
(57)【要約】

本発明は、無細胞唾液において細胞外mRNAを検出する段

階を含む、バイオマーカーが細胞外mRNAである、唾液に

おいてバイオマーカーを検出するための方法；無細胞唾

液においてトランスクリプトームパターンを検出する段

階を含む、唾液のトランスクリプトーム分析；無細胞唾

液において遺伝子のトランスクリプトームパターンおよ

び/またはmRNAプロファイリングを検出する段階を含む

、唾液を分析することにより器官におけるまたは器官で

の遺伝子における遺伝的変化を検出するための方法；無

細胞唾液および/または血清において、病態、疾患また

は障害に関連したバイオマーカー、特にmRNAおよび/ま

たはタンパク質、のプロファイルを検出する段階を含む

、被検者において、口腔もしくは全身性の病態、疾患ま

たは障害を診断するための方法；方法の少なくとも1つ

を行うための少なくとも1つのバイオマーカーについて

の識別子を含むキット；ならびに、口腔および/もしく

は全身性の病態、疾患または障害についてのバイオマー

カーとしての唾液バイオマーカー、唾液および/または

血清mRNAの使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 相 お よ び 流 体 相 を 含 む 体 液 中 の 細 胞 外 mRNAを 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階 ； お よ び
　 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 中 の 細 胞 外 mRNAを 検 出 す る 段 階
を 含 む 方 法 で あ り 、 こ こ で 体 液 が 唾 液 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 体 液 が 刺 激 さ れ て い な い 唾 液 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 細 胞 外 mRNAを 検 出 す る 段 階 が 、
　 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 か ら 細 胞 外 mRNAを 単 離 す る 段 階 ； お よ び
　 細 胞 外 mRNAを 増 幅 す る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 相 お よ び 流 体 相 を 含 む 体 液 の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 分 析 を 行 う た め の 方 法 で あ っ て
、
　 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階 ； お よ び
　 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階
を 含 む 方 法 で あ り 、 こ こ で 体 液 が 唾 液 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 が マ イ ク ロ ア レ イ ア ッ セ イ に よ り 行 わ れ
る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 が 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア
レ イ ア ッ セ イ に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 が 定 量 的 PCR分 析 ま た は RT-PCR分 析 に よ
り 行 わ れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 器 官 か ら 流 出 す る 、 細 胞 相 お よ び 流 体 相 を 含 む 体 液 を 分 析 す る こ と に よ り 器 官 に お け る
遺 伝 的 変 化 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階 ；
　 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 ； お よ
び
　 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を あ ら か じ め 決 め ら れ た パ タ ー ン と 比 較 す る 段 階 で あ っ
て 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た パ タ ー ン が 、 体 液 の 正 常 な 無 細 胞 流 体 相 部 分 の 共 通 の ト ラ ン ス
ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 示 し て い る 、 段 階
を 含 む 方 法 で あ り 、 こ こ で 体 液 が 唾 液 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 器 官 か ら 流 出 す る 、 細 胞 相 お よ び 流 体 相 を 含 む 体 液 を 分 析 す る こ と に よ り 器 官 に お け る
遺 伝 子 の 遺 伝 的 変 化 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階 ；
　 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て 遺 伝 子 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
　 遺 伝 子 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル を そ の 遺 伝 子 の あ ら か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル と 比
較 す る 段 階 で あ っ て 、 そ の 遺 伝 子 の あ ら か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル が 、 体 液 の 正
常 な 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お け る そ の 遺 伝 子 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル を 示 し て い る 、 段 階
を 含 む 方 法 で あ り 、 こ こ で 体 液 が 唾 液 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 被 検 者 に お い て 口 腔 も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
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被 検 者 の 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階 ；
供 給 さ れ た 無 細 胞 唾 液 流 体 相 部 分 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に 関 連 し た 遺 伝 子 の mR
NAプ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
遺 伝 子 の RNAプ ロ フ ァ イ ル を そ の 遺 伝 子 の あ ら か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル と 比 較
す る 段 階 で あ っ て 、 そ の 遺 伝 子 の あ ら か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル が 、 被 検 者 に お
け る 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 の 存 在 を 示 し て い る 、 段 階 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 疾 患 が 口 腔 お よ び /ま た は 口 腔 咽 頭 の 癌 で あ り 、 遺 伝 子 が 、 IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、
OAZ1、 S100Pお よ び SATを コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 10記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 疾 患 が 口 腔 お よ び /ま た は 口 腔 咽 頭 の 癌 で あ り 、 遺 伝 子 が IL8を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る
、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 疾 患 が 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ま た は 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 被 検 者 に お い て 口 腔 も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 検 者 の 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階 ；
供 給 さ れ た 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に 関 連 し た ト ラ ン ス ク リ プ
ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を あ ら か じ め 決 め ら れ た パ タ ー ン と 比 較 す る 段 階 で あ っ て
、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン に お け る 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た パ タ ー ン の 特 徴 の 認 識
が 、 被 検 者 に お け る 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に つ い て の 診 断 と な る 、 段 階 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 疾 患 が 口 腔 お よ び /ま た は 口 腔 咽 頭 の 癌 で あ り 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム が 、 IL8、 IL1B、
DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100Pお よ び SATに つ い て の 転 写 産 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 転 写
産 物 を 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 疾 患 が 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ま た は 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 被 検 者 に お い て 癌 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
被 検 者 の 体 液 を 供 給 す る 段 階 ；
体 液 中 の バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 バ イ オ マ ー カ ー が 、 IL
8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 SAT、 IL6、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCR
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 段 階 ；
バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を そ の バ イ オ マ ー カ ー の あ ら か じ め 決 め ら れ た プ ロ フ ァ イ
ル と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 そ の バ イ オ マ ー カ ー の あ ら か じ め 決 め ら れ た プ ロ フ ァ イ ル の
特 徴 の 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル に お け る 認 識 が 、 癌 に つ い て の 診 断 と な る 、 段 階
。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 癌 が 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ま た は 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ り 、 バ イ オ マ ー カ ー が 、
IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 お よ び SATか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 体 液 が 唾
液 で あ り 、 か つ バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 が 、 バ イ オ マ ー カ ー の mRNA
プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 癌 が 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ま た は 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ り 、 バ イ オ マ ー カ ー が 、
IL6、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 体 液 が 血 清 で あ り
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、 か つ バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 が 、 バ イ オ マ ー カ ー の mRNAプ ロ フ ァ
イ ル を 検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 癌 が 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ま た は 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ り 、 バ イ オ マ ー カ ー が 、
IL6で あ り 、 体 液 が 血 清 で あ り 、 か つ バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 が 、
バ イ オ マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 17記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 口 腔 お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 の 診 断 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 体 液 中 の バ イ オ マ ー カ ー の 識 別 子 で あ っ て 、 バ イ オ マ ー カ ー が 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に
つ い て の バ イ オ マ ー カ ー で あ り 、 バ イ オ マ ー カ ー が 、 IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S
100P、 SAT、 IL6、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 識 別
子 ； な ら び に
　 識 別 子 に つ い て の 検 出 器
を 含 む キ ッ ト で あ り 、
識 別 子 お よ び 検 出 器 が 請 求 項 14～ 16ま た は 17～ 21の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 の バ イ オ マ ー
カ ー の 体 液 プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る に お い て 用 い ら れ う り 、 こ こ で 識 別 子 が 体 液 中 の バ イ
オ マ ー カ ー に 結 合 し 、 検 出 器 が 識 別 子 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ 、 そ れ に よ り 、 識 別 子 お
よ び 検 出 器 が バ イ オ マ ー カ ー の 体 液 プ ロ フ ァ イ ル の 検 出 を 可 能 に す る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 疾 患 が 口 腔 お よ び 口 腔 咽 頭 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 疾 患 が 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 口 腔 お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 口 腔 お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に つ い て の バ イ オ マ ー カ ー と し て
唾 液 mRNAを 用 い る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 mRNAが IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100Pお よ び SATに 対 し て 体 系 化 す る 、 請 求 項 2
4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 疾 患 が 口 腔 お よ び 口 腔 咽 頭 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 疾 患 が 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
開 示 の 分 野
　 本 開 示 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ リ ン グ 、 な ら び に そ の バ イ オ マ ー カ ー を 用 い る
方 法 お よ び キ ッ ト に 関 す る 。 特 に 、 本 開 示 は 、 癌 、 特 に 、 口 腔 お よ び 口 腔 咽 頭 の 扁 平 上 皮
細 胞 癌 (OSCC)、 の 検 出 の た め の バ イ オ マ ー カ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 NIHに よ り 授 与 さ れ た 助 成 金 U01-DE15018の 政 府 支 援 を 以 て な さ れ た 。 政 府 は
、 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
開 示 の 背 景
　 バ イ オ マ ー カ ー は 、 疾 患 の 進 行 ま た は 処 置 の 効 果 を 測 定 す る た め に 用 い ら れ う る 特 定 の
生 物 学 的 性 質 、 生 化 学 的 特 徴 ま た は 面 の 分 子 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 は 、 例 示 的 な バ イ オ マ ー カ ー で あ る 。 特 に 、 細 胞 外 で 検 出 さ れ る
ゲ ノ ム メ ッ セ ン ジ ャ ー が 、 疾 患 に つ い て の バ イ オ マ ー カ ー と し て の 役 割 を 果 た し う る こ と
は 、 広 く 受 け 入 れ ら れ て い る [6]。 特 に 、 核 酸 は 、 血 液 、 尿 お よ び 髄 液 を 含 む た い て い の
体 液 に お い て 同 定 さ れ て お り 、 疾 患 に つ い て の 診 断 バ イ オ マ ー カ ー と し て 用 い る こ と に 採
用 す る の に 成 功 し て い る [28,42,49]。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 唾 液 は 、 血 清 の 受 動 的 「 限 外 ろ 過 液 」 [41]で は な い が 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 抗 体 お よ び 他
の 分 子 の 特 有 の 組 成 物 を 含 む 。 過 去 10年 間 に お い て 、 唾 液 の 診 断 用 液 体 と し て の 使 用 は 、
診 断 法 お よ び 様 々 な 疾 患 の リ ス ク が あ る 集 団 を 予 想 す る こ と に 適 用 さ れ る の に 成 功 し た [4
7]。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 唾 液 に お け る 特 異 的 か つ 情 報 価 値 の あ る バ イ オ マ ー カ ー は 、 疾 患 を 診 断 す る 、 お よ び ヒ
ト の 健 康 を モ ニ タ ー す る 役 割 を 果 た す の に 望 ま し い [30,47,6]。 例 え ば 、 バ イ オ マ ー カ ー
は 、 虫 歯 、 歯 周 炎 、 口 腔 癌 、 唾 液 腺 病 、 な ら び に 全 身 性 疾 患 、 例 え ば 、 肝 炎 お よ び HIV、
を モ ニ タ ー す る た め に 唾 液 に お い て 同 定 さ れ て い る [35]。 ま た 、 以 前 の 研 究 は 、 ヒ ト DNA
バ イ オ マ ー カ ー が 唾 液 に お い て 同 定 さ れ 、 か つ 口 腔 癌 検 出 の た め に 用 い ら れ う る こ と を 示
し て い る [30,36]。 RNAは DNAよ り 不 安 定 で あ り 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 に 対 し て 非
常 に 感 受 性 が 高 い こ と が 推 定 さ れ る 。 さ ら に 、 理 想 的 な 診 断 媒 体 と し て 働 く の に 適 し た 、
費 用 の か か ら な い 、 非 侵 襲 性 の 、 入 手 し や す い 体 液 を 構 成 す る 唾 液 に お い て 、 リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ 活 性 は 上 昇 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 特 に 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 、 癌 患
者 の 唾 液 に お い て 上 昇 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る [83]。 従 っ て 、 ヒ ト mRNAは 、 唾 液 に
お い て 細 胞 外 で 生 存 す る こ と は で き な い と 、 一 般 的 に 推 定 さ れ て い る 。 世 界 で 、 OSCCは 6
番 目 に 多 い 癌 で あ り 、 毎 年 50,000人 の 米 国 人 を 冒 し て い る 。 世 界 中 で 、 口 腔 お よ び 口 腔 咽
頭 の 癌 は 、 大 き な 公 衆 衛 生 問 題 を 表 し て い る 。 OSCCは 、 イ ン ド に お い て す べ て の 新 し く 診
断 さ れ た 癌 の ほ と ん ど 50%を 占 め 、 フ ラ ン ス に お い て は 、 主 な 死 亡 原 因 で あ る [1]。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 局 所 領 域 的 管 理 に お け る 改 善 に も か か わ ら ず 、 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 は 、 過 去 30年 間 、 ほ
と ん ど 改 善 さ れ て い な い [2]。 そ れ ゆ え に 、 こ の 疾 患 の 初 期 検 出 ま た は 予 防 は 、 最 も 効 果
的 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 初 期 段 階 で OSCCを 検 出 す る こ と は 、 こ の 疾 患 か ら 死 亡 お よ び 美 観
を 損 な う こ と を 低 減 さ せ う る 最 も 効 果 的 な 手 段 で あ る と 考 え ら れ る 。 た い て い の 頭 頸 部 癌
に つ い て の 確 定 的 な 初 期 警 告 徴 候 の 欠 如 は 、 感 度 が 高 く か つ 特 異 的 な バ イ オ マ ー カ ー が 、
高 リ ス ク 患 者 を ス ク リ ー ニ ン グ す る に お い て 重 要 で あ る 可 能 性 が 高 い こ と を 示 唆 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
開 示 の 概 要
　 第 一 局 面 に よ り 、 細 胞 相 お よ び 流 体 相 を 含 む 体 液 中 の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 バ イ オ マ ー カ ー が 細 胞 外 mRNAで あ り 、 か つ 体 液 が 唾 液 、 好 ま し く は 刺 激 さ
れ て い な い 唾 液 で あ る 、 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 体 液 の 無 細 胞
流 体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階 ； お よ び 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 中 の 細 胞 外 mRNAを 検 出 す る 段
階 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 特 に 、 細 胞 外 mRNAを 検 出 す る 段 階 は 、 以 下 の 段 階 を 含 み う る ： 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分
か ら 細 胞 外 mRNAを 単 離 す る 段 階 、 お よ び 細 胞 外 mRNAを 増 幅 す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 第 二 局 面 に よ り 、 細 胞 相 お よ び 流 体 相 を 含 む 体 液 の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 分 析 で あ っ て
、 体 液 が 唾 液 で あ る 、 分 析 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 体 液 の 無 細 胞 流
体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階 ； お よ び 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム
パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 。 体 液 は 、 好 ま し く は 、 刺 激 さ れ て い な い 唾 液 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 特 に 、 唾 液 上 清 に お い て ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 は 、 好 ま し く は
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、 マ イ ク ロ ア レ イ ア ッ セ イ に よ り 、 最 も 好 ま し く は 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア
レ イ ア ッ セ イ に よ り 、 行 わ れ る 。 唾 液 上 清 に お い て ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出
す る 段 階 は ま た 、 定 量 的 PCR分 析 ま た は RT-PCR分 析 に よ り 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 第 三 局 面 に よ り 、 器 官 か ら 流 出 し 、 か つ 細 胞 相 お よ び 流 体 相 を 含 む 体 液 を 分 析 す る こ と
に よ り 器 官 に お け る 遺 伝 的 変 化 を 検 出 す る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 体 液 は 、 特 に 、
唾 液 、 好 ま し く は 、 刺 激 さ れ て い な い 唾 液 で あ り 、 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 体 液 の 無 細
胞 流 体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階 ； 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ
タ ー ン を 検 出 す る 段 階 ； お よ び ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を あ ら か じ め 決 め ら れ た パ
タ ー ン と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た パ タ ー ン が 、 体 液 の 正 常 な 無 細 胞
流 体 相 部 分 の 共 通 の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 示 し て い る 、 段 階 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 第 四 局 面 に よ り 、 器 官 か ら 流 出 し 、 か つ 細 胞 相 お よ び 流 体 相 を 含 む 体 液 を 分 析 す る こ と
に よ り 器 官 に お け る 遺 伝 子 の 遺 伝 的 変 化 を 検 出 す る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 体 液 は
、 特 に 、 唾 液 で あ り 、 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 を 供 給 す る 段 階
； 体 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て 遺 伝 子 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 ； お よ び 遺
伝 子 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル を 遺 伝 子 の あ ら か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る 段
階 で あ っ て 、 遺 伝 子 の あ ら か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル が 、 体 液 の 正 常 な 無 細 胞 流
体 相 部 分 に お け る 遺 伝 子 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル を 示 し て い る 、 段 階 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 第 五 局 面 に よ り 、 被 検 者 に お い て 口 腔 も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す
る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 被 検 者 の 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相
部 分 を 供 給 す る 段 階 ； 供 給 さ れ た 無 細 胞 唾 液 流 体 相 部 分 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害
と 関 連 し た 遺 伝 子 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 ； お よ び 遺 伝 子 の RNAプ ロ フ ァ イ ル
を 遺 伝 子 の あ ら か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 遺 伝 子 の あ
ら か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル が 、 被 検 者 に お け る 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 の 存 在 を
示 し て い る 、 段 階 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 一 態 様 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 は 、 口 腔 お よ び /ま た は 口 腔 咽 頭 の 癌 で あ り
、 体 液 は 唾 液 で あ り 、 遺 伝 子 は 、 IL8(イ ン タ ー ロ イ キ ン 8)、 IL1B(イ ン タ ー ロ イ キ ン 1、 β
)、 DUSP1(二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 1)、 H3F3A(H3ヒ ス ト ン 、 フ ァ ミ リ ー 3A)、 OAZ1(オ ル
ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 抗 酵 素 1)、 S100P(S100カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 P)お よ び SAT(
ス ペ ル ミ ジ ン /ス ペ ル ミ ン N1-ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 第 二 態 様 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 は 、 口 腔 お よ び /ま た は 口 腔 咽 頭 の 癌 で あ り
、 体 液 は 血 清 で あ り 、 遺 伝 子 は 、 選 択 さ れ る IL6(イ ン タ ー ロ イ キ ン 6)、 H3F3A、 TPT1(翻 訳
調 節 さ れ た 腫 瘍 タ ン パ ク 質 1)、 FTH1(フ ェ リ チ ン 重 ポ リ ペ プ チ ド 1)、 NCOA4(核 受 容 体 活 性
化 補 助 因 子 4)、 お よ び ARCR(Ras相 同 体 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 、 メ ン バ ー A)で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 診 断 さ れ う る 疾 患 は 、 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 お よ び 場 合 に よ り 、 他 の 全 身 性 疾 患 を
含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 六 局 面 に よ り 、 被 検 者 に お い て 口 腔 も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す
る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 被 検 者 の 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相
部 分 を 供 給 す る 段 階 ； 供 給 さ れ た 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 と 関
連 し た ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 ； お よ び ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ
ー ン を あ ら か じ め 決 め ら れ た パ タ ー ン と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ
タ ー ン に お け る 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た パ タ ー ン の 特 徴 の 認 識 が 、 被 検 者 に お け る 病 態 、
疾 患 ま た は 障 害 に つ い て の 診 断 と な る 、 段 階 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 態 様 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 は 、 口 腔 お よ び /ま た は 口 腔 咽 頭 の 癌 で あ り 、 ト
ラ ン ス ク リ プ ト ー ム は 、 唾 液 由 来 の IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 SATに つ い
て の 転 写 産 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 第 七 局 面 に よ り 、 被 検 者 に お い て 口 腔 も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す
る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て お り 、 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 被 検 者 の 血 清 を 供 給 す る 段 階
； 供 給 さ れ た 血 清 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 と 関 連 し た ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ
ー ン を 検 出 す る 段 階 ； お よ び ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を あ ら か じ め 決 め ら れ た パ タ
ー ン と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン に お け る 、 あ ら か じ め 決 め
ら れ た パ タ ー ン の 特 徴 の 認 識 が 、 被 検 者 に お け る 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 の 診 断 と な る 、 段
階 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 態 様 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 は 、 口 腔 お よ び /ま た は 口 腔 咽 頭 の 癌 で あ り 、 ト
ラ ン ス ク リ プ ト ー ム は 、 血 清 由 来 の IL6、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRに つ い て
の 転 写 産 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 診 断 さ れ う る 疾 患 は 、 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 お よ び 場 合 に よ り 、 他 の 全 身 性 疾 患 を
含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 第 八 局 面 に よ り 、 被 検 者 に お い て 癌 を 診 断 す る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以
下 の 段 階 を 含 む ： 被 検 者 の 体 液 を 供 給 す る 段 階 ； 体 液 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ
ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 ； お よ び バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を あ ら か じ め 決 め ら れ た バ
イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 バ イ オ マ ー カ ー の あ ら か じ め 決 め
ら れ た プ ロ フ ァ イ ル の 特 徴 の 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル に お け る 認 識 が 癌 の 診 断 と
な る 、 段 階 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 診 断 さ れ う る 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 は 、 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 お よ び 場 合 に よ り 、
他 の 全 身 性 疾 患 を 含 む 。 バ イ オ マ ー カ ー は 、 IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 SA
T、 IL6、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRを 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 第 一 態 様 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 は 、 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ り 、 バ イ オ
マ ー カ ー は 、 IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 SATか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 体
液 は 唾 液 で あ り 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の mR
NAプ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 第 二 態 様 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 は 、 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ り 、 バ イ オ
マ ー カ ー は 、 IL6、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 体 液
は 血 清 で あ り 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の mRNA
プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 第 三 態 様 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 は 、 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ り 、 バ イ オ
マ ー カ ー は IL6で あ り 、 体 液 は 血 清 で あ り 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段
階 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 第 八 局 面 に よ り 、 口 腔 お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 の 診 断 の た め の
キ ッ ト が 開 示 さ れ て お り 、 キ ッ ト は 以 下 の も の を 含 む ： バ イ オ マ ー カ ー が IL8、 IL1B、 DUS
P1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 SAT、 IL6、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRか ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 体 液 に お け る 少 な く と も 1つ の バ イ オ マ ー カ ー の 識 別 子 ； な ら び に 識 別 子
に つ い て の 検 出 器 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 診 断 さ れ う る 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 は 、 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 お よ び 場 合 に よ り 、
他 の 全 身 性 疾 患 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 識 別 子 お よ び 検 出 器 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 方 法 に よ り バ イ オ マ ー カ ー の 体 液 プ ロ フ
ァ イ ル を 検 出 す る に お い て 用 い ら れ う る 。 特 に 、 識 別 子 は 、 体 液 中 の バ イ オ マ ー カ ー へ 結
合 し て お り 、 検 出 器 は 、 識 別 子 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ 、 そ れ に よ り 、 識 別 子 お よ び 検
出 器 は バ イ オ マ ー カ ー の 体 液 プ ロ フ ァ イ ル の 検 出 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 第 九 局 面 に よ り 、 口 腔 お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る た め
の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 口 腔 お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態
、 疾 患 ま た は 障 害 に つ い て の バ イ オ マ ー カ ー と し て 唾 液 お よ び /ま た は 血 清 mRNAを 用 い る
段 階 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 mRNAは 、 IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 SAT、 IL6、
H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー の 少 な く
と も 1つ を コ ー ド 化 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 診 断 さ れ う る 疾 患 は 、 口 腔 咽 頭 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 お よ び 場 合 に よ り 、 他 の 全 身 性 疾 患 を
含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 第 十 局 面 に よ り 、 口 腔 お よ び /ま た は 全 身 性 の 病 態 を 診 断 す る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て
い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 口 腔 お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に
つ い て の バ イ オ マ ー カ ー と し て 唾 液 ま た は 血 清 タ ン パ ク 質 、 特 に 、 血 清 に お け る IL6タ ン
パ ク 質 お よ び 唾 液 に お け る IL8タ ン パ ク 質 、 を 用 い る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 開 示 の 方 法 お よ び キ ッ ト は 、 添 付 の 図 面 を 用 い て 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
好 ま し い 態 様 の 詳 細 な 説 明
　 体 液 が 唾 液 で あ り 、 か つ 細 胞 外 mRNAが 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て 検 出 さ れ る 、 体
液 中 の 細 胞 外 mRNAを 検 出 す る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お
け る RNAの 存 在 は 、 実 施 例 で 広 範 に 記 載 さ れ た 手 順 に よ り 確 認 さ れ 、 検 出 さ れ た mRNAの 質
は 、 PCR、 qPCRお よ び マ イ ク ロ ア レ イ ア ッ セ イ の よ う な 技 術 に つ い て の 要 求 を 満 た し て い
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 方 法 に お い て 、 細 胞 外 mRNA、 本 明 細 書 で は ま た 情 報 価 値 の あ る mRNA、 を 検 出 す る 段 階
は 、 体 液 、 調 査 分 析 の た め の 理 想 的 な 媒 体 と し て 働 く 、 費 用 の か か ら な い 、 非 侵 襲 性 で 入
手 し や す い 体 液 の 要 求 を 満 た す 唾 液 、 に お い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 情 報 価 値 の あ る mRNAを 検 出 す る 段 階 は 、 特 に 、 単 純 か つ 正 確 な 方 式 で 分 子 を 分 析 す る こ
と を 可 能 に す る 、 微 生 物 お よ び 食 物 細 片 の よ う な 外 来 物 質 の 存 在 が 最 小 化 さ れ て い る 、 唾
液 の 部 分 (無 細 胞 流 体 相 )に お い て 行 わ れ る 。 好 ま し く は 、 刺 激 さ れ て い な い 唾 液 由 来 の 無
細 胞 流 体 相 部 分 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 方 法 に お い て 、 唾 液 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 手 順 に 従 っ て 収 集 さ れ 、 そ の 後 、
例 え ば 、 収 集 さ れ た 唾 液 の 遠 心 分 離 に よ り 、 そ の 無 細 胞 流 体 相 部 分 を 引 き 出 す た め に 処 理
さ れ う り 、 結 果 と し て 、 ペ レ ッ ト 化 さ れ た 唾 液 細 胞 相 お よ び 無 細 胞 唾 液 流 体 相 上 清 を 生 じ
る 。 (実 施 例 1、 5お よ び 13に 広 範 に 記 載 さ れ た 手 順 を 参 照 )。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 開 示 に よ り 、 唾 液 の 細 胞 相 お よ び 流 体 相 を 分 離 す る た め の 条 件 は 、 流 体 無 細 胞 相 に お
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い て 検 出 さ れ る RNAに 寄 与 す る と 思 わ れ る 細 胞 要 素 の 機 械 的 破 壊 を 避 け る よ う に 最 適 化 さ
れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 分 離 が 遠 心 分 離 に よ り 行 わ れ る 態 様 に お い て 、 最 適 化 は 、 最 適 化 遠 心 分 離 速 度 を 導 く た
め に 、 細 胞 溶 解 お よ び 流 出 の マ ー カ ー と し て DNAを 用 い て 、 様 々 な 速 度 で 遠 心 分 離 さ れ た
試 料 に お い て 、 お よ び 全 唾 液 試 料 に お い て 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 を 検 査 す る こ と に よ
り 行 わ れ う る 。 (実 施 例 5に 記 載 さ れ た 手 順 を 参 照 )。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 無 細 胞 唾 液 流 体 相 部 分 に お け る 細 胞 外 mRNA(唾 液 mRNA)の 検 出 は 、 そ の 後 、 RT-PCR、 Q-PC
Rお よ び マ イ ク ロ ア レ イ の よ う な mRNA定 性 的 お よ び /ま た は 定 量 的 分 析 を 可 能 に す る 当 技 術
分 野 に お い て 公 知 の 技 術 に よ り 行 わ れ う る 。 検 出 は 、 特 に 、 唾 液 mRNAの 単 離 お よ び 増 幅 を
含 み う る 、 な ら び に 実 施 例 に 例 示 さ れ て い る 、 手 順 に 従 っ て 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 方 法 に お け る 唾 液 mRNAの 検 出 は 、 唾 液 mRNAを プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る こ と を 目 的 と し て 行
わ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 第 一 連 の 態 様 に お い て 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た 遺 伝 子 の 発 現 は 、 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 部
分 に お い て プ ロ フ ァ イ リ ン グ さ れ う る 。 そ れ ら の 態 様 に お い て 、 mRNAプ ロ フ ァ イ ル の 検 出
は 、 RT-PCR、 ま た は あ ら か じ め 決 め ら れ た 標 的 mRNAの 同 定 を 可 能 に す る 任 意 の 技 術 に よ り
行 わ れ う る 。 定 量 的 分 析 は 、 そ の 後 、 RT-PCRに よ り 同 定 さ れ た mRNAの 存 在 を 確 認 す る た め
に 定 量 的 PCR(Q-PCR)の よ う な 技 術 で 行 わ れ う る 。 参 照 デ ー タ ベ ー ス は 、 そ の 後 、 そ の よ う
に 得 ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 作 製 さ れ う る 。 唾 液 mRNAの そ の よ う な 定 性 的 お よ
び 定 量 的 分 析 を 行 う た め の 例 示 的 手 順 は 、 実 施 例 1、 4お よ び 9で 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 第 二 連 の 態 様 に お い て 、 唾 液 の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 分 析 は 、 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分
に お い て ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ う る 。 ト ラ ン ス ク リ
プ ト ー ム パ タ ー ン の 検 出 は 、 唾 液 mRNAを 単 離 し て 、 直 線 的 に 増 幅 す る こ と に よ り 行 わ れ う
り 、 そ の 後 、 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ の よ う な 技 術 で プ ロ フ ァ イ リ ン グ
さ れ う る 。 定 量 的 分 析 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 同 定 さ れ た パ タ ー ン に お け る mRNAの 存 在
を 確 認 す る た め に Q-PCRの よ う な 技 術 で 行 わ れ う る 。 参 照 デ ー タ ベ ー ス は 、 そ の 後 、 そ の
よ う に 得 ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 作 製 さ れ う る 。 唾 液 mRNAの そ の よ う な 定 性 的
お よ び 定 量 的 分 析 を 行 う た め の 例 示 的 手 順 は 、 実 施 例 2～ 3、 9～ 10お よ び 14～ 15で 詳 細 に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 唾 液 RNAを プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る こ と は 、 ヒ ト の 健 康 お よ び 疾 患 を 検 出 す る お よ び /も し
く は モ ニ タ ー す る た め に 、 ま た は 、 例 え ば 、 唾 液 に お け る mRNAの 源 、 放 出 お よ び ク リ ア ラ
ン ス の よ う な 生 物 学 的 問 題 を 研 究 す る た め に 、 行 わ れ う る 。 唾 液 mRNAは 、 口 腔 お よ び 全 身
性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 の 高 い リ ス ク が あ る 集 団 な ら び に 患 者 を 同 定 す る た め の 実 際 の
ま た は 可 能 性 の あ る バ イ オ マ ー カ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 正 常 な 被 検 者 の 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 を 特 徴 付 け る 唾 液 mRNAプ ロ フ ァ イ ル お よ び ト ラ
ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン の 変 化 は 、 様 々 な 源 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 を 示 し う る 。 そ れ
ら の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 の 例 は 、 口 腔 の 炎 症 性 状 態 、 OSCC、 ま た は 、 糖 尿 病 、 乳 癌 お よ
び HIVの よ う な 他 の 状 態 に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 決 め ら れ た 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に 冒 さ れ て い る 被 検 者 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル と ト
ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン の 間 の 比 較 は 、 結 果 と し て 、 決 め ら れ た 病 態 、 疾 患 ま た は 障
害 に つ い て 情 報 価 値 の あ る バ イ オ マ ー カ ー の 同 定 を 生 じ う る 。 特 に 、 唾 液 mRNAは 、 口 腔 に
お い て 顕 在 化 さ れ う る 口 腔 お よ び 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に つ い て の 診 断 バ イ オ マ
ー カ ー と し て 用 い ら れ う る 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 特 に 、 唾 液 mRNAは 、 口 腔 に 顕 在 化 さ れ う る お よ び /ま た は 口 腔 を 冒 し う る 癌 に つ い て の
診 断 バ イ オ マ ー カ ー と し て 用 い ら れ う る 。 唾 液 に 基 づ い た mRNAア ッ セ イ は 、 信 頼 性 の あ る
診 断 の た め の 必 要 と さ れ る 特 異 性 お よ び 感 度 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 様 々 な 型 の 癌 の 場 合 に お い て 、 正 常 な 唾 液 mRNAお よ び ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン の
変 化 は ま た 、 腫 瘍 の 存 在 に 関 連 し て い る 口 腔 の 1つ ま た は 複 数 の 部 分 に お け る 遺 伝 的 変 化
を 反 映 し う る 。 口 腔 癌 患 者 に つ い て 、 検 出 さ れ た 癌 関 連 RNAシ グ ネ チ ャ ー は 、 適 合 し た 腫
瘍 お よ び /ま た は 3つ の 主 要 な 源 (唾 液 腺 、 歯 肉 溝 滲 出 液 、 お よ び 口 腔 粘 膜 細 胞 )の そ れ ぞ れ
か ら 来 た 全 唾 液 に お い て さ ら に そ れ 自 身 を 反 映 す る 全 身 性 応 答 (局 所 的 ま た は 遠 位 )か ら 生
じ る 可 能 性 が 高 い 。 疾 患 関 連 RNAは 、 唾 液 腺 ま た は 歯 肉 溝 滲 出 液 に よ る 循 環 を 経 由 し て 口
腔 に た ど り 着 く こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 良 い 例 は 、 乳 癌 患 者 の 唾 液 に お け る HER-2タ
ン パ ク 質 の 存 在 の 上 昇 で あ る [87]。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 正 常 唾 液 コ ア ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム (Normal Salivary Core Transcriptome)(NSCT)と し
て も 定 義 さ れ る 、 約 185個 の 異 な る ヒ ト mRNAを 含 む 正 常 な 無 細 胞 唾 液 の 共 通 の ト ラ ン ス ク
リ プ ト ー ム は 、 正 常 な 被 検 者 由 来 の 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 に お い て 行 わ れ た ト ラ ン ス ク リ プ
ト ー ム 分 析 の 結 果 に お い て 同 定 さ れ た (実 施 例 2、 表 2参 照 )。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 NSCTは 、 ～ 19,000個 の ヒ ト 遺 伝 子 の み を 表 す HG U1 33Aマ イ ク ロ ア レ イ に お い て プ ロ ー
ブ セ ッ ト を 用 い て 同 定 さ れ 、 ヒ ト ゲ ノ ム は 、 30,000個 よ り 多 い 遺 伝 子 か ら 構 成 さ れ る [48]
こ と か ら 、 他 の 方 法 に よ り 、 よ り 多 い ヒ ト mRNAが 唾 液 に お い て 同 定 さ れ る こ と が 予 想 さ れ
、 追 加 の 唾 液 パ タ ー ン が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 方 法 に よ り 同 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 正 常 な 集 団 由 来 の 無 細 胞 唾 液 に お け る NSCTお よ び /ま た は 他 の 唾 液 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー
ム パ タ ー ン は 、 疾 患 診 断 法 お よ び 正 常 な 健 康 監 視 に お け る 可 能 性 の あ る 適 用 と し て 、 唾 液
ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 診 断 法 (Salivary Transcriptome Diagnostics)(SlvTD)に お い て 役
割 を 果 た し う る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 従 っ て 、 SlvTDの 第 一 態 様 に お い て 、 被 検 者 に お い て 口 腔 も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患
ま た は 障 害 を 診 断 す る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 被 検 者 の
唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 を 供 給 す る 段 階 ； 供 給 さ れ た 無 細 胞 唾 液 流 体 相 部 分 に お い て 、 疾 患 と
関 連 し た 遺 伝 子 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 ； お よ び 遺 伝 子 の RNAプ ロ フ ァ イ ル を
遺 伝 子 の あ ら か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 遺 伝 子 の あ ら
か じ め 決 め ら れ た mRNAプ ロ フ ァ イ ル が 被 検 者 に お け る 疾 患 の 存 在 を 示 し て い る 、 段 階 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 SlvTDの 第 二 態 様 に お い て 、 被 検 者 に お い て 口 腔 も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障
害 を 診 断 す る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 被 検 者 の 無 細 胞 唾
液 上 清 を 供 給 す る 段 階 ； 無 細 胞 唾 液 上 清 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 と 関 連 し た ト ラ
ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 ； お よ び ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を あ ら
か じ め 決 め ら れ た パ タ ー ン と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン に お
け る 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た パ タ ー ン の 特 徴 の 認 識 が 、 被 検 者 に お け る 病 態 、 疾 患 ま た は
障 害 に つ い て の 診 断 と な る 、 段 階 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 SlvTDの 第 三 態 様 に お い て 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 と 関 連 し た バ
イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 病 態 、
疾 患 ま た は 障 害 に 冒 さ れ て い る 被 検 者 の 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て あ ら か じ め 決 め
ら れ た 遺 伝 子 の 第 一 mRNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ を 検 出 す る 段 階 ； 正 常 な 被 検 者 の 唾 液 の 無 細 胞
流 体 相 部 分 に お い て あ ら か じ め 決 め ら れ た 遺 伝 子 の 第 二 mRNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ を 検 出 す る
段 階 ； 第 一 mRNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ を 第 二 mRNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、
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第 一 mRNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ と 第 二 mRNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ の 間 の 違 い 、 そ の 違 い は 統 計 学 的
解 析 に よ り 確 証 さ れ る の だ が 、 そ の 認 識 が 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害
に つ い て の バ イ オ マ ー カ ー と し て の あ ら か じ め 決 め ら れ た 遺 伝 子 の 同 定 を 示 し て い る 、 段
階 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 特 に 、 1つ の 疾 患 カ テ ゴ リ ー と 1つ の 健 康 な カ テ ゴ リ ー の RNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ 間 の 違 い
は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 統 計 学 的 方 法 に よ り 解 析 さ れ る 。 用 い ら れ る ア ル ゴ リ ズ ム は 、 MAS 5.
0 DNA-Chipア ナ ラ イ ザ ー 1.3お よ び RMA 3.0を 含 む 。 好 ま し く は 、 解 析 は 、 よ り 効 果 的 か つ
正 確 な 、 検 査 さ れ う る マ ー カ ー を 提 供 す る た め に 、 こ れ ら の 方 法 の 組 み 合 わ せ に よ り 行 わ
れ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 同 定 さ れ た マ ー カ ー は 、 そ の 後 、 Q-PCRの よ う な 通 常 の 技 術
に よ り 検 査 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 SlvTDの 第 四 態 様 に お い て 、 無 細 胞 唾 液 が 、 バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 ま た は 発 現 に つ い て
識 別 子 と 接 触 さ せ ら れ 、 バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 ま た は 発 現 へ 結 合 し た 識 別 子 の 存 在 が 、 好
ま し く は 検 出 器 の 手 段 に よ り 、 検 出 さ れ る 、 診 断 方 法 が 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 SlvTDは 、 高 感 度 お よ び 高 特 異 性 の 組 み 合 わ さ れ た 特 徴 を 示 す ス ク リ ー ニ ン グ ツ ー ル で
、 処 置 が 成 功 す る 可 能 性 が 高 く あ る の に 十 分 初 期 の 段 階 で 腫 瘍 の よ う な 疾 患 の 検 出 を 可 能
に す る 。 さ ら に 、 ス ク リ ー ニ ン グ ツ ー ル は 、 広 範 囲 に 及 ぶ 適 用 を 可 能 に す る の に 十 分 、 非
侵 襲 性 で か つ 費 用 が か か ら な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 SlvTDの 上 の 方 法 の 結 果 は 、 mRNAお よ び /も し く は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 、 な ら び に /ま た
は 血 清 の よ う な 他 の 体 液 に お い て 、 行 わ れ た 対 応 す る 分 析 と 統 合 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 血 清 に お い て 検 出 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン の よ う な バ イ
オ マ ー カ ー も ま た 、 疾 患 診 断 法 お よ び 正 常 な 健 康 監 視 に お け る 可 能 性 の あ る 適 用 と し て 、
血 清 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 診 断 法 (Serum Transcriptome Diagnostics)(SrmTD)に お い て 役
割 を 果 た し う る 。 SrmTDの 態 様 は 、 分 析 さ れ る 体 液 が 無 細 胞 唾 液 の 代 わ り に 血 清 で あ る 、 S
lvTDに つ い て の 上 で 報 告 さ れ た も の に 対 応 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 特 に 、 SlvTDに 従 っ て 得 ら れ た 結 果 は 、 組 み 合 わ さ れ た 唾 液 血 清 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム
ア プ ロ ー チ (Salivary and Serum Transcriptome approach)(SSTD)に お い て 、 SrmTDで 得 ら
れ た 結 果 と 組 み 合 わ さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 SSTDに 従 っ て 、 体 液 、 血 清 お よ び /ま た は 唾 液 が 、 バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 ま た は 発 現 に
つ い て 識 別 子 と 接 触 さ せ ら れ 、 バ イ オ マ ー カ ー が タ ン パ ク 質 ま た は mRNAで あ り う り 、 バ イ
オ マ ー カ ー の 存 在 ま た は 発 現 に 結 合 し た 識 別 子 の 存 在 が 、 好 ま し く は 検 出 器 の 手 段 に よ り
、 検 出 さ れ る 、 診 断 方 法 が 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 SlvTD、 SrmTDお よ び SSTDの 例 は 、 OSCCに 関 し て 本 明 細 書 に 提 供 さ れ て い る 。 当 業 者 は 、
本 開 示 を 読 む こ と に よ り 、 OSCCと は 異 な る 疾 患 に つ い て 、 本 明 細 書 に 例 示 さ れ た STDの 適
切 な 改 変 を 導 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 2つ の 特 定 の サ イ ト カ イ ン 、 IL6お よ び IL8の プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 実 施 例 4～ 8に 広 範 に
開 示 さ れ た 手 順 に 従 っ て 、 OSCCを も つ 患 者 の 唾 液 お よ び 血 清 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お い て
測 定 さ れ た 。 IL8は 、 OSCCを も つ 患 者 の 唾 液 に お い て よ り 高 い 濃 度 で 検 出 さ れ (P<0.01)、 I
L6は 、 OSCCを も つ 患 者 の 血 清 に お い て よ り 高 い 濃 度 で 検 出 さ れ た (P<0.01)。 こ れ ら の 結 果
は 、 mRNAお よ び タ ン パ ク 質 の 両 方 の レ ベ ル で 確 認 さ れ 、 結 果 は 一 致 し た 。 唾 液 に お け る IL
8お よ び 血 清 に お け る IL6の 濃 度 は 、 性 別 、 年 齢 、 ま た は ア ル コ ー ル も し く は タ バ コ の 使 用
と 関 連 し て い る よ う に は 思 わ れ な か っ た (P>0.75)。 デ ー タ は 、 統 計 学 的 解 析 、 特 に ROC解
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析 に か け ら れ 、 OSCCを 検 出 す る た め の 各 バ イ オ マ ー カ ー の 閾 値 、 感 度 お よ び 特 異 性 を 決 定
す る こ と が で き た (実 施 例 8、 表 3参 照 )。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 唾 液 検 体 に お い て mRNAを
測 定 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 OSCCを も つ 患 者 お よ び 正 常 な 被 検 者 か ら 収 集 さ れ た 刺 激 さ れ て い な い 唾 液 の ト ラ ン ス ク
リ プ ト ー ム 分 析 は 、 実 施 例 9～ 12に お い て 、 お よ び 実 施 例 13～ 16に お い て 開 示 さ れ て い る
よ う に 、 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 RNA単 離 は 、 唾 液 上 清 か ら 行 わ れ 、 続 い て 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ で 2ラ ウ ン ド の 直 線 的 増
幅 が 行 わ れ た 。 ヒ ト ゲ ノ ム U133Aマ イ ク ロ ア レ イ は 、 ヒ ト 唾 液 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム を プ
ロ フ ァ イ リ ン グ す る た め に 適 用 さ れ た 。 異 な る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 10人 の 整 合 さ れ た
癌 患 者 お よ び 対 照 に お い て t検 定 比 較 お よ び 倍 変 化 分 析 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 解 析 さ
れ た 。 定 量 的 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (qPCR)は 、 マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 有 意 差 (P<0.01)を 示
し た 選 択 さ れ た 遺 伝 子 を 確 証 す る た め に 用 い ら れ た 。 こ れ ら の 唾 液 mRNAバ イ オ マ ー カ ー の
予 測 力 は 、 受 信 者 動 作 特 性 曲 線 お よ び 分 類 モ デ ル に よ り 解 析 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の 第 一 セ ッ ト の 結 果 は 、 癌 患 者 と 対 照 の 間 で 唾 液 に お い て 有 意 に 異
な る 発 現 レ ベ ル (P<0.05)を 示 し た 1,679個 の 遺 伝 子 が あ る こ と を 示 し た 。 OSCC唾 液 に お い
て 少 な く と も 3.5倍 上 昇 を 示 し た (P<0.01)7つ の 癌 関 連 mRNAバ イ オ マ ー カ ー は 、 OSCC患 者 (n
=32)お よ び 対 照 (n=32)か ら の 唾 液 試 料 に お け る qPCRに よ り 一 貫 し て 確 証 さ れ た 。 こ れ ら の
唾 液 RNAバ イ オ マ ー カ ー は 、 IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 お よ び SATの 転 写 産
物 で あ る 。 こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ は 、 OSCCを 対 照 か ら 識 別 す る に お い て 、
感 度 (91%)お よ び 特 異 性 (91%)を 生 じ た 。 (実 施 例 13～ 16を 参 照 )。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の 第 二 セ ッ ト の 結 果 は 、 報 告 さ れ た 癌 関 連 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 10
個 の 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 の う ち の 5個 が 、 OSCC患 者 の 血 清 に お い て 転 写 産 物 の 有 意 な 上
昇 を 示 し た こ と を 示 し た 。 こ れ ら の RNAバ イ オ マ ー カ ー は 、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お
よ び ARCRの 転 写 産 物 で あ る 。 qPCRに よ り 確 証 さ れ た 結 果 は 、 こ れ ら の 5個 の 遺 伝 子 の 転 写
産 物 が 、 OSCC患 者 の 血 清 に お い て 有 意 に 上 昇 し た こ と を 確 認 し た (ウ イ ル コ ク ソ ン の 符 号
付 き 検 定 、 P<0.05)。 (実 施 例 9～ 12参 照 )。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 記 載 さ れ た 収 集 物 お よ び 処 理 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 ACTB、 B2W、 GAPDHお よ び RPS9 mRN
A(対 照 mRNA)の 存 在 が 、 RT-PCRに よ り す べ て の 血 清 (患 者 お よ び 対 照 )に お い て 確 認 さ れ た
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 従 っ て 、 被 検 者 に お い て 癌 、 特 に OSCC、 を 診 断 す る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法
は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 被 検 者 の 体 液 を 供 給 す る 段 階 ； 体 液 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ
ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 バ イ オ マ ー カ ー が 、 IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ
1、 S100P、 SAT、 IL6、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
段 階 ； な ら び に バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル を バ イ オ マ ー カ ー の あ ら か じ め 決 め ら れ た
プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 バ イ オ マ ー カ ー の あ ら か じ め 決 め ら れ た プ ロ フ ァ
イ ル の 特 徴 の 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル に お け る 認 識 が 癌 に つ い て の 診 断 に な る 、
段 階 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 口 腔 お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 、 特 に OSCCを 診 断 す る た め の 方 法
も ま た 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 、 口 腔 お よ び /ま た は 全 身 性 疾 患 に つ い て の バ イ オ マ ー カ
ー と し て 唾 液 mRNA、 特 に 、 IL8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 お よ び SATか ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 唾 液 mRNA、 を 用 い る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 口 腔 お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 、 特 に OSCCを 診 断 す る た
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め の 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 口 腔 お よ び /ま た は 全 身 性 疾 患 に
つ い て の バ イ オ マ ー カ ー と し て 血 清 mRNAお よ び /ま た は タ ン パ ク 質 、 特 に 、 IL6、 H3F3A、 T
PT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 血 清 mRNAな ら び に 血 清 IL6タ ン パ
ク 質 、 を 用 い る 段 階 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 発 癌 の 多 因 子 性 性 質 お よ び 発 癌 経 路 に お け る 不 均 一 性 を 考 慮 す れ ば 、 よ り 高 い 特 異 性 お
よ び 感 度 を 保 証 す る 、 唾 液 お よ び /ま た は 血 清 バ イ オ マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ の 使 用 は 好 ま
し い 。 報 告 さ れ た 複 数 の 統 計 学 的 ス ト ラ テ ジ ー お よ び 実 施 例 に 記 載 さ れ た リ ス ク モ デ ル は
、 OSCC患 者 試 料 を 同 定 す る こ と が で き る バ イ オ マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ を 同 定 す る た め に 、
お よ び 患 者 の 特 定 の 癌 リ ス ク に つ い て の 適 切 な 血 清 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム に 基 づ い た 診 断
を 割 り 当 て る こ と を 容 易 に す る た め に 、 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 唾 液 の 無 細 胞 流 体 相 部 分 に お け る 、 お よ び /ま た は 血 清 の よ う な 他 の 体 液 に お け る 、 唾
液 mRNAの プ ロ フ ァ イ ル の モ ニ タ リ ン グ は 、 OSCC患 者 の 術 後 管 理 に お い て 用 い ら れ う る 。 そ
れ は 、 処 置 の 効 力 、 ま た は 治 療 が 終 わ っ た 後 の 疾 患 再 発 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い ら れ う
る 可 能 性 が あ る 。 唾 液 mRNAお よ び 特 に IL8は ま た 、 口 腔 癌 を も つ 患 者 の 処 置 を 方 向 づ け る
た め の 予 後 指 標 と し て の 役 割 を 果 た し う る 。 見 通 し と し て 、 高 リ ス ク の 患 者 は 、 よ り 攻 撃
的 ま た は ア ジ ュ バ ン ト 治 療 計 画 へ と 方 向 づ け ら れ う る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー の 使 用 は ま た 、 腫 瘍 の 病 期 診 断 を 向 上 さ せ う る 。 伝 統 的 な 技 術
で は 、 顕 微 鏡 的 遠 位 の 疾 患 の 存 在 は 、 し ば し ば 、 認 識 さ れ な い 。 近 年 、 推 定 さ れ る 局 所 領
域 的 疾 患 に つ い て 処 置 さ れ る 患 者 に つ い て 、 局 所 領 域 的 不 全 か ら 遠 位 不 全 へ の シ フ ト が あ
っ た [18]。 こ れ は 一 部 、 治 療 の 開 始 の 前 に 存 在 す る 無 症 状 性 遠 位 疾 患 の 反 映 で あ る 。 バ イ
オ マ ー カ ー の 存 在 に つ い て 検 査 す る こ と は 、 正 常 組 織 の 背 景 に お い て 少 量 の 腫 瘍 細 胞 の 検
出 を 可 能 に し う る 。 頭 頸 部 腫 瘍 に 特 異 的 な バ イ オ マ ー カ ー ま た は そ の よ う な バ イ オ マ ー カ
ー の パ ネ ル と し て の 唾 液 mRNAは 、 遠 位 の 顕 微 鏡 的 疾 患 の 検 出 を 可 能 に し う る 。 口 腔 癌 に つ
い て 、 こ の 点 に お い て 、 STDア プ ロ ー チ の 最 も 重 要 な 適 用 の 一 つ は 、 口 腔 前 悪 性 病 変 の 癌
転 換 を 検 出 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 唾 液 mRNAの プ ロ フ ァ イ リ ン グ は ま た 、 癌 の 発 生 に お け る 遺 伝 子 の 役 割 、 特 に 、 こ れ ら の
遺 伝 子 の 異 常 な 発 現 が 、 ヒ ト OSCCの 発 症 に 機 能 的 に 寄 与 し て い る か ど う か 、 を 調 べ る た め
に 用 い ら れ う る 。 頭 頸 部 /口 腔 癌 に お け る こ れ ら の 遺 伝 子 の 示 差 的 発 現 の 生 物 学 的 有 意 性
が 測 定 さ れ る は ず で あ る 。 癌 患 者 に お い て 一 貫 し て 変 化 し て い る 癌 関 連 遺 伝 子 の 同 定 は 、
診 断 マ ー カ ー だ け で な く 、 頭 頸 部 癌 発 生 に 関 与 す る 分 子 プ ロ フ ァ イ ル に つ い て の 洞 察 も 提
供 す る 。 任 意 の 特 定 の 癌 に お い て 分 子 変 化 の プ ロ フ ァ イ ル を 理 解 す る こ と は 、 結 果 と し て
生 じ る そ の 癌 の 表 現 型 を 分 子 事 象 と 相 関 さ せ る こ と が 可 能 に な る た め 、 非 常 に 有 用 で あ る
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 方 法 と 関 連 し た キ ッ ト （ Kits of parts） も ま た 開 示 さ れ て い る
。 例 示 的 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 以 下 の も の を 含 む ： 唾 液 mRNAま た は タ ン パ ク 質 、 お よ び
血 清 mRNAま た は タ ン パ ク 質 の よ う な 体 液 中 の バ イ オ マ ー カ ー の 識 別 子 (バ イ オ マ ー カ ー は I
L8、 IL1B、 DUSP1、 H3F3A、 OAZ1、 S100P、 SAT、 IL6、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARC
Rか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )； な ら び に 識 別 子 に つ い て の 検 出 器 (本 明 細 書 に 開 示 さ れ た
方 法 の 1つ に よ り バ イ オ マ ー カ ー の 体 液 プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る に お い て 用 い ら れ う る 識
別 子 お よ び 検 出 器 で あ っ て 、 識 別 子 が 体 液 中 の バ イ オ マ ー カ ー に 結 合 し て お り 、 検 出 器 が
識 別 子 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ 、 そ れ に よ り 、 識 別 子 お よ び 検 出 器 が バ イ オ マ ー カ ー の
体 液 プ ロ フ ァ イ ル の 検 出 を 可 能 に す る )。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 体 液 は 唾 液 で あ り う り 、 検 出 は 、 そ の 無 細 胞 流 体 相 部 分 、 ま た は 血 清 の よ う な 別 の 体 液
に お い て 行 わ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 識 別 子 お よ び 識 別 子 を 検 出 す る こ と が で き る 検 出 器 は 、 当 業 者 に よ り 特 定 可 能 で あ る 。
キ ッ ト に 適 切 に 含 ま れ う る 他 の 組 成 物 お よ び /ま た は 成 分 も ま た 当 業 者 に よ り 特 定 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 識 別 子 お よ び 試 薬 は 、 識 別 子 お よ び /ま た は 試 薬 が 適 し た 媒 体 、 担 体 ま た は 補 助 剤 と 共
に 含 ま れ て い る 、 1つ ま た は 複 数 の 組 成 物 に 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 診 断 キ ッ ト に お い て 、 作 用 物 質 お よ び 識 別 子 試 薬 が 、 本 明 細 書 に
開 示 さ れ た 方 法 を 行 う た め に 、 適 し た 使 用 説 明 書 お よ び 他 の 必 要 な 試 薬 と 共 に 、 キ ッ ト で
提 供 さ れ う る 。 キ ッ ト は 、 通 常 、 別 々 の 容 器 に 組 成 物 を 含 む 。 ア ッ セ イ を 実 行 す る に つ い
て の 使 用 説 明 書 、 例 え ば 、 紙 、 ま た は テ ー プ も し く は CD-ROMの よ う な 電 子 的 支 持 体 上 の 書
い た ま た は 音 の 使 用 説 明 書 は 、 通 常 、 キ ッ ト に 含 ま れ る 。 キ ッ ト は ま た 、 用 い ら れ る 特 定
の 方 法 に 依 存 し て 、 他 の パ ッ ケ ー ジ さ れ た 試 薬 お よ び 材 料 (す な わ ち 、 洗 浄 緩 衝 液 な ど )を
含 み う る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 組 成 物 の 適 し た 担 体 剤 ま た は 補 助 剤 の 特 定 、 な ら び に 一 般 的 な キ ッ ト の 製 造 お よ び パ ッ
ケ ー ジ ン グ に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 本 開 示 を 読 む こ と に よ り 当 業 者 に よ り 特 定 さ れ う る
。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た キ ッ ト は 、 特 に 診 断 目 的 と し て 用 い ら れ う る 。 結 果 と し て 、 患 者
に お け る 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 、 な ら び に 特 に 、 口 腔 の 、 お よ び 口 腔 咽 頭 癌 、 の 非 侵 襲
性 診 断 検 出 が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 唾 液 の 流 体 相 の 使 用 は 、 剥 離 し た 細 胞 の 使 用 を 凌 ぐ 独 特 の 利 点 を も つ 。 腫 瘍 の 位 置 に 依
存 す る が 、 腫 瘍 ベ ッ ド に 容 易 に 接 触 し て 採 取 す る こ と が で き な い 可 能 性 が あ る 。 唾 液 バ イ
オ マ ー カ ー は 腫 瘍 が 発 生 し て い る 部 位 を 同 定 で き な い と し て も 、 そ れ ら は 、 リ ス ク の あ る
患 者 を 同 定 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 唾 液 検 査 は 、 上 部 気 道 消 化 管 の 慎 重 な 評 価 の た
め の 紹 介 に つ い て 患 者 を 選 択 し う る ス ク リ ー ニ ン グ ツ ー ル と し て 、 リ モ ー ト 位 置 に お い て
非 専 門 家 に よ り 施 さ れ う る 。 初 期 段 階 の 、 以 前 に は 検 出 さ れ な か っ た 疾 患 を 見 出 す こ と は
、 究 極 的 に は 命 を 救 い う る 。 さ ら に 、 容 易 に ア ク セ ス 可 能 な バ イ オ マ ー カ ー の 使 用 は 、 大
き な 集 団 ま た は 化 学 的 予 防 試 験 に お い て 高 い 有 益 性 を 立 証 し う る 。 こ れ は 、 日 常 的 歯 科 通
院 中 ま た は 疾 患 の 発 生 の リ ス ク が 高 い 個 体 の タ ー ゲ ッ ト さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ を 構 想 さ れ
う る 。 家 庭 用 検 査 キ ッ ト も ま た 構 想 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 血 液 検 査 の 使 用 も ま た 、 特 に 、 癌 初 期 検 出 と し て 構 想 さ れ る 。 OSCCに つ い て の 診 断 用 の
、 IL6 mRNAお よ び タ ン パ ク 質 、 H3F3A mRNA、 TPT1 mRNA、 FTH1 mRNA、 NCOA4 mRNAお よ び AR
CR mRNAの よ う な 、 腫 瘍 遺 伝 的 変 化 の 特 徴 を 表 す 癌 患 者 の 血 清 に お い て 無 細 胞 循 環 mRNAま
た は タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と は 、 血 液 作 業 を も つ 日 常 的 な 医 師 の 往 診 中 の 潜 伏 OSCCの 存
在 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 、 ま た は 口 腔 癌 発 生 の リ ス ク が 高 い 個 体 の タ ー ゲ ッ ト さ
れ た ス ク リ ー ニ ン グ と し て 、 構 想 さ れ う る 。 家 庭 用 検 査 キ ッ ト も ま た 構 想 さ れ う り 、 好 ま
し く は 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 特 に 、 末 梢 血 が 、 日 常 的 臨 床 手 順 を 用 い て 被 検 者 か ら 得 ら れ う り 、 mRNAお よ び タ ン パ ク
質 が 、 好 ま し く は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 最 適 化 手 順 で 単 離 さ れ う る 。 そ れ ぞ れ の サ イ ト カ
イ ン に つ い て の リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRお よ び ELISAが 、 IL6の よ う な 1つ ま た は 複 数 の バ イ
オ マ ー カ ー に つ い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 展 望 的 態 様 は 、 口 腔 液 体 に お け る 分 子 バ イ オ マ ー カ ー の 超 高 感 度
検 出 の た め の マ イ ク ロ /ナ ノ 電 気 機 械 シ ス テ ム (MEMS/NEMS)へ と 方 向 づ け ら れ る 。 確 証 さ れ
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た OSCCバ イ オ マ ー カ ー に つ い て の RNAお よ び タ ン パ ク 質 発 現 は 、 癌 検 出 の た め の 標 的 と し
て 選 択 さ れ る 。 複 数 の OSCCバ イ オ マ ー カ ー に つ い て の mRNAお よ び タ ン パ ク 質 の 同 時 検 出 の
た め の こ れ ら の 検 出 シ ス テ ム の 統 合 は 、 結 果 と し て 、 口 腔 液 体 に 基 づ い た 癌 診 断 法 の た め
の 効 率 的 な 、 自 動 化 の 、 手 頃 な 価 格 の シ ス テ ム を 生 じ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 開 示 の 方 法 お よ び キ ッ ト に 用 い ら れ う る 試 薬 、 条 件 、 組 成 物 お よ び 技 術 に 関 す る さ ら な
る 詳 細 は 、 本 開 示 を 読 む こ と に よ り 当 業 者 に よ り 特 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 他 の 病 態 、 疾 患 お よ び 障 害 の 調 査 お よ び 診 断 に 関 連 し た mRNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ な ら び に
ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 分 析 の た め の 、 OSCCお よ び /ま た は HSNCCへ 関 連 づ け ら れ る よ う な 本
明 細 書 に 開 示 お よ び 例 示 さ れ た STD方 法 な ら び に キ ッ ト の 適 切 な 改 変 も ま た 、 本 開 示 を 読
む こ と に よ り 当 業 者 に よ り な さ れ う る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 記 載 す る た め に 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は
、 本 発 明 を 実 施 す る た め に 現 在 、 企 図 さ れ た 好 ま し い 様 式 を 示 し て い る が 、 例 証 す る こ と
を 意 図 さ れ 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
実 施 例
実 施 例 1： 正 常 な ド ナ ー の 無 細 胞 唾 液 か ら の RNA単 離 、 増 幅 お よ び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ
ン グ

　 唾 液 試 料 は 、 Medical Center, University of California, Los Angeles (UCLA), CAに
お け る Division of Otolaryngology, Head and Neck Surgeryか ら の 10人 の 正 常 な ド ナ ー
か ら 、 UCLA Institutional Review Boardに よ り 承 認 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 得 ら
れ た 。 以 下 の 試 験 対 象 患 者 基 準 が 用 い ら れ た ： 年 齢 30歳 ； 悪 性 腫 瘍 、 免 疫 不 全 、 自 己 免 疫
疾 患 、 肝 炎 、 HIV感 染 ま た は 喫 煙 の 経 歴 無 し 。 対 象 集 団 は 、 平 均 年 齢 42歳 (32歳 か ら 55歳 ま
で の 範 囲 )で あ る 、 6人 の 男 性 お よ び 4人 の 女 性 か ら 構 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 刺 激 さ れ て い な い 唾 液 が 、 公 開 さ れ た プ ロ ト コ ー ル [38]に 従 っ て 午 前 9時 と 午 前 10時 の
間 に 収 集 さ れ た 。 被 検 者 は 、 唾 液 収 集 前 の 少 な く と も 1時 間 、 食 べ る こ と 、 飲 む こ と 、 喫
煙 ま た は 口 腔 衛 生 処 置 を 断 つ よ う 求 め ら れ た 。 唾 液 試 料 を 、 4℃ で 15 min、 2,600 x gで 遠
心 分 離 し た 。 唾 液 上 清 は 、 細 胞 相 か ら 分 離 さ れ た 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Superase-In
, Ambion Inc., Austin, TX, USA)お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (ア プ ロ チ ニ ン , Sigma, St.
 Louis, MO, USA)を 、 そ の 後 、 無 細 胞 唾 液 上 清 へ 添 加 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 RNAは 、 製 造 会 社 (QIAamp Viral RNAキ ッ ト , Qiagen, Valencia, CA, USA)か ら の 改 変 さ
れ た プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 無 細 胞 唾 液 上 清 か ら 単 離 さ れ た 。 AVL緩 衝 液 (2,240 μ L)と 十 分
に 混 合 さ れ た 唾 液 (560 μ L)を 、 室 温 で 10 min、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 無 水 エ タ ノ ー ル (2,
240 μ L)を 添 加 し 、 溶 液 を 、 6,000 x gで 1 min、 遠 心 分 離 に よ り シ リ カ カ ラ ム に 通 し た 。
そ の 後 、 カ ラ ム を 2回 、 洗 浄 し 、 20,000 x gで 2 min、 遠 心 分 離 し 、 9,000 x gで 2 min、 30
 μ L リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い 水 で 溶 出 し た 。 RNAの ア リ コ ー ト を 、 製 造 会 社 の 使 用 説
明 書 に 従 っ て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (DNase I-DNA-fre
e, Ambion Inc., Austin, TX, USA)で 処 理 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 単 離 さ れ た RNAの 安 定 性 は 、 1、 3お よ び 6ヶ 月 間 の 保 存 後 、 ア ク チ ン -β (ACTB)に つ い て
の RT-PCRタ イ ピ ン グ に よ り 調 べ ら れ た 。 に 報 告 さ れ た 結 果 は 、 単 離 さ れ た mRNAを 、 -8
0℃ で 6ヶ 月 間 よ り 長 く 、 有 意 な 分 解 無 し に 保 存 す る こ と が で き た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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正 常 な 被 検 者

唾 液 収 集 お よ び 関 連 し た 流 体 相 を 得 る た め の 処 理

無 細 胞 唾 液 か ら の RNA単 離

図 1A



　 単 離 さ れ た RNAの 質 は 、 3つ の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 転 写 産 物 ： グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3
-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (GAPDH)、 ア ク チ ン -β (ACTB)お よ び リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 S9(RP
S9)に つ い て の RT-PCRに よ り 調 べ ら れ た 。 プ ラ イ マ ー は 、 PRIMER3ソ フ ト ウ ェ ア (http://ww
w.genome.wi.mit.edu)を 用 い て 設 計 さ れ 、 以 下 の よ う に 商 業 的 に (Fisher Scientific, Tu
stin, CA, USA)合 成 さ れ た ： GAPDHに つ い て 添 付 配 列 リ ス ト を SEQ ID NO:1お よ び SEQ ID N
O:2と し て 報 告 さ れ た 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー ； ACTBに つ い て 添 付 配 列 リ ス ト を SEQ ID NO
:3お よ び SEQ ID NO:4と し て 報 告 さ れ た 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー ； RPS9に つ い て 添 付 配 列
リ ス ト を SEQ ID NO:5お よ び SEQ ID NO:6と し て 報 告 さ れ た 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー 。 RNA
の 量 は 、 Ribogreen(登 録 商 標 )RNA Quantitation Kit(Molecular Probes, Eugene, OR, US
A)を 用 い て 推 定 さ れ た 。 結 果 は 、 に 示 さ れ て い る が 、 GAPDH(B1)、 RPS9(B2)お よ び ACT
B(B3)が 試 験 さ れ た す べ て の 10個 の 場 合 に お い て 一 貫 し て 検 出 さ れ 、 す べ て の 10個 の 唾 液
試 料 が 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 ： GAPDH、 ACTBお よ び RPS9を コ ー ド す る mRNAを 含 む こ と
を 実 証 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ れ ら の 遺 伝 子 の mRNAを 、 -80℃ で 6ヶ 月 間 よ り 長 く 、 有 意 な 分 解 無 し に 保 存 す る こ と が
で き た (図 1Aで 報 告 さ れ た ACTBに つ い て の 結 果 を 参 照 )。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 単 離 さ れ た RNAは 、 そ の 後 、 本 発 明 者 ら の 研 究 室 か ら 発 表 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、 直 線 的
増 幅 に か け ら れ た (Ohyama et al., 2000)。 簡 単 に は 、 プ ラ イ マ ー と し て T7-オ リ ゴ -(dT) 2
4 を 用 い る 逆 転 写 を 、 第 一 鎖 cDNAを 合 成 す る た め に 行 っ た 。 イ ン ビ ト ロ 転 写 (IVT)の 第 一 ラ
ウ ン ド を T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ (Ambion Inc., Austin, TX, USA)を 用 い て 行 っ た 。 BioArray
(商 標 )High Yield RNA Transcript Labeling System(Enzo Life Sciences, Farmingdale,
 NY, USA)は 、 cRNA産 物 を ビ オ チ ン 化 す る た め の 第 二 ラ ウ ン ド IVTに 用 い ら れ た ； 標 識 さ れ
た cRNAは 、 GeneChip(登 録 商 標 )Sample Cleanup Module(Affymetrix, Santa Clara, CA, U
SA)を 用 い て 精 製 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 cRNAの 質 お よ び 量 は 、 分 光 測 光 法 お よ び ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り 測 定 さ れ た 。 で 報 告
さ れ た ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 試 験 の 例 示 的 結 果 は 、 RNA増 幅 の 異 な る 段 階 に お け る 増 幅
さ れ た cRNAの 異 な る 量 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 単 離 お よ び 増 幅 段 階 の そ れ ぞ れ か ら の 少 量 の ア リ コ ー ト も ま た 、 RT-PCRに よ り 質 を 評 価
す る た め に 用 い ら れ た 。 に 報 告 さ れ た 例 示 的 結 果 は 、 RNA増 幅 の 様 々 な 段 階 で 行 わ れ
た PCRタ イ ピ ン グ ACTBを 示 し て い る が 、 予 想 さ れ た 単 一 バ ン ド (153 bp)が 唾 液 RNA増 幅 過 程
の あ ら ゆ る 主 要 な 段 階 に お い て 検 出 さ れ る こ と が で き た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 断 片 化 cRNA(Kelly, 2002に よ り 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 さ れ た )の 質 も ま た 、 2100 Bi
oanalyzer(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)を 用 い る キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動
に よ り 評 価 さ れ た 。 に 報 告 さ れ た 例 示 的 結 果 は 、 適 切 な 断 片 化 を 実 証 す る 狭 い 範 囲 (5
0～ 200 bp)で の 1つ の 単 一 ピ ー ク を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 10人 の 正 常 な ド ナ ー か ら 得 ら れ た 無 細 胞 唾 液 に お い て
行 わ れ 、 平 均 し て 、 60.5± 13.1 ng(n=10)の 全 RNAが 、 560 μ L 無 細 胞 唾 液 試 料 か ら 得 ら れ
た 。 結 果 は 表 1に 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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図 1B

標 的 cRNA調 製

図 2A

図 2B

図 2C

タ ー ゲ ッ ト さ れ た cRNA調 製 に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
　 全 RNA量 は 、 560p.L 無 細 胞 唾 液 上 清 に お け る RNAで あ る ； cRNA量 は 、 T7増 幅 の 2ラ ウ ン ド
後 で あ る 。 プ ロ ー ブ の 数 は 、 HG U133Aマ イ ク ロ ア レ イ 上 で の 存 在 コ ー ル を 示 す (検 出 p<0.0
4)。 存 在 パ ー セ ン テ ー ジ (P%)＝ 存 在 コ ー ル に 割 り 当 て ら れ た プ ロ ー ブ の 数 /全 プ ロ ー ブ の
数 (HG U133Aマ イ ク ロ ア レ イ に つ い て 22,283個 )。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 T7 RNA直 線 的 増 幅 の 2ラ ウ ン ド 後 、 ビ オ チ ン 化 cRNAの 平 均 収 量 は 、 A260/280=2.067± 0.0
82で 42.2± 3.9 μ gで あ っ た (表 1)。 cRNAは 、 断 片 化 前 に は 、 200 bpか ら 4 kbま で の 範 囲 で
あ っ た ； 断 片 後 、 約 100 bpへ 集 中 さ れ た 。 cRNAプ ロ ー ブ の 質 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の 前 に キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 に よ り 確 認 さ れ た 。 ACTB mRNAは 、 最 初 の 試 料 、 な ら び に 各
増 幅 段 階 か ら の 産 物 ： 第 一 cDNA、 第 一 イ ン ビ ト ロ 転 写 (IVT)、 第 二 cDNAお よ び 第 二 IVT、 に
お い て PCR/RT-PCRを 用 い て 検 出 可 能 で あ り 、 結 果 と し て 生 じ た ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 パ タ ー
ン は 、 図 2Bに 示 さ れ た も の に 匹 敵 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
実 施 例 2： 正 常 な ド ナ ー の 無 細 胞 唾 液 由 来 の mRNAの マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ
　 実 施 例 1に 報 告 さ れ て い る よ う に 、 唾 液 を 収 集 し て 処 理 し 、 RNAを 単 離 し た 。 RNAの 安 定
性 、 質 お よ び 量 も ま た 、 実 施 例 1に 報 告 さ れ て い る よ う に 評 価 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 ～ 19,000遺 伝 子 を 表 す 22,215個 の ヒ ト 遺 伝 子 cDNAプ ロ ー ブ セ ッ ト を 含 む (す な わ ち 、 各
遺 伝 子 は 、 1個 よ り 多 い プ ロ ー ブ セ ッ ト に よ り 表 さ れ う る )、 Affymetrix Human Genome U1
33A Arrayが 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め に 適 用 さ れ た 。 ア レ イ デ ー タ は 、 標 準
化 さ れ 、 Microarray Suite(MAS)ソ フ ト ウ ェ ア (Affymetrix)を 用 い て 解 析 さ れ た 。 検 出 p値
は 、 各 プ ロ ー ブ セ ッ ト に つ い て 得 ら れ た 。 p<0.04を も つ 任 意 の プ ロ ー ブ セ ッ ト が 、 適 合 す
る 遺 伝 子 転 写 産 物 が 信 頼 性 を も っ て 検 出 さ れ る こ と を 示 す 、 「 存 在 す る 」 に 割 り 当 て ら れ
た (Affymetrix, 2001)。 各 ア レ イ 上 の 存 在 プ ロ ー ブ セ ッ ト の 総 数 が 得 ら れ 、 存 在 遺 伝 子 の
存 在 パ ー セ ン テ ー ジ (P%)が 計 算 さ れ た 。 機 能 的 分 類 は 、 Gene Ontology Mining Tool(www.
netaffx.com)を 用 い る こ と に よ り 選 択 さ れ た 遺 伝 子 (す べ て の 10個 の ア レ イ 上 に 存 在 す る
、 p<0.01)に お い て 行 わ れ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 10人 の 正 常 な 被 検 者 の 唾 液 mRNAプ ロ フ ァ イ ル は 、 22,283個 の cDNAプ ロ ー ブ を 含 む HG U13
3Aア レ イ を 用 い て 得 ら れ た 。 割 り 当 て ら れ た 存 在 コ ー ル を も つ 、 平 均 3,143± 665.0個 の プ
ロ ー ブ セ ッ ト (p<0.04)が 各 ア レ イ (n=10)に 見 出 さ れ た 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ セ ッ ト は 、 約 3,
000個 の 異 な る mRNAを 表 す 。 平 均 の 存 在 コ ー ル パ ー セ ン テ ー ジ は 、 14.11± 2.98%(n=10)で
あ っ た 。 10個 の ア レ イ か ら の デ ー タ を 含 む 参 照 デ ー タ ベ ー ス が 作 成 さ れ た 。 GAPDH、 ACTB
お よ び RPS9を 表 す プ ロ ー ブ セ ッ ト が 、 す べ て の 10個 の ア レ イ に お い て 存 在 コ ー ル を 割 り 当
て た 。 検 出 p<0.01を も つ 、 す べ て の 10個 の ア レ イ に お い て 存 在 コ ー ル を 割 り 当 て ら れ た 18
5個 の 遺 伝 子 を 表 す 、 全 体 と し て 207個 の プ ロ ー ブ セ ッ ト が あ っ た 。 こ れ ら の 10個 の 遺 伝 子
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は 、 生 物 過 程 お よ び 分 子 機 能 に お け る そ れ ら の 公 知 の 役 割 に 基 づ い て 分 類 さ れ た 。 10人 の
正 常 な ド ナ ー 由 来 の 無 細 胞 唾 液 に お け る 185個 の 遺 伝 子 の 生 物 過 程 お よ び 分 子 機 能 (Gene O
ntology Mining Toolを 用 い る こ と に よ り 得 ら れ た デ ー タ )は 、 表 2に 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
　 1つ の 遺 伝 子 は 、 複 数 の 分 子 機 能 を も ち う る 、 ま た は 異 な る 生 物 過 程 に 関 与 し う る 。 特
定 の 群 /下 位 群 へ 分 類 さ れ た 遺 伝 子 の 数 。 185個 の 遺 伝 子 の 主 要 な 機 能 は 、 細 胞 成 長 /維 持 (
119個 の 遺 伝 子 )、 分 子 結 合 (118個 の 遺 伝 子 )、 お よ び 細 胞 構 造 構 成 (95個 の 遺 伝 子 )に 関 連
し て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 185個 の 遺 伝 子 を 「 正 常 唾 液 コ ア ト ラ ン ス ク リ プ ト ー
ム (Normal Salivary Core Transcriptome)(NSCT)」 と 名 付 け た 。
【 ０ １ １ １ 】
実 施 例 3： 正 常 な ド ナ ー の 無 細 胞 唾 液 か ら の マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ の Q-PCR確 証
お よ び 定 量 分 析
　 実 施 例 2で 行 わ れ た マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 は 、 Q-PCRに よ る 定 量 的 遺 伝 子 発 現 分 析 を 通 し て
確 証 さ れ た 。
【 ０ １ １ ２ 】

　 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCR(Q-PCR)は 、 実 施 例 2で 報 告 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ
ン グ に よ り 検 出 さ れ た 185個 の 「 正 常 唾 液 コ ア ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 」 遺 伝 子 か ら 選 択 さ
れ た 遺 伝 子 を 定 量 す る こ と に よ り 、 唾 液 に お け る ヒ ト mRNAの 存 在 を 確 証 す る た め に 用 い ら
れ た 。 す べ て の 10個 の ア レ イ 上 で 存 在 コ ー ル に 割 り 当 て ら れ た 、 遺 伝 子 IL1B、 SFNお よ び K
-ALPHA-1は 、 確 証 の た め に 無 作 為 に 選 択 さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 Q-PCRは 、 iCyclerTM thermal Cycler(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を 用 い て 実 行 さ れ
た 。 単 離 さ れ た 唾 液 RNA(増 幅 な し )の 2 μ Lの ア リ コ ー ト を 、 MulV Reverse Transcriptase
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を 用 い て cDNAへ 逆 転 写 し た 。 結 果 と し て 生
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じ た cDNA(3 μ L)を 、 iQ SYBR Green Supermix(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を 用 い る PCR
増 幅 に 用 い た 。 プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の よ う に 、 Sigma-Genosys(Woodlands, TX, USA)に よ
り 合 成 さ れ た ： イ ン タ ー ロ イ キ ン 1、 β (IL1B)に つ い て の 添 付 配 列 リ ス ト を SEQ ID NO:7お
よ び SEQ ID NO:8と し て 報 告 さ れ た 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー ； ス ト ラ テ ィ フ ィ ン (stratifi
n)(SFN)に つ い て の 添 付 配 列 リ ス ト を SEQ ID NO:9お よ び SEQ ID NO:10と し て 報 告 さ れ た 配
列 を 有 す る プ ラ イ マ ー ； チ ュ ー ブ リ ン 、 α 、 遍 在 性 (K-ALPHA-1)に つ い て の 添 付 配 列 リ ス
ト を SEQ ID NO:11お よ び SEQ ID NO:12と し て 報 告 さ れ た 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー 。 す べ て
の 反 応 は 、 特 定 の PCR産 物 に つ い て カ ス タ マ イ ズ さ れ た 条 件 で 、 3連 で 行 わ れ た 。 特 定 の 鋳
型 の cDNAの 最 初 の 量 は 、 LightCyclerソ フ ト ウ ェ ア 3.0(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を 用
い て 標 準 曲 線 か ら 外 挿 さ れ た 。 標 準 曲 線 に よ る 定 量 の た め の 詳 細 な 手 順 は 、 以 前 に 記 載 さ
れ て い る (Ginzinger, 2002)。
【 ０ １ １ ４ 】
　 Q-PCR結 果 は 、 IL1B、 SFNお よ び K-ALPHA-1の mRNAが す べ て の 10個 の 最 初 の 増 幅 さ れ て い
な い 無 細 胞 唾 液 に お い て 検 出 可 能 で あ る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 転 写 産 物 （ n=10） の 相 対
量 (コ ピ ー 数 に お け る )は 以 下 で あ る ： IL1Bに つ い て 8.68X103± 4.15X103； SFNに つ い て 1.2
9X105± 1.08X105； お よ び K-ALPHA-1に つ い て 4.71X106± 8.37X105。 Q-PCRに よ り 測 定 さ れ
た こ れ ら の 遺 伝 子 の 相 対 RNA発 現 レ ベ ル は 、 マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 測 定 さ れ た も の (デ ー タ
示 さ れ ず )と 類 似 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 4： OSCC患 者 の 無 細 胞 唾 液 に お け る IL6お よ び IL8 mRNA単 離 増 幅 な ら び に 発 現 の 分 析

　 患 者 は 、 University of California, Los Angeles (UCLA) Medical Center, Los Angel
es, CAに お け る Division of Head and Neck Surgery； University of Southern Californ
ia (USC) Medical Center, Los Angeles, CA； お よ び University of California San Fra
ncisco (UCSF) Medical Center, San Francisco, CAか ら 6ヶ 月 間 に 渡 っ て 採 用 さ れ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 口 腔 (OC)ま た は 口 腔 咽 頭 (OP)の 実 証 さ れ た 原 発 性 T1ま た は T2扁 平 上 皮 細 胞 癌 を も つ 32人
の 患 者 が こ の 研 究 に 含 ま れ た 。 す べ て の 患 者 は 、 最 近 、 原 発 性 疾 患 と 診 断 さ れ て お り 、 化
学 療 法 、 放 射 線 治 療 、 手 術 ま た は 代 替 療 法 の 形 を と る い ず れ の 事 前 処 置 も 受 け な か っ た 。
同 程 度 の 喫 煙 歴 を も つ 年 齢 お よ び 性 別 の 整 合 さ れ た 被 検 者 の 同 じ く ら い の 数 が 対 照 比 較 群
と し て 選 択 さ れ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 2つ の 被 検 者 群 の 間 に 、 平 均 年 齢 (標 準 偏 差 、 SD)： OSCC患 者 、 49.3(7.5)歳 ； 正 常 な 被 検
者 、 48.8(5.7)歳 (ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 P>0.80)； 性 別 (ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 P>0.90)； ま
た は 喫 煙 歴 (ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 P>0.75)に 関 す る 有 意 差 は な か っ た 。 前 の 悪 性 腫 瘍 、 免
疫 不 全 、 自 己 免 疫 疾 患 、 肝 炎 ま た は HIV感 染 の 病 歴 を も つ 被 検 者 は な か っ た 。 対 照 群 に お
け る 個 体 の そ れ ぞ れ は 、 疑 わ し い 粘 膜 病 変 が 存 在 し な い こ と を 保 証 す る た め に 、 頭 頸 部 外
科 医 に よ り 理 学 的 検 査 を 受 け た 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト は 、 す べ て の 患 者 に よ り 与 え ら れ た 。 唾 液 お よ び 血 清 調 達
手 順 は 、 各 機 関 ： University of California, Los Angeles (UCLA)； University of Sout
hern California (USC)； お よ び University of California San Francisco (UCSF)に お け
る 機 関 の 審 査 委 員 会 に よ り 承 認 さ れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 OCま た は OP SCCAを も つ 32人 の 患 者 、 な ら び に 32人 の 罹 患 し て い な い 年 齢 お よ び 性 別 の
整 合 さ れ た 対 照 被 検 者 由 来 の 唾 液 は 、 サ イ ト カ イ ン 濃 度 の 前 向 き な 比 較 の た め に 採 取 さ れ
た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 被 検 者 は 、 唾 液 収 集 前 の 少 な く と も 1時 間 、 食 べ る こ と 、 飲 む こ と 、 喫 煙 ま た は 口 腔 衛
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生 製 品 を 用 い る こ と を 断 つ よ う に 要 求 さ れ た 。 唾 液 収 集 は 、 5 cc 唾 液 の 全 供 与 と し て 、 N
avazeshお よ び Christensen, [7]の 「 排 出 (流 涎 )」 方 法 を 用 い て 行 わ れ た 。 唾 液 試 料 を 、 S
orvall RT6000D遠 心 分 離 機 (DuPont, Wilmington, DE)に よ り 4℃ で 15分 間 、 3500 rpm(2600
xg)で の 遠 心 分 離 に か け た 。 そ の 後 、 流 体 相 を 取 り 出 し 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Supera
se-In, RNAse阻 害 剤 , Ambion Inc., Austin, TX)お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (ア プ ロ チ ニ
ン 、 Sigma, St. Louis, MO； フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ロ リ ド 、 Sigma, St. Louis, MO
； オ ル ト バ ナ ジ ウ ム 酸 ナ ト リ ウ ム 、 Sigma, St. Louis, MO)を そ の 後 、 氷 上 で 素 速 く 添 加
し た 。 唾 液 の 細 胞 相 お よ び 流 体 相 の 分 離 の た め の 条 件 は 、 流 体 相 に お い て 検 出 さ れ る mRNA
に 寄 与 す る も の と 思 わ れ る 細 胞 要 素 の 機 械 的 破 壊 の な い こ と を 保 証 す る よ う に 最 適 化 さ れ
た 。 す べ て の 試 料 は 、 そ の 後 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (DNAseI-DNA-free, Ambion Inc
., Austin, TX)で 処 理 さ れ た 。 細 胞 ペ レ ッ ト は 、 保 持 さ れ 、 -80℃ で 保 存 さ れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 唾 液 上 清 の 560 μ Lは 、 そ の 後 、 QIAamp Viral RNAミ ニ キ ッ ト (QIAGEN, Chatsworth, CA
)を 用 い て 処 理 さ れ た 。 RNAは 、 製 造 会 社 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 抽 出 さ れ た 。 試 料 を 、 空 気
乾 燥 さ せ 、 ジ エ チ ル ピ ロ カ ル ボ ネ ー ト で 処 理 さ れ た 水 に 再 懸 濁 し 、 即 時 使 用 に つ い て 氷 上
に 保 持 し た 、 ま た は -80℃ で 保 存 し た 。 RNAの ア リ コ ー ト を 、 製 造 会 社 の 使 用 説 明 書 に 従 っ
て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (DNAseI-DNA-free, Ambion I
nc., Austin, TX)で 処 理 し た 。 RNAの 濃 度 は 、 分 光 光 度 法 で 測 定 さ れ 、 完 全 性 は 、 ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド を 含 む ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お け る 電 気 泳 動 に よ り チ ェ ッ ク さ れ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 唾 液 で の 流 体 相 に お け る IL6お よ び IL8 mRNA転 写 産 物 の 存 在 は 、 逆 転 写 酵 素 -ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） を 用 い る こ と に よ り 試 験 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 各 試 料 由 来 の RNAを 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 (Applied Biosystems I
nc.(ABI), Foster City, CA)の 2.5 Uお よ び ラ ン ダ ム ヘ キ サ ヌ ク レ オ チ ド (ABI, Foster Ci
ty, CA)の 50 pmolを 含 む 反 応 混 合 物 の 40 μ Lに お い て 、 42℃ で 45分 間 、 逆 転 写 さ せ た 。 発
表 さ れ た 配 列 に 基 づ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の よ う に 、 PCRの た め
に Fisher Scientific(Tustin, CA)で 商 業 的 に 合 成 さ れ た ： β -ア ク チ ン に つ い て 添 付 配 列
リ ス ト を SEQ ID NO:13お よ び SEQ ID NO:14と し て 報 告 さ れ た 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー ； IL
8に つ い て 添 付 配 列 リ ス ト を SEQ ID NO:15お よ び SEQ ID NO:16と し て 報 告 さ れ た 配 列 を 有
す る プ ラ イ マ ー ； な ら び に IL6に つ い て 添 付 配 列 リ ス ト を SEQ ID NO:17お よ び SEQ ID NO:1
8と し て 報 告 さ れ た 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 相 補 DNA(cDNA)の 増 幅 は 、 95℃ で 20秒 間 、 60℃ で 30秒 間 、 お よ び 72℃ で 30秒 間 の 50サ イ
ク ル 、 続 い て 72℃ で 7分 間 の 最 終 伸 長 サ イ ク ル を 用 い て 実 行 さ れ た 。 PCR産 物 の 特 異 性 は 、
推 定 サ イ ズ に よ り 、 お よ び 制 限 酵 素 消 化 に よ り 、 検 証 さ れ た 。 応 答 の 特 異 性 を 確 立 す る た
め に 、 入 力 RNAが 除 か れ て い る 、 ま た は RNAが 用 い ら れ る が 、 逆 転 写 酵 素 が 除 か れ て い る 、
陰 性 対 照 が 用 い ら れ た 。 陽 性 対 照 と し て 、 mRNAが 、 全 唾 液 腺 RNA(Human Salivary Gland T
otal RNA, Clontech, Palo Alto, CA)か ら 抽 出 さ れ た 。 RNA質 を 保 証 す る た め に 、 す べ て
の 調 製 物 は 、 発 現 の 分 析 に か け ら れ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 そ の よ う に 行 わ れ た RT-PCR研 究 は 、 唾 液 お よ び 血 清 が 、 IL6お よ び IL8を コ ー ド す る mRNA
を 含 む こ と を 示 し た 。 に 報 告 さ れ た 例 示 的 結 果 は 、 選 択 さ れ た プ ラ イ マ ー か ら 予 想 さ
れ た サ イ ズ (IL6に つ い て 95 bpお よ び IL8に つ い て 88 bp)の PCR産 物 を 示 し て い る 。 同 じ サ
イ ズ の 産 物 が 陽 性 対 照 に 発 現 さ れ て い た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 分 析 さ れ る RNAお よ び タ ン パ ク 質 が 唾 液 の 流 体 相 の み か ら で あ る こ と を 保 証 す る た め に
、 お よ び 細 胞 内 成 分 に よ る 混 入 の 欠 如 を 保 証 す る た め に 、 唾 液 試 料 に つ い て の 遠 心 分 離 速
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度 を 最 適 化 し た 。 唾 液 試 料 全 体 お よ び 様 々 な 速 度 で 遠 心 分 離 さ れ た 試 料 に お け る 、 細 胞 溶
解 お よ び 細 胞 内 成 分 の こ ぼ れ た も の の マ ー カ ー と し て DNAを 用 い る 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺
伝 子 β -ア ク チ ン お よ び ユ ビ キ チ ン に つ い て の PCR。 結 果 は 、 好 ま し い 速 度 が 2,600 xgで あ
る 、 2,600± 52 xgの 唾 液 試 料 に つ い て の 最 適 遠 心 分 離 速 度 を 支 持 し て い る ( で 報 告 さ れ
た 例 示 的 結 果 を 参 照 )。
【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 5： OSCC患 者 の 血 清 に お け る IL6お よ び IL8 mRNA単 離 、 増 幅 お よ び 発 現 の 分 析
　 実 施 例 4に 報 告 さ れ て い る よ う に 患 者 が 採 用 さ れ 、 血 清 に お け る IL6お よ び IL8 mRNAの 存
在 の 分 析 に か け ら れ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 OCま た は OP SCCAを も つ 19人 の 患 者 、 な ら び に 32人 の 罹 患 し て い な い 年 齢 お よ び 性 別 の
整 合 さ れ た 対 照 被 検 者 由 来 の 血 清 が 、 前 向 き な サ イ ト カ イ ン 濃 度 の 比 較 の た め に 採 取 さ れ
た 。 被 検 者 群 の 間 で 、 年 齢 、 性 別 、 ア ル コ ー ル 消 費 ま た は 喫 煙 歴 に 関 し て 有 意 差 は な か っ
た (P>0.75)。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 血 液 は 、 処 理 の 前 に 対 照 被 検 者 お よ び 患 者 か ら 抜 き 取 ら れ た 。 血 清 を 、 Sorvall RT6000
D遠 心 分 離 機 (DuPont, Wilmington, DE)に よ り 15℃ で 10分 間 、 3000 rpm(1000 xg)で 全 血 を
遠 心 分 離 す る こ と に よ り 収 集 し た 。 そ の 後 、 血 清 を 分 離 し 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Sup
erase-In, RNAse阻 害 剤 , Ambion Inc., Austin, TX)お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (ア プ ロ チ
ニ ン 、 Sigma, St. Louis, MO； フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ロ リ ド 、 Sigma, St. Louis, 
MO； オ ル ト バ ナ ジ ウ ム 酸 ナ ト リ ウ ム 、 Sigma, St. Louis, MO)を そ の 後 、 氷 上 で 素 速 く 添
加 し た 。 す べ て の 試 料 は 、 そ の 後 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (DNAseI-DNA-free, Ambion
 Inc., Austin, TX)で 処 理 さ れ た 。 ア リ コ ー ト は 、 さ ら な る 使 用 ま で -80℃ で 保 存 さ れ た
。
【 ０ １ ３ ０ 】

　 血 清 に お け る IL6お よ び IL8 mRNA転 写 産 物 の 存 在 は 、 上 の 実 施 例 4に 記 載 さ れ て い る よ う
に 行 わ れ る 逆 転 写 酵 素 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） を 用 い る こ と に よ り 試 験 さ れ た
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 そ の よ う に 行 わ れ た RT-PCR研 究 は 、 電 気 泳 動 ゲ ル パ タ ー ン が 図 3に 示 さ れ た も の と 匹 敵
し て 、 血 清 が IL6お よ び IL8を コ ー ド す る mRNAを 含 む こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 分 析 さ れ る RNAお よ び タ ン パ ク 質 が 血 清 の 流 体 相 の み か ら で あ る こ と を 保 証 す る た め に
、 お よ び 細 胞 内 成 分 に よ る 混 入 の 欠 如 を 保 証 す る た め に 、 血 清 試 料 に つ い て の 遠 心 分 離 速
度 を 、 唾 液 試 料 に つ い て の 実 施 例 4で 記 載 さ れ た 同 じ ア プ ロ ー チ に 従 っ て 最 適 化 し た 。 結
果 は 、 好 ま し い 速 度 が 1,000 xgで あ る 、 1,000± 20 xgの 唾 液 試 料 に つ い て の 最 適 遠 心 分 離
速 度 を 支 持 し て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 6： OSCC患 者 由 来 の 唾 液 に お け る IL6お よ び IL8サ イ ト カ イ ン レ ベ ル 分 析
　 IL6お よ び IL8 mRNA転 写 産 物 が 唾 液 で の 流 体 相 に 存 在 す る こ と を 実 証 す る に お い て 、 本
発 明 者 ら は 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR(qRT-PCR)お よ び ELISAを 用 い て 、 罹 患 し て い な い 被
検 者 お よ び OSCCを も つ 患 者 の 唾 液 に お い て IL6お よ び IL8の レ ベ ル を 前 向 き に 調 べ 、 比 較 し
た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 OSCCを も つ 32人 の 患 者 、 な ら び に 32人 の 年 齢 お よ び 性 別 の 整 合 さ れ た 対 照 被 検 者 由 来 の
唾 液 が 、 採 取 さ れ た 。 被 検 者 群 の 間 で 、 年 齢 、 性 別 、 ア ル コ ー ル 消 費 ま た は 喫 煙 歴 に 関 し
て 有 意 差 は な か っ た (P>0.75)。
【 ０ １ ３ ５ 】
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　 RT-PCRの 結 果 を 定 量 的 に 分 析 す る た め に 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR(Bio-Rad iCycler, T
hermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)が 用 い ら れ た 。 各 試 料 は 、 3連 で
試 験 さ れ た 。 増 幅 反 応 は 、 iQ SYBR Green Supermix(Bio-Rad Laboratories, Hercules, C
A)を 用 い て 20 μ L 混 合 物 に お い て 行 わ れ た 。 95℃ で 3分 間 の 最 初 の 変 性 後 、 60℃ で 20秒 間
、 そ の 後 72℃ で 20秒 間 、 そ の 後 83℃ で 20秒 間 の 50PCRサ イ ク ル を 実 行 し 、 続 い て 、 95℃ で 1
分 間 、 そ の 後 、 続 い て 、 55℃ で 最 終 の 1分 間 伸 長 を 行 っ た 。 ア リ コ ー ト は 、 各 ウ ェ ル か ら
取 ら れ 、 産 物 の 特 異 性 を 保 証 す る た め に ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お け る 電 気 泳 動 に よ り チ ェ ッ ク
さ れ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 RT-PCR結 果 は 、 に 示 さ れ た 図 に よ り 例 証 さ れ て い る 。 そ の よ う な 結 果 は 、 mRNAお よ
び タ ン パ ク 質 の 両 方 の レ ベ ル に お け る IL8が 、 対 照 被 検 者 と 比 較 し た 場 合 、 OSCCを も つ 患
者 の 唾 液 に お い て よ り 高 い 濃 度 で 検 出 さ れ た こ と を 示 し て い る (t検 定 、 P<0.01)。 OSCC患
者 と 疾 患 の な い 対 照 由 来 の 唾 液 の 間 に 、 IL8 mRNA発 現 の 量 に お け る 有 意 差 が あ っ た 。 平 均
コ ピ ー 数 は 、 OSCC群 に つ い て 1.1x10 3 個 、 お よ び 対 照 群 に つ い て 2.6x10 1 個 で あ っ た 。 2つ
の 群 の 間 で の 差 は 、 非 常 に 統 計 学 的 に 有 意 で あ っ た (P<0.0008)。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 そ の 代 わ り に 、 mRNAレ ベ ル に お け る IL6の 唾 液 濃 度 に お い て 、 有 意 差 が 見 出 さ れ な か っ
た 。 試 料 サ イ ズ 研 究 内 で 、 本 発 明 者 ら は ま た 、 喫 煙 と 非 喫 煙 の 被 検 者 間 に 差 を 検 出 す る こ
と が で き な か っ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 IL6お よ び IL8に つ い て の ELISAキ ッ ト が 製 造 会 社 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 用 い ら れ た (Pier
ce Endogen, Rockford, IL)。 各 試 料 は 、 2つ の 反 復 実 験 の そ れ ぞ れ に お い て 2連 で 試 験 さ
れ た 。 比 色 反 応 の 発 生 後 、 450 nmに お け る 吸 光 度 を 、 8チ ャ ネ ル の 分 光 光 度 計 (EL800 Univ
ersal Microplate Reader, BIO-TEK Instruments Inc., Winooski, VT)に よ り 定 量 し 、 吸
光 度 読 み を 、 各 ア ッ セ イ に お い て 組 換 え サ イ ト カ イ ン で 得 ら れ た 標 準 曲 線 に 基 づ い て pg/m
lへ 変 換 し た 。 吸 光 度 読 み が 標 準 曲 線 の 直 線 範 囲 を 越 え た 場 合 に は 、 ELISAア ッ セ イ は 、 上
清 の 段 階 希 釈 後 に 繰 り 返 さ れ た 。 各 試 料 は 、 少 な く と も 2つ の ELISA実 験 に お い て 試 験 さ れ
、 デ ー タ は 、 各 試 料 に つ い て の 試 験 の 平 均 か ら 計 算 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ELISA試 験 結 果 は 、 に 示 さ れ た 図 に よ り 例 証 さ れ て い る 。 OSCC患 者 の 唾 液 に お け る I
L8の レ ベ ル (720 pg/dL)は 、 対 照 群 の 唾 液 に お け る そ れ ら (250 pg/dL)よ り も 有 意 に 高 か っ
た (P<0.0001)。 唾 液 に お け る IL8タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 上 昇 が 、 OSCC患 者 の 唾 液 に お け る
総 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 上 昇 の せ い で は な か っ た こ と を 保 証 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 2
つ の 群 間 で 唾 液 に お け る 総 タ ン パ ク 質 濃 度 を 比 較 し た 。 有 意 差 は 見 出 さ れ な か っ た (P>0.0
5)。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 レ ベ ル に お け る IL6の 唾 液 濃 度 に お い て 、 有 意 差 は 見 出 さ れ な か っ た 。 ま た
、 ELISA分 析 に お い て 、 喫 煙 と 非 喫 煙 の 被 検 者 の 間 で の 試 料 サ イ ズ 研 究 内 で 差 は 検 出 さ れ
な か っ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
実 施 例 7： OSCC患 者 由 来 の 血 清 に お け る IL6お よ び IL8サ イ ト カ イ ン レ ベ ル 分 析
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 qRT-PCRお よ び ELISAを 用 い て 、 罹 患 し て い な い 被 検 者 お よ び OSCCを
も つ 患 者 の 血 清 に お い て 、 IL6お よ び IL8の レ ベ ル を 調 べ 、 比 較 し た 。 患 者 は 、 実 施 例 4に
記 載 さ れ て い る よ う に 選 択 さ れ 、 血 清 は 、 実 施 例 5に 記 載 さ れ て い る よ う に 処 理 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
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患 者 お よ び 正 常 な 被 検 者 由 来 の 血 清 に お け る IL6お よ び IL8 mRNAの 定 量 の た め の リ ア ル タ



　 RT-PCRの 結 果 を 定 量 的 に 分 析 す る た め に 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCRが 、 実 施 例 6に 記 載 さ
れ て い る よ う に 行 わ れ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 RT-PCR結 果 は 、 に 示 さ れ た 図 に よ り 例 証 さ れ て い る 。 そ の よ う な 結 果 は 、 mRNAレ ベ
ル に お け る IL6が 、 対 照 被 検 者 と 比 較 し た 場 合 、 OSCCを も つ 患 者 の 血 清 に お い て よ り 高 い
濃 度 で 検 出 さ れ た こ と を 示 し て い る (t検 定 、 P<0.001)。 OSCC患 者 と 疾 患 の な い 対 照 由 来 の
唾 液 の 間 で の IL6 mRNA発 現 の 量 に お け る 有 意 差 が 注 目 さ れ た 。 平 均 コ ピ ー 数 は 、 OSCC群 に
つ い て 5.2x10 4 個 、 対 照 群 に つ い て 3.3x10 3 個 で あ っ た 。 2つ の 群 間 の 差 は 、 非 常 に 統 計 学
的 に 有 意 で あ っ た (P<0.0004)。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 そ の 代 わ り に 、 mRNAレ ベ ル に お け る IL8の 唾 液 濃 度 に お い て 、 有 意 差 が 見 出 さ れ な か っ
た 。 試 料 サ イ ズ 研 究 内 で 、 本 発 明 者 ら は ま た 、 喫 煙 と 非 喫 煙 の 被 検 者 間 に 差 を 検 出 す る こ
と が で き な か っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 血 清 に お け る IL6お よ び IL8タ ン パ ク 質 濃 度 の 定 量 の た め の ELISA試 験 は 、 実 施 例 6に 記 載
さ れ て い る よ う に 行 わ れ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 関 連 し た ELISA試 験 結 果 は 、 に 示 さ れ た 図 に よ り 例 証 さ れ て い る 。 OSCC患 者 の 血 清
に お け る IL6の 平 均 レ ベ ル (87 pg/dL)は 、 対 照 群 の 血 清 に お け る そ れ ら (0 pg/dL)よ り も 有
意 に 高 か っ た (P<0.0001)。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 レ ベ ル に お け る IL8の 血 清 濃 度 に お い て 、 有 意 差 は 見 出 さ れ な か っ た 。 ま た
、 ELISA分 析 に お い て 、 喫 煙 と 非 喫 煙 の 被 検 者 の 間 で の 試 料 サ イ ズ 研 究 内 で 差 は 検 出 さ れ
な か っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
実 施 例 8： ROCお よ び 感 度 /特 異 性 解 析
　 上 の 実 施 例 1～ 7で 報 告 さ れ た 実 験 の 結 果 に お い て 収 集 さ れ た デ ー タ の 統 計 学 的 解 析 は 、
HNSCCに つ い て の こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー の 特 異 性 お よ び 感 度 、 な ら び に そ れ ら の 適 中 率
を 実 証 し て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 患 者 人 口 統 計 の 分 布 は 、 OSCC症 例 お よ び 対 照 に つ い て 、 全 体 的 に お よ び 別 々 に 、 計 算 さ
れ 、 連 続 測 定 に つ い て の ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 か ま た は カ テ ゴ リ ー 測 定 に つ い て の 2X2の カ
イ 二 乗 表 の い ず れ か を 用 い て 2つ の ア ー ム 間 で 比 較 さ れ た 。 唾 液 お よ び 血 清 に お け る IL6な
ら び に IL8レ ベ ル の 分 布 は 、 計 算 さ れ 、 2つ の 独 立 群 t検 定 を 用 い て OSCC症 例 と 対 照 の 間 で
比 較 さ れ た 。 差 は 、 0.01未 満 の P値 に つ い て 有 意 と み な さ れ た 。 IL6お よ び IL8レ ベ ル の 範
囲 の た め に 、 こ れ ら の 測 定 値 の 対 数 変 換 も ま た 、 解 析 に 用 い ら れ た 。 デ ー タ は 、 平 均 ± SD
と し て 表 さ れ た 。 年 齢 、 性 別 お よ び 喫 煙 歴 は 、 実 験 計 画 に お い て 群 レ ベ ル で 調 節 さ れ た ；
こ れ ら の 患 者 因 子 は ま た 、 回 帰 モ デ リ ン グ を 通 し て IL6お よ び IL8を 比 較 す る 場 合 の 解 析 に
お い て 調 整 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 従 属 変 数 と し て 疾 患 (OSCC症 例 )お よ び 非 疾 患 (対 照 )の 2項 結 果 を 用 い る 、 ロ ジ ス テ ィ ッ
ク 回 帰 モ デ ル を 、 患 者 の 年 齢 、 性 別 お よ び 喫 煙 歴 に つ い て 調 節 し て 、 可 能 性 の あ る バ イ オ
マ ー カ ー (IL6ま た は IL8)の そ れ ぞ れ の 関 数 と し て OSCCを 発 症 し て い る 確 率 を 推 定 す る よ う
に 適 合 さ せ た 。 適 合 し た ロ ジ ス テ ィ ッ ク モ デ ル を 用 い て 、 受 信 者 動 作 特 性 (ROC)曲 線 解 析
は 、 バ イ オ マ ー カ ー の そ れ ぞ れ の 予 測 力 を 評 価 す る た め に 行 わ れ た [8][9][10]。 ROC解 析
を 通 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 最 小 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 性 (0の 確 率 で カ ッ ト )か ら 最 大 ス ト リ ン
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患 者 お よ び 正 常 な 被 検 者 由 来 の 血 清 に お け る IL6お よ び IL8タ ン パ ク 質 濃 度 の 定 量 の た め の
ELISA

図 6B
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ジ ェ ン ト 性 (1の 確 率 で カ ッ ト )ま で 陽 性 の 基 準 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 感 度 お よ び 特 異
性 を 計 算 し た 。 最 適 な 感 度 お よ び 特 異 性 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の そ れ ぞ れ に つ い て 決 定 さ れ
、 バ イ オ マ ー カ ー の そ れ ぞ れ の 対 応 す る カ ッ ト オ フ /閾 値 が 同 定 さ れ た 。 ROC曲 線 下 で 最 も
大 き い 領 域 を 有 す る バ イ オ マ ー カ ー は 、 OSCCを 検 出 す る た め の 最 も 強 い 予 測 力 を も つ と し
て 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ ５ １ 】

　 OSCCを も つ 患 者 の 平 均 (SD)年 齢 は 49.3(7.5)歳 (範 囲 、 42～ 67歳 )対 、 対 照 群 に お け る 48.
8(5.7)歳 (範 囲 、 40～ 65歳 )で あ っ た ； (ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 P>0.80)。 2つ の 被 検 者 群 の 間
で 、 年 齢 (平 均 年 齢 )； OSCC患 者 、 49.3歳 ； 正 常 な 被 検 者 、 48.8歳 (ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 P>
0.80)； 性 別 (ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 P>0.90)； ま た は 喫 煙 歴 (ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 P>0.75)
に 関 し て 有 意 差 は な か っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ROC(受 信 者 動 作 特 性 )曲 線 、 感 度 対 1-特 異 性 の プ ロ ッ ト 、 は 可 能 性 の あ る バ イ オ マ ー カ
ー の そ れ ぞ れ に つ い て 作 成 さ れ た 。 年 齢 、 性 別 お よ び 喫 煙 歴 は 、 上 記 の よ う に 調 節 さ れ た
。 ROC曲 線 下 の 面 積 は 、 OSCCを 検 出 す る た め の 各 バ イ オ マ ー カ ー の 有 用 性 の 測 度 と し て 計
算 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 図 7Aお よ び 図 7Bは 、 唾 液 に お け る IL8お よ び 血 清 に お け る IL6に つ い て の ROC曲 線 を そ れ
ぞ れ 、 示 し て い る 。 計 算 さ れ た ROC値 (OSCCを 予 測 す る こ と に つ い て )は 、 唾 液 に お け る IL8
に つ い て 0.978； お よ び 血 清 に お け る IL6に つ い て 0.824で あ っ た 。 感 度 お よ び 特 異 性 の 分
布 に 基 づ い て 、 バ イ オ マ ー カ ー の 閾 値 は 、 OSCCを 検 出 す る こ と に つ い て 選 択 さ れ た 。 本 発
明 者 ら の デ ー タ に 基 づ い て 、 唾 液 に お け る IL8に つ い て 、 600 pg/dLの 閾 値 は 、 86%の 感 度
お よ び 97%の 特 異 性 を 生 じ る 。 同 様 に 、 血 清 に お け る IL6に つ い て 、 0 pg/dLよ り 大 き い 閾
値 は 、 64%の 感 度 お よ び 81%の 特 異 性 を 生 じ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ ： 唾 液 に お け る IL8お よ び 血 清 に お け る IL6は 、 に 示 さ
れ て い る よ う に 、 ROC解 析 が 99%の 感 度 お よ び 90%の 特 異 性 を 生 じ て い る こ と か ら 、 OSCC診
断 法 と し て 大 き な 可 能 性 を も っ て い る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 唾 液 お よ び 血 清 に お け る 可 能 性 の あ る バ イ オ マ ー カ ー の そ れ ぞ れ に つ い て の 、 ROC曲 線
下 の 面 積 の 詳 細 な 統 計 値 、 閾 値 、 な ら び に 対 応 す る 感 度 お よ び 特 異 性 は 表 3に 列 挙 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 唾 液 お よ び 血 清 に お け る 可 能 性 の あ る バ イ オ マ ー カ ー の そ れ ぞ れ に つ い て の 、 ROC曲 線
下 の 面 積 の 詳 細 な 統 計 値 、 閾 値 、 な ら び に 対 応 す る 感 度 お よ び 特 異 性 は 、 下 の 表 3に 列 挙
さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ８ 】
実 施 例 9： OSCC患 者 の 血 清 か ら の RNA単 離 、 増 幅 お よ び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
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　 32人 の OSCC患 者 は 、 University of California, Los Angeles (UCLA)に お け る Medical 
Centersお よ び University of Southern California(USC), Los Angeles, CAか ら 採 用 さ れ
た 。 す べ て の 患 者 は 、 最 近 、 原 発 性 T1/T2OSCCと 診 断 さ れ て お り 、 化 学 療 法 、 放 射 線 治 療
、 手 術 ま た は 代 替 療 法 の 形 を と る い ず れ の 事 前 処 置 も 受 け な か っ た 。 35人 の 正 常 な ド ナ ー
が 、 School of Dentistry, UCLAに お け る 一 般 的 な 集 団 か ら 対 照 と し て 採 用 さ れ た 。 い ず
れ の 被 検 者 も 前 の 悪 性 腫 瘍 、 免 疫 不 全 、 自 己 免 疫 疾 患 、 肝 炎 、 ま た は HIV感 染 の 病 歴 を も
た な か っ た 。 す べ て の 被 検 者 は 、 こ の 研 究 の た め の 供 血 者 と な る こ と を 同 意 す る 機 関 審 査
委 員 会 (Institutional Review Board)に 承 認 さ れ た 同 意 書 に サ イ ン し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 32人 の OSCC患 者 お よ び 35人 の 正 常 な 被 検 者 を 含 む 全 体 と し て 67人 の 被 検 者 が 採 用 さ れ た
。 2つ の 被 検 者 群 の 間 に 、 平 均 年 齢 (標 準 偏 差 、 SD)に 関 し て 有 意 差 は な か っ た ： OSCC患 者
、 49.3(7.5)歳 ； 正 常 な 被 検 者 、 47.8(6.4)歳 　 (ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 P=0.84)。 OSCC群 に
お け る 性 別 分 布 は 、 10:22(女 性 の 数 /男 性 の 数 )で あ り 、 対 照 群 に お い て は 、 14:21(カ イ 二
乗 検 定 P=1)で あ っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 以 下 の こ と を 測 定 す る こ と に よ り こ れ ら の 2つ の 群
の 喫 煙 歴 を 適 合 さ せ た 。 す べ て の 被 検 者 は 以 下 を 尋 ね ら れ た ： (1)何 年 間 、 タ バ コ を 吸 っ
た か ？ (2)1日 あ た り 何 箱 、 タ バ コ を 吸 っ た か ？ (3)タ バ コ を 吸 う の を 止 め て か ら 何 年 間 、
経 過 し た か ？ (4)紙 巻 き タ バ コ を 吸 う の み だ っ た か 、 ま た は 葉 巻 、 パ イ プ 、 か み タ バ コ 、
も し く は タ イ マ も 使 用 し た か ？ 本 発 明 者 ら は 、 そ の 後 、 上 記 に 関 し て 患 者 と 対 照 の 間 の 整
合 を 最 適 化 し た ： (1)類 似 し た 箱 -年 数 歴 (2)タ バ コ を 吸 う の を 止 め て か ら の 類 似 し た 経 過 (
3)全 く 紙 巻 き タ バ コ の み の 使 用 。 喫 煙 歴 に お い て 2つ の 群 間 に 有 意 差 は な か っ た (ス チ ュ ー
デ ン ト t検 定 P=0.77)。
【 ０ １ ６ ０ 】

　 血 液 調 達 手 順 は 、 UCLAお よ び USCに お け る 機 関 の 審 査 委 員 会 に よ り 承 認 さ れ た 。 血 液 は
、 処 理 の 前 に 対 照 被 検 者 お よ び 患 者 か ら 抜 き 取 ら れ た 。 そ の 後 、 全 血 は 、 Sorvall RT6000
D遠 心 分 離 機 (DuPont, Wilmington, DE)に よ り 15℃ で 10分 間 、 1,000 xgに よ る 遠 心 分 離 を
受 け た 。 血 清 は 、 そ の 後 、 分 離 さ れ 、 100 U/mL リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Superase-In, A
mbion Inc., Austin, IX)が 血 清 へ 素 速 く 添 加 さ れ た 。 ア リ コ ー ト は 、 さ ら な る 使 用 ま で -
80℃ で 保 存 さ れ た 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 RNAは 、 QIAamp Viral RNAキ ッ ト (Qiagen, Valencia, CA)を 用 い て 560 μ l 血 清 か ら 単
離 さ れ た 。 単 離 さ れ た RNAの ア リ コ ー ト は 、 製 造 会 社 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ を 含 ま な い デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (DNaseI-DNA-free, Ambion Inc., Austin, T
X)で 処 理 さ れ た 。 単 離 さ れ た RNAの 質 は 、 4つ の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 転 写 産 物 ： β -ア
ク チ ン (ACTB)、 β -2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン (B2M)、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ (GAPDH)、 お よ び リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 S9(RPS9)に つ い て の RT-PCRに よ り 調 べ ら れ
た 。 公 開 さ れ た 配 列 に 基 づ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 設 計 さ れ 、 そ の 後 、
PCRの た め に 合 成 さ れ た (Sigma Genosis, Woodlands, TX)。 RT-PCRは 、 表 4に 示 さ れ た RT-P
CRの た め の 4つ の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 転 写 産 物 か ら 選 択 さ れ た 共 通 の 上 流 プ ラ イ マ ー
お よ び 3つ の 異 な る 下 流 プ ラ イ マ ー を 用 い て 3つ の セ グ メ ン ト に 表 現 型 を 示 さ れ た mRNAの コ
ー ド 領 域 を 増 幅 す る た め に 用 い ら れ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ３ 】
　 特 に 、 4つ の 血 清 ヒ ト mRNAが 選 択 さ れ 、 コ ー ド 領 域 は 、 そ の コ ー ド 領 域 を お よ そ 3つ の 部
分 へ 分 割 す る 共 通 の 上 流 プ ラ イ マ ー お よ び 3つ の 異 な る 下 流 プ ラ イ マ ー を 用 い て 3つ の セ グ
メ ン ト に 表 現 型 を 示 し た 。 各 PCR反 応 の 10 μ lは 、 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 さ れ 、 E
tBrで 染 色 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 す べ て の PCR産 物 の 特 異 性 は 、 陽 性 対 照 (Human Salivary Gland Total RNA, clontech, 
Palo Alto, CA)と 比 較 す る 推 定 サ イ ズ に よ り 検 証 さ れ た 。 入 力 RNAが 除 か れ て い る 、 ま た
は RNAが 用 い ら れ る が 、 逆 転 写 酵 素 が 除 か れ て い る 陰 性 対 照 が 、 用 い ら れ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ヒ ト 由 来 の mRNA産 物 の 血 清 表 現 型 は 、 RT-PCRお よ び 電 気 泳 動 に よ り 評 価 さ れ た 。 に
報 告 さ れ た 例 示 的 結 果 は 、 4つ の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 (ACTB、 B2M、 GAPDH、 お よ び RPS9
)か ら の 転 写 産 物 が 検 出 さ れ る こ と が で き る こ と を 示 し た 。 特 に 、 188 bp、 426 bpお よ び 6
14 bpの サ イ ズ を も つ RPS9に つ い て の 単 位 複 製 配 列 が 検 出 さ れ た (図 8の レ ー ン 2、 3お よ び 4
を そ れ ぞ れ 、 参 照 )； 140,755 bpお よ び 1,184 bpの サ イ ズ を も つ GAPDHに つ い て の 単 位 複 製
配 列 が 検 出 さ れ た (図 8の レ ー ン 5、 6お よ び 7を そ れ ぞ れ 、 参 照 )； 216,591 bpお よ び 848 bp
の サ イ ズ を も つ B2Mに つ い て の 単 位 複 製 配 列 が 検 出 さ れ た (図 8の レ ー ン 8、 9お よ び 10を そ
れ ぞ れ 、 参 照 )； お よ び 195,705 bpお よ び 1,000 bpの サ イ ズ を も つ ACTBに つ い て の 単 位 複
製 配 列 が 検 出 さ れ た (図 8の レ ー ン 11、 12お よ び 13を そ れ ぞ れ 、 参 照 )。 対 照 デ ー タ が 図 に
示 さ れ て い な い 場 合 で も 、 対 照 は 行 わ れ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 者 ら が 増 幅 し た 最 も 長 い PCR産 物 は 、 NCBI GenBankデ ー タ ベ ー ス に よ る 、 対 応 す
る mRNAの 完 全 長 の 56.8%(ACTB)、 85.9%(B2M)、 93.4%(GAPDH)お よ び 88.9%(RPS9)に 及 ん だ 。
こ の 結 果 は ま た 、 無 細 胞 の 形 を と る 血 液 に お い て 循 環 す る 無 傷 ヒ ト mRNAが 存 在 し う る こ と
を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
実 施 例 10： OSCC患 者 由 来 の 血 清 の mRNAの マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ
　 10人 の OSCC患 者 (8人 の 男 性 、 2人 の 女 性 、 年 齢 =51± 9.0)由 来 な ら び に 10人 の 性 別 お よ び
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年 齢 の 整 合 さ れ た 正 常 な ド ナ ー (年 齢 49± 5.6)由 来 の 血 清 が 、 収 集 さ れ 、 マ イ ク ロ ア レ イ
分 析 に 用 い る た め に 実 施 例 9に 報 告 さ れ て い る よ う に 処 理 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 血 清 か ら 単 離 さ れ た RNAは 、 RiboAmp(商 標 )RNA Amplificationキ ッ ト (Arcturus, Mounta
in View, CA)に よ り 直 線 的 増 幅 に か け ら れ た 。 以 前 に 報 告 さ れ た プ ロ ト コ ー ル [55]に 従 っ
て 、 ～ 19,000遺 伝 子 を 表 す 22,215個 の ヒ ト 遺 伝 子 cDNAプ ロ ー ブ セ ッ ト (す な わ ち 、 各 遺 伝
子 は 、 1個 よ り 多 い プ ロ ー ブ セ ッ ト に よ り 表 さ れ う る )を 含 む Affymetrix Human Genome U1
33A Arrayが 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め に 適 用 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 生 デ ー タ は 、 標 準 化 お よ び モ デ ル に 基 づ い た 解 析 の た め の DNA-Chip Analyzer 1.3 (dCh
ip)ソ フ ト ウ ェ ア へ イ ン ポ ー ト さ れ た [60]。 dChipは 、 mRNA/遺 伝 子 発 現 の 量 を 表 す 発 現 指
標 、 お よ び mRNA転 写 産 物 が 実 際 、 試 料 に 存 在 す る か ど う か 、 存 在 コ ー ル と 呼 ば れ る も う 一
つ の パ ラ メ ー タ ー を 与 え る (14)。 S-plus 6.0(Insightful, Seattle, WA)が す べ て の 統 計
学 的 検 定 に 用 い ら れ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 3つ の 基 準 が 、 OSCCと 対 照 の 間 で 異 な っ て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ
た 。 第 一 に 、 す べ て の 試 料 に お い て 「 不 在 」 コ ー ル と 割 り 当 て ら れ た 遺 伝 子 は 排 除 さ れ た
。 第 二 に 、 両 側 ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 が 、 OSCC(n=10)と 対 照 (n=10)の 間 で の 平 均 遺 伝 子 発
現 レ ベ ル の 比 較 に 用 い ら れ た 。 0.05の 臨 界 ア ル フ ァ レ ベ ル が 、 統 計 学 的 有 意 性 と し て 定 義
さ れ た 。 第 三 に 、 倍 比 率 が 、 統 計 学 的 有 意 差 (P<0.05)を 示 す そ れ ら の 遺 伝 子 に つ い て 計 算
さ れ た 。 少 な く と も 2倍 変 化 を 示 す そ れ ら の 遺 伝 子 の み が 、 さ ら な る 分 析 の た め に 含 ま れ
る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 HG U133Aマ イ ク ロ ア レ イ は 、 癌 患 者 と 整 合 さ れ た 正 常 な 被 検 者 の 間 で 唾 液 RNAプ ロ フ ァ
イ ル に お け る 違 い を 同 定 す る た め に 用 い ら れ た 。 前 に 記 載 さ れ た 基 準 に よ り 含 ま れ る 14,2
68個 の 遺 伝 子 の 間 で 、 本 発 明 者 ら は 、 0.05未 満 の P値 お よ び ≧ 2の 倍 変 化 を も つ 335個 の 遺
伝 子 を 同 定 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 間 で 、 OSCC群 に お い て 、 223個 の 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝
子 お よ び 112個 の 下 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 が あ る 。 Affymetrixに よ り 、 存 在 コ ー ル を 割 り 当
て ら れ た 遺 伝 子 は 、 こ の 遺 伝 子 が 最 初 の 試 料 に お い て 信 頼 性 を も っ て 検 出 さ れ る こ と を 示
す 。 存 在 と 割 り 当 て ら れ た 遺 伝 子 の 数 お よ び 各 ア レ イ に お け る 存 在 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 血
清 に お け る ヒ ト mRNA発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 報 告 す る 表 5に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ３ 】
　 (a)HG U133Aマ イ ク ロ ア レ イ に お け る 存 在 コ ー ル を 示 す プ ロ ー ブ の 数 (検 出 P<0.04)。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 (b)存 在 パ ー セ ン テ ー ジ (P%)＝ 存 在 コ ー ル に 割 り 当 て ら れ た プ ロ ー ブ の 数 /全 プ ロ ー ブ の
数 (HG U133Aマ イ ク ロ ア レ イ に つ い て 22,283個 )。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ＊ OSCCに つ い て の ア レ イ は 、 対 照 群 に つ い て の そ れ ら よ り も 多 い 、 存 在 コ ー ル に 割 り 当
て ら れ た 有 意 な プ ロ ー ブ を 有 す る (P≦ 0.002、 ウ イ ル コ ク ソ ン 検 定 )。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 平 均 し て 、 存 在 コ ー ル を 割 り 当 て ら れ た 、 OSCCア レ イ に お い て 2623± 868個 の プ ロ ー ブ
、 お よ び 対 照 ア レ イ に お い て 1792± 165個 の プ ロ ー ブ が あ る 。 OSCC群 は 、 対 照 群 よ り 多 い
有 意 な 存 在 プ ロ ー ブ を 有 す る (P≦ 0.002、 ウ イ ル コ ク ソ ン 検 定 )。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 特 定 の 遺 伝 子 に つ い て 、 す べ て の 癌 (n=10)ま た は す べ て の 対 照 (n=10)の 間 で す べ て の ア
レ イ に 一 貫 し て 存 在 コ ー ル が 割 り 当 て ら れ る と い う よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 基 準 を 用 い て
、 本 発 明 者 ら は 、 さ ら な る 分 析 の た め の 候 補 で あ り う る 62個 の 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 こ れ ら
の 62個 の 遺 伝 子 は OSCC血 清 に お い て す べ て 上 方 制 御 さ れ る が 、 同 じ フ ィ ル タ リ ン グ 基 準 を
用 い て 下 方 制 御 さ れ る の を 見 出 さ れ た 遺 伝 子 は な い こ と が 注 目 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
実 施 例 11： OSCC患 者 の 無 細 胞 唾 液 か ら の マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ の Q-PCR確 証 お
よ び 定 量 的 分 析
　 qPCRは 、 唾 液 に お い て 異 な っ て 発 現 さ れ た 転 写 産 物 の サ ブ セ ッ ト を 定 量 す る た め に 、 32
人 の OSCC患 者 お よ び 35人 の 対 照 由 来 の 唾 液 を 含 む 拡 大 さ れ た 試 料 サ イ ズ に お い て 、 実 施 例
10の マ イ ク ロ ア レ イ の 発 見 を 確 証 す る た め に 、 行 わ れ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 PRIMER3ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い る こ と に よ り 設 計 さ れ た (表 2)。 MuLV
逆 転 写 酵 素 (Applied Biosystems, Foster City, CA)お よ び プ ラ イ マ ー と し て ラ ン ダ ム ヘ
キ サ マ ー (ABI, Foster City, CA)を 用 い て 、 cDNAは 、 最 初 の 、 増 幅 さ れ て い な い 血 清 RNA
か ら 合 成 さ れ た 。 qPCR反 応 は 、 iQ SYBR Green Supermix(Bio-Rad, Herucules, CA)を 用 い
て 、 iCycler(商 標 )iQリ ア ル タ イ ム PCR検 出 シ ス テ ム (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)に お い
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て 行 わ れ た 。 す べ て の 反 応 は 、 特 定 の 産 物 に つ い て カ ス タ マ イ ズ さ れ た 条 件 を 用 い て 3連
で 行 わ れ た 。 特 定 の 鋳 型 の cDNA/RNAの 相 対 量 は 、 LightCyclerソ フ ト ウ ェ ア 3.0(Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA)を 用 い て 標 準 曲 線 か ら 外 挿 さ れ た 。 両 側 ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 は 、 統
計 学 的 解 析 に 用 い ら れ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 10個 の 有 意 な 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 ： H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4、 ARCR、 THSMB(チ モ シ
ン β 10)、 PRKCB1(プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C、 β 1)、 FTL1(フ ェ リ チ ン 軽 ポ リ ペ プ チ ド )、 COX4I
1(チ ト ク ロ ム cオ キ シ ダ ー ゼ サ ブ ユ ニ ッ ト IVア イ ソ フ ォ ー ム 1)、 お よ び SERP1(ス ト レ ス 関
連 小 胞 体 タ ン パ ク 質 1； リ ボ ソ ー ム 関 連 膜 タ ン パ ク 質 4)は 、 qPCR確 証 に つ い て 選 択 さ れ た 1
0個 の 遺 伝 子 を 報 告 し て い る 表 6に 示 さ れ て い る よ う に 、 そ れ ら の 報 告 さ れ た 癌 関 連 に 基 づ
い て 選 択 さ れ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ２ 】
　 表 6は 、 qPCRに よ り 測 定 さ れ た OSCC患 者 由 来 の 血 清 に お け る そ れ ら の 定 量 的 変 化 を 示 す
。 結 果 は 、 H3F3A、 TPT1、 FTH1、 NCOA4お よ び ARCRの 転 写 産 物 が 、 OSCC患 者 の 唾 液 に お い て
有 意 に 上 昇 し た こ と を 確 認 し た (ウ イ ル コ ク ソ ン の 符 号 付 き 検 定 、 P<0.05)。 本 発 明 者 ら は
、 qPCRに よ り 、 他 の 5つ の 転 写 産 物 の 量 に お い て 統 計 学 的 有 意 差 を 検 出 し な か っ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
実 施 例 12： ROCお よ び 感 度 /特 異 性 解 析
　 上 の 実 施 例 9～ 11で 報 告 さ れ た 実 験 の 結 果 に お い て 収 集 さ れ た デ ー タ の 統 計 学 的 解 析 は
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、 HNSCCに つ い て の こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー の 特 異 性 お よ び 感 度 、 な ら び に そ れ ら の 適 中
率 を 実 証 し て い る 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 qPCR結 果 を 利 用 し て 、 多 変 量 分 類 モ デ ル が 、 癌 予 測 の た め の 選 択 さ れ た 血 清 転 写 産 物 の
最 良 の 組 み 合 わ せ を 決 定 す る た め に 構 築 さ れ た 。 第 一 に 、 従 属 変 数 と し て 疾 患 (OSCC)お よ
び 非 疾 患 (正 常 )の 2項 結 果 を 用 い て 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル が 構 築 さ れ た [61]。 年 齢
、 性 別 お よ び 喫 煙 歴 は 、 デ ー タ 収 集 手 順 に お い て 調 節 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 leave-one out cross validation法 が 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル を 確 証 す る た め に 用
い ら れ た 。 交 差 検 定 (cross validation)ス ト ラ テ ジ ー は 、 ま ず 、 1つ の 観 測 を 除 去 し 、 そ
の 後 、 す べ て の マ ー カ ー を 用 い て 残 っ て い る 事 例 か ら ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル を 適 合 さ
せ る 。 段 階 的 モ デ ル 選 択 は 、 モ デ ル を 改 善 し な い 変 数 を 除 去 す る た め に こ れ ら の モ デ ル の
そ れ ぞ れ に つ い て 用 い ら れ る 。 そ の 後 、 除 外 さ れ た 事 例 に つ い て の 観 測 値 は 、 そ の 観 測 に
つ い て 推 定 さ れ る ク ラ ス を 計 算 す る た め に 用 い ら れ た 。 交 差 検 定 誤 差 率 は 、 そ の 時 、 試 料
の 数 で 割 っ た 、 間 違 っ て 予 測 さ れ た 試 料 の 数 で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 受 信 者 動 作 特 性 (ROC)曲 線 解 析 は 、 そ の 後 、 感 度 お よ び 特 異 性 の 計 算 の た め の 可 能 性 の
あ る カ ッ ト ポ イ ン ト と し て モ デ ル か ら の 適 合 し た 確 率 を 用 い て 、 最 良 の 最 終 ロ ジ ス テ ィ ッ
ク モ デ ル (S-plus 6.0)に つ い て 計 算 さ れ た 。 曲 線 下 の 面 積 は 、 ROC曲 線 の 数 値 積 分 法 に よ
り 計 算 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 OSCC識 別 の た め に 血 清 に お け る 循 環 mRNAの 利 用 を 実 証 す る た め に 、 2つ の 分 類 /予 測 モ デ
ル が 観 察 さ れ た 。 qPCRデ ー タ を 用 い て 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル が 、 前 に 調 べ ら れ た 6
つ の 血 清 転 写 産 物 、 ARHA、 FTH1、 H3F3A、 TPT1、 COX4I1お よ び FTL1、 か ら 構 成 さ れ て 構 築
さ れ た 。 組 み 合 わ せ た そ れ ら の 6つ の 転 写 産 物 は 、 最 良 の 予 測 を 提 供 し 、 そ の 後 、 leave-o
ne out validation法 に よ り 確 証 さ れ た 。 67個 か ら 1つ を 除 外 す る 試 行 の う ち 、 最 良 ロ ジ ス
テ ィ ッ ク モ デ ル の 54個 (81%)が 、 デ ー タ 全 体 か ら 抜 き 出 し た 1つ の モ デ ル と 同 じ で あ る こ と
が 見 出 さ れ 、 確 証 誤 差 率 は 31.3%(21/67)で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 結 果 は 図 9に 報 告 さ れ て い る が 、 こ の ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル に つ い て 計 算 さ れ た ROC
曲 線 が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 44%の カ ッ ト オ フ 確 率 を 用 い て 、 84%の 感 度 お よ び 83%の 特 異 性 が 得 ら れ た 。 最 終 モ デ ル
は 、 0.84(27/32)感 度 お よ び 0.83(29/35)特 異 性 を 以 て 、 67人 の う ち 56人 (83.5%)の 被 検 者
に つ い て 正 し く 予 測 し 、 対 照 に つ い て 6人 の 被 検 者 お よ び OSCCに つ い て 5人 の 分 類 を 誤 っ て
い る 。 ROC曲 線 下 の 計 算 さ れ た 領 域 は 、 こ の ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル に つ い て 0.88で あ
っ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】

　 第 二 に 、 qPCR結 果 を 利 用 す る も う 一 つ の 予 測 モ デ ル は 、 ツ リ ー に 基 づ い た 分 類 方 法 に よ
り 構 築 さ れ た 。 分 類 お よ び 回 帰 ツ リ ー (CART)は 、 qPCR結 果 か ら 予 知 物 質 と し て 血 清 転 写 産
物 を 用 い て S-plus 6.0に よ り 構 築 さ れ た 。 CARTは 、 各 段 階 が 、 結 果 と し て 癌 群  対  正 常 群
の 最 良 の 分 割 を 生 じ る 予 測 変 数 を 検 索 す る こ と を 含 む 、 二 元 再 帰 分 割 分 析 (binary recurs
ive partitioning)に よ る 分 類 モ デ ル に 適 合 す る [62]。 CARTは 、 S-plusに つ い て の デ フ ォ
ル ト 設 定 に よ り 決 定 さ れ た 分 割 基 準 を も つ エ ン ト ロ ピ ー 関 数 を 用 い た 。 こ の ア プ ロ ー チ に
よ り 、 試 料 全 体 (n=67)を 含 む 親 群 は 、 そ の 後 、 癌 群 お よ び 正 常 群 へ 分 割 さ れ た 。 本 発 明 者
ら の 最 初 の ツ リ ー は 、 結 果 と し て 、 異 な る 分 類 を も つ 小 枝 を 生 じ な か っ た す べ て の 分 割 を
除 去 す る よ う に 剪 定 さ れ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
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　 第 二 モ デ ル 、 「 分 類 お よ び 回 帰 ツ リ ー (CART)モ デ ル 」 、 は 図 10に 報 告 さ れ た 図 に よ り 作
成 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 者 ら の 適 合 し た CARTモ デ ル は 、 OSCCに つ い て の 予 測 変 数 と し て THSMBお よ び FTH1
の 血 清 mRNA濃 度 を 用 い た 。 4.59E-17 Mの 閾 値 を も つ 最 初 の 分 割 と し て 選 択 さ れ た THSMBは
、 合 計 67個 の 試 料 を 含 む 親 群 か ら 2つ の 子 群 を 生 じ た 。 THSMB濃 度 <4.59E-17 Mを も つ 47個
の 試 料 は 、 「 正 常 -1」 へ 割 り 当 て ら れ 、 THSMB濃 度 ≧ 4.59E-17 Mを も つ 20個 は 、 「 癌 -1」
へ 割 り 当 て ら れ た 。 「 正 常 -1」 群 は 、 8.44E-16 Mの 閾 値 を も つ FTH1に よ り さ ら に 分 割 さ れ
た 。 結 果 と し て 生 じ た 下 位 群 、 「 正 常 -2」 は 、 FTH1濃 度 <8.44E-16 Mを も つ 28個 の 試 料 を
含 み 、 「 癌 -2」 は 、 FTH1濃 度 ≧ 8.44E-16 Mを も つ 19個 の 試 料 を 含 ん だ 。 結 果 と し て 、 本 発
明 者 ら の 研 究 に 含 ま れ た 67個 の 血 清 試 料 は 、 CART解 析 に よ り 「 正 常 」 群 お よ び 「 癌 」 群 へ
分 類 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 「 正 常 」 群 は 、 合 計 28個 の 試 料 、 正 常 な 被 検 者 か ら の 25個 お よ び 癌 患 者 か ら の 3個 、 を
含 む 「 正 常 -2」 か ら の 試 料 か ら 構 成 さ れ た 。 従 っ て 、 OSCC予 測 に つ い て THSMBお よ び FTH1
の 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と に よ り 、 全 体 の 特 異 性 は 78%(25/35)で あ る 。 「 癌 」 群 は 、 「 癌
-1」 お よ び 「 癌 -2」 か ら の 試 料 か ら 構 成 さ れ た 。 最 終 「 癌 」 群 に お い て 割 り 当 て ら れ た 合
計 39個 の 試 料 、 癌 患 者 か ら の 29個 お よ び 正 常 な 被 検 者 か ら の 10個 、 が あ る 。 そ れ ゆ え に 、
OSCC予 測 に つ い て こ れ ら の 2つ の 血 清 mRNAの 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と に よ り 、 全 体 の 感 度
は 91%(癌 群 に お い て 、 29/32)で あ り 、 特 異 性 は 、 78%(正 常 群 に お い て 、 25/35)で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
実 施 例 13： OSCC患 者 の 唾 液 か ら の RNA単 離 、 増 幅 お よ び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ

　 OSCC患 者 は 、 University of California, Los Angeles (UCLA)； University of Southe
rn California (USC), Los Angeles, CA； お よ び University of California San Francis
co, San Francisco, CAに お け る Medical Centerか ら 採 用 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 実 証 さ れ た 原 発 性 T1ま た は T2 OSCCを も つ 32人 の 患 者 が 含 ま れ た 。 患 者 の す べ て は 、 最
近 、 原 発 性 疾 患 の 診 断 を 受 け て お り 、 化 学 療 法 、 放 射 線 治 療 、 手 術 ま た は 代 替 療 法 の 形 を
と る い ず れ の 事 前 処 置 も 受 け な か っ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 同 程 度 の 喫 煙 歴 を も つ 年 齢 お よ び 性 別 の 整 合 さ れ た 被 検 者 の 同 じ く ら い の 数 が 対 照 群 と
し て 選 択 さ れ た 。 2つ の 被 検 者 群 の 間 に 、 平 均 年 齢 ： OSCC患 者 、 49.8± 7.6歳 ； 正 常 な 被 検
者 、 49.1± 5.9歳 (ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 、 P>0.80)； 性 別 (P>0.90)； ま た は 喫 煙 歴 (P>0.75)
に 関 す る 有 意 差 は な か っ た 。 前 の 悪 性 腫 瘍 、 免 疫 不 全 、 自 己 免 疫 疾 患 、 肝 炎 ま た は HIV感
染 の 病 歴 を も つ 被 検 者 は な か っ た 。 す べ て の 被 検 者 は 、 実 験 の た め の 唾 液 供 与 者 と な る こ
と を 同 意 す る 機 関 審 査 委 員 会 に 承 認 さ れ た 同 意 書 に サ イ ン し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】

　 刺 激 さ れ て い な い 唾 液 試 料 は 、 以 前 に 確 立 さ れ た プ ロ ト コ ー ル [38]で 午 前 9時 と 午 前 10
時 の 間 に 収 集 さ れ た 。 被 検 者 は 、 収 集 前 の 少 な く と も 1時 間 、 食 べ る こ と 、 飲 む こ と 、 喫
煙 ま た は 口 腔 衛 生 処 置 を 断 つ よ う 求 め ら れ た 。 唾 液 試 料 は 、 4℃ で 15分 間 、 2,600 x gで 遠
心 分 離 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 上 清 は 、 ペ レ ッ ト か ら 取 り 出 さ れ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Superase-In, Ambion Inc
., Austin, TX)で 処 理 さ れ た 。 RNAは 、 QIAamp Viral RNAキ ッ ト (Qiagen, Valencia, CA)
で 唾 液 上 清 の 560 μ Lか ら 単 離 さ れ た 。 単 離 さ れ た RNAの ア リ コ ー ト は 、 製 造 会 社 の 使 用 説
明 書 に 従 っ て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (DNaseI-DNA-free
, Ambion Inc.)で 処 理 さ れ た 。 単 離 さ れ た RNAの 質 は 、 3つ の 細 胞 維 持 遺 伝 子 転 写 産 物 ： グ
リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (GAPDH)、 ア ク チ ン -β (ACTB)お よ び リ ボ ソ
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ー ム タ ン パ ク 質 S9(RPS9)に つ い て の RT-PCRに よ り 調 べ ら れ た 。 す べ て の 3つ の mRNAに つ い
て の PCR産 物 を 示 す そ れ ら の 試 料 の み が 、 そ の 後 の 分 析 に 用 い ら れ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 平 均 し て 、 全 RNAの 54.2± 20.1 ng(n=64)が 、 唾 液 上 清 の 560 μ Lか ら 得 ら れ た 。 OSCCと
整 合 さ れ た 対 照 の 間 に 全 RNA量 に お け る 有 意 差 が あ っ た (t検 定 、 P=0.29、 n=64)。 RT-PCR結
果 は 、 唾 液 試 料 の す べ て (n=64)が 、 ヒ ト 唾 液 RNAに つ い て の 品 質 管 理 と し て 用 い ら れ る [55
]、 3つ の 遺 伝 子 (GAPDH、 ACTBお よ び RPS9)か ら の 転 写 産 物 を 含 む こ と を 実 証 し た 。 一 貫 し
た 増 幅 規 模 (658± 47.2、 n=5)が 、 RNA増 幅 の 2ラ ウ ン ド 後 、 得 ら れ た 。 平 均 し て 、 ビ オ チ ン
化 cRNAの 収 量 は 、 39.3± 6.0 μ gで あ っ た (n=20)。 OSCCと 対 照 の 間 に 、 生 じ た cRNA量 の 有
意 差 は な か っ た (t検 定 、 P=0.31、 n=20)。
【 ０ ２ ０ ０ 】
実 施 例 14： OSCC患 者 由 来 の 唾 液 の mRNAの マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ
　 10人 の OSCC患 者 (7人 の 男 性 、 3人 の 女 性 ； 年 齢 、 52± 9.0歳 )由 来 な ら び に 10人 の 性 別 お
よ び 年 齢 の 整 合 さ れ た 正 常 な ド ナ ー (年 齢 、 49± 5.6歳 )由 来 の 唾 液 が 、 マ イ ク ロ ア レ イ 研
究 に 用 い ら れ た 。 唾 液 か ら の 単 離 さ れ た RNAは 、 RiboAmp RNA Amplificationキ ッ ト (Arctu
rus, Mountain View, CA)に よ る 直 線 的 増 幅 に か け ら れ た 。 RNA増 幅 効 率 は 、 5つ の 独 立 し
た 実 行 に お い て 20個 の 試 料 で 並 行 し て 実 行 す る 既 知 の 量 (0.1 μ g)の 対 照 RNAを 用 い る こ と
に よ り 測 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】

　 前 に 報 告 さ れ た プ ロ ト コ ー ル [55]に 従 っ て 、 Human Genome U133A Array(HG U133A, Aff
ymetrix, Santa Clara, CA)が 遺 伝 子 発 現 分 析 に 適 用 さ れ た 。 ア レ イ は ス キ ャ ン さ れ 、 蛍
光 強 度 が 、 Microarray Suit 5.0ソ フ ト ウ ェ ア (Affymetrix, Santa Clara, CA)に よ り 測 定
さ れ た ； ア レ イ は 、 そ の 後 、 標 準 化 お よ び モ デ ル に 基 づ い た 解 析 の た め の DNA-Chip Analy
zerソ フ ト ウ ェ ア (http://www.dchp.org)へ イ ン ポ ー ト さ れ た [60]。 S-plus 6.0(Insightfu
l, Seattle, WA)が す べ て の 統 計 学 的 検 定 を 行 う た め に 用 い ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 3つ の 基 準 が 、 異 な っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 転 写 産 物 を 測 定 す る た め に 用 い ら れ た 。 第 一
に 、 す べ て の 試 料 に お い て 「 不 在 」 コ ー ル と 割 り 当 て ら れ た ア レ イ 上 の プ ロ ー ブ セ ッ ト は
排 除 さ れ た 。 第 二 に 、 両 側 ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 が 、 OSCC(n=10)と 対 照 (n=10)の 間 で の 平
均 遺 伝 子 発 現 シ グ ナ ル 強 度 の 比 較 に 用 い ら れ た 。 0.05の 臨 界 レ ベ ル が 、 統 計 学 的 有 意 性 と
し て 定 義 さ れ た 。 第 三 に 、 倍 比 率 が 、 統 計 学 的 有 意 差 (P<0.05)を 示 す そ れ ら の 遺 伝 子 転 写
産 物 に つ い て 計 算 さ れ た 。 少 な く と も 2倍 変 化 を 示 す そ れ ら の 遺 伝 子 転 写 産 物 の み が 、 さ
ら な る 分 析 の た め に 含 ま れ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 HG U133Aマ イ ク ロ ア レ イ は 、 癌 患 者 と 整 合 さ れ た 正 常 な 被 検 者 の 間 で 唾 液 RNAプ ロ フ ァ
イ ル に お け る 違 い を 同 定 す る た め に 用 い ら れ た 。 前 に 記 載 さ れ た 基 準 に よ り 含 ま れ る 10,3
16個 の 転 写 産 物 の 間 で 、 本 発 明 者 ら は 、 0.05未 満 の P値 を も つ 1,679個 の 転 写 産 物 を 同 定 し
た 。 こ れ ら の 転 写 産 物 の 間 で 、 OSCC群 に お い て 、 836個 が 上 方 制 御 さ れ 、 843個 が 下 方 制 御
さ れ た 。 観 察 さ れ た こ れ ら の 転 写 産 物 は 、 偶 然 の み に 帰 さ れ る 可 能 性 は 低 く (2検 定 、 P<0.
0001)、 P<0.05を も つ 偽 陽 性 と み な さ れ た 。 す べ て の 10個 の OSCC唾 液 検 体 に お い て 、 制 御
に お け る 変 化 >3倍 の 所 定 の 基 準 お よ び P値 <0.01の カ ッ ト オ フ を 用 い て 、 OSCC唾 液 に お い て
有 意 な 上 方 制 御 を 示 す 17個 の mRNAが 同 定 さ れ た 。 17個 の 転 写 産 物 は 、 す べ て の 10個 の OSCC
唾 液 検 体 に お い て 制 御 に お け る 変 化 >3倍 、 お よ び P値 <0.01の よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト な カ ッ
ト オ フ を 示 し た 。 こ れ ら の 17個 の 唾 液 mRNAは OSCC唾 液 に お い て す べ て 、 上 方 制 御 さ れ る が
、 同 じ フ ィ ル タ リ ン グ 基 準 で 下 方 制 御 さ れ た こ と が 見 出 さ れ た mRNAは な い こ と は 、 注 目 さ
れ る べ き で あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び そ れ ら の 産 物 の 生 物 学 的 機 能 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ
に よ り 同 定 さ れ た OSCCに お け る 上 方 制 御 さ れ た (>3倍 、 P<0.01)唾 液 mRNAを 示 す 、 表 7に 示
さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 Human Genome U133Aマ イ ク ロ ア レ イ は 、 10人 の 癌 患 者 お よ び 10人 の 整 合 さ れ た 正 常 な 被
検 者 由 来 の 唾 液 で の RNA発 現 パ タ ー ン に お け る 違 い を 同 定 す る た め に 用 い ら れ た 。 す べ て
の 10個 の OSCC唾 液 検 体 で の 制 御 に お け る 変 化 >3倍 の 基 準 、 お よ び P値 <0.01の カ ッ ト オ フ を
用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 OSCC唾 液 に お い て 有 意 な 上 方 制 御 を 示 す 17個 の mRNAを 同 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
実 施 例 15： OSCC患 者 の 無 細 胞 唾 液 か ら の マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ の Q-PCR確 証 お
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よ び 定 量 分 析
　 定 量 的 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (qPCR)は 、 実 施 例 14の マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ り 同 定 さ れ
た 異 な っ て 発 現 さ れ た 転 写 産 物 の サ ブ セ ッ ト を 確 証 す る た め に 行 わ れ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】

　 最 初 の 増 幅 さ れ て い な い 唾 液 RNA由 来 の cDNAは 、 MulV逆 転 写 酵 素 (Applied Biosystems, 
Foster City, CA)お よ び プ ラ イ マ ー と し て ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー (Applied Biosystems)を 用
い て 合 成 さ れ た 。 qPCR反 応 は 、 iQ SYBR Green Supermix(Bio-Rad, Heucules, CA)で の iCy
cler PCRシ ス テ ム に お い て 行 わ れ た 。 プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 PRIMER3ソ フ ト ウ ェ ア (http:/
/www.genome.wi.mit.edu)を 用 い る こ と に よ り 設 計 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 反 応 の す べ て は 、 特 定 の 産 物 に つ い て カ ス タ マ イ ズ さ れ た 条 件 を 用 い て 3連 で 行 わ れ た
。 特 定 の 鋳 型 の cDNA/RNAの 最 初 の 量 は 、 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に [32]、 標 準 曲 線 か ら 外
挿 さ れ た 。 こ の 確 証 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 研 究 に 前 に 用 い ら れ た そ れ ら の 20個 を 含 む 試 料 の
す べ て (n=64)を 検 査 す る こ と に よ り 完 了 し た 。 ウ イ ル コ ク ソ ン の 符 号 付 き 検 定 が 統 計 学 的
解 析 に 用 い ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 定 量 的 PCRは 、 32人 の OSCC患 者 お よ び 32人 の 整 合 さ れ た 対 照 由 来 の 唾 液 を 含 む 拡 大 さ れ
た 試 料 サ イ ズ に お い て マ イ ク ロ ア レ イ 発 見 を 確 証 す る た め に 行 わ れ た 。 唾 液 mRNAバ イ オ マ
ー カ ー の 9つ の 候 補 ： DUSP1、 GADD45B、 H3F3A、 IL1B、 IL8、 OAZ1、 RGS2、 S100P、 お よ び SA
T、 は 表 7に 報 告 さ れ て い る 、 そ れ ら の 報 告 さ れ た 癌 関 連 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 。 表 8は 、 q
PCRに よ り 測 定 さ れ た OSCC患 者 由 来 の 唾 液 に お け る 上 の 9つ の 候 補 の 定 量 的 変 化 を 示 し て い
る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
【 表 ８ 】
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9つ の 可 能 性 の あ る 候 補 の う ち の 7つ は 、 qPCRに よ り 確 証 さ れ た (P<0.05)。 ＊ ウ イ ル コ ク ソ
ン の 符 号 付 き 検 定 ： P<0.05の 場 合 に は 、 確 証 さ れ る (は い )； P≧ 0.05の 場 合 に は 、 確 証 さ
れ な い (い い え )。
【 ０ ２ １ １ 】
　 結 果 は 、 9つ の 候 補 mRNAの う ち の 7つ (78%)、 DUSP1、 H3F3A、 IL1B、 IL8、 OAZ1、 S100Pお
よ び SAT、 の 転 写 産 物 は 、 OSCC患 者 の 唾 液 に お い て 有 意 に 上 昇 し た こ と を 確 証 し た (ウ イ ル
コ ク ソ ン の 符 号 付 き 検 定 、 P<0.05)。 本 発 明 者 ら は 、 qPCRに よ り RGS2(P=0.149)お よ び GADD
45B(P=0.116)の 量 に お い て 統 計 学 的 有 意 差 を 検 出 し な か っ た 。 確 証 さ れ た 7つ の 遺 伝 子 は
、 増 加 の 大 き さ に よ り 3つ の ラ ン ク に 分 類 さ れ る こ と が で き た ： IL8(24.3倍 )を 含 む 高 く 上
方 制 御 さ れ た mRNA； H3F3A(5.61倍 )、 IL1B(5.48倍 )、 お よ び S100P(4.88倍 )を 含 む 中 位 に 上
方 制 御 さ れ た mRNA； な ら び に DUSP1(2.60倍 )、 OAZ1(2.82倍 )お よ び SAT(2.98倍 )を 含 む 低 く
上 方 制 御 さ れ た mRNA。
【 ０ ２ １ ２ 】
実 施 例 16： ROCお よ び 感 度 /特 異 性 解 析
　 qPCR結 果 を 用 い て 、 受 信 者 動 作 特 性 (ROC)曲 線 解 析 が 、 実 施 例 15に お い て 同 定 さ れ た バ
イ オ マ ー カ ー の そ れ ぞ れ の 予 測 力 を 評 価 す る た め に S-plus 6.0に よ り 行 わ れ た [82]。
【 ０ ２ １ ３ 】

　 最 適 な カ ッ ト ポ イ ン ト は 、 最 大 の 対 応 す る 感 度 お よ び 特 異 性 を 生 じ る そ れ ら に つ い て 検
索 す る こ と に よ り 、 各 バ イ オ マ ー カ ー に つ い て 決 定 さ れ た 。 ROC曲 線 は 、 そ の 後 、 最 適 な
感 度 お よ び 特 異 性 値 の セ ッ ト に 基 づ い て プ ロ ッ ト さ れ た 。 曲 線 下 の 面 積 は 、 ROC曲 線 の 数
値 積 分 法 に よ り 計 算 さ れ た 。 ROC曲 線 下 の 最 大 の 領 域 は 、 OSCCを 検 出 す る た め の 最 強 の 予
測 力 を も つ と し て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 次 に 、 多 変 量 分 類 モ デ ル が 、 癌 予 測 に つ い て の 唾 液 マ ー カ ー の 最 良 組 み 合 わ せ を 決 定 す
る た め に 構 築 さ れ た 。 最 初 に 、 疾 患 (OSCC)お よ び 非 疾 患 (正 常 )の 二 項 結 果 を 従 属 変 数 と し
て 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 患 者 年 齢 、 性 別 お よ び 喫 煙 歴 に つ い て 調 節 さ れ た ロ ジ ス テ ィ ッ
ク 回 帰 モ デ ル を 構 築 し た 。 逆 行 段 階 的 回 帰 [61]が 、 最 良 の 最 終 モ デ ル を 見 出 す た め に 用 い
ら れ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 leave-one out cross validation法 は 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル を 確 証 す る た め に 用
い ら れ た 。 交 差 検 定 ス ト ラ テ ジ ー は 、 ま ず 、 1つ の 観 測 を 除 去 し 、 そ の 後 、 す べ て の マ ー
カ ー を 用 い て 残 っ て い る 事 例 か ら ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル を 適 合 さ せ る 。 段 階 的 モ デ ル
選 択 は 、 モ デ ル を 改 善 し な い 変 数 を 除 去 す る た め に こ れ ら の モ デ ル の そ れ ぞ れ に つ い て 用
い ら れ る 。 そ の 後 、 マ ー カ ー 値 は 、 除 外 さ れ た 事 例 に つ い て 、 そ の 観 測 に つ い て 推 定 さ れ
る ク ラ ス を 計 算 す る た め に 用 い ら れ た 。 交 差 検 定 誤 差 率 は 、 そ の 時 、 試 料 の 数 で 割 っ た 、
間 違 っ て 予 測 さ れ た 試 料 の 数 で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 図 11に 例 証 さ れ た ROC曲 線 は 、 そ の 後 、 感 度 お よ び 特 異 性 の 計 算 の た め の 可 能 性 の あ る
カ ッ ト ポ イ ン ト と し て モ デ ル か ら の 適 合 し た 確 率 を 用 い て 、 類 似 し た 手 順 に よ り ロ ジ ス テ
ィ ッ ク モ デ ル に つ い て 計 算 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 OSCCに つ い て の 7つ の 可 能 性 の あ る 唾 液 mRNAバ イ オ マ ー カ ー の そ れ ぞ れ に つ い て の 受 信
者 動 作 特 性 (ROC)曲 線 下 の 面 積 、 閾 値 、 お よ び 対 応 す る 感 度 お よ び 特 異 性 の 詳 細 な 統 計 は
、 OSCC関 連 唾 液 mRNAバ イ オ マ ー カ ー の ROC曲 線 解 析 を 示 す 表 9に 列 挙 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ９ 】
　 qPCR結 果 を 利 用 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 バ イ オ マ ー カ ー の そ れ ぞ れ の 予 測 力 を 評 価 す る た
め に ROC曲 線 解 析 を 行 っ た 。 最 適 な カ ッ ト ポ イ ン ト は 、 最 大 の 対 応 す る 感 度 お よ び 特 異 性
を 生 じ る よ う に 決 定 さ れ た 。 ROC曲 線 下 の 最 大 面 積 を 有 す る バ イ オ マ ー カ ー が 、 OSCCを 検
出 す る た め の 最 強 の 予 測 力 を も つ と し て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 デ ー タ は 、 IL8 mRNAが 、 OSCCの 存 在 を 予 測 す る た め に 7つ の 可 能 性 の あ る バ イ オ マ ー カ
ー の 中 で 最 も 良 く 機 能 す る こ と を 示 し た 。 IL8に つ い て の ROC曲 線 下 の 計 算 さ れ た 面 積 は 、
0.85で あ っ た 。 3.19E-18 mol/Lの 閾 値 を も っ て 、 唾 液 に お け る IL8 mRNAは 、 正 常 か ら OSCC
を 識 別 す る た め の 88%の 感 度 お よ び 81%の 特 異 性 を 生 じ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 疾 患 識 別 の た め の 唾 液 mRNAの 利 用 を 実 証 す る た め に 、 2つ の 分 類 /予 測 モ デ ル が 調 べ ら れ
た 。 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル は 、 組 み 合 わ せ て 最 良 の 予 測 を 提 供 す る 、 7つ の 確 証 さ れ
た バ イ オ マ ー カ ー の う ち の 4つ 、 IL1B、 OAZ1、 SATお よ び IL8、 に 基 づ い て 構 築 さ れ た (表 10
)。 表 10は 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル に よ り 選 択 さ れ た OSCCに つ い て の 唾 液 を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル は 、 組 み 合 わ せ て 最 良 の 予 測 を 提 供 す る 、 7つ の 確 証 さ れ た
バ イ オ マ ー カ ー の う ち の 4つ (IL1B、 OAZ1、 SATお よ び IL8)に 基 づ い て 構 築 さ れ た 。 係 数 値
は 、 こ れ ら の 4つ の マ ー カ ー に つ い て 正 で あ り 、 唾 液 で の そ れ ら の 濃 度 に お け る 同 期 化 し
た 増 加 が 、 試 料 が OSCC被 検 者 か ら 得 ら れ た と い う 確 率 を 増 加 さ せ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 係 数 値 は 、 こ れ ら の 4つ の マ ー カ ー に つ い て 正 で あ り 、 唾 液 で の そ れ ら の 濃 度 に お け る
同 期 化 し た 上 昇 が 、 試 料 が OSCC被 検 者 か ら 得 ら れ た と い う 確 率 を 増 加 さ せ た こ と を 示 し て
い る 。 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル に 基 づ い た leave-one out cross validation法 の 誤 差 率
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は 、 19%(64個 の う ち 12個 )で あ っ た 。 4つ の マ ー カ ー の 同 じ セ ッ ト を 用 い た 1つ 除 外 解 析 に
お い て 作 成 さ れ た モ デ ル の (64個 の う ち の )1個 を 除 く す べ て は 、 表 10に 特 定 さ れ た 完 全 デ
ー タ モ デ ル に お い て 有 意 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ROC曲 線 は 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル に つ い て 計 算 さ れ た 。 50%の カ ッ ト オ フ 確 率 を 用
い て 、 本 発 明 者 ら は 、 91%の 感 度 お よ び 91%の 特 異 性 を 得 た 。 ROC曲 線 下 の 計 算 さ れ た 面 積
は 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル に つ い て 0.95で あ っ た (図 11)。
【 ０ ２ ２ ６ 】

　 第 二 モ デ ル 、 ツ リ ー に 基 づ い た 分 類 モ デ ル 、 分 類 お よ び 回 帰 ツ リ ー (CART)モ デ ル 、 が 作
成 さ れ た 。 CARTモ デ ル は 、 予 知 物 質 と し て 確 証 さ れ た mRNAバ イ オ マ ー カ ー を 用 い て S-plus
 6.0に よ り 構 築 さ れ た 。 CARTは 、 各 段 階 が 、 結 果 と し て 、 癌 群 対 正 常 群 の 最 良 の 分 割 を 生
じ る 予 測 変 数 を 検 索 す る こ と を 含 む 、 二 元 再 帰 分 割 分 析 に よ る 分 類 モ デ ル に 適 合 す る [62]
。 CARTは 、 S-plusに つ い て の デ フ ォ ル ト 設 定 に よ り 決 定 さ れ た 分 割 基 準 を も つ エ ン ト ロ ピ
ー 関 数 を 用 い た 。 こ の ア プ ロ ー チ に よ り 、 試 料 全 体 (n=64)を 含 む 親 群 は 、 そ の 後 、 癌 群 お
よ び 正 常 群 へ 分 割 さ れ た 。 本 発 明 者 ら の 最 初 の ツ リ ー は 、 結 果 と し て 、 異 な る 分 類 を も つ
小 枝 を 生 じ な か っ た す べ て の 分 割 を 除 去 す る よ う に 剪 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 結 果 は 、 図 12の 図 に 示 さ れ て い る 。 本 発 明 者 ら の 適 合 し た CARTモ デ ル は 、 OSCCに つ い て
の 予 測 変 数 と し て IL8、 H3F3Aお よ び SATの 唾 液 mRNA濃 度 を 用 い た 。 3.14E-18 mol/Lの 閾 値
を も つ 最 初 の 分 割 と し て 選 択 さ れ た IL8は 、 合 計 64個 の 試 料 を 含 む 親 群 か ら 2つ の 子 群 を 生
じ た 。 IL8濃 度 <3.14E-18 mol/Lを も つ 30個 の 試 料 は 、 「 正 常 -1」 へ 割 り 当 て ら れ 、 IL8濃
度 ≧ 3.14E-18を も つ 34個 は 、 「 癌 -1」 へ 割 り 当 て ら れ た 。 「 正 常 -1」 群 は 、 1.13E-14 mol
/Lの 閾 値 を も つ SATに よ り さ ら に 分 割 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 結 果 と し て 生 じ た 下 位 群 、 「 正 常 -2」 は 、 SAT濃 度 <1.13E-14 mol/Lを も つ 25個 の 試 料 を
含 み 、 「 癌 -2」 は 、 SAT濃 度 ≧ 1.13E-14 mol/Lを も つ 5個 の 試 料 を 含 ん だ 。 同 様 に 、 「 癌 -1
」 群 は 、 2.07E-16 mol/Lの 閾 値 を も つ H3F3Aに よ り さ ら に 分 割 さ れ た 。 結 果 と し て 生 じ た
下 位 群 、 「 癌 -3」 は 、 H3F3A濃 度 ≧ 2.07E-16 mol/Lを も つ 27個 の 試 料 を 含 み 、 「 正 常 -3」
群 は 、 H3F3A濃 度 <2.07E-16 mol/Lを も つ 7個 の 試 料 を 含 ん だ 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 結 果 と し て 、 本 発 明 者 ら の 研 究 に 含 ま れ た 64個 の 唾 液 試 料 は 、 CART解 析 に よ り 「 癌 」 群
お よ び 「 正 常 」 群 へ 分 類 さ れ た 。 「 正 常 」 群 は 、 「 正 常 -2」 か ら の 試 料 お よ び 「 正 常 -3」
か ら の 試 料 か ら 構 成 さ れ た 。 「 正 常 」 群 に 割 り 当 て ら れ た 合 計 32個 の 試 料 、 正 常 被 検 者 か
ら の 29個 お よ び 癌 患 者 か ら の 3個 、 が あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 OSCC予 測 の た め に IL8、 SATお よ び H3F3Aの 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と に よ り 、 全
体 の 感 度 は 、 90.6%(32の う ち 29)で あ る 。 「 癌 」 群 は 、 「 癌 -2」 お よ び 「 癌 -3」 か ら の 試
料 か ら 構 成 さ れ た 。 最 終 の 「 癌 」 群 に 割 り 当 て ら れ た 合 計 32個 の 試 料 、 癌 患 者 か ら の 29個
お よ び 正 常 被 検 者 か ら の 3個 、 が あ る 。 そ れ ゆ え に 、 OSCC予 測 の た め に こ れ ら の 唾 液 mRNA
バ イ オ マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と に よ り 、 全 体 の 特 異 性 は 、 90.6%(32の う ち 29)
で あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 要 約 す れ ば 、 本 開 示 は 、 無 細 胞 唾 液 に お い て 細 胞 外 mRNAを 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 バ イ オ
マ ー カ ー が 細 胞 外 mRNAで あ る 、 唾 液 に お い て バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 方 法 ； 無 細
胞 唾 液 に お い て ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 唾 液 の ト ラ ン ス ク
リ プ ト ー ム 分 析 ； 無 細 胞 唾 液 に お い て 遺 伝 子 の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム パ タ ー ン お よ び /ま
た は mRNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 唾 液 を 分 析 す る こ と に よ り 器 官 に お け
る ま た は 器 官 で の 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 的 変 化 を 検 出 す る た め の 方 法 ； 無 細 胞 唾 液 お よ び /
ま た は 血 清 に お い て 、 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に 関 連 し た バ イ オ マ ー カ ー 、 特 に mRNAお よ び
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/ま た は タ ン パ ク 質 、 の プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 被 検 者 に お い て 、 口 腔 も し
く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る た め の 方 法 ； 方 法 の 少 な く と も 1つ を 行 う
た め の 少 な く と も 1つ の バ イ オ マ ー カ ー に つ い て の 識 別 子 を 含 む キ ッ ト ； な ら び に 、 口 腔
お よ び /も し く は 全 身 性 の 病 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に つ い て の バ イ オ マ ー カ ー と し て 唾 液 お
よ び /ま た は 血 清 mRNAの 使 用 を 言 及 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た あ り と あ ら ゆ る 刊 行 物 お よ び 参 照 文 献 の 開 示 は 、 参 照 に よ り 全 体
と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 本 開 示 は 、 特 定 の 態 様 に 関 し て 説 明 さ れ て い る 。 他 の 態 様 は 、 前 の 記 載 に 照 ら せ ば 、 当
業 者 に と っ て 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。 本 開 示 の 保 護 の 範 囲 は 、 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範
囲 に よ り 限 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
参 照 文 献
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ５ 】
【 図 １ Ａ 】 1ヶ 月 間 (レ ー ン 2)、 3ヶ 月 間 (レ ー ン 3)お よ び 6ヶ 月 間 (レ ー ン 4)の 貯 蔵 後 、 人 間
由 来 の 無 細 胞 唾 液 上 清 か ら 単 離 さ れ た RNAに お い て 行 わ れ た ACTBに つ い て の RT-PCRタ イ ピ
ン グ の 結 果 を 示 し 、 100 bpの ラ ダ ー 分 子 量 マ ー カ ー (レ ー ン 1)お よ び 陰 性 対 照 (鋳 型 を 除 く
)(レ ー ン 5)を 含 む 。 分 子 サ イ ズ マ ー カ ー は 、 矢 印 で 図 の 左 側 に 示 さ れ て い る 。
【 図 １ Ｂ 】 人 間 由 来 の 無 細 胞 唾 液 上 清 か ら 単 離 さ れ た RNAに お い て 行 わ れ た RT-PCRの 結 果
、 な ら び に GAPDH(B1)、 RPS9(B2)お よ び ACTB(B3)の タ イ ピ ン グ を 示 し 、 陽 性 対 照 (ヒ ト 全 RN
A、 BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, USA)(レ ー ン 2)お よ び 陰 性 対 照 (鋳 型 を 除
く )(レ ー ン 3)を 含 む 。 分 子 サ イ ズ マ ー カ ー は 、 矢 印 で 図 の 左 側 に 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ Ａ 】 人 間 由 来 の 無 細 胞 唾 液 上 清 か ら 単 離 さ れ た RNAか ら の RNA増 幅 を モ ニ タ ー す る た
め に 行 わ れ た キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン 1～ 5は 、 1 kb DNAラ ダ ー (レ ー
ン 1)、 RNA単 離 後 の 5 μ l 唾 液 (検 出 不 可 能 )（ レ ー ン 2)、 1 μ l 2ラ ウ ン ド 増 幅 さ れ た cRNA
(200 bpか ら ～ 4 kbま で の 範 囲 )(レ ー ン 3)、 断 片 化 後 の 1 μ l cRNA(約 100 bp)(レ ー ン 4)、
お よ び Ambion RNA Century Marker(レ ー ン 5)を 示 す 。 分 子 サ イ ズ マ ー カ ー は 、 矢 印 で 図 の
左 側 お よ び 右 側 に 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ Ｂ 】 人 間 由 来 の 無 細 胞 唾 液 上 清 か ら 単 離 さ れ た RNAに お い て 行 わ れ た PCRの 、 増 幅 の
様 々 な 段 階 に お け る 結 果 、 お よ び ACTBに つ い て の タ イ ピ ン グ を 示 す 。 レ ー ン 1～ 8は 、 100 
bp DNAラ ダ ー (レ ー ン 1)、 無 細 胞 唾 液 か ら 単 離 さ れ た 全 RNA(レ ー ン 2)、 第 1ラ ウ ン ド cDNA(
レ ー ン 3)、 RT後 の 第 1ラ ウ ン ド cRNA(レ ー ン 4)、 第 2ラ ウ ン ド cDNA(レ ー ン 5)、 RT後 の 第 2ラ
ウ ン ド cRNA(レ ー ン 6)、 陽 性 対 照 (ヒ ト 全 RNA、 BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA,
 USA)(レ ー ン 7)お よ び 陰 性 対 照 (鋳 型 を 除 く )(レ ー ン 8)を 示 す 。 分 子 サ イ ズ マ ー カ ー は 、
矢 印 で 図 の 左 側 に 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ Ｃ 】 マ イ ク ロ ア レ イ 上 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に Agilent 2100 Bioanalyzer
に よ り 行 わ れ た 標 的 cRNAの 分 析 の 結 果 を 報 告 す る 図 を 示 す 。 x軸 に お い て 、 マ ー カ ー RNAを
参 照 し た 、 断 片 化 cRNAの 分 子 量 (bp)が 示 さ れ て い る 。 y軸 に お い て 、 Bioanalyzerに よ り 測
定 可 能 で あ る 断 片 化 cRNA(ug/ml)の 量 が 示 さ れ て い る 。
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【 図 ３ 】 ラ ダ ー (Mrkr)、 陽 性 対 照 (Ctrl(+))、 お よ び 陰 性 対 照 (Ctrl(-))と 共 に 、 人 間 由 来
の 無 細 胞 唾 液 上 清 か ら 単 離 さ れ た RNAに お い て 行 わ れ た RT-PCRの 結 果 、 な ら び に IL6(IL6)
、 IL8(IL8)、 お よ び β -ア ク チ ン (β -ア ク チ ン )に つ い て の タ イ ピ ン グ を 示 す 。
【 図 ４ 】 細 胞 溶 解 お よ び 細 胞 内 化 合 物 の 流 出 に つ い て の マ ー カ ー (Mrkr)と し て ゲ ノ ム DNA
を 用 い る 、 全 唾 液 、 血 清 試 料 、 な ら び に 0 xg(0 xg)、 1,000 xg(1,000 xg)、 2,600 xg(2,6
00 xg)、 5,000 xg(5,000 xg)、 お よ び 10,000 xg(10,000 xg)で 遠 心 分 離 さ れ て い る 試 料 に
お い て 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ β -ア ク チ ン に つ い て 行 わ れ た PCRの 結 果 を 示 す 。
【 図 ５ Ａ 】 OSCCを も つ 患 者 (癌 )お よ び 正 常 な 被 検 者 (対 照 )由 来 の 唾 液 に お い て qRT-PCRに
よ り 反 復 試 験 試 料 で 検 出 さ れ る IL8に つ い て の mRNAの 平 均 濃 度 を 報 告 す る 図 を 示 す 。 x軸 に
お い て 、 試 料 群 が 報 告 さ れ て い る 。 y軸 に お い て 、 検 出 さ れ た コ ピ ー の 数 が 報 告 さ れ て い
る 。
【 図 ５ Ｂ 】 OSCCを も つ 患 者 (癌 )お よ び 正 常 な 被 検 者 (対 照 )由 来 の 唾 液 に お い て ELISAに よ
り 反 復 試 験 試 料 で 検 出 さ れ る IL8の 平 均 濃 度 を 報 告 す る 図 を 示 す 。 x軸 に お い て 、 試 料 群 が
報 告 さ れ て い る 。 y軸 に お い て 、 pg/mlで 表 さ れ た 濃 度 が 報 告 さ れ て い る 。
【 図 ６ Ａ 】 OSCCを も つ 患 者 (癌 )お よ び 正 常 な 被 検 者 (対 照 )由 来 の 血 清 に お い て qRT-PCRに
よ り 反 復 試 験 試 料 で 検 出 さ れ る IL6に つ い て の mRNAの 平 均 濃 度 を 報 告 す る 図 を 示 す 。 x軸 に
お い て 、 試 料 群 が 報 告 さ れ て い る 。 y軸 に お い て 、 検 出 さ れ た コ ピ ー の 数 が 報 告 さ れ て い
る 。
【 図 ６ Ｂ 】 OSCCを も つ 患 者 (癌 )お よ び 正 常 な 被 検 者 (対 照 )由 来 の 血 清 に お い て ELISAに よ
り 反 復 試 験 試 料 で 検 出 さ れ る IL6の 平 均 濃 度 を 報 告 す る 図 を 示 す 。 x軸 に お い て 、 試 料 群 が
報 告 さ れ て い る 。 y軸 に お い て 、 pg/mlで 表 さ れ た 濃 度 が 報 告 さ れ て い る 。
【 図 ７ Ａ 】 唾 液 に お け る IL8に つ い て 計 算 さ れ た 受 信 者 動 作 特 性 (ROC)曲 線 を 報 告 す る 図 を
示 す 。 x軸 に お い て 、 1-特 異 性 が 報 告 さ れ て い る 。 y軸 に お い て 、 感 度 が 報 告 さ れ て い る 。
【 図 ７ Ｂ 】 血 清 に お け る IL6に つ い て 計 算 さ れ た ROC曲 線 を 報 告 す る 図 を 示 す 。 x軸 に お い
て 、 1-特 異 性 が 報 告 さ れ て い る 。 y軸 に お い て 、 感 度 が 報 告 さ れ て い る 。
【 図 ７ Ｃ 】 唾 液 に お け る IL8お よ び 血 清 に お け る IL6の 組 み 合 わ せ に つ い て 計 算 さ れ た ROC
曲 線 を 報 告 す る 図 を 示 す 。 x軸 に お い て 、 1-特 異 性 が 報 告 さ れ て い る 。 y軸 に お い て 、 感 度
が 報 告 さ れ て い る 。
【 図 ８ 】 対 照 と し て DNAラ ダ ー (レ ー ン 1)と 共 に 、 RPS9(レ ー ン 2、 3お よ び 4)； GAPDH(レ ー
ン 5、 6お よ び 7)； B2M(レ ー ン 8、 9お よ び 10)お よ び ACTB(レ ー ン 11、 12お よ び 13)に 対 す る
唾 液 mRNAの 血 清 ヒ ト mRNA表 現 型 解 析 （ phenotyping） に お い て 行 わ れ た PCR反 応 の 結 果 を 示
す 。
【 図 ９ 】 血 清 に お け る 循 環 mRNAに つ い て の ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル の ROC曲 線 を 報 告 す
る 図 を 示 す 。 x軸 に お い て 、 1-特 異 性 が 報 告 さ れ て い る 。 y軸 に お い て 、 感 度 が 報 告 さ れ て
い る 。
【 図 １ ０ 】 OSCCに つ い て の 血 清 mRNA予 知 物 質 を 評 価 す る 分 類 お よ び 回 帰 ツ リ ー (CART)を 報
告 す る 図 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 組 み 合 わ さ れ た 唾 液 mRNAバ イ オ マ ー カ ー の 予 測 力 に つ い て の ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回
帰 モ デ ル の ROC曲 線 を 報 告 す る 図 を 示 す 。 x軸 に お い て 、 1-特 異 性 が 報 告 さ れ て い る 。 y軸
に お い て 、 感 度 が 報 告 さ れ て い る 。
【 図 １ ２ 】 OSCCに つ い て の 唾 液 mRNA予 知 物 質 を 評 価 す る 分 類 お よ び 回 帰 ツ リ ー (CART)モ デ
ル を 報 告 す る 図 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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