
JP 2013-116131 A 2013.6.13

10

(57)【要約】
【課題】不均一サンプル中での癌の分子徴候の検出のための、高い感度、高い特異性アッ
セイを提供する。
【解決手段】本発明の方法は、癌または前癌を示すマーカーについてのアッセイを包含す
る。本発明のアッセイは、非侵襲的または最小侵襲的な方法によって患者から得られたサ
ンプルに対して実施される。本発明は、検出のための高い感度および高い特異性を有する
癌または前癌の核酸徴候を提供する。本発明の方法は、アッセイにおける高い感度および
高い特異性の利点を提供して、優勢的に非癌細胞および細胞の破片を有する不均一なサン
プル中で少量の癌マーカー（例えば、核酸）を検出する。従って、このような方法は、癌
または前癌の早期の検出のために特に有用である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書中に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、Ｕ．Ｓ．Ｓ．Ｎ．０８／７００，５８３（米国特許第５，６７０，３２５号）
の一部継続出願であるＵ．Ｓ．Ｓ．Ｎ．０８／８７６，８５７の一部継続出願である。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、検出のために高い特異性および高い感度で癌の核酸マーカーを検出するため
のアッセイに関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　癌は、代表的には、制御されない細胞増殖をもたらす複数の遺伝子の変異を含む多段階
プロセスから生じると考えられている。その発生の早期に検出された場合、多くの癌が治
療可能である。例えば、結腸直腸癌は、代表的には、結腸の上皮において生じ、そして発
生の初期の段階の間は広範に血管化されることはない（従って、侵襲性ではない）。高度
に血管化され、侵襲性であり、かつ最終的に転移性である癌への移行は、一般に１０年以
上を要する。癌の存在が広範な血管化の前に検出される場合、外科的な除去が代表的に有
効な治療である。しかし、結腸大腸癌は、しばしば、臨床的な徴候の発現（例えば、痛み
および血便）の際にのみ検出される。一般的に、このような徴候は、その疾患が十分に確
立された場合にのみ存在し、そしてしばしば転移が起こった後である。同様に、前悪性の
子宮頸部の病巣の検出のためのパプ塗抹試験を例外として、他の型の癌についての診断的
なスクリーニング方法は、確立した疾患を検出する際に最も良好である。
【０００４】
　癌についての大部分の診断アッセイは、侵襲性であるか、または少なくとも不快である
。侵襲的な手順は、組織生検の実行から手術の範囲にわたる。癌スクリーニング手順は、
しばしば、有意な患者の不快感を生じる。例えば、磁気共鳴画像法は、患者の拘束を必要
とし、そして結腸鏡検査法は、鎮静を必要とする。代表的で侵襲的なスクリーニング方法
に付随するこの不快感は、慣用的なスクリーニング手順での患者のコンプライアンスを減
少させる。
【０００５】
　さらに、癌の早期の（すなわち、徴候および／または転移の発症の前の）検出のための
スクリーニングは、しばしば、耐え難いレベルの擬陽性および偽陰性の結果を生じる。擬
陽性試験結果の可能性は、試験の特異性の関数である。試験の特異性（パーセンテージと
して表現される）は、その疾患について試験で陰性である任意の個体が、その疾患につい
て陰性である可能性である。他方、偽陰性結果は、試験の感度の特性である。感度（これ
もまたパーセンテージで表現される）は、特定の疾患についての試験が、その疾患を有す
る個体を陽性であるとして同定する可能性を提供する。従って、９５％の特異性を有する
アッセイを使用すると、疾患を有すると決定された個体の５％が、実際には疾患を有さな
い。同様に、９５％の感度のアッセイは、そのときの５％のその疾患を有する個体を、疾
患を有さないとして誤って同定する。
【０００６】
　感度および特異性の問題は、癌の早期検出のためのアッセイにおいて誇張される。なぜ
なら、そのような早期検出が行われる患者サンプルは、非癌性細胞物質と比較して比較的
少量の癌細胞物質を含むからである。多くの場合において、患者サンプルは、大量の正常
細胞および少量の癌性細胞の不均一な混合物である。このような不均一なサンプルの良好
な例は糞便である。代表的な糞便サンプルは、結腸上皮から分離した細胞および細胞の破



(3) JP 2013-116131 A 2013.6.13

10

20

30

40

50

片、消化の副産物、および細菌を含む。その初期の段階において、結腸大腸癌は、結腸上
皮細胞の約１％のみに発症すると考えられている。糞便サンプルの不均一なバックグラウ
ンドにおいて、１％の発症した細胞からの核酸を検出するための任意の試みは、非常に低
い感度を生じ得る。他の不均一なサンプル（例えば、痰、膿、尿、乳頭吸引物など）中で
癌の徴候の存在を同定するための試みは、同様の問題を与えた。
【０００７】
　最近、多くの遺伝子変異が癌と関連していた。例えば、ｐ５３遺伝子、Ｋｒａｓオンコ
ジーン、およびａｐｃ腫瘍抑制遺伝子における変化は、癌をもたらす多段階経路に関与す
ると考えられている。これらの遺伝子における変異は、特定の型の癌の初期の段階につい
ての分子スクリーニングアッセイについての基礎であり得ることが示唆されている。例え
ば、非特許文献１を参照のこと。癌の指標である核酸マーカーを同定および使用するため
の試みがなされてきた。しかし、このようなマーカーが見出された場合でさえ、これらを
使用して患者サンプル（特に、不均一なサンプル）をスクリーニングすることは、十分な
サンプル物質を入手することが不可能なこと、または単一のマーカーのみを測定すること
から生じる低い感度のいずれかに起因して不成功であることが証明された。例えば、１つ
の型の不均一なサンプル（糞便）から、十分なヒトＤＮＡを単に得ることは、難しいこと
が証明された。非特許文献２（これは、すべての糞便試料の４４．７％のみ、および健常
個体由来の糞便の３２．６％のみが変異分析のために十分なＤＮＡを生成したことを報告
している）を参照のこと。十分なＤＮＡが得られた他の報告は、単一の癌に関連する変異
に基づく患者の疾患状態を同定する際に、低い感度を報告した。Ｅｇｕｃｈｉら、Ｃａｎ
ｃｅｒ，７７：１７０７－１７１０（１９９６）を参照のこと（癌についてのマーカーと
して、ｐ５３変異を使用する）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｓｉｄｒａｎｓｋｙら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２５６：１０２－１０５（１
９９２）
【非特許文献２】Ｖｉｌｌａら、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．，１１０：１３４６－１
３５３（１９９６）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　従って、とりわけ不均一サンプル中での癌の分子徴候の検出のための、高い感度、高い
特異性アッセイについての必要性が当該分野において存在する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（発明の要旨）
　本発明の方法は、不均一なサンプルにおける癌または前癌の徴候についてのアッセイの
正確な（高い感度および高い特異性）結果を得ることの問題を解決する。
【００１１】
　本発明は、非侵襲的または最小侵襲的に得られたサンプル上で行われる癌または前癌に
ついてのアッセイを提供する。ここで、そのアッセイは、癌または前癌が患者サンプル中
に存在する場合、癌または前癌の検出のための高い感度を有し、そして擬陽性の結果に対
して高い特異性を有する。好ましい実施形態において、本発明の方法は、アッセイにおけ
る高い感度および高い特異性の利点を提供して、優勢的に非癌細胞および細胞の破片を有
する不均一なサンプル中で少量の癌マーカー（例えば、核酸）を検出する。従って、この
ような方法は、癌または前癌の早期の検出のために特に有用である。本発明の方法は、癌
または前癌の早期の検出のための分子スクリーニングおよび診断アッセイの正確さを非常
に増加させる。
【００１２】
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　本発明は、癌の分子的徴候（特に、核酸変異）を検出するための先行技術の非侵襲的方
法（すなわち、非侵襲的または最小侵襲的に得られたサンプル上で行われる方法）が、こ
のような方法がアッセイにおいて高い特異性および／または高い感度を維持することに取
り組まなかったという点で、満足できる結果を提供することに失敗したと推論することを
意図する。このような方法はまた、特に、検出が不均一なサンプル中で行われる場合に、
アッセイにおいて高い感度および高い特異性の特徴を合わせて早期の癌の徴候を検出する
ことの利点を認識することに失敗している。本発明は、癌の徴候、特に初期の段階の癌（
例えば、癌の徴候が以下で議論するように、適切なサンプル中で細胞および細胞の破片の
約１％を表す場合）のためのスクリーニングアッセイが、このアッセイの特異性および／
または感度を増加させることによって改善されることを認識する。以下に記載されるよう
に、分子アッセイの特異性および感度は、いくつかの方法において改善され得る。
【００１３】
　好ましい実施形態において、本発明の方法は、１つ以上の核酸標的（癌または前癌にお
いて、変異していると疑わしい）を選択する工程、１つ以上の選択された標的の存在を、
生物学的サンプルにおいて同定する工程を包含し、その結果、陽性として、標的を含む任
意のサンプルを同定する確率は、少なくとも約４４％、好ましくは約５０％、そして最も
好ましくは約６０％と約９５％との間であり、いずれの標的をも有さないサンプルを陰性
として同定する確率は、少なくとも約８５％、好ましくは、約９0％と約１００％との間
である。
【００１４】
　別の好ましい実施形態において、本発明は、癌または前癌において変異していると疑わ
しい複数の標的核酸を分析することによって、分子癌スクリーニングアッセイの感度およ
び特異性を改良するための方法を提供し、その結果、複数の標的を分析する累積的な感度
は、少なくとも約５0％であり、そして複数の標的を分析する累積的な特異性は、少なく
とも約８５％である。
【００１５】
　本発明の方法はまた、癌患者において変異が起こる確率に基づいて、癌または前癌スク
リーニングアッセイにおける分析のために核酸変異を選択する工程を包含し、その結果、
少なくとも１つの変異を有する患者サンプルにおける少なくとも１つの変異を同定する確
率は、約５０％と約９５％との間である。本発明の方法はまた、癌または前癌スクリーニ
ングアッセイの感度よおび特異性を最適化するために、１つ以上の核酸変異を選択する工
程、および癌または前癌を診断するためにアッセイを実施する工程を包含する。好ましい
実施形態において、本発明のスクリーニングアッセイは、検出の感度および特異性を改良
するために、患者サンプルにおける、少なくとも２つ、そして好ましくは約３と約２０の
間のマーカー（例えば、変異、ヘテロ接合性の消失、配列長変化、核酸分子量変化、増幅
可能な核酸の量の変化）を分析する。このような「複数の標的」アッセイは、改良された
感度を可能にする。なぜなら、分析されるマーカーの量の増加は、癌または前癌の徴候を
提示する患者が陰性である（癌を有していない）と誤診する可能性を減少するからである
。
【００１６】
　本発明の方法はさらに、癌または前癌を示すと疑わしい核酸マーカーを選択する工程、
患者サンプルにおける癌または前癌の検出のためのアッセイにおける高い感度および特異
性を提供するマーカーのサブセットを選択するためにマーカーの情報提供性（ｉｎｆｏｒ
ｍａｔｉｖｅｎｅｓｓ）を確認する工程、およびマーカーの選択されたサブセットの存在
について患者サンプルをスクリーニングする工程を包含する。好ましい実施形態において
、核酸マーカーは、癌または前癌を示すことが知られているか、または疑わしい変異であ
り得る。また、好ましい実施形態において、確認工程は、特定のスクリーニングアッセイ
に関連して使用されるマーカーの検出が、サンプルを得た患者が癌または前癌を有するか
否か予測する程度を決定する工程を包含する。好ましくは、このような確認方法は、癌ま
たは前癌を有することが知られている患者の第１の群から得られたサンプルからの結果と
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受け入れられた標準的な（典型的に侵襲的な）方法によって決定された、癌または前癌を
有さないことが知られている第２の群から得られた結果を比較することによって実施され
る。
【００１７】
　本発明の方法はまた、関連するゲノム遺伝子座においてヘテロ接合性の消失の検出とと
もに、癌または前癌と関連することが公知であるか、または疑わしい変異の検出を組み合
わせる工程を包含する。ガン関連核酸における変異、およびヘテロ接合性の消失の両方の
分析の組み合わせは、癌または前癌についての任意のスクリーニングアッセイの特異性お
よび感度を増加させる。好ましい実施形態において、このような方法は、スクリーニング
アッセイにおける使用のための選択された遺伝子座を確認する工程を包含し、その結果、
アッセイは、高い感度および高い特異性を有する結果を生じる。好ましい実施形態におい
て、アッセイの感度は、少なくとも５０％であり、アッセイの特異性は、少なくとも８５
％である。
【００１８】
　本発明の方法は、所望のレベルの情報提供性を達成するために、癌または前癌の分子的
徴候について２つ以上のアッセイを組み合わせる工程を包含する。例えば、好ましい実施
形態において、本発明の方法は、定量的ＰＣＲ、マルチプル変異分析、ヘテロ接合性の消
失の検出、および１つ以上の変異体核酸マーカーのハイブリッド捕捉から選択される２つ
以上のアッセイを組み合わせる工程を包含する。従って、感度および特異性の増加は、増
幅可能なＤＮＡの量に基づくアッセイが、特定の癌関連変異についてのアッセイと組み合
わせられる場合、観測される。これらの「組み合わせアッセイ」の例、およびそれらの得
られた感度および特異性は、詳細な説明に提供される。このような方法は、特に、検出さ
れるべき核酸が、サンプル中で他の核酸（ならびに、他の分子）と比較して非常に少量で
存在する不均一なサンプルに適用される場合、有用である。
【００１９】
　本発明の方法はまた、そこで使用されるマーカーの「情報提供性」を使用する。核酸マ
ーカーの情報提供性は、陽性サンプルにおいてマーカーを見出す可能性に関する。従って
、特定の変異（例えば、Ｋ－ｒａｓのコドン１２における変異）が、５６％の癌について
情報提供性を有する場合、このことは、陽性の患者サンプル（すなわち、癌を有する患者
から取られたサンプル）の５６％が、Ｋ－ｒａｓ変異を有することを意味する。本発明の
方法は、情報提供性マーカー（例えば、変異）と高い感度／特異性アッセイの使用を組み
合わせて、特に、不均一なサンプルにおける癌または前癌の早期診断のための信頼のおけ
るスクリーニングアッセイを提供する。本発明の目的において、変異は、核酸における欠
失、付加、置換、再配置、または転座である。ヘテロ接合性の消失は、１つの対立遺伝子
の全て、または一部分が、欠失する変異の形態である。また本発明の目的において、用語
「マーカー」、「標的」および「変異」は、核酸（特にＤＮＡ）変異（置換、付加、再配
置、転座、欠失など）、ならびに本発明の方法において有用な他の核酸徴候を含む。この
ような徴候には、サンプル中の増幅可能な核酸の量、サンプル中の核酸の長さ、長い核酸
（約２００ｂｐより長い）の短い核酸（約２００ｂｐより短い）に対する比、および癌を
有する患者と疾患のない患者において異なる任意の他の核酸変化が挙げられる。また本発
明の目的において、用語「健康な」または「疾患のない」は、癌または前癌を有さない患
者を意味することが意図される。
【００２０】
　糞便は、本発明の方法が特に有用である不均一なサンプルの良好な例である。典型的な
糞便サンプルは、患者の核酸を含むが、また不均一な核酸、タンパク質、および結腸に見
出される種々のヌクレアーゼ、プロテイナーゼなどの溶解機能と一貫した他の細胞細片を
含む。糞便が、近位結腸から遠位結腸に進むにつれて、それは、（通常の環境下で）固化
する。固体した糞便は、結腸を通過し、結腸上皮細胞が、糞便上に脱落する。患者が進行
中の腫瘍または腺腫を有する場合、腫瘍または腺腫からの細胞もまた、糞便上に脱落し、
そしてそれら（またはそれらの細片）は、疾患の分子的徴候（例えば、変異またはヘテロ
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接合性の消失）を含む。進行の初期段階において、腺腫または腫瘍を示す核酸は、約１％
の核酸のみをすきまのある糞便に含む。患者が処置されていない状態にある場合、時間が
経過するうちに、比例してより多くの疾患関連核酸が糞便中に見出される。本発明の方法
は、糞便のような不均一なサンプルにおける初期段階の損傷を検出するのに有用である。
本発明の方法は、初期段階の疾患の検出について高い程度の感度および特異性を生じる。
本発明の方法は、例えば、結腸における腺腫の検出において特に有用である。腺腫は、非
転位性の損傷であり、これは、しばしば、転位の可能性を有する。患者における全ての腺
腫が検出され、そして除去される場合、完全な治療の可能性は、実質的に確実である。
【００２１】
　好ましい実施形態において、高度の情報提供性を有する核酸または核酸変異が、選択さ
れる。１つ以上のアッセイは、１つ以上の情報提供性核酸を信頼のおけるように検出する
ために実施し、診断を、任意の１つの情報提供性核酸の患者サンプルにおける存在に基づ
てなされる。好ましい実施形態において、核酸は、それらの長さおよび/または配列特性
に基づいて本発明の方法における分析のための標的として選択される。例えば、糞便（プ
ロトタイプの不均一なサンプル）における核酸の量および／または長さが、患者の疾患状
態に関する高度な情報提供性を示すことが発見された。例えば、腺腫を有する患者は、健
康な患者によって産生される検体よりも多くかつ長いＤＮＡを含む糞便検体を産生する。
さらに、多くの高度に情報提供性を与えるＤＮＡ変異は、本発明の方法において有用であ
る。これらは、オンコジーン、Ｋｒａｓにおける変異（特に、コドン１２および１３での
変異）；細胞周期調節因子ｐ５３における変異；ａｐｃ遺伝子における変異；ＭＳＨ２ミ
スマッチ修復遺伝子のｂａｔ－２６セグメントにおける変異；およびヘテロ接合性の消失
（典型的に、ある対立遺伝子においてＤＮＡの大量消失によって示されるが、他ではそう
でなはい）を含む。最後に、本発明の方法は、アッセイの情報提供性が複数の変異を同時
にまたは順にスクリーニングすることによって、あるいは異なるアッセイを組み合わせる
ことによって、増加されることを提供する。
【００２２】
　別の好ましい実施形態において、本発明の方法は、十分な増幅可能な核酸を有する、分
析のためのサンプルを提供することによって、癌または前癌のついての情報提供性分子ア
ッセイを提供する。従って、１つの実施形態において、本発明の方法は、増幅可能なＤＮ
Ａについてサンプルをスクリーニングする工程；それらから増幅され得るＤＮＡの量に基
づいてサンプルを分類する工程；および癌または前癌を示す変異の存在について増幅され
たＤＮＡまたは増幅可能なＤＮＡの所定の閾値を有するサンプルをさらにスクリーニング
する工程をさらに包含する。
【００２３】
　別の好ましい実施形態において、本発明の方法は、癌または前癌を示す１以上の変異事
象を選択する工程を包含し、その結果、１以上のこれらの事象の組み合わせの情報提供性
が、所定または所望のレベルの情報提供性に達するか、またはそれらを超える。任意の変
異または変異の組み合わせの情報提供性は、一般に認められている侵襲性のスクリーニン
グ技術によって確認され得る。例えば、結腸直腸癌を検出するための方法において、分子
アッセイの情報提供性は、結腸鏡検査を使用する病変の同定によって決定され得る。
【００２４】
　本発明はまた、以下の項目を提供する。
　（項目１）　組織サンプルまたは体液サンプルにおいて癌または前癌を示す核酸マーカ
ーを検出する方法であって、該方法は、以下の工程：
　（ａ）１または複数の情報提供性核酸マーカーを選択する工程；および
　（ｂ）患者から非侵襲的または最小侵襲的に得られたサンプルにおいてアッセイを行い
、該サンプルにおける少なくとも１つの該マーカーを同定する工程であって、該アッセイ
は少なくとも６０％の感度および少なくとも９０％の感受性を有し、それによって該サン
プルにおいて癌または前癌を示すマーカーを検出する、工程
を包含する、方法。
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　（項目２）組織または体液サンプルにおいて癌または前癌を示す核酸マーカーを検出す
る方法であって、該方法は、以下の工程：
　（ａ）患者から非侵襲的または最小侵襲的に得られたサンプルにおいてマルチプル変異
アッセイを行う工程；
　（ｂ）該サンプルにおいて核酸増幅アッセイを行い、該サンプルにおける増幅可能な核
酸の量を検出する工程；および
　（ｃ）少なくとも１つの変異が工程（ａ）で同定されたサンプル、および工程（ｂ）に
おいて得られた増幅された核酸の量が所定の閾値を超えるサンプルからなる群より選択さ
れるサンプルを、陽性スクリーニングとして同定する工程
を包含する、方法。
　（項目３）上記所定の閾値は、癌または前癌を有さない患者由来のサンプルにおいて得
ることができる増幅可能な核酸の量である、項目２に記載の方法。
　（項目４）上記量は、
　（ａ）上記患者由来のサンプルにおける核酸を増幅すること、および
　（ｂ）癌または前癌を有さないことが分かっている患者由来のサンプルにおける核酸を
増幅すること
によって得られた核酸のゲル電気泳動パターンを比較することによって決定される、項目
３に記載の方法
　（項目５）上記増幅工程が同時に行われる、項目４に記載の方法。
　（項目６）上記癌が線腫である、項目１または２に記載の方法。
　（項目７）上記サンプルが、糞便および糞便のホモジネートからなる群から選択される
、項目１または２に記載の方法。
　（項目８）上記サンプルが、膿、痰、尿、血液、脳脊髄液、精液、および吸引物からな
る群から選択される、項目１または２に記載の方法。
　（項目９）上記マルチプル変異アッセイが単一塩基伸長アッセイを含む、項目１または
２に記載の方法。
　（項目１０）上記単一塩基伸長アッセイが、
　（ａ）オリゴヌクレオチドプライマーと核酸サンプル中の核酸の部分との間で正確な相
補的ハイブリダイゼイションを促進する条件下で、該オリゴヌクレオチドプライマーを該
核酸サンプルにアニーリングする工程；
　（ｂ）該プライマーを単一の塩基伸長させる工程；
　（ｃ）該伸長したプライマーを該部分から分離する工程；および
　（ｄ）該伸長したプライマーに組み込まれた塩基を同定し、それによって、該単一の塩
基を同定する工程、
を包含する、項目９に記載の方法。
　（項目１１）項目９に記載の方法であって、上記単一塩基伸長アッセイが、以下の工程
：
　（ａ）オリゴヌクレオチドプライマーと核酸サンプル中の核酸の部分との間で正確な相
補的ハイブリダイゼイションを促進する条件下で、該オリゴヌクレオチドプライマーを該
核酸サンプルにアニーリングする工程；
　（ｂ）プライマー伸長を促進する条件下で、２つの異なるデオキシヌクレオチドに該サ
ンプルを曝露する工程；
　（ｃ）該プライマーがもはや伸長されなくなるまで、該プライマーを伸長する工程；
　（ｄ）該伸長したプライマーを該部分から分離する工程；および
　（ｅ）該伸長したプライマーに組み込まれた塩基を同定し、それによって、該単一の塩
基を同定する工程、
を包含する、方法。
　（項目１２）　項目１１に記載の方法であって、上記デオキシヌクレオチドの少なくと
も１つが、検出可能に標識される、方法。
　（項目１３）　項目９に記載の方法であって、上記単一塩基伸長アッセイが、複数のゲ
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ノム遺伝子座の各々において、単一のヌクレオチドを同定する工程を包含する、方法。
　（項目１４）　項目１３に記載の方法であって、上記ゲノム遺伝子座が、ａｐｃ、Ｋｒ
ａｓ、ｐ５３，およびｂａｔ－２６からなる群から選択される、方法。
　（項目１５）　上記定量的核酸増幅アッセイが、上記サンプルにおける増幅可能な核酸
の第１の量を提供し、該第１の量が該サンプルにおける癌または前癌を示すか否かを決定
するために、該第１の量が第２の参照量と比較される、項目２に記載の方法。
　（項目１６）　組織または体液サンプルにおける癌または前癌を示すマーカーを検出す
る方法であって、該方法は、複数の核酸アッセイを行う工程を包含し、該複数は、患者か
ら非侵襲的または最小侵襲的に得られたサンプルにおいて、癌または前癌のマーカーの検
出のために少なくとも６０％の検出感度および少なくとも９０％の検出特異性を提供する
ものである、方法。
　（項目１７）　上記複数は２～５のアッセイを含む、項目１６に記載の方法。
　（項目１８）　上記複数が、定量的ポリメラーゼ連鎖反応およびｂａｔ－２６における
変異アッセイを含む、項目１６に記載の方法。
　（項目１９）　上記ｂａｔ－２６における変異アッセイは、該ｂａｔ－２６のフラグメ
ントを同定するためのプライマー伸長アッセイを含む、項目１８に記載の方法。
　（項目２０）　上記前癌が線腫である、項目１６に記載の方法。
　（項目２１）　上記癌が結腸直腸癌である、項目１、２または１６に記載の方法。
　（項目２２）　癌または前癌の核酸マーカーの存在を、不均一サンプルにおいて検出す
る方法であって、該方法は、以下の工程：
　（ａ）患者から非侵襲的または最小侵襲的に組織または体液サンプルを得る工程；
　（ｂ）該サンプルにおいてアッセイを行い、該マーカーのうちの少なくとも１つを、少
なくとも５０％の検出感度および少なくとも９０％の検出特異性で検出する工程；
　（ｃ）該マーカーのうちの少なくとも１つが該アッセイを行う工程において検出された
場合に、サンプルを陽性であると同定する工程
を包含する、方法。
　（項目２３）不均一サンプルにおいて、癌または前癌の核酸マーカーの存在を、少なく
とも５０％の該マーカーの検出感度および少なくとも９０％の該マーカーの検出特異性で
検出する方法であって、該方法は、以下の工程：
　（ａ）患者から非侵襲的または最小侵襲的に得られた該不均一サンプルにおける該マー
カーの検出のための少なくとも２つのアッセイを行う工程；および
　（ｂ）該アッセイのうちの少なくとも１つにおいて少なくとも１つの徴候が検出される
サンプルを、陽性サンプルと同定する工程
を包含する、方法。
　（項目２４）　上記アッセイは、マルチプル変異検出、定量的ポリメラーゼ連鎖反応、
配列特異的ハイブリッド捕捉、オリゴ連結、増幅不応性変異系、一本鎖コンフォーメーシ
ョン多型性検出、配列決定、ミスマッチ検出、および単一塩基伸長からなる群より選択さ
れる、項目２３に記載の方法。
　（項目２５）　上記感度および上記特異性は、上記スクリーニング方法において得られ
た結果と、侵襲性診断法を使用して得られた結果とを比較することによって決定される、
項目１、２、１６、２２または２３に記載の方法。
　（項目２６）　上記侵襲性診断法は結腸鏡検査である、項目２５に記載の方法。
　（項目２７）　上記侵襲性診断法が、上記スクリーニング方法と同時に実行される、項
目２６に記載の方法。
　（項目２８）　上記侵襲性診断方法が、上記スクリーニング方法が実行された時期の約
３時間～約３ヵ月以内に実行される、項目２７に記載の方法。
　（項目２９）　上記アッセイは、染色体アームの少なくとも一部におけるヘテロ性の消
失を検出するためのアッセイである、項目２２に記載の方法。
　（項目３０）　上記ヘテロ接合性の消失を検出するためのアッセイが、計数ＬＯＨおよ
び単一塩基伸長からなる群から選択される、項目２９に記載の方法。
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　（項目３１）　上記染色体アームが、第１７ｐ染色体、第５ｐ染色体、第８ｐ染色体、
第１ｑ染色体、および第１８ｑ染色体からなる群から選択される、項目２９に記載の方法
。
　（項目３２）　組織または体液サンプルにおいて癌または前癌を示す核酸マーカーを検
出する方法であって、該方法は、以下の工程：
　増幅可能な量の核酸を得るために、患者から非侵襲的または最小侵襲的に得られたサン
プル中の核酸を増幅する工程；および
　該量に基づいて癌または前癌を示すマーカーを含むサンプルを同定する工程であって、
検出の感度は少なくとも６０％であり、検出の特異性は少なくとも９０％である、工程
を包含する、方法。
　（項目３３）　上記量は、癌または前癌を含むサンプル中に存在することが知られてい
る標準量と比較される、項目３２に記載の方法。
　本発明の特定の好ましい実施形態の詳細な説明を、以下に提供する。本発明の他の実施
形態は、以下の詳細な説明の観点から明らかである。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】図１は、サンプル中の増幅可能な核酸の量を決定するためのアッセイにおける使
用のための、例示的な「Ａ」、「Ｂ」、「Ｃ」および「Ｆ」増幅を示す、ポリアクリルア
ミドゲルである。レーン１、４、５、６および７は、「Ａ」増幅を示し、レーン２は、「
Ｃ」増幅を示し、レーン３は、「Ｂ」増幅を示し、そしてレーン８は、「Ｆ」増幅（増幅
可能なＤＮＡは存在しない）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　（発明の詳細な説明）
　本発明の方法は、癌または前癌の疾患の初期段階での検出のための、非侵襲性または最
小侵襲性のアッセイを提供する。本発明の方法は、不均一な生物学的サンプルにおける癌
または前癌の検出に特に有用である。好ましい方法は、患者のサンプルにおいて１以上の
核酸変異を同定する工程を包含し、これは、癌または前癌の証拠の検出に対する、高い感
度および高い特異性を提供する。本発明の方法は、癌または前癌についての既知の情報提
供性を有する変異を同定する工程を包含し得るか、あるいは癌についての標準アッセイに
関連付けた、選択された変異の確認または変異を検出するためのアッセイに基づき得る。
癌または前癌の存在の検出に対する高い感度／特異性を有する癌マーカーまたは前癌マー
カーを利用することによって、本発明の方法は、非侵襲性または最小侵襲性の分子スクリ
ーニングアッセイにおける改善を提供する。本発明の目的について、非侵襲性または最小
侵襲性とは、分析のための試料を、身体排泄物（例えば、糞便、膿、痰）または体液（例
えば、血液吸引物またはリンパ）のいずれかから得ることを意味する。
【００２７】
　本発明は、患者の糞便試料から調製されたサンプルにおいて、結腸直腸の癌または前癌
の証拠の存在を検出するための実験によって例示される。しかし、当業者は、本発明の方
法が、種々の癌を検出するために、種々の異なるサンプルを使用して行われ得ることを認
識する。
【００２８】
　結腸直腸の癌または前癌（例えば、腺腫）の検出を例示するのは、糞便試料が、本発明
の方法が特に有用である、不均一な環境の良好な例であるからである（上記を参照のこと
）。さらに、結腸鏡検査（および、Ｓ状結腸鏡検査（関連技術））は、高い感度および高
い特異性を有する（しかし、高コストであり、かつ患者のコンプライアンスが低い）周知
の侵襲性の標準であり、本発明の方法と、比較および検証され得る。
【００２９】
　本発明の方法は、検出の感度が約５０％～約１００％の間であり、かつ検出の特異性が
約８５％～約１００％の間であるような、癌または前癌（例えば、結腸直腸腫瘍または腺
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腫）の１以上のマーカーの存在について、サンプル（例えば、糞便試料から調製したサン
プル）をスクリーニングする工程を包含する。好ましい実施形態において、本発明の方法
は、感度および特異性の全体的な増加を達成するために、異なる型のアッセイと併用され
る。従って、本発明の方法は癌または前癌に関連することが既知の変異についてのアッセ
イ、および癌または前癌に存在することが予測されるＤＮＡの量および／または長さにつ
いてのアッセイを行うことを包含し、両方のアッセイの感度および特異性の組み合わせた
効果を得る。さらに、感度および特異性のさらなる増加を提供するために、各アッセイに
おいて複数のゲノム標的を使用するということが、癌または前癌を検出するために複数の
核酸分析を利用するという概念に含まれる。しかし、以下に示すように、単一マーカーの
アッセイが、その感度および特異性が本明細書中に教示される範囲内にある場合に、本発
明の実施に十分である。
【００３０】
　本発明に従って使用されるゲノム標的およびアッセイ方法は、所望のレベルの感度およ
び特異性、ならびに検出が所望される癌または前癌の型に依存して変化し得る。ゲノム標
的（例えば、変異）は、それらの既知の感度または特異性に基づいて選択されるか、また
は基準の感度および特異性を決定することによって選択され得る。好ましい実施形態にお
いて、本発明の方法は、情報提供性の単一の遺伝子座での変異の検出を包含する。他の実
施形態において、情報提供性の遺伝子座についてのアッセイは、侵襲性の技術と比較した
改善された感度および特異性を達成するために、組み合わせられる。従って、本発明の方
法は、以下から選択されるアッセイの組み合わせを意図する：マルチプル変異検出（ｍｕ
ｌｔｉｐｌｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）、定量的ポリメラーゼ連鎖反応
（すなわち、サンプル中の増幅可能なＤＮＡの量を決定するため）、配列特異的ハイブリ
ッド捕捉、オリゴ連結、増幅不応性変異系（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｆｒａｃ
ｔｏｒｙ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ）、一本鎖コンフォーメーション多型性検出
、配列決定、ミスマッチ検出、および単一塩基伸長。標的遺伝子座としては、第１染色体
、第５染色体、第８染色体、第１７染色体および第１８染色体、特に、第５ｑ染色体、第
１７ｐ染色体、第８ｐ染色体、第１ｑ染色体、および第１８ｑ染色体が挙げられる。本発
明の方法における使用に好ましい遺伝子座としては、ｐ５３、ａｐｃ、ｂａｔ－２６、お
よび癌または前癌の前兆であることが疑われる他の遺伝子座が挙げられる。
【００３１】
　他の遺伝子が、結腸直腸癌に関連することが公知であり、そしてそれらの感度および特
異性が文献に公知でない場合に、十分に多くの異なる集団から、その変異を保有する腫瘍
の割合、およびその変異を保有する健常な試料の割合を測定することによって、それらの
感度および特異性が決定される。これは、経験的、または変異の存在を癌または前癌の存
在に関連付けるデータに基づいて、儀陽性および儀陰性のスクリーニング結果の可能性を
予測するアルゴリズムを使用して数学的に行われ得る。患者の臨床状態の確認は、標準的
試験（例えば、結腸癌における結腸鏡検査（これは、９５％の標準的な感度および１００
％の標準的な感度を有する））によって達成され得る。
【００３２】
　糞便サンプルの分析のために、本発明の好ましい方法は、米国特許第５，７４１，６５
０号、および同時係属中の共有に係る米国特許出願第０９／０５９，７１８号（この両方
は、本明細書中に参考として援用される）に教示されるように、排泄された糞便の少なく
とも断面または周辺（ｃｉｒｃｕｍｆｒｅｎｔｉａｌ）部分を得る工程を包含する。糞便
の断面部分および周辺部分が望ましいが、本明細書中に提供される方法は、排泄された糞
便から得られたランダムなサンプル（スメアまたは切屑を含む）に対して実行される。一
旦、糞便試料を得ると、その糞便試料をホモジナイズする。ホモジナイゼーションのため
の好ましい緩衝液は、少なくとも１６ｍＭのエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）を含む
緩衝液である。しかし、同時係属中の共有に係る米国特許出願第６０／１２２，１７７号
（本明細書中に参考として援用される）に教示されるように、少なくとも１５０ｍＭのＥ
ＤＴＡの使用が、糞便からの核酸の収率を大幅に改善することが考察されている。従って
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、糞便のホモジナイゼーションのための好ましい緩衝液は、リン酸緩衝化生理食塩水、２
０～１００ｍＭ　ＮａＣｌまたはＫＣｌ、少なくとも１５０ｍＭのＥＤＴＡ、ならびに必
要に応じて界面活性剤（例えば、ＳＤＳ）およびプロテイナーゼ（例えば、プロテイナー
ゼＫ）を含む。
【００３３】
　ホモジナイゼーション後、核酸は、好ましくは、この糞便サンプルから単離される。核
酸の単離または抽出は、本発明の必ずしも全ての方法において必要とはされない。なぜな
ら、特定の検出技術は、核酸の単離を伴わずに、ホモジナイズされた糞便において十分に
実行され得るからである。しかし、好ましい実施形態において、ホモジナイズされた糞便
を遠心分離して、核酸、タンパク質、脂質および他の細胞細片を含む上清を作製する。こ
の上清を界面活性剤およびプロテイナーゼで処理して、タンパク質を分解し、そして核酸
をフェノール－クロロホルム抽出する。次いで、この抽出された核酸を、アルコールで沈
殿させる。他の技術を使用して、このサンプルから核酸を単離し得る。このような技術と
しては、ハイブリッド捕捉、およびこのホモジナイズした糞便からの直接的な増幅が挙げ
られる。核酸は、使用されるスクリーニングアッセイに必要とされる程度に、精製および
／または単離され得る。
【００３４】
　分析される核酸は、特定の変異と癌または前癌との間の既知の関連性または疑われる関
連性に基づいて選択される。所望の場合、配列特異的ハイブリッド捕捉を使用して、サン
プルから特定の核酸を単離する。標的核酸は、当該分野の任意の方法によって分析され得
る。好ましい方法の例としては、米国特許第５，６７０，３２５号（本明細書中に参考と
して援用される）に教示されるような、ヘテロ接合性の損失の計数分析が挙げられる。計
数方法は、変異核酸の配列の情報を必要としない。むしろ、このような方法は、野生型核
酸において変更（欠失、置換、付加、再編成または他の変異）が存在することを決定する
。この調べられる遺伝子座は、癌または前癌に関連する変更の尤度に基づいて選択する。
計数方法は、癌または前癌において変更されていることが既知でない野生型核酸のサンプ
ル中の数を、癌または前癌において変更されていることが既知または疑われるている野生
型核酸の数と比較する。この２つの数における統計的に有意な差異が、陽性スクリーニン
グを示す。
【００３５】
　標的核酸における変異はまた、癌または前癌を示す一ヌクレオチド改変体を同定するた
めの単一塩基伸長技術によって測定され得る。好ましくは、単一塩基伸長アッセイは、共
有に係る同時係属米国特許出願第０９／０６７，２１２号（本明細書中に参考として援用
される）に教示されるように、繰り返される。手短に言うと、繰り返される単一塩基伸長
反応は、検出されるべき単一の塩基を含む領域の直ぐ５’側に、核酸プライマーをアニー
リングさせる工程を包含する。この検出されるべき単一の塩基は、変異についてのマーカ
ーを表す。この変異は、単一の点変異であり得るか、またはこの単一の塩基がマーカーで
ある、より大きな変異であり得る。２つの別々の反応が行われる。第１の反応において、
プライマーを、標的にアニーリングさせて、そして検出されるべき単一の塩基で非野生型
（例えば、疾患を示す変異体）改変体に相補的な標識（好ましくは、32Ｐ）された核酸、
およびその野生型塩基に対して相補的な標識していないジデオキシ核酸を組み合わせる。
プライマー伸長は、野生型（ジデオキシ）塩基がそのプライマーに付加される最初の時点
で停止される。伸長されたプライマーにおける標識の存在は、変異の存在を示す。第２の
チューブは、ポジティブコントロールであり、これは、このプライマーの存在下で野生型
塩基に相補的な標識された核酸を含む。ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｓｅｑｕｅｎａｓ
ｅTM（Ａｍｅｒｓｈａｍ））を、プライマー伸長に使用する。好ましい実施形態において
、熱安定性ポリメラーゼ（例えば、Ｔａｑまたはサーマルシークエナーゼ）を使用して、
より効率的なサイクリングを可能にする。一旦伸長反応が完了されると、標的核酸に結合
された第１のプローブおよび第２のプローブは、この反応混合物をこのハイブリッドの融
解温度より高く加熱することによって解離される。次いで、この反応混合物を、このハイ
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に標的核酸と会合される。好ましい実施形態において、１０～５０サイクルの伸長反応が
行われる。最も好ましい実施形態において、３０サイクルの伸長反応が行われる。全サイ
クルが完了した後、伸長産物を単離および検出する。代替的実施形態において、ジデオキ
シヌクレオチドよりむしろ鎖終結方法が使用され得る。例えば、鎖終結は、そのプライマ
ー上で、その次に利用可能なヌクレオチドでの組み込みに利用可能なさらなる塩基が存在
しない場合に生じる。
【００３６】
　本発明の方法はまた、癌または腺腫を示す集団サンプルにおける特性を同定するための
、患者集団のスクリーニングに有用である。例えば、本発明の方法は、患者サンプルのサ
ブセットに存在する核酸変異と、それらの患者における疾患の存在とを相関付けるための
、患者集団の高い感度で、高い特異性のスクリーニング工程を包含する。従って、本発明
の方法は、患者サンプルにおけるゲノム変化を検出する工程、これらの変化と確認された
疾患とを相関付ける工程、および確認された疾患に関連するこれらの変化を、以後の患者
サンプルにおける、その疾患についての診断スクリーニングに使用する工程を包含する。
このような方法は、好ましくは、識別された患者集団（例えば、疾患集団、健常集団）か
らのプールされたサンプル（例えば、糞便サンプル）に対して行われる。このような方法
は、好ましくは、一塩基ヌクレオチド多型遺伝子座における変化に基づく。これらの遺伝
子座の変異体の検出の感度および特異性を、疾患の関数として決定する。所定のレベルの
感度および特異性で疾患を予測するこれらの遺伝子座は、未知の患者サンプルに対するス
クリーニングアッセイにおける使用のために選択される。
【００３７】
　以下の実施例は、上記で議論された概念の特定の例示を提供する。本実施例は、疾患を
予測することが示される変異事象のサブセットを利用する。他の変異は、本発明のアッセ
イにおける、高い感度で、高い特異性の診断マーカーまたはスクリーニングマーカーとし
て機能することが意図される。さらに、以下に例示されるアッセイは、例示目的のためで
ある。本発明は、種々のアッセイを意図し、これらのアッセイは、それぞれ、少なくとも
約４４％および少なくとも約８５％の所定のレベルの感度および特異性を提供する限り、
癌または前癌について患者サンプルをスクリーニングするために有用である。
【実施例】
【００３８】
　（実施例１：糞便サンプルの多重スクリーニング）
　上記の糞便試料における癌または前癌の検出の感度および特異性に対する、マルチプル
変異分析単独の効果を決定するための実験を行った。１５の変異（これらは全て、結腸直
腸癌または結腸直腸前癌に存在することが既知であるか、または疑われる）を使用して、
４０人の患者サンプルをスクリーニングした。以下の表は、アッセイした変異を掲載する
。
【００３９】
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【表１】

　本発明に従って、マルチプル変異分析は、癌または前癌の検出の感度および特異性を増
加させるための好ましい方法である。例えば、本アッセイの全体の感度および特異性を増
加させるために、１つの対立遺伝子の変異（例えば、Ｋｒａｓ、コドン１３、第２位）の
情報提供性を、第２の対立遺伝子の変異（例えば、Ｋｒａｓ、コドン１２、第１位、また
はａｐｃ、コドン１４５０、第１位）の情報提供性とを組み合わせる累積効果が存在する
。従って、この本発明の１つの局面の効果を、以下に示す。
【００４０】
　糞便試料を、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃ（Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ，ＭＮ）で、結腸鏡検査が
行われるべきであることを示す症状または病歴を有することが示された、４０人の個体か
ら収集した。各糞便サンプルを凍結させた。糞便サンプルの提供直後に、全ての患者に、
彼らの疾患状態を決定するために結腸鏡検査を行った。結腸鏡検査（患者の鎮静を必要と
する侵襲性の試験）は、結腸新形成の診断に対する、９５％に近い感度、およびほぼ１０
０％の特異性を有する。この結腸鏡検査の結果、およびその後の、結腸鏡検査の間に採取
した生検サンプルの病歴分析に基づいて、個体を、以下の３つのグループに分けた：正常
、癌、および腺腫。腺腫（すなわち、ポリープ）は、それが１ｃｍ以上の直径を有する場
合に、臨床的に関連するとみなす。従って、腺腫グループにおける全ての個体は、少なく
とも１ｃｍのポリープを有した。癌グループにおける患者は、癌として診断された腫瘍を
有し、そして疾患を有さない個体は、結腸鏡検査によって癌または腺腫の徴候が全く示さ
れなかった患者であった。この結腸鏡検査の結果に基づいて、２１人の患者が、癌を有す
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が、癌も腺腫も有さなかった。
【００４１】
　次いで、各サンプルに対して盲検ベースで（すなわち、アッセイを行う科学者は結腸鏡
検査または組織学の結果を知らなかった）マルチプル変異分析を行った。凍結した各糞便
サンプル（重量７～３３ｇ）を解凍し、５００ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１６ｍＭ　ＥＤＴＡおよ
び１０ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ９．０中でホモジナイズした（容積：質量比は約３：１）。
次いで、サンプルを同じ緩衝液中で、最終容積：質量比が２０：１になるように再びホモ
ジナイズし、そして２３５６×ｇでガラスマクロビーズ（ｇｌａｓｓ　ｍａｃｒｏ　ｂｅ
ａｄ）中でスピンした。上清を採取し、そしてＳＤＳおよびプロテイナーゼＫで処理した
。次いで、ＤＮＡをフェノールクロロホルム抽出し、そしてアルコール沈澱した。沈澱物
を１０ｍＭ　Ｔｒｉｓおよび１ｍＭ　ＥＤＴＡ（１×ＴＥ）、ｐＨ７．４中で懸濁した。
最終的に、ＤＮＡをＲｎａｓｅで処理した。
【００４２】
　ヒトＤＮＡを配列特異的ハイブリッド捕捉により沈澱物から単離した。ｐ５３、Ｋ－ｒ
ａｓおよびａｐｃ遺伝子の部分に対するビオチン化プローブを使用した。Ｋ－ｒａｓプロ
ーブは、以下であった：
【００４３】
【化１】

（配列番号１）。２つのａｐｃプローブがあり、ａｐｃ－１３０９は以下であり：
【００４４】
【化２】

（配列番号２）、そしてａｐｃ－１３７８は、以下であった：
【００４５】
【化３】

（配列番号３）。ｐ５３に対する４つのプライマーがあり、第１は（エキソン５の部分に
ハイブリダイズする）は、以下：
【００４６】
【化４】

（配列番号４）であり、第２は（エキソン７の部分にハイブリダイズする）、以下：
【００４７】
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（配列番号５）であり、第３は（これもまたエキソン７の部分にハイブリダイズする）以
下：
【００４８】

【化６】

（配列番号６）であり、そして最後にエキソン８に対するプローブは、以下の配列：
【００４９】

【化７】

（配列番号７）を有した。各プローブの１０μｌのアリコート（２０ｐｍｏｌ／捕捉）を
、３１０μｌの６Ｍ　ＧＩＴＣ緩衝液の存在下で室温で２時間、３００μｌ　ＤＮＡを含
む懸濁物に添加した。ハイブリッド複合体をストレプトアビジンコーティングビーズ（Ｄ
ｙｎａｌ）を用いて単離した。洗浄後、プローブ－ビーズ複合体を２５℃で１時間、０．
１×ＴＥ緩衝液（ｐＨ７．４）中に懸濁した。次いで、この懸濁物を８５℃で４分間加熱
し、そしてビーズを除去した。
【００５０】
　次いで、捕捉したＤＮＡを、本質的に米国特許第４，６８３，２０２号（本明細書中に
参考として援用される）に記載のように、ＰＣＲを用いて増幅した。７つの別々のＰＣＲ
をＫｒａｓ、ａｐｃ、およびｐ５３に対するプライマーを用いて二連で実行した。以下に
列挙するプライマーを使用した：
【００５１】



(16) JP 2013-116131 A 2013.6.13

10

20

30

40

【化８】

　サンプルを９４℃で５分間加熱し、次いで９４℃、６０℃、および７２℃（各１分ごと
）の間で４０サイクル、次いで７２℃で５分間を１サイクル行った。
【００５２】
　上記の表１に列挙した１５の変異の存在を、本質的に上記および同時係属中の共同出願
人に係る米国特許出願番号第０９／０６７，２１２号（本明細書中に参考として援用され
る）のように、サイクリング単一塩基伸長（ｃｙｃｌｉｎｇ　ｓｉｎｇｌｅ　ｂａｓｅ　
ｅｘｔｅｎｔｉｏｎ）（サイクリングＳＢＥ）により決定した。簡潔には、２つの反応を
行った。第１の反応において、プライマーを、検出される単一塩基に隣接してハイブリダ
イズした。予測した変異塩基に相補的な32Ｐ標識ヌクレオチドおよび野生型塩基に相補的
な非標識ジデオキシヌクレオチドを添加した。プライマーを伸長し、そして変異を示す標
識産物の存在がサンプル中に存在した。第２の反応を、標識された野生型相補体のみを反
応混合物に添加するポジティブコントロールとして実行した。標識された塩基を組み込む
プライマー伸長により、この反応が正確に実行されたことが確認された。
【００５３】
　ＳＢＥで使用したプライマーは以下のとおりであった：
【００５４】
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【化９】

　反応を標準的な変性、アニーリング、伸長サイクリングの下で３０サイクル行い、そし
て１５％変性ポリアクリルアミドゲル上で可視化した。各サイクリング反応からの１分ご
との数（ＣＭＰ）をＰａｃｋａｒｄ　Ｉｎｓｔａｎｔ　Ｉｍａｇｅｒ（ワイヤチャンバカ
ウンター）に入力した。対立遺伝子不均一性の％を以下のとおりに決定した：
　　　ｃｐｍ変異／ｃｐｍ野生型　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　ｃｐｍ　１％　変異コントロール／ｃｐｍ　１％　野生型コントロール
　陽性サンプルを２つの複製物のうちの少なくとも１つが、分析した単一塩基のうち少な
くとも１つについて１％不均一性を有する変異を有したものとして規定した。分析した遺
伝子のうちの少なくとも１つが、二連で変異を示した任意のサンプルを、陽性とみなした
。結果を以下の表２にまとめる。癌／腺腫および正常群における患者の総数は、「患者状
態」の列に示す。
【００５５】
【表２】

　表２に示されるように、ＳＢＥを使用するマルチプル変異分析は、５２％の感度で、結
腸鏡検査により同定された２１の癌病変から１１を正確に同定した。マルチプル変異分析
により、４４％の感度で、９つの腺腫のうち４つが明らかになった。両方の場合において
、ＳＢＥを使用するマルチプル変異分析は、疾患を有さない個体全てを正確に同定し、擬
陽性を全く生じなかった（１００％の特異性）。
【００５６】
　糞便の潜血検査を、腺腫を有すると診断された患者からの全サンプルに対して、ＳＢＥ
試験と並行して実行した。糞便の潜血検査は９つの腺腫陽性サンプルのいずれ診断もでき
ず、従って、０％の感度を有した。従って、マルチプル変異分析は、現在利用可能な最も
一般的な非侵襲性技術（糞便潜血）よりはるかに高い感度および特異性を有する。
【００５７】
　（実施例２－定量的ＤＮＡ分析）
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　この実験において、実施例１に記載される同じ４０サンプルを、癌または前癌を有する
患者により生じた糞便中の増幅可能なＤＮＡの量が、癌を有さない個体由来の糞便中に生
じた増幅可能なＤＮＡの量とは異なるか否かを決定するために、それらの総ＤＮＡ含有量
について独立して分析した。サンプルを「盲検」で分析し、そして後で以下に記載のよう
に結腸鏡検査の結果に対して相関させた。
【００５８】
　実施例１における上記の４０名の患者から得られたＤＮＡのアリコートを、上記のプラ
イマーを用いて増幅した。各サンプルを二連で７つの遺伝子座を介して増幅した（各遺伝
子座について計１４増幅）。ＰＣＲ産物を４％　Ｎｕｓｉｅｖｅ（ＦＭＣ　Ｂｉｏｃｈｅ
ｍｉｃａｌ）ゲル（３％　Ｎｕｓｉｅｖｅ，１％アガロース）上に配置し、そしてエチジ
ウムブロミドで染色した（０．５μｇ／ｍｌ）。得られた増幅ＤＮＡを、染色したゲルの
相対強度に基づいて等級付けした。「Ａ」増幅物は、４０サイクルのＰＣＲ後に最も大き
な累積強度（従って、最も多量のＤＮＡ）を生じ、「Ｂ」および「Ｃ」の増幅物は、比例
して低いゲル強度を生じ；そして「Ｆ」増幅物は、強度を全くまたはほとんど生じなかっ
た。図１は、例示的なＡ、Ｂ、Ｃ、およびＦの増幅物を示す。ＰＣＲにおける再現性は、
当業者が、健常集団および癌集団についての標準に基づいて、または図１におけるゲル写
真の標本に基づいて核酸を増幅しうる量を分類することが可能であるために十分である。
このアッセイは、当業者が「Ａ」増幅物と、「Ｂ」、「Ｃ」および「Ｆ」の増幅物いずれ
かとを区別することのみが必要である。「Ａ」増幅物は、図１のレーン１における増幅物
のバンド強度（すなわち、類似の強度の別のゲルバンド（例えば、図１のレーン４、５、
６または７）に加えて）を有するものである。図１の右側のマーカーは、Ａ、ＢおよびＣ
増幅物を生じるＤＮＡの例示的な量を示す。従って、２００ｐｇのＤＮＡ（図のレーン１
２）は「Ａ」増幅物を生じ、そして１００ｐｇのＤＮＡ（図のレーン１３）は「Ｂ」増幅
物を生じ、そして５０ｐｇのＤＮＡは「Ｃ」増幅物を生じる。
【００５９】
　あり得る１４のうち９の「Ａ」増幅物を生じた任意のＤＮＡサンプルを、癌または腺腫
について陽性であると等級付けした。結果を以下の表３に示す：
【００６０】

【表３】

　表３に示されるように、糞便中の増幅可能なＤＮＡの量は、大いに患者の疾患状態の前
兆である。これらの結果は、結腸に癌または腺腫を有する患者が形成中の糞便により多く
の細胞（従って、より多くのＤＮＡ）を閉じこめるという考え方と一致する。さらに、癌
または腺腫の細胞に由来するＤＮＡは、正常細胞に由来するＤＮＡよりインタクトである
。なぜなら、癌および腺腫の細胞は、ＤＮＡのアポトーシス的分解を免れたからである。
【００６１】
　（実施例３－マルチプル変異分析および定量的分析の組合わせ）
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　上記の実施例１および２において得た結果を、感度および特異性におけるさらなる増大
が観察されるか否かを決定するために組合わせた。
【００６２】
　この実験における陽性サンプルは、「Ａ」増幅物を生じ、かつ（実施例１に記載の基準
の下で）陽性のマルチプル変異結果を生じたものである。サンプルを調製し、そして上記
のように「盲検」ベースで（すなわち、予め結腸鏡検査結果を知らないで）分析した。結
果を以下の表４にまとめる：
【００６３】
【表４】

　定量的分析およびマルチプル変異分析を組合わせた結果は、癌については７６％の検出
感度および腺腫については７８％の検出感度を示し、各々は、１００％の特異性を有した
。これらの結果は、他の非侵襲的または最小侵襲的な技術（例えば、感度０を有する糞便
潜血検査）よりはるかに優れている。
【００６４】
　（実施例４－Ｂａｔ－２６を使用した診断アッセイ）
　次いで、Ｂａｔ－２６ミスマッチ修復遺伝子座（配列番号３７に示す）を用いて、上記
の同じ４０サンプルを評価した。Ｂａｔ－２６における欠失は結腸直腸癌または腺腫に関
連した。サンプルを上記のように調製した。プライマーを、ポリ－Ａトラクト（ｔｒａｃ
ｔ）の直ぐ上流のＢａｔ－２６遺伝子座の部分にハイブリダイズさせた。非標識デオキシ
チミジン、標識デオキシシトシンおよび非標識デオキシシトシンの混合物、ならびに非標
識ジデオキシアデニンをポリメラーゼとともに添加した。プライマーをポリ－Ａ領域を介
して伸長した。標識シトシンおよび非標識シトシンを次のこれらの塩基（ヌクレオチド２
２２～２２４、インタクトな配列における全てのグアニン）のために伸長し、その結果、
標識が各伸長したプライマーに組み込まれた。ポリ－Ａトラクトおよびこれらのグアニン
の後ろに、インタクトな配列において２つのチミジンが存在する。従って、ジデオキシア
デノシンは、プライマーの末端に付加されることによりプライマー伸長（ポリ－Ａおよび
トリグアニン領域を介して伸長した）を停止する。鎖を分離し、そして鎖の長さをポリア
クリルアミドゲル上で観察して、ポリ－Ａトラクトにおける欠失を検出した。結果を以下
の表５に示す：
【００６５】
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【表５】

　上記のように、Ｂａｔ－２６単独では、マルチプル変異単独を用いて達成された高感度
も、定量単独を用いて達成された高感度も提供しなかった。しかし、これは、他の単一遺
伝子座検出アッセイと比較すると高感度を示した。さらに、以下に示すように、上記の他
の技術と組合わせてのＢａｔ－２６は、感度および特異性において全体的な増加を生じた
。
【００６６】
　（実施例５－Ｋｒａｓ、マルチプル変異、定量およびＢａｔ－２６の累積効果）
　Ｋｒａｓ、マルチプル変異分析、定量、およびＢａｔ－２６について上記で得た結果を
組合わせて、癌または腺腫についての非侵襲的アッセイにおいて感度および特異性を増大
させるために、それらの技術の組合わせを用いた累積効果を決定した。結果を以下の表６
にまとめる：
【００６７】

【表６】

　上記のまとめに示されるように、マルチプル変異分析、定量的ＰＣＲ、およびＢａｔ－
２６の組合わせは、結腸鏡検査にほぼ等しい感度を生じた。マルチプル変異分析および定
量単独の組合わせはまた、非常に高い感度を有した。全てのアッセイが１００％の特異性
を生じ（擬陽性結果はなし）、結腸鏡検査に匹敵した。
【００６８】
　前述の実験は、単一の高感度／高特異性の非侵襲性または最小侵襲性のアッセイですら
当該分野の非侵襲的／最小侵襲的な技術より優れた診断結果を生じ、そして認識された標
準的侵襲的診断手順（結腸鏡検査）で観察されたアプローチの結果にほぼ等しい。さらに
、１つを超える高感度／高特異性技術を利用する非侵襲性アッセイは、１００％にほぼ等
しい診断的正確さを生じる。このように、本発明の方法は、癌の正確な非侵襲的診断を行
う能力において有意な改善を提供する。
　（配列表）
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