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(57)【要約】
本発明は、同じ細胞における少なくとも２種のマーカーの存在についてサンプルをスクリ
ーニングすることによって、精巣癌および／もしくはその前駆体の検出するための方法を
提供する。ここで上記サンプルは、ヒト男性からの精液サンプルおよび／もしくは射精液
である。本発明は、高特異性および正確性でＣＩＳを早期非侵襲性に検出するための方法
を提供する。本発明の方法の主な利点は、精巣癌を検出するための現在使用中の／先行技
術において開示されてきた方法と比較すると、本明細書で開示される方法の非侵襲性であ
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
精巣癌および／もしくはその前駆体の検出のための方法であって、該方法は、同じ細胞に
おける少なくとも２種のマーカーの存在についてサンプルをスクリーニングする工程によ
るものであり、ここで該サンプルは、ヒト男性由来の精液サンプルおよび／もしくは射精
液である、方法。
【請求項２】
前記少なくとも２種のマーカーのうち、少なくとも１種のマーカーは、核マーカーであり
、少なくとも１種の他方のマーカーは、非核マーカーである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記少なくとも２種のマーカーのうち、少なくとも２種は、核マーカーである、請求項１
に記載の方法。
【請求項４】
前記少なくとも２種のマーカーのうち、少なくとも２種は、細胞質マーカーである、請求
項１に記載の方法。
【請求項５】
前記少なくとも１種の核マーカーは、ＴＦＡＰ２Ｃ（Ａｐ－２γ）、ＰＯＵ５Ｆ１（ＯＣ
Ｔ３／４）、ＮＡＮＯＧ、ＳＯＸ２、ＳＯＸ１５、ＳＯＸ１７、Ｅ２Ｆ１、ＩＦＩ１６、
ＴＥＡＤ４、ＴＬＥ１、ＴＡＴＤＮ２、ＮＦＩＢ、ＬＭＯ２、ＭＥＣＰ２、ＨＨＥＸ、Ｘ
ＢＰ１、ＲＲＳ１、ＭＹＣＮ、ＥＴＶ４、ＥＴＶ５、ＭＹＣＬ１、ＨＩＳＴ１Ｈ１Ｃ、Ｗ
ＤＨＤ１、ＲＣＣ２、ＴＰ５３、およびＭＤＣ１からなる群より選択される、請求項１～
３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
前記少なくとも１種の核マーカーは、ＴＦＡＰ２Ｃ（Ａｐ－２γ）、ＰＯＵ５Ｆ１、ＮＡ
ＮＯＧおよびＴＰ５３からなる群より選択される、請求項１～３のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項７】
前記細胞質マーカーは、ＡＬＰＰＬ２（ＰＬＡＰ）、ＡＬＰＬ、ＤＰＰＡ４、ＴＣＬ１Ａ
、ＣＤＨ１、ＧＬＤＣ、ＴＣＬ１Ａ、ＤＰＰＡ４、ＣＤＫ５、ＣＤ１４、ＦＧＤ１、ＮＥ
ＵＲＬ、ＨＬＡ－ＤＯＡ、ＤＹＳＦ、ＭＴＨＦＤ１、ＥＮＡＨ、ＺＤＨＨＣ９、ＮＭＥ１
、ＳＤＣＢＰ、ＳＬＣ２５Ａ１６、ＡＴＰ６ＡＰ２、ＰＯＤＸＬ、ＰＤＫ４、ＰＣＤＨ８
、ＲＡＢ１５、ＥＶＩ２Ｂ、ＬＲＰ４、Ｂ４ＧＡＬＴ４、ＣＨＳＴ２、ＦＣＧＲ３Ａ、Ｃ
Ｄ５３、ＣＤ３８、ＰＩＧＬ、ＣＫＭＴ１Ｂ、ＲＡＢ３Ｂ、ＮＲＣＡＭ、ＫＩＴ、ＡＬＫ
２、ＰＤＰＮ、ＨＲＡＳＬＳ３、およびＴＲＡ－１－６０からなる群より選択される、請
求項１～２、または４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
前記細胞質マーカーは、ＡＬＰＰＬ２（ＰＬＡＰ）、ＡＬＰＬ、ＫＩＴおよびＰＤＰＮか
らなる群より選択される、請求項１～２、または４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
前記少なくとも２種のマーカーは、Ａｐ－２γ（ＴＦＡＰ２Ｃ）およびＰＬＡＰ（ＡＬＰ
ＰＬ２）である、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
前記精液サンプルおよび／もしくは射精液の試験は、以下の方法のうちの少なくとも１つ
：イムノアッセイ、免疫染色、免疫蛍光、免疫組織化学（ＩＨＣ）、直接ＩＨＣ、間接Ｉ
ＨＣ、免疫細胞化学、インサイチュハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）、蛍光ＩＳＨ（Ｆ
ＩＳＨ）、ＦＩＳＨ　Ｉｎ　Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ（ＦＩＳＨ－ＩＳＴＭ）、ウェスタン
ブロット、フローサイトメトリー、ＦＡＣＳ（蛍光活性化セルソーティング）、Ｉｍａｇ
ｅＳｔｒｅａｍ、Ｔｕｒｔｌｅ　Ｐｒｏｂｅｓ、標的刺激ローリングサークルＰＲＩＮＳ
、Ｌｕｍｉｎｅｘアッセイ、ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）、ｑＲＴ－ＰＣＲ（定量的
逆転写酵素ＰＣＲもしくは「リアルタイムＰＣＲ」）、ネステッドＰＣＲ、質量分析、Ｅ
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ＬＩＳＡ（酵素結合イムノソルベントアッセイ；もしくは酵素イムノアッセイＥＩＡ）、
間接的ＥＬＩＳＡ、サンドイッチＥＬＩＳＡ、競合ＥＬＩＳＡ、ローリングサークル複製
（もしくはローリングサークル増幅）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、磁性式イムノ
アッセイ（ＭＩＡ）、ラテラルフロー試験（もしくはラテラルフローイムノクロマトグラ
フィーアッセイ）、濁度測定、補体固定試験、ＤＮＡマイクロアレイ、タンパク質マイク
ロアレイ、ノーザンブロット、ドットブロットおよび／もしくは酵素活性、を含む、請求
項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
前記精子／射精液の試験は、免疫染色および／もしくは酵素アッセイを含む、請求項１～
１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
前記酵素アッセイは、アルカリホスファターゼ活性の検出を含む、請求項１～１１のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１３】
ＴＦＡＰ２Ｃ（Ａｐ－２γ）は、免疫染色によって検出され、ＰＬＡＰは、請求項１２に
記載の方法によって検出される、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
精巣癌は、精巣上皮内癌（ＣＩＳ）、胚細胞腫瘍（ＴＧＣＴ）、精巣の非胚細胞腫瘍もし
くは精巣の続発性腫瘍のうちの少なくとも１つを含む、請求項１～１３のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項１５】
前記精巣癌は、上皮内癌（ＣＩＳ）である、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１６】
前記精巣胚細胞腫瘍は、混合腫瘍、精上皮腫、胎生期癌、奇形腫、絨毛癌もしくは管内胚
細胞新生物（ＣＩＳ）である、請求項１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
前記射精液の総容積は、試験のために使用される、請求項１～１６のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項１８】
前記総容積のサブセットが、１０～９０％の範囲（例えば、１０～２０％、例えば、２０
～３０％、例えば、３０～４０％、例えば、４０～５０％、例えば、５０～６０％、例え
ば、６０～７０％、例えば、７０～８０％、例えば、８０～９０％）において使用される
、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
前記射精液は、少なくとも１日の禁欲（例えば、２日間、例えば、３日間、例えば、４日
間、例えば、５日間、例えば、６日間、例えば、７日間、例えば、８日間、例えば、９日
間、例えば、１０日間、の禁欲）の後に回収される、請求項１～１８のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項２０】
前記射精液サンプルは、若年ヒト男性から採取され、該若年の男性は、５～５０歳の年齢
範囲（例えば、１０～３５歳、例えば、１５～３５歳、例えば、１５～３０歳、もしくは
例えば、１５～２５歳）である、請求項１～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
前記射精液サンプルは、処置の前および後に、他の手段によって、証明された精巣癌を有
する男性から；停留精巣の前歴を有する男性から；超音波検査によって小結石（ｍｉｃｒ
ｏｌｉｔｓ）パターンの疑いを示す男性から；もしくは受精能問題を有する男性から得る
、請求項１～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
前記方法は、前記精液／射精液の、顕微鏡用スライド上への固定を含む、請求項１～２１
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のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
前記射精液は、サイトスピンによって固定される、請求項１～２２のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項２４】
ヒト男性の精液／射精液サンプルにおいて精巣癌の存在に関しスクリーニングするための
、請求項１～２３のいずれか１項に記載の方法の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願で引用される全ての特許および非特許参考文献は、それら全体が本明細書に参考と
して援用される。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、ヒト男性由来の射精した精液サンプルにおいて少なくとも２種のマーカーを
同定することによって、精巣上皮内癌（ＣＩＳ）および／もしくは関連状態（例えば、精
巣癌）を検出するための方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　精巣の胚細胞腫瘍（精巣癌としても公知）は、過去数十年にわたって発生率が増大して
きた。このことから、今日では若年の男性において最も一般的な癌になっている。上記疾
患は、代表的には、若年男性（１５歳～４５歳）および最も代表的には、上記男性が２０
代半ばである間に存在する。精巣胚細胞腫瘍（ＴＧＣＴ）を獲得してしまう生涯リスクは
、全ての男性で０．５～１％である。
【０００４】
　精巣上皮内癌（ＣＩＳ）は、若年成人に存在するほぼ全ての精巣胚細胞腫瘍（ＴＧＣＴ
）の一般的な前駆体である（Ｓｋａｋｋｅｂａｅｋ，１９７２）。疫学的証拠および胚細
胞の免疫組織化学分析に基づく証拠は、ＣＩＳが生涯の早期に、最も好ましくは、成熟精
原細胞へと分化できなかった精母細胞から始まることを示す（Ｒａｊｐｅｒｔ－Ｄｅ　Ｍ
ｅｙｔｓ　２００６）。ＣＩＳ細胞は、次いで、思春期後に明白なＴＧＣＴへと進行する
。上記精母細胞から上記ＣＩＳ細胞への変化の開始の根底にある分子事象の正確な性質は
、未だ解明されておらず、明白な腫瘍への次の進行は、大抵は未知のままである。しかし
、ＣＩＳ細胞の存在は、生涯の後期のある段階において、ほぼ必ず腫瘍を生じることが公
知である。
【０００５】
　精巣癌は、全ての癌の中で最高の治癒率を有するものである：広範囲には転移せず、処
置に対して抗療性である奇形腫の形態へと変化もしない場合、９０％超；および１００％
近く。悪性癌が広く広まった比較的少ない症例についてすら、化学療法は、少なくとも８
５％の治癒率を今日提供する。しかし、任意の癌に関して、精巣癌に対する良好な結果は
、初期診断に依存する。さらに、精巣癌患者は、実際に診断からもれる（ｓｕｒｖｉｖｅ
　ｔｈｅ　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ）可能性があるが、上記疾患は、しばしば、他の癌および
心血管疾患を発症させるという増大したリスクの他に、受精能の問題（しばしば、完全な
不妊症（テストステロン置換療法が必要））の増大したリスクを含むことがさらに大きく
推定される。
【０００６】
　精巣癌を有する患者における主要な診断所見は、青年期もしくは若年成人男性において
拡大もしくは疼痛ありまたはなしの、精巣において触診可能な塊である。上記精巣の超音
波検査は、予備的様式で上記塊を評価するために必要である。それが固形腫瘍に似ている
場合、選択される処置は、精巣摘出術であり、凍結組織サンプルの術中評価により、稀な
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良性の塊（例えば、ライディッヒ細胞腺腫（これは、上記塊の精巣保存的切除で処置され
得る））の可能性を排除する。胚細胞腫瘍の全ての場合、精巣全体が、精巣上体および精
索のような付属構造と共に、除去されなければならない。部分的切除は、ほぼ全ての場合
において、前浸潤性のＣＩＳ細胞が、上記腫瘍に隣り合う正常組織におそらく存在してい
るので、妥当でない手順である。同時に、反対側の精巣の生検は、しばしば、両側性の疾
患の可能性を排除するために行われる。腫瘍タイプおよび拡がった腫瘍の存在の後の評価
を確実にすることに基づいて、さらなる処置は、化学療法、もしくは放射線療法を含み得
る。
【０００７】
　明らかに、塊（これは、腫瘍そのものである）の存在は、精巣癌を診断する後期である
。精巣癌は、ＣＩＳの前侵襲性ステージでより早期に診断され得る。しかし２つの理由か
ら、このことは、まれにしか起こらない：第１に、ＣＩＳは、通常は無症候性である；第
２に、ＣＩＳの診断は、外科的生検の後にのみ行われ得、この診断手順は、一般に、リス
クのある（例えば、停留精巣の経歴のある、または疑わしい結果（萎縮精巣）および超音
波検査法（微石症もしくは非常に異例なエコーパターン）を有する臨床結果後に）患者に
おいて行われるのみである（Ｒｏｔｈら，２０００）。このような場合において、現在利
用可能な唯一の診断手順は、外科的生検であり、組織サンプルの開放切開としておよびと
きおり針生検として最も頻繁に行われる。適切な組織学的処理の後に、上記サンプルは、
病理学者によって調べられなければならない。ＣＩＳもしくは腫瘍細胞の局所的微小浸潤
性の拡がりという所見は、両側性の精巣癌（もしくは上記患者が精巣を片方のみ有する場
合）を除いて、精巣摘出術によって処置される大部分のケースに存在し、これは、放射線
療法によって、ときおり補助的化学療法で、処置される。
【０００８】
　現在の診断法の侵襲性および高コスト、ならびに上記疾患のより後期のステージの処置
の明らかな負の影響に起因して、精液サンプルにおいてＣＩＳを検出するための方法を開
発することに大きな努力が注ぎ込まれてきた。精巣癌を有する患者に由来する精液は、異
常な形態を有する細胞を含むが、上記形態単独では、ＣＩＳを検出するには不十分であり
、確実性がない。なぜなら、精子細胞以外の精管上皮細胞（ｓｅｍｉｎａｌ　ｃｅｌｌ）
に形態は、あまり保存されていないからである（Ｃｚａｒｐｌｉｃｋｉら，１９８７）。
従って、ＣＩＳの検出のための生化学的マーカーの使用は、目的の分野であり、適切なマ
ーカーを見いだす試みが為されてきた：Ｍ２Ａに対する抗体は、免疫細胞化学によって精
液中のＣＩＳ細胞を検出することが見いだされ（Ｇｉｗｅｒｃｍａｎら，１９８８ｂ；Ｍ
ｅｎｇら，１９９６）、異数性ＤＮＡ含有量およびときおりイソ染色体（ｉｓｏｃｈｏｍ
ｏｓｏｍｅ）ｉ（１２ｐ）が存在することは、染色体インサイチュハイブリダイゼーショ
ンによって使用されてきた（Ｇｉｗｅｒｃｍａｎら，１９９０；Ｍｅｎｇら，１９９８）
。しかし、これら方法の両方が、時間浪費型であり、臨床状況において診断目的に使用さ
れるには信頼性が不十分であることが判明した。偽陽性及び偽陰性の結果の両方が、精液
中の細胞の部分的分解および細胞表面抗原に起因して得られた。
【０００９】
　見込みのある結果が、精液サンプルに関して、ＡＰ－２γ（ＡＰ－２ｇａｍｍａ）（Ｔ
ＦＡＰ２Ｃ）に対する抗体で得られた（Ｈｏｅｉ－Ｈａｎｓｅｎら，２００５）。ＴＧＣ
Ｔおよび他の癌を有する患者は、代表的には、処置前に凍結保存のためのいくつかの精液
サンプルを出している。なぜなら、外科的処置、低線量放射線処置もしくは化学療法処置
は、不妊症を生じるからである。凍結保存からの余剰材料を、徴兵名簿からのコントロー
ル材料および低受精能患者からの材料の余剰と組み合わせて使用した。この材料内で、乏
精子症を有する低受精能の男性を、精液中のＣＩＳ細胞の免疫細胞化学的ＡＰ－２γ検出
によって首尾よく診断した（Ｈｏｅｉ－Ｈａｎｓｅｎら，２００５ａ）。この最初の調査
において、健常なコントロールおよび他の癌を有する患者の中では陽性染色は見いだされ
なかった（Ｈｏｅｉ－Ｈａｎｓｅｎら，２００５）。Ｈｏｅｉ－Ｈａｎｓｅｎら（２００
７）は、患者およびコントロールの大規模な群に対してＡＰ－２γを用いた彼らの最初の
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結果を確認および詳述した。その研究において、ＯＣＴ３／４を用いて類似の結果を得た
のに対して、ＮＡＮＯＧ（転写因子）およびＰＬＡＰ（胎盤アルカリホスファターゼ）は
、かなりの非特異的反応に起因して、精液サンプルにおける免疫細胞化学染色によるＣＩ
Ｓ検出には不適切であることが分かった。偽陽性の結果は排除できず、その結論は、行わ
れた分析が、根拠の確実なかつ感度の高い診断分析を満たさないということであった。
【００１０】
　従って、高い特異性および正確性を有するＣＩＳの初期の非侵襲的検出のための方法が
未だ検討されていない必要性が存在する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　（発明の要旨）
　本発明は、高特異性および正確性でＣＩＳを早期非侵襲性に検出するための方法を提供
する。本発明の方法の主な利点は、精巣癌を検出するための現在使用中の／先行技術にお
いて開示されてきた方法と比較すると、本明細書で開示される方法の非侵襲性である。本
発明の方法は、射精液／精液サンプルの試験に依存し、従って、生検もしくは精巣摘出術
を必要としない。上記射精液／精液サンプルの分析は、特異的様式で行われ、偽陽性およ
び偽陰性結果を得るリスクを軽減する。
【００１２】
　本発明は、複数マーカーの使用が、射精液／精液サンプルをＣＩＳ、ＴＧＣＴおよび／
もしくは誘導された癌（例えば、精巣癌）の存在についてスクリーニングすることを可能
にするという発見に基づく。
【００１３】
　本発明の主な局面は、同じ細胞における少なくとも２種のマーカーの存在についてサン
プルをスクリーニングすることによって、精巣癌および／もしくはその前駆体を検出する
ための方法に関し、ここで上記サンプルは、ヒト男性に由来する精液サンプルおよび／も
しくは射精液である。
【００１４】
　精巣ＣＩＳ／癌の精液診断において有用であると判明したマーカーは、核に位置するが
、本明細書で示されるように、尿生殖路の上皮細胞のサブセットにおいても発現される。
精液／射精液は、尿生殖系（すなわち、精管、精巣上体、および尿道）を通過するので、
上皮細胞は、上記射精液へと剥落し；この理由から、これらマーカーは、偽陽性結果を引
き起こすことが以前見いだされた。本発明は、射精液／精液サンプル中で良好なＣＩＳ検
出能を有する核マーカーが、他の非核マーカー（これは、尿生殖路の上皮で発現されない
）と組み合わせて使用されることによる新たな方法を開示する。射精液／精液サンプルに
おいて非核マーカーを使用することは、新しい。なぜなら、射精液／精液サンプル中の細
胞は、最大で３週齢までであり、従って、非核マーカーの検出のための最適な品質よりは
低い。数週間の過程にわたって、上記非精子細胞は、上記射精液／精液サンプルに最終的
になる流体中に取り囲まれ、ここで上記細胞は、プロテアーゼおよび上記細胞の形態に重
篤に損傷を与える他の因子に曝される。実際に、その形質膜は、しばしば傷つけられ、従
って、上記細胞は、細胞質および他の細胞要素を漏らす。よって、これらの課題を克服し
、よって精巣癌および／もしくはその前駆体（例えば、精巣ＣＩＳ細胞）の検出のための
非侵襲性スクリーニング法の長年にわたる必要性に対する解決を提供する方法が開発され
たことは、非常に驚くべきことである。
【００１５】
　従って、本発明の重要な局面は、マーカーの組み合わせ（例えば、射精液／精液サンプ
ル中で癌細胞／ＣＩＳ細胞を検出するための少なくとも１種の核マーカーおよび１種の非
核マーカー）の使用に関する。
【００１６】
　さらなる実施形態は、射精液／精液サンプルにおいて癌細胞／ＣＩＳ細胞をスクリーニ
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ングする間に、少なくとも１種の核マーカーおよび１種の非核マーカーを検出するための
免疫染色アッセイおよび／もしくは酵素アッセイの使用に関する。
【００１７】
　さらに、本発明の一実施形態は、全体の射精液／精液サンプルの使用に関する。好まし
くは、上記全体の射精液サンプルは、１手順で上記サンプル全体を加工処理することを可
能にする様式で処理される。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、ヒト男性の生殖器系を示す。
【図２】図２は、精巣発育不全症候群（ＴＤＳ）、その原因および結果を示す。
【図３】図３は、尿生殖路に由来する上皮におけるＣＩＳマーカーおよび活性の発現の免
疫組織化学的調査および酵素活性調査を示す。
【図４】図４は、尿生殖器組織において選択されたＣＩＳマーカーのＲＴ－ＰＣＲを示す
。
【図５】図５は、アルカリホスファターゼ活性およびＡＰ－２γ免疫組織化学の両方を使
用した、精液サンプル中のＣＩＳ細胞の染色を示す。
【図６】図６は、精巣生検においてＣＩＳ細胞を有することが後に分かった、不妊症男性
の射精液中に見いだされた代表的細胞を示す。
【図７】図７は、不妊症男性から採取した精巣生検におけるＰＬＡＰに対する免疫組織化
学染色（４個の陽性精子サイトスピンのうちの４個とも）を示す。Ａ）大きな全体図。Ｂ
）高解像度。
【図８】図８は、抗体の組み合わせを使用する場合に、改善された染色強度を示すＴＣａ
ｍ－２コントロール細胞の免疫染色を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　（定義）
　対立遺伝子：多くの一対のもしくは一連の、遺伝子の異なる形態。通常は、対立遺伝子
は、コード配列であるが、ときおり、上記用語は、非コード配列に言及するために使用さ
れる。対立遺伝子は、ＤＮＡ配列、ＲＮＡ配列もしくはタンパク質配列における公知のも
しくは認識された差異である。
【００２０】
　ＣＩＳ：「上皮内癌」の略語。
【００２１】
　停留精巣：陰嚢から離れて、一方もしくは両方の精巣が存在しないこと。
【００２２】
　細胞質：核を除き、形質膜によって仕切られた真核生物細胞の内容物全体。「サイトゾ
ル」と交換可能に使用され、サイトゾルは、細胞質の液相である。
【００２３】
　サイトスピン：集められたサンプルを、遠心分離によって顕微鏡用スライド上に固定す
る。
【００２４】
　検出：本明細書では、本明細書で開示される方法による癌細胞（すなわち、精巣癌／Ｃ
ＩＳ細胞）の観察。
【００２５】
　射精液：とりわけ、精子を含む、男性陰茎から発せられた液体。上記射精液は、精子細
胞（ｓｐｅｒｍ　ｃｅｌｌ）（精子細胞（ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ））を含んでいても含
んでいなくてもよく、本明細書では、表現「精液サンプル」と交換可能に使用される。
【００２６】
　偽陰性：「タイプＩＩエラー」、「第２種のエラー」、「βエラー」としても公知；対
立仮説が真（ｔｈｅ　ｔｒｕｅ　ｓｔａｔｅ　ｏｆ　ｎａｔｕｒｅ）である場合に、帰無
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仮説を棄却できないエラー。言い換えると、これは、実際は差異がある場合に、差異を観
察できないエラーである。
【００２７】
　偽陽性：「タイプＩエラー」、「第１種のエラー」、「αエラー」としても公知；帰無
仮説が実際には真である場合に、帰無仮説を棄却してしまうエラー。簡潔に言えば、実際
には差異が存在しない場合に、差異が観察される場合がある。偽陽性は、通常、検定が陽
性ではない場合に、検定が何か陽性であることに注目することを意味する。
【００２８】
　免疫細胞化学：目的のタンパク質に対して特異的な抗体を使用し、上記抗体が上記タン
パク質に結合することを可能にし、考えられる細胞下局在の可視化を可能にする方法を使
用することによって、細胞中のタンパク質の位置をつきとめるプロセス。
【００２９】
　免疫組織化学：目的のタンパク質に対して特異的な抗体を使用し、上記抗体が上記タン
パク質に結合することを可能にする一方で、生物学的組織切片中の比較的ネイティブな状
況にある方法を使用することによって、組織切片の細胞中のタンパク質の位置をつきとめ
るプロセス。
【００３０】
　マーカー：マーカーに依存して、生物学的系の状態、曝露、感受性などの尺度を与える
、生物学的系もしくはサンプル中の事象もしくは状態を表示するインジケーター。マーカ
ーは、本明細書で、遺伝子もしくはその生成物の存在であり、単独でもしくは他のマーカ
ーと組み合わせてその存在もしくは相対的レベルが、新生物状態および／もしくは癌状態
を示し得る。
【００３１】
　変異体：遺伝子もしくはその生成物に適用される用語であり、この用語は、上記遺伝子
もしくはその生成物の「野生型」もしくはネイティブな形態と考えられるものとは異なり
、上記差異は、最も代表的には、変異に起因して生じる。
【００３２】
　非核（の）：真核生物細胞の任意の部分に関する場合、核ではないもの。本明細書で、
種々のマーカーについての位置／発現パターンの説明として主に使用される。一般に、本
明細書では、非核位置は、細胞質位置において検出可能であると理解される。
【００３３】
　核（の）：真核生物細胞の核に関する。本明細書では、種々のマーカーについての位置
／発現パターンの説明として主に使用される。
【００３４】
　前駆体：本明細書において、前駆体は、実際の腫瘍形成（例えば、新生物細胞および上
皮内癌（ＣＩＳ）細胞）の前に存在する、癌発生の間のステージの細胞である。
スクリーニング：サンプルが含み得る少数の異常型細胞／癌細胞を拾い上げるための、サ
ンプルの試験。スクリーニングは、手動で行われてもよいし、自動化プロセスで行われて
もよい。
【００３５】
　精液サンプル：精液は、一般に、射精の間に放出されるのと同じ液体である；本明細書
では、精液サンプルは、例えば、精子を含む任意のサンプルを含み、例えば、精巣もしく
は男性生殖器系における他の場所から直接吐き出されるもの（ｅｘｐｉｒａｔｉｏｎ）に
よって採取され得る。用語「射精液」と交換可能に使用され得る。
【００３６】
　スライド：本発明に従うスライドは、顕微鏡用スライドを含むことを意味する；標準化
された顕微鏡用スライドは、鏡検のための物体（例えば、細胞もしくは組織）を保持する
ために使用されるガラスシートの形態にある。
【００３７】
　精巣癌：精巣の悪性の腫瘍もしくは細胞。
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【００３８】
　ＴＧＣＴ：「精巣胚細胞腫瘍」の略語。
【００３９】
　ＰＬＡＰ：胎盤様アルカリホスファターゼは、本明細書において「アルカリホスファタ
ーゼ」およびＡＬＰＰＬ２と交換可能に使用される。
【００４０】
　ＡＰ－２γ：ＡＰ－２ガンマ、ＡＰ２γは、本明細書においてＴＦＡＰ２Ｃと交換可能
に使用される。
【００４１】
　ＯＣＴ３／４：ＰＯＵ５Ｆ１と交換可能に使用される。
【００４２】
　本発明は、精液サンプルもしくは射精液サンプルにおいて状態（例えば、精巣上皮内癌
（ＣＩＳ）、ならびに／または精巣癌および／もしくはその前駆体）の検出のための少な
くとも２種のマーカーを使用することに関する。好ましい実施形態において、核マーカー
および細胞質マーカーは、同時に使用される。
【００４３】
　（発明の詳細な説明）
　ヒト男性生殖器系は、生殖プロセスの一因となる、身体の外側におよび男性の骨盤領域
の周りに位置した一連の器官である。射精の間に、精子は、陰茎から出て精液と言われる
液体中にある。この液体は、３つのタイプの腺によって生成される；精嚢、前立腺、およ
びカウパー腺（球尿道腺）。男性生殖器系は、図１に概説される。
【００４４】
　（精巣発育不全症候群）
　男性生殖器系の健康状態における多くの有害な状態は、共通する原因；胎児の精巣発生
の間の特定のエラーにそれらの根拠があると提唱されてきた。この障害の集合は、精巣発
育不全症候群（ＴＤＳ）と認識されており、多くの場合において環境因子によって、およ
び他の場合においては、稀な遺伝的障害によって引き起こされるようである。両方とも、
主に、胎児ホルモンレベルにおける変化をもたらし、このことは、繰り返すと、観察され
る疾患および機能不全をもたらす（図２）（Ｓｋａｋｋｅｂａｅｋら，２００１）。図２
は、ＴＤＳの２つの原因、環境因子および遺伝的欠陥、ならびにそれらの結果を同定する
。セルトリ細胞機能における破壊を介する１つの影響の経路は、精液の質の低下および精
巣癌をもたらす。他方は、ライディッヒ細胞機能に対する影響を介し、尿道下裂および停
留精巣を引き起こす。従って、共通する原因であるＴＤＳは、一連の関連する健康への影
響をもたらす。
【００４５】
　少なくとも４つの健康への影響が、ＴＤＳに帰するとされる可能性がある：精巣癌、停
留精巣、尿道下裂、および精液の質の低下。４つの状態は全て、罹患した男性において同
時に起こる傾向にあり、以下のパターンが観察されてきた：
　・精巣癌のいくつかの症例は、稀な遺伝子変異によって引き起こされる。それらが起こ
る場合、それらはしばしば、停留精巣および尿道下裂と合わせて存在する。
【００４６】
　・精巣癌を有する男性は、停留精巣を経験したことがある可能性が正常より高いようで
ある。
【００４７】
　・停留精巣を有する男性は、正常な男性より不妊症クリニックに行く可能性が高い；停
留精巣は、しばしば、損なわれた（もしくは停止した）精子生成を含む、誤って導かれた
発生に関連する明らかな問題である。
【００４８】
　・精巣癌を有する男性の反対側の非癌性精巣は、しばしば、ＴＤＳに関連する一連の形
成異常を有する。
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【００４９】
　・一方の精巣が精巣癌である男性は、極めて低い性指数を有し、一方の機能的精巣の喪
失に基づいて予測されるものより遙かに低い。
【００５０】
　・後に精巣癌を発症した男性の精子数に関する研究から、異常な精液の特徴（精巣癌の
発生前から低精子数であることが挙げられる）の存在が確認されている。
【００５１】
　・精巣癌を後に発症する男性は、正常な男性より子供が少ない（受精能の低下のしるし
）および子をなした男性の子供が少ないようである。
【００５２】
　ＴＤＳに関連する疾患および障害、ならびに本発明は、以下に総説される。
【００５３】
　本発明は、非侵襲性の方法によって精巣中に起こる上皮内癌（ＣＩＳ）細胞の検出に関
する。本発明の一局面は、上記方法が、全ての男性からの射精液／精液サンプルに対して
使用され得ることである。上記方法は、精巣発育不全症候群の特徴を示す１つ異常の障害
もしくは疾患と診断された男性に特別に関連しているものである。
【００５４】
　（ＣＩＳおよび精巣癌）
　上皮内癌（ＣＩＳ）もしくは管内胚細胞新生物（ｉｎｔｒａｔｕｂｕｌａｒ　ｇｅｒｍ
　ｃｅｌｌ　ｎｅｏｐｌａｓｍ）は、周辺組織の侵襲が存在しないことによって定義され
る初期の癌の形態である。言い換えると、新生物細胞は、それらの正常な生存環境、よっ
て、「インサイチュ」という名称（ラテン語では、「その場所で」）の中で増殖する。上
記精巣のＣＩＳ細胞は、精上皮腫もしくは非精上皮腫のいずれかへと変形し得る。上記精
上皮腫は、胚細胞用の表現型を保持するのに対して、非精上皮腫もしくは奇形腫として公
知の腫瘍は、胚性幹細胞の特徴；多能性および実質的に全ての体細胞組織へと分化する能
力、を保持する。非精上皮腫は、胎生期癌（ＥＣ）、分化した奇形腫の組織成分の種々の
混合物、および胚外組織（例えば、卵黄嚢腫瘍および絨毛癌）を含む。ＣＩＳに加えて、
生殖腺芽細胞腫；ＣＩＳ用病変は、異発生した（ｄｙｓｇｅｎｅｔｉｃ）精巣および間性
の生殖腺において生じ、間性の生殖腺は、頻繁に、多少の卵巣構造を有する。ＣＩＳと、
生殖腺芽細胞腫戸の間の唯一の差異は、周辺の生殖腺における病変の構造全体に関係する
（ＣＩＳは、通常、基底膜にそって１層に（ｉｎ　ｓｉｎｇｌｅ　ｒｏｗ）なっており、
ＣＩＳ細胞と、精細管の管腔との間のセルトリ細胞の単一層が存在する一方で、生殖腺芽
細胞腫は、小さな体細胞性果粒膜様細胞によって、ときおり精祖細胞様細胞によって囲ま
れたＣＩＳ様細胞の集団（凝集物）を含む）。ＣＩＳ細胞および生殖腺芽細胞腫細胞の形
態および遺伝子発現パターンは、区別できないので、さらに本願において、用語ＣＩＳは
、両方の前駆体病変について使用される。さらに、用語ＣＩＳは、本明細書において精巣
ＣＩＳの検出のために使用される。
【００５５】
　精巣癌およびそれらの原因は、以下のように分類され得る：
　精巣の胚細胞腫瘍（ＴＧＣＴ）
　・４０％　混合（通常は、奇形腫＋別のもの）
　・３５％　精上皮腫（精巣の胚細胞腫）
　・２０％　胎生期癌
　・５％　奇形腫（単一組織型（ｐｕｒｅ））
　・＜１％　卵黄嚢腫瘍
　・＜１％　絨毛癌
　・生殖腺芽細胞腫（性分化の障害を有する男性において）
　・＜１％　精母細胞性精上皮腫（高齢の男性において、ＣＩＳとは関連せず、通常は良
性）。
【００５６】
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　精巣の非胚細胞腫瘍
　・セルトリ細胞腫瘍（通常は、小児に）
　・ライディッヒ細胞腫瘍（通常は、良性）
　・横紋筋肉腫もしくは平滑筋肉腫。
【００５７】
　精巣の続発性腫瘍
　・リンパ腫
　・精巣の白血病性浸潤
　・転移性腫瘍。
【００５８】
　広い用語では、精巣癌は、以下のステージにわたって進行する：
　・ステージＩ：癌が、精巣に位置したままである
　・ステージＩＩ：癌が、精巣を包み、後腹膜リンパ節および／もしくは大動脈周囲リン
パ節（横隔膜より下にあるリンパ節）への転移。
【００５９】
　・ステージＩＩＩ：癌が精巣を包み、後腹膜リンパ節および大動脈周囲リンパ節を超え
て転移。ステージＩＩＩは、巨大腫瘤がない（ｎｏｎ　ｂｕｌｋｙ）ステージＩＩＩおよ
び巨大腫瘤がある（ｂｕｌｋｙ）ステージＩＩＩへとさらに細分化される。
【００６０】
　本発明の目的は、精巣のＣＩＳ細胞、新生物細胞および／もしくは精巣癌を検出するた
めの非侵襲性の方法を提供することである。上記方法の非侵襲性は、より容易なスクリー
ニングを可能にし、このことは、種々の癌ステージ（好ましくは、ＣＩＳ）のより早期の
検出を可能にする。癌細胞の任意のタイプが、本明細書で提供される方法によって検出さ
れ得る。しかし、上記少なくとも１個の癌細胞は、好ましくは、精巣に由来する。用語「
癌細胞」とは、以降、変化した（すなわち、新生物の）ＣＩＳ、良性、もしくは悪性癌細
胞の任意のタイプを網羅するために使用される。上記癌細胞は、上記でまとめられるよう
に、発生中の任意のステージの癌に由来し得、従って、例えば、新生物細胞、ＣＩＳ細胞
、および／もしくは転移性癌細胞であり得る。上記癌細胞は、元は、任意のタイプの組織
（好ましくは、癌の定義（上皮細胞から発生するとして）と一致するような上皮組織）の
細胞であり得る。上記癌細胞は、上記の任意のタイプのものであり得る。それらタイプと
しては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：精巣の胚細胞腫瘍（ＴＧＣＴ）（
例えば、奇形腫、精上皮腫、胎生期癌、単一組織型奇形腫、絨毛癌、生殖腺芽細胞腫、管
内胚細胞新生物）；精巣の非胚細胞腫瘍（例えば、セルトリ細胞もしくはライディッヒ細
胞腫瘍）；および精巣の続発性腫瘍（例えば、リンパ腫、精巣の白血病性浸潤、および転
移性腫瘍）。
【００６１】
　好ましくは、本発明の方法は、精巣の胚細胞腫瘍（ＴＧＣＴ）を検出し、最も好ましく
は、初期ステージ（例えば、ＣＩＳステージ）においてこれらを検出する。従って、本発
明の目的は、精巣の胚細胞腫瘍を検出すること、および好ましくは、精巣から生じる上皮
内癌細胞（ＣＩＳ細胞）を検出することである。
【００６２】
　上記方法は、好ましくは、雄性哺乳動物に由来する射精液／精液サンプルに対して使用
される。
【００６３】
　従って、本発明の一局面は、本明細書で開示される方法による、上皮内癌（ＣＩＳ）の
検出に関する。また、ある局面は、精巣の続発性腫瘍（例えば、リンパ腫、精巣の白血病
性浸潤もしくは転移性腫瘍）の検出に関する。同様に、別の局面は、混合腫瘍、精上皮腫
、胎生期癌、奇形腫、絨毛癌もしくは管内胚細胞新生物（ＣＩＳ）の検出に関する。さら
なる局面は、精巣の非胚細胞腫瘍（例えば、セルトリ－ライディッヒ細胞腫瘍）の検出に
関する。
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【００６４】
　（停留精巣）
　停留精巣は、陰嚢に精巣の一方もしくは両方が存在しないことである。このことは、通
常、腹腔内位置から胎児発生の間に、鼠径管を通って、同側性の陰嚢へと精巣が移動でき
ないこと、または「降り」られなかったことを表す。月満ちて生まれてきた男児のうちの
約３％および早産の男児のうちの３０％が、少なくとも一方の停留精巣を伴って生まれて
きており、このことが、停留精巣を、男性外生殖器の最も一般的な先天的欠損症にしてい
る。しかし、大部分の精巣は、１歳まで（大部分は３ヶ月以内に）降りてくるので、停留
精巣の真の発生率は、全体で約１％になる。
【００６５】
　停留精巣は、精巣発育不全症候群の診断の下に入る健康上の影響のうちの１つである。
従って、本発明の一局面は、停留精巣と診断された任意の時点の個体における癌細胞（例
えば、ＣＩＳ細胞）の検出のための方法を提供することである。
【００６６】
　（尿道下裂）
　尿道下裂は、異常に配置された内尿道口（開口部）を伴う男性における、尿道の先天的
欠損症である。陰茎の亀頭の先端で開口している代わりに、下裂した尿道（ｈｙｐｏｓｐ
ａｄｉｃ　ｕｒｅｔｈｒａ）が、棒状部（ｓｈａｆｔ）の下側（腹側面）にそって先端か
ら、陰茎と、陰嚢もしくは会陰部との接合点へと延びるライン（尿道溝）に沿って、どこ
ででも開口している。尿道口は、症例の約５０～７５％において陰茎亀頭で開口する；こ
れらは、１度の尿道下裂として分類される。２度（尿道が棒状部で開口している場合）、
および３度（尿道が会陰部で開口している場合）は、それぞれ、症例の最大２０％および
３０％で起こる。より重度のものは、尿道索と関連するか、陰茎が会陰部から不完全にし
か分離していないか、または結合組織によって下側になおつながれているか、または降り
ていない精巣（停留精巣）と関連する可能性が高い。
【００６７】
　尿道下裂は、精巣発育不全症候群の診断の下に入る別の健康上の影響である。従って、
本発明の一局面は、尿道下裂と診断された任意の時点の個体における癌細胞（例えば、Ｃ
ＩＳ細胞）の検出のための方法を提供することである。
【００６８】
　（精液の質－低精子数）
　精液の質は、精液が受精を達成する能力の尺度である。従って、精液の質は、男性にお
ける受精能の尺度である。それは、重要な、精液における精子であり、よって、精液の質
は、精子の量および精子の質の両方を含む。低精子数／低い精液の質は、多くの異なる要
因（あるものは遺伝的であるし、あるものは環境的である）に起因し得る。無精子症、無
精液症、精子過少症および乏精子症は全て、精子の少なさもしくは無精子に関する診断で
あり、従って、本発明の１局面である。主に、男性における低受精能もしくは無受精能の
任意の診断は、いくつかの理由から、懸念材料であり、よって、本発明の一局面は、精子
数が低い、精液の質が低いもしくは悪い、低受精能もしくは不妊症と診断された任意の時
点の個体における癌細胞（例えば、ＣＩＳ細胞）の検出のための方法を提供することであ
る。さらに、精液の質が低いことは、精巣発育不全症候群の診断の下に入る健康上の影響
のうちの１つであり、このことは、本発明の一局面を、低受精能もしくは無受精能と診断
された男性由来の精液サンプルおよび／もしくは射精液において、癌細胞（例えば、ＣＩ
Ｓ細胞）を検出するための方法を提供することにしている。
【００６９】
　（マーカー）
　本発明は、精液サンプル／射精液サンプルにおけるＣＩＳ細胞の特異的かつ感度の高い
検出に関する。このことは、新規かつ驚くべきアプローチである。なぜなら、細胞質マー
カーもしくは細胞膜マーカーの使用は、以前、精液サンプル中でＣＩＳ細胞を他の非精子
細胞から識別するにあたって、正確性および／もしくは特異性が欠落していることに起因
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して、信頼性がないと見なされてきたからである。上記ＣＩＳ細胞は、精子とともに移動
し、尿生殖器系を通って、精巣の管から、表皮を通って、そして精管を介して射精管へ、
および最終的には、尿道へと精液の量が増え、これらは全て、上皮細胞で裏打ちされた組
織である。従って、最終的な射精液は、これら構造の裏打ちに由来する剥がれた細胞を一
貫して含む。これらはＣＩＳ細胞ではないが、それらの遺伝子発現パターンに起因して、
それにも拘わらず、ＣＩＳマーカーとして公知のマーカーの多くを発現する。例えば、Ａ
Ｐ－２γ、ＯＣＴ３／４を含む周知の核ＣＩＳマーカーの多くは、基底上皮、ならびに精
管、精巣上体、精嚢（貯精嚢）、および前立腺の結合組織を自己再生することにおいて見
いだされた。これらマーカーの存在は、以前は、精液サンプルにおいて偽陽性染色を生じ
た。対照的に、ある範囲の非核／細胞ゾルマーカーは、本調査（実施例を参照のこと）と
もに、精管に接続される組織において発現されることは見いだされず、従って、ＣＩＳに
対するより選択的なマーカーであることが分かった。本発明は、ＣＩＳの非核マーカーお
よび核マーカーの組み合わせを使用して、ＣＩＳ細胞の特異的検出および尿生殖路から発
生する偽陽性細胞の回避を生じる。
【００７０】
　本発明の目的は、雄性哺乳動物に由来する精液サンプルおよび／もしくは射精液サンプ
ル中で癌細胞を検出するための方法を提供することである。上記検出方法は、ＣＩＳのマ
ーカーとして使用され得る特定の遺伝子および／もしくはそれらの生成物を検出すること
に依存する。遺伝子および／もしくはそれらの生成物は、目的の遺伝子、ならびにその任
意の対立遺伝子および／もしくは変異体、ならびにそれらの転写生成物および考えられる
その後の翻訳生成物（プレｍＲＮＡ、ｈｎＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｓｍＲＮＡ、任意のアンチ
センスもしくは調節ＲＮＡ（例えば、ｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｐｉＲＮＡ、およびさら
にｓｍＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡが挙げられるが、これらに限定されな
い）、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、改変（例えば、翻訳後修飾）されたタンパ
ク質、ペプチドおよび／もしくはポリペプチド、あるいは上記目的の遺伝子および／もし
くはそれらの対立遺伝子および／もしくは変異体によってコードされるタンパク質および
／またはポリペプチドのフラグメントが挙げられるが、これらに限定されない）の存在の
検出を意味する。
【００７１】
　本発明の一局面は、癌細胞の検出のための少なくとも１種のマーカー（好ましくは、癌
細胞の検出のための少なくとも２種のマーカー）の使用に関する。従って、任意の数のマ
ーカー（例えば、１種、２種、３種、４種、５種、６種、７種、８種、９種、１０種以上
のマーカー）が、精液サンプルおよび／もしくは射精液サンプル中で癌細胞を検出するた
めに組み合わせて使用され得る。好ましくは、１種のマーカーが単独で、または２種もし
くは３種のマーカーが、精液サンプルおよび／もしくは射精液サンプル中で癌細胞を検出
するために組み合わせて使用される。最も好ましくは、２種のマーカーが、精液サンプル
および／もしくは射精液サンプル中で癌細胞を検出するために組み合わせて使用される。
【００７２】
　本発明のさらなる局面は、癌細胞を検出するために使用されるマーカーの細胞下位置に
関する。哺乳動物の細胞は、代表的な真核生物細胞であり、細胞膜内に核および細胞質を
含み、細胞質は、核を囲んでいる。細胞質内には、オルガネラおよび核以外の構造が見い
だされ得る；これらとしては、以下が挙げられる：小胞体（粗面および滑面）、ゴルジ装
置、ミトコンドリア、小胞、液胞、中心小体、細胞骨格、ペルオキシソームおよびリソソ
ーム、および核内には：核小体、および染色体。さらに、リボソームおよび他の非常に大
きな複合体は、顕微鏡、ならびに当業者に公知の染色および他の方法によって同定され得
る。好ましくは、本発明のマーカーは、上記癌細胞の核、細胞質および／もしくはミトコ
ンドリアに位置し／検出され得る。
【００７３】
　本発明の目的は、少なくとも１種の、および好ましくは、異なる細胞下位置を有する２
種以上のマーカーを使用することによって、癌細胞を検出するための方法を提供すること
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である。従って、上記マーカーは、上述のオルガネラおよび／もしくは構造のうちのいず
れかに結合し得るか、またはその中に、その上に、もしくはその周りに見いだされ得る。
上記マーカーは、同時に位置し得る。すなわち、上記マーカーは、同じ細胞下区画に位置
してもよいし、異なる細胞下区画に位置してもよい。好ましい実施形態において、上記少
なくとも２種の異なるマーカーは、異なる細胞下区画に位置する。好ましくは、上記少な
くとも２種のマーカーは、核に位置するか、または位置しない（これによって、例えば、
細胞質を意味する）。従って、好ましくは、一方のマーカーは、核に位置し、他方のマー
カーは、他のどこかに位置する。核でない位置は、好ましくは、細胞質である。
【００７４】
　目的の遺伝子、よって、本発明に関連するタンパク質などとしては、癌（好ましくは、
精巣の癌）に関して示差的にもしくはもっぱら発現される任意の遺伝子および／もしくは
タンパク質が挙げられるが、これらに限定されない。示差的に発現されるとは、上記癌細
胞において、癌でないおよび／もしくは変化していない細胞（好ましくは、同じ起源（例
えば、組織もしくは細胞タイプ）の細胞）において観察されるレベルより高いもしくは低
い発現のレベルを意味する。このような遺伝子および／もしくはタンパク質としては、例
えば、ｃＤＮＡマイクロアレイ分析を使用して検出される８９５個の遺伝子（これらは、
コントロールサンプル中より、ヒト胚性幹（ＥＳ）細胞および胚性癌細胞株において顕著
に高いレベルで発現される）が挙げられるが、これらに限定されない。これら８９５個の
遺伝子は、多能性非分化表現型の維持（新生物発生およびＣＩＳをもたらし得る現象）に
おける関与についての候補である。これら遺伝子は、Ｓｐｒｅｇｅｒら；「Ｇｅｎｅ　ｅ
ｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｓｔ
ｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｈｕｍａｎ　ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｇｅｒｍ　ｃｅｌｌ
　ｔｕｍｏｒｓ」，（ＰＮＡＳ，１００：１３３５０－１３３５５，２００３）において
見いだされるはずであり、これによって、全て本明細書に参考として援用される。Ａｌｍ
ｓｔｒｕｐら　２００７においてＣＩＳマーカーとして同定された同様の遺伝子／タンパ
ク質は、全て本明細書に参考として援用される。精巣上皮内癌およびそこから由来した癌
のマーカーであることが見いだされた、ＷＯ２００５／１０３７０３に同定された生体マ
ーカー（本願の表１を参照のこと）が、特に関連する。上記生体マーカーは、発現プロフ
ィール（例えば、マイクロアレイ）において有用であることが見いだされ、全て本明細書
に参考として援用される。
【００７５】
　以下に概説される手順のうちのいずらかによって、本発明に従う検出に有用な好ましい
細胞質マーカーおよび核マーカーの列挙は、以下の表１に与えられ、最も好ましいマーカ
ー遺伝子／タンパク質の列挙は、以下の表２に与えられる。
【００７６】
　核に位置するＣＩＳの好ましいマーカーは、ＴＦＡＰ２Ｃ、ＰＯＵ５Ｆ１、ＮＡＮＯＧ
、ＳＯＸ２、ＳＯＸ１５、ＳＯＸ１７、Ｅ２Ｆ１、ＩＦＩ１６、ＴＥＡＤ４、ＴＬＥ１、
ＴＡＴＤＮ２、ＮＦＩＢ、ＬＭＯ２、ＭＥＣＰ２、ＨＨＥＸ、ＸＢＰ１、ＲＲＳ１、ＭＹ
ＣＮ、ＥＴＶ４、ＥＴＶ５、ＭＹＣＬ１、ＨＩＳＴ１Ｈ１Ｃ、ＷＤＨＤ１、ＲＣＣ２、Ｔ
Ｐ５３、およびＭＤＣ１が挙げられるが、これらに限定されない。精液サンプル／射精液
サンプル中のＣＩＳの検出のために、本発明に従う方法において使用するための最も好ま
しい核マーカーは、以下である：ＴＦＡＰ２Ｃ、ＰＯＵ５Ｆ１、ＮＡＮＯＧおよびＴＰ５
３。精液サンプル／射精液サンプル中のＣＩＳ／癌細胞の検出のために使用される少なく
とも１種のマーカーが、上記のマーカーのうちの少なくとも一方を含むことは、本発明の
一局面である。別の局面において、上記マーカーのうちの少なくとも２種のマーカーが、
精液サンプルにおけるＣＩＳ細胞の検出のために、同時位置づけによって、使用される。
【００７７】
　核に位置しないＣＩＳの好ましいマーカーとしては、ＡＬＰＰＬ２、ＡＬＰＬ、ＤＰＰ
Ａ４、ＴＣＬ１Ａ、ＣＤＨ１、ＧＬＤＣ、ＴＣＬ１Ａ、ＤＰＰＡ４、ＣＤＫ５、ＣＤ１４
、ＦＧＤ１、ＮＥＵＲＬ、ＨＬＡ－ＤＯＡ、ＤＹＳＦ、ＭＴＨＦＤ１、ＥＮＡＨ、ＺＤＨ
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ＨＣ９、ＮＭＥ１、ＳＤＣＢＰ、ＳＬＣ２５Ａ１６、ＡＴＰ６ＡＰ２、ＰＯＤＸＬ、ＰＤ
Ｋ４、ＰＣＤＨ８、ＲＡＢ１５、ＥＶＩ２Ｂ、ＬＲＰ４、Ｂ４ＧＡＬＴ４、ＣＨＳＴ２、
ＦＣＧＲ３Ａ、ＣＤ５３、ＣＤ３８、ＰＩＧＬ、ＣＫＭＴ１Ｂ、ＲＡＢ３Ｂ、ＮＲＣＡＭ
、ＫＩＴ、ＡＬＫ２、ＰＤＰＮ、ＨＲＡＳＬＳ３、およびＴＲＡ－１－６０が挙げられる
が、これらに限定されない。精液サンプル／射精液サンプル中のＣＩＳの検出のために本
発明に従う方法において使用するための最も好ましい非核マーカーは、ＡＬＰＰＬ２、Ａ
ＬＰＬ、ＫＩＴおよびＰＤＰＮである。本発明の一局面は、精液サンプル／射精液サンプ
ル中のＣＩＳ／癌細胞の検出のために使用される少なくとも１種のマーカーは、上記のマ
ーカーのうちの少なくとも１種を含むことである。別の局面において、上記で言及したマ
ーカーのうちの少なくとも２種のマーカーは、精液サンプル中のＣＩＳ細胞の検出のため
に、同時に位置づけることによって使用される。
【００７８】
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【００７９】



(17) JP 2012-506029 A 2012.3.8

10

20

30

40

【表１－２】

【００８０】
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【００８１】
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【表２】

　上記のように、本発明の一実施形態は、少なくとも１個の癌細胞／ＣＩＳ細胞内の異な
る区画に位置する２種以上のマーカーの使用に関する。これら区画は、好ましくは、核区
画および非核区画である。従って、異なる区画に位置するマーカーの組み合わせの非限定
的であるが好ましい例に含まれる本明細書のマーカーとしては、以下が挙げられる：以下
の非核マーカー：ＡＬＰＰＬ２、ＡＬＰＬ、ＫＩＴおよび／もしくはＰＤＰＮのうちの少
なくとも１種と組み合わせて使用される核マーカーＴＦＡＰ２Ｃ；同様に、以下の非核マ
ーカー：ＡＬＰＰＬ２、ＡＬＰＬ、ＫＩＴおよびＰＤＰＮのうちのいずれかと組み合わせ
て使用されるＰＯＵ５Ｆ１（核マーカー）；同様に、以下の非核マーカー：ＡＬＰＰＬ２
、ＡＬＰＬ、ＫＩＴおよび／もしくはＰＤＰＮのうちの少なくとも１種／いずれかと組み
合わせて使用される核マーカーＮＡＮＯＧ；ならびにＴＰ５３（核マーカー）はまた、好
ましくは、以下の非核マーカー：ＡＬＰＰＬ２、ＡＬＰＬ、ＫＩＴおよび／もしくはＰＤ
ＰＮのうちのいずれかと組み合わせて使用される。例えば、非核マーカーＡＬＰＰＬ２を
、以下の核マーカー：ＴＦＡＰ２Ｃ、ＰＯＵ５Ｆ１、ＮＡＮＯＧおよび／もしくはＴＰ５
３のうちの少なくとも１種／いずれかと組み合わせて使用する、逆の組み合わせもまた、
明らかに好ましい。最も好ましくは、ＴＦＡＰ２Ｃは、ＡＬＰＰＬ２と組み合わせて使用
される。
【００８２】
　非核／細胞ゾルマーカー（例えば、ＡＬＰＰＬ２）および核マーカー（例えば、ＴＦＡ
Ｐ２Ｃ）の両方を使用する利点は、細胞ゾルおよび核から来るシグナルの同時位置づけで
ある。このことは、ＣＩＳマーカーの検出のためにサンプルを分析することから、偽陽性
読み取りのリスクを多いに軽減する。
【００８３】
　上記核ＣＩＳマーカーは、射精されるまで精細管にそれらのインサイチュの位置から保
持される一方で、上記細胞質マーカーはときおり、この移動の間に分解される。しかし、
上記核マーカーは、本明細書で示されるように、尿生殖路の上皮においても発現され、と
きおり、浸潤性リンパ球によっても発現され、このことは、単一核染色に基づいた場合、
偽陽性細胞を生じ得る。さらに、単一の染色手順に関する分析は、常に、陽性染色を与え
る人工品を取り扱わなければならない。しかし、強力な核マーカーと、細胞ゾルマーカー
との組み合わせを使用すると、上記アッセイの特異性が顕著に増強される。
【００８４】
　（試験されるべき個体）
　癌細胞（特に、精液サンプルおよび／もしくは射精液サンプル中のＣＩＳ細胞）を検出
するための方法は、任意の哺乳動物男性に由来する精液サンプル／射精液サンプルに対し
て使用され得る。好ましくは、上記方法は、ヒト男性由来の射精された精液サンプルに対
して行われる。
【００８５】
　精巣癌は、若年男性において最も一般的な癌であり、従って、本明細書で開示される非
侵襲性の方法によって、全ての若年性男性をスクリーニングすることは、重要である。従
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って、本発明の一局面は、上記男性に由来する精液サンプルおよび／もしくは射精液サン
プル中で少なくとも１種、好ましくは、２種のマーカーの検出によって、精巣癌（すなわ
ち、ＣＩＳ）について全ての男性（特に、より若年の男性）をスクリーニングことである
。さらに、精巣発育不全症候群ならびに／またはこれに関連する疾患および／もしくは障
害のうちのいずれかと診断された任意の男性をスクリーニングすることに関する。このこ
とは、低受精能／低精子数を有するかまたはそのように診断されたことがある男性、尿道
下裂、停留精巣および精巣癌と以前に診断された男性を含む。本明細書で記載される方法
はまた、例えば、精巣癌についての処置の効力を追跡し、上記処置を中止した後の個体の
健康状態をモニターして、上記癌の再発（ｒｅｌａｐｓｅ）／再発（ｒｅｏｃｃｕｒｒｅ
ｎｃｅ）を抑える手段として使用され得る。
【００８６】
　ＣＩＳおよび関連障害のマーカーの存在について分析されるべきサンプルは、リスク群
の中で行われるべきであると優先順位を付けられ得るか、または男性（好ましくは、より
若年の男性、すなわち、精巣癌の通常の開始年齢の前）におけるスクリーニング方法とし
て使用され得る。上記男性としては、以下の群が挙げられるが、これらに限定されない：
　・男性（ヒト男性）
　・より若年の男性（すなわち、精巣癌の通常の開始年齢の前）
　・生殖年齢の男性（ここで上記生殖年齢は、思春期（性的成熟）後の年齢群を含む）
　・処置前および処置後に他の手段によって判明した精巣癌を有する男性
　・停留精巣もしくは尿道下裂の先天的な病歴を有する男性
　・超音波検査によって疑わしい微石症パターンを示す男性
　・受精能に問題を有する男性。
【００８７】
　ＣＩＳの存在についてスクリーニングされるべきより若年の男性は、５～５０歳（例え
ば、５～１０、例えば、１０～１５歳、例えば、１５～２０歳、例えば、２０～２５歳、
例えば、２５～３０歳、例えば、３０～３５歳、例えば、３５～４０歳、例えば、４０～
４５歳、例えば、４５～５０歳）の年齢範囲にあり得る。好ましくは、上記より若年の男
性は、５～４０歳（例えば、１０～３５歳、例えば、１５～３５歳、例えば、１５～３０
歳、もしくは例えば、１５～２５歳）の年齢範囲にある。
【００８８】
　スクリーニングは、生殖年齢にある全ての男性に関連し、上記生殖年齢は、思春期後の
年齢であり、よって、本発明の一局面は、生殖年齢にある男性の精液サンプル／射精液サ
ンプル中のＣＩＳ細胞の存在を検出することである。
【００８９】
　本発明の一局面は、利用可能であり得る任意の精液もしくは射精液サンプルに対する本
明細書で開示される方法の使用に関する。例えば、不妊症の問題を有する男性は、通常、
精子の質を試験するために、精液サンプルが調べられる；上記サンプルはまた、ＣＩＳに
ついてスクリーニングするために使用され得る。同様に、任意の拡大された健康状態の調
査は、精巣癌についてのスクリーニングを含み得る；例えば、これは、全ての男性に対し
て行われ得、考えられる兵役／徴兵のために報告する。
【００９０】
　（サンプルの採取および取り扱い）
　上記試験されるべきサンプルは、いくつかの方法のうちの１つ以上によって集められ得
る。サンプル回収の主な方法は、自慰行為からか、または前立腺を機械的に刺激すること
によって、または射精を機械的に刺激する他の手段によって射精液を集める。別の方法は
、シリンジでの吸引（ｅｘｐｉｒａｔｉｏｎ）により精巣から直接精液を回収することで
ある。あるいは、上記サンプルは、性交後に集められ得る。本発明の方法はまた、分析前
に保存された（例えば、凍結されたか、もしくは別の方法で保存された）精液サンプルに
対して行われ得る。
【００９１】
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　好ましくは、上記精液サンプル／射精液は、所定の禁欲期間後に出される。ここで上記
禁欲期間は、以前の射精からの一定期間として理解される。上記禁欲期間は変動し得るが
、所定の範囲の日数が最適である。本発明の一実施形態において、上記射精液を回収する
前の禁欲期間は、１～１０日間であり、例えば、１～２日間、例えば、２～３日間、例え
ば、３～４日間、例えば、４～５日間、例えば、５～６日間、例えば、６～７日間、例え
ば、７～８日間、例えば、８～９日間、例えば、９～１０日間である。本発明の別の実施
形態において、上記射精液を回収する前の禁欲期間は、少なくとも１日間、例えば、２日
間、例えば、３日間、例えば、４日間、例えば、５日間、例えば、６日間、例えば、７日
間、例えば、８日間、例えば、９日間、例えば、１０日間である。
【００９２】
　本発明の一実施形態において、上記禁欲期間は、１０日間を超えない。なぜなら、これ
は、上記サンプルの質を落とすからである。
【００９３】
　本発明のさらなる実施形態において、精巣に由来する新生物細胞／ＣＩＳ細胞の放出は
、上記射精液サンプル／精液サンプルを集める前に刺激され得る。上記精巣の刺激として
は、超音波、精巣もしくは前立腺のマッサージ、反復される射精もしくは薬物（例えば、
コルヒチンもしくはバイアグラが挙げられるが、これらに限定されない）が挙げられ得る
。
【００９４】
　ヒト男性についての平均射精液容積は、約２ｍｌ～５ｍｌである。本発明の一実施形態
において、射精液全容積は、分析のために使用される。これは、ＣＩＳマーカーを発現す
る細胞を有するサンプルを得る確率を増大させる。別の実施形態において、全容積のサブ
セットは、１０～９０％（例えば、１０～２０％、例えば、２０～３０％、例えば、３０
～４０％、例えば、４０～５０％、例えば、５０～６０％、例えば、６０～７０％、例え
ば、７０～８０％、例えば、８０～９０％）の範囲で使用される。従って、本発明に従う
検出のために使用される上記容積は、射精液サンプルのデフォルト容積または標準化され
た溶液（例えば、５ｍｌ、４．７５ｍｌ、４．５ｍｌ、４．２５ｍｌ、４．０ｍｌ、３．
７５ｍｌ、３．５ｍｌ、３．２５ｍｌ、３．０ｍｌ、２．７５ｍｌ、２．５ｍｌ、２．２
５ｍｌ、もしくは２．０ｍｌ）のデフォルト容積であり得る。上記容積は、上記サンプル
の一部を除去することによって調節され得るか、または当業者に公知である場合に、等張
性の液体を添加することによって調節され得る。さらなる実施形態において、上記精子は
、分析前に除去され、精液および任意のＣＩＳ、ならびに他の剥がれた細胞を上記分析さ
れるべきサンプル中に残す。同様に、精子以外の細胞は、種々の手段（すなわち、勾配遠
心分離もしくは免疫沈降）によって濃縮され得る。
【００９５】
　（サンプル調製）
　上記サンプルは、ラベルが貼られた容器中に集められ得るか、またはラベルが貼られた
容器に入れられる。上記容器のラベルは、特有の識別番号を含み得、上記ラベルの一部は
、スライドへと貼り替えられ得る。
【００９６】
　上記サンプルは、上記サンプルの保存および上記サンプル中のシグナル／マーカーの量
の保存を補助する安定化剤を含み得る容器に集められる。安定化剤としては、ｐＨ緩衝化
剤、プロテアーゼインヒビター、ＲＮａｓｅインヒビター、固定剤および当業者に公知の
他の化合物／成分が挙げられるが、これらに限定されない。
【００９７】
　集められたサンプルは、適切な温度において収集場所で保存されてもよいし、調製のた
めに現地の実験室もしくは外部の実験室に輸送されてもよい。
【００９８】
　上記サンプルは、上記サンプル中に存在する任意の新生物細胞／ＣＩＳ細胞から最適な
シグナルを得るために、異なる方法で加工処理され得る。上記サンプルを加工処理する工
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程としては、以下が挙げられ得るが、これらに限定されない；濾過、沈殿、免疫沈降、フ
ローソーティング、分解（ｌｙｚｉｎｇ）、遠心分離、冷却、凍結、加熱もしくは当業者
に公知の任意の他の方法。好ましくは、上記サンプルは、潜在的なＣＩＳ細胞の最適な検
出を可能にするように処理される。これは、例えば、上記サンプルの細胞がインタクトな
まま残り、かつ可能な限りそれらの本来の形態のままであることを可能にする様式で、上
記サンプルを処理することにとって行われる。さらに、選択された分析方法に依存して、
その詳細については以下を参照し、上記サンプルは、上記分析に合うように調製される。
【００９９】
　（サンプルの分析）
　上記サンプルを、種々の分析を使用して、ＣＩＳもしくは関連障害の検出のために、マ
ーカーの存在について分析され得る。これら分析は、ｍＲＮＡ転写物および／もしくはタ
ンパク質を検出するための方法を含み、上記方法としては、イムノアッセイ、免疫染色、
免疫蛍光、免疫組織化学（ＩＨＣ）、直接ＩＨＣ、間接ＩＨＣ、免疫細胞化学、インサイ
チュハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）、蛍光ＩＳＨ（ＦＩＳＨ）、ＦＩＳＨ　Ｉｎ　Ｓ
ｕｓｐｅｎｓｉｏｎ（ＦＩＳＨ－ＩＳＴＭ）、ウェスタンブロット、フローサイトメトリ
ー、ＦＡＣＳ（蛍光活性化セルソーティング）、ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ、Ｔｕｒｔｌｅ
　Ｐｒｏｂｅｓ、標的刺激（ｔａｒｇｅｔ　ｐｒｉｍｅｄ）ローリングサークルＰＲＩＮ
Ｓ、Ｌｕｍｉｎｅｘアッセイ、ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）、ｑＲＴ－ＰＣＲ（定量
的逆転写酵素ＰＣＲもしくは「リアルタイムＰＣＲ」）、ネステッドＰＣＲ、質量分析、
ＥＬＩＳＡ（酵素結合イムノソルベントアッセイ；もしくは酵素イムノアッセイＥＩＡ）
、間接ＥＬＩＳＡ、サンドイッチＥＬＩＳＡ、競合的ＥＬＩＳＡ、ローリングサークル複
製（もしくはローリングサークル増幅）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、磁性式イム
ノアッセイ（ＭＩＡ）、ラテラルフロー試験（もしくはラテラルフローイムノクロマトグ
ラフィーアッセイ）、濁度測定、補体固定試験、ＤＮＡマイクロアレイ、タンパク質マイ
クロアレイ、ノーザンブロット、ドットブロットおよび酵素活性が挙げられるが、これら
に限定されない。従って、本発明の目的は、本明細書で開示されるかもしくは言及される
マーカーのいずれかを検出するための任意の方法が、精液サンプル／射精液サンプルにお
けるＣＩＳ細胞を検出するために使用され得ることである。
【０１００】
　一実施形態において、上記集められたサンプルの細胞は、遠心分離もしくは他の手段（
例えば、塗抹）によって、顕微鏡用スライド上に固定され得る。一実施形態において、サ
イトスピン技術（Ｓｈａｎｄｏｎ　ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）が使用され、上記サンプルは
、本明細書中以降、精液サイトスピンといわれる。上記精液サイトスピンは、その後、通
常の顕微鏡用スライドとして扱われる。
【０１０１】
　好ましい実施形態において、上記分析は、上記少なくとも２種のマーカーを検出するた
めに上記サンプルを免疫染色することを包含する。上記染色は、１工程で同時に行われて
もよいし、２つ以上のその後の染色手順で行われ得る。第１の工程は、上記サンプルにお
いて、非核マーカー／細胞質マーカーもしくは核マーカーについて染色する工程を含む。
第２の工程は、「反対の」マーカー（すなわち、第１のマーカーが細胞質マーカー／非核
マーカーであれば、核マーカーを染色。逆もまた同様）を染色する工程を含む。上記サン
プルは、精液サイトスピンであり得る。精液サンプル／射精液サンプルにおいて、本明細
書で開示されるかもしくは言及されるマーカーのうちのいずれかに対して特異的な抗体の
使用は、全ての以前刊行された結果と対照的である（ここでこの方法は、実現不可能であ
ると判明した）。所定のマーカーに対して特異的な抗体は、単独でもしくは組み合わせて
使用され得る。抗体の組み合わせは、例えば、同じマーカー上の特異的エピトープかつ最
も頻繁に異なるエピトープに対して指向される２種以上の抗体の組み合わせである。例え
ば、図８を参照のこと。ここでＡＰ－２γのＣ末端およびＮ末端それぞれに対して指向さ
れる抗体の組み合わせによる染色は、Ｃ末端に対する抗体単独よりも改善され、より強い
染色を与える。上記染色をスコア付けする際に、上記染色タイプと、上記染色／上記細胞
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の形態との間の相関が重要である：核の形状の核染色は、核として直ぐに同定可能ではな
い形態の核染色より高いスコアが与えられる。同じことが、上記染色が、免疫化学、酵素
アッセイもしくは他によって得られようと、細胞質タンパク質もしくは他の形態的に特異
的なマーカーの染色について示される。
【０１０２】
　好ましい実施形態において、精液サンプルは回収され、精液サイトスピンへと加工処理
され、少なくとも１種、および好ましくは、上記のもしくは言及したマーカーのうちのい
ずれか１種に対して各々特異的な２種以上の抗体を使用して免疫（細胞）染色することに
よって、分析に供される。好ましくは、上記マーカーは、表１に列挙されるマーカーのう
ちの少なくとも１種であり、より好ましくは、上記少なくとも１種のマーカーは、表２に
列挙されるマーカーである。最も好ましくは、は、２種のマーカーは、免疫染色を使用す
るために検出されることが求められる。一方のマーカーは、核の位置でのマーカーであり
、他方は、非核の位置でのマーカーである。さらに、以下の核マーカーのうちのいずれか
は、サイトスピンもしくは他の調製された精液サンプル中のＣＩＳの検出のために使用さ
れることが好ましい：ＴＦＡＰ２Ｃ、ＰＯＵ５Ｆ１、ＮＡＮＯＧおよびＴＰ５３。同様に
、以下の非核マーカーのうちのいずれかが、サイトスピンもしくは他の調製された精液サ
ンプル中のＣＩＳの検出のために使用されることが好ましい：ＡＬＰＰＬ２、ＡＬＰＬ、
ＫＩＴおよびＰＤＰＮ。本発明の目的が、核マーカーに対して特異的な２種以上の抗体お
よび／もしくは同じマーカーもしくは空間的に別個のマーカーに対する酵素アッセイが、
同時に、別個におよび／もしくは連続して使用され得ることもまた、結果として起こる。
【０１０３】
　本発明の目的は、酵素アッセイの使用によって、少なくとも１種のマーカー（例えば、
ＡＬＰＰ／ＡＬＰＰＬ２が挙げられるが、これらに限定されない）の検出によって、精液
サンプル／射精液サンプル中の癌細胞の検出に関する。従って、一実施形態は、ＡＬＰＰ
／ＡＬＰＰＬ２のアルカリホスファターゼ活性を測定することによって、ＡＬＰＰ／ＡＬ
ＰＰＬ２の直接アッセイに関する。このアッセイは、ＢＣＩＰ（５－ブロモ－４－クロロ
－３－インドリルホスフェート；ＰＬＡＰ基質）およびＮＢＴ（ニトロブルーテトラゾリ
ウムクロリド；酸化剤）（これは、顕微鏡で可視化され得る青色の沈殿物に変換される）
の使用を含むが、これらに限定されない。必要に応じて、キール染色（ｋｉｅｌ　ｓｔａ
ｉｎｉｎｇ）およびレバミゾール（内因性ホスファターゼのインヒビター）も、使用され
得る。好ましくは、上記酵素活性は、固定されていない材料（例えば、精液サイトスピン
）に対して行われる。この方法は、ＰＬＡＰを染色する抗体と、他の本明細書で開示され
るマーカーのうちのいずれかを組み合わせて使用され得る。
【０１０４】
　好ましい実施形態において、ＴＦＡＰ２Ｃは、免疫染色によって検出され、ＡＬＰＰ／
ＡＬＰＰＬ２は、酵素アッセイによって、好ましくは、上記の酵素アッセイによって検出
される。
【０１０５】
　上記染色された精液サイトスピンは、異なる方法で分析され得るが、１つの好ましい実
施形態において、これは、自動化顕微鏡スキャンおよびその後の自動化画像分析によって
行われる。あるいは、その結果は、例えば、色の深さ／強度／位置パターンもしくは当業
者に公知の他のパラメーターを示すスコアリングボードとの比較によって、手動顕微鏡に
よってスコア付けされ得る。
【０１０６】
　一実施形態において、自動化スライドスキャナーは、スライドをスキャンし、その画像
が、コンピューターシステムに保存される。次いで、上記画像は、上記精液サイトスピン
中の癌細胞／ＣＩＳ細胞を同定するように設計されたアルゴリズムによって分析される。
【０１０７】
　（図面の詳細な説明）
図１　ヒト男性の生殖器系。射精の間の精巣からのｔｈｅ　ｒｏｕｔｅ　ｃｅｌｌを示す
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男性生殖器系の模式図。細胞を射精液に与える主要な腺は、精巣上体、精嚢、および前立
腺である。
図２　精巣発育不全症候群（ＴＤＳ）、その原因および結果。精巣発育不全症候群の要素
と臨床的発現との間の病理的関係の模式図（Ｓｋａｋｋｅｂaｋら　２００１から改作）
。男性生殖器の健康状態における有害な状態は、共通の起源にそれらの根本がある；胎児
精巣の発生の間の特定のエラー。この障害のあつまりは、精巣発育不全症候群（ＴＤＳ）
といわれる。
図３　ＣＩＳマーカーの発現および尿生殖路由来の上皮における活性の免疫組織化学調査
および酵素活性調査：尿生殖器組織における選択されたマーカーの免疫組織化学染色。Ａ
－Ｔ：パラフィン切片。Ｕ－Ｙ：凍結切片。Ａ－Ｄ：ＡＰ－２γ　ＩＨＣ。Ａ：精巣上体
。Ｂ：前立腺。Ｃ：精嚢。Ｄ：精細管（ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ　ｔｕｂｕｌｅｓ）（マイ
ヤーのヘマトキシリンで対比染色）。Ｅ－Ｆ：ＡＰ－２γ　ＩＳＨ（挿入図：センスコン
トロール）。Ｅ：精巣上体。Ｆ：前立腺。Ｇ－Ｊ：ＯＣＴ３／４　ＩＨＣ。Ｇ：精巣上体
。Ｈ：前立腺。Ｉ：精嚢。Ｊ：精細管（ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ　ｔｕｂｕｌｅｓ）（マイ
ヤーのヘマトキシリンで対比染色）。Ｋ－Ｌ：ＯＣＴ３／４　ＩＳＨ（挿入図は、センス
コントロール）。Ｋ：精巣上体。Ｌ：前立腺。Ｍ－Ｐ：ＮＡＮＯＧ　ＩＨＣ。Ｍ：精巣上
体。Ｎ：前立腺。Ｏ：精嚢。Ｐ：精細管（ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ　ｔｕｂｕｌｅｓ）（マ
イヤーのヘマトキシリンで対比染色）。Ｑ－Ｒ：ＮＡＮＯＧ　ＩＳＨ（挿入図は、センス
コントロール）。Ｑ：精巣上体。Ｒ：前立腺。Ｓ：ＰＬＡＰ　ＩＨＣ　精巣上体。Ｔ：Ａ
ＧＧＲＵＳ（ポドプラニン）　ＩＨＣ　前立腺。Ｕ：アルカリホスファターゼ　ＨＣ（青
色）およびＡＰ－２γ　ＩＨＣ（赤色）について染色した精巣上体。Ｖ：アルカリホスフ
ァターゼ　ＨＣ（青色）およびＯＣＴ３／４　ＩＨＣ（赤色）について染色した前立腺。
Ｘ：アルカリホスファターゼ　ＨＣ（青色）およびＯＣＴ３／４　ＩＨＣ（赤色）につい
て染色した精嚢。Ｙ：ＣＩＳをアルカリホスファターゼ　ＨＣ（青色）について染色した
精細管（ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ　ｔｕｂｕｌｅｓ）。ＨＣ：組織化学、ＩＨＣ：免疫組織
化学、ＩＳＨ：インサイチュハイブリダイゼーション。結果を、表３で概説し、実施例１
でさらに説明する。
図４　尿生殖器組織における選択されたＣＩＳマーカーのＲＴ－ＰＣＲ。４つの異なる精
巣上体（Ｅ１－Ｅ４）、３つの前立腺（Ｐ１－Ｐ３）、２つの精嚢（Ｓ１およびＳ２）、
胚性幹細胞（ＥＳＣ）、セルトリ細胞のみ（ＳＣＯ）、および正常精子形成（ＮＳ）にお
ける多能性関連転写因子のｍＲＮＡ発現を示すＲＴ－ＰＣＲ。精巣上体由来のサンプルを
、頭部（ｈＥ）、体部（ｂＥ）、および尾部（ｔＥ）に分離する。
図５　アルカリホスファターゼ活性およびＡＰ－２γ免疫組織化学の両方を使用した、精
液サンプル中のＣＩＳ細胞の染色。上のパネルは、青色および赤色両方を示す一方で、真
ん中は、赤色（常に核にある）を示し、下のパネルは、青色（主に細胞質にある）を示す
。画像Ａは、疑いなくＣＩＳ細胞である、青色染色した細胞質および赤い核を有する２個
の細胞を示す。しかし、スライドに固定された核および細胞質の空間的配置はまた、図５
Ｂ、Ｄ、ＧおよびＨに図示されるように、核の上に細胞質とともに配置され得る。本発明
者らはまた、使用した上記２種のマーカーのいずれかについて陽性であった細胞を観察し
た。図５Ｃは、図５ＥにおいてＡＰ－２γのみでの染色を示し、Ｆは、アルカリホスファ
ターゼについてのみ陽性である細胞が示される（ｐ２８　ｌ１９～２０がよく分かりませ
んでした）。
図６　ＣＩＳ細胞の後の診断が、精巣生検において確認された、不妊症男性に由来する射
精液中で見いだされた代表的細胞。この図は、白黒で示される：記号「赤色」は、核のＡ
Ｐ－２γ染色であり、「青色」は、アルカリホスファターゼ活性である。「オリジナル」
は、２種の染色「赤色」および「青色」の重ね合わせである。
図７　不妊症男性から採取された精巣生検におけるＰＬＡＰについての免疫組織化学染色
（４つのうち４つが、陽性の精液サイトスピン）。上記サイトスピンは、ＣＩＳ細胞が各
サイトスピンにおいて見いだされるという点で陽性であった。Ａ）大きな全体像。Ｂ）高
解像度。
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図８　Ｃ末端単独（図に示される）もしくはＮ末端（示されない）に対する抗体と比較し
て、ＡＰ－２γタンパク質の異なる部分（Ｃ末端およびＮ末端）に対して指向される抗体
の組み合わせを使用した場合に、改善した染色強度を示すＴＣａｍ－２コントロール細胞
の免疫染色。
【実施例】
【０１０８】
　（実施例１）
　ヒト精液中のＣＩＳに関する非侵襲性試験を行うための方法を提供するために、本発明
者らは、精巣上体、前立腺および精嚢に対して、ＡＬＰＰ／ＡＬＰＰＬ２、ＰＯＵ５Ｆ１
、ＴＦＡＰ２Ｃ、ＮＡＮＯＧ、ＫＩＴおよびＭＡＧＥ－Ａ４に対する抗体を用いて、免疫
組織化学分析を行った。
【０１０９】
　以下において、本発明者らの所見が示される：胎盤様アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ
Ｐ／ＡＬＰＰＬ２）の組織化学（酵素）的検出およびＡｐ－２γ（ＴＦＡＰ２Ｃ）の免疫
細胞化学的検出に基づく、精液サンプル中のＣＩＳについての細胞化学的調査についての
二重染色。
【０１１０】
　（材料および方法）
　（組織サンプル）
　デンマークの医学研究倫理についての地方委員会が、このプロジェクトのためにヒト組
織サンプルの使用を承認した。サンプルは、病理部（Ｒｉｇｓｈｏｓｐｉｔａｌｅｔ）の
アーカイブの精巣上体、前立腺および貯精嚢、ならびに大学の成長および生殖部門（Ｒｉ
ｇｓｈｏｓｐｉｔａｌｅｔ）のアーカイブの悪性精巣材料を含んだ。さらなる材料および
新鮮な材料を、前立腺癌および精巣癌手術後の組織の余剰物から得た。
【０１１１】
　（免疫組織化学（ＩＨＣ））
　精巣上体、前立腺および貯精嚢に由来する組織サンプルを、緩衝化ホルマリンもしくは
４％　パラホルムアルデヒド　ＰＦＡ中、４℃で一晩固定した；アーカイブからの同じ固
定剤中の陽性コントロール材料（ＣＩＳ、精上皮腫もしくは胎生期癌）を、必要時に使用
した。以下の抗体を使用した：ＯＣＴ　３／４（ＰＯＵ５Ｆ１）（モノクローナルマウス
抗体Ｃ－１０；ｓｃ５２７９，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉ
ｎｃ．，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ，）、ＮＡＮＯＧ（ヤギ抗ＮＡＮＯＧ　ＡＦ１９９
７；Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ，ＵＳＡ）、Ｃ－ｋｉｔ（
ＫＩＴ）（モノクローナルマウス抗ヒトＣ－ｋｉｔ　ＣＤ１１７，Ｄａｋｏ，Ｃｏｐｅｎ
ｈａｇｅｎ）、Ａｐ－２γ（ＴＦＡＰ２Ｃ）（モノクローナルマウス抗体６Ｅ４／４；ｓ
ｃ１２７６２，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）、ＰＬＡＰ（ＡＬＰＰＬ２）（モノクローナルマ
ウス抗ヒト胎盤アルカリホスファターゼ，クローン８Ａ９，Ｄａｋｏ）およびＭＡＧＥ－
Ａ４（Ｇ．Ｓｐａｇｎｏｌｉ（Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｌａｕｓａｎｎｅ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）から）。ＯＣＴ３
／４、ＮＡＮＯＧ、ＰＬＡＰおよびＡｐ２γは、ＣＩＳについての優れたマーカーである
のに対して、少なくともいくつかのＣＩＳ細胞は、Ｃ－ｋｉｔおよびＭＡＧＥ－Ａ４に対
して陽性である。
【０１１２】
　精巣組織に対して使用される抗体に関する免疫組織化学（ＩＨＣ）プロトコルは、以前
に記載された；ＯＣＴ３／４（ＰＯＵ５Ｆ１）（Ｒａｊｐｅｒｔ　Ｄｅ－Ｍｅｙｔｓら，
２００４）、ＮＡＮＯＧ（Ｈｏｅｉ－Ｈａｎｓｅｎら，２００５ｂ）、Ｃ－Ｋｉｔ（ＫＩ
Ｔ）（Ｒａｊｐｅｒｔ－Ｄｅ　Ｍｅｙｔｓら，２００３ａ）、Ａｐ２γ（ＴＦＡＰ２Ｃ）
（Ｈｏｅｉ－Ｈａｎｓｅｎら，２００４）、ＰＬＡＰ（ＡＬＰＰＬ２）（Ｊａｃｏｂｓｅ
ｎ　ａｎｄ　Ｎｏｒｇａａｒｄ－Ｐｅｄｅｒｓｅｎ，１９８４）およびＭＡＧＥ－Ａ４（
Ａｕｂｒｙら，２００１）。要するに、標準的な間接ＩＨＣプロトコルを使用した。切片
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を脱パラフィン（ｄｅ－ｗａｘ）し、再水和し、ＮＡＮＯＧ、ＭＡＧＥ－Ａ４およびＣ－
Ｋｉｔについては、１０ｍＭ　クエン酸緩衝液（ｐＨ　６．０）中、Ａｐ２γおよびＯＣ
Ｔ３／４については５％　尿素（ｐＨ８．５）中、ならびにＰＬＡＰについてはＴＥＧ緩
衝液（ｐＨ９．０；トリス　６．０６ｇ／５ｌおよびＥＧＴＡ）中、マイクロ波処理によ
って脱マスク（ｄｅ－ｍａｓｋ）した。その後、上記切片を、０．５％　Ｈ２Ｏ２に曝し
て、内因性ペルオキシダーゼを阻害した。非特異的結合部位のブロックを、ＮＡＮＯＧ（
ＴＢＳ中ヒト血清　１：４を使用した）を除く全ての抗体について２％　非免疫ヤギ血清
（Ｚｙｍｅｄ　Ｈｉｓｔｏｓｔａｉｎキット９５－６５４３，ＵＳＡ）で行った。抗体を
以下の希釈で載せ；ＯＣＴ３／４（１：２５０）、ＮＡＮＯＧ（１：２０）、Ａｐ２γ（
１：５０）、ＰＬＡＰ（１：１００）、ＭＡＧＥ－Ａ４（１：２００）およびＣ－Ｋｉｔ
（１：４００）、４℃で一晩インキュベートした。上記使用した抗体の濃度は、悪性精巣
材料に対して通常使用されるものと同じであった。ビオチン化ヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｚｙ
ｍｅｄ　Ｈｉｔｏｓｔａｉｎキット，ＵＳＡ）を、上記モノクローナル抗体に対する２次
抗体として使用し、ビオチン化ウサギ抗ヤギ抗体（Ｚｙｍｅｄキット８１－１６４０）を
、ＮＡＮＯＧに対して使用し、ペルオキシド結合体化ストレプトアビジン複合体を、３次
層にとして使用した。アミノエチルカルバゾール（Ｚｙｍｅｄ　Ｈｉｓｔｏｓｔａｉｎキ
ット）で可視化を行った。
【０１１３】
　精液サンプル中の状況を可能な限り模倣するために、上記ＯＣＴ３／４抗体およびＡｐ
２γ抗体を、精巣上体および前立腺に由来する凍結切片材料に対しても使用した。これら
凍結実験を、アルカリホスファターゼについてのＢＣＩＰ／ＮＢＴ反応とも組み合わせて
行った（以下を参照のこと）。Ｎｉｋｏｎ　Ｍｉｃｒｏｐｈｏｔ－ＦＸＡ顕微鏡（Ｎｉｋ
ｏｎ，Ｊａｐａｎ）で試験を行い、結果を、２名の調査者がスコア付けした。染色を、染
色強度の恣意的な半定量的スコアを使用して評価した：
＋＋＋：強い染色
＋＋：中程度の染色
＋：弱い染色
＋／－：非常に弱い染色
ｎｅｇ：染色なし。
【０１１４】
　（細胞化学）
　アルカリホスファターゼ活性（ＡＬＰＰ／ＡＬＰＰＬ２）を、基質５－ブロモ－４－イ
ンドリルホスフェート／ニトロブルーテトラゾリウム（ＢＣＩＰ／ＮＢＴ）（Ｓｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ，ＵＳＡ）を用いて、固定していない材料上で直接可視化し得る。本発
明者らは、レバミゾール；内因性ホスファターゼのインヒビターなしでＮｉｅｌｓｅｎら
（２００３）に示されたプロトコルを使用した。アルカリホスファターゼについてのＢＣ
ＩＰ／ＮＢＴ染色を、ヒト精液の凍結切片に対して、およびサイトスピンに対して行った
。この目的のために、本発明者らは、科学的調査のために彼らの精液の余剰物の使用につ
いて了承する署名をした不妊症男性、潜在的精巣癌患者および精巣癌患者の残りを使用し
た。精液を、Ｄ－ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ，Ｐａｉｓｌｅｙ，ＵＫ）中、約２５×１０６精子
／ｍｌの濃度に希釈した。１００μｌの希釈精液のサンプル、続いて４００μｌ　ＰＢＳ
を、ｗｅｒｅ　ａｐｐｌｉｅｄ　ｔｏ　Ｓｈａｎｄｏｎ二重細胞漏斗（ｄｏｕｂｌｅ　ｃ
ｙｔｏ－ｆｕｎｎｅｌ）（５９９１０３９，Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｒｕｎｃｏｒｎ，ＵＫ）に載せ、Ｓｈａｎｄｏｎ　サイ
トスピン　２　遠心分離器を使用して１５００ｒｐｍで５分間、ＳｕｐｅｒＦｒｏｓｔＲ

Ｐｌｕｓ顕微鏡用スライド（Ｍｅｎｚｅｌ－Ｇｌａｓｅｒ，Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｉｅｇ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）上に遠心分離した。得られたスライドを、７５％　エタノール中で固定
し、風乾し、発色緩衝液に１０秒間曝し、続いて、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ基質に９０秒間曝し
、水道水を流して洗浄した。最終的に、上記スライドを、ＩＨＣプロトコルに曝す前に、
４％　ＰＦＡ中で１０分間固定した。
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【０１１５】
　（ＲＴ－ＰＣＲ）
　ＲＴ－ＰＣＲを、他の箇所（Ｈｏｉｅ－Ｈａｎｓｅｎら　２００５）で記載されるよう
に、標準的手順を使用して行った。簡潔には、総ＲＮＡを、製造業者（Ｍａｃｈｅｒｅｙ
－Ｎａｇｅｌ，Ｄuｒｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）が説明するとおり、ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ
　ＲＮＡＩＩキットを使用して精製し、サンプルを、ＤＮＡｓｅ消化した。ｃＤＮＡを、
オリゴｄＴおよびランダムヘキサマープライマーを用いて合成し、特定のプライマーを、
各遺伝子について設計した。ＰＣＲ負荷およびｃＤＮＡ合成の制御のために、マーカー遺
伝子ＲＰＳ２０の発現を、分析した。ＰＣＲ生成物を、１．５％　アガロースゲルで泳動
し、エチジウムブロミド染色によって可視化した。
【０１１６】
　（インサイチュハイブリダイゼーション（ＩＳＨ））
　ＩＳＨについてのプローブを、イントロン－エキソン境界にまたがる特異的プライマー
を使用することによって、ＲＴ－ＰＣＲ増幅により調製した。プローブを、ＮＡＮＯＧ１
および偽遺伝子を検出するために設計したが、記載されたＮＡＮＯＧ２（Ｑ８Ｎ７Ｒｏ，
Ｅｎｓｅｍｂｌｅ．ｏｒｇ）転写物については設計しなかった。第１のプライマー組み合
わせ　ＣＴＧＣＴＡＡＧＧＡＣＡＡＣＡＴＴＧＡＴＡＧおよびＡＴＡＣＡＡＧＡＣＣＴＣ
ＴＴＴＣＴＡＣＡＡＡＧ、第２のプライマー組み合わせ
【０１１７】
【化１】

（後者は、それぞれ、付加されたＴ３プロモーター配列もしくはＴ７プロモーター配列を
含む（プロモーター配列は、下線を付加した））。
【０１１８】
　同様に、上記ＡＰ－２γプローブについてのプライマー：第１のプライマー組み合わせ
　ＡＡＧＡＧＴＴＴＧＴＴＡＣＣＴＡＣＣＴＴＡＣＴおよびＣＡＴＣＡＡＴＴＴＧＡＣＡ
ＴＴＴＣＡＡＴＧＧＣ、第２のプライマー組み合わせ
【０１１９】
【化２】

同様に、ＰＯＵ５Ｆ１プローブについて：第１のプライマー組み合わせ　ＧＧＧＴＧＧＡ
ＧＧＡＡＧＣＴＧＡＣＡＡＣおよびＧＣＡＴＡＧＴＣＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＣＧ、第２の
プライマー組み合わせ
【０１２０】

【化３】

ＰＣＲ条件は、以下を含んだ；９５℃で５分；９５℃で３０秒、４５℃で１分、７２℃で
１分を５サイクル；および９５℃で３０秒、６５℃で１分、７２℃で１分を２０サイクル
、ならびに最後に７２℃で５分。得られたＰＣＲ生成物を、２％　低融解点アガロースゲ
ルで精製し、付加したＴ３タグおよびＴ７タグに対して相補的なＣｙ５標識プライマーを
使用して両方の末端から配列決定した。約２００ｎｇのアリコートを、製造業者（Ａｍｂ
ｉｏｎ／ＡＢＩ，ＵＳＡ）によって記載されるように、ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ－Ｔ３（セ
ンス）もしくはＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ－Ｔ７（アンチセンス）キットを使用して、インビ
トロ転写物標識のために使用した。超および標識有効性を評価するために、標識したＲＮ



(28) JP 2012-506029 A 2012.3.8

10

20

30

40

50

Ａ生成物のアリコートを、アガロースゲル電気泳動によって分析した。ＩＳＨを、以前に
記載されたように行った（Ｎｉｅｌｓｅｎら，２００３）。簡潔には、切片を、４％　Ｐ
ＦＡ中で再固定し、プロテイナーゼＫ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，ＵＳＡ）（１．０
～５．０μｇ／ｍｌ）で処理し、ＰＦＡで再固定し、５０℃で１時間予備ハイブリダイズ
し、５０℃でビオチン化アンチセンスおよびセンスコントロールプローブと一晩ハイブリ
ダイズした。０．１×標準的クエン酸塩類（ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓａｌｉｎｅ　ｃｉｔｒ
ａｔｅ）（６０℃）で過剰なプローブを除去した。アルカリホスファターゼと結合体化し
たストレプトアビジン（１：１０００）（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｇｅｒ
ｍａｎｙ）を使用し、続いて、ＢＣＩＰ／ＮＢＴでの発色により、可視化を行った。
【０１２１】
　（結果）
　ＡＰ－２γ（ＴＦＡＰ２Ｃ）：精巣上体、前立腺および精嚢上皮は、ＩＨＣ実験に従っ
て、ＡＰ－２γについて陽性であり、精巣上体および前立腺についての結果を、ＩＳＨに
よって確認した。精巣上体において、ＡＰ－２γについてのＩＨＣ染色は、強力～中程度
であり、ほぼ完全に核であった。前立腺において、上記ＩＨＣ染色は、強力～中程度であ
り、最も強力およびときおりかろうじて染色を、核に対して確認した。いくつかの場合に
おいて、明らかにほとんど遊離した、強力に染色された核が、上皮の表面で観察された。
精嚢上皮において、上記ＡＰ－２γ　ＩＨＣ検出は、主に核膜にあった。このことは、調
査した上皮の他の２種においてより概して弱い染色が理由であり得る。ＩＨＣを、凍結切
片材料に対して行った。再び精巣上体の状におよび前立腺についても陽性であった。上記
凍結実験に使用した精巣上体材料を、頭部、体部、および尾部に分けた。尾部および体部
において、上記検出は、核にあったのに対して、細胞質から核膜染色は、頭部において観
察された。
【０１２２】
　ＯＣＴ３／４（ＰＯＵ５Ｆ１）：ＯＣＴ３／４についての免疫組織化学（ＩＨＣ）染色
は、精巣上体、前立腺および精嚢において弱～非常に弱いであった。上記ＩＨＣ染色を、
３種の全ての腺における上皮に制限した。精巣上体において、上記染色は、主に核（１つ
のサンプルは、細胞質で陽性であった）にあった。核中の小さい丸い物体が、頻繁に、非
常に強く染色された。前立腺および精嚢において、核染色および細胞質染色の両方を行っ
た。精巣上体および前立腺におけるこれら検出は、ＩＳＨで確認できた。
【０１２３】
　ＮＡＮＯＧ：精巣上体、前立腺および精嚢上皮は、ＩＨＣでＮＡＮＯＧについて弱陽性
であった。精巣上体において、ＮＡＮＯＧについての全体的な染色は、強力～中程度であ
り、上記染色の大部分は、上記上皮の細胞質中のより弱い染色と合わせて、核膜に位置し
たが、このことからの多くのずれが見いだされた。例えば、細胞質中で強力な染色を有す
るばらばらになった単一の上皮細胞、あるいは核の大きさの丸い物体、または各細胞中の
もしくは細胞あたりかなりの量の遙かに小さなものの強力な染色を有するばらばらになっ
た細胞。いくつかの精細管において、管腔に対する強力な染色が、観察された；このこと
は、人工物が細胞境界の縁部に抗体をより接近しやすくする場合を説明し得る。精巣上体
において胎生期癌（ＮＡＮＯＧについて強陽性）を有する一例において、上記腫瘍に最も
近い精細管上皮は、上記腫瘍から遠い精細管よりかなり弱く染色された。上記精細管を囲
む平滑筋の核の弱い染色は、そこここで観察された。上記ＮＡＮＯＧ　ｍＲＮＡを、精巣
上体上皮においてインサイチュハイブリダイゼーションによって検出した。前立腺上皮に
おいて、ＮＡＮＯＧについての上記ＩＨＣ染色は、強力～中程度であった。ＮＡＮＯＧは
、主に細胞質に見いだされた。ごく僅かな核の検出が見いだされ、繰り返すと、ばらばら
になった細胞が、より強く反応した。精嚢は、ＮＡＮＯＧについて陽性～弱い細胞質ＩＨ
Ｃを有した。
【０１２４】
　Ｃ－Ｋｉｔ（ＫＩＴ）：精巣上体、前立腺および精嚢の上皮細胞膜は、上記ＫＩＴ抗体
でのＩＨＣ染色を使用して陰性であった。
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【０１２５】
　ＰＬＡＰ（ＡＬＰＰＬ２）およびＭＡＧＥ－Ａ４：精巣上体、前立腺および精嚢の上皮
は、ＩＨＣ分析において、ＰＬＡＰ抗体およびＭＡＧＥ－Ａ４抗体を使用して陰性であっ
たが、取り囲んでいる平滑筋細胞は、上記ＰＬＡＰ抗体で強く染色された。上記Ｄａｋｏ
　ＰＬＡＰ抗体での平滑筋線維の染色は、悪性の精巣生検の慣用的な調査では未知であっ
た。この反応は、筋様細胞における未知のエピトープによって引き起こされるバックグラ
ウンド反応であるとみなされるが、他のＰＬＡＰ抗体のうちのいくつかは、異なる制限を
有する。陰性ＰＬＡＰ反応を確認するために、本発明者らは、精巣上体、前立腺および精
嚢由来の凍結切片化材料でアルカリホスファターゼのＢＣＩＰ／ＮＢＴ反応を使用した。
見いだされた唯一の陽性反応は、小血管の内皮細胞であった。
【０１２６】
　上皮反応
【０１２７】
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【表３】

　（ＲＴ－ＰＣＲ）
　図４は、多能性に関連する選択された遺伝子のＲＴ－ＰＣＲを示す。多能性は、ＣＩＳ
細胞の周知の顕著な特徴であり、胚の特徴のうちのいくつかは、明白な精上皮腫において
すら保持されている。図４は、上記多能性表現型を担う遺伝子の多くがまた、尿生殖器上
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皮において発現されることを示す。ＲＴ－ＰＣＲによって分析される遺伝子は、全て転写
因子であり、これらは、核に位置し、これらのうちの多くはまた、ＣＩＳ細胞において発
現される。このことは、ＣＩＳの核マーカーがまた、尿生殖器上皮において発現されるこ
とが見いだされるので、ＣＩＳ細胞について分析される精液サイトスピンにおける偽陽性
染色を引き起こし得ることをさらに強調する。
【０１２８】
　（精液細胞学）
　ある範囲の精液サンプルを、二重染色手順およびＡＰ－２γ染色およびアルカリホスフ
ァターゼ染色の各々について与えられたスコアで分析した。陽性の異なる組み合わせを、
図５で概説されるように観察した。明らかに、赤色の核染色と図５Ａにおいて示されるよ
うに青色染色とは、疑いなく陽性ＣＩＳ細胞である。しかし、スライド上に固定された核
および細胞質の空間的配置はまた、図５Ｂ、Ｄ、ＧおよびＨに図示されるように、核の上
に細胞質とともにあり得る。本発明者らはまた、上記使用される２種のマーカーのうちの
いずれかについて陽性であり、図５ＣにおいてＡＰ－２γ、ならびに図５ＥおよびＦにお
いてアルカリホスファターゼで示される細胞を観察した。ＡＰ－２γについての陽性染色
は、真に陽性のＣＩＳ細胞についての高い可能性を示し、このことは、アルカリホスファ
ターゼについての場合ではない。なぜなら上記反応は、以前に記載される（Ｇｉｗｅｒｃ
ｍａｎら　１９９０；Ｈｏｅｉ－Ｈａｎｓｅｎ，Ｃ．Ｅら　２００７）ように、いくらか
非特異的であるからである。しかし、図５ＡもしくはＢにおけるような組み合わせでのＡ
Ｐ－２γおよびアルカリホスファターゼ両方の陽性染色は、真に陽性のＣＩＳ細胞を有す
る可能性を顕著に増大させる。
【０１２９】
　（議論）
　この調査は、ＣＩＳについての伝統的な良好な核マーカー：ＡＰ－２γ（ＴＦＡＰ２Ｃ
）、ＯＣＴ３／４（ＰＯＵ５Ｆ１）およびＮＡＮＯＧがまた、生殖器系の上皮において発
現されることを示す。従って、精液サンプルにおいて生じる偽陽性は、これら上皮由来の
遊離した細胞に起因する可能性が十分にあり得る。
【０１３０】
　この実験における本発明者らの懸念は、これまでＣＩＳの染色についてのプロトコルに
集中しており、これらの結果と、精巣上体、前立腺および精嚢に対するこの研究によって
得られたものと比較する。
【０１３１】
　ＯＣＴ３／４、ＮＡＮＯＧおよびＡＰ－２γでの尿生殖器上皮の核染色は、精液／射精
液中の剥がれた上皮細胞の存在に起因して、ＣＩＳ精液試験において問題を引き起こし得
る。精巣癌患者由来の精巣上体のＨＥ染色は、核内に種々の大きさのエオシン（赤色）陽
性の球形の物体を頻繁に示し、細胞質においては；同じ検鏡視野において類似の球形の物
体が、精細管の管腔の中に遊離されるようである。Ｒｉｇｓｈｏｓｐｉｔａｌｅｔの病理
部は、これらヒアリンの球形の構造が、抗体の非特異的結合を引き起こし得ることを経験
している。これら構造は、ＮＡＮＯＧおよびＯＣＴ３／４での強力な染色とともに本発明
者らが観察したものと同じであり得る。核の大きさのこれら球形の物体は、ＣＩＳ精液試
験において問題となり得、さらに偽陽性結果を引き起こす。明らかに、ＡＰ－２γ陽性核
は、前立腺上皮から遊離しているので、精液へと遊離し得る。
【０１３２】
　ＯＣＴ　３／４およびＮＡＮＯＧについて陽性であるこれら上皮の生物学的意義は、上
皮の連続的再生の必要性であり得、それによって、これら遺伝子が純粋に幹細胞遺伝子と
主にみなされる必要性であり得る。上皮中の核が全て陽性に染色されることは驚くべきこ
とである。本発明者らは、これら上皮中のＡＰ－２γ位置の裏にある生物学に関して、何
ら示唆はない。
【０１３３】
　ＰＬＡＰ抗体でのＩＨＣ染色について得られた陰性結果を、これら上皮における凍結切
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片上のアルカリホスファターゼについての陰性組織化学染色で観察した。これは、驚くべ
きことに、尿生殖器上皮において同様に発現されるＣＩＳについての他の十分に特徴付け
られたマーカーとは対照的に、ＰＬＡＰ（ＡＬＰＰＬ２）がそこで発現されないことを示
す。従って、本発明者らは、本明細書で示されるように、アルカリホスファターゼについ
てはＢＣＩＰ／ＮＢＴおよびＡＰ－２γ免疫染色を用いた癌細胞／ＣＩＳ細胞の二重染色
によって、精液サンプル／射精液サンプル中の癌細胞の検出のための方法を示す。
【０１３４】
　（実施例２：精液サンプルの二重染色による、精巣癌についての不妊症男性のスクリー
ニング）
　この研究の目的は、低受精能の男性のリスク群の中で、無症候性ＣＩＳ病変を有する患
者を同定するために、スクリーニングツールとして本発明の免疫細胞学的アッセイを使用
する可能性を追跡することであった。さらに、本発明者らは、精巣癌を有することが既知
の患者に由来する精液サンプルを使用して、この患者群におけるアッセイの能力を評価し
た。
【０１３５】
　本明細書において、細胞学的方法をさらに改善し、本発明者らは、不妊症が原因で病院
に照会した３１１名の低受精能の男性のコホートで能力を試験した。
【０１３６】
　４名の患者を、陽性であると同定し、現在では、１名が、外科的生検によってＣＩＳと
後に診断された。１１名の患者は、境界型であると同定され、２９２名は陰性であった。
【０１３７】
　（材料および方法）
　（精液、組織および細胞株サンプル）
　デンマークの医学研究倫理についての地方委員会が、このプロジェクトのために、精液
サンプルを含むヒト組織の使用を承認した（許可番号Ｈ－ＫＦ－０１２００６－３４７２
）。
【０１３８】
　（精液サンプル）
　この手順を、慣用的な精液分析後に、新鮮な精液サンプルに対して行った。必要であれ
ば、上記サンプルを、ＰＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中２５×１０６　精子／ｍｌの濃
度へと希釈した。１００μｌの希釈精液のサンプルを、Ｓｈａｎｄｏｎ二重細胞漏斗に載
せ、１００μｌ　ＰＢＳを添加し、その後に上記サンプルを、Ｓｈａｎｄｏｎ　サイトス
ピン　２遠心分離器（Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉ
ｏｎａｌ，Ｒｕｎｃｏｒｎ，ＵＫ）を使用して１５００ｒｐｍで５分間、ＳｕｐｅｒＦｒ
ｏｓｔ　Ｐｌｕｓ　顕微鏡用スライド（Ｍｅｎｚｅｌ－Ｇｌａｓｅｒ，Ｂｒａｕｎｓｃｈ
ｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）上で遠心分離した。サイトスピンを、７５％　エタノール中
で前固定し、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ基質中に５分間沈め、続いて、洗浄し、４％　ＰＦＡ中で
１０分間後固定することによって、アルカリホスファターゼ活性について最初に染色した
。ＴＣａｍ－２細胞のサイトスピンを、陽性コントロールとして、並行して処理した。サ
イトスピンを、その後、対比染色を省略したこと以外精液サンプルについて以前に刊行さ
れたＩＨＣプロトコル（Ｈｏｗｉ－Ｈａｎｓｅｎｒａ，２００７）に従って、ＡＰ－２γ
について染色する前に、冷蔵庫中で最大４日間保存した。上記染色したサイトスピンの検
鏡を、少なくとも２名の無関係の調査者によって、光学顕微鏡を使用して行った。
【０１３９】
　ヒト精上皮腫に由来する上記ＴＣａｍ－２細胞株（ｄｅ　Ｊｏｎｇら，２００８）を、
成功裏の染色のために陽性コントロールとして使用した。なぜなら、これらは、ＴＦＡＰ
２ＣおよびＰＬＡＰの両方について陽性であるからである。ＴＣａｍ－２細胞を、ＲＰＭ
Ｉ１６４０（１０％　ウシ胎仔血清およびペニシリン／ストレプトマイシン（全てＩｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）製）を補充した）を使用して、３
７℃で５％　二酸化炭素のインキュベーター中、以前に記載される（Ｇｏｄｄａｒｄら，
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【０１４０】
　（組織サンプル）
　組織サンプルを、急速凍結するか、または４℃で、緩衝化ホルマリンもしくは４％　パ
ラホルムアルデヒド（ＰＦＡ）中で一晩固定した。パラフィン切片に対する免疫組織化学
を、（Ｈｏｅｉ－Ｈａｎｓｅｎら，２００５ａ）において記載されるように、ＴＦＡＰ２
Ｃ（モノクローナルマウス抗体，ＭＡｂ　６Ｅ４／４；ｓｃ－１２７６２，Ｓａｎｔａ　
Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＵＳＡ）、
（Ｒａｊｐｅｒｔ－Ｄｅ　Ｍｅｙｔｓら，２００４）によって記載されるように、ＰＯＵ
５Ｆ１（ＭＡｂ　Ｃ－１０；ｓｃ．５２７９，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）、および（Ｇｉｖ
ｅｒｃｍａｎら，１９９１；Ｊａｃｏｂｓｅｎ　ａｎｄ　Ｎｏｅｒｇａａｒｄ－Ｐｅｄｅ
ｒｓｅｎ，１９８４）に記載されるように、胎盤様アルカリホスファターゼ（ＰＬＡＰ）
（ＭＡｂ，クローン８Ａ９，ＤＡＫＯ，ＡＬＰＰおよびＡＬＰＰＬ２の両方を認識）を使
用して、標準的な間接ペルオキシダーゼ法を使用して行った。
【０１４１】
　（患者）
　精液サンプルを、精液分析および／もしくは凍結保存用に、本発明者らの男性病学クリ
ニックにかかっている３１１名の患者から得た。上記患者を、書面でのインフォームド・
コンセントの後に、および上記サンプルのうちの少なくとも１００μｌ（マイクロリット
ル）が、標準的な精液分析および凍結保存の後に利用可能であった場合、上記研究に登録
した。
【０１４２】
　２つの異なる患者カテゴリーを分析した：不妊症が理由で生殖医療クリニック（ｆｅｒ
ｔｉｌｉｔｙ　ｃｌｉｎｉｃ）にかかっていて、父親になるために病院に来たのみの患者
、および精巣癌を有する疑いがある患者。
【０１４３】
　（結果）
　（低受精能男性のスクリーニング）
　８ヶ月間で、本発明者らは、３１１名の低受精能患者に由来する４３９個のサイトスピ
ンを分析した。大部分の場合において、患者１名あたり１つもしくは２つの射精液を分析
したが、いくらかの場合では、同じ患者に由来する最大４個のサンプルを、分析した（４
サンプル　ｎ＝２；３サンプル　ｎ＝２；２サンプル　ｎ＝１１９；１サンプル　ｎ＝１
８８）。上記射精液のごく小さな画分（１００～４００μｌ）を、慣用的な精液分析後に
分析した。平均精子濃度は、１９．４×１０Ｅ６　精子／ｍｌおよび平均年齢３４．２で
あった。
【０１４４】
　２９２名の男性を、陰性（グレード０～２）としてスコア付けした（男性のうちの９３
．９％に等しい）。１１名の男性（３．５％）を、境界型とみなした（グレード３）。４
名の男性を、陽性と見いだした（グレード４～５）（調査した低受精能の男性のうちの１
．３％に等しい）。結果を、表４に概説する。
【０１４５】
　４回の独立した射精液の各々を出した陽性男性のうちの２名および全４サンプルを、両
方の場合において陽性であると見いだした。代表的な細胞を、図１に示す。精巣生検を、
上記男性のうちの１名について採取し（４個の陽性サンプルのうちの４個）、ＣＩＳと診
断した（図２）。上記他の陽性の男性は、なお臨床追跡中であり、決定的な臨床的結論に
は未だ至っていない。
【０１４６】
　境界型の症例の中で、１名を生検し、ＣＩＳを同定できなかった。
【０１４７】
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【表４】

　（考察）
　不妊症男性の群の中で、種々の数の精巣癌の症例を報告した。米国における不妊症につ
いて評価される２２５６２名の男性の大きな予測研究において、精巣癌症例の発生率は、
１．３であることが分かった。男性不妊症に評価を限定すると、発生率は、２．８へと増
大した（Ｗａｌｓｈら，２００９）。それぞれ、１．６および２．３といういくらか類似
の発生率もまた、３２　４４２名のデンマークの不妊症男性の中で見いだされた（Ｊａｃ
ｏｂｓｅｎら，２０００）。これらの数は、この研究において同定されたＣＩＳ陽性の男
性の発生率と非常によく適合する。ここで（３１１名のうち４名）　１．３％を、陽性と
同定した。陰性所見を有する２９２名の男性の中で、それにも関わらず精巣癌を発症する
ものがいくらかいる可能性はり、おそらく、２～３の境界型の症例はまた、ＣＩＳを有す
る。従って、発生率は、増大し得る。
【０１４８】
　本発明者らの群からの初期の研究（Ｈｏｅｉ－Ｈａｎｓｅｎら，２００７）において、
ある範囲の偽陽性の不妊症男性を同定し、上記アッセイ（これは、ＡＰ－２γ（ＴＦＡＰ
２Ｃ）についての免疫細胞化学染色を含んだのみ）を使用した（これは、他の確立された
技術（主に超音波）に対する補助としてのみ考えられ、リスク因子（停留精巣もしくは精
巣発育不全の以前の病歴）を示す）。本研究において、本発明者らは、二重染色によって
ＣＩＳ同定のアッセイにおける最近の進歩を利用した。よって、ＡＰ－２γについての免
疫細胞化学染色を、アルカリホスファターゼ酵素活性についてのさらなる細胞化学染色よ
り先に行った。このことは、図１に図示されるように、ＣＩＳ細胞の細胞質においてさら
なる青色染色を生じ、グレード決定を、正確な形態と組み合わせて陽性二重染色としてよ
り容易にし、陽性判定を最終的にもたらす。
【０１４９】
　（実施例３）
　抗体組み合わせ。ＡＰ－２γタンパク質のＮ末端およびＣ末端に対して指向される抗体
の組み合わせは、Ｃ末端もしくはＮ末端単独を用いるよりよいＡＰ－２γ染色の強度を与
える。図８は、ＴＣａｍ－２コントロール細胞での並行加工処理サイトスピンにおける染
色を示す。Ｃ末端抗体単独と比較すると、抗体の組み合わせで染色したサイトスピンにお
ける染色は、より濃いことに注意のこと。
【０１５０】
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【手続補正書】
【提出日】平成23年6月17日(2011.6.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2012506029000001.app
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