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(57)【要約】
本発明は、ＨＰＶ誘導の、もしくは肺の、扁平上皮細胞癌および／または腺癌ならびにそ
の高悪性度の前駆病変の検出用の、本発明の遺伝子を含む新たなマーカを提供する。検出
は、核酸アッセイ、またはこの遺伝子によって産生されるたんぱくのアッセイのいずれか
による、この遺伝子の過剰発現または下方調節の検出によって行うことが可能である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　表１に列挙された１もしくはそれ以上の遺伝子の過剰発現について、および／または表
２の１もしくはそれ以上の遺伝子の下方調節について、組織サンプルの細胞を評価するこ
とによって扁平上皮細胞癌もしくは腺癌またはその高悪性度の前駆病変を検出する方法。
【請求項２】
　前記扁平上皮細胞癌もしくは腺癌またはその高悪性度の前駆病変が、頸癌または前癌頸
部病変であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記扁平上皮細胞癌もしくは腺癌またはその高悪性度の前駆病変が、非頸部起源のｈｒ
ＨＰＶ感染浸潤癌またはその高悪性度の前駆病変であることを特徴とする請求項１または
２記載の方法。
【請求項４】
　前記扁平上皮細胞癌もしくは腺癌またはその高悪性度の前駆病変が、肺癌またはその高
悪性度の前駆病変であることを特徴とする請求項１または２記載の方法。
【請求項５】
　過剰発現および／または下方調節の評価が、核酸アッセイによって実行されることを特
徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　過剰発現および／または下方調節の評価が、遺伝子産物の濃度を評価することによって
、好ましくは免疫アッセイによって実行されることを特徴とする請求項１～４のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記過剰発現および／または前記下方調節が、表１または表２に列挙される少なくとも
２つの遺伝子、好ましくは少なくとも３つの遺伝子、より好ましくは少なくとも４つの遺
伝子、より好ましくは少なくとも５つの遺伝子、より好ましくは少なくとも６つの遺伝子
、最も好ましくは少なくとも７つの遺伝子についてアッセイされることを特徴とする請求
項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記組織サンプルが、頸部標本、頸部（または肺）ブラシ、自己サンプリング頸／膣検
体、痰、洗浄および／または頸部生検材料であることを特徴とする請求項１～７のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項９】
　扁平上皮細胞癌もしくは腺癌またはその高悪性度の前駆病変の検出用キットであって、
対象者からサンプルを採取する手段、任意で、前記サンプルの保存手段、ならびに表１お
よび表２に列挙される１またはそれ以上の遺伝子の過剰発現または下方調節の検出手段を
含むことを特徴とするキット。
【請求項１０】
　表１に列挙される遺伝子から選択される（修飾／コドン最適化された）アミノ酸配列の
ペプチドまたはポリペプチドを用いる、扁平上皮細胞癌もしくは腺癌またはその高悪性度
の前駆病変の（免疫療法の）治療方法であって、ペプチドは、細胞傷害性Ｔリンパ球によ
って認識される、および／または細胞傷害性Ｔリンパ球を誘導することを特徴とする方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、診断の分野、特に癌の診断に関し、より詳細には、扁平上皮細胞癌および腺
癌、ならびにそれらの高悪性度の前駆病変の診断に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　扁平上皮細胞および腺癌の発症は、一連の前癌病変によって特徴づけられ、これらは、
軽度の異形成症、中程度の異形成症、および重度の異形成症／上皮内癌として段階付けら
れる。扁平上皮細胞および腺癌は、子宮頸部、膣、肛門、頭および首、ならびに肺などの
種々の器官の粘膜内層から発症し得る。
【０００３】
　過去１０年にわたって、一部の扁平上皮細胞癌および腺癌が、高リスクヒトパピローマ
ウイルス（ｈｒＨＰＶ）の感染によって開始され得ることが充分に確立されてきた。この
因果関係は、子宮頸癌に関する疫学的研究および機能的研究から明らかとなっている（
zur Hausen, Nat Rev Cancer ２００２年；２：３４２－３５０；Bosch et al., J Clin 
Pathol. ２００２年；５５：２４４－２６５）。頸部扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）の最大９
９．７％（Walboomers et al.，J. Pathol. １９９９年：１８９：１２－１９）、ならび
に頸部腺癌および腺扁平上皮癌の少なくとも９４％（Zielinski et al.，J Pathol ２０
０３年：２０１：５３５－５４３）において、ｈｒＨＰＶ　ＤＮＡが検出された。ｐ５３
およびＲｂ腫瘍抑制経路をそれぞれ攪乱する、ウイルス癌遺伝子Ｅ６およびＥ７の発現が
、腫瘍形成の発症および悪性表現型の維持の双方に不可欠であると示されてきた。しかし
、発癌の多段階プロセスと調和して、ｈｒＨＰＶ感染細胞の浸潤癌への進行には、宿主細
胞ゲノムにおける付加的変化が必要とされる。
【０００４】
　ＨＰＶに関連しない扁平上皮細胞癌において、これらの経路は、これらの腫瘍の病因の
初期の事象として認識されてきた、遺伝子突然変異および／または欠失などの他の手段に
よって、攪乱される。ｈｒＨＰＶ誘導病変の場合のように、攪乱されたｐ５３およびＲｂ
経路による病変の、前癌病変および癌への進行には、細胞ゲノムにおける付加的変化も必
要とされる。これらの付加的変化は、ＨＰＶによって引起される病変と、ｐ５３およびＲ
ｂ経路を、たばこの煙中の発癌物質への暴露の結果などの他の手段によって攪乱される病
変とにおいて、等しいだろう。腫瘍抑制遺伝子ＴＳＬＣ１／ＣＡＤＭ１の不活化の例があ
り、これは、一部のｈｒＨＰＶ誘導子宮頸癌（Steenbergen et al.，J Natl Cancer
 Inst. ２００４年：９６：２９４－３０５）および肺癌（Kuramochi et al.，Nature Ge
netics ２００１年：２７：４２７－４３０）の双方において役割を果たし、後者は通常
ｈｒＨＰＶとは独立して発症する。
【０００５】
　発癌の根拠をなす多数の事象に合致するのは、ｈｒＨＰＶに感染した患者を含む、ｐ５
３およびＲｂ経路の攪乱の形跡を示す上皮細胞を有するごく一部の患者だけが前癌病変ま
たは癌を発症するという観察である。
【０００６】
　現在、頸部ｈｒＨＰＶ感染した女性などのリスクのある人々の間で、高悪性度の前癌病
変、ならびに扁平上皮細胞癌および腺癌を、高い特異性を持って予測するマーカを欠いて
いる。このようなマーカは、費用効果的な初期の検出プログラムにとって最も重要である
。しかし、ｐ５３およびＲｂ経路が攪乱された細胞の悪性形質転換を駆り立てることので
きる事象の不均一性が、単一のマーカでは悪性疾患に対する充分な感度を欠くことを示し
ている。したがって、発明者らは、ｐ５３および／またはＲｂ経路が攪乱された細胞から
出現し得る、全ての癌およびその高悪性度の前駆段階をカバーする、種々のマーカから成
るパネルが必須であると結論した。
【発明の概要】
【０００７】
　革新的な統計方法と組合わせた、頸部扁平上皮細胞癌、頸部腺癌、およびＨＰＶ不死化
上皮細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルシステムの細胞系の、ゲノムプロファイリングおよび
発現プロファイリングによって得られた３つのデータセットを用いることによって、発明
者らは今回、多数の遺伝子の過剰発現および／または下方調節が、ヒトの頸部扁平上皮細
胞癌および腺癌、ならびにその高悪性度の前駆病変と高度に相関することを発見した。例
において示されるように、今まで分析されてきた全ての頸部扁平上皮細胞癌および腺癌を
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検出するのに、３つの遺伝子のマーカパネルで充分であった。
【０００８】
　ゆえに、本発明は、表１に列挙された１もしくはそれ以上の遺伝子の過剰発現について
、および／または表２の１もしくはそれ以上の遺伝子の下方調節について、臨床サンプル
の細胞を評価することによる、扁平上皮細胞癌もしくは腺癌またはその高悪性度の前駆病
変の検出方法を含む。好ましくは、この方法は、頸癌または前癌頸部病変の検出を含み、
より好ましくは、この扁平上皮細胞癌もしくは腺癌またはその高悪性度の前駆病変は、ｈ
ｒＨＰＶ感染浸潤癌またはその高悪性度の前駆病変である。別の実施形態において、本方
法は、肺扁平上皮細胞癌またはその高悪性度の前駆病変の検出を含む。
【０００９】
　過剰発現または下方調節の評価は、好ましくは、核酸アッセイによって、または遺伝子
産物の濃度を評価することによって、好ましくは免疫アッセイによって、実行される。
【００１０】
　別の実施形態において、本発明は、表１または表２の少なくとも１つの遺伝子、より好
ましくは少なくとも２つの遺伝子、より好ましくは少なくとも３つの遺伝子、より好まし
くは少なくとも４つの遺伝子、より好ましくは少なくとも５つの遺伝子、より好ましくは
少なくとも６つの遺伝子、最も好ましくは少なくとも７つの遺伝子を標的とする、１また
はそれ以上の核酸アッセイを含む。好ましくは、このアッセイは、表１および表２に列挙
される３～６の遺伝子を標的とする。表１または表２のより多くの数の遺伝子が、本発明
のアッセイにおいて評価されることも可能である。さらに、アッセイは加えてコントロー
ル遺伝子を標的とする。
【００１１】
　本発明ではまた、扁平上皮細胞癌または腺癌およびその高悪性度の前駆病変の検出用キ
ットを提供し、この検出用キットは、対象者からサンプルを採取する手段、任意で、この
サンプルの保存手段、ならびに表１および表２に列挙される１またはそれ以上の遺伝子の
過剰発現または下方調節の検出手段を含む。
【００１２】
　さらに別の実施形態において、本発明は、細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）によって認
識され得る、および／またはＣＴＬを誘導し得る腫瘍関連抗原として機能する、表１に列
挙される遺伝子のポリペプチド、ペプチドまたは遺伝子配列に基づく、抗原特異的免疫療
法による、扁平上皮細胞癌または腺癌およびその高悪性度の前駆病変の治療方法を含む。
（ポリ）ペプチド配列は、特定のアミノ酸配列の１または複数のアミノ酸が置換、欠失、
挿入または付加を受け、さらに免疫誘導活性が付与されている、アミノ酸配列を含んでも
よい。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１Ａ】リアルタイムＲＴ－ＰＣＲの結果の図である。リアルタイムＲＴ－ＰＣＲによ
る、標準曲線のために使用した細胞系のＲＮＡに対する、コントロール患者（双方とも正
常な子宮頸膣部および子宮頸部）、ならびに扁平上皮細胞癌（ＳＳＣ）および腺癌（Ａｄ
ＣＡ）から採取したサンプルにおけるITGAV遺伝子の発現。Ｙ軸に、腫瘍細胞系のＲＮＡ
に基づく、標準曲線に対する発現レベル（２ｌｏｇ）を与える。
【図１Ｂ】リアルタイムＲＴ－ＰＣＲの結果の図である。同様に、SYCP2についてである
。
【図１Ｃ】リアルタイムＲＴ－ＰＣＲの結果の図である。同様に、DTX3Lについてである
。
【図２Ａ】ＨＰＶ不死化細胞およびコントロールの、AQP3のリアルタイムＲＴ－ＰＣＲの
図である。
【図２Ｂ】正常頸部上皮および頸癌の、AQP3のリアルタイムＲＴ－ＰＣＲの図である。
【図３】マイクロアレイ分析によって判定された、正常頸部上皮と比較した倍率変化（Ｆ
Ｃ）が、マイクロアレイＣＧＨおよび発現分析の統合によって識別された７遺伝子につい
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て示される図である。
【図４】表１および表２の遺伝子の配列である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明は、独特な一連の頸部組織検体およびＨＰＶ不死化ケラチン生成細胞系から得ら
れる３つのデータセットが組合わされる、革新的なアプローチに基づいている。
【００１５】
　第１データセットは、頸部扁平上皮細胞癌、頸部腺癌および正常な上皮コントロールの
ｍＲＮＡ発現プロファイリングに基づいており、正常なコントロールと比較して、頸癌に
おいて異なった形で発現される遺伝子を含む。第２データセットは、発現プロファイリン
グに利用されるのと同じ、頸部扁平上皮細胞癌および頸部腺癌のセットの、比較ゲノムハ
イブリダイゼーションアレイ（ＣＧＨアレイ）を用いる、発現プロファイリングおよびゲ
ノムプロファイリングの統合に基づいている（Wilting et al.，J Pathol ２００６年：
２０９：２２０－２３０）。第３データセットは、ＨＰＶ不死化ケラチン生成細胞の明確
なｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルシステムのｍＲＮＡ発現プロファイリングに基づいている（St
eenbergen et al.，J Natl Cancer Inst ２００１年：９３：８６５－８７２）。このモ
デルシステム内の全ての細胞系は、同じ遺伝的背景および非遺伝的背景を有するので、こ
のモデルシステム内で識別される、異なる形で発現される遺伝子はマーカ遺伝子を意味し
、これらのマーカ遺伝子は、（非）遺伝的背景の差異の結果であるというよりはむしろ、
癌細胞の重要な特徴である不死化に特異的に関連する。
【００１６】
　これらのデータセットの比較は、ＤＮＡのコピー数の変化が、変化した染色体領域に座
乗する遺伝子の発現レベルの変化を必ずしも反映していないことを明らかにした。このこ
とは、発現マーカが、単にＤＮＡプロファイルのみから推測され得ないことを示している
。逆に、ある染色体領域の遺伝子の発現の変化が、その領域のＤＮＡのコピー数の変化に
よって常に反映されるとは限らない。これらの発見は、候補マーカ遺伝子の最も包括的な
パネルの選抜のために、種々のデータセットを組合わせることの価値を強調している。
【００１７】
　３つのデータセットを組合わせることによって、６４のマーカ遺伝子が識別され、これ
らは、正常な上皮細胞と比較して、一部の頸癌およびＨＰＶ不死化細胞において、異なっ
た形で発現される。表１に列挙されるこれらの内の３０の遺伝子が、正常な上皮コントロ
ールと比較して、頸癌／ＨＰＶ不死化細胞における過剰発現を明らかにした。表２に列挙
される他の３４遺伝子が、正常な上皮コントロールと比較して、頸癌／ＨＰＶ不死化細胞
において下方調節されることがわかった。
【００１８】
　表１および表２に列挙される遺伝子およびその遺伝子産物は、価値ある分子マーカ源を
提供し、この源から、浸潤性のある、癌およびこの癌の高悪性度の前駆病変を診断するた
めに、マーカパネルを構成することができる。第二に、表１に列挙される遺伝子の（ポリ
）ペプチド配列が、癌、およびこの癌の高悪性度の前駆病変の、免疫療法による治療のた
めの、価値ある腫瘍抗原源を提供する。
【００１９】
　「発現」は、遺伝子の、構造ＲＮＡ（ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ）またはメッセンジャＲＮＡ
（ｍＲＮＡ）への転写を、そして該当する場合、以降のたんぱくへの翻訳を表す。
【００２０】
　用語「浸潤癌」は、周辺組織に浸潤する癌を表す。
　用語「ＨＰＶ誘導浸潤癌」は、周辺組織に浸潤する高リスクＨＰＶによって誘導される
癌を表す。用語「浸潤頸癌」は、周辺組織に浸潤する頸癌を表す。
【００２１】
　用語「浸潤肺癌」は、周辺組織に浸潤する肺癌を表す。用語「高悪性度の前癌病変」お
よび「高悪性度の前駆病変」は、癌に進行する機会がかなり増大した、癌への多段階の細
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胞進化における局面を表す。従来の形態学では、病理学者は、個々の患者において前癌病
変が進行するのか退行するのかを予測することができない。本特許出願は、浸潤癌への進
行を予測することができる方法に言及する。
【００２２】
　用語「浸潤潜在力」は、周辺組織に浸潤し、最終的に腫瘍になる潜在力を表す。
　用語「高悪性度の前癌頸部病変」または「高悪性度の頸部前駆病変」は、頸部癌に進行
する機会がかなり増大した、頸部癌への多段階の細胞進化における局面を表す。従来の形
態学では、病理学者は、個々の患者において頸部前癌病変が進行するのか退行するのかを
予測することができない。
【００２３】
　用語「に特異的にハイブリダイズすることができる」は、相補的核酸配列と特異的に塩
基対合することができ、かつ結合して核酸二量体を形成することができる核酸配列を表す
。
【００２４】
　「相補体」または「相補的配列」は、ワトソン－クリックの塩基対合則に従って、別の
ヌクレオチド配列と水素結合二量体を形成するヌクレオチド配列である。たとえば、５’
－ＡＡＧＧＣＴ－３’の相補的塩基配列は、３’－ＴＴＣＣＧＡ－５’である。
【００２５】
　用語「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、たとえば温度、塩濃度、
ｐＨ、ホルムアミド濃度などといった、ハイブリッドの安定性に影響を及ぼすハイブリダ
イゼーション条件を表す。これらの条件は、特異的結合を最大にし、かつプライマまたは
プローブの標的核酸配列との非特異的結合を最小にするように、経験的に最適化される。
使用される用語は、プローブまたはプライマが標的配列にハイブリダイズして、検出の程
度が他の配列よりも大きくなる（たとえば、バックグラウンドに対して少なくとも２倍）
条件への言及を含む。ストリンジェントな条件は、配列依存的であり、異なる状況におい
て違ってくる。より大きな配列ほど、より高い温度にて特異的にハイブリダイズする。概
して、ストリンジェントな条件は、規定されたイオン強度およびｐＨにて、特異的な配列
の溶解温度（Ｔｍ）よりも約５℃低くなるように選択される。Ｔｍは、（規定されたイオ
ン強度およびｐＨで）相補的標的配列の５０％が、完全に一致するプローブまたはプライ
マにハイブリダイズする温度である。通常、ストリンジェントな条件は、塩濃度が、約１
．０Ｍ　Ｎａイオン未満であり、通常、ｐＨ７．０～８．３にて約０．０１～１．０Ｍ　
Ｎａイオン濃度（または他の塩）であり、温度が、短いプローブまたはプライマ（たとえ
ば１０～５０ヌクレオチド）で少なくとも約３０℃であり、長いプローブまたはプライマ
（たとえば５０ヌクレオチド超）で少なくとも約６０℃である条件である。ストリンジェ
ントな条件は、ホルムアミドなどの不安定剤の付加によって達成されてもよい。典型的な
低ストリンジェント条件または「ストリンジェンシを下げた条件」は、３７℃での３０％
　ホルムアミド、１Ｍ　ＮａＣｌ、１％　ＳＤＳのバッファ溶液によるハイブリダイゼー
ションおよび４０℃での２×ＳＳＣ中での洗浄を含む。典型的な高ストリンジェンシ条件
は、３７℃での５０％　ホルムアミド、１Ｍ　ＮａＣｌ、１％　ＳＤＳにおけるハイブリ
ダイゼーションおよび６０℃での０．１×ＳＳＣ中での洗浄を含む。ハイブリダイゼーシ
ョン手順は、当該技術においてよく知られており、たとえば、Ausubel et al,（Current 
Protocols in Molecular Biology，John Wiley & Sons Inc.，１９９４年）に記載されて
いる。
【００２６】
　用語「オリゴヌクレオチド」は、リン酸結合（たとえば、ホスホジエステル、アルキル
およびアリルリン酸エステル、ホスホロチオエート）または非リン結合（たとえばペプチ
ド、スルファメートなど）によって結合されるヌクレオチドモノマの短い配列（通常６～
１００ヌクレオチド）を表す。オリゴヌクレオチドは、修飾塩基（たとえば５－メチルシ
トシン）および修飾糖類（たとえば２’－Ｏ－メチルリボシル、２’－Ｏ－メトキシエチ
ルリボシル、２’－フルオロリボシル、２’－アミノリボシルなど）を有する修飾ヌクレ
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オチドを含んでよい。オリゴヌクレオチドは、環状、分枝状または線状の、二本鎖および
一本鎖ＤＮＡならびに二本鎖および一本鎖ＲＮＡの、天然由来の分子または合成分子であ
ってよく、任意で安定二次構造を形成することもできるドメインを含んでよい（たとえば
、ステムおよびループ構造ならびにループ－ステム－ループ構造）。
【００２７】
　ここで使用される用語「プライマ」は、核酸鎖に相補的なプライマの伸長産物の合成が
誘導される条件下、すなわち、ヌクレオチド、およびＤＮＡポリメラーゼなどの重合剤が
存在し、かつ適切な温度およびｐＨの条件下にある場合、増幅標的にアニールし、ＤＮＡ
ポリメラーゼが付着してＤＮＡ合成の開始点として機能することを可能とするオリゴヌク
レオチドを表す。（増幅）プライマは好ましくは、増幅の最大効率のために一本鎖である
。好ましくは、プライマはオリゴデオキシリボヌクレオチドである。プライマは、重合剤
の存在下で伸長産物の合成を促すほど充分に長くなければならない。プライマの正確な長
さは、温度およびプライマ源を含む多くの要因に依拠する。ここで使用される「二方向プ
ライマ対」は、ＰＣＲ増幅などにおけるＤＮＡ増幅の技術において共通して使用される１
つのフォワードプライマおよび１つのリバースプライマを表す。
【００２８】
　用語「プローブ」は、標的核酸配列検体における相補的配列またはそのｃＤＮＡ派生物
を認識し、それとの水素結合二量体を形成する一本鎖オリゴヌクレオチド配列を表す。
【００２９】
　「発現」は、遺伝子の、構造ＲＮＡ（ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ）またはメッセンジャＲＮＡ
（ｍＲＮＡ）への転写を、そして該当する場合、以降のたんぱくへの翻訳を表す。
【００３０】
　ポリヌクレオチドは、同じ生物において同時に自然発生していない場合、互いに「非相
同」である。ポリヌクレオチドは、生物においてその特定の形態および配置で自然発生し
ていない場合、その生物と非相同である。
【００３１】
　ポリヌクレオチドは、２つの配列におけるヌクレオチドの配列が、ここに記載されるよ
うな最大一致でアライメントされるときに同じである場合、「相同」配列を有する。２ま
たはそれ以上のポリヌクレオチド間の配列比較は、通常、局所領域の配列類似性を識別お
よび比較するための比較ウィンドウ全体にわたる２つの配列の部分を比較することによっ
て、実行される。比較ウィンドウは概して約２０～２００の連続ヌクレオチドに及ぶ。５
０，６０，７０，８０，９０，９５，９８，９９または１００パーセントの配列ホモロジ
などの、ポリヌクレオチドの「配列相同性のパーセンテージ」が、比較ウィンドウにわた
って最適にアライメントされた２つの配列を比較することによって判定され得、比較ウィ
ンドウにおけるポリヌクレオチド配列の部分は、２つの配列の最適アライメントの参照配
列（付加または欠失を含まない）と比較すると、付加または欠失（すなわちギャップ）を
含み得る。パーセンテージは：（ａ）双方の配列において、同一の核酸塩基が生じる位置
の数を判定して、一致する位置の数を求め；（ｂ）一致する位置の数を、比較ウィンドウ
における位置の総数によって除し；および（ｃ）結果に１００を乗じて、配列ホモロジの
パーセンテージを求める；ことによって計算される。比較のための配列の最適なアライメ
ントは、周知のアルゴリズムのコンピュータ実行によって、または検査によって行われて
よい。容易に入手可能な配列比較および多配列アライメントアルゴリズムは、それぞれ、
Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）（Altschul, S.F. et al. １９９０年．J.
 Mol. Biol. ２１５：４０３；Altschul, S.F. et al. １９９７年．Nucleic Acid Res. 
２５：３３８９－３４０２）およびClustalWプログラムであり、双方ともインターネット
上で入手可能である。他の適切なプログラムは、Wisconsin Genetics Software Package
（Genetics Computer Group（GCG）、米国ウィスコンシン州マディソン）のGAP、
BESTFITおよびFASTAを含む。
【００３２】
　ここでは、「実質的に相補的」は、２つの核酸配列が少なくとも約６５％、好ましくは
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約９８％の配列相補性を互いに有することを意味する。このことは、プライマおよびプロ
ーブが、テンプレートおよび標的核酸に対してそれぞれ、ストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズするほど充分な相補性を示さなければならないことを意味する。したがって
、本明細書に開示されるプライマ配列はテンプレートの結合領域の正確な配列を反映する
必要がなく、縮重プライマを使用することができる。実質的に相補的なプライマ配列は、
増幅テンプレートに対して、プライマ結合および第二鎖合成をもたらすのに充分な配列相
補性を有する配列である。
【００３３】
　用語「ハイブリッド」は、相補的ヌクレオチド間の水素結合によって形成される、二本
鎖核酸分子または二量体を表す。用語「ハイブリダイズする」または「アニールする」は
、核酸配列の一本鎖同士が相補的ヌクレオチド間の水素結合を介して二重らせんのセグメ
ントを形成するプロセスを表す。
【００３４】
　特定の細胞またはサンプルにおける遺伝子の「過剰発現」または「上方調節」は、ｍＲ
ＮＡが、コントロール細胞またはコントロールサンプルよりも特定の細胞またはサンプル
の遺伝子から多く転写されることを意味する。代わりに、発現のこの増大は、細胞におけ
る遺伝子産物（たんぱく）の濃度から測定することができる。発現の増大は、コントロー
ルにおける発現の少なくとも１．５倍、好ましくは少なくとも２倍、より好ましくは少な
くとも３倍以上にならなければならない。発現のこの増大は、コントロールサンプルにお
ける遺伝子の発現に対して、または同じサンプル内でのコントロール遺伝子の発現に対し
て、測定することができる。
【００３５】
　特定の細胞またはサンプルにおける遺伝子の「不足発現」または「下方調節」は、ｍＲ
ＮＡが、コントロール細胞またはコントロールサンプルよりも特定の細胞またはサンプル
の遺伝子から少なく転写されることを意味する。代わりに、発現のこの低下は、細胞にお
ける遺伝子産物（たんぱく）の濃度から測定することができる。発現の低下は、コントロ
ールにおける発現の少なくとも０．５倍、好ましくは少なくとも０．２５倍、より好まし
くは少なくとも０．１倍以下にならなければならない。発現のこの低下は、コントロール
サンプルにおける遺伝子の発現に対して、または同じサンプル内でのコントロール遺伝子
の発現に対して、測定することができる。
【００３６】
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【００３７】
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【表２】

【００３８】
　表１および表２の遺伝子の発現は、遺伝子転写物を測定することによって検出されてよ
い。このため、これらの遺伝子におけるたんぱくのコード領域は、遺伝子の転写物の検出
のためのマーカ配列を与える。さらに別の代替において、遺伝子の発現は、遺伝子によっ
て産生されるたんぱくを測定することによって直接的に検出されてもよい。
【００３９】
　したがって、アッセイに用いられる細胞成分は、ＲＮＡ、好ましくはｍＲＮＡなどの核
酸、またはたんぱくであり得る。細胞成分がたんぱくである場合、試薬は概して、遺伝子
によって産生されるたんぱくに対する抗体である。成分が核酸である場合、試薬は概して
、核酸（ＤＮＡまたはＲＮＡ）プローブまたは（ＰＣＲ）プライマである。このようなプ
ローブまたはプライマを用いることによって、ｍＲＮＡなどの遺伝子発現産物がたとえば
検出されてよい。
【００４０】
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　試験細胞成分は、直接ｉｎ　ｓｉｔｕで検出されてもよく、または試薬と接触させる前
に当該技術の当業者に周知の共通の方法によって、他の細胞成分から単離されてもよい（
たとえば、「Current Protocols in Molecular Biology」，Ausubel et al. １９９５年
．第４版，John Wiley and Sons；「A Laboratory Guide to RNA: Isolation, analysis,
 and synthesis」，Krieg（編），１９９６年，Wiley-Liss；「Molecular Cloning: A la
boratory manual」，J. Sambrook, E.F. Fritsch．１９８９年．３巻，第２版，Cold Spr
ing Harbor Laboratory Press参照）。
【００４１】
　検出方法は、ノザンブロット分析、ＲＮａｓｅプロテクション、免疫アッセイ、ｉｎ　
ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、ＰＣＲ（Mullis １９８７年、ＵＳ４，６８３，１９
５号、ＵＳ４，６８３，２０２号、およびＵＳ４，８００，１５９号）、ＬＣＲ（Barany
 １９９１年，Proc. Natl. Acad. Sci. USA ８８：１８９－１９３；ＥＰ３２０，３０８
号）、３ＳＲ（Guatelli et al.，１９９０年，Proc. Natl. Acad. Sci. USA ８７：１８
７４－１８７８）、ＳＤＡ（ＵＳ５，２７０，１８４号およびＵＳ５，４５５，１６６号
）、ＴＡＳ（Kwoh et al.，Proc. Natl. Acad. Sci. USA ８６:１１７３－１１７７）、
Ｑ－Ｂｅｔａレプリカーゼ（Lizardi et al.，１９８８年，Bio/Technology ６：１１９
７）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）または他のｃＤＮＡ／ＤＮＡ増幅方法などの分
析を含む。代替の方法において、ＲＮＡは、ＮＡＳＢＡ（L. Malek et al.，１９９４年
，Meth. Molec. Biol. ２８，３６章，Isaac PG編，Humana Press, Inc.，ニュージャー
ジ州トトワ）またはＴＭＡなどの方法によって検出されてもよい。これらは、限られた量
の入力材料を用いて１つのサンプルにおける多重標的の同時検出を可能とする、マイクロ
流体アレイプラットホーム上のＰＣＲ分析を含む。核酸プローブ、プライマおよび抗体は
、たとえば、放射性同位体、蛍光化合物、生物発光化合物、化学発光化合物、金属キレー
ト剤、酵素、またはビオチンもしくはジゴキシゲニンなどの生体関連結合構造体で、検出
可能に標識され得る。当該技術の当業者は、試薬に結合するのに適した他の標識について
知り、またはルーチン実験をしてこれを確定することができる。
【００４２】
　他の検出方法は、核酸アレイによって実行され得るような分析を含む（とりわけChee
 et al.，１９９６年，Science ２７４（５２８７）：６１０－６１４参照）。このよう
なアレイは、核酸細胞成分にストリンジェントな条件下でハイブリダイズすることができ
る配列を有するオリゴヌクレオチドを含み、本発明の方法において核酸細胞成分のレベル
を検出することが可能である。
【００４３】
　本発明は、扁平上皮細胞癌および腺癌の検出のための核酸アッセイまたは免疫アッセイ
を提供し、表１または表２の少なくとも１つの遺伝子、より好ましくは２つの遺伝子、よ
り好ましくは３つの遺伝子、より好ましくは４つの遺伝子、より好ましくは５つの遺伝子
、より好ましくは６つの遺伝子、最も好ましくは少なくとも７つの遺伝子を標的とする。
【００４４】
　本発明の別の実施形態は、扁平上皮細胞癌および腺癌の発現の存在もしくはリスク、ま
たは高悪性度の前癌病変の発現もしくはリスクを予測する方法であり：
　ａ．患者からたとえば頸部標本もしくは肺検体といった組織サンプルを採取し；
　ｂ．サンプルから核酸および／もしくはたんぱくを単離し；
　ｃ１．この核酸の遺伝子発現プロファイルを、本発明に従う核酸アッセイでアッセイす
ることによって、分析する；または
　ｃ２．このたんぱくの溶解物の遺伝子発現を、本発明に従う免疫アッセイでアッセイす
ることによって、分析し；
　ｄ．表１および表２に列挙される１もしくはそれ以上の遺伝子の発現を識別し；
　ｅ．ステップｄに見られる発現に基づいて、リスクを評価することを含む。好ましくは
、上記の方法のサンプルは採取したてのサンプルである。
【００４５】
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　遺伝子発現分析は好ましくは、核酸アッセイまたは免疫アッセイを用いてなされる。
　遺伝子発現を調査するために、アッセイは、臨床的に関連する源に由来するポリヌクレ
オチド分子またはたんぱくを、この場合、たとえば、扁平上皮細胞もしくは腺癌またはそ
の高悪性度の前駆病変が疑われる患者由来のサンプルを、標的とするべきである。したが
って、好ましくは、採取したての（サンプリングから２日以内）サンプル、またはＲＮＡ
および／もしくはたんぱくの保存を保証する保存液に収集されたサンプルが、利用可能で
ある必要がある。この標的ポリヌクレオチド分子は、発現されたＲＮＡまたはそれに由来
する核酸（たとえばｃＤＮＡ、またはＲＮＡポリメラーゼプロモータを組込むｃＤＮＡ由
来の増幅ＲＮＡ）でなければならない。標的分子がＲＮＡから成る場合、これは、全細胞
ＲＮＡ、ポリ（Ａ）＋メッセンジャＲＮＡ（ｍＲＮＡ）もしくはその一部分、細胞質ｍＲ
ＮＡ、またはｃＤＮＡから転写されたＲＮＡ（ｃＲＮＡ）であり得る。全ＲＮＡおよびポ
リ（Ａ）＋メッセンジャＲＮＡの調製方法が、当該技術において周知であり、たとえばSa
mbrook et al.（１９８９年．Molecular Cloning- A Laboratory Manual （第２版）１～
３巻，Cold Spring Harbor，ニューヨーク）に記載されている。１つの実施形態において
、ＲＮＡは、グアニジニウムチオシアネート溶解後のＣｓＣｌ遠心分離を利用して、細胞
から抽出される（Chrigwin et al.，（１９７９年）Biochem．１８：５２９４－５２９９
）。別の実施形態において、全ＲＮＡは、シリカゲルベースのカラムを用いて抽出され、
このカラムの市販の例は、RNeasy（Qiagen，米国カリフォルニア州バレンシア）およびSt
rataPrep（Stratagene，米国カリフォルニア州ラホーヤ）を含む。別の実施形態において
、全ＲＮＡは、市販のＲＮＡ単離試薬を用いて抽出され、試薬の例は、Trizol（Life Tec
hnologies，オランダ、ブレダ）およびRNAbee（Tel-Test Inc.，米国テキサス州フレンズ
ウッド）を含む。別の実施形態において、全ＲＮＡは、自動核酸抽出プラットフォームを
用いて抽出され、プラットフォームの例は、Nuclisens EasyMAG（BioMerieux，米国ノー
スカロライナ州ダラム）である。ポリ（Ａ）＋メッセンジャＲＮＡは、たとえば、oligo-
dTセルロースによる選択によって、または代替として、oligo-dTもしくはヘキサマのプラ
イマによる（primed）、全細胞ＲＮＡの逆転写によって、選択することが可能である。別
の実施形態において、本発明によって分析されるポリヌクレオチド分子は、ｃＤＮＡ、ま
たは増幅ＲＮＡもしくはｃＤＮＡのＰＣＲ産物を含む。
【００４６】
　対象者における扁平上皮細胞癌または腺癌の存在を予測または判定したい場合、実行者
は、対象者からサンプルを採取するべきであり、ＲＮＡの単離後、表１または表２の少な
くとも１、好ましくは３～６の遺伝子の発現が判定されるべきである。これらの発現デー
タを標準化するために、評価される対象者の発現プロファイルを判定するのに使用されて
いる核酸アッセイに存在する、腫瘍状態によって影響を受けないコントロール遺伝子また
は要素（ハウスキーピング遺伝子など）の発現データを活用して、変異に関するデータを
補正することが可能である。１つのコントロール遺伝子の代わりに、コントロール遺伝子
プールの平均値をとることもできる。この補正は、たとえば、試験された各遺伝子の発現
レベルを、コントロール遺伝子／要素の発現レベルで除することによって、なされ得る。
【００４７】
　本発明の目的のために、表１または表２由来の遺伝子産物に特異的な抗体が、生体液ま
たは組織サンプル中の遺伝子によって産生されるポリペプチドの存在を検出および定量化
するのに使用されてもよい。
【００４８】
　本発明の目的のために、表１または表２由来の遺伝子のポリヌクレオチドに特異的なプ
ローブが、生体液または組織サンプル中の遺伝子のポリヌクレオチドを検出および定量化
するのに使用されてもよい。
【００４９】
　表１および表２の遺伝子の、検出可能な量のポリヌクレオチドまたはコードされるポリ
ペプチドを含むあらゆる検体を、使用することができる。核酸を、当該技術の当業者に知
られる、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションなどのＲＮＡ　ｉｎ　ｓｉｔｕ方法によ
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って分析することもできる。本発明の方法に従って試験するのに好ましいサンプルは、（
頸部）標本および／または（頸部）生検材料などの検体を含む。好ましくは、細胞（頸部
）掻取り（scrape）、自己サンプリング頸／膣検体、痰および／または頸部生検材料が、
試験用サンプルとして使用される。対象者はどのような哺乳類でも可能であるが、好まし
くは対象者はヒトである。
【００５０】
　本発明の方法は、表１および表２に列挙される遺伝子によってコードされるポリペプチ
ドと免疫反応性を示す抗体を利用することができ、ポリペプチドの予測されるアミノ酸配
列は、これらの表に列挙されるGenBankの系統番号から入手可能であり、または抗体の免
疫反応性フラグメントを利用することができる。異なるエピトープ特異性を有するプール
されたモノクローナル抗体から本質的に成る抗体調製物、および独特なモノクローナル抗
体調製物を使用することが可能である。モノクローナル抗体は、当該技術の当業者に周知
の方法によって、たんぱくのフラグメントを含む抗原に対して製造される（Kohler, et
 al.，Nature，２５６：４９５，１９７５年）。
【００５１】
　本発明において使用される用語抗体は、表１（および表２）に列挙される遺伝子のエピ
トープ決定基と結合することができる、無傷分子ならびにＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２な
どのそのフラグメントを含むことを意図されている。ここで使用される抗体はまた、ミニ
抗体、ペプチド模倣薬、アンチカリンなどの、抗原結合特異性を有する他のたんぱくまた
は非たんぱく分子を表す。
【００５２】
　モノクローナル抗体は、本発明の診断方法においては、たとえば、モノクローナル抗体
が液相で利用可能である、または固相キャリアに結合することが可能である免疫アッセイ
において使用することが可能であ。加えて、これらの免疫アッセイにおけるモノクローナ
ル抗体は、種々の方法で検出可能に標識することができる。本発明のモノクローナル抗体
を利用することができる免疫アッセイタイプの例は、直接フォーマットまたは間接フォー
マットのいずれかにおける競合免疫アッセイおよび非競合免疫アッセイである。このよう
な免疫アッセイの例は、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）およびサンドイッチ（免疫メトリッ
ク）アッセイである。本発明のモノクローナル抗体を用いる抗原の検出は、フォワードモ
ード、リバースモード、または同時モードのいずれかで走らせる免疫アッセイを利用して
行うことができ、生理学的サンプルの免疫組織化学アッセイまたは免疫細胞化学アッセイ
を含む。当該技術の当業者は、過度の実験をせずに、他の免疫アッセイフォーマットを知
るか、これを容易に識別することができる。
【００５３】
　モノクローナル抗体は、表１および表２の遺伝子の遺伝子産物の存在を検出するのに使
用される多くの異なるキャリアに結合することが可能である。周知のキャリアの例は、ガ
ラス、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレン、デキストラン、ナイロン、アミラ
ーゼ、天然セルロースおよび変性セルロース、ポリアクリルアミド、アガロースならびに
マグネタイトを含む。キャリアの特質は、本発明の目的のためには可溶性であっても不溶
性であってもよい。当該技術の当業者は、モノクローナル抗体の結合に適した他のキャリ
アについて知り、またはルーチン実験をしてこれを確定することができる。
【００５４】
　アッセイを行う際、ある「ブロッカ」を培養培地に含めることが所望される（通常、可
溶性の標識抗体とともに付加される）。「ブロッカ」は、実験サンプルに存在する免疫グ
ロブリンに対する、非特異的たんぱく、プロテアーゼ、または抗異好性免疫グロブリンが
、固体相支持体上の抗体、または放射標識指示抗体にクロスリンクして、またはその抗体
を破壊して、擬陽性または擬陰性の結果をもたらさないことを保証するために、付加され
る。したがって、ブロッカの選択は、本発明に記載されるアッセイの特異性を実質的に増
大させることが可能である。アッセイに使用されるのと同じクラスまたはサブクラス（ア
イソタイプ）の、関係のない（すなわち非特異的な）多くの抗体（たとえばＩｇＧｌ、Ｉ
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ｇＧ２ａ、ＩｇＭなど）を、「ブロッカ」として使用することができる。検体において相
互に生じるクロス反応性たんぱくによるあらゆる不所望の干渉をさらに阻害するのに適切
な感度を維持するために、「ブロッカ」の濃度（通常１～１００μｇ／μＬ）が重要であ
る。
【００５５】
　表１および表２に列挙される遺伝子の遺伝子産物の産生または遺伝子発現の検出のため
の他の診断方法は、頸部または他の組織由来の細胞調製物を含む試験サンプルが与えられ
る方法を含む。好ましくはこのようなサンプルは、（頸部）掻取り、自己サンプリング頸
／膣検体、または痰として与えられる。効率的な試験計画を提供するために、ｈｒＨＰＶ
陽性検体が頸部の試験サンプルとして使用される。
【００５６】
　ヒトから得られる細胞または組織サンプルは、このサンプルに含まれる試験細胞の標識
細胞成分を、表１および表２に列挙される１またはそれ以上の遺伝子の遺伝子産物を検出
する試薬と接触させ、比較可能な正常細胞と比較して増大または低下を検出することを可
能とするように、適切に前処理される。サンプルは、個々の細胞の観察を可能とするのに
適した支持体に乗せられてよい。周知の支持材の例は、ガラス、ポリスチレン、ポリプロ
ピレン、ポリエチレン、ポリカーボネート、ポリウレタンを含み、サンプルの細胞粘着お
よび固定化を改良するための、ポリ－Ｌ－リジンまたはシランなどの層が任意で与えられ
る。頸部標本または生検材料は、たとえば、パパニコロ（Ｐａｐ）試験、または当業者に
よって知られるようなこの試験の適切なあらゆる改良のために、調製されてよく、標的成
分への試薬の適切なアクセスを可能とする手順によって固定されてよい。本発明のある実
施形態において、細胞学的検体は、従来の標本サンプル、頸部細胞の薄層調製物、自己サ
ンプリング頸／膣検体、または他のあらゆる種類の、当該技術の当業者に知られる調製物
として、与えられる。保存が求められる場合、ルーチン手順は、固定用緩衝ホルマリンを
用いてその後パラフィン包埋し、よく保存された組織基盤を提供する。免疫組織化学染色
または免疫細胞化学染色を可能とするために、サンプル材料の抗原性が、回復すなわち脱
マスキングされなければならない。ホルムアルデヒドクロスリンクたんぱくの抗原性を回
復する１つの方法は、サンプルのたんぱく分解酵素での処理を含む。この方法は、材料の
（部分）消化をもたらし、もとのたんぱくの単なるフラグメントが抗体によってアクセス
され得る。
【００５７】
　ホルムアルデヒドクロスリンク抗原の免疫反応性を回復する別の方法は、サンプルの熱
処理または高エネルギ処理を用いる熱プロセスを含む。このような方法は、たとえばＵＳ
５，２４４，７８７号に記載されている。さらに別の、ホルムアルデヒド固定組織からの
抗原回復方法は、たとえばNorton（１９９４年．J. Pathol. １７３（４）：３７１－９
）およびTaylor et al.（１９９６年．Biotech Histochem ７１（５）：２６３－７０）
などに記載されるような、マイクロ波と組合せた、またはオートクレイブの形式のいずれ
かの、圧力釜（たとえば2100-Retriever）の使用である。 
【００５８】
　エタノール、メタノール、メタカンもしくはグリオキサール、クエン酸アセトンなどの
、ホルムアルデヒドの種々の代替を使用してもよく、または固定剤を組合わせて使用して
もよい。代わりに、サンプルは、さらなるプロセス前に風乾されてもよい。
【００５９】
　核酸プローブによる検出を可能とするために、サンプル材料は、ホルマリン固定および
パラフィン包埋された材料の場合、回復すなわち脱マスキングされなければならない。１
つの方法は、たんぱく分解酵素での処理およびパラホルムアルデヒドでの後固定を含む。
たんぱく分解消化に先立って、ＨＣｌ中の変性行程があってよい。この方法は、プローブ
の標的への侵入（entry）を可能とする材料の（部分）消化をもたらす。たとえば凍結材
料といった非ホルマリン固定材料の場合、特異的脱マスキング手順は必要とされない。ハ
イブリダイゼーションに先立ち、サンプルを、トリエタノールアミン緩衝液での処理によ
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【００６０】
　本発明はまた、対象者の試験細胞において、扁平上皮細胞癌および腺癌、ならびにその
高悪性度の前駆病変を検出する方法における使用のための部品のキットを提供する。この
ようなキットは、たとえば頸部掻取りまたは肺ブラシといった、疑われる粘膜組織を掻取
るためのブラシまたはへら、ならびに試験細胞を収集するための収集培地で満たされた容
器などの、サンプルの採取手段および保存手段を適切に含んでよい。代わりに、頸部－膣
洗浄によって頸部細胞を収集するために、洗浄シリンジ、使い捨ての女性用尿カテーテル
、および洗浄液の入った容器から成るサンプリング装置が含まれる。
【００６１】
　本発明に従うキットは、表１および表２に列挙される遺伝子のｍＲＮＡ発現の検出のた
めのプライマおよびプローブを有してよい。別の実施形態において、本発明に従うキット
は、頸部掻取りまたは他の組織検体における、表１および表２の遺伝子によって発現され
るたんぱくのたんぱく発現の検出のための抗体および試薬を含んでよい。
【００６２】
　本発明は、以下の非限定の例によって説明される。
　実施例
　１．組織および細胞系において差次的に発現される遺伝子
　表１および表２に列挙される遺伝子の差次的発現を確認するために、以下の遺伝子：IT
GAV, SYCP2, DTX3L, SEMP1, DEK, ATP2C1, SLC25A36およびPIK3R4のｍＲＮＡの発現をリ
アルタイムＲＴ－ＰＣＲ分析によって測定した。この目的のために、ＲＮＡを、２２の頸
部扁平上皮細胞癌、８の頸部腺癌、１５の高悪性度の頸部上皮内癌（ＣＩＮ）病変および
２４の正常上皮コントロール（正常子宮頸膣部ｎ＝１３および正常子宮頸部ｎ＝１１）か
ら抽出した。ITGAV, SYCP2, DTX3L SEMP1, DEK, ATP2C1, PIK3R4およびSLC25A36は、正常
子宮頸膣部と比較して、扁平上皮細胞癌において有意な過剰発現を示した（図１の例参照
）。加えて、DTX3Lは、正常子宮頸部と比較して、腺癌において有意な過剰発現を示した
（図１）。レーザキャプチャマイクロダイセクションによって異型細胞についてエンリッ
チした、１５の高悪性度のＣＩＮ病変から単離したＲＮＡの分析によって、症例の６０％
（９／１５）でITGAVの、症例の４０％（６／１５）でATP2C1の、症例の８０％（１２／
１５）でDEKの、症例の７３％（１１／１５）でSLC25A36の、および症例の６７％（７／
１５）でPIK3R4の、発現の増大を実証した。
【００６３】
　別の遺伝子について、コントロール細胞（ｎ＝４）と比較したＨＰＶ不死化細胞（ｎ＝
８）、および正常頸部上皮細胞（ｎ＝１）と比較した頸癌（ｎ＝８）の双方におけるAQP3
の発現の低下を、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲによって確認した（図２）。
【００６４】
　マイクロアレイ分析によって検出された２倍を超える過剰発現に基づいて、３つの遺伝
子のマーカパネル（すなわち、DTX3L、FLJ21291およびCCDC14またはITGAVの組合わせ）に
よって、１００％の頸部扁平上皮細胞癌および１００％の頸部腺癌の検出が可能であった
（図３）。
【００６５】
　加えて、ITGAV, DTX3L, DEK, ATP2C1, SLC25A36およびPIK3R4のｍＲＮＡの発現に関す
るリアルタイムＲＴ－ＰＣＲ分析を、２０の肺扁平上皮細胞癌および２０の正常肺サンプ
ル（癌に隣接）で行った。ITGAV, DTX3L, ATP2C1, SLC25A36およびPIK3R4のｍＲＮＡの発
現は、正常なコントロールサンプルと比較して、癌において有意に増大した。
　ＲＴ－ＰＣＲに使用したプライマを表３に要約した。
【００６６】
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【表３】

【００６７】
　２５の高悪性度のＣＩＮ病変および８の頸部扁平上皮細胞癌のPIK3R4およびDTX3Lの免
疫組織化学分析によって、双方のたんぱくの発現の増大を確認した。頸部扁平上皮細胞癌
の１００％（PIK3R4）および８５％（DTX3L）ならびに高悪性度のＣＩＮ病変の６５％（
PIK3R4）および４１％（DTX3L）が、たんぱくの過剰発現を明らかにした。
【００６８】
　２の肺扁平上皮細胞癌のパイロット実験によっても、これらの腫瘍におけるPIK3R4たん
ぱく発現の増大を明らかにした。
【００６９】
　２．頸部掻取りのマーカ遺伝子分析
　POBASCAMトライアルに参加している女性のネスティドケースコントロールデザインを用
いて、追跡の１８カ月内で≧ＣＩＮ　２（１の癌を含む）が診断された５０人のｈｒＨＰ
Ｖ陽性症例の女性、対、１８カ月の追跡期間内でＣＩＮ　１かそれよりも良好な１００人
のｈｒＨＰＶ陽性コントロールの女性の、頸部掻取りを研究した。これらの女性のベース
ライン時の頸部掻取りを、汎用収集培地に収集し、リアルタイムＰＣＲによるDTX3Lおよ
びPIK3R4のｍＲＮＡの発現分析にかけた。後者について、追跡の５年間に疾患の兆候のな
かったｈｒＨＰＶ陰性の女性の頸部掻取りのプールを、標準の参照として役立てた。サン
プルは、繰返し実験の平均比［症例サンプルのDTX3LまたはPIK3R4遺伝子のｍＲＮＡコピ
ー：ハウスキーピング遺伝子のｍＲＮＡコピー］／［標準参照サンプルのDTX3LまたはPIK
3R4遺伝子のｍＲＮＡコピー：ハウスキーピング遺伝子のｍＲＮＡコピー］が≧１．５で
ある症例で、差次的発現が陽性であると記録した。何もなかったコントロールに対して、
ハウスキーピング遺伝子に対するDTX3LおよびPIK3R4の発現比の増大が、２１および２８
の症例でそれぞれ見られた。これらの遺伝子の１またはそれ以上について、総計３６の症
例が、比率の増大を明らかにした。
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