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(57)【要約】
　頭頸部扁平上皮癌の予後を診断および判定する方法およびキットを開示する。対象で頭
頸部扁平上皮癌（ＨＮＳＣＣ）を診断する例示的方法は、対象の唾液試料を、総タンパク
質、ｓｏｌＣＤ４４、およびＨＰＶの存在について分析する工程と、複合的なスコアを決
定する多変量解析に総タンパク質、ＨＰＶ、およびＣＤ４４の各濃度の組み合わせを使用
する工程を含み、本方法より、スコアがカットオフ値を超えた場合に、ＨＮＳＣＣでない
かまたは将来発症するリスクが低い対象ではなく、ＨＮＳＣＣであるかまたは将来発症す
るリスクが高い対象であると識別する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の唾液試料を総タンパク質、ｓｏｌＣＤ４４、およびＨＰＶの存在について分析す
る工程と、総タンパク質、ＨＰＶ、およびＣＤ４４の各濃度の組み合わせを多変量解析に
使用して複合的なスコアを決定する工程を含む、対象の頭頸部扁平上皮癌（ＨＮＳＣＣ）
を診断する方法であって、スコアがカットオフ値を超えた場合に、ＨＮＳＣＣでないかま
たは将来発症するリスクが低い対象ではなく、ＨＮＳＣＣであるかまたは将来発症するリ
スクが高い対象であると識別する、方法。
【請求項２】
　対象の唾液試料を総タンパク質、ｓｏｌＣＤ４４、およびＨＰＶの存在について分析す
る工程と、総タンパク質、ＨＰＶ、およびＣＤ４４の各濃度の組み合わせを多変量解析に
使用して複合的なスコアを決定する工程を含む、頭頸部扁平上皮癌（ＨＮＳＣＣ）と診断
された対象の予後を判定する方法であって、スコアがカットオフ値を超えた場合に予後の
悪化に関連する判定を行う、方法。
【請求項３】
　ＨＮＳＣＣと診断された、または予後不良と判定された対象を、外科手術、放射線療法
、化学療法、光線力学的治療法、標的療法、またはそのいずれの組み合わせにより治療す
る工程をさらに含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　ＨＰＶがｐ１６ＩＮＫ４ａの検出により検出される、請求項１～３のうちいずれか一項
に記載の方法。
【請求項５】
　ＨＰＶがＨＰＶのＤＮＡもしくはＲＮＡ、ＨＰＶタンパク質、または後成的変化の検出
により検出される、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　タバコ曝露、アルコール曝露、人種、民族性、口腔衛生、性別、教育水準、および年齢
からなる群から選択される１つ以上の危険因子または人口統計学的因子について対象を評
価する工程と、前記１つ以上の危険因子または人口統計学的因子を多変量解析に使用して
複合的なスコアを決定する工程をさらに含む、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項７】
　前記唾液試料が含嗽液である、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　ｐ１６ＩＮＫ４ａに特異的に結合する少なくとも１つの抗体と、
ＣＤ４４に特異的に結合する少なくとも１つの抗体と、
試料中の総タンパク質濃度を測定する試薬と
を備えるキット。
【請求項９】
　ｐ１６ＩＮＫ４ａに特異的に結合する前記少なくとも１つの抗体がＥ６Ｈ４抗体クロー
ンのイディオタイプを含む、請求項８に記載のキット。
【請求項１０】
　ＣＤ４４基準試料、ｐ１６基準試料、またはその組み合わせをさらに含む、請求項８ま
たは９に記載のキット。
【請求項１１】
　ｐ１６ＩＮＫ４ａに特異的に結合する前記抗体、ＣＤ４４に特異的に結合する前記抗体
、またはその組み合わせの検出のための１つ以上の比色剤をさらに備える、請求項８～１
０のいずれか一項に記載のキット。
【請求項１２】
　前記キットが側方流動免疫測定法である、請求項８～１１のいずれか一項に記載のキッ
ト。
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【請求項１３】
　前記キットが、ｐ１６ＩＮＫ４ａに特異的に結合する前記抗体、ＣＤ４４に特異的に結
合する前記抗体、またはその組み合わせにより任意選択的に被覆されているマルチウェル
プレートを備える、請求項８～１１のいずれか一項に記載のキット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［関連出願の相互参照］
　本出願は、２０１１年１１月１５日に出願された米国特許仮出願第６１／５５９，９７
４号、および２０１２年６月１日に出願された米国特許仮出願第６１／６５４，５９５号
の優先権の利益を主張し、各々がその全体の参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
［政府支援の承認］
　本発明は、国立衛生研究所からの政府支援を受けて、助成金番号Ｒ０１ＣＡ１１８５８
４－ＮＩＨの下で、なされたものである。政府は、本発明において一定の権利を有する。
【０００３】
［発明の分野］
　本明細書に開示の対象は、概して、頭頸部扁平上皮癌を検出する、治療する、および予
後予測する方法ならびにそのキットに関する。
【背景技術】
【０００４】
　頭頸部扁平上皮癌（ＨＮＳＣＣ）には、毎年、米国では５０，０００人が、また世界中
では６００，０００人が罹患している。主要な危険因子としては、タバコおよび飲酒およ
びヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）感染が挙げられる。
【０００５】
　今日まで、ＨＮＳＣＣスクリーニングプログラムまたは検査は広く認められておらず（
例えば、Ｖｏｋｅｓら、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ、３２８：１８４－９４　（１９９３
）；　Ｌｉｎｇｅｎら、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｏｎｃｏｌ、１３：１７６－８２　（２０
０１）；　Ｆｏｒａｓｔｉｅｒｅら、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３４５：１８９０－１
９００　（２００１）；　Ｐａｔｔｏｎ、Ｏｒｏｌ　Ｏｎｃｏｌ、３９：７０８－７２３
　（２００３）；　Ｏ’Ｈａｒａら、Ｃｌｉｎ　Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌ、２７：１３３
－４　（２００２）；　Ｓｍａｒｔ、Ｃａｎｃｅｒ　７２：１０６１－５　（１９９３）
；　Ｓａｎｋａｒａｎａｒａｙａｎａｎら、Ｃａｎｃｅｒ、８８：６６４－７３　（２０
００）；　Ｓａｎｋａｒａｎａｒａｙａｎａｎら、Ｌａｎｃｅｔ　３６５：１９２７－３
３　（２００５）を参照のこと）、これは究極の判断基準、健康診断後の生検によるスク
リーニングが、その感度および特異度に限界があったこと（それぞれ６４％および７４％
）（Ｂｒｏｃｋｌｅｈｕｒｓｔら、Ｃｏｃｈｒａｎｅ　Ｄａｔａｂａｓｅ　Ｓｙｓｔ　Ｒ
ｅｖ、１１：ＣＤ００４１５０　（２０１０））、また分子診断検査が、いまだ開発途中
である（Ｎａｇｌｅｒ、Ｏｒａｌ　Ｏｎｃｏｌ．、４５：１００６－１０　（２００９）
；　Ｍａｈｆｏｕｚら、Ｅｕｒ　Ａｒｃｈ　Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ、２６７
：８５１－６０　（２０１０））ことによる。口腔癌検出用の補助的手法（染色、自己蛍
光、または剥離細胞診を使用）が有効であるが、最近の研究ではこれらの手法が早期発見
率を高めるかどうか疑問であると報告されている（Ｐａｔｔｏｎら、Ｊ　Ａｍ　Ｄｅｎｔ
　Ａｓｓｏｃ、１３９：８９６－９０５　（２００８）；　Ｌｉｎｇｅｎら、Ｏｒａｌ　
Ｏｎｃｏｌ　４４：１０－２２　（２００８））。したがって、分子診断ツールに労力が
注ぎ込まれてきた。ＲＮＡ発現プロファイル（Ｌｉら、Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ
、１０：８４４２－８４５０　（２００４））、ｍｉｃｒｏＲＮＡの発見（Ｐａｒｋら、
Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、１５：５４７３－５４７７　（２００９））およびプ
ロテオーム解析（Ｈｕら、Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、１４：６２４６－６２５２
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　（２００８））のために唾液を検査するいくつかの研究は、見込みはあるが多少複雑で
あり、また確証されていない（Ｎａｇｌｅｒ、Ｏｒａｌ　Ｏｎｃｏｌ．、４５：１００６
－１０　（２００９）；　Ｍａｈｆｏｕｚら、Ｅｕｒ　Ａｒｃｈ　Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａ
ｒｙｎｇｏｌ、２６７：８５１－６０　（２０１０））。その結果、患者の大多数が、治
癒率が４０％以下である末期で診断される。したがって早期発見検査が必要である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｖｏｋｅｓら、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ、３２８：１８４－９４　（
１９９３）
【非特許文献２】Ｌｉｎｇｅｎら、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｏｎｃｏｌ、１３：１７６－８
２　（２００１）
【非特許文献３】Ｆｏｒａｓｔｉｅｒｅら、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３４５：１８９
０－１９００　（２００１）
【非特許文献４】Ｐａｔｔｏｎ、Ｏｒｏｌ　Ｏｎｃｏｌ、３９：７０８－７２３　（２０
０３）
【非特許文献５】Ｏ’Ｈａｒａら、Ｃｌｉｎ　Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌ、２７：１３３－
４　（２００２）
【非特許文献６】Ｓｍａｒｔ、Ｃａｎｃｅｒ　７２：１０６１－５　（１９９３）
【非特許文献７】Ｓａｎｋａｒａｎａｒａｙａｎａｎら、Ｃａｎｃｅｒ、８８：６６４－
７３　（２０００）
【非特許文献８】Ｓａｎｋａｒａｎａｒａｙａｎａｎら、Ｌａｎｃｅｔ　３６５：１９２
７－３３　（２００５）
【非特許文献９】Ｂｒｏｃｋｌｅｈｕｒｓｔら、Ｃｏｃｈｒａｎｅ　Ｄａｔａｂａｓｅ　
Ｓｙｓｔ　Ｒｅｖ、１１：ＣＤ００４１５０　（２０１０）
【非特許文献１０】Ｎａｇｌｅｒ、Ｏｒａｌ　Ｏｎｃｏｌ．、４５：１００６－１０　（
２００９）
【非特許文献１１】Ｍａｈｆｏｕｚら、Ｅｕｒ　Ａｒｃｈ　Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎ
ｇｏｌ、２６７：８５１－６０　（２０１０）
【非特許文献１２】Ｐａｔｔｏｎら、Ｊ　Ａｍ　Ｄｅｎｔ　Ａｓｓｏｃ、１３９：８９６
－９０５　（２００８）
【非特許文献１３】Ｌｉｎｇｅｎら、Ｏｒａｌ　Ｏｎｃｏｌ　４４：１０－２２　（２０
０８）
【非特許文献１４】Ｌｉら、Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、１０：８４４２－８４５
０　（２００４）
【非特許文献１５】Ｐａｒｋら、Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、１５：５４７３－５
４７７　（２００９）
【非特許文献１６】Ｈｕら、Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、１４：６２４６－６２５
２　（２００８）
【発明の概要】
【０００７】
　本開示の材料、化合物、組成物、および方法の目的によれば、本明細書に具現化および
広く記載されるように、本開示の対象は、１つの態様では、頭頸部扁平上皮癌を検出、治
療、およびその予後予測する方法ならびにキットに関する。
【０００８】
　さらなる利点は、以下の説明に部分的に記載され、部分的に本記載から当然明らかであ
り、または以下に記載の態様の実践により理解されよう。以下に記載の利点は、添付の特
許請求の範囲に具体的に示す構成要素および組み合わせにより十分に理解され、達成され
るであろう。前述の概要および以下の詳細な説明の両方は、例示的かつ説明的にすぎず、
限定的なものでないことが理解されるべきである。
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【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１Ａ～１Ｂは、本研究での患者の無増悪生存（ＰＦＳ）（図１Ａ）および全生
存（ＯＳ）（図１Ｂ）を表すグラフである。図１Ｃは、中央値ＰＦＳ、および１２、２４
、および３６ヶ月でのＰＦＳ率およびＯＳ率を示す表である。図１Ｄは、ＯＳおよびＰＦ
Ｓの総数、中間値、最小値、最大値、平均値、および標準偏差を示す表である。
【図２】図２Ａ～２ＲＲは、以下に特徴付けられる対象でのＰＦＳ（図２Ａ、２Ｃ、２Ｅ
、２Ｇ、２Ｉ、２Ｋ、２Ｍ、２Ｏ、２Ｑ、２Ｓ、２Ｕ、２Ｗ、２Ｙ、２ＡＡ、２ＣＣ、２
ＥＥ、２ＧＧ、２ＩＩ、２ＫＫ、２ＭＭ、２ＯＯ、２ＱＱ）およびＯＳ（図２Ｂ、２Ｄ、
２Ｆ、２Ｈ、２Ｊ、２Ｌ、２Ｎ、２Ｐ、２Ｒ、２Ｔ、２Ｖ、２Ｘ、２Ｚ、２ＢＢ、２ＤＤ
、２ＦＦ、２ＨＨ、２ＪＪ、２ＬＬ、２ＮＮ、２ＰＰ、２ＲＲ）を示すグラフである：ｐ
１６核対細胞質／非染色（図２Ａ～２Ｂ）、ｐ１６＋対ｐ１６－染色（図２Ｃ～２Ｄ）、
ｓｏｌＣＤ４４の１０ｎｇ／ｍｌ以上対１０ｎｇ／ｍｌ未満（図２Ｅ～２Ｆ）、総タンパ
ク質の１ｍｇ／ｍｌ未満対１ｍｇ／ｍｌ以上（図２Ｇ～２Ｈ）、ＣＤ４４の染色対非染色
（図２Ｉ～２Ｊ）、ＣＤ４４の膜のみ／全体染色対非染色／その他（図２Ｋ～２Ｌ）、Ｅ
ＧＦＲの膜および細胞質染色対非染色／その他（図２Ｍ～２Ｎ）、ＥＧＦＲの膜および細
胞質対その他対非染色（図２Ｏ～２Ｐ）、ＥＧＦＲの膜対細胞質／非染色（図２Ｑ～２Ｒ
）、ＥＧＦＲの膜対細胞質のみ対非染色（図２Ｓ～２Ｔ）、角化対非角化（図２Ｕ～２Ｖ
）、現喫煙者対非／前喫煙者（図２Ｗ～２Ｘ）、非アルコール対軽度／中程度のアルコー
ル対重度のアルコール曝露（図２Ｙ～２Ｚ）、重度対軽度／非アルコール曝露（図２ＡＡ
～２ＢＢ）、口唇および口腔癌対口腔咽頭癌（図２ＣＣ～２ＤＤ）、病期Ｉ／ＩＩ対病期
ＩＩＩ／ＩＶの癌（図２ＥＥ～２ＦＦ）、病期Ｉ／ＩＩ／ＩＩＩ対病期ＩＶの癌（図２Ｇ
Ｇ～２ＨＨ）、Ｔ１～Ｔ３対Ｔ４の癌（図２ＩＩ～２ＪＪ）、Ｎ０対Ｎ１～Ｎ３、Ｎｘ（
図２ＫＫ～２ＬＬ）、女性対男性（図２ＭＭ～２ＮＮ）、白人対黒人（図２ＯＯ～２ＰＰ
）、またはヒスパニック系対非ヒスパニック系（図２ＱＱ～２ＲＲ）。
【図３】図３Ａ～３Ｃは、ＣＤ４４過剰発現が増殖（図３Ａ）、遊走（図３Ｂ）、および
シスプラチン抵抗性（図３Ｃ）を増進させたことを示すグラフである。
【図４】図４Ａは、下方制御されたＣＤ４４をもつ安定クローンからのウエスタンブロッ
トである。図４Ｂは、スクランブル型または野生型ＣＡＬ２７と比較して、ＣＤ４４ｓｉ
ＲＮＡクローンの２種類について、ヌードマウスでの腫瘍成長が抑制されることを示すグ
ラフである。
【図５】図５は、ＣＤ４４　ｓｉＲＮＡまたはスクランブル配列による治療後のＣＡＬ２
７異種移植片でのＣＤ４４、ＥＧＦＲ、およびｐＥＧＦＲ（Ｙ１０６８）染色を示す組織
構造のスライドである。ＣＤ４４下方制御は、ＣＡＬ２７異種移植片で、ＥＧＦＲ発現お
よびそのリン酸化（Ｙ１０６８）を阻害する。
【図６】図６は、ｐ１６－癌でのｐ１６、ＣＤ４４、およびＥＧＦＲの免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）染色を示し、ここでｐ１６染色は細胞質内であり拡散している。この場合、ＣＤ４
４は膜に染色し、腫瘍全体にわたり一様に染色している。ＣＤ４４およびＥＧＦＲは細胞
膜で共局在化し、ＥＧＦＲの細胞質のいくらかで同様に染色が存在する。
【図７】図７は、ｐ１６＋腫瘍でのｐ１６、ＣＤ４４、およびＥＧＦＲのＩＨＣ染色を示
し、ここで、ｐ１６についての核染色が強力であり、いくらかの細胞質染色も同様に存在
する。しかし、ＣＤ４４膜染色はなく、侵入リンパ球のみがＣＤ４４発現を保持している
。ＥＧＦＲ発現は、全く見られない。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　本明細書に記載の材料、化合物、組成物、および方法は、開示した対象の固有の態様に
ついての以下の詳細な説明および本明細書に含まれる実施例の参照により、より容易に理
解され得る。
【００１１】
　本発明の材料、化合物、組成物、および方法を開示および説明する前に、以下に記載の
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態様が固有の合成方法または固有の試薬を限定するものではなく、それ自体がもちろん変
更し得ることが理解されるべきである。また、本明細書の専門用語が特定の態様のみを説
明する目的に使用され、限定を意図しないことも、理解されるべきである。
【００１２】
　また、本明細書の全体にわたり、様々な刊行物が参照される。これらの刊行物のその全
体の開示が、開示の対象が関連する最先端の技術をより完全に説明するために、本明細書
に参照により本明細書に組み込まれる。開示の参考文献はまた、その参照文献に含まれる
材料（その参照文献が信頼される文章中に説明される）について、個々に具体的に、本明
細書の参照により組み込まれる。
【００１３】
［定義］
　本明細書およびそれ以降の特許請求の範囲で、いくつかの用語について言及するが、こ
れらの用語は、以下の意味をもつように定義するものとする。
【００１４】
　明細書および特許請求の範囲の全体にわたり、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」という単
語およびこの単語の他の形態（「含むこと（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」および「含む（ｃ
ｏｍｐｒｉｓｅｓ）」等）は、含むこと（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）を意味し、これらに限定
されるものではないが、例えば、他の添加剤、成分、整数、または段階を除外することを
意図しない。
【００１５】
　説明および添付の特許請求の範囲で使用されるように、単数形「ａ」、「ａｎ」、およ
び「ｔｈｅ」は、その内容について別段のはっきりした指示がない限り、複数の指示対象
を含む。
【００１６】
　「任意選択の（Ｏｐｔｉｏｎａｌ）」または「任意選択的に（ｏｐｔｉｏｎａｌｌｙ）
」は、続いて記載される事象または出来事（ｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅ）が生じ得る、ま
たは生じ得ないことを意味し、本説明には、その事象または出来事が起こる事例および起
こらない事例が含まれる。
【００１７】
　範囲は、本明細書では、１つの「約（ａｂｏｕｔ）」特定の値からおよび／または別の
「約（ａｂｏｕｔ）」特定の値として表し得る。「約」は、表示の値の５％以内を意味し
得る。そのような範囲を表す場合、別の態様として、ある特定の値からおよび／またはそ
の他の特定の値が含まれる。同様に、値が前述の「約」を用いて近似値として表される場
合、特定の値が別の態様を形成することが理解されよう。さらに、その範囲の各端点が、
他の端点に関連して、および他の端点と無関係に、ともに重要であることが理解され得る
。また、本明細書に開示の値は多数存在し、各値もまた、値それ自体に加えてその「約」
特定の値として本明細書に開示されていることが理解される。例えば、値「２０００」が
開示される場合、「約２０００」も開示される。また、値が開示される場合、当業者に適
切に理解されるように、その値「以下」、「その値以上」および値間のあり得る範囲もま
た、開示されることが理解される。例えば、値「２０００」が開示される場合、「２００
０以下」ならびに「２０００以上」も開示される。また、本出願の全体にわたり、データ
が、多数の異なるフォーマットで提供され、また、このデータは、端点および起点および
データ点のいずれの組み合わせの範囲を表すことが理解される。例えば、ある特定のデー
タ点「１０」およびある特定のデータ点「１５」が開示される場合、１０および１５を超
える、それ以上、それ未満、それ以下、およびそれと同等の値が、１０および１５間の値
と同様に開示されていると見なされることが理解される。また、２つの特定単位間の各単
位もまた、開示されることが理解される。例えば、１０および１５が開示される場合、１
１、１２、１３、および１４もまた、開示される。
【００１８】
　明細書および結びの特許請求の範囲での、組成物中の特定の構成要素または成分の重量
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部への言及は、重量部が示される組成物または物品の構成要素または成分と、いずれの他
の構成要素または成分との重量の関連性を示すものである。したがって、成分Ｘの２重量
部と成分Ｙの５重量部を含む化合物では、ＸおよびＹが２：５の重量比で存在し、さらな
る成分が組成物に含まれているかは関係なくその比率で存在する。
【００１９】
　成分の重量パーセント（ｗｔ．％）は、反対のはっきりした指示がない限り、成分を含
む処方物または組成物の総重量に基づく。
【００２０】
　「個人（ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ）」「宿主」「対象」および「患者」という用語は、診
断、予後、投与、または治療の標的となるいずれの個人を指すために、同じ意味で使用さ
れる。対象は、脊椎動物、例えば哺乳類であり得る。したがって、対象は、ヒトまたは動
物の患者であり得る。
【００２１】
　「バイオマーカー」は、組織または細胞での発現量が、正常もしくは健康な細胞または
組織と比較して変化する、いずれの遺伝子またはタンパク質である。
【００２２】
　「予後」という用語は、当技術分野で認められたものであり、起こり得る病気の経過ま
たは病気進行、特に病気の寛解、病気再発（再燃）、腫瘍再発、転移、および死亡の可能
性に関しての予測を包含する。「良好な予後」は、癌（頭頸部扁平上皮癌等）に悩む患者
が無病のままである可能性を指す（すなわち、無癌状態）。「予後不良」は、原因となる
癌もしくは腫瘍の再燃もしくは再発、転移、または死亡の可能性を意味することが意図さ
れる。「良好な転帰」と分類された癌患者は、原因となる癌または腫瘍が存在しないまま
の状態である。これに対して、「不良な転帰」の癌患者は、病気が再燃、腫瘍が再発、転
移、または死亡する。特定の実施形態では、予後および転帰を評価する時間枠は、例えば
、１年未満、１年、２年、３年、４年、５年、６年、７年、８年、９年、１０年、１５年
、２０年またはそれ以上である。本明細書で使用する場合、予後または無病生存期間の評
価に関連する期間は、腫瘍の外科的切除もしくは抑制、緩和、または腫瘍成長の抑制から
始まる。したがって、例えば、特定の実施形態では、「良好な予後」は、頭頸部扁平上皮
癌患者の、原因となる癌または腫瘍が存在しない状態が少なくとも５年、より具体的には
、少なくとも１０年続く可能性を指す。本発明のさらなる態様では、「不良な予後」は、
頭頸部扁平上皮癌患者が５年未満、より具体的には１０年未満以内に病気が再燃、腫瘍が
再発、転移、または死亡する可能性を指す。上に定められた予後および転帰を評価する時
間枠は例示であり、限定されることを意図しない。
【００２３】
　「治療」という用語は、病気、病態、または障害を治癒する、改善する、安定させる、
または予防する意図による患者の医学的管理を指す。この用語には、積極的治療、すなわ
ち、具体的には病気、病態、または障害の改善のための治療が含まれ、また、原因治療、
すなわち、関連する病気、病態、または障害の原因を取り除くための治療も含まれる。さ
らに、この用語には、緩和治療、すなわち、病気、病態、または障害の治癒よりむしろ症
状の軽減のために考案された治療；予防治療、すなわち、関連する病気、病態、または障
害の発症を最小限にする治療、または部分的もしくは完全に阻害するための治療；および
補助治療、すなわち、関連する病気、病態、または障害の改善のために、別の特異的療法
を補って行われる治療が含まれる。
【００２４】
　「抗体」という用語は、標的抗原に選択的に結合する自然抗体または合成抗体を指す。
この用語には、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体が含まれる。完全免疫グロ
ブリン分子に加えて、「抗体」という用語には、それらの免疫グロブリン分子のフラグメ
ントまたはポリマー、および選択的に標的抗原に結合する免疫グロブリン分子のヒト型ま
たはヒト化型も含まれる。
【００２５】
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　また、本明細書には、開示の方法および組成物のために使用し得る、これらを併用して
使用し得る、これらを調製する際に使用し得る、またはこれらの生成物である材料、化合
物、組成物、および成分が開示される。これらの材料および他の材料が本明細書に開示さ
れ、また、これらの材料の組み合わせ、サブセット、相互作用、群等が開示される場合、
これらの化合物の各様々な個々のおよび集合的な組み合わせならびに順列（ｐｅｒｍｕｔ
ａｔｉｏｎ）の具体的な言及が明確に開示されていなくても、各々は本明細書に具体的に
是認および記載されることが理解される。例えば、組成物が開示され、組成物の複数の成
分にいくつかの変更を与え得ることが記載されている場合、可能性のある各々および全て
の組み合わせならびに順列は、特にそれとは反対の指示がない限り、具体的に是認される
。この概念は本開示の全ての態様（これらに限定されるものではないが、組成物および開
示の組成物を作製および使用する方法の段階等）に適用する。したがって、実行され得る
種々の付加的な段階が存在する場合、これらの付加的段階の各々が、開示の方法のいずれ
の固有の態様または態様の組み合わせにより実施され得、また、そのような組み合わせの
各々が具体的に是認され、開示していると見なされるべきであることが理解される。
【００２６】
　本開示の材料、化合物、組成物、成分、装置、物品、および方法の固有の態様をここで
詳細に言及するが、これらの態様は以下の説明および実施例、ならびに図およびその前後
の説明に例証される。
【００２７】
［バイオマーカー分析］
　頭頸部扁平上皮癌（ＨＮＳＣＣ）の予後を診断および判定する、有効で、安価で、非侵
襲的な分析を記載する。開示の分析は、対象の試料で、ＣＤ４４（例えば、可溶型ＣＤ４
４（ｓｏｌＣＤ４４））等の１つ以上のバイオマーカーの検出を伴う。Ｆｒａｎｚｍａｎ
ｎらによる米国特許第８，０８８，５９１号が、対象のＨＮＳＣＣを診断および監視する
ために使用され得るバイオマーカーの説明のために、その全体が参照により組み込まれる
。これらのバイオマーカーの上昇した濃度は、高精度かつ特異的に対照から癌患者を識別
することが可能である。しかし、これらのバイオマーカーは、ＨＮＳＣＣの存在にかかわ
らず、ある対象集団において減少する。
【００２８】
　したがって、ＨＮＳＣＣ分析の精度および特異度を向上させるために使用してもよいさ
らなるバイオマーカーおよび危険因子を開示する。例えば、組み合わせたｓｏｌＣＤ４４
濃度および総タンパク質濃度は、どちらのマーカー単独よりも、対照からＨＮＳＣＣを識
別するのにより有効であることが示されている。しかし、ｓｏｌＣＤ４４濃度は、ヒトパ
ピローマウイルス（ＨＰＶ）感染により、対象では低下する可能性がある。実際に、ｓｏ
ｌＣＤ４４濃度および総タンパク質濃度を使用する二変量解析は、黒人で最も作用し、こ
の場合、ＨＰＶ感染はあまり見られない。したがって、多変量解析でのＨＰＶ状態を組み
入れることにより、分析の感度および精度を向上させ、ＨＰＶ＋ＨＮＳＣＣの検出を可能
にする。
【００２９】
　ＨＮＳＣＣ検出または予後に関連する他のバイオマーカーを、開示の方法の感度および
／または精度を向上させるために、総タンパク質、ｓｏｌＣＤ４４、およびＨＰＶ検出を
組み合わせて使用してもよい。例えば、ｓｏｌＣＤ４４濃度は、年齢および喫煙状態に基
づき変化し得る。多変量解析で使用してもよいＨＮＳＣＣ危険因子および人口統計学的因
子の例としては、タバコ曝露、アルコール曝露、人種、民族性、口腔衛生、性別、教育水
準、年齢、一般的健康状態、癌の家族歴、セックス歴および社会経済的地位等が挙げられ
、多変量解析で１つ以上の危険因子または人口統計学的因子を使用して、複合スコアを決
定する。
【００３０】
　したがって、個々の対象についての複合スコアを決定する本開示のバイオマーカーおよ
び危険因子の多変量解析を伴う、診断および予後のための分析、およびその分析を使用す
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る方法が開示される。次いで、複合スコアを使用して、対象でのＨＮＳＣＣの有無、また
はＨＮＳＣＣ再発のリスクを判定し得る。特に、複合スコアのカットオフ値は、陽性対照
値と陰性対照値を比較することにより、実験的に決定され得る。
【００３１】
　本明細書に記載のバイオマーカーとしては、遺伝子およびタンパク質が挙げられる。そ
のようなバイオマーカーとしては、バイオマーカーをコードする核酸配列またはそのよう
な配列の相補鎖の完全配列または部分配列を含むＤＮＡが挙げられる。バイオマーカーの
核酸としてはまた、該当する核酸配列のいずれかの完全配列または部分配列を含むＲＮＡ
が挙げられる。バイオマーカーのタンパク質は、本発明のＤＮＡバイオマーカーによりコ
ードされた、またはこれに対応するタンパク質である。バイオマーカーのタンパク質は、
バイオマーカーのタンパク質またはポリペプチドのいずれかの完全アミノ酸配列または部
分アミノ酸配列を含む。バイオマーカー遺伝子およびタンパク質のフラグメントおよびそ
の変異体もまた、本発明に包含される。「フラグメント」は、ポリヌクレオチドの一部ま
たはアミノ酸配列の一部を意図し、したがってタンパク質がコードされている。バイオマ
ーカーヌクレオチド配列のフラグメントであるポリヌクレオチドは、概して、少なくとも
１０、１５、２０、５０、７５、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４
００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、８００、９００、１，０００
、１，１００、１，２００、１，３００、または１，４００の近接したヌクレオチド、ま
たは最大で本明細書に開示の完全長バイオマーカーポリヌクレオチドに存在するヌクレオ
チド数を含む。バイオマーカーポリヌクレオチドのフラグメントは、概して、少なくとも
１５、２５、３０、５０、１００、１５０、２００、または２５０の近接するアミノ酸、
または最大で本発明の完全長バイオマーカーのタンパク質に存在するアミノ酸の総数をコ
ードする。「変異体」は、実質的に同様の配列を意味することが意図される。概して、本
発明の特定のバイオマーカーの変異体は、配列アライメントプログラムにより決定された
バイオマーカーの配列と少なくとも約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％
、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性をもつ。
【００３２】
　本明細書に記載のバイオマーカーは、その過剰発現が癌、特にＨＮＳＣＣの予後に相関
する遺伝子およびタンパク質である。特定の実施形態では、患者試料での該当するバイオ
マーカーまたバイオマーカーの組み合わせの選択的な過剰発現が、癌の予後不良を示す。
「予後不良を示す」は、本明細書で上に定義したように、特定のバイオマーカーまたはバ
イオマーカーの組み合わせの過剰発現が、原因となる癌もしくは腫瘍が再燃または再発す
る、転移する、または死亡する増進した可能性に関連することを意図する。例えば、「予
後不良を示す」は、５年、より具体的には１０年以内に、原因となる癌または腫瘍が再燃
もしくは再発する、転移する、または死亡する増進した可能性を指してもよい。予後不良
を示すバイオマーカーは、本明細書において、「不良な転帰のバイオマーカー」を指して
もよい。他の実施形態では、該当するバイオマーカーまたはバイオマーカーの組み合わせ
の過剰発現の不在は、良好な予後を示す。本明細書で使用する場合、「良好な予後を示す
」は、本明細書で上に定義したように、患者が無癌のままである増進した可能性を指す。
いくつかの実施形態では、「良好な予後を示す」は、患者が、少なくとも５年、より具体
的には少なくとも１０年間、無癌のままである増進した可能性を指す。そのようなバイオ
マーカーは、「良好な転帰のバイオマーカー」を指してもよい。
【００３３】
　本開示のバイオマーカーには、その過剰発現（対照と比較して）がＨＮＳＣＣの予後に
相関する遺伝子および／またはタンパク質が含まれる。遺伝子またはタンパク質は、対照
と比較して、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０
％、１００％、２００％、３００％、４００％、５００％、またはそれ以上、過剰発現さ
れ得る。バイオマーカーには、ＨＮＳＣＣの不良な予後を示す遺伝子およびタンパク質（
すなわち、不良な転帰のバイオマーカー）、ならびに良好な予後を示す遺伝子およびタン
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パク質（すなわち、良好な転帰のバイオマーカー）が含まれる。特定の該当するバイオマ
ーカーには、細胞成長および増殖の調節、細胞周期制御、ＤＮＡ複製および転写、アポト
ーシス、情報伝達、血管新生／リンパ形成、または転移を伴う遺伝子およびタンパク質が
含まれる。いくつかの実施形態では、バイオマーカーは、組織再構築、細胞外マトリック
ス分解、および隣接組織浸潤に関与するプロテアーゼ系を制御する。その他のバイオマー
カーには、遺伝子発現の調節因子（過剰メチル化またはｍｉｃｒｏＲＮＡ等）が含まれる
。その発現パターンがＨＮＳＣＣ予後を示すいずれのバイオマーカーも、開示の方法およ
び分析を実践するために使用し得るが、特定の実施形態では、バイオマーカーは、ＨＰＶ
、総タンパク質、およびＣＤ４４からなる群から選択される。１つの実施形態では、ＣＤ
４４バイオマーカーはｓｏｌＣＤ４４である。
【００３４】
　ＨＰＶ感染は、ＨＰＶを直接または間接的に測定することにより判定され得る。分子分
析の３つのカテゴリが、組織試料および剥離細胞試料でのＨＰＶ感染の検出に利用可能で
ある。その全てがＨＰＶのＤＮＡの検出に基づくものであり、以下が挙げられる：（１）
非増幅のハイブリダイゼーション法（サザン法（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）
ハイブリダイゼーション、（ＳＴＨ）、ドットブロットハイブリダイゼーション法（ＤＢ
）およびｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション法（ＩＳＨ））；（２）シグナル増幅ハ
イブリダイゼーション法（ハイブリッドキャプチャ法等）；および（３）標的増幅法（Ｐ
ＣＲ法およびｉｎ　ｓｉｔｕＰＣＲ法等）。サザンブロットハイブリダイゼーション法は
大量のＤＮＡを必要とし、多くの時間と労力を要し、また再現性がなく、一方でｉｎ　ｓ
ｉｔｕハイブリダイゼーション法はＨＰＶに中程度の感度しかない。ＨＰＶのＰＣＲに基
づく検出は、極めて感受性があり特異的である。この手法を用いて、ウイルスＤＮＡをＤ
ＮＡポリメラーゼによりｉｎ　ｖｉｔｒｏで増幅し、標的の十分な量を生成し、次いで標
的をゲル上に直接可視化、または（より固有の手法）従来のハイブリダイゼーション法を
用いて固有のプローブにより検出する。実際には、ＰＣＲに基づく方法の感度は、１００
ｎｇ細胞ＤＮＡのバックグランドで、約１０～１００ＨＰＶウイルスゲノムである。ＰＣ
ＲはＤＮＡ（１０～１００ｎｇ）のごく少量で実施され得ることから、低ＤＮＡ量の標本
の使用に最適である。
【００３５】
　現在、唯一利用できるＦＤＡが認可したＨＰＶ検出法は、Ｈｙｂｒｉｄ　ｃａｐｔｕｒ
ｅ　ＩＩ分析（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）である。この分析では、ＨＰＶ
のＤＮＡをＲＮＡプローブにハイブリダイズし、ＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッドを化学発光
系により捕捉し検出する。この分析の感度は、ＰＣＲに基づく分析と同様であり、標的増
幅よりむしろシグナル増幅により高い感度が得られる。現在のＨＣ　ＩＩ分析は、１ｍｌ
試料あたり１ｐｇのＨＰＶ（約５０、０００コピー）を検出する感度をもつ。適切な試料
回収は、最大の感度を得るために不可欠であり、ブラッシング採取器具が最適であること
が示されている。ＨＣ　ＩＩ法は、１３種の高リスク（１６、１８、３１、３３、３５、
３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、および６８型）および５種の低リスク（６
、１１、４２、４３、４４型）のＨＰＶ型のゲノム配列と相補的な合成ＲＮＡプローブを
含有する。
【００３６】
　あるいは、ＨＰＶ感染は、ウイルスのｍＲＮＡ転写物の検出または細胞タンパク質ｐ１
６の検出により判定されてもよい。癌を引き起こすＨＰＶには、持続的な感染およびウイ
ルスの癌遺伝子Ｅ６およびＥ７の高濃度発現を可能にする細胞環境（最初に基底細胞層、
次いで上皮全体にわたる）が必要である。したがって、Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡの検出は、Ｄ
ＮＡ手法と比較してより臨床的に有意な感染を特定する可能性がある。
【００３７】
　サイクリン依存性キナーゼ阻害因子２Ａ（ＣＤＫＮ２Ａ、ｐ１６Ｉｎｋ４Ａ、ｐ１６）
は、発がん性のＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡの増進した発現の細胞内関連要因である。ＨＰＶ癌遺
伝子の主作用は、Ｅ６によるｐ５３の分解、およびその結果によるアポトーシスの抑止（
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ａｂｒｏｇａｔｉｏｎ）ならびに細胞周期の持続的な活性化を導くｐＲｂからのＥ２Ｆの
放出である。生理学的には、Ｅ２Ｆ活性化は、Ｒｂタンパク質のリン酸化により介在され
る。この経路は、一連のサイクリン依存性キナーゼ阻害因子、なかでもｐＲＢ（サイクリ
ン依存性キナーゼ）をリン酸化する酵素を阻害するｐ１６により厳密に制御される。形質
転換するＨＰＶ感染中の細胞では、Ｒｂ－Ｅ２Ｆ経路の調節はＥ７により妨げられ、ｐ１
６の活性化は下流効果をもたない。結果として、ｐ１６は、強力に過剰発現され、細胞内
に蓄積する。ｐ１６の過剰発現は、頸部の前癌状態および癌の大部分で示されたが、正常
組織ではｐ１６の発現は、稀にしか認められなかった。
【００３８】
　ＨＰＶ感染の後成的作用もまた、ＨＰＶを検出するために使用されてもよい。ＨＰＶ＋

とＨＰＶ－とのＨＮＳＣＣ細胞株間での別個にメチル化された座（ｌｏｃｉ）がＳａｒｔ
ｏｒ　ＭＡら、Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ　６（６）：７７７－８７　（２０１１）に記載
されている（これらの後成的プロファイルについて参照により組み込まれる）。
【００３９】
　したがって、ＨＰＶ感染は、ｐ１６ＩＮＫ４ａに特異的に結合する抗体を使用して検出
され得る。あるいは、ＨＰＶ感染は、ＨＰＶ　ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはタンパク質の検出
により判定され得る。同様に、ＨＰＶ感染は、ウイルスの癌遺伝子（例えば、Ｅ６／Ｅ７
）の検出または後成的変化により判定され得る。
【００４０】
［方法］
　対象でＨＮＳＣＣを診断する、対象でのＨＮＳＣＣ腫瘍の病期を診断する、ＨＮＳＣＣ
治療の有効性を監視する、またはＨＮＳＣＣと診断された対象の予後を判定する、または
対象でのＨＮＳＣＣの再発を予測する方法を開示する。これらの方法は各々、対象からの
身体試料を、総タンパク質、ｓｏｌＣＤ４４、およびＨＰＶの有無について分析する工程
を含む。総タンパク質、ＨＰＶ、およびＣＤ４４濃度の組み合わせを多変量解析に使用し
て、複合スコアを決定してもよい。方法はさらに、身体試料をヒアルロン酸（ＨＡ）、ヒ
アルロニダーゼ（ＨＡａｓｅ）、ＩＬ－８、またはその組み合わせの有無について評価す
る工程を含んでもよい。ＨＮＳＣＣ危険因子および／または人口統計学的因子もまた、本
開示の方法の感度および／または精度を向上させるために、総タンパク質、ｓｏｌＣＤ４
４、およびＨＰＶの検出と組み合わせて使用してもよい。
【００４１】
　多変量解析は、多変量統計の統計的原理に基づくものであり、１を超える転帰の統計的
変量を同時に観測および分析することを含む。例えば、多変量解析と使用され得るいくつ
かの回帰法があるが、これらは、限定されるものではないが、一般化線形および非線形回
帰、ロジスティックおよびポアソン回帰、教師あり機械学習アルゴリズム、ニューラルネ
ットワーク、サポートベクターマシン、応答曲面モデル、および多変量適応型回帰スプラ
インが挙げられる。いくつかの実施形態では、ロジスティック回帰が使用される。
【００４２】
　例えば、多変量解析はまず、総タンパク質、ｓｏｌＣＤ４４、およびｐ１６濃度が、リ
スク変数（人種、性別、喫煙および飲酒等）に基づき、どのように変化するのかを明らか
にする必要があり得る。次いで、数学モデルを展開してもよい（その項にはバイオマーカ
ー濃度および癌の可能性を予測するリスク変数が含まれる）。項に関連する統計的有意性
は、予測に関する重要度を反映している。次いで、数学モデルを、予測スコア（癌の全体
的な確率スコアを展開できるようにする）を推定するために使用してもよい。例えば、マ
ーカー濃度およびリスク変数（例えば、人種、性別、喫煙および飲酒）がどのように転帰
に関連しているか（相合作用を含む）を調査した後に、バイオマーカーのログオッズおよ
び共変量を関連づける適合するモデルを取得し得る。このモデルに基づき、スコアまたは
癌をもつ予測的な可能性を、モデルに含まれる全ての変数の特定の値に推定し得る。
【００４３】
　いくつかの実施形態では、複合（予測）スコアのカットオフ値（しきい値）を超える増
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加は、ＨＮＳＣＣの対象を、ＨＮＳＣＣでないまたは将来のその発症が低リスクである対
象と識別する。いくつかの実施形態では、複合スコアのカットオフ値を超える増加は、Ｈ
ＮＳＣＣ腫瘍の病期を特定、ＨＮＳＣＣ治療の有効性を予測、ＨＮＳＣＣと診断された対
象の予後を予測、またはＨＮＳＣＣ再発のリスクを予測する。例えば、スコアのカットオ
フ値を超える増加は、予後不良または再発の可能性と関連していてもよい。
【００４４】
　本開示の分析および方法は、ＨＮＳＣＣである対象またはＨＮＳＣＣの発症リスクをも
つ対象の治療を導くために使用してもよい。例えば、低い複合スコアである対象には、組
み合わせ療法よりむしろ単独のモダリティ治療（外科的手術単独または放射線単独等）が
施されてもよい。その結果、治療関連死亡率を低減させる。これに対して、高い複合スコ
アの対象には、その病気による死亡のリスクがより高いことを考えると、治療関連死亡率
が高くなるのは当然であることから、より積極的な治療（外科的手術、放射線療法および
化学療法等）を提示してもよい。したがって、本開示の方法はさらに、ＨＮＳＣＣと診断
されたまたはＨＮＳＣＣの予後不良を有すると判断された対象を、外科的療法、放射線療
法、化学療法、光線力学的治療法、標的療法、またはそれらのいずれの組み合わせにより
治療すること、を含んでもよい。
【００４５】
　本開示の各バイオマーカーは、対象で、身体試料を使用して検出され得る。「身体試料
」は、バイオマーカーの発現を検出し得る細胞、組織、または体液のいずれの採取試料を
意味する。そのような身体試料の例としては、これに限定されないが、血液、リンパ液、
尿、婦人科学的体液、生検、および塗抹標本が挙げられる。本発明に有用な体液としては
、血液、尿、唾液、乳頭吸引液、洗浄液またはその他の分泌液もしくはその派生物が挙げ
られる。血液としては、全血、血漿、血清、また血液のいずれの派生物が挙げられ得る。
好ましい実施形態では、身体試料は、含嗽液（ｏｒａｌ　ｒｉｎｓｅ）を含む。様々な身
体試料を採取する方法は、当技術分野で周知である。
【００４６】
　本方法は、個人の頭頚部癌のリスク（例えば、喫煙者、アルコール中毒者、およびＨＰ
Ｖウイルスに曝露された対象）を検出するのに有用である。本明細書に記載の方法により
また、他の公知の予後指標の分析と比較して、ＨＮＳＣＣ予後の評価を高めることが可能
となる。特定の態様では、感度および特異度は、公知の癌の予後評価方法のものと同等ま
たはそれ以上である。特異度および感度を評価する終点は、本発明の方法を使用して予測
した予後または転帰（すなわち、診断時またはほぼ診断時）と実際の臨床転帰（すなわち
、患者が無癌のままであったか、または特定期間内に再発したかどうか）との比較である
。本明細書で使用する場合、「特異度」は、本発明の方法が正確に真陰性を特定し得る水
準を指す。臨床試験では、特異度は、真陰性数を真陰性と偽陽性との合計で除算すること
により算出される。「感度」は、本発明の方法が真陽性である試料を正確に特定し得る水
準を意図する。感度は、臨床試験で、真陽性数を真陽性と偽陰性との合計で除算すること
により算出される。いくつかの実施形態では、ＨＮＳＣＣの評価のための本開示の方法の
感度は、少なくとも約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５
％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％またはそれ以上である。さらにまた、本方法の特異度は、好ましくは
少なくとも約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０
％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％またはそれ以上である。さらなる実施形態では、本発明の予後予測方法のため
に組み合わせた感度および特異度の値を評価する。「組み合わせた感度および特異度の値
」は、本明細書で上に定義したように、個人の特異度と感度の値の合計を意味する。本方
法の組み合わせた感度および特異度の値は、好ましくは少なくとも約１０５％、１１０％
、１１５％、１２０％、１３０％、１４０％、１５０％、１６０％またはそれ以上である
。
【００４７】
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　本明細書で使用する場合、「真」および「偽」陽性ならびに陰性の定義は、検討中のバ
イオマーカーまたはバイオマーカーの組み合わせが良好な転帰のバイオマーカーであるか
または不良な転帰のバイオマーカーであるかによる。すなわち、良好な転帰のバイオマー
カー（すなわち良好な予後を示すもの）である場合、「真陽性」は、健康診断とその後の
生検により判定されるように、該当するバイオマーカーに過剰発現が見られる試料を指す
。病理学上の陽性生検は、試料が陽性または陰性であるかを示し得る。
【００４８】
　上述のように、いくつかの実施形態では、２以上のバイオマーカーが使用され、より好
ましくは、２以上の相補的バイオマーカーが使用される。「相補的」とは、バイオマーカ
ーの組み合わせを身体試料で検出することにより、１種類のみバイオマーカーを使用した
場合に特定されるものと比較して、より高い比率の事例で、癌予後のより正確な判定がも
たらされることを意味する。したがって、場合によっては、少なくとも２種類の開示のバ
イオマーカーを使用して、より正確な癌予後が判定され得る。
【００４９】
　当技術分野で利用可能でありバイオマーカーの発現を検出するいずれの方法も、本明細
書に包含される。本発明のバイオマーカーの発現は、核酸濃度またはタンパク質濃度で検
出され得る。「発現を検出すること」は、バイオマーカー遺伝子またはタンパク質の量ま
たは有無を判定することを意味する。したがって、「発現を検出すること」は、バイオマ
ーカーが発現していない、検出可能には発現していない、低レベルに発現している、正常
レベルに発現している、または過剰発現していることを判定する事例を包含する。過剰発
現を判定するために、試験を行う身体試料は、対応する試料と比較し得る。例えば、健常
者に由来する対応する身体試料。すなわち、発現の「正常」水準とは、例えばＨＮＳＣＣ
に罹患していないヒト対象または患者からの試料での、バイオマーカーの発現水準である
。身体試料はまた、ＨＮＳＣＣの治療を受けた対象からの対応する身体試料と比較され得
る。そのような試料は、標準化された形態で存在し得る。いくつかの実施形態では、バイ
オマーカー過剰発現の判定は、身体試料と健常者に由来する対応する身体試料との比較を
必要としない。例えば、腫瘍試料での予後不良を示すバイオマーカーの過剰発現の検出は
、健常者に由来する対応する試料と比較する必要性を除外してもよい。さらに、本発明の
いくつかの態様では、該当するバイオマーカーまたはバイオマーカーの組み合わせの非発
現、低発現、または正常発現（すなわち、過剰発現が存在しない）により、患者の予後に
関する有用な情報が得られる。
【００５０】
　本発明のバイオマーカーの発現を検出する方法は、バイオマーカーの核酸またはタンパ
ク質濃度の定量または存在を判定するいずれの方法を含む。そのような方法は、当技術分
野で周知であり、これに限定されないが、側方流動「試験紙」、ウエスタンブロット法、
ノーザンブロット法、サザンブロット法、ＥＬＩＳＡ、免疫沈降、免疫蛍光法、フローサ
イトメトリ、免疫組織化学法、核酸ハイブリダイゼーション法、核酸逆転写法、および核
酸増幅法（例えば、ＰＣＲ）が挙げられる。特定の実施形態では、バイオマーカーの発現
は、例えば固有のバイオマーカータンパク質に対する抗体を使用して、タンパク質濃度で
検出される。これらの抗体は、様々な方法（ウエスタンブロット法、ＥＬＩＳＡ、免疫沈
降、または免疫組織化学法等）で使用され得る。同様に、組織の免疫染色が、臨床情報、
従来の予後予測方法、および当技術分野に周知の分子マーカー（例えば、ｐ１６ＩＮＫ４

ａおよびｓｏｌＣＤ４４）の発現の評価と併用し得る。このように、開示の方法により、
ＨＮＳＣＣ予後のより正確な判定が可能となり得る。
【００５１】
［キット］
　対象をＨＮＳＣＣと診断する、またはＨＮＳＣＣの対象の予後を判定するキットもまた
、本明細書で提供される。キットには、ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｓｏｌＣＤ４４、および／ま
たは総タンパク質を測定する手段が含まれ得る。例えば、キットには、ｐ１６ＩＮＫ４ａ

に特異的に結合する複数の抗体が含まれ得る。いくつかの実施形態では、抗体は、Ｅ６Ｈ
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４抗体クローンのイディオタイプが含まれる。キットにはさらに、含有する抗体を検出す
る検出剤（例えば、二次抗体および／または比色剤（ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ　ａｇｅ
ｎｔ））が含まれ得る。キットにはさらに、ＣＤ４４（例えば、ｓｏｌＣＤ４４）と特異
的に結合する複数の抗体が含まれ得る。キットにはさらに、試料中の総タンパク質濃度を
判定する試薬が含まれ得る。キットにはまた、ｐ１６ＩＮＫ４ａおよび／またはｓｏｌＣ
Ｄ４４の基準試料が含まれ得る。キットには、さらに、キットの使用説明書（例えば、対
象を診断する指示書）、容器、および／または担体が含まれ得る。具体的には、キットに
は、検出値を複合スコアに変換するためのアルゴリズムと参照表を使用するコンピュータ
可読媒体またはハイパーリンクが含まれ得る。いくつかの実施形態では、キットは側方流
動免疫測定法である。あるいは、キットは、マルチウェルプレート（任意選択的にｐ１６
ＩＮＫ４ａに特異的に結合する抗体、ＣＤ４４に特異的に結合する抗体、またはその組み
合わせで被覆されている）を含み得る。
【００５２】
　以下の実施例は、本明細書に記載の方法および組成物のある態様をさらに例示すること
を意図し、特許請求の範囲を制限することを意図しない。
【実施例】
【００５３】
　次の実施例を、本開示の対象による方法および結果を例示するために以下に記載する。
これらの実施例は、本明細書に開示の対象の全ての態様を含むものではなく、むしろ代表
的な方法および結果を例示することを意図する。これらの実施例は、当業者には明白な本
発明の等価物および変形を除外することを意図しない。
【００５４】
　数量（例えば、量、温度等）に関する精度を確実にするための努力を行ったが、いくつ
かの誤差および偏差を説明すべきである。別段の指示がない限り、部は重量部であり、温
度は℃または周囲温度であり、また圧力は大気圧下かその付近である。反応条件（例えば
成分濃度、温度、圧力）と、記載された方法から得られる生成物の純度および収率を最適
化するために使用され得る他の反応範囲および反応条件との多くの変形および組み合わせ
が存在する。合理的で慣例の実験のみ、そのようなプロセス条件を最適化する必要があろ
う。
【００５５】
［実施例１］
　本明細書に記載のマーカーが、ｐ１６ＩＮＫ４ａに陽性である腫瘍をもつ患者でどのよ
うに増進するかを調べることにより、本明細書に記載の試験とＨＰＶ関連ＨＮＳＣＣとの
関連性を検討した。口腔咽頭癌の１４対象を評価した。各対象で、腫瘍組織からｐ１６Ｉ

ＮＫ４ａ免疫組織化学法の結果を、また含嗽液からｓｏｌＣＤ４４およびタンパク質の結
果を得た。ｓｏｌＣＤ４４およびタンパク質濃度の平均濃度は、ＨＰＶ＋例でより低い（
ＣＤ４４：３．１７対４．２、ｐ＝０．５５、タンパク質：０．８３対１．０７、ｐ＝０
．４９）が、その差は統計的有意性には至らなかった。含嗽液の上清を使用して測定した
ｓｏｌＣＤ４４およびタンパク質試験を、同じ含嗽液のペレットを使用して検出したｐ１
６ＩＮＫ４ａ濃度と組み合わせた。
【００５６】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析を、含嗽液ペレットからの溶解試料中のヒトｐ１６ＩＮＫ４ａタ
ンパク質を定量するために実施した。試料ペレットを、可溶化ｐ１６ＩＮＫ４ａの安定化
のため、プロテアーゼ阻害剤（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を含有する２００
μｌの細胞溶解緩衝液（ＳＩＧＭＡ）に入れた。次いで、試料を９５℃で１０分間加熱し
、ｐ１６ＩＮＫ４ａの検出を向上させるために細胞を完全に溶解するようにした。ｐ１６
ＩＮＫ４ａタンパク質を、ｐ１６ＩＮＫ４ａ特異的モノクローナル抗体Ｅ６Ｈ４（商標）
（Ｒｏｃｈｅ　ｍｔｍ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　ＡＧ）およびＨＲＰ標識されたｐ１
６ＩＮＫ４ａ特異的二次モノクローナル抗体で被覆したマイクロタイターストリップを使
用する比色ＥＬＩＳＡのサンドイッチ法で定量した。定量化は、既知のｐ１６ＩＮＫ４ａ
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濃度（標準１～６）に基づき標準曲線を作成することにより実施した。試験試料の濃度は
、標準曲線に基づく補間により決定された。マイクロタイタープレートリーダーを使用し
て、４５０ｎｍの波長（参照波長：６２０ｎｍ）での各ウェルの吸光度を測定した。４パ
ラメータ法に基づく算出プログラムを使用して、最終ｐ１６ＩＮＫ４ａ試料濃度を得た。
結果は、Ｕ／ｍＬで示し、また、試験試料を２連で、各１００μＬ容積で測定した。１５
Ｕ／ｍＬのカットオフ値を適正な閾値であると実証して、個々の臨床材料を、多施設臨床
試験（Ｐｒｏｔｏｃｏｌ　＃９５０２－０６－ＲＥＧ－ＤＥ－００１）によりＣｅｒｖａ
ｔｅｃ（商標）ｐ１６ＩＮＫ４ａＥＬＩＳＡ（Ｒｏｃｈｅ　ｍｔｍ　ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓ　ＡＧ）結果について、陽性と分類した。
【００５７】
　この組み合わせ方法を使用して、ＣＤ４４およびタンパク質を組み合わせたｐ１６ＩＮ

Ｋ４ａを、口腔もしくは口腔咽頭扁平上皮癌（ＣＡ）または未知の原発性癌（ＵＫ１　Ｃ
Ａ）に罹患した患者を含むＨＮＳＣＣの１４患者で試験した。３人の健常ボランティア（
ＨＶ）もまた、試験した（表１参照）。ＣＤ４４（カットオフ値を２．７ｎｇ／ｍｌに設
定）およびタンパク質（カットオフ値を１．０ｍｇ／ｍｌに設定）の濃度が低い２患者で
は、ｐ１６ＩＮＫ４ａ濃度が１５Ｕ／ｍｌのカットオフ値を超えていた。ＣＤ４４および
タンパク質はまた、それぞれ、他の試験により検出されなかった腫瘍を特定した。したが
って、ｐ１６ＩＮＫ４ａのパネルへの追加は、感度を向上させた。全ての試験を行った３
人の健常ボランティアでは、各マーカーで、カットオフ値より低い濃度であった。
【００５８】
【表１】
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【００５９】
［実施例２］
　口腔癌組織に免疫組織化学法を使用して、マーカー（ＣＤ４４およびＥＧＦＲ）（予後
不良に関連する）のパネルを評価した。発明者らは、組織中のＣＤ４４、ＥＧＦＲ、およ
びｐ１６（ＨＰＶの代替マーカー）の発現の関連性を、含嗽液のｓｏｌＣＤ４４およびタ
ンパク質濃度により判定した。
【００６０】
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【表２】

【００６１】
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【表３】

【００６２】
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【表４】

【００６３】
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　ｐ１６の核染色は、ＨＰＶ感染の有効な指標である。ＳｏｌＣＤ４４濃度は、ＨＰＶ＋

よりＨＰＶ－で高い。
【００６４】
【表５】

【００６５】
　表５の囲み部分は、マーカー濃度および予後変数の有意な関連性を示す。
【００６６】
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【表６】

【００６７】
　無増悪生存（ＰＦＳ）および全生存（ＯＳ）でのｓｏｌＣＤ４４および総タンパク質の
効果は、病期と無関係であると思われる。
【００６８】
［実施例３］
　簡便で、安価で、非侵襲的な、ＨＮＳＣＣの早期発見検査の必要性は極めて大きい。Ｃ
Ｄ４４、すなわち重要なＨＮＳＣＣ腫瘍発生マーカーとして浮上している膜貫通糖タンパ
ク質に、以前より労力が注ぎ込まれてきた。ＳＣＣ－２５細胞（低ＣＤ４４）をＣＤ４４
標準型でトランスフェクトすると、ＣＤ４４の過剰発現の結果、増殖、遊走およびシスプ
ラチン抵抗性の増加が見られた（図３Ａ、３Ｂ、３Ｃ）。さらに、高ＣＤ４４およびＥＧ
ＦＲの細胞株ＣＡＬ２７を使用してＣＤ４４をノックアウトさせた結果、ヌードマウスで
腫瘍成長が大幅に減衰した（図４Ａ、２Ｂ）（Ｐ＜０．０５）。ＣＤ４４は、成長および
遊走を誘導するＥＧＦＲ（セツキシマブ療法の標的）等の重要なチロシンキナーゼと相互
作用することが示された。図５に開示のデータには、総ＥＧＦＲおよびそのリン酸化形態
（Ｙ１０６８）は、２種類の分子が機能的に関係していることを示すＣＤ４４－ｓｉＲＮ
Ａ異種移植片で、減少していることが示された。
【００６９】
　早期発見検査、およびＣＤ４４が可溶型に開裂され得るという知見が極めて必要である
ことから、癌患者および対照からの含嗽液で、ｓｏｌＣＤ４４を評価した。２６例のＨＮ
ＳＣＣ患者および１０例の健常ボランティアを含む予備研究では、ｓｏｌＣＤ４４が含嗽
液で検出され得、浸潤性疾患の患者を、正常ボランティアから、７９％の感度および１０
０％の特異度で識別し得ることが示された。本検査が高リスク集団で機能するかどうかを
判定するため、喫煙および／または飲酒歴、および頭頸部の良性疾患をもつ対照コホート
を作成した。１０２例のＨＮＳＣＣおよび６９例の対照による本研究で、ｓｏｌＣＤ４４
のＥＬＩＳＡ試験は６２％の感度および８８％の特異度をもつことが示され、また良性疾



(22) JP 2014-533372 A 2014.12.11

10

20

30

40

50

患は結果に有意な影響を与えないことが示された。発症率が少なく上気道消化管（ＵＡＤ
Ｔ）のより遠位側にある喉頭／下咽頭腫瘍を有する対象では、マーカー濃度が低下するこ
とが判明した。
【００７０】
　感度を向上させるため、さらなるマーカーを検討した。総タンパク質（簡便なＬｏｗｒ
ｙ法のような分析で測定し、水和状態にする正常化剤（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｒ）として元
来使用される）は、対照と比較してＨＮＳＣＣで上昇することが認められた。同コホート
を評価すると、組み合わせたｓｏｌＣＤ４４濃度および総タンパク質濃度が、いずれのマ
ーカー単独よりも、ＨＮＳＣＣを対照と識別するのにより有効であることが、初めて示さ
れた。３９例の対照および４０例のコホートでの最近の研究により、他のリスク変数（歯
の欠損および学歴等）を含むと本試験は向上し、結果として多変量解析の曲線下面積（Ａ
ＵＣ）は０．８５となることが実証された。
【００７１】
【表７】

【００７２】
【表８】

【００７３】
　本研究では、症例対照設計を使用して、口腔咽頭および口腔ＨＮＳＣＣの１５０例の患
者および１５０例の対照の重要な変数と一致する度数について、ＨＮＳＣＣの可溶化マー
カーを評価した。表７は、１３２の症例および１２４例の対照でのｓｏｌＣＤ４４、ｌｏ
ｇ２　ＳｏｌＣＤ４４および総タンパク質濃度の中間解析を示す。症例および対照は、年
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齢、性別、人種および民族性について成功裏に一致した度数であった（ｐ＞０．５）。ｓ
ｏｌＣＤ４４濃度および総タンパク質濃度の両方が、著しく上昇している。表８でのロジ
スティックモデルは全て、年齢で調整している。本試験は、黒人男性で、口腔癌を最良に
検出した。黒人女性については、試料数が比較的小さかった。単独または併用でのマーカ
ーの著しい効果はなかったが、対応するオッズ比は、黒人男性の傾向と同様であった。白
人男性の間では、ｌｏｇ２　ＣＤ４４の効果は、それ自身によりまたはタンパク質を加え
た場合に著しかった。モデル１と比較してモデル３で、わずかに向上していた。最後に、
白人女性の間では、マーカーは最も効果がなく、０．６０前後のＡＵＣであった。マーカ
ー試験は黒人男性（ＨＰＶ感染が稀である群）で最も機能したため、ＨＰＶ発現を、口腔
癌症例で検討した。
【００７４】
　３７症例を、利用可能なＦＦＰＥ組織により特定した。経過観察が１３．９ヶ月の１患
者を除き、生存中の２０患者全てが、２７～５４．４ヶ月の経過観察を有した（中央値３
７ヶ月）。１６死亡例のうち１４例は、経過観察の開始２年以内で生じた。ｓｏｌＣＤ４
４濃度および総タンパク質濃度を、含嗽液で評価し、ＣＤ４４、ＥＧＦＲおよびｐ１６（
ＨＰＶ感染の代替として）の様々な染色パターンを、ＩＨＣを使用して検討した。無憎悪
および全生存期間との関連性もまた、判定した。重要な人口統計学データおよび危険因子
挙動（性別、人種、民族性、タバコおよび飲酒等）もまた、評価した。このコホートは、
以下の人口統計学データを有した：平均年齢は６０．４歳であり、１６．２％が女性であ
り、５９．５％がヒスパニック系であり、２１．６％が黒人であり、６４．９％が現喫煙
者であり、５０％が重度の飲酒をしており、５７．１％が年間１０，０００ドル未満の所
得であった。群の疾病特性は以下のとおりであった：３５．１％が口腔癌（ＯＣ）であり
かつ残りは口腔咽頭癌（ＯＰ）であり；対象のうち３２．４％のみが病期ＩＩＩまたはそ
れ以下であり；患者は化学放射線療法（４３．２％）、外科的療法と化学放射線療法（２
４．３％）、外科的療法のみ（１３．５％）、外科的療法と放射線療法（５．４％）、外
科的療法と化学療法（２．７％）、化学療法のみ（２．７％）で治療され、また無治療ま
たはデータ欠測者である（５．４％）。５７％近くが再発または進行し、４３．２％が死
亡した。
【００７５】
　腫瘍の４４％が、ｐ１６＋（腫瘍細胞の５０％以上がｐ１６に陽性に染色されると定義
される）であった。ＩＨＣパターンの比較により、陽性のｐ１６染色、ＣＤ４４膜の無染
色、ＥＧＦＲ膜および細胞質の染色パターンの欠如、および非角化腫瘍が、ＯＣ腫瘍と比
較して、ＯＰと有意に関連していることが明らかになった。腫瘍部位により、病期の診断
または転帰に、差異はなかった。染色の局在化に関し、ｐ１６陽性は、細胞質染色のみま
たは非染色に対して、核ｐ１６染色または核および細胞質ｐ１６染色と有意に関連してい
た（ｐ＜０００１）。同様に一様なＣＤ４４膜染色の欠如（ｐ＜０．０００１）は、ｐ１
６陽性に関連していた。ｐ１６陽性腫瘍での一様なＥＧＦＲ膜および細胞質染色の欠如も
また、統計的有意性に達していた（ｐ＝０．０２）。角化、性別、民族性、人種、喫煙お
よび飲酒は、本研究では、ｐ１６陽性に有意に関係していなかった。
【００７６】
　含嗽液のＳｏｌＣＤ４４および総タンパク質濃度は、ｐ１６＋が、１）５０％以上の腫
瘍細胞であるｐ１６＋または２）細胞質のみ／非染色に対するいずれの核ｐ１６染色であ
る、という定義を使用していたかというｐ１６状態に基づく、有意な差異を示さなかった
。しかし、ｓｏｌＣＤ４４および総タンパク質の両方に関して、有意な濃度上昇が再発ま
たは進行に関連していた（ＣＤ４４：１０．８対４．３、ｐ＝０．０４３、タンパク質１
．２対０．８、ｐ＝０．０３０）。Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ、ログランク検定、および
Ｃｏｘ回帰分析に基づき、無増悪生存の有意な予測因子は、ＣＤ４４（１０≧対＜１０、
ＨＲ＝３．１８、ｐ＝０．０１１）、タンパク質（１≧対＜１、ＨＲ＝３．２４、ｐ＝０
．００９）、Ｔ病期（Ｔ４対ＴＩ～ＩＩＩ、ＨＲ＝２．９９、ｐ＜０．０４９）、人種（
黒人対白人、ＨＲ＝５．４３、ｐ＜０．０００１）および民族性（非ヒスパニック系対ヒ
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いた（女性対男性、ＨＲ＝２．３９、ｐ＜０．０７２）。同様に全生存期間の有意な予測
因子は、１０以上のＣＤ４４（ＨＲ＝４．６０、ｐ＝０．００５）、１以上のタンパク質
（ＨＲ＝３．３８、ｐ＝０．１７）、Ｔ４病期（ＨＲ＝２．９７、ｐ＝０．０３５）、黒
人種（ＨＲ＝６．５３、ｐ＜０．００１）および非ヒスパニック系民族性（ＨＲ＝４．０
１、ｐ＝０．００８）であった。以下の変数は、無増悪生存および全生存の予測因子とし
て有意性を示さなかった：ｐ１６状態、ＣＤ４４染パターン、ＥＧＦＲ染色パターン、角
化、喫煙歴、飲酒歴、部位（口腔対中咽頭）、結節状態、および年齢。さらに、ＣＤ４４
およびタンパク質は、病期を含む二変量解析で、効果の程度と有意性を保持していた。
【００７７】
　このＨＮＳＣＣ群では、５対象のみが未喫煙者であり；これらのうち４対象がＨＰＶ＋

であった。ＨＰＶ＋のうち、未喫煙者の全てが生存し、１対象が再発していた。したがっ
て、いくつかの研究によりＨＰＶ＋の非喫煙者が、ＨＰＶ＋の喫煙者と比較して極めて予
後が良いことが示されているので、ｐ１６状態と予後とに関連性が低いのは、本研究で未
喫煙者が少ないためと考えられる。
【００７８】
　ｐ１６、ＣＤ４４、およびＥＧＦＲ局在化の重要な関係性をさらに調査するため、免疫
蛍光染色を実施した。図６には、具体的なｐ１６－ＩＨＣ染色が示される（染色は細胞質
であり、拡散している）。この場合、ＣＤ４４は、膜内で染色し、腫瘍全体にわたり一様
に染色している。ＣＤ４４およびＥＧＦＲは細胞膜に共局在化し、ＥＧＦＲのいくらかの
細胞質染色が同様に存在する。
【００７９】
　しかし、腫瘍がｐ１６＋である場合、図７に示すように、ｐ１６について強力に核染色
し、細胞質にも同様にいくらかの染色が見られる。しかし、ＣＤ４４膜染色は低下し、侵
入リンパ球のみがＣＤ４４発現を保持している。ＥＧＦＲ発現は、全く見られない。
【００８０】
　添付の特許請求の範囲の方法は、本明細書に記載の固有の方法により、その範囲が制限
されるものではなく、本開示の特許請求の範囲内において、特許請求の範囲の多少の態様
および機能的に等価であるいずれの方法の例示を意図する。本明細書に示されるおよび記
載の方法に加えて、様々な変形が、添付の特許請求の範囲内に含まれることを意図する。
さらには、ある代表的な方法およびこれら方法の態様のみが具体的に記載されているが、
具体的記載がなくても、その他の方法およびその方法の様々な特徴の組み合わせが、添付
の特許請求の範囲内に含まれることを意図する。したがって、段階、構成要素、成分、ま
たは構築物の組み合わせが本明細書中に明確に記載され得るが；段階、構成要素、成分、
および構築物の他の全ての組み合わせは、明白に記載されていなくとも、これを包含する
。
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