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(57)【要約】
　本発明は、女性被験者における子宮内膜症への疾病素
質を同定又は予測する方法であって、被験者における末
梢血白血球又は末梢血の試料中の末梢血白血球の少なく
とも１つの差次的発現遺伝子又はタンパク質若しくはペ
プチドの遺伝子発現レベルを確定して第１の値を提供す
る工程と、対照又は参照標準における上記白血球の少な
くとも１つの差次的発現遺伝子又はタンパク質若しくは
ペプチドの遺伝子発現レベルを確定して第２の値を提供
する工程と、第１の値及び第２の値の間に差が存在する
か否かを比較する工程とを含む方法からなる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　女性被検者における子宮内膜症への疾病素因を判定又は予測する方法であって、
　　（ａ）被検者における末梢血白血球又は末梢血の試料中の少なくとも１つの末梢血白
血球の差次的発現遺伝子の遺伝子発現レベルを測定して第１の値を提供する工程と、
　　（ｂ）対照又は参照標準における前記少なくとも１つの白血球の差次的発現遺伝子の
遺伝子発現レベルを測定して第２の値を提供する工程と、
　　（ｃ）前記第１の値及び前記第２の値の間に差が存在するか否かを比較する工程と
を含む方法。
【請求項２】
　前記対照又は参照標準が子宮内膜症を有しない被検者又は被検者群を用いて測定される
、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記第１の値が前記第２の値よりも高いことを子宮内膜症の存在又は子宮内膜症の発症
を予測する指標とする請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　前記第１の値が前記第２の値よりも低いことが子宮内膜症の存在又は子宮内膜症の発症
を予測する指標となる請求項１又は２記載の方法。
【請求項５】
　子宮内膜症の存在が少なくとも５０％の確率で予測される請求項１～４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項６】
　前記第１の値が前記第２の値より少なくとも２０％高いか又は低い請求項１～５のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記遺伝子発現レベルの測定が前記遺伝子から転写されたポリヌクレオチドの発現量を
測定することからなる請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　転写されたポリヌクレオチドがｍＲＮＡ又はｃＤＮＡである請求項７記載の方法。
【請求項９】
　前記発現レベルがマイクロアレイ分析、ノーザンブロット分析、逆転写ＰＣＲ又はＲＴ
－ＰＣＲにより検出される請求項７又は８記載の方法。
【請求項１０】
　ＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、Ｐ４ＨＡ１及び
ＰＤＧＦから成る群から選ばれる遺伝子の発現レベルが測定される請求項１～９のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１１】
　女性被検者における子宮内膜症への疾病素因を判定又は予測する方法であって、
　　（ａ）被検者における末梢血白血球又は末梢血の試料中の少なくとも１つの末梢血白
血球の差次的発現タンパク質又はペプチドのレベルを測定して第１の値を提供する工程と
、
　　（ｂ）対照又は参照標準における前記少なくとも１つの白血球の差次的発現タンパク
質又はぺプチドのレベルを測定して第２の値を提供する工程と、
　　（ｃ）前記第１の値及び前記第２の値の間に差が存在するか否かを比較する工程と
を含む方法。
【請求項１２】
　前記第１の値が前記第２の値よりも高いことが子宮内膜症の存在又は子宮内膜症の発症
を予測する指標となる請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　前記第１の値が前記第２の値よりも低いことを子宮内膜症の存在又は子宮内膜症の発症
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を予測する指標とする請求項１１記載の方法。
【請求項１４】
　前記遺伝子発現レベルの測定が遺伝子発現産物であるタンパク質の測定を含む請求項１
記載の方法。
【請求項１５】
　前記タンパク質又はペプチドの量が該タンパク質又はペプチドと特異的に結合する抗体
、抗体誘導体又は抗体断片を用いて検出される請求項１１記載の方法。
【請求項１６】
　治療の前後に子宮内膜症を有すると判定された被検者をモニタリングする方法であって
、
　　（ａ）治療前に前記被検者における末梢血白血球又は末梢血の試料中の少なくとも１
つの末梢血白血球の差次的発現遺伝子の遺伝子発現レベルを測定して第１の値を提供する
工程と、
　　（ｂ）治療後に前記少なくとも１つの白血球の差次的発現遺伝子の遺伝子発現レベル
を測定して第２の値を提供する工程と、
　　（ｃ）前記第１の値及び第２の値の差を比較する工程と
を含む方法。
【請求項１７】
　子宮内膜症の治療において用いるための候補作用物質のスクリーニング方法であって、
　　（ａ）少なくとも１つの差次的発現遺伝子を発現し得る細胞を生体外で候補作用物質
と接触させる工程と、
　　（ｂ）前記細胞中の前記少なくとも１つの差次的発現遺伝子の遺伝子発現レベルを測
定して第１の値を提供する工程と、
　　（ｃ）前記候補作用物質の非存在下で前記細胞中の前記少なくとも１つの差次的発現
遺伝子の遺伝子発現レベルを測定して第２の値を提供する工程と、
　　（ｄ）前記第１の値を前記第２の値と比較して、その遺伝子の発現レベルの差を子宮
内膜症の治療のために潜在的に用いられ得ることの指標とする工程と
を含む方法。
【請求項１８】
　少なくとも１つの差次的発現遺伝子又はその遺伝子の発現産物の遺伝子発現レベル、合
成レベル又は活性の増減を誘導し得る有効量の作用物質を被検者に投与することからなる
、子宮内膜症を治療又は予防する方法。
【請求項１９】
　少なくとも１つの差次的発現遺伝子又はその遺伝子の発現産物の遺伝子発現レベル、合
成レベル又は活性の増減を誘導し得る有効量の作用物質を含む子宮内膜症の治療又は予防
のための薬剤の製造方法。
【請求項２０】
　女性被検者における子宮内膜症への疾病素因を判定又は予測するためのキットであって
、
　　（ａ）被検者における末梢血白血球又は末梢血の試料中の少なくとも１つの末梢血白
血球の差次的発現遺伝子の遺伝子発現レベルを測定して第１の値を提供する手段と、
　　（ｂ）対照又は参照標準における前記少なくとも１つの白血球の差次的発現遺伝子の
遺伝子発現レベルを測定して第２の値を提供する手段と、
　　（ｃ）前記第１の値及び前記第２の値の間に差が存在するか否かを比較する手段と
を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　子宮内膜症の非侵襲性の診断試験を目的としたＤＮＡマイクロアレイによる同定遺伝子
を用いた子宮内膜症患者の末梢血白血球の遺伝子発現パターンの分析。
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【０００２】
　　［関連出願］
　本出願は、米国仮特許出願第６０／６５４，３３１号（２００５年２月１８日提出）（
参照によりその全体が本明細書中で援用される）の利益を主張する。
【背景技術】
【０００３】
　子宮内膜症は、生殖年齢の女性の１０％もの多数に影響を及ぼすかなり一般的な婦人科
学的疾患である（Mahmood, T.A. and Templeton, A. 1991 Hum Reprod 6: 544-549）。子
宮内膜症の病因は依然として不明であり、そして子宮内膜症病変が定着し、進行し、骨盤
外部位に移動するメカニズムは十分に理解されているわけではない（Witz, C.A. 他 2003
 Hum Fertil 6: 34-40）。子宮内膜症の診断は一般的に、腹腔鏡検査中の骨盤の視覚的検
査により実行される（Attaran, M. 他. 2002 Cleve Clin J Med 69: 647-653）。この診
断手法は外科医の専門的技術によっており、したがってそれは本質的に正確でない。さら
にまた腹腔鏡検査手法の侵襲性及び関連する罹患率は、再発及び治療に対する応答をモニ
タリングするためのその使用を妨げる。子宮内膜症を非外科的に診断することが、そして
予後及び治療モニタリングのための非侵襲性ツールを有することが緊急に必要であるにも
かかわらず、血中マーカーの同定に基づいた特異的臨床試験は依然として存在しない（Fa
lcone, T.及びMascha, E. 2003 Fertil Steril 80: 886-888）。さらに、慢性の重症疼痛
、不妊症及び精神的苦痛に悩む罹患女性が有する治療的選択肢はわずかであり、その中で
根源的疾患を治癒し得るものはない。子宮内膜症特異的試験の基礎を成す候補遺伝子の探
索は、困難であることがわかっている。したがって、子宮内膜症に関する分子生体マーカ
ーの同定を促進するためにＤＮＡマイクロアレイ技術の使用を目指す。
【０００４】
　ＤＮＡマイクロアレイは、癌、糖尿病及び心疾患のような複合遺伝子疾患に関連する遺
伝子発現プロフィールを同定するために漸増的に用いられつつある（Hughes, T.R.及びSh
oemaker, D.D. 2001 Curr Opin Chem Biol 5: 21-25）。この強力な技術は、遺伝子発現
における疾患特異的パターンを明らかにし、それにより候補遺伝子の同定を促進する（Al
bertson, D.G.及びPinkel, D. 2003 Hum Mol Genet 12: R145-52）。今日まで、子宮内膜
症関連遺伝子の発見のためのＤＮＡマイクロアレイの適用に関しては５つの報告しかなか
った。５つの研究はすべて、腹腔鏡検査中に得られた子宮内膜症組織対正常子宮内膜の遺
伝子発現プロフィールを比較しているが、しかし疾患の異なる態様（即ち、不妊症、深部
子宮内膜症及び卵巣子宮内膜腫）に焦点を合わせていた。Eyster他（2002）による一研究
では、分析された４，１３３の遺伝子からの８つが、匹敵する子宮内膜と比較して、子宮
内膜腫において過剰発現されることが示された（Eyster, K.M. 他. 2002 Fertil Steril 
77: 38-42）。過剰発現遺伝子は、細胞骨格素子（ビメンチン、β－アクチン及びα－２
－アクチン）、ハウスキーピング遺伝子（４０Ｓリボソームタンパク質Ｓ２３）又は免疫
関連タンパク質（Ｉｇγ軽鎖、Ｉｇ生殖系列Ｈ鎖、補体、主要組織適合性複合体クラス１
）であった。細胞骨格タンパク質、例えばビメンチンの発現レベル増大が子宮内膜細胞の
侵襲性能力を説明することができ、また子宮内膜移植片中の免疫細胞浸潤が免疫グロブリ
ン遺伝子の観察された過剰発現を説明し得る、ということを著者らは提案した。Arimoto
他（2003）も、ＤＮＡマイクロアレイを用いて、卵巣子宮内膜腫の遺伝子発現プロフィー
ルを同定した（Arimoto, T. 他. 2003 Int J Oncol 22: 551-560）。子宮内膜嚢胞中で上
向き調節されることが示された遺伝子の例は、ＨＬＡ抗原、補体因子、リボソームタンパ
ク質及び形質転換増殖因子Ｂ１（ＴＧＦＢＩ）であった。下向き調節される遺伝子として
は、ＴＰ５３、増殖停止及びＤＮＡ損傷誘導性タンパク質（ＧＡＤＤ３４、ＧＡＤＤ４５
Ａ及びＧＡＤＤ４５Ｂ）、ｐ５３誘導性タンパク質（ＰＩＧ１１）、並びに卵管糖タンパ
ク質（ＯＶＧＰ１）が挙げられた。Lebovic及び同僚（2002）は、子宮内膜症対正常子宮
内膜生検においてＩＬ－１βにより誘導される５９７ヒト遺伝子の遺伝子発現レベルを比
較した（Lebovic, D.I. 他. 2002 Fertil Steril 78: 849-854）。細胞周期調節遺伝子Ｔ
ｏｂ－１は異所性間質細胞中でＩＬ－１βにより下向き調節される、ということが観察さ
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れ、そしてこの遺伝子の発現の抑制が子宮内膜症細胞増殖を促し得るということを示唆し
た。Kao他（2003）は、ＤＮＡマイクロアレイを用いて、子宮内膜症関連不妊症の分子的
基礎を分析した（Kao, L.C. 他. 2003 Endocrinology 144: 2870-2881）。着床の間に正
常子宮内膜中で正常に上向き調節されるが、子宮内膜症では低減されることが判明した遺
伝子は、ＩＬ－１５（ＮＫ細胞増殖及び機能の強力なプロモーター）、補体４結合タンパ
ク質（Ｃ４ＢＰ；ＬＲＰ５と相互作用することによりＷｎｔシグナル伝達を妨害し得る）
、及びグリコデリン（プロゲステロンの調節下にあり、そして受精を妨害することが示唆
されている）を包含した。最後に、深部子宮内膜症病変は、血小板由来増殖因子受容体α
（ＰＤＧＦＲＡ）、プロテインキナーゼＣβ１（ＰＫＣβ１）及びヤヌスキナーゼ１（Ｊ
ＡＫ１）の発現増大を示して、子宮内膜症の病態生理学におけるＲＡＳ／ＲＡＦ　ＩＭＡ
ＰＫ経路の関与に関する証拠を提供する、ということが近年示された（Matsuzaki, S. 他
. 2004 Mol Hum Reprod 10: 719-728）。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　　[本発明への推移]
　本発明の研究の目的は、子宮内膜症患者及び対照からの血中リンパ球の遺伝子発現プロ
フィールの差を同定することであった。血液は子宮内膜症の主要標的組織ではないが、し
かしこの疾患が炎症性構成成分に関連し、末梢血リンパ球中でモニタリングされ、評価さ
えされ得るといういくつかの証拠がある（Bedaiwy, M.A. 他. 2002 Hum Reprod 17: 426-
431）。血中リンパ球が疾患過程に直接関与しない場合でさえ、これらの細胞の遺伝子発
現プロフィールは疾患状態を示し、そして診断に役立つことが示されている（Tang, Y. 
他. 2001 Ann Neurol 50: 699-707）。したがって、末梢血リンパ球における差次的発現
遺伝子の同定は、疾患病因の理解において、そして非常に重要なのは、診断を容易にする
ことができる特定の非侵襲性分子試験の設計において、有用性を有する遺伝子標的を明ら
かにするだろうと仮説をたてた。血液試料を用いた子宮内膜症の診断のための基礎を形成
するとして予見される遺伝子標的の同定を報告する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　　[発明の概要]
　本発明は女性被検者における子宮内膜症への疾病素因を判定又は予測する方法であって
、被検者における末梢血白血球又は末梢血の試料中の少なくとも１つの末梢血白血球の差
次的発現遺伝子又はタンパク質若しくはぺプチドの発現レベルを測定して第１の値を提供
する工程、対照又は参照標準における上記少なくとも１つの白血球の差次的発現遺伝子又
はタンパク質若しくはペプチドの発現レベルを測定して第２の値を提供する工程と、第１
の値及び第２の値間に差が存在するか否かを比較する工程とを含む方法を含む。
【０００７】
　本発明は、ＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、Ｐ４
ＨＡ１及びＰＤＧＦから成る群から選ばれる遺伝子の発現レベルを測定する方法を含む。
【０００８】
　本発明は、ＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、Ｐ４
ＨＡ１及びＰＤＧＦから成る群から選ばれるものに関するたんぱく質又はペプチドの発現
レベルを測定する方法を含む
【０００９】
　本発明は、治療の前後に子宮内膜症を有すると判定された被検者をモニタリングする方
法であって、治療前に被検者における末梢血白血球又は末梢血の試料中の少なくとも１つ
の末梢血白血球の差次的発現遺伝子の遺伝子発現レベルを測定して第１の値を提供する工
程と、治療後に上記少なくとも１つの白血球の差次的発現遺伝子の遺伝子発現レベルを測
定して第２の値を提供する工程と、治療前後に被検者の遺伝子発現レベルの差を比較する
工程とを含む方法も含む。
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【００１０】
　本発明は、子宮内膜症の治療において用いるための候補作用物質のスクリーニング方法
であって、少なくとも１つの差次的発現遺伝子を発現し得る細胞を生体外で候補作用物質
と接触させる工程と、細胞中の少なくとも１つの差次的発現遺伝子の遺伝子発現レベルを
測定して第１の値を提供する工程と、候補作用物質の非存在下で細胞中の同一の少なくと
も１つの差次的発現遺伝子の遺伝子発現レベルを測定して第２の値を提供する工程と、そ
して第１の値を第２の値と比較する工程であって、その差を子宮内膜症の治療のために潜
在的に用いられ得ることの指標とする工程とを含む方法をさらに含む。
【００１１】
　本発明は、子宮内膜症の治療又は予防方法であって、少なくとも１つの差次的発現遺伝
子又は遺伝子発現産物の発現レベル、合成レベル又は活性の増減を誘導し得る有効量の作
用物質を被検者に投与することを含む方法をさらに含む。
【００１２】
　本発明は、少なくとも１つの差次的発現遺伝子又は遺伝子発現産物の遺伝子発現レベル
、合成レベル又は活性の増減を誘導し得る有効量の作用物質を含む子宮内膜症の治療又は
予防のための薬剤の製造方法をさらに含む。
【００１３】
　本発明は、女性被検者における子宮内膜症への疾病素因を判定又は予測するためのキッ
トであって、被検者における末梢血白血球又は末梢血の試料中の少なくとも１つの末梢血
白血球の差次的発現遺伝子の遺伝子の発現レベルを測定して第１の値を提供する手段と、
対照又は参照標準における上記少なくとも１つの白血球の差次的発現遺伝子の遺伝子発現
レベルを測定して第２の値を提供する手段と、第１の値及び第２の値の間に差が存在する
か否かを比較する手段とを含むキットをさらに含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明の研究の目的は、ＤＮＡマイクロアレイを用いて、末梢血リンパ球中の子宮内膜
症に関する分子生体マーカーを同定することである。症例－対照研究は、マルチセンター
アカデミックリサーチプログラムの一部として実行された。手術中のＯＢ－ＧＹＮ専門医
により確定された、子宮内膜症を有するか又は有しない閉経前女性が分析された。マイク
ロアレイ分析は、６例の子宮内膜症患者及び５例の対照を包含し、１５例の子宮内膜症患
者及び１５例の対照がリアルタイムＲＴ－ＰＣＲにより分析された。全ての疾患段階を示
す患者が含まれた。子宮内膜症患者及び対照からの血中リンパ球におけるｍＲＮＡの発現
レベルは、標準総ＲＮＡのレベルと比較された。遺伝子発現データは、リアルタイムＲＴ
－ＰＣＲ分析により確認された。遺伝子選択プログラムは、子宮内膜症患者からの試料中
で差次的に発現される遺伝子を特定した。遺伝子発現データを確認するために、リアルタ
イムＲＴ－ＰＣＲにより、９つの最も差次的な遺伝子が分析された。特定された９つの遺
伝子のうち２つ、例えばGenbank寄託番号ＡＹ６９２２６２のヌクレオチド及びアミノ酸
配列を有するインターロイキン２受容体γ（重度の複合型免疫不全）（ＩＬ２ＲＧ）、及
び例えばGenbank寄託番号ＢＣ０１５０９０のヌクレオチド及びアミノ酸配列を有するリ
シルオキシダーゼ様１（ＬＯＸＬ１）は、有意に差次的に発現されることが示された。こ
れは、子宮内膜症患者の末梢血リンパ球中で差次的に発現される遺伝子の最初の報告であ
り、これは、この疾患の病因に関する重要な手がかりを提供し得る。さらにそれらは、子
宮内膜症に関する非侵襲性診断試験のための標的とみなされると予見され、そしてより大
きな集団中で実証されると予期される。
【００１５】
　別記しない限り、本明細書中で用いられる技術的用語及び科学的用語は、本発明が属す
る技術分野の当業者に一般的に理解されるものと同一の意味を有する（例えばSingleton 
P及びSainsbury D著 Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 3rd ed., J. 
Wiley & Sons, Chichester, New York, 2001及びThe Glossary of Genetics, 5th Ed., R
. Rieger 他(eds.), Springer Verlag (1991)参照）。
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【００１６】
　「差次的発現」とは、本発明の状況では、対照被検者（例えば陰性診断又は検出不可能
な子宮内膜症を有する人、正常又は健常被検者）と比較して、子宮内膜症を有する被検者
の末梢血白血球中で、転写発現産物及び遺伝子発現産物（例えばタンパク質又はペプチド
、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ）が異なる量で発現される発現状態を指す。
【００１７】
　「転写物」とは、鋳型として別の核酸鎖を用いて合成された核酸の鎖を指す。
【００１８】
　本発明の「タンパク質又はポリペプチド又はペプチド」は、その任意の断片、特に免疫
学的に検出可能な断片を含むよう意図される。細胞により放出されるタンパク質はこのよ
うな断片に分解されるか又は切断されるようになり得ることを当業者は認識するであろう
。さらに、或る種のタンパク質又はポリペプチドは不活性形態で合成され、これはその後
、タンパク質分解により活性化され得る。特定タンパク質のこのような断片は、タンパク
質それ自体の代用物として検出され得る。
【００１９】
　タンパク質は、分泌され（輸送され）得るか、又は分泌されないこともある。分泌され
ないタンパク質は、細胞内（細胞の内側）に、又は細胞の表面に存在し得る。
【００２０】
　「試料」という用語は、本明細書中で用いる場合、判定、診断、予測又はモニタリング
の目的のために得られた被検者からの試料を指す。本発明の或る種の態様では、このよう
な試料は、進行中の病態の状況や子宮内膜症に及ぼす治療レジメンの影響を測定する目的
のために採取され得る。好ましい試験試料としては、血液、血清又は血漿が挙げられる。
さらにいくつかの試験試料は、例えば全血を血清成分又は血漿成分へ分離するような分画
又は精製手順をふむことで、さらに容易に分析されることを当業者は理解するであろう。
【００２１】
　「血液」という用語は、本明細書中で用いる場合、前分画、末梢血白血球、末梢血単核
球（ＰＢＭＣ）又は血液の別の亜分画を除く全血を指す。
【００２２】
　「末梢血」という用語は、全身循環における血液を指す。
【００２３】
　「遺伝子発現レベル」又は「ペプチドレベル」の差は、相対的差である。例えばそれは
、対照被検者又は参照標準と比較した場合、子宮内膜症を有する被検者から採取された試
料の遺伝子発現レベルの差であり得る。比較は、子宮内膜症の危険のある被検者と、所定
の状態を有しないことが分かっている被検者、即ち「正常」又は「対照」における遺伝子
発現レベルとの間でなされ得る。或るいは比較は、子宮内膜症に罹患していない正常個体
の集団で見出される平均レベルのような良好な結果（例えば子宮内膜症が存在しない）に
関連することが分かっている「参照標準」に対してなされ得る。本発明によれば、比較は
、遺伝子発現レベルと子宮内膜症を発症する被検者の特定又は疾病素因との間でなされ得
る。
【００２４】
　試験されている試料中の遺伝子発現レベル又は存在するタンパク質／ペプチドのレベル
は、絶対量（例えばμｇ／ｍｌ）又は相対量（例えばシグナルの相対強度）であり得る。
【００２５】
　遺伝子発現の量又はタンパク質／ペプチドのレベルが他の試料における遺伝子発現の量
又はタンパク質／ペプチドのレベルと統計学的に有意に異なる場合、２つの試料間に差が
存在する。例えば遺伝子発現の量又はタンパク質／ペプチドのレベルが他の試料中に存在
するより少なくとも約２０％、少なくとも約３０％、少なくとも約５０％、少なくとも約
８０％、少なくとも約１００％、少なくとも約２００％、少なくとも約４００％、少なく
とも約６００％、少なくとも約８００％又は少なくとも約１０００％多く存在する場合、
２つの試料間の遺伝子発現における、又はタンパク質／ペプチドのレベルにおける差が存



(8) JP 2008-537474 A 2008.9.18

10

20

30

40

50

在する。
【００２６】
　子宮内膜症への疾病素因の判定又は予測は、診断的技法と考えられ得る。診断方法は、
それらの感度及び特異性が異なる。例えば1つ又は複数の診断指標に基づいて、当業者は
しばしば診断を下す。本発明では、これらは差次的発現遺伝子の発現レベル及び／又はそ
のポリペプチドレベルである。差次的発現遺伝子又はその産物であるポリペプチドの存在
、非存在又は量は、子宮内膜症の存在、非存在又は重症度を示す。
【００２７】
　1つ又は複数の遺伝子の遺伝子発現レベル及び／又はポリペプチドレベルの多重測定は
、疾患の進行又は疾患の治療をモニタリングするために用いられ得る遺伝子発現又はポリ
ペプチドのレベルの一時的変化の測定と同様に成され得る。例えば遺伝子発現／ポリペプ
チドのレベルは、初回に、そして２回目に再び測定され得る。このような態様では、初回
から２回目までの遺伝子発現及び／又はポリペプチドレベルの増大は、子宮内膜症の診断
に役立ち得る。同様に、初回から２回目までの遺伝子発現及び／又はポリペプチドレベル
の低減は、特定の種類の子宮内膜症治療に対する被検者の応答性を示し得る。さらにまた
１つ又は複数の遺伝子の遺伝子発現の変化は、子宮内膜症の重症度及び将来の悪性事象に
関連し得る。
【００２８】
　本発明の一実施形態では、少なくとも１つの遺伝子の遺伝子発現レベル及び／又はその
ポリペプチドレベルが確定される。一実施形態では、例えばGenbank番号ＢＣ０１５０９
０のリシルオキシダーゼ様１（ＬＯＸＬ１）、；例えばGenbank番号ＡＹ６９２２６２の
インターロイキン２受容体γ（重度の複合型免疫不全）（ＩＬ２ＲＧ）、；例えばGenban
k番号ＡＦ０６４５４８の低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質５（ＬＲＰ５）、
；例えばGenbank番号Ｌ１８８６６のミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）、；例えばGen
bank番号ＢＣ０２８１４８の腫瘍壊死因子（ＴＮＦスーパーファミリー、成員２；ＴＮＦ
）、；例えばGenbank番号ＮＭ＿００６１２２のマンノシダーゼα、クラス２Ａ、成員２
（ＭＡＮ２Ａ２）、；例えばGenbank番号ＡＫ２２２９６０のプロコラーゲン－プロリン
、２－オキソグルタレート４－ジオキシゲナーゼ（プロリン４－ヒドロキシラーゼ）α・
ポリペプチド１（Ｐ４ＨＡ１）、；又は例えばGenbank番号ＡＦ３３６３７６の血小板由
来成長因子Ｄ／ＤＮＡ損傷誘導性タンパク質１（ＰＤＧＦＤ）の遺伝子発現レベル、及び
／又はそのポリペプチドレベルが測定される。別の実施形態では、ＬＯＸＬ１、ＩＬ２Ｒ
Ｇ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、Ｐ４ＨＡ１及びＰＤＧＦのうちの複数の
遺伝子発現レベルが測定される。
【００２９】
　或る種の態様では遺伝子発現の比較測定は同一遺伝子について多数の時点でなされるが
、一時点で所定の遺伝子を、そして第２の時点で第２の遺伝子を測定することも可能であ
り、これらの遺伝子の遺伝子発現の比較は診断情報を提供するか又は疾患の進行をモニタ
リングし得ることを当業者は理解するであろう。
【００３０】
　本発明の一態様では、１つ又は複数の遺伝子の遺伝子発現は異なる時点で比較測定され
得る。
【００３１】
　「子宮内膜症の存在の確率」という語句は、本明細書中で用いる場合、被検者における
状態を当業者が予測し得る方法を指す。それは、１００％の精度で子宮内膜症を予測する
能力を指さない。その代わりに、それは、子宮内膜症が存在するか又は発症する確率の増
大を指すことを当業者は理解するであろう。例えば子宮内膜症は、子宮内膜症への疾患素
因による影響を受けないか又は子宮内膜症への疾患素因を有しない被検者のような対照又
は参照標準と比較した場合に、高レベルのＩＬ２ＲＧ発現及び／又はＩＬ２ＲＧポリペプ
チドレベル増大及び／又はＬＯＸＬ１の発現レベル低減及び／又はＬＯＸＬ１ポリペプチ
ドのレベル低減を示す被験者において起こると思われる。本発明の一態様では、子宮内膜
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症の存在の確率は、見込み約５０％、見込み約６０％、見込み約７５％、見込み約９０％
及び見込み約９５％である。「約」という用語は、この状況では、±１％を指す。
【００３２】
　特定遺伝子と子宮内膜症への疾患素因とを関連付けることは統計学的分析であることを
当業者は理解するであろう。さらに、ベースラインレベルからの遺伝子発現及び／又はペ
プチドレベルの変化は患者の予後を反映しており、そして遺伝子発現の変化の程度は悪性
事象の重症度に関連づけられ得る。統計学的有意は、２以上の集団を比較し、そしてｐ値
を確定することによりしばしば確定される。好ましいｐ値は、０．１、０．０５、０．０
２５、０．０２、０．０１、０．００５、０．００１及び０．０００１である。
【００３３】
　さらなる態様では、本発明は被検者における子宮内膜症の同定のためのキットに関する
。これらのキットは、被検者の試料における遺伝子の発現レベルを測定し、及び／又はポ
リペプチドレベルを測定するための装置及び試薬、並びに試験を実施するとともに結果を
解釈するための説明書を含む。このようなキットは好ましくは、１つ又は複数のこのよう
な測定を実施するのに十分な試薬を含有する。
【００３４】
　本発明による試験の「感度」とは、陽性の評価を得る（子宮内膜症を有する）罹患個体
のパーセンテージである（「真の陽性」のパーセント）。試験により検出されない罹患個
体は、「擬陰性」である。そして検定で陰性の評価を得る罹患していない被検者は「真の
陰性」と呼ばれる。診断的検定の「特異性」は、１－擬陽性率であり、この場合、「擬陽
性率」は、陽性の評価を得る疾患を有しない者の割合と定義される。特定の診断方法は状
態の確定診断を提供し得ないが、それは、当該方法が診断を手助けする陽性指標を提供す
れば十分である。
【００３５】
遺伝子発現の測定
　本発明の遺伝子発現の検出及び分析並びにポリペプチドレベルの測定のための多数の方
法及び装置が、当業者に既知である。「遺伝子発現」という用語は、特定の遺伝子、例え
ばｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、或いは特定遺伝子産物であるのポリペプチド、ペプチド又はタン
パク質（これらに限定されない）の存在又は量を指す。本発明の好ましい態様では、ＬＯ
ＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、Ｐ４ＨＡ１及び／若し
くはＰＤＧＦの遺伝子発現、並びに／又は対応するポリペプチドのレベルが測定される。
【００３６】
　本発明の一実施形態では、遺伝子発現はＲＮＡレベルを測定することにより確定される
。遺伝子発現は、ＰＣＲベースの試験を用いて検出され得る。例えば逆転写酵素ＰＣＲ（
ＲＴ－ＰＣＲ）が、ＲＮＡの発現を検出するために用いられる。ＲＴ－ＰＣＲでは、ＲＮ
Ａは、逆転写酵素を用いてｃＤＮＡに酵素的に転化される。次にｃＤＮＡがＰＣＲ反応の
ための鋳型として用いられる。ＰＣＲ産物は、任意の適切な方法、例えばゲル電気泳動及
びＤＮＡ特異的染色による染色又は標識プローブとのハイブリダイゼーション（これらに
限定されない）により検出され得る。本発明のさらに別の態様では、競合的鋳型の標準化
混合物による定量的ＲＴ－ＰＣＲが利用され得る。
【００３７】
　本発明の別の実施形態では、遺伝子発現はハイブリダイゼーション試験を用いて検出さ
れる。ハイブリダイゼーション試験では、生体マーカーの存在又は非存在は、相補的核酸
分子、例えばオリゴヌクレオチドプローブに対してハイブリダイズする、試料中の核酸の
ハイブルダイゼーション能力に基づいて測定される。種々のハイブリダイゼーション試験
が利用可能である。本発明のいくつかの実施形態では、プローブと当該配列とのハイブリ
ダイゼーションは、例えばノーザン又はサザン試験のように結合プローブを可視化するこ
とにより直接的に検出される。これらの試験では、ＤＮＡ（サザン）又はＲＮＡ（ノーザ
ン）が検出される。ＤＮＡ又はＲＮＡは次に、ゲノム中では高頻度に切断するが検出中の
マーカーのいずれかの近くではそうではない一連の制限酵素で切断される。次にＤＮＡ又
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はＲＮＡが、例えばアガロースゲル上で分離され、そして膜に移される。例えば放射性核
種を組入れることにより標識された単数又は複数のプローブは、低緊縮条件下、中緊縮条
件下又は高緊縮条件下で膜と接触させられる。非結合プローブは除去され、そして結合し
た標識プローブを可視化することにより結合の存在が検出される。本発明において、遺伝
子発現はＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、Ｐ４ＨＡ
１及び／又はＰＤＧＦに関して測定される。
【００３８】
核酸アレイ
　核酸アレイは、核酸転写物から生成されるか又はそれと相補的な核酸配列或いはその領
域、例えば血中に存在する核酸転写物の種の任意の組合せを含む。本発明によるマイクロ
アレイは、好ましくは１０、１００、５００、１０００、５０００、１００００及び１５
０００個の核酸成員、さらに好ましくは少なくとも５０００個の核酸成員を含む。これら
の核酸成員は、本明細書中に記載される既知の又は新規の核酸配列或いはそれらの任意の
組合せである。本発明によるマイクロアレイは、疾患を有する患者と健常患者からの血液
試料中に存在する転写物ＲＮＡ種の発現プロフィールの差次的レベルを試験するために用
いられる。
【００３９】
　マイクロアレイとしては、個体中で発現される転写物を包含するアレイが挙げられる。
一実施形態では、マイクロアレイは、ヒトにおいて発現される転写物を包含する。別の実
施形態では、本発明のマイクロアレイはｃＤＮＡベースのアレイ又はオリゴヌクレオチド
ベースのアレイであり得る。
【００４０】
定量的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ
　本発明の別の態様では、本発明の転写物の１つ又は複数の種のレベルは、定量的方法、
例えばＱＲＴ－ＰＣＲ（即ちポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）と組合せて定量的逆転写（
ＲＴ）を用いて血中からのＲＮＡが測定される）を用いて測定され得る。
【００４１】
　血液からの総ＲＮＡ又はｍＲＮＡは鋳型として用いられ、そして本発明の遺伝子の転写
部分に特異的なプライマーは逆転写を開始するために用いられる。プライマー設計は、市
販のソフトウエア（例えばPrimer Designer 1.0, Scientific Software等）を利用して成
し遂げられ得る。逆転写の産物は、ＰＣＲのための鋳型としてその後用いられる。
【００４２】
　ＰＣＲは、特定標的配列を増幅するために熱安定性ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼに
より触媒される多数回のＤＮＡ複製を用いることにより、当該核酸配列を迅速に増幅する
ための方法を提供する。ＰＣＲは、増幅されるべき核酸配列、増幅されるべき配列の外側
に位置する２つの一本鎖オリゴヌクレオチドプライマー、ＤＮＡポリメラーゼ、デオキシ
リボヌクレオシド三リン酸塩、緩衝剤及び塩の存在を要する。
【００４３】
　ＰＣＲの方法は、当該技術分野で既知である。ＰＣＲは、Mullis及びFaloona著, 1987,
 Methods Enzymol.,155: 335に記載されているように実施される。
【００４４】
　ＰＣＲは、鋳型ＤＮＡ又はｃＤＮＡ（少なくともｆｇ；さらに有用には、１～１０００
ｎｇ）及び少なくとも２５ｐｍｏｌのオリゴヌクレオチドプライマーを用いて実施される
。典型的な反応混合物は以下のものを含む：１００ｎｇのＤＮＡ、２５ｐｍｏｌのオリゴ
ヌクレオチドプライマー、２．５μｌの１０×ＰＣＲ緩衝液１（Perkin-Elmer, Foster C
ity, CA）、０．４μｌの１．２５μＭ　ｄＮＴＰ、０．１５μｌ（又は２．５単位）の
Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Perkin-Elmer, Foster City, CA）、並びに総容積を２５
μｌにする脱イオン水。鉱油が任意選択で重層され、プログラム可能なサーマルサイクラ
ーを用いてＰＣＲが実施される。
【００４５】
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　ＰＣＲサイクルの各工程の長さ及び温度、並びにサイクル数は、実際には緊縮要件にし
たがって調整される。アニーリング温度及び時機は、プライマーが鋳型とアニーリングす
ると予測される効率と、耐容されるべきであるミスマッチの程度の両方により確定される
。プライマーアニーリング条件の緊縮性を最適化する能力は、十分に当業者の知識内であ
る。３０℃～７２℃のアニーリング温度が用いられる。鋳型分子の初期変性は通常、９２
℃～９９℃で４分間行われ、その後、変性（９４～９９℃で１５秒～１分）、アニーリン
グ（上記のように確定される温度；１～２分）及び伸長（７２℃で１分）の工程からなる
サイクルが２０～４０サイクル行われる。最後の伸長工程は一般に７２℃で４分間実行さ
れ、そして４℃での任意（０～２４時間）工程が続き得る。
【００４６】
　本来は定量的であるＱＲＴ－ＰＣＲは、血中のＲＮＡ転写物の1つ又は複数の種のレベ
ルの定量的測定を提供するために、逆転写及びＰＣＲの２段階手法を用いて、或いは一段
階プロトコールでＰＣＲと組合せた逆転写を用いても実施され得る。これらの技法（この
ための市販キット、例えばＴａｑｍａｎ（登録商標）（Perkin-Elmer, Foster City, CA
）がある）のうちの１つは、転写物特異的アンチセンスプローブを用いて実施される。こ
のプローブはＰＣＲ産物（例えば遺伝子由来の核酸断片）に特異的であり、そしてオリゴ
ヌクレオチドの５’末端に複合されたクエンチャー及び蛍光レポータープローブを用いて
調製される。異なる蛍光マーカーは異なるレポーターに付着されて、１つの反応において
２つの生成物の測定を可能にする。Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼが活性化されると、それ
は、５’から３’へのエキソヌクレアーゼ活性により鋳型に結合されたプローブの蛍光レ
ポーターを切断する。クエンチャーの非存在下で、レポーターはここで蛍光を発する。レ
ポーターの色変化は各特異的生成物の量に比例し、そして蛍光計により測定される。した
がって各色の量が測定され、ＰＣＲ産物が定量される。ＰＣＲ反応は、多数の個体由来の
試料が加工処理され同時に測定されるよう、９６ウエルプレート中で実施される。Ｔａｑ
ｍａｎ系はゲル電気泳動を必要としないというさらなる利点を有し、そして標準曲線とと
もに用いられる場合、定量を可能にする。
【００４７】
　電気泳動を用いずに定量的にＰＣＲ産物を検出するための有用な第２の技法は、挿入（
ｉｎｔｅｒｃａｌａｔｉｎｇ）染料、例えば市販のＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ（商標） ＳＹ
ＢＲ（登録商標） グリーン ＰＣＲ（Ｑｉａｇｅｎ, Ｖａｌｅｎｃｉａ, Ｃａｌｉｆｏｒ
ｎｉａ）を用いることである。ＲＴ－ＰＣＲは、ＰＣＲ段階中にＰＣＲ産物中に組入れら
れ、ＰＣＲ産物の量と比例する蛍光を生じる蛍光標識としてＳＹＢＲ（登録商標）グリー
ンを用いて実施される。
【００４８】
　Ｔａｑｍａｎ（登録商標）及びＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ（商標） ＳＹＢＲ（登録商標）
系の両方が、ＲＮＡの逆転写後に用いられ得る。
【００４９】
　さらに、転写物の１つ又は複数の種のレベルを定量的に測定するためのその他の系が既
知であり、例としてはMolecular Beaconsが挙げられるが、これは蛍光分子及びクエンチ
ャー分子を有するプローブを用い、そのプローブは、ヘアピン構造をとり、ヘアピン構造
では蛍光分子が消光され、そしてハイブリダイズされると、ヘアピン構造が崩壊して蛍光
が増大して、ＲＮＡ転写物の１つ又は複数の種の定量的測定が可能になる。
【００５０】
　電気泳動を用いずに定量的にＰＣＲ産物を検出するためのいくつかの他の技法も、本発
明により用いられ得る（例えばPCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, 
Innis 他., Academic Press, Inc. N.Y., (1990)参照）。
【００５１】
タンパク質発現の測定
　本発明のさらに別の実施形態では、遺伝子発現産物であるポリペプチドを測定すること
により遺伝子発現が測定される。本発明の好ましい態様では、ＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、
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ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、Ｐ４ＨＡ１及び／又はＰＤＧＦに関する遺伝
子によりコードされる１つ又は複数のポリペプチドの量を測定することにより、遺伝子発
現が測定される。本発明は、遺伝子発現を検出、測定する方法により限定されることはな
い。
【００５２】
　ＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、Ｐ４ＨＡ１及び
／又はＰＤＧＦの遺伝子によりコードされる発現産物であるタンパク質、ポリペプチド又
はペプチドは、適切な方法により検出され得る。試料中のペプチド、ポリペプチド又はタ
ンパク質に関して、イムノアッセイ装置及び方法がしばしば用いられる。これらの装置及
び方法は、当該分析物の存在又は量と相関したシグナルを生じるために、種々のサンドイ
ッチアッセイ、競合的又は非競合的アッセイのフォーマットにおいて標識分子を利用し得
る。さらに、或る種の方法及び装置、例えばバイオセンサー及び光学的イムノアッセイは
、標識分子を必要とせずに分析物の存在又は量を確定するために用いられ得る。
【００５３】
　タンパク質、ポリペプチド又はペプチドの存在又は量は一般に、特異的抗体を用いて特
異的結合を検出することで測定される。任意の適切なイムノアッセイ、例えば酵素結合イ
ムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、競合的結合
検定等が利用され得る。抗体とタンパク質又はポリペプチドとの特異的免疫学的結合は、
直接又は間接的に検出され得る。直接的標識としては、抗体に付着される蛍光又は発光タ
グ、金属、染料、放射性核種等が挙げられる。間接的標識としては、当該技術分野で周知
の種々の酵素、例えばアルカリ性ホスファターゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ等が挙げ
られる。
【００５４】
　タンパク質又はポリペプチドに特異的な固定化抗体の使用も、本発明において意図され
る。抗体は、種々の固体支持体、例えば磁性又はクロマトグラフィーマトリックス粒子、
検定プレート（例えばマイクロタイターウエル）の表面、固体基体材料片（例えばプラス
チック、ナイロン、紙他の上に固定され得る。試験ストリップは、固体支持体上にアレイ
中の単数又は複数の抗体を配列させて被覆することにより調製され得る。このストリップ
は次に試験試料中に浸漬され、そして次に洗浄及び検出工程を通して迅速に加工処理され
て、測定可能なシグナル、例えば着色スポットを生じ得る。
【００５５】
　本発明の複数の遺伝子及び／又はポリペプチドの分析は、一試験試料を用いて別個に又
は同時に実行され得る。さらに、同一個体からの多数の試料を試験する（例えば連続時点
で）ことの有用性を、当業者は認識するであろう。連続試料のこのような試験は、遺伝子
発現及び／又はポリペプチドレベルにおける変化量の測定を可能にする。遺伝子発現レベ
ルの増減、並びに一定の遺伝子発現及び／又はポリペプチドレベルの維持は、疾患状態に
ついての有用な情報を提供し、例としては発病からのおよその時間を特定すること、回収
可能な試料の存在及び量、薬剤療法の適切性、症候の好転により示されるような種々の療
法の有効性、種々の型の子宮内膜症の鑑別、事象の重症度の同定、疾患重症度の同定、並
びに患者の予後、例えば将来的な発症リスクの同定が挙げられるが、これらに限定されな
い。
【００５６】
　上記で参照された遺伝子を含むパネルは、子宮内膜症の診断又は予後、並びに子宮内膜
症を有する被検者の管理に関連づけられる関連情報を提供するために構築され得る。この
ようなパネルは、好ましくはＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡ
Ｎ２Ａ２、Ｐ４ＨＡ１及び／又はＰＤＧＦの配列を用いて構築され得る。単一遺伝子、又
は遺伝子の大型パネルを含む遺伝子のサブセットの分析は、単独で、或いは単一ポリペプ
チド又はポリペプチドのサブセットの分析と組合せて、当業者により実行されて、感度又
は特異性を最適化し得る。
【００５７】



(13) JP 2008-537474 A 2008.9.18

10

20

30

40

50

　遺伝子発現の分析及び／又はポリペプチドレベルの確定は、同様に種々の身体的フォー
マットで実行され得る。例えばマイクロタイタープレート及び自動制御機械の使用は、高
処理量方式で多数の試験試料の処理を容易にするために用いられ得る。
【００５８】
　本発明の別の態様では、遺伝子産物、例えばｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、ｃＲＮＡ、ポリペプ
チド及びその断片に配列において対応するプローブが既知の位置で特異的にハイブリダイ
ズされるか又は結合され得るアレイが提供される。本発明の一実施形態では、アレイは、
ＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、及び／又はＰＤＧ
Ｆに関する遺伝子によりコードされる生成物について別個の結合部位を各位置が表わすマ
トリックスである。本発明の別の態様では、「結合部位」（本明細書中では以後「部位」
）とは、特定のコグネイトｃＤＮＡが特異的にハイブリダイズし得る核酸又は核酸類似体
である。結合部位の核酸又は類似体は、例えば合成オリゴマー、全長ｃＤＮＡ、全長未満
ｃＤＮＡ又は遺伝子断片であり得る。
【００５９】
　別の態様では、本発明は、遺伝子発現及び／又はポリペプチドレベルの分析のためのキ
ットを提供する。このようなキットは、好ましくは、少なくとも１つの試験試料の分析の
ための装置及び試薬、並びに試験を実施するための使用説明書を含む。任意選択で、キッ
トは、遺伝子発現及び／又はポリペプチドの量を被検者における子宮内膜症の診断又は予
後に変換するための１つ又は複数の手段を含有し得る。被検者の遺伝子発現パターンと対
照又は参照標準との比較は、被検者が子宮内膜症を有するか否かを示す。
【００６０】
　本発明の一実施形態では、キットは、ＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、Ｔ
ＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２、Ｐ４ＨＡ１及び／又はＰＤＧＦのうちの少なくとも１つに特異的な
抗体を含有する。その他の実施形態では、キットは、例えばオリゴヌクレオチドプローブ
又はプライマーのように核酸を特異的に検出するための試薬を含有する。いくつかの実施
形態では、キットは、検出試験を実施するために必要なすべての構成成分、例えば試験を
実施するための、そして結果の分析のためのすべての対照及び使用説明書を含有する。本
発明の一実施形態では、キットは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断検定及び／又は薬学的又は食料
製品のラベリングのための米国食品医薬品局（ＦＤＡ）又は外国の同等機関により求めら
れるような使用目的の記述を含めた仕様説明書を含有する。
【００６１】
　本発明の別の態様では、子宮内膜症の治療に用いるための作用物質のスクリーニング方
法が提供される。特に、ＩＬ２ＲＧの遺伝子発現レベル、合成レベル又は活性の低減を誘
導し、及び／又はＬＯＸＬ１の遺伝子発現レベル、合成レベル又は活性の増大を誘導し得
る作用物質が意図される。
【００６２】
　例えば一実施形態では、先ず、試験作用物質を用いて子宮内膜症を有することが分かっ
ている試験被検者を治療し、そして次に、子宮内膜症に応答して発現が変わる遺伝子又は
配列の発現レベルに関して、及び／又はポリペプチドのレベルに関して、被検者の代表的
試料を分析する。次に、試料の分析を、子宮内膜症を有することが分かっているが、しか
し試験化合物を投与されない対照と比較して、それにより遺伝子発現を修飾し得る試験化
合物を同定する。
【００６３】
　本発明の別の実施形態では、ＬＯＸＬ１、ＩＬ２ＲＧ、ＬＲＰ５、ＭＰＢ、ＴＮＦ、Ｍ
ＡＮ２Ａ２、Ｐ４ＨＡ１及び／又はＰＤＧＦの配列に基づいて治療を構築する。例えばＩ
Ｌ２ＲＧの発現を低減し、そしてＬＯＸＬ１のレベル増大を誘導しようと試みる。
【００６４】
　上記遺伝子の発現を増大するか又は低減する方法は、当業者に既知である。発現の増大
させるための例としては遺伝子の付加的コピーを被検者に供給することが挙げられる。発
現を低減するための一例としては、ＲＮＡアンチセンス技術又は薬学的介入が挙げられる
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。
【００６５】
　ＤＮＡマイクロアレイを用いた血液リンパ球中の子宮内膜症に関する分子マーカーの同
定
マイクロアレイデータ分析
　実施例１に記載されたように、データを分析した。過剰発現とみなされる発現比は、Ｄ
ＮＡマイクロアレイデータ分析で一般的に用いられるように、≧２に設定された。患者及
び対照からの末梢血リンパ球の総ＲＮＡを用いて、総計１５０９７のｃＤＮＡクローン（
１４１８５の既知の遺伝子及び９１２の発現配列タグ部位）を分析した。ｔ－統計（重量
、表１参照）により、２つの群を分離する各遺伝子の識別能力を査定した。上向き－及び
下向き調節されたほとんどの識別遺伝子を列挙した。患者対対照において過剰発現される
ことが判明した遺伝子から、４より大きい重量並びに２．０より大きい平均比差を有した
９つを、さらなる分析のために選択した（図１）。これらを以下に示す：シグナル認識粒
子受容体Ｂサブユニット（ＳＲＰＲＢ）；プロコラーゲン－プロリン、２－オキソグルタ
レート４－ジオキシゲナーゼ（プロリン４－ヒドロキシラーゼ）αポリペプチド１（Ｐ４
ＨＡ１）；リシルオキシダーゼ様１（ＬＯＸＬ１）；インターロイキン２受容体γ（重度
の複合型免疫不全）（ＩＬ２ＲＧ）；低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質５（Ｌ
ＲＰ５）；ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）；腫瘍壊死因子（ＴＮＦスーパーファミ
リー、成員２；ＴＮＦ）；マンノシダーゼα、クラス２Ａ、成員２（ＭＡＮ２Ａ２）；及
び血小板由来成長因子Ｄ／ＤＮＡ損傷誘導性タンパク質１（ＰＤＧＦＤ）（表１）。９つ
の遺伝子すべての発現は、対照と比較して、患者の末梢血リンパ球では≧２倍増であった
。
【００６６】
【表１】

【００６７】
リアルタイムＲＴ－ＰＣＲを用いたマイクロアレイデータの検証
　相対的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲを用いて、さらなる患者（Ｎ＝１５）及び対照（Ｎ＝
１５）からの血液リンパ球中で、９つの顕著な差次的遺伝子の発現をさらに評価した。結
果を、表１に要約する。同定された９つの遺伝子のうちの２つについて、リアルタイムＲ
Ｔ－ＰＣＲにより差次的に発現されることを確認した。患者対対照において、ＩＬ２ＲＧ
を上向き調節し（６．４９倍；ｐ＝０．００３７）、ＬＯＸＬＩを下向き調節した（０．
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０６倍；ｐ＝０．０００２）（図２）。ＬＲＰ５、ＭＢＰ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２及びＰ
ＤＧＦＤをＲＴ－ＰＣＲにより示されるように２倍以上に上向き調節したが、症例及び対
照間の遺伝子発現レベルの差は統計学的有意に達しなかった。
【００６８】
考察
　過去において、生体マーカーを見出すことに向けられる研究の数は、大いに増大してき
ている（Colburn, W.A. 2003 J Clin Pharmacol 43: 329-341；Frank, R.及びHargreaves
, R. 2003 Nat Rev Drug Discov 2: 566-580）。Biomarkers Definitions Working Group
によれば、生体マーカーは、「正常生物学的プロセス、病原性プロセス又は治療的介入に
対する薬理学的応答の指標として客観的に測定され、評価される特質」である（Biomarke
rs Definitions Working Group 2001 Clin Pharmacol Ther 69: 89-95）。しかしながら
、潜在的な診断的生体マーカーの数は、薬剤開発のために潜在的標的として考慮された数
よりもはるかに少ない（Levenson, V.V. 2004 Pharmacogenomics 5: 459-461）。遺伝子
発現の全体的分析は、新規の診断又は予後生体マーカーの発見を加速し得るが、これは、
より広範な集団で実証される必要がある。
【００６９】
　それゆえ、大変利用しやすい組織である末梢血リンパ球中での遺伝子発現のパターンの
特性化が、子宮内膜症に関する診断又は予後生体マーカーとして役立ち得る遺伝子の同定
を促進し得るという前提で、この研究に着手した。血液リンパ球の転写物プロフィールの
マイクロアレイ分析は、子宮内膜症移植片、子宮内膜腫又は腹水を試験することとは対照
的に、この疾患に関する非侵襲性マーカーを見出す目的に良好に役立ち得ると仮説を立て
た。子宮内膜症を有する女性対有しない女性の血清及び腹水の両方における種々の炎症分
子／増殖因子のレベルの有意差を示す近年の研究についてこの仮説を基礎にした（Bedaiw
y, M.A. 他. 2002 Hum Reprod 17: 426-431；Navarro, J. 2003 Obstet Gynecol Clin No
rth Am 30: 181-192；Iwabe, T. 他. 2002 Gynecol Obstet Invest 53 Suppl 1: 19-25）
。さらにまた、子宮内膜症患者と非罹患個体との間の遺伝子差に関する十分な証拠が存在
し、そしてこのような差は血液リンパ球において明白である（Taylor, R.N. 他. 2002 Fe
rtil Steril 78: 694-698；Nakago, S. 他. 2001 Mol Hum Reprod 7: 1079-1083）。最後
に、免疫系は子宮内膜症において重要な役割を果たし、したがって全身免疫応答の分析は
局所（即ち腹腔）免疫応答を反映し得る、ということが広く理解されている（Gagne, D. 
他. 2003 Fertil Steril 80: 43-53；Gagne, D. 他. 2003 Fertil Steril 80:876-885）
。
【００７０】
　今までのところ、子宮内膜症に関する２～３の潜在的マーカー（主にサイトカイン、増
殖因子、接着分子及びホルモン）のみが、血清又は血液リンパ球中で検出された。Bedaiw
y及び共同研究者他（2002）は、血清ＩＬ－６及び腹水ＴＮＦ－αを用いて、高度の感度
及び特異性で、子宮内膜症を有する患者と有しない者とを識別し得る、ということを示し
た（Bedaiwy, M.A. 他. 2002 Hum Reprod 17: 426-431；Bedaiwy, M.A.及びFalcone, T. 
2004 Clin Chim Acta 340: 41-56）。しかしながら、腹水ＴＮＦ－αの測定は依然として
侵襲的手法を要し、したがって子宮内膜症に関する簡易試験の基礎を成し得ない。Barrie
r and Sharpe-Timms (2002)は、進行した段階の子宮内膜症を有する女性はより高い血清
レベルのＶＣＡＭ－１及びより低い血清レベルのＩＣＡＭ－１を有すると報告した（Barr
ier, B.F.及びSharpe-Timms, K.L. 2002 J Soc Gynecol Investig 9: 98-101）。彼等は
、異常レベルの可溶性接着分子は子宮内膜症の病因を説明する助けになるだけでなく、疾
患を段階づけるための生化学的マーカーとしても用いられ得ると結論づけた。Pizzo及び
共同研究者他（2002）は、子宮内膜症患者がＴＮＦ－α、ＩＬ－８及びＭＣＰ－１（これ
らはすべて、疾患重症度に伴って低減するが、他方、血清ＴＧＦ－βレベルは重症度に伴
って増大する）のより高い血清レベルを有するということを示した（Pizzo, A. 他. 2002
 Gynecol Obstet Invest 54: 82-87）。さらに、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）の可
溶性レベルも対照と比較して患者において有意に増大されたが、しかしこの観察は別の試
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験により反復され得なかった（Matalliotakis, I.M. 他. 2004 Int Immunopharmacol 4: 
159-160；Gagne, D. 他. 2003 Hum Reprod 18: 1674-1680）。子宮内膜症患者の血清中で
有意に増大される他のタンパク質は、黄体形成ホルモン（ＬＨ）、Ｆａｓリガンド、可溶
性腫瘍壊死因子受容体及びＩＣＡＭ－１であるが、しかし後者の２つは、月経周期の特定
相にある患者のみで有意に高かった（Illera, J.C. 他. 2001 Reproduction 121: 761-76
9；Garcia-Velasco, J.A. 他. 2002 Fertil Steril 78: 855-859；Koga, K. 他. 2000 Mo
l Hum Reprod 6: 929-933；Steff, A.M. 他. 2004 Hum Reprod 19: 172-178）。総合する
と、上記の研究はすべて、全疾患段階の患者を診断するのに有用であり、且つその発現が
試験時点での患者の月経周期相によらない子宮内膜症の非侵襲性マーカーを同定すること
ができなかった。
【００７１】
　今日まで、遺伝子発現の子宮内膜症特異的パターンを同定するためのＤＮＡマイクロア
レイ技術の使用に関しては５つの報告しかない（Hughes, T.R.及びShoemaker, D.D. 2001
 Curr Opin Chem Biol 5: 21-25；Albertson, D.G.及びPinkel, D. 2003 Hum Mol Genet 
12: R145-52；Eyster, K.M. 他. 2002 Fertil Steril 77: 38-42；Arimoto, T. 他. 2003
 Int J Oncol 22: 551-560；Lebovic, D.I. 他. 2002 Fertil Steril 78: 849-854；Kao,
 L.C. 他. 2003 Endocrinology 144: 2870-2881；Matsuzaki, S. 他. 2004 Mol Hum Repr
od 10: 719-728；Giudice, L.C. 他. 2002 Ann NY Acad Sci 955: 252-264；Discussion 
293-295, 396-406）。しかしながらこれらの研究のうち、この衰弱性疾患に関する特異的
血清ベース又は血液ベースの診断試験はない、という事実を詳細に取り扱ったものはない
。したがって、子宮内膜症の病態生理学に関与する分子メカニズムを詳細に分析するのを
確実に手助けする重要なデータが収集されているが、しかしこれらの研究は、血液又は血
清を試験することにより診断及び治療モニタリングを促し得る共通の特定マーカーを同定
することができなかった。さらに、これらの研究は、別個の遺伝子発現プロフィールによ
り実際に特性化され得る異なる疾患亜型（即ち、不妊症対深部子宮内膜症対卵巣子宮内膜
症）に注目したため、報告されたデータは一致せず、広範に適用され得ない。
【００７２】
　血中の子宮内膜症に関する分子生体マーカーを同定するために、６例の患者及び５例の
対照から単離された血液リンパ球中での～１５，０００遺伝子／ＥＳＴの遺伝子発現を比
較した。上向き－及び下向き調節遺伝子を列挙し、そして２つの試験群を分離するための
各遺伝子の識別能力を、実施例１に記載されるようなｔ－統計学により査定した。過剰発
現遺伝子の間で、４．０より大きい重量並びに２より大きい群別平均比変化を有する９例
をさらに分析した。これらを以下の群に分類した。ｉ）免疫応答に関与するタンパク質：
子宮内膜症患者の腹水中に増大レベルで存在することが以前に示された前炎症性サイトカ
インであるＴＮＦ（Eisermann, J. 他. 1988 Fertil Steril 50: 573-579）、及び機能性
ＩＬ－２、ＩＬ－４及びＩＬ－７受容体の重要な構成成分である、共通γ鎖としても既知
のＩＬ－２Ｒγ鎖（ＩＬ２ＲＧ）（Nakajima, H. 他. 1997 Exp Med 185: 189-195）；ｉ
ｉ）コラーゲン代謝に関与する酵素：プロリル－４ヒドロキシラーゼ（Ｐ４ＨＡ１）はコ
ラーゲン中の４－ヒドロキシプロリンの形成を触媒し（Annunen, P. 他. 1997 J Biol Ch
em 272: 17342-17348）、そしてリシルオキシダーゼ様１（ＬＯＸＬ１）は細胞外マトリ
ックス中の不溶性コラーゲンの形成を媒介する（Molnar, J. 他. 2003 Biochim Biophys 
Acta 1647: 220-224）；ｉｉｉ）細胞増殖／腫瘍形成の促進に関与する遺伝子：α－マン
ノシダーゼ（ＭＡＮ２Ａ２）、Ｎ結合型グリカンをプロセシングし、その発現レベルがｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏで悪性挙動と相関されたグリコシルヒドロラーゼ（Misago, M. 他. 1995 
Proc. Natl Acad Sci USA 92: 11766-11770；Yue, W. 他. 2004 Int J Cancer 108: 189-
195）；癌遺伝子Ｗｎｔの補助受容体として機能し、細胞増殖及び乳癌細胞の侵襲性を積
極的に調節することが示されている低密度リポタンパク質受容体５（ＬＲＰ５）（Li, Y.
 他. 1998 Invasion Metastasis 18: 240-251）；アポトーシス及び悪性細胞において上
向き調節されるシグナル認識粒子Ｂサブユニット（ＳＲＰＲＢ）（Yan, W. 他. 2003 Wor
ld J Gastroenterol 9: 1719-1724）；並びに間葉に由来する細胞中でのその細胞分裂促
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進作用により特性化される血小板由来増殖因子Ｄ／ＤＮＡ損傷誘導性タンパク質１（ＰＤ
ＧＦＤ）（Hamada, T. 他. 2000 FEBS Lett 475: 97-102）；そしてｉｖ）中枢神経系中
及び造血細胞中で発現され、その発現がＴＮＦにより増大されることが示されている、ミ
エリン鞘の主要タンパク質であるミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）（Marty, M.C. 他
. 2002 Proc Natl Acad Sci USA 99: 8856-8861；Huang, C.J. 他. 2002 Int J Dev Neur
osci 20: 289-296）。患者及び対照からの付加的試料がリアルタイムＲＴ－ＰＣＲを用い
て分析される場合、ＩＬ２ＲＧ及びＬＯＸＬ　１の相対的なｍＲＮＡ発現の差は有意であ
ることが示された。
【００７３】
　ＩＬ－２ＲＧ又は共通γ鎖は、すべての既知のＴ細胞増殖因子受容体（例えばＩＬ－２
、ＩＬ－４、ＩＬ－７、ＩＬ－９、ＩＬ－１５及びＩＬ－２１）の一部である（Habib, T
. 他. 2003 J Allergy Clin Immunol 112: 1033-1045）。このように、この受容体鎖は、
Ｔｈ１免疫応答の発生を媒介するシグナルの生成に決定的に関与する。子宮内膜症患者は
活性化免疫細胞及び可溶性サイトカイン、例えばＩＬ－２及びＩＬ－４のレベル増大を示
すということは周知である（Iwabe, T. 他. 2002 Gynecol Obstet Invest 53 Suppl 1: 1
9-25；Szyllo, K. 他. 2003 Mediators Inflamm 12: 131-138；Wu, M.Y. and Ho, H.N. 2
003 Am J Reprod Immunol 49: 285-296）。さらに、ＩＩ～ＩＶ期の子宮内膜症を有する
ヒヒは、末梢血中のＩＬ－２Ｒ+細胞のレベル増大を有することが示されている（D'Hooge
, T.M. 他. 1996 Human Reprod 11: 1736-1740）。この遺伝子の発現は、子宮内膜症患者
において増大されることが観察される。他方で、ＬＯＸＬ１は腫瘍抑制遺伝子として関連
づけられるが、しかしこの役割は十分に解明されているわけではない（Contente, S. 他.
 1990 Science 249: 796-798；Hamalainen, E.R. 他. 1995 J Biol Chem 270: 21590-215
93）。ＬＯＸＬ１は、ＴＧＦ－βシグナル伝達経路に関与し、頭部及び頚部扁平上皮癌細
胞及び前立腺癌において下向き調節されることが示されている（Dairkee, S.H. 他. 2004
 BMC Genomics 5: 47；Rost, T. 他. 2003 Anticancer Res 23: 1565-1573；Ren, C. 他.
 1998 Cancer Res 58: 1285-1290）。ＬＯＸＬ１に関するリアルタイムＲＴ－ＰＣＲ及び
マイクロアレイデータ間の不一致を説明できないが、しかし、この推定腫瘍抑制遺伝子が
ＲＴ－ＰＣＲを用いて研究されたすべての子宮内膜症患者において劇的に下向き調節され
るという事実は興味をそそるものであり、そしてさらなる調査に値する。マイクロアレイ
及びリアルタイムＰＣＲ間の不一致は両方向で生じ、そして発現レベルは以前に報告され
ている（Orr, W.E. 他. 2003 Mol Vis 9: 482-496；Jenson, S.D. 他. 2003 Mol Pathol 
56: 307-312；Ginestier, C. 他. 2002 Am J Pathol 161: 1223-1233；Mutch, D.M. 他. 
Nov 2001 Genome Biol 2: PREPRINT0009 (electronic publication)；Goodsaid, F.M. 他
. 2004 Environ Health Perspect 112: 456-460）。ＲＴ－ＰＣＲは遺伝子発現レベル確
定における標準であり（Goodsaid, F.M. 他. 2004 Environ Health Perspect 112: 456-4
60）、そしてＬＯＸＬ１がＲＴ－ＰＣＲにより分析される患者のすべてにおいて劇的に低
減されたという事実に鑑みて、重要な標準であると考えられるため、後者の結果はおそら
くは患者において進行中のものをより良好に反映する。
【００７４】
　付加的試料のＲＴ－ＰＣＲ分析はＬＲＰ５、ＭＢＰ、ＴＮＦ、ＭＡＮ２Ａ２及びＰＤＧ
ＦＤに関するマイクロアレイデータを確認し得たが、しかし患者及び対照間の相対的ｍＲ
ＮＡ発現における差は統計的有意に達しなかった。これは、個体差と、分析された試料サ
イズが小さいためとであり得る。ＭＡＮ２Ａ２の発現は対照においてよりも患者において
１２．９３倍高かったが、しかし大きな標準誤差（７．４）は、この差が統計的有意に達
しないという事実を説明し得る。留意すべきは、ＴＮＦは子宮内膜症の病態生理学に強く
関連づけられている。しかしながらその発現は、月経周期相により変わることが示されて
おり（Hunt, J.S. 他. 1997 J Reprod Immunol 35: 87-99）、重症患者に比べて軽症患者
において、より高レベルであることが実証されており（Pizzo, A. 他. 2002 Gynecol Obs
tet Invest 54: 82-87）、これは、この特定の遺伝子に関する有意性の欠如を説明し得る
。本発明の試験も、ＤＮＡマイクロアレイ分析により示されたように、ＰＤＧＦＤの発現
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が患者の試料中で上向き調節されるということを示した。この観察は、Matsuzaki 他. (2
004)により報告されたデータと一緒に、この疾患における血小板由来増殖因子系に関する
重要な役割を支持する。彼等は、深部子宮内膜症病変におけるＰＤＧＦ受容体の発現増大
を報告したが、一方、本発明は、そのリガンドが子宮内膜症患者の血液リンパ球中で上向
き調節されることを実証する。ＰＤＧＦＤは、細胞増殖及び形質転換を刺激し、そして血
管新生において一役を果たすことが示されている（Ustach, C.V. 他. 2004 Cancer Res 6
4: 1722-1729；Li, H. 他. 2003 Oncogene 22: 1501-1510）。したがって、ＰＤＧＦ系の
活性化が異所性部位での子宮内膜細胞の増殖を促進する手助けをし得ると推測されている
。
【００７５】
　これは、子宮内膜症患者の末梢血リンパ球中で差次的に発現される遺伝子についての最
初の報告であり、これが、この疾患の病因に関する重要な手がかりを提供し得る。本発明
の分析は、疾患のマーカーとしてのそれらの使用をより明確にするために、疾患、構造変
化又は発現プロフィールに伴うその分離がさらに研究されるものとして意図される遺伝子
の同定をもたらした。別の実施形態では、遺伝子の組合せの遺伝子発現レベルの分析は、
子宮内膜症に関する最小度侵襲性検出方法の特異性及び感度を増大すると提唱する。さら
にまた、マイクロアレイ分析及びＲＴ－ＰＣＲにより大型集団で実行される検証試験は、
候補遺伝子の血清タンパク質レベルの測定により、そして子宮内膜症試料の高密度組織マ
イクロアレイ分析により完全なものになると予見される。
【００７６】
　本発明の研究で分析された患者は、疾患重症度（例えば重度；中等度；軽度；最小度）
又は症候（例えば不妊対月経困難対その両方）に従って、種々の異なる臨床的部類に分類
され得る；この分析はさらに、異なる遺伝的クラスを反映し得る。さらにまた、リンパ球
遺伝子発現パターンに影響を及ぼし得る因子、例えば月経周期相、同時感染並びに現在の
投薬を考慮することは重要である（Willis, C. 他. 2003 Hum Reprod 18: 1173-1178；Do
siou, C. 他. 2004 J Clin Endocrinol Metab 89: 2501-2504）。各部類中の患者が少数
であるため、これらのクラス間の差を比較することはできなかった。したがって、本発明
のデータに基づいて、子宮内膜症患者を対照と比較する発現分析は、試験される患者部類
すべてに共通する遺伝子発現の差を検出し得るだけであった。本明細書中では、これらの
知見、即ち疾患の亜型、同時投薬又は患者の月経周期相段階にかかわらず、ＩＬ－２ＲＧ
及びＬＯＸＬＩに関する遺伝子発現の差が有意であったという知見の有用性を提示する。
われわれの実験室で進行中の予測試験は、当該遺伝子の発現パターン、即ち遺伝子発現レ
ベルの差が月経周期相によって変化するか否か、そしてこのような差が臨床的提示又は疾
患特質（例えば重症対軽症疾患；月経困難対不妊）に関連づけられ得るか否かを解明する
ために特定的に計画されている。
【００７７】
　要するに、この研究は、非侵襲性特異的診断試験の開発のための基礎として役立つと予
見される子宮内膜症における新規の標的遺伝子座を、並びにこの慢性衰弱性疾患のための
新規の療法を示した。
【実施例１】
【００７８】
試験集団
　プエルトリコ全体で実行する共同ＯＢ－ＧＹＮからの直接的照会により、試験被検者（
患者及び対照）を動員した。試験中の患者集団は、手術中にＯＢ－ＧＹＮ専門医により子
宮内膜症と診断された閉経前女性で構成され、疾患のすべての期：重症（１１）、中等度
（６）、軽症（３）、最小度（１）の患者を包含する。マイクロアレイ（Ｎ＝６；年齢範
囲３２～３９　ｙ／ｏ；平均＝３５．５　ｙ／ｏ）及びリアルタイムＲＴ－ＰＣＲ検証実
験（Ｎ＝１５；年齢範囲２６～３９　ｙ／ｏ；平均＝３１．２　ｙ／ｏ）のために用いら
れる患者試料を、我々の核酸バンクから無作為に選択した。２１名の患者のうち１３名（
６２％）は、試料を採取する場合、いかなる薬剤も摂取しなかった。投薬中の患者は、Ｇ
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ｎＲＨアゴニスト（６）、経口避妊薬（１）及びダノクリン（１）で治療される者であっ
た。対照（マイクロアレイに関してはＮ＝４；ＲＴ－ＰＣＲに関してはＮ＝１５）は、非
関連性婦人科学的状態（例えば子宮類繊維腫、ＤＵＢ、不妊化）に関する腹腔鏡検査又は
開腹術を受けた、そして外科手術により確証されるような子宮内膜症を有しない女性であ
った。男性有志から得られた試料は、マイクロアレイ実験における対照として含まれた。
対照試料は完全に匿名性であり、したがって人口学的情報に結びつけられなかった。マイ
クロアレイ及びＲＴ－ＰＣＲ実験のために用いられる患者及び対照からの試料は、重複し
なかった。任意の実験の前に、Ponce School of Medicine及びNHGRI-NIHの両方のＩＲＢ
委員会により、この研究プロトコールは評価され、認可された。全参加者が、当該試験に
登録する前に、インフォームドコンセント書式を読み署名した。
【００７９】
血液試料
　インフォームドコンセント書類を得た後、標準滅菌手法を用いて、研究看護士による静
脈穿刺により血液試料を収集した。先ず、実験室で、Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ（Sigma, St.
 Louis, MO）中で２０００ｒｐｍで４０分間の遠心分離により、全血からリンパ球を単離
した。Ｔｒｉｚｏｌ　ＬＳを用いて、メーカーの仕様書（Invitrogen, Carlsbad, CA）に
従って、総ＲＮＡをリンパ球から単離した。ｃＤＮＡマイクロアレイによる発現分析：遺
伝子選択プログラムを用いて、罹患女性の６例の血液試料及び５例の対照を分析した（下
記参照）。用いたアレイは、前に記載されたようなガラススライド上で調製され、プリン
トされた１５０９７のｃＤＮＡクローンを有した（DeRisi, J. 他. 1996 Nat Genet 14: 
457-460；Shalon, D. 他. 1996 Genome Res 6: 639-645；Mousses, S. 他. in Gene expr
ession analysis by cDNA microarrays, in Functional Genomics, F.J. Livesey及びS.P
. Hunt (Eds.), 2000, Oxford University Press, Oxford, pp. 113-137）。これらのク
ローンのうち、９１２が発現配列タグであり、残りの１４，１８５クローンは既知の遺伝
子であった。ハイブリダイゼーション及びハイブリダイゼーション後洗浄を、前に記載さ
れたように実行した（Mousses, S. 他. in Gene expression analysis by cDNA microarr
ays, in Functional Genomics, F.J. Livesey及びS.P. Hunt (Eds.), 2000, Oxford Univ
ersity Press, Oxford, pp. 113-137；Monni, O. 他. 2001 Proc. Natl Acad Sci USA 98
: 5711-5716；Pollack, J.R. 他. 2002 Proc Natl Acad Sci USA 99: 12963-12968）。要
するに、被検者の血液リンパ球からの約１５～２０μｇの総ＲＮＡ並びに同量の標準参照
（Universal Human Reference RNA, Stratagene, La Jolla, CA）を、ＳｕｐｅｒＳｃｒ
ｉｐｔ逆転写酵素（Invitrogen, Carlsbad、 CA）を用いて逆転写により、そしてそれぞ
れＣｙ３－ｄＵＴＰ又はＣｙ５－ｄＵＴＰ（Amersham -Pharmacia, Piscataway, NJ）で
標識した。標識プローブをアルカリ性加水分解に付し、精製し、Ｍｉｃｒｏｃｏｎ　３０
（Millipore, Billerica, CA）を用いて濃縮した。密閉保湿チャンバー中で６５℃の水溶
液中で、ハイブリダイゼーションを一晩（１６～２４時間）実施した。
【００８０】
ｃＤＮＡマイクロアレイデータの統計学的分析
　２つの群（子宮内膜症の群とそうではない群）間で有意の差次的発現を示す遺伝子を同
定するために、前に記載されたように遺伝子選択プログラム（arrayanalysis. nih. gov
）を用いた（Bittner, M. 他. 2000 Nature 406: 536-540；Hedenfalk, I. 他. 2001 N E
ngl J Med 344: 539-548）。遺伝子発現データを先ず測定品質評価でフィルタリングし、
そしてｔ－統計を識別重量値として算定した。意味のない生物学的情報及び余剰なデータ
点を除去後、最も差次的な遺伝子（即ち、４．０より大きい重量並びに２．０より大きい
群別平均比変化（２群間の平均比差）を満たす遺伝子）を列挙した。遺伝子発現比を先ず
対数変換して、次に、全実験を通しての平均発現レベルからのそれらの標準偏差（σ）に
より色コード化し、発現上昇は赤色（暗灰色）に、そして発現低下は緑色（明緑色）に着
色された（図１）。
【００８１】
リアルタイムＲＴ－ＰＣＲによる遺伝子発現データの検証



(20) JP 2008-537474 A 2008.9.18

10

20

30

40

50

　ＤＮＡマイクロアレイで得られた遺伝子発現データを検証するために、付加的患者（Ｎ
＝１５）及び女性対照（Ｎ＝１５）の末梢血リンパ球からの総ＲＮＡを用いて、相対的な
リアルタイムＲＴ－ＰＣＲを実行した。全実験を、三重反復実験で実行した。即ち、Ｔｒ
ｉｚｏｌ　ＬＳ試薬（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いて、総ＲＮＡを末梢血リンパ球
から単離した。夾雑ＤＮＡを除去するために、試料をＤＮＡＳｅＩ（DNA-free, Ambion, 
Austin, TX）で処理した。メーカーのプロトコールに従って、ｉＳｃｒｉｐｔ　ｃＤＮＡ
合成キット（Bio-Rad, Hercules, CA）を用いて、ＰＴＣ－２００サーマルサイクラー（M
J Research, Waltham, MA）で逆転写を実施した。ｃＤＮＡ合成後、メーカーの推奨（Bio
-Rad, Hercules, CA）に従って、ｉＱ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｓｕｐｅｒ　Ｍｉｘキッ
トを用いて、特異的オリゴープライマー対で、ＰＣＲ反応を実施した。ＰＣＲ増幅プロフ
ィールを以下に示す：９４℃で４分間、その後、９４℃／３０秒での変性、遺伝子特異的
アニーリング温度／３０秒及び７２℃／４０秒での伸長を５０サイクル。融解曲線を各実
行後に作成して、プライマーの特異性を立証した。ｉＣｙｃｌｅｒ　ｉＱ　Ｏｐｔｉｃａ
ｌ　Ｓｙｓｔｅｍソフトウエア、バージョン３．０ａ（Bio-Rad, Hercules, CA）を用い
て、ＰＣＲ増幅のリアルタイム分析を実行した。特異的オリゴ－プライマー対を公共デー
タベースから得て、ニュージャージーメディカルスクールのMolecular Resource Facilit
yで合成した。ハウスキーピング遺伝子ＧＡＰＤＨに対する標準化後の各試料に関して、
相対的発現レベルを算定した（Livak, K.J. 2001 Methods 25: 402-408）。独立両側ｔ検
定を用いて統計学的分析を実施して、患者及び対照における相対的ｍＲＮＡ発現レベルを
比較した（GraphPad InStat 3）。統計学的有意を、＜０．０５のｐ値と定義した。
【実施例２】
【００８２】
　１４名の付加的患者からのデータの分析を完了した。これらのマーカーの個々人の多様
性のより良好な表示を可能にするオリジナルデータ（組１）の散布プロットを含めた（図
３）。留意すべきは、散布プロットは、低発現レベルのＬＯＸＬ１が今まで試験されたす
べての患者で生じるということを示す。
【００８３】
　さらにまた、オリジナル知見を確認する１４名の患者の別の組（組２）に関する付加的
データを含める。以下に示す図は、試験した第２の組の患者の結果の要約を提示する。図
４は、組２に関する各遺伝子の個々人の多様性を示す散布プロットから成る。図５は、患
者組１（上パネル）及び組２（下パネル）からの平均発現比結果を提示し、一方、図６は
、２群の結果の比較を示す。図７は、今まで試験した３９名の患者からのデータをプロッ
トする。
【００８４】
　本発明を、明確にし理解するために多少詳細に説明してきたが、形態及び詳述の種々の
変更は本発明の真の範囲を逸脱することなく成され得ることを当業者は理解するであろう
。図、表及び付録、並びに添付の特許請求の範囲、上記で参照された特許、出願及び出版
物はすべて、参照により本明細書中で援用される。
【図面の簡単な説明】
【００８５】
【図１】遺伝子選択プログラム（arrayanalysis.nih.gov、実施例１参照）に基づいた９
つの最も差次的な遺伝子の発現を示す図である。各横列は遺伝子を表し、各縦列は試料を
表わす。各遺伝子に関して、赤（暗灰）色は平均に比して高いレベルの発現を示し、緑（
明灰）色は平均に比して低いレベルの発現を示す。下のスケールは、平均からの標準偏差
の数値を示す（イタリック体のクローンＩＤは、イメージクローンではない。UniGene/Ge
ne記号はUniGene build #173からである）。
【図２】子宮内膜症患者対正常対照における相対的遺伝子発現。ｙ軸は、ハウスキーピン
グ遺伝子ＧＡＰＤＨの発現に対する標準化後の、９つの最も差次的な遺伝子の平均相対発
現（２-ΔΔCt）を示す。ｐ値は、両側独立ｔ検定（**ｐ＜０．００１；*ｐ＜０．０１）
により算出された。
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【図３－１】子宮内膜症患者対正常対照（組１）における遺伝子のｍＲＮＡ発現を示す図
である。
【図３－２】子宮内膜症患者対正常対照（組１）における遺伝子のｍＲＮＡ発現を示す図
である。
【図４－１】子宮内膜症患者対正常対照（組２）における遺伝子のｍＲＮＡ発現を示す図
である。
【図４－２】子宮内膜症患者対正常対照（組２）における遺伝子のｍＲＮＡ発現を示す図
である。
【図５】子宮内膜症患者対正常対照（組２）における相対的遺伝子発現を示す図である。
【図６】組１対組２の相対的発現比較を示す図である。
【図７】相対的な発現（全て）を示す図である。

【図１】 【図２】



(22) JP 2008-537474 A 2008.9.18

【図３－１】 【図３－２】
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【図７】
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