
(57)【要約】

本発明はゲノムＤＮＡのシトシンメチル化状態を検出す

るための変性およびゲノム配列、オリゴヌクレオチドお

よび／またはＰＮＡオリゴマー、ならびにホルモン治療

に対する乳房組織の細胞増殖障害を有する被検者の反応

を予測する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 経 路 を 標 的 と す る か 、 あ る い は エ ス ト ロ ゲ ン 代 謝 、 産 生 ま た は 分 泌 に
関 与 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 薬 剤 を 含 む 治 療 に 対 す る 乳 房 組 織 の 細 胞 増 殖 障 害 を 有 す る
被 検 者 の 反 応 性 を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、 治 療 前 あ る い は 治 療 中 に 被 検 者 か ら 得 た 生 物 学
的 試 料 中 の 前 記 標 的 核 酸 の 少 な く と も １ つ を 上 記 物 質 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 STMN1,
 SFN, S100A2, TGFBR2, TP53, PTGS2, FGFR1, SYK, PITX2, GRIN2D, PSA, CGA, CYP2D6, 
MSMB, COX7A2L, VTN, PRKCD, ONECUT2, WBP11, CYP2D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1, TP
53, TMEFF2, ESR1, SYK, RASSF1, PITX2, PSAT1, CGA お よ び  PCAFか ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 遺 伝 子 の １ つ ま た は 組 合 せ 、  お よ び ／ ま た は そ れ ら の 制 御 領 域 を 含 む 標 的 核 酸 の メ
チ ル 化 パ タ ー ン を 分 析 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 遺 伝 子 は TP53, PTGS2, FGFR1, PSA, CGA, CYP2D6お よ び MSMBか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 遺 伝 子 は STMN1, PITX2, PSAお よ び CGAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 遺 伝 子 は STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, SYK, GRIN2D, PSA, COX7A2L, VTNお よ び PRKC
Dか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 遺 伝 子 は ONECUT2, WBP11, CYP2D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1, TP53, TMEFF2, ESR
1, SYK, RASSF1, PITX2, PSAT1, CGAお よ び PCAFか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 遺 伝 子 は TP53, PTGS2, PITX2, CYP2D6, MSMB, WBP11, TMEFF2, ESR1, PITX2, ERBB2
お よ び PCAFか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 遺 伝 子 は TP53, PTGS2, CYP2D6お よ び  MSMBか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 遺 伝 子 は PITX2か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 遺 伝 子 は WBP11, TMEFF2, ESR1, PITX2, ERBB2お よ び PCAFか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 遺 伝 子 は STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, FGFR1, SYK, GRIN2D, PSA, CGA,　 COX7A2L, 
VTN, PRKCD, ONECUT2, CYP2D6, DAG1, S100A2, TFF1, TP53, SYK, RASSF1, PSAT1お よ び  
CGAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 遺 伝 子 は FGFR1, PSAお よ び  CGAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 遺 伝 子 は STMN1, PSAお よ び CGAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 遺 伝 子 は STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, SYK, GRIN2D, PSA, COX7A2L, VTNお よ び  PRK
CDか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 遺 伝 子 は ONECUT2, CYP2D6, DAG1, S100A2, TFF1, TP53, SYK, RASSF1, PSAT1お よ び C
GAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-515513 A 2006.6.1



前 記 標 的 核 酸 は 、 本 質 的 に 配 列 番 号 ： 27, 40, 122, 43, 74, 127, 86, 90, 128, 105, 11
5, 121, 126, 129, 125, 132, 122, 123, 131, 127, 130, 124, and 128か ら な る 群 か ら
得 ら れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 標 的 核 酸 は 、 本 質 的 に 配 列 番 号 ： 68, 50, 74, 90, 91, 92お よ び 99か ら な る 群 か ら 得
ら れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 標 的 核 酸 は 、 本 質 的 に 配 列 番 号 ： 27, 83, 90お よ び 91か ら な る 群 か ら 得 ら れ る １ つ ま
た は そ れ 以 上 の 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 標 的 核 酸 は 、 本 質 的 に 配 列 番 号 ： 27, 40, 41, 43, 78, 86, 90, 105, 115 お よ び 121
か ら な る 群 か ら 得 ら れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 標 的 核 酸 は 、 本 質 的 に 配 列 番 号 ： 126, 137, 129, 125, 132, 122, 123, 131, 133, 1
34, 127, 130, 135, 124, 128お よ び 136か ら な る 群 か ら 得 ら れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配
列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
乳 房 組 織 の 前 記 細 胞 増 殖 障 害 は 、 イ ン サ イ チ ュ 管 癌 腫 、 小 葉 癌 腫 、 膠 質 癌 腫 、 尿 細 管 癌 腫
、 髄 様 癌 、 異 形 成 癌 腫 、 イ ン サ イ チ ュ 管 内 癌 腫 、 イ ン サ イ チ ュ 小 葉 癌 腫 お よ び イ ン サ イ チ
ュ 乳 頭 癌 腫 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 被 検 者 は エ ス ト ロ ゲ ン お よ び ／ ま た は プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 陽 性 で あ る 、 請 求 項 １ ～
２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 治 療 は 、 乳 房 組 織 の 再 発 性 ま た は 転 移 性 細 胞 増 殖 障 害 の 処 置 の た め の 治 療 で あ る 、 請
求 項 １ ～ ５ お よ び １ ０ ～ １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 治 療 は 補 助 的 治 療 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 被 検 者 は 化 学 治 療 を 受 け な か っ た 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
本 質 的 に 、 配 列 番 号 ： 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345, 346, 381, 382, 
393, 394, 401, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 443, 444, 
455, 456, 475, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 
499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 
515, 516, 517, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 619, 620, 
655, 656, 667, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 
717, 718, 729, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 
771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 
787, 788, 789, 790, 791, 792, 793お よ び 794か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 お よ び こ れ
ら に 相 補 的 な 配 列 の う ち の １ つ に よ る 長 さ が 少 な く と も １ ８ 塩 基 の 配 列 か ら な る 核 酸 分 子
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
本 質 的 に 、 配 列 番 号 ： 345, 346, 381, 382, 393, 394, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 
443, 444, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 717お よ び 7
18、 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 の う ち の １ つ に よ る 長 さ
が 少 な く と も １ ８ 塩 基 の 配 列 か ら な る 核 酸 分 子 。
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【 請 求 項 ２ ７ 】
本 質 的 に 、 配 列 番 号 ： 299, 300, 411, 412, 425, 426, 427, 428, 573, 574, 685, 686, 
699, 700, 701お よ び  702か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 の
う ち の １ つ に よ る 長 さ が 少 な く と も １ ８ 塩 基 の 配 列 か ら な る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
本 質 的 に 、 配 列 番 号 ： 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 401, 402, 417, 418, 
425, 426, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 
675, 676, 691, 692, 699, 700, 729, 730, 749, 750, 761お よ び 762か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 の う ち の １ つ に よ る 長 さ が 少 な く と も １ ８ 塩 基 の
配 列 か ら な る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
本 質 的 に 、 配 列 番 号 ： 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 
501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 
517, 518, 519, 520, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774, 
775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 787, 788, 789, 790, 
791, 792, 793お よ び 794か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 の う
ち の １ つ に よ る 長 さ が 少 な く と も １ ８ 塩 基 の 配 列 か ら な る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
オ リ ゴ マ ー 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） － オ リ ゴ マ ー で あ っ て
、 本 質 的 に 配 列 番 号 ： 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345, 346, 381, 382, 
393, 394, 401, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 443, 444, 
455, 456, 475, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 
499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 
515, 516, 517, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 619, 620, 
655, 656, 667, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 
717, 718, 729, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 
771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 
787, 788, 789, 790, 791, 792, 793お よ び  794に 記 載 の 核 酸 配 列 の う ち の １ つ に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る か 、 あ る い は 同 一 で あ る 長 さ 少 な く と も １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 少 な く と
も １ つ の 塩 基 配 列 か ら な る オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
オ リ ゴ マ ー 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） － オ リ ゴ マ ー で あ っ て
、 本 質 的 に 、 配 列 番 号 ： 345, 346, 381, 382, 393, 394, 425, 426, 427, 428, 429, 430
, 443, 444, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 717お よ
び 718 に 記 載 の 核 酸 配 列 の う ち の １ つ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 あ る い は 同 一 で あ る 長 さ
少 な く と も １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 少 な く と も １ つ の 塩 基 配 列 か ら な る オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
オ リ ゴ マ ー 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） － オ リ ゴ マ ー で あ っ て
、 本 質 的 に 、 配 列 番 号 ： 299, 300, 411, 412, 425, 426, 427, 428, 573, 574, 685, 686
, 699, 700, 701お よ び  702 に 記 載 の 核 酸 配 列 の う ち の １ つ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 あ
る い は 同 一 で あ る 長 さ 少 な く と も １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 少 な く と も １ つ の 塩 基 配 列 か
ら な る オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
オ リ ゴ マ ー 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） － オ リ ゴ マ ー で あ っ て
、 本 質 的 に 、 配 列 番 号 ： 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 401, 402, 417, 418
, 425, 426, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606
, 675, 676, 691, 692, 699, 700, 729, 730, 749, 750, 761お よ び  762 に 記 載 の 核 酸 配
列 の う ち の １ つ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か あ る い は 同 一 で あ る 長 さ 少 な く と も １ ０ ヌ ク レ オ
チ ド を 有 す る 少 な く と も １ つ の 塩 基 配 列 か ら な る オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ３ ４ 】

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-515513 A 2006.6.1



オ リ ゴ マ ー 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） － オ リ ゴ マ ー で あ っ て
、 本 質 的 に 、 配 列 番 号 ： 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500
, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516
, 517, 518, 519, 520, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774
, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 787, 788, 789, 790
, 791, 792, 793お よ び  794 に 記 載 の 核 酸 配 列 の う ち の １ つ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か あ る
い は 同 一 で あ る 長 さ 少 な く と も １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 少 な く と も １ つ の 塩 基 配 列 か ら
な る オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
塩 基 配 列 は 少 な く と も １ つ の Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ ０ ～ ３ ４ の い ず れ か
１ つ に 記 載 さ れ る オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 ３ ０ ～ ３ ５ の い ず れ か に 記 載 さ れ る 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ マ ー を 含 む オ リ ゴ マ ー
の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 固 体 相 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３
０ ～ ３ ６ の １ つ に 記 載 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
配 列 番 号 ： 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345, 346, 381, 382, 393, 394, 
401, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 443, 444, 455, 456, 
475, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 
501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 
517, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 619, 620, 655, 656, 
667, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 717, 718, 
729, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 
773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 787, 788, 
789, 790, 791, 792, 793, お よ び 794の う ち の １ つ を 含 む 核 酸 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的
な 配 列 の 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 ３ ０ ～ ３
６ の う ち の １ つ に 記 載 さ れ る 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
配 列 番 号 ： 27, 40, 122, 43, 74, 127, 86, 90, 128, 105, 115, 121, 126, 129, 125, 1
32, 122, 123, 131, 127, 130, 124お よ び 128か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 お よ び こ れ
ら に 相 補 的 な 配 列 内 の シ ト シ ン メ チ ル 化 状 態 お よ び ／ ま た は 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 （ Ｓ Ｎ
Ｐ ） を 検 出 す る た め の 請 求 項 ３ ０ ～ ３ ８ の い ず れ か に 記 載 の オ リ ゴ マ ー の 少 な く と も ２ つ
を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
配 列 番 号 ： 27, 40, 122, 43, 74, 127, 86, 90, 128, 105, 115, 121, 126, 129, 125, 1
32, 122, 123, 131, 127, 130, 124お よ び 128か ら な る 群 の Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の い ず
れ か の メ チ ル 化 状 態 の 分 析 に よ っ て 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 経 路 を 標 的 と す る か 、 ま た は エ
ス ト ロ ゲ ン 代 謝 、 産 生 ま た は 分 泌 に 関 与 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 薬 剤 を 含 む 治 療 に 対 す
る 乳 房 組 織 の 細 胞 増 殖 障 害 を も つ 被 検 者 の 反 応 性 を 予 測 す る た め の 担 体 物 質 に 固 定 化 さ れ
た 異 な っ た オ リ ゴ マ ー （ ア レ ー ） の 配 列 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ３ ０ ～ ３ ５ の い
ず れ か に 記 載 の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ マ ー が 固 体 相 に 結 合 さ れ て い る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 ４ ０ に お い て 得 ら れ う る 異 な っ た オ リ ゴ マ ー （ ア レ ー ） の 配 列 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 四 角 形 ま た は 六 角 形 格 子 形 態 の 平 面 固 体 相 上 に 配 列 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 さ れ る 異 な っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － お よ び ／ ま た は Ｐ
Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー 配 列 の ア レ ー 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
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固 体 相 表 面 は シ リ コ ー ン 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鉄 鋼 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ
ル 、 銀 ま た は 金 か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ １ ま た は ４ ２ の い ず れ か に 記
載 の ア レ ー 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 ３ ０ ～ ３ ５ の い ず れ か に 記 載 さ れ る 少 な く と も １ つ の 核 酸 を 含 む 配 列 番 号 ： 27, 40
, 122, 43, 74, 127, 86, 90, 128, 105, 115, 121, 126, 129, 125, 132, 122, 123, 13
1, 127, 130, 124お よ び 128か ら な る 群 の Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か の メ チ ル 化 状
態 の 分 析 に よ っ て 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 経 路 を 標 的 と す る か 、 あ る い は エ ス ト ロ ゲ ン 代 謝
、 産 生 ま た は 分 泌 に 関 与 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 薬 剤 を 含 む 治 療 に 対 す る 乳 房 細 胞 増 殖
障 害 の 反 応 を 予 測 す る た め の Ｄ Ｎ Ａ － お よ び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ － ア レ ー 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
下 記 工 程 ；
ａ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 生 物 学 的 試 料 を 得 て 、
ｂ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、
ｃ ） ５ － 位 で 非 メ チ ル 化 さ れ て い る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 中 の シ ト シ ン 塩 基 を ウ ラ シ ル ま た は
塩 基 対 挙 動 に お い て シ ト シ ン に 類 似 し て い な い 他 の 塩 基 に 変 換 し 、
ｄ ） 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 少 な く と も １ つ の 断 片 を 増 幅 し 、 こ こ で 前 記 断 片 は 、 配
列 番 号 ： 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345, 346, 381, 382, 393, 394, 40
1, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 443, 444, 455, 456, 47
5, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 50
1, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 51
7, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 619, 620, 655, 656, 66
7, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 717, 718, 72
9, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 77
3, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 787, 788, 78
9, 790, 791, 792, 793お よ び 794か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 お
よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 を 含 み 、 そ し て
ｅ ） 増 幅 核 酸 の 分 析 に よ っ て 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ゲ ノ ム Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ
ル 化 状 態 を 決 定 す る こ と を 含 む 請 求 項 １ ～ ２ ４ の い ず れ か １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
工 程 ｄ ） に お い て 、 前 記 断 片 は 、 　 配 列 番 号 ： 345, 346, 381, 382, 393, 394, 425, 426
, 427, 428, 429, 430, 443, 444, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 699, 700, 701, 702
, 703, 704, 717お よ び 718か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 お よ び こ
れ ら に 相 補 的 な 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
工 程 ｄ ） に お い て 、 前 記 断 片 は 、 配 列 番 号 :： 299, 300, 411, 412, 425, 426, 427, 428,
 573, 574, 685, 686, 699, 700, 701お よ び 702、 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
工 程 ｄ ） に お い て 、 前 記 断 片 は 、 配 列 番 号 ： 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 
401, 402, 417, 418, 425, 426, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 573, 574, 599, 600, 
601, 602, 605, 606, 675, 676, 691, 692, 699, 700, 729, 730, 749, 750, 761お よ び 7
62、 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 を
含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
工 程 ｄ ） に お い て 、 前 記 断 片 は 、 配 列 番 号 ： 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 
497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 
513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 
771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 
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787, 788, 789, 790, 791, 792, 793お よ び  794か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は そ
れ 以 上 の 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
工 程 ｅ ） は 、 配 列 番 号 ： 1691～ 1692, 1733～ 1736, 1925～ 1932, 1941～ 1954 お よ び  1965
 ～ 2142に 記 載 さ れ る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
工 程 ｅ ） は 、 配 列 番 号 ： 2011, 2012, 2017～ 2024, 2031～ 2035, 2035, 2036, 2036, 2037
, 2037, 2038お よ び  2038～ 2044に 記 載 さ れ る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
工 程 ｅ ） は 、 配 列 番 号 ： 2003 ～  2030に 記 載 さ れ る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ３ 】
工 程 ｅ ） は 、 配 列 番 号 ： 2003～ 2020お よ び 2045～ 2112に 記 載 さ れ る 少 な く と も １ つ の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４
５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
工 程 ｅ ） は 、 配 列 番 号 ： 1691～ 1692, 1733～ 1736, 1925～ 1932, 1941～ 1954, 1965～ 2002
, 2011～ 2025, 2045～ 2052, 2069～ 2078お よ び 2127～ 2134に 記 載 さ れ る 少 な く と も １ つ の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
工 程 ｅ ） は 、 請 求 項 １ ７ ～ ２ １ に 記 載 さ れ る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
工 程 ｅ ） は 請 求 項 １ ７ ～ ２ １ に 記 載 さ れ る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 に よ る 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
工 程 ｅ ） は 配 列 決 定 に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
工 程 ｄ ） は 特 定 プ ラ イ マ ー の メ チ ル 化 を 使 用 し て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
さ ら に 、 工 程 ｄ ） に お い て 、 配 列 番 号 ： 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345,
 346, 381, 382, 393, 394, 401, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429,
 430, 443, 444, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495,
 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511,
 512, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605,
 606, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701,
 702, 703, 704, 717, 718, 729, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767,
 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783,
 784, 785, 786, 787, 788, 789, 790, 791, 792, 793お よ び 794か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 に 相 補 的 で あ る か 、 あ る い は 中 程 度 に 厳 密 な ま た は 厳
密 な 条 件 下 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 長 さ が 少 な く と も ９ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 近 接 し た 配 列 を
各 ケ ー ス に お い て 含 む 、 少 な く と も １ つ の 核 酸 分 子 ま た は ペ プ チ ド 核 酸 分 子 の 使 用 を 含 む
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、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
工 程 ｅ ） は 、 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ２ に 記 載 さ れ る 方 法 の う ち 、 少 な く と も ２ つ を 組 み 合 わ せ て
実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
治 療 は 重 亜 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸 水 素 塩 ま た は 二 亜 硫 酸 塩 の 溶 液 に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
下 記 工 程 ；
ａ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 生 物 学 的 試 料 を 得 て 、
ｂ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、
ｃ ） １ つ ま た は そ れ 以 上 の メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 で も っ て 、 配 列 番 号 ：  27, 40, 122, 
43, 74, 127, 86, 90, 128, 105, 115, 121, 126, 129, 125, 132, 122, 123, 131, 127,
 130, 124お よ び 128か ら な る 群 か ら 得 た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的
な 配 列 を 含 む ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 消 化 し 、 そ し て
ｄ ） 工 程 ｃ ） の 消 化 に お い て 生 成 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 決 定 す る
こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ２ ４ の い ず れ か １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
標 的 配 列 ま た は 　 工 程 ｃ ） に お い て 消 化 さ れ た 配 列 は 、 配 列 番 号 ： 68, 50, 74, 90, 91, 
92お よ び 99か ら な る 群 か ら 得 た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
標 的 配 列 ま た は 工 程 ｃ ） で 消 化 さ れ た 配 列 は 、 配 列 番 号 ： 27, 83, 90お よ び 91か ら な る 群
か ら 得 た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
標 的 配 列 ま た は 工 程 ｃ ） で 消 化 さ れ た 配 列 は 、 配 列 番 号 ： 27, 40, 41, 43, 78, 86, 90, 
105, 115お よ び 121か ら な る 群 か ら 得 た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
標 的 配 列 ま た は 工 程 ｃ ） で 消 化 さ れ た 配 列 は 、 配 列 番 号 ： 126, 137, 129, 125, 132, 122
, 123, 131, 133, 134, 127, 130, 135, 124, 128お よ び 136か ら な る 群 か ら 得 た １ つ ま た
は そ れ 以 上 の 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
Ｄ Ｎ Ａ 消 化 物 は 工 程 ｄ ） の 前 に 増 幅 さ れ る 、 請 求 項 ６ ２ ～ ６ ６ の い ず れ か １ つ に 記 載 さ れ
る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
１ ０ ０ ～ ２ ０ ０ 塩 基 対 の 長 さ を 有 す る ６ 以 上 の 異 な っ た 断 片 が 増 幅 さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ５ ４ お よ び ６ ７ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
い く つ か の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト の 増 幅 は １ つ の 反 応 容 器 中 で 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ４ ５ ～ ５ ４ お よ び ６ ８ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ は 耐 熱 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ５ ４ お
よ び ６ ８ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
増 幅 は ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ イ ン リ ア ク シ ョ ン （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 ４ ５ ～ ５ ４ お よ び ７ ０ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
増 幅 産 物 は 検 出 可 能 な 標 識 を 担 持 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ５ ４ お よ び ６ ９ ～
７ ０ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
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【 請 求 項 ７ ３ 】
前 記 標 識 は 、 蛍 光 標 識 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は 質 量 分 析 計 で 検 出 で き る 典 型
的 な 質 量 を 有 す る 検 出 可 能 な 分 子 断 片 で あ る 、 請 求 項 ７ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
増 幅 産 物 ま た は 増 幅 産 物 の 断 片 は 質 量 分 析 計 で 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ ～
５ ４ お よ び ６ ９ ～ ７ ３ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
産 生 し た 断 片 は 、 質 量 分 析 計 で よ り 良 い 検 出 性 の た め の 単 一 正 お よ び 負 総 電 荷 を 有 す る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ ４ お よ び ／ ま た は ７ ３ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
検 出 は マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 法 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） に よ り 、 ま た は
エ レ ク ト ロ ン ス プ レ ー 質 量 分 析 法 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） を 使 用 し て 実 施 し 、 か つ 可 視 化 す る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ７ ３ ～ ７ ５ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 例 え ば 、 セ ル ラ イ ン 、 組 織 学 的 ス ラ イ ド 、 生 検 、 組 織 包 埋
パ ラ フ ィ ン 、 乳 房 組 織 、 血 液 、 血 漿 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 組 織 、 管 細 胞 、 管 洗 浄 液 、 乳 頭 吸
引 液 、 骨 髄 お よ び こ れ ら の 組 合 せ を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 源 を 含 む 細 胞 ま た は 細 胞 性 成 分 か ら 得 ら れ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ７ ６ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
重 亜 硫 酸 塩 （ ＝ 二 亜 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸 水 素 塩 ） 試 薬 な ら び に 請 求 項 ３ ０ ～ ３ ８ の １ つ に 記 載
さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
さ ら に 、 Ｍ Ｓ － Ｓ Ｎ ｕ Ｐ Ｅ 、 Ｍ Ｓ Ｐ 、 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ 　 ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ 、 Ｈ ｅ ａ ｖ ｙ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ
ｙ ｌ 、 核 酸 配 列 決 定 お よ び こ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 得 ら れ る メ チ ル 化 分 析 を 実 施 す
る た め の 標 準 的 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
乳 房 細 胞 増 殖 障 害 の 治 療 、 特 性 化 、 分 類 お よ び ／ ま た は 差 別 化 の た め の 請 求 項 １ ～ ２ ４ 、
４ ５ ～ ７ ７ の １ つ に 記 載 さ れ る 方 法 の 使 用 、 請 求 項 ２ ５ ～ ２ ９ に 記 載 の 核 酸 の 使 用 、 請 求
項 ３ ０ ～ ３ ５ の １ つ に 記 載 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー の 使 用 、
請 求 項 ７ ８ ま た は ７ ９ に 記 載 さ れ る キ ッ ト の 使 用 、 請 求 項 ４ ０ ～ ４ ４ の １ つ に 記 載 の ア レ
ー の 使 用 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の ア レ ー を 製 造 す る 方 法 の 使 用 、 ま た は 請 求 項 ３ ６ ～ ３ ８ の
１ つ に 記 載 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 分 子 生 物 学 に お け る 近 年 の 方 法 論 的 発 展 に よ っ て 研 究 さ れ て き た 観 察 の レ ベ ル は 、 遺 伝
子 そ の も の 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の Ｒ Ｎ Ａ へ の 翻 訳 お よ び そ の 生 成 タ ン パ ク で あ る 。 個 々 の 発
生 過 程 の ど の 時 点 で ど の 遺 伝 子 に ス イ ッ チ が 入 る か 、 ま た 、 い か に し て 特 定 細 胞 お よ び 組
織 の 特 定 遺 伝 子 の 活 性 化 お よ び 阻 害 が 制 御 さ れ る か の 問 題 は 、 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム の メ チ
ル 化 の 程 度 お よ び 特 性 に 相 互 に 関 連 し て い る 。 こ の 点 で 、 病 的 状 態 が 個 々 の 遺 伝 子 ま た は
ゲ ノ ム の 変 化 し た メ チ ル 化 パ タ ー ン に お い て 、 自 ら を 明 ら か に す る で あ ろ う 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 は 、 例 え ば 、 転 写 制 御 、 遺 伝 的 刷 り 込 み お よ び 腫 瘍 形 成 に お い て あ る 役
割 を 演 じ て い る 。 し た が っ て 、 遺 伝 情 報 の １ 構 成 成 分 と し て 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 同 定
は か な り 興 味 あ る も の で あ る 。 し か し な が ら 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン は シ ト シ ン と 同 じ 塩 基
対 挙 動 を 有 す る か ら 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 位 置 は 配 列 決 定 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き な
い 。 さ ら に 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン に よ っ て も た ら さ れ る 後 成 的 情 報 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 中 に 完
全 に 失 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 ５ － メ チ ル シ ト シ ン の Ｄ Ｎ Ａ 分 析 の た め の 相 対 的 に 新 し く 、 か つ 目 下 、 最 も 頻 繁 に 使 用
さ れ る 方 法 は 、 シ ト シ ン と 重 亜 硫 酸 塩 と の 特 異 的 な 反 応 に 基 づ く 。 こ れ は そ の 後 の ア ル カ
リ 加 水 分 解 に お い て 、 そ の 塩 基 対 形 成 挙 動 で チ ミ ジ ン に 対 応 す る ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る 。
し か し な が ら 、 ５ － メ ト ル シ ト シ ン は こ れ ら の 条 件 下 で 未 変 性 の ま ま 残 存 す る 。 そ の 結 果
、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 挙 動 で シ ト シ ン と 元 来 、 区 別 さ れ 得 な い メ チ ル シ ト シ ン が
、 「 正 常 な 」 分 子 生 物 学 的 技 術 を 使 用 し て 、 例 え ば 増 幅 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま
た 配 列 決 定 に よ っ て 、 唯 一 、 残 存 す る シ ト シ ン と し て 検 出 さ れ 得 る よ う な 方 法 で 、 元 の Ｄ
Ｎ Ａ を 変 換 す る 。 こ れ ら の 技 術 の 全 て は 、 完 全 に 活 用 さ れ 得 る 塩 基 対 形 成 に 基 づ く 。 感 度
か ら み て 、 先 行 技 術 は ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス 中 で 分 析 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ を 包 埋 す る 方 法 に 限
定 さ れ 、 す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ の 拡 散 お よ び 再 生 を 阻 止 し （ 重 亜 硫 酸 塩 の み が 単 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と 反
応 す る ） 、 そ し て 高 速 透 析 で 沈 殿 お よ び 精 製 工 程 の 全 て を 置 換 す る （ オ レ ク (Olek)A,　 オ
ズ ワ ル ド (Oswald） J, ウ ォ ル タ ー (Walter)J,「 重 亜 硫 酸 塩 系 シ ト シ ン メ チ ル 化 分 析 の た め
の 修 正 お よ び 改 良 方 法 」 Nucleic Acids Res. 1996 Dec 15;24(24):5064-6） 。 本 方 法 を 使
用 す る と 、 個 々 の 細 胞 を 分 析 す る こ と が 可 能 と な り 、 こ れ が 本 方 法 の 潜 在 性 を 示 す 。 し か
し な が ら 、 目 下 、 長 さ が 約 ３ ０ ０ ０ 塩 基 対 以 下 の 個 々 の 領 域 の み が 分 析 さ れ る が 、 数 千 の
可 能 性 あ る メ チ ル 化 事 象 に 関 す る 全 体 的 な 細 胞 分 析 は 可 能 で は な い 。 し か し な が ら 、 本 方
法 は 少 量 の サ ン プ ル か ら 得 た 非 常 に 小 さ な 断 片 を 確 実 に 分 析 す る こ と は で き な い 。 こ れ ら
は 拡 散 を 保 護 す る に も か か わ ら ず マ ト リ ッ ク ス 中 で 失 わ れ る 。
５ － メ チ ル シ ト シ ン を 検 出 す る 別 な 公 知 方 法 に 関 す る 概 要 は 、 次 の 総 説 文 献 ： レ イ ン (Rei
n)T、 デ パ ム フ ィ リ ス (DePamphilis)M.L,　 ゾ ル バ ス (Zorbas)H,　  Nucleic Acids Res. 19
98, 26, 2255か ら 集 め て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 ま で 、 い く つ か の 例 外 （ 例 え ば 、 ツ ェ シ ュ ニ ッ ク (Zeschnigk)M、 リ ッ チ (Lich)C、
ビ ュ テ ィ ン グ （ Buiting） K、 ド エ ル フ ラ ー (Doerfler)W、 ホ ル ス テ ム ケ (Horsthemke)B、 「
Ｓ Ｎ Ｒ Ｐ Ｎ 座 の ア レ ル 変 異 メ チ ル 化 相 違 に 基 づ く ア ン ジ ェ ル マ ン お よ び プ ラ ダ ー ・ ウ ィ リ
ー 症 候 群 の 診 断 の た め の 単 管 Ｐ Ｃ Ｒ 試 験 」 、 Eur J Hum Genet. 1997 Mar-Apr;5(2):94-8
） を 除 い て 、 重 亜 硫 酸 塩 技 術 が 唯 一 、 研 究 に お い て 使 用 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 い つ
も 公 知 遺 伝 子 の 短 い 特 定 断 片 が 重 亜 硫 酸 処 理 に 続 い て 増 幅 さ れ 、 い ず れ か が 完 全 に 配 列 決
定 さ れ る か （ オ レ ク (Olek)A、 ウ ォ ル タ ー (Walter)J、 「 Ｈ １ ９ メ チ ル 化 刷 り 込 み の 移 植 前
個 体 発 生 」 、 Nat Genet. 1997 Nov;17(3):275-6） ま た は 個 々 の シ ト シ ン 位 置 が プ ラ イ マ
ー 伸 長 反 応 （ ゴ ン ザ ル ゴ (Gonzalgo)ML、 ジ ョ ー ン ズ (Jones)PA、 「 メ チ ル 化 感 受 性 単 一 ヌ
ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 伸 長 （ Ｍ ｓ － Ｓ Ｎ ｕ Ｐ Ｅ ） を 使 用 す る 特 定 部 位 で の メ チ ル 化 相 違 の
迅 速 定 量 」 、 Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2529-31、 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ０ ０ ６ ６ ９
） ま た は 酵 素 分 解 （ シ ョ ン (Xiong)Z、 レ ア ー ド （ Laird） PW、 COBRA： 「 高 感 度 お よ び 定 量
的 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 分 析 」 、 Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2532-4） よ っ て 検 出
さ れ る 。 さ ら に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 検 出 も ま た 、 記 述 さ れ て い る （ オ レ ク (O
lek)ら 、 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ２ ８ ４ ９ ８ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 個 々 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 検 出 に お け る 重 亜 硫 酸 塩 技 術 の 使 用 を 扱 っ て い る 別 な 刊 行 物 は
、 グ リ ッ グ (Grigg)G、 ク ラ ー ク (Clark)S、 「 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ５ － メ チ ル シ ト シ ン 残 基 の 配
列 決 定 」 、 Bioassays. 1994 Jun;16(6):431-6, 431； ツ エ シ ュ ニ ク (Zeschnigk)M、 シ ュ ミ
ッ ツ (Schmitz)B、 デ ィ ト リ ッ チ (Dittrich)B、 ビ ュ ー テ ィ ン グ (Buiting)K、 ホ ル ス テ ム ケ (
Horsthemke)B、 ド エ ル フ ラ ー (Doerfler)W、 「 ヒ ト ゲ ノ ム 中 の 刷 り 込 み さ れ た セ グ メ ン ト
： ゲ ノ ム 配 列 決 定 法 に よ り 測 定 さ れ た プ ラ ダ ー ・ ウ ィ リ ー ／ ア ン ジ ェ ル マ ン 症 候 群 領 域 中
の 異 な っ た Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 パ タ ー ン 」 、 Hum Mol Genet. 1997 Mar;6(3)387-95； フ ェ イ ル
(Feil)R、 チ ャ ー ル ト ン (Charlton)J、 バ ー ド (Bird)AP、 ウ ォ ル タ ー (Walter) J、 レ イ ク (R
eik)W、 「 個 々 の 染 色 体 上 の メ チ ル 化 分 析 ： 重 亜 硫 酸 塩 ゲ ノ ム 配 列 決 定 の 改 良 プ ロ ト コ ー
ル 」 、 Nucleic Acids Res. 1994 Feb 25;22(4):695-6； マ ー チ ン (Martin)V、 リ ビ エ ラ ス (
Ribieras)S、 ソ ン － ウ ォ ン (Song-Wang)X、 リ オ (Rio)MC、 ダ ン テ (Dante)R、 「 ゲ ノ ム 配 列
決 定 は ｐ Ｓ ２ 遺 伝 子 の ５ '領 域 中 の Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 と ヒ ト 乳 癌 セ ル ラ イ ン で の そ の 発 現
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の 相 関 性 を 示 す 」 、 Gene. 1995 May 19;157(1-2):261-4:Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ４ ６ ７ ０ ５ 、 WO９ ５
／ １ ５ ３ ７ ３ お よ び Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ４ ５ ５ ６ ０ が あ る 。
　 オ リ ゴ マ ー ア レ ー 製 造 に お け る 先 行 技 術 の 概 要 は 、 １ ９ ９ ９ 年 １ 月 に 発 行 さ れ た Nature
 Geneticsの 特 別 版 (Nature Genetics Supplement, Volume21, January 1999)お よ び そ こ
に 引 用 さ れ た 文 献 か ら 集 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 蛍 光 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 し ば し ば 、 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ ア レ ー の ス キ ャ ニ ン グ に 使 用 さ れ
る 。 特 異 的 プ ロ ー ブ の ５ '－ Ｏ Ｈ へ の Ｃ ｙ ３ お よ び Ｃ ｙ ５ 染 料 の 単 純 な 結 合 は 、 蛍 光 標 識
に お い て 特 に 適 し て い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た プ ロ ー ブ の 蛍 光 検 出 は 、 例 え ば 、 共 焦 点
顕 微 鏡 に よ っ て 実 施 し て も よ い 。 と り わ け 、 Ｃ ｙ ３ お よ び Ｃ ｙ ５ 染 料 は 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） は 、 生 物 分 子
の 分 析 に は 非 常 に 効 率 的 な 開 発 で あ る （ カ ラ ス (Karas)M、 ヒ レ ン カ ム プ （ Hillenkamp） F
、 「 １ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン を 超 え る 分 子 質 量 を 有 す る タ ン パ ク の レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 」
、 Anal Chem. 1988 Oct 15;60(20):2299-301） 。 分 析 物 は 光 吸 収 性 マ ト リ ッ ク ス 中 に 包 埋
さ れ る 。 マ ト リ ッ ク ス を 短 い レ ー ザ ー パ ル ス で 蒸 発 さ せ 、 未 断 片 化 方 法 で 蒸 気 相 中 へ 分 析
物 分 子 を 輸 送 す る 。 分 析 物 は マ ト リ ッ ク ス 分 子 の 衝 突 に よ っ て イ オ ン 化 さ れ る 。 適 用 さ れ
た 電 位 が こ の イ オ ン を フ ィ ー ル ド フ リ ー 飛 行 管 中 へ 加 速 す る 。 そ の 異 な っ た 質 量 に よ っ て
、 イ オ ン は 異 な っ た 速 度 で 加 速 さ れ る 。 よ り 小 さ な イ オ ン は 大 き な も の よ り も 早 く 検 出 器
へ 届 く 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 分 光 測 定 は 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク の 分 析 に き わ め て 適 し て い る
。 核 酸 の 分 析 は い く ぶ ん よ り 困 難 で あ る （ グ ッ ト (Gut)IG、 ベ ッ ク (Beck)S、 「 Ｄ Ｎ Ａ お よ
び マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 光 分 析 」 、 Current Innovations and Fu
ture Trends 1995, 1;147-57） 。 核 酸 の 感 度 は 、 ペ プ チ ド よ り も 約 １ ０ ０ 倍 も 悪 く 、 断 片
サ イ ズ が 大 き く な る に つ れ て 反 比 例 し て 減 少 す る 。 多 重 負 電 荷 バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る 核 酸
で は 、 マ ト リ ッ ク ス に よ る イ オ ン 化 方 法 は 、 か な り 効 率 が 低 い 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 分 光
測 定 で は 、 マ ト リ ッ ク ス の 選 択 が 著 し く 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 ペ プ チ ド の 脱 離 に は 、 非 常
に 微 細 な 結 晶 化 を 生 じ る い く つ か の 効 率 的 な マ ト リ ッ ク ス が 見 出 さ れ て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ に 対
す る い く つ か の 反 応 性 マ ト リ ッ ク ス が 今 で は 存 在 す る が 、 し か し な が ら 、 感 度 の 相 違 は ま
だ 減 少 し て い な い 。 感 度 の 相 違 は 、 ペ プ チ ド に よ り 類 似 す る よ う な 方 法 に て 、 Ｄ Ｎ Ａ を 化
学 的 に 変 性 す る こ と に よ っ て 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 バ ッ ク ボ ー ン の 通 常 の リ ン 酸 塩 が
チ オ リ ン 酸 塩 で 置 換 さ れ た ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 核 酸 は 、 簡 単 な ア ル キ ル 化 化 学 を 使 用 し て
電 荷 中 性 Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ 得 る （ グ ッ ト (Gut)IG、 ベ ッ ク (Beck)S、 「 選 択 的 Ｄ Ｎ Ａ ア ル キ
ル 化 の た め の 手 法 と 質 量 分 析 に よ る 検 出 」 、 Nucleic Acids Res. 1995 Apr 25; 23(8): 1
367-73） 。 こ の 変 性 Ｄ Ｎ Ａ へ の 電 荷 タ グ の 結 合 は 、 ペ プ チ ド に お い て 見 ら れ た 感 度 と 同 じ
程 度 に 感 度 が 増 加 す る 。 電 荷 タ ギ ン グ の さ ら な る 利 点 は 、 未 変 性 基 質 の 検 出 を か な り 困 難
な も の と す る 不 純 物 に 対 す る 分 析 に お け る 大 き な 安 定 性 で あ る 。
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 標 準 方 法 に よ っ て 細 胞 、 組 織 ま た は 他 の 試 験 試 料 Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ る 。
こ の 標 準 的 方 法 論 は 、 フ リ ッ シ ュ (Fritsch)お よ び マ ニ ア テ ィ ス (Maniatis)編 、 Molecular
 Cloning： 「 研 究 室 マ ニ ュ ア ル 」 、 1989な ど の 参 考 文 献 に 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 乳 癌 は 目 下 、 女 性 の 中 で 第 ２ 番 目 に 多 い タ イ プ の 癌 で あ る 。 ２ ０ ０ １ 年 に は 、 浸 潤 性 乳
癌 の １ ９ ０ ， ０ ０ ０ 以 上 の 新 規 な 症 例 お よ び イ ン サ イ チ ュ 乳 癌 の ４ ７ ， ０ ０ ０ 以 上 の 付 加
的 な 症 例 が 診 断 さ れ た 。 発 生 率 お よ び 死 亡 率 は 年 齢 と と も に 増 加 し て い て 、 １ ９ ９ ４ 年 ～
１ ９ ９ ８ 年 の 期 間 に 、 年 齢 ２ ０ ～ ２ ４ 歳 の 女 性 の 乳 癌 発 生 率 は 、 人 口 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 人 当
た り 、 た っ た １ ． ５ 人 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 そ の リ ス ク は 年 齢 ７ ５ ～ ７ ９ 歳 の 中 で は
４ ８ ９ ． ７ 人 に 増 加 し て い る 。 死 亡 率 は こ こ 十 年 で は 約 ５ ％ 減 少 し て い て 、 ５ 年 生 存 率 に
与 え る 要 素 は 、 年 齢 、 癌 の 状 態 、 社 会 経 済 的 要 因 お よ び 人 種 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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　 乳 癌 は 乳 房 組 織 内 の 細 胞 の 制 御 さ れ な い 増 殖 と し て 定 義 さ れ る 。 乳 房 は 管 に よ っ て 互 い
に 結 合 さ れ た １ ５ ～ ２ ０ の 葉 か ら な る 。 癌 は 管 内 で 最 も 多 く 生 じ る が 、 炎 症 性 乳 癌 と 呼 ば
れ る 最 も 稀 な タ イ プ の 癌 で は 葉 内 で も 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 乳 癌 の 早 期 検 出 、 分 類 お よ び 治 療 の 方 法 を 改 良 す る 必 要 性 が 絶 え ず 存 在 す る こ と は 当 業
者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 子 宮 頸 癌 お よ び 皮 膚 癌 な ど の い く つ か の 他 の 多 く の 癌 の 検 出
と は 逆 に 、 乳 癌 を 分 類 お よ び 検 出 す る に は 固 有 の 困 難 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 い か な る 治 療 法 も 第 １ ス テ ッ プ は 、 こ の 疾 患 の 定 義 さ れ た 分 類 と 対 比 し た 患 者 状 態 の 評
価 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な シ ス テ ム の 価 値 は 、 分 類 の 質 に 固 有 に 依 存 し て い る
。 乳 癌 は そ の 大 き さ 、 位 置 お よ び 転 移 の 発 生 に よ り 段 階 付 け さ れ る 。 治 療 法 と し て は 外 科
手 術 、 放 射 性 治 療 、 化 学 治 療 お よ び ホ ル モ ン 治 療 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら は ま た 、 外 科 手 術
に 対 す る 補 助 的 治 療 と し て も 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ホ ル モ ン 治 療 は 癌 細 胞 へ の エ ス ト ロ ゲ ン の 影 響 を 阻 止 す る か 、 ま た は 血 清 エ ス ト ロ ゲ ン
濃 度 を 減 少 さ せ る た め に 開 発 さ れ て い る 。 タ モ キ シ フ ェ ン （ Ｔ Ａ Ｍ ） は 乳 癌 患 者 の た め の
最 も 広 く 使 用 さ れ る 抗 エ ス ト ロ ゲ ン 薬 剤 で あ る 。 こ れ は 乳 癌 細 胞 の エ ス ト ロ ゲ ン 刺 激 を 阻
止 し 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の 転 座 お よ び 核 結 合 を 阻 害 す る よ う に 作 用 す る 。 Ｔ Ａ Ｍ は 原 発
性 乳 癌 患 者 の た め の 補 助 的 活 動 環 境 (setting)お よ び 転 移 性 疾 患 の 治 療 の た め に 使 用 さ れ
、 そ の 有 効 性 は い く つ か の 臨 床 試 験 で 立 証 さ れ て い る 。 ５ 年 間 の 治 療 は 年 間 の 疾 患 再 発 率
を ４ ７ ％ ま で 減 少 さ せ 、 年 間 の 死 亡 率 を ２ ６ ％ ま で 減 少 さ せ て い て 、 こ の 減 少 は 異 な っ た
年 齢 群 に お い て 類 似 し て い る 。 ま た 、 こ れ は 対 側 性 乳 房 腫 瘍 を 発 生 す る 頻 度 を 減 少 さ せ る
。 Ｔ Ａ Ｍ は 最 も 毒 性 の 少 な い 抗 悪 性 腫 瘍 薬 で あ る が 、 あ る 組 織 に は エ ス ト ロ ゲ ン 特 性 を 有
す る の で 、 こ れ は リ ス ク が 子 宮 内 膜 癌 の ３ 倍 に 増 加 す る 。 他 の ホ ル モ ン 治 療 と し て は 、 ア
ロ マ タ ー ゼ 阻 害 剤 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ は 脂 肪 組 織 （ 閉 経 後 の 女 性 の エ ス ト ロ ゲ ン の 主 要 な
起 源 ） 中 の 酵 素 、 ア ロ マ タ ー ゼ を 遮 断 し 、 脂 肪 組 織 中 の エ ス ト ロ ゲ ン が 減 少 あ る い は 消 滅
す る こ と と な る 。 ま た 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 を 遮 断 ま た は 調 整 す る 新 規 な 薬 剤 が 開 発 さ れ
て い て 、 そ れ ら は 一 般 に Ｓ Ｅ Ｒ Ｍ ＝ 選 択 的 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 調 整 剤 と し て 要 約 さ れ て い
る 。 腫 瘍 に 対 し て 入 手 可 能 な エ ス ト ロ ゲ ン の 量 を 減 少 さ せ る な お も 他 の 方 法 は 、 性 ホ ル モ
ン 制 御 の フ ィ ー ド バ ッ ク ル ー プ を 妨 害 す る 薬 剤 （ Ｌ Ｈ － Ｒ Ｈ 類 似 体 ） を よ り 高 濃 度 に 投 与
す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 般 的 に 、 ホ ル モ ン 治 療 の 副 作 用 は 化 学 療 法 に 比 べ て 害 が 少 な い 。 し か し な が ら 、 ホ ル
モ ン 治 療 は 癌 で は 成 長 因 子 と し て の エ ス ト ロ ゲ ン を 除 去 あ る い は 減 少 さ せ る の で 、 こ れ ら
は 成 長 因 子 と し て エ ス ト ロ ゲ ン に 依 存 す る 腫 瘍 の み に 作 用 す る 。 機 能 的 Ｅ Ｒ 経 路 を 有 し な
い 癌 の 成 長 は 、 ホ ル モ ン 治 療 に よ っ て 調 整 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 癌 が ホ ル モ ン 治 療 に 対 し て 反 応 す る か 否 か を 決 定 す る 現 在 の 方 法 は 、 ホ ル モ ン 受 容 体 の
発 現 を 分 析 す る こ と で あ る 。 あ る 患 者 群 の み が 治 療 か ら 恩 恵 を 受 け る で あ ろ う か ら 、 ホ ル
モ ン 受 容 体 の 状 態 は い か な る ホ ル モ ン 治 療 の 前 に も 試 験 さ れ る べ き で あ る 。 こ の 目 的 で は
、 Ｅ Ｒ （ エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ） お よ び Ｐ Ｒ （ プ ロ ゲ レ ス テ ロ ン 受 容 体 ） 状 態 が 全 て の 患 者
に お い て 規 定 通 り 試 験 さ れ 、 こ れ ら は 反 応 の 予 測 マ ー カ ー （ 予 測 マ ー カ ー ま た は 因 子 と は
特 定 の 治 療 に 対 す る 反 応 ま た は 反 応 の 欠 如 に 関 す る 測 定 値 で あ る ） と し て 考 慮 さ れ る 。 Ｅ
Ｒ 状 態 は 、 補 助 的 ホ ル モ ン 治 療 活 動 環 境 お よ び ま た 進 行 し た 転 移 性 疾 患 に お け る 反 応 の 予
測 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 目 下 、 Ｅ Ｒ 陽 性 お よ び Ｐ Ｒ 陽 性 患 者 は Ｔ Ａ Ｍ 治 療 を 受 け 、 患 者 の 残 り １ ０ ％ は 化 学 治 療
を 受 け て い る 。 問 題 は ホ ル モ ン 治 療 が ホ ル モ ン 受 容 体 陽 性 患 者 の 下 位 群 に の み 有 効 で あ り
、 ま た Ｅ Ｒ 陰 性 患 者 は Ｔ Ａ Ｍ に 対 し て 最 初 か ら 反 応 す る よ う で あ る こ と に あ る 。 そ れ 故 、
非 反 応 者 の 下 位 群 は ホ ル モ ン 治 療 か ら 恩 恵 を 受 け な い の み な ら ず 、 そ の 逆 効 果 を 受 け 、 代
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わ っ て 化 学 治 療 を 受 け る 機 会 を 失 う で あ ろ う 。 他 方 、 ホ ル モ ン 治 療 か ら 恩 恵 を 受 け る こ と
が で き た Ｅ Ｒ 陰 性 下 位 群 は 、 代 わ り の 化 学 治 療 を 受 け る で あ ろ う 。 数 種 の 異 な っ た 分 析 が
生 化 学 お よ び Ｉ Ｈ Ｃ （ 免 疫 組 織 化 学 ） 分 析 を 含 み 、 Ｐ Ｒ お よ び Ｅ Ｒ を 測 定 す る た め に 入 手
可 能 で あ る が 、 染 色 方 法 の 標 準 化 の 欠 如 お よ び 研 究 室 間 の 可 変 性 (variability)が 存 在 す
る （ Clin. Cancer Res 2000, 6:616-621） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 目 下 、 数 種 の 予 測 マ ー カ ー が 評 価 中 で あ る 。 現 在 ま で に ほ と ん ど の 患 者 は ホ ル モ ン 治 療
と し て タ モ キ シ フ ェ ン を 投 与 さ れ て い て 、 マ ー カ ー の ほ と ん ど は タ モ キ シ フ ェ ン に 対 す る
反 応 ま た は 抵 抗 に 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 ど れ か 一 方 ま た は 他
方 の ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 反 応 の 間 に は 大 き な 重 複 が 存 在 す る と 一 般 的 に 想 定 さ れ て い る
。 実 際 、 Ｅ Ｒ お よ び Ｐ Ｒ 発 現 は い か な る ホ ル モ ン 治 療 に お い て も 患 者 を 選 択 す る た め に 使
用 さ れ る 。 Ｔ Ａ Ｍ に 関 与 し て い る マ ー カ ー の 中 で 、 反 応 は ｂ ｃ ｌ － ２ で あ る 。 高 濃 度 の ｂ
ｃ ｌ － ２ は 、 転 移 性 疾 患 患 者 に お け る Ｔ Ａ Ｍ 治 療 反 応 と 延 命 と の の 有 望 な 相 関 性 を 示 し 、
Ｅ Ｒ 陰 性 患 者 下 位 群 に 対 し て 価 値 あ る 情 報 を 加 え た （ (J Clin Oncology 1997, 15 5:1916
-1922; Endocrine, 2000, 13(1):1-10)。 さ ら に 、 評 価 お よ び 確 認 を 必 要 と す る 進 行 性 乳
癌 の 患 者 に お い て ｃ － ｅ ｒ Ｂ ２ （ Ｈ ｅ ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ ） 過 剰 発 現 の 独 立 し た 予 測 値 に 関 す る
確 信 あ る 証 拠 が 存 在 す る (British J of Cancer 1999, 79 (7/8):1220-1226; J Natl Canc
er Inst, 1998,90 (21): 1601-1608)。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 他 の 予 測 マ ー カ ー と し て は 、 Ｓ Ｒ Ｃ － １ （ ス テ ロ イ ド 受 容 体 活 性 化 補 助 因 子 － １ ） 、 Ｃ
Ｇ Ａ 遺 伝 子 過 剰 発 現 、 細 胞 動 力 学 お よ び Ｓ 相 分 画 分 析 ( Breast Cancer Res and Treat , 
1998, 48:87-92; Oncogene 2001, 20:6955-6959)が 挙 げ ら れ る 。 近 年 、 ｕ Ｐ Ａ （ ウ ロ キ ナ
ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 ） お よ び Ｐ Ａ Ｉ － １ （ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 阻
害 剤 タ イ プ １ ） が 、 互 い に 予 後 の 悪 い 患 者 の 下 位 群 と 補 助 的 全 身 治 療 の 恩 恵 を 受 け る 患 者
の 下 位 群 を 明 確 に す る た め に 有 用 で あ る こ と を 示 し た (J Clinical Oncology, 2002, 20 n
° 4)。 こ れ ら の マ ー カ ー の 全 て は ま だ 反 応 の 確 証 さ れ た マ ー カ ー で は な い の で 、 さ ら に 見
込 み あ る 治 験 に お け る 評 価 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 多 く の 癌 関 連 遺 伝 子 は 、 乳 房 腫 瘍 形 成 中 に Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン ド の 高 メ チ ル 化 に よ っ て 不 活
性 化 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク Ｓ １ ０ ０ Ａ ２ （ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿
０ ０ ５ ９ ７ ８ ） の 低 下 し た 発 現 は 、 乳 癌 の 発 症 に 関 連 し て い る 。 こ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ
ー 領 域 の 高 メ チ ル 化 が 新 生 物 細 胞 中 に 観 察 さ れ て 、 腫 瘍 細 胞 中 の Ｓ １ ０ ０ Ａ ２ 抑 制 が 部 位
特 異 的 メ チ ル 化 に よ っ て 仲 介 さ れ る と の 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Ｓ Ｙ Ｋ 遺 伝 子 （ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ １ ７ ７ ） は 造 血 細 胞 中 で 多 量 に 発 現 す る タ ン パ ク
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 Ｓ ｙ ｋ （ 脾 臓 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ） を コ ー ド す る 。 Ｓ ｙ ｋ は 正 常 乳 房 管
上 皮 細 胞 中 で 発 現 す る が 、 浸 潤 性 乳 癌 の サ ブ セ ッ ト で は 発 現 し な い 。 ま た 、 Ｓ ｙ ｋ 発 現 の
損 失 は 、 大 き な 移 動 お よ び 浸 潤 な ど の 悪 性 表 現 型 に 関 連 し て い る よ う で あ る 。 発 現 の 損 失
は Ｄ Ｎ Ａ 高 メ チ ル 化 の 結 果 と し て 、 ユ ア ン (Yuan) Y, メ ン デ ツ (Mendez) R, サ ヒ ン (Sahin
) A お よ び ダ イ （ Dai） JL (「 高 メ チ ル 化 は ヒ ト 乳 癌 の Ｓ Ｙ Ｋ 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ と
な る 。 」 Cancer Res. 2001 Jul 15;61(14):5558-61)（ 非 特 許 文 献 １ ） が 示 す よ う に 、 転
写 レ ベ ル で 生 じ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Ｔ Ｇ Ｆ － β ２ 型 受 容 体 （ Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 遺 伝 子 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ２ ４ ２ が コ ー ド す る ） は 、
セ リ ン ／ ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ の 複 合 体 を 経 て 膜 透 過 情 報 伝 達 経 路 で あ る 役 割 を 果 た す 。 遺
伝 子 の 変 異 は 乳 房 を 含 め て 、 い く つ か の 原 発 性 腫 瘍 お よ び 数 種 の 腫 瘍 誘 導 セ ル ラ イ ン 中 に
検 出 さ れ て い る (ル ッ ケ (Lucke) CD, フ ィ ル ポ ッ ト (Philpott) A, メ ト カ ル フ ェ (Metcalfe
) JC, ト ン プ ソ ン (Thompson) AM, ヒ ュ ー ズ － デ イ ビ ー ズ (Hughes-Davies) L, ケ ン プ (Kem
p) PR, ヘ ス キ ー ス (Hesketh) R「 反 復 性 ヒ ト 乳 癌 の ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β ２ 型
受 容 体 中 の 変 異 阻 止 」 Cancer Res. 2001 Jan 15;61(2):482-5.)（ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
　 Ｃ Ｏ Ｘ ７ Ａ ２ Ｌ お よ び Ｇ Ｒ Ｉ Ｎ ２ Ｄ 遺 伝 子 は 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｇ Ｂ Ｓ （ ゲ ノ ム 結 合 部 位 ） 法 を
使 用 し て 、 ワ タ ナ ベ (Watanabe)ら 、 (「 CpGア イ ラ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー に よ る エ ス ト ロ ゲ ン 反
応 性 遺 伝 子 の 単 離 」  Molec. Cell. Biol. 18: 442-449, 1998.)（ 非 特 許 文 献 ３ ） に よ り
新 規 な エ ス ト ロ ゲ ン 反 応 性 要 素 と し て と も に 同 定 さ れ た 。 Ｃ Ｏ Ｘ ７ Ａ ２ Ｌ 遺 伝 子 （ 受 託 番
号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ７ １ ８ ） は ペ プ チ ド ２ － 様 チ ト ク ロ ー ム Ｃ オ キ シ ダ ー ゼ サ ブ ユ ニ ッ ト Ｖ II
Ａ を コ ー ド す る 。 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 乳 癌 セ ル ラ イ ン の エ ス ト ロ ゲ ン 治 療 後 に Ｃ Ｏ Ｘ ７
Ａ ２ Ｌ の 上 流 制 御 を 検 出 し た 。 Ｇ Ｒ Ｉ Ｎ ２ Ｄ 遺 伝 子 （ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ８ ３ ６ ） は Ｎ
－ メ チ ル － Ｄ － ア ス パ ル テ ー ト 、 向 イ オ ン 性 、 サ ブ ユ ニ ッ ト ２ Ｄ グ ル タ メ ー ト 受 容 体 、 神
経 伝 達 系 に 関 与 す る Ｎ Ｍ Ｄ Ａ 受 容 体 チ ャ ン ネ ル の サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド し 、 さ ら に 、 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 発 現 は 骨 肉 腫 セ ル ラ イ ン 中 に 観 察 さ れ て い る 。 Ｖ Ｔ Ｎ 遺 伝 子 （ ビ ト ロ ネ ク チ ン 受 託
番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ６ ３ ８ と し て も 公 知 で あ る 。 ） は イ ン ビ ト ロ で 動 物 細 胞 の 付 着 お よ び 拡
延 を 促 進 し 、 補 体 Ｃ ５ ｂ － ９ 複 合 体 に よ り 細 胞 溶 解 を 阻 止 し 、 そ し て 血 液 凝 固 に お い て ア
ン チ ス ロ ン ビ ン III－ ス ロ ン ビ ン 作 用 を 調 整 す る ７ ５ ｋ Ｄ グ リ コ プ ロ テ イ ン （ 血 清 拡 延 性
因 子 ま た は 補 体 Ｓ － プ ロ テ イ ン と も 呼 ば れ る ） を コ ー ド す る 。 さ ら に 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現
は 癌 細 胞 の 進 行 お よ び 浸 潤 に 連 結 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Ｓ Ｆ Ｎ 遺 伝 子 （ ス ト ラ チ フ ィ ン と し て も 公 知 で あ る ） は 、 １ ４ － ３ － ３ フ ァ ミ リ ー 、 １
４ － ３ － ３ シ グ マ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 １ ４ － ３ － ３ フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク は ホ
ス ホ セ リ ン 含 有 タ ン パ ク に 結 合 し て シ グ ナ ル 伝 達 を 仲 介 す る 。 Ｓ Ｆ Ｎ 遺 伝 子 の 発 現 は 乳 癌
で は 失 わ れ 、 こ れ は 新 生 物 形 質 転 換 の 初 期 段 階 で の 高 メ チ ル 化 に よ る よ う で あ る （ ウ ム ブ
リ ヒ ト (Umbricht) CB, エ ブ ロ ン (Evron) E, ガ ブ リ エ ル ソ ン (Gabrielson) E, フ ェ ル グ ソ
ン (Ferguson) A, マ ー ク ス (Marks) J, ス ク マ ー (Sukumar) S. 「 １ ４ － ３ － ３ シ グ マ （ ス
ト ラ チ フ ィ ン ） の 高 メ チ ル 化 は 乳 癌 の 初 期 現 象 で あ る 。 」 Oncogene. 2001 Jun 7;20(26):
3348-53)（ 非 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － Ｔ と し て も 公 知 で あ る Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 （ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ２ １ １ ５ ４ ） は 、 前 立
腺 特 異 的 抗 原 を コ ー ド し 、 そ の 技 術 的 に 正 し い 名 称 が カ リ ク レ イ ン ３ で あ る Ｐ Ｓ Ａ （ 受 託
番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ １ ６ ４ ８ ） と し て 一 般 に 呼 ば れ る 遺 伝 子 と 混 同 さ れ る こ と は な い 。 Ｐ Ｓ Ａ
－ Ｔ 遺 伝 子 は セ リ ン 生 合 成 経 路 中 の 第 ２ 工 程 の 触 媒 酵 素 で あ る タ ン パ ク 、 ホ ス ホ セ リ ン ア
ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 。 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 変 化 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 分 析 に
よ っ て モ ニ タ ー さ れ 、 遺 伝 子 の 上 流 制 御 が ６ 試 料 の 研 究 に お い て 結 腸 癌 腫 中 で 同 定 さ れ て
い る (Electrophoresis 2002 Jun;23(11):1667-76 「 結 腸 癌 腫 に お け る 遺 伝 子 発 現 の ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 差 異 的 デ ィ ス プ レ ー 」 、 オ ヤ ラ (Ojala) P, サ ン ド ス ト ロ ー ム (Sundstrom) J, グ ロ ン
ロ ー ス (Gronroos) JM, ビ ル タ ネ ン (Virtanen) E, タ ル ビ ネ ン (Talvinen) K,ネ バ ラ イ ネ ン
(Nevalainen) TJ.)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ス タ チ ミ ン 遺 伝 子 （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ５ ６ ３ ） は 、 微 小 管 動 態 を 制 御 す る 保 存 細 胞 内 可 溶 質
リ ン タ ン パ ク 質 で あ る ス タ チ ミ ン と し て も 公 知 で あ る 腫 瘍 性 タ ン パ ク １ ８ を コ ー ド す る 。
こ の タ ン パ ク は 種 々 の ヒ ト 悪 性 腫 瘍 で 多 く 発 現 す る 。 ヒ ト 乳 癌 で は 、 ス タ チ ミ ン 遺 伝 子 は
腫 瘍 の サ ブ セ ッ ト 中 で 上 流 制 御 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｐ Ｒ Ｋ Ｃ Ｄ 遺 伝 子 は タ ン パ ク キ ナ ー ゼ Ｃ 酵 素 フ ァ ミ リ ー の 一 員 を コ ー ド し 、 Ｂ 細 胞 情 報
伝 達 お よ び 成 長 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び 種 々 の 細 胞 型 の 差 異 の 制 御 に 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ れ ら の 分 子 の い く つ か は カ ス ケ ー ト 様 方 式 で 相 互 作 用 す る 。 Ｓ Ｔ Ｍ Ｎ １ を 標 的 と す る
Ｐ Ｒ Ｋ Ｓ Ｄ 活 性 は Ｓ Ｆ Ｎ 結 合 お よ び Ｓ Ｙ Ｋ リ ン 酸 化 に よ っ て 調 節 さ れ る 。 こ れ は と も に 細
胞 分 割 を 必 要 と す る チ ュ ー ブ リ ン 重 合 に 影 響 を 与 え る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｍ Ｓ Ｍ Ｂ 遺 伝 子 （ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ４ ４ ３ ） は １ ０ ｑ １ １ ． ２ に 位 置 す る と さ れ て

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-515513 A 2006.6.1



い る 。 こ れ は 前 立 腺 が 分 泌 す る 主 要 な タ ン パ ク の １ つ で あ る β － ミ ク ロ セ ミ ノ タ ン パ ク （
Ｍ Ｓ Ｐ ） を コ ー ド す る 。 さ ら に 、 こ れ は 前 立 腺 癌 の 診 断 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 分 析 を 使 用 す る と 、 低 濃 度 の β － Ｍ Ｓ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 と タ ン パ ク が ホ ル モ ン 治 療 の 進
行 に 関 連 し 、 か つ 、 こ れ は 潜 在 的 侵 襲 性 前 立 腺 癌 の 徴 候 で あ る と 推 定 さ れ て い る (サ カ イ (
Sakai) H, ツ ル サ キ (Tsurusaki) T, カ ン ダ (Kanda) S, コ ー ジ (Koji) T, ス ア ン (Xuan) J
W, サ イ ト ウ (Saito) Y.「 前 立 腺 癌 に お け る β － ミ ク ロ セ ミ ノ プ ロ テ イ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の
予 後 的 意 義 」 Prostate.1999 Mar 1;38(4):278-84.)。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ｔ Ｐ ５ ３ 遺 伝 子 （ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ５ ４ ６ ） は 最 も よ く 特 性 化 さ れ て い る 腫 瘍 抑 制
タ ン パ ク の １ つ で あ る タ ン パ ク ｐ ５ ３ を コ ー ド す る 。 ｐ ５ ３ タ ン パ ク は 転 写 因 子 と し て 作
用 し 、 細 胞 サ イ ク ル の 主 要 な 制 御 因 子 と し て 働 く 。 変 異 に よ る こ の 遺 伝 子 の 不 活 性 化 は 、
細 胞 サ イ ク ル を 破 壊 し 、 代 わ っ て 腫 瘍 形 成 を 助 け る 。 こ の 遺 伝 子 に 関 連 す る メ チ ル 化 変 化
は 乳 癌 で は 有 意 で あ る と 報 告 さ れ て い る 。 サ ラ ス ワ チ (Saraswati)ら 、  (Nature405, 974 
- 978 (22 Jun 2000)「 弱 め ら れ た Ｈ Ｏ Ｘ ５ 機 能 は ヒ ト 乳 房 腫 瘍 に お け る ｐ ５ ３ 発 現 を 制
限 す る こ と が で き る 」 （ 非 特 許 文 献 ５ ） は 、 乳 房 腫 瘍 に お け る 低 濃 度 の ｐ ５ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ が
Ｈ Ｏ Ｘ Ａ ５ 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に 関 連 し て い る と 報 告 し て い る 。 Ｈ Ｏ Ｘ ５ Ａ 遺 伝 子 産 物 は 、
ｐ ５ ３ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 結 合 し 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 を 仲 介 す る 。 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 そ の も
の の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の メ チ ル 化 は 報 告 さ れ て い る （ カ ン (Kang) JH, キ ム (Kim) SJ, ノ
ー (Noh) DY, パ ク (Park) IA, コ ー (Choe) KJ, ヨ ー (Yoo) OJ, カ ン (Kang) HS「 ｐ ５ ３ プ
ロ モ ー タ ー の メ チ ル 化 は 乳 房 発 癌 へ の 補 充 経 路 で あ る ： イ ン サ イ チ ュ 管 癌 腫 か ら 浸 潤 性 管
癌 腫 へ の 進 行 に お け る ｐ ５ ３ プ ロ モ ー タ ー の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 と ｐ ５ ３ 遺 伝 子 の 変 異 と の 相
関 性 」 Lab Invest. 2001 Apr;81(4):573-9.)（ 非 特 許 文 献 ６ ） 。 こ こ で 、 ｐ ５ ３ プ ロ モ ー
タ ー 領 域 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 は 乳 癌 で 見 出 さ れ る こ と が 証 明 さ れ 、 か つ 、 ｐ ５ ３ プ ロ モ ー タ
ー 領 域 の メ チ ル 化 は 乳 房 腫 瘍 の 新 生 物 進 行 へ の 別 な 経 路 で あ る と 仮 定 さ れ た 。 タ モ キ シ フ
ェ ン に よ る 治 療 は ｐ ５ ３ 遺 伝 子 の 発 現 の 程 度 を 減 少 さ せ る こ と が 観 察 さ れ て い る （ フ ァ ク
ザ ジ ィ (Farczadi) E, カ ス ザ ス (Kaszas) I, バ キ (Baki) M, ス ゼ ン デ (Szende) B、 「 短 期
間 の タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 後 の 乳 房 腫 瘍 に お け る ア ポ ト ー シ ス 、 有 糸 分 裂 、 Ｈ ｅ ｒ － ２ 、 ｐ
５ ３ お よ び Ｂ ｃ １ ２ 発 現 の 変 化 」 Neoplasma. 2002;49(2):101-3)。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 遺 伝 子 （ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ １ ０ ６ ） は ヒ ト チ ロ ク ロ ー ム Ｐ ４ ５ ０ （ Ｃ
Ｙ Ｐ ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の １ 員 で あ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 多 く の メ ン バ ー は 薬 剤 代 謝 に
関 与 し て い る （ 例 え ば 、 Curr Drug Metab. 2002 Jun;3(3):289-309,ド ロ リ ン ゲ ス (Rodrig
ues)AD, ラ シ ュ モ ア (Rushmore)TH参 照 )。 こ れ ら の チ ト ク ロ ー ム Ｐ ４ ５ ０ の う ち 、 Ｃ Ｙ Ｐ
２ Ｄ ６ は 最 も 広 範 囲 に 特 性 化 さ れ て い る 。 こ れ は 非 常 に 多 型 で あ り （ こ の 遺 伝 子 の ７ ０ 以
上 の 変 異 体 が 記 載 さ れ て い る ） 、 か つ 、 ア レ ル 変 異 が 酵 素 活 性 の 増 加 と 減 少 と な る 。 Ｃ Ｙ
Ｐ ２ Ｄ ６ 酵 素 は 抗 う つ 薬 、 神 経 遮 断 薬 、 い く つ か の 抗 不 整 脈 薬 を 含 む 多 数 の 臨 床 的 に 重 要
な 薬 剤 の 代 謝 を 触 媒 す る (Nature 1990 Oct 25;347(6295):773-6「 チ ト ク ロ ー ム Ｐ ４ ５ ０
Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ 座 位 で の 一 次 遺 伝 子 欠 損 の 同 定 」 グ ー (Gough) AC, マ イ ル ス (Miles)JS, ス パ
ー (Spurr)NK, モ ス (Moss)JE, ゲ デ ィ ッ ク (Gaedigk)A, ア イ ケ ル バ ウ ム (Eichelbaum)M, ウ
ォ ル フ (Wolf)CR)） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 Ｐ Ｔ Ｇ Ｓ ２ 遺 伝 子 （ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ９ ６ ３ ） は プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン － エ ン ド パ ー
オ キ シ ド シ ン タ ー ゼ （ プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン － エ ン ド パ ー オ キ シ ド シ ン タ ー ゼ ２ ） の 誘 導 性
ア イ ソ ザ イ ム を コ ー ド す る 。 こ の 遺 伝 子 の 異 常 な メ チ ル 化 は 、 肺 癌 で 同 定 さ れ て い る (Can
cer Epidemiol Biomarkers Prev 2002 Mar;11(3):291-7 「 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 マ ー カ ー を 使
用 す る 肺 癌 セ ル ラ イ ン の 階 層 的 ク ラ ス タ ー 形 成 」 、 ビ ル マ ニ (Virmani)AK, ツ ー (Tsou)JA,
 シ ー グ ム ン ド (Siegmund)KD,シ ェ ン (Shen)LY, ロ ン グ (Long)TI, レ ア ー ド (Laird)PW, ガ
ツ ダ ー (Gazdar)AF, レ ア ー ド － オ フ リ ン ガ (Laird-Offringa)IA.)。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 Ｃ Ｇ Ａ 遺 伝 子 （ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ７ ３ ５ ） は グ リ コ プ ロ テ イ ン ホ ル モ ン の α － ポ リ
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ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 さ ら に 、 こ れ は エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 α （ Ｅ Ｒ α ） － 反 応 性 遺 伝 子
と し て 同 定 さ れ て い て 、 そ の 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 乳 癌 の Ｅ Ｒ 陽 性 に 関 連 し て い る 。 ビ ー チ
ェ (Bieche)ら は 補 助 的 タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 に 続 く 一 次 外 科 手 術 に よ り 治 療 し た １ ２ ５ Ｅ Ｒ
α － 陽 性 の 閉 経 後 乳 癌 患 者 に お け る こ の 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 濃 度 を 試 験 し た 。 最 初 の 結 果 は
、 Ｃ Ｇ Ａ 遺 伝 子 過 剰 発 現 と ス カ ー フ － ブ ル ー ム － リ チ ャ ー ド ソ ン (Scarff-Bloom-Richards
on)組 織 病 理 学 的 グ レ ー ド Ｉ ＋ IIと プ ロ ゲ ス テ ロ ン お よ び エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 陽 性 と 間 の
有 意 な 関 連 を 示 し た 。 こ れ は Ｃ Ｇ Ａ が 腫 瘍 攻 撃 性 が 低 い マ ー カ ー で あ る こ と を 示 唆 し た (
「 乳 癌 の 新 規 な エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 反 応 性 遺 伝 子 と し て の Ｃ Ｇ Ａ の 同 定 ： ホ ル モ ン 治 療 へ
の 反 応 を 予 測 す る た め の 傑 出 し た 候 補 マ ー カ ー 」 Cancer Research, 61, 1652-1658, Febr
uary 15, 2001,イ ワ ン ビ ー チ ェ (Ivan Bieche), ベ ア ト リ ス パ ー フ ェ (Beatrice Parfait),
ビ ビ ア ン ル ド ウ サ ル (Vivianne Le Doussal), マ ー チ ン オ リ ビ (Martine Olivi), マ リ ー －
ク リ ス チ ン リ オ (Marie-Christine Rio), ロ ゼ ッ ト リ デ ロ ー (Rosette Lidereau)お よ び マ
イ ケ ル ビ ド ウ ド (Michel Vidaud)（ 非 特 許 文 献 ７ ） 。 さ ら に 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 分 析 は Ｃ Ｇ Ａ
発 現 濃 度 を タ モ キ シ フ ェ ン 反 応 に 関 連 さ せ 、 Ｅ Ｒ Ｂ Ｂ ２ マ ー カ ー （ 反 応 不 良 マ ー カ ー ） 分
析 と 組 み 合 わ せ る と 、 こ の 遺 伝 子 は 乳 癌 の タ モ キ シ フ ェ ン 反 応 の 予 測 的 マ ー カ ー と し て 有
用 で あ る と 推 論 さ れ て い る (Oncogene 2001 Oct 18;20(47):6955-9「 Ｅ Ｒ α － 陽 性 閉 経 後
乳 癌 患 者 の ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 反 応 の 新 規 な 予 測 者 で あ る Ｃ Ｇ Ａ 遺 伝 子 」 ビ ー チ ェ (Bie
che) I, パ ー フ ェ (Parfait) B, ノ グ ー ズ (Nogues) C, ア ン ド リ ュ ー (Andrieu) C, ビ ダ ウ
ド (Vidaud) D, ス ピ ラ ト ス (Spyratos) F, リ ン デ ロ ー (Lidereau) R, ビ ダ ウ ド (Vidaud) M
)（ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 著 者 達 は タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 反 応 と と も に Ｃ Ｇ Ａ 遺 伝 子 の 発 現 に 関
連 す る 有 意 な デ ー タ を 提 供 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ の 分 析 は 全 て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 相 対
的 濃 度 分 析 に 焦 点 を 合 わ せ て い る 。 こ れ は 中 ま た は 高 処 理 能 力 に 適 し た 方 法 論 で は な く 、
臨 床 分 析 の 開 発 に お け る 好 適 な 原 理 で も な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ － ２ 遺 伝 子 （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ３ ２ ５ ） は 眼 、 歯 お よ び 脳 下 垂 体 前 葉 な ど の 前 方 構
造 の 発 達 中 に 発 現 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 転 写 因 子 （ Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ － ２ ） を コ ー ド す る 。 こ
の 遺 伝 子 の 発 現 は 細 胞 分 化 お よ び 増 殖 に 関 連 し て い る け れ ど も 、 こ れ ま で 発 癌 で の 役 割 ま
た は ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 反 応 は 認 識 さ れ て い な い 。 さ ら に 、 こ の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態
の 公 知 分 析 は 現 在 ま で 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 Ｒ Ａ Ｓ Ｓ Ｆ １ Ａ （ Ｒ ａ ｓ 関 連 ド メ イ ン フ ァ ミ リ ー １ Ａ ） 遺 伝 子 は ３ ｐ ２ １ ． ３ で の 候 補
腫 瘍 抑 制 因 子 遺 伝 子 で あ る 。 Ｒ ａ ｓ Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ は 細 胞 増 殖 お よ び 細 胞 外 シ グ ナ ル に 対 す
る 反 応 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 制 御 す る 分 子 ス イ ッ チ の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー で あ る 。 Ｒ Ａ
Ｓ Ｓ Ｆ １ Ａ は 腫 瘍 抑 制 因 子 遺 伝 子 で あ る こ と が 意 図 さ れ 、 そ し て 、 こ の 遺 伝 子 の 後 成 的 変
化 は 種 々 の 癌 で 観 察 さ れ て い る 。 Ｒ Ａ Ｓ Ｓ Ｆ １ Ａ の メ チ ル 化 は 原 発 性 非 小 細 胞 肺 癌 の 予 後
不 良 に 関 連 し て い る (キ ム (Kim) DH, キ ム (Kim) JS, ジ (Ji) YI, シ ム (Shim) YM, キ ム (Ki
m) H, ハ ン (Han) J, パ ク (Park) J., 「 Ｒ Ａ Ｓ Ｓ Ｆ １ Ａ プ ロ モ ー タ ー の 高 メ チ ル 化 は 、 原
発 性 非 小 細 胞 肺 癌 で は 喫 煙 開 始 年 齢 お よ び 予 後 不 良 の 関 連 す る 」 Cancer Res. 2003 Jul 1
;63(13):3743-6.)。 こ れ は 膵 臓 癌 の 発 症 （ ク ズ ミ ン (Kuzmin) I, リ ウ (Liu) L, ダ ム マ ン (
Dammann) R, ゲ イ ル (Geil) L, ス タ ン ブ リ ッ ジ (Stanbridge) EJ, ウ イ ル ク ジ ン ス キ ー (Wi
lczynski) SP, レ ー マ ン (Lerman) MI, フ ァ イ フ ァ ー (Pfeifer) GP.「 子 宮 頸 癌 の Ｒ Ａ Ｓ 関
連 ド メ イ ン フ ァ ミ リ ー １ Ａ 遺 伝 子 の 不 活 性 化 と ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 感 染 の 役 割 」 Canc
er Res. 2003 Apr 15;63(8):1888-93.)な ら び に と り わ け 睾 丸 腫 瘍 お よ び 前 立 腺 癌 に 関 連
し て い る 。 こ の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 癌 診 断 マ ー カ ー と し て の 応 用 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ５ ９
６ ， ４ ８ ８ 号 （ 特 許 文 献 １ ） に 記 載 さ れ て い る が 、 患 者 の 適 当 な 治 療 法 の 選 択 に お け る 応
用 に つ い て 記 載 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 ジ ス ト ロ グ リ カ ン 前 駆 体 遺 伝 子 （ ジ ス ト ロ フ ィ ン 関 連 グ リ コ プ ロ テ イ ン １ ） （ Ｎ
Ｍ ＿ ０ ０ ４ ３ ９ ３ ） は ３ ｐ ２ １ 内 に 位 置 す る 。 ジ ス ト ロ グ リ カ ン （ Ｄ Ｇ 、 Ｄ Ａ Ｇ １ と し て
も 公 知 で あ る ） は ２ つ の サ ブ ユ ニ ッ ト 、 す な わ ち α － Ｄ Ｇ お よ び β － Ｄ Ｇ を 含 む 接 着 分 子
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で あ る 。 こ の 分 子 は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス と 細 胞 質 区 画 の 間 の 重 大 な 相 互 関 係 に 起 因 し 、 そ
れ 自 体 、 転 移 性 疾 患 へ の 進 行 に 寄 与 す る で あ ろ う と 仮 定 さ れ る 。 こ の 遺 伝 子 の 減 少 し た 発
現 は 、 大 腸 、 前 立 腺 お よ び 乳 癌 の 高 い 腫 瘍 程 度 と 段 階 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 １ ８ ｑ ２ １ ． ３ １ に 位 置 す る ワ ン カ ッ ト － ２ 転 写 因 子 遺 伝 子 （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ８ ５ ２ ） は
、 成 人 お よ び 発 達 中 の 肝 臓 遺 伝 子 発 現 の ホ メ オ － ド メ イ ン 転 写 因 子 制 御 因 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ト レ フ ォ イ ル 因 子 （ Ｔ Ｆ Ｆ ） ２ 遺 伝 子 （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ２ ２ ５ ） は タ ン パ ク の ト レ フ ォ イ
ル フ ァ ミ リ ー の 一 員 で あ る 。 こ れ ら は 通 常 、 消 化 管 の 粘 膜 中 に 最 も 高 濃 度 で 発 現 す る が 、
乳 房 を 含 む 他 の 組 織 の 原 発 性 腫 瘍 中 に 異 所 的 に し ば し ば 発 現 す る 。 Ｔ Ｆ Ｆ １ の 発 現 は 培 養
中 の エ ス ト ロ ゲ ン 反 応 性 乳 癌 細 胞 中 で エ ス ト ロ ゲ ン に よ り 制 御 さ れ 、 そ の 発 現 は エ ス ト ロ
ゲ ン 受 容 体 の 発 現 に 関 連 し て い て 、 Ｔ Ｆ Ｆ １ は 腫 瘍 に お け る ホ ル モ ン 反 応 性 の マ ー カ ー で
あ る 。 Ｔ Ｆ Ｆ １ プ ロ モ ー タ ー メ チ ル 化 は 非 発 現 性 胃 癌 誘 導 セ ル ラ イ ン お よ び 組 織 中 に 観 察
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｔ Ｍ Ｅ Ｆ Ｆ ２ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ １ ９ ２ ） は 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） 様 モ テ ィ ー フ お よ び ２
つ の ホ リ ス タ チ ン ド メ イ ン を 含 む 膜 貫 通 タ ン パ ク を コ ー ド す る 。 こ れ は 前 立 腺 お よ び 脳 組
織 中 に 過 剰 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ 、 こ れ は 前 立 腺 癌 細 胞 の 抗 増 殖 性 効 果 を 示 す ア ン ド ロ
ゲ ン 制 御 因 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 を コ ー ド す る Ｅ Ｓ Ｒ １ 遺 伝 子 （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ １ ２ ５ ） の メ チ ル 化 は
、 肺 、 食 道 、 脳 お よ び 結 腸 直 腸 を 含 む 数 種 の 癌 タ イ プ に 関 連 し て い る 。 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容
体 （ Ｅ Ｓ Ｒ ） は ホ ル モ ン 結 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 お よ び 転 写 活 性 化 に お い て 重 要 な 数 種 の ド メ イ
ン か ら な る リ ガ ン ド 活 性 化 転 写 因 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 Ｐ Ｃ Ａ Ｆ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ８ ８ ４ ） 遺 伝 子 は ｐ ３ ０ ０ ／ Ｃ Ｂ Ｐ 関 連 因 子 （ Ｐ Ｃ Ａ Ｆ ） を コ
ー ド す る 。 Ｃ Ｂ Ｐ と ｐ ３ ０ ０ は 細 胞 成 長 お よ び ／ ま た は 分 化 に 関 与 す る 多 く の 配 列 特 異 的
因 子 に 結 合 す る 大 き な 核 タ ン パ ク で あ る 。 ｐ ３ ０ ０ ／ Ｃ Ｂ Ｐ 関 連 因 子 は Ｃ Ｂ Ｐ と ｐ ３ ０ ０
と と も に イ ン ビ ボ 結 合 活 性 を 発 揮 す る 。 こ の タ ン パ ク は 核 ヒ ス ト ン お よ び ヌ ク レ オ ソ ー ム
核 粒 子 と の ヒ ス ト ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し 、 こ れ は 転 写 制 御 に お い て 直
接 的 役 割 を 果 た す 。 ｐ ３ ０ ０ ／ Ｃ Ｂ Ｐ 関 連 因 子 も ま た Ｎ Ｆ － κ － Ｂ ｐ ６ ５ に 関 連 す る 。 こ
の タ ン パ ク は ｐ ５ ３ の Ｃ － 末 端 部 分 に お い て Ｌ ｙ ｓ ３ ２ ０ の ア セ チ ル 化 に よ っ て ｐ ５ ３ 遺
伝 子 の 発 現 を 制 御 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Ｗ Ｂ Ｐ １ １ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ ３ １ ２ ） 遺 伝 子 は 核 タ ン パ ク を コ ー ド し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ
シ ン グ 因 子 お よ び 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト 含 有 核 周 囲 ネ ッ ト ワ ー ク と と も に 共 存 す る 。 こ れ は
Ｎ ｐ ｗ ３ ８ 、 核 タ ン パ ク の Ｗ Ｗ ド メ イ ン に 結 合 す る ２ つ の プ ロ リ ン リ ッ チ 領 域 を 含 み 、 従
っ て 、 こ の タ ン パ ク は Ｎ ｐ ｗ ３ ８ － 結 合 タ ン パ ク 、 Ｎ ｐ ｗ Ｂ Ｐ と も 呼 ば れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 ６ ， ５ ９ ６ ， ４ ８ ８ 号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Yuan Y, Mendez R, Sahin A お よ び Dai　 JL Cancer Res. 2001 Jul 15;
61(14):5558-61
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Lucke CD, Philpott A, Metcalfe JC, Thompson AM, Hughes-Davies L,
 Kemp PR, Hesketh R　 Cancer Res. 2001 Jan 15;61(2):482-5.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Watanabe, Molec. Cell. Biol. 18: 442-449, 1998.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Umbricht CB, Evron E, Gabrielson E, Ferguson A, Marks J, Sukumar
 S. Oncogene. 2001 Jun 7;20(26):3348-53
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Saraswati, (Nature405, 974 - 978 22 Jun 2000)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Kang JH, Kim SJ, Noh DY, Park IA, Choe KJ, Yoo OJ, Kang HS　 Lab 
Invest. 2001 Apr;81(4):573-9.
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Cancer Research, 61, 1652-1658, February 15, 2001,　 Ivan Bieche,
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 Beatrice Parfait,Vivianne Le Doussal, artine Olivi, Marie-Christine Rio, Rosett
e Lidereauお よ び Michel Vidaud
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Oncogene 2001 Oct 18;20(47):6955-9　 Bieche I, Parfait B, Nogues 
C, Andrieu) C, Vidaud D, Spyratos F, Lidereau R, Vidaud　 M
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 乳 房 組 織 の 細 胞 増 殖 障 害 を 有 す る 患 者 の 反 応 を 予 測 す る
た め の 方 法 お よ び 核 酸 を 提 供 す る 。 こ こ に 記 載 さ れ る 方 法 お よ び 核 酸 を 使 用 し て 、 こ の 治
療 方 式 に 対 す る 患 者 の 反 応 の 統 計 的 に 有 意 な モ デ ル が 開 発 さ れ 、 治 療 法 選 択 を 決 定 す る 患
者 お よ び 医 者 を 助 け る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 記 載 さ れ る 方 法 は 乳 房 組 織 の 細 胞 増 殖 障 害 を
患 う 患 者 の 治 療 法 と し て ホ ル モ ン 治 療 の 適 合 性 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ る べ き で あ る 。
し た が っ て 、 本 発 明 は 現 在 の 治 療 反 応 予 測 方 法 に 関 連 す る 問 題 を 減 少 さ せ る よ う に 思 え る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ホ ル モ ン 治 療 に 関 連 す る リ ス ク 、 負 担 お よ び 利 益 に つ い て 患 者 お よ び 医 者 に 重 大 な 情 報
を 提 供 す る た め に 、 こ こ に 記 載 さ れ る 方 法 お よ び 核 酸 を 使 用 し て 、 患 者 反 応 性 が 乳 房 組 織
の 細 胞 増 殖 障 害 の た め の ホ ル モ ン 治 療 前 ま た は 中 に 評 価 さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 こ れ は こ
こ に 例 示 さ れ る 方 法 お よ び 核 酸 が 、 患 者 治 療 法 選 択 の よ り 正 確 な 評 価 を 患 者 と 医 者 の 双 方
が 可 能 と な る こ と に よ り 、 患 者 の 生 活 の 質 お よ び 治 療 成 功 の 可 能 性 を 改 善 す る た め に 使 用
さ れ 得 る と 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 最 も 好 ま し く は 、 xxSTMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, TP53, PTGS2, FGF
R1, SYK, PITX2, GRIN2D, PSA, CGA, CYP2D6, MSMB, COX7A2L, VTN, PRKCD, ONECUT2, WB
P11, CYP2D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1, TP53, TMEFF2, ESR1, SYK, RASSF1, PITX2, 
PSAT1, CGA お よ び  PCAF (表 １ 参 照 ) お よ び ／ ま た は そ れ ら の 制 御 領 域 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 遺 伝 子 の １ つ ま た は 組 合 せ の メ チ ル 化 パ タ ー ン の 分 析 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 本 発
明 は xxSTMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, TP53, PTGS2, FGFR1, SYK, PITX2, GRIN2D, PSA, C
GA, CYP2D6, MSMB, COX7A2L, VTN, PRKCD, ONECUT2, WBP11, CYP2D6, DAG1, ERBB2, S100
A2, TFF1, TP53, TMEFF2, ESR1, SYK, RASSF1, PITX2, PSAT1, CGA お よ び  PCAF群 か ら 選
択 さ れ る 遺 伝 子 の １ つ ま た は 組 合 せ の 核 酸 が 、 目 的 の ゲ ノ ム 配 列 内 の メ チ ル 化 お よ び 非 メ
チ ル 化 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 す る こ と が で き る 試 薬 ま た は 一 連 の 試 薬 と 接 触 さ せ る
こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は ま た 、 STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, TP53, PTGS2, FGFR1, SYK, PITX2
, GRIN2D, PSA, CGA, CYP2D6, MSMB, COX7A2L, VTN, PRKCD, ONECUT2, WBP11, CYP2D6, D
AG1, ERBB2, S100A2, TFF1, TP53, TMEFF2, ESR1, SYK, RASSF1, PITX2, PSAT1, CGAお よ
び  PCAF遺 伝 子 の 群 の １ つ ま た は 複 数 の サ ブ セ ッ ト の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 の 分 析 に よ っ て も 達
成 さ れ る 。 特 に 下 記 サ ブ セ ッ ト が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
-TP53, PTGS2, FGFR1, PSA, CGA, CYP2D6 お よ び  MSMB
-STMN1, PITX2, PSA お よ び  CGA
-STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, SYK, GRIN2D, PSA, COX7A2L, VTN お よ び PRKCD
-ONECUT2, WBP11, CYP2D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1, TP53, TMEFF2, ESR1, SYK, RAS
SF1, PITX2, PSAT1, CGA お よ び  PCAF 
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 的 お よ び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー を 確 認 す る 方 法 を 利
用 で き る 。 本 方 法 は エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 経 路 を 標 的 と す る か 、 ま た は エ ス ト ロ ゲ ン 代 謝 、
産 生 ま た は 分 泌 に 関 与 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 薬 剤 を 含 む 治 療 法 に よ る 治 療 に 対 す る 患
者 の 反 応 の 正 確 な 予 測 を 可 能 と し て 、 乳 房 細 胞 増 殖 障 害 の 改 良 さ れ た 治 療 お よ び モ ニ タ リ
ン グ に 使 用 さ れ る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 前 記 治 療 法 に 反 応 す る 患
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者 と 反 応 し な い 患 者 の 区 別 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は イ ン サ イ チ ュ 管 癌 腫 、 小 葉 癌 腫 、 膠 質 癌 腫 、 尿 細 管 癌 腫 、 髄 様 癌 、 異 形
成 癌 腫 、 イ ン サ イ チ ュ 管 内 癌 腫 、 イ ン サ イ チ ュ 小 葉 癌 腫 お よ び イ ン サ イ チ ュ 乳 頭 癌 腫 を 含
む 乳 房 組 織 の 広 範 囲 の 細 胞 増 殖 障 害 の 分 析 に 使 用 し て も よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ２ つ の 治 療 活 動 環 境 に お い て 前 記 治 療 法 に 対 す る 反 応 の 予 測 に 特 に 適 し
て い る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 最 初 の 非 化 学 療 法 治 療 、
例 え ば 外 科 手 術 （ こ こ で は 補 助 的 活 動 環 境 と 呼 ぶ ） へ の 第 ２ 治 療 法 と し て ホ ル モ ン 経 路 を
標 的 と す る 治 療 を 受 け る 患 者 に 適 用 す る 。 こ の よ う な 治 療 は し ば し ば 段 階 １ ～ ３ の 乳 癌 を
患 う 患 者 に 処 方 さ れ る 。 こ の 実 施 態 様 で は 、 反 応 者 と は 一 定 期 間 中 に 検 出 可 能 な 乳 癌 を 再
発 し な い 人 と 定 義 さ れ 、 非 反 応 者 と は こ の 期 間 内 に 再 発 す る 人 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 さ ら な る 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は 無 疾 患 期 間 後 に 一 次 的 手 段 （ 好 ま し く は 外
科 手 術 ） に よ る 治 療 に 続 い て 乳 癌 の 再 発 を 患 う 患 者 に 適 用 す る 。 こ こ で 、 ホ ル モ ン 経 路 標
的 治 療 は 癌 腫 再 発 の 検 出 に 対 す る 反 応 に 処 方 さ れ て い る 。 こ の よ う な 治 療 は 特 に 転 移 が 生
じ る 後 期 癌 腫 を 患 う 患 者 に し ば し ば 処 方 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の 臨 床 的 環 境 は ま た 、 「
転 移 活 動 環 境 」 と も 呼 ば れ る 。 こ の 実 施 態 様 で は 、 反 応 者 と は 部 分 的 ま た は 完 全 な 緩 解 に
入 っ た 人 、 す な わ ち そ の 疾 患 が さ ら に 転 移 す る か 、 ま た は 上 記 検 出 可 能 な レ ベ ル を 残 す 人
に 対 し て 、 そ の 癌 が 未 検 出 可 能 レ ベ ル ま で 後 退 す る 被 検 者 で あ る 。 こ の 方 法 論 は 本 方 法 が
エ ス ト ロ ゲ ン お よ び ／ ま た は プ ロ ゲ ス ト ロ ン 受 容 体 状 態 と は 別 個 に 、 い か な る 被 検 者 に も
適 用 さ れ る 先 行 技 術 に お い て さ ら に 改 良 を 示 す 。 し た が っ て 、 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 被
検 者 は エ ス ト ロ ゲ ン ま た は プ ロ ゲ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 状 態 に つ い て 試 験 さ れ る 必 要 が な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 さ ら に 、 本 方 法 は シ ト シ ン メ チ ル 化 お よ び 前 記 遺 伝 子 内 の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の 分 析
を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 目 的 は STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, TP53, PTGS2, FGFR1, SYK, PITX2, GRIN
2D, PSA, CGA, CYP2D6, MSMB, COX7A2L, VTN, PRKCD, ONECUT2, WBP11, CYP2D6, DAG1, E
RBB2, S100A2, TFF1, TP53, TMEFF2, ESR1, SYK, RASSF1, PITX2, PSAT1, CGA お よ び  PC
AF 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は そ れ ら の 制 御 領 域 の う ち の １ つ ま た は そ れ 以 上 の メ チ ル 化 パ タ
ー ン の 分 析 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 遺 伝 子 の 配 列 は 、 配 列
番 号 : 27, 40, 122, 43, 131, 50, 74, 127, 135, 86, 90, 128, 129, 99, 105, 115, 12
1, 126, 137, 129, 125, 132, 122, 123, 131, 133, 134, 127, 130, 135, 124, 128 お
よ び  136 お よ び こ れ ら の 相 補 的 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 は ま た 、 前 記 遺 伝 子 群 の う ち の 下 記 サ ブ セ ッ ト か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は
そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン を 分 析 し て も 達 成 さ れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 本
発 明 の 目 的 は 、 TP53, PTGS2, FGFR1, PSA, CGA, CYP2D6 お よ び  MSMBか ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン 分 析 に よ っ て 達 成 さ れ 、 前 記 遺 伝
子 の 配 列 が 配 列 番 号 : 68, 50, 74, 90, 91, 92 お よ び  99を 含 む こ と が さ ら に 好 ま し い 。
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 目 的 は STMN1, PITX2, PSA お よ び  CGAか ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン 分 析 に よ っ て 達 成 さ れ 、 前 記 遺
伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 27, 83, 90 お よ び  91を 含 む こ と が さ ら に 好 ま し い 。 本 発 明 の 目
的 は STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, SYK, GRIN2D, PSA, COX7A2L, VTN お よ び  PRKCDか ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン 分 析 に よ っ て 達 成
さ れ 、 前 記 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 27, 40, 41, 43, 78, 86, 90, 105, 115, 121を 含
む こ と が さ ら に 好 ま し い 。 目 的 が ONECUT2, WBP11, CYP2D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1,
 TP53, TMEFF2, ESR1, SYK, RASSF1, PITX2, PSAT1, CGA お よ び  PCAFか ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン 分 析 に よ っ て 達 成 さ れ る こ と も
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本 発 明 の 一 実 施 態 様 で あ り 、 前 記 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 126, 137, 129, 125, 132, 1
22, 123, 131, 133, 134, 127, 130, 135, 124, 128 お よ び  136を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 患 者 が 補 助 的 治 療 と し て こ の 治 療 を 受 け る 場 合 、 前 記 遺 伝 子 は TP53, PTGS2, PITX2, CY
P2D6, MSMB, WBP11, TMEFF2, ESR1, PITX2 お よ び  PCAFか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と が
好 ま し く 、 そ し て 、 前 記 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 131, 50, 135, 129, 99, 137, 133, 1
34, 135 お よ び  136を 含 む こ と が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 こ の 遺 伝 子 群 の 下 記 サ ブ セ ッ ト も 好 ま し い ：
TP53, PTGS2, CYP2D6 お よ び  MSMB、 こ こ で 、 こ の 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 68, 50, 92 
お よ び  99を 含 む こ と が さ ら に 好 ま し く 、
PITX2、 こ こ で 、 こ の 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 83を 含 む こ と が さ ら に 好 ま し く 、
WBP11, TMEFF2, ERBB2, ESR1, PITX2 お よ び  PCAF、 こ こ で 、 こ の 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番
号 : 137, 132, 133, 134, 135 お よ び  136を 含 む こ と が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 患 者 が 転 移 活 動 環 境 の 反 応 に お い て こ の 治 療 を 受 け る 場 合 、 前 記 遺 伝 子 は STMN1, SFN, 
S100A2, TGFBR2, FGFR1, SYK, GRIN2D, PSA, CGA, COX7A2L, VTN, PRKCD, ONECUT2, CYP2
D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1, TP53, SYK, RASSF1, PSAT1お よ び  CGAか ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る こ と が 好 ま し く 、 前 記 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 27, 40, 122, 43, 74, 127, 
86, 90, 128, 105, 115, 121, 126, 129, 125, 132, 122, 123, 131, 127, 130, 124 お
よ び  128を 含 む こ と が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の 遺 伝 子 群 の 下 記 サ ブ セ ッ ト も ま た 好 ま し い ；
FGFR1, PSA お よ び  CGA、 こ こ で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 74, 90 お よ び  91
を 含 む こ と が さ ら に 好 ま し く 、
STMN1, PSA お よ び  CGA、 こ こ で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 27, 90 お よ び  91
を 含 む こ と が さ ら に 好 ま し く 、
STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, SYK, GRIN2D, PSA, COX7A2L, VTN お よ び  PRKCD、 こ こ で
、 こ れ ら の 配 列 は 配 列 番 号 : 27, 40, 41, 43, 78, 86, 90, 105, 115, 121を 含 む こ と が
さ ら に 好 ま し く 、  
ONECUT2, CYP2D6, DAG1, S100A2, TFF1, TP53, SYK, RASSF1, PSAT1 お よ び  CGA、 こ こ で
、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 配 列 は 配 列 番 号 : 126, 129, 125, 122, 123, 131, 127, 130, 124 お
よ び  128を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は 被 検 者 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 中 の 前 記 核 酸 配 列 を 少 な
く と も １ つ の 試 薬 ま た は 一 連 の 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 こ こ で 、 前 記
試 薬 ま た は 一 連 の 試 薬 は 標 的 核 酸 内 の メ チ ル 化 お よ び 非 メ チ ル 化 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド を
区 別 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は 下 記 工 程 を 含 む ：
　 本 方 法 の 第 一 工 程 で は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 源 、 例 え ば 、 セ ル ラ イ ン 、
組 織 学 的 ス ラ イ ド 、 生 検 、 パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 さ れ た 組 織 、 乳 房 組 織 、 血 液 、 血 漿 、 リ ン
パ 液 、 リ ン パ 組 織 、 管 細 胞 、 管 洗 浄 液 、 乳 頭 吸 引 液 、 骨 髄 お よ び こ れ ら の 組 合 せ を 含 む 細
胞 ま た は 細 胞 成 分 な ど の 起 源 か ら 単 離 さ れ な け れ ば な ら な い 。 抽 出 は 当 業 者 に と っ て 標 準
的 で あ る 手 段 に よ っ て 行 う 。 こ れ ら は 洗 浄 剤 溶 解 物 、 超 音 波 お よ び ガ ラ ス ビ ー ス に よ る ボ
ル テ キ シ ン グ の 使 用 を 含 む 。 核 酸 は 一 度 抽 出 さ れ る と 、 ゲ ノ ム 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が 分 析 に 使 用
さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 本 方 法 の 次 工 程 に 先 た っ て 分 解 し て も よ い 。 こ れ は 特
に 制 限 酵 素 を 使 用 す る 当 該 技 術 分 野 で 標 準 的 な 手 段 に よ っ て 行 っ て も よ い が 、 こ れ に 限 定
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さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 方 法 の 第 ２ 工 程 で は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は ５ '－ 位 で 非 メ チ ル 化 さ れ て い る シ ト シ ン
塩 基 が ウ ラ シ ル 、 チ ミ ン ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 挙 動 に お い て シ ト シ ン と 類 似 し て
い な い 他 の 塩 基 に 変 換 さ れ る よ う に 処 理 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 上 記 処 理 は 、 好 ま し く は 重 亜 硫 酸 塩 （ 亜 硫 酸 塩 、 二 亜 硫 酸 塩 ） 、 そ し て
続 い て 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 核 酸 塩 基 を ウ ラ シ ル ま た は 塩 基 対 形 成 挙 動 に お い て シ ト シ ン
に 類 似 し て い な い 他 の 塩 基 に 変 換 す る こ と と な る ア ル カ リ 加 水 分 解 を 実 施 す る 。 も し も 重
亜 硫 酸 塩 溶 液 が 反 応 に 使 用 さ れ る な ら 、 次 い で 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 塩 基 に 付 加 が 生 じ る 。
さ ら に 、 変 性 剤 ま た は 溶 媒 な ら び に ラ ジ カ ル 妨 害 剤 が 存 在 し な け れ ば な ら な い 。 次 い で 、
次 の ア ル カ リ 加 水 分 解 は 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 核 酸 塩 基 の ウ ラ シ ル へ の 変 換 を 生 じ る 。 変 換
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は 次 い で メ チ ル 化 シ ト シ ン の 検 出 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 前 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 好 ま し く は 熱 安 定 性 ポ
リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 増 幅 さ れ る 。 統 計 的 お よ び 実 際 的 検 討 か ら 、 長 さ １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ０
塩 基 対 を 有 す る 好 ま し く は ６ つ 以 上 の 異 な っ た 断 片 が 増 幅 さ れ る 。 数 種 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増
幅 は １ つ の 同 じ 反 応 容 器 中 で 同 時 に 実 施 す る こ と が で き る 。 通 常 、 増 幅 は ポ リ メ ラ ー ゼ チ
ェ イ ン リ ア ク シ ョ ン （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の よ う な プ ラ イ マ ー の 設 計 は 当 業 者 に は 自 明 で あ る 。 こ れ ら は 付 表 : 配 列 番 号  299, 
300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345, 346, 381, 382, 393, 394, 401, 402, 411, 
412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 443, 444, 455, 456, 475, 476, 487, 
488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 
504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 
520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 675, 
676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 717, 718, 729, 730, 749, 
750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774, 775, 
776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 787, 788, 789, 790, 791, 
792, 793 お よ び  794に 特 定 さ れ る 下 記 塩 基 配 列 の 少 な く と も １ ８ 塩 基 対 セ グ メ ン ト に 対
し て 、 そ れ ぞ れ 配 列 が 逆 相 補 的 ま た は 同 一 で あ る 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 前 記 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は こ れ ら が Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 ま な い こ と を 特 徴 と す る 。 本 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 プ ラ イ マ ー オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 目 的 の 乳 房 細 胞 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ の み に 選 択 的 に ア ニ ー ル し 、 か つ
増 幅 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ に よ っ て バ ッ ク グ ラ ン ド ま た は 非 関 連 Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 減 少
さ せ る 。 本 発 明 の 状 況 で は 、 バ ッ ク グ ラ ン ド Ｄ Ｎ Ａ と は 関 連 組 織 特 異 的 メ チ ル 化 パ タ ー ン
を 有 し な い ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 意 味 し 、 こ の 場 合 、 関 連 組 織 と は 乳 房 組 織 で あ る と 解 釈 さ れ る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 で は 、 少 な く と も １ つ の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 増 幅 中 に 固 相 に 結 合 し
て い る こ と が 好 ま し い 。 異 な っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー
配 列 は 四 角 形 ま た は 六 角 形 の 格 子 形 態 の 平 面 固 相 に 配 置 さ れ 、 固 相 表 面 は 好 ま し く は シ リ
コ ー ン 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鋼 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 銀 ま た は 金 か ら
な り 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク な ど の 他 の 材 料 も 同 様 に 使 用 す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 増 幅 に よ っ て 得 ら れ た 断 片 は 、 直 接 ま た は 間 接 に 検 出 可 能 な 標 識 を 担 持 し て い て も よ い
。 標 識 は 蛍 光 標 識 、 放 射 性 核 種 、 ま た は 質 量 分 析 計 で 検 出 で き る 典 型 的 な 質 量 を 有 す る 検
出 可 能 な 分 子 断 片 の 形 状 が 好 ま し く 、 産 生 さ れ る 断 片 は 質 量 分 析 計 で よ り 良 く 検 出 性 さ れ
る た め に １ 価 陽 性 ま た は 陰 性 電 荷 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 検 出 は マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー
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ザ ー 脱 着 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 測 定 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） に よ る か ま た は 電 子 線 ス プ レ ー 質 量 分 光
測 定 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） を 使 用 し て 実 施 し 、 か つ 可 視 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 次 工 程 で は 、 核 酸 増 幅 産 物 は 治 療 に 先 た っ て ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 状 態 を 測 定 す る た
め に 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 核 酸 の 後 処 理 分 析 は 別 な 方 法 を 使 用 し て 実 施 し て も よ い 。 処 理 さ れ た 核 酸 の メ チ ル 化 状
態 特 異 的 分 析 の た め の い く つ か の 方 法 は 以 下 に 記 載 さ れ 、 他 の 別 法 は 当 業 者 に は 自 明 で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 分 析 は 本 方 法 の 増 幅 工 程 中 に 実 施 し て も よ い 。 １ つ の こ の よ う な 実 施 態 様 で は 、 xxSTMN
1, SFN, S100A2, TGFBR2, TP53, PTGS2, FGFR1, SYK, PITX2, GRIN2D, PSA, CGA, CYP2D6
, MSMB, COX7A2L, VTN, PRKCD, ONECUT2, WBP11, CYP2D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1, 
TP53, TMEFF2, ESR1, SYK, RASSF1, PITX2, PSAT1, CGA お よ び  PCAF遺 伝 子 お よ び ／ ま た
は そ れ ら の 制 御 領 域 内 の 前 選 択 さ れ た Ｃ ｐ Ｇ 位 の メ チ ル 化 状 態 は 、 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ
マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 検 出 し て も よ い 。 「 Ｍ Ｓ Ｐ 」 （ メ チ ル 化 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ
） と の 用 語 は 、 ハ ー マ ン (Herman)ら 、  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996
, お よ び 米 国 特 許  ５ ， ７ ８ ６ ， １ ４ ６ 号 お よ び  第 ６ ， ２ ６ ５ ， １ ７ １ 号 に 記 載 さ れ る 当
該 技 術 分 野 に て 認 識 さ れ て い る メ チ ル 化 分 析 を 呼 ぶ 。 重 亜 硫 酸 塩 処 理 Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 の た め
の メ チ ル 化 状 態 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 使 用 は メ チ ル 化 核 酸 と 非 メ チ ル 化 核 酸 の 区 別 を 可 能 と
す る 。 Ｍ Ｓ Ｐ プ ラ イ マ ー 対 は 重 亜 硫 酸 塩 処 理 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
少 な く と も １ つ の プ ラ イ マ ー を 含 む 。 し た が っ て 、 前 記 プ ラ イ マ ー の 配 列 は 少 な く と も １
つ の Ｃ Ｇ 、 Ｔ Ｇ ま た は Ｃ Ａ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 非 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 特 異 的 な Ｍ
Ｓ Ｐ プ ラ イ マ ー は 、 Ｃ ｐ Ｇ の Ｃ 位 の ３ '－ 位 に 「 Ｔ 」 を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 で は 好
ま し く は 、 前 記 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 .: 299, 300, 325, 326, 327, 328, 3
31, 332, 345, 346, 381, 382, 393, 394, 401, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 4
27, 428, 429, 430, 443, 444, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 4
93, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 5
09, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 6
01, 602, 605, 606, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 6
99, 700, 701, 702, 703, 704, 717, 718, 729, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 7
65, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 7
81, 782, 783, 784, 785, 786, 787, 788, 789, 790, 791, 792, 793 お よ び 794に 記 載 さ
れ る 前 処 理 核 酸 配 列 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列  に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 長 さ 少 な く と も
９ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 配 列 を 含 む こ と を 必 要 と す る 。 こ こ で 前 記 オ リ ゴ マ ー の 塩 基 配 列
は 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｇ 、 Ｔ Ｇ ま た は Ｃ Ａ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 方 法 の １ つ の 実 施 態 様 で は 、 Ｃ ｐ Ｇ 位 の メ チ ル 化 状 態 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析
に よ っ て 測 定 し て も よ い 。 本 方 法 の こ の 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 の 第 ２ 工 程 で 得 ら れ た 増 幅
産 物 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の ア レ ー ま た は セ ッ ト に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ の 状 況 で は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 以 下 に 記 載 さ れ る 方 法 で 行 な
う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 に 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ の セ ッ ト は 、 好 ま し く は 少 な く と も
４ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー か ら な る 。 こ の 方 法 で は 、 増 幅 産 物 は 固
相 に 既 に 結 合 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ と し て 作 用 す る 。
非 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 断 片 は 続 い て 除 去 す る 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 付 表 に 特 定 さ れ る 塩
基 配 列 の セ グ メ ン ト に 逆 相 補 的 ま た は 同 一 で あ る 長 さ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 少 な く と
も １ つ の 塩 基 配 列 を 含 み 、 こ の セ グ メ ン ト は 少 な く と も １ つ の Ｃ ｐ Ｇ ま た は Ｔ ｐ Ｇ ジ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 。 さ ら な る 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 、 ま
た は Ｔ ｐ Ｇ の 場 合 、 チ ア ミ ン は １ ０ － マ ー の ５ '－ 末 端 か ら ５ 番 目 ～ ９ 番 目 の ヌ ク レ オ チ
ド で あ る 。 １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｃ ｐ Ｇ ま た は Ｔ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の そ れ ぞ れ に
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存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 非 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 増 幅 産 物 は 次 い で 除 去 さ れ る 。 本 方 法 の 最 終 工 程 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し た 増 幅 産 物 が 検 出 さ れ る 。 こ の 状 況 で は 、 増 幅 産 物 に 結 合 し た 標 識 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 が 位 置 す る 固 相 の 各 位 置 で 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 方 法 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の メ チ ル 化 状 態 は 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅 プ ラ イ マ ー （ こ こ で 、 該 プ ラ イ マ ー は メ チ ル 化 特 異 的 ま た は 標 準 の い ず れ で あ っ て
も よ い ） に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に よ っ て 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 二 重 標 識 蛍 光 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ (ABI P
rism 7700 Sequence Detection Systemを 使 用 す る TaqMan T M PCR、 Perkin Elmer Applied B
iosystems, Foster City, California)を 使 用 す る 蛍 光 系 リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ (ハ イ ド
(Heid)ら 、  Genome Res. 6:986-994, 1996)の 使 用 で あ る 。 TaqMan T M Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は フ ォ ワ
ー ド 増 幅 プ ラ イ マ ー と リ バ ー ス 増 幅 プ ラ イ マ ー の 間 に 位 置 す る Ｇ ｐ Ｃ － リ ッ チ 配 列 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ た TaqMan T M プ ロ ー ブ と 呼 ば れ る 非 伸 長 性 尋 問 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 使 用 す る 。 TaqMan T M プ ロ ー ブ は さ ら に TaqMan T M  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ
チ ド に 結 合 さ れ た リ ン カ ー 分 子 （ 例 え ば 、 ホ ス ホ ア ミ ダ イ ト ） に 共 有 結 合 し た 蛍 光 「 レ ポ
ー タ ー 分 子 」 お よ び 「 消 光 剤 分 子 」 を 含 む 。 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に 続 く 核 酸 内 の メ チ ル 化 分 析
の た め に 、 プ ロ ー ブ は Methyl Light 分 析 と し て も 公 知 で あ る 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ３ １ ， ３
９ ３ 号 （ 参 考 と し て こ こ に 挿 入 さ れ る ） に 記 載 さ れ る よ う に 、 メ チ ル 化 特 異 的 で あ る こ と
が 必 要 で あ る 。 本 発 明 で 使 用 す る の に 適 し た  TaqMan T M  検 出 方 法 論 の 変 法 と し て は 、 二 重
プ ロ ー ブ 技 術 （ Lightcycler T M ） ま た は 蛍 光 増 幅 プ ラ イ マ ー (Sunrise T M 技 術 )が 挙 げ ら れ る
。 こ れ ら の 技 術 は 重 亜 硫 酸 塩 処 理 Ｄ Ｎ Ａ で の 使 用 に 適 し た 方 法 、 さ ら に Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ
チ ド 内 の メ チ ル 化 分 析 に お い て 応 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 重 亜 硫 酸 塩 処 理 核 酸 の 分 析 に よ る メ チ ル 化 評 価 で の プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用
に さ ら に 好 適 な 方 法 は 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ る 。 こ の よ う な オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 は 、 BioTechniques 23(4), 1997, 714-720 D. ユ (Yu), M.ム カ イ (Muk
ai), Q. リ ュ (Liu), C. ス タ イ ン マ ン (Steinman)に 記 載 さ れ る 。 ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー と と も に 目 下 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る 。 核 酸 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ の ５ '－ 位 置 で 終 結 し 、 そ れ に よ っ
て ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ の 相 補 的 配 列 が 存 在 す る と 、 核 酸 の 増 幅 は 抑 制 さ れ る 。 プ ロ ー ブ
は メ チ ル 化 状 態 特 異 的 方 法 に お い て 重 亜 硫 酸 塩 処 理 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計
し て も よ い 。 例 え ば 、 非 メ チ ル 化 核 酸 の 集 団 内 で の メ チ ル 化 核 酸 の 検 出 で は 、 問 題 の 位 置
で 非 メ チ ル 化 さ れ て い る 核 酸 の 増 幅 の 抑 制 は 、 「 Ｃ Ａ 」 と は 反 対 に あ る 問 題 の 位 置 の 「 Ｃ
Ｇ 」 を 含 む ブ ロ ッ キ ン グ プ ロ ー ブ の 使 用 に よ っ て 実 施 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る Ｐ Ｃ Ｒ 法 で は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 仲 介 増 幅 の 有 効
な 中 止 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 伸 長 さ れ な い ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 必 要 と す る
。 好 ま し く は こ れ は ３ '－ デ オ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 「 遊 離 」 ヒ ド ロ キ シ ル 基 よ
り も ３ '－ 位 置 で 誘 導 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ブ ロ ッ カ ー の 使 用 に よ り 達 成 さ
れ る 。 例 え ば 、 ３ '－ Ｏ － ア セ チ ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ブ ロ ッ カ ー 分 子 の 好 ま し い ク ラ
ス の 代 表 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 さ ら に 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ メ ラ ー ゼ 仲 介 分 解 は 防 止 さ れ る べ き で あ
る 。 好 ま し く は こ の よ う な 防 止 は ５ '－ ３ '－ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 く ポ リ メ ラ ー ゼ
の 使 用 、 ま た は 例 え ば 、 ブ ロ ッ カ ー 分 子 を ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 と す る そ の ５ '－ 末 端 で チ オ
エ ー ト 架 橋 を 有 す る 変 性 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 の い ず れ か を 含 む 。 特 別 な
応 用 は ブ ロ ッ カ ー の こ の よ う な ５ '変 性 を 必 要 と し な い で あ ろ う 。 例 え ば 、 も し も ブ ロ ッ
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カ ー 結 合 部 位 と プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 が 重 複 す る な ら 、 そ れ に よ り 、 プ ラ イ マ ー （ 例 え ば 過
剰 ブ ロ ッ カ ー と と も に ） の 結 合 防 止 、 ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 が 実 質 的 に 防
止 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ は ポ リ メ ラ ー ゼ が ブ ロ ッ カ ー の 方 に 向 か っ て 、 か つ そ の 中 へ （ ５
'～ ３ '方 向 に ） プ ラ イ マ ー を 伸 長 し な い こ と 、 つ ま り 、 正 常 に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ブ ロ
ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 と な る 方 法 で あ る と の 理 由 に よ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 か つ 、 こ こ に 実 施 さ れ る よ う に 特 に 好 ま し い ブ ロ ッ カ ー ／ Ｐ Ｃ
Ｒ 実 施 態 様 は ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー
の 使 用 を 含 む 。 こ の よ う な Ｐ Ｎ Ａ ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ マ ー は そ れ ら が ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 分
解 も 伸 長 も し な い か ら 、 理 想 的 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 し た が っ て 、 好 ま し く は 前 記 ブ ロ ッ キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号
: 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345, 346, 381, 382, 393, 394, 401, 402
, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 443, 444, 455, 456, 475, 476
, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502
, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 517, 518
, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 619, 620, 655, 656, 667, 668
, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 717, 718, 729, 730
, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774
, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 787, 788, 789, 790
, 791, 792, 793 お よ び  794 の １ つ に 記 載 さ れ る 前 処 理 さ れ た 核 酸 配 列 お よ び こ れ ら に
相 補 的 な 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 長 さ 少 な く と も ９ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 配 列 を 含 む こ
と が 必 要 で あ る 。 こ こ で 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 は 少 な く と も １ つ の Ｃ ｐ Ｇ
、 Ｔ ｐ Ｇ ま た は Ｃ ｐ Ａ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 方 法 の さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の メ チ ル 化 状 態 の 測 定 は ゴ ン ザ ル ゴ
(Gonzalgo)お よ び ジ ョ ー ズ (Jones) (Nucleic Acids Res. 25:2529-2531)に 記 載 さ れ る よ
う に 、 Ｍ Ｓ Ｓ Ｎ ｕ Ｐ Ｅ な ど の 鋳 型 定 方 向 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 を 使 用 し て 実 施 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 方 法 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の メ チ ル 化 状 態 の 測 定 は 本 方 法 の 第 ２ 工 程
で 生 成 し た 増 幅 産 物 の 配 列 決 定 お よ び そ の 次 の 配 列 分 析 に よ っ て 可 能 と な る (サ ン ガ ー (Sa
nger) F.ら 、  1977 PNAS USA 74: 5463-5467)。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 上 記 手 段 を 組 み 合 わ せ て 行 っ て も よ い 。 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 態
様 で は 、 リ ア ル タ イ ム 検 出 プ ロ ー ブ の 使 用 は Ｍ Ｓ Ｐ お よ び ／ ま た は ブ ロ ッ カ ー オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 同 時 に 組 み 合 わ せ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 は 、 前 処 理 を 必 要 と す る こ と な く 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化
状 態 を 分 析 す る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 の 第 １ お よ び 第 ２ 工 程 で は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は 組
織 ま た は 細 胞 起 源 か ら 得 て 単 離 し な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 起 源 と し て は セ ル ラ イ ン
、 組 織 学 的 ス ラ イ ド 、 体 液 ま た は パ ラ フ ィ ン に 包 埋 さ れ た 組 織 を 挙 げ る こ と が で き る 。 抽
出 は 当 業 者 に 標 準 的 で あ る 手 段 に よ っ て 行 う 。 こ れ ら の 手 段 と し て は 洗 浄 剤 分 解 、 超 音 波
お よ び ガ ラ ス ビ ー ズ を 使 用 す る ボ ル テ キ シ ン グ の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 核 酸 は 一 旦 、 抽 出 さ
れ る と ゲ ノ ム ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が 分 析 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 処 理 前 に 分 解 し て も よ く 、 こ れ は 特 に 制 限 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ を 使 用 す る 当 該 技 術 分 野 で 標 準 的 な 手 段 に よ っ て も よ い 。 第 ３ 工 程 で は 、 次 い で
Ｄ Ｎ Ａ は １ つ ま た は そ れ 以 上 の メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 で 消 化 す る 。 消 化 は 制 限 部 位 で の
Ｄ Ｎ Ａ の 加 水 分 解 が 特 定 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 状 態 の 情 報 と な る よ う に 実 施 す
る 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 制 限 断 片 を 増 幅 す る 。 さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ れ は ポ
リ メ ラ ー ゼ チ ェ イ ン リ ア ク シ ョ ン を 使 用 し て 実 施 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 最 終 工 程 で は 、 増 幅 産 物 を 検 出 す る 。 検 出 は 例 え ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 分 析 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 分 析 、 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 内 の 検 出 可 能 な タ グ の 導 入 、 Ｄ Ｎ Ａ ア レ ー 分 析 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ
Ｉ ま た は Ｅ Ｓ Ｉ 分 析 な ど の 当 該 技 術 分 野 で 標 準 的 な 手 段 で あ っ て も よ い が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 前 記 方 法 は 、 好 ま し く は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 的 お よ び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー を 確
認 す る た め に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の 方 法 を 可 能 と す る た め に 、 本 発 明 は さ ら に 、 STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, TP53, 
PTGS2, FGFR1, SYK, PITX2, GRIN2D, PSA, CGA, CYP2D6, MSMB, COX7A2L, VTN, PRKCD, O
NECUT2, WBP11, CYP2D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1, TP53, TMEFF2, ESR1, SYK, RASSF
1, PITX2, PSAT1, CGA お よ び  PCAF群 か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の １ つ ま た は 組 合 せ の 変 性 Ｄ
Ｎ Ａ 、 な ら び に 前 記 遺 伝 子 内 の シ ト シ ン メ チ ル 化 を 検 出 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お
よ び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 は 遺 伝 的 お よ び 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー
、 お よ び 前 記 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の シ ト シ ン メ チ ル 化 パ タ ー ン が 乳 房 細 胞 増 殖 障 害 の 改 良 さ れ た
治 療 お よ び モ ニ タ リ ン グ に 特 に 適 し て い る と の 発 見 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 的 お よ び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー の 分 析 の た め
に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 目 的 は 、 配 列 番 号 : 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345, 346
, 381, 382, 393, 394, 401, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429, 430
, 443, 444, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496
, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512
, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606
, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701, 702
, 703, 704, 717, 718, 729, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768
, 769, 770, 771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784
, 785, 786, 787, 788, 789, 790, 791, 792, 793 お よ び  794の １ つ に 記 載 さ れ る 前 処 理
さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 の 長 さ 少 な く と も １ ８ 塩 基 の 配 列 を 含 む
核 酸 を 使 用 し て 達 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 開 示 さ れ る 本 発 明 の 目 的 は 配 列 番 号 : 345, 346, 381, 382, 393, 394, 425, 426, 427,
 428, 429, 430, 443, 444, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 699, 700, 701, 702, 703,
 704, 717 お よ び  718の １ つ に 記 載 さ れ る 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び こ れ ら に 相 補
的 な 配 列 の 長 さ 少 な く と も １ ８ 塩 基 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 使 用 し て 達 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 開 示 さ れ る 本 発 明 の 目 的 は 、 配 列 番 号 : 299, 300, 411, 412, 425, 426, 427, 428, 57
3, 574, 685, 686, 699, 700, 701 お よ び  702の １ つ に 記 載 さ れ る 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 の 長 さ 少 な く と も １ ８ 塩 基 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 使 用 し て
達 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 開 示 さ れ る 本 発 明 の 目 的 は 配 列 番 号 : 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 401,
 402, 417, 418, 425, 426, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 573, 574, 599, 600, 601,
 602, 605, 606, 675, 676, 691, 692, 699, 700, 729, 730, 749, 750, 761, 762の １ つ
に 記 載 さ れ る 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 の 長 さ 少 な く と も １
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８ 塩 基 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 使 用 し て 達 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 開 示 さ れ る 本 発 明 の 目 的 は 配 列 番 号 : 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497,
 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513,
 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771,
 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 787,
 788, 789, 790, 791, 792, 793 お よ び  794の １ つ に 記 載 さ れ る 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 の 長 さ 少 な く と も １ ８ 塩 基 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 使 用 し て 達
成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 し た が っ て 、 変 性 核 酸 は 疾 患 関 連 遺 伝 的 パ ラ メ ー タ ー お よ び 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー の 確 認
に 関 連 し て い な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は さ ら に 、 ゲ ノ ム シ ト シ ン メ チ ル 化 状 態 を 検 出 す る た め の 前 処 理 さ れ た Ｄ
Ｎ Ａ の 分 析 の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー に よ っ て 達 成 し 、 前 記 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 : 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345, 346, 381, 382
, 393, 394, 401, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 443, 444
, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498
, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514
, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 619, 620
, 655, 656, 667, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701, 702, 703, 704
, 717, 718, 729, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770
, 771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786
, 787, 788, 789, 790, 791, 792, 793 お よ び  794に 記 載 さ れ る 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 長 さ 少 な く と も １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 少 な く と も １ つ の 塩 基
配 列 を 含 む 。 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー プ ロ ー ブ は 、 ホ ル モ ン 治 療 へ の 患 者 反 応 に 関 連 し た 態 様
に つ い て 、 生 物 学 的 試 料 の 分 析 中 に 特 定 遺 伝 的 お よ び 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー を 確 認 す る こ と
を 初 め て 可 能 と す る 重 要 で か つ 有 効 な 手 段 を 構 成 す る 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 乳 房 細
胞 増 殖 障 害 の 改 良 さ れ た 治 療 お よ び モ ニ タ リ ン グ を 可 能 と す る 。 オ リ ゴ マ ー の 塩 基 配 列 は
好 ま し く は 少 な く と も １ つ の Ｃ ｐ Ｇ ま た は Ｔ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 プ ロ ー ブ は ま た
、 特 に 好 ま し い 対 形 成 特 性 を 有 す る Ｐ Ｎ Ａ （ ペ プ チ ド 核 酸 ） の 形 態 で 存 在 し て も よ い 。 本
発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン が 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の ３ 分 の １ の 中 央 、 １ ３ － マ ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ５ '－ 末 端 か ら 第 ５ ～ ９ 番 目 の
ヌ ク レ オ チ ド 内 に 存 在 す る か 、 ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー の 場 合 、 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド
の シ ト シ ン が ９ － マ ー の ５ '－ 末 端 か ら 第 ４ ～ ６ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド の あ る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー は 、 通 常 、 配 列 番 号 : 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 
345, 346, 381, 382, 393, 394, 401, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 
429, 430, 443, 444, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 
495, 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 
511, 512, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 
605, 606, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 
701, 702, 703, 704, 717, 718, 729, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 
767, 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 
783, 784, 785, 786, 787, 788, 789, 790, 791, 792, 793 お よ び  794内 の 少 な く と も ２
つ の オ リ ゴ マ ー お よ び Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の そ れ ぞ れ に 対 す る １ つ ま で の オ リ ゴ マ ー を
含 む 、 い わ ゆ る 「 セ ッ ト 」 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 : 1733-1736, 1967-1994, 2003-2024, 2
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031 - 2034, 2045-2134に 記 載 さ れ る オ リ ゴ マ ー が 、 転 移 活 動 環 境 で の ホ ル モ ン 治 療 に 対
す る 被 検 者 の 反 応 を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 方 法 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 : 2011, 2012, 2017 - 2024 お よ び  2031 - 
2034に 記 載 さ れ る オ リ ゴ マ ー が 転 移 活 動 環 境 で の ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 被 検 者 の 反 応 を 予
測 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 方 法 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 : 2003-2024に 記 載 さ れ る オ リ ゴ マ ー が 転 移
活 動 環 境 で の ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 被 検 者 の 反 応 を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 方 法 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 : 2003-2020 お よ び  2045-2112に 記 載 さ れ る
オ リ ゴ マ ー が 転 移 活 動 環 境 で の ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 被 検 者 の 反 応 を 予 測 す る た め に 使 用
さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 方 法 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 : 1733-1736, 1967-1994, 2011-2025,2045-2
052, 2069-2078 お よ び  2127-2134に 記 載 さ れ る オ リ ゴ マ ー が 転 移 活 動 環 境 で の ホ ル モ ン
治 療 に 対 す る 被 検 者 の 反 応 を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 : 1691-1692, 1925-1932, 1941-1954, 1
965-1966, 1995-2002, 2025-2030, 2035 - 2044 お よ び  2135 - 2142に 記 載 さ れ る オ リ ゴ
マ ー が 補 助 的 活 動 環 境 で の ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 被 検 者 の 反 応 を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ
る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 方 法 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 : 2035- 2044に 記 載 さ れ る オ リ ゴ マ ー が 補 助
的 活 動 環 境 で の ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 被 検 者 の 反 応 を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 方 法 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 : 2025-2030に 記 載 さ れ る オ リ ゴ マ ー が 補 助
的 活 動 環 境 で の ホ ル モ ン 治 療 に 対 す る 被 検 者 の 反 応 を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 方 法 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 : 1691-1692, 1925-1932, 1941-1954, 1965-
1966, 1995-2002 お よ び  2135 -2142に 記 載 さ れ る オ リ ゴ マ ー が 補 助 的 活 動 環 境 で の ホ ル
モ ン 治 療 に 対 す る 被 検 者 の 反 応 を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト の 場 合 、 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
固 相 に 結 合 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 、 １ つ の セ ッ ト の 全 て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 固 相 に 結 合 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は (配 列 表 お よ び 表 １ に 詳 細 に 記 載 さ れ る STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2,
 TP53, PTGS2, FGFR1, SYK, PITX2, GRIN2D, PSA, CGA, CYP2D6, MSMB, COX7A2L, VTN, P
RKCD, ONECUT2, WBP11, CYP2D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1, TP53, TMEFF2, ESR1, SYK
, RASSF1, PITX2, PSAT1, CGA お よ び  PCAF遺 伝 子 お よ び こ れ ら に 相 補 的 な 配 列 の )前 記 配
列 ま た は 前 記 配 列 の 前 処 理 し た も の の 分 析 に よ っ て 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の シ ト シ ン メ チ ル 化 状
態 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 少 な く と も ２ ｎ （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は Ｐ Ｎ
Ａ － オ リ ゴ マ ー ） の セ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 オ リ ゴ マ ー の セ ッ ト は ま た 、 STMN1, SFN, S100A2, TGFBR2, TP53, PTGS2, FGFR1, SYK,
 PITX2, GRIN2D, PSA, CGA, CYP2D6, MSMB, COX7A2L, VTN, PRKCD, ONECUT2, WBP11, CYP
2D6, DAG1, ERBB2, S100A2, TFF1, TP53, TMEFF2, ESR1, SYK, RASSF1, PITX2, PSAT1, C
GA お よ び  PCAF遺 伝 子 の 前 記 配 列 ま た は 前 記 配 列 の 前 処 理 さ れ た も の の 分 析 に よ っ て 単 一
ヌ ク レ オ チ ド 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） を 検 出 す る た め に 使 用 し て も よ い 。
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【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 ホ ル モ ン ま た は ホ ル モ ン 関 連 経 路 を 標 的
と す る 治 療 の 結 果 の 予 測 と し て 目 下 、 使 用 さ れ る マ ー カ ー お よ び 臨 床 的 指 標 の 導 入 に よ っ
て 改 良 お よ び 補 充 さ れ る で あ ろ う こ と が 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。 さ ら に 好 ま し く は 、 前
記 マ ー カ ー と し て は 結 節 状 態 、 年 齢 、 閉 経 状 態 、 程 度 、 エ ス ト ロ ゲ ン お よ び プ ロ ゲ ス ト ロ
ン 受 容 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 基 礎 を 形 成 す る 遺 伝 子 は 、 「 遺 伝 子 パ ネ ル 」 、 す な わ ち 本 発 明 の 特 別 な 遺 伝 子
配 列 お よ び ／ ま た は そ れ ら の 各 情 報 的 メ チ ル 化 部 位 を 含 む 集 合 体 を 形 成 す る た め に 使 用 し
て も よ い 。 遺 伝 子 パ ネ ル の 形 成 は 、 乳 癌 治 療 の 特 定 態 様 の 迅 速 お よ び 特 異 的 分 析 を 可 能 と
す る 。 本 発 明 に 記 載 さ れ 、 か つ 使 用 さ れ る 遺 伝 子 パ ネ ル は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 経 路 を 標
的 と す る か 、 ま た は エ ス ト ロ ゲ ン 代 謝 、 産 生 ま た は 分 泌 に 関 与 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の
薬 剤 を 含 む 治 療 に よ り 処 置 の 結 果 を 予 測 す る こ と に よ っ て 、 乳 房 細 胞 増 殖 障 害 の 治 療 に お
い て 驚 く べ き 高 い 効 率 で 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の パ ネ ル の 各 遺 伝 子 の 分 析 は 患 者 の 反
応 の 評 価 に 寄 与 す る が 、 し か し な が ら 、 好 ま し い 実 施 態 様 で は 患 者 評 価 は た っ た １ つ の 遺
伝 子 の 分 析 に よ っ て 達 成 し て も よ い 。 「 遺 伝 子 パ ネ ル 」 の １ メ ン バ ー の 分 析 は 安 価 で あ る
が 、 患 者 反 応 を 評 価 す る よ り 正 確 性 が 低 い 手 段 で あ り 、 パ ネ ル の 複 数 の メ ン バ ー の 分 析 は
本 方 法 を 実 施 す る む し ろ よ り 高 価 な 手 段 で あ る が 、 よ り 高 い 正 確 性 （ 技 術 的 に 好 ま し い 解
決 策 ） を も た ら す 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 効 率 は 、 化 学 治 療 に よ り 治 療 さ れ な か っ た 患 者 に 適 用 し た 場 合 、 改 善 さ
れ る 。 し た が っ て 、 本 方 法 が 化 学 治 療 を 受 け な か っ た 被 検 者 の 評 価 に 使 用 さ れ る こ と が 、
こ の 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 で は 、 本 発 明 に よ り 入 手 可 能 と な っ た 異 な っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た
は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー の 配 列 （ い わ ゆ る 「 ア レ ー 」 ） が 同 様 に 固 相 に 結 合 さ れ た よ う な 方
法 に て 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。 異 な っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － お よ び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ －
オ リ ゴ マ ー 配 列 の ア レ ー は 、 四 角 形 ま た は 六 角 形 格 子 の 形 態 で あ る 固 相 上 に 配 置 さ れ る こ
と を 特 徴 と す る こ と が で き る 。 固 相 表 面 は 好 ま し く は シ リ コ ー ン 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン
、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鋼 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 銀 ま た は 金 か ら 構 成 さ れ る 。 し か し な が ら ペ レ
ッ ト ま た は 樹 脂 マ ト リ ッ ク ス の 形 態 で 存 在 す る こ と が で き る ニ ト ロ セ ル ロ ー ス な ら び に ナ
イ ロ ン な ど の プ ラ ス チ ッ ク が 好 適 な 代 替 品 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 主 題 は 、 乳 房 細 胞 増 殖 障 害 の 改 良 さ れ た 治 療 お よ び モ ニ
タ リ ン グ の た め に 担 体 物 質 に 固 定 さ れ た ア レ ー を 製 造 す る 方 法 で あ る 。 前 記 方 法 で は 本 発
明 の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ マ ー が 固 相 に 結 合 さ れ る 。 こ の よ う な ア レ ー を 製 造 す る 方 法
は 、 固 相 化 学 お よ び 感 光 性 保 護 基 を 使 用 す る 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ４ ４ ， ３ ０ ５ 号 か
ら 公 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 主 題 は 、 乳 房 細 胞 増 殖 障 害 の 改 良 さ れ た 治 療 お よ び モ ニ タ リ ン グ の た
め の Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ に 関 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ は 本 発 明 の 少 な く と も １ つ の 核 酸 を 含 む 。 Ｄ Ｎ
Ａ チ ッ プ は 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ３ ７ ， ８ ３ ２ 号 か ら 公 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 主 題 は 、 例 え ば 、 重 亜 硫 酸 塩 含 有 試 薬 、 配 列 番 号 : 299, 300, 325, 3
26, 327, 328, 331, 332, 345, 346, 381, 382, 393, 394, 401, 402, 411, 412, 417, 4
18, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 443, 444, 455, 456, 475, 476, 487, 488, 489, 4
90, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 5
06, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 573, 5
74, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 619, 620, 655, 656, 667, 668, 675, 676, 685, 6
86, 691, 692, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 717, 718, 729, 730, 749, 750, 761, 7
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62, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 7
78, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 787, 788, 789, 790, 791, 792, 793 お
よ び  794に 特 定 さ れ る 塩 基 配 列 、 お よ び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー の １ ８ 塩 基 長 セ グ メ
ン ト に そ の 配 列 が 各 場 合 、 対 応 す る か 、 あ る い は 相 補 的 で あ る 少 な く と も ２ つ の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト 、 な ら び に 記 載 さ れ る 方 法 を 実
施 し 、 か つ 評 価 す る た め の 指 示 書 か ら 構 成 さ れ て い て も よ い キ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 キ ッ ト は Ｃ ｐ Ｇ 位 置 特 異 的 メ チ ル 化 分 析 を 達 成 す る
た め の 標 準 的 試 薬 を 含 み 、 前 記 分 析 は 以 下 の 技 術 ： Ｍ Ｓ － Ｓ Ｎ ｕ Ｐ Ｅ 、 Ｍ Ｓ Ｐ 、 Ｍ ｅ ｔ ｈ
ｙ ｌ 　 ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ 、 Ｈ ｅ ａ ｖ ｙ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ お よ び 核 酸 配 列 決 定 の う ち の １ つ ま た は そ
れ 以 上 を 含 む 。 し か し な が ら 、 本 発 明 に 従 う キ ッ ト は ま た 、 前 記 成 分 の 一 部 の み を 含 む こ
と が で き る 。 　
【 ０ １ １ ７ 】
　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ 　 Ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ （ 登 録 商 標 ） 分 析 の た め の 通 常 の 試 薬 （ 例 え ば 、 通 常 の Ｍ ｅ
ｔ ｈ ｙ ｌ 　 Ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ （ 登 録 商 標 ） 系 キ ッ ト に 見 ら れ る よ う に ） は 特 定 遺 伝 子 の た め の Ｐ
Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ま た は メ チ ル 化 変 性 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン ド ） ； Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ
ｎ （ 登 録 商 標 ） プ ロ ー ブ ； 至 適 化 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 お よ び デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び Ｔ ａ
ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 ん で い て も よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 Ｍ ｓ － Ｓ Ｎ ｕ Ｐ Ｅ 分 析 の た め の 通 常 の 試 薬 （ 例 え ば 、 通 常 、 Ｍ ｓ － Ｓ Ｎ ｕ Ｐ Ｅ 系 キ ッ ト
に 見 ら れ る よ う に ） は 、 特 定 遺 伝 子 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ま た は メ チ ル 化 変 性 Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 ま た は Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン ド ） ； 至 適 化 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 お よ び デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ； ゲ
ル 抽 出 キ ッ ト ； 陽 性 コ ン ト ロ ー ル プ ラ イ マ ー ； 特 定 遺 伝 子 の た め の Ｍ ｓ － Ｓ Ｎ ｕ Ｐ Ｅ プ ラ
イ マ ー ； 反 応 緩 衝 液 （ Ｍ ｓ － Ｓ Ｎ ｕ Ｐ Ｅ 反 応 の た め の ） お よ び 放 射 活 性 ヌ ク レ オ チ ド を 含
ん で い て も よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 重 亜 硫 酸 塩 変 換 試 薬 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 変 性
緩 衝 液 ； ス ル ホ ン 化 緩 衝 液 ； Ｄ Ｎ Ａ 再 生 試 薬 ま た は キ ッ ト （ 例 え ば 、 沈 殿 、 限 外 濾 過 、 ア
フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ） ； 脱 ス ル ホ ン 化 緩 衝 液 ； お よ び Ｄ Ｎ Ａ 再 生 成 分 を 含 ん で い て も よ い
。
【 ０ １ １ ９ 】
　 Ｍ Ｓ Ｐ 分 析 の た め の 通 常 の 試 薬 （ 例 え ば 、 通 常 の Ｍ Ｓ Ｐ 系 キ ッ ト に 見 ら れ る よ う に ） は
、 特 定 遺 伝 子 の た め の メ チ ル 化 お よ び 非 メ チ ル 化 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ま た は メ チ ル 化 変 性
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン ド ） 、 至 適 化 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 お よ び デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
、 お よ び 特 定 プ ロ ー ブ を 含 ん で い て も よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー ま た は そ の ア レ ー な ら び に 本 発 明 の キ ッ ト は 、 乳 房 細 胞 増 殖 障 害 の
改 良 さ れ た 治 療 お よ び モ ニ タ リ ン グ の た め に 使 用 す る こ と が 意 図 さ れ る 。 本 発 明 で は 、 本
方 法 は 好 ま し く は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 内 の 重 要 な 遺 伝 的 お よ び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー の
分 析 の た め に 、 特 に 乳 房 細 胞 増 殖 障 害 の 改 良 治 療 お よ び モ ニ タ リ ン グ で の 使 用 に 用 い ら れ
る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は よ り 多 く の 情 報 に 基 づ く 治 療 管 理 を 可 能 と す る こ と に よ っ て 、 乳 房 細 胞
増 殖 障 害 の 改 良 さ れ た 治 療 お よ び モ ニ タ リ ン グ に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 患 者 ま た は 個 人 に と っ て 不 利 で あ る か 、 ま た は 関 連 性 あ る 事 象 の 診 断
お よ び ／ ま た は 予 知 に 関 し 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 内 の 重 要 な 遺 伝 的 お よ び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ
ー タ ー 、 す な わ ち 本 発 明 の 手 段 に よ り 得 ら れ た 前 記 パ ラ メ ー タ ー が 、 遺 伝 的 お よ び ／ ま た
は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー の 他 の セ ッ ト と 比 べ ら れ 、 そ の 相 違 が 患 者 ま た は 個 人 に と っ て 不 利
で あ る か 、 あ る い は 関 連 性 あ る 事 象 の 診 断 お よ び ／ ま た は 予 知 の 基 礎 と し て 役 立 つ 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で は 、 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と の 用 語 は 、 二 本 鎖 構 造 を 形 成 す る 試
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料 Ｄ Ｎ Ａ 中 で ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 に 従 っ て 完 全 に 相 補 的 な 配 列 へ オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 結 合 す る こ と と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で は 、 「 遺 伝 的 パ ラ メ ー タ ー 」 と は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び さ ら に そ の 制 御
に 必 要 で あ る 配 列 の 変 異 お よ び 多 型 で あ る 。 特 に 、 挿 入 、 欠 失 、 点 変 異 、 反 転 お よ び 多 型
性 お よ び 特 に 好 ま し く は Ｓ Ｎ Ｐ （ 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 ） が 変 異 と さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で は 、 「 メ チ ル 化 部 位 」 と の 用 語 は 目 的 の 核 酸 に 存 在 す る メ チ ル 化 の 程 度
を 意 味 す る と 解 釈 さ れ 、 こ れ は 絶 対 的 ま た は 相 対 的 な 用 語 、 す な わ ち パ ー セ ン ト ま た は 他
の 数 値 で 、 あ る い は 他 の 組 織 と の 比 較 と し て 表 現 さ れ 、 こ こ で は 高 メ チ ル 化 、 低 メ チ ル 化
ま た は 有 意 に 類 似 あ る い は 同 一 で あ る メ チ ル 化 状 態 を 有 す る と し て 記 述 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で は 、 遺 伝 子 の 「 制 御 領 域 」 と の 用 語 は 、 遺 伝 子 の 発 現 に 影 響 を 与 え る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る と 解 釈 さ れ る 。 こ の 制 御 領 域 は 前 記 遺 伝 子 の 内 、 近 位 ま た は 遠
位 に 存 在 す る で あ ろ う 。 こ の 制 御 領 域 と し て は 構 成 プ ロ モ ー タ ー 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ
ー 、 発 生 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 プ ロ モ ー タ ー 制 御 要 素 は ま た 、 遺 伝 子 の 転 写 ま た は 翻 訳 の 効 率 を 制 御 す る あ る 種
の エ ン ハ ン サ ー 配 列 要 素 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で は 、 「 化 学 治 療 」 と の 用 語 は 、 癌 を 治 療 す る 薬 剤 ま た は 化 学 物 質 の 使 用
を 意 味 す る と 解 釈 さ れ る 。 こ の 定 義 は 放 射 性 治 療 （ 高 エ ネ ル ギ ー 線 ま た は 粒 子 を 使 用 す る
治 療 ） 、 ホ ル モ ン 治 療 （ ホ ル モ ン ま た は ホ ル モ ン 類 似 物 質 （ 合 成 置 換 体 ） に よ る 治 療 ） お
よ び 外 科 手 術 治 療 を 除 外 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で は 、 「 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー 」 と は 特 に シ ト シ ン メ チ ル 化 お よ び さ ら に ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 お よ び さ ら に そ の 制 御 に 必 要 で あ る 配 列 の 変 異 で あ る 。 さ ら に 、
後 成 的 パ ラ メ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 記 述 さ れ る 方 法 を 使 用 し て 直 接 に 分 析 さ れ 得 な い が
、 代 わ っ て Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に 関 連 す る ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で は 、 「 補 助 的 治 療 」 は 初 期 非 化 学 治 療 、 例 え ば 外 科 手 術 に 直 ち に 続 く 癌
患 者 の 治 療 を 意 味 す る と 解 釈 さ れ る 。 一 般 的 に 補 助 的 治 療 の 目 的 は 、 補 助 的 治 療 を 行 わ な
い 場 合 と 比 べ て 再 発 の リ ス ク が 有 意 に よ り 小 さ な こ と で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で は 、 「 エ ス ト ロ ゲ ン お よ び ／ ま た は プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 陽 性 」 と の 用
語 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン お よ び ／ ま た は プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 結 合 を 受 け や す い そ の 表 面 受 容 体 上
で 発 現 す る 細 胞 を 意 味 す る と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 以 下 に 、 配 列 、 図 面 お よ び 実 施 例 を も と に 、 よ り 詳 細 に 本 発 明 を 説 明 す る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 １ は 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 応 用 を 示 す 。 Ｘ 軸 は 腫 瘍 塊 を 示 し 、 線 「 ３ 」 は 検 出 限 界
を 示 す 。 Ｙ 軸 は 時 間 を 示 す 。 し た が っ て 、 こ の 図 は 段 階 １ ～ ３ の 乳 癌 の ホ ル モ ン 治 療 の 単
純 化 さ れ た モ デ ル を 図 示 す 。 こ こ で 、 初 期 治 療 は 外 科 手 術 （ ポ イ ン ト １ ） で あ り 、 そ の 後
、 タ モ キ シ フ ェ ン に よ る 補 助 的 治 療 で あ っ た 。 最 初 の シ ナ リ オ で は 、 治 療 （ ４ ） の 反 応 者
は 観 察 の 持 続 時 間 中 、 検 出 限 界 以 下 に 留 ま っ て い る と し て 示 さ れ る 。 治 療 （ ５ ） の 非 反 応
者 は あ る 期 間 、 無 病 生 存 （ ２ ） で あ り 、 続 い て 癌 腫 塊 が 検 出 限 界 に 届 く 再 発 と な っ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 図 ２ は 本 発 明 の 方 法 の 他 の 好 ま し い 応 用 を 示 す 。 Ｘ 軸 は 腫 瘍 塊 を 示 し 、 線 「 ３ 」 は 検 出
性 限 界 を 示 す 。 Ｙ 軸 は 時 間 を 示 す 。 し た が っ て 、 こ の 図 は 最 終 段 階 の 乳 癌 の ホ ル モ ン 治 療
の 単 純 化 さ れ た モ デ ル を 図 示 す る 。 こ こ で 、 初 期 治 療 は 外 科 手 術 （ ポ イ ン ト １ ） で あ り 、
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そ の 後 、 タ モ キ シ フ ェ ン に よ り 治 療 さ れ る 再 発 （ ２ ） で あ っ た 。 最 初 の シ ナ リ オ で は 、 治
療 （ ４ ） の 反 応 者 は 観 察 持 続 中 、 検 出 限 界 以 下 に 留 ま っ て い る と し て 示 さ れ る 。 治 療 （ ５
） の 非 反 応 者 は 再 発 か ら 回 復 し な い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 図 ３ は 実 施 例 １ の Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 分 析 を 示 す 。 １ 遺 伝 子 当 た り の Ｃ ｐ Ｇ ア
イ ラ ン ド は グ ル ー プ 化 さ れ 、 客 観 的 反 応 と の 相 関 性 が ホ テ リ ン グ （ Hotelling） の Ｔ ２ 統
計 量 に よ っ て 決 定 さ れ た 。 黒 点 は 示 さ れ た 遺 伝 子 の ｐ － 値 を 示 す 。 ２ ０ 個 の 最 も 情 報 あ る
遺 伝 子 が 、 増 加 す る ｐ － 値 と と も に 左 か ら 右 へ 並 べ て 示 さ れ る 。 上 部 点 線 は 未 補 正 有 意 差
値 （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） を 示 す 。 下 部 点 線 は フ ォ ー ル ス ・ デ ィ ス カ バ リ ー ・ レ ー ト （ false di
scovery rate） 補 正 ２ ５ ％ 後 の 有 意 差 を 示 す 。 下 部 線 （ こ の 場 合 、 Ｃ Ｏ Ｘ ７ Ａ ２ Ｌ ） 以 下
に あ る 最 も 大 き な ｐ － 値 を も つ 遺 伝 子 よ り も 小 さ い か ま た は 同 じ ｐ － 値 を も つ 全 て の 遺 伝
子 は 有 意 と 考 え ら れ る 。 選 択 さ れ た Ｆ Ｄ Ｒ 補 正 は 同 定 さ れ た 遺 伝 子 が ７ ５ ％ の チ ャ ン ス ・
ト ル ー ・ デ ィ ス カ バ リ ー (chance true discoveries)を 有 す る こ と を 保 証 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 図 ４ は 図 ３ （ 実 施 例 １ ） で 測 定 し た 生 存 奏 効 率 と 有 意 差 に 関 連 す る １ ０ 個 の 遺 伝 子 の 生
の Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド メ チ ル 化 デ ー タ を 示 す 。 対 象 反 応 者 （ Ｃ Ｒ ＋ Ｐ Ｒ ） か ら 得 た 腫 瘍
は 左 側 に 示 さ れ 、 進 行 性 疾 患 （ Ｐ Ｄ ） の 患 者 か ら 得 た 腫 瘍 は 右 側 に 示 さ れ る 。 灰 色 陰 影 は
平 均 値 か ら の Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド メ チ ル 化 状 態 の 相 対 的 距 離 を 示 す 。 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ
チ ド は １ 個 の 遺 伝 子 当 た り グ ル ー プ 化 さ れ る 。 示 さ れ た 遺 伝 子 は 増 加 す る 有 意 差 に 従 い 上
部 か ら 下 部 へ 順 序 づ け ら れ る 。 明 る い 灰 色 は 低 メ チ ル 化 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 示 し 、 濃
い 灰 色 は 高 メ チ ル 化 Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 示 す 。 メ チ ル 化 デ ー タ は 個 々 の Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク
レ オ チ ド 毎 に １ つ の 標 準 偏 差 に 集 中 さ れ 、 か つ 、 規 準 化 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 図 １ ２ お よ び １ ３ は ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 （ 転 移 活 動 環 境 の ホ ル モ
ン 治 療 に 対 す る 反 応 者 と 非 反 応 者 ） 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施 例 ３ で 得 ら れ た デ
ー タ の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 す 。 こ れ ら の 図 は 灰 色 の 段 階 で 示 さ れ 、 最 も 有
意 な Ｃ ｐ Ｇ 位 置 は 上 部 へ 向 か っ て 減 少 す る 有 意 差 を 示 す マ ト リ ッ ク ス の 下 部 に 存 在 す る 。
黒 色 は 所 与 の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の 全 メ チ ル 化 を 示 し 、 白 色 は 特 定 位 置 の 非 メ チ ル 化 を 示 し 、 メ チ
ル 化 の 程 度 に 従 っ て 、 明 る い 灰 色 （ 低 割 合 の メ チ ル 化 ） か ら 暗 い 灰 色 （ 高 割 合 の メ チ ル 化
） で 示 さ れ る 。 各 列 は １ つ の 遺 伝 子 内 の １ つ の 特 定 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 を 示 し 、 各 行 は １ つ の 試 料
に お け る 異 な っ た Ｃ ｐ Ｇ の メ チ ル 化 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 左 側 に 遺 伝 子 名 を 示 し 、 右 側 に
個 々 の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の ｐ － 値 を 示 す 。 ｐ － 値 は 観 察 さ れ た 分 布 が デ ー タ セ ッ ト 中 に 偶 然 に 生
じ た 可 能 性 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 図 １ ４ は 実 施 例 １ （ デ ー タ セ ッ ト ３ ） の 組 合 せ ス コ ア の 無 増 悪 生 存 期 間 （ Ｐ Ｆ Ｓ ） 曲 線
を 示 す 。 患 者 の タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 開 始 後 の Ｐ Ｆ Ｓ 曲 線 が 示 さ れ る 。 こ れ ら は 伝 統 的 な 予
測 マ ー カ ー 、 年 齢 、 有 力 な 再 発 部 位 、 無 病 期 間 お よ び Ｅ Ｒ 水 準 に 基 づ く 予 測 的 ス コ ア （ χ
2 =１ ４ ． ０ ;自 由 度 ３ ） を 使 用 し て グ ル ー プ 化 さ れ る （ Ａ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に 基 づ く ス
コ ア （ χ 2 =２ ７ ． ５ ; 自 由 度 ３ )は ホ ス ホ セ リ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｐ Ｓ Ａ － Ｔ
） 、 ス タ ス ミ ン （ Ｓ Ｔ Ｍ Ｎ １ ） 、 Ｓ １ ０ ０ プ ロ テ イ ン Ａ ２ （ Ｓ １ ０ ０ Ａ ２ 、 ト ラ ン ス フ ォ
ー ミ ン グ 成 長 因 子 β 受 容 体 II（ Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ ） お よ び グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 ２ Ｄ （ Ｇ Ｒ Ｉ Ｎ
Ｄ ２ Ｄ ） の 統 計 的 に 独 立 し た 予 測 遺 伝 子 を 含 ん で 示 さ れ る （ Ｂ ） 。 生 存 曲 線 は 実 施 例 １ で
作 成 さ れ 、 有 意 差 が 実 施 例 １ に 記 載 さ れ る よ う に 計 算 さ れ た 。 計 算 さ れ た 予 測 的 ス コ ア は
５ ０ 名 の 患 者 を そ れ ぞ れ ４ つ の グ ル ー プ （ ｑ １ ～ ｑ ４ ） に そ の 値 の ２ ５ 、 ５ ０ お よ び ７ ５
の 百 分 位 数 を 使 用 し て 分 割 し た 。 Ｘ 軸 の 下 の 数 は 、 ０ 、 １ ２ 、 ２ ４ お よ び ３ ６ ケ 月 の 示 さ
れ た 時 点 で の 各 グ ル ー プ の 危 険 な 状 態 の 患 者 数 を 示 す 。 無 増 悪 生 存 （ パ ー セ ン ト ） は Ｙ 軸
上 に プ ロ ッ ト さ れ 、 増 悪 へ の 時 間 （ 月 ） は Ｘ 軸 上 に プ ロ ッ ト さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 図 ５ ～ １ ２ は ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る
実 施 例 １ （ デ ー タ セ ッ ト １ ） で 得 ら れ た 付 加 的 デ ー タ の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を
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示 す 。 図 ５ 、 ７ 、 ９ お よ び １ １ は 灰 色 の 段 階 で 示 さ れ 、 こ こ で 、 最 も 有 意 な Ｃ ｐ Ｇ 位 置 は
上 部 へ む か っ て 減 少 す る 有 意 差 を 有 す る マ ト リ ッ ク ス の 下 部 に 存 在 す る 。 黒 色 は 所 与 の Ｃ
ｐ Ｇ 位 置 の 全 メ チ ル 化 を 示 し 、 白 色 は 特 定 位 置 の 非 メ チ ル 化 を 示 し 、 メ チ ル 化 の 程 度 に 従
っ て 、 明 る い 灰 色 （ 低 割 合 の メ チ ル 化 ） か ら 暗 い 灰 色 （ 高 割 合 の メ チ ル 化 ） で 示 さ れ る 。
各 列 は １ つ の 遺 伝 子 内 の １ つ の 特 定 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 を 示 し 、 各 行 は １ つ の 試 料 に お け る 異 な っ
た Ｃ ｐ Ｇ の メ チ ル 化 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 左 側 に 遺 伝 子 名 を 示 し 、 右 側 に 個 々 の Ｃ ｐ Ｇ 位
置 の ｐ － 値 を 示 す 。 ｐ － 値 は 観 察 さ れ た 分 布 が デ ー タ セ ッ ト 中 に 偶 然 に 生 じ た 可 能 性 で あ
る 。 図 ６ 、 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ は 先 の 図 （ 即 ち 、 そ れ ぞ れ 図 ５ 、 ７ 、 ９ お よ び １ １ ） の 赤
色 － 緑 色 版 で あ る 。 赤 色 は 所 与 の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の 全 メ チ ル 化 を 示 し 、 緑 色 は 特 定 位 置 の 非 メ
チ ル 化 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 図 １ ５ は ロ グ ス ケ ー ル で 未 修 正 ｐ － 値 を 示 す 。 ｐ － 値 は 多 重 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル
か ら の 可 能 性 比 率 （ Ｌ Ｒ ） テ ス ト か ら 計 算 さ れ た 。 目 的 の 個 々 の ゲ ノ ム 領 域 は そ れ ぞ れ 点
で 示 さ れ 、 上 部 点 線 は ２ ５ ％ フ ォ ー ル ス ・ デ ィ ス カ バ リ ー ・ レ ー ト に お け る カ ッ ト オ フ 点
を 示 し 、 下 部 点 線 は ボ ン フ ェ ロ ニ (Bonferroni)修 正 ５ ％ 限 界 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 図 １ ６ は 実 施 例 １ で 得 た デ ー タ （ デ ー タ セ ッ ト ４ ） の 最 も よ い １ ０ 個 の 増 幅 産 物 の ラ ン
ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 す 。 ｐ － 値 は 多 重 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル か ら の 可 能 性
比 率 （ Ｌ Ｒ ） テ ス ト か ら 計 算 さ れ た 。 図 は 灰 色 段 階 で 示 さ れ 、 こ こ で 最 も 有 意 な Ｃ ｐ Ｇ 位
置 は 上 部 へ 向 か っ て 減 少 す る 有 意 差 を 有 す る マ ト リ ッ ク ス の 下 部 に 存 在 す る 。 黒 色 は 所 与
の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の 全 メ チ ル 化 を 示 し 、 白 色 は 特 定 位 置 の 非 メ チ ル 化 を 示 し 、 メ チ ル 化 の 程 度
に 従 っ て 、 明 る い 灰 色 （ 低 割 合 の メ チ ル 化 ） か ら 暗 い 灰 色 （ 高 割 合 の メ チ ル 化 ） で 示 さ れ
る 。 各 列 は １ つ の 遺 伝 子 内 の １ つ の 特 定 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 を 示 し 、 各 行 は １ つ の 試 料 に お け る 異
な っ た Ｃ ｐ Ｇ の メ チ ル 化 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 個 々 の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 に お け る ｐ － 値 は 右 側 に
示 さ れ る 。 ｐ － 値 は 観 察 さ れ た 分 布 が デ ー タ セ ッ ト 中 で 偶 然 に 生 じ た 可 能 性 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 図 １ ７ は Ｅ Ｓ Ｒ １ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を 示
し 、 点 線 （ 下 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 上 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 図 １ ８ は Ｐ Ｃ Ａ Ｆ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を 示
し 、 点 線 （ 上 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 下 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 図 １ ９ は Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を
示 し 、 点 線 （ 上 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 下 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 図 ２ ０ は Ｔ Ｍ Ｅ Ｆ Ｆ ２ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線
を 示 し 、 点 線 （ 上 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 下 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 図 ２ １ は Ｗ Ｂ Ｐ １ １ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を
示 し 、 点 線 （ 下 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 上 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 図 ２ １ は Ｅ Ｒ Ｂ Ｂ ２ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を
示 し 、 点 線 （ 下 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 上 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 配 列 番 号 : 27, 40, 122, 43, 131, 50, 74, 127, 135, 86, 90, 128, 129, 99, 105, 1
15, 121, 126, 137, 129, 125, 132, 122, 123, 131, 133, 134, 127, 130, 135, 124, 1
28 お よ び  136は 、 表 １ の 遺 伝 子 の ５ 'お よ び ／ ま た は 制 御 領 域 お よ び ／ ま た は Ｃ ｐ Ｇ リ ッ
チ 領 域 を 示 す 。 こ れ ら の 配 列 は Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ か ら 誘 導 さ れ 、 目 下 、 予 期 さ れ な い 配 列 材
料 の わ ず か な 変 異 の 全 て 、 例 え ば 、 わ ず か な 欠 失 お よ び Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む と 解 釈 さ れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
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【 ０ １ ４ ８ 】
　 配 列 番 号 : 299, 300, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 345, 346, 381, 382, 393, 394
, 401, 402, 411, 412, 417, 418, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 443, 444, 455, 456
, 475, 476, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500
, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516
, 517, 518, 519, 520, 573, 574, 599, 600, 601, 602, 605, 606, 619, 620, 655, 656
, 667, 668, 675, 676, 685, 686, 691, 692, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 717, 718
, 729, 730, 749, 750, 761, 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772
, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785, 786, 787, 788
, 789, 790, 791, 792, 793 お よ び  794は 、 表 １ に 記 載 さ れ る ゲ ノ ム 配 列 か ら 誘 導 さ れ た
Ｄ Ｎ Ａ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。 こ れ ら の 配 列 は 、 目 下 、 予 期 さ れ な い 配 列 材 料 の わ ず
か な 変 異 の 全 て 、 例 え ば 、 わ ず か な 欠 失 お よ び Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む と 解 釈 さ れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 配 列 番 号 : 2003, 2003, 2003, 2003, 2004, 2004, 2004, 2004, 2005, 2005, 2005, 20
05, 2006, 2006, 2006, 2006, 2007, 2007, 2007, 2007, 2008, 2008, 2008, 2008, 2009
, 2009, 2009, 2009, 2010, 2010, 2010, 2010, 2011, 2011, 2011, 2012, 2012, 2012, 
2013, 2013, 2014, 2014, 2015, 2015, 2016, 2016, 2017, 2017, 2017, 2018, 2018, 20
18, 2019, 2019, 2019, 2020, 2020, 2020, 2021, 2021, 2022, 2022, 2023, 2023, 2024
, 2024, 2025, 2025, 2026, 2026, 2027, 2027, 2028, 2028, 2029, 2029, 2030, 2030 -
 2035, 2035, 2036, 2036, 2037, 2037, 2038, 2038 - 2045, 2045, 2046, 2046, 2047, 
2047, 2048, 2048, 2049, 2049, 2050, 2050, 2051, 2051, 2052, 2052, 2053, 2053, 20
54, 2054, 2055, 2055, 2056, 2056, 2057, 2057, 2058, 2058, 2059, 2059, 2060, 2060
 - 2073, 2073, 2074, 2074 - 2077, 2077, 2078, 2078 - 2081, 2081, 2082, 2082 - 20
95, 2095, 2096, 2096, 2097, 2097, 2098, 2098, 2099, 2099, 2100, 2100, 2101, 2101
, 2102, 2102, 2103, 2103, 2104, 2104 - 2109, 2109, 2110, 2110, 2111, 2111, 2112,
 2112, 2113, 2113, 2114, 2114 - 2123, 2123, 2124, 2124, 2125, 2125, 2126 お よ び  
2126 ～ 2142は 、 表 ２ お よ び ３ に 記 載 さ れ る 配 列 番 号 : 1 ～  配 列 番 号 : 63の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
内 の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の 分 析 に お い て 有 用 で あ る オ リ ゴ マ ー の 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 配 列 番 号  2001 ～  配 列 番 号  2140は 、 配 列 番 号 : 27, 40, 122, 43, 131, 50, 74, 127,
 135, 86, 90, 128, 129, 99, 105, 115, 121, 126, 137, 129, 125, 132, 122, 123, 13
1, 133, 134, 127, 130, 135, 124, 128 お よ び  136に 記 載 さ れ る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ ｐ Ｇ
位 置 の メ チ ル 化 状 態 の 分 析 に お い て 特 に 有 用 で あ る オ リ ゴ マ ー の 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 配 列 番 号 : 54, 配 列 番 号 : 56 お よ び  配 列 番 号 : 133は 、 Ｔ Ｍ Ｅ Ｆ Ｆ ２ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム
配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 349,350,353,354, 511, 623, 624, 627, 628, 785 お よ び  786は
そ れ ら の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 配 列 番 号 : 56, 70 お よ び  136は 、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 :357,
 358, 385, 386, 515, 514, 631, 632, 659, 660, 787 お よ び  788は そ の 前 処 理 さ れ た 配
列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 配 列 番 号 : 135 お よ び  配 列 番 号 : 83は 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列
番 号 : 411, 412, 515, 516, 685, 686, 789 お よ び  790は 、 そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す
。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 配 列 番 号 : 119 お よ び  配 列 番 号 : 136は 、 Ｐ Ｃ Ａ Ｆ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番
号 :483, 484, 517, 518, 757, 758, 791, 792は ｍ そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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　 配 列 番 号 : 137は 、 Ｗ Ｂ Ｐ １ １ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 519, 520, 793 
お よ び  794は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 配 列 番 号 : 27は 、 Ｓ Ｔ Ｍ Ｎ １ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 299, 300, 573 お
よ び  574は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 配 列 番 号 : 90 お よ び  配 列 番 号 : 124は 、 Ｐ Ｓ Ａ Ｔ １ と し て も 公 知 で あ る Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子
の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 425, 426, 699, 700, 493, 494, 767 お よ び  768は そ の
前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 配 列 番 号 : 91 お よ び  配 列 番 号 : 128は 、 Ｃ Ｇ Ａ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 :
 427, 428, 501, 502, 701, 702, 775 お よ び  776は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 配 列 番 号 : 74は 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ １ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 お よ び  配 列 番 号 : 393, 394,
 667 お よ び  668は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 配 列 番 号 :50は 、 Ｐ Ｔ Ｇ Ｓ ２ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 345, 346, 619 お
よ び  620は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 配 列 番 号 : 90は 、 Ｍ Ｓ Ｍ Ｂ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 443, 444, 717 お よ
び  718 は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 配 列 番 号 : 68 お よ び  配 列 番 号 : 131は 、 Ｔ Ｐ ５ ３ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番
号 : 381, 382, 507, 508, 655, 656, 781 お よ び  782は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 配 列 番 号 : 92は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 429, 430, 703 
お よ び  704は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 配 列 番 号 : 41 お よ び  配 列 番 号 : 122は 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ ２ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配
列 番 号 : 327, 328, 489, 490, 601, 601, 763 お よ び  764は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す
。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 配 列 番 号 : 121は 、 Ｐ Ｒ Ｋ Ｃ Ｄ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 487, 488, 761 
お よ び  762は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 配 列 番 号 : 78 お よ び  配 列 番 号 : 127は 、 Ｓ Ｙ Ｋ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 :
 401, 402, 499, 500, 675, 676, 773 お よ び  774は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 配 列 番 号 : 115は 、 Ｖ Ｔ Ｎ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 475, 476, 749, 750
は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 配 列 番 号 : 86は 、 Ｇ Ｒ Ｉ Ｎ ２ Ｄ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 417, 418, 691 
お よ び  692は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 配 列 番 号 : 43は 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 331, 332, 605 
お よ び  606は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 配 列 番 号 : 105は 、 Ｃ Ｏ Ｘ ７ Ａ ２ Ｌ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 455, 456, 7
29 お よ び  730は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ７ １ 】
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　 配 列 番 号 : 42 お よ び  配 列 番 号 : 123は 、 Ｔ Ｆ Ｆ １ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番
号 : 329, 330, 491, 492, 603, 604, 765 お よ び  766は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 配 列 番 号 : 125は 、 Ｄ Ａ Ｇ １ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 495, 496, 769 お
よ び  770 は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 配 列 番 号 : 126は 、 Ｏ Ｎ Ｅ Ｃ Ｕ Ｔ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 497, 498, 771
 お よ び  772 は 、 そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 配 列 番 号 : 129は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 503, 504, 777
 お よ び  778は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 配 列 番 号 : 59 お よ び  配 列 番 号 : 130は 、 Ｒ Ａ Ｓ Ｓ Ｆ １ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配
列 番 号 :363, 364, 505, 506, 637, 638, 779, 780は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 配 列 番 号 : 132は 、 Ｅ Ｒ Ｂ Ｂ ２ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 : 509, 510, 783 
お よ び  784は そ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ７ ７ 】
実 施 例 １
　 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は ウ ィ ザ ー ド キ ッ ト (Promega)を 使 用 し て 抽 出 し 、 ２ ０ ０ 名 の 患 者 か ら 得 た
試 料 を 分 析 し 、 候 補 マ ー カ ー を 選 択 し て ４ つ の デ ー タ 分 析 を 実 施 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
重 亜 硫 酸 塩 処 理 と ｍ Ｐ Ｃ Ｒ
　 全 て の 試 料 の 全 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 重 亜 硫 酸 塩 で 処 理 し て 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル へ
変 換 し た 。 残 存 す る メ チ ル 化 シ ト シ ン は そ の ま ま で あ っ た 。 重 亜 硫 酸 塩 処 理 は オ レ ク (Ole
k)ら 、 (1996)が 記 載 す る プ ロ ト コ ー ル を わ ず か に 変 更 し て 実 施 し た 。 重 亜 硫 酸 塩 化 し た 後
、 各 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 １ ０ ｎ ｇ を ６ ～ ８ プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 次 の ｍ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 各 反 応 は 下 記 の も の を 含 ん で い た 。
４ ０ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ
２ ｐ ｍ ｏ ｌ  各 プ ラ イ マ ー
１  U　 Ｈ ｏ ｔ Ｓ ｔ ａ ｒ Ｔ ａ ｑ  (Qiagen)
１ ０ ｎ ｇ 　 Ｄ Ｎ Ａ  (重 亜 硫 酸 塩 処 理 )
【 ０ １ ８ ０ 】
　 さ ら に 、 プ ラ イ マ ー の 詳 細 は 表 １ に 示 さ れ る 。
９ ５ ℃ で １ ５ 分 間 の 変 性 、 続 い て ５ ５ ℃ で ４ ５ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ 、 ６ ５ ℃ で ２ 分 間 の プ
ラ イ マ ー 伸 長 を ４ ０ 回 、 繰 り 返 し た 。 ６ ５ ℃ で 最 終 伸 長 を １ ０ 分 間 、 実 施 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
次 い で 、 個 々 の 試 料 の そ れ ぞ れ か ら 得 た 全 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 分 析 下 の 各 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 に お け る
固 定 化 さ れ た １ 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る ガ ラ ス ス ラ イ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た
。 こ れ ら の 検 出 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ぞ れ 、 本 来 、 非 メ チ ル 化 （ Ｔ Ｇ ） ま た は メ チ
ル 化 （ Ｃ Ｇ ） さ れ た １ つ の Ｃ ｐ Ｇ 部 位 の ま わ り の 重 亜 硫 酸 塩 変 換 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る よ う に 設 計 さ れ て い た 。 使 用 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の さ ら に
詳 細 な こ と は 、 表 ２ を 参 照 の こ と 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は Ｔ Ｇ お よ び Ｃ Ｇ 変 異 体
間 の １ つ の ヌ ク レ オ チ ド の 相 違 を 検 出 で き る よ う に 選 択 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 各 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 ５ μ ｌ は 、 １ ０ × Ｓ ｓ ａ ｒ ｃ 緩 衝 液  (１ ０ × Ｓ ｓ ａ ｒ ｃ ： ２ ３ ０ ｍ ｌ
　 ２ ０ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 １ ８ ０ ｍ ｌ ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 ２ ０ ％ 、 ｄ Ｈ ２ Ｏ で
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１ ０ ０ ０ ｍ ｌ に 希 釈 )中 に 希 釈 し た 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を 以 下 の よ う に し て 検 出 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ９ ５ ℃ で 変 性 、 １ ０ ℃ ま で 冷 却 、 ４ ２ ℃ で 一 夜 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 続 い て ４ ２ ℃ で １ ０ × Ｓ ｓ ａ ｒ ｃ  お よ び  ｄ Ｈ ２ Ｏ で 洗 浄 し た
。 さ ら に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 詳 細 は 表 ２ に 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 ジ ェ ネ ピ ッ ク (gen
epix) ス キ ャ ナ ー と ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 検 出 し た 。 ２ つ の シ グ ナ ル （ 各 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 を
分 析 す る た め に 使 用 さ れ た Ｃ Ｇ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と Ｔ Ｇ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た ）
の 割 合 は 蛍 光 シ グ ナ ル の 強 度 比 較 に 基 づ い て 計 算 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
デ ー タ 分 析 方 法
　 チ ッ プ デ ー タ の 分 析 ： 生 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 か ら メ チ ル 化 割 合 へ ； 各 Ｃ ｐ Ｇ 位
置 の ロ グ メ チ ル 化 割 合 （ ｌ ｏ ｇ （ Ｃ Ｇ ／ Ｔ Ｇ ） ） は 下 記 工 程 を 含 む 標 準 化 さ れ た 前 処 理 情
報 ラ イ ン に 従 っ て 測 定 し た 。 各 ス ポ ッ ト で は 、 中 央 背 景 画 素 強 度 が 中 央 前 景 画 素 強 度 か ら
差 し 引 か れ る （ こ れ は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 を 訂 正 し た 背 景 の 良 い 推 定 値 と な る ）
。 各 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の Ｃ Ｇ お よ び Ｔ Ｇ 検 出 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で は 、 ４ つ の 余 分 な ス ポ ッ ト 強
度 の 背 景 補 正 中 央 値 が 採 用 さ れ る 。 各 チ ッ プ お よ び 各 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 で は 、 ｌ ｏ ｇ （ Ｃ Ｇ ／ Ｔ
Ｇ ） 割 合 が 計 算 さ れ る 。 各 試 料 で は 、 余 分 な チ ッ プ 反 復 以 上 の ｌ ｏ ｇ （ Ｃ Ｇ ／ Ｔ Ｇ ） 強 度
が 採 用 さ れ る 。 こ の 割 合 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ノ イ ズ が 可 能 性 あ る メ チ ル 化 割 合 の 完
全 な 範 囲 を 越 え る お よ そ 一 定 の 変 動 を 有 す る と の 性 質 を 有 す る （ フ ー バ ー (Huber） ら 、 20
02)。
【 ０ １ ８ ５ 】
主 成 分 分 析
　 主 成 分 分 析 （ Ｐ Ｃ Ａ ） は 新 規 な 座 標 系 上 に 測 定 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 チ ッ プ デ ー タ 、 い く
つ か の Ｃ ｐ Ｇ な ど の 上 の メ チ ル 化 プ ロ フ ィ ー ル な ど ） を 描 出 す る 。 新 規 な 座 標 軸 は 主 成 分
と し て 参 照 さ れ る 。 第 １ 主 成 分 は デ ー タ の 最 も 大 き な 変 動 の 方 向 を ス パ ン す る 。 次 の 成 分
は 減 少 す る 変 動 に よ り 順 序 付 け ら れ 、 互 い に 直 交 す る 。 異 な っ た Ｃ ｐ Ｇ 位 置 は 、 異 な っ た
ウ ェ イ ト で も っ て 異 な っ た 成 分 に 従 う デ ー タ ク ラ ウ ド の 伸 長 に 寄 与 す る 。 Ｐ Ｃ Ａ は 未 管 理
技 術 、 す な わ ち デ ー タ ポ イ ン ト の 標 識 を 考 慮 に い れ な い 技 術 で あ る （ さ ら に 詳 細 は 、 例 え
ば リ ッ プ レ イ (Ripley)(1996)参 照 ） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ａ は 通 常 、 デ ー タ か ら 高 い 変 動 を 有 す る 態 様 を 可 視 化 ま た は 抽 出 す る た め に 、 低 次
元 部 分 空 間 上 に 高 次 元 デ ー タ （ 我 々 の ケ ー ス で は メ チ ル 化 － ア レ ー デ ー タ ） を 描 出 す る よ
う に 使 用 さ れ る 。 本 報 告 で は 、 我 々 は デ ー タ の 統 計 的 品 質 管 理 の た め に ２ 次 元 描 出 を 使 用
す る 。 我 々 は チ ッ プ デ ー タ 上 の 異 な っ た プ ロ セ ス パ ラ メ ー タ ー の 効 果 を 調 査 し 、 変 化 す る
プ ロ セ ス パ ラ メ ー タ ー が 測 定 値 に 大 き な 変 更 を 生 じ る こ と を 排 除 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ａ の ロ ー バ ス ト 版 は 、 １ つ の 域 外 値 チ ッ プ を 検 出 し 、 さ ら な る 分 析 か ら こ れ ら を 排
除 す る た め に 使 用 さ れ る （ モ デ ル (Model)ら 、 2002） 。
【 ０ １ ８ ８ 】
仮 想 検 定
　 主 た る 仕 事 は 、 ２ つ の ク ラ ス 間 の メ チ ル 化 の 平 均 的 程 度 に お け る 有 意 な 相 違 を 示 す マ ー
カ ー を 同 定 す る こ と で あ る 。 有 意 な 相 違 は 、 ２ つ の ク ラ ス の 平 均 的 メ チ ル 化 が 同 じ で あ る
と の 帰 無 仮 説 が ｐ ＜ ０ ． ０ ５ で も っ て 拒 絶 さ れ 得 る と き に 検 出 さ れ る 。 我 々 は こ の 検 定 を
潜 在 的 マ ー カ ー の 全 体 的 セ ッ ト に 応 用 す る か ら 、 我 々 は 多 重 検 定 に お け る ｐ － 値 を 補 正 し
な け れ ば な ら な い 。 こ れ は フ ォ ー ル ス ・ デ ィ ス カ バ リ ー ・ レ ー ト  (FDR) 法  (デ ュ ド ワ (Du
doit)ら 、 2002)を 応 用 し て 実 施 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ２ つ の ク ラ ス の メ チ ル 化 の 程 度 が 同 じ で あ る と の 帰 無 仮 説 を 検 定 す る た め に 、 我 々 は ロ
ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 分 析 モ デ ル (ベ ネ イ ブ ル ズ (Venables)お よ び リ プ レ イ (Ripley), 2002)の
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た め の 尤 度 比 検 定 を 使 用 し た 。 １ つ の マ ー カ ー の ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 分 析 モ デ ル は 関 心 あ
る そ れ ぞ れ の ゲ ノ ム 領 域 中 の 全 て の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 か ら 得 た メ チ ル 化 測 定 の 一 次 的 組 合 せ で あ
る （ Ｒ Ｏ Ｉ ） 。 マ ー カ ー の 有 意 な ｐ － 値 は こ の Ｒ Ｏ Ｉ が ２ つ の ク ラ ス に よ っ て 与 え ら れ る
関 心 あ る 問 題 に 対 す る い く つ か の 系 統 的 な 補 正 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 し か し な が ら 、
少 な く と も 正 式 に は 、 そ れ は マ ー カ ー の 実 際 の 予 測 的 力 に つ い て 述 べ て い な い 。
【 ０ １ ９ ０ 】
管 理 さ れ た 学 習 に よ る ク ラ ス 予 測
　 選 択 カ ー カ ー の Ｃ ｐ Ｇ 全 体 が 相 違 し た 組 織 ク ラ ス 間 を い か に 十 分 に 差 別 化 す る こ と が で
き る か に つ い て の 信 頼 性 あ る 評 価 を 与 え る た め に 、 我 々 は 分 類 に よ っ て そ の 予 測 の 正 確 性
を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 我 々 は そ れ ら の ク ラ ス 標 識 に よ っ て あ る セ
ッ ト の 組 織 試 料 を 使 用 し て 、 メ チ ル 化 プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ く 予 測 機 能 を 計 算 す る 。 こ の 段
階 は ト レ ー ニ ン グ と 呼 ば れ 、 そ れ は デ ー タ 標 識 に よ っ て 示 さ れ る 先 の 知 識 を 活 用 す る 。 次
い で 、 こ の 機 能 の 予 測 正 確 性 は 交 差 確 証 に よ り 、 ま た は １ 設 置 の 独 立 し た 試 料 で 検 定 さ れ
る 。 選 択 方 法 と し て は 、 我 々 は サ ポ ー ト ・ ベ ク タ ー ・ マ シ ン (SVM)ア ル ゴ リ ズ ム (デ ュ ー ダ
(Duda) (2001), ク リ ス チ ア ン ニ ニ (Christiannini) (2000))を 使 用 し て 、 予 測 機 能 を 学 習
す る 。 も し も 他 に 言 及 さ れ て い な い な ら 、 こ の 報 告 で は 、 偽 陽 性 ま た は 偽 陰 性 分 類 を 伴 う
リ ス ク が そ れ ぞ れ の ク ラ ス の 大 き さ に 等 し く 関 連 し て い る と さ れ る 。 こ れ は 学 習 ア ル ゴ リ
ズ ム が 目 的 と と も に ク ラ ス 予 測 機 能 を 得 て 、 独 立 し た 試 料 セ ッ ト の 正 確 性 を 至 適 化 す る こ
と を 伴 う 。 し た が っ て 、 得 ら れ た 分 類 物 の 感 度 と 特 異 性 は お よ そ 等 し い と 期 待 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ １ 】
デ ー タ 分 析
　 デ ー タ セ ッ ト １ お よ び ２ （ 図 ５ ～ １ ３ ）
　 次 い で デ ー タ は ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て ２ つ の ク ラ ス の 組 織 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に
従 っ て ラ ン ク 付 け さ れ た マ ト リ ッ ク ス ス 中 に 分 類 す る 。 図 ５ 、 ７ 、 ９ お よ び １ １ ～ １ ３ は
灰 色 段 階 で 示 さ れ 、 こ こ で 、 最 も 有 意 な Ｃ ｐ Ｇ 位 置 は 上 部 に 向 か っ て 減 少 す る 有 意 差 を も
つ マ ト リ ッ ク ス の 底 部 に 存 在 す る 。 黒 色 は 所 与 の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の 全 メ チ ル 化 を 示 し 、 白 色 は
特 定 の 位 置 の 非 メ チ ル 化 を 示 し 、 メ チ ル 化 程 度 は 明 る い 灰 色 （ メ チ ル 化 の 低 割 合 ） か ら 暗
い 灰 色 （ メ チ ル 化 の 高 割 合 ） で 示 さ れ る 。 各 列 は １ つ の 遺 伝 子 内 の １ つ の 特 定 Ｃ ｐ Ｇ 位 置
を 示 し 、 各 欄 は １ つ の 試 料 に お け る 異 な っ た Ｃ ｐ Ｇ の メ チ ル 化 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 Ｃ ｐ
Ｇ お よ び 遺 伝 子 同 定 物 が 示 さ れ る 左 側 に は 、 こ れ は 問 題 の 遺 伝 子 お よ び 使 用 さ れ た 検 出 オ
リ ゴ マ ー を 確 証 す る た め に 添 付 す る 表 （ 表 ５ ） に 相 互 参 照 さ れ て い る 。 ｐ － 値 は 観 察 さ れ
た 分 布 が デ ー タ セ ッ ト で 偶 然 に 生 じ た 可 能 性 で あ る 。 図 ６ 、 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ は 先 の 図
（ す な わ ち 、 そ れ ぞ れ 図 ５ 、 ７ 、 ９ お よ び １ １ ） の 元 の 赤 － 緑 バ ー ジ ョ ン で あ る 。 暗 い 灰
色 は 所 与 の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 の 全 メ チ ル 化 を 示 し 、 明 る い 灰 色 は 特 定 位 置 の 非 メ チ ル 化 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ２ 】
デ ー タ セ ッ ト １ ： 補 助 的 活 動 環 境
　 　 外 科 手 術 後 、 直 ち に 補 助 治 療 と し て タ モ キ シ フ ェ ン で 治 療 し た 患 者 試 料 の メ チ ル 化 パ
タ ー ン 分 析 （ 図 １ ） は 、 図 ５ ～ ８ の マ ト リ ッ ク ス 中 に 示 さ れ る 。 こ の 分 析 で は 、 Ｐ Ｔ Ｇ Ｓ
２ 、 Ｍ Ｓ Ｍ Ｂ 、 Ｔ Ｐ ５ ３ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 遺 伝 子 は ２ つ の ク ラ ス の 組 織 （ 治 療 に 対 す る
反 応 者 と 治 療 に 対 す る 非 反 応 者 ） 間 で 有 意 に 相 違 し て メ チ ル 化 さ れ て い た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 図 ３ お よ び ４ に 示 さ れ る 分 類 で は 、 Ｔ Ｐ ５ ３  お よ び Ｍ Ｓ Ｍ Ｂ 遺 伝 子 は 薬 剤 タ モ キ シ フ
ェ ン に 対 す る 非 反 応 者 で 有 意 に よ り 多 く メ チ ル 化 さ れ て い た 。 こ こ で 、 ３ ６ ケ 月 以 下 の 無
疾 患 生 存 の 被 検 者 は 非 反 応 者 と し て 分 類 さ れ 、 ６ ０ ケ 月 以 上 無 疾 患 生 存 の 被 検 者 は 反 応 者
と し て 分 類 し 、 こ の 分 類 は 感 度 ０ ． ８ ４ お よ び 感 度 ０ ． １ ６ で も っ て 実 施 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 図 ７ お よ び ８ で 示 さ れ る 分 類 で は 、 Ｐ Ｔ Ｇ Ｓ ２ 遺 伝 子 は 薬 剤 タ モ キ シ フ ェ ン に 対 す る 非
反 応 者 で 有 意 に よ り 多 く メ チ ル 化 さ れ た 。 こ こ で 、 ２ ４ ケ 月 以 下 の 無 疾 患 生 存 の 被 験 者 は
非 反 応 者 と し て 分 類 し 、 １ ０ ０ ケ 月 以 上 無 疾 患 生 存 の 被 検 者 は 反 応 者 と し て 分 類 し た 。 こ
の 分 類 は 感 度 ０ ． ８ ９ お よ び 感 度 ０ ． ４ ８ で 実 施 し た 。
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【 ０ １ ９ ５ 】
デ ー タ セ ッ ト １ ： 転 移 活 動 環 境
　 転 移 活 動 環 境 に お い て タ モ キ シ フ ェ ン で 治 療 し た 患 者 試 料 の メ チ ル 化 パ タ ー ン の 分 析 （
図 ２ 参 照 ） は 図 ９ ～ １ ２ の マ ト リ ッ ク ス 中 に 示 さ れ る 。 こ の 分 類 で 分 析 さ れ た 被 検 者 は 最
初 の 治 療 に 続 い て 再 発 し 、 続 い て の 転 移 は タ モ キ シ フ ェ ン で 治 療 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 図 ９ お よ び １ ０ に 示 さ れ る 分 類 で は 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ １  お よ び Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 は 薬 剤 タ モ キ シ
フ ェ ン に 対 す る 非 反 応 者 で 有 意 に よ り 少 な く メ チ ル 化 さ れ て い た 。 進 行 性 疾 患 の 被 検 者 は
非 反 応 者 と し て 分 類 し 、 部 分 的 ま た は 完 全 に 寛 解 に 達 し た 被 検 者 は 反 応 者 と し て 分 類 し た
。 こ の 分 類 は 感 度 ０ ． ４ ５ お よ び 感 度 ０ ． ８ １ で 実 施 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 こ の 分 類 の 感 度 は 、 化 学 治 療 を 受 け な か っ た こ れ ら の 患 者 を 分 析 す る こ と の み に よ っ て
改 善 さ れ 得 た で あ ろ う 。 こ の 分 類 は 、 図 １ １ お よ び １ ２ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ １ 、
Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｃ Ｇ Ａ 遺 伝 子 は 薬 剤 タ モ キ シ フ ェ ン に 対 す る 非 反 応 者 に お い て 有 意 に よ り 少
な く メ チ ル 化 さ れ て い た 。 そ れ 故 、 こ の 分 類 の 感 度 は ０ ． ５ ４ に 、 特 異 性 は ０ ． ８ ５ に 改
善 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
デ ー タ セ ッ ト ２ ： 転 移 活 動 環 境
　 図 １ ２ は 非 反 応 者 と 対 比 す る 薬 剤 の 反 応 者 の 全 試 料 セ ッ ト の 分 析 を 示 す 。 こ こ で 、 薬 剤
に 対 す る 反 応 者 が 非 反 応 者 と 対 比 さ れ 、 ２ つ の ク ラ ス の 組 織 間 に メ チ ル 化 に お い 有 意 な 相
違 が Ｓ Ｔ Ｍ Ｎ １  お よ び Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 に お い て 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 付 加 的 治 療 と し て 化 学 治 療 を 受 け た 患 者 は デ ー タ セ ッ ト か ら 除 外 し た 。 付 加 的 マ ー カ ー
は Ｃ Ｇ Ａ 遺 伝 子 に お い て 観 察 さ れ た （ 図 １ ３ 参 照 ） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
デ ー タ セ ッ ト ２ ： 補 助 的 活 動 環 境
　 各 Ｃ ｐ Ｇ は 、 公 知 予 測 マ ー カ ー Ｎ － 段 階 と 腫 瘍 サ イ ズ と と も に コ ッ ク ス  比 例 ハ ザ ー ド
モ デ ル 中 に 入 れ た 。 最 も よ い マ ー カ ー は Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 遺 伝 子 で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 最 良 マ ー カ ー （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 番 号 3522:2087） に お け る コ ッ ク ス モ デ ル は 、 次 の
通 り で あ る ：
【 ０ ２ ０ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 3522:2087は 、 ｎ 段 階 と 独 立 し て 生 存 時 間 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。 腫 瘍 サ イ ズ は 予 期
さ れ る 生 存 時 間 に お い て 有 意 な 予 測 力 を 示 し て い な い 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
デ ー タ セ ッ ト ４ ： 転 移 活 動 環 境
　 タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 の 成 功 ま た は 失 敗 を 予 測 す る 各 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 能 力 を 決 定 す
る た め に 、 測 定 さ れ た 個 々 の Ｃ ｐ Ｇ を ホ テ リ ン グ （ Hotelling） の Ｔ ２ 統 計 量 を 使 用 し て
遺 伝 子 毎 に 組 み 合 わ せ た 。 い く つ か の 遺 伝 子 は 多 重 比 較 に お い て 適 度 保 存 フ ォ ー ル ス ・ デ
ィ ス カ バ リ ー ・ レ ー ト ２ ５ ％ 補 正 後 、 タ モ キ シ フ ェ ン に 対 す る 反 応 に 有 意 に 関 連 し て い た
（ 図 ３ 参 照 ） 。 こ の 遺 伝 子 は Ｏ Ｎ Ｅ Ｃ Ｕ Ｔ ２ 、 Ｗ Ｂ Ｐ １ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 、 Ｄ Ａ Ｇ １ 、 Ｅ
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Ｒ Ｂ Ｂ ２ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ ２ 、 Ｔ Ｆ Ｆ １ 、 Ｔ Ｐ ５ ３ 、 Ｔ Ｍ Ｅ Ｆ Ｆ ２ 、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 、 Ｓ Ｙ Ｋ 、 Ｒ Ａ
Ｓ Ｓ Ｆ １ 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 、 Ｐ Ｓ Ａ Ｔ １ 、 Ｃ Ｇ Ａ お よ び Ｐ Ｃ Ａ Ｆ で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 図 １ ５ は ロ グ ス ケ ー ル の 未 修 正 ｐ － 値 を 示 す 。 ｐ － 値 は 多 重 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル
の 可 能 性 比 率 （ Ｌ Ｒ ） テ ス ト か ら 計 算 さ れ た 。 目 的 の 個 々 の ゲ ノ ム 領 域 は そ れ ぞ れ 点 で 示
さ れ 、 上 部 点 線 は ２ ５ ％ フ ォ ー ル ス ・ デ ィ ス カ バ リ ー ・ レ ー ト に お け る カ ッ ト オ フ 点 、 下
部 点 線 は ボ ン フ ェ ロ ニ (Bonferroni)修 正 ５ ％ 限 界 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 図 １ ６ は 実 施 例 １ で 得 た デ ー タ の 最 も よ い １ １ 増 幅 産 物 の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク
ス を 示 す （ デ ー タ セ ッ ト ４ ） 。 ｐ － 値 は 多 重 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル の 可 能 性 比 率 （ Ｌ
Ｒ ） テ ス ト か ら 計 算 さ れ た 。 図 は 灰 色 段 階 で 示 さ れ 、 こ こ で 最 も 有 意 な Ｃ ｐ Ｇ 位 置 は 上 部
へ 向 か っ て 減 少 す る 有 意 差 を 有 す る マ ト リ ッ ク ス の 下 部 に 存 在 す る 。 黒 色 は 所 与 の Ｃ ｐ Ｇ
位 置 の 全 メ チ ル 化 を 示 し 、 白 色 は 特 定 位 置 の 非 メ チ ル 化 を 示 し 、 メ チ ル 化 の 程 度 に 従 っ て
、 明 る い 灰 色 （ 低 割 合 の メ チ ル 化 ） か ら 暗 い 灰 色 （ 高 割 合 の メ チ ル 化 ） で 示 さ れ る 。 各 列
は １ つ の 遺 伝 子 内 の １ つ の 特 定 Ｃ ｐ Ｇ 位 置 を 示 し 、 各 行 は １ つ の 試 料 に お け る 異 な っ た Ｃ
ｐ Ｇ の メ チ ル 化 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 個 々 の Ｃ ｐ Ｇ 位 置 に お け る ｐ － 値 は 右 側 に 示 さ れ る
。 ｐ － 値 は 観 察 さ れ た 分 布 が デ ー タ セ ッ ト 中 で 偶 然 に 生 じ た 可 能 性 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
デ ー タ セ ッ ト ４ ： 補 助 的 活 動 環 境
　 各 増 幅 産 物 に お い て 、 そ の 増 幅 産 物 の た め の 全 オ リ ゴ 対 に お け る 平 均 メ チ ル 化 が 計 算 さ
れ 、 そ の 集 団 は そ の 平 均 メ チ ル 化 値 に よ っ て 等 し い 大 き さ の 群 に 分 け ら れ た 。 そ の 結 果 は
カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー (Kaplan-Meier)法 で 推 定 さ れ た 無 疾 患 生 存 曲 線 と し て 、 図 １ ７ ～ ２ １
に 示 さ れ る 。 ｐ － 値 は 、 次 の 通 り で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
Ｅ Ｓ Ｒ １ ： p = 0.0371
Ｐ Ｃ Ａ Ｆ ： p = 0.0105
Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ ： p = 3e-04
Ｔ Ｍ Ｅ Ｆ Ｆ ２ ： p = 0.0106
Ｗ Ｂ Ｐ １ １ ： p = 0.0366
Ｅ Ｒ Ｂ Ｂ ２ ： p=　 0.018
【 ０ ２ ０ ９ 】
デ ー タ セ ッ ト ３
　 タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 の 成 功 ま た は 失 敗 を 予 測 す る 各 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 能 力 を 決 定 す
る た め に 、 測 定 さ れ た 個 々 の Ｃ Ｐ Ｇ を ホ テ リ ン グ （ Hotelling） の Ｔ ２ 統 計 量 を 使 用 し て
遺 伝 子 毎 に 組 み 合 わ せ た 。 潜 在 的 マ ー カ ー を 同 定 す る に は 、 本 発 明 者 ら は 客 観 的 反 応 （ Ｃ
Ｒ ＋ Ｐ Ｒ 、 ４ ５ 名 の 患 者 ） ま た は 治 療 開 始 か ら ま さ し く 進 行 性 疾 患 （ Ｐ Ｄ 、 ７ ８ 名 ） の い
ず れ か 極 度 の 反 応 タ イ プ を 示 し た １ ２ ３ 名 の 患 者 に つ い て 最 初 の 分 析 を 実 施 し た 。 い く つ
か の 遺 伝 子 は 多 重 比 較 に お い て 適 度 保 存 フ ォ ー ル ス ・ デ ィ ス カ バ リ ー 検 定 ２ ５ ％ 補 正 後 、
タ モ キ シ フ ェ ン に 対 す る 反 応 に 有 意 に 関 連 し て い た （ 図 ３ 参 照 ） 。 こ の 遺 伝 子 は Ｓ Ｔ Ｍ Ｎ
１ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ ２ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 、 Ｓ Ｙ Ｋ 、 Ｇ Ｒ Ｉ Ｎ ２ Ｄ 、 Ｐ Ｓ Ａ 、 Ｃ Ｏ Ｘ ７ Ａ
２ Ｌ 、 Ｖ Ｔ Ｎ お よ び Ｐ Ｒ Ｋ Ｃ Ｄ で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 デ ー タ マ ト リ ッ ク ス か ら 、 我 々 は 多 数 の Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン ド 遺 伝 子 に お い
て 、 高 メ チ ル 化 が タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 に 対 す る 好 ま し い 反 応 と 相 関 し て い た が 、 ス タ チ ミ
ン １ ／ 腫 瘍 性 タ ン パ ク １ ８ （ Ｓ Ｔ Ｍ Ｎ １ ） お よ び ス ト ラ フ ィ ン ／ １ ４ － ３ － ３ タ ン パ ク σ
（ Ｓ Ｆ Ｎ ） で は 、 低 メ チ ル 化 が 寛 解 に 関 与 し て い た と 結 論 つ け た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 続 い て 、 中 間 的 な タ イ プ の 反 応 を 示 す 人 （ 安 定 な 疾 患 （ Ｓ Ｄ 、 ６ ケ 月 以 上 疾 患 に 変 化 な
し ） の ５ ９ 名 の 患 者 お よ び ６ ケ 月 以 下 、 安 定 な 疾 患 の １ ８ 名 の 患 者 ） を 含 め て ２ ０ ０ 名 の
患 者 全 て を ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 分 析 に て 分 析 し た 。 選 択 さ れ た 各 遺 伝 子 に つ い て 、 我 々 は
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測 定 さ れ た 異 な っ た Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の 全 体 的 反 応 （ ＝ 客 観 的 反 応 ＋ Ｓ Ｄ ） に お け る
ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 か ら の 推 定 を 遺 伝 子 毎 に 組 み 合 わ せ た 。 全 体 の 同 齢 集 団 で は 、 １ ０ 個
の 遺 伝 子 全 て に お い て タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 に 対 す る 奏 効 率 が 、 そ の 腫 瘍 が 好 ま し く な い 状
態 を 有 す る 患 者 よ り も 好 ま し い Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 状 態 を 有 し て い た 患 者 に お い て 、 約 １ ５ ～
２ ０ ％ 高 か っ た （ オ ッ ズ 比 (Ｏ Ｒ )が １ ． ５ ～ ３ ． ５ の 範 囲 ） 。 従 っ て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 で
は 前 者 群 の 患 者 の 中 央 Ｐ Ｆ Ｓ は 、 後 者 群 （ ハ ザ ー ド 率 (Ｈ Ｒ ） が ０ ． ５ ４ ～ ０ ． ７ ７ )よ り
も 平 均 し て １ ． ８ 倍 長 か っ た 。 す な わ ち 、 完 全 な 同 齢 集 団 で も こ れ ら の マ ー カ ー 遺 伝 子 は
タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 後 の 疾 患 結 果 に 関 連 し て い た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 進 行 型 乳 癌 患 者 の タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 に 対 す る 反 応 の 予 測 は 、 伝 統 的 に は 患 者 、 疾 患 お
よ び 腫 瘍 特 性 、 す な わ ち 、 年 齢 、 再 発 の 第 一 顕 性 部 位 、 無 疾 患 期 間 お よ び Ｅ Ｒ 状 態 に 基 づ
く 。 我 々 は 伝 統 的 予 測 因 子 （ 伝 統 的 因 子 に 基 づ く ス コ ア ） の 多 変 換 推 定 で も っ て 計 算 し た
予 測 的 ス コ ア を Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 デ ー タ の み （ Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に 基 づ く ス コ ア ） と 対 比 し た
。 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に 基 づ く ス コ ア で は 、 我 々 は そ の Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 状 態 が 互 い に 独 立 し て
反 応 を 予 測 す る 遺 伝 子 の み を 含 め た 。 こ れ を 確 定 す る た め に 、 我 々 は マ ー カ ー 遺 伝 子 の そ
れ ぞ れ の Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 状 態 の 情 報 を 多 変 換 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル に 同 時 に 加 え た 。
有 意 で な い 遺 伝 子 （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） の 変 数 減 少 後 、 Ｓ Ｔ Ｍ Ｎ １ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ ２ 、
Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 、 Ｓ Ｙ Ｋ 、 Ｇ Ｒ Ｉ Ｎ ２ Ｄ 、 Ｐ Ｓ Ａ 、 Ｃ Ｏ Ｘ ７ Ａ ２ Ｌ 、 Ｖ Ｔ Ｎ お よ び Ｐ Ｒ Ｋ Ｃ
Ｄ 遺 伝 子 は 統 計 的 に 有 意 で あ り 、 互 い に 独 立 し て 反 応 を 予 測 し た 。 伝 統 的 な 因 子 に 基 づ く
ス コ ア に 続 い て 比 べ ら れ た Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に 基 づ く ス コ ア は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 多 重 変 換
推 定 か ら 誘 導 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 伝 統 的 予 測 因 子 ま た は Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 状 態 の い ず れ か に 基 づ く 各 腫 瘍 の ス コ ア は 、 そ の
２ ５ ％ 、 ５ ０ ％ お よ び ７ ５ ％ 値 に よ っ て 患 者 を ４ つ の 群 に 分 割 す る た め に 使 用 し た （ 表 ３
） 。 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に 基 づ く ス コ ア は 、 伝 統 的 因 子 に 基 づ く ス コ ア よ り も 全 体 的 反 応 を 伴
っ た よ り 良 い 識 別 強 度 を 示 し た （ 表 ３ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に 基 づ く ス コ ア の 全 体 的 奏 効 率
は 、 第 １ 四 半 期 （ ｑ １ ） の 患 者 で は ２ ６ ％ （ Ｏ Ｒ セ ッ ト １ ． ０ ） か ら 増 加 し 、 第 ２ 四 半 期
（ ｑ ２ ） で は ３ ４ ％ （ Ｏ Ｒ ＝ １ ． ５ ） 、 第 ３ 四 半 期 （ ｑ ３ ） で は ６ ６ ％ （ Ｏ Ｒ ＝ ５ ． ５ ）
お よ び ｑ ４ の 最 終 四 半 期 で は ８ ２ ％ （ Ｏ Ｒ ＝ １ ３ ． ０ ） （ Ｐ <０ ． ０ ０ １ ） で あ っ た が 、
伝 統 的 因 子 に 基 づ く ス コ ア で は 、 そ の 率 は 、 こ の ス コ ア の ｑ １ の ３ ６ ％ （ Ｏ Ｒ 、 セ ッ ト １
． ０ ） か ら ４ ６ ％ （ Ｏ Ｒ ＝ １ ． ５ ） （ ｑ ２ ） を 経 て 、 ６ ４ ％ （ Ｏ Ｒ ＝ ３ ． ２ ） お よ び ６ ２
％ （ Ｏ Ｒ ＝ ２ ． ９ ） （ ｑ ３ ） （ ｑ ４ ） へ そ れ ぞ れ （ Ｐ ＝ ０ ． ０ １ ３ ） 増 加 し た （ 表 ３ ） 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 同 様 に 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に 基 づ く ス コ ア に お け る 極 端 な 四 半 期 の 中 央 Ｐ Ｆ Ｓ は 、 ４ ． ２
倍 異 な っ て い た が （ ３ ． ８ ヶ 月 か ら １ ６ ． １ ヶ 月 へ ） 、 伝 統 的 因 子 に 基 づ く ス コ ア に お い
て は ２ つ の 極 端 な 四 半 期 間 の 差 異 は そ の 半 分 に 過 ぎ な か っ た （ ４ ． ７ ヶ 月 か ら ９ ． ７ ヶ 月
へ ） （ 図 １ ４ Ａ の 曲 線 を 図 １ ４ Ｂ と 比 較 ） 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 そ れ ゆ え に 、 我 々 が 初 め て 、 た っ た ５ つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン
ド Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 状 態 に 基 づ く 後 成 的 プ ロ フ ィ ー ル が タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 に よ り 治 療 さ れ
た Ｅ Ｒ － 陽 性 進 行 型 乳 癌 の 患 者 で 治 療 反 応 の 可 能 性 を 予 測 で き る こ と を 示 し た 。 さ ら に 、
こ の 予 測 は 一 般 的 に 使 用 さ れ た 伝 統 的 予 測 因 子 に 基 づ く 予 測 よ り も よ り 正 確 で あ り 、 Ｄ Ｎ
Ａ メ チ ル 化 分 析 が 臨 床 治 療 決 定 に 有 用 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 し た が っ て 、 腫 瘍 組 織 Ｄ Ｎ
Ａ の 後 成 的 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 十 分 保 存 さ れ る 腫 瘍 組 織 材 料 に 大 き く 依 存 す る 長 っ た ら し
い (tedious)ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 代 わ る 競 争 力 が あ っ て 、 か つ 単 純 な 代 替 で あ る
に 違 い な い 。 そ の う え 、 こ の 後 成 的 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ フ ィ ー ル は 非 常 に 安 定 で あ り 、 特 定 部 位 （
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 ） に 局 在 し 、 そ し て Ｐ Ｃ Ｒ で 容 易 に 増 幅 さ れ 得 る 。 そ れ に 加 え
て 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 状 態 測 定 は 所 定 期 間 凍 結 さ れ る か 、 あ る い は 容 易 に 入 手 で き る パ ラ フ
ィ ン 包 埋 さ れ た 腫 瘍 組 織 材 料 で 実 施 で き 、 日 常 的 臨 床 活 動 環 境 に 広 く 応 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
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実 施 例 ２ ： Ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ ｒ 分 析
　 以 下 の 実 施 例 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ Ｔ １ 遺 伝 子 の タ モ キ シ フ ェ ン 反 応 関 連 メ チ ル 化 状 態 が ブ ロ ッ
カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び Ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ ｒ プ ロ ー ブ を 含 む リ ア ル タ イ ム 分 析
を 使 用 し て 、 ２ ４ 名 の 患 者 試 料 の 分 析 に よ っ て 証 明 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
プ ラ イ マ ー : TAGGTTGGTAGGGGTAG 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (配 列 番 号 :2143)
プ ラ イ マ ー : AAAACTCACATCCCCATTAA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (配 列 番 号 :2144)
プ ロ ー ブ : TTTTTTGTATTGATTAAAAATGGGGGTTGAAATAGTA 　 　 　 (配 列 番 号 :2145)
メ チ ル 化 特 異 的 プ ロ ー ブ : CGCGAGGAGGAGTAATTGTTTC　 　 　 　 (配 列 番 号 :2146)
メ チ ル 化 特 異 的 プ ロ ー ブ : TGTGAGGAGGAGTAATTGtTTTGATTT　 (配 列 番 号 :2147)
【 ０ ２ １ ８ 】
　 こ の 反 応 は そ れ ぞ れ 、 以 下 の 分 析 条 件 で も っ て 各 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 に つ い て ３ 回 、 実 施 し た 。

反 応 溶 液 ：
Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 　 Ｈ ｏ ｔ Ｓ ｔ ａ ｒ Ｔ ａ ｑ 　 ５ Ｕ
１ ０ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ｘ
Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ ｍ Ｍ
プ ラ イ マ ー 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 各 ３ ０ ０ ｎ Ｍ
プ ロ ー ブ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 各 ２ ５ ０ ｎ Ｍ  
ｄ Ｎ Ｔ Ｐ s　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 各 ２ ０ ０ ｎ Ｍ
Ｂ Ｓ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ
鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ ｎ ｇ

サ イ ク リ ン グ プ ロ フ ィ ー ル ：
１ ５ 分 間 、 ９ ５ ℃  変 性
５ ５ 回 ： ９ ５ ℃ で １ ０  秒 、 ５ ５ ℃ で ２ ０  秒 、 ５ ７ ℃ で ３ 秒 、 ７ ２ ℃ で ２ ０ 秒 、 結 果 は 表
４ に 示 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
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【 表 ２ － １ 】
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【 表 ２ － ２ 】
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【 表 ２ － ３ 】
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【 表 ２ － ４ 】
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【 表 ２ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ０ 】
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【 表 ３ － １ 】
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【 表 ３ － ２ 】
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【 表 ３ － ３ 】
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【 表 ３ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ １ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ２ 】
ａ ， ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 は 、 タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 に 対 す る 反 応 タ イ プ と 因 子 の 関 係 の 強 度
を 検 定 す る た め に 使 用 し た ； ｂ ， オ ッ ズ 比 ； ｃ ， ９ ５ ％ 信 頼 区 間 、 ｄ ， 伝 統 的 因 子 、 年 齢
（ ＞ ７ ０ 歳 、 ５ ５ ～ ７ ０ 歳 、 ４ １ ～ ５ ５ 歳 対 ≦ ４ ０ 歳 ） 、 再 発 の 顕 性 部 位 （ 内 臓 ま た は 骨
対 軟 部 組 織 へ の 再 発 ） 、 無 疾 患 間 隔 （ ＞ １ ２ ヶ 月 対 ≦ １ ２ ヶ 月 ） お よ び ｌ ｏ ｇ Ｅ Ｒ 値 の 多
変 換 分 析 に 基 づ く ス コ ア 。 ス コ ア は ２ ５ ％ 、 ５ ０ ％ お よ び ７ ５ ％ 値 に 基 づ く 群 （ ｑ １ ～ ｑ
４ ） に 分 割 し た 。 ｅ ， ５ つ の 独 立 し た 予 測 遺 伝 子 、 Ｐ Ｓ Ａ － Ｔ 、 Ｓ Ｔ Ｍ Ｎ １ 、 Ｇ Ｒ Ｉ Ｎ ２
Ｄ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ お よ び Ｓ １ ０ ０ Ａ ２ の Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 状 態 に 基 づ く ス コ ア 。 ス コ ア は 伝
統 的 因 子 に 基 づ く ス コ ア の 場 合 と 同 じ く 、 ｑ １ ～ ｑ ４ の 群 に 分 割 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ ４ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 応 用 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 方 法 の 他 の 好 ま し い 応 用 を 示 し た 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】 実 施 例 １ の Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 分 析 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ３ （ 実 施 例 １ ） で 測 定 し た 生 存 奏 効 率 と 有 意 差 に 関 連 す る １ ０ 個 の 遺 伝 子 の 生
の Ｃ ｐ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド メ チ ル 化 デ ー タ を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施 例
１ （ デ ー タ セ ッ ト １ ） で 得 ら れ た 付 加 的 デ ー タ の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し た
図 で あ る 。
【 図 ６ 】 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施 例
１ （ デ ー タ セ ッ ト １ ） で 得 ら れ た 付 加 的 デ ー タ の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し た
図 で あ る 。
【 図 ７ 】 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施 例
１ （ デ ー タ セ ッ ト １ ） で 得 ら れ た 付 加 的 デ ー タ の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し た
図 で あ る 。
【 図 ８ 】 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施 例
１ （ デ ー タ セ ッ ト １ ） で 得 ら れ た 付 加 的 デ ー タ の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し た
図 で あ る 。
【 図 ９ 】 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施 例
１ （ デ ー タ セ ッ ト １ ） で 得 ら れ た 付 加 的 デ ー タ の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し た
図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施
例 １ （ デ ー タ セ ッ ト １ ） で 得 ら れ た 付 加 的 デ ー タ の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し
た 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施
例 １ （ デ ー タ セ ッ ト １ ） で 得 ら れ た 付 加 的 デ ー タ の ラ ン ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し
た 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 （ 転 移 活 動 環 境 の ホ ル モ ン 治 療 に 対
す る 反 応 者 と 非 反 応 者 ） 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施 例 ３ で 得 ら れ た デ ー タ の ラ ン
ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 ２ ク ラ ス の 組 織 （ 転 移 活 動 環 境 の ホ ル モ ン 治 療 に 対
す る 反 応 者 と 非 反 応 者 ） 間 の Ｃ ｐ Ｇ メ チ ル 化 相 違 に よ る 実 施 例 ３ で 得 ら れ た デ ー タ の ラ ン
ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ４ Ａ 】 実 施 例 １ （ デ ー タ セ ッ ト ３ ） の 組 合 せ ス コ ア の 無 増 悪 生 存 期 間 （ Ｐ Ｆ Ｓ ） 曲
線 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ４ Ｂ 】 実 施 例 １ （ デ ー タ セ ッ ト ３ ） の 組 合 せ ス コ ア の 無 増 悪 生 存 期 間 （ Ｐ Ｆ Ｓ ） 曲
線 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 ロ グ ス ケ ー ル で 未 修 正 ｐ － 値 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 実 施 例 １ で 得 た デ ー タ （ デ ー タ セ ッ ト ４ ） の 最 も よ い １ ０ 個 の 増 幅 産 物 の ラ ン
ク づ け さ れ た マ ト リ ッ ク ス を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 Ｅ Ｓ Ｒ １ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を 示
し 、 点 線 （ 下 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 上 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 Ｐ Ｃ Ａ Ｆ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を 示
し 、 点 線 （ 上 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 下 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を
示 し 、 点 線 （ 上 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 下 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 し た 図 で あ る
。
【 図 ２ ０ 】 Ｔ Ｍ Ｅ Ｆ Ｆ ２ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線
を 示 し 、 点 線 （ 上 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 下 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 し た 図 で あ
る 。
【 図 ２ １ 】 Ｗ Ｂ Ｐ １ １ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を
示 し 、 点 線 （ 下 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 上 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 し た 図 で あ る
。
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【 図 ２ ２ 】 Ｅ Ｒ Ｂ Ｂ ２ 遺 伝 子 の カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー （ Kaplan-Meier） 計 算 無 病 生 存 曲 線 を
示 し 、 点 線 （ 下 部 曲 線 ） は 非 反 応 者 を 示 し 、 直 線 （ 上 部 曲 線 ） は 反 応 者 を 示 し た 図 で あ る
。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ Ａ 】

【 図 １ ４ Ｂ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】

【 配 列 表 】
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