
JP WO2009/057695 A1 2009.5.7

10

(57)【要約】
本発明においては、容易に採取可能な試料について生物
学的マーカーの遺伝子発現解析を行うことにより、腺腫
・がんの早期検出を可能にする方法を提供することを課
題としている。本発明は、被験者から採取した体液試料
又は排泄物試料中に含まれる、少なくとも一のハウスキ
ーピング遺伝子又はその発現産物を構成する配列の量を
測定して、試料中の当該配列の濃度を算出する工程を含
む、腺腫・がん検出方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験者から採取した体液試料又は排泄物試料中に含まれる、少なくとも一のハウスキー
ピング遺伝子又はその発現産物を構成する配列の量を測定して、試料中の当該配列の濃度
を算出する工程を含む、腺腫又はがんの検出方法。
【請求項２】
　（ｉ）被験者から採取した体液試料又は排泄物試料を、核酸又は蛋白質の抽出処理にか
ける工程；及び
　（ｉｉ）抽出された核酸又は蛋白質の中の、少なくとも一のハウスキーピング遺伝子又
はその発現産物を構成する配列の量を測定して、当該試料中の当該配列の濃度を算出する
工程；を含む、腺腫又はがんの検出方法。
【請求項３】
　前記工程（ｉ）の前に、
　（ａ）前記試料を均一化処理にかけ、適宜、０℃以下の温度にて凍結、凍結乾燥、又は
アルコール若しくはアルコール溶液で処理する工程；を更に含む、請求項２に記載の腺腫
又はがんの検出方法。
【請求項４】
　前記工程（ｉ）と（ｉｉ）との間に、
　（ｂ）前記工程（ｉ）で抽出されるＲＮＡ中の、少なくとも一のハウスキーピング遺伝
子由来のものをｃＤＮＡ化する工程；を更に含み、
前記工程（ｉｉ）において当該ｃＤＮＡを定量する、請求項２に記載の腺腫又はがんの検
出方法。
【請求項５】
　前記体液試料が、唾液、喀痰、鼻水、涙液、胃液、胆汁、膵液、汗、脳脊髄液、膿、胸
水、心嚢水、乳、膣分泌液、精液、腹水、羊水、リンパ液、又は血液のいずれかであり、
前記排泄物試料が、糞便又は尿である、請求項１又は２に記載の腺腫又はがんの検出方法
。
【請求項６】
　前記ハウスキーピング遺伝子が２種類以上であり、それら又はそれらの発現産物を構成
する配列の量を複数同時に測定する、請求項１又は２に記載の腺腫又はがんの検出方法。
【請求項７】
　前記ハウスキーピング遺伝子が、グリセルアルデヒド3リン酸デヒドロゲナーゼ(GAPDH
：glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)、18S リボソームRNA、28S リボソームRN
A、βアクチン、β2ミクログロブリン、ヒポキサンチンホスホリボシル・トランスフェラ
ーゼ１、リボソーム蛋白質ラージP0、ペプチジルプロピル・イソメラーゼA(シクロスポリ
ンA)、チトクロームC、ホスホグリセレート・キナーゼ１、β-グルクロニダーゼ、TATAボ
ックス結合因子、トランスフェリン受容体、HLA-A0201重鎖、リボソームタンパク質L19、
αチューブリン、βチューブリン、γチューブリン、ATPシンセターゼ、翻訳伸長因子１
ガンマ(EEF1G：eukaryotic translation elongation factor 1 gamma)、コハク酸デヒド
ロゲナーゼ複合体(SDHA：succinate dehydrogenase complex)、アミノレブリン酸シンタ
ーゼ１(ALAS：aminolevulinic acid synthase 1)、ADP-リボシル化因子６（ADP-ribosyla
tion factor 6）、エンドヌクレアーゼＧ(ENDOG：endonuclease G)、及びペルオキシソー
ム形成因子(PEX：peroxisomal biogenesis factor)からなる群より選択される遺伝子であ
る、請求項６に記載の腺腫又はがんの検出方法。
【請求項８】
　前記排泄物試料が糞便であり、前記ハウスキーピング遺伝子がβ2ミクログロブリンで
ある請求項１又は２に記載の腺腫又はがんの検出方法。
【請求項９】
　前記工程（ｉｉ）の後に、さらに、
（ｉｉｉ）抽出された核酸又は蛋白質の中の、少なくとも一の腫瘍遺伝子又はその発現産
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物を構成する配列の量を測定して、試料中の当該配列の濃度を算出する工程；及び
（ｉＶ）工程（ｉｉ）において算出されたハウスキーピング遺伝子又はその発現産物を構
成する配列の濃度に基づき、工程（ｉｉｉ）において算出された腫瘍遺伝子又はその発現
産物を構成する配列の濃度を補正する工程；を含む、請求項２に記載の腺腫又はがんの検
出方法。
【請求項１０】
　腺腫又はがんのマーカー遺伝子（以下、標的遺伝子という）を用いて腺腫又はがんを検
査する方法であって、下記工程を有する（但し、工程（Ｂ）（Ｃ）（Ｄ）（Ｅ）は、工程
（Ｄ）（Ｅ）（Ｂ）（Ｃ）、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｃ）（Ｅ）、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｅ）（
Ｃ）、工程（Ｄ）（Ｂ）（Ｅ）（Ｃ）、又は工程（Ｄ）（Ｂ）（Ｃ）（Ｅ）の順に行って
もよい。）ことを特徴とする腺腫又はがんの検査方法：
（Ａ）被験者から採取した糞便中に含まれるＲＮＡを抽出し、ＲＮＡ溶液として精製する
工程；
（Ｂ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測定
する工程；
（Ｃ）前記工程（Ｂ）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定された閾
値とを比較し、前記被験者が腺腫又はがんに罹患しているか否かを判定する工程；
（Ｄ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、精製度、分解度、濃度
、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１以上を測定する工程；
（Ｅ）前記工程（Ｄ）において得られた値に基づき、前記工程（Ａ）において得られたＲ
ＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程；
（Ｆ）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記工
程（Ｃ）における判定が信頼できると判断し、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場合
には、前記工程（Ｃ）における判定が信頼できないと判断する工程。
【請求項１１】
　前記工程（Ｂ）、（Ｃ）、（Ｄ）及び（Ｅ）が、工程（Ｄ）（Ｅ）（Ｂ）（Ｃ）の順に
行うものであり、前記工程（Ｂ）が下記工程（Ｂ１）であり、前記工程（Ｃ）が下記工程
（Ｃ１）であることを特徴とする請求項１０記載の腺腫又はがんの検査方法：
（Ｂ１）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場合には検査を
終了し、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記工程（Ａ）において得られ
たＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測定する工程；
（Ｃ１）前記工程（Ｂ１）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定され
た閾値とを比較し、前記被験者が腺腫又はがんに罹患しているか否かを判定する工程。
【請求項１２】
　前記工程（Ｂ）、（Ｃ）、（Ｄ）及び（Ｅ）が、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｅ）（Ｃ）の順に
行うものであり、前記工程（Ｄ）が下記工程（Ｄ２）であり、前記工程（Ｅ）が下記工程
（Ｅ２）であり、前記工程（Ｃ）が下記工程（Ｃ２）であることを特徴とする請求項１０
記載の腺腫又はがんの検査方法：
（Ｄ２）前記工程（Ｂ）の後、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの
、精製度、分解度、濃度、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１以
上を測定する工程；
（Ｅ２）前記工程（Ｄ２）において得られた値に基づき、前記工程（Ａ）において得られ
たＲＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程；
（Ｃ２）前記工程（Ｅ２）において、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場合には検査
を終了し、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記工程（Ｂ）において得ら
れた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定された閾値とを比較し、前記被験者が腺腫又
はがんに罹患しているか否かを判定する工程。
【請求項１３】
　腺腫又はがんのマーカー遺伝子（以下、標的遺伝子という）を用いて腺腫又はがんを検
査する方法であって、下記工程を有することを特徴とする腺腫又はがんの検査方法：
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（Ａ）被験者から採取した糞便中に含まれるＲＮＡを抽出し、ＲＮＡ溶液として精製する
工程；
（Ｂ’）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量及び
標準遺伝子由来ＲＮＡの量を測定する工程；
（Ｃ’）前記工程（Ｂ’）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量を標準遺伝子由来
ＲＮＡの量で除した値が、予め設定された閾値よりも大きい場合には前記被験者が腺腫又
はがんに罹患していると判定し、予め設定された閾値よりも小さい場合には前記被験者は
腺腫又はがんに罹患していないと判定する工程；
（Ｄ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、精製度、分解度、濃度
、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１以上を測定する工程；
（Ｅ）前記工程（Ｄ）において得られた値に基づき、前記工程（Ａ）において得られたＲ
ＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程；
（Ｇ’）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記
工程（Ｃ’）における判定が信頼できると判断し、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した
場合には、前記工程（Ｃ’）における判定が信頼できないと判断する工程。
【請求項１４】
　ＲＮＡの精製度の測定が、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液の、２６０ｎｍ
における吸光度を２３０ｎｍにおける吸光度で除した値（２６０／２３０ｎｍ吸光度比）
、及び／又は２６０ｎｍにおける吸光度を２８０ｎｍにおける吸光度で除した値（２６０
／２８０ｎｍ吸光度比）を測定するものであることを特徴とする請求項１０～１３のいず
れか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１５】
　前記２６０／２３０ｎｍ吸光度比又は前記２６０／２８０ｎｍ吸光度比が１．０未満又
は２．５超である場合に、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断
することを特徴とする請求項１４記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１６】
　ＲＮＡの分解度の測定が、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、
２３ＳリボソーマルＲＮＡのフラグメント量を１６ＳリボソーマルＲＮＡのフラグメント
量で除した値（２３Ｓ　ｒＲＮＡ／１６Ｓ　ｒＲＮＡ比）を測定するものであることを特
徴とする請求項１０～１５のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１７】
　前記２３Ｓ　ｒＲＮＡ／１６Ｓ　ｒＲＮＡ比が１．６未満又は２．５超である場合に、
前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断することを特徴とする請求
項１６記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１８】
　前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの濃度が１０ｎｇ／μＬ未満で
ある場合に、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断することを特
徴とする請求項１０～１７のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１９】
　前記標準遺伝子由来ＲＮＡの量が予め設定された閾値よりも少ない場合に、前記工程（
Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断することを特徴とする請求項１０～１
８のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項２０】
　前記標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液
をノーマライズした後に行うことを特徴とする請求項１０～１９のいずれか記載の腺腫又
はがんの検査方法。
【請求項２１】
　前記標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液
中のＲＮＡから逆転写反応により得られたｃＤＮＡを鋳型として核酸増幅をすることによ
って行うことを特徴とする請求項１０～１９のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
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【請求項２２】
　前記標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液
をノーマライズした後に逆転写反応を行い、得られたｃＤＮＡを鋳型として核酸増幅をす
ることによって行うことを特徴とする請求項１０～１９のいずれか記載の腺腫又はがんの
検査方法。
【請求項２３】
　前記工程（Ｂ’）における標的遺伝子由来ＲＮＡの量及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量の
測定を、マルチプレックスＰＣＲを用いて行うことを特徴とする請求項１３記載の腺腫又
はがんの検査方法。
【請求項２４】
　前記標準遺伝子が、ハウスキーピング遺伝子又は上皮細胞特異的遺伝子であることを特
徴とする請求項１０～２３のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項２５】
　前記上皮細胞特異的遺伝子が、癌胎児抗原遺伝子、細胞接着因子遺伝子、ムチン遺伝子
、及びサイトケラチン遺伝子からなる群より選択される遺伝子であることを特徴とする請
求項２４記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項２６】
　前記標的遺伝子が、ＣＯＸ２（Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ　２）、ＭＭＰ７（ｍａ
ｔｒｉｘ　ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ７）、及びＳＮＡＩＬからなる群より選択
される遺伝子であることを特徴とする請求項１０～２５のいずれか記載の腺腫又はがんの
検査方法。
【請求項２７】
　前記標準遺伝子が、グリセルアルデヒド3リン酸デヒドロゲナーゼ(GAPDH：glyceraldeh
yde-3-phosphate dehydrogenase)、18S リボソームRNA、28S リボソームRNA、βアクチン
、β2ミクログロブリン、ヒポキサンチンホスホリボシル・トランスフェラーゼ１、リボ
ソーム蛋白質ラージP0、ペプチジルプロピル・イソメラーゼA(シクロスポリンA)、チトク
ロームC、ホスホグリセレート・キナーゼ１、β-グルクロニダーゼ、TATAボックス結合因
子、トランスフェリン受容体、HLA-A0201重鎖、リボソームタンパク質L19、αチューブリ
ン、βチューブリン、γチューブリン、ATPシンセターゼ、翻訳伸長因子１ガンマ(EEF1G
：eukaryotic translation elongation factor 1 gamma)、コハク酸デヒドロゲナーゼ複
合体(SDHA：succinate dehydrogenase complex)、アミノレブリン酸シンターゼ１(ALAS：
aminolevulinic acid synthase 1)、ADP-リボシル化因子６（ADP-ribosylation factor 6
）、エンドヌクレアーゼＧ(ENDOG：endonuclease G)、ペルオキシソーム形成因子(PEX：p
eroxisomal biogenesis factor)、ＣＥＡ（Ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ａｎｔ
ｉｇｅｎ）、ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ（
ＥｐＣＡＭ)、ｍｕｔｉｎ２（ＭＵＣ２)、ｍｕｔｉｎ３(ＭＵＣ３)、ｍｕｔｉｎ４(ＭＵ
Ｃ４)、ｋｅｒａｔｉｎ　７(ＣＫ７)、ｋｅｒａｔｉｎ　１９(ＣＫ１９)、及びｋｅｒａ
ｔｉｎ　２０(ＣＫ２０)からなる群より選択される遺伝子であることを特徴とする請求項
２４記載の腺腫又はがんの検査方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、遺伝子解析による腺腫又はがんの検出方法に関する。より具体的には、容易
に採取可能な試料について生物学的マーカーの遺伝子解析を行うことで、腺腫又はがんの
早期検出を可能にする方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　結腸直腸がんは、日本では死亡原因の第１位、米国ではがんによる死亡原因の第２位で
ある。米国では結腸直腸がんが毎年約１３０万人で発見され、約５万人が死亡し、死亡原
因の第３位となっていて、がん対策が急務である。
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　大部分の直腸結腸がんは、はじめは小さな良性腺腫から、悪性腫瘍へと数十年かけてゆ
っくりと進行するため、早期に発見されれば外科的処置が有効であり、完治可能となる。
　良性腺腫であれば、低侵襲な内視鏡的切除も可能であり、悪性腫瘍であっても早期であ
れば内視鏡的切除が可能、さらには進行がんでも外科的処置が多くの場合有効である。こ
の緩やかな進行のために、予防および介入の機会が多くある。したがって、結腸直腸腺腫
・腫瘍は早期の検出、除去によって罹患率と死亡率を下げることができる。
【０００３】
　しかしながら現在行われる腺腫・がんの検出方法、例えば、結腸・直腸腺腫・腫瘍のス
クリーニング検査法（便潜血検査、注腸X線造影検査、S状結腸内視鏡検査、全大腸内視鏡
検査等）には様々な問題が存在している。
【０００４】
　便潜血検査は、便中に含まれる血液を検査し、流血している腺腫・腫瘍を間接的に検出
するものである。しかし、早期腺腫・腫瘍の場合には偽陰性となりやすいため、感度は十
分とはいえない。また、腺腫・腫瘍でない腸管出血（痔など）があった場合に偽陽性とな
ってしまうため、特異度が高いとはいえない。
【０００５】
　注腸造影検査は、下剤で前処置を十分行った後、肛門からバリウムと空気を注入し、Ｘ
線写真をとるものである。この検査方法では、がんの正確な位置や大きさ、腸の狭さの程
度などがわかるため、形の大きな進行がんは検出できるものの、形の小さな早期がんや平
らな扁平がんは検出しにくいという欠点がある。
【０００６】
　Ｓ状結腸内視鏡検査、全大腸内視鏡検査は、下剤で前処置を十分行った後、ビデオスコ
ープで腸内観察する方法である、この検査方法での下剤による前処置には、２～３リット
ルの下剤を服用することが必要であるため、被検者に辛い負担となる。さらに、検査中、
穿孔が発生する場合があり、そのため本方法はスクリーニング検査として不適とされてい
る。
【０００７】
　このように、上記のような現在の検査法は腺腫・がんの検診として必要十分な性能を満
たしているとは言えない。そこで、侵襲度が低く、感度・特異度の高い検査方法が望まれ
ている。
【０００８】
　特許文献１及び非特許文献１は、非アポトーシス性ＤＮＡを検出するため、Ａｌｕ反復
領域・アルフォイド反復領域や、ｐ５３などのがん関連遺伝子の断片長の差異に基づいて
大腸がんを検査する方法を開示する。これらの方法においては、ＤＮＡを抽出する必要が
あるが、断片化されているＤＮＡは回収されにくく、更には断片化されているＤＮＡは増
幅されにくいため、結果として検出感度が劣るという問題がある。また、検出できた場合
であっても、その断片が、がん由来のものか、または操作中のダメージによる断片化かの
区別がつかないという本質的な問題がある。そこで、ＤＮＡの断片化を指標としない、大
腸がんの新たなマーカーが必要とされた。
【０００９】
　特許文献２は内部標準遺伝子の存在下でＰＣＲを行い、検出対象遺伝子および内部標準
遺伝子をＰＣＲ反応に付すことにより得られる増幅遺伝子を別々に酵素免疫測定法で測定
し、両者の信号比を用いることを特徴とする遺伝子の定量方法に関するものである。内部
標準遺伝子を用いて補正を行うため、検出対象遺伝子をより定量的かつ正確に検査するこ
とが可能であるが、検査に供される全ての試料に別個に添加されるものであり、ＰＣＲ反
応に由来する実験間差の補正は可能であるものの、調製された試料自体の差を補正するこ
とは困難である。このため、糞便等のそもそも試料間の差が大きい体液試料又は排泄物試
料を用いる場合には、必ずしも信頼性の高い結果が得られにくいという問題がある。
【００１０】
　一方、検体として、糞便を用いることにより、侵襲度を抑え、被験者の検査負担を飛躍
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的に改善することができる。このため、糞便中の核酸を解析することにより腺腫やがんを
検出する方法であれば、便潜血検査に換わるスクリーニング方法として普及することが期
待できる。
【００１１】
　しかしながら、糞便の性質上、検体として用いる場合には、幾つかの問題がある。まず
、一般に、糞便中には多種多様な物質が混在しており、がん細胞や病原菌等由来物質の割
合は非常に小さい。つまり、ヒト由来細胞の核酸量が糞便量に対して相対的に少なく、核
酸抽出も難しいため、場合により検出の感度や精度が不十分である、という問題がある。
また、糞便中の夾雑物の中には、核酸分解酵素等の酵素も多く含まれており、糞便中のヒ
ト由来細胞の核酸量や核酸の品質は、採取時からの経過時間・温度などの周辺環境によっ
て上下しやすい、という問題もある。
【００１２】
　このような問題を解決するために、種々の方法が開示されている。例えば、（１）患者
における結腸癌の存在を診断するための方法であって：（ａ）患者から得た細胞、組織ま
たは体液の試料における複数のＣＳＧ（結腸特異的遺伝子）のレベルを測定し；そして（
ｂ）ＣＳＧの該測定レベルを、コントロール試料におけるＣＳＧのレベルと比較し；コン
トロール試料におけるＣＳＧレベルよりも、患者におけるＣＳＧレベルが増加している場
合には、該患者は結腸癌と関連すると判断する方法が開示されている（例えば、特許文献
３参照。）。該方法は、測定するＣＳＧ数、すなわちマーカー数を多くすることにより、
結腸癌の検出感度を上げている。また、（２）検査フローチャートとして、試料核酸を定
量し、その結果が閾値より大きいかどうかを判断し、閾値より大きい場合にはさらに検査
を続行し、閾値より小さい場合には、該試料が採取された被験者は健康であると判断し、
以降の検査を行わないとする方法も開示されている（例えば、特許文献４参照。）。
【特許文献１】特表２００５－５１４０７３号公報
【特許文献２】特開平７－３０３４９９号公報
【特許文献３】特表２００２－５１５５９１号公報
【特許文献４】米国特許出願公開第２００４／０２５９１０１号明細書
【非特許文献１】ボイントンら（Boynton et al.） “DNA Integrity as a Potential Ma
rker for Stool-based Detection of Colorectal Cancer”, Clinical Chemistry Vol. 4
9, No. 7, p.1058-1065, 2003
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　従来の腺腫・がんの検出方法では上述の問題点等があった。斯かる問題点を解決するた
め、本発明は、容易に採取可能な試料について生物学的マーカーの遺伝子解析を行うこと
で、腺腫・がんの早期検出を可能にする方法を提供することを目的とする。
【００１４】
　特に、上記（１）の方法では、複数のマーカーの定量値の総合判断として定量結果のみ
を比較しており、試料の測定過程が妥当であったかどうかについては考慮されていない。
つまり、測定過程それぞれに関するコントロールを特に置いておらず、測定過程が成功し
ているかどうかを知る手段については考慮されていなかった。そのため、測定過程に何ら
かの失敗が生じた場合には、偽陰性・偽陽性が生じることになるという課題が残っていた
。また、そもそも血液等の体液を対象とした方法であり、糞便等の夾雑物の多い試料を用
いた場合の検査の信頼性については全く考慮されていはいない。
　一方、上記（２）の方法では、核酸試料の量的な判断基準しかなく、質的判断は考慮さ
れていない。そのため、核酸の品質が悪い（分解、断片化が生じている）、試薬の品質が
悪い等の何らかの質的問題が生じた場合、偽陰性・偽陽性が生じることになるという課題
が残っていた。
　本発明は、特に糞便試料について生物学的マーカーの遺伝子解析を行い、腺腫・がんの
早期検出を可能にする方法において、より信頼性の高い結果を得る方法を提供することを
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目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　斯かる課題を解決し、上述の目的を達成するため、本発明は下記の構成をとる。
（１）被験者から採取した体液試料又は排泄物試料中に含まれる、少なくとも一のハウス
キーピング遺伝子又はその発現産物を構成する配列の量を測定して、試料中の当該配列の
濃度を算出する工程を含む、腺腫又はがんの検出方法。
（２）（ｉ）被験者から採取した体液試料又は排泄物試料を、核酸又は蛋白質の抽出処理
にかける工程；及び、（ｉｉ）抽出された核酸又は蛋白質の中の、少なくとも一のハウス
キーピング遺伝子又はその発現産物を構成する配列の量を測定して、当該試料中の当該配
列の濃度を算出する工程；を含む、腺腫又はがんの検出方法。
【００１６】
（３）前記工程（ｉ）の前に、（ａ）前記試料を均一化処理にかけ、適宜、０℃以下の温
度にて凍結、凍結乾燥、又はアルコール若しくはアルコール溶液で処理する工程；を更に
含む、上記（２）に記載の腺腫又はがんの検出方法。
（４）前記工程（ｉ）と（ｉｉ）との間に、（ｂ）前記工程（ｉ）で抽出されるＲＮＡ中
の、少なくとも一のハウスキーピング遺伝子由来のものをｃＤＮＡ化する工程；を更に含
み、前記工程（ｉｉ）において当該ｃＤＮＡを定量する、上記（２）に記載の腺腫又はが
んの検出方法。
（５）前記体液試料が、唾液、喀痰、鼻水、涙液、胃液、胆汁、膵液、汗、脳脊髄液、膿
、胸水、心嚢水、乳、膣分泌液、精液、腹水、羊水、リンパ液、又は血液のいずれかであ
り、前記排泄物試料が、糞便又は尿である、上記（１）又は（２）に記載の腺腫又はがん
の検出方法。
（６）前記ハウスキーピング遺伝子が２種類以上であり、それら又はそれらの発現産物を
構成する配列の量を複数同時に測定する、上記（１）又は（２）に記載の腺腫又はがんの
検出方法。
【００１７】
（７）前記ハウスキーピング遺伝子が、グリセルアルデヒド3リン酸デヒドロゲナーゼ(GA
PDH：glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)、18S リボソームRNA、28S リボソー
ムRNA、βアクチン、β2ミクログロブリン、ヒポキサンチンホスホリボシル・トランスフ
ェラーゼ１、リボソーム蛋白質ラージP0、ペプチジルプロピル・イソメラーゼA(シクロス
ポリンA)、チトクロームC、ホスホグリセレート・キナーゼ１、βグルクロニダーゼ、TAT
Aボックス結合因子、トランスフェリン受容体、HLA-A0201重鎖、リボソームタンパク質L1
9、αチューブリン、βチューブリン、γチューブリン、ATPシンセターゼ、翻訳伸長因子
１ガンマ(EEF1G：eukaryotic translation elongation factor 1 gamma)、コハク酸デヒ
ドロゲナーゼ複合体(SDHA：succinate dehydrogenase complex)、アミノレブリン酸シン
ターゼ１(ALAS：aminolevulinic acid synthase 1)、ADP-リボシル化因子６（ADP-ribosy
lation factor 6）、エンドヌクレアーゼＧ(ENDOG：endonuclease G)、及びペルオキシソ
ーム形成因子(PEX：peroxisomal biogenesis factor)からなる群より選択される遺伝子で
ある、上記（６）に記載の腺腫又はがんの検出方法。
（８）前記排泄物試料が糞便であり、前記ハウスキーピング遺伝子がβ2ミクログロブリ
ンである上記（１）又は（２）に記載の腺腫又はがんの検出方法。
【００１８】
（９）前記工程（ｉｉ）の後に、さらに、（ｉｉｉ）抽出された核酸又は蛋白質の中の、
少なくとも一の腫瘍遺伝子又はその発現産物を構成する配列の量を測定して、試料中の当
該配列の濃度を算出する工程；及び、（ｉＶ）工程（ｉｉ）において算出されたハウスキ
ーピング遺伝子又はその発現産物を構成する配列の濃度に基づき、工程（ｉｉｉ）におい
て算出された腫瘍遺伝子又はその発現産物を構成する配列の濃度を補正する工程；を含む
、上記（２）に記載の腺腫又はがんの検出方法。
【００１９】



(9) JP WO2009/057695 A1 2009.5.7

10

20

30

40

50

（１０）腺腫又はがんのマーカー遺伝子（以下、標的遺伝子という）を用いて腺腫又はが
んを検査する方法であって、下記工程を有する（但し、工程（Ｂ）（Ｃ）（Ｄ）（Ｅ）は
、工程（Ｄ）（Ｅ）（Ｂ）（Ｃ）、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｃ）（Ｅ）、工程（Ｂ）（Ｄ）（
Ｅ）（Ｃ）、工程（Ｄ）（Ｂ）（Ｅ）（Ｃ）、又は工程（Ｄ）（Ｂ）（Ｃ）（Ｅ）の順に
行ってもよい。）ことを特徴とする腺腫又はがんの検査方法：
　（Ａ）被験者から採取した糞便中に含まれるＲＮＡを抽出し、ＲＮＡ溶液として精製す
る工程；
　（Ｂ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測
定する工程；
　（Ｃ）前記工程（Ｂ）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定された
閾値とを比較し、前記被験者が腺腫又はがんに罹患しているか否かを判定する工程；
　（Ｄ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、精製度、分解度、濃
度、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１以上を測定する工程；
　（Ｅ）前記工程（Ｄ）において得られた値に基づき、前記工程（Ａ）において得られた
ＲＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程；
　（Ｆ）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記
工程（Ｃ）における判定が信頼できると判断し、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場
合には、前記工程（Ｃ）における判定が信頼できないと判断する工程。
（１１）前記工程（Ｂ）、（Ｃ）、（Ｄ）及び（Ｅ）が、工程（Ｄ）（Ｅ）（Ｂ）（Ｃ）
の順に行うものであり、前記工程（Ｂ）が下記工程（Ｂ１）であり、前記工程（Ｃ）が下
記工程（Ｃ１）であることを特徴とする前記（１０）記載の腺腫又はがんの検査方法：
　（Ｂ１）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場合には検査
を終了し、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記工程（Ａ）において得ら
れたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測定する工程；
　（Ｃ１）前記工程（Ｂ１）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定さ
れた閾値とを比較し、前記被験者が腺腫又はがんに罹患しているか否かを判定する工程。
（１２）前記工程（Ｂ）、（Ｃ）、（Ｄ）及び（Ｅ）が、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｅ）（Ｃ）
の順に行うものであり、前記工程（Ｄ）が下記工程（Ｄ２）であり、前記工程（Ｅ）が下
記工程（Ｅ２）であり、前記工程（Ｃ）が下記工程（Ｃ２）であることを特徴とする前記
（１０）記載の腺腫又はがんの検査方法：
　（Ｄ２）前記工程（Ｂ）の後、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡ
の、精製度、分解度、濃度、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１
以上を測定する工程；
　（Ｅ２）前記工程（Ｄ２）において得られた値に基づき、前記工程（Ａ）において得ら
れたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程；
　（Ｃ２）前記工程（Ｅ２）において、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場合には検
査を終了し、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記工程（Ｂ）において得
られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定された閾値とを比較し、前記被験者が腺腫
又はがんに罹患しているか否かを判定する工程。
【００２０】
（１３）腺腫又はがんのマーカー遺伝子（以下、標的遺伝子という）を用いて腺腫又はが
んを検査する方法であって、下記工程を有することを特徴とする腺腫又はがんの検査方法
：
　（Ａ）被験者から採取した糞便中に含まれるＲＮＡを抽出し、ＲＮＡ溶液として精製す
る工程；
　（Ｂ’）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量及
び標準遺伝子由来ＲＮＡの量を測定する工程；
　（Ｃ’）前記工程（Ｂ’）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量を標準遺伝子由
来ＲＮＡの量で除した値が、予め設定された閾値よりも大きい場合には前記被験者が腺腫
又はがんに罹患していると判定し、予め設定された閾値よりも小さい場合には前記被験者
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は腺腫又はがんに罹患していないと判定する工程；
　（Ｄ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、精製度、分解度、濃
度、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１以上を測定する工程；
　（Ｅ）前記工程（Ｄ）において得られた値に基づき、前記工程（Ａ）において得られた
ＲＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程；
　（Ｇ’）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前
記工程（Ｃ’）における判定が信頼できると判断し、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断し
た場合には、前記工程（Ｃ’）における判定が信頼できないと判断する工程。
【００２１】
（１４）ＲＮＡの精製度の測定が、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液の、２６
０ｎｍにおける吸光度を２３０ｎｍにおける吸光度で除した値（２６０／２３０ｎｍ吸光
度比）及び／又は２６０ｎｍにおける吸光度を２８０ｎｍにおける吸光度で除した値（２
６０／２８０ｎｍ吸光度比）を測定するものであることを特徴とする前記（１０）～（１
３）のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
（１５）前記２６０／２３０ｎｍ吸光度比又は前記２６０／２８０ｎｍ吸光度比が１．０
未満又は２．５超である場合に、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がない
と判断することを特徴とする前記（１４）記載の腺腫又はがんの検査方法。
（１６）ＲＮＡの分解度の測定が、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮ
Ａの、２３ＳリボソーマルＲＮＡのフラグメント量を１６ＳリボソーマルＲＮＡのフラグ
メント量で除した値（２３Ｓ　ｒＲＮＡ／１６Ｓ　ｒＲＮＡ比）を測定するものであるこ
とを特徴とする前記（１０）～（１５）のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
（１７）前記２３Ｓ　ｒＲＮＡ／１６Ｓ　ｒＲＮＡ比が１．６未満又は２．５超である場
合に、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断することを特徴とす
る前記（１６）記載の腺腫又はがんの検査方法。
（１８）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの濃度が１０ｎｇ／μＬ
未満である場合に、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断するこ
とを特徴とする前記（１０）～（１７）のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
（１９）前記標準遺伝子由来ＲＮＡの量が予め設定された閾値よりも少ない場合に、前記
工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断することを特徴とする前記（１
０）～（１８）のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【００２２】
（２０）前記標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を、前記工程（Ａ）において得られたＲＮ
Ａ溶液をノーマライズした後に行うことを特徴とする前記（１０）～（１９）のいずれか
記載の腺腫又はがんの検査方法。
（２１）前記標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を、前記工程（Ａ）において得られたＲＮ
Ａ溶液中のＲＮＡから逆転写反応により得られたｃＤＮＡを鋳型として核酸増幅をするこ
とによって行うことを特徴とする前記（１０）～（１９）のいずれか記載の腺腫又はがん
の検査方法。
（２２）前記標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を、前記工程（Ａ）において得られたＲＮ
Ａ溶液をノーマライズした後に逆転写反応を行い、得られたｃＤＮＡを鋳型として核酸増
幅をすることによって行うことを特徴とする前記（１０）～（１９）のいずれか記載の腺
腫又はがんの検査方法。
（２３）前記工程（Ｂ’）における標的遺伝子由来ＲＮＡの量及び標準遺伝子由来ＲＮＡ
の量の測定を、マルチプレックスＰＣＲを用いて行うことを特徴とする前記（１３）記載
の腺腫又はがんの検査方法。
（２４）前記標準遺伝子が、ハウスキーピング遺伝子又は上皮細胞特異的遺伝子であるこ
とを特徴とする前記（１０）～（２３）のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
（２５）前記上皮細胞特異的遺伝子が、癌胎児抗原遺伝子、細胞接着因子遺伝子、ムチン
遺伝子、及びサイトケラチン遺伝子からなる群より選択される遺伝子であることを特徴と
する前記（２４）記載の腺腫又はがんの検査方法。
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（２６）前記標的遺伝子が、ＣＯＸ２（Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ　２）、ＭＭＰ７
（ｍａｔｒｉｘ　ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ７）、及びＳＮＡＩＬからなる群よ
り選択される遺伝子であることを特徴とする前記（１０）～（２５）のいずれか記載の腺
腫又はがんの検査方法。
（２７）前記前記標準遺伝子が、グリセルアルデヒド3リン酸デヒドロゲナーゼ(GAPDH：g
lyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)、18S リボソームRNA、28S リボソームRNA、
βアクチン、β2ミクログロブリン、ヒポキサンチンホスホリボシル・トランスフェラー
ゼ１、リボソーム蛋白質ラージP0、ペプチジルプロピル・イソメラーゼA(シクロスポリン
A)、チトクロームC、ホスホグリセレート・キナーゼ１、β-グルクロニダーゼ、TATAボッ
クス結合因子、トランスフェリン受容体、HLA-A0201重鎖、リボソームタンパク質L19、α
チューブリン、βチューブリン、γチューブリン、ATPシンセターゼ、翻訳伸長因子１ガ
ンマ(EEF1G：eukaryotic translation elongation factor 1 gamma)、コハク酸デヒドロ
ゲナーゼ複合体(SDHA：succinate dehydrogenase complex)、アミノレブリン酸シンター
ゼ１(ALAS：aminolevulinic acid synthase 1)、ADP-リボシル化因子６（ADP-ribosylati
on factor 6）、エンドヌクレアーゼＧ(ENDOG：endonuclease G)、ペルオキシソーム形成
因子(PEX：peroxisomal biogenesis factor)、ＣＥＡ（Ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉ
ｃ　ａｎｔｉｇｅｎ）、ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅ
ｃｕｌｅ（ＥｐＣＡＭ)、ｍｕｔｉｎ２（ＭＵＣ２)、ｍｕｔｉｎ３(ＭＵＣ３)、ｍｕｔｉ
ｎ４(ＭＵＣ４)、ｋｅｒａｔｉｎ　７(ＣＫ７)、ｋｅｒａｔｉｎ　１９(ＣＫ１９)、及び
ｋｅｒａｔｉｎ　２０(ＣＫ２０)からなる群より選択される遺伝子であることを特徴とす
る前記（２４）記載の腺腫又はがんの検査方法。
【発明の効果】
【００２３】
　本発明の腺腫・がんの検出方法においては、検出において種々の問題が存在する断片化
遺伝子を検出対象とするのではなく、腺腫又はがん由来の細胞、並びに正常細胞において
ともに（がん特異的遺伝子よりも多く）存在するハウスキーピング遺伝子又はその発現産
物を、腺腫又はがん由来の細胞が特異的に生存していると考えられる試料より抽出し、こ
れを定量するため、従来のがん特異的遺伝子等の検出に比較して、より高感度且つより簡
便にがんの検出を行うことが可能になる。
【００２４】
　また、本発明の腺腫又はがんの検査方法により、生体試料から抽出・精製した核酸検体
（ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、増幅した産物）の品質及び量の確認、並びに使用した試薬、手技、
及び工程の確認が、検査途中の段階で行うことが可能となる。このように、検査途中で、
核酸検体の状態の良し悪しや検査状態の成否を確認することにより、偽陰性、偽陽性の排
除が可能となり、より信頼性の高い検査結果を出すことが可能となった。また、核酸検体
の状態を判定しながら検査を行うことにより、検査フローのどの部分が不適当であったか
をチェックすることが可能となり、この結果、検査フローの不適切であったところまで容
易に戻ることができ、チェックのための無駄な時間とコストを削減できる。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】実施例１における正常サンプル（がん細胞株を含むサンプル）と、がんサンプル
（がん細胞株を含まないサンプル）についてのリアルタイムＰＣＲの計測結果を示す図で
ある。
【図２】実施例２における健常人サンプルと、大腸がんサンプルについてのリアルタイム
ＰＣＲの計測結果を示す図である。
【図３】実施例３における健常人サンプルと、腺腫サンプルと、大腸がんサンプルとにつ
いてのリアルタイムＰＣＲの計測結果を示す図である。
【図４】実施例５における正常サンプル（がん細胞株を含むサンプル）と、大腸がんサン
プル（がん細胞株を含まないサンプル）についてのマルチプレックスリアルタイムＰＣＲ
の計測結果を示す図である。
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【図５】実施例６における正常サンプル（健常人サンプル）と、がんサンプルについての
リアルタイムＰＣＲの計測結果を示す図である。
【図６】実施例９におけるコントロール群と大腸がん患者群のそれぞれのＢ２Ｍコピー数
を示す図である。
【図７】実施例９におけるコントロール群と各ステージの大腸がん患者群のそれぞれのＢ
２Ｍコピー数を示す図である。
【図８】本発明の腺腫又はがんの検査方法の一態様のフローチャート図である。
【図９】本発明の腺腫又はがんの検査方法の一態様のフローチャート図である。
【図１０】本発明の腺腫又はがんの検査方法の一態様のフローチャート図である。
【図１１】実施例１１におけるＣＯＸ２遺伝子由来核酸の検出において、各試料において
得られた核酸増幅のシグナルを示した図である。
【図１２】実施例１１におけるＧＡＰＤＨ遺伝子由来核酸の検出において、各試料におい
て得られた核酸増幅のシグナルを示した図である。
【図１３】実施例１１におけるＣＯＸ２遺伝子由来核酸及びＧＡＰＤＨ遺伝子由来核酸の
検出を、マルチプレックスＰＣＲにより行った場合の、各試料において得られたＣＯＸ２
遺伝子由来核酸の核酸増幅のシグナルを示した図である。
【図１４】実施例１２におけるＩＧＦ－１遺伝子由来核酸の検出において、各試料におい
て得られた核酸増幅のシグナルを示した図である。
【図１５】実施例１２におけるＢ２Ｍ遺伝子由来核酸の検出において、各試料において得
られた核酸増幅のシグナルを示した図である。
【図１６】実施例１２におけるＩＧＦ－１遺伝子由来核酸及びＢ２Ｍ遺伝子由来核酸の検
出を、マルチプレックスＰＣＲにより行った場合の、各試料のＩＧＦ－１発現量／Ｂ２Ｍ
発現量比（ＩＧＦ－１遺伝子由来核酸量をＢ２Ｍ遺伝子由来核酸量で除した値）を示した
図である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２６】
　本発明の腺腫・がんの検出方法は、被験者から採取した体液試料又は排泄物試料中に含
まれる、少なくとも一のハウスキーピング遺伝子又はその発現産物を構成する配列の量を
測定して、試料中の当該配列の濃度を算出する工程を含むものである。ここで、ハウスキ
ーピング遺伝子とは、種や生物を越えてほとんど全ての細胞において、常時ほぼ一定量で
発現していて、細胞が生きて行くために必要な基本的機能（例えば細胞の維持、増殖に必
要な蛋白質合成等）を担っている遺伝子のことである。
【００２７】
　ハウスキーピング遺伝子の例としては、グリセルアルデヒド3リン酸デヒドロゲナーゼ(
GAPDH：glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)、18S リボソームRNA、28S リボソ
ームRNA、βアクチン、β2ミクログロブリン、ヒポキサンチンホスホリボシル・トランス
フェラーゼ１、リボソーム蛋白質ラージP0、ペプチジルプロピル・イソメラーゼA(シクロ
スポリンA)、チトクロームC、ホスホグリセレート・キナーゼ１、βグルクロニダーゼ、T
ATAボックス結合因子、トランスフェリン受容体、HLA-A0201重鎖、リボソームタンパク質
L19、αチューブリン、βチューブリン、γチューブリン、ATPシンセターゼ、翻訳伸長因
子１ガンマ(EEF1G：eukaryotic translation elongation factor 1 gamma)、コハク酸デ
ヒドロゲナーゼ複合体(SDHA：succinate dehydrogenase complex)、アミノレブリン酸シ
ンターゼ１(ALAS：aminolevulinic acid synthase 1)、ADP-リボシル化因子６（ADP-ribo
sylation factor 6）、エンドヌクレアーゼＧ(ENDOG：endonuclease G)、及びペルオキシ
ソーム形成因子(PEX：peroxisomal biogenesis factor)を挙げることができるが、本発明
において使用できるものは、これらには限定されない。
【００２８】
　本発明の腺腫・がんの検出方法においては、ハウスキーピング遺伝子を構成する配列の
量、即ちＤＮＡを構成するヌクレオチド配列の量を測定することができる。あるいは、ヌ
クレオチド配列の代わりに、ハウスキーピング遺伝子の発現産物であるｍＲＮＡのヌクレ
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オチド配列、又はタンパク質のアミノ酸配列の量を測定することもできる。
　次に、このように測定された当該遺伝子又はその発現産物の量を、測定にかけた試料の
容量で除し、試料中の当該遺伝子又はその発現産物の濃度を求める。この操作により、複
数の試料同士における検出結果の定量的比較を可能にする。
【００２９】
　本発明の腺腫・がんの検出方法においては、より具体的には下記の工程：
　（ｉ）被験者から採取した体液試料又は排泄物試料を、核酸又は蛋白質の抽出処理にか
ける工程；及び
　（ｉｉ）抽出された核酸又は蛋白質の中の、少なくとも一のハウスキーピング遺伝子又
はその発現産物を構成する配列の量を測定して、当該試料中の当該配列の濃度を算出する
工程；を含むことができる。
【００３０】
　本発明においては核酸又はタンパク質の検出を行うが、そのために上記工程（ｉ）にお
いてはまず、核酸又はタンパク質の抽出処理を行う。本発明において使用する試料は体液
試料又は排泄物試料であるため、目的とするハウスキーピング遺伝子又はその発現産物以
外の夾雑物が多く存在している。従ってハウスキーピング遺伝子又はその発現産物を効率
的に検出するために、試料を予備的な精製工程にかけることが望ましい。被験者より採取
した試料をＰＢＳ等の溶液に懸濁し、ホモジナイザー等を使って細胞を溶液中に分散させ
る。その後これを遠心にかけ、比重の大きな夾雑物を沈殿に、細胞を含む画分を上清とし
て分離する。
　この上清を核酸精製又はタンパク質精製にかける。核酸精製及びタンパク質精製の方法
としては、当該技術分野において知られる方法を利用し、市販される精製キット等を利用
することができる。
【００３１】
　本発明においては、上記工程（ｉ）の前に、適宜、
　（ａ）前記試料を均一化処理にかけ、適宜、０℃以下の温度にて凍結、凍結乾燥、又は
アルコール若しくはアルコール溶液で処理する工程；を更に含めることが可能である。こ
れらの処理を含めることにより、同一被験者又は異なる被験者より、異なる時期に採取さ
れた試料を入手し、その後に同時に腺腫・がんの検出にかけることが可能になる。
　工程（ａ）において使用するアルコール、アルコール溶液としては、メタノール、エタ
ノール、１－プロパノール、及び２－プロパノール、並びにこれらの少なくとも１種を含
む溶液を例としてあげることができる。好ましいアルコールとしては、メタノール及びエ
タノールを挙げることができる。アルコール溶液を使用する場合、アルコール濃度として
は、３０％以上、１００未満の濃度のものが好ましい。より具体的には７０％エタノール
を挙げることができる。また、水溶性の有機溶媒も、アルコール、アルコール溶液と同等
の効果を有する限り、本発明において利用することが可能である。
【００３２】
　本発明においては、ゲノムＤＮＡ、ｍＲＮＡ、タンパク質以外にも、ハウスキーピング
遺伝子のｃＤＮＡを検出してもよい。その場合には、前記工程（ｉ）と（ｉｉ）との間に
、
　（ｂ）前記工程（ｉ）で抽出されるＲＮＡ中の、少なくとも一のハウスキーピング遺伝
子由来のものをｃＤＮＡ化する工程；を更に含み、
　前記工程（ｉｉ）において当該ｃＤＮＡを定量することにより、ｃＤＮＡの検出による
腺腫・がんの検出を行うことが可能になる。
　工程（ｂ）においては、当該技術分野に知られる方法及び市販されるキット（RT-PCR用
キット等）を利用することができる。
【００３３】
　以上のようにして抽出された核酸又はタンパク質は、次にその構成配列の定量工程にか
ける。定量対象物質がヌクレオチド配列の場合、例えば当該配列に相補的な配列を当該ヌ
クレオチド配列にハイブリダイズし、当該相補的な配列に予め標識しておいたラベルを高
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感度に検出する方法や、蛍光物質混入によるインターカレーター法により高感度に検出す
る方法、ヌクレオチド配列に相補的な配列を有するプライマーを使ってＰＣＲ法により当
該ヌクレオチド配列を増幅させ、その増幅産物を適宜、ゲルやキャピラリー電気泳動等で
特異的に分離した後、それを検出することにより実施することができる。また、ＲＮＡか
らｃＤＮＡへの変換とＰＣＲを同時に行う1stepRT-PCRや、ＲＮＡからダイレクトにＲＮ
Ａを増幅させるＮＡＳＢＡ法がある。これらは、蛍光・酵素標識されたプローブを用いた
り、制限酵素の段階希釈物を用いたり、電気泳動を行うことで、定量・検出が可能となる
。一方、定量対象物質がタンパク質配列の場合には、例えばそのタンパク質を特異的に認
識する抗体を使った酵素免疫測定法や免疫沈降法、サンドイッチＥＬＩＳＡ法あるいは、
２次元電気泳動、westernblotting法を行うことで実施することができる。
【００３４】
　本発明の腺腫・がん検出方法においては、検出を行おうとしている腺腫・がんの種類に
応じて、体液試料又は排泄物試料を適切に選択する必要がある。たとえば、結腸直腸がん
を検出する場合には糞便を、腎臓がん・膀胱がん・尿道がんを検出する場合には尿を、唾
液腺がんを検出する場合には唾液を、咽喉・気管・肺がんを検出する場合には喀痰や胸水
を、鼻腔がんを検出する場合には鼻水を、涙腺がんを検出する場合には涙液を、胃がんを
検出する場合には胃液を、肝臓がん・胆嚢がん・胆管がんを検出する場合には胆汁を、膵
臓がんを検出する場合には膵液を、汗腺を含む皮膚がんを検出する場合には汗や膿を、脳
腫瘍を検出する場合には脳脊髄液を、心臓腫瘍を検出する場合には心嚢水を、乳がんを検
出する場合には乳を、子宮がんを検出する場合には膣分泌液を、精巣がんを検出する場合
には精液を、腹腔がんを検出する場合には腹水を、胎盤及び胎児のがんを検出する場合に
は羊水を、リンパ節及びリンパ液中のがんを検出する場合にはリンパ液を、血液中のがん
を検出する場合には血液を、それぞれ選択することができる。これらの体液試料又は排泄
物試料は、体内に蓄積されているため、仮に正常細胞が混在したとしても、蓄積中に生じ
ると考えられるアポトーシスにより、早期に死滅すると考えられる。一方、これらの体液
試料又は排泄物試料に蓄積された腺腫中の遺伝子異常細胞や、がん細胞は、アポトーシス
抵抗性であり、正常細胞のようには死滅しにくい。そのため、体細胞を含む貯留体液試料
又は排泄物試料等を使ってハウスキーピング遺伝子の検出を行うことで、腺腫またはがん
細胞を特異的に検出することが可能である。そしてハウスキーピング遺伝子は、その存在
量及び/又は発現量においてがん特異的遺伝子（がん胎児性抗原等）の存在量及び/又は発
現量よりも３倍～１０倍多く発現していると考えられるため、高感度な検出を可能にする
。
【００３５】
　本発明の腺腫・がん検出方法においては、前記ハウスキーピング遺伝子を２種類以上と
し、又は当該ハウスキーピング遺伝子又はその発現産物を構成する配列の量を複数同時に
測定することが好ましい。複数のハウスキーピング遺伝子又はその発現産物を測定対象と
することで、がん化による影響をうけていない遺伝子をより高い確率で検出することが可
能になり、がん細胞由来のハウスキーピング遺伝子検出によるがんや腺腫の検出をより正
確に行うことが可能になる。腺腫は、がんの前段階であることが多く、浸潤、転移能を持
たないものである。腺腫は隆起することが多いため、正常上皮粘膜より剥離が多く、また
、上述したようにアポトーシス抵抗性であることから、ハウスキーピング遺伝子を検出す
ることにより腺腫も検出可能である。
【００３６】
　また、本発明の腺腫又はがんの検出方法では、前記工程（ｉｉ）の後に、さらに、
（ｉｉｉ）抽出された核酸又は蛋白質の中の、少なくとも一の腫瘍遺伝子又はその発現産
物を構成する配列の量を測定して、試料中の当該配列の濃度を算出する工程；及び
（ｉｖ）工程（ｉｉ）において算出されたハウスキーピング遺伝子又はその発現産物を構
成する配列の濃度に基づき、工程（ｉｉｉ）において算出された腫瘍遺伝子又はその発現
産物を構成する配列の濃度を補正する工程；を含んでいてもよい。
【００３７】
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　一般的に、腫瘍遺伝子よりもハウスキーピング遺伝子のほうが、一の細胞に含まれる遺
伝子の発現産物量が多い。これを利用して、ハウスキーピング遺伝子の発現産物量を、検
体の内部標準として用いることにより、腫瘍遺伝子の発現産物量をより定量的かつ正確に
検査することができ、ひいては、該腫瘍遺伝子を用いた腺腫やがんの検出における精度や
感度を向上させることができる。例えば、ある試料において腫瘍遺伝子の発現産物が検出
されなかった場合には、実際に該試料には腫瘍遺伝子の発現産物が含まれていない場合と
、もともと腫瘍遺伝子の発現産物が含まれていたにもかかわらず、試料の調製・保存等の
処理や、検査の操作等に問題があり、結果として腫瘍遺伝子の発現産物が検出できなかっ
た場合とが考えられる。本発明の方法においては、腫瘍遺伝子の発現産物のみならず、ハ
ウスキーピング遺伝子の発現産物も同様に検出するため、例えば、ハウスキーピング遺伝
子の発現産物も検出できなかった場合には、試料の調製等に問題があり、偽陰性の可能性
が高いことが分かる。
【００３８】
　ハウスキーピング遺伝子の発現産物量を内部標準として用いた場合には、上述のように
単にハウスキーピング遺伝子の発現産物量単独の値を用いる以外にも、例えば、ハウスキ
ーピング遺伝子の発現産物量を用いて、腫瘍遺伝子の発現産物量を補正することにより、
腺腫又はがんの検出の感度や精度を向上させることもできる。具体的には、腫瘍遺伝子の
発現産物量をハウスキーピング遺伝子の発現産物量で除することにより、腫瘍遺伝子の発
現産物量を補正することができる。
【００３９】
　また、本発明においては、特に、被験者から採取した糞便を検体試料とし、糞便中に含
まれる腺腫又はがんのマーカー遺伝子を標的遺伝子（検出対象の遺伝子）として検出し、
腺腫又はがんを検査する方法において、生体試料から抽出・精製した核酸検体の品質や量
等を考慮することにより、より信頼性の高い検査結果を得ることができる。
　具体的には、本発明の腺腫又はがんの検査方法は、被験者から採取された糞便から抽出
・精製したＲＮＡ中の標的遺伝子由来ＲＮＡを検出し、その量を測定することにより、該
被験者が腺腫又はがんに罹患しているか否かを検査する方法であって、用いられるＲＮＡ
の品質や量（濃度）をチェックして、該ＲＮＡの信頼性を判断し、該ＲＮＡの信頼性があ
る場合には、検査結果が信頼できると判断し、該ＲＮＡの信頼性がない場合には、検査結
果が信頼できないと判断する方法である。
【００４０】
　本発明及び本願明細書において、「ＲＮＡの信頼性がある」とは、ＲＮＡの品質や量が
、信頼性の高い検査結果を得るために十分であることを意味する。信頼性があるＲＮＡと
は、例えば、ＲＮＡを回収した糞便の質や量、該糞便からのＲＮＡの抽出・精製方法、精
製されたＲＮＡの分解度、又は精製度（塩やタンパク質等の不純物の混入の割合）に、問
題のないＲＮＡであることを意味する。逆に、「ＲＮＡの信頼性がない」とは、ＲＮＡの
品質や量が不十分であり、このＲＮＡを用いて得られた検査結果は信頼性が低いことを意
味する。信頼性がないＲＮＡとは、例えば、当該ＲＮＡを回収した糞便の質や量が不十分
であった可能性、該糞便からのＲＮＡの抽出・精製方法に何らかの誤操作があった可能性
、精製されたＲＮＡの分解が進行している可能性、又は塩やタンパク質等の不純物の混入
が多い可能性が高いＲＮＡであることを意味する。
【００４１】
　なお、本発明において、「遺伝子由来ＲＮＡ」とは、遺伝子のゲノムＤＮＡの全長又は
一部分から転写されたＲＮＡを意味し、該遺伝子のｍＲＮＡであってもよく、該ｍＲＮＡ
の一部分（フラグメント）であってもよい。
　また、本発明において標的遺伝子とは、腺腫又はがんのマーカー遺伝子である。ここで
、「腺腫又はがんのマーカー遺伝子」とは、糞便中の該遺伝子の発現の有無やその発現量
の多寡を解析することにより、被験者が腺腫又はがんに罹患しているか否かを判定するこ
とが可能な遺伝子であれば、特に限定されるものではなく、腺腫やがんの種類等を考慮し
て、適宜決定することができる。本発明における標的遺伝子としては、腺腫マーカー又は
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がんマーカーとして公知の遺伝子を用いることができる。このようなマーカー遺伝子は、
腺腫やがん細胞において特異的に発現する遺伝子や、細胞の腺腫化やがん化に伴い、塩基
の挿入、欠失、置換、重複、逆位、又はスプライシングバリアント（アイソフォーム）等
の変異が生ずる遺伝子等が挙げられる。本発明における標的遺伝子としてはＣＯＸ２（Ｃ
ｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ　２）、ＭＭＰ７（ｍａｔｒｉｘ　ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔ
ｉｄａｓｅ７）、及びＳＮＡＩＬからなる群より選択される遺伝子であることが好ましい
。
【００４２】
　糞便は、他の生体試料と異なり、夾雑物が非常に多く、核酸抽出前の糞便の保存状態に
よっては、核酸の分解等が生じ易い。また、腸内細菌等が大量に存在しており、ヒト由来
細胞の核酸量が非常に微量であるため、他の生体試料に比べて、核酸の抽出・精製が困難
である。また、糞便はヘテロジニアスである、つまり、多種多様な成分が不均一に存在し
ており、腺腫・がん細胞も不均一に存在している。このため、同一の糞便から採取した検
体を用いて検査した場合であっても、採取部位の相違により、検査結果が変動する場合も
ある。
【００４３】
　このように、糞便を検体として用いる場合には、血液等の他の生体試料を用いる場合よ
りも、検査に用いる抽出・精製した核酸検体の質が検査結果に及ぼす影響が大きい。この
ため、正確な検査のためには、抽出・精製した核酸検体の質や量が基準を満たした上で、
標準遺伝子を検出又は定量する必要がある。本発明においては、糞便から抽出・精製した
核酸検体の品質や量を測定し、これらの結果に基づき、得られた標的遺伝子の検出結果が
信頼できるか否かを判断するため、偽陰性・偽陽性等を顕著に低減することができ、信頼
性の高い検査結果を得ることができる。
【００４４】
　例えば、糞便から採取部位が不適当であった場合や、ＲＮＡ抽出前に糞便中の核酸が分
解されてしまった場合、ＲＮＡの抽出・精製操作において何らかの不手際があった場合に
は、糞便から抽出・精製したＲＮＡの総量が少なくなる。また、このようなＲＮＡを用い
て標的遺伝子由来ＲＮＡを検出した場合や、定量した場合には、信頼できる結果が得られ
にくい。例えば、このようなＲＮＡを用いた場合に、標的遺伝子由来ＲＮＡが検出された
としても偽陽性である可能性が高く、逆に標的遺伝子由来ＲＮＡが検出されなかった場合
には偽陰性である可能性がある。
【００４５】
　そこで、糞便から抽出し、溶液として精製されたＲＮＡ（以下、「糞便から抽出・精製
されたＲＮＡ」と記載することがある。）の総量を測定し、この総量が予め定められた所
定の閾値に満たない場合には、得られたＲＮＡは信頼性がない（試料適格性がない）もの
であって、このＲＮＡを用いて得られた標的遺伝子の検出結果（すなわち、検査結果）も
信頼性がない、と判断することができる。逆に、糞便から抽出・精製したＲＮＡの総量が
閾値以上である場合には、得られたＲＮＡは信頼できる（試料適格性がある）ものであっ
て、このＲＮＡを用いて得られた標的遺伝子の検出結果も信頼できる、と判断することが
できる。なお、糞便から抽出・精製したＲＮＡの大部分が、腸内細菌（バクテリア）由来
ＲＮＡであるため、バクテリア由来ＲＮＡを含む抽出・精製したＲＮＡの総量を指標とす
ることにより、ヒト腺腫・がん細胞由来ＲＮＡのみの量を指標とする場合よりも、より精
確かつ簡便に得られたＲＮＡの信頼性（試料適格性）を調べることが可能である。
【００４６】
　糞便から抽出・精製したＲＮＡの総量をＲＮＡの信頼性の指標とする場合の判断基準と
なる閾値は、ＲＮＡを抽出・精製する糞便の量や、ＲＮＡの定量方法等を考慮して、適宜
決定することができる。例えば、糞便０．５ｇからＲＮＡを抽出・精製した場合には、５
μｇ以上であることが好ましく、１００μｇ程度であることがより好ましい。
【００４７】
　また、糞便から抽出・精製されたＲＮＡの総量に換えて、ＲＮＡ溶液のＲＮＡの濃度を
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ＲＮＡの信頼性の指標とすることもできる。この場合の判断基準となる閾値は、ＲＮＡを
抽出・精製する糞便の量や、ＲＮＡの定量方法等を考慮して、適宜決定することができる
。例えば、糞便０．５ｇからＲＮＡを抽出・精製した場合には、１０ｎｇ／μＬ以上であ
ることが好ましく、１００ｎｇ／μＬ程度であることがより好ましい。すなわち、ＲＮＡ
の総量を指標とした場合と同様に、糞便から抽出したＲＮＡ溶液のＲＮＡの濃度が１０ｎ
ｇ／μＬ未満である場合には、得られたＲＮＡは信頼性がないものであって、このＲＮＡ
を用いて得られた標的遺伝子の検出結果（すなわち、検査結果）も信頼性がない、と判断
することができる。逆に、糞便から抽出・精製したＲＮＡの総量が閾値以上である場合に
は、得られたＲＮＡは信頼できるものであって、このＲＮＡを用いて得られた標的遺伝子
の検出結果も信頼できる、と判断することができる。
【００４８】
　糞便から抽出・精製したＲＮＡの品質は、一般的に核酸試料の品質の指標として用いら
れるものであれば、特に限定されるものではないが、本発明においては、精製度や分解度
を指標とすることが好ましい。なお、本発明において、ＲＮＡの精製度とは、抽出・精製
されたＲＮＡ中の不純物（ＲＮＡ以外の物質）の割合を意味する。また、ＲＮＡの分解度
とは、抽出・精製されたＲＮＡが核酸分解酵素等により分解された割合を意味する。ＲＮ
Ａの精製度が高いほど、また、ＲＮＡの分解度が低いほど、該ＲＮＡの質は高い。
【００４９】
　例えば、糞便からのＲＮＡの抽出・精製操作において何らかの不手際があった場合には
、糞便内の不純物が抽出物・生成物であるＲＮＡ中に大量に残ってしまうことがある。こ
のような不純物は、標的遺伝子由来ＲＮＡの検出やその量の定量において阻害的に働く場
合が多く、このため、精製度の低いＲＮＡを用いて標的遺伝子由来ＲＮＡを検出・定量し
た場合には、信頼できる結果が得られにくい。実際に、ＲＮＡ中の不純物により、標的遺
伝子由来ＲＮＡ検出のためのＰＣＲ増幅の阻害が起こることが知られている。そこで、糞
便から抽出・精製したＲＮＡの精製度を測定し、この精製度が予め定められた所定の範囲
内にない場合には、得られたＲＮＡは信頼性がないものであって、このＲＮＡを用いて得
られた標的遺伝子の検出結果も信頼性がない、と判断することができる。逆に、糞便から
抽出・精製したＲＮＡの精製度が該範囲内である場合には、得られたＲＮＡは信頼できる
ものであって、このＲＮＡを用いて得られた標的遺伝子の検出結果も信頼できる、と判断
することができる。
【００５０】
　ＲＮＡの精製度の測定は、一般的に核酸試料の精製度（純度）を測定する場合に用いら
れる公知の手法の中から、適宜選択して行うことができる。本発明においては、ＵＶを用
いてＲＮＡの吸光度を測定し、２６０ｎｍにおける吸光度を２３０ｎｍにおける吸光度で
除した値（２６０／２３０ｎｍ吸光度比）や２６０ｎｍにおける吸光度を２８０ｎｍにお
ける吸光度で除した値（２６０／２８０ｎｍ吸光度比）を、精製度の指標とすることが好
ましい。２６０／２３０ｎｍ吸光度比からＲＮＡと塩類との濃度比がわかる。一方、２６
０／２８０ｎｍ吸光度比からＲＮＡとタンパク質等との濃度比がわかるため、これらによ
りＲＮＡの精製度を知ることができる。これらの吸光度比のいずれかを用いてもよく、両
方を用いてもよい。
【００５１】
　具体的には、２６０／２３０ｎｍ吸光度比が１．０未満又は２．５超である場合には、
塩類の含有割合が高く、精製度が不十分であり、得られたＲＮＡは信頼性がないと判断す
ることができる。逆に、２６０／２３０ｎｍ吸光度比が１．０～２．５である場合、好ま
しくは１．７～２．１である場合には、精製度が十分であり、得られたＲＮＡは信頼でき
ると判断することができる。一方、２６０／２８０ｎｍ吸光度比が１．０未満又は２．５
超である場合には、タンパク質の混入等があり、精製度が不十分であると考えられ、得ら
れたＲＮＡは信頼性がないと判断することができる。逆に、２６０／２８０ｎｍ吸光度比
が１．０～２．５である場合、好ましくは１．７～２．１である場合には、精製度が十分
であり、得られたＲＮＡは信頼できると判断することができる。
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【００５２】
　また、ＲＮＡの分解度が高い、すなわち、分解や断片化が多く生じているＲＮＡにおい
ては、標的遺伝子由来ＲＮＡも分解・断片化等されている可能性が高く、このようなＲＮ
Ａを用いて標的遺伝子由来ＲＮＡを検出・定量した場合には、信頼できる結果が得られに
くい。そこで、糞便から抽出・精製したＲＮＡの分解度を測定し、この分解度が予め定め
られた所定の範囲内にない場合には、得られたＲＮＡは信頼性がないものであって、この
ＲＮＡを用いて得られた標的遺伝子の検出結果も信頼性できない、と判断することができ
る。逆に、糞便から抽出・精製したＲＮＡの分解度が該範囲内である場合には、得られた
ＲＮＡは信頼できるものであって、このＲＮＡを用いて得られた標的遺伝子の検出結果も
信頼できる、と判断することができる。
　ＲＮＡの分解度の測定は、一般的に核酸の分解・断片化を測定する場合に用いられる公
知の手法の中から、適宜選択して行うことができる。例えば、ＲＮＡの電気泳動によるサ
イズ分離測定を行うと、それぞれのサイズごとの核酸量がわかるため、ＲＮＡの分解度を
測定することができる。
【００５３】
　本発明においては、抽出・精製したＲＮＡ中に占める割合が比較的大きいバクテリア由
来ＲＮＡ、特にバクテリアのリボソーマルＲＮＡである２３Ｓ　ｒＲＮＡ・１６Ｓ　ｒＲ
ＮＡサブユニットを指標とし、ＲＮＡの分解度を測定することが有効である。例えば、分
解の起こっていないｔｏｔａｌＲＮＡでは、２本のリボソーマルＲＮＡ（糞便中の多くの
比率をしめるバクテリア由来の２３Ｓ　ｒＲＮＡと１６Ｓ　ｒＲＮＡ）のはっきりとした
バンドが、およそ２：１の割合でみられる。これに対して、分解・断片化が起こっている
ｔｏｔａｌＲＮＡでは、リボソーマルＲＮＡの各サブユニットのバンドが拡散し、バンド
が明瞭でなくなり、低分子サイズでスメア状に検出される。このような分解の起こった検
体は、後に増幅・検出を行っても正常に増幅されず、偽陰性をまねく結果となることが多
い。このため、検査に使用する検体は、バンドが明瞭で分解・断片化の少ないものが望ま
しい。
【００５４】
　具体的には、２３ＳリボソーマルＲＮＡのフラグメント量を１６ＳリボソーマルＲＮＡ
のフラグメント量で除した値（２３Ｓ　ｒＲＮＡ／１６Ｓ　ｒＲＮＡ比）が１．６～２．
５である場合、好ましくは１．８～２．０である場合には、分解度が十分に低く、得られ
たＲＮＡは信頼できると判断することができる。逆に、２３Ｓ　ｒＲＮＡ／１６Ｓ　ｒＲ
ＮＡ比が１．６未満又は２．５超である場合には、分解度が高く、得られたＲＮＡは信頼
性がないと判断することができる。
【００５５】
　ＲＮＡの電気泳動に用いることのできるアジレントテクノロジー社の電気泳動装置「バ
イオアナライザ」は、分子生物学分野では広く用いられている自動キャピラリーゲル電気
泳動装置の１つである（例えば、“A microfluidic system for highspeed reproducible
 DNA sizing and quantitation”、Electrophoresis、２００年、第２１巻第１号、第１
２８～１３４ページ参照。）。これは、核酸のサイズごとの定量結果が測定終了後に自動
表示されるため、リボソーマルＲＮＡ比である２８Ｓ　ｒＲＮＡ／１８Ｓ　ｒＲＮＡ比（
２８ＳリボソーマルＲＮＡのフラグメント量を１８ＳリボソーマルＲＮＡのフラグメント
量で除した値）、２３Ｓ　ｒＲＮＡ／１６Ｓ　ｒＲＮＡ比や、その他のバンドの値がわか
り、リボソーマルＲＮＡの分解・断片化の割合から目的ＲＮＡの分解度・精製度を推測す
ることができる。この装置のアルゴリズムの１つであるＲＩＮ（ＲＮＡ　Ｉｎｔｅｇｒｉ
ｔｙ　Ｎｕｍｂｅｒ）値は、核酸の分解度の指標の１つとして一般的に用いられている。
このＲＩＮ値（範囲：１～１０）を用いた場合、ＲＩＮ値が高い（＝１０）と分解度が少
なく、ＲＩＮ値が低い（＝１）と分解度が高いといえる。糞便検体由来のＲＮＡは共雑物
が多く、また分解しやすく、共雑物の割合や、分解度によってはその後の核酸増幅反応に
大きく影響を及ぼすことがある。そのため、このＲＩＮ値を指標にＲＮＡの品質を確認す
るのは有効な手段の１つである。
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　糞便検体由来のＲＮＡの品質が良好となるＲＩＮ値を求めると、ＲＩＮ値の範囲は１０
～４であった。ＲＩＮ値が１～２であるＲＮＡでは、その後の核酸増幅反応等の核酸検出
反応がうまくいかず、このため、品質が悪く、得られたＲＮＡは信頼性がないものであっ
た。このため、糞便検体由来ＲＮＡの品質確認については、ＲＩＮ値の閾値は３と設定す
るのが良い。
【００５６】
　その他、糞便から抽出・精製したＲＮＡの品質チェックにおいて、標準遺伝子由来ＲＮ
Ａの含有量を指標とすることもできる。ＲＮＡ中の標準遺伝子由来ＲＮＡの量が、予め定
められた所定の閾値以上である場合には、糞便の採取・保存や、糞便からのＲＮＡの抽出
・精製操作が適切に行われており、得られたＲＮＡは信頼できるものであって、このＲＮ
Ａを用いて得られた標的遺伝子の検出結果も信頼できる、と判断することができる。逆に
、ＲＮＡ中の標準遺伝子由来ＲＮＡの量が、予め定められた所定の閾値に満たない場合に
は、得られたＲＮＡは信頼性がないものであって、このＲＮＡを用いて得られた標的遺伝
子の検出結果も信頼性がない、と判断することができる。
【００５７】
　標準遺伝子としては、該遺伝子由来ＲＮＡが糞便から抽出・精製されるＲＮＡに含まれ
ていることが期待できる遺伝子であれば特に限定されるものではないが、ヒト遺伝子であ
ることが好ましい。標準遺伝子としてヒト遺伝子を用いることにより、検査に用いた糞便
中にヒト由来細胞が存在していたことを確認することができる。また、ＲＮＡ中に微量に
しか存在していないヒト遺伝子由来ＲＮＡが検出可能であるということは、該ＲＮＡの品
質が非常に良好であることを示しているため、標的遺伝子の検出結果の信頼性をより高め
ることができる。
【００５８】
　本発明においては、標準遺伝子として、ハウスキーピング遺伝子又は上皮細胞特異的遺
伝子であることが好ましい。該ハウスキーピング遺伝子としては、前記で挙げられた遺伝
子を用いることができる。一方、本発明において、上皮細胞特異的遺伝子とは、上皮細胞
に特異的に発現している遺伝子を意味する。なお、「上皮細胞に特異的に発現している」
とは、上皮細胞以外の細胞で全く発現していないことまでも要求するものではなく、上皮
細胞において他の細胞よりも顕著に発現量が高いものであってもよい。このような上皮細
胞特異的遺伝子として、癌胎児抗原遺伝子、細胞接着因子遺伝子、ムチン遺伝子、及びサ
イトケラチン遺伝子等が挙げられる。癌胎児抗原遺伝子としてはｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒ
ｙｏｎｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ(ＣＥＡ)、細胞接着因子遺伝子としてはｅｐｉｔｈｅｌｉａ
ｌ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ（ＥｐＣＡＭ)、ムチン遺伝子とし
てはｍｕｔｉｎ２（ＭＵＣ２）、ｍｕｔｉｎ３（ＭＵＣ３）、ｍｕｔｉｎ４（ＭＵＣ４）
サイトケラチン遺伝子としてはｋｅｒａｔｉｎ　７（ＣＫ７）、ｋｅｒａｔｉｎ　１９（
ＣＫ１９）、ｋｅｒａｔｉｎ　２０（ＣＫ２０）等が挙げられる。本発明においては、標
準遺伝子として、グリセルアルデヒド3リン酸デヒドロゲナーゼ(GAPDH：glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase)、18S リボソームRNA、28S リボソームRNA、βアクチン、β
2ミクログロブリン、ヒポキサンチンホスホリボシル・トランスフェラーゼ１、リボソー
ム蛋白質ラージP0、ペプチジルプロピル・イソメラーゼA(シクロスポリンA)、チトクロー
ムC、ホスホグリセレート・キナーゼ１、β-グルクロニダーゼ、TATAボックス結合因子、
トランスフェリン受容体、HLA-A0201重鎖、リボソームタンパク質L19、αチューブリン、
βチューブリン、γチューブリン、ATPシンセターゼ、翻訳伸長因子１ガンマ(EEF1G：euk
aryotic translation elongation factor 1 gamma)、コハク酸デヒドロゲナーゼ複合体(S
DHA：succinate dehydrogenase complex)、アミノレブリン酸シンターゼ１(ALAS：aminol
evulinic acid synthase 1)、ADP-リボシル化因子６（ADP-ribosylation factor 6）、エ
ンドヌクレアーゼＧ(ENDOG：endonuclease G)、ペルオキシソーム形成因子(PEX：peroxis
omal biogenesis factor)、ＣＥＡ（Ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ａｎｔｉｇｅ
ｎ）、ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ（ＥｐＣ
ＡＭ)、ｍｕｔｉｎ２（ＭＵＣ２)、ｍｕｔｉｎ３(ＭＵＣ３)、ｍｕｔｉｎ４(ＭＵＣ４)、
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ｋｅｒａｔｉｎ　７(ＣＫ７)、ｋｅｒａｔｉｎ　１９(ＣＫ１９)、及びｋｅｒａｔｉｎ　
２０(ＣＫ２０)からなる群より選択される遺伝子を用いることが好ましく、β２ミクログ
ロブリン、グリセルアルデヒド３リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）、又はＣＥＡを
用いることがより好ましい。糞便から良好かつ安定的に検出し得る遺伝子であるためであ
る。
【００５９】
　例えば、ヒト由来の標準遺伝子由来ＲＮＡは、標的遺伝子由来ＲＮＡとともに増幅する
ことによって、高感度に検出することが可能となる。また、ハウスキーピング遺伝子や上
皮細胞特異的遺伝子は、一般的にいつでも発現が一定にみられる遺伝子であるため、標準
遺伝子としてこれらの遺伝子を用いた場合には、標準遺伝子由来ＲＮＡの検出の有無を、
検査工程の指標とすることができる。特に、標的遺伝子由来ＲＮＡと標準遺伝子由来ＲＮ
Ａの両方を、ＰＣＲを利用して検出する場合には、マルチプレックスＰＣＲを行うことも
好ましい。
【００６０】
　具体的には、本発明の腺腫又はがんの検査方法は、腺腫又はがんのマーカー遺伝子（標
的遺伝子）を用いて腺腫又はがんを検査する方法であって、下記工程を有することを特徴
とする。但し、工程（Ｂ）（Ｃ）（Ｄ）（Ｅ）は、工程（Ｄ）（Ｅ）（Ｂ）（Ｃ）、工程
（Ｂ）（Ｄ）（Ｃ）（Ｅ）、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｅ）（Ｃ）、工程（Ｄ）（Ｂ）（Ｅ）（
Ｃ）、又は工程（Ｄ）（Ｂ）（Ｃ）（Ｅ）の順に行ってもよい。
（Ａ）被験者から採取した糞便中に含まれるＲＮＡを抽出し、ＲＮＡ溶液として精製する
工程。
（Ｂ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測定
する工程。
（Ｃ）前記工程（Ｂ）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定された閾
値とを比較し、前記被験者が腺腫又はがんに罹患しているか否かを判定する工程。
（Ｄ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、精製度、分解度、濃度
、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１以上を測定する工程。
（Ｅ）前記工程（Ｄ）において得られた値に基づき、前記工程（Ａ）において得られたＲ
ＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程。
（Ｆ）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記工
程（Ｃ）における判定が信頼できると判断し、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場合
には、前記工程（Ｃ）における判定が信頼できないと判断する工程。
　以下、工程ごとに説明する。
【００６１】
　まず、工程（Ａ）として、被験者から採取した糞便中に含まれるＲＮＡを抽出し、ＲＮ
Ａ溶液として精製する。糞便からのＲＮＡの抽出・精製方法は、特に限定されるものでは
なく、当該技術分野において公知のいずれの方法を用いてもよく、市販されている精製キ
ット等を利用することもできる。なお、次の工程に移る前に、予め、工程（Ａ）において
得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡ（以下、単に「工程（Ａ）において得られたＲＮＡ」とい
うことがある。）の濃度を測定してもよい。ＲＮＡの濃度の測定方法は、特に限定される
ものではなく、吸光度測定法等の当該技術分野において公知のいずれの方法を用いてもよ
い。
【００６２】
　工程（Ｂ）として、工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡ
の量を測定する。工程（Ｂ）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定方法は、
特に限定されるものではなく、一般的に特定の核酸量を測定する場合に用いられる公知の
手法の中から、適宜選択して行うことができる。なお、本発明において、ＲＮＡの量を測
定するとは、厳密な定量を意味するものではなく、半定量的なものであってもよく、所定
の閾値等との定量的な比較が可能な程度に測定できるものであってもよい。例えば、当該
技術分野において公知の手法により標的遺伝子由来ＲＮＡを検出し、得られた検出結果か
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ら、濃度既知の対照試料の検出結果から作成された検量線に基づき算出することができる
。標的遺伝子由来ＲＮＡの検出方法は、特に限定されるものではなく、当該技術分野にお
いて公知のいずれの方法を用いてもよい。例えば、標的遺伝子由来ＲＮＡとハイブリダイ
ズし得るプローブを用いたハイブリダイゼーション法により検出してもよく、標的遺伝子
由来ＲＮＡとハイブリダイズし得るプライマーとポリメラーゼとを用いた核酸増幅反応を
利用した方法により検出してもよい。その他、市販されている検出用キット等を利用する
こともできる。
【００６３】
　標的遺伝子由来ＲＮＡの量は微量であるため、核酸増幅反応を利用した方法により測定
することが好ましい。例えば、工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの全量
又は一部に対して、逆転写反応（ＲＴ－ＰＣＲ：Ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ａｓｅ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）を行うことによりｃＤ
ＮＡを合成した後、得られたｃＤＮＡを鋳型として核酸増幅をすることにより、標的遺伝
子由来ＲＮＡを検出し、その量を測定することができる。また、該核酸増幅として、リア
ルタイムＰＣＲ等の半定量的ＰＣＲを行うことにより、標的遺伝子由来ＲＮＡの検出と同
時にその定量を簡便に行うことができる。
【００６４】
　また、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液をノーマライズ（予め定められた所
定の濃度に調整する）した後に、標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を行ってもよい。例え
ば、工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液をノーマライズした後に逆転写反応を行い、
得られたｃＤＮＡを鋳型として、ＰＣＲやリアルタイムＰＣＲ等の核酸増幅をすることが
できる。ノーマライズする濃度は、標的遺伝子由来ＲＮＡの検出操作等を考慮して、適宜
決定することができる。
【００６５】
　工程（Ｂ）の後、工程（Ｃ）として、工程（Ｂ）において得られた標的遺伝子由来ＲＮ
Ａの量と、予め設定された閾値とを比較し、前記被験者が腺腫又はがんに罹患しているか
否かを判定する。例えば、標的遺伝子が腺腫化・がん化に伴い発現量が増大する遺伝子で
ある場合には、工程（Ｂ）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量が、予め設定され
た閾値よりも多い場合には前記被験者が腺腫又はがんに罹患していると判定し、当該閾値
よりも少ない場合には前記被験者は腺腫又はがんに罹患していないと判定することができ
る。逆に、標的遺伝子が腺腫化・がん化に伴い発現量が減少する遺伝子である場合には、
工程（Ｂ）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量が、当該閾値よりも少ない場合に
は前記被験者が腺腫又はがんに罹患していると判定し、当該閾値よりも多い場合には前記
被験者は腺腫又はがんに罹患していないと判定することができる。なお、該閾値は、当業
者であれば、標的遺伝子の種類、検出方法の種類等を考慮して、また必要な予備検査等を
行うことにより、適宜設定することができる。例えば、腺腫やがんに罹患していない健常
者から採取された糞便中の標的遺伝子量と、腺腫やがんに罹患していることが判明してい
る被験者から採取された糞便中の標的遺伝子量とを比較することにより、適当な閾値を予
め設定することができる。
【００６６】
　また、工程（Ｄ）において、工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性を判断する指
標となる値を測定し、工程（Ｅ）において、当該ＲＮＡの試料適格性を判断する。具体的
には、工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、精製度、分解度、濃度、及
び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１以上を測定し、これらの値に基
づき、当該ＲＮＡが信頼できるか否かを判断する。これらの値のうちの複数を測定して、
複数の指標を用いることにより、工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性の判断をよ
り厳密に行うことができる。なお、ＲＮＡの精製度、分解度、濃度、及び標準遺伝子由来
ＲＮＡの量の測定及び信頼性の判断は、前述の通りに行うことができる。
【００６７】
　最終的に、工程（Ｆ）として、工程（Ｅ）において、標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定
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に用いたＲＮＡは、信頼性があると判断した場合には、工程（Ｃ）における判定が信頼で
きると判断し、逆に、当該ＲＮＡの信頼性がないと判断した場合には、工程（Ｃ）におけ
る判定が信頼できないと判断することにより、信頼性の高い検査結果を得ることができる
。
【００６８】
　なお、工程（Ｂ）及び（Ｃ）における標的遺伝子由来ＲＮＡの検出と、工程（Ｄ）及び
（Ｅ）におけるＲＮＡの信頼性を判断する指標となる値の測定とは、どちらを先に行って
もよい。すなわち、工程（Ｂ）、（Ｃ）、（Ｄ）、及び（Ｅ）は、工程（Ｃ）の前に工程
（Ｂ）が行われており、かつ工程（Ｅ）の前に工程（Ｄ）が行われている限り、どのよう
な順番で行ってもよい。具体的には、工程（Ｂ）（Ｃ）（Ｄ）（Ｅ）は、工程（Ｄ）（Ｅ
）（Ｂ）（Ｃ）、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｃ）（Ｅ）、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｅ）（Ｃ）、工程
（Ｄ）（Ｂ）（Ｅ）（Ｃ）、又は工程（Ｄ）（Ｂ）（Ｃ）（Ｅ）の順に行ってもよい。
【００６９】
　また、工程（Ｂ）又は（Ｃ）の前に工程（Ｅ）を行った場合であって、工程（Ａ）にお
いて得られたＲＮＡの信頼性がないと判断した場合には、その後に工程（Ｂ）又は（Ｃ）
を行うことなく検査を終了することができる。また、このように、該ＲＮＡの信頼性がな
いと判断した場合には、必要に応じて再検査等を行ってもよい。
【００７０】
　図８～１０は、それぞれ、標的遺伝子が腺腫化・がん化に伴い発現量が増大する遺伝子
である場合の、本発明の腺腫又はがんの検査方法の一態様を示したフローチャートである
。なお、本発明が、これらの態様に限定されるものではないことは、言うまでもない。
【００７１】
　図８は、標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測定し、腺腫又はがんの罹患の有無を判定した後
に、ＲＮＡの信頼性を判定する方法である。まず、被験者から採取された糞便（糞便検体
）からＲＮＡを抽出し、溶液として精製する（工程（Ａ））。得られたＲＮＡ中の標的遺
伝子由来ＲＮＡの量を測定し（工程（Ｂ））、得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予
め設定された閾値とを比較し、標的遺伝子由来ＲＮＡの量が、予め設定された閾値よりも
多い場合（フローチャート中、「標的遺伝子が閾値以上」）には前記被験者が腺腫又はが
んに罹患している（フローチャート中、「検査陽性」）と判定し、当該閾値よりも少ない
場合（フローチャート中、「標的遺伝子が閾値未満」）には前記被験者は腺腫又はがんに
罹患していない（フローチャート中、「検査陰性」）と判定する（工程（Ｃ））。その後
、当該ＲＮＡの濃度（量）、品質（精製度や分解度）等を測定し（工程（Ｄ）、フローチ
ャート中、「核酸量・核酸品質測定」）、工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性を
判断する（工程（Ｅ））。測定されたＲＮＡの濃度が、予め定められた閾値未満である場
合（フローチャート中、「核酸量一定量未満」）や、測定されたＲＮＡの精製度や分解度
が、予め定められた範囲から外れる場合（フローチャート中、「核酸品質基準値未満」）
には、該ＲＮＡの信頼性がないと判断し、前記の検査陽性・陰性の結果は信頼できない、
と判断する（工程（Ｆ））。一方、測定されたＲＮＡの濃度が、予め定められた閾値以上
である場合（フローチャート中、「核酸量一定量以上」）や、測定されたＲＮＡの精製度
や分解度が、予め定められた範囲内である場合（フローチャート中、「核酸品質基準値以
上」）には、該ＲＮＡは信頼性があると判断し、前記の検査陽性・陰性の結果は信頼でき
る、と判断する（工程（Ｆ））。ＲＮＡの品質チェックにおいて、当該ＲＮＡ中の標準遺
伝子量を測定し（工程（Ｄ）、フローチャート中、「標準遺伝子測定結果」）、予め設定
された閾値と比較して、標準遺伝子由来ＲＮＡの量が、当該閾値よりも多い場合（フロー
チャート中、「標準遺伝子量が閾値（基準値）以上」）には、前記の検査陽性・陰性の結
果は信頼できる、と判断し、当該閾値よりも少ない場合（フローチャート中、「標準遺伝
子量が閾値（基準値）未満」）には、前記の検査陽性・陰性の結果は信頼できない、と判
断することもできる（工程（Ｆ））。
【００７２】
　図９は、標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測定する前に、ＲＮＡの信頼性を判定する方法で
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ある。フローチャート中の記載は、図８と同様である。まず、被験者から採取された糞便
（糞便検体）からＲＮＡを抽出し、溶液として精製する（工程（Ａ））。その後、当該Ｒ
ＮＡの濃度（量）、品質（精製度や分解度）等を測定し（工程（Ｄ））、工程（Ａ）にお
いて得られたＲＮＡの信頼性を判断する（工程（Ｅ））。つまり、測定されたＲＮＡの濃
度が、予め定められた閾値未満である場合や、測定されたＲＮＡの精製度や分解度が、予
め定められた範囲から外れる場合には、該ＲＮＡの信頼性がないと判断し、以降の工程は
行わず、再検査を行うか、又は検査を終了する。一方、測定されたＲＮＡの濃度が、予め
定められた閾値以上である場合や、測定されたＲＮＡの精製度や分解度が、予め定められ
た範囲内である場合には、該ＲＮＡは信頼性があると判断し、検査を続行する。そして、
該ＲＮＡ中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測定し（工程（Ｂ））、得られた標的遺伝子由
来ＲＮＡの量と、予め設定された閾値とを比較し、標的遺伝子由来ＲＮＡの量が、予め設
定された閾値よりも多い場合には前記被験者が腺腫又はがんに罹患していると判定し、当
該閾値よりも少ない場合には前記被験者は腺腫又はがんに罹患していないと判定し（工程
（Ｃ））、かつ、これらの判定結果は信頼性が高いと判断する（工程（Ｆ））。
【００７３】
　図１０は、標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定及びＲＮＡの量・品質の指標となる測定を
行った後に、判定を行う方法である。フローチャート中の記載は、図８と同様である。ま
ず、被験者から採取された糞便（糞便検体）からＲＮＡを抽出し、溶液として精製する（
工程（Ａ））。得られたＲＮＡ中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測定した後（工程（Ｂ）
）、さらに、このＲＮＡの濃度（量）、品質（精製度や分解度）等を測定し（工程（Ｄ）
）、当該ＲＮＡの信頼性を判断する（工程（Ｅ））。測定されたＲＮＡの濃度が、予め定
められた閾値未満である場合や、測定されたＲＮＡの精製度や分解度が、予め定められた
範囲から外れる場合には、該ＲＮＡの信頼性がないと判断し、標的遺伝子由来ＲＮＡの検
査結果の判定等の以後の工程は行わず、再検査を行うか、又は検査を終了する。一方、測
定されたＲＮＡの濃度が、予め定められた閾値以上である場合や、測定されたＲＮＡの精
製度や分解度が、予め定められた範囲内である場合には、該ＲＮＡは信頼性があると判断
し、検査を続行する。そして、測定された標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定された
閾値とを比較し、標的遺伝子由来ＲＮＡの量が、当該閾値よりも多い場合には検査陽性と
判定し、当該閾値よりも少ない場合には検査陰性と判定し（工程（Ｃ））、かつ、これら
の判定結果は信頼性が高いと判断する（工程（Ｆ））。
【００７４】
　本発明においては、被験者の腺腫又はがんの罹患の有無の判定（検査陽性か検査陰性か
の判定）を、標的遺伝子由来ＲＮＡ量と標準遺伝子由来ＲＮＡ量の比率を基準として判定
することもできる。すなわち、工程（Ａ）において抽出・精製されたＲＮＡ中の標的遺伝
子由来ＲＮＡの量を、当該ＲＮＡ中の標準遺伝子由来ＲＮＡの量で除した値を基準値とし
、この基準値が予め設定された閾値よりも大きい場合には前記被験者が腺腫又はがんに罹
患していると判定し、予め設定された閾値よりも小さい場合には前記被験者は腺腫又はが
んに罹患していないと判定する。このように、標的遺伝子由来ＲＮＡ量と標準遺伝子由来
ＲＮＡ量の比率を基準とすることにより、標的遺伝子由来ＲＮＡ量のみを基準とする場合
よりも、腺腫又はがんを、より高精度に検出することができる。
【００７５】
　このように、本発明の腺腫又はがんの検査方法は、検査工程の指標、特に糞便から回収
されたＲＮＡの信頼性に関する指標を組み合わせているため、腺腫又はがんの検査を高精
度に行うことができる。また、従来は、核酸試料の質や量の低下による偽陽性・偽陰性が
生じた場合、検査過程のどの部分が不適当であったかを知ることは容易ではなく、再検査
になったときには、しばしば初めからやり直すことになり、時間・労力・コストがかかり
、また手順が煩雑であった。これに対して、本発明の腺腫又はがんの検査方法は、検査工
程の妥当性の確認が、検査途中の段階で不足なく可能であり、再検査の要否の判断等を簡
便かつ低コストで行うことが可能である。
【００７６】
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　次に実施例を示して本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定さ
れるものではない。
【実施例１】
【００７７】
（方法）
　健常人から糞便を１５ｍｌチューブ（FALCON社製）に６ｇ採取し、均一に混合した後、
１ｇずつの６つの試料に分けた。そのうちの１つは後の解析用に－２０℃で凍結し、その
まま－２０℃で保存した。残りの５つの試料は、サンプリング直後に、１つはそのまま、
残り４つには大腸がんの細胞株CCK-81を１ｍｌ加え、更にそれぞれにＰＢＳを５ｍｌ加え
た。これをホモジナイザーで混合して、均一化させた。均一化された試料を４０００×ｇ
で１０分間遠心し、その上清をとり、QIAGEN社製のＲＮｅａｓｙキットを用いてＲＮＡを
抽出した。このＲＮＡの一部を用いて、Rnaseフリー水２１．５μｌ、２×Taqman Univer
sal PCR Master Mix　２５μｌ；ＣＥＡ、ＧＡＰＤＨ、１８ＳｒＲＮＡについての各プラ
イマー・プローブセットをそれぞれ２．５μｌ（以上、アプライドバイオシステムズ社製
）を０．２ｍｌのＰＣＲ用チューブにいれて混合した。ここで使用したプローブは、その
末端の一方に蛍光物質がついており、もう一方側には消光物質がついているレポータープ
ローブである。この混合物を、95℃/20”―（95℃/3”―60℃/30”）×40の温度条件で、
7500Fastシステム（アプライドバイオシステムズ社製）を用いて、リアルタイムに蛍光強
度を測定しながら核酸増幅した。コピー数を計算する標準物質として、ＧＡＰＤＨ、ＣＥ
Ａ、１８ＳｒＲＮＡのｃＤＮＡが入ったプラスミドを使用し、同時に増幅した。
【００７８】
（結果）
　核酸増幅のシグナルが得られた。患者サンプル（がん細胞株を含むサンプル）と健常人
サンプル（がん細胞株を含まないサンプル）の蛍光強度の結果をまとめたものを図１に示
す。この図で、サンプルＮｏ．１は健常人の便で、Ｎｏ．２から５までは健常人の便に大
腸がんの細胞株CCK-81を加えたものである。１８ＳｒＲＮＡのデータを中抜きの丸、ＧＡ
ＰＤＨのデータを黒丸、ＣＥＡのデータを中抜きの四角で示している。
　健常人の便のみ１ｇの場合には、１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨ、ＣＥＡのハウスキーピ
ング遺伝子の何れとも検出値が相対値５以下と小さく、一方、がん細胞株を含むサンプル
では検出値が１０以上となったため、閾値を相対値１０付近で設定することができた。１
８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨは、ＣＥＡよりも良好に検出できた（例えばサンプルＮｏ．５
ではＣＥＡより１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨの検出値が高いことがわかる）。このことか
ら、これらのハウスキーピング遺伝子を用いると、閾値１０ｐｇ／μｌ・total RNA以上
を陽性、当該閾値以下は陰性と判定することができた。これにより、健常人ではハウスキ
ーピング遺伝子を発生させる少量の正常細胞の存在があることがわかり、一方がん細胞株
ではハウスキーピング遺伝子を発生させる多量のがん細胞が存在することが実証された。
　判定の結果、サンプルＮｏ．１は、１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨ、ＣＥＡが閾値の１０
以下であったため、正常と判定され、サンプルＮｏ．２－５は少なくとも1つが閾値の１
０以上であり、正常サンプルＮｏ．１の２倍以上だったため、がんである可能性があると
判定された。
【実施例２】
【００７９】
　健常人１名および大腸がん患者４名（ステージI－IV）から、糞便を１５ｍｌチューブ
（FALCON社製）に各１ｇずつ採取した。検体試料は、サンプリング直後に、－８０℃で凍
結した後、酸性フェーノール・グアニジン・クロロホルム溶液を加え、これをホモジナイ
ザーで混合して、均一化させた。均一化された試料を４０００×ｇで１０分間遠心し、そ
の上清をとり、QIAGEN社製のＲＮｅａｓｙキットを用いてＲＮＡを抽出した。このＲＮＡ
の一部を用いて、RNaseフリー水２１．５μｌ、２×Taqman Universal PCR Master Mix　
２５μｌ、ＣＥＡ、ＧＡＰＤＨ、１８ＳｒＲＮＡの各プライマー・プローブセット（以上
、アプライドバイオシステムズ社製）２．５μｌを０．２ｍｌのＰＣＲ用チューブにいれ
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て混合した。ここで使用したプローブは、その末端の一方に蛍光物質がついており、もう
一方側には消光物質がついているレポータープローブである。この混合物を、95℃/20”
―（95℃/3”―60℃/30”）×40の温度条件で、7500Fastシステム（アプライドバイオシ
ステムズ社製）を用いて、リアルタイムに蛍光強度を測定しながら核酸増幅した。コピー
数を計算する標準物質として、ＧＡＰＤＨ、ＣＥＡ、１８ＳｒＲＮＡのｃＤＮＡが入った
プラスミドコントロールを使用し、同時に増幅した。
【００８０】
（結果）
　核酸増幅のシグナルが得られた。健常人サンプルと大腸がん患者サンプルの蛍光強度の
相対値の結果をまとめたものを図２に示す。この図で、一番左が健常人サンプル（図中「
正常」）、残りが各ステージの大腸がん患者サンプルである。１８ＳｒＲＮＡのデータを
中抜きの丸、ＧＡＰＤＨのデータを黒丸、ＣＥＡのデータを中抜きの四角で示している。
ＣＥＡは大腸がんマーカーとして、１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨはハウスキーピング遺伝
子として一般に使用されるものである。
　健常人サンプルの場合には、１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨのハウスキーピング遺伝子の
何れとも検出値が相対値３以下と小さく、一方、大腸がん患者サンプルでは、いずれのス
テージにおいても検出値が３以上となったため、閾値を相対値３付近で設定することがで
きた。このことから、今回の試験では、ハウスキーピング遺伝子を用いると、蛍光強度の
相対値が閾値３以上の場合を陽性、当該閾値以下の場合は陰性と判定することができると
いえた。この閾値は使用するコントロールプラスミドの濃度により変わるので、予め予備
実験により閾値を設定しておくことができる。また、１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨは、Ｃ
ＥＡよりも良好に検出できた（例えば、一番右のステージ IVのサンプルでは、１８Ｓｒ
ＲＮＡ、ＧＡＰＤＨよりＣＥＡの検出値が低いことがわかった）。この結果により、通常
状態で排出された糞便中では、健常人ではハウスキーピング遺伝子を発生させる少量の正
常細胞の存在があることがわかり、一方がん患者ではハウスキーピング遺伝子を発生させ
る多量のがん細胞が存在することが確認された。
　判定の結果、健常人サンプルは、１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨ、ＣＥＡが閾値の３以下
であったため、検査陰性と判定され、４つの大腸がんサンプル（ステージ I－IV）は、１
８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨ、ＣＥＡの少なくとも１つが閾値の３以上であったため、検査
陽性と判定された。
【実施例３】
【００８１】
　健常人４名、腺腫保有者１名、および大腸がん患者７名（ステージ I－IV）から、糞便
を１５ｍｌチューブ（FALCON社製）に各１ｇずつ採取した。検体試料は、サンプリング直
後に、－８０℃で凍結した後、酸性フェーノール・グアニジン・クロロホルム溶液を加え
、これをホモジナイザーで混合して、均一化させた。実施例２と同様にして、均一化され
た試料からＲＮＡを抽出した。このＲＮＡの一部を用いて、Rnaseフリー水２１．５μｌ
、２×Taqman Universal PCR Master Mix　２５μｌ；ＣＥＡ、ＧＡＰＤＨについての各
プライマー・プローブセットをそれぞれ２．５μｌ（以上、アプライドバイオシステムズ
社製）を０．２ｍｌのＰＣＲ用チューブにいれて混合した。ここで使用したプローブは、
その末端の一方に蛍光物質がついており、もう一方側には消光物質がついているレポータ
ープローブである。この混合物を、95℃/20”―（95℃/3”―60℃/30”）×40の温度条件
で、7500Fastシステム（アプライドバイオシステムズ社製）を用いて、リアルタイムに蛍
光強度を測定しながら核酸増幅した。コピー数を計算する標準物質として、ＧＡＰＤＨ、
ＣＥＡ、１８ＳｒＲＮＡのｃＤＮＡが入ったプラスミドコントロールを使用し、同時に増
幅した。
【００８２】
（結果）
　核酸増幅のシグナルが得られた。健常人サンプルと腺腫患者サンプルと大腸がん患者サ
ンプルとの蛍光強度の相対値の結果をまとめたものを図３に示す。この図で、左から４つ
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（図中「正常」）が健常人サンプル、残り７つが腺腫又は大腸がん患者サンプルである。
ＧＡＰＤＨのデータを黒丸、ＣＥＡのデータを中抜きの四角で示している。
　今回の実験では、健常人サンプルの場合には、ＧＡＰＤＨのハウスキーピング遺伝子の
何れとも検出値が相対値２０以下と小さく、一方、腺腫又は大腸がん患者の糞便サンプル
では検出値が相対値２０以上となったため、閾値を相対値２０付近で設定することができ
た。閾値はプラスミドコントロールの濃度によって変わるため、プラスミドコントロール
の濃度を一定にした予備実験により閾値を予め設定することができる。ＧＡＰＤＨは、Ｃ
ＥＡよりも良好に検出できた（例えば、左から５番目の腺腫の検体、左から６，７番目の
ステージ Iの検体、左から９番目のステージ IIの検体、一番右のステージ IVの検体では
、ＧＡＰＤＨよりＣＥＡの検出値が明らかに低いことがわかる。）。このことから、これ
らのハウスキーピング遺伝子を用いると、ＣＥＡより精度よく正常と腺腫及び大腸がんと
の区別をすることができるといえた。また、閾値２０以上を陽性、当該閾値以下は陰性と
判定することができるといえた。
　判定の結果、正常（健常人）の４検体は、ＧＡＰＤＨが閾値の２０以下であったため、
検査陰性と判定され、腺腫サンプル及び大腸がんサンプル（ステージ I－IV）は、ＧＡＰ
ＤＨが閾値の２０以上であったため、検査陽性と判定された。
　また、実施例３の試験結果から、腺腫及び大腸がんステージ Iよりも、ステージ IIの
方が、蛍光強度の相対値が高く、一方、ステージ IIとステージ IVはほぼ同じ範囲の分布
であるため、腺腫及びステージ Iと、ステージ II以上との２段階において値が変わる、
すなわち、大腸がんの進行度に従って蛍光強度の相対値が上がることが示唆された。
【実施例４】
【００８３】
　健常人から糞便を１５ｍｌチューブ（FALCON社製）に６ｇ採取し、均一に混合した後、
１ｇずつの６つの試料に分けた。それらを７０％アルコール２ｍｌに浸漬して処理を行い
、常温で保存した。そのうち５つの試料はアルコールを捨てたのち、１つはそのまま、残
り４つには大腸がんの細胞株CCK-81を１ｍｌ加え、更にそれぞれにＰＢＳを５ｍｌ加えた
。これをホモジナイザーで混合して、均一化させた。均一化された試料を４０００×ｇで
１０分間遠心し、その上清をとり、QIAGEN社製のＲＮｅａｓｙキットを用いてＲＮＡを抽
出した。実施例１と同一サンプルを用いて、１８ＳｒＲＮＡ及びＧＡＰＤＨを同時にマル
チプレックスとして増幅した。１８ＳｒＲＮＡ用のプローブにはＦＡＭラベルを行い、Ｇ
ＡＰＤＨ用のプローブにはＶＩＣラベルをおこなった。その結果、各サンプルとも、図1
と同様の結果が得られ、マルチプレックスで測定しても結果が変わらないことがわかった
（図示せず）。従って複数のマーカーを同時に検出することで、がん検出の精度が向上し
、コスト削減、サンプル量削減につながるので有用である。
【実施例５】
【００８４】
　健常人から糞便を１５ｍｌチューブ（FALCON社製）に５ｇ採取し、均一に混合した後、
１ｇずつの５つの試料に分けた。それらを７０％アルコール２ｍｌに浸漬して処理を行い
、常温で保存した。そのうち１つの試料（Ｎｏ．１）はアルコールを捨てる処理を行い、
残りの４つの試料(Ｎｏ．２－５)はアルコールを捨てたのち、大腸がんの細胞株CCK-81を
１ｍｌずつ加えた。更にそれぞれにＰＢＳを５ｍｌ加えた。これをホモジナイザーで混合
して、均一化させた。実施例４と同様にして、均一化された試料を、遠心し、得られた上
清から、ＲＮＡを抽出した。抽出されたＲＮＡをサンプル（鋳型）として、実施例１と同
じプローブ等を用いて１８ＳｒＲＮＡ及びＧＡＰＤＨを同時にマルチプレックスとして増
幅した。１８ＳｒＲＮＡ用のプローブにはＦＡＭラベルを行い、ＧＡＰＤＨ用のプローブ
にはＶＩＣラベルをおこなった。測定により得られたシグナル強度の相対値を、図４に示
す。図中、１８ＳｒＲＮＡのデータを中抜きの丸で、ＧＡＰＤＨのデータを黒丸で、それ
ぞれ示している。各サンプルとも、図１と同様の結果が得られ、マルチプレックスで測定
しても結果が変わらないことがわかった。従って複数のマーカーを同時に検出することで
、がん検出の精度が向上し、コスト削減、サンプル量削減につながるので有用である。
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【実施例６】
【００８５】
（方法）
　健常人から尿１００ｍｌをとり、５０ｍｌチューブ（ファルコン社製）に１０ｍｌずつ
１０本にわけた。そのうちの５本は凍結乾燥させた後、４℃で保存した。残り５本のうち
、１本には何も加えずそのままとし、その他の４本には膀胱がん細胞株EJ-1を１ｍｌ加え
、ホモジナイザーで混合して均一化させた。これを４０００×ｇで１０分間遠心し、その
上清を採取して、これをRneasy キット（QIAGEN社製）を用いてＲＮＡを抽出した。この
ＲＮＡの一部を用いて、Rnaseフリー水２１．５μｌ、２×Taqman Universal PCR Master
 Mix　２５μｌ；ＣＥＡ、ＧＡＰＤＨ、１８ＳｒＲＮＡについての各プライマー・プロー
ブセットをそれぞれ２．５μｌ（以上、アプライドバイオシステムズ社製）を０．２ｍｌ
のＰＣＲ用チューブにいれて混合した。ここで使用したプローブは、その末端の一方に蛍
光物質がついており、もう一方側には消光物質がついているレポータープローブである。
この混合物を、95℃/20”―（95℃/3”―60℃/30”）×40の温度条件で、7500Fastシステ
ム（アプライドバイオシステムズ社製）を用いて、リアルタイムに蛍光強度を測定しなが
ら核酸増幅した。コピー数を計算する標準物質として、ＧＡＰＤＨ、ＣＥＡ、１８ＳｒＲ
ＮＡのｃＤＮＡが入ったプラスミドを使用し、同時に増幅した。
【００８６】
（結果）
　核酸増幅のシグナルが得られた。患者サンプルと健常人サンプルの蛍光強度の結果をま
とめたものを図５に示す。この図で、サンプルＮｏ．１は健常人の尿で、Ｎｏ．２から５
までは健常人の尿に膀胱がんの細胞株DJ-1を加えたものである。１８ＳｒＲＮＡのデータ
を中抜きの丸、ＧＡＰＤＨのデータを黒丸、ＣＥＡのデータを中抜きの四角示している。
　およそ２０ｍｌの尿から、健常人では、１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨ、ＣＥＡともに検
出値が相対値５以下と少なく、他のがん細胞株由来のサンプルでは１０以上となり、閾値
が１０ｐｇ／μｌ・total RNA付近で設定できた。このことから、これらのハウスキーピ
ング遺伝子を用いると、閾値１０ｐｇ／μｌ・total RNA以上は陽性、閾値以下は陰性と
判定することができた。これにより、健常人ではハウスキーピング遺伝子を発生させる少
量の正常細胞の存在があることがわかり、一方がん細胞株ではハウスキーピング遺伝子を
発生させる多量のがん細胞が存在することが実証された。また、ＣＥＡの値より１８Ｓｒ
ＲＮＡ、ＧＡＰＤＨの値が高値であり、ＣＥＡより性能がよいことがわかった。
　判定の結果、サンプルＮｏ．１は、１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨ、ＣＥＡが閾値の１０
以下であったため、正常と判定され、サンプルＮｏ．２～５は少なくとも1つが閾値の１
０以上であり、正常検体Ｎｏ．１より２倍以上であったため、がんである可能性があると
判定された。
【実施例７】
【００８７】
　実施例６と同一サンプルを用いて、１８ＳｒＲＮＡ及びＧＡＰＤＨを同時にマルチプレ
ックスとして増幅した。このとき、１８ＳｒＲＮＡ用のプローブにはＦＡＭラベルを行い
、ＧＡＰＤＨ用のプローブにはＶＩＣラベルをおこなった。その結果、各サンプルとも、
図２と同様の結果が得られ（図示せず）、マルチプレックスで測定しても結果が変らない
ことがわかった。従って複数のマーカーを同時に検出することで、がん検出の精度が向上
し、コスト削減、サンプル量削減につながるので有用である。
【実施例８】
【００８８】
（方法）
　健常人６人及び膀胱がん患者６人の尿を１００ｍｌずつ採取し、３０００×ｇ、で１分
間遠心し、その残渣を得た。この残渣にＰＢＳを１０ｍｌ加えて沈殿物をほぐした。そこ
から、全タンパクをタンパク質精製用分取システムPLC-561iマニュアルインジェクター（
GLサイエンス社製、7810-15000）にて回収し、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル(Bio rad



(28) JP WO2009/057695 A1 2009.5.7

10

20

30

40

50

社製)を使って電気泳動を行い、ニトロセルロース膜をゲルにかぶせて転写したあと、抗
ＧＡＰＤＨ抗体（シグマ社製、G9545）を使い、さらにＨＲＰ標識２次抗体をつかって、
染色した。そのデータをもとに、＋/－判定をした。
【００８９】
（結果）
　結果を表１に示す。健常人からは、ＧＡＰＤＨタンパク質が検出されなかったが(０／
６＝０％)、膀胱がん患者からはＧＡＰＤＨタンパク質が検出された（６／６＝１００％
）。このことから、膀胱がん検査としてハウスキーピング遺伝子が使用可能といえた。
【００９０】
【表１】

【実施例９】
【００９１】
　大腸がん患者７５人（ステージ 0：５人、ステージ I：１３人、ステージ II：２８人
、ステージ III：１６人、ステージ IV：１３人）、コントロール群４１人の便０．５～
１．０ｇからＲＮＡを抽出し、ｃＤＮＡを作製後、コピー数が既知の標準サンプルと共に
リアルタイムＰＣＲ（ABI 7500　Fast system）にてβ２ミクログロブリン（Ｂ２Ｍ）の
発現を定量化し比較を行なった。なお、Ｂ２Ｍ検出用プライマーとして、市販のＴａｑＭ
ａｎ（登録商標）プローブ（アプライドバイオシステムズ社製）を用いた。
　その結果、Ｂ２Ｍコピー数の中央値は、コントロール群で６９６７、大腸がんで７６３
９であり、統計学的な有意差を認めなかった（ｐ＝０．３８、Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ
検定）。コントロール群とステージ III／IVとの比較では、中央値はそれぞれ６９６７と
２９２７２であり、ｐ＝０．０１５と有意差を認めた。ステージ 0 ／I／IIとステージ I
II／IVの大腸がんの比較では、ステージ III／IVで有意にＢ２Ｍコピー数が多い結果とな
った（ｐ＝０．００４）。また、占拠部位（右半結腸と左半結腸）での比較では、ｐ＝０
．８０と有意差を認めなかった。
　ステージ 0／I／IIの初期がんではがん細胞が存在していても剥離細胞の数が少ないた
め、コントロール群との差が見られなかったと考えられるが、ステージ III／IVの進行が
んでは剥離細胞の数が増加し、有意差を認めたものと思われる。
　なお、図６はコントロール群と大腸がん患者群のそれぞれのＢ２Ｍコピー数を示した図
であり、図７は、コントロール群と各ステージの大腸がん患者群のそれぞれのＢ２Ｍコピ
ー数を示した図である。各ステージの結果を比較しても、ステージ 0／I／IIの初期がん



(29) JP WO2009/057695 A1 2009.5.7

10

20

30

40

50

ではコントロール群とほぼ同程度のＢ２Ｍコピー数であったが、ステージ III及びIVでは
顕著にＢ２Ｍコピー数が多くなっていることが確認された。特に大腸がん患者群では、ス
テージ IIIの群の平均Ｂ２Ｍコピー数が最も多かった。
　これらの結果から、糞便中のＢ２Ｍの発現量（Ｂ２Ｍ由来ｍＲＮＡ量）を測定すること
により、ステージ III／IVの大腸がん等の進行がんを検出し得ること、すなわち、Ｂ２Ｍ
が進行がんの腫瘍マーカーそのものとして使用し得ることが明らかである。また、Ｂ２Ｍ
は、他の腫瘍マーカーと併用することにより、がんの進行度についてより信頼性の高い結
果を得ることが期待できることから、腫瘍マーカーの補正にも使用可能である。
【実施例１０】
【００９２】
　大腸がん患者９１人、コントロール群４５人の糞便０．５～１．０ｇからＲＮＡを抽出
し、ｃＤＮＡを合成した後、コピー数が既知の標準サンプルと共にリアルタイムＰＣＲ（
ABI 7500  Fast system）にてＣＯＸ２及びβ２ミクログロブリン（Ｂ２Ｍ）の発現を定
量化し比較を行なった。なお、ＣＯＸ２及びＢ２Ｍ検出用プライマーとして、市販のＴａ
ｑＭａｎ（登録商標）プローブ（アプライドバイオシステムズ社製）を用いた。　
　ＣＯＸ２コピー数単独による感度は８５．７％（７８／９１）であり、特異度は９３．
３％（４２／４５）であった。ＣＯＸ２コピー数をＢ２Ｍコピー数で除した値（ＣＯＸ２
コピー数／Ｂ２Ｍコピー数）で検出値を補正したところ、補正値による感度は９４．５％
（８６／９１）、特異度は９５．６％（４３／４５）となった。補正を行なった場合と行
なわなかった場合で、感度・特異度についての有意差検定を行なったところ、感度につい
ては有意差が認められ（Ｐ＝０．０４７）、補正を行なうことで感度が上昇することがわ
かった。
【実施例１１】
【００９３】
　健常人１名より採取された糞便を、１５ｍｌのポリプロピレンチューブ（ＦＡＬＣＯＮ
社製）に９ｇ採取して均一になるようによく混合した後、５ｇと４ｇにわけた。このうち
、５ｇの糞便の方には、１ｍｌの大腸がん患者由来細胞株ＣＣＫ－８１細胞培養液と４ｍ
ｌのＰＢＳを加えてさらによく混合し、それぞれ１ｍｌずつ５本の１５ｍｌのポリプロピ
レンチューブに均等に分けた（試料Ａ０～Ａ４）。一方、４ｇの糞便の方には、４ｍｌの
ＰＢＳを加えてさらによく混合した後、それぞれ１ｍｌずつ４本の１５ｍｌのポリプロピ
レンチューブに均等に分けた（試料Ａ５～Ａ８）。
　ＣＣＫ－８１細胞培養液をいれた試料５本のうちの１本（試料Ａ０）を、採便直後の糞
便コントロールとし、速やかに核酸回収操作を行った。残りの試料のうちの２本（試料Ａ
１～２）に、それぞれ１０ｍｌのエタノール（糞便試料調製用溶液）を加えて混合し、室
温で浸漬させた後、核酸回収操作を行った。残りの２本（試料Ａ３～４）は、４℃で２４
時間保存した後、核酸回収操作を行った。また、ＣＣＫ－８１細胞培養液をいれていない
試料４本のうちの２本（試料Ａ５～６）は、それぞれ１０ｍｌのエタノールを加えて混合
し、室温で浸漬させた後、核酸回収操作を行った。残りの２本（Ａ７～８）は、４℃で２
４時間保存した後、核酸回収操作を行った。
【００９４】
　各試料の核酸回収操作は以下のように行った。まず、各試料をそれぞれ混合し、均一化
させた後、遠心で夾雑物を取り除き、酸性フェノール・グアニジン・クロロホルム溶液を
１０ｍｌ加え、良く混合した後、４０００×ｇで１０分間遠心し、上清を分取した。試料
Ａ０～Ａ８から調製されたこれらの上清を一部とり、ＵＶ分光光度計を用いて上清中の総
ＲＮＡ量を測定した。その結果、ＲＮＡ濃度は、１９０ｎｇ～５１０ｎｇ／μｌであり、
ＲＮＡの総回収量は、９．５μｇ～２５．５μｇとなった。２６０／２３０ｎｍ吸光度比
は、それぞれ１．８以上であり、塩等の混入は無視できるほど少ないといえた。また、２
６０／２８０ｎｍ吸光度比は、それぞれ１．８～２．３であり、タンパク質等の混入は無
視できるほど少ないといえた。これらのＲＮＡの濃度及び総量、２つの吸光度比（精製度
）の結果から、試料Ａ０～Ａ８から抽出・精製されたＲＮＡの品質は良好であり、信頼性
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があると考えられたため、次の検査工程に移った。
【００９５】
　このＲＮＡの品質チェックを別の観点からするため、アジレントテクノロジー社の電気
泳動装置「バイオアナライザ」を用いて測定した。その結果、腸内細菌由来の２３Ｓ及び
１６ＳリボソーマルＲＮＡのバンドが確認された。ＲＩＮ値を求めると、８．０～８．９
であり、検査続行基準である３よりも大きいため、断片化度合いが少なく（分解度が十分
に低く）、品質が良好であると判断された。この電気泳動結果からも、料Ａ０～Ａ８から
抽出・精製されたＲＮＡの品質は良好であり、信頼性があるものであり、次の検査工程に
移ることができると考えられた。
【００９６】
　これらの糞便試料から抽出・精製されたＲＮＡを、それぞれ適量をとり、ＴＥを用いて
適宜希釈し、１５０ｎｇ／μｌにノーマライズした。
　これらのＲＮＡを用いて、常法によりＲＴ－ＰＣＲを行い、ｃＤＮＡを得た。このｃＤ
ＮＡを１μｌと、２１．５μｌのＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ水、２５μｌの２×Ｔａｑｍａｎ
　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ、２．５μｌの標的遺伝子｛ＣＯ
Ｘ２（ｃｙｃｌｏーｏｘｙｇｅｎａｓｅー２）及びＧＡＰＤＨ（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈ
ｙｄｅ　３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）｝を検出するためのプ
ライマー・プローブセット（以上、アプライドバイオシステムズ社製）を、０．２ｍｌの
ＰＣＲ用チューブにいれて混合した。ここで、これらのプローブは、片側に蛍光物質がラ
ベルされており、反対側には消光物質がラベルされているレポータープローブである。
　これらの混合物を、９５℃で２分間処理した後、９５℃で３０秒間、６０℃で１分間を
４０サイクルの反応条件で、７９００ＨＴシステム（アプライドバイオシステムズ社製）
を用いて、リアルタイムに蛍光強度を測定しながら核酸増幅（ＰＣＲ）した。コピー数を
計算する対照試料（標準物質）として、ＣＯＸ２、ＧＡＰＤＨのｃＤＮＡが入ったプラス
ミドを使用し、同時に増幅した。
【００９７】
　図１１～１２は、各試料において得られた核酸増幅のシグナルを、標的遺伝子ごとに示
した図である。各図の縦軸は対数表示であり、単位は相対値である。図１１はＣＯＸ２遺
伝子由来核酸（ＣＯＸ２遺伝子由来ＲＮＡから得られたｃＤＮＡを鋳型として得られた核
酸増幅産物）の検出結果を示した図である。一方、図１２はＧＡＰＤＨ遺伝子由来核酸（
ＣＯＸ２遺伝子由来ＲＮＡから得られたｃＤＮＡを鋳型として得られた核酸増幅産物）の
検出結果を示した図である。採便直後に核酸抽出操作を行った試料Ａ０と、糞便試料調製
用溶液であるエタノールを添加して浸漬させた試料Ａ１～２では、図１１に示すように、
ＣＯＸ２の量が基準量（１０）より多くみられたことから、がん細胞由来のＣＯＸ２を検
出でき、検査陽性と判定できた。
　一方、ＣＣＫ－８１細胞培養液をいれていない糞便２本（試料Ａ５～６）については、
ＣＯＸ２遺伝子由来核酸量が基準量（１０）より少なく、このため検査陰性と判定した。
また、図１２に示すように、標準遺伝子として用いた発現量が一定であるＧＡＰＤＨ遺伝
子由来核酸の量が基準値（１）より多く検出できたことから、当該検査工程は成功してお
り、信頼性のあるデータがでているといえる。また、別の検査結果の解析方法として、Ｃ
ＯＸ２遺伝子由来核酸量をＧＡＰＤＨ遺伝子由来核酸量で除した値（ＣＯＸ２／ＧＡＰＤ
Ｈ値）をそれぞれ求めた。この値により糞便中の大腸細胞の単位細胞当たりのＣＯＸ２遺
伝子の発現量を求めることができ、基準値より多かったことから(０．１)、検査陽性と判
定できた。
【００９８】
　一方、糞便試料調製用溶液であるエタノールを添加して浸漬させなかった試料Ａ３～４
、及びＡ７～８は、ＣＯＸ２、ＧＡＰＤＨともに検出基準値より低かった。標準遺伝子で
あるＧＡＰＤＨ量が基準値よりも少量であったことから、これらの試料から抽出・精製さ
れたＲＮＡは、信頼できず、よって、標的遺伝子であるＣＯＸ２のデータ（検出結果）に
信頼性がないと考えられた。実際に、ＣＣＫ－８１細胞培養液を混入させた試料である試
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料Ａ３～４においても、ＣＯＸ２量が基準値未満であり、検査陰性と判定されたことから
も、これらの判定結果が信頼性に乏しいことが明らかである。このように、試料１～２及
び５～６由来のＲＮＡの品質は十分である一方で、試料Ａ３～４及びＡ７～８由来のＲＮ
Ａの品質が悪かったのは、エタノール浸漬していなかったことによる違いと考えられる。
【００９９】
　さらに、試料Ａ０～２、Ａ５～６を用いて、ＣＯＸ２とＧＡＰＤＨを同時にマルチプレ
ックスＰＣＲにより増幅した。このとき、ＣＯＸ２用のプローブにはＦＡＭラベルを行い
、ＧＡＰＤＨ用のプローブにはＶＩＣラベルを行った。図１３は、各試料において得られ
た核酸増幅のシグナルを示した図である。縦軸は対数表示であり、単位は相対値である。
各試料とも図１１及び１２と同様の結果が得られ、マルチプレックスＰＣＲによっても測
定可能であることが明らかとなった。
【０１００】
　また、一般的に、採取された糞便中に含まれている細胞量は、糞便の状態に依存する。
そこで、標的遺伝子であるＣＯＸ２遺伝子由来核酸量（ＣＯＸ２遺伝子のｍＲＮＡ発現量
）を糞便の総核酸量で除する（ＣＯＸ２遺伝子のｍＲＮＡ発現量／糞便の総核酸量）こと
により、糞便の状態（＝細胞量と相関する）による総核酸量の増減を補正することができ
る。この計算による補正方法は、糞便検体が異なる場合（被検者が異なる場合）に特に有
効である。ただし、本実施例では、よく混ぜ合わせた均一で単一の糞便を使用しているた
め、総核酸量で補正したのと同じことをしており、補正不要であった。
【実施例１２】
【０１０１】
　健常人１名より採取された糞便を、２本の１５ｍｌのポリプロピレンチューブ（ＦＡＬ
ＣＯＮ社製）に５ｇずつ採取して３ｇと２ｇに分けた。このうち、３ｇには、１ｍｌの大
腸がんの細胞株ＣＣＫ－８１細胞培養液と２ｍｌのＰＢＳを加えて混合した後、３本の１
５ｍｌのポリプロピレンチューブに均等に分けた（試料Ｂ０、１、２）。一方、２ｇには
、ＣＣＫ－８１細胞培養液は添加せず、２ｍｌのＰＢＳを加えて混合した後、２本の１５
ｍｌのポリプロピレンチューブに均等に分けた（試料Ｂ３～４）。
　ＣＣＫ－８１細胞を加えた３本(試料Ｂ０～２)のうち、Ｂ０はすぐに抽出操作を行った
。残りのＢ１～Ｂ２とＣＣＫ－８１細胞を加えなかった２本（試料Ｂ３～４）は、一度、
－８０℃で冷凍凍結した後、遠心分離処理により夾雑物を取り除き、酸性フェノール・グ
アニジン・クロロホルム溶液を１０ｍＬ加え、良く混合した後、４０００×ｇで１０分間
遠心し、上清を分取し、核酸回収操作を行った。なお、これらの試料の核酸回収操作は実
施例１１と同様にして行った。
【０１０２】
　ＲＮＡを含む上精の一部をとり、ＵＶ分光光度計を用いて上清中のＲＮＡ濃度と、総Ｒ
ＮＡ量とＵＶの２６０／２３０ｎｍ吸光度比、２６０／２８０ｎｍ吸光度比を、それぞれ
測定した。その結果、濃度はいずれも、５６０ｎｇ／μｌ以上あり、閾値（１０）を超え
ていた。また、総ＲＮＡ量は、Ｂ０が２９μｇ、Ｂ１が３５μｇ、Ｂ２が２８μｇ、Ｂ３
が３２μｇ、Ｂ４が３９μｇであった。一方、ＵＶの２６０／２３０ｎｍ吸光度比はいず
れも２．０以上、ＵＶの２６０／２８０ｎｍ吸光度比はいずれも１．８～２．３であった
。
　これらのＲＮＡの濃度及び総量、２つの吸光度比（精製度）の結果から、試料Ｂ０～Ｂ
４から抽出・精製されたＲＮＡの品質は良好であり、信頼性があると考えられたため、次
の検査工程に移った。
【０１０３】
　回収された各試料のＲＮＡ量を一定濃度にあわせてノーマライズするため、それぞれ適
量をとり、ＴＥを用いて適宜希釈し、１５０ｎｇ／μｌにノーマライズした。また、ＲＮ
Ａコントロール検体として、１０６個のＣＣＫ－８１細胞を１５ｍｌのポリプロピレンチ
ューブに分取し（試料Ｃ１）、ＲＮｅａｓｙ　ｍｉｎｉ　ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ社製）を
用いてＲＮＡを回収した後、ＴＥを用いて適宜希釈し、１０ｎｇ／μｌにノーマライズし
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た。
　これらのＲＮＡを用いて常法にてＲＴ－ＰＣＲを行い、ｃＤＮＡを得た。このｃＤＮＡ
を１μｌと、２１．５μｌのＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ水、２５μｌの２×Ｔａｑｍａｎ　Ｕ
ｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ、２．５μｌの標的遺伝子｛ＩＧＦ－
１及びβ２ミクログロブリン（Ｂ２Ｍ）｝を検出するためのプライマー・プローブセット
（以上、アプライドバイオシステムズ社製）を、０．２ｍｌのＰＣＲ用チューブにいれて
混合した。ここで、これらのプローブは、片側に蛍光物質がラベルされており、反対側に
は消光物質がラベルされているレポータープローブである。
　これらの混合物を、９５℃で２分間処理した後、９５℃で３０秒間、６０℃で１分間を
４０サイクルの反応条件で、７９００ＨＴシステム（アプライドバイオシステムズ社製）
を用いて、リアルタイムに蛍光強度を測定しながら核酸増幅（ＰＣＲ）した。コピー数を
計算する対照試料（標準物質）として、大腸がん（ＣＣＫ－８１）細胞株から分離・抽出
したＩＧＦ－１遺伝子のｃＤＮＡをｐＣＲ２．１プラスミド（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製
）に結合させたプラスミドを構築し、該プラスミド含有試料（試料Ｃ２；濃度１ｎｇ／μ
ｌ)を用いた。試料Ｃ２が含有するプラスミドは、試料Ｂ０～４をリアルタイムＰＣＲで
核酸増幅する際に、検量線を作成するためのコントロールとして用いた。検量線は、試料
Ｃ２を１～１００００倍まで１/１０ずつ５段階希釈したものを鋳型として同条件でリア
ルタイムＰＣＲを行って得られた結果を用いて作成した。
【０１０４】
　図１４はＩＧＦ－１遺伝子由来核酸（ＩＧＦ－１遺伝子由来ＲＮＡから得られたｃＤＮ
Ａを鋳型として得られた核酸増幅産物、以下、ＩＧＦ－１発現量）の検出結果であり、図
１５はＢ２Ｍ遺伝子由来核酸（Ｂ２Ｍ遺伝子由来ＲＮＡから得られたｃＤＮＡを鋳型とし
て得られた核酸増幅産物、以下、Ｂ２Ｍ発現量）の検出結果である。各図は、それぞれの
各試料において得られた核酸増幅のシグナルを、試料Ｃ２の結果を用いて試料間補正を行
った結果を示している。その結果、ＣＣＫ－８１細胞を混入させた試料Ｂ１～２は、ＣＣ
Ｋ－８１細胞を混入させなかった試料Ｂ３～４よりも、いずれの遺伝子の発現量も高かっ
た。特に、試料Ｂ１～２のＩＧＦ－１発現量は基準値１０以上であり、検査陽性と判定で
きた。これに対して、試料Ｂ３～４のＩＧＦ－１発現量は基準値１０未満であり、検査陰
性と判定できた。
【０１０５】
　表２又は表３の基準に従って、ＲＮＡの量や濃度、品質及び／又はＢ２Ｍ発現量の結果
と、ＩＧＦ－１発現量の結果から、一連の検査工程に信頼性があるかどうかを判断した。
票及び表２中、「＋」はＰＣＲにより増幅産物が確認されたもの（発現あり）であり、「
－」はＰＣＲにより増幅産物が確認されなかったもの（発現なし）である。
【０１０６】
【表２】

【０１０７】
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【表３】

【０１０８】
　その結果、ＲＮＡの品質は、いずれの試料においても、ＵＶ２６０/２３０ｎｍ吸光度
比、２６０/２８０ｎｍ吸光度比ともに基準範囲内であり、良好であると判定された。Ｂ
０～４のＲＮＡの回収量は、全て１μｇを超えており、検査工程が良好であると判定され
た。さらに、ＩＧＦ－１及びＢ２Ｍの発現が全ての試料について検出されたため（＞０）
、検査工程は良好に行われたと判定された。これらの結果から、工程の信頼性が確認でき
た。
【０１０９】
　また、オプションとして、標的遺伝子であるＩＧＦ－１発現量を、標準遺伝子として用
いた発現量が一定であるＢ２Ｍ発現量で除することにより補正し（ＩＧＦ－１発現量／Ｂ
２Ｍ発現量）、細胞当たりの発現量を求めてそれぞれ比較した。補正により得られた結果
を図１６に示す。この結果、試料Ｂ１～２では、試料Ｂ３～４と比較して発現量による明
確な差がみられた。すなわち、標的遺伝子由来ＲＮＡ量を、標準遺伝子由来ＲＮＡ量で除
することにより、より腺腫又はがんの検査の感度や特異度が向上することが明らかとなっ
た。
【産業上の利用可能性】
【０１１０】
　本発明は、容易に採取可能な試料について生物学的マーカーの遺伝子解析を行うことで
、がんの早期検出が可能になる。また、本発明の腺腫又はがんの検査方法を用いることに
より、糞便核酸の検査工程を高い信頼性をもって実施することが可能となる。糞便中の微
量に存在する標的核酸を高精度に測定し解析することができるため、糞便試料を用いた臨
床検査等の分野、特に信頼性の高い診断結果を要求される腺腫診断又はがん診断等の分野
において利用が可能である。
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【図１】 【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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【図６】 【図７】

【図８】 【図９】
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【図１０】 【図１１】

【図１２】

【図１３】 【図１４】

【図１５】
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【図１６】

【手続補正書】
【提出日】平成21年7月1日(2009.7.1)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験者から採取した排泄物試料中に含まれる、少なくとも一のハウスキーピング遺伝子
の発現産物を構成する配列の量を測定して、試料中の当該配列の濃度を算出する工程を含
む、腺腫又はがんの検出方法。
【請求項２】
　（ｉ）被験者から採取した排泄物試料を、核酸の抽出処理にかける工程；及び
　（ｉｉ）抽出された核酸中の、少なくとも一のハウスキーピング遺伝子の発現産物量を
測定して、当該試料中の当該配列の濃度を算出する工程；を含む、腺腫又はがんの検出方
法。
【請求項３】
　前記工程（ｉ）の前に、
　（ａ）前記試料を０℃以下の温度にて、凍結し、若しくは凍結乾燥し；又はアルコール
若しくはアルコール溶液で処理した後に均一化処理する工程；
を更に含む、請求項２に記載の腺腫又はがんの検出方法。
【請求項４】
　前記工程（ｉ）と（ｉｉ）との間に、
　（ｂ）前記工程（ｉ）で抽出されるＲＮＡ中の、少なくとも一のハウスキーピング遺伝
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子由来のＲＮＡをｃＤＮＡ化する工程；を更に含み、
　前記工程（ｉｉ）において当該ｃＤＮＡを定量する、請求項２に記載の腺腫又はがんの
検出方法。
【請求項５】
　前記排泄物試料が、糞便又は尿である、請求項１又は２に記載の腺腫又はがんの検出方
法。
【請求項６】
　前記ハウスキーピング遺伝子が２種類以上であり、それら又はそれらの発現産物を構成
する配列の量を複数同時に測定する、請求項１又は２に記載の腺腫又はがんの検出方法。
【請求項７】
　前記ハウスキーピング遺伝子が、グリセルアルデヒド３リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡ
ＰＤＨ：ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅ
ｎａｓｅ）、１８Ｓ　リボソームＲＮＡ、２８Ｓ　リボソームＲＮＡ、βアクチン、β２
ミクログロブリン、ヒポキサンチンホスホリボシル・トランスフェラーゼ１、リボソーム
蛋白質ラージＰ０、ペプチジルプロピル・イソメラーゼＡ（シクロスポリンＡ）、チトク
ロームＣ、ホスホグリセレート・キナーゼ１、β－グルクロニダーゼ、ＴＡＴＡボックス
結合因子、トランスフェリン受容体、ＨＬＡ－Ａ０２０１重鎖、リボソームタンパク質Ｌ
１９、αチューブリン、βチューブリン、γチューブリン、ＡＴＰシンセターゼ、翻訳伸
長因子１ガンマ（ＥＥＦ１Ｇ：ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｅｌｏ
ｎｇａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　１　ｇａｍｍａ）、コハク酸デヒドロゲナーゼ複合体（
ＳＤＨＡ：ｓｕｃｃｉｎａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　ｃｏｍｐｌｅｘ）、アミ
ノレブリン酸シンターゼ１（ＡＬＡＳ：ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｙ
ｎｔｈａｓｅ　１）、ＡＤＰ－リボシル化因子６（ＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｙｌａｔｉｏｎ　
ｆａｃｔｏｒ　６）、エンドヌクレアーゼＧ（ＥＮＤＯＧ：ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ　
Ｇ）、及びペルオキシソーム形成因子（ＰＥＸ：ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａｌ　ｂｉｏｇｅｎ
ｅｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ）からなる群より選択される遺伝子である、請求項６に記載の腺
腫又はがんの検出方法。
【請求項８】
　前記排泄物試料が糞便であり、前記ハウスキーピング遺伝子が、β２ミクログロブリン
、グリセルアルデヒド３リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ：ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈ
ｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）、１８Ｓ　リボソーム
ＲＮＡ、及びβアクチンからなる群より選択されるものである請求項１又は２に記載の腺
腫又はがんの検出方法。
【請求項９】
　前記工程（ｉｉ）の後に、さらに、
　（ｉｉｉ）抽出された核酸中の、少なくとも一の腫瘍遺伝子の発現産物を構成する配列
の量を測定して、試料中の当該配列の濃度を算出する工程；及び
　（ｉＶ）工程（ｉｉ）において算出されたハウスキーピング遺伝子の発現産物を構成す
る配列の濃度に基づき、工程（ｉｉｉ）において算出された腫瘍遺伝子の発現産物を構成
する配列の濃度を補正する工程；を含む、請求項２に記載の腺腫又はがんの検出方法。
【請求項１０】
　腺腫又はがんのマーカー遺伝子（以下、標的遺伝子という）を用いて腺腫又はがんを検
査する方法であって、下記工程を有する（但し、工程（Ｂ）（Ｃ）（Ｄ）（Ｅ）は、工程
（Ｄ）（Ｅ）（Ｂ）（Ｃ）、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｃ）（Ｅ）、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｅ）（
Ｃ）、工程（Ｄ）（Ｂ）（Ｅ）（Ｃ）、又は工程（Ｄ）（Ｂ）（Ｃ）（Ｅ）の順に行って
もよい。）ことを特徴とする腺腫又はがんの検査方法：
　（Ａ）被験者から採取した糞便中に含まれるＲＮＡを抽出し、ＲＮＡ溶液として精製す
る工程；
　（Ｂ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測
定する工程；
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　（Ｃ）前記工程（Ｂ）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定された
閾値とを比較し、前記被験者が腺腫又はがんに罹患しているか否かを判定する工程；
　（Ｄ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、精製度、分解度、濃
度、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１以上を測定する工程；
　（Ｅ）前記工程（Ｄ）において得られた値に基づき、前記工程（Ａ）において得られた
ＲＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程；
　（Ｆ）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記
工程（Ｃ）における判定が信頼できると判断し、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場
合には、前記工程（Ｃ）における判定が信頼できないと判断する工程。
【請求項１１】
　前記工程（Ｂ）、（Ｃ）、（Ｄ）及び（Ｅ）が、工程（Ｄ）（Ｅ）（Ｂ）（Ｃ）の順に
行うものであり、前記工程（Ｂ）が下記工程（Ｂ１）であり、前記工程（Ｃ）が下記工程
（Ｃ１）であることを特徴とする請求項１０記載の腺腫又はがんの検査方法：
　（Ｂ１）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場合には検査
を終了し、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記工程（Ａ）において得ら
れたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量を測定する工程；
　（Ｃ１）前記工程（Ｂ１）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定さ
れた閾値とを比較し、前記被験者が腺腫又はがんに罹患しているか否かを判定する工程。
【請求項１２】
　前記工程（Ｂ）、（Ｃ）、（Ｄ）及び（Ｅ）が、工程（Ｂ）（Ｄ）（Ｅ）（Ｃ）の順に
行うものであり、前記工程（Ｄ）が下記工程（Ｄ２）であり、前記工程（Ｅ）が下記工程
（Ｅ２）であり、前記工程（Ｃ）が下記工程（Ｃ２）であることを特徴とする請求項１０
記載の腺腫又はがんの検査方法：
　（Ｄ２）前記工程（Ｂ）の後、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡ
の、精製度、分解度、濃度、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１
以上を測定する工程；（Ｅ２）前記工程（Ｄ２）において得られた値に基づき、前記工程
（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程；
　（Ｃ２）前記工程（Ｅ２）において、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断した場合には検
査を終了し、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前記工程（Ｂ）において得
られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量と、予め設定された閾値とを比較し、前記被験者が腺腫
又はがんに罹患しているか否かを判定する工程。
【請求項１３】
　腺腫又はがんのマーカー遺伝子（以下、標的遺伝子という）を用いて腺腫又はがんを検
査する方法であって、下記工程を有することを特徴とする腺腫又はがんの検査方法：
　（Ａ）被験者から採取した糞便中に含まれるＲＮＡを抽出し、ＲＮＡ溶液として精製す
る工程；
　（Ｂ’）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中の標的遺伝子由来ＲＮＡの量及
び標準遺伝子由来ＲＮＡの量を測定する工程；
　（Ｃ’）前記工程（Ｂ’）において得られた標的遺伝子由来ＲＮＡの量を標準遺伝子由
来ＲＮＡの量で除した値が、予め設定された閾値よりも大きい場合には前記被験者が腺腫
又はがんに罹患していると判定し、予め設定された閾値よりも小さい場合には前記被験者
は腺腫又はがんに罹患していないと判定する工程；
　（Ｄ）前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、精製度、分解度、濃
度、及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量からなる群より選択される１以上を測定する工程；
　（Ｅ）前記工程（Ｄ）において得られた値に基づき、前記工程（Ａ）において得られた
ＲＮＡ溶液中のＲＮＡの信頼性を判断する工程；
　（Ｇ’）前記工程（Ｅ）において、前記ＲＮＡの信頼性があると判断した場合には、前
記工程（Ｃ’）における判定が信頼できると判断し、前記ＲＮＡの信頼性がないと判断し
た場合には、前記工程（Ｃ’）における判定が信頼できないと判断する工程。
【請求項１４】
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　ＲＮＡの精製度の測定が、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液の、２６０ｎｍ
における吸光度を２３０ｎｍにおける吸光度で除した値（２６０／２３０ｎｍ吸光度比）
、及び／又は２６０ｎｍにおける吸光度を２８０ｎｍにおける吸光度で除した値（２６０
／２８０ｎｍ吸光度比）を測定するものであることを特徴とする請求項１０～１３のいず
れか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１５】
　前記２６０／２３０ｎｍ吸光度比又は前記２６０／２８０ｎｍ吸光度比が１．０未満又
は２．５超である場合に、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断
することを特徴とする請求項１４記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１６】
　ＲＮＡの分解度の測定が、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの、
２３ＳリボソーマルＲＮＡのフラグメント量を１６ＳリボソーマルＲＮＡのフラグメント
量で除した値（２３Ｓ　ｒＲＮＡ／１６Ｓ　ｒＲＮＡ比）を測定するものであることを特
徴とする請求項１０～１５のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１７】
　前記２３Ｓ　ｒＲＮＡ／１６Ｓ　ｒＲＮＡ比が１．６未満又は２．５超である場合に、
前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断することを特徴とする請求
項１６記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１８】
　前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液中のＲＮＡの濃度が１０ｎｇ／μＬ未満で
ある場合に、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断することを特
徴とする請求項１０～１７のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項１９】
　前記標準遺伝子由来ＲＮＡの量が予め設定された閾値よりも少ない場合に、前記工程（
Ａ）において得られたＲＮＡの信頼性がないと判断することを特徴とする請求項１０～１
８のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項２０】
　前記標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液
をノーマライズした後に行うことを特徴とする請求項１０～１９のいずれか記載の腺腫又
はがんの検査方法。
【請求項２１】
　前記標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液
中のＲＮＡから逆転写反応により得られたｃＤＮＡを鋳型として核酸増幅をすることによ
って行うことを特徴とする請求項１０～１９のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項２２】
　前記標的遺伝子由来ＲＮＡの量の測定を、前記工程（Ａ）において得られたＲＮＡ溶液
をノーマライズした後に逆転写反応を行い、得られたｃＤＮＡを鋳型として核酸増幅をす
ることによって行うことを特徴とする請求項１０～１９のいずれか記載の腺腫又はがんの
検査方法。
【請求項２３】
　前記工程（Ｂ’）における標的遺伝子由来ＲＮＡの量及び標準遺伝子由来ＲＮＡの量の
測定を、マルチプレックスＰＣＲを用いて行うことを特徴とする請求項１３記載の腺腫又
はがんの検査方法。
【請求項２４】
　前記標準遺伝子が、ハウスキーピング遺伝子又は上皮細胞特異的遺伝子であることを特
徴とする請求項１０～２３のいずれか記載の腺腫又はがんの検査方法。
【請求項２５】
　前記上皮細胞特異的遺伝子が、癌胎児抗原遺伝子、細胞接着因子遺伝子、ムチン遺伝子
、及びサイトケラチン遺伝子からなる群より選択される遺伝子であることを特徴とする請
求項２４記載の腺腫又はがんの検査方法。
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【請求項２６】
　前記標的遺伝子が、ＣＯＸ２（Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２）、ＭＭＰ７（ｍａｔ
ｒｉｘ　ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ７）、及びＳＮＡＩＬからなる群より選択さ
れる遺伝子であることを特徴とする請求項１０～２５のいずれか記載の腺腫又はがんの検
査方法。
【請求項２７】
　前記標準遺伝子が、グリセルアルデヒド３リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ：ｇｌ
ｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）、
１８Ｓ　リボソームＲＮＡ、２８Ｓ　リボソームＲＮＡ、βアクチン、β２ミクログロブ
リン、ヒポキサンチンホスホリボシル・トランスフェラーゼ１、リボソーム蛋白質ラージ
Ｐ０、ペプチジルプロピル・イソメラーゼＡ（シクロスポリンＡ）、チトクロームＣ、ホ
スホグリセレート・キナーゼ１、β－グルクロニダーゼ、ＴＡＴＡボックス結合因子、ト
ランスフェリン受容体、ＨＬＡ－Ａ０２０１重鎖、リボソームタンパク質Ｌ１９、αチュ
ーブリン、βチューブリン、γチューブリン、ＡＴＰシンセターゼ、翻訳伸長因子１ガン
マ（ＥＥＦ１Ｇ：ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏ
ｎ　ｆａｃｔｏｒ　１　ｇａｍｍａ）、コハク酸デヒドロゲナーゼ複合体（ＳＤＨＡ：ｓ
ｕｃｃｉｎａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　ｃｏｍｐｌｅｘ）、アミノレブリン酸
シンターゼ１（ＡＬＡＳ：ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｙｎｔｈａｓｅ
　１）、ＡＤＰ－リボシル化因子６（ＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ
　６）、エンドヌクレアーゼＧ（ＥＮＤＯＧ：ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ　Ｇ）、ペルオ
キシソーム形成因子（ＰＥＸ：ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａｌ　ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｆａｃ
ｔｏｒ）、ＣＥＡ（Ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ）、ｅｐｉｔｈ
ｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ（ＥｐＣＡＭ）、ｍｕｔｉ
ｎ２（ＭＵＣ２）、ｍｕｔｉｎ３（ＭＵＣ３）、ｍｕｔｉｎ４（ＭＵＣ４）、ｋｅｒａｔ
ｉｎ　７（ＣＫ７）、ｋｅｒａｔｉｎ　１９（ＣＫ１９）、及びｋｅｒａｔｉｎ　２０（
ＣＫ２０）からなる群より選択される遺伝子であることを特徴とする請求項２４記載の腺
腫又はがんの検査方法。
【請求項２８】
　前記腺種又はがんが、大腸腺腫、大腸がん、又は膀胱がんであることを特徴とする請求
項１又は２に記載の腺腫またはがんの検出方法。
【請求項２９】
　（ｉ）被験者から採取した糞便を、０℃以下の温度にて、凍結し、若しくは凍結乾燥し
；又はアルコール若しくはアルコール溶液で処理した後に均一化処理する工程；
　（ｉｉ）前記工程（ｉ）で処理された糞便試料を、ＲＮＡの抽出処理にかける工程；
　（ｉｉｉ）前記工程（ｉｉ）で抽出されるＲＮＡ中に含まれる、β２ミクログロブリン
遺伝子由来のＲＮＡ、及び少なくとも一の腫瘍遺伝子由来のＲＮＡをｃＤＮＡ化する工程
；
　（ｉｖ）前記工程（ｉｉｉ）において得られたｃＤＮＡを定量し、β２ミクログロブリ
ン遺伝子由来のＲＮＡ、及び、当該少なくとも一の腫瘍遺伝子由来のＲＮＡのコピー数を
それぞれ算出する工程；及び
　（ｖ）前記工程（ｉｖ）で算出されたβ２ミクログロブリン遺伝子由来のＲＮＡのコピ
ー数に基づき、前記工程（ｉｖ）で算出された腫瘍遺伝子由来のＲＮＡのコピー数を補正
する工程；
を含む、大腸腺腫の検出方法。
【請求項３０】
　（ｉ）被験者から採取した糞便を、ＲＮＡの抽出処理にかける工程；
　（ｉｉ）前記工程（ｉ）で抽出されるＲＮＡ中に含まれる、β２ミクログロブリン遺伝
子由来のＲＮＡをｃＤＮＡ化する工程；
　（ｉｉｉ）前記工程（ｉｉ）において当該ｃＤＮＡを定量し、β２ミクログロブリン遺
伝子由来のＲＮＡのコピー数を算出する工程；及び
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　（ｉｖ）前記工程（ｉｉｉ）において算出されたβ２ミクログロブリン遺伝子由来のＲ
ＮＡのコピー数を、コントロール試料のＲＮＡコピー数と比較する工程；
を含む、大腸腺腫又は大腸がんの進行度検出方法。
【請求項３１】
　更に、
　（ｖ）前記工程（ｉｖ）の比較結果において、β２ミクログロブリン遺伝子由来のＲＮ
Ａのコピー数が、コントロール試料のＲＮＡコピー数よりも、統計学的に有意に多い場合
、大腸腺腫又は大腸がんの進行度がステージＩＩＩ／ＩＶにあると判定する工程；
を含む、請求項３０に記載の大腸腺腫又は大腸がんの進行度検出方法。
【請求項３２】
　（ｉ）被験者から採取した糞便を、ＲＮＡの抽出処理にかける工程；
　（ｉｉ）前記工程（ｉ）で抽出されるＲＮＡ中に含まれる、ＧＡＰＤＨ遺伝子由来のＲ
ＮＡをｃＤＮＡ化する工程；
　（ｉｉｉ）前記工程（ｉｉ）において当該ｃＤＮＡを定量し、ＧＡＰＤＨ遺伝子由来の
ＲＮＡコピー数を算出する工程；
　（ｉｖ）前記工程（ｉｉｉ）において算出されたＧＡＰＤＨ遺伝子由来のＲＮＡコピー
数の、コントロール試料のＲＮＡコピー数に対する相対値を求める工程；
を含む、大腸腺腫又は大腸がんの進行度検出方法。
【請求項３３】
　更に、
　（ｖ）ＧＡＰＤＨの閾値を２０とし、前記工程（ｉｖ）の相対値が２０未満ならば、腺
腫又はステージＩと判定し、前記工程（ｉｖ）の相対値が２０以上ならば、ステージＩＩ
／ＩＩＩ／ＩＶと判定することで、大腸腺腫又は大腸がんの進行度の判定を行う工程；
を含む、請求項３２に記載の大腸腺腫又は大腸がんの進行度検出方法。
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