＮＡなどがあげられるが、これらの
例に限定されるものではない。いくつかの実施形態において、核酸に基づく治療は、癌特
異的代謝物（例えば、上述の代謝物）の代謝経路中における、酵素の発現を標的にする。
【０１２４】
　いくつかの実施形態では、核酸に基づく治療はアンチセンスである。遺伝子特異的な治
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療薬としては、ｓｉＲＮＡが使用される（Tuschl and Borkhardt, Molecular Intervent.
 2002; 2(3):158-67、本明細書では、言及によって盛り込まれるものとする）。動物細胞
へのｓｉＲＮＡの形質移入の結果、特異的遺伝子の強力な、持続性を有する転写後のサイ
レンシングが起きる（Caplen et al, Proc Natl Acad Sci U. S. A. 2001; 98: 9742-7; 
Elbashir et al.,Nature. 2001; 411:494-8; Elbashir et al., Genes Dev. 2001;15: 18
8-200; および、Elbashir et al., EMBO J. 2001; 20: 6877－88、これら各文献は、列挙
することで、文献の内容そのものが本明細書で援用されるものとする）。ｓｉＲＮＡを用
いてＲＮＡｉを実施するための方法および組成については、例えば、米国特許第６，５０
６，５５９号に記載されている（言及することで、文献の内容そのものが本明細書で援用
されるものとする）。
【０１２５】
　別の実施形態では、癌特異的代謝物の代謝経路において起こる遺伝子の発現が、上記酵
素をコード化する１つ以上の核酸と特異的にハイブリッド形成するアンチセンス化合物を
用いて調節される（例えば、Georg Sczakiel, Frontiers in Bioscience 5, d194-20１ J
anuary 1, 2000; Yuen et al., Frontiers in Bioscience d588－593, June 1, 2000; An
tisense Therapeutics, Second Edition, Phillips, M． Ian, Humana Press, 2004を参
照。なお、これら各文献は、列挙することで、文献の内容そのものが本明細書で援用され
るものとする）。
【０１２６】
　〔Ｄ．遺伝子治療〕
　本発明では、本明細書に記載する癌特異的代謝物の代謝経路において起こる酵素の発現
の調節における任意の遺伝子操作の使用について考察する。遺伝子操作の例としては、遺
伝子ノックアウト（例えば、遺伝子を、組換えなどを利用して染色体から除去する）、誘
導性プロモーターを用いた、または、誘導性プロモーターを用いないアンチセンスコンス
トラクトの発現などがあげられるが、これらの例に限定されるものではない。インビトロ
またはインビボにおける核酸コンストラクトの細胞への送達は、任意の適切な方法を用い
て実施されればよい。適切な方法の１つは、所望のイベント（例えば、アンチセンスコン
ストラクトの発現）が発生するような核酸コンストラクトを細胞に導入する方法である。
遺伝子治療法を用いて、ｓｉＲＮＡ、または、（例えば、誘導性プロモーターによって刺
激すると）インビボで発現する他の干渉分子を送達してもよい。
【０１２７】
　遺伝情報を細胞内へ搬送する分子の導入は、裸のＤＮＡコンストラクトの誘導された注
入、該コンストラクトを担持する金粒子の衝突、リポソームや生体高分子を用いた巨大分
子を媒介とする遺伝子導入などを含めた様々な方法のうちのいずれかによって達成される
が、これらに限定されるものではない。好ましい方法は、アデノウイルス、レトロウイル
ス、ワクシニアウイルス、アデノ随伴ウイルスなどを含めた、ウイルス由来の遺伝子送達
媒体を使用するが、これらに限定されるものではない。アデノウイルスに由来するベクタ
ーは、レトロウイルスに比べて効率が高いので、核酸分子を宿主細胞へインビボで導入す
るためには好適な遺伝子送達媒体である。アデノウイルスベクターは、動物モデルにおけ
る種々の固形腫瘍に対して、および、免疫欠損マウスにおけるヒトの固形腫瘍の異種移植
片に対して、非常に効率的なインビボの遺伝子導入が実施できることが示されている。遺
伝子導入のためのアデノウイルスベクターおよび方法の例は、国際特許出願公開第００／
１２７３８および第００／０９６７５、ならびに、米国特許出願第６，０３３，９０８号
、第６，０１９，９７８号、第６，００１，５５７号、第５，９９４，１３２号、第５，
９９４，１２８号、第５，９９４，１０６号、第５，９８１，２２５号、第５，８８５，
８０８号、第５，８７２，１５４号、第５，８３０，７３０号、および、第５，８２４，
５４４号に記載されている（これら特許出願は、列挙することで、内容そのものが本明細
書で援用されるものとする）。
【０１２８】
　ベクターは、被験体に対して種々の方法で投与可能である。例えば、本発明のいくつか



(21) JP 2013-515270 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

の実施形態では、ベクターは、直接注入を用いて、腫瘍または腫瘍に関連する組織に投与
される。別の実施形態では、投与は、血液のの循環またはリンパ性の循環を介して実施さ
れる（例えば、国際特許出願公開第９９／０２６８５を参照。なお、この特許出願は、言
及することによって、内容そのものが本明細書に援用されるものとする）。アデノウイル
スベクターの投与量レベルの例としては、潅流液に１０８～１０１１個のベクター粒子が
添加されることが好ましい。
【０１２９】
　〔Ｅ．抗体療法〕
　いくつかの実施形態において、本発明は、癌特異的代謝物、または、その代謝経路にお
いて発現する酵素を標的とする抗体を提供する。任意の適切な抗体（例えば、単クローン
性抗体、多クローン性抗体、または、合成抗体など）が、本明細書において開示する治療
方法において使用可能である。好適な実施形態では、癌治療に使用される抗体はヒト化さ
れた抗体である。抗体をヒト化するための方法は、当該技術分野において周知である（例
えば、米国特許第６，１８０，３７０号、第５，５８５，０８９号、第６，０５４，２９
７号、第５，５６５，３３２号などを参照。なお、これら各文献は、列挙することで、文
献の内容そのものが本明細書で援用されるものとする）。
【０１３０】
　いくつかの実施形態では、後述するように、抗体に基づく治療が薬学的組成物として処
方される。好適な実施形態では、本発明の抗体組成物の投与の結果、測定可能な程度の癌
の減少が生じる（例えば、腫瘍の減少または消滅）。
【０１３１】
　〔Ｆ．薬学的組成物〕
　本発明は、さらに、薬学的組成物（例えば、癌特異的代謝物のレベルまたは活性を調節
する医薬品など）を提供する。本発明のいくつかの実施形態の薬学的組成物は、局所的な
治療が所望されているのか、または、全身的な治療が所望されているのかに応じて、また
、治療対象となる領域に応じて、複数の方法で投与可能である。投与は、局所的（経眼投
与、ならびに、経腟送達および経直腸送達を含めた粘膜への投与を含める）に実施されて
も、経肺的（例えば、噴霧器の使用を含めた、粉末またはエアロゾルの吸入またはガス注
入、気管内投与、鼻腔内投与、上皮投与、経皮投与など）に実施されても、経口的または
非経口的に実施されてもよい。非経口投与には、静脈内、動脈内、皮下、腹腔内、もしく
は、筋肉内の注射もしくは注入、または、頭蓋内（例えば、くも膜下または脳室内）投与
を含める。
【０１３２】
　局所投与のための薬学的組成物および処方物としては、経皮パッチ、軟膏、ローション
、クリーム、ゲル、ドロップ、坐薬、噴霧、液体、および、粉末などを含めてもよい。従
来の医薬品用キャリア、水性、粉末性、または、油性のベース、増粘剤などが必要となる
、または、望ましいこともあり得る。
【０１３３】
　経口投与のための組成物および処方物としては、粉末もしくは顆粒、水もしくは非水性
の媒体を用いた懸濁液もしくは溶液、カプセル、小袋、または、錠剤などを含める。増粘
剤、香味料、希釈液、乳化剤、分散補助剤、または、結合剤が望ましいこともあり得る。
【０１３４】
　非経口投与、くも膜下投与、または、脳室内投与のための組成物および処方物としては
、バッファ、希釈液、ならびに、例えば、浸透エンハンサーやキャリア化合物などの薬学
的に許容可能なキャリアまたは補形剤（ただしこれらに限定されるものではない）などの
、別の適切な添加剤も含有してかまわない無菌水溶液などを含めてもよい。
【０１３５】
　本発明の薬学的組成物としては、溶液、乳濁液、リポソーム含有処方物などを含めるが
、これらの例に限定されるものではない。これらの組成物は、調製済み液、自己乳化する
固体、および、自己乳化する半流動物を含めた種々の成分（ただし、これらに限定される
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ものではない）から生成可能である。
【０１３６】
　本発明の医薬品用処方物は、単位投与量の形態で投与すれば都合がよく、医薬品産業界
において周知の従来の手法に合わせて調製されればよい。このような手法としては、有効
成分を医薬品用キャリアまたは賦形剤に関連付けるステップを含めてもよい。一般に、上
記処方物は、有効成分を液体キャリアおよび細分化された固体キャリアのいずれか一方、
または、両方に一様および密接に関連付け、さらに、必要であれば生成物を整形すること
によって調製される。
【０１３７】
　本発明の組成物は、例えば、錠剤、カプセル、液体シロップ、軟質ゲル、坐薬、浣腸薬
などの多数の可能な剤形（ただし、これらに限定されるものではない）のうちのいずれか
の形態で処方されればよい。本発明の組成物は、水性媒体、非水性媒体、または、混合媒
体において懸濁液として処方されてもよい。水懸濁液は、例えばカルボキシメチルセルロ
ースナトリウム、ソルビトール、および／または、デキストランなどの、該懸濁液の粘性
を増加させる物質をさらに含有してもよい。上記懸濁液は、安定剤をさらに含有してもか
まわない。
【０１３８】
　本発明の一実施形態では、上記薬学的組成物は、発砲体として処方および使用されても
よい。医薬品用発砲体としては、例えば、乳濁液、マイクロ乳濁液、クリーム、ゼリー、
リポソームなどの処方物を含めるが、これらに限定されるものではない。これらの処方物
は、本質的には基本的に互いに類似しているが、最終生成物の成分および一貫性において
はばらつきがある。
【０１３９】
　細胞レベルにおけるオリゴヌクレオチドの組み込みを促進する薬剤が、本発明の医薬品
などの組成物にさらに添加されてもよい。例えば、リポフェクチン（米国特許第５，７０
５，１８８号）などの陽イオン性脂質、陽イオン性グリセロール誘導体、および、ポリリ
ジン（国際特許出願公開第９７／３０７３１号）などのポリカチオン性分子も、細胞への
オリゴヌクレオチドの組み込みを促進する。
【０１４０】
　本発明の組成物は、従来薬学的組成物に含有される、別の補助剤成分をさらに含有して
もよい。したがって、例えば、上記組成物が、鎮痒薬、収斂薬、局所性の麻酔薬、抗炎症
薬などの、適合性および薬学的活性を有する物質をさらに含有してもよく、または、本発
明の組成物を様々な剤形で物理的に処方する際に有用な、別の物質を含有してもよい。こ
の別の物質の例としては、例えば、染料、香味料、保存料、抗酸化剤、乳白剤、増粘剤、
安定剤などがあげられる。ただし、このような物質は、添加しても、本発明の組成物の各
成分の生物活性に対して過度に干渉するものであってはならない。上記処方物は無菌化さ
れてもよく、所望であれば、例えば、処方物の核酸と有害な相互作用を起こすことがない
潤滑剤、保存料、安定剤、湿潤剤、乳化剤、浸透圧に影響を及ぼすための塩、バッファ剤
、着色剤、香味料、および／または、芳香剤などの補助的な薬剤と混合されてもよい。
【０１４１】
　本発明の複数の実施形態において、（ａ）１つ以上の核酸化合物と、（ｂ）異なるメカ
ニズムによって機能する１つ以上の別の化学療法薬とを含有する薬学的組成物を提供する
。このような化学療法薬の例としては、例えば、ダウノルビシン、ダクチノマイシン、ド
キソルビシン、ブレオマイシン、マイトマイシン、メクロレタミン、クロラムブシル、メ
ルファラン、シクロホスファミド、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビ
ン（ＣＡ）、５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）、フロクスウリジン（５－ＦＵｄＲ）、
メトトレキサート（ＭＴＸ）、コルヒチン、ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシ
ド、テニポシド、シスプラチン、ジエチルスチルベストロール（ＤＥＳ）などの、抗癌剤
が挙げられるが、これらの例に限定されるものではない。本発明の組成物において、非ス
テロイド性の抗炎症薬や副腎皮質ステロイド薬など（ただし、これらに限定されるもので
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はない）を含めた抗炎症薬と、リバビリン（ｒｉｂｉｖｉｒｉｎ）、ビダラビン、アシク
ロビル、ガンシクロビルなど（ただし、これらに限定されるものではない）を含めた抗ウ
イルス薬とがさらに組み合わせられてもよい。その他の非アンチセンス化学療法薬も、本
発明の技術的範囲内である。組み合わせた２つ以上の化合物を、同時に、または、順に使
用してもかまわない。
【０１４２】
　投薬は、治療しようとする疾患状態の重症度および応答性に依存し、治療期間は数日か
ら数ヶ月にわたって継続するか、または、治療が効果を奏する、もしくは、疾患状態の減
衰が達成されるまで継続する。最適な投薬スケジュールは、患者の体内における薬の蓄積
量の測定結果から算出可能である。投与を行う医師は、最適な投与量、投薬方法、および
、繰り返し率を容易に決定することができる。最適な投与量は、個々のオリゴヌクレオチ
ドの相対的な効力によって異なる可能性があり、一般に、インビトロおよびインビボの動
物モデルにおいて効果的であることがわかっているＥＣ５０に基づいて、または、ここに
記載する例に基づいて、推定可能である。一般に、投与量は体重１ｋｇ当たり０．０１μ
ｇ～１００ｇであり、１日、１週間、１ヶ月、または、１年に１回以上投与される。治療
を行う医師は、体液中または組織中における薬の滞留時間および濃度の測定結果に基づい
て、投薬の繰り返し率を推定することができる。治療が成功した後は、被験体は、疾患状
態の再発を防止するために、維持療法を受けることが望ましいと考えられる。維持療法に
おいては、上記薬学的組成物が、体重１ｋｇ当たり０．０１μｇ～１００ｇ、および、１
日に１回以上から２０年ごとに１回の範囲の維持量で投与される。
【０１４３】
　〔ＩＩＩ．薬物スクリーニングへの応用〕
　いくつかの実施形態において、本発明は、薬物スクリーニングアッセイ（例えば、抗癌
剤を得るためのスクリーニング）を提供する。本発明のスクリーニング法は、本明細書に
記載する癌特異的代謝物を利用する。上述のように、いくつかの実施形態において、試験
化合物は、低分子、核酸、または、抗体である。いくつかの実施形態において、試験化合
物は、癌特異的代謝物を直接的に標的にする。別の実施形態では、試験化合物は、癌特異
的代謝物の代謝経路において発現する酵素を標的にする。
【０１４４】
　好適な実施形態では、薬物スクリーニング法は、高スループット薬物スクリーニング法
である。高スループットスクリーニングを実施する方法は、当該技術分野において周知で
あり、米国特許第６，４６８，７３６号、国際特許出願公開第０６００９９０３号、およ
び、米国特許第５，９７２，６３９（これら各特許文献は、列挙することで、内容そのも
のが本明細書で援用されるものとする）に記載の方法を含めるが、これらに限定されるも
のではない。
【０１４５】
　本発明のいくつかの実施形態の試験化合物は、当該技術分野において公知の、コンビナ
トリアルライブラリー法における多数の手法のいずれを用いても調製可能であって、この
コンビナトリアルライブラリーとしては、例えば、生物学的ライブラリー、ペプトイドラ
イブラリー（ペプチド機能を有するが新規な非ペプチド骨格を有し、酵素の劣化に対して
耐性を有するが生理活性は維持する分子のライブラリー。例えば、Zuckennann et al., J
. Med. Chem. 37: 2678－85 [1994] を参照）、空間的にアドレス可能な並列固相または
溶液相ライブラリー（ｓｐａｔｉａｌｌｙ　ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ　ｐａｒａｌｌｅｌ
　ｓｏｌｉｄ　ｐｈａｓｅ　ｏｒ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｐｈａｓｅ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ
）、逆重畳積分を必要とする合成ライブラリー法、“１ビーズ１化合物（ｏｎｅ－ｂｅａ
ｄ　ｏｎｅ－ｃｏｍｐｏｕｎｄ）”ライブラリー法、および、アフィニティークロマトグ
ラフィー選択を利用した合成ライブラリー法などがあげられる。上記生物学的ライブラリ
ー法およびペプトイドライブラリー法が、ペプチドライブラリーと併用するには好ましく
、残りの４つの手法が、ペプチドライブラリー、非ペプチドオリゴマーライブラリー、ま
たは、化合物の低分子ライブラリーに対して適用可能である（Lam (1997) Anticancer Dr



(24) JP 2013-515270 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

ug Des. 12: 145 ）。
【０１４６】
　分子ライブラリーの合成方法の例は、当該技術分野、例えば、DeWitt et al., Proc． 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 6909 [1993]; Erb et al., Proc. Nad. Acad. Sci. USA 9
1: 11422 [1994]; Zuckermann et al., J. Med. Chem. 37:2678 [1994]; Cho et al., Sc
ience 261: 1303 [1993]; Carrell et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33.2059 [199
4]; Carell et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061 [1994]; Gallop et al., J
. Med. Chem. 37: 1233 [1994] に見い出すことができる。
【０１４７】
　化合物のライブラリーは、溶液中（例えば、Houghten, Biotechniques 13: 412-421 [1
992] ）、ビーズ上（Lam, Nature 354: 82-84 [1991] ）、チップ上（Fodor, Nature 364
: 555-556 [1993] ）、細菌上（米国特許第５，２２３，４０９号；言及することによっ
て、明細書で援用されるものとする）、または胞子上（米国特許第５，２２３，４０９号
）、プラスミド上（Cull et al., Proc. Nad. Acad. Sci. USA 89: 1865-1869 [1992] ）
、または、ファージ上（Scott and Smith, Science 249: 386-390 [1990]; Devlin Scien
ce 249: 404-406 [1990]; Cwirla et al., Proc. NatI.Acid. Sci. 87: 6378-6382 [1990
]; Felici, J. Mol. Biol. 222: 301 [1991] ）に提示され得る。
【０１４８】
　いくつかの実施形態において、癌治療薬を特定するためのモデル系を発生させるために
、本明細書に記載のマーカーが使用される。例えば、癌に特異的なバイオマーカーとなる
代謝物（例えば、細胞増殖を活性化するサルコシン）を細胞株に添加して、細胞株の悪性
の度合いを増加させることも可能である。こうすることによって、細胞株は、応答のダイ
ナミックレンジ（例えば、“読み取り値”）が改善されることになり、スクリーニングに
よって抗癌剤を得る際に有用である。インビトロの例について記載したが、モデルアッセ
イ系は、インビトロ、インビボ、または、エキソビボのいずれであってもかまわない。
【０１４９】
　〔ＶＩＩ．遺伝子導入動物〕
　本発明では、外来性遺伝子を備えた（この結果、例えば、癌特異的代謝物のレベルが変
化する）遺伝子導入動物の発生について考察する。好適な実施形態では、野生型動物と比
較すると、遺伝子導入動物は変化した表現型（例えば、代謝物の存在量が増加または減少
する）を示す。このような表現型の存在または非存在を分析するための方法としては、本
明細書において開示するものなどがあげられるが、これらの例に限定されるものではない
。好適な実施形態では、上記遺伝子導入動物は、増加または減少した、腫瘍の成長または
癌の証拠をさらに示す。
【０１５０】
　本発明の遺伝子導入動物は、薬（例えば、癌治療）のスクリーニングにおいて用途が見
い出される。いくつかの実施形態において、試験化合物（例えば、癌の治療に有用ではな
いかと思われる薬）およびコントロール化合物（例えば、プラセボ）が遺伝子導入動物お
よびコントロール動物に投与され、効果が評価される。
【０１５１】
　上記遺伝子導入動物は、種々の方法によって発生させることができる。いくつかの実施
形態では、様々な発生段階にある胚的細胞を使用して導入遺伝子を導入し、遺伝子導入動
物を発生させる。上記胚的細胞の発達の段階に応じて、異なる方法が使用される。マイク
ロ注入の場合には、接合体が最良の標的である。マウスでは、雄性前核が、１～２ピコリ
ットル（ｐｌ）のＤＮＡ溶液の再現可能な注入が可能となる、直径約２０μｍのサイズに
到達する。接合体を遺伝子導入の標的として使用することには、大抵の場合に、注入され
たＤＮＡが最初の卵割の前に宿主であるゲノムに取り込まれるという主な効果がある（Br
inster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-4442 [1985] ）。この結果、遺伝
子導入された非ヒトの動物の全ての細胞が、取り込まれた導入遺伝子を保有することにな
る。このことは、生殖細胞の５０％が導入遺伝子を保有することになるので、一般に、初
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代細胞の子孫への導入遺伝子の効率的な伝達にも反映される。米国特許第４，８７３，１
９１号には、接合体をマイクロ注入するための方法が記載されている。この特許文献は、
言及することで、内容そのものが本明細書で援用されるものとする。
【０１５２】
　別の実施形態では、レトロウイルス感染を使用して、導入遺伝子が非ヒトの動物に導入
される。いくつかの実施形態では、レトロウイルスベクターを使用して、レトロウイルス
ベクターを卵母細胞の囲卵腔内に注入することによって、卵母細胞に形質移入する（米国
特許第６，０８０，９１２号を参照。なお、この特許文献は、言及することで、文献の内
容そのものが本明細書で援用されるものとする）。別の実施形態では、発達中の非ヒトの
胚は、胚盤胞期までインビトロで培養可能である。この期間には、卵割球を、レトロウイ
ルス感染の標的とすることができる（Janenich Janenich, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
73:1260 [1976] ）。卵割球は、酵素処理によって透明帯を削除することで、効率的に感
染させることができる（Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring H
arbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. [1986] ）。導入遺伝子の導入に
使用されるウイルスベクター系は、通常、当該導入遺伝子を保持する複製欠損を有するレ
トロウイルスである（Jahner et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 82:6927 [1985] ）。
形質移入は、卵割球を単層のウイルス産生細胞の上で培養することによって、容易かつ効
率よく達成される（Stewar,　et al., EMBO J., 6:383 [1987] ）。あるいは、感染を後
の段階で実施してもかまわない。ウイルス、または、ウイルス産生細胞は胞胚腔内に注入
されてもよい（Jahner et al., Nature 298:623 [1982] ）。組み込みは、遺伝子導入動
物を形成する細胞のあるサブセットにおいてのみ発生するので、大部分の初代細胞は、導
入遺伝子に関してはモザイク状になる。さらに、初代細胞は、一般に子孫においては分離
することになるゲノム内の異なる位置において、レトロウイルスによる導入遺伝子の様々
な挿入を含有してもよい。さらに、妊娠中期胚を子宮内でレトロウイルスに感染させるこ
とによって、効率は低いが、導入遺伝子を生殖系列に導入することも可能である（Jahner
 et al.、前掲[1982] ）。レトロウイルスまたはレトロウイルスベクターを用いて遺伝子
導入動物を発生させる、当該技術分野における公知の他の手段としては、レトロウイルス
の粒子を、または、受精卵または初期胚の囲卵腔内でレトロウイルスを生成する、マイト
マイシンＣで処理した細胞を、マイクロ注入するものがある（国際特許出願公開第９０／
０８８３２［１９９０］、および、Haskell and Bowen, Mol. Reprod. Dev., 40:386 [19
95] ）。
【０１５３】
　別の実施形態において、上記導入遺伝子は胚性幹細胞に導入され、形質移入された幹細
胞を利用して、胚を形成する。ＥＳ細胞は、着床前の胚を適切な条件下でインビトロで培
養することによって得られる（Evans et al., Nature 292:154 [1981]、Bradley et al,.
 Nature 309:255 [1984]、Gossler etal., Proc. Acad. Sci. USA 83:9065 [1986]、及び
、Robertson et al., Nature 322:443 [1986]）。導入遺伝子は、リン酸カルシウム共沈
殿法、プロトプラストまたはスフェロプラスト融合法、リポフェクション法、および、Ｄ
ＥＡＥデキストラン媒介形質移入法を含めた当該技術分野において公知の種々の方法によ
るＤＮＡ形質移入によって、ＥＳ細胞に効率よく導入することができる。導入遺伝子は、
レトロウイルス媒介伝達によって、または、マイクロ注入によってＥＳ細胞に導入しても
よい。このように形質移入されたＥＳ細胞は、その後、胚盤胞段階の胚の胞胚腔に導入さ
れると、胚にコロニーを形成し、結果として発生するキメラ動物の生殖系列に寄与する（
Jaenisch, Science 240:1468 ［1988］を参照）。形質移入済みＥＳ細胞の胞胚腔内への
導入に先立って、この形質移入済みＥＳ細胞を様々な選択プロトコルに供して、導入遺伝
子を組み込んだＥＳ細胞の質を高めてもよい（ただし、該導入遺伝子がこのような選択の
ための手段を提供することが前提である）。あるいは、ポリメラーゼ連鎖反応を利用して
、導入遺伝子を組み込んだＥＳ細胞についてスクリーニングしてもかまわない。この手法
によって、形質移入済みＥＳ細胞を、胞胚腔への導入に先立って適切な選択的条件下で成
長させることが不要になる。
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【０１５４】
　さらに別の実施形態では、相同組換えを利用して遺伝子機能をノックアウトする、また
は、欠失変異体（例えば、トランケーション変異体）を生成する。相同組換えの方法は、
米国特許第５，６１４，３９６号（言及することで、本明細書に援用されるものとする）
に記載されている。
【０１５５】
　〔実験〕
　以下の実施例は、ある好適な実施形態および本発明の態様を実証し、これらの実施形態
および態様についてさらに説明するために提供するものであって、本発明の技術的範囲を
限定するものであると解釈するべきものではない。
【０１５６】
　〔実施例１〕
　〔尿中に見い出されるバイオマーカー〕
　〔Ｉ．一般的な方法〕
　〔Ａ．前立腺癌の代謝プロファイルの特定〕
　各試料を分析して、数百種類の代謝物の濃度を求めた。これらの代謝物の分析には、例
えば、ＧＣ－ＭＳ（ガスクロマトグラフィー質量分析）やＵＨＰＬＣ－ＭＳ（超高速液体
クロマトグラフィー質量分析）などの分析的手法を用いた。複数の部分標本を同時および
並列的に分析し、適切な品質管理（ＱＣ）を施した後に、各分析から得られた情報を再度
組み合わせた。各試料を数千種類の特性によって特徴付けし、最終的に数百の化学種を特
定した。使用した手法は、新規な、化学的に命名されていない化合物を特定することがで
きた。
【０１５７】
　〔Ｂ．統計解析〕
　Ｔ検定を用いてデータを分析し、定義可能な集団または亜集団において特異的なレベル
で存在する分子（例えば、コントロール生物学的試料と比較して、前立腺癌の生物学的試
料を示すバイオマーカー）であって、定義可能な複数の集団と集団（例えば、前立腺癌の
集団とコントロール集団、または、低度前立腺癌と高度前立腺癌）とを区別するために有
用な分子（公知の命名されている代謝物、または、命名されていない代謝物のいずれか）
を特定した。上記定義可能な集団または亜集団における別の分子（公知の命名されている
代謝物、または、命名されていない代謝物のいずれか）も特定した。ある分析においては
、上記データを上記試料中のクレアチニンレベルによって正規化し、別の分析では、上記
試料を正規化しなかった。両方の分析結果をここに提示する。
【０１５８】
　〔Ｃ．バイオマーカーの特定〕
　統計学的に有意であると特定されたピーク含めた、各分析（例えばＧＣ－ＭＳ、ＵＨＰ
ＬＣ－ＭＳ、ＭＳ－ＭＳ）において特定した様々なピークを、質量分析に基づく化学的特
定プロセスに供した。バイオマーカーは、以下のような手順で見出した。すなわち、（１
）異なるヒト被験体グループから得た尿試料を分析して試料内の代謝物レベルを求め、（
２）結果を統計学的に分析して、この２つのグループにおいて異なって存在する代謝物を
求めることによって、バイオマーカーを見出した。
【０１５９】
　〔癌と癌以外のものとを区別するバイオマーカー〕
　上記分析に使用した尿試料は、前立腺癌の生検が陰性である５１人のコントロール被験
体、および、前立腺癌を有する５９人の被験体から得た。代謝物レベルを求めた後、ウィ
ルコクソン検定を用いて上記データを分析して、２つの集団（例えば、前立腺癌を有する
グループとコントロールグループ）間の平均代謝物レベルの差を求めた。
【０１６０】
　下記の表１に列挙するように、前立腺癌を有する被験体から得た血漿試料と、前立腺生
検が陰性である（例えば、前立腺癌を有しているとは診断されなかった）コントロールグ
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ループから得た血漿試料との間で異なって存在するバイオマーカーを見出した。表１には
、表中に示した各バイオマーカーについて、該バイオマーカーに関するデータの統計解析
において求めたｐ値、化合物を化学データベースにおいて追跡するために有用な化合物Ｉ
Ｄ、および、該化合物を特定するために使用した分析プラットフォームを含めて示す（Ｇ
ＣとはＧＣ／ＭＳの意味であり、ＬＣとはＵＨＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ２の意味である）。表
中において０．０００であるとしたＰ値は、ｐ＜０．０００１において有意である。ＬＣ
ｐｏｓおよびＬＣｎｅｇは、バッファを用いたＵＨＰＬＣによる分離を意味し、それぞれ
、陽イオンまたは陰イオンを検出するために最適化されたパラメータである。
【０１６１】
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【０１６２】
　表１は、癌と癌以外のものとを区別するために有用なバイオマーカーを示す。
【０１６３】
　個々の被験体の癌の状態（例えば、癌ではない、または、癌である）を、バイオマーカ
ーであるサルコシンおよびＮ－アセチルチロシンを用いて決定した。これら２つのマーカ
ーを組み合わせて用いた結果、８３％の有病正診率および４９％の無病正診率で癌が診断
できた。ＰＳＡが陽性である集団における癌の有病率が３０％であると仮定すると、これ
らのバイオマーカーによって、８７％の陰性的中率（ＮＰＶ）および４１％の陽性的中率
（ＰＰＶ）が得られたことになる。
【０１６４】
　〔悪性度が比較的低い癌を悪性度が比較的高い癌から区別するバイオマーカー〕
　分析に使用した尿試料は、前立腺癌を有すると診断され、生検スコアがＧＳｍａｊｏｒ
３またはＧＳｍａｊｏｒ４以上であった個々の被験体から得た。ＧＳｍａｊｏｒ３は通常
悪性度が低い低度の癌を示し、ＧＳｍａｊｏｒ４は通常悪性度が高い高度の癌を示す。こ
の分析では、ＧＳｍａｊｏｒ３を示した被験体（Ｎ＝４５）をＧＳｍａｊｏｒ４を示した
被験体（Ｎ＝１３）と比較した。代謝物のレベルを求めた後に、ウィルコクソン検定を用
いて上記データを分析して、２つの集団（例えば、前立腺癌を有するグループとコントロ
ールグループ）間の平均代謝物レベルの差を求めた。
【０１６５】
　下記の表２に列挙するように、悪性度が低い／低度の前立腺癌を有する被験体から得た
尿試料と、これより悪性度が高い／高度の前立腺癌を有する被験体から得た尿試料との間
で異なって存在するバイオマーカーを見出した。表２には、表中に示した各バイオマーカ
ーについて、該バイオマーカーに関するデータの統計解析において求めたｐ値、化合物を
化学データベースにおいて追跡するために有用な化合物ＩＤ、および、該化合物を特定す
るために使用した分析プラットフォームを含めて示す（ＧＣとはＧＣ／ＭＳの意味であり
、ＬＣとはＵＨＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ２の意味である）。表中において０．０００であると
したＰ値は、ｐ＜０．０００１において有意である。ＬＣｐｏｓおよびＬＣｎｅｇは、バ
ッファを用いたＵＨＰＬＣによる分離を意味し、それぞれ、陽イオンまたは陰イオンを検
出するために最適化されたパラメータである。
【０１６６】
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【０１６７】
　表２は、悪性度が比較的低い前立腺癌を悪性度が比較的高い前立腺癌から区別するバイ
オマーカーを示す。
【０１６８】
　〔実施例２〕
　〔前立腺の癌組織、細胞株、および、尿沈渣中の複数の代謝物の検証〕
　〔物質および方法〕
　Ｓｉｇｍａ社（Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、ＵＳＡ）から、アミノ酸を入手した。対応
する標識されたアミノ酸を、Ｉｓｏｔｅｃ社（Ｍｉａｍｉｓｂｕｒｇ、ＯＨ、ＵＳＡ）か
ら入手した。イソブタノール、コロロホルム（ｃｈｏｌｏｒｏｆｏｒｍ）、アセトニトリ
ル、ジメチルホルムアミド、エチルアセテートをＳｉｇｍａ社から入手した。その他の分
析試薬級の化学物質は全て、Ｆｌｕｋａ社およびＳｉｇｍａ社から入手した。Ｎ－メチル
－Ｎ－（ｔｅｒｔ－ブチルメチルシリルトリフルオロアセトアミド（ＭｔＢＳＴＦＡ）＋
１％のｔ－ブチル－ジメチルクロロシラン、および、ヘプタフルオロブチリル無水物を、
Ｒｅｇｉｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ，社（ＩＬ、ＵＳＡ）から購入した。
【０１６９】
　〔臨床試料〕
　良性前立腺および局在性前立腺癌組織をミシガン大学病院における前立腺全摘除術シリ
ーズから入手し、転移性前立腺癌の生物学的標本をＲａｐｉｄ　Ａｕｔｏｐｓｙ　Ｐｒｏ
ｇｒａｍから入手した。前立腺全摘除術シリーズも、Ｒａｐｉｄ　Ａｕｔｏｐｓｙ　Ｐｒ
ｏｇｒａｍも、ミシガン大学のＰｒｏｓｔａｔｅ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅ
ｄ　Ｐｒｏｇｒａｍ　ｏｆ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｅｘｃｅｌｌｅｎｃｅ （Ｓ.Ｐ.Ｏ.Ｒ.
Ｅ）　Ｔｉｓｓｕｅ　ｃｏｒｅの一部である。試料はインフォームドコンセントおよびミ
シガン大学の機関事前審査委員会の承認のもとで収集した。さらに、対応する尿試料を、
ＤＲＥの後および生検の前に収集した。これには、生検が陽性／陰性の患者を共に含め、
さらに、癌には無関係の前立腺の病状を有する患者を含めた。全ての試料を使用するまで
－８０℃で保存した。
【０１７０】
　〔試料調製、および、ＧＣ－ＭＳを用いた臨床標本中の複数の代謝物の検証〕
　標識内部標準物質をスパイク（ｓｐｉｋｉｎｇ）した後に、生物学的試料（組織、尿、
および、細胞株）をメタノール中で均質化し、４℃で一晩続けて撹拌した。モル比が１：
１の水とクロロホルムとを用いて、抽出を室温で３０分間実施した。水性メタノール層を
収集し、窒素雰囲気下で完全に乾燥させた。代謝物を含有するメタノール性乾燥抽出物を
、ＭｔＢＳＴＦＡを用いた誘導体化後に、ＧＣ－ＭＳによってさらに分析した。１００μ
Ｌのジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）を添加し、ボルテックスし、さらに、高速真空遠心
分離機内で３０分間乾燥させることによって、乾燥させたメタノール性アミノ酸残留物を
２回共沸混合した。１００μＬのＤＭＦ、および、Ｎ－メチル－Ｎ－（ｔｅｒｔ－ブチル
メチルシリルトリフルオロアセトアミド（ＭｔＢＳＴＦＡ）＋１％のｔ－ブチル－ジメチ
ルクロロシランを、上記乾燥試料に添加して蓋をし、６０℃で１時間インキュベートし、
そして酢酸エチルで再度懸濁させて、ＧＣ－ＭＳに注入した。
【０１７１】
　選択イオンモニタリング法（Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　Ｉｏｎ　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ；Ｓ
ＩＭ）を用いて定量化を行った。同位体で標識された内部標準物質のピーク領域に対する



(46) JP 2013-515270 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

自然界の代謝物のピーク領域を測定することによって、試料中の代謝物の量を算出した。
【０１７２】
　〔試料調製、および、ガスクロマトグラフィー質量分析による組織中のポリアミンの検
証〕
　標識内部標準物質をスパイクした後に、メタノールを用いて組織を溶解させ、４℃で一
晩続けて撹拌した。モル比が１：１の水とクロロホルムとを用いて、抽出を室温で実施し
た。ポリアミンを含有する水性層を収集し乾燥させた。ポリアミンを含有する乾燥抽出物
を、ＨＦＢＡを用いた誘導体化の後に、ＧＣ－ＭＳによってさらに分析した。乾燥残留物
に、２００μＬのアセトニトリルおよび１００μＬのＨＦＢＡを添加した。バイアルに蓋
をし、６５℃で６０分間加熱した。次に、この反応混合物を窒素流下で乾燥するまで蒸発
させ、１ｍｌのジエチルエーテルに再び溶解した。得られたエーテル溶液を、等しい体積
の飽和炭酸ナトリウム溶液で１回洗浄した。遠心分離機にかけた後に水相を捨て、ＧＣ－
ＭＳ分析のために１μＬのエーテル相を取り出した。選択イオンモニタリング法を用いて
定量化を行った。同位体で標識された内部標準物質のピーク領域に対する自然界のポリア
ミンのピーク領域を測定することによって、試料中のポリアミンの量を算出した。
【０１７３】
　〔試料調製、および、ガスクロマトグラフィー質量分析による尿中のポリアミンの検証
〕
　尿中におけるポリアミンの同位体希釈ＧＣ／ＭＳ分析には、サルコシンについて報告さ
れている改善済みの方法を利用した。生物学的試料からのポリアミンを、液液抽出法（Ｍ
ｅＯＨ：Ｈ２Ｏ：ＣＨＣｌ３は１：１：１の比）によって抽出した。ポリアミンを含有す
るメタノール層を純粋窒素流下で乾燥するまで蒸発させた。得られたメタノール性乾燥抽
出物に、３００μＬのイソブタノール／３Ｎ　ＨＣｌを添加した。この反応混合物をパイ
レックス（登録商標）製試験管に導入し、テフロン（登録商標）製隔膜で覆ったねじ蓋で
封止した。管を砂浴で１１０℃で３０分間加熱した後に、穏やかな窒素流を用いて試料を
冷却・乾燥させた。さらに、１５０μＬのアセトニトリルを添加した後に、該試料を再び
乾燥させて残留している湿気を取り除いた。アセトニトリル（２００μＬ）および１００
μＬのヘプタフルオロブチリル無水物（ＨＦＢＡ）を添加し、管を封止して１２５℃で２
０分間加熱して、ヘプタフルオロブチレの誘導体を生成した。誘導体化した試料をＧＣ－
ＭＳによって分析した。同位体で標識された内部標準物質のピーク領域に対する自然界の
ポリアミンのピーク領域を測定することによって、選択イオンモニタリング分析でポリア
ミンを定量化した。尿濃度を正規化するための内部標準物質としては、メチオニンを使用
した。
【０１７４】
　〔試料調製、および、ガスクロマトグラフィー質量分析による組織中の脂肪酸の検証〕
　標識内部脂肪酸標準物質をスパイク（ｓｐｉｋｉｎｇ）した後に、生物学的試料をメタ
ノール中で均質化し、４℃で一晩続けて撹拌した。モル比が１：１の水とクロロホルムと
を用いて、抽出を室温で３０分間実施した。有機脂質層を収集し、窒素雰囲気下で完全に
乾燥させた。代謝物（脂肪酸）を含有するクロロホルム性乾燥抽出物を、ＭｔＢＳＴＦＡ
を用いた誘導体化後に、ＧＣ－ＭＳによってさらに分析した。１００μＬのジメチルホル
ムアミド（ＤＭＦ）を添加し、ボルテックスを行い、さらに、高速真空遠心分離機内で３
０分間乾燥させることによって、乾燥させた有機脂肪酸残留物を２回共沸混合した。１０
０μＬのＤＭＦ、および、Ｎ－メチル－Ｎ－（ｔｅｒｔ－ブチルメチルシリルトリフルオ
ロアセトアミド（ＭｔＢＳＴＦＡ）＋１％のｔ－ブチル－ジメチルクロロシランを、上記
乾燥試料に添加して蓋をし、６０℃で１時間インキュベートし、そして酢酸エチルで再度
懸濁させて、ＧＣ－ＭＳに注入した。
【０１７５】
　〔結果〕
　〔前立腺に特異的な代謝物を利用するマルチプレックスチパネルの開発〕
　本発明のいくつかの実施形態を発展させる過程において実施した実験において見られた
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サルコシンの高いレベルは、サルコシンが癌（例えば、前立腺癌）の予後マーカーとなる
ことを示している。本発明のいくつかの実施形態において、組織に由来する前立腺癌に特
異的が、この疾患の早期発見のためのマルチプレックスバイオマーカーパネルとして使用
可能である。
【０１７６】
　〔組織中の複数の代謝物の検証〕
　前立腺に由来する組織標本において、局在性前立腺癌に関連する代謝物（例えば、グル
タミン酸、グリシン、システイン、チミン、ピペコリン酸、ウラシル、および、セリン）
を定量化した。安定同位体希釈（Ｓｔａｂｌｅ　Ｉｓｏｔｏｐｅ　Ｄｉｌｕｔｉｏｎ；Ｓ
ＩＤ）選択イオンモニタリングＧＣ－ＭＳ法を利用して、対象とする代謝物を定量化した
。まず最初に、試料を改質してｔ－ブチルジメチルシリル誘導体を生成し、アジレント社
の５９７５ＭＳＤ型質量検出器を用いて電子衝撃（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｉｍｐａｃｔ；　
ＥＩ）イオン化法で分析した。グルタミン酸、システイン、グリシン、および、チミンを
、前立腺に由来する５２の試料において定量化した。この試料は、１３の良性隣接領域（
ｂｅｎｉｇｎ　ａｄｊａｃｅｎｔ）（良性癌）、２６の局在性前立腺癌（ＰＣＡ）、およ
び、１３の転移性試料（メチオニン）を含んでいた。選択イオンモニタリング法による分
析を実施するための、定量化の対象とする様々な代謝物の場合について、自然界の分子の
ピークおよび同位体で標識された分子のピークのｍ／ｚは、４０６および４０７（システ
イン）、４３２および４３７（グルタミン酸）、２１８および２１９（グリシン）、２９
７および３０１（チミン）、１９８および２０７（ピペコリン酸）（ｎ＝３０）、２８３
および２８５（ウラシル）（ｎ＝３０）、ならびに、３９０および３９２（セリン）（ｎ
＝３０）であった。各代謝物のレベルを組織の重量にしたがって正規化した。グルタミン
酸、グリシン、システイン、チミン、ピペコリン酸、および、ウラシルのレベルが、良性
前立腺の組織と比較すると、局在性ＰＣＡでは全て上昇する（図１～図６）。セリンのレ
ベルには変化がなく、癌が進行する間は一定である（図７）。
【０１７７】
　組織のデータを検証するために、前立腺癌の細胞株も使用した。浸潤性前立腺癌の細胞
株（ＬｎＣａＰ、Ｄｕ１４５、ＰＣ３、および、２ＲＶＶ１）は、非浸潤性の前立腺細胞
株（ＲＷＰＥ）に比べて、ピペコリン酸のレベル（図８）およびウラシルのレベル（図９
）が高かった。
【０１７８】
　〔尿中の複数の代謝物の検証〕
　非浸潤性前立腺癌マーカーとしての複数の代謝物の可能性を調べるために、組織に特異
的な代謝物を使用して、生検が陽性の尿沈渣および生検が陰性の尿沈渣について検証した
。さらに別の代謝物（例えば、グルタミン酸、グリシン、システイン、および、メチオニ
ン）を測定するために、ＧＣ／ＭＳを用いた方法を開発した。次に、これらの代謝物のレ
ベルを、生検が陽性の尿沈渣および生検が陰性の尿沈渣において分析した。レベルは、サ
ルコシン／アラニン、グルタミン酸／アラニン、グリシン／アラニン、システイン／アラ
ニン、および、メチオニン／アラニンの各比として報告した。尿中のサルコシン、グルタ
ミン酸、グリシン、システイン、および、メチオニンのレベルを正規化するための内部標
準としては、アラニンを使用した。生検が陽性の尿沈渣のサルコシン／アラニン比、グル
タミン酸／アラニン比（ウィルコクソンのＰ値＝０．０００３）、グリシン／アラニン比
（ウィルコクソンのＰ値＝０．０２７９）、および、システイン／アラニン比（ウィルコ
クソンのＰ値＝０．０１３３）は、対応する生検が陰性の尿沈渣に比べて高いレベルを示
した（図１０～図１３）。メチオニンのレベルには変化がなく、癌が進行する間には一定
であった（図１４）。ボックスプロットは、生検が陽性の尿沈渣においては、生検が陰性
のコントロール群より、グルタミン酸、グリシン、および、システインのレベルが高いこ
とを示した（図１５）。
【０１７９】
　〔ポリアミン：悪性の前立腺癌に関する組織のバイオマーカー〕
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　組織、細胞株、および、尿中のポリアミン（プトレッシン、スペルミジン、および、ス
ペルミン）を同時に決定する単純かつ感度の高い方法を開発した。ＧＣ－ＭＳを選択イオ
ンモニタリングモードで用いて、ポリアミンを対応するＮ－ヘプタフルオロブチル誘導体
に転化することによって、ポリアミンを定量化した。この試料を改質して対応するヘプタ
フルオロブチル誘導体を生成し、アジレント社の５９７５ＭＳＤ型質量検出器を用いて電
子衝撃イオン化法で分析した。まず初めに、前立腺に由来する３０の試料においてポリア
ミンを定量化した。この試料は、１０の良性隣接領域（良性癌）、１０の局在性前立腺癌
（ＰＣＡ）、および、１０の転移性試料（メチオニン）を含んでいた。
【０１８０】
　選択イオンモニタリング法による分析を実施するために、対象とする様々な代謝物の場
合について、自然界のフラグメントイオンのピークおよび標識されたフラグメントイオン
のピークのｍ／ｚを使用して定量化を実施した。選択した値は、プトレッシンの場合には
２６７および２６９、スペルミジンの場合には３２３および３３１、および、スペルミン
の場合には５７６および５８４であった。自然界のイオンのピーク領域および標識された
イオンのピーク領域を測定することによって、該レベルを正規化した。プトレッシン、ス
ペルミジン、および、スペルミンのレベルを組織の重量にしたがって正規化した。良性前
立腺の組織は、スペルミン（ＰＣＡ　ｖｓ．　良性　Ｐ＝０．００１８、ＰＣＡ　ｖｓ．
　Ｍｅｔ　Ｐ＝０．００５９、Ｍｅｔ　ｖｓ．　良性　Ｐ＝５．３×１０－４）、プトレ
ッシン（ＰＣＡ　ｖｓ．　良性　Ｐ＝０．００１８、ＰＣＡ　ｖｓ．　Ｍｅｔ　３．９×
１０－６Ｐ＝０．００５９、Ｍｅｔ　ｖｓ．　良性　Ｐ＝０．３×１０－４）、および、
スペルミジン（ＰＣＡ　ｖｓ．　良性　Ｐ＝０．０７３１、ＰＣＡ　ｖｓ．　Ｍｅｔ　Ｐ
＝１．３×１０－５、Ｍｅｔ　ｖｓ．　良性　Ｐ＝８．５×１０－５）のレベルが、局在
性前立腺の癌組織および転移性前立腺の癌組織より高かった（図１６～１８）。ボックス
プロットは、癌が進行する間にポリアミンのレベルが減少したことを示した（図１９）。
グループ同士を比較するために、両側ウェルチ二標本ｔ検定（ｔｗｏ－ｓｉｄｅｄ　Ｗｅ
ｌｃｈ　ｔｗｏ　ｓａｍｐｌｅ　ｔ－ｔｅｓｔ）を用いて上記Ｐ値を算出した。前立腺癌
の組織中のポリアミンのレベルは癌が進行する間に減少したが、これは、癌の悪性度の上
昇に伴ってポリアミン代謝物が増加した他の多数の癌組織（例えば、乳房）とは対照的で
ある。ヒトの前立腺の良性組織中のポリアミンレベルと悪性組織中のポリアミンレベルと
を比較すると、良性かつ過形成性の前立腺組織の方が、腫瘍組織、特に転移をともなう前
立腺癌に比べて、スペルミンのレベルが高いことが示される。よって、前立腺のスペルミ
ン含有量が劇的に減少すれば、それは、良性の状態から悪性の状態へ前立腺の組織が表現
型転化を起こしたことを示している。従って、本発明のいくつかの実施形態を発展させる
過程において実施した実験は、ポリアミンが、前立腺癌の悪性の挙動に対するバイオマー
カーとして使用可能であることを示している。本発明のいくつかの実施形態では、ＧＣ－
ＭＳに基づくポリアミンの検証によって、前立腺の癌組織におけるポリアミンの強力かつ
非浸潤性のインビボ検出法が可能になる。
【０１８１】
　細胞株のデータは、組織試料を用いて実施した観察が正しいことを示している。浸潤性
（例えば、転移性）前立腺癌の細胞株（ＬＮＣａＰ、ＶＣａＰ、ＤＵ１４５、ＰＣ３、お
よび、２ＲＶＶ１）は、正常な前立腺細胞株（ＲＷＰＥ）に比べて低いポリアミンレベル
を示した（図２０）。したがって、悪性の前立腺癌においてポリアミンのレベルが減少す
ることは、予後マーカーとしてのポリアミンの有用性を実証している。
【０１８２】
　〔ポリアミン：尿中の前立腺癌の非浸潤性代謝物マーカー〕
　前記のように、組織中の各ポリアミンのレベルを定量化するために、ＧＣ－ＭＳに基づ
く方法を開発した。改善されたＧＣ／ＭＳを用いた検証アッセイも開発し、生検が陽性の
尿沈渣および生検が陰性の尿沈渣中のポリアミンレベルを分析するために使用した。まず
初めに、代謝物をイソブタノールで処理することによって代謝物を転化してイソブチルエ
ステルを生成し、次に、これを改質してヘプタフルオロブチルエステルを生成した。内在
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性メチオニンもポリアミンもどちらも誘導体化し、定量化した。メチオニンは、ポリアミ
ンを正規化ためにコントロールとして使用する。尿沈渣中の上記レベルを定量化するため
に、ＧＣ－ＭＳに基づく対象とする代謝物アッセイを使用した。まず初めに、２０種類の
尿沈渣（生検が陽性のカテゴリーおよび生検が陰性のカテゴリーから、それぞれ１０種類
ずつ）を、定量化するために使用した。該レベルは、スペルミジン／メチオニンの比およ
びスペルミン／メチオニンの比として報告した。平均のスペルミン／メチオニンの比（ウ
ィルコクソンのＰ値＝０．００３）および平均のスペルミジン／メチオニンの比（ウィル
コクソンのＰ値＝０．００２）は、生検が陰性のコントロール（ｎ＝１０）と比較すると
、生検が陽性の前立腺癌患者（ｎ＝１０）の尿中では大幅に高かった（図２１～２２）。
ボックスプロットは、生検が陽性の個々の被験体から得た尿沈渣においては、スペルミン
およびスペルミジンのレベルが、生検が陰性の個々の被験体から得た尿沈渣より高いこと
を示した（図２３）。本発明は、いかなる特定のメカニズムに限定されるものではなく、
また、本発明の実施に際してメカニズムの理解は不要であるが、これは、癌が進行する間
にポリアミンが前立腺組織から尿中へ分泌されることに起因すると思慮される。これらの
結果は、ポリアミンが、前立腺癌を検出するための非浸潤性マーカーとして使用可能であ
ることを示している。
【０１８３】
　〔組織中の脂肪酸の検証〕
　前立腺に由来する組織標本中の脂肪酸（ミリスチン酸、ステアリン酸、パルミチン酸、
オレイン酸、アラキドン酸、および、ラウリン酸）も、選択イオンモニタリング（ＳＩＭ
）ＧＣ－ＭＳ法を用いて定量化した。まず最初に、遊離脂肪酸を改質して、対応するｔ－
ブチルジメチルシリル誘導体を生成し、アジレント社の５９７５ＭＳＤ型質量検出器を用
いて電子衝撃（ＥＩ）イオン化法で分析した。前立腺に由来する３０の試料中の脂肪酸を
定量化した。なお、３０の試料の内訳は、良性隣接領域（良性癌）が１０、局在性前立腺
癌（ＰＣＡ）が１０、および、転移性試料（メチオニン）が１０である。選択イオンモニ
タリング法による分析を実施するための、定量化の対象とする様々な代謝物の場合につい
て、自然界の分子のピークおよび同位体で標識された分子のピークのｍ／ｚは、２８５お
よび２８８（ミリスチン酸）、３１３および３２２（パルミチン酸）、３４１および３５
９（ステアリン酸）、３３９および３４１（オレイン酸）、３６９および３７２（アラキ
ドン酸）、ならびに、２５７および２６０（ラウリン酸）であった。各代謝物のレベルを
、組織の重量にしたがって正規化した。ミリスチン酸、パルミチン酸、アラキドン酸、ス
テアリン酸、ラウリン酸、および、オレイン酸のレベルが、癌が進行する間に（図２４～
図２９）。ボックスプロットは、癌が進行する間に各脂肪酸のレベルが上昇したことを示
した（図３０）。図３４～図４７には、本発明の各実施形態において有用なマーカーおよ
びマーカーのパネルの別の検証および特性特定を示す。
【０１８４】
　表３は、本発明の各実施形態の個々のマーカーおよびマーカーのパネルのＡＵＣを示し
ている。
【０１８５】
【表３】

【０１８６】
　〔実施例３〕
　〔乳癌組織および細胞株中の代謝物の検証〕
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　〔１．乳癌組織中のサルコシンの検証〕
　癌が進行する間に大幅に増加する特異的な代謝物として、サルコシンを特定した。ＧＣ
－ＭＳを用いた研究によれば、癌が進行して良性から局在性へ、さらに転移性疾患へと変
化する際に、多数の代謝物のレベルが上昇することが示される。細胞株を用いた分析が、
この観察結果を支持している。乳癌の試料にも同じ戦略を適用した。１９の組織試料（１
０の良性乳癌組織、８の局在性乳癌組織、および、１の転移性乳癌組織）を分析した。乳
癌組織は、対応する良性組織より高いサルコシンレベルを示した（図３１）。
【０１８７】
　〔２．浸潤性乳房細胞株および非浸潤性乳房細胞株中のサルコシンの検証〕
　一連の浸潤性乳房細胞株（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＢＴ－５４９、Ｔ５７８、ＳＶＭ－
２４５）および非浸潤性乳房細胞株（ＨＭＥ）を、サルコシンの検証のために使用した。
浸潤性細胞株は、対応する非浸潤性細胞株より高いサルコシンレベルを示した（図３２）
。
【０１８８】
　〔３．乳房細胞株中のポリアミンの検証〕
　１組の乳癌細胞株中のポリアミン（プトレッシン、スペルミジン、および、スペルミン
）を検証するために、ＧＣ－ＭＳを用いた方法を開発した。浸潤性細胞株（ＭＣＦ７、Ｍ
ＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ４７０、ＳＫＢＲ３）は、対応する正常な細胞株（ＭＣＦ　１０
Ａ）と比較すると、プトレッシン、スペルミジン、および、スペルミンのレベルが高いこ
とが示された（図３３）。
【０１８９】
　以上の明細書において言及した全ての出版物、特許文献、特許出願、および、受託番号
は、言及によって、内容そのものが本明細書で援用されるものとする。本発明については
特定の実施形態との関連において説明してきたが、請求項に記載の本発明が、このような
特定の実施形態に不当に限定されるべきものでないことは理解されるであろう。実際に、
記載した本発明の組成や方法の様々な改良および変形については、当業者にとって自ずか
ら明らかであり、以下に記す請求項が規定する範囲から逸脱するものではない。
【図面の簡単な説明】
【０１９０】
【図１】グルタミン酸のレベルが、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料において、
良性前立腺の組織よりも高いことを示す図である。
【図２】グリシンのレベルが、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料において、良性
前立腺の組織よりも高いことを示す図である。
【図３】システインのレベルが、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料において、良
性前立腺の組織よりも高いことを示す図である。
【図４】チミンのレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において高いことを示す図である
。
【図５】ピペコリン酸のレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において、良性前立腺の組
織よりも高いことを示す図である。
【図６】ウラシルのレベルが、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料において、良性
前立腺の組織よりも高いことを示す図である。
【図７】セリンのレベルが、良性癌、局在性癌、および転移性前立腺癌の組織試料間で、
変動しないことを示す図である。
【図８】ピペコリン酸のレベルが、浸潤性前立腺癌の細胞株（ＶＣＡＰ、Ｄｕ１４５、お
よび２ＲＶＶ１）において、非浸潤性の前立腺細胞株（ＲＷＰＥ）よりも高いことを示す
図である。
【図９】浸潤性前立腺癌の細胞株（ＬｎＣａＰ、Ｄｕ１４５、ＰＣ３、２ＲＶＶ１）が、
非浸潤性の前立腺細胞株（ＲＷＰＥ）よりも、高いレベルのウラシルを有していることを
示す図である。
【図１０】前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料が、前立腺生検が陰性の患者からの
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尿沈渣試料よりも高いレベルのサルコシンを示すことを示す図である。
【図１１】前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料が、前立腺生検が陰性の患者からの
尿沈渣試料よりも高いレベルのグルタミン酸を示すことを示す図である。
【図１２】前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料が、前立腺生検が陰性の患者からの
尿沈渣試料よりも高いレベルのグリシンを示すことを示す図である。
【図１３】前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料が、前立腺生検が陰性の患者からの
尿沈渣試料よりも高いレベルのシステインを示すことを示す図である。
【図１４】前立腺生検が陽性の患者からの尿沈渣試料と、前立腺生検が陰性の患者からの
尿沈渣試料とは、同じレベルのメチオニンを示すことを示す図である。
【図１５】前立腺生検が陽性の尿沈渣試料のグルタミン酸、グリシン、およびシステイン
のレベルが、前立腺生検が陰性のコントロールよりも高いことを示すボックスプロットで
ある。
【図１６】転移性前立腺の組織試料が、良性前立腺癌および局在性前立腺癌の試料よりも
低いレベルのスペルミンを有していることを示す図である。
【図１７】転移性前立腺の組織試料が、良性前立腺癌および局在性前立腺癌の試料よりも
低いレベルのプトレッシンを有していることを示す図である。
【図１８】転移性前立腺の組織試料が、良性前立腺癌および局在性前立腺癌の試料よりも
低いレベルのスペルミジンを有していることを示す図である。
【図１９】良性、局在性癌および転移性前立腺癌の組織試料における、スペルミン、プト
レッシン、およびスペルミジンのレベルを示すボックスプロットである。
【図２０】非浸潤性前立腺細胞株（ＲＷＰＥ）が、浸潤性前立腺癌の細胞株（ＶＣＡＰ、
ＬｎＣａＰ、ＤＵ１４５、ＰＣ３、２ＲＶＶ１）よりも高いレベルのスペルミン、プトレ
ッシン、およびスペルミジンを示すことを示す図である。
【図２１】生検が陽性の前立腺癌患者からの尿沈渣試料の、スペルミン／メチオニンの比
が、生検が陰性のコントロールからの尿沈渣試料と比べて高いことを示す図である。
【図２２】生検が陽性の前立腺癌患者からの尿沈渣試料の、スペルミジン／メチオニンの
比が、生検が陰性のコントロールからの尿沈渣試料と比べて高いことを示す図である。
【図２３】生検が陽性の前立腺癌患者および生検が陰性のコントロールからの尿沈渣試料
における、スペルミン／メチオニンの比およびスペルミジン／メチオニンの比を示すボッ
クスプロットである。
【図２４】ミリスチン酸のレベルが、局在性前立腺癌および転移性前立腺癌の組織試料に
おいて、良性のコントロールよりも高いことを示す図である。
【図２５】パルミチン酸のレベルが、局在性前立腺癌および転移性前立腺癌の組織試料に
おいて、良性のコントロールよりも高いことを示す図である。
【図２６】アラキドン酸のレベルが、局在性前立腺癌および転移性前立腺癌の組織試料に
おいて、良性のコントロールよりも高いことを示す図である。
【図２７】ステアリン酸のレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において、良性のコント
ロールよりも高いことを示す図である。
【図２８】ラウリン酸のレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において、良性のコントロ
ールよりも高いことを示す図である。
【図２９】オレイン酸のレベルが、転移性前立腺癌の組織試料において、良性のコントロ
ールよりも高いことを示す図である。
【図３０】良性癌、局在性癌、および転移性前立腺癌の組織試料における、パルミチン酸
、ミリスチン酸、ステアリン酸、アラキドン酸、オレイン酸、およびラウリン酸のレベル
を示すボックスプロットである。
【図３１】サルコシンのレベルが、乳癌の組織試料において、良性組織試料よりも高いこ
とを示す図である。
【図３２】浸潤性乳癌細胞株（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＢＴ－５４９、Ｔ５７８、ＳＶＭ
－２４５）が非浸潤性細胞株（ＨＭＥ）よりも、高いレベルのサルコシンを有しているこ
とを示す図である。
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【図３３】浸潤性乳癌細胞株（ＭＣＦ７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ４７０、ＳＫＢＲ３
）が、非浸潤性細胞株（ＭＣＦ１０Ａ）よりも、高いレベルのプトレッシン、スペルミジ
ン、およびスペルミンを有していることを示す図である。
【図３４】７０のＤＲＥ後の尿沈渣（３５Ｂｘ－ｖｅおよび３５Ｂｘ＋ｖｅ）におけるＧ
Ｃ－ＭＳ分析に基づいて、代謝物（サルコシン、グルタミン酸、グリシン、および、シス
テイン）のレベルを示すボックスプロットである。
【図３５】４つの代謝物（サルコシン、グルタミン酸、グリシン、およびシステイン）か
ら成る７０の尿沈渣のトレーニングセットに対してロジスティック回帰を用いて展開され
たマルチプレックス・パネルのＲＯＣ曲線を示す図である。
【図３６】前立腺癌組織におけるＧＣ－ＭＳ分析に基づいて、代謝物のレベルを示すボッ
クスプロットである。
【図３７】前立腺癌組織が、高いレベルのロイシンを示すことを示す図である。
【図３８】前立腺癌組織が、高いレベルのアスパラギンを示すことを示す図である。
【図３９】前立腺癌組織が、高いレベルのトリプトファンを示すことを示す図である。
【図４０】前立腺癌組織が、高いレベルのキヌレニンを示すことを示す図である。
【図４１】前立腺癌組織が、高いレベルの３－アミノ酪酸を示すことを示す図である。
【図４２】生検陽性尿沈渣が、高いレベルのサルコシンを示すことを示す図である。
【図４３】生検が陽性の尿沈渣が、高いレベルのウラシル（ウラシル／アラニンの比）を
示すことを示す図である。
【図４４】サルコシンの再現性（独立して調製）を示す図である。
【図４５】サルコシンの再現性（複製）を示す図である。
【図４６】ＤＲＥ後の尿沈渣におけるサルコシンの安定性を示す図である。
【図４７】２つの独立した調製における、グルタミン酸、グリシン、およびシステインの
再現性を示す図である。
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