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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　臨床試料におけるＨＰＶタンパク質の発現を定量する方法であって、
　ＨＰＶによる感染に感受性の細胞の集団を含む臨床試料を得る工程と、
　前記細胞の集団を溶解することなく、前記臨床試料を基材に付着させる工程と、
　前記得られた臨床試料に由来する前記細胞の集団を含む１以上の細胞によって発現され
るＨＰＶタンパク質に対する一次抗体の特異的結合を促進する条件下でＨＰＶ感染細胞に
よって発現されるＨＰＶタンパク質に特異的に結合する前記一次抗体を含む溶液に前記臨
床試料を接触させる工程と、
　溶液相において、前記臨床試料に結合した前記一次抗体の量を決定する工程と、
　前記臨床試料に結合した一次抗体の量を用いて前記臨床試料中のＨＰＶタンパク質を定
量する工程と
を含む方法。
【請求項２】
　前記臨床試料が回収液中に分散された細胞を含み、
　前記基材が、膜、ビーズ及びマイクロタイターウェルの表面から成る群から選択され、
　前記ＨＰＶタンパク質が、ＨＰＶ－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ
－Ｌ１タンパク質及びＨＰＶ－Ｌ２タンパク質から成る群から選択されるＨＰＶタンパク
質を含み、
　前記一次抗体が標識を含み、
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　前記定量する工程が、酵素標識によって生じる発色性基質または蛍光シグナルを定量す
ることを含む、
請求項１の方法。
【請求項３】
　前記臨床試料の細胞密度を測定することをさらに含む請求項１の方法。
【請求項４】
　前記臨床試料の細胞密度を標準化することをさらに含む請求項３の方法。
【請求項５】
　前記定量されたＨＰＶタンパク質の発現を所定のＨＰＶタンパク質発現レベルの閾値と
比較することをさらに含む請求項１の方法。
【請求項６】
　前記臨床試料に存在する細胞の数に従って、前記定量されたＨＰＶタンパク質の発現を
標準化することをさらに含む請求項５の方法。
【請求項７】
　前記定量されたＨＰＶタンパク質の発現をＨＰＶタンパク質の標準曲線と比較すること
をさらに含む請求項５の方法。
【請求項８】
　前記所定のＨＰＶタンパク質発現レベルの閾値が前記臨床試料における癌または前記臨
床試料における疾患悪性度と関連し、
　前記所定のＨＰＶタンパク質発現レベルの閾値が、診断された疾患悪性度を含む臨床試
料におけるＨＰＶタンパク質の発現の測定から決定される、
請求項３の方法。
【請求項９】
　前記臨床試料が固定された細胞を含み、および
　前記回収液が固定剤を含む
請求項２の方法。
【請求項１０】
　前記細胞が子宮頸部ぬぐい液、子宮頸部擦り取り、口腔ぬぐい液、口腔擦り取り、肛門
ぬぐい液、又は肛門擦り取りから得られる請求項２の方法。
【請求項１１】
　前記一次抗体が、高リスクＨＰＶ型、低リスクＨＰＶ型、ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８
、ＨＰＶ－３１、ＨＰＶ－３３、ＨＰＶ－３５、ＨＰＶ－３９、ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－
５１、ＨＰＶ－５２、ＨＰＶ－５６、ＨＰＶ－５８、ＨＰＶ－５９及びＨＰＶ－６８、Ｈ
ＰＶ－６、ＨＰＶ－１１、ＨＰＶ－４２、ＨＰＶ－４３、ＨＰＶ－４４、ＨＰＶ－５３、
ＨＰＶ－５４、ＨＰＶ－５５及びＨＰＶ－５６から成る群から選択される１以上のＨＰＶ
型によってコードされる１以上のＨＰＶタンパク質に特異的に結合する、請求項１または
２に記載の方法。
【請求項１２】
　前記一次抗体が、ＨＰＶ－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ－Ｌ１タ
ンパク質及びＨＰＶ－Ｌ２タンパク質から成る群から選択されるＨＰＶタンパク質に特異
的に結合する、請求項１の方法。
【請求項１３】
　前記一次抗体に特異的に結合する標識された二次抗体に前記臨床試料を接触させること
をさらに含む請求項１の方法。
【請求項１４】
　前記標識が、直接標識及び間接標識から成る群から選択される請求項２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記定量されたＨＰＶタンパク質の発現に基づいて前記臨床試料におけるＨＰＶ関連の
前癌または癌の疾患悪性度のリスクを評価することをさらに含む請求項１の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
関連出願への相互参照
　本出願は、「ＨＰＶ関連の癌の治療及びスクリーニングのための細胞に基づいた高処理
能力ＨＰＶ免疫アッセイ」と題する２０１０年１月８日に出願された米国特許仮出願、出
願番号６１／３３５，５４０の利益を主張するが、その内容はあらゆる目的で参照によっ
て本明細書に組み入れられる。
【背景技術】
【０００２】
　子宮頸癌は、世界中の女性の癌死の二番目多い原因であり、毎年約５０万人の新発症に
よって累積的に約２５万人が死亡している。米国では、子宮頸癌の死亡率は、前癌状態を
検出するので癌を発症する前に治療することができる子宮頸癌スクリーニングプログラム
の結果、実質的に低下している。子宮頸癌スクリーニングの現在のパラダイムは、子宮頸
部から擦り取り、異形成細胞の増殖を示す変化を検出するように顕微鏡で調べる細胞の細
胞学に基づく検査であるパップ検査に基づく。検査は観察者間の有意な変動性によって主
観的であり、低い感度と高い疑陽性の成績によって限定される。子宮頸部の細胞診におけ
る疑陰性率の報告は１．６％ほど低いものからほぼ２８％まで広く変化している。米国で
は毎年、約４００万人の異常パップ検査が、意味不明の異型性扁平上皮細胞（ＡＳＣ－Ｕ
Ｓ）として診断され、異型性扁平上皮細胞は、高悪性度の扁平上皮内病変（ＡＳＣ－Ｈ）
、低悪性度の扁平上皮内病変（ＬＳＩＬ）又は異型性顆粒細胞（ＡＧＣ）を除外すること
ができない。
【０００３】
　現在の診療指針のもとでは、これらの症例は膣鏡診に紹介され、臨床的に重大な高悪性
度の病変（ＣＩＮ２／３）又は子宮頸部生検の頸管内腫瘍を有する患者の部分集合をさら
に特定する。一部の報告によって、ＡＳＣ－ＵＳの細胞診を得た患者（米国では毎年２０
０万症例を超える）は、子宮頸部生検でＣＩＮ２／３を内在する機会はたった５～１７％
であり、ＬＳＩＬ（米国では毎年１６０万症例を超える）では、ＣＩＮ２／３は２５％ま
でで見つかる。これらのデータは、パップ、膣鏡診におけるＡＳＣ－ＵＳ又はＬＳＩＬの
約３００万の症例は不要であることを示唆している。膣鏡生検は歴史的に究極の基準であ
るとみなされているが、最近の報告は、子宮頸部生検は試料採取又は診断誤差のために３
３～５０％の高悪性度の癌を見逃す可能性があることを示している。従って、疑陽性の子
宮頸部細胞診の成績と疑陰性の生検の成績を区別するのは困難であり得る。従って、高い
悪性度の異形成を特定し、介入によって最も恩典を受け得る患者のトリアージを決定する
強いニーズがある。
【０００４】
　ほとんどの低悪性度の子宮頸部異形成は子宮頸癌に至ることなく自然に退行するが、異
形成は高い警戒を必要とする指標として役立ち得る。ＣＩＮ１は最も一般的で最も良性の
形態の子宮頸部上皮内の新生組織形成であり、普通、２年以内に自然に解消する。このた
めに、ＬＳＩＬの成り行きは単に「成り行きを見守る」という視点で管理され得る。しか
しながら、さらに重篤な異形成に進行する１２～１６％の機会があるので、内科医は生検
を伴った膣鏡診を行うことによってさらに積極的に成り行きを追跡することを求め得る。
異形成が進行するならば、治療が必要となり得る。従って、必要なことはその場でＨＰＶ
癌タンパク質を検出する方法である。ＡＳＣ－ＵＳ、ＬＳＩＬ又はＣＩＮ１の患者では、
高悪性度の異形成を検出し、即座の介入に役立ち得るＣＩＮ２以上を内在するものを特定
し、「成り行きを見守る」やり方に関連する不安を回避することが特に有益である。
【０００５】
　ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）による特定の上皮細胞の感染及び結果的な上皮の増
殖は子宮頸部の発癌に重要な役割を担っている。確認された子宮頸癌症例の約９９パーセ
ントは、生検で確認された扁平上皮内病変（ＳＩＬ）又は子宮頸部上皮内新生組織形成（
ＣＩＮ）と共にＨＰＶの感染に関連することが見つかっている。主として性交によって伝
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播するＨＰＶ感染の発生率は、若い女性の間で最も高く、世界中の約２０００万人の性的
に活発な男性及び女性が現在感染している。人口のおよそ１％は陰部疣贅を有し、女性の
４％は、低悪性度の扁平上皮内病変（ＬＳＩＬ）又は高悪性度の扁平上皮内病変（ＨＳＩ
Ｌ）、又は意味不明の異型性扁平上皮細胞（ＡＳＣ－ＵＳ）のような子宮頸部の前癌状態
病変を有する。
【０００６】
　３５～４０歳の女性で優先的に認められるこれらの病変は、侵襲性子宮頸癌に向かう進
行の高リスクに関連する。持続するＨＰＶ感染は前癌性の上皮病変を発症するのに必須で
あると一般に考えられている。しかしながら、ＬＳＩＬは、高リスクＨＰＶ株に感染した
女性で必ずしもＨＳＩＬに進行するわけではない。実際、ＬＳＩＬと診断されたヒト対象
の大半で寛解が起きている。子宮頸癌の９９．７％はＨＰＶ陽性であるが、ＨＳＩＬ又は
癌の発症を誘発する遺伝子の発現を促進するには宿主ゲノムへのウイルスゲノムの統合が
必要とされる。実際、ＨＰＶ持続感染の女性１０人にたった１人が、たとえば、場合によ
っては最終的に子宮頸癌に進行する子宮頸部上皮内新生組織形成（ＣＩＮ）悪性度２及び
悪性度３（それぞれＣＩＮ２及びＣＩＮ３）のような高悪性度のＣＩＮ病変を発症する。
【０００７】
　ＨＰＶ感染が原因で生じる病期には、早期のＨＰＶ感染、後期のＨＰＶ感染、意味不明
の異型性扁平上皮細胞（ＡＳＣ－ＵＳ）、異形成の扁平上皮細胞が挙げられ、ＨＳＩＬ（
ＡＳＣ－Ｈ）、異形成の顆粒細胞（ＡＧＣ）、低悪性度の扁平上皮内病変（ＬＳＩＬ）、
高悪性度の扁平上皮内病変（ＨＳＩＬ）、それぞれ軽度、中程度又は重度の細胞の異形成
を示す頸管内の新生組織形成ＣＩＮ１、ＣＩＮ２、ＣＩＮ３、侵襲性子宮頸癌、腺癌又は
扁平上皮癌（ＳＣＣ）を排除することができない。
【０００８】
　核酸に基づくＨＰＶ検出アッセイが開発されているが、高いコスト、アッセイ操作手順
、施設、機器及び高度に訓練された人材の必要性、及びＣＩＮについての低い陽性予測値
の観点から疾患リスクを予知するには理想的ではない。現在のＤＮＡに基づくアッセイは
ＨＳＩＬからＬＳＩＬを区別できないし、非形質転換性の潜在的な又は寛解のウイルス感
染からＣＩＮ病変を区別することもできない。Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡについての現在のｍＲ
ＮＡに基づくアッセイは、高い陽性予測値を伴うＨＰＶのＤＮＡアッセイとほぼ同等の感
度を有する。Ｅ６／Ｅ７癌タンパク質をその場で検出するアッセイの限られた報告がある
。Ｌｏｎｇｗｏｒｔｈ，Ｍ．Ｓ．，及びＬａｉｍｉｎｓ，Ｌ．Ａ．（２００４）Ｐａｔｈ
ｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｅｓ　ｉｎ　Ｄｉ
ｆｆｅｒｅｎｔｉａｉｎｇ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａ，Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ，６８，ｐｐ３６２－３７２；並
びにＴｕｎｇｔｅａｋｋｈｕｎ，Ｓ．Ｓ．，及びＤｕｅｒｋｓｅｎ－Ｈｕｇｈｅｓ，Ｐ．
Ｊ．（２００８）Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｐａｒｔｎｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　Ｅ６　Ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａｒｃｈ．Ｖｉ
ｒｏｌ．１５３，ｐｐ３９７－４０８。必要とされるのは、臨床検査室又は医院の日常業
務で実施することができ、早期の上皮病変を検出し、ＨＳＩＬからＬＳＩＬを区別し、子
宮頸癌への進行のリスクを予測することが可能である低コストで、単純な、感度の良い、
特異的なアッセイである。
【０００９】
　ＨＰＶに対するモノクローナル抗体の産生についての既知のプロトコールは抗ＨＰＶモ
ノクローナル抗体の産生に一般に不向きであり、一般のヒト集団をスクリーニングするた
めの免疫細胞化学的な診断検査に使用することはできない。Ｖｅｒｅｓｓ，Ｇ．，Ｋｏｎ
ｙａ，Ｊ．，Ｃｓｉｋｙ－Ｍｅｓｚａｒｏｓ，Ｔ．，Ｃｚｅｇｌｅｄｙ，Ｊ．，及びＧｅ
ｒｇｅｌｙ，Ｌ．（１９９４）、Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　ＤＮＡ　
ａｎｄ　ａｎｔｉ－ＨＰＶ　Ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ　ＩｇＡ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ
　Ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　Ｎｏｒｍａｌ　Ｃｅｒｖｉｃａｌ　Ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ
，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、４３，ｐｐ２０１－２０
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７；Ｓｕｎ，Ｙ．，Ｓｈａｎ，Ｋ．Ｖ．，Ｍｕｌｌｅｒ，Ｍ．，Ｍｕｎｏｚ，Ｎ．，Ｂｏ
ｓｃｈ，Ｘ．Ｆ．，及びＶｉｓｃｉｄｉ，Ｐ．Ｐ．（１９９４）、Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｉｓｏｒｂｅｎｔ　
Ａｓｓａｙ　ａｎｄ　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ
　ｗｉｔｈ　Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ－Ｔｒａｎｓｌａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆｏｒ　Ｄ
ｅｔｅｃｔｉ　ｏｎ　ｆｏ　Ｓｅｒｕｙｍ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ｈｕｍａｎ　
Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　Ｔｙｐｅ　１６　Ｅ６　ａｎｄ　Ｅ７　Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、１９９４，
ｐｐ２２１６－２２２０；Ｍｅｓｃｈｅｄｅ，Ｗ．，Ｚｕｍｂａｃｈ，Ｋ．，Ｂｒａｓｐ
ｅｎｎｉｎｇ，Ｊ．，Ｓｃｈｅｆｆｎｅｒ，Ｍ．，Ｂｅｎｉｔｅｚ－Ｂｒｉｂｉｅｓｃａ
，Ｌ．，Ｌｕａｎｄｅ，Ｊ．，Ｇｉｓｓｍａｎｎ，Ｌ．，及びＰａｗｌｉｔａ，Ｍ．（１
９９８）、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　Ｅａｒｌｙ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ
　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｅｓ　ａｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｍａ
ｒｋｅｒｓ　ｆｏｒ　Ｉｎｖａｓｉｖｅ　Ｃｅｒｖｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ，Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，４７５－４８０；Ｓｅｈｒ
，Ｐ．，Ｚｙｍｂａｃｈ，Ｋ．，及びＰａｗｌｉｔａ，Ｍ．（２００１）、Ａ　Ｇｅｎｅ
ｒｉｃ　Ｃａｐｔｕｒｅ　ＥＬＩＳＡ　ｆｏｒ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ　Ｆｕｓｅｄ　ｔｏ　Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　Ｓ　－Ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ：Ｖ
ａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ＨＰＶ　Ｓｅｒｏｌｏｇｙ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２５３，１５３－１６２；Ｍａｔｌａｓｈｅ
ｗｓｋｉ，Ｇ．，Ｂａｎｋｓ，Ｌ．，Ｗｕ－Ｌｉａｏ，Ｊ．，Ｓｐｅｎｃｅ，Ｐ．，Ｐｉ
ｍ，Ｄ．，及びＣｒａｗｆｏｒｄ，Ｌ．（１９８６）、Ｔｈｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　
ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　Ｔｙｐｅ　１８　Ｅ６　Ｐｒｏｔｉ
ｎ　ｉｎ　Ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　抗Ｅ６　
Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，／．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．６７，１９０９－１９１６。これは、
抗体産生のための免疫原としての変性剤による処理後に再折り畳みされた組換えタンパク
質の使用を反映し得る。そのような抗体は、感染したヒト細胞によって産生される天然の
立体構造のＨＰＶタンパク質により提示されるエピトープとは乏しい反応しか示さない。
さらに、従来技術の抗体によって認識されるエピトープは、臨床検体の採取、固定、及び
保存に関与する常法によって変化し得る。ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）によ
るヒト対象におけるＨＰＶ関連抗体又はウイルスタンパク質の存在を検出するほかの試み
も一般に極度に低いアッセイ感度を招くので、商業的に好適な診断検査にすることはでき
ない。これらＥＬＩＳＡのほとんどは単一のウイルスタンパク質又は短いペプチド断片を
対象としており、それらはヒト対象からの抗体と上手く相互作用することができず、強く
、特異的に結合することができない。そのようなアッセイの特異性及び感度は低いのでＨ
ＰＶ関連の侵襲性子宮頸癌が確認された患者の試料を用いても患者試料のたった５３％が
ＨＰＶ感染について陽性であることが分かった。Ｎｉｎｄｌ，Ｉ．，Ｂｅｎｉｔｅｚ－Ｂ
ｒｉｂｉｅｓｃａ，Ｌ．，Ｂｅｒｕｍｅｎ，Ｊ．，Ｎ，Ｆ．，Ｆｉｓｈｅｒ，Ｓ．，Ｇｒ
ｏｓｓ，Ｇ．，Ｌｏｐｅｚ－Ｃａｒｉｌｌｏ，Ｌ．，Ｍｕｌｌｅｒ，Ｍ．，Ｔｏｍｍａｓ
ｉｎｏ，Ｍ．，Ｖａｚｑｕｅｚ－Ｃｕｒｉｅｌ，Ａ．，及びＧｉｓｓｍａｎｎ，Ｌ．（１
９９４）、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　Ｌｉｎｅａｒ　ａｎｄ　Ｃｏｎｆｏ
ｒｍａｔｉｏｎａｌ　Ｅｐｉｔｏｐｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍ
ａｖｉｒｕｓ　（ＨＰＶ）Ｔｙｐｅ　１６　Ｅ６　ａｎｄ　Ｅ７　Ｏｎｃｏｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ　ｉｎ　Ｓｅｒａ　ｏｆ　Ｃｅｒｖｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｐａｔｉｅｎｔｓ，Ａ
ｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．１３７，３４１－３５３。検査集団が、低悪性度又は前癌の病変の
有無と共に一般のスクリーニングに由来することを考えると、アッセイの感度が低すぎて
臨床的な実践に応用できない。従って、臨床試料に利用可能な診断ツールとして成功した
ＥＬＩＳＡアッセイは存在しない。
【００１０】
　高リスクのＣＩＮ又は子宮頸癌のリスクに関連するのは１００を超えるＨＰＶ変異体又
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は株の型のうち約１５の型にすぎない。また、子宮頸癌症例の７０％及びＣＩＮ２とＣＩ
Ｎ３の症例の５０％は、高リスクＨＰＶ１６型とＨＰＶ１８型の感染に関係する。しかし
ながら、一部の進行性子宮頸癌の症例は低リスクのＨＰＶ型の感染に関係する一方で、一
部のＨＰＶ型の感染は決して子宮頸癌に進行しない。ＨＰＶ感染の高リスク型をただ特定
するのではなく、それらＨＰＶ感染を特定し、その特定の発癌タンパク質の発現をモニタ
ーすることが重要になる。従って、子宮頸癌の生体マーカーとしてのＨＰＶ癌タンパク質
を検出し、ＨＳＩＬ、そのほかの前癌病変、又は定着した子宮頸癌を発症するリスクをよ
り良く特定するニーズが存在する。
【００１１】
　たとえば、ＨＰＶ免疫アッセイのような適切なアッセイを開発することが子宮頸癌のた
めのそのようなＨＰＶ癌タンパク質又は生体マーカーの検出に必要とされる。ＣＩＮ２及
びＣＩＮ３の病変におけるＥ６／Ｅ７癌タンパク質の存在は進行の高リスクを示す証拠を
提供することができる。しかしながら、従来技術の抗体はその場でＥ６／Ｅ７癌タンパク
質を検出するのに限定された有用性を有する。Ｍ．Ｓ．，及びＬａｉｍｉｎｓ，Ｌ．Ａ．
（２００４）、Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉ
ｒｕｓｅｓ　ｉｎ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｉｎｇ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａ，Ｍｉｃｒｏｂ
ｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ、６８，
ｐｐ３６２－３７２；並びにＴｕｎｇｔｅａｋｋｈｕｎ，Ｓ．Ｓ．，及びＤｕｅｒｋｓｅ
ｎ－Ｈｕｇｈｅｓ，Ｐ．Ｊ．（２００８）、Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｐａｒ
ｔｎｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　Ｅ６　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ，Ａｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．１５３，ｐｐ３９７－４０８。従って、侵襲性子宮頸
癌のスクリーニングにて及び／又は子宮頸癌やそのほかのＨＰＶ関連の癌への悪性転換の
リスクの評価にて使用するための、ＨＳＩＬ又は≧ＣＩＮ２（ＣＩＮ２以上）又はそのほ
かの前癌病変を特定する子宮頸癌生体マーカーとしてのＨＰＶ癌タンパク質を検出するた
めの抗体及び免疫アッセイを開発するニーズが存在する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明の実施形態は、種々のＨＰＶ遺伝子型による感染、早期及び／又は後期のＨＰＶ
関連の又はＨＰＶ特異的な癌を含む、ＨＰＶ感染を検出する及びＨＰＶ関連の癌の診断、
スクリーニングのための方法、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、アッセイ及び
キットを提供する。臨床試料で高処理能力アッセイを実施するのに抗ＨＰＶ抗体を使用す
る。ＨＰＶ感染、子宮頸癌、そのほかのＨＰＶ関連の癌、早期前癌病変、並びに後期の癌
の進行を検出するための種々の免疫アッセイ及びキットも提供される。
【００１３】
　開示されるのは臨床試料におけるＨＰＶタンパク質を定量する方法である。該方法は、
ＨＰＶによる感染に感受性である細胞の集団を含む臨床試料を得る工程を含む。該方法は
また、臨床試料を容器に付着させる工程、並びに細胞の集団によって発現されるＨＰＶタ
ンパク質への一次抗体の特異的な結合を促進する条件下でＨＰＶ感染細胞によって発現さ
れるＨＰＶタンパク質に特異的に結合する一次抗体に臨床試料を接触させる工程も含み得
る。該方法はさらに、一次抗体の特異的結合を定量し、それによって臨床試料にてＨＰＶ
タンパク質の発現を定量する工程を含み得る。
【００１４】
　臨床試料は任意で、一部の実施形態にて回収液に分散される細胞を含み得る。これらの
実施形態ではそのような臨床試料はさらに任意で固定された細胞を含み得る。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　一部の実施形態では、方法は任意で臨床試料の細胞密度を測定する工程を含んでもよく
、臨床試料の細胞密度は任意で標準化されてもよい。一部の実施形態では、方法は任意で
、膜、ビーズ及びマイクロタイターウェル表面から成る群から選択される基材に臨床試料
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を接触させる工程を含んでもよい。
【００１６】
　一部の実施形態では、方法は任意で、ＨＰＶタンパク質発現を所定のＨＰＶタンパク質
発現閾値に定量化する工程を含んでもよい。ＨＰＶタンパク質発現を定量化するそのよう
な工程は任意で臨床試料に存在する細胞の数に基づいて定量化されたＨＰＶタンパク質発
現の標準化を含んでもよい。ＨＰＶタンパク質発現を定量化するそのような工程はさらに
任意で定量化したＨＰＶタンパク質発現のＨＰＶタンパク質標準曲線との比較を含んでも
よい。ＨＰＶタンパク質発現を定量化するそのような工程はさらに任意で、所定のＨＰＶ
タンパク質発現レベルの閾値を臨床試料における癌と関連させてもよく、任意で、所定の
ＨＰＶタンパク質発現レベルの閾値を臨床試料における転換の病理病期と関連させてもよ
い。
【００１７】
　一部の実施形態では、所定のＨＰＶタンパク質発現レベルの閾値は、診断された腫瘍を
含む臨床試料におけるＨＰＶタンパク質の発現レベルの測定から決定される。
【００１８】
　一部の実施形態では、臨床試料には任意で、子宮頸部ぬぐい液又は子宮頸部擦り取りか
ら得られる細胞が挙げられてもよい。臨床試料にはさらに任意で、口腔ぬぐい液、口腔擦
り取り、肛門ぬぐい液、肛門擦り取りから得られる細胞が挙げられてもよい。
【００１９】
　一部の実施形態では、ＨＰＶは、１６、ＨＰＶ１８、ＨＰＶ３１、ＨＰＶ３３、ＨＰＶ
３９、ＨＰＶ４５、ＨＰＶ５２及びＨＰＶ５から成る群から選択され得る。一部の実施形
態では、１を超えるＨＰＶによってコードされる１を超えるＨＰＶタンパク質に特異的に
結合する一次抗体は、ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１８、ＨＰＶ３１、ＨＰＶ３３、ＨＰＶ３９、
ＨＰＶ４５、ＨＰＶ５２及びＨＰＶ５８から成る群から選択され得る。一部の実施形態で
は、ＨＰＶタンパク質は、ＨＰＶ－Ｅ６タンパク質及びＨＰＶ－Ｅ７タンパク質から成る
群から選択され得る。一部の実施形態では、一次抗体はＨＰＶ－Ｅ６タンパク質及びＨＰ
Ｖ－Ｅ７タンパク質に特異的に結合し得る。
【００２０】
　一部の実施形態では、臨床試料はマイクロタイタープレートの試料ウェルである容器に
付着させてもよい。
【００２１】
　一部の実施形態では、臨床試料にてＨＰＶタンパク質の発現を定量する方法は任意でさ
らに、一次抗体に特異的に結合する標識された二次抗体に臨床試料を接触させる工程を含
んでもよい。
【００２２】
　一部の実施形態では、標識された二次抗体は、直接標識又は間接標識から成る群から選
択され得る。
【００２３】
　一部の実施形態では、一次抗体は任意で標識を含有してもよい。そのような標識は直接
標識又は間接標識から成る群から選択され得る。
【００２４】
　一部の実施形態では、ＨＰＶタンパク質の発現を定量する工程は、酵素標識によって生
成される発色性基質を定量することを含んでもよい。一部の実施形態では、ＨＰＶタンパ
ク質の発現を定量する方法は、蛍光シグナルを定量することを含んでもよい。
【００２５】
　一部の実施形態では、ＨＰＶタンパク質の発現を定量する工程は、定量されたＨＰＶタ
ンパク質の発現に基づく臨床試料中のＨＰＶ関連の癌疾患の悪性度を評価する工程を含ん
でもよい。そのようなＨＰＶ関連の癌は任意で子宮頸癌であってもよい。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
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　本発明の上記言及した特徴が詳細に理解され得るように、上記で手短に要約した本発明
のさらなる特定の説明が実施形態を参照して得られてもよく、その一部が添付の図面で説
明される。しかしながら、添付の図面は一部の実施形態の典型的な実施形態を説明するに
すぎないので、その範囲の限定とみなされるべきではなく、発明についてはそのほかの同
等に有効な実施形態を認めてもよい。
【図１Ａ】本発明の実施形態に係るＨｉｓタグＮｉ－ＮＴＡカラムから精製された組換え
Ｅ７タンパク質の例となるゲル画像を示す図である。
【図１Ｂ】ＧＳＴタグカラムから精製された組換えＥ７タンパク質の例となるゲル画像を
示す図である。
【図１Ｃ】ＨｉｓタグＮｉ－ＮＴＡカラムから精製された組換えＥ６タンパク質の例とな
るゲル画像を示す図である。
【図２Ａ】ポリクローナル抗ＨＰＶ１６－Ｅ７抗体及びポリクローナル抗ＨＰＶ１８－Ｅ
７抗体を用いた、子宮頸癌株由来の細胞溶解物におけるＨＰＶ１６－Ｅ７組換えタンパク
質、ＨＰＶ１８－Ｅ７組換えタンパク質、及びＨＰＶ－Ｅ７癌タンパク質の検出を説明す
る例となるウエスタンブロット画像を示す図である。
【図２Ｂ】ポリクローナル抗ＨＰＶ１６－Ｅ６抗体を用いた子宮頸部組織由来の細胞溶解
物におけるＨＰＶ１６－Ｅ６及び１８－Ｅ６組換えタンパク質、及びＨＰＶ－Ｅ６癌タン
パク質の検出を説明する例となるウエスタンブロット画像を示す図である。
【図３】本発明の一実施形態に従って図の説明で標識したような種々のＨＰＶタンパク質
に対する種々のハイブリドーマ（細胞株１～１４）から得た抗ＨＰＶ－Ｅ６、抗ＨＰＶ－
Ｅ７及び抗ＨＰＶ－Ｌ１抗体の交差反応性を示す図である。６ｘＨｉｓを陰性対照として
使用した。
【図４Ａ】種々のＨＰＶ型に由来する種々のＨＰＶタンパク質を検出するためにマウスの
モノクローナル抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いた例となるＥＬＩＳＡの結果を示す図である。
【図４Ｂ】種々の細胞株におけるマウスモノクローナル抗ＨＰＶ１８－Ｅ６抗体を用いた
例となるウエスタンブロットの結果示す図である。
【図４Ｃ】種々のＨＰＶ型に由来する種々のＨＰＶタンパク質を検出するためにマウスの
モノクローナル抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体を用いた例となるＥＬＩＳＡの結果を示す図である。
【図４Ｄ】種々の細胞株におけるマウスモノクローナル抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体を用いた例と
なるウエスタンブロットの結果を示す図である。
【図５Ａ】比色法によるマウスモノクローナル抗Ｅ６抗体を用いたＨＰＶ１８－Ｅ６組換
えタンパク質及びＨＰＶ１６－Ｅ６組換えタンパク質の例となる標準曲線を示す図である
。
【図５Ｂ】発光法を用いたモノクローナル抗Ｅ６抗体の種々の希釈によるＨＰＶ１８－Ｅ
６タンパク質の例となる標準曲線を示す図である。
【図５Ｃ】発光法を用いたマウスモノクローナル抗Ｅ６抗体によって検出されるＨＰＶ１
６－Ｅ６タンパク質の例となる標準曲線を示す図である。
【図５Ｄ】比色法によるモノクローナル抗Ｅ７抗体を用いたＨＰＶ１８－Ｅ７及びＨＰＶ
１６－Ｅ７組換えタンパク質の例となる標準曲線を示す図である。
【図５Ｅ】発光法を用いたモノクローナル抗Ｅ７抗体の種々の希釈によるＨＰＶ１８－Ｅ
７組換えタンパク質の例となる標準曲線を示す図である。
【図５Ｆ】発光法を用いた抗Ｅ７抗体によって検出されるＨＰＶ１６－Ｅ７組換えタンパ
ク質の例となる標準曲線を示す図である。
【図６Ａ】子宮頸癌細胞株についてＨＰＶ全細胞ＥＬＩＳＡの平均吸収を示す抗ＨＰＶ－
Ｅ７抗体存在下及び非存在下での例となる全細胞ＥＬＩＳＡの結果を示す図である。
【図６Ｂ】図６Ａの平均吸収を示し、ＨＰＶ陽性のＨｅＬａ細胞とＨＰＶ陰性のＣ３３ａ
細胞について細胞当たりの強度に標準化した、子宮頸癌細胞株についての抗ＨＰＶ－Ｅ７
抗体存在下及び非存在下での例となる全細胞ＥＬＩＳＡの結果を示す図である。
【図６Ｃ】抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体と比色吸収検出法を用いた、全細胞ＥＬＩＳＡにおけるＨ
ＰＶ陽性のＨｅＬａ細胞とＨＰＶ陰性のＣ３３ａ細胞についての例となる滴定曲線を示す
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図である。
【図６Ｄ】ＨＰＶ陽性のＨｅＬａ細胞とＨＰＶ陰性のＣ３３ａ細胞についての図６Ｃの滴
定曲線に基づいた細胞当たりの標準化強度を示す図である。
【図６Ｅ】癌臨床試料、ＨＰＶ陽性のＨｅＬａ細胞及びＳｉＨａ細胞には存在するが、Ｈ
ＰＶ陰性のＣ３３ａ細胞には存在しないＨＰＶ－Ｅ６癌タンパク質を検出するマウスモノ
クローナル抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いた細胞に基づくＥＬＩＳＡ実験からの吸収を示す例
となる全細胞ＥＬＩＳＡの結果を示す図である。
【図７Ａ】比色法によるモノクローナル抗Ｅ６抗体を用いたＨＰＶ１８－Ｅ６組換えタン
パク質の例となる標準曲線を示す図である。
【図７Ｂ】合計３５５の細胞診試料について臨床試料に存在するＨＰＶ－Ｅ６癌タンパク
質を検出するために図７Ａで用いた同じモノクローナル抗Ｅ６抗体を用いたＨＰＶ全細胞
ＥＬＩＳＡの結果の棒グラフを示す図である。
【図７Ｃ】図７Ａと７Ｂで用いた同じモノクローナル抗Ｅ６抗体を用いたＨＰＶ全細胞Ｅ
ＬＩＳＡで調べた臨床試料３８症例の盲検試験を示す図である。
【図８Ａ】図７Ｂで示した合計３５５症例の各臨床試料についての個々の吸収強度を示す
例となるヒストグラムを示す図である。
【図８Ｂ】図８Ａ及び７Ｂで示した同じ３５５の細胞診試料から分析したＲＯＣ曲線の例
となる要約を示す図である。
【図９Ａ】ＨＰＶ陽性の細胞株ＨｅＬａとＨＰＶ陰性の細胞株Ｃ３３ａにおけるβ－アク
チンタンパク質の発現レベルを検出するために抗β－アクチン抗体を用いた細胞株につい
ての吸収強度として示した例となる全細胞ＥＬＩＳＡの結果を示す図である。
【図９Ｂ】抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体と抗β－アクチン抗体を用いた７５００個のＨｅＬａ細胞
と７５００個のＨＴ３細胞についての吸収強度として示した例となる全細胞ＥＬＩＳＡの
結果を示す図である。
【図９Ｃ】抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体と抗β－アクチン抗体を用いた７５００個のＨｅＬａ細胞
と７５００個のＨＴ３細胞についての吸収強度の比として示した例となる全細胞ＥＬＩＳ
Ａの結果を示す図である。β－アクチンは種々の数の細胞を含有することが多い臨床試料
からのシグナル強度を標準化するのに使用する参照として使用した。
【図１０Ａ】１６の臨床試料をスクリーニングするために抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いた吸
収強度として示した例となる全細胞ＥＬＩＳＡの結果を示す図である。
【図１０Ｂ】図１０Ａで調べた同じ１６の臨床試料をスクリーニングするために同じマウ
ス抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体と抗β－アクチンモノクローナル抗体を用いた吸収強度の比として
示した例となる全細胞ＥＬＩＳＡの結果を示す図である。種々の量の細胞の試料に関連す
るシグナル強度は、抗β－アクチン抗体を用いて得られたシグナル強度に基づいて標準化
した。
【図１１】本発明の一実施形態に係る方法の例を説明するフローチャートを示す図である
。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　パピローマウイルスは、ＤＮＡゲノムと、エンベロープを有さないビリオンと２０面体
カプシドを持つＤＮＡウイルスである。二本鎖で環状のＨＰＶのＤＮＡゲノムは、後期遺
伝子のコーディング領域１つと、早期遺伝子のコーディング領域１つと、早期遺伝子及び
後期遺伝子の発現を制御する種々の転写因子に対する結合部位を持つ非コーディング上流
調節領域を含有する。後期遺伝子コーディング領域における２つの別々のオープンリーデ
ィングフレームはウイルスのカプシドタンパク質Ｌ１及びＬ２をコードする。これら２つ
のウイルスのカプシドタンパク質は同一のクラスに属し、カプシドタンパク質Ｌ１は異な
ったＨＰＶ型間で保存性の高い主要なカプシドタンパク質である。早期遺伝子における８
つのオープンリーディングフレームは、Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６、Ｅ７及び
Ｅ８と命名された８つの早期ウイルスタンパク質をコードする。早期タンパク質Ｅ６及び
Ｅ７は宿主細胞の不死化及び形質転換に並びに長期のウイルス複製及び生き残りに重要な
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癌タンパク質である。
【００２８】
　高リスクのＨＰＶによる感染には２つの早期ウイルスタンパク質Ｅ６とＥ７が必要とさ
れ、それらは、試験管内で細胞を形質転換し、悪性腫瘍を維持するのにその存在が必要と
されるので癌タンパク質である。前癌性又は癌の子宮頸部組織におけるＥ６及びＥ７の発
現の阻害は侵襲性の癌の進行を阻止する。宿主の組織の内側でＥ６及びＥ７癌タンパク質
は、内因性宿主細胞調節タンパク質ｐ５３及び網膜芽腫（Ｒｂ）腫瘍抑制タンパク質の活
性をそれぞれ負に遮断し、アポトーシスの阻害及び細胞周期の調節解除を引き起こして子
宮頸癌の発生をもたらすことによって機能する。Ｅ６癌タンパク質は、ＤＮＡの損傷に対
して細胞を保護し、アポトーシスを調節する細胞因子であるｐ５３に結合し、ｐ５３の分
解を誘導する。ｐ５３タンパク質のレベルを低下させることによってＥ６癌タンパク質は
腫瘍の細胞死を妨げる。Ｅ７癌タンパク質はＲｂに結合して正常な細胞周期を破壊し、細
胞増殖を引き起こす。Ｅ７癌タンパク質はさらにサイクリン依存性キナーゼ阻害剤タンパ
ク質ｐ２１との相互作用を介して細胞の制御を不安定化させる。ＨＰＶのＥ６とＥ７癌タ
ンパク質は形質転換された生殖組織で継続して産生されることが分かっている。これらの
相互作用は、宿主細胞の増殖及び分化を制御するステージ（すなわち、形質転換）、正常
細胞の前腫瘍細胞への及び最終的には癌の悪性度の完全な発現への変換の第１段階を設定
する。
【００２９】
　腫瘍の進行で役割を担うと思われる追加の一事象は、宿主ゲノムへのＨＰＶのＤＮＡの
組込みであり、それはＥ２のオープンリーディングフレームを破壊することが多く、結果
的にＥ６及びＥ７癌タンパク質の過剰発現を生じ、宿主ゲノムの不安定を生じる可能性が
ある。追加の補因子及び突然変異事象は、侵襲性の子宮頸癌の病態形成に重要である可能
性があり、それらには、染色体再構成、構成的へテロ接合性の喪失及び癌原遺伝子の活性
化が挙げられ得る。
【００３０】
　ＨＰＶ１６及びＨＰＶ１８の双方は培養にてヒト角化細胞を不死化することが示され、
侵襲性の子宮頸癌を誘導する、間違いなく最も共通する高リスクのＨＰＶ型である。ＨＰ
Ｖ１６型単独による感染は、５０％を超える子宮頸癌症例に関連し、大部分は扁平上皮癌
を生じる。ＨＰＶ１８の感染は、腺癌を誘導する可能性がさらに高い。一部の研究は、子
宮頸部組織における腺癌は扁平上皮癌から生じる癌よりも予後の好ましくないさらに活発
な形態の癌を生じることを示している。このことは、ＨＰＶ１８感染のある個体はほかの
形態のＨＰＶ感染のあるものよりはるかに乏しい予後を有し得ることを示唆している。
【００３１】
　米国では、ほとんどのパップ検査の結果は正常であるが、毎年、約４～５００万の異常
なパップ検査の結果が見つかっている。ほとんどの異常な結果は軽度の異常（ＡＳＣ－Ｕ
Ｓ、パップ検査結果の通常２～５％）又はＬＳＩＬ（結果の約２％）であり、ＨＰＶの感
染を示している。ほとんどの低悪性度の子宮頸部異形成は子宮頸癌に至ることなく自然に
退行するが、異形成は高い警戒を必要とする指標として役立ち得る。ＣＩＮ１は最も一般
的で最も良性の形態の子宮頸部上皮内の新生組織形成であり、普通、２年以内に自然に解
消する。このために、ＬＳＩＬは単に「成り行きを見守る」という視点で管理され得る。
しかしながら、さらに重篤な異形成に進行する１２～１６％の機会があるので、内科医は
生検を伴った膣鏡診を行うことによってさらに積極的に結果を追跡することを求め得る。
異形成が進行するならば、治療が必要となり得る。従って、その場でＨＰＶ癌タンパク質
を検出するためにパップ塗抹検査と共にＨＰＶのＥ６Ｅ７のＩＣＣアッセイを提供するこ
とが有用であり、ＡＳＣ－ＵＳ、ＬＳＩＬ又はＣＩＮ１の患者では、高悪性度の異形成を
検出し、即座の介入に役立ち得るＣＩＮ２以上を内在するものを特定し、「成り行きを見
守る」やり方に関連する不安を回避することが特に有益である。
【００３２】
　高悪性度の扁平上皮内病変又はＨＳＩＬ又はＨＧＳＩＬはその場での中程度又は重度の
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子宮頸部上皮内新生組織形成又は癌腫を示す。それは普通、パップ検査に続いて診断され
る。場合によっては、適切に経過観察されなければ、これらの病変は結局侵襲性の子宮頸
癌になる。ＨＧＳＩＬは癌が存在することを意味するものではない。ＨＧＳＩＬの結果を
持つ女性すべてのうちで２％以下がその時点で侵襲性の子宮頸癌を有するが、約２０％は
治療せずに侵襲性の子宮頸癌に進行する。この進行と闘うには、普通、生検を伴う膣鏡診
を即座に行って異形成組織を採取する又は取り除くことによってＨＧＳＩＬに対応する。
この組織を病理検査に送り、パップ塗抹検査より確定的である組織分類に付す。ＨＧＳＩ
Ｌは一般にＣＩＮ２又はＣＩＮ３の組織分類に相当する。従って、その場でＨＰＶのＥ６
Ｅ７癌タンパク質を検出するためにＨＥ（ヘマトキシリンとエオシンの染色）と共にＨＰ
ＶのＥ６Ｅ７のＩＨＣアッセイ又はパップ検査と共にＨＰＶのＥ６Ｅ７のＩＣＣアッセイ
を提供することが役に立ち、特にＣＩＮ２／ＣＩＮ３の患者の特定で役に立つ。
【００３３】
　本発明の実施形態は、種々の免疫アッセイと、たとえば、高リスク及び低リスクのＨＰ
Ｖ型が感染した高悪性度の異形成細胞からのＥ６、Ｅ７癌タンパク質の過剰発現が１以上
の抗体によって検出できるように、生体マーカーとしてのＨＰＶ癌タンパク質に対するモ
ノクローナル抗体を提供する。種々の実施形態は、子宮頸部細胞に存在するＨＰＶ癌タン
パク質の存在と量を検出して侵襲性の処置なしで高悪性度又は前癌の病変を持つ患者を特
定するＨＰＶ全細胞免疫アッセイを提供する。
【００３４】
　一部の実施形態では、生体試料に存在する１以上のパピローマウイルス型に由来する１
以上のタンパク質との１以上の抗体の結合は、顕微鏡下にてタグを付けた１以上の抗体と
反応する剤の存在を検出して調べることができ、その剤には比色剤、蛍光色源体、及びそ
れらの組み合わせが挙げられる。生体試料には、子宮頸部細胞、子宮頸部組織、子宮頸部
ぬぐい液、体液、血清、血液、腫瘍、細胞培養物、生検検体及びこれらの組み合わせを挙
げることができる。生体試料は、異常なパップ検査結果のために紹介患者としての人々の
群又は子宮頸癌の日常的なスクリーニングのための一般的な集団から得ることができる。
【００３５】
　本発明の特定の実施形態によれば、パピローマウイルス感染についてヒト対象をスクリ
ーニングする方法は、マイクロタイタープレート上の生体試料に存在する１以上のパピロ
ーマウイルス型に由来する１以上のパピローマウイルスタンパク質を細胞内で検出するた
めの、薄層のヒト細胞を含有するマイクロタイタープレートの固相上での全細胞免疫アッ
セイによって実施することができる。薄層は、子宮頸部細胞の単層である。
【００３６】
　本発明の特定の実施形態によれば、薄層の臨床細胞診試料を含有するマイクロタイター
プレート上の１以上の全細胞免疫アッセイは、１以上の精製組換えパピローマウイルスタ
ンパク質に対して生成した又はＨＰＶ感染に冒された１以上の細胞性タンパク質に対して
生成した１以上の抗体にヒト細胞が結合するように実施され、抗体の少なくとも１つは、
パピローマウイルスの癌タンパク質を認識して、マイクロタイタープレートの表面上の薄
層の臨床細胞診試料に存在する１以上のパピローマウイルス型に由来する１以上のタンパ
ク質を検出することが可能である。パピローマウイルスの癌タンパク質には、ＨＰＶ１６
－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ１６－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ
１８－Ｅ７タンパク質、及びこれらの組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない
。細胞性タンパク質には、ｐ１６ＩＮＫ、ｐＲＢ、ｐ５３、Ｅ２Ｆ、Ｅ２Ｆ活性化細胞周
期タンパク質、サイクリン依存性キナーゼ、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、Ｋｉ６７（ＭＩＢ－１
）、ＭＹＣタンパク質、サイクリン－Ａ、サイクリン－Ｂ、サイクリン－Ｅ、テロメラー
ゼ－ＴＥＲＣ、ＭＣＭ２、ＴＯＰ２Ａ、熱ショックタンパク質４０（ＨＳＰ４０）、熱シ
ョックタンパク質６０（ＨＳＰ６０）、熱ショックタンパク質７０（ＨＳＰ７０）、ＣＡ
９／ＭＮ、ラミニン５、ｂｒｎ－３ａ、ＣＤＫＮ２、トポイソメラーゼ２Ａ、ミクロソー
ム維持タンパク質－２、ミクロソーム維持タンパク質－４、ミクロソーム維持タンパク質
－５、サバイビン、ＶＥＧＦ、ｐ２７（ｋｉｐ１）及びｐ２１（ｗａｆ）が挙げられるが
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、これらに限定されない。
【００３７】
　本発明の実施形態は、最も高リスクのＨＰＶ型による感染が単一のモノクローナル抗体
及び／又は一般的な汎抗体によって検出できるように種々の免疫アッセイと、ＨＰＶウイ
ルスタンパク質に対するモノクローナル抗体を提供する。本発明は、高処理能力形式でＨ
ＰＶタンパク質の存在を検出するＨＰＶ細胞に基づいたＥＬＩＳＡアッセイを提供する。
ヒト対象におけるパピローマウイルスを検出する方法は、形態的に異常なヒト細胞と正常
なヒト細胞の混合物に加工したヒト対象からの臨床試料にて、たとえば、細胞に基づいた
ＥＬＩＳＡのような１以上の免疫アッセイを実施することを含む。生体試料は、以下：子
宮頸部組織、子宮頸部ぬぐい液、体液、血清、血液、腫瘍、細胞培養物、生検検体及びこ
れらの組み合わせの１以上から得られる細胞を含み得る。生体試料は、子宮頸癌の日常の
スクリーニングのための一般集団としての人々の群から得られ得る。
【００３８】
　特定の一実施形態では、本発明の自動化された高処理能力のＨＰＶ細胞に基づいたＥＬ
ＩＳＡを、ＨＰＶ感染及び子宮頸癌、そのほかの癌の早期診断のための一般的スクリーニ
ングと、侵襲性の子宮頸癌の特異的な検出と、そのほかのＨＰＶ関連の癌、早期段階の前
癌病変並びに後期段階の癌の進行の検出に使用することができる。ＨＰＶウイルスタンパ
ク質、ＨＰＶ癌タンパク質を検出し、子宮頸癌を早期スクリーニングし、並びにＣＩＮ及
び／又は侵襲性の子宮頸癌及びそのほかの癌を診断するための生体マーカーとして及び有
用なツールとして有用なＨＰＶタンパク質に対する種々の新規モノクローナル抗体が提供
される。
【００３９】
　１以上の精製された組換えパピローマウイルスタンパク質に対して生成された１以上の
タグ付き抗体によって臨床試料に存在する１以上のパピローマウイルス型から１以上のパ
ピローマウイルスタンパク質を検出することができる。当該技術で検出に好適な様々な剤
によって１以上の抗体にタグを付けることができ、その際、剤は比色剤、化学発光剤、蛍
光色原体及びそれらの組み合わせを含み得る。一実施形態では、１以上の抗体の少なくと
も１つの抗体がパピローマウイルス早期タンパク質を認識することが可能である。パピロ
ーマウイルス早期タンパク質は、たとえば、ＨＰＶ１６－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ１６－
Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質、及びこれ
らの組み合わせであり得る。
【００４０】
　特定の実施形態によれば、ヒト細胞の混合物を液状溶液からマイクロタイタープレート
に適用することができる。マイクロプレートに先立って、異なった孔サイズによって細胞
の混合物を濾過し、混合物のほかの細胞から子宮頸部細胞を分離することができる。勾配
を含有する溶液を介して細胞を遠心し、採取混合物から子宮頸部細胞を得ることもできる
。マイクロタイタープレートの表面は、剤で処理して表面上の細胞の付着性を保持するガ
ラス又はプラスチックの表面であり得る。マイクロタイタープレートの表面は膜系のフィ
ルターを含んで望ましくない血液細胞、粘液、細胞残渣等から子宮頸部細胞を分離するこ
ともできる。膜の孔サイズは５ミクロン～１０ミクロンに及び得る。表面上への子宮頸部
細胞の付着を可能にする剤によって膜を予備処理することができる。ヒト細胞の薄層はた
とえば、単層の子宮頸部細胞であり得る。
【００４１】
　特定の実施形態によれば、標準化工程を実施してマイクロタイタープレートの各ウェル
における調べる細胞の数を標準化する。たとえば、細胞充実性（＝ｍＬでの試料溶液当た
りのμＬでの細胞ペレット）を得て、試料全体での細胞の変動を標準化することができる
。別の例として、全細胞ＥＬＩＳＡアッセイの後、マイクロタイタープレート上の細胞を
核の比色用又は蛍光染色用の剤によって対比染色して各ウェルで調べる細胞の数を定量す
ることができる。別の例として、全細胞ＥＬＩＳＡは、２以上の抗体、ＨＰＶ癌タンパク
質を検出するための少なくとも１つ、一般の細胞性タンパク質を検出するための１つ、た
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とえば、内部対照としてのβ－アクチンの使用を含むことができる。これによって患者間
にて細胞の数を標準化すること、及び一方の検出によるＨＰＶ特異的抗体によるＨＰＶ特
異的タンパク質を発現する細胞と、他方の検出で対比染色された細胞の比を計算すること
が可能になる。２つの検出から得られた比は、異常細胞と正常細胞の混合物に存在するＨ
ＰＶのＥ６Ｅ７の程度を表した。
【００４２】
　一実施形態では、細胞に基づいたＥＬＩＳＡ用の検出方式は、可視光、ＵＶ光の吸収能
を持つプレートリーダー、照度計、蛍光色素の励起及び放射のための種々の波長、及びこ
れらの組み合わせを含み得る。比色基質を伴った膜系のフィルター式マイクロタイタープ
レートを用いる実施形態では、比色分析の発色が必ずしも器具を使用せずに可視化され得
る。この膜系のＥＬＩＳＡは比色検出用又は化学発光検出用の溶液系基質と共に使用する
こともできる。別の実施形態では、検出方式は、測定を捕捉するＣＣＤカメラ又はそのほ
かの撮像装置であることができ、それは任意で入射放射線の供給源としてレーザーを用い
て得ることができる。
【００４３】
　特定の実施形態では、臨床試料で細胞診パパニコロウ塗抹アッセイを実施して細胞診パ
パニコロウ塗抹検査の結果を１以上の免疫組織学アッセイの結果と比較することができる
。臨床試料で核酸のハイブリッド形成アッセイを実施してパピローマウイルスのゲノムの
存在を検出することもできる。
【００４４】
　種々の実施形態は、一般のＨＰＶ感染並びに高リスクのＨＰＶ及び低リスクのＨＰＶを
含む種々のＨＰＶ遺伝子型による感染を含むＨＰＶ感染を検出するのに有用な種々の方法
、検出アッセイ、キット、ポリクローナル及びモノクローナル抗体、ポリペプチド、及び
核酸に関する。ＨＰＶウイルスタンパク質、ＨＰＶ癌タンパク質を検出すること、子宮頸
癌の早期スクリーニング、及び≧ＣＩＮ２又は≧ＣＩＮ３の病期を診断することのための
生体マーカー及び有用なツールとして有用な、ＨＰＶタンパク質に対する種々の新規モノ
クローナル抗体が提供される。本明細書に記載されるツールは、ＨＰＶ感染の早期の臨床
スクリーニング及び子宮頸癌及びそのほかのＨＰＶ関連の癌の一般的な診断にも使用する
ことができる。
【００４５】
　一実施形態では、１以上の精製した組換えパピローマウイルスタンパク質には、パピロ
ーマウイルスＥ６タンパク質、パピローマウイルスＥ７タンパク質、パピローマウイルス
Ｌ１タンパク質、及びこれらの組み合わせが挙げられる。組換えパピローマウイルスタン
パク質には、組換えＨＰＶ１６－Ｅ６タンパク質、組換えＨＰＶ１６－Ｅ７タンパク質、
組換えＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質、組換えＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質、組換えＨＰＶ
１６－Ｌ１タンパク質、組換えＨＰＶ１８－Ｌ１タンパク質、及びこれらの組み合わせが
挙げられるが、これらに限定されない。
【００４６】
　一部の実施形態は、単一のモノクローナル抗体によって高リスク及び低リスクのＨＰＶ
型による感染を検出することができるようにＨＰＶウイルスタンパク質に対する種々のモ
ノクローナル抗体を提供する。一部の実施形態はまた、１以上のＨＰＶ型を検出するため
のＨＰＶ型非特異的なモノクローナル抗体も提供する。すなわち、単一の抗体が１を超え
るウイルス型に由来するＨＰＶタンパク質を認識することができる。我々はそれらを汎特
異的抗体と呼ぶ。１以上のパピローマウイルス型には、高リスクＨＰＶ型、低リスクＨＰ
Ｖ型、ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ－３１、ＨＰＶ－３３、ＨＰＶ－３５、ＨＰ
Ｖ－３９、ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－５１、ＨＰＶ－５２、ＨＰＶ－５６、ＨＰＶ－５８、
ＨＰＶ－５９及びＨＰＶ－６８、ＨＰＶ－６、ＨＰＶ－１１、ＨＰＶ－４２、ＨＰＶ－４
３、ＨＰＶ－４４、ＨＰＶ－５３、ＨＰＶ－５４、ＨＰＶ－５５及びＨＰＶ－５６、及び
これらの組み合わせが挙げられる。
【００４７】
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　以下の用語及び略語についての定義を以下に設定する。
【００４８】
　ＮＩＬＭ：悪性腫瘍の上皮内病変について陰性。ＮＩＬＭは、新生組織形成の細胞上の
証拠がない場合に使用され；これには反応性修復性の変化のような生物及び／又は非腫瘍
の知見が含まれ得る。
【００４９】
　ＡＳＣ－ＵＳ：意味不明の異型性扁平上皮細胞。細胞は普通、中間にある又は表在性の
扁平上皮細胞のサイズであり、ほかに特定されないＬＳＩＬ又はＳＩＬを示唆するが、そ
の診断ではない核変化を有する。
【００５０】
　ＡＳＣ－Ｈ：異型性扁平上皮細胞はＨＳＩＬを除外することはできない。細胞は普通、
化生性細胞のサイズであり、単一又はクラスターに見えてもよく、ＨＳＩＬを示唆するが
、その診断ではない。
【００５１】
　ＬＳＩＬ：ＨＰＶの細胞病理学的作用／軽い異形成／ＣＩＮ１を包含する低悪性度の扁
平上皮内病変。
【００５２】
　ＨＳＩＬ：中程度の異形成／ＣＩＮ２及び重度の異形成／ＣＩＳ／ＣＩＮ３、及び浸潤
が疑われる特徴を持つＨＳＩＬを包含する高悪性度の扁平上皮内病変。
【００５３】
　扁平上皮癌（ＳＣＣ）：近隣組織、血管、リンパ管及びリンパ節に局所的に浸潤する子
宮頸部の癌。その進行した段階では、治療するのは困難であり、致命的となり得る。ステ
ージ及び侵襲の程度によって、子宮頸部の侵襲性癌は、局所の切除、子宮摘出、放射状の
子宮摘出、放射線及び化学療法によって治療され得る。
【００５４】
　腺癌：子宮頸部癌のほとんどが外部皮膚を構成する扁平上皮細胞から生じる一方で、子
宮に繋がる子宮頸管の内側を覆う粘液産生細胞から生じる偶発的な癌がある。この腺型を
「扁平上皮癌」に対抗して「腺癌」と呼ぶ。腺癌は検出するのが困難であり得る。扁平上
皮癌と異なって、腺癌前兆は存在する場合、パップ塗抹では特定するのが困難であり得る
。扁平上皮細胞の異形成の子宮頸部における扁平上皮癌への緩やかな進行は腺癌において
はそれほど同様ではない。
【００５５】
　本発明の競合的利点
【００５６】
　ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）によるヒト対象におけるＨＰＶ関連の抗体の
存在を検出する試みは一般に極度に低いアッセイ感度をもたらすので、商業的に好適な診
断検査に開発することはできない。Ｎｉｎｄｌ，Ｉ．，Ｂｅｎｉｔｅｚ－Ｂｒｉｂｉｅｓ
ｃａ，Ｌ．，Ｂｅｒｕｍｅｎ，Ｊ．，Ｎ，Ｆ．，Ｆｉｓｈｅｒ，Ｓ．，Ｇｒｏｓｓ，Ｇ．
，Ｌｏｐｅｚ－Ｃａｒｉｌｌｏ，Ｌ．，Ｍｕｌｌｅｒ，Ｍ．，Ｔｏｍｍａｓｉｎｏ，Ｍ．
，Ｖａｚｑｕｅｚ－Ｃｕｒｉｅｌ，Ａ．，及びＧｉｓｓｍａｎｎ，Ｌ．（１９９４）、Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　Ｌｉｎｅａｒ　ａｎｄ　Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｅｐｉｔｏｐｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ
（ＨＰＶ）Ｔｙｐｅ　１６　Ｅ６　ａｎｄ　Ｅ７　Ｏｎｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　Ｓ
ｅｒａ　ｏｆ　Ｃｅｒｖｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｐａｔｉｅｎｔｓ，Ａｒｃｈ．Ｖｉｒ
ｏｌ．１３７，３４１－３５３．これらＥＬＩＳＡアッセイのほとんどは単一のウイルス
タンパク質又は短いペプチド断片を対象としており、ヒト対象に由来する抗体と上手く相
互作用し、強く且つ特異的にそれに結合することはできない。アッセイの特異性及び感度
が相当低いのでＨＰＶ関連の侵襲性子宮頸癌と確認された患者の試料を用いても、患者試
料のたった５３％がＨＰＶ感染について陽性であると見い出されたにすぎない。従って、
臨床試料用の診断ツールとして利用できる成功したＥＬＩＳＡアッセイは存在しない。
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【００５７】
　一部の実施形態はＣＩＮ２／３についてのＥ６又はＥ７の抗体を開発することに存在す
る３つの難題を解決することを指向する。第１に、ＨＰＶタンパク質は臨床試料に少量存
在する細胞内タンパク質である。第２に、ＨＰＶタンパク質の立体構造は試料採取の工程
に敏感である。第３に、それぞれ異なったＥ６コーディング配列を持つＨＰＶ型が多数存
在する。従って、ＨＰＶタンパク質は上手く大量生産されたことがなく、抗体産生のため
の免疫原として使用されるようにＨＰＶ感染培養細胞株から精製されたこともない。小型
の合成ペプチド又は変性させた組換えタンパク質に対して産生された既知の抗ＨＰＶ抗体
は一般に臨床診断での使用には不向きであるが、感染したヒト細胞に自然に存在するＨＰ
Ｖウイルスタンパク質とそれらが必ずしも反応しないからである。Ｖｅｒｅｓｓ，Ｇ．，
Ｋｏｎｙａ，Ｊ．，Ｃｓｉｋｙ－Ｍｅｓｚａｒｏｓ，Ｔ．，Ｃｚｅｇｌｅｄｙ，Ｊ．，お
よびＧｅｒｇｅｌｙ，Ｌ．（１９９４）、Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　
ＤＮＡ　ａｎｄ　抗ＨＰＶ　Ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ　ＩｇＡ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ
　Ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　Ｎｏｒｍａｌ　Ｃｅｒｖｉｃａｌ　Ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ
，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、４３，ｐｐ２０１－２０
７；Ｓｕｎ，Ｙ．，Ｓｈａｎ，Ｋ．Ｖ．，Ｍｕｌｌｅｒ，Ｍ．，Ｍｕｎｏｚ，Ｎ．，Ｂｏ
ｓｃｈ，Ｘ．Ｆ．，及びＶｉｓｃｉｄｉ，Ｐ．Ｐ．（１９９４）、Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｉｓｏｒｂｅｎｔ　
Ａｓｓａｙ　ａｎｄ　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ
　ｗｉｔｈ　Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ－Ｔｒａｎｓｌａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆｏｒ　Ｄ
ｅｔｅｃｔｉ　ｏｎ　ｆｏ　Ｓｅｒｕｙｍ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ｈｕｍａｎ　
Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　Ｔｙｐｅ　１６　Ｅ６　ａｎｄ　Ｅ７　Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、１９９４，
ｐｐ２２１６－２２２０；Ｍｅｓｃｈｅｄｅ，Ｗ．，Ｚｕｍｂａｃｈ，Ｋ．，Ｂｒａｓｐ
ｅｎｎｉｎｇ，Ｊ．，Ｓｃｈｅｆｆｎｅｒ，Ｍ．，Ｂｅｎｉｔｅｚ－Ｂｒｉｂｉｅｓｃａ
，Ｌ．，Ｌｕａｎｄｅ，Ｊ．，Ｇｉｓｓｍａｎｎ，Ｌ．，及びＰａｗｌｉｔａ，Ｍ．（１
９９８）、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　Ｅａｒｌｙ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ
　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｅｓ　ａｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｍａ
ｒｋｅｒｓ　ｆｏｒ　Ｉｎｖａｓｉｖｅ　Ｃｅｒｖｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ，Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，４７５－４８０；Ｓｅｈｒ
，Ｐ．，Ｚｙｍｂａｃｈ，Ｋ．，及びＰａｗｌｉｔａ，Ｍ．（２００１）、Ａ　Ｇｅｎｅ
ｒｉｃ　Ｃａｐｔｕｒｅ　ＥＬＩＳＡ　ｆｏｒ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ　Ｆｕｓｅｄ　ｔｏ　Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　Ｓ－Ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ：Ｖａ
ｌｉｄａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ＨＰＶ　Ｓｅｒｏｌｏｇｙ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ、２５３，１５３－１６２；Ｍａｔｌａｓｈｅｗ
ｓｋｉ，Ｇ．，Ｂａｎｋｓ，Ｌ．，Ｗｕ－Ｌｉａｏ，Ｊ．，　Ｓｐｅｎｃｅ，Ｐ．，Ｐｉ
ｒｎ，Ｄ．，及びＣｒａｗｆｏｒｄ，Ｌ．（１９８６）、Ｔｈｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　Ｔｙｐｅ　１８　Ｅ６　Ｐｒｏｔ
ｉｎ　ｉｎ　Ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔ
ｉ－Ｅ６　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，／．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．６７，１９０９－１９１６
。別の技術的な難題は、自然にＨＰＶに感染したヒト組織におけるホルマリン固定とパラ
フィン包埋の際に生じるタンパク質の立体構造変化に関する。このことは臨床的に意義の
ある試料にてＨＰＶタンパク質を検出することの困難さの一因となっている。Ｅ６癌タン
パク質が多数のシステインアミノ酸を含有し、Ｅ６癌タンパク質の正確なトポグラフィは
多数のジスルフィド結合の形成を必要とするという事実によってそのような癌タンパク質
の製造及びその場での検出が非常に困難なものとなっている。これらの要因は、変性させ
た組換えタンパク質又は合成ペプチドから産生された利用できる抗体が信頼できる試験管
内診断での使用を可能にするように上手く機能しないという事実に対する説明を提供する
。加えて、Ｅ６タンパク質の小型ペプチドを用いた特定の免疫アッセイは極度に低いアッ
セイの特異性及び感度を生じることも知られていた。Ｎｉｎｄｌ，Ｉ．，Ｂｅｎｉｔｅｚ
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－Ｂｒｉｂｉｅｓｃａ，Ｌ．，Ｂｅｒｕｍｅｎ，Ｊ．，Ｎ，Ｆ．，Ｆｉｓｈｅｒ，Ｓ．，
Ｇｒｏｓｓ，Ｇ．，Ｌｏｐｅｚ－Ｃａｒｉｌｌｏ，Ｌ．，Ｍｕｌｌｅｒ，Ｍ．，Ｔｏｍｍ
ａｓｉｎｏ，Ｍ．，Ｖａｚｑｕｅｚ－Ｃｕｒｉｅｌ，Ａ．，及びＧｉｓｓｍａｎｎ，Ｌ．
（１９９４）、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　Ｌｉｎｅａｒ　ａｎｄ　Ｃｏｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ　Ｅｐｉｔｏｐｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌ
ｏｍａｖｉｒｕｓ（ＨＰＶ）Ｔｙｐｅ　１６　Ｅ６　ａｎｄ　Ｅ７　Ｏｎｃｏｐｒｏｔｅ
ｉｎｓ　ｉｎ　Ｓｅｒａ　ｏｆ　Ｃｅｒｖｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｐａｔｉｅｎｔｓ，
Ａｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．１３７，３４１－３５３。従って、試験管内診断のための臨床試
料に存在するウイルス癌タンパク質を検出することが可能な抗ＨＰＶ抗体を生成するため
の、免疫原として精製された天然の形態の利用可能なＥ６タンパク質は存在しない。
【００５８】
　本発明は、新規の抗体と、Ｅ６、Ｅ７、Ｌ１、Ｌ２を含むがこれらに限定されない組換
え発現させたＨＰＶタンパク質と、全細胞アッセイを含むツールの新規の組み合わせを用
いたウイルス癌タンパク質検査への新規のアプローチを提供する。本発明は、臨床試料に
おける細胞内ＨＰＶ癌タンパク質を検出するための第１の全細胞ＥＬＩＳＡを可能にする
。この全細胞ＥＬＩＳＡは子宮頸癌及びそのほかのＨＰＶ関連の癌の診断とスクリーニン
グにおける真の前癌状態の生体マーカーとしてのＨＰＶ癌タンパク質の検出を可能にする
。
【００５９】
　組換えＨＰＶ－Ｅ６及び抗体の開発。Ｅ６抗体の開発は、凝集しやすいＥ６癌タンパク
質を得ることの困難さによって妨害されてきた。さらに、臨床試料におけるＥ６タンパク
質の検出は、タンパク質の立体構造変化を生じる試料採取条件のために困難である。我々
は、技術的障壁を克服して非変性の可溶性形態でのＨＰＶ－Ｅ６組換えタンパク質を製造
し、ＨＰＶ－Ｅ６癌タンパク質に対する特異性の高い抗体を開発した。本発明は、汎抗Ｈ
ＰＶ－Ｅ６抗体、すなわち、固定された細胞における最も一般的な高リスクＨＰＶ型を検
出することが可能である単一抗体を提供する。同一の方法を用いて組換えＨＰＶ－Ｅ７タ
ンパク質と抗体を開発し、汎抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体を得た。また同一方法を用いて組換えＨ
ＰＶ－Ｌ１タンパク質と組換えＨＰＶ－Ｌ２タンパク質と抗体を開発し、汎抗ＨＰＶ－Ｌ
１抗体と汎抗ＨＰＶ－Ｌ２抗体を得た。
【００６０】
　全細胞アッセイのアプローチ。我々はまたＩＨＣアッセイ及びＩＣＣアッセイを開発し
、固定した臨床試料にてこれらの型の抗体を用いてＥ６、Ｅ７及びＬ１タンパク質を得た
。子宮頸部組織及び剥離した子宮頸部細胞診試料における我々のＩＨＣ及びＩＣＣの試験
は、臨床試料におけるＥ６、Ｅ７及びＬ１１タンパク質を検出することが可能であるこれ
らの抗体型の有用性を実証している。生検についての侵襲性の処置を回避し、染色に基づ
いた形態学の解釈とＩＨＣ／ＩＣＣの結果の主観性と変動性を回避するために、我々は全
細胞ＥＬＩＳＡに基づく客観的な基盤を開発し、子宮頸癌のスクリーニングに強力なツー
ルを提供した。ＨＰＶのＥ６、Ｅ７及びＬ１の全細胞ＥＬＩＳＡはそれぞれ高処理能力ア
ッセイにて細胞内のＥ６、Ｅ７及びＬ１のタンパク質を測定し、子宮頸癌及びそのほかの
ＨＰＶ関連の癌の診断とスクリーニングにおける真の前癌状態の生体マーカーとしてのＨ
ＰＶ癌タンパク質の検出を可能にする。これらのアッセイは、細胞溶解を必要とせず、タ
ンパク質抽出の過程でタンパク質の立体構造の変化を生じ得る界面活性剤の使用を回避し
、子宮頸部細胞における天然のＥ６、Ｅ７及びＬ１のタンパク質の直接検出を可能にする
。アッセイは、客観的な検査を提供し、高悪性度の前兆を持つ患者を特定するので、膣鏡
診や生検のための不必要な侵襲性の処置を回避する。このＥＬＩＳＡ方式は、さらに特異
的で臨床的に意義のある生体マーカーを使用して、日常の子宮頸癌スクリーニングに好適
であるように自動化することができる客観的で、さらに感度の高い、強力な高処理能力の
検査を提供し、Ｅ６、Ｅ７及びＬ１のタンパク質の二元（存在又は非存在）測定又は半定
量的測定を提供するであろう。
【００６１】
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　現在、ＨＰＶ関連のタンパク質又は抗体の存在を臨床的に測定する市販の免疫アッセイ
は存在しない。従って、本発明の実施形態は、ＨＰＶ感染、異形成及びＨＰＶ関連の子宮
頸癌に有用な診断ツールを提供する。加えて、本明細書に記載される免疫アッセイの結果
を用いてｐ５３及びＲＢに特異的に設計されたそのほかの市販の免疫アッセイと比較する
ことができる。たとえば、ＨＰＶ１６及びＨＰＶ１８のような高リスク型のＨＰＶ感染は
、子宮頸部細胞の悪性度を誘導し、宿主細胞のｐ５３及びＲＢ内因性タンパク質を変化さ
せ／減らし、細胞の機能不全及び最終的には癌をもたらすＥ６及びＥ７、ウイルス癌タン
パク質の発現によって子宮頸癌を引き起こし得ることが知られている。従って、同一のヒ
ト対象に由来する、たとえば、子宮頸部組織、体液、血清等のような臨床試料で生じたＨ
ＰＶ感染によって変化したこれらタンパク質すべてのレベルでのアッセイ結果を比較する
ことが熟考される。
【００６２】
　図１１は本発明の１以上の実施形態に係る方法の例を説明している。
【００６３】
　工程１１０では、ＨＰＶによる感染に感受性の細胞の集団を含む臨床試料を得る。臨床
試料は、生きているヒト対象からの子宮頸部細胞、子宮頸部組織、子宮頸部ぬぐい液、体
液、血清、血液、腫瘍、細胞培養物、生検検体、及びこれらの組み合わせを含む試料であ
る。臨床試料は、異常なパップ検査結果による紹介患者としての人々の群又は子宮頸癌の
日常スクリーニングの一般集団としての群から得ることができる。
【００６４】
　工程１２０では、臨床試料を回収液に分散する。ＥＬＩＳＡプレート上での全細胞免疫
アッセイの例として、子宮頸部擦り取りからの細胞を客観的測定用のマイクロタイタープ
レートのウェルの表面上に直接塗抹した。別の例として、子宮頸部細胞を液状溶液に回収
し、製造元の指示書に従って処理する。
【００６５】
　工程１３０では、臨床試料を容器に付着させ、固体表面に細胞を不動化する。液状溶液
によって回収された臨床試料を製造元の指示書に従って処理する。マイクロタイタープレ
ートのウェル上、又は好適な結合用に被覆された若しくは処理されたガラス若しくはプラ
スチックの表面のようなそのほかの種類の表面上、たとえば、結合する細胞のために処理
されたプラスチック表面、若しくは結合するタンパク質のために処理されたプラスチック
表面；結合した薄層の膜を伴ったガラス若しくはプラスチックの表面上に置かれた薄層の
細胞。表面はビーズの形態で接触面積を最大化することができる。各試料を単一容器に負
荷した。複数の容器を組み合わせて高処理能力工程のためのマイクロタイタープレートと
しての形式を形成した。次いで不動化した細胞を固定した後、抗原の回収、ブロッキング
を行い、本発明の種々の抗ＨＰＶ抗体と共にインキュベートする。
【００６６】
　工程１４０では、ＨＰＶ感染によって発現されるＨＰＶタンパク質に特異的に結合する
一次抗体（抗ＨＰＶ抗体）が得られる。抗ＨＰＶ抗体は検出剤で直接標識してもよいし、
検出剤で標識した二次抗体によって間接的に検出されてもよい。ＨＰＶタンパク質を含有
するマイクロタイタープレート上の細胞は、溶液中の抗ＨＰＶ抗体に結合する。未結合の
抗ＨＰＶ抗体を洗浄によって取り除き、タグの付いた抱合体を伴う二次抗体を加え、その
後、プレートリーダーによって分析される適当な基質を加える。
【００６７】
　工程１５０では、ＨＰＶ感染細胞によって発現されるＨＰＶタンパク質に特異的に結合
する一次抗体を用いて、臨床試料における１以上の免疫アッセイを実施する。未結合の抗
ＨＰＶ抗体を洗浄によって取り除き、タグの付いた抱合体を伴う二次抗体を加え、その後
、プレートリーダーによって分析される適当な基質を加える。例として、抗ＨＰＶ抗体は
、ビオチンで直接タグを付けてもよいし、又はＨＲＰ若しくはビオチンでタグを付けた二
次抗体若しくは基質として使用される適当な剤に続いて検出されるそのほかの剤によって
検出されてもよく、又は適当なリーダーで直接検出される蛍光色原体でタグを付けてもよ
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い。抗体前ブロッキング溶液は、特定のタンパク質又はＢＳＡ又は血清を含有して抗体の
非特異的結合から細胞を遮断してもよい。後ブロッキング溶液は、一次抗体のインキュベ
ートと共に使用されるように少ないタンパク質又は血清を伴った、抗体前ブロッキング溶
液と類似の溶液を含有してもよい。ＨＰＶ抗体を含有する溶液は濃縮された形態であって
もよく、又は使用準備済み試薬として希釈した形態であってもよい。二次抗体を含有する
溶液は、濃縮された形態であってもよく、又は使用準備済み試薬として希釈した形態であ
ってもよい。
【００６８】
　工程１６０では、臨床試料で発現される一次抗体に特異的に結合するＨＰＶタンパク質
を検出し、測定し、定量する。試料における標的タンパク質への抗体の結合を表すシグナ
ル強度の読み取りに好適な基質を試料に加え、試料で発現されるタンパク質を定量する。
例として、比色法について、ＥＬＩＳＡのＴＭＢ基質又はその同等物を用いて、タンパク
質への抗体の結合から生じる西洋ワサビペルオキシダーゼ活性を検出する。ＴＭＢの試料
への添加の際、酸の停止溶液の添加で黄色（４５０ｎｍで最大吸収）に変わる青色を生じ
る。比色プレートリーダーを用いてシグナル強度を読み取った。別の例として、化学発光
法について、市販の化学発光基質を用いてタンパク質への抗体の結合から生じる西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ活性を検出する。試料への基質の添加の際、化学発光プレートリーダ
ーを用いて化学発光強度を読み取った。さらに別の例として、蛍光法について、市販の蛍
光基質を用いてタンパク質への抗体の結合から生じる西洋ワサビペルオキシダーゼ活性を
検出した。試料への基質の添加の際、蛍光プレートリーダーを用いて蛍光強度を読み取っ
た。
【００６９】
　工程１７０では、臨床試料におけるＨＰＶタンパク質発現の量に基づいた臨床試料の疾
患悪性度を判定する。例として、ＨＰＶ組換えタンパク質の既知の量を標準曲線として使
用することによってＨＰＶ癌タンパク質の発現レベルを定量することができる。シグナル
読み取りのカットオフ閾値を選択してＨＰＶタンパク質の発現レベルを定量し、それを用
いてアッセイの陽性率を決定し、試料の疾患悪性度を決定する。
【００７０】
　当該技術で一般に知られる、たとえば、細菌の発現系、ウイルスの発現系、酵母の発現
系、哺乳類の発現系、たとえば、大腸菌、酵母、バキュロウイルス、及び／又は哺乳類細
胞の培養のような種々の好適な系にて本明細書に記載されるような１以上の組換えタンパ
ク質を発現させることができる。ほかの手段によってポリペプチドを入手してもよいが、
本発明の実施形態は、ほとんど天然の形態（またはそれに近い形態）で１以上の組換えタ
ンパク質を提供するが、それは、免疫アッセイにてＨＰＶ感染のあるヒト対象の組織の抗
体との結合に対して非常に望ましい立体構造であり得る。得られた組換えタンパク質をア
ッセイの陽性対照に使用し、抗体を生じるための免疫原としても使用する。
【００７１】
　ＨＰＶ組換えタンパク質は、どんな種類のＨＰＶウイルスタンパク質でもあり得、Ｅ２
、Ｅ６、Ｅ７、Ｌ１、Ｌ２を含むが、これらに限定されない早期遺伝子及び／又は後期遺
伝子のＨＰＶタンパク質であることができ、種々のＨＰＶ型に由来することができる。一
部の実施形態は、ＨＰＶ発癌性タンパク質の部分配列又は完全長配列を含有する組換えハ
イブリッドタンパク質のような組換えタンパク質を提供する。たとえば、タンパク質精製
の間の望ましくない凝集、タンパク質の不安定性、低レベルの発現、精製したタンパク質
の低い免疫原性応答のために入手し、精製するのが非常に困難であることが分かっている
完全長のＥ６、Ｅ７及び／又はＬ１のポリペプチド配列。たとえば、多数の早期Ｅ６癌タ
ンパク質は、多数のシステインアミノ酸を含有するので、Ｅ６癌タンパク質の正しいトポ
グラフィは多数のジスルフィド結合の形成を正確に必要とする。加えて、早期Ｅ６及びＥ
７タンパク質の小型ペプチドを用いた特定の免疫アッセイは、極度に低いアッセイの特異
性と感度を生じるので商業化された診断ツールとして不向きであることが知られていた。
【００７２】
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　ＨＰＶ組換えタンパク質を製造し、抗血清を生成し、ハイブリドーマ細胞株からのモノ
クローナル抗体をスクリーニングするための免疫原として使用した。種々の組換えタンパ
ク質のクローニングと製造には、ＨＰＶ１６－Ｅ６とＨＰＶ１８－Ｅ６の遺伝子、ＨＰＶ
１６－Ｅ７とＨＰＶ１８－Ｅ７の遺伝子、ＨＰＶ１６－Ｌ１とＨＰＶ１８－Ｌ１の遺伝子
によってコードされる遺伝子が含まれる。非常に望ましい立体構造を持つほとんど天然の
形態（又はそれに近い形態）で組換えタンパク質を提供するために、大腸菌で発現された
組換えＨＰＶのＥ６、Ｅ７又はＬ１タンパク質を可溶性分画から精製し、次いで濃縮し、
ＰＢＳで透析して免疫原として使用した。マウスの免疫と融合は常法によって行い、ＥＬ
ＩＳＡでの我々のスクリーニング基準を満たすクローンを選択した。各ハイブリドーマ細
胞株を組織培養にて増殖させ、腹水産生のためにマウスに注入した。腹水を回収し、アイ
ソタイプを決定し、ＨＰＶ免疫アッセイで使用するためにプロテインＧカラムによって精
製した。
【００７３】
　一部の実施形態はＨＰＶタンパク質に対するモノクローナル抗体を指向する。免疫原と
して天然の立体構造で大量の精製組換えＨＰＶタンパク質を入手することが、臨床試料に
てＨＰＶタンパク質を検出するために特異的な抗体を生成することにおける第１の重大な
工程となる。Ｅ６及びＥ７は、タンパク質精製の間の望ましくない凝集、タンパク質の不
安定性、低レベルの発現、精製したタンパク質の低い免疫原性応答のために単離し、精製
することが非常に困難であることが知られている。我々は、技術的障壁を克服して非変性
で可溶性の形態にてＨＰＶ－Ｅ６及びＥ７組換えタンパク質を製造した。我々が開発した
精製方法が、抗ＨＰＶ抗体を結合する天然の形態に極めて近い立体構造を生じることを実
証するために、我々は、ヒトＨＰＶ抗体を含有するＨＰＶ感染した子宮頸部試料（ＰＣＲ
にて高リスクＨＰＶ陽性）を用い、精製した組換えＨＰＶタンパク質を調べた。そのよう
なＥ６及びＥ７組換えタンパク質を用いてＨＰＶ感染を検出する試験は、ＨＰＶ感染への
ヒトの免疫応答によって産生された抗ＨＰＶ抗体へのこれらタンパク質の結合を裏付けた
。これらの結果は、そのような精製組換えＨＰＶタンパク質が、抗血清を生じ、生体内で
天然のＨＰＶウイルスタンパク質を認識することができる抗体を生成するための免疫原と
しての使用に好適であることを示唆している。我々は、非変性で可溶性のＥ６及びＥ７組
換えタンパク質を抗原刺激に使用し、それによってＨＰＶのＥ６及びＥ７癌タンパク質に
対する特異性の高い抗体を開発した。
【００７４】
　得られたポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体は、子宮頸部生検、血清又は生殖
器ぬぐい液検体におけるＨＰＶ感染の診断及びヒト及びそのほかの対象における疾患レベ
ルの評価に有用である。特に、本発明の抗体を用いた診断によって悪性転換に高リスクの
患者の特定及び試料に関連するＣＩＮの特定のフェーズの特定が可能になる。血清の分析
に抗体を用いてＨＰＶウイルスを検出し、感染組織の転移におけるウイルスを検出するこ
とができ、同様にＨＰＶ免疫療法、抗ＨＰＶワクチン又はＨＰＶ感染及び／又は子宮頸癌
の制御を指向するそのほかの治療剤の進行をモニターすることもできる。
【００７５】
　従って、一部の実施形態は、精製したＨＰＶ１６－Ｅ６組換えタンパク質と精製したＨ
ＰＶ１８－Ｅ６組換えタンパク質によって抗体産生ハイブリドーマ細胞をスクリーニング
することによって２つの異なるＨＰＶ型、ＨＰＶ１６とＨＰＶ１８に由来するＥ６タンパ
ク質上の共通のエピトープを認識することが可能であるモノクローナル抗体を提供する。
一部の実施形態は、ＨＰＶ１６－Ｅ７とＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質上の共通するエピト
ープを認識するモノクローナル抗体を提供する。例として、モノクローナル抗体を用いて
種々の生体試料、細胞株及び／又は種々の悪性度の上皮病変（ＣＩＮ２、ＣＩＮ３、ＬＳ
ＩＬ、ＨＳＩＬ、ＡＳＣ－ＵＳ）の臨床試料、並びに様々な子宮頸癌、扁平上皮癌（ＳＣ
Ｃ、一般的な癌の型）及び腺癌（ＡＤＣ、腺の癌の型）にて調べた。
【００７６】
　例となる得られたモノクローナル抗体には、ＨＰＶ１６－Ｅ６とＨＰＶ１６－Ｅ７ウイ
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ルスタンパク質の双方に結合することが可能なモノクローナル抗体の型；ＨＰＶ１６－Ｅ
６とＨＰＶ１６－Ｅ７とＨＰＶ１６－Ｌ１ウイルスタンパク質すべてに結合することが可
能なモノクローナル抗体の別の型；ＨＰＶ１８－Ｅ６とＨＰＶ１８－Ｅ７ウイルスタンパ
ク質の双方に結合することが可能なモノクローナル抗体の別の型が挙げられる。従って、
本発明の方法を用いて産生されるモノクローナル抗体は、高リスクＨＰＶ型、低リスクＨ
ＰＶ型、ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ－３１、ＨＰＶ－３３、ＨＰＶ－３５、Ｈ
ＰＶ－３９、ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－５１、ＨＰＶ－５２、ＨＰＶ－５６、ＨＰＶ－５８
、ＨＰＶ－５９、及びＨＰＶ－６８、ＨＰＶ－６、ＨＰＶ－１１、ＨＰＶ－４２、ＨＰＶ
－４３、ＨＰＶ－４４、ＨＰＶ－５３、ＨＰＶ－５４、ＨＰＶ－５５及びＨＰＶ－５６、
及びこれらの組み合わせから成る群から選択される同一のＨＰＶ型に由来する２以上のＨ
ＰＶウイルスタンパク質に結合することが可能である。
【００７７】
　これらのモノクローナル抗体を１以上の免疫アッセイに用いてＨＰＶ感染及びＨＰＶに
関連する子宮頸癌及びそのほかの疾患を検出することができる。好適な免疫アッセイには
、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、パピローマウイルスタンパク質についての
抗原アッセイ、パピローマウイルスタンパク質に対する抗体についての抗体アッセイ、パ
ピローマウイルス免疫複合体についてのアッセイ、タンパク質チップアッセイ、放射性免
疫沈降アッセイ、迅速膜免疫クロマトグラフィアッセイ、迅速スティック免疫クロマトグ
ラフィアッセイ、組織及び子宮頸部細胞についての免疫組織化学、及び後にフローサイト
メトリーが続く免疫細胞化学アッセイが挙げられ得る。
【００７８】
　我々は、非変性で可溶性のＥ６及びＥ７タンパク質を抗原刺激に使用し、それによって
Ｅ６及びＥ７癌タンパク質に対する特異性の高い抗体を開発した。
【００７９】
　当初の試験は、子宮頸癌組織における異なった応用：ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロット
、及び免疫組織化学（ＩＨＣ）を介した我々の新規の抗Ｅ６及び抗Ｅ７抗体の使用を支え
た。臨床試料からの検証結果は、我々の抗Ｅ７モノクローナル抗体は子宮頸部組織におけ
る高悪性度の異形成の特定について生体マーカーとして使用することができ、信頼できる
臨床診断アッセイで使用することができることを示唆している。
【００８０】
　子宮頸癌からの高リスク型として特定された１５型と共に生殖器感染で特定された４０
を超えるＨＰＶ型があり、その中でＨＰＶ１６型は子宮頸癌症例の約５０％の割合を占め
、１８型はさらなる２０～２５％の割合を占める。しかしながら、ＨＰＶ１６及びＨＰＶ
１８の感染を含む多数のＨＰＶ感染は自己限定性なので、組織におけるＨＰＶ－Ｅ６及び
Ｅ７癌タンパク質の検出は、ＨＰＶの型にかかわらず、高悪性度の異形成細胞を特定する
最も直接的で強力な検査であり得る。我々の目標は、癌の発症に関連する最も高リスクの
ＨＰＶ型と反応することが可能であるＨＰＶ－Ｅ７特異的なモノクローナル抗体を得るこ
とであった。我々は、ＨＰＶの１６型と１８型（子宮頸癌症例の約７５％の割合を占める
）に由来するＨＰＶ組換えタンパク質によってハイブリドーマクローンをスクリーニング
して高リスクＨＰＶ型の大半又はすべてに由来する関連タンパク質を検出することが可能
なクローンを特定した。加えて、我々は、無関係なＨＰＶタンパク質によってハイブリド
ーマクローンをスクリーニングしてＨＰＶ構造タンパク質への非特異的結合を持つものを
推定した。ハイブリドーマのスクリーニングで使用した精製組換えヒトパピローマウイル
スタンパク質には、ＨＰＶ１６－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ１６－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ
１６－Ｌ１タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質、及びＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質
が挙げられるが、これらに限定されない。我々のＩＨＣの結果を調べた組織のＨＰＶ遺伝
子型決定のデータと比較すると、我々の抗Ｅ７抗体は、ＨＰＶ１６及びＨＰＶ１８だけで
なく、１６型に密接に関係する（すなわち、３１、３３、３５、５２、５８型）及び１８
型に密接に関係する（すなわち、４５型）追加の高リスク型を含む共通する高リスク型の
ほとんどを特定する。
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【００８１】
　本発明の一態様は、モノクローナル抗体を製造する方法を提供する。該方法には、精製
した種々の組換えパピローマウイルスタンパク質を入手することと、２以上の精製組換え
パピローマウイルスタンパク質によって抗体産生ハイブリドーマをスクリーニングし、２
以上の精製組換えヒトパピローマウイルスタンパク質上の共通するエピトープを認識する
ことが可能であり、生体試料及び臨床試料における２以上の精製組換えパピローマウイル
スタンパク質及び相当するパピローマウイルスタンパク質に結合することが可能であるモ
ノクローナル抗体を得ることが含まれる。
【００８２】
　加えて、２以上の精製組換えヒトパピローマウイルスタンパク質による抗体産生ハイブ
リドーマ細胞の陽性選抜と非ＨＰＶタンパク質による抗体産生ハイブリドーマ細胞の陰性
選抜を含む方法を用いて、２以上のヒトのパピローマウイルスタンパク質に対して結合特
異性を持つモノクローナル抗体を製造する。たとえば、方法は、２以上の精製組換えパピ
ローマウイルスタンパク質対する陽性の反応性と非ＨＰＶタンパク質に対する陰性の反応
性によって、抗体産生ハイブリドーマ細胞が２以上のヒトパピローマウイルスタンパク質
に結合特異性を持つ抗体を生成するように抗体産生細胞を選抜することによって、２以上
の精製組換えパピローマウイルスタンパク質により抗体産生ハイブリドーマ細胞をスクリ
ーニングすることを含み得る。２以上の精製組換えパピローマウイルスタンパク質には、
たとえば、ＨＰＶ１６－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ１６－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ１６－Ｌ
１タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ１８
－Ｌ１タンパク質、及びこれらの組み合わせが挙げられてもよい。
【００８３】
　本発明の別の方法は、第１のＨＰＶ型由来の第１の精製組換えヒトパピローマウイルス
タンパク質と第２のＨＰＶ型由来の第２の精製組換えヒトパピローマウイルスタンパク質
によって抗体産生ハイブリドーマ細胞をスクリーニングし、２以上の異なったＨＰＶ型に
由来するヒトパピローマウイルスタンパク質上の共通するエピトープを認識することが可
能であるモノクローナル抗体を得ることを含む。本発明のさらに別の方法は、第１のＨＰ
Ｖ型由来の第１の精製組換えヒトパピローマウイルスタンパク質と第２のＨＰＶ型由来の
第２の精製組換えヒトパピローマウイルスタンパク質によって抗体産生ハイブリドーマ細
胞をスクリーニングし、第１と第２の精製組換えヒトパピローマウイルスタンパク質の一
方だけの特異的エピトープを認識することが可能であり、そのほかの精製組換えヒトパピ
ローマウイルスタンパク質を認識することが可能ではないモノクローナル抗体を得ること
を提供する。
【００８４】
　本発明の別の態様は、異なったＨＰＶ型に由来する２以上のＨＰＶウイルスタンパク質
に結合することが可能である方法及びモノクローナル抗体を提供する。異なったＨＰＶ型
に由来する２以上の精製組換えパピローマウイルスタンパク質対する陽性の反応性と非Ｈ
ＰＶタンパク質に対する陰性の反応性によって、抗体産生ハイブリドーマ細胞が２以上の
ＨＰＶウイルスタンパク質に結合特異性を持つ抗体を生成するように抗体産生細胞を選抜
することによって、２以上の精製組換えパピローマウイルスタンパク質により抗体産生ハ
イブリドーマ細胞をスクリーニングすることによってモノクローナル抗体が得られる。例
となるモノクローナル抗体には、とりわけ、種々の免疫アッセイに使用されるＨＰＶ１６
－Ｅ７とＨＰＶ１８－Ｅ７ウイルスタンパク質の双方に結合することが可能なモノクロー
ナル抗体の型；ＨＰＶ１６－Ｅ６とＨＰＶ１８－Ｅ６に結合することが可能なモノクロー
ナル抗体の別の型；ＨＰＶ１６－Ｌ１とＨＰＶ１８－Ｌ１に結合することが可能なモノク
ローナル抗体の別の型が挙げられる。
【００８５】
　本明細書に記載されるモノクローナル抗体は、様々なウイルス型の間で共通するエピト
ープを認識する汎抗体である。ＨＰＶ１６及びＨＰＶ１８は子宮頸癌の原因となる最も共
通する２つの型である。１３のＨＰＶ高リスク型の中で、２つの主要な群には、ＨＰＶ１
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６及びその関連型、たとえば、３１、３３、３５、５２、５８型と、ＨＰＶ１８及びその
関連型、たとえば、４５型が挙げられる。ＨＰＶ１６とＨＰＶ１８は、生殖器感染に関す
る４０を超えるＨＰＶ型の中で識別可能な群ではあるが、ゲノム配列の解析は、表１に示
すようにＨＰＶ１６とＨＰＶ１８の間及びそのほかの群の間で相同性を示す。我々は、Ｈ
ＰＶ１６－Ｅ６とＨＰＶ１８組換えタンパク質によって抗体をスクリーニングし、ＨＰＶ
１６、３１、３３、５２、５８及びＨＰＶ１８、４５に結合することが可能な汎抗体を得
た。この汎抗体は、ほとんどの高リスク型のＨＰＶ感染に存在するＨＰＶのＥ６タンパク
質の検出について新規である。
【００８６】
【表１】

【００８７】
　本発明のさらの別の態様は、第１のＨＰＶウイルスタンパク質のみに結合することが可
能であり、第１のＨＰＶウイルスタンパク質とは異なる第２のＨＰＶウイルスタンパク質
には結合することが可能ではないＨＰＶ型特異的なモノクローナル抗体を提供する。その
ようなモノクローナル抗体は、第１のＨＰＶ型に由来する第１の精製組換えパピローマウ
イルスタンパク質に対する陽性の反応性と第２のＨＰＶ型に由来する第２の精製組換えパ
ピローマウイルスタンパク質に対する陰性の反応性によって抗体産生ハイブリドーマ細胞
をスクリーニングすることによって得ることができ、その際、第１と第２のウイルスタン
パク質は第１と第２のＨＰＶ型の第１と第２の精製組換えパピローマウイルスタンパク質
に相当する。ＨＰＶ型特異的なモノクローナル抗体は、一方だけのウイルスタンパク質、
第１のウイルスタンパク質にのみ結合することが可能であり得る。第１のウイルスタンパ
ク質には、高リスクＨＰＶ型、低リスクＨＰＶ型、ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ
－３１、ＨＰＶ－３３、ＨＰＶ－３５、ＨＰＶ－３９、ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－５１、Ｈ
ＰＶ－５２、ＨＰＶ－５６、ＨＰＶ－５８、ＨＰＶ－５９及びＨＰＶ－６８、ＨＰＶ－６
、ＨＰＶ－１１、ＨＰＶ－４２、ＨＰＶ－４３、ＨＰＶ－４４、ＨＰＶ－５３、ＨＰＶ－
５４、ＨＰＶ－５５及びＨＰＶ－５６、及びこれらの組み合わせから成る群から選択され
るＨＰＶ型に由来するウイルスタンパク質が挙げられてもよい。例となるモノクローナル
抗体には、ＨＰＶ１６－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ１６－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ１６－Ｌ
１タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質、及びＨＰＶ
１８－Ｌ１タンパク質の群から選択されるたった１つのウイルスタンパク質を認識するモ
ノクローナル抗体が挙げられる。本発明の方法によって製造されるそのような型のモノク
ローナル抗体を使用して１以上の免疫アッセイにて特異的なウイルスタンパク質の存在を
検出することができる。
【００８８】
　本明細書で開発されたような抗体は、ＨＰＶの早期及び後期遺伝子によってコードされ
、免疫アッセイに有用な品質の高い且つ適切に精製された組換えタンパク質と結びつき、
ＨＰＶ感染及び子宮頸癌の検出をスクリーニングするために非常に高い感度と特異性を生
成する。モノクローナル抗体は、とりわけ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、
パピローマウイルスタンパク質についての抗原アッセイ、パピローマウイルスタンパク質
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に対する抗体についての抗体アッセイ、パピローマウイルス免疫複合体についてのアッセ
イ、タンパク質チップアッセイ、放射性免疫沈降アッセイ、迅速膜免疫クロマトグラフィ
アッセイ、迅速スティック免疫クロマトグラフィアッセイ、組織及び／又は子宮頸部細胞
についての免疫組織化学、及び後にフローサイトメトリーが続く免疫細胞化学アッセイか
ら成る群から選択される１以上の免疫アッセイで使用することができる。一実施形態では
、１以上の免疫アッセイは、最少限の機器を必要とする又は追加の機器を必要としない非
侵襲性であってもよい。
【００８９】
　ＨＰＶに対するモノクローナル抗体の産生のための既知のプロトコールは、抗ＨＰＶモ
ノクローナル抗体の産生には一般に不向きであり、一般のヒト集団のスクリーニング用の
免疫細胞化学的な診断検査に使用することはできない。これは、これらのプロトコールで
産生された抗体が感染したヒト細胞に見られる天然に存在するＨＰＶタンパク質と必ずし
も反応するわけではないからである。さらに、従来技術の抗体によって認識されるエピト
ープは必ずしも、臨床検体の採取、固定及び保存に関与する標準的な手順に耐性であるエ
ピトープではない。
【００９０】
　精製した組換えタンパク質を使用して、動物種に注射し、特異的結合について組換えタ
ンパク質でスクリーニングすることによって抗血清、ポリクローナル抗体及びモノクロー
ナル抗体を生じた。多数の好都合な動物種を使用して適当な抗血清を調製し、それらの抗
血清を直接使用することができる。好適な動物種には、マウス、ラット、ウサギ、モルモ
ット、又はたとえば、ヒツジのようなさらに大きな哺乳類が挙げられる。そのような動物
への投与については、アジュバント、普通、フロインドの完全アジュバントの存在下で組
換えタンパク質を一般に投与し、常法によってポリクローナル血清を定期的に回収する。
【００９１】
　注射した動物からの脾臓細胞又はそのほかの抗体産生細胞を不死化し、モノクローナル
な抗体産生クローンを得ることによってＫｏｈｌｅｒとＭｉｌｓｔｅｉｎの方法を用いて
又はさらに最近のその改変法によりモノクローナル抗体を作製してもよい。ＨＰＶ陽性及
び陰性のヒト血清試料は、モノクローナル抗体クローンの特異性を確保するためのモノク
ローナル抗体産生ハイブリドーマをスクリーニングするのに有用である。精製したＥ６、
Ｅ７及びＬ１と反応性の１を超える陽性のクローンを得ることができ、得られた細胞培養
物のマウス又はそのほかの動物源へのさらなる注射を使用してたとえば、プロテインＡア
フィニティカラムクロマトグラフィによってモノクローナル抗体を精製するための腹水を
生成することができる。精製した抗体を我々のＥＬＩＳＡにおける捕捉プローブ若しくは
検出プローブとして用いることができ、又は吸収検出方式、蛍光検出方式、又は化学発光
検出方式にてＥＬＩＳＡ基質の検出のためにＨＰＲ、ＡＰなどのような検出酵素で抱合す
ることができる。
【００９２】
　クローニングのための及び免疫アッセイを実施するための基本的な技法は、「Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ
，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．１９８９；「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」、Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ及びＭａｎ
ｉａｔｉｓ編、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ，１９８９及び当該技術で既知のそのほかの書物及びマニュアルに見つけることがで
きる。
【００９３】
　たとえば、１以上の免疫系のアッセイには、たとえば、マイクロタイタープレートの底
面、膜及び／又はチップのような表面に被覆された精製パピローマウイルスタンパク質を
有する抗体に基づくアッセイが含まれ得る。被覆されない表面は非結合のタンパク質でブ
ロックすることができる。次いで、たとえば、多分ＨＰＶウイルス又はＨＰＶ関連タンパ
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ク質に対する抗体を伴う試料のような調べられる試料を、被覆した精製パピローマウイル
スタンパク質に結合させることによって表面に結合させることができる。結合した抗体／
精製パピローマウイルスタンパク質の複合体は、二次抗体と、比色基質、化学発光基質又
は蛍光基質を用いた多数の市販の検出方式によって検出することができる。二次抗体の一
例は、西洋ワサビのペルオキシダーゼを抱合した、たとえば、ヒト免疫グロブリン（いｇ
Ｇ、ＩｇＡ等に特異的な）に対する抗体のような二次抗体である。最終的な結果はマイク
ロプレートリーダーによって読み取ることができ、又は比色基質を用いる場合、眼によっ
て視覚化することができる。
【００９４】
　別の例として、抗原アッセイには、たとえば、マイクロタイタープレートの底面、膜及
び／又はチップのような表面上に、当該抗原への結合に親和性を有する捕捉抗体のような
一次抗体を被覆することが関与する。当該抗原は、たとえば、ＨＰＶウイルス遺伝子、た
とえば、早期遺伝子又は後期遺伝子等によってコードされてもよいパピローマウイルス、
癌タンパク質、カプシドタンパク質であり得る。表面上の非結合部分をブロックした後、
分析される臨床試料を適用して捕捉抗体と結合させて免疫複合体を形成し、当該抗原に結
合させることによって別の一次抗体又は検出抗体によってそれを検出することができる。
従って、２つの一次抗体又は一対の捕捉抗体と検出抗体がまさにサンドイッチのように当
該抗原と相互作用する。捕捉抗体は、２つの抗体が、当該抗原、たとえば、とりわけ、Ｈ
ＰＶウイルスタンパク質、ＨＰＶ癌タンパク質、カプシドタンパク質に特異的に結合する
ことができる限り、検出抗体と同一の抗体又は異なった抗体であることができる。
【００９５】
　次に、挟まれて結合した抗体／抗原の複合体を二次抗体で検出することができるが、そ
れは、検出抗体に親和性を有し、比色、化学発光、蛍光の基質及び多数の異なった種類の
基質を用いた標準的な免疫複合体検出方式による測定を円滑にする。最終的な読み取り又
は視覚化は、適当な光吸収リーダーを伴った機器によって実施することができ、又は眼で
直接視覚化することができ、結果を対照試料と比較することができる。陽性の結果は、当
該抗原の一次抗体、捕捉抗体及び検出抗体との結合を示すので、臨床試料における当該抗
原の存在を示す。それに対して、陰性の結果は、当該抗原の一次抗体との結合がないこと
を示すので、臨床試料における当該抗原の非存在を示す。
【００９６】
　１以上の免疫アッセイを用いて、とりわけ、抗原、抗体、及び抗原／抗体免疫複合体を
含むが、これらに限定されない少なくとも３つの種類の当該標的タンパク質を検出するこ
とができる（以後、それぞれ、抗原検査、抗体検査及び抗原／抗体免疫複合体検査とも言
う）。
【００９７】
　１以上の免疫アッセイの形式は、マイクロプレート形式（たとえば、３２穴、４８穴、
９６穴又は３８４穴）、縦側又は外側の膜に基づいた迅速検査、複数スポットの又は多重
化したタンパク質チップであってもよい。アッセイの原理は、アッセイについて設計した
特定の機器による異なった読み取りや形式における結果を解析するために選択される基質
によって検出方式が変化することを除いて上述と同様である。加えて、或る形式における
免疫アッセイの或る型で開発された手順、条件、結合特異性を同一の若しくは異なった免
疫アッセイの異なった形式、又は同一の若しくは異なった形式における異なった免疫アッ
セイに応用することができる。
【００９８】
　ＥＬＩＳＡの手順も種々の形式で実施することができる。抗抗体、ストレプトアビジン
／ビオチン複合体及び酵素抗酵素抗体複合体を用いてＥＬＩＳＡの感度を高める方法は当
該技術で周知である。抗原の固定用の固体支持体又は表面は普通、本明細書に記載される
ようにプラスチックであるが、たとえば、ラテックスやアガロースのようなそのほかの種
々の固体支持体が記載されている。抗原が直接固体支持体／固相に固定される必要もない
。たとえば、抗原に固相固定された抗体を介して固体支持体に特異抗原を固定する一般に
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ある。シート形式での固体支持体への抗原のブロッティング（転移）を含む特定の場合の
免疫アッセイは免疫ブロッティングと呼ばれる。通常、固体支持体はニトロセルロース又
はナイロン膜／シートであるが、そのほかの支持体も記載されている。種々の結合、混合
、インキュベート、コーティング、又はブロッティングの相互作用がＥＬＩＳＡアッセイ
に関与する。ＥＬＩＳＡアッセイに先立って、ゲル電気泳動又は類似の方法によってその
サイズに従って抗原又は抗体を分離することができる。シート上の特異抗原に結合する抗
体の検出は、そのほかの免疫アッセイと同様の方法で実施することができる。
【００９９】
　９６穴形式が、アッセイ手順及び条件を最適化する高処理能力のスクリーニング形式で
ある。異なった数の穴を持つ他の形式も使用することができる。たとえば、ＨＰＶ感染に
ついて陽性であるドナー被験者からの血清試料及びＨＰＶ感染のない未体験被験者からの
血清試料にて陽性対照及び陰性対照を実施した。免疫アッセイは、たとえば、Ｅ６、Ｅ７
及びＬ１抗体の検出にて高い感度を生じることが見い出された。当初の滴定曲線を実施し
、ＥＬＩＳＡアッセイの条件を最適化した。
【０１００】
　結合に好適な条件は、たとえば、固体支持体又は溶液にて捕捉剤と標的剤の間、一次抗
体と二時抗体の間、組換えタンパク質と組換えタンパク質に結合することができるタンパ
ク質又は抗体の間で生じる結合を可能にする条件（塩濃度、ｐＨ、界面活性剤、タンパク
質濃度、温度等という点で）である。そのような条件は、特に抗体及びその抗原に関して
当該技術で周知である（たとえば、Harlow and Lane (Antibodies: A
Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1989)を参照）。特異的結合に好適な条件は通常、互いに選択的に結合するために約１０
－６Ｍ未満の解離定数（ＫＤ）を有する結合相手又は結合対を許容する。
【０１０１】
　精製組換えタンパク質を加える前に、コーティングのために抗Ｅ６、抗Ｅ７及び抗Ｌ１
捕捉抗体をマイクロタイタープレートの底面に付着させた。次いで、検出抗体を用いて、
捕捉抗体に結合し、捕捉された組換えタンパク質を検出する。最適化された捕捉抗体と検
出抗体の濃度が特定された。抗原検出のためのＥＬＩＳＡアッセイにて線形性を生じる反
応における組換えタンパク質の濃度が決定された。サンドイッチＥＬＩＳＡを別の日と同
様に同一の日に複数回繰り返してアッセイの再現性と信頼性を判定した。各アッセイの特
異性と感度を判定した。さらに、ＥＬＩＳＡアッセイは、他の癌に対して子宮頸癌を検出
するのに選択性を有する、たとえば、卵巣癌又は子宮内膜癌の試料と交差反応をしないこ
とが示された。ＨＰＶはすべてでないにしろほとんどの子宮頸癌の細胞で見い出されるが
、他の癌とは普通関連しないことが知られているので、本明細書に記載されるような抗原
検査は他の癌に関連する抗原を検出すべきではない。この選択性を調べるために、たとえ
ば、卵巣癌及び子宮内膜癌の細胞株の組織からの抽出物を調べ、抗原検査の陰性対照とし
て役立てることができる。
【０１０２】
　ＨＰＶの全細胞ＥＬＩＳＡの例として基本的な検査手順は以下のとおりである：



(26) JP 5819851 B2 2015.11.24

10

20

30

40

50

【表２】

＊（１０～２０ｍｌ）
【０１０３】
　子宮頸部擦り取りに由来するヒト細胞をいったんマイクロタイタープレートにて細胞の
単層又は薄層に処理し、固定すると、抗体前ブロッキング溶液でマイクロタイタープレー
トのウェルをしばらくブロックし、その後ＨＰＶ抗体と共にインキュベートすることによ
って全細胞ＥＬＩＳＡを実施した。次いでＰＢＳ又はＨ２Ｏ２又はそのほかの溶液で３～
５回プレートを洗浄し、未結合のＨＰＶ抗体を取り除いた。次いで二次抗体、たとえば、
抗マウスＩｇＧ／ＨＲＰと共にスライドをインキュベートし、その後、洗浄し、検出用の
適当な基質を結合させた。基質の例として、ペルオキシダーゼと過酸化水素の存在下でＴ
ＭＡが酸化され、存在する酵素の量に左右される酵素活性の部位で青色溶液の沈殿を生じ
る。青色溶液は、細胞に存在するＨＰＶタンパク質とのＨＰＶ抗体の特異的な結合を示す
。アッセイは室温又は結合反応を加速するそれより高い温度で実施することができる。こ
のＨＰＶ全細胞ＥＬＩＳＡアッセイは、手動で実施することができ、又は自動化によって
操作することができるので、子宮頸部擦り取りに由来する上皮細胞におけるＨＰＶ感染の
スクリーニング及びＨＰＶ癌タンパク質の検出に対して強力なツールを提供する。
【０１０４】
　ＨＰＶのＥＬＩＳＡアッセイが様々な疾患悪性度の異形成細胞を特定することができる
ことを実証するために、軽度、中程度、重度又は侵襲性の新生組織形成の試料すべてを調
べた。これらの試料には、たとえば、ＣＩＮ１、ＣＩＮ２、ＣＩＮ３、ＬＳＩＬ、ＨＳＩ
Ｌ又はＡＳＣ－ＵＳが挙げられるが、これらに限定されない。本明細書に記載される全細
胞ＥＬＩＳＡアッセイを用いて種々の液状溶液における種々の悪性度からの種々の試料源
を調べることができることを実証するために、様々な液状溶液における様々な悪性度の試
料も一部の実施形態で調べた。
【０１０５】
　子宮頸部の癌は生殖器を冒す癌の最も一般的な形態である。それは局所的に近隣組織、
血管、リンパ管及びリンパ節に浸潤する。その進行したステージでは、治療することが困
難であり、致死的であると言える。子宮頸部の癌を発症する前に普通、異形成として知ら
れる可逆性である前癌状態の変化の期間が存在する。子宮頸部のほとんどの癌が外部皮膚
を構成している扁平上皮細胞に由来する一方で、子宮に繋がる子宮頸管の内側を覆う粘液
産生細胞から生じる偶発的な癌がある。この腺型を「扁平上皮癌（ＳＣＣ）」に対抗して
「腺癌（ＡＤＣ）」と呼ぶ。扁平上皮癌と異なって、腺癌の前兆は存在する場合、パップ
塗抹では特定するのが困難であり得るので腺癌は検出するのが困難である。扁平上皮細胞
の異形成の子宮頸部における扁平上皮癌への緩やかな進行は腺癌においてはそれほど同様
ではない。その結果、子宮頸部の腺癌は、扁平上皮癌よりも進行したステージで検出され
ることが多い。治療はさらに一般的な扁平上皮癌と同様である。しかしながら、さらに進
行したステージで見つけられることが多いのでさらに強力な治療が必要とされることが多
い。従って、一部の実施形態で記載されるＨＰＶの全細胞ＥＬＩＳＡアッセイを用いて液
状溶液にて腺癌細胞の早期スクリーニングからＨＰＶ癌タンパク質の存在を検出すること
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が決定的になる。
【０１０６】
　ＨＰＶ関連の新生組織形成の病理学的な性状分析
【０１０７】
　中程度の異形成は、子宮頸部の皮膚がそうであるべきよりも中程度に早く増殖し、軽度
のステージを超えて進行していることを意味する。子宮頸部の生検は、十分に成熟するこ
となく皮膚表面の途中に増殖する未成熟の基底細胞を示す。中程度の異形成は、これらの
変化が進行し、治療しなければ侵襲性の子宮頸癌に進行するさらに大きなリスクがあるの
で重要である。その理由のために、中程度の異形成は「高悪性度」の病変又はＨＧＳＩＬ
として知られる。この状態の別の徴候は、「ＣＩＮ２」（子宮頸部上皮内新生組織形成、
悪性度ＩＩ）である。パップ塗抹における中程度の異形成は普通、膣鏡診による子宮頸部
のさらなる検査が必要とされることを示す。中程度の異形成が確認されれば、そのときそ
れは普通治療される。治療には凍結手術、ＬＥＥＰ又はレーザーが挙げられてもよい。治
療に続いて、経過観察として普通、頻繁なパップ塗抹が得られ、再発（約１０％の機会）
があるかどうか確認するが、再発は、直ちに診断され、さらなる治療が行われる。
【０１０８】
　異常細胞が基底膜を介してその下の組織に浸潤すれば、それは癌とみなされる。重度の
異形成については、異形成の中の異常細胞が基底膜を浸潤しないので癌とはみなされない
が、前癌状態の問題であるとみなされる。従って、定義によってそれらは癌ではない。そ
の場での癌腫は、皮膚の全厚さに延びる異常細胞があることを意味する。これらの細胞は
個々にまさに癌細胞のように見える。その場での癌腫は、多数の権威によって重度の異形
成又はＣＩＮ３と臨床的に同等であるとみなされ、直ちに且つ慎重に評価されるべきであ
る。治療には、それらを凍結することによって（凍結手術）、それらを気化させることに
よって（レーザー）又は帯電ワイヤループによって削り取ることによって（ＬＥＥＰ）異
常細胞を取り除くことが挙げられてもよい。一部の状況では、問題を取り除くには子宮頸
部円錐切除の形態でのさらに広範な手術が必要とされる。
【０１０９】
　実施例１：抗血清を生成し、ハイブリドーマ細胞株からモノクローナル抗体をスクリー
ニングするために免疫原として使用するためのＨＰＶ組換えタンパク質の発現、精製及び
調製
【０１１０】
　ＨＰＶ組換えタンパク質は、どんな種類のＨＰＶウイルスタンパク質でもあり得、Ｅ２
、Ｅ６、Ｅ７、Ｌ１、Ｌ２を含むが、これらに限定されない早期遺伝子及び／又は後期遺
伝子のＨＰＶタンパク質であることができ、種々のＨＰＶ型に由来することができる。本
発明の一態様は、ＨＰＶ発癌性タンパク質の部分配列又は完全長配列を含有する組換えハ
イブリッドタンパク質のような組換えタンパク質を提供する。たとえば、タンパク質精製
の間の望ましくない凝集、タンパク質の不安定性、低レベルの発現、精製したタンパク質
の低い免疫原性応答のために入手し、精製するのが非常に困難であることが分かっている
完全長のＥ６、Ｅ７及び／又はＬ１のポリペプチド配列。たとえば、多数の早期Ｅ６癌タ
ンパク質は、多数のシステインアミノ酸を含有するので、Ｅ６癌タンパク質の正しいトポ
グラフィは多数のジスルフィド結合の形成を正確に必要とする。加えて、早期Ｅ６及びＥ
７タンパク質の小型ペプチドを用いた特定の免疫アッセイは、極度に低いアッセイの特異
性と感度を生じるので試験管内診断での臨床用ツールとして不向きであることが知られて
いた。
【０１１１】
　例となる発癌性Ｅ６又はＥ７早期遺伝子のクローニングを本明細書で記載する。ＨＰＶ
１６のＥ６、Ｅ７又はＬ１遺伝子のアミノ酸コーディング領域を含有するＤＮＡ断片をポ
リメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）の増幅によって得た。ＤＮＡ断片をヒスチジンタグ発現ベク
ターにサブクローニングしてＥ６又はＥ７組換えタンパク質の発現用のプラスミドＤＮＡ
を生成した。とりわけ、ヒスチジンタグ（たとえば、ＨＩｓ６、Ｈｉｓ８等）、グルタチ
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オン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）融合、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）を
伴った他の型の発現ベクターも使用した。加えて、ＤＮＡ断片を他の発現系、たとえば、
バキュロウイルス、酵母等にサブクローニングして種々のＨＰＶ型及び株からＥ６又はＥ
７組換えタンパク質を発現させることができる。たとえば、バキュロウイルスで発現させ
たＨＰＶ１６からのＬ１組換えタンパク質を得て、ＨＰＶ－１６－Ｌ１－バキュロと命名
した。
【０１１２】
　ＩＰＴＧによる誘導を用いて大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）にてＥ６又はＥ７組換えタンパ
ク質を発現させた。３７℃でのタンパク質発現の２時間のインキュベートの後、供給元（
それぞれＡｍｅｒｓｈａｍ及びＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）によって推奨
されたプロトコールを用いてＥ６又はＥ７組換えタンパク質を得て、約１ｍｇ／Ｌの最終
濃度に精製した。さらに長いインキュベート時間とタンパク質精製カラムの再流出は、さ
らに高いタンパク質収率を生じ、結果的に約２～１０ｍｇ／Ｌの収量で大きく濃縮された
精製組換えタンパク質を生じることが分かった。組換えＧＳＴ－Ｅ６又はＨｉｓ－Ｅ６タ
ンパク質の純度はＰＡＧＥ解析に基づいて＞９０％であると推定された。組換えＥ６又は
Ｅ７融合タンパク質を用いて臨床試料におけるＥ６又はＥ７抗体の存在を検出することが
でき、ポリクローナル抗血清及びモノクローナル抗体の産生のための免疫原として使用す
ることができた。
【０１１３】
　クローニングのための及び免疫アッセイを行うための基本的な技法は、「Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．１９８９；「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」、Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ及びＭａｎｉａ
ｔｉｓ編，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ
，１９８９，並びに当該技術で既知のそのほかの書物及びマニュアルに見つけることがで
きる。ＨＰＶ組換えタンパク質についての我々の精製と性状分析の手順は、「ヒトのパピ
ローマウイルスの検出方法及び子宮頸癌におけるその応用」と題する共同所有の米国特許
第７，７３２，１６６号に記載されており、その内容はその全体が参照によって本明細書
に組み入れられる。
【０１１４】
　図１Ｃ．ＨｉｓタグＮｉ－ＮＴＡカラムを用いた組換えＥ６タンパク質についてのゲル
精製画像。レーン８～１１に相当する溶離液（楕円形で囲み、矢印で示した）を回収して
非凝集の単量体形態での精製組換えＨＰＶ－Ｅ６タンパク質を得た。図１Ｃは、ＩＰＴＧ
で誘導し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで解析した完全長のＨＰＶ１８－Ｅ６組換えタンパク質の発
現を示す。得られたＨｉｓタグ付きのＨＰＶ１８－Ｅ６組換えタンパク質の分子量は約２
０．５ＫＤである。組換えＥ６タンパク質の純度はＰＡＧＥ解析に基づいて約９０％以上
であると推定された。図１Ｃに示されたような精製された組換えＥ６タンパク質を１以上
の免疫アッセイに使用して、たとえば、抗体アッセイ等における検出抗体として使用した
。精製された組換えＥ６タンパク質はまた、ＨＰＶ１６－Ｅ６タンパク質に特異的な抗血
清、ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体を生成するための免疫原としても使用し
た。
【０１１５】
　別の例として、図１Ｄは、精製された組換えＥ６タンパク質のゲル濾過カラムクロマト
グラフィの結果を示し、精製された組換えタンパク質ＨＰＶ１６－Ｅ６が約２０．５ｋＤ
ａの分子サイズを持つ単量体の可溶性タンパク質であることを示している。精製された組
換えＥ６タンパク質はＢＳＡより後に溶出された。
図１Ａ～図１Ｂ。それぞれＨｉｓタグ付きＮｉ－ＮＴＡ及びＧＳＴタグカラムを用いた組
換えＥ７タンパク質のゲル精製画像。レーン４～５に相当する溶離液（楕円形で囲んだ）
を回収して非凝集の単量体形態での精製組換えＨＰＶ－Ｅ７タンパク質を得た。図１Ａ及
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び図１Ｂは例となる精製された組換えＨｉｓ－タグ（図１Ａ）及びＧＳＴタグ（図１Ｂ）
のＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥである。図１Ｂに示される例とし
て、ＧＳＴタグ付きのＨＰＶ１８－Ｅ７組換えタンパク質を円で示すような分子量３７．
２ｋＤａの主要な単一バンドとしての均質性に精製する。得られた組換えＨＰＶ１８－Ｅ
７－ＧＳＴタンパク質の分子量は約３７．２ＫＤである。組換えＨＰＶ１８－Ｅ７－ＧＳ
Ｔタンパク質を得て、約１ｍｇ／Ｌの最終濃度に精製した。組換えＨＰＶ－１８Ｅ７－Ｈ
ＩＳタンパク質も得て、約１ｍｇ／Ｌの最終濃度に精製した。他の発現系も使用して種々
のＨＰＶ遺伝子型及び株からＥ７組換えタンパク質を発現させた。たとえば、ＨＰＶ１８
からＥ７組換えタンパク質を得て、ＨＰＶ１８－Ｅ７－ｈｉｓと命名した。組換えＥ７融
合タンパク質又は組換えＥ７バキュロウイルスタンパク質を使用して臨床試料におけるＥ
７抗体の存在を検出し、ポリクローナル抗血清及びモノクローナル抗体の産生のための免
疫原としても使用した。
【０１１６】
　一般に、本明細書に記載されるような手順を用いた一対の正行プライマーと逆行プライ
マーを用いたポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）による増幅により、種々の組換えタンパク質
発現系にて早期遺伝子及び後期遺伝子をクローニングすることによって種々の高リスクＨ
ＰＶ型及び低リスクＨＰＶ型又は株から組換えタンパク質を得た。たとえば、ＨＰＶ１６
のＬ１タンパク質の組換えＮ末端断片はＨｉｓタグ付きの発現系における発現によっても
得られた。たとえば、ＨＰＶ１６からの部分的な及び完全長のＬ１組換えタンパク質は、
Ｈｉｓタグ付きの発現系及びバキュロウイルス発現系から得られ、ＨＰＶ１６－Ｌ１Ｎ－
ｈｉｓ及びＨＰＶ１６Ｌ１ｈｉｓ（バキュロ－ＳＦ９）と名付けた。組換えＬ１タンパク
質及び／又は組換えＬ１部分タンパク質を用いて、臨床試料におけるＬ１抗体の存在を検
出し、ポリクローナル抗血清及びモノクローナル抗体の産生のための免疫原としても使用
した。
【０１１７】
　Ｈｉｓタグ付きの発現系における発現によってもＨＰＶ１６－Ｌ１タンパク質の組換え
Ｎ末端断片を得た。ＨＰＶ１６－Ｌ１のＮ末端組換えタンパク質の分子量は約３４ＫＤで
ある。Ｃ末端断片も得た。同一の技法を適用してＨＰＶ１８－Ｌ１タンパク質を生成し、
ポリクローナル抗血清及びモノクローナル抗体の生成のための免疫原として使用した。
【０１１８】
実施例２：抗ＨＰＶ抗体の調製。実施例１に記載されたような技法を用いて生成した組換
えＨＰＶタンパク質を抗血清、ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体の生成のため
の免疫原として使用した。
【０１１９】
　クローニングのための及び免疫アッセイを行うための基本的な技法は、「Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．１９８９；「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」、Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ及びＭａｎｉａ
ｔｉｓ編，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ
，１９８９，並びに当該技術で既知のそのほかの書物及びマニュアルに見つけることがで
きる。抗体産生、産生した抗体の性状分析及び特定のアッセイについての我々の手順の詳
細は、「ＨＰＶタンパク質に対する新規モノクローナル抗体」と題する２００９年６月１
０日に出願された共同所有の米国特許出願、出願番号１２／４５６，０５３、「早期段階
及び後期段階のＨＰＶ感染のその場での検出」と題する２００９年６月１０日に出願され
た米国特許出願、出願番号１２／４５６，０５４、「早期段階及び後期段階のＨＰＶ感染
のその場での検出」と題する２００９年６月１０日に出願された米国特許出願、出願番号
１２／４５６，０５５、及び「早期段階及び後期段階のＨＰＶ感染の検出」と題する２０
０９年６月１０日に出願された米国特許出願、出願番号１２／４５６，０７６に記載され
ている。それぞれの全内容はその全体があらゆる目的で参照によって本明細書に組み入れ
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られる。
【０１２０】
　図２．ポリクローナル抗ＨＰＶ－Ｅ６及び抗ＨＰＶ－Ｅ７を用いた子宮頸癌細胞株及び
子宮頸部組織由来の細胞溶解物におけるＨＰＶ組換えタンパク質及びＨＰＶタンパク質を
検出するウエスタンブロッティング画像。図２Ａ、ウサギ抗ＨＰＶ１６－Ｅ７抗体（ＲＡ
ｂ４）及びウサギ抗ＨＰＶ１８－Ｅ７抗体（ＲＡｂ２）を用いて、ＨＰＶＩ８を感染させ
たＨｅｌａ細胞、ＨＰＶＩ６を感染させたＣａＳＭ細胞、及びＨＰＶ陰性のＣ３３Ａ細胞
におけるＨＰＶ－Ｅ７タンパク質発現のレベルを検出した。精製した組換えタンパク質を
暗い染色と共に陽性対照として使用した。抗β－アクチン抗体を内部対照として用いたが
、それも細胞株すべてについて暗い染色を示した。結果は、ＲＡｂ４が、ＨＰＶ１８を感
染させた（ＨｅＬａ）及びＨＰＶ１６を感染させた（ＣａＳｋｉ）である細胞溶解物から
のＨＰＶ－Ｅ７タンパク質を検出することを示している。これらのデータは、ポリクロー
ナル抗ＨＰＶ１６－Ｅ７抗体がＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質と交差反応性であることを示
唆している。ＲＡｂ２は、ＨＰＶ１８を感染させている細胞溶解物からのＨＰＶ－Ｅ７タ
ンパク質を検出する。図２Ｂ、ウサギ抗ＨＰＶ１６－Ｅ６抗体を用いて子宮頸癌組織から
抽出した細胞溶解物におけるＨＰＶ－Ｅ６タンパク質を検出した。ＨＰＶ１６－Ｅ６及び
ＨＰＶ１８－Ｅ６組換えタンパク質を陽性対照として用い、暗い染色が得られた（レーン
１及び２）。ＨＰＶ１８を感染させたＨｅＬａ細胞溶解物も暗い染色を提供した（バンド
３）。ヒト子宮頸部から抽出した正常細胞は陰性の結果を提供した（レーン４及び６）。
ヒト子宮頸部から抽出した癌細胞は陽性の結果を提供した（レーン５及び７）。これらの
データは、ポリクローナル抗ＨＰＶ１６－Ｅ６抗体がＨＰＶ１６とＨＰＶ１８のＥ６組換
えタンパク質及び子宮頸癌組織由来のタンパク質双方を検出できることを明らかにしてい
る。
【０１２１】
実施例２．６：抗ＨＰＶ抗体の特異性
【０１２２】
　１以上の免疫アッセイを用いて、２以上のＨＰＶ組換えタンパク質によりハイブリドー
マ細胞株をスクリーニングすることによって生成したモノクローナル抗体の特異性を調べ
ることができる。ＥＩＡ（酵素免疫アッセイ）及び／又はウエスタンブロットをアッセイ
形式として用いて本明細書に記載されるＨＰＶ抗体の特異性を調べた。抗ＨＰＶ抗体を得
るために使用した元々のスクリーニングタンパク質及びスクリーニングに用いなかったそ
のほかのタンパク質を含む種々の精製した組換えＨＰＶタンパク質を用いてマイクロタイ
タープレートを被覆し、得られた抗ＨＰＶ抗体の特異性をＥＩＡにて調べた。子宮頸癌（
ＨＰＶの感染を伴う又は伴わない）からの細胞溶解物におけるタンパク質も用いてウエス
タンブロットによって抗ＨＰＶ抗体の特異性を調べた。ＨＰＶ抗体のＨＰＶ感染細胞株由
来タンパク質との結合及び反応性を確認するには、ウエスタンブロットは非常に有用であ
り、ＨＰＶ感染細胞株に存在するタンパク質に相当する特異的なタンパク質バンドを実証
する。ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上にて、これらのウエスタンブロットのタンパク質バンドを
その予想される分子量位置にて組換えＨＰＶタンパク質と比較することができる。ＨｅＬ
ａ細胞株（ＨＰＶ１８陽性）、ＳｉＨａ細胞株（ＨＰＶ１６陽性）及びＣ３３Ａ細胞株（
ＨＰＶ非感染）を含む子宮頸癌細胞株の細胞溶解物を用いてウエスタンブロット上でＨＰ
Ｖモノクローナル抗体によってＨＰＶのＥ６、Ｅ７又はＬ１の検出を実証した。
【０１２３】
　図３は、種々のハイブリドーマクローンに由来する抗ＨＰＶ－Ｅ６、抗ＨＰＶ－Ｅ７及
び抗Ｌ１抗体の種々のＨＰＶタンパク質との交差反応性を示す。６×Ｈｉｓを陰性対照と
して使用した。これらのデータは、本発明に記載されるモノクローナル抗体がＨＰＶ組換
えタンパク質に結合することが可能であるＨＰＶ型特異的なクローン及び型非特異的なク
ローンを含むことを明らかにしている。
【０１２４】
　図４Ａは、マウス抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いて種々のＨＰＶタンパク質を検出するＥＬ
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ＩＳＡの結果を示す。ＨＰＶ１６－Ｅ６とＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質によって特異的な
結合が得られた。図４Ｂ．種々の細胞株にてマウス抗ＨＰＶ１８－Ｅ６抗体を用いたウエ
スタンブロットの結果。陽性の染色は、ＨＰＶ１８を感染させたＨｅＬａ細胞株にて得ら
れた。組換えＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質を陽性対照として使用した。抗β－アクチン抗
体を内部陽性対照として使用した。図４Ｃ．マウス抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体を用いて種々のＨ
ＰＶタンパク質を検出したＥＬＩＳＡの結果。ＨＰＶ１６－Ｅ７とＨＰＶ１８－Ｅ７タン
パク質によって特異的な結合が得られた。図４Ｄ．種々の細胞株にてマウス抗ＨＰＶ－Ｅ
７抗体を用いたウエスタンブロットの結果。陽性の染色は、ＨＰＶ１８を感染させたＨｅ
Ｌａ細胞株にて得られた。組換えＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質を陽性対照として使用した
。抗β－アクチン抗体を内部陽性対照として使用した。
【０１２５】
　本発明に記載されるような様々なＨＰＶ型に由来する２以上のＨＰＶウイルスタンパク
質に結合することが可能であるモノクローナル抗体を実証するために、ＨＰＶ１６及びＨ
ＰＶ１８の組換えＥ６タンパク質と反応することが可能であるモノクローナル抗体を得た
。図４Ａは、組換えＨＰＶ１６－Ｅ６及びＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質と反応することが
可能である共通するエピトープを持つモノクローナル抗体の特異性を示す。本明細書に記
載される抗体によって検出されるようにマイクロタイタープレートに被覆された組換えタ
ンパク質は天然の形態である。これらのデータは、モノクローナル抗体が、天然形態の組
換えＨＰＶ１６－Ｅ６及びＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質と強く反応するが、天然形態の組
換えＨＰＶ－Ｅ７又はＨＰＶ－Ｌ１タンパク質とは非反応性であることを明らかにしてい
る。これらのデータは、この抗体が天然形態の組換えＨＰＶ１６－Ｅ６及びＨＰＶ１８－
Ｅ６タンパク質と反応することが可能であるＨＰＶ－Ｅ６の共通エピトープを含有するこ
とを示している。図４Ｂは、種々の子宮頸癌細胞株に由来する細胞溶解物を用いてＨＰＶ
１６及びＨＰＶ１８の組換えＥ６タンパク質と結合する図４Ａで調べたのと同一のモノク
ローナル抗体と反応させたウエスタンブロットの結果を示す。１７ｋＤａの標準分子量マ
ーカー付近でモノクローナル抗体によって検出されたように単一バンドで示された細胞溶
解物及び組換えタンパク質は双方共、ＨｅＬａ（ＨＰＶ１８）の子宮頸癌細胞株由来のＨ
ＰＶ－Ｅ６タンパク質の検出を示すが、Ｃ３３Ａ（ＨＰＶ非感染）細胞株では示さない。
予想された分子量で示された組換えタンパク質のレーンでのバンドは、モノクローナル抗
体が変性させたＨＰＶ１８－Ｅ６組換えタンパク質に強く反応することを示す。
【０１２６】
　本発明に記載されるような様々なＨＰＶ型に由来する２以上のＨＰＶウイルスタンパク
質に結合することが可能であるモノクローナル抗体を実証する別の例として、図４Ｃ（円
で囲んだ）は、組換えＨＰＶ１６－Ｅ７及びＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質双方と反応する
ことが可能であるモノクローナル抗体の特異性をＥＩＡにて示す。本明細書に記載される
抗体によって検出されるマイクロタイタープレートに被覆された組換えタンパク質は天然
の形態である。これらのデータは、本明細書に記載されるモノクローナル抗体が、天然形
態のＨＰＶ１６－Ｅ６及びＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質に強く反応するが、天然形態のＨ
ＰＶ－Ｅ６又はＨＰＶ－Ｌ１タンパク質には非反応性であることを明らかにしている。こ
れらのデータは、この抗体が、天然形態のＨＰＶ１６－Ｅ６及びＨＰＶ１８－Ｅ６タンパ
ク質に反応することが可能であるＨＰＶ－Ｅ７の共通エピトープを含有することを示して
いる。
【０１２７】
　第１のＨＰＶウイルスタンパク質とのみ反応することが可能であり、第１のウイルスタ
ンパク質とは異なる第２のウイルスタンパク質とは反応しないモノクローナル抗体を実証
するために、図４Ｃ（第１のグラフ）は、組換えＨＰＶ１６－Ｅ７と反応することが可能
であるが、そのほかの組換えＨＰＶタンパク質とは反応しないモノクローナル抗体の特異
性をＥＩＡで示す。データは、特異的なエピトープを含有するこのモノクローナル抗体の
特異性がＥＩＡにてＨＰＶ１６－Ｅ７のみと反応することが可能であり、ＨＰＶ１８－Ｅ
７又はそのほかの組換えＨＰＶタンパク質と交差反応性ではないことを示している。本明
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細書に記載される抗体によって検出されるマイクロタイタープレート上に被覆された組換
えタンパク質は天然の形態である。これらのデータは、本明細書に記載されるモノクロー
ナル抗体が天然形態の組換えＨＰＶ１６のＥ７タンパク質に強く反応するが、天然形態の
組換えＨＰＶのＥ６又はＬ１タンパク質に交差反応しないことを示す。これらのデータは
また、このモノクローナル抗体がＨＰＶ１６のＥ７タンパク質のみと反応することが可能
であるＨＰＶ１６のＥ６特異的なエピトープを含有することも示す。図４Ｃ（第２のグラ
フ）は、ＥＩＡにて組換えＨＰＶ１８－Ｅ７と反応することが可能であるが、そのほかの
ＨＰＶタンパク質と反応することが可能ではないモノクローナル抗体の特異性を示す。
【０１２８】
　実施例２に記載された手順は、少なくとも精製した組換えＨＰＶ１６－Ｅ６タンパク質
、ＨＰＶ１６－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ１６－Ｌ１タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ６タンパ
ク質、ＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ－１８－Ｌ１タンパク質及びその組み合わせ
に対して生じた少なくともモノクローナル抗体及びポリクローナル抗体を製造し、性状分
析する技法を提供する。実施例２に記載された結果は、少なくともＨＰＶ１６－Ｅ６タン
パク質、ＨＰＶ１６－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ１６－Ｌ１タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ６
タンパク質、ＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質、ＨＰＶ－１８－Ｌ１タンパク質及びその組み
合わせへのこれら抗体の特異的結合を実証している。データは汎抗体の創製を実証してお
り、そのそれぞれは、少なくとも２つのＨＰＶ型に由来するＨＰＶタンパク質を検出する
ことが可能である。
【０１２９】
実施例３：試料の採取及び調製の詳細な手順。本出願に記載される全細胞ＥＬＩＳＡアッ
セイで使用するための試料の採取及び調製についての詳細な手順が本実施例で記載される
。
【０１３０】
　本発明における種々の試料で記載されるように全細胞ＥＬＩＳＡで使用される試料には
組換えタンパク質、培養細胞株及び臨床試料が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３１】
　使用した組換えタンパク質は実施例１で提供された手順に従って入手し、性状分析した
。使用した培養細胞株は試験管内の細胞培養の構成成分から得た。
【０１３２】
　使用した臨床試料は生きているヒト対象から得た。試料を得たヒト対象は以下のカテゴ
リーに入る。１．試料が日常の健康診断で得られ、日常のスクリーニングの一部として使
用された健常なヒト対象。２．ＨＰＶに感受性だった（たとえば、家族歴；特定の環境因
子にさらされた；等によって判定されるような）ヒト対象。３．異常性の徴候（たとえば
、子宮頸部疣贅、など）を有したヒト対象。４．子宮頸部疾患を有すると条件付で診断さ
れた（たとえば、パップ塗抹、ハイブリッド捕捉、ＰＣＲ検査等に基づくそのほかの検査
によって判定されたような）ヒト対象。
【０１３３】
　本発明における種々の試料で記載されるような全細胞ＥＬＩＳＡに使用される臨床試料
はヒト対象から得た子宮頸部擦り取りに由来した。こうして本明細書で使用されるような
試料は、必ずしも液体形態、すなわち、水溶液ではないが、通常、物質又は物質の混合物
を含む。試料はすべて婦人科検診のための予定された外来診療の間に女性患者から得た。
ヒト対象に検鏡を挿入した後、子宮頸部にブラシ又は綿球を挿入し、回転させて子宮頸部
細胞、すなわち、子宮頸部擦り取りを得た。次いでブラシ又は綿球を取り出し、直ちに保
存溶液に入れた。市販され、臨床で使用されているＴｈｉｎＰｒｅｐ（登録商標）（Ｈｏ
ｌｏｇｉｃ社）保存溶液及びＳｕｒｅＰａｔｈ（登録商標）（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ社）保存溶液を含むが、これらに限定されない種々の保存溶液が使用されている。
【０１３４】
　実施例４：全細胞ＥＬＩＳＡの詳細な手順。本出願に記載されるような全細胞ＥＬＩＳ
Ａで使用される種々のアッセイ条件に関連する詳細な手順を本実施例で記載する。
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【０１３５】
　例として、タンパク質、細胞又は臨床試料（以後、試料）を全細胞ＥＬＩＳＡアッセイ
に用いた。溶液中に固定剤及び保存剤を含有するマイクロタイタープレートのウェル又は
回収バイアルに試料を直接付着させることができる。アッセイに先立って、予備処理しな
いで、又は抗原回収手順、細胞濃縮手順又はこれらの組み合わせを含むが、これらに限定
されない種々の予備処理と共に試料を使用した。
【０１３６】
　抗原回収手順は、種々の温度にて種々の時間、種々の緩衝化溶液にて試料を処理するこ
とによって実施した。使用した温度は室温から１００℃以上、すなわち、１２０℃に及ぶ
。使用した緩衝化溶液は、高いｐＨのトリス緩衝液（ｐＨ＝９～１０）及び低いｐＨのク
エン酸緩衝液（ｐＨ＝約６）を含む。使用した処理時間は５分間から４５分間に及ぶ。
【０１３７】
　以下の手順を用いて細胞濃縮を実施した。回収液中の試料を遠心し、又は撹乱せずに３
０分間～２時間静置して細胞を回収バイアルの底に沈めた。次いで上清の一部を取り除い
て試料を濃縮した。
【０１３８】
　単一の処理、組み合わせの処理、又は無処理の後、アッセイ用容器の表面に試料を分配
した。使用した種々の表面には、好適な結合特異性のために被覆した又は処理したガラス
又はプラスチックの表面、たとえば、細胞が結合するように処理したプラスチック表面又
はタンパク質が結合するように処理したプラスチック表面；付着した薄層の膜を持つガラ
ス又はプラスチックの表面が挙げられるが、これらに限定されない。表面はまたビーズの
形態で接触面積を最大化することもできる。各試料を単一の容器に負荷した。複数の容器
を組み合わせて高処理能力法のためのマイクロタイタープレートとしての形式を形成した
。
【０１３９】
　容器の表面に試料を分配した後、試料を表面に不動化した。不動化のための種々の条件
を使用している。試料を撹乱することなく表面に静置して不動化を実施した。不動化時間
は１０分間から２４時間に及んだ。不動化温度は４℃から３７℃に及んだ。
【０１４０】
　不動化の後、試料を固定した。種々の固定条件を使用している。使用した固定溶液には
１００％メタノール、１００％エタノール及び１００％アセトンが挙げられる。使用した
固定時間は、即座の風乾から２４時間又は固定溶液が助けなしで完全に蒸発するまでに及
んだ。使用した固定温度は４℃から室温に及んだ。
【０１４１】
　固定の後、試料を透過処理して、抗体が細胞に入って細胞内で抗原への抗体結合のアク
セシビリティを可能にするように細胞膜を破壊した。たとえば、冷却（－２０℃）９０％
メタノールの脱イオン水溶液のようなアルコール系溶液並びにサポニン、トリトン、ＮＰ
－４０、ツイーン２０及びジギトニンのような界面活性剤系溶液を含むが、これらに限定
されない種々の透過処理剤を使用している。種々の濃度の各透過処理剤（すべて脱イオン
水で希釈した）：０．１％～５％のＨＰ－４０、０．１％～２．５％のツイーン２０、０
．００１％～０．５％のサポニン、０．１％～２．５％のジギトニン、及び０．０１％～
１％のトリトンを使用している。室温～１℃の種々の透過処理温度を使用している。５分
間～３０分間の種々の透過処理時間を使用している。インキュベートは穏やかな振盪のも
とで行った。
【０１４２】
　アッセイ手順に沿って；一般に前の工程から残留溶液を除去する目的で新しい溶液を添
加する前に洗浄溶液を使用した。脱イオン水、リン酸緩衝液、生理食塩水、及びツイーン
２０含有のリン酸緩衝化生理食塩水を含む種々の洗浄溶液を使用している。０．１％～１
％に及ぶ種々の濃度のツイーン２０を使用している。即座の廃棄から５分間に及ぶ種々の
洗浄時間を使用している。撹乱することなく試料をインキュベートできる又は穏やかな振
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盪を伴った洗浄手順を行っている。洗浄手順は２～４回使用している。
【０１４３】
　透過処理後、容器内の溶液を廃棄した。試料を洗浄溶液で洗浄した。次いで試料を３％
Ｈ２Ｏ２と共にインキュベートし、さもなければ高い背景シグナルを生じる内因性の水素
ペルオキシダーゼをブロックした。脱イオン水、１００％メタノール又はリン酸緩衝化生
理食塩水を用いて３％Ｈ２Ｏ２溶液を調製している。１０分間～３０分間に及ぶインキュ
ベート時間を用いている。インキュベートの後、容器内の溶液を廃棄し、試料を洗浄した
。
【０１４４】
　次いで試料をブロッキング溶液にてインキュベートし、試料及び表面における非特異的
な結合部位をブロックし、非特異的な結合を排除した。種々のブロッキング条件を使用し
ている。使用されているブロッキング溶液には正常なヤギ血清、カゼイン緩衝液及び市販
のアッセイ希釈液及びアッセイ緩衝液が挙げられる。使用されているインキュベート時間
は１時間から２４時間に及ぶ。使用されているブロッキング温度には室温及び４℃が挙げ
られる。穏やかな振盪のもとでインキュベートを行った。インキュベートの後、ブロッキ
ング溶液を廃棄した。
【０１４５】
　試料に発現される組換えタンパク質又は当該タンパク質に結合する一次抗体を試料に加
えた。種々の条件が実施されている。種々のポリクローナル又はモノクローナルの抗ＨＰ
Ｖ－Ｅ６又は抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体が使用されている。１：５０～１：１０００の希釈に及
ぶ抗体の種々の希釈が使用されている。１０％正常ヤギ血清、カゼイン緩衝液及びアッセ
イ希釈剤を含む種々の希釈剤が使用されている。１時間～２４時間に及ぶ種々のインキュ
ベート時間の長さが使用されている。室温及び４℃を含む種々のインキュベート温度が使
用されている。穏やかな振盪のもとでインキュベートを行った。インキュベートの後、一
次抗体溶液を廃棄した。洗浄溶液で試料を洗浄した。
【０１４６】
　一次抗体に結合する二次抗体を試料に加えた。種々のインキュベート条件が実施されて
いる。ビオチン又は西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に結合された抗体を含む種々
の二次抗体が使用されている。ビオチン化抗体については１：１２５～１：１０００の希
釈及びＨＲＰ結合の抗体については１：１２５～１：２５０に及ぶ二次抗体の種々の希釈
が使用されている。リン酸緩衝化生理食塩水、正常なヤギ血清、カゼイン緩衝液及び市販
のアッセイ希釈剤を含む種々の希釈剤が使用されている。３０分間～１時間に及ぶ種々の
インキュベート時間が使用されている。穏やかな振盪のもとでインキュベートを行った。
インキュベートの後、二次抗体溶液を廃棄した。洗浄溶液で試料を洗浄した。
【０１４７】
　ビオチン化二次抗体を使用したのであれば、次いでストレプトアビジン結合のＨＲＰ溶
液と共に試料をインキュベートした。種々のインキュベート条件が実施されている。１：
２５０～１：６００の希釈に及ぶＨＲＰ溶液の種々の希釈が実施されている。４５分間～
１時間に及ぶ種々のインキュベート時間が実施されている。リン酸緩衝化生理食塩水、正
常なヤギ血清、カゼイン緩衝液及び市販のアッセイ希釈剤を含む種々の希釈剤が使用され
ている。穏やかな振盪のもとでインキュベートを行った。インキュベートの後、溶液を廃
棄した。洗浄溶液で試料を洗浄した。
【０１４８】
　試料における標的タンパク質への抗体の結合を表すシグナル強度の読み取りに好適な基
質を試料に加え、タンパク質又は試料で発現されたタンパク質の量の測定値を得た。種々
の基質が使用されている。基質はすべて市販であり、基質の調製は提供される指示書に従
った。穏やかな振盪のもとでインキュベートを行った。
【０１４９】
　比色法については、ＥＬＩＳＡ基質ＴＭＢ又はその同等物を用いて、タンパク質への抗
体の結合から生じる西洋ワサビのペルオキシダーゼ活性を検出した。ＴＭＢの試料への添
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加の際、酸の停止溶液の添加で黄色に変わる（４５０ｎｍにて最大吸収）青色を生じる。
比色プレートリーダーを用いてシグナル強度を読み取った。
【０１５０】
　化学発光法については、市販の化学発光基質を用いてタンパク質への抗体の結合から生
じる西洋ワサビのペルオキシダーゼ活性を検出した。試料への基質の添加の際、化学発光
プレートリーダーを用いて化学発光強度を読み取った。
【０１５１】
　蛍光法については、市販の蛍光基質を用いてタンパク質への抗体の結合から生じる西洋
ワサビのペルオキシダーゼ活性を検出した。試料への基質の添加の際、蛍光プレートリー
ダーを用いて蛍光強度を読み取った。
【０１５２】
実施例５：培養細胞で実施した全細胞ＥＬＩＳＡアッセイ
【０１５３】
　本出願に記載されるような全細胞ＥＬＩＳＡの実現可能性を実証するために、実施例４
に記載されたようなアッセイ手順を培養細胞に適用したが、そこでは、細胞集団及び細胞
数がさらに均一である。
【０１５４】
　例として、抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体を用いて全細胞ＥＬＩＳＡを実施し、ＨＰＶ陽性細胞株
ＨｅＬａ及びＨＰＶ陰性細胞株Ｃ３３ａにおけるＨＰＶ－Ｅ７癌タンパク質の発現レベル
を検出した。ＨｅＬａ細胞及びＣ３３ａ細胞は細胞培養構成成分から得た。細胞培養溶液
の種々の濃度：５０μＬ当たりおよそ９０００個のＨｅｌａ細胞、４５００個のＨｅｌａ
細胞、４０００個のＣ３３ａ細胞及び２０００個のＣ３３ａ細胞を調製した。透明でポリ
スチレン被覆した平底の高結合の９６穴マイクロタイタープレートに、５０μＬの各細胞
株の各濃度の２つ組を分配した。室温にて３０分間細胞を不動化した。不動化の後、溶液
を廃棄し、２５μＬの１００％エタノールを用いて細胞を固定し、室温にて即座に風乾し
た。固定の後、穏やかに振盪しながら、室温にて５分間、１００μＬの冷却（－２０℃）
９０％メタノールの脱イオン水溶液によって細胞を透過処理した。透過処理の後、容器内
の溶液を廃棄し、穏やかな振盪のもと、リン酸緩衝化生理食塩水で５分間、２回洗浄した
。１００μＬの３％Ｈ２Ｏ２を試料に加え、穏やかに振盪しながら室温で２０分間インキ
ュベートして内因性の水素ペルオキシダーゼをブロックした。インキュベートが完了した
後、溶液を廃棄し、穏やかに振盪しながら各時、５分間、３回細胞を洗浄した。次いで、
試料及びマイクロタイタープレートの表面での非特異的な結合部位をブロックするために
１００μＬの１０％正常ヤギ血清にて室温で１時間、細胞をインキュベートして非特異的
な結合を排除した。５０μＬの抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体を１０％正常ヤギ血清中１：２００に
希釈で用い、穏やかに振盪しながら室温にて１時間試料をインキュベートした。インキュ
ベートが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で
５分間、３回試料を洗浄した。次いで５％正常ヤギ血清での１：５００の希釈を用いて５
０μＬのビオチン化二次抗体を加え、穏やかに振盪しながら室温にて３０分間試料をイン
キュベートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪し
ながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次いでＰＢＳにて１：６００の
希釈を用いて５０μＬのストレプトアビジン結合ＨＲＰ溶液を加え、穏やかに振盪しなが
ら室温にて４５分間試料をインキュベートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃
棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。
次いで、５０μＬのＴＭＢ基質を加え、撹乱せずに１０分間室温で試料をインキュベート
した。次いで２５μＬの酸停止溶液を加え、酵素反応を停止し、比色プレートリーダーを
用いてシグナル強度を読み取った。少なくとも２回アッセイを繰り返して再現性を確認し
た。全細胞ＥＬＩＳＡの結果を図６Ａに示す。
【０１５５】
　図６Ａは、抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体の有無にて標準化せずに細胞株についての平均吸収を示
す。各読み取りはＥＬＩＳＡウェルの全細胞に相当し、細胞数は図の説明にて示す。有意
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に多い量のＨＰＶ陰性Ｃ３３ａ細胞を負荷したという事実にもかかわらず、ＨＰＶ陽性Ｈ
ｅＬａ細胞のシグナル強度はＨＰＶ陰性Ｃ３３ａ細胞のそれよりも有意に高い。一次抗体
なしで行ったアッセイを陰性対照として用いた。無視できるシグナル強度が生じた。
【０１５６】
　標準化を行ったが、そのデータを図６Ｂに示す。抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体の有無にてＨＰＶ
陽性ＨｅＬａ細胞とＨＰＶ陰性Ｃ３３ａ細胞についての平均吸収。読み取りは標準化され
、細胞当たりの吸収に相当する。ＨＰＶ陽性ＨｅＬａ細胞とＨＰＶ陰性Ｃ３３ａ細胞の間
のシグナル強度の差異は、標準化しなかった図６Ａで示されたデータと比べてさらに大き
くなった。
【０１５７】
　別の例として、種々の濃度のＨＰＶ陽性ＨｅＬａ細胞及びＨＰＶ陰性Ｃ３３ａ細胞を用
いて全細胞ＥＬＩＳＡアッセイを行った。用いたＨｅＬａ細胞の濃度は、５０μＬ当たり
、１２５０、２５００、３７５０及び５０００個の細胞である。Ｃ３３ａ細胞の濃度は５
０μＬ当たり２５００、５０００、１００００及び２００００個の細胞である。［０１５
４］に記載されたのと同様の手順を用いた。１０％の正常ヤギ血清における１：２００の
希釈にて抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体を用いた。少なくとも２回アッセイを繰り返して再現性を確
認した。生成したデータをプロットしてＨｅＬａ細胞及びＣ３３ａ細胞の双方について滴
定曲線を生成した。
【０１５８】
　図６Ｃは、細胞数を標準化することなく吸収を測定する比色法を用いた抗ＨＰＶ－Ｅ７
抗体に対するＨＰＶ陽性ＨｅＬａ細胞（菱形の点）及びＨＰＶ陰性Ｃ３３ａ細胞（四角の
点）についての滴定曲線を示す。読み取りはＥＬＩＳＡウェル当たりの平均読み取りに相
当することを提示する。５０００個の細胞をアッセイに使用した場合、ＨＰＶ陽性細胞株
とＨＰＶ陰性細胞株の間で吸収における差異が生じる。ウェル当たり１００００個を超え
る高い細胞数を用いた場合、Ｃ３３ａについてのシグナル強度が飽和したということは、
容器の表面に負荷した細胞が過飽和だった可能性があったことを示す。
【０１５９】
　細胞数の標準化を行ったが、その結果を図６Ｄに示す。吸収を測定する比色法を用いた
ＨＰＶ陽性ＨｅＬａ細胞（菱形の点）及びＨＰＶ陰性Ｃ３３ａ細胞（四角の点）について
の滴定曲線。図６Ｃの読み取りを細胞数に基づいて標準化したので細胞当たりの平均読み
取りに相当する。ＨＰＶ陽性ＨｅＬａ細胞についてのデータは、アッセイに使用した細胞
の量が多すぎない場合、シグナル強度が最適化されることを示す。ＨＰＶ陰性Ｃ３３ａ細
胞についてのデータは、アッセイに使用した細胞の量にかかわらず、シグナル強度が最小
を保持するということはこの特定の細胞株がＨＰＶ陰性であることを裏付けている。
【０１６０】
　別の例として、抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いて全細胞ＥＬＩＳＡアッセイを行い、［０１
５４］に記載されたのと同様の手順を用いて、癌の臨床試料、培養したＨＰＶ陽性のＨｅ
Ｌａ及びＳｉＨａ細胞、並びにＨＰＶ陰性のＣ３３ａ細胞におけるＨＰＶ－Ｅ６癌タンパ
ク質の発現レベルを検出した。癌の臨床試料は、そのまま、すなわち、細胞数を標準化す
ることなく回収溶液に回収されたまま使用し、回収液はＳｕｒｅＰａｔｈ（登録商標）保
存溶液である。使用した３種の培養細胞株の濃度は、５０μＬ当たり、３６０００、２７
０００、１８００及び９０００個である。１０％正常ヤギ血清にて１：２００の希釈で抗
ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いた。少なくとも２回アッセイを繰り返して再現性を確認した。生
成したデータをプロットして図６Ｅに提示するように相対的な吸収強度として示した。
【０１６１】
　図６Ｅは、癌の臨床試料、ＨＰＶ陽性のＨｅＬａ及びＳｉＨａ細胞、並びにＨＰＶ陰性
のＣ３３ａ細胞についてＨＰＶ－Ｅ６抗原捕捉に対するＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いた全細胞
ＥＬＩＳＡから得た吸収を示す。癌の臨床試料は高い吸収シグナルを示す。ＨＰＶ陽性の
ＨｅＬａ及びＳｉＨａ細胞についての吸収の強度は細胞数に比例する。３６０００個のＨ
ｅＬａ又はＳｉＨａ細胞は癌の臨床試料について得られたものに匹敵するシグナル強度を
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示した。ＨＰＶ陰性のＣ３３ａ細胞の強度は低い。
【０１６２】
　要するに、図６に示すようにこの実施例で提供されたデータは、抗ＨＰＶ－Ｅ６又は抗
ＨＰＶ－Ｅ７抗体を用いた全細胞ＥＬＩＳＡによって培養細胞及び癌の臨床試料にてＨＰ
Ｖ－Ｅ６又はＨＰＶ－Ｅ７癌タンパク質の発現レベルの検出が可能になることを実証して
いる。精製組換えＨＰＶタンパク質に対して生じた１以上の抗ＨＰＶ抗体の、ＨＰＶ感染
細胞によって発現されるＨＰＶタンパク質への特異的な結合が検出された。ＨＰＶ感染細
胞によるＨＰＶタンパク質発現のレベルは、吸収シグナルの強度に基づいて検出され、定
量された。ＨＰＶ感染細胞によって発現されたＨＰＶタンパク質の定量された発現レベル
は、全細胞ＥＬＩＳＡで使用される培養細胞試料における測定された細胞数に基づいて標
準化された。
【０１６３】
実施例６：全細胞ＥＬＩＳＡアッセイを用いた臨床試料におけるＨＰＶ癌タンパク質の発
現レベルの検出
【０１６４】
　ＨＰＶ関連の感染をスクリーニングし、診断するために全細胞ＥＬＩＳＡを使用するこ
とができることを実証するために、組織診断を伴った臨床細胞診試料、組織診断を伴わな
い盲検の臨床細胞診試料、子宮頸癌試料、及び正常な子宮頸部細胞診試料を含む種々の群
の臨床細胞診試料で全細胞ＥＬＩＳＡを実施した。これらの臨床細胞診試料は、Ｔｈｉｎ
Ｐｒｅｐ（登録商標）保存溶液又はＳｕｒｅＰａｔｈ（登録商標）保存溶液のいずれかに
入れた。
【０１６５】
　例として、抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いて全細胞ＥＬＩＳＡを行い、臨床試料におけるＨ
ＰＶ－Ｅ６癌タンパク質の発現レベルを検出した。合計３５５の臨床細胞診試料を用いた
。透明でポリスチレン被覆した平底の高結合の９６穴マイクロタイタープレートに、５０
μＬの各細胞株の各濃度の２つ組を分配した。室温にて３０分間細胞を不動化した。不動
化の後、溶液を廃棄し、２５μＬの１００％エタノールを用いて細胞を固定し、室温にて
即座に風乾した。固定の後、穏やかに振盪しながら、室温にて５分間、１００μＬの冷却
（－２０℃）９０％メタノールの脱イオン水溶液によって細胞を透過処理した。透過処理
の後、容器内の溶液を廃棄し、穏やかな振盪のもと、リン酸緩衝化生理食塩水で５分間、
２回洗浄した。１００μＬの３％Ｈ２Ｏ２を試料に加え、穏やかに振盪しながら室温で２
０分間インキュベートして内因性の水素ペルオキシダーゼをブロックした。インキュベー
トが完了した後、溶液を廃棄し、穏やかに振盪しながら各時、５分間、３回細胞を洗浄し
た。次いで、試料及びマイクロタイタープレートの表面での非特異的な結合部位をブロッ
クするために１００μＬの１０％正常ヤギ血清にて室温で１時間、細胞をインキュベート
して非特異的な結合を排除した。５０μＬの抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を１０％正常ヤギ血清中
１：２００に希釈で用い、穏やかに振盪しながら室温にて１時間試料をインキュベートし
た。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢ
Ｓ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次いで５％正常ヤギ血清での１：５００の希
釈を用いて５０μＬのビオチン化二次抗体を加え、穏やかに振盪しながら室温にて３０分
間試料をインキュベートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏
やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次いでＰＢＳにて
１：６００の希釈を用いて５０μＬのストレプトアビジン結合ＨＲＰ溶液を加え、穏やか
に振盪しながら室温にて４５分間試料をインキュベートした。インキュベートが完了した
後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料
を洗浄した。次いで、５０μＬのＴＭＢ基質を加え、撹乱せずに１０分間室温で試料をイ
ンキュベートした。次いで２５μＬの酸停止溶液を加え、酵素反応を停止し、比色プレー
トリーダーを用いてシグナル強度を読み取った。少なくとも２回アッセイを繰り返してデ
ータの品質と再現性を確保した。全細胞ＥＬＩＳＡの結果を図７に示す。
【０１６６】
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　図７Ａ．組換えＨＰＶ－Ｅ６タンパク質の発現レベルを測定する抗ＨＰＶ－Ｅ６モノク
ローナル抗体を用いた全細胞吸収ＥＬＩＳＡから得られた平均吸収強度の標準曲線。図７
Ｂ．３５５の臨床試料から得られた平均吸収強度。組織ステージ：２７９の正常試料、４
８のＣＩＮ１試料、５のＣＩＮ３試料及び２３の子宮頸癌試料によって群分けした臨床細
胞診試料（試料数＝３５５）についての誤差棒としての標準偏差によって棒が示される。
図５で記載されたようなＨＰＶ－Ｅ６タンパク質の標準曲線（図７Ａとして再び示す）に
対応させることによってＨＰＶ－Ｅ６タンパク質の発現レベルを推定することができる。
３５５の臨床細胞診試料のうち、３８試料は、その組織ステージに関連する結果がない盲
検細胞診試料であった。これら３８試料のデータは図７Ｃに示す。図７Ｃでは、抗ＨＰＶ
－Ｅ６モノクローナル抗体を用いてＨＰＶ－Ｅ６タンパク質の発現レベルを測定する全細
胞吸収ＥＬＩＳＡから得られた平均吸収強度を示す盲検試験１つ（右のパネル）と組み合
わせた全試験（右のパネル）。棒は、臨床細胞診試料に関する誤差棒としての標準偏差を
示す。左記のグラフは、１７の正常（ＷＮＬ）、１４のＣＩＮ１、５のＣＩＮ３及び２の
癌（ＳＣＣ）試料を伴った代表的な盲検試験の１つを示す。アッセイの陽性率を決定し、
試料の感染ステージを決定するためにカットオフ閾値を０．３４１に設定し、ＨＰＶ－Ｅ
６の発現レベルを推定した。双方のグラフからの結果は同程度であり、本出願に記載され
るような全細胞吸収ＥＬＩＳＡを用いることが再現性のあるデータを生成することを実証
している。滴定曲線（図７Ａ、上左パネル）と比較することによって、これらのデータは
臨床試料の感染ステージをスクリーニングし、決定するのに使用することができる。
【０１６７】
　３５５の臨床試料によって得られた全細胞ＥＬＩＳＡのデータをヒストグラムとしてプ
ロットして個々の吸収強度及びこれらのシグナル強度の分布を示した。図８Ａは、ＨＰＶ
－Ｅ６タンパク質の発現レベルを測定する抗ＨＰＶ－Ｅ６モノクローナル抗体を用いた全
細胞吸収ＥＬＩＳＡから得られた各臨床試料についての個々の吸収強度を示すヒストグラ
ムである。合計、２７９の正常、４８のＣＩＮ１、５のＣＩＮ３及び２３の子宮頸癌（Ｃ
ｘＣａ）の試料がこの試験にはある。データは、本出願に記載されるような全細胞吸収Ｅ
ＬＩＳＡが、ＨＰＶ－Ｅ６タンパク質の発現レベルを表すその吸収強度に基づいて異なっ
た子宮頸部疾患悪性度によって臨床症例を識別できることを実証している。図８Ｂに示す
ように、臨床試料を用いて得られたデータで統計的解析を行った。図８Ｂは、合計３５５
の細胞診試料を解析することによって得られたＲＯＣ曲線（受信者動作特性）の要約を示
す。ＲＯＣ解析は、真の陽性率又は感度と疑陽性率又は１－特異性の相関プロットである
。この解析は、おそらく最適なモデルを選択し、階層分布から独立して準最適なものを捨
てるツールを提供する。この図はｙ軸としての１－特異性とｘ軸としての特異性によって
生成される。右下角の大きな空間は、この試験で選択されたモデルが高い感度と高い選択
性を提供することを示す。表におけるＲＡの値（ＲＯＣ面積）は、試験性能、すなわち、
ＲＡ≧０．９は優れている、０．９≧ＲＡ≧０．８は良好、等を示す。我々のＲＯＣ解析
の結果は、右下面に大きな空間を与え、試験の本例は非常に高い感度と高い特異性を有す
ることを示している。
【０１６８】
　別の例として、臨床試料でＨＰＶ－Ｅ６癌タンパク質の発現レベルを検出する抗ＨＰＶ
－Ｌ１抗体を用いて全細胞ＥＬＩＳＡを実施した。［０１６５］に記載されたのと同様の
手順を用いて合計８２の臨床試料を調べた。代表的なデータを表３に要約する。
【０１６９】
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【表３】

【０１７０】
　本実施例に記載される手順は、ＨＰＶによる感染に感受性の固定した細胞集団を含む臨
床試料における本出願に記載されるような全細胞ＥＬＩＳＡアッセイの実現可能性を実証
する。本実施例で提供される結果は、臨床試料からの細胞の集団によって発現されたＨＰ
Ｖタンパク質への、精製組換えＨＰＶタンパク質に対して生じた１以上の抗ＨＰＶ抗体の
特異的結合が検出されたことを実証する。ＨＰＶ感染した細胞によるＨＰＶタンパク質発
現のレベルが吸収シグナル強度に基づいて検出され、定量された。ＨＰＶ感染細胞によっ
て発現されたＨＰＶタンパク質の定量化された発現レベルを所定のＨＰＶタンパク質発現
レベルの閾値及びＨＰＶタンパク質の標準曲線と比較した。所定のＨＰＶタンパク質発現
レベルの閾値は、臨床試料における癌のステージ又は形質転換の病理学的ステージに関連
する。合計３５５の症例で検出されたＨＰＶ型には、表４で要約するように８、１６、１
８、３３、３５及び６９の型が挙げられる。これらのデータは、本明細書に記載される全
細胞ＥＬＩＳＡで使用される汎抗体が、最もリスクの高い型のＨＰＶ感染を持つ臨床試料
に由来するＨＰＶ癌タンパク質を検出することが可能であることを実証している。
【０１７１】
【表４】

【０１７２】
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実施例７：全細胞ＥＬＩＳＡデータの標準化
【０１７３】
　本出願に記載される全細胞ＥＬＩＳＡアッセイに使用される臨床試料における細胞密度
を標準化する種々の方法
【０１７４】
　実施例７．１：アッセイ前の細胞充実度の標準化：ＥＬＩＳＡアッセイ用のマイクロタ
イタープレートの各ウェルに負荷される試料がほぼ同一レベルの細胞密度を含有するよう
にアッセイ前に臨床試料にて細胞密度を標準化すること。それは以下の手順に従って実施
された。回収液中の個々の試料を撹乱しないで少なくとも３０分間～２時間静置して回収
バイアルの底に細胞を沈めた。細胞ペレットの体積を測定し、ペレットの体積（μＬ）と
溶液の総体積（ｍＬ）の比を計算することによって細胞の密度、すなわち、試料の細胞充
実度を得た。試料を濃縮する又は希釈してその細胞充実度を同一にすることによって標準
化を実施した。例として、標準化の際の試料は同一の細胞充実度を有する。別の例として
２５以上の細胞充実度を持つ試料をそのまま使用した。２５未満の細胞充実度を持つ試料
は標準化して細胞充実度を２５にした。
【０１７５】
【表５】

【０１７６】
実施例７．２：内部陽性対照としてのハウスキーピング遺伝子を用いた細胞数の標準化：
例として、抗β－アクチンを内部陽性対照として使用して容器の表面に付着した細胞数に
言及した。アクチンは細胞の運動性、構造及び整合性に関与する高度に保存されたタンパ
ク質である。β－アクチン抗体は、細胞の総タンパク質の同一比率のままであることが特
定されているので免疫アッセイにおける負荷対照として広く使用されている。抗β－アク
チンを用いた標準化は以下の手順に従って実施した。２つ組の試料を容器の表面に負荷し
、実施例４に記載されたのと同様のアッセイ手順を用いてアッセイを実施した。ブロッキ
ング手順の完了の際、２つ組試料の一方を抗ＨＰＶ一次抗体と共にインキュベートしたが
、２つ組試料の他方を抗β－アクチン抗体と共にインキュベートした。インキュベートの
完了後、２つ組双方についてアッセイの残りを行った。抗β－アクチン抗体のインキュベ
ートについて種々の条件が実施されている。１：５０～１：４００の希釈に及ぶ抗β－ア
クチン抗体の種々の希釈が使用されている。１時間～２４時間に及ぶ種々のインキュベー
ト時間が使用されている。室温～４℃に及ぶ種々のインキュベート時間が使用されている
。
【０１７７】
　例として、抗β－アクチン抗体を用いて全細胞ＥＬＩＳＡを実施し、ＨＰＶ陽性細胞株
ＨｅＬａ及びＨＰＶ陰性細胞株Ｃ３３ａにてβ－アクチンタンパク質の発現レベルを検出
した。ＨｅＬａ細胞及びＣ３３ａ細胞は細胞培養構成成分から得た。細胞培養溶液の種々



(41) JP 5819851 B2 2015.11.24

10

20

30

40

50

の濃度は、５０μＬ当たりおよそ１２５０、２５００、５０００及び１００００個の細胞
であるように調製した。透明でポリスチレン被覆した平底の高結合の９６穴マイクロタイ
タープレートに、５０μＬの各細胞株の各濃度の２つ組を分配した。室温にて３０分間細
胞を不動化した。不動化の後、溶液を廃棄し、２５μＬの１００％エタノールを用いて細
胞を固定し、室温にて即座に風乾した。固定の後、穏やかに振盪しながら、室温にて５分
間、１００μＬの冷却（－２０℃）９０％メタノールの脱イオン水溶液によって細胞を透
過処理した。透過処理の後、容器内の溶液を廃棄し、穏やかな振盪のもと、リン酸緩衝化
生理食塩水で５分間、２回洗浄した。１００μＬの３％Ｈ２Ｏ２を試料に加え、穏やかに
振盪しながら室温で２０分間インキュベートして内因性の水素ペルオキシダーゼをブロッ
クした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し、穏やかに振盪しながら各時、５分
間、３回細胞を洗浄した。次いで、試料及びマイクロタイタープレートの表面での非特異
的な結合部位をブロックするために１００μＬの１０％正常ヤギ血清にて室温で１時間、
細胞をインキュベートして非特異的な結合を排除した。５０μＬの抗β－アクチン抗体を
１０％正常ヤギ血清中１：２００希釈及び１：４００希釈で用い、穏やかに振盪しながら
室温にて１時間試料をインキュベートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し
、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次い
で５％正常ヤギ血清での１：５００の希釈を用いて５０μＬのビオチン化二次抗体を加え
、穏やかに振盪しながら室温にて３０分間試料をインキュベートした。インキュベートが
完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、
３回試料を洗浄した。次いでＰＢＳでの１：６００の希釈を用いて５０μＬのストレプト
アビジン結合ＨＲＰ溶液を加え、穏やかに振盪しながら室温にて４５分間試料をインキュ
ベートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しなが
ら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次いで、５０μＬのＴＭＢ基質を加
え、撹乱せずに１０分間室温で試料をインキュベートした。次いで２５μＬの酸停止溶液
を加え、酵素反応を停止し、比色プレートリーダーを用いてシグナル強度を読み取った。
少なくとも２回アッセイを繰り返してデータの品質と再現性を確保した。全細胞ＥＬＩＳ
Ａの結果を図９Ａに示す。
【０１７８】
　図９Ａは、抗β－アクチン抗体を用いてＨＰＶ陽性細胞株ＨｅＬａ（菱形と四角の点）
及びＨＰＶ陰性細胞株Ｃ３３ａ（三角と円の点）にてβ－アクチンタンパク質の発現レベ
ルを検出する全細胞ＥＬＩＳＡから得た細胞株についての吸収強度（ＯＤ）を示す。結果
は、吸収強度が、ＨＰＶ陽性又は陰性の細胞株であるかどうかにかかわらず、マイクロタ
イタープレートのウェルに負荷された細胞の数と共に増大することを示している。β－ア
クチン抗体の様々な濃度も調べられている。２００倍希釈及び４００倍希釈は、ウェルに
負荷された固定された量の細胞について吸収強度に最少限の差異を提供した。結果は、本
出願に記載されるような全細胞ＥＬＩＳＡにてマイクロタイターウェルに不動化された細
胞の量を定量する基準としてβ－アクチンを使用することができることを示した。
【０１７９】
　別の例として、抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体と抗β－アクチン抗体を並行して用いて全細胞ＥＬ
ＩＳＡを実施し、並べて比較するためにＨＰＶ陽性細胞株ＨｅＬａ及びＨＰＶ陰性細胞株
Ｃ３３ａにてＨＰＶ－Ｅ６癌タンパク質とβ－アクチンタンパク質の発現レベルを検出し
た。ＨｅＬａ細胞及びＣ３３ａ細胞は細胞培養構成成分から得た。培養細胞株の細胞を数
え、５０μＬ当たりおよそ７５００個の細胞であるように調製した。透明でポリスチレン
被覆した平底の高結合の９６穴マイクロタイタープレートに、各細胞株の各濃度の５０μ
Ｌの２つ組の２セットを分配した。室温にて３０分間細胞を不動化した。不動化の後、溶
液を廃棄し、２５μＬの１００％エタノールを用いて細胞を固定し、室温にて即座に風乾
した。固定の後、穏やかに振盪しながら、室温にて５分間、１００μＬの冷却（－２０℃
）９０％メタノールの脱イオン水溶液によって細胞を透過処理した。透過処理の後、容器
内の溶液を廃棄し、穏やかな振盪のもと、リン酸緩衝化生理食塩水で５分間、細胞を２回
洗浄した。１００μＬの３％Ｈ２Ｏ２を試料に加え、穏やかに振盪しながら室温で２０分
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間インキュベートして内因性の水素ペルオキシダーゼをブロックした。インキュベートが
完了した後、溶液を廃棄し、穏やかに振盪しながら各時、５分間、３回細胞を洗浄した。
次いで、試料及びマイクロタイタープレートの表面での非特異的な結合部位をブロックす
るために穏やかに攪拌しながら１００μＬの１０％正常ヤギ血清にて室温で１時間、細胞
をインキュベートして非特異的な結合を排除した。２つ組試料の１セットに５０μＬの抗
β－アクチン抗体を１０％正常ヤギ血清中１：２００希釈で用いた。２つ組試料の別のセ
ットに５０μＬの抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を１０％正常ヤギ血清中１：２００希釈で用いた。
穏やかに振盪しながら室温にて１時間試料すべてをインキュベートした。インキュベート
が完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間
、３回試料を洗浄した。次いで５％正常ヤギ血清での１：５００の希釈を用いて５０μＬ
のビオチン化二次抗体を加え、穏やかに振盪しながら室温にて３０分間試料をインキュベ
ートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら
、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次いでＰＢＳでの１：６００の希釈を
用いて５０μＬのストレプトアビジン結合ＨＲＰ溶液を加え、穏やかに振盪しながら室温
にて４５分間試料をインキュベートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し、
それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次いで
、５０μＬのＴＭＢ基質を加え、撹乱せずに１０分間室温で試料をインキュベートした。
次いで２５μＬの酸停止溶液を加え、酵素反応を停止し、比色プレートリーダーを用いて
シグナル強度を読み取った。少なくとも２回アッセイを繰り返して再現性を確認した。子
宮頸癌細胞株についての抗β－アクチン抗体を用いた全細胞ＥＬＩＳＡの結果を図９Ａに
示す。
【０１８０】
　図９Ｂは、細胞におけるＨＰＶ－Ｅ６とβ－アクチンタンパク質の発現レベルを検出す
る抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体と抗β－アクチン抗体を用いた全細胞ＥＬＩＳＡから得た７５００
個のＨｅＬａ細胞（斜線の棒、ＨＰＶ陽性細胞株）と７５００個のＨＴ３細胞（無地の棒
、ＨＰＶ陰性細胞株）についての吸収強度を示す。一次抗体を加えない細胞試料を対照と
して使用し、それは最少限のシグナル強度を示す。結果は、抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いた
場合、ＨｅＬａ細胞とＨＴ３細胞の間で吸収強度に有意差があることを示し、それら２つ
の細胞株におけるＨＰＶ－Ｅ６タンパク質の差別的な発現レベルを示す。対照的に、β－
アクチン抗体を用いた場合、２つの細胞株間の吸収強度の差異は無視できるということは
、β－アクチンは細胞の総タンパク質で同じレベルのままであり、全細胞ＥＬＩＳＡアッ
セイ用の容器の表面に不動化された細胞の量を標準化するので、本出願に記載されるよう
なＨＰＶタンパク質を定量するための基準として使用することができることを示している
。β－アクチンから生じるシグナル強度は細胞の総タンパク質に比例するので、種々の細
胞数の試料に由来する抗ＨＰＶ－Ｅ６から生じるシグナル強度は抗β－アクチン抗体から
生じるシグナル強度に基づいて標準化することができる。図９Ｃは、細胞におけるＨＰＶ
－Ｅ６とβ－アクチンタンパク質の発現レベルを検出する抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体と抗β－ア
クチン抗体を用いた全細胞ＥＬＩＳＡから得た７５００個のＨｅＬａ細胞（斜線の棒、Ｈ
ＰＶ陽性細胞株）と７５００個のＨＴ３細胞（無地の棒、ＨＰＶ陰性細胞株）についての
吸収強度の比を示す。抗β－アクチン抗体を用いて本出願に記載されるような全細胞ＥＬ
ＩＳＡにてマイクロタイターのウェルに不動化された種々の数の細胞からのＨＰＶタンパ
ク質の発現に関連するシグナル強度を標準化した。次いで我々は、ウェル当たりの細胞に
おける抗β－アクチン抗体によって検出されるβ－アクチンの量に基づいてＨＰＶタンパ
ク質の発現レベルを標準化する。これらのデータは、種々の数の細胞を含有することが多
い臨床試料からのシグナル強度を標準化するのに使用される参照としてβ－アクチンを使
用することができることを実証した。
【０１８１】
　次いでそれぞれ種々の量の細胞数から成ると思われる臨床試料にて参照としてβ－アク
チンを用いたシグナル強度の標準化を調べた。［０１７９］に記載されたのと同じプロト
コールに従って、抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体と抗β－アクチン抗体を用いて全細胞ＥＬＩＳＡを
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実施し、１６の臨床試料におけるＨＰＶ－Ｅ６癌タンパク質とβ－アクチンタンパク質の
発現レベルを並行して検出した。実施例５．１に記載されたようなアッセイ前の標準化を
行うことなく、透明で平底の高結合の９６穴マイクロタイタープレートに、各試料の５０
μＬの２つ組の２セットを分配した。室温にて３０分間試料を不動化した。不動化の後、
溶液を廃棄し、２５μＬの１００％エタノールを用いて試料を固定し、室温にて即座に風
乾した。固定の後、穏やかに振盪しながら、室温にて５分間、１００μＬの冷却（－２０
℃）９０％メタノールの脱イオン水溶液によって試料を透過処理した。透過処理の後、容
器内の溶液を廃棄し、穏やかな振盪のもと、リン酸緩衝化生理食塩水で５分間、細胞を２
回洗浄した。１００μＬの３％Ｈ２Ｏ２を試料に加え、穏やかに振盪しながら室温で２０
分間インキュベートして内因性の水素ペルオキシダーゼをブロックした。インキュベート
が完了した後、溶液を廃棄し、穏やかに振盪しながら各時、５分間、３回細胞を洗浄した
。次いで、試料及びマイクロタイタープレートの表面での非特異的な結合部位をブロック
するために穏やかに攪拌しながら１００μＬの１０％正常ヤギ血清にて室温で１時間、試
料をインキュベートして非特異的な結合を排除した。２つ組試料の１セットに５０μＬの
抗β－アクチン抗体を１０％正常ヤギ血清中１：２００希釈で用いた。２つ組試料の別の
セットに５０μＬの抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を１０％正常ヤギ血清中１：２００希釈で用いた
。穏やかに振盪しながら室温にて１時間試料すべてをインキュベートした。インキュベー
トが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分
間、３回試料を洗浄した。次いで５％正常ヤギ血清での１：５００の希釈を用いて５０μ
Ｌのビオチン化二次抗体を加え、穏やかに振盪しながら室温にて３０分間試料をインキュ
ベートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しなが
ら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次いでＰＢＳでの１：６００の希釈
を用いて５０μＬのストレプトアビジン結合ＨＲＰ溶液を加え、穏やかに振盪しながら室
温にて４５分間試料をインキュベートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し
、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次い
で、５０μＬのＴＭＢ基質を加え、撹乱せずに１０分間室温で試料をインキュベートした
。次いで２５μＬの酸停止溶液を加え、酵素反応を停止し、比色プレートリーダーを用い
てシグナル強度を読み取った。少なくとも２回アッセイを繰り返して再現性を確認した。
全細胞ＥＬＩＳＡの結果を図１０に示す。
【０１８２】
　β－アクチンが臨床試料の間に存在する細胞数の変動を標準化する基準として使用する
ことができることを実証するために、重複したセットでの全細胞ＥＬＩＳＡにて１６の代
表的な臨床試料を調べた。抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いて第１のセットの試料を調べた。抗
β－アクチン抗体を用いて第２のセットの試料を調べた。別々に設定された第１と第２か
ら分析されたデータセットは単一のマーカー実験として定義される（図１０Ａ）。２つの
マーカーの比で双方のセットから分析されたデータは二重マーカー実験として定義される
（図１０Ｂ）。図１０は、（Ａ）単一マーカー、抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体と二重マーカー、抗
ＨＰＶ－Ｅ６抗体及び抗β－アクチン抗体を用いたスクリーニング方法の比較を示す。図
１０Ａでは、単一マーカースクリーニングを使用した。１６の臨床試料をスクリーニング
する抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体を用いた全細胞ＥＬＩＳＡから吸収強度（ＯＤ）データを得た。
ＯＤが０．４００より高い場合ＨＰＶ陽性と定義した。８試料がＨＰＶ陽性、及び８試料
がＨＰＶ陰性として調べられた。図１０Ｂでは、二重マーカースクリーニングを使用した
。（Ａ）で調べた同じ１６の臨床試料をスクリーニングする抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体と抗β－
アクチン抗体を用いた全細胞ＥＬＩＳＡから吸収強度（ＯＤ）データを得た。抗Ｅ６と抗
β－アクチンのＯＤの比が２．０より高い場合、ＨＰＶ陽性と定義した。単一マーカース
クリーニングで陽性と調べられた同じ８試料は、二重マーカースクリーニング法を用いて
いる間、陽性のままであり、ほかの８は陰性のままである。これらのデータは、本出願に
記載されるような全細胞ＥＬＩＳＡアッセイにてマイクロタイターのウェルに不動化され
た細胞の量を標準化するのに抗β－アクチン抗体を使用することができることを実証した
。抗β－アクチン抗体を使用することによって、抗β－アクチン抗体を用いて得られたシ
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グナル強度に基づいて種々の量の細胞を伴う試料に関連するシグナル強度を標準化するこ
とができる。
【０１８３】
実施例７．３：細胞染色、例としてトリパンブルー染色を用いた標準化：アッセイが完了
し、ＥＬＩＳＡデータがプレートリーダーから得られた後、容器内の溶液を廃棄した。試
料を洗浄した。５０μＬのトリパンブルー溶液を容器に分配した。トリパンブルー溶液中
にて５分間試料をインキュベートし、その後溶液を廃棄した。細胞染色の暗さを観察し、
それが容器の表面に付着した細胞の量を表す。試料における細胞の量はこうして推定され
、細胞数に従ってＥＬＩＳＡデータを標準化することができる。
【０１８４】
　本実施例に記載される手順は、臨床試料におけるＨＰＶタンパク質の発現レベルの測定
と定量を可能にする臨床試料における細胞数の標準化のための種々の方法を明らかにする
。臨床試料に由来するマイクロタイタープレートに不動化された標準化された細胞におけ
るＨＰＶタンパク質への抗ＨＰＶ抗体の特異的な結合に基づいて、この方法は臨床試料に
存在するＨＰＶタンパク質の正確な定量的分析を可能にする。
【０１８５】
実施例８：試料におけるＨＰＶタンパク質の発現レベルの定量
【０１８６】
　本発明に記載される全細胞ＥＬＩＳＡは、精製組換えＨＰＶタンパク質に対して生じた
抗体へのそれら癌タンパク質の特異的な結合に基づいてシグナル読み取りの形態で当該試
料におけるＨＰＶ癌遺伝子の発現を検出する。従って、試料から得たシグナル強度を既知
の濃度のＨＰＶ組換えタンパク質から得たシグナル強度と比較することによってＨＰＶ癌
タンパク質の発現レベルの定量を達成することができる。
【０１８７】
　種々の濃度の精製組換えＨＰＶタンパク質でＥＬＩＳＡアッセイを行った。実施例１に
記載された手順を用いて精製組換えＨＰＶタンパク質を入手し、性状分析した。５０μＬ
当たり２００ｎｇ～５０μＬ当たり０．０２ｐｇのタンパク質の連続希釈をリン酸緩衝化
生理食塩水で作製した。各希釈の５０μＬの試料の３つ組を透明でポリスチレン被覆した
平底の高結合の９６穴マイクロタイタープレートに分配した。４℃にて２４時間、タンパ
ク質試料を不動化した。不動化の後、溶液を廃棄した。試料及びマイクロタイタープレー
トの表面での非特異的な結合部位をブロックするために１００μＬの１０％正常ヤギ血清
にて室温で２時間、試料をインキュベートして非特異的な結合を排除した。５０μＬの一
次抗体、抗ＨＰＶ－Ｅ６抗体又は抗ＨＰＶ－Ｅ７抗体を１０％正常ヤギ血清中１：２００
に希釈で用い、穏やかに振盪しながら室温にて１時間試料をインキュベートした。インキ
ュベートが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液
で５分間、３回試料を洗浄した。次いで５％正常ヤギ血清での１：５００の希釈を用いて
５０μＬのビオチン化二次抗体を加え、穏やかに振盪しながら室温にて３０分間試料をイ
ンキュベートした。インキュベートが完了した後、溶液を廃棄し、それぞれ穏やかに振盪
しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した。次いでＰＢＳにて１：６００
の希釈を用いて５０μＬのストレプトアビジン結合ＨＲＰ溶液を加え、穏やかに振盪しな
がら室温にて４５分間試料をインキュベートした。インキュベートが完了した後、溶液を
廃棄し、それぞれ穏やかに振盪しながら、ＰＢＳ洗浄溶液で５分間、３回試料を洗浄した
。次いで、５０μＬのＴＭＢ基質を加え、撹乱せずに１０分間室温で試料をインキュベー
トした。次いで２５μＬの酸停止溶液を加え、酵素反応を停止し、比色プレートリーダー
を用いてシグナル強度を読み取った。少なくとも２回アッセイを繰り返してデータの品質
と再現性を確保した。シグナル強度のデータをタンパク質の相当する濃度に対してグラフ
化し、吸収タンパク質の標準曲線を生成した。
【０１８８】
　上述と同様の手順にて、白色のポリスチレン被覆した平底で高結合の９６穴マイクロタ
イタープレートを用いてもアッセイを行った。化学発光シグナルの読み取りのために５０
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μＬの化学発光基質を使用した。シグナル強度のデータをタンパク質の相当する濃度に対
してグラフ化し、化学発光タンパク質の標準曲線を生成した。
【０１８９】
　図５は、ＨＰＶ－Ｅ６及びＨＰＶ－Ｅ７タンパク質のためのタンパク質標準曲線の結果
を示す。抗ＨＰＶ－Ｅ６モノクローナル抗体を使用してＨＰＶ－Ｅ６タンパク質の存在を
検出した。抗ＨＰＶ－Ｅ７モノクローナル抗体を使用してＨＰＶ－Ｅ７タンパク質の存在
を検出した。図５Ａ：比色法を用いたＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質（菱形の点）及びＨＰ
Ｖ１６－Ｅ６（四角の点）についての標準曲線；図５Ｂ：発光法を用いた種々の希釈（菱
形の点：２００倍希釈、四角の点：１０００倍希釈、及び三角の点：５０００倍希釈）の
ＨＰＶ１８－Ｅ６タンパク質についての標準曲線；図５Ｃ：発光法を用いたＨＰＶ１６－
Ｅ６タンパク質についての標準曲線；図５Ｄ：比色法を用いたＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク
質（菱形の点）とＨＰＶ１６－Ｅ７タンパク質（四角の点）についての標準曲線；図５Ｅ
：発光法を用いた種々の希釈（菱形の点：２００倍希釈、四角の点：１０００倍希釈、及
び三角の点：５０００倍希釈）のＨＰＶ１８－Ｅ７タンパク質についての標準曲線；図５
Ｆ：発光法を用いたＨＰＶ１６－Ｅ７タンパク質についての標準曲線。これらの標準曲線
は、臨床試料で発現されるＨＰＶ－Ｅ６又はＨＰＶ－Ｅ７の量を推定するのに使用した。
発現されたＨＰＶ－Ｅ６又はＨＰＶ－Ｅ７タンパク質の量に基づいて臨床試料を子宮頸癌
進展の様々なステージに分類した。本発明に記載される方法によって疾患の悪性度に相関
した臨床試料にてＨＰＶタンパク質の定量が可能になる。
【０１９０】
　本実施例に記載される手順及び結果は、精製組換えＨＰＶタンパク質への抗ＨＰＶ抗体
の特異的な結合から得られるＨＰＶタンパク質の発現レベルの量を表す吸収シグナル及び
発光シグナルの強度を用いて少なくともＨＰＶ１８－Ｅ６、ＨＰＶ１８－Ｅ７、ＨＰＶ１
６－Ｅ６及びＨＰＶ１６－Ｅ７についてのＨＰＶタンパク質標準曲線を生成する方法を明
らかにしている。これらのＨＰＶタンパク質標準曲線を用いて、臨床試料で得られるシグ
ナル強度を比較し、本出願に記載されるような全細胞ＥＬＩＳＡアッセイで使用される臨
床試料中のＨＰＶ感染細胞におけるＨＰＶタンパク質の発現レベルを推定した。
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在活组织检查之前从细胞学样品中鉴定具有高级光环的患者。 背景技术
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