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(57)【要約】
　本発明は、結腸直腸癌の診断に関する。本発明は、結
腸直腸癌の診断におけるマーカー分子としてのタンパク
質TIMP-1（=メタロプロテイナーゼ組織インヒビター1）
の使用を開示する。本発明は、個体由来の便試料中のTI
MP-1を測定することによる、前記試料からの結腸直腸癌
の診断方法に関する。TIMP-1の測定は、例えば結腸直腸
癌の早期検出または診断に使用することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a) 個体から得られた便試料を提供する工程、
b) 前記試料とTIMP-1に特異的な結合剤を、前記結合剤とTIMP-1の間の複合体の形成に適
した条件下で接触させる工程、
c) 工程(b)で形成された複合体の量を測定する工程、および
d) 形成された複合体の量と結腸直腸癌の診断を相関する工程
を含む、結腸直腸癌の診断方法。
【請求項２】
　a) 個体から得られた便試料を提供する工程、
b) 前記試料とTIMP-1に特異的な結合剤を、前記結合剤とTIMP-1の間の複合体の形成に適
した条件下で接触させる工程、
c) 前記試料と、ヘモグロビン/ハプトグロビン複合体、ヘモグロビン、カルプロテクチン
、および腫瘍M2ピルビン酸キナーゼ（M2-PK）からなる群より選択される第2のマーカーに
特異的な結合剤を、前記結合剤と第2のマーカーの間の複合体の形成に適した条件下で接
触させる工程、
d) 工程(b)および(c)で形成された複合体の量を検出する工程、ならびに
e) 工程(b)および(c)で形成された複合体の量と結腸直腸癌の診断を相関する工程
を含む、結腸直腸癌の診断方法。
【請求項３】
　前記第2のマーカーがヘモグロビンである請求項2記載の方法。
【請求項４】
　前記第2のマーカーがヘモグロビン/ハプトグロビン複合体である請求項2記載の方法。
【請求項５】
　抽出バッファを使用して便試料を処理し、前記処理された便試料からTIMP-1を特異的に
測定する、請求項1～4いずれか記載の方法。
【請求項６】
　便試料を提供する工程において、抽出バッファを含む便回収デバイスを使用する、請求
項1～5いずれか記載の方法。
【請求項７】
　特異的結合剤が抗体である、請求項1～6いずれか記載の方法。
【請求項８】
　個体から得られた便試料からの結腸直腸癌の診断における、マーカー分子としてのタン
パク質TIMP-1の使用。
【請求項９】
　個体から得られた便試料からの結腸直腸癌の早期診断における、マーカー分子としての
タンパク質TIMP-1の使用。
【請求項１０】
　個体から得られた便試料からの結腸直腸癌の診断における、ヘモグロビン/ハプトグロ
ビン複合体、ヘモグロビン、カルプロテクチン、および腫瘍M2ピルビン酸キナーゼ（M2-P
K）からなる群より選択される結腸直腸癌のための1つ以上の他のマーカー分子と組み合わ
せた、結腸直腸癌のためのマーカー分子としてのタンパク質TIMP-1の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は結腸直腸癌の診断に関する。本発明は、結腸直腸癌の診断におけるマーカー分
子としてのタンパク質TIMP-1（=メタロプロテイナーゼ組織インヒビター1）の使用を開示
する。さらに、本発明は特に、便試料中のTIMP-1を測定することによる個体由来の便試料
からの結腸直腸癌の診断方法に関する。TIMP-1の測定は、例えば結腸直腸癌の早期検出ま
たは診断に使用することができる。



(3) JP 2010-526995 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

【０００２】
　検出および治療は進歩しているが、癌は主要な公衆衛生の課題であり続けている。西洋
諸国において、多くの種類の癌の中で、結腸直腸癌（=CRC）は最も頻繁な癌の1つである
。
【０００３】
　癌を早く検出/診断できればできるほど、全体的な生存率はよくなる。このことは特にC
RCにおいて真実である。進行した病期の腫瘍の予後は乏しい。患者の1/3より多くは、進
行性の疾患により、診断後5年以内に死亡し、これは5年間で約40％の生存率に相当する。
現在の治療はわずかに患者の一部を治療するのみであり、疾患の早期に診断された患者に
おいて明らかに最良の効果を有する。
【０００４】
　公衆衛生課題としてのCRCに関して、結腸直腸癌についてより効果的なスクリーニング
および予防的な方法を開発することが必要不可欠である。
【０００５】
　現在利用可能な結腸直腸癌についての最も早い検出法は、糞便の血液についての試験ま
たは内視鏡法を使用することを含む。しかし、通常、糞便の血液が検出される前には有意
な腫瘍サイズが存在しているはずである。便試料からのCRCの検出に関して、現在最も頻
繁に使用されているアッセイはグアヤクベース便潜血試験である。
【０００６】
　近年では、非常に多くのいわゆる結腸特異的またはさらに言えば結腸直腸癌特異的遺伝
子が報告されている。それに対応する大部分の研究論文または特許出願は、結腸（癌）組
織に対する異なる組織または隣接する正常組織のそれぞれにおけるRNA発現パターンの解
析により得られたデータに基づいている。このようなアプローチはディファレンシャルmR
NAディスプレイ技術としてまとめられている。
【０００７】
　mRNAディスプレイ技術から得られるデータの例として、WO 01/96390が言及および議論
されている。この出願には、200より多くの単離されたポリヌクレオチドおよびそれに対
応するポリペプチド、ならびにCRCの検出におけるそれらの使用が記載され、特許請求さ
れている。しかし、mRNAのレベルの差は対応するタンパク質のレベルに反映されないこと
は一般常識である。希少なmRNAにコードされるタンパク質が非常に高い量で見られること
があり、それにもかかわらず豊富なmRNAにコードされるタンパク質がほとんど検出されな
いかまたは全く検出されないことがある。mRNAレベルとタンパク質レベルのこの相関の欠
如はmRNAの安定性、翻訳効率、タンパク質安定性などのためである。
【０００８】
　CRCの診断に使用し得る候補マーカー分子を同定するために、異なる組織間または健常
組織と疾患組織間のタンパク質パターンの差を検査する最近のアプローチもある。Bruena
gel, G. et al., Cancer Research 62 (2002)2437-2442では、隣接する正常組織と比較し
た際にCRC組織においてより豊富であると思われる7種類の核マトリックスタンパク質が同
定されている。個体から得られた液体および便試料由来のデータは報告されていない。
【０００９】
　WO 02/078636には、表面増強レーザー離脱イオン化（surface-enhanced laser desorpt
ion and ionization）（SELDI）によって見られるような約9個の結腸直腸癌関連スポット
が報告されている。これらのスポットは、健常対照から得られた血清と比較して、CRCを
有する患者から得られた血清においてより頻繁に見られる。しかし、かかるスポットに含
まれる分子（1つまたは複数）の同一性、例えばその（それらの配列）はわかっていない
。
【００１０】
　CRCの分野における候補タンパク質マーカーのリストは大きくかつ依然として増大して
いるが、これらの分子の臨床的/診断的有用性は今日までわかっていない。臨床的に有用
であるために、単一マーカーとしての新規の診断マーカーは、当該技術分野において公知
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である最良の単一マーカーと少なくとも同程度に良好であるべきである。または、新規の
マーカーは、単独もしくは1つ以上の他のマーカーのそれぞれと合わせて使用した場合の
いずれかにおいて、診断感度および/または特異性の進歩をもたらすべきである。試験の
診断感度および/または特異性はしばしば、以下に詳細に説明される受信者動作特性によ
って評価される。
【００１１】
　現在では、例えば癌胎児抗原（CEA）、腫瘍関連糖タンパク質の検出に基づいた診断的
血液試験がCRCの分野における診断の補助に利用可能である。CEAは、結腸直腸、胃および
膵臓の癌ならびに胸、肺および頭部頚部癌の大部分を有する患者から得られた組織試料の
95％で増加している（Goldenberg, D.M. et al., J. Natl. Cancer Inst. (Bethesda) 57
 (1976) 11-22）。高いCEAレベルは非悪性疾患を有する患者でも報告されており、結腸直
腸癌を有する多くの患者は、特に疾患の初期の病期において正常な血清CEAレベルを有す
る（Carriquiry, L.A. and Pineyro, A., Dis. Colon Rectum 42 (1999) 921-929；Herre
ra, M.A. et al., Ann. Surg. 183 (1976) 5-9；Wanebo, H.J. et al., N. Engl. J. Med
. 299 (1978) 448-451）。再発の検出において血清または血漿から測定されるようなCEA
の有用性は、報告されているように問題が多く、まだ広く適用されていない（Martell, R
.E. et al., Int. J. Biol. Markers 13 (1998) 145-149；Moertel, C.G. et al., JAMA 
270 (1993) 943-947）。
【００１２】
　利用可能なデータを考慮すると、血清CEAの測定は、無症候性の集団における結腸直腸
癌のスクリーニング試験としてその使用を可能にするような感度も特異性も有していない
（Reynoso, G. et al., JAMA 220 (1972) 361-365；Sturgeon, C., Clin. Chem. 48 (200
2) 1151-1159）。
【００１３】
　転移性の疾患が癌患者の病的状態および死亡率の主な原因となっているので、腫瘍の侵
入および転移の制御に関連する分子は潜在的な診断/予後の標的として魅力的である。癌
細胞または腫瘍ストロマ中の細胞によって産生されるタンパク質溶解性酵素が細胞外組織
の分解に関連し、癌細胞の侵入および転移を引き起こすことがよく確立されている。多く
の酵素がこの過程に関連しており、コラゲナーゼおよびストロメリシンなどのメタロプロ
テイナーゼならびにプラスミンなどのセリンプロテアーゼが最も詳細に研究されている。
【００１４】
　マトリックスメタロプロテイナーゼ（MMP）は癌の増殖および拡散に中心的な役割を果
たしており、細胞外マトリックスの酵素分解に寄与している。天然に存在するMMPのイン
ヒビターはMMP組織インヒビター、またはTIMPと呼ばれている。TIMPはMMPの活性形態と1:
1の密な化学量論的複合体を形成して、これらの酵素の触媒活性を阻害する。MMPのマトリ
ックス分解能とTIMPの阻害効果のバランスは正常な生理学的条件下では厳密に制御されて
いるが（Matrisian, L.M., Bioessays 14 (1992) 455-463；Birkedal-Hansen, H., et al
., Crit. Rev. Oral Biol. Med. 4 (1993) 197-250）、このバランスは悪性組織中では乱
れることがある。
【００１５】
　TIMP-1の検出のための多くの酵素結合免疫アッセイ（Kodama, S., et al., Matrix 9 (
1989) 1-6；Cooksley, S., et al., Matrix 10 (1990) 285-291; Clark, I.M., et al., 
Matrix 11 (1991) 76-85）およびTIMP-2（Fujimoto, N., et al., Clin. Chim. Acta 220
 (1993) 31-45）が記載されている。これらのアッセイは体液、例えば血清、血漿、羊水
、脳脊髄液、尿に適用されているが、試験される試料の数は健常個体におけるTIMPレベル
の正常範囲を確立するには充分ではない（Kodama, S., et al., Matrix 9 (1989) 1-6；C
lark, I.M., et al., Matrix 11 (1991) 76-85）。さらに、技術的性能または臨床的使用
についてこれらのアッセイの中で充分に検証されているものはない。
【００１６】
　胃癌を有する患者においてTIMP-1 mRNAの腫瘍組織レベルが研究されたMimoriら（Mimor
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i, K., et al., Br. J. Cancer 76 (1997) 531-536）の研究において、TIMP-1 mRNAの高
い腫瘍/正常組織比が侵入の増加および乏しい予後に関連することが見出された。しかし
、前立腺癌患者および健常ドナー由来の血清中のTIMP-1タンパク質レベル（Baker, T., e
t al., Br. J. Cancer 70 (1994) 506-512）は、高い程度の重複を示した。同様に、前立
腺癌患者および健常ドナー由来の血漿の別の試験では、2集団間でTIMP-1レベルの差は示
されなかった（Jung, K., et al., Int. J. Cancer 74 (1997) 220-223）。
【００１７】
　進行した胃腸癌および婦人科癌を有する患者の血漿中のMMP-9と複合体化したTIMP-1の
研究（Zucker, S., et al., Cancer 76 (1995) 700-708）では、健常対照個体と比較して
転移性の疾患を有する癌患者由来の血液試料において有意に高いレベルが示され、循環中
に高レベルのTIMP-1:MMP-9複合体を有する患者は生存が短いことが示された（Zucker, S.
, et al., Cancer 76 (1995) 700-708およびUS 5,324,634）。
【００１８】
　Holten-Anderson M. N.（US 2003/082652）には、体液試料から測定された場合にTIMP-
1を癌の評価に使用できることが記載されている。便を含むいくつかの試料供給源が言及
されており、血漿由来のデータが示されている。当業者に明らかなように、血漿中で検出
されたタンパク質の濃度と便試料中のかかるタンパク質の濃度には全く相関はないか、ま
たはかなり低い。当該技術分野において便試料中のTIMP-1の存在を示すデータを見出すこ
とはできない。当該技術分野において、便試料中のTIMP-1の存在が臨床的に有用であり得
るという事実を示す利用可能なデータはない。
【００１９】
　便から得られた試料は、サンプリングが非侵襲性手段によって容易に可能であるという
利点を有する。
【００２０】
　上述のように、現在、便からのCRCのスクリーニングアッセイとしてグアヤク試験が最
も広く使用されている。しかし、グアヤク試験は、乏しい感度および乏しい特異性の両方
を有する。グアヤクベース便潜血試験の感度は約26％であり、これはグアヤクアッセイに
基づいたスクリーニング法において悪性病変を有する患者の74％が検出されずにいること
を意味する（Ahlquist, D.A., Gastroenterol. Clin. North Am. 26 (1997) 41-55）。
【００２１】
　結腸内視術による前癌性および癌性病変の視覚化により、早期検出への最良のアプロー
チが示される。しかし、結腸内視術は侵襲性であり、高いコスト、リスク、および合併症
を伴う（Silvis, S.E. et al., JAMA 235 (1976) 928-930；Geenen, J.E. et al., Am. J
. Dig. Dis. 20 (1975)231-235；Anderson, W.F. et al., J. Natl. Cancer Institute 9
4 (2002) 1126-1133）。
【００２２】
　グアヤク試験に代わる診断方法の感度および特異性は最近では、Sieg, A. et al., Int
. J. Colorectal Dis. 14 (1999) 267-271により調査されている。特に、便検体でヘモグ
ロビンおよびヘモグロビン-ハプトグロビン複合体の測定が比較されている。ヘモグロビ
ンアッセイは結腸直腸新形成の検出について満足のいく感度を有さないことに注意された
い。進行した癌の病期では癌は約87％の感度で検出されるが、さらに早期の腫瘍病期では
充分な感度で検出されない。早期病期のCRCの検出においてヘモグロビン-ハプトグロビン
複合体アッセイはより感受性であった。より感受性なこの検出は乏しい特異性を伴った。
しかし、乏しい特異性は結腸内視術などの多くの不要な二次検査へとつながるために、特
異性の乏しいアッセイも一般的に許容されるスクリーニングアッセイの要件を満たさない
。
【００２３】
　便試料由来のCRCの検出のために代替的バイオマーカーとして、カルプロテクチンがUS 
5,455,160および対応するRoseth, A.G., らによる科学論文（Scand J Gastroenterol 27 
(1992) 793-798；Scand. J. Gastroenterol. 28 (1993) 1073-1076）に記載されている。
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カルプロテクチンは炎症性疾患のマーカーであるが、便からのCRCの検出についてのマー
カーとしてのその潜在性はいくつかの文献に記載されている（Johne, B., et al., Scand
. J. Gastroenterol. 36 (2001) 291-296；Limburg, P.J., et al., Am. J. Gastroenter
ol. 98 (2003) 2299-2305；Hoff, G., et al., Gut 53 (2004) 1329-1333）。カルプロテ
クチンの感度および特異性は免疫学的ヘモグロビンアッセイと同等であるが、カルプロテ
クチンはヘモグロビンと比較すると、診断バイオマーカーに好ましいいくつかの特徴を有
するように思われる。カルプロテクチンは便に均一に分布し、試料を研究所に郵送できる
ように室温で安定であり、食物成分または医薬化合物により何ら障害を示さない（Ton, H
., et al., Clin. Chim. Acta 292 (2000) 41-54）。しかしながら、CRC、クローン病ま
たは炎症性腸疾患に罹患した患者由来の便試料中で、高濃度のカルプロテクチン、S100A8
およびS100A9のヘテロダイマーが検出された。これらの結果は炎症におけるカルプロテク
チンのより一般的な機能と一致する（Ryckman, C., et al., J. Immunol. 170 (2003) 32
33-3242）。そのため、胃腸病学におけるカルプロテクチンの使用は、CRCの検出に限定さ
れず、Poullis, A., ら（J. Gastroenterol. Hepatol. 18 (2003) 756-762）により概説
されるように他の疾患、特に炎症性腸疾患にまで広がる。
【００２４】
　近年、ピルビン酸キナーゼM2アイソエンザイム（M2-PK）の検出についてのアッセイが
市場に導入されている（Schebo Biotech, Giesen, Germany）。ヘモグロビンおよびM2-PK
についてのグアヤク試験と免疫アッセイとの比較は、例えば、Vogel, T. et. al., Dtsch
. Med. Wochenschr. 130 (2005) 872-877によりなされている。彼らは、免疫学的アッセ
イがグアヤク試験よりも優れていること、およびCRCの検出においてヘモグロビンアッセ
イと比較するとM2-PKアッセイは同等の特異性でより低い感度であることを示している。
しかし、著者は、これらの両方の便ベースアッセイの有用性は依然として疑わしいと結論
づけている。
【００２５】
　便におけるCRCの検出について、グアヤク試験のさらなる代替的な方法が最近公開され
ており、それは便中に隠れた結腸細胞中の免疫組織化学による結腸直腸癌特異的抗原「ミ
ニ染色体維持タンパク質2」（MCM2）の検出からなる。小規模な研究のために、結腸直腸
癌の検出についての診断の価値についての結論は仮のものである。しかしながら、この試
験は右側結腸癌を検出する限定された感度のみを有するように思われる（Davies, R.J. e
t al., Lancet 359 (2002) 1917-1919）。
【００２６】
　Osborn, N.K. and Ahlquist, D.A.（Gastroenterology 128 (1995) 192-206）では、マ
ーカーヘモグロビンの不利な点、およびCRCのスクリーニングにおいて便試料から回収さ
れたDNAの使用の非常に好ましい点が議論されている。
【００２７】
　信頼性の高い癌検出を可能にするかまたは非侵襲性の手段により便検体から早期予後情
報を提供する早期CRC腫瘍マーカーの同定により、疾患の診断および管理を大きく補助す
る診断アッセイがもたらされ得る。従って、特に便からのCRCの診断を改善する緊急の臨
床的な必要性がある。早期に診断された患者は疾患の進行した病期で診断された患者と比
較して生存の見込みがかなり高いため、CRCの早期診断を改善することが特に重要である
。
【００２８】
　CRC診断を補助し得る新規のマーカーを同定することができるかどうか調べることが本
発明の課題であった。好ましくは、かかるマーカーは便中に存在し、非侵襲性診断を可能
にする。
【００２９】
　驚くべきことに、タンパク質TIMP-1をCRCのマーカーポリペプチドとして使用すること
は、当該技術分野の状態から知られていた課題を少なくとも部分的に克服し得ることが見
出された。
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【００３０】
　したがって、本発明は、
a) 個体から得られた便試料を提供する工程、
b) 前記試料とTIMP-1に特異的な結合剤を、前記結合剤とTIMP-1との間の複合体の形成に
適した条件下で接触させる工程、
c) 工程(b)で形成された複合体の量を測定する工程、および
d) (c)で測定された複合体の量と結腸直腸癌の診断を相関する工程
を含む、結腸直腸癌の診断方法に関する。
【００３１】
　さらに好ましい態様として、本発明は、個体から得られた便試料を提供する工程、前記
試料とTIMP-1に特異的な結合剤を前記結合剤とTIMP-1の間の複合体の形成に適した条件下
で接触させる工程、前記試料とヘモグロビン/ハプトグロビン複合体、ヘモグロビン、カ
ルプロテクチン、および腫瘍M2ピルビン酸キナーゼ（M2-PK）からなる群より選択される
少なくとも1つの第2のマーカーに特異的な結合剤を前記結合剤と第2のマーカーの間の複
合体の形成に適した条件下で接触させる工程、TIMP-1について形成された複合体の量およ
び少なくとも1つの第2のマーカーについて形成された複合体の量を検出する工程、ならび
に工程で形成された複合体の量と結腸直腸癌の診断を相関する工程を含む、結腸直腸癌の
診断方法を開示する。さらに好ましい態様において、本発明の方法は、TIMP-1および第2
のマーカーとしてヘモグロビンの測定、TIMP-1および第2のマーカーとしてヘモグロビン/
ハプトグロビン複合体の測定、TIMP-1および第2のマーカーとしてカルプロテクチンの測
定、およびTIMP-1および第2のマーカーとしてM2-PKの測定のそれぞれに基づく。
【００３２】
　当業者に明確なように、TIMP-1の測定および任意に1つ以上の他のマーカーの測定は便
試料のアリコートからなされる。かかる測定または複数の測定は、便試料もしくは処理さ
れた便試料の同一のアリコートのそれぞれから、または患者の便試料の異なるアリコート
もしくは患者の処理された便試料の異なるアリコートのそれぞれからなされ得る。
【００３３】
　当業者が理解するように、便試料由来のTIMP-1の任意のかかる測定はインビトロでなさ
れる。患者試料はその後廃棄される。患者試料は本発明のインビトロ法のみに使用される
。TIMP-1の測定またはCRCの評価のいずれもヒトまたは動物の身体において実施されるこ
とはない。
【００３４】
　本発明のインビトロ診断法を使用して、便試料中のTIMP-1の非存在、存在または相対的
濃度を評価する。TIMP-1について測定された値は、臨床医によるCRCの評価、例えば臨床
医による臨床診断の確立および/または臨床医による適切な治療の決定を補助する。TIMP-
1の相対的濃度をCRCの評価に使用する場合、かかるTIMP-1の相対的濃度は、最も容易かつ
好適に便の量当たりのTIMP-1の量の割合に基づいている。
【００３５】
　好ましい態様において、便試料を処理して、便検体よりも扱い易い処理された試料液を
得る。次いで、かかる処理された試料をTIMP-1に特異的な結合剤とインキュベートする。
したがって、本発明はまた、
a) 個体から得られた便試料を提供する工程、
b) 前記試料を処理して処理された液体試料を得る工程、
c) 前記処理された液体試料とTIMP-1に特異的な結合剤を、前記結合剤とTIMP-1の間の複
合体の形成に適した条件下で接触させる工程、および
d) (c)で形成された複合体の量と結腸直腸癌の診断を相関する工程
を含む、結腸直腸癌の診断方法に関する。
【００３６】
　本発明の別の好ましい態様は、
a) 個体から得られた便試料を処理して処理された液体試料を得る工程、
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b) 前記処理された液体試料とTIMP-1に特異的な結合剤を、前記結合剤とTIMP-1の間の複
合体の形成に適した条件下で接触させる工程、
c) 工程(b)で形成された複合体の量を測定する工程、および
d) (c)で測定された複合体の量と結腸直腸癌の診断を相関する工程
を含む、結腸直腸癌の診断方法である。
【００３７】
　タンパク質TIMP-1（=メタロプロテイナーゼ組織インヒビター1）は、配列番号：1に示
される配列を特徴とする。
【００３８】
　好ましい態様において、新規マーカーTIMP-1は個体のCRCのスクリーニングに使用され
る。
【００３９】
　好ましい態様において、本発明の診断方法は、スクリーニング目的に使用される。つま
り、本発明の診断方法を使用して、便試料中のTIMP-1レベルの測定および測定されたレベ
ルとCRCの有無の相関により、以前にCRCの診断をされていない被験体を評価する。
【００４０】
　かかるスクリーニングにおいて当業者が容易に理解するように、適切な量の便試料が使
用されるように注意する必要がある。好ましくは、便試料に含まれるTIMP-1の測定には規
定量の便試料が使用される。好ましくは、TIMP-1の量は便の量当たりのTIMP-1の量として
表され、つまりTIMP-1の相対的濃度が与えられる。
【００４１】
　当業者が良好に理解するように、TIMP-1のカットオフ値は健常正常集団中の個体由来の
便試料中で測定されたTIMP-1値に基づいて確立される。好ましくは、スクリーニングセッ
ト中の臨床的に関連のある正常集団は、55～65歳の臨床的に健常な個体からなる。確立さ
れたカットオフ値より高い便試料中のTIMP-1値はCRCを示すと考えてもよいか、またはそ
れぞれの個体のさらなる診断検査の少なくとも正当な理由と考えてもよい。
【００４２】
　結腸直腸癌は最も頻繁に、腺腫（ポリープ）から悪性癌へと進行する。
【００４３】
　癌の病期は程度、進行度および重症度に関する疾患の分類である。病期は、予後および
治療の選択を一般化することができるように癌患者を分類する。
【００４４】
　CRCの異なる病期を使用して、デュークス病期A～Dに従って分類する。今日では、TNMシ
ステムが最も広く使用されている解剖学的な癌の程度の分類である。TNMシステムは国際
的に受け容れられた、一定の病期分類システムである。3種類の基本的な変数：T（原発性
腫瘍の程度）、N（局所的なリンパ節の状態）およびM（遠位の転移の有無）がある。TNM
基準は、UICC（国際対ガン協会）Sobin, L.H., Wittekind, Ch. (編), TNM Classificati
on of Malignant Tumours, 第6版, 2002）により公表されている。一旦TNM状態が決定さ
れると、患者はIVが最も進行した病期であるI～IVのローマ数字によって表される病期に
分類される。TNM病期決定およびUICC病期は、Sobin L.H. and Wittekind (編) 上記から
得られる以下の表に示されるように互いに対応する。
【００４５】
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【００４６】
　特に重要なことは、CRCの早期診断がかなり良好な予後につながるということである。
結腸直腸の悪性腫瘍は良性腫瘍つまり腺腫から生じる。したがって、腺腫の病期で診断さ
れた患者は最良の予後を有する。病期Tis、N0、M0またはT1～3；N0；M0ほどの早期に診断
された患者は、適切に治療された場合、遠位の転移がすでに存在する時期に診断された患
者についてわずか10％の5年生存率と比較して、90％より高い診断後5年間生存する見込み
を有する。
【００４７】
　本発明の意味において、CRCの早期診断とは、転移が全く存在しない（近位=N0、または
遠位=M0のいずれも）腫瘍病期、つまりTis、N0、M0またはT1～4；N0；M0の病期での診断
のことをいう。Tisはインサイチュの癌を表す。
【００４８】
　CRCが腸壁中で完全には成長しておらず、内臓腹膜が貫通されていないかまたは他の臓
器もしくは構造が侵入されていない時期にCRCが診断されること、つまり診断がTis；N0；
M0～T3；N0；M0（=Tis～3；N0；M0）の任意の病期になされることが好ましい。
【００４９】
　本発明の診断方法は個体由来の便試料に基づく。便試料が抽出され、特異的な結合剤を
使用して、この処理された便試料からTIMP-1が特異的に測定される。
【００５０】
　特異的な結合剤は、例えばTIMP-1のレセプター、TIMP-1に結合するレクチン、TIMP-1に
対するアプタマー、またはTIMP-1に対する抗体である。特異的な結合剤は、その対応する
標的分子に対して少なくとも107 l/molの親和性を有する。特異的な結合剤は、その標的
分子に対して好ましくは108 l/molまたはさらに好ましくは109 l/molの親和性を有する。
当業者が理解するように、用語、特異的は、試料中に存在する他の生物分子がTIMP-1に特
異的な結合剤と有意に結合しないことを示すために使用される。好ましくは、標的分子以
外の生物分子への結合レベルは、標的分子のわずか10％、より好ましくは5％以下の親和
性である結合親和性を生じる。最も好ましい特異的結合剤は、親和性および特異性につい
て上記の最小基準の両方を満たす。
【００５１】
　好ましくは、特異的結合剤は、TIMP-1に反応性を有する抗体である。用語、抗体は、ポ
リクローナル抗体、モノクローナル抗体、かかる抗体の断片、および抗体の結合ドメイン
を含む遺伝子構築物のことをいう。特異的結合剤の上記の基準を保持する抗体断片を使用
することができる。抗体は、当該技術分野の手法の記載、例えばTijssen（Tijssen, P., 
Practice and theory of enzyme immunoassays, Elsevier, Amsterdam (1990), 書籍全体
、特に43-78頁）に記載されるように作製される。また、当業者は、抗体の特異的単離に
使用可能な免疫吸着剤に基づく方法に精通している。これらの手段により、ポリクローナ



(10) JP 2010-526995 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

ル抗体の質、および免疫アッセイにおけるその性能を高めることができる（Tijssen, P.,
 上記, p 108-115）。
【００５２】
　本発明に開示されるような達成のために、ウサギ内で生じたポリクローナル抗体を使用
することができる。しかし、明確には、異なる種、例えばラットまたはモルモット由来の
ポリクローナル抗体、およびモノクローナル抗体も使用することができる。モノクローナ
ル抗体は一定の性質で任意の必要量で産生することができるので、臨床的常套手段のため
のアッセイの開発に理想的なツールである。本発明の方法におけるTIMP-1に対するモノク
ローナル抗体の作製および使用も別の好ましい態様である。
【００５３】
　ここで、CRCの診断に有用なマーカーとして免疫アッセイ法によりTIMP-1が同定された
ことを当業者が理解するように、本発明の達成と同等な結果をもたらすために代替的な手
段を使用してもよい。マーカータンパク質TIMP-1は、任意の適切な手段により検出され得
、CRCのマーカーとして使用され得る。かかる好ましい適切な手段は、免疫アッセイ法、
液体クロマトグラフィー、特に高速液体クロマトグラフィー、電気泳動、特にウェスタン
ブロットと組み合わせたSDS-PAGEおよび質量分析によるTIMP-1ポリペプチドの検出を含む
。
【００５４】
　測定のために便試料を個体から得る。便試料のアリコートを直接使用してもよい。好ま
しくは、便試料のアリコートを処理して液体試料を得る。処理された便試料は、抽出バッ
ファを用いた便試料の抽出の際に得られる液体試料である。
【００５５】
　任意の適切な抽出バッファが使用され得る。適切な抽出バッファは、少なくとも3個の
基本的な要件を満たすはずである。適切な抽出バッファは便マトリックスから目的の解析
物を遊離させるはずである。適切な抽出バッファは遊離解析物を安定化するはずである。
適切な抽出バッファは解析物のその後の検出において便マトリックスの干渉を最小にする
はずである。一態様において、便試料の処理は課題に最適化された抽出バッファにより達
成される。マーカー組合せは、付加的な診断能力を保持し得るので、最適化されたバッフ
ァは1つの特異的生物マーカーに適用可能なだけでなく、全ての目的の解析物に適用可能
なはずである。抽出バッファは、便試料の均質化および抽出を改善するために尿素を含み
得る。Ca2+結合タンパク質の安定化のためにCa2+が含まれることがある。一方では、Ca2+

結合タンパク質と便マトリックス間のイオン結合を切断し得る弱キレート剤が使用される
はずである。最適化された好ましい抽出バッファは尿素、Ca2+イオンおよびキレート剤を
含む。好ましくは、キレート剤はニトリロ三酢酸またはクエン酸からなる群より選択され
る。
【００５６】
　最適化された抽出バッファを注文どおりに作製された便サンプリングデバイスと併用す
ることが最も都合がよい。最も都合がよい方法では、個体は規定量の便試料を回収し、安
定化抽出バッファを予め満たされた回収物に直接移す。このサンプリングおよび抽出の都
合のよい様式により、解析物が分解することなく検体を診断実験室に運ぶことが可能にな
る。便試料の抽出はサンプリングデバイス中で直接達成することができるので、必要な取
り扱いおよび移動手順が減少する。
【００５７】
　いくつかの最近の開発は、便試料のサンプリングおよび取り扱いを容易にするデバイス
に焦点が当てられている。EP 1 366 715には、便試料の回収のための特殊な回収チューブ
が開示されている。この抽出チューブは本質的に、(a)内部が中空になり、上部が開放さ
れ、バッファ液を受けることが可能なコンテナ体、(b)便試料の回収のためのねじ式小さ
なロッドが備えられた上部キャップ、前記小さなねじ式ロッドは、コンテナ体の上部端に
上部キャップが付されている場合に、コンテナ体の内部で軸に沿って突出している、およ
び(c)前記コンテナ体の上部チャンバと底部チャンバを分離するように前記コンテナ体の
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内部の中間位置にもうけられた分割しきり、前記分割しきりは、前記上部チャンバ内で過
剰な便を保持し、小さなロッドのねじ部分を前記底部チャンバに通すことを可能にするよ
うに、前記小さいねじ式ロッドを通すことを可能にするのに適した軸に沿った孔を有する
、を備える。この抽出チューブはさらに、底部が開放し、コンテナ体の底部端に移動可能
に付され得る底部キャップが備えられたコンテナ体を有するので、前記抽出チューブは自
動解析器の試料ホルダープレートに挿入される一次サンプリングチューブとして直接使用
することができ、前記底部キャップが外されて前記コンテナ体が上下逆さまになる。EP 1
 366 715に開示されるデバイスにより規定量の便試料の都合のよい取り扱いが可能になり
、適切な抽出後、チューブを自動解析器の試料ホルダーに直接設置し得るという利点を有
する。
【００５８】
　便試料の都合のよいサンプリングおよび取り扱いに適した、精巧な便サンプリングデバ
イスの第2の例がWO 03/068398に記載される。
【００５９】
　好ましくは、便試料はサンプリング後に直接使用もしくは処理され、または冷却保存も
しくはより好都合に凍結保存される。凍結便試料を融解し、その後適切なバッファに希釈
して、混合し遠心分離を行うことにより処理することができる。マーカーTIMP-1のその後
の測定のために、液体試料として上清を使用する。
【００６０】
　処理された便試料のアリコートは、結合剤TIMP-1複合体の形成に適切な条件下でTIMP-1
に特異的な結合剤とインキュベートされる。当業者は、いかなる発明の努力をすることも
なく、このような適切なインキュベーション条件を容易に同定することができるために、
このような条件は特定される必要はない。
【００６１】
　本発明に開示される方法による最終工程として、複合体の量を測定し、CRCの診断と相
関させる。当業者が理解するように特異的結合剤TIMP-1複合体の量を測定する多くの方法
があり、全ては関連する教科書に詳細に記載されている(例えば、Tijssen P., 上掲また
はDiamandis, E.P., およびChristopoulos, T.K. (編), Immunoassay, Academic Press, 
Boston (1996)参照)。
【００６２】
　好ましくはTIMP-1は、サンドイッチ型アッセイ形式で検出される。このようなアッセイ
において、第一の特異的結合剤が一方の面でTIMP-1を捕捉するために使用され、他方の面
で直接または間接的に検出可能なように標識された第二の特異的結合剤が使用される。好
ましくは、遊離TIMP-1および複合体化TIMP-1の合計が測定されることを確実にするアッセ
イ設定が選択される。
【００６３】
　CRCの評価において、TIMP-1に対する抗体は、他の方法で、例えばインサイチュ、生検
または免疫組織学染色法で結腸直腸癌細胞を検出するためにも使用することができる。
【００６４】
　好ましくは、TIMP-1に対する抗体は、定性的(TIMP-1の存在もしくは非存在)または定量
的(TIMP-1量が測定される)イムノアッセイで使用される。
【００６５】
　上記のように、驚くべきことにTIMP-1が個体試料から得られた便試料から測定できるこ
とを見出した。CRCの診断にマーカーTIMP-1を適用するために組織および生検試料を必要
としない。
【００６６】
　例えば健常組織および癌組織を比較することによって通例のプロテオミクス法を組織試
料に適用して、選択された組織／疾患について多くの可能なマーカー候補を同定するが、
これらのマーカー候補は偶然および稀な場合のみに血液循環中に見出される。驚くべきこ
とに、本発明の発明者らは、便試料中のタンパク質TIMP-1を検出することができた。発明
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者らは、個体から得られたこのような便試料中のTIMP-1の存在を結腸直腸癌の診断に相関
させることができることを示すことができた。
【００６７】
　個体から得られたこのような便試料中のTIMP-1の存在または非存在を患者における結腸
直腸癌の存在または非存在に相関させることができることも見出された。また、本発明は
、a)個体から得られた便試料を提供する工程、b)該試料を処理して処理された液体試料を
得る工程、c)TIMP-1に特異的な結合剤とTIMP-1との間の複合体の形成に適切な条件下で、
該処理された液体試料と該結合剤とを接触させる工程、およびd)結腸直腸癌が存在しない
指標として工程(c)における複合体の非存在を用いる工程を含む、結腸直腸癌の排除方法
に関する。
【００６８】
　当業者が理解するように、便試料中のTIMP-1の陽性結果は、必ずしも患者がCRCを有す
ることを意味するとは限らない。しかし、便試料中のTIMP-1の陽性値は、さらにより洗練
された診断を保証する明確な指標とみなされるべきである。好ましい態様において、便試
料から測定されるTIMP-1の陽性値は、さらなる検査、特にPETスキャンまたは結腸内視術
が患者に与えられるべきであるという指標として使用される。好ましくは、便試料中の陽
性値は、患者の（診断）検査における次の工程としての結腸内視術が正当であるという指
標として使用される。
【００６９】
　好ましい態様において、新規マーカーTIMP-1は、CRC患者のモニタリングのために使用
される。
【００７０】
　本発明による診断方法は、患者のモニタリングに使用する場合、腫瘍負荷量、治療の効
能、および患者の追跡における腫瘍再発の評価に役立つことがある。高いレベルのTIMP-1
は腫瘍負荷量に直接相関する。化学療法後に、TIMP-1の短期間(数時間～14日間)の増加は
、腫瘍細胞死の指標として使用されることがある。手術および／または化学療法後の患者
の長期間追跡(3ヶ月～10年)において、TIMP-1の増加は、結腸直腸における腫瘍再発の指
標として使用することができる。
【００７１】
　タンパク質TIMP-1のレベルの測定は、CRCの分野で非常に有利であることが認められて
いる。従って、さらに好ましい態様において、本発明は、個体から得られた便試料からの
結腸直腸癌の診断におけるマーカー分子としてのタンパク質TIMP-1の使用に関する。
【００７２】
　用語マーカー分子は、個体から得られた処理された便試料から測定される分析物TIMP-1
の高いレベルがCRCの存在を特徴付けることを示すために使用される。マーカー分子TIMP-
1は、便中に、遊離形態およびTIMP-1/MMP複合体の形態で存在する。本発明による診断方
法において、遊離TIMP-1、TIMP-1/MMP複合体または全TIMP-1(遊離TIMP-1およびTIMP-1/MM
P複合体中のTIMP-1の合計)は、マーカー分子として使用することができる。好ましくは、
全TIMP-1を測定して、測定された量をCRCを評価するために使用する。
【００７３】
　当業者に明らかなように、本発明は、配列番号:1の完全長タンパク質TIMP-1の測定に限
定されると解釈されない。また、本発明を実施しながら、TIMP-1の生理学的断片を測定し
て、CRCのマーカーとして使用できる。免疫学的に検出可能な断片は、好ましくは該マー
カーポリペプチドの少なくとも6個、7個、8個、10個、12個、15個または20個の連続アミ
ノ酸を含む。当業者は、細胞によって放出されるタンパク質、または細胞外マトリックス
に存在するタンパク質が例えば炎症中にダメージを受ける場合があり、このような断片に
分解または切断される場合があることを理解する。また、あるいは代替的に、TIMP-1ポリ
ペプチドは翻訳後修飾を有してもよく、このような修飾TIMP-1もCRCのマーカーとして使
用してもよい。
【００７４】
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　TIMP-1のアッセイは、総量のTIMP-1、即ちマトリックスメタロプロテアーゼに結合した
TIMP-1および遊離TIMP-1の量を測定するように設定できる。この好ましい態様において、
それぞれ遊離TIMP-1およびMMPに結合したTIMP-1の両方に結合する少なくとも1つの特異的
結合剤が使用される。例えば、遊離TIMP-1およびTIMP-1/MMP複合体中のTIMP-1にも結合す
る抗体を使用することができる。サンドイッチアッセイ形式を使用する場合、同じ要件を
満たす第二抗体が使用される。好ましい態様において、本発明による方法は、便試料中の
全TIMP-1を測定することによって行われる。
【００７５】
　また、TIMP-1のアッセイは、遊離TIMP-1、即ちマトリックスメタロプロテアーゼに結合
していないTIMP-1だけを測定するように設定できる。好ましい態様において、遊離TIMP-1
は、CRCのマーカーとして使用される。遊離TIMP-1の測定のアッセイにおいて、遊離TIMP-
1のみに結合する少なくとも1つの特異的結合剤が使用される。例えば、遊離TIMP-1に結合
するがTIMP-1/MMP複合体中のTIMP-1には結合しない抗体を使用することができる。
【００７６】
　上記のように、TIMP-1は、マトリックスメタロプロテアーゼと1:1の複合体を形成する
。本発明による好ましい態様において、TIMP-1/MMP複合体がCRCのマーカーとして使用さ
れる。このようなアッセイにおいて、TIMP-1に特異的な結合剤が捕捉試薬として使用でき
、MMPに特異的な結合剤が検出剤として使用でき、またはその逆である。あるいは、全TIM
P-1および遊離TIMP-1を測定し、TIMP-1/MMP複合体中のTIMP-1の量をこれらの2つの測定の
差として計算することができる。
【００７７】
　TIMP-1の人工断片は、例えば、イムノアッセイでの陽性対照または免疫原として使用さ
れてもよい。人工断片は、好ましくは配列番号:1に開示される配列に由来する少なくとも
6個、7個、8個、9個、10個、12個または少なくとも15個の連続アミノ酸からなる合成また
は組み換え技術で作製されたペプチドを含む。好ましくは、このような人工断片は、診断
目的の少なくとも1つのエピトープを含む。また、好ましい人工断片は、目的の少なくと
も2つのエピトープを含み、サンドイッチイムノアッセイにおける陽性対照としての使用
に適切である。
【００７８】
　結腸直腸癌の早期検出において新規マーカーTIMP-1を使用することが好ましい。しかし
、当業者が理解するように、他のマーカーとは異なって、TIMP-1はまた、より進行した病
期の腫瘍進行でのCRCにすでに罹患している患者の診断および追跡に非常に有利である。
【００７９】
　TIMP-1濃度はCRCにおける腫瘍負荷量と密接に相関する。従って、該マーカーはまた、
治療後のCRC患者の追跡に適切である。好ましい態様において、新規マーカーTIMP-1が、C
RCに罹患している患者の追跡に使用される。規則的に例えば3ヶ月、6ヶ月または1年の間
隔でCRCを測定することによって、腫瘍進行および／または場合によっては腫瘍再発を評
価することができる。正常カットオフ値よりも高いTIMP-1の増加または再出現は、腫瘍進
行または腫瘍再発のそれぞれを示すとみなされる。従って、さらに好ましい態様は、a) 
患者から得られた便試料を提供する工程、b) TIMP-1に特異的な結合剤とTIMP-1との間の
複合体の形成に適切な条件下で、該試料と該結合剤とを接触させる工程、c) 工程(b)で形
成された複合体の量を測定する工程、ならびにd) 工程(c)で測定された複合体の量を結腸
直腸癌の再発または進行に相関させる工程を含む、癌病変の除去手術後に結腸直腸癌に罹
患する患者をインビトロ評価によって評価する方法に関する。治療後のTIMP-1の増加は、
各患者におけるCRCの再発を示す。便試料からのTIMP-1の測定は、特に有用であり、好ま
しい態様において胃腸管内のCRC腫瘍再発の早期検出に使用される。
【００８０】
　結腸および直腸の両方は胃腸管の一部である。これまでにTIMP-1が結腸直腸癌の患者の
スクリーニングに有用である可能性が最も高いことが示されたので、便試料におけるTIMP
-1の存在はまた、胃腸癌の他の種類の評価における診断補助として使用されてもよい可能
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性が非常に高い。さらに好ましい態様において、本発明は、胃腸腫瘍の評価における便試
料から測定されるTIMP-1の使用に関する。好ましくは便試料から測定されるTIMP-1はまた
、胃腫瘍の評価に使用される。
【００８１】
　タンパク質TIMP-1自体の使用は、感度および特異性の両方の点で驚くべき良好な性能を
示す。TIMP-1の測定を、ヘモグロビンまたはヘモグロビン-ハプトグロビン複合体のよう
な他の公知のマーカーあるいはまだ発見されていないCRCの他のマーカーと組み合わせる
ことによって、CRCの評価におけるさらなる改善をもたらし、もたらしてもよい。従って
、さらに好ましい態様において、本発明は、個体から得られた便試料からの結腸直腸癌の
診断における、結腸直腸癌の1つ以上の他のマーカー分子と組み合わせた結腸直腸癌のマ
ーカー分子としてのTIMP-1の使用に関する。TIMP-1の測定と組み合わせてもよい好ましい
選択された他のCRCマーカーは、カルプロテクチン、腫瘍M2ピルビン酸キナーゼ(M2-PK)、
ヘモグロビンおよび／またはヘモグロビン-ハプトグロビン複合体である。
【００８２】
　さらに好ましい態様として、本発明は、ヘモグロビン/ハプトグロビン複合体、ヘモグ
ロビン、カルプロテクチン、および腫瘍M2ピルビン酸キナーゼ(M2-PK)からなる群より選
択される結腸直腸癌の１つ以上の他のマーカー分子と組み合わせた、結腸直腸癌のマーカ
ー分子としてのタンパク質TIMP-1の使用を開示する。
【００８３】
　好ましい態様において、本発明は、CRCの評価におけるマーカーTIMP-1およびヘモグロ
ビンを含むマーカー組み合わせの使用であって、両方のマーカーが便試料から測定される
使用に関する。
【００８４】
　好ましい態様において、本発明は、CRCの評価におけるマーカーTIMP-1およびヘモグロ
ビン/ハプトグロビン複合体を含むマーカー組み合わせの使用であって、両方のマーカー
が便試料から測定される使用に関する。
【００８５】
　イムノアッセイのような特異的結合アッセイの分野における診断試薬は、通常、キット
の形態で最もよく提供され、キットには特異的結合剤およびアッセイを行うために必要な
補助試薬が含まれる。従って、本発明はまた、少なくとも1つのTIMP-1に特異的な結合剤
およびTIMP-1測定用補助試薬を含む免疫学的キットに関する。
【００８６】
　診断試験の精度は、しばしば受信者動作特性(ROC)によって説明される(特にZweig, M.H
.およびCampbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577を参照)。ROCグラフは、観察され
たデータの範囲全体に対して判定閾値を連続して変化させることでもたらされる感度／特
異性対の全てのプロットである。
【００８７】
　研究室試験の臨床性能は、その診断精度、または被験体を臨床的に関連する亜群に正確
に分類する能力に依存する。診断精度は、調査される被験体の2つの異なる状態を正確に
区別する試験の能力を評価する。このような状態は、例えば、健康と疾患または良性疾患
対悪性疾患である。
【００８８】
　それぞれの場合において、ROCプロットは、識別閾値の完全範囲に対する感度対1-特異
性のプロットによる2つの分布間の重複を示す。y軸は感度、即ち真陽性部分[(真陽性試験
結果の数)/(真陽性の数+偽陰性試験結果の数)として定義される]である。これは、疾患ま
たは状態の存在下の陽性度とも呼ばれる。これは、罹患亜群のみから計算される。x軸は
、偽陽性部分、即ち1-特異性[(偽陽性結果の数)/(真陰性の数+偽陽性結果の数)として定
義される]である。これは、特異性の指標であり、罹患していない亜群全体から計算され
る。2つの異なる亜群の試験結果を使用することで、真陽性部分および偽陽性部分が完全
に別々に計算されるために、ROCプロットは、試料中の疾患の有病率とは独立している。R
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OCプロット上の各点は、特定の識別閾値に対応する感度/1-特異性対を表す。完全識別を
有する試験(2つの結果の分布に重複はない)は、左上隅を通過するROCプロットを有し、こ
の場合真陽性部分は1.0、即ち100%(完全感度)であり、偽陽性部分は0(完全特異性)である
。識別のない試験の理論的プロット(2つの群の結果の同一分布)は、左下隅から右上隅の4
5°の対角線である。ほとんどのプロットは、これらの2つの極値の間に入る。（ROCプロ
ットが45°対角線より下に完全に入る場合、これは「陽性度」の基準を「より大きい」か
ら「より小さい」またはその逆に逆転することによって容易に直される。）定性的に、プ
ロットが左上隅に近づくほど、試験の全体精度は高くなる。
【００８９】
　研究室試験の診断精度を定量する1つの便利な目標は、1つの数によってその性能を表す
ことである。最も一般的で包括的な基準は、ROCプロットの曲線下面積である。慣例によ
り、この面積は常に≧0.5である(そうでない場合、そうなるように判定規則を逆転するこ
とができる)。値は1.0(2つの群の試験値が完全に分離する)～0.5(2つの群の試験値間の明
白な分布の差はない)の範囲である。面積は、対角線に最も近い点または90％特異性での
感度などのプロットの特定の部分だけに依存せず、プロット全体にも依存する。これは、
AUCが完全なもの(面積=1.0)にどれくらい近いかを定量的に説明した表現である。
【００９０】
　新規マーカーTIMP-1の臨床有用性は、確立されたマーカーヘモグロビンと比較しておよ
びこれと組み合わせて受信者動作特性分析を用いて評価される(ROC; Zweig, M.H.およびC
ampbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577)。この分析は、実施例の項に示される十
分に定義された患者コホートに由来する試料に基づいている。
【００９１】
　驚くべきことに、TIMP-1およびヘモグロビンの値に基づいたマーカー組み合わせは、そ
の両方が便試料から測定されるが、それぞれ単一マーカーとして使用される場合にこれら
のマーカーのそれぞれと比較して、診断精度の改善を示すことを示すことができた。
【００９２】
　以下の実施例、図面および配列表は、その真の範囲が添付の特許請求の範囲に示される
本発明の理解を補助するために提供される。本発明の精神を逸脱することなく以下に示さ
れる手順で改変を行うことができることが理解される。
【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】図１はTIMP-1のROCである。健常（＝対照）個体のスクリーニングから得られた2
52個の試料と比較したCRCを有する患者から得られた101個の試料の評価のための受信者動
作曲線(ROC)を示す。
【実施例】
【００９４】
実施例1
試験集団
　多数の臨床的に十分に特徴付けられた便試料を得るために、見込みのある多施設試験を
開始した。参加者らは、便試料がどのように回収される必要があるかについて詳細な指示
を受けた。各患者から、単一の便試料の異なる部位で2つの異なる部分を回収しなければ
ならず、両方を一日以内に-20℃で凍結しなければならなかった。便試料は、結腸内視術
が行われる(対照集団)前にまたは手術が行われる（癌集団）前に回収されなければならな
かった。最大2週間-20℃で保存した後、便試料を、便抽出が行われるまで-70℃で保存し
た。対照集団の患者は、胃腸科での平均リスクスクリーニング集団で集められ、結腸内視
術をうけた。炎症性大腸疾患および任意の種類の腺腫を有する患者を対照集団から排除し
た。予防スクリーニング集団内での結腸直腸癌患者の低い罹病率のために、癌患者を異な
る外科で集めた。結腸直腸癌の診断を、各癌患者の病理段階によって確認した。免疫化学
FOBTの陽性偏りを回避するために、全ての癌患者を排除し、そこから結腸内視術の前にグ
アヤク系FOBTを行うか、または視覚による直腸出血によって検出した。全部で252人の対
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照患者および101人の結腸直腸癌患者が試験に含まれた(表1)。
【００９５】

【００９６】
実施例2
ヘモグロビンおよびTIMP-1の測定のための便試料の抽出
　各患者から、単一の便試料の異なる部位で2つのアリコートを回収した。患者から試料
あたり約1gの便を専用サンプリングデバイス(Sarstedt, Germany, 注文番号: 80 623 022
)で回収し、1日以内に凍結し、抽出まで-70℃で保存した。
【００９７】
　便試料の処理のために、プロテアーゼインヒビターカクテル(Mini Complete EDTA無し,
 Roche, Germany, 注文番号: 11 873 580)を以下のバッファに添加することによって、抽
出バッファを新たに調製した。

【００９８】
　便試料を解凍し、デバイスの使い捨てスパチュラを使用して50～100mgの各試料を便試
料調製キット(Roche, Germany, 注文番号: 10 745 804)に移した。抽出バッファを便試料
の重量に従って添加し、50倍の希釈液を得た。試料を、楕円状シェイカーで30分間激しく
混合して、10mlチューブ(Sarstedt, Germany, 注文番号: 62 551 201)に移し、1,200gで1
0分間遠心分離した。5μmカットオフフィルター(Ultrafree（登録商標）-CL, Millipore,
 Germany, 注文番号UFC40SV25)を用いて上清を濾過し、アリコートにし、-70℃でさらな
る分析のために保存した。これらの抽出物を、本試験における全ての目的の生体マーカー
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を測定するために使用する。
【００９９】
実施例3
便抽出物におけるTIMP-1の分析物安定性
　基本的に、血清または血漿試料中のTIMP-1の測定について製造業者が示した説明書に従
って、TIMP-1の測定を“Quantikine（登録商標）ヒトTIMP-1 イムノアッセイ(カタログ番
号 DTM100; R&D Systems, Minneapolis)で行う。しかし、便中のTIMP-1を測定できるよう
にするために、便抽出物(実施例2参照)を、キットの校正希釈剤RD5Pで1:2の比率に希釈す
る。次に、これらの予め希釈した便抽出物を、パッケージ挿入物に記載される試料として
使用する(50μLの予め希釈した便抽出物+100μLのアッセイ希釈剤RD1X)。この市販TIMP-1
アッセイは、捕捉試薬として抗TIMP-1モノクローナル抗体および検出試薬としてTIMP-1に
対するポリクローナル抗体を使用し、試料中の全TIMP-1を検出する。
【０１００】
　ヘモグロビン測定を、製造業者が示した説明書に従って「RIDASCREEN（登録商標）ヘモ
グロビン」アッセイ(カタログ番号G09030, R-Biopharm AG, Darmstadt)で行う。10μLの
上記便抽出物を使用し、アッセイの90μLの試料希釈剤で希釈する(1:10希釈比)。
【０１０１】
　臨界範囲中または上記カットオフ値より上の分析物濃度を有する20個の便試料を、上記
のように新たに抽出し、次に室温で1日間または3日間保存する。安定性を評価するために
使用された20個の試料のうち、18個がヘモグロビンに陽性であり、7個がTIMP-1に陽性で
あり、分析物の安定性の計算に使用することができる。
【０１０２】

【０１０３】
　表2から明らかなように、TIMP-1は上記のように調製された便抽出物中で非常に安定で
あるように思われ、ヘモグロビンよりも有意に安定である。このことは、特に便抽出バッ
ファが特注の便試料デバイスに組み込まれる場合に非常に有利である。このように、便試
料を、抽出バッファを含むデバイスに直接回収することができ、便抽出物をデバイス内で
すぐに調製し、分析される試料を含むチューブを室温で実験室に送ることができる。
【０１０４】
実施例4
結腸直腸癌の診断におけるTIMP-1の臨床有用性
　TIMP-1の臨床有用性を、実施例1に記載される十分に特徴付けされた患者コホートから
得られた便試料を分析することによって評価する。各患者について、同じ排便からの2つ
の便試料を測定し、濃度を分析する。両方の濃度の相関を、ピアソン相関係数によって評
価する。この分析によって、2つの抽出物の間での密接な相関が明らかになる。アッセイ
の感度を改善するために、2つで一組の試料のうち1つで測定される最大濃度をさらなる分
析に使用する。TIMP-1の診断値を、Zweigら(上掲)に従ってROC分析により評価する。曲線
下面積によって測定されるようにCRC群の患者と健常個体を区別する識別力は、CRC対スク
リーニング集団について91％であることが分かる(図1)。
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【０１０５】
　CRCの早期検出におけるマーカーTIMP-1の感度を計算するために、陽性度のカットオフ
を、対照集団と比較して、95％または98％の特異性のいずれかをもたらすように設定した
。
【０１０６】

【０１０７】
　表3から分かるように、95％の特異性で、高いTIMP-1の値がCRC患者の便試料の73％で検
出される。98％の特異性レベルで、高いTIMP-1の値がCRC患者の便試料の62％でも検出さ
れる。
【０１０８】
実施例5
TIMP-1と他の便マーカーとの組み合わせ
　TIMP-1と便抽出物の他の生体マーカーとの組み合わせを評価した。市販のELISAを使用
して、マーカーヘモグロビン、ヘモグロビンとハプトグロビンのヘテロ複合体、カルプロ
テクチン、M2-PK、およびCEAを測定する。ヘモグロビン、ヘモグロビン／ハプトグロビン
およびカルプロテクチンの測定のためのアッセイはR-Biopharm, Germanyから得られる。C
alpro カルプロテクチンELISAは、Calpro SA, Norwayによって製造されており、PhiCalTM

 Testとしてドイツ国外で販売されている。CEAの測定のためのアッセイは、Roche Diagno
stics, Germanyから得られる。M2-PKのためのアッセイは、Schebo Biotech, Germanyによ
って販売されている。いくつかのアッセイは、便抽出物中の測定を目的としているが、CE
A便は一般に使用される試料物質ではない。つまり、アッセイは、抽出された便検体を表
す試料中の対応する分析物の測定に適合される必要がある。試料(便抽出物)を、CEA測定
のために予め20倍に希釈するが、そうでない場合は製造業者の推奨に従ってアッセイを行
う。
【０１０９】
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【０１１０】
　マーカー組み合わせがCRCの診断を改善するかどうかを試験するために、マーカーをベ
イズロジスティック回帰(BLR)によって組み合わせる。マーカー組み合わせの評価のため
のBLRアルゴリズムにおいて、ガウス事前確率（prior）を使用し、Alexander Genkin, Da
vid D. Lewis, およびDavid MadiganのBBR-ソフトウェア(テキスト分類のための大規模ベ
イズロジスティック回帰. テクノ測定（Technometrics)）で行う。以下の設定:非自動化
特徴選択、0.05に固定された事前分散、閾値調整なし、および正規化による入力標準化を
使用する。多くの処理のために、0.0005の収束閾値、1000回の反復および非正確モードを
有する初期設定を保持し、変化させない。基本アルゴリズムを用いた結果を、モンテカル
ロクロス確認デザインで100回試行によって評価する。各試行で、全症例および対照のそ
れぞれの2/3を、初期ランダム数発生器のための開始値19022007を用いたMatlab（登録商
標）R2006a内蔵ファンクションランドサンプル(randsample）を介した訓練集合として選
択する。基本アルゴリズムを訓練集合に適用して、診断規則を作成する。推定された後の
症例確率についての閾値を、95％または98％の特異性それぞれを達成するように訓練集合
の対照で決定する。次に、診断規則を残りの1/3のデータに適用し、所定の閾値での感度
および特異性を推定する。
【０１１１】
　スクリーニングアッセイのために、ROC値以外も関連する。スクリーニング設定の非常
に重要な要件は、高い特異性で十分良好な感度である。低い特異性が多数の偽陽性結果を
生じ、不必要な追跡手順および患者の苦痛を伴うために高い特異性が重要である。表5に
、95%および98%のプリセット特異性のそれぞれでの感度と共に、表1に特定される101人の
CRC患者対252人の対照の評価のROC値をまとめる。
【０１１２】

【０１１３】
　表5から導き出されるように、CRCの診断における個別のマーカーのAUC値は非常に類似
している。一方で、CRCの検出における感度は、TIMP-1とCRCの他のマーカーとの組み合わ
せによって有意に改善することができる。これは、98％の特異性レベルで特に明白である
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。TIMP-1単独で、98％の特異性レベルでの61％の感度を有するが、Hb、M2PKおよびHb/Hp
のような他のCRCマーカーとの組み合わせによって感度が高くなる。特に、TIMP-1および
ヘモグロビン-ハプトグロビン複合体からなるマーカー組み合わせは、62％から79％の感
度の増加を示す。従って、TIMP-1を含むマーカー組み合わせは、早期段階でCRCを検出す
るために非常に重要であると考えられる。特に、このような組み合わせは、結腸直腸癌の
病期IまたはIIのそれぞれの検出に重要であると思われる。

【図１】

【配列表】
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