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(54)【発明の名称】 ＡＳＣＵＳ・ＰＡＰ塗抹においてＭＮ／ＣＡ９タンパク質の発現を用いる診断方法

(57)【要約】
ＡＳＣＵＳと診断されたＰａｐ塗抹細胞から癌性または
前癌性子宮頚部病変の存在を、非定型または正常細胞に
発現されたＭＮ／ＣＡ９抗原の分布を観察することによ
り確定することであって、（ａ）ＭＮ／ＣＡ９抗原が非
定型細胞上に観察される場合には重要な病変とし、（ｂ
）ＭＮ／ＣＡ９抗原が非定型細胞には存在しないが、正
常頚管内細胞上には存在する場合には低い悪性度の病変
とし、また、（ｃ）ＭＮ／ＣＡ９抗原が非定型細胞およ
び正常頚管内細胞の双方に存在しない場合には良性症状
と診断する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ベセスダ用語システムのもとで重要性未定の非定型偏平上皮

細胞(atypical squamous cells of underdetermined significance)（ＡＳＣＵ

Ｓ）と細胞学的に診断されたＰａｐ塗抹細胞から癌性または前癌性子宮頚部病変

の有無を確定する方法であって、前記Ｐａｐ塗抹標本が非定型および正常子宮頚

内膜細胞を含むものであり、前記方法が、

  （Ａ）前記ＡＳＣＵＳと診断されたＰａｐ塗抹細胞を、ＭＮ／ＣＡ９抗原の発

現を検出する手法に付すこと；

  （Ｂ）前記ＡＳＣＵＳと細胞学的に診断されたＰａｐ塗抹細胞の非定型または

正常細胞に発現されたＭＮ／ＣＡ９抗原の分布を観察すること；そして

  （Ｃ）（ａ）腺癌、侵食癌（ＣＡ）、または高い悪性度の偏平上皮内病変(hig

h grade squamous intraepithelial lesions)（ＨＳＩＬ）を包含する重要な病

変、（ｂ）低い悪性度の偏平上皮内病変(low grade squamous intraepithelial 

lesions)（ＬＳＩＬ）、（ｃ）非定型性、および（ｄ）良性症状、のそれぞれの

有無を診断することであって、その場合に、

  （１）前記非定型細胞上に病巣または拡散ＭＮ抗原の存在する場合、前記重要

な病変の診断となること；

  （２）前記非定型細胞上にＭＮ抗原が存在せず、前記正常子宮頚内膜細胞上に

ＭＮ抗原が存在する場合、ＬＳＩＬおよび／または非定型性の診断となること；

および

  （３）前記非定型細胞上および前記正常子宮頚内膜細胞上にＭＮ抗原の存在し

ない場合、良性症状の診断となること；

  を含む、方法。

    【請求項２】  前記Ｐａｐ塗抹細胞が、ＡＳＣＵＳ－支持反応性 (ASCUS-fa

vor reactive)、他には特定されないＡＳＣＵＳ (ASCUS-not otherwise specifi

ed)（ＮＯＳ）、および、ＡＳＣＵＳ－支持ＳＩＬ(ASCUS favor SIL)として下位

分類されており、ＡＳＣＵＳ－支持反応性またはＮＯＳとして下位分類されてい

るＰａｐ塗抹細胞上にＭＮ／ＣＡ９の発現されていないことがさらに良性症状の

確認となる、請求項１記載の方法。
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    【請求項３】  前記ＭＮ抗原がＭＮ／ＣＡ９タンパク質またはその特徴的な

フラクションを含む、請求項１記載の方法。

    【請求項４】  前記ＭＮ／ＣＡ９タンパク質の特徴的なフラクションが少な

くとも１つの前記ＭＮ／ＣＡ９タンパク質の免疫反応性エピトープを含む、請求

項３記載の方法。

    【請求項５】  前記発現を免疫組織化学により検出する、請求項１記載の方

法。

    【請求項６】  前記発現を、ＭＮ／ＣＡ９タンパク質をコードするＲＮＡ転

写物の増幅および／またはハイブリダイゼーションにより検出する、請求項１記

載の方法。

    【請求項７】  前記ＡＳＣＵＳと診断されたＰａｐ塗抹細胞が細胞学的に診

断されたＳＩＬをもたないものである、請求項１記載の方法。

    【請求項８】  ベセスダ用語システムのもとで重要性未定の非定型偏平上皮

細胞（ＡＳＣＵＳ）と細胞学的に診断されたＰａｐ塗抹細胞から重要な癌性また

は前癌性子宮頚部病変の有無を確定する方法であって、前記Ｐａｐ塗抹標本が非

定型および正常子宮頚内膜細胞を含むものであり、前記方法が、

  （Ａ）前記ＡＳＣＵＳと診断されたＰａｐ塗抹細胞を、ＭＮ抗原の発現を検出

する手法に付すこと；

  （Ｂ）前記ＡＳＣＵＳと細胞学的に診断されたＰａｐ塗抹細胞の非定型または

正常細胞に発現されたＭＮ抗原の分布を観察すること；そして

  （Ｃ）病巣または拡散ＭＮ抗原が当該非定型細胞上に観察される場合に、腺癌

、侵食癌（ＣＡ）、または高い悪性度の偏平上皮内病変（ＨＳＩＬ）を包含する

重要な病変の存在を診断すること；

  を含む、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

【関連出願への相互参照】

  本出願は出願番号０９／４６１,９３８の一部継続出願であり、次いで１９９

９年８月５日出願の仮特許出願番号６０／１４７,５５６の利益を要求したもの

である。

    （発明の背景）

  子宮頚部癌はその発生率および死亡率双方において、乳癌に次ぎ、世界的にも

女性における最も一般的な悪性腫瘍の一つである。合衆国においては、その罹病

率および死亡率双方がパパニコラウ（Ｐａｐ）塗抹試験の導入された１９４０年

代以来劇的に低下している（“ＮＩＨ合意ステートメント（１）子宮頚部癌”、

下記）。積極的なスクリーニングであるにかかわらず、今なお年間約１６,００

０件もの新たな子宮頚部癌が起こり、約５,０００人が死亡する。この罹病率と

死亡率のレベルについてその一部の理由は、一部の女性が通常の定期的なＰａｐ

塗抹試験を受けていないことにもよるが、もう一つの理由はＰａｐ塗抹試験が比

較的高い頻度で誤診することである。このことは本来的に高い偽陰性率と、矛盾

する細胞学的記録システムを含んでいる（Koss, L.G., 1989, 下記；Yobs, A.R.

, et al., 下記; Koss, L.G., 1993, 下記）。

      【０００２】

  主要な問題は、Ｐａｐ塗抹スクリーニングの導入以来、子宮頚部細胞学につい

ての記述用語が多様となり、混乱しているということである（Jones, H.W., 下

記）。１９８８年、ＮＣＩがスポンサーとなったワークショップでは、細胞学的

配点のシステムを明確にすることを企図してＰａｐ塗抹スクリーニングについて

の新たな用語を開拓したが、それが“子宮頚部／膣の細胞学的診断を記録する１

９８８年のベセスダ・システム(Bethesda System)”となった（国立癌研究所ワ

ークショップ、下記）。これは１９９１年にさらに改定された（Broder, S.,下

記）。該ベセスダ・システム（ＴＢＳ）は、それが知れ渡るにつれ、“重要性未

定非定型偏平上皮細胞(atypical squamous cells of underdetermined signific

ance)”（ＡＳＣＵＳ）および“重要性未定非定型腺細胞(atypical glandular c
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ells of underdetermined significance)”（ＡＧＣＵＳまたはＡＧＵＳ）のカ

テゴリーを導入した。我々は、以前の特許出願番号０９／４６１,９３０におい

て、ＡＧＵＳ診断カテゴリーを有効に取扱う方法を提供した。しかし、ＡＳＣＵ

Ｓ診断カテゴリーは細胞病理学者と開業医師とに問題を残している。

      【０００３】

  当初の意図は、反応性／炎症性、形成異常、または腫瘍性症状と診断されない

症例について、偏平上皮細胞異常のカテゴリーとしてＡＳＣＵＳの呼称を使用す

ることであった（Boemer, S.L., et al.,下記）。残念ながら、ＡＳＣＵＳとの

診断は個々の臨床的実体を確定せず、Ｐａｐスクリーニング手法の本来的限界の

一つを反映する。この問題に加えて、試験室でのＡＳＣＵＳとの診断は急増し、

その頻度はＰａｐ試験結果すべての１０％にも達している。ＡＳＣＵＳとの診断

は“あるラボでの屑篭カテゴリー”あるいは“私の知らないカテゴリー”と呼ば

れている（“ＡＳＣＵＳをしっかり理解すること；新しい臨床試験がどのように

すべきかを示すはずである”JNCI 87 (No. 7), June 7, 1995)。現在、推奨され

ていることは、ＡＳＣＵＳの診断にＡＳＣＵＳ－支持反応性 (ASCUS-favor reac

tive)、他には特定されないＡＳＣＵＳ (ASCUS-not otherwise specified)（Ｎ

ＯＳ）、または、ＡＳＣＵＳ－支持偏平上皮内病変(ASCUS-favor squamous intr

aepitherial lesion)（ＳＩＬ）を含めてさらに限定されることである（Kuman, 

R.J., Hanson, et al.,下記）。しかし、これらの特質は論争の的である；ＡＳ

ＣＵＳの診断と関連する不確かさは十分に文献調査されている（Boemer, S.L., 

et al.,下記）。

      【０００４】

  ＡＳＣＵＳ診断は容易ならぬ臨床的挑戦でもある。ＡＳＣＵＳとの診断を受け

る女性の三分の一までが重要な病変を抱えている。しかも、患者のスクリーニン

グで発見されるＨＳＩＬの三分の一を超える患者がＡＳＣＵＳ・Ｐａｐ試験結果

から確認されるものである。しかし、これはまたＡＳＣＵＳとのＰａｐ塗抹診断

を受ける女性の三分の二が子宮頚部の病変をもっていないことをも意味する。

      【０００５】

  これまで、重要な病変の存在確認を目的として、ＡＳＣＵＳの診断を補完する
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のに役立つ満足な追加試験法は確認されていない。しかし、ハイリスク型のヒト

・パピローマウイルス（ＨＰＶ）がＰａｐ塗抹標本に存在することを示すスクリ

ーニングは、基礎となるＨＳＩＬ所有のこれら女性を確認する補助となっている

；参照：Sherman, M.E., et al,下記; および Hatch, K.D., et al.,下記。ハイ

リスク型のＨＰＶによる感染が侵食性子宮頚部癌の主たる危険因子であることを

示す分子的疫学的証拠が増えている；参照：Zur Hausen, H.,下記。しかし、そ

の関連性は、少数ながら細胞学的に陰性の女性が検出可能なハイリスクＨＰＶ・

ＤＮＡをもつことから絶対的なものではない。逆に、一部のＨＳＩＬはＨＰＶ陰

性である；参照：Boemer, S.L., et al.,下記。ＨＰＶ・ＤＮＡ試験の有用性を

確定するために企画された大規模多施設臨床試験（ＡＬＴＳ研究）は現在進行中

であり、国立癌研究所がスポンサーとなっている。

      【０００６】

  最近の研究は、増殖関連タンパク質、例えば、Ｋｉ６７およびＰＣＮＡの発現

が形成異常病変存在の有用な指標としても役立ち得ることを示している；参照：

Bulten, J., et al.,下記；および Mittal, K.R., et al.,下記。しかし、特別

の分析法はＰａｐ塗抹標本に適用されていない。

      【０００７】

  問題の本質は、ＡＳＣＵＳ診断が低い悪性度の偏平上皮内病変 (low grade sq

uamous intraepithelial lesion)（ＬＳＩＬ）とも呼称される低い悪性度の偏平

上皮内組織新形成（ＣＩＮＩ）症例の重要な小部分を含むということである。Ｌ

ＳＩＬのほんの僅かなパーセンテージがより重度の病変、すなわち、高い悪性度

の偏平上皮内病変(high grade squamous intraepithelial lesion)（ＨＳＩＬ、

ＣＩＮ II、IIIとも呼称）および上皮内癌（ＣＩＳ）に進行する。もう一つの重

大な問題は、高い悪性度の病変の発生が子宮頚部／膣の塗抹ＡＳＣＵＳ診断を受

ける患者（年間合計約二～三百万人）の１０％にも及ぶ可能性のあることである

（Davey, D.D., et al.,下記）。合衆国における現在の法的情勢の故に、ＡＳＣ

ＵＳの大多数は積極的に膣鏡検査と選択的な生検で追跡している。非定型塗抹標

本と共にすべての患者についての膣鏡検査はＳＩＬをもつ患者を確認はするが、

この検査は実質的に人材的財政的費用を要し、一部の患者を危険な要素をもつ不
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必要な浸襲的手段にさらすことになる。

      【０００８】

  ＡＳＣＵＳ診断のさらなる識別を可能とする信頼性の高い補完的試験法を提供

し、それによって重要な病変にある患者を同定し、また、ＬＳＩＬが進行か後退

のどちらかに向かっているかのより良い予知状況を提供することが大いに望まし

い。

      【０００９】

  一つの方法は代用の生物マーカーを使用することである。以前に、我々はその

ような候補となる生物マーカー、ＭＮ／ＣＡ９抗原を同定した（Liao, S.Y., Br

ewer, C., et al.,下記; Liao, S.Y., and Stanbridge, E.J., et al,下記）。

数年前、我々はこの抗原が事実上すべての子宮頚部癌の原形質膜表面に、その起

源に関係なく発現されることを見出した（Liao, S.Y., Brewer, C., et al.,下

記）。ＭＮ／ＣＡ９をコードする遺伝子はクローン化されたが、その時点で新規

であった（Pastorek, J., et al.,下記）。これは現在カルボニックアンヒドラ

ーゼ・ファミリーのメンバーとして認められている。最近の研究が示唆するとこ

ろによると、カルボニックアンヒドラーゼ活性に加えて、ＭＮ／ＣＡ９は付着タ

ンパク質として機能する可能性があり、予備的証明ではマウスのＮＩＨ３Ｔ３ア

ッセイにおいて形質転換活性を有する可能性のあることを示唆する（Zavada, J.

, et al.,下記）。

      【００１０】

  良性および新生物性子宮頚部病変の完全な範囲を示す３００を超えるＰａｐ塗

抹標本の研究において、我々は高レベルのＭＮ／ＣＡ９がＡＩＳと腺癌のすべて

の症例において発現されること、それが頚部偏平上皮細胞癌の９０％を超える症

例においてであり、ＳＩＬではその程度が低いことを示した。この研究の結論は

以下のとおりであった：１）表皮剥離性細胞におけるＭＮ／ＣＡ９の発現は組織

切片におけるＭＮ／ＣＡ９の発現を反復する；２）子宮頚部塗抹における細胞の

拡散した強力なＭＮ／ＣＡ９の免疫反応性は、陽性細胞が正常または非定型頚管

内細胞または形成異常細胞の細胞学的外観を有するか否かに関係なく、常に形成

異常と関係していると思われる；および３）細胞学的塗抹における事実上すべて
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の形成異常腺細胞はＭＮ／ＣＡ９タンパク質を発現する。このように、表皮剥離

性頚管内細胞におけるＭＮ／ＣＡ９タンパク質の発現は、腺形成異常、ＡＩＳ、

侵食性腺癌、および／またはＳＩＬの重要な診断生物マーカーであると思われる

（Liao, S.Y., and Stanbridge, E.J., et al.,下記）。

      【００１１】

  上記考察のように、ＡＳＣＵＳおよびＡＧＵＳの細胞学的診断はとりわけ婦人

科医を悩ませており、さらなる診察／治療の最適処方に関して彼らを途方にくれ

させている。我々の先行する同時係属特許出願において、我々はＡＧＵＳと診断

されたＰａｐ塗抹において、細胞学とＭＮ／ＣＡ９発現とを組み合わせることで

、重要な病変（ＣＩＮ II、IIIおよび／またはＡＩＳ／ＣＡ）を抱える患者の同

定できることを証明した。この出願に記載された結果は、臨床試験が国立癌研究

所と多施設婦人科腫瘍学グループの援助のもとで開始された程に将来有望なもの

である。

      【００１２】

    （発明の概要）

  本発明は一般的なパパニコラウ（Ｐａｐ）塗抹に対する補助試験を提供するも

のであり、本試験は重要な病変（偏平上皮内病変（ＳＩＬ）および／または癌）

を抱える患者をＡＳＣＵＳの診断により同定することを可能にする。本発明はＭ

Ｎ／ＣＡ９抗原の発現についてのＰａｐ塗抹の免疫染色と対応する組織学的生検

により進める。より詳しくは、ＡＳＣＵＳと診断されたＰａｐ塗抹をＭＮ／ＣＡ

９抗原の発現について免疫染色する。Ｐａｐ塗抹のＭＮ／ＣＡ９免疫染色の存在

は、対応する生検の組織学的診断と相関する。特異的ＭＮ／ＣＡ９免疫染色を示

すＡＳＣＵＳと診断されたＰａｐ塗抹は、ＳＩＬおよび／または癌（ＣＡ）を含

む生検に対応する。免疫染色のパターン（非定型細胞と対する正常細胞のみの病

巣または拡散染色）は低い悪性度の偏平上皮内病変（ＬＳＩＬ）（正常細胞のみ

の免疫染色）と対する高い悪性度の偏平上皮内病変（ＨＳＩＬ）および／または

ＣＡ（非定型細胞の病巣または拡散染色）を含む生検間で識別する。

      【００１３】

    （発明の詳細な説明）
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  本発明の方法は、重要性未定の非定型偏平上皮細胞（ＡＳＣＵＳ）を観察する

際に、ＭＮ／ＣＡ９抗原発現のレベルと分布の試験を同時に実施し、細胞学的試

験、例えば、Ｐａｐ塗抹により得られる診断を確認することを伴うものである。

陽性の結果は臨床的発症がない場合でも形成異常の早期マーカーとして役立つ。

ＭＮ／ＣＡ９抗原は子宮頚部形成異常／癌を確認するのに有用であることを示し

、我々の以前の特許出願番号０９／４６１,９３０に示したように、重要性未定

の非定型腺細胞（ＡＧＵＳ）診断カテゴリーを取扱う有効な方法を提供する。今

や、我々の研究はＭＮ／ＣＡ９の発現がＡＳＣＵＳカテゴリーと関連する重要な

病変の同様の識別手段を提供し得ることを示している。

      【００１４】

  我々は対応する組織生検について組織学的診断を実施したＡＳＣＵＳとのＰａ

ｐ塗抹診断とともに８２の標本につき検討した。表１に示すように、４４の標本

がＭＮ／ＣＡ９の発現に対し染色陽性であった。これらの内、大部分（ｎ＝３５

）はＬＳＩＬと診断された組織生検であった。ただ１つのＭＮ／ＣＡ９陽性塗抹

が良性組織生検であった。

      【００１５】

【表１】

      【００１６】

  近年、細胞病理学者の間で比較的共通した慣習となってきたのは、ＡＳＣＵＳ

診断をＡＳＣＵＳ－支持反応性、他には特定されないＡＳＣＵＳ（ＮＯＳ）、お

よびＡＳＣＵＳ－支持ＳＩＬに下位分類することである。同様の下位分類はＡＧ
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ＵＳと診断されたＰａｐ塗抹についても用いられている。限定的予備実験または

かかる下位分類ＡＳＣＵＳ診断において、我々は再度、ＭＮ／ＣＡ９の発現が組

織生検においてＳＩＬ（ＨＳＩＬおよびＬＳＩＬ）の存在と重要に関連している

ことを見出した（表２）。

      【００１７】

  我々のデータが明瞭に示すのは、ＡＳＣＵＳ診断が、ＳＩＬの存在を予知する

という意味で、Ｐａｐ塗抹においてＭＮ／ＣＡ９の免疫陽性同定により補完し得

ることである。

      【００１８】

【表２】

      【００１９】

  我々の知る限りにおいて、我々は先ずＭＮ／ＣＡ９の発現が、ＡＳＣＵＳとの

Ｐａｐ試験診断を受けた女性に重要な子宮頚部病変が存在するか否かを確定する

ための有用な生物マーカーたり得るかを評価することから始める。他の研究者達

は独立に、組織標本におけるＭＮ／ＣＡ９の発現と子宮頚部形成異常および／ま

たは癌の存在の関連性についての我々の初期の観察を確認していた；参照：Cost

a, M.J. (1996),下記; および Costa, M.J., et al. (1995),下記。

      【００２０】

    （実施例）

標本収集

  臨床標本は長期保存材料から入手し、また日常の臨床診療起源のものであり、
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供給源獲得の方法は我々がこれまでの研究すべてのために首尾よく用いてきたも

のである；参照：Liao, S.Y., Brewer, C., et al.;および Liao, S.Y., and St

anbridge, E.J.,上記。Ｐａｐ塗抹標本はスプレー固定した一般の塗抹と薄いＰ

ｒｅｐ塗抹とを組み合わせたものである。免疫染色したＰａｐ塗抹はすべて脱染

色し、パパニコラウ染色により再染色し、永久保存ファイルに保存する。この過

程の例を図１に示すが、図１は最初にＰａｐ染色した塗抹（ＡおよびＤ）、ＭＮ

／ＣＡ９免疫染色した塗抹（ＢおよびＥ）および免疫染色後に再染色したＰａｐ

塗抹（ＣおよびＦ）を比較した説明図を提供する。再染色したＰａｐ塗抹はなお

当初塗抹としての細胞学的性質を保持する。

      【００２１】

ＡＳＣＵＳの下位分類

  我々が入手可能な合計７２６例のＡＳＣＵＳ症例（すべて組織学的に確認）の

内、１４９例がＡＳＣＵＳ－支持反応性であり、４１６例がＡＳＣＵＳ－ＮＯＳ

であり、１６１例がＡＳＣＵＳ－支持ＬＳＩＬであった。ＡＳＣＵＳ－支持ＬＳ

ＩＬと診断されたこれらの患者は直ちに膣鏡検査と組織学的診断を受ける。他の

２つに分類された患者は再びＰａｐ試験を受ける。もし再診断がＡＳＣＵＳまた

はＬＳＩＬであるならば、その患者は膣鏡検査に差し向けられる。

      【００２２】

免疫染色

  Ｍ７５と命名したＭＮ／ＣＡ９：マウス・モノクローナル抗体（ＭＡｂ）を使

用する（Liao, S.Y., Brewer, C., et al.,上記）。該抗体はＭＮ／ＣＡ９ペプ

チドのプロテオグリカン・ドメインを認識する。ＭＮ／ＣＡ９抗原は顕著に強固

であり、Ｐａｐ塗抹のパパニコラウ染色（日常的Ｐａｐ塗抹の脱染色とそれに続

くＭ７５・ＭＡｂによる免疫染色を可能とする）並びに組織の固定およびパラフ

ィン包埋にも耐える（Liao, S.Y., Brewer, C., et al.,上記; Liao, S.Y. and 

Stanbridge, E.J.,上記）。

      【００２３】

  組織切片については、パラフィン包埋組織の５ミクロン切片を脱パラフィン化

する。内在性ペルオキシダーゼは２.５％過酸化水素のメタノール溶液中、スラ
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イドを４５分間インキュベートすることによりブロックする。次いで、スライド

を適切なブロック血清（ＰＢＳ中５％正常ウマ血清）と２０分間インキュベート

する。インキュベーションはすべて加湿チャンバー内にて室温で実施する。次い

で、スライドを腹水由来の一次抗体Ｍ７５（０.１％ウシ血清アルブミン含有を

ＰＢＳで１：１０,０００に希釈）と６０分間インキュベートし、次いで、二次

ビオチン化ウマ抗マウス免疫グロブリンＧ抗体（ＰＢＳで１：２００に希釈）と

３０分間インキュベートし、引続きアビジンビオチン・ペルオキシダーゼ複合体

（ＡＢＣエリート）と３０分間インキュベートする（ベクター・ラボラトリーズ

（Vector Laboratories)、バーリンガム、ＣＡ）。ジアミノベンジジン四塩酸塩

（ＤＡＢ）を色原体（シグマケミカル（Sigma Chemical Co.)、セントルイス、

ＭＯ）として使用する。処理後、該切片を蒸留水で洗浄し、ヘマトキシリンで対

比染色し、パーマウントでスライドに固定する。

      【００２４】

  選択したサンプルの二つの脱パラフィン化切片をマイクロ波で前処理する。つ

まり、該切片は１０ｍｍｏｌ／Ｌのクエン酸一水和物溶液（ｐＨ６.０）中で再

水和し、マイクロ波オーブンに入れ、高セッティングで２×５分間露呈する。該

スライドを放冷し、次いで、蒸留水とＰＢＳで洗う。次いで、スライドを上記の

染色用に処理する。既知の陽性および陰性の標本を各操作に含める。子宮頚部塗

抹標本についは、通常のＰａｐ染色塗抹をまず１％酸アルコールで脱色し、蒸留

水で洗う。次いで、この塗抹を上記手法に従い免疫染色する。

      【００２５】

  免疫染色の特異性は形質膜上に広く存在する褐色反応産物により確認される（

図１参照）。免疫染色のパターン（病巣対拡散および正常細胞のみ対非定型細胞

）を同定し、記録する。

      【００２６】

  化生の偏平上皮細胞、貯蔵細胞、および円柱細胞は、我々が正常頚管内細胞（

ＥＣ）と定義する細胞母集団を構成する。ＭＮ／ＣＡ９免疫反応性パラ基底異常

角化細胞および／または正常のＥＣから形態学的に逸脱する細胞は非定型細胞ま

たは細胞集塊と考えられる。これら非定型細胞の核は一般に正常ＥＣよりも２～
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３倍大きく、核／細胞質比の増大と共に重要な染色質過多を示す。

      【００２７】

  図２を参照すると、パネルＡおよびＢでは、免疫反応性が見られない。頚部は

良性の組織構造を有する（パネルＣ）。パネルＤおよびＥでは、拡散陽性が正常

頚管内細胞の大多数に見られ、低い悪性度の形成異常（ＬＳＩＬ／ＣＩＮ Ｉ）

が子宮頚管組織に同定される（パネルＦ）。パネルＧおよびＨでは、ＭＮ／ＣＡ

９免疫反応性が非定型細胞に見られ、核／細胞質比の増大と核の染色質過多を特

徴とする。子宮頚部組織切片は高い悪性度の病変を含む（ＣＩＮ III、パネルＩ

）。４００倍の倍率は偏平上皮と腺の変化の範囲を示し、非定型前新生物および

新生物病変に対する基準を説明する。パネルＡは偏平上皮および腺上皮の整然と

した配列を示す正常の子宮頚部であり、パネルＢは非定型偏平上皮化生（左）と

貯蔵細胞増殖（右）の一例である。パネルＣは上皮層化をもつ非定型腺癌の一例

である。パネルＤおよびＥはそれぞれＬＳＩＬおよびＨＳＩＬを説明し、パネル

ＦはＡＩＳの一例である（倍率：Ａ  １００倍、Ｂ～Ｆ  ２００倍）。

      【００２８】

Ｋｉ６７

  Ｋｉ６７マウス・モノクローナル抗体は市販品から得られ（例えば、イムノテ

ック・コープ（Immunotech Corp.）、メイン）、製造業者のプロトコールに従っ

て使用される。組織切片にＫｉ６７免疫染色を行う。免疫染色パターンは増殖の

指標として、組織学的診断を確認し（Bulten, J.,上記）、ＭＮ／ＣＡ９の発現

と関係づけるために使用される。我々は、ＭＮ／ＣＡ９プロトコールを用いるこ

とで組織切片の免疫染色は良好に作用することを見出した。Ｋｉ６７免疫染色の

例を図３に示すが、この図では良性の子宮頚部（Ａ）において、Ｋｉ６７陽性は

基底細胞層に制限され(Ｂ)、ＭＮ／ＣＡ９免疫反応性は見られない（Ｃ）。これ

に対し、形成異常子宮頚部（Ｄ、ＣＩＮ III）は形成異常細胞のすべての層にＫ

ｉ６７核染色を示し（Ｅ）、対応する切片にはＭＮ／ＣＡ９の免疫反応性がある

（Ｆ）。（倍率：２００倍）。図３はＡＧＵＳ・Ｐａｐ塗抹におけるＭＮ／ＣＡ

９免疫反応性の染色パターンを示す。

      【００２９】
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  免疫染色のパターン（非定型細胞対正常細胞のみの病巣または拡散染色）は、

低い悪性度の偏平上皮内病変（ＬＳＩＬ）(正常細胞のみの免疫染色）に対する

高い悪性度の偏平上皮内病変（ＨＳＩＬ）および／またはＣＡ（非定型細胞の病

巣または拡散染色）を含む生検間を識別する。

      【００３０】

研究母集団

  我々の研究母集団はＡＳＣＵＳとのＰａｐ塗抹診断を受けた女性由来のもので

ある。検討した症例はすべて組織学的診断を伴い、最初のＡＳＣＵＳ診断の時点

で、または具体的に異常またはＡＳＣＵＳであるとする再Ｐａｐ塗抹診断後に、

採取した組織生検に基く。研究標本はすべて長期保存材料を使用する。Ｐａｐ塗

抹と対応する子宮頚部組織標本は共に日常の診断材料由来のものである。塗抹お

よび組織切片は同じ患者から得る。日常の一般的なＰａｐ塗抹標本を用いるよう

な症例では、免疫染色塗抹を脱染色し、パパニコラウ染色により再染色する。

      【００３１】

  基本的には、ＡＳＣＵＳ診断に関し２つの患者カテゴリーがある：

  １）ＡＳＣＵＳ－支持ＳＩＬとのＰａｐ塗抹診断を受ける患者。これらの患者

は直ちに膣鏡検査と子宮頚部生検および／または掻爬術を受ける。この群におい

て、我々はＭＮ／ＣＡ９発現と病変の存在（ＳＩＬおよび／またはＣＡ）間の相

関性を直接確認することができる。

  ２）ＡＳＣＵＳ－支持反応性またはＡＳＣＵＳ－ＮＯＳとのＰａｐ塗抹診断を

受ける患者。これらの患者は再Ｐａｐ塗抹により追跡する。もし患者がＳＩＬま

たは引き続きＡＳＣＵＳとの診断を受けるならば、その場合は３～１２ヵ月以内

に膣鏡検査と子宮頚部生検および／または掻爬術を実施する。以下のように、い

くつかの結果の可能性がある。：

      【００３２】

【表３】
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      【００３３】

  小規模研究で、我々は可能性１および２の例を見出したが、可能性３はなかっ

た。このことは重要な病変の存在が陽性のＭＮ／ＣＡ９の発現を伴うという概念

と矛盾しない。さらに、良性ＳＩＬからの進行が３～１２ヵ月の追跡期間内に起

こるような状況に遭遇する見込みは非常に僅かであろう。少数症例（ｎ＝２０）

の遡及的研究において、我々は、正常限度内（ＷＮＬ）Ｐａｐ塗抹診断からＡＳ

ＣＵＳへの変換が１～３年の期間にわたり存在し、追跡ＡＳＣＵＳ生検がＬＳＩ

ＬまたはＨＳＩＬと診断される場合、両ＡＳＣＵＳ・Ｐａｐ塗抹はＭＮ／ＣＡ９

免疫陽性であるが、当初のＷＮＬ・Ｐａｐ塗抹はＭＮ／ＣＡ９陰性であることを

見出した。
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は最初にＰａｐ染色した塗抹標本（ＡおよびＤ）、ＭＮ／ＣＡ９免疫染色

した塗抹標本（ＢおよびＥ）および免疫染色後に再染色したＰａｐ塗抹標本（Ｃ

およびＦ）を比較した説明図である。

    【図２】

  図２はＡＳＣＵＳの細胞学的診断についての一般的なＰａｐ塗抹標本（パネル

Ａ、ＤおよびＧ）と薄いＰｒｅｐ塗抹標本（パネルＢ、ＥおよびＨ）におけるＭ

Ｎ／ＣＡ９の免疫反応性、および対応する組織構造を示す。

    【図３】

  図３は良性および形成異常子宮頚部組織におけるＫｉ６７とＭＮ／ＣＡ９の発

現、および対応する組織構造を比較した説明図を示す。
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】
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【図１Ｄ】

【図１Ｆ】
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【図２Ａ】
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【図２Ｄ】

【図２Ｅ】

【図２Ｆ】
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【図２Ｇ】

【図２Ｈ】

【図２Ｉ】
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【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図３Ｃ】

【図３Ｄ】
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【図３Ｅ】

【図３Ｆ】
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【国際調査報告】
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