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(57)【要約】
【課題】可溶化身体サンプルから、新生物性障害（例えば、癌およびその前駆段階（特に
、呼吸器、泌尿器系、生殖管の癌、ＨＰＶ感染関連の癌、肛門性器管の））の早期の診断
のための方法の提供。
【解決手段】上記目的のためのキット並びにインビトロ診断用デバイスの開発もまた、本
発明の一側面である。ここで上記開発は、細胞保存培地中の保存細胞として提供される身
体サンプルを使用して行われ、そしてその保存細胞は液体ベースの細胞学的プロセスのよ
うな細胞学的検査プロセスにて使用することを意図され、調製される。液体ベースの細胞
学的プロセスのためのサンプル（以下ＬＢＣサンプルと呼ぶ）は適切な溶解培地中で可溶
化され、生化学的非細胞ベースの分析に基づいて可溶化身体サンプルから医学が関係する
状態を検出するためのキットならびにインビトロ診断用デバイスを開発するために使用さ
れる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本願明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、可溶化身体サンプルから癌およびその前駆体段階等の新生物性障害、特に呼
吸器管の癌、泌尿器系の癌、生殖器系の癌、ＨＰＶ感染に伴う癌、肛門性器系の癌を早期
診断するための方法に関係する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　５０年代中頃より、大方の種類の癌に対する予防策が提示されてきている。様々な先進
国では、子宮頸癌に関して確立された集団ワイドスクリーニングプログラムが存在する。
しかし同様のスクリーニングプログラムが、例えば泌尿器系の癌、呼吸器管の癌、その他
の癌のような他の癌実体および各々の前駆段階に利用できる。以下では、この予防法プロ
グラムの欠点を明確に表すため子宮頸癌を例として用いる。しかし以下の事項は必要な変
更を加えた上で、あらゆる癌実体に対する他の予防プログラムに当てはめることができる
。
【０００３】
　頚部上皮内癌ならびに子宮頚腺病変に関して、予防プログラムは、パプ試験と呼ばれる
子宮頚の細胞学的スミアを形態学的および細胞学的に検査することに主に基づき、２０歳
以上の女性に行われる婦人科定期検診に基づいて策定されている。細胞形態学によって、
スミアを、形成異常的な細胞変化の種々の度合いに選別する。パプＩ～Ｖによると、これ
らの度合いはそれぞれ正常、軽度形成異常、中度形成異常、重度形成異常、浸潤性癌腫と
称される。パプ試験によって顕著な結果が出た場合、少量の生検材料が採取され、組織学
的検査を受けることとなり、これによって形成異常の種類および程度が決定され、子頚部
上皮内癌（ＣＩＮ１～ＣＩＮ３）と分類される。　
【０００４】
　あらゆる予防プログラムにもかかわらず、毎年４００，０００人の新たな患者を生み出
す子宮頸癌は、女性で二番目に多い新生物性障害である。これは特に個人に対するパプ試
験結果の内３０％もが偽陰性であることに起因する。
【０００５】
　頚部上皮内癌に対する従来のスクリーニング検査では、子宮頚の新生物病変を検出する
ためにスワブが使用される。スクリーニングの過程で、種々の病変を識別する必要がある
。病変の原因は、例えば（感染因子または物理的損傷もしくは化学的損傷に起因する）炎
症あるいは新生物性障害であり得る。形態学的検査では、様々な性状の病変が高度に識別
される。従って、子宮頚スワブならびにスミアを検査するためには、細胞学者および病理
学者は特別に訓練される必要があり、例え経験を積んだ検査師でさえ、細胞サンプルに基
づいた診断を決定する際に異議を唱える、内外の高レベルの第三者を確保している。一般
に、検査結果は、検査を行う病理学者／細胞学者による診断基準の主観的な解釈に基づい
ている。その結果、スクリーニング検査の結果が偽陽性および偽陰性となる割合は、依然
容認できないほど高い。　
【０００６】
　しかし、分子レベルの補助的手段を使用することによって検査結果の再現性を向上させ
ることもできる。それでもサンプルの保存および調製に伴う問題は、分子マーカーの使用
を加えるだけでは解決することができない。スクリーニングの目的で細胞学的検査あるい
は組織学的検査を行う場合、特に分子マーカーを検出するための方法を適用する場合、サ
ンプルによって人為的結果や誤った結果が導かれないようにする厳格な予防措置から、さ
らに複雑な問題が生じる。
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【０００７】
　これは一部には細胞ベースの形態学的情報が不安定であることに起因し、一部には検査
の過程で検出される分子マーカーが不安定であることに起因する。サンプルが適切な方法
で調製、輸送、または保存されなければ、細胞ベースの情報も、たとえ分子情報でも、失
われるかあるいは変化してしまう場合がある。このために診断が不可能となったりあるい
は人為的結果を招いたりすることがある。例えば、細胞が（物理的あるいは生物／化学的
に）損傷することによって、生検材料あるいは細胞学的調製物の解釈は、困難あるいは不
可能となることが多い。さらに組織サンプルあるいは生検に関して、サンプル（これは、
迅速な代謝回転に供される）の分子構成の保存は、適切な保存剤がサンプル全体に浸透す
るまでに経過する時間に起因して、洗練される。　
【０００８】
　例として子宮頸癌を用いて上記を示したが、全体的背景は一般的な新生物性障害の予防
プログラムにも当てはめることができる。なぜなら、他の癌実体についての状況は、非常
に類似したものあるからである。一般に、当該分野で慣用的に行われている形態学に基づ
く診断法は、二つの主な欠点を示している。１つ目は、この方法は個々の検査技師の知覚
に大きく依存することである。２つ目は、形態学的情報は崩壊過程によって大きな影響を
受けやすく、そのためサンプルを調製した後に生じる人為的結果の影響を受けやすいこと
である。両局面とも結果の再現性が不適切となる一因となる。
【０００９】
　従って、癌等の新生物性障害ならびにその前駆段階を早期に高い信頼性でもって診断す
ることのできる方法を提供することが本発明の目的である。さらに、形成異常病変ならび
に前癌のような新生物性障害からの良性炎症性変化あるいは化生性変化については、本方
法による分化が可能である。さらに本発明は、生化学に基づいて可溶化サンプルから癌を
検出するための方法を提供する。サンプルは液体ベースの細胞学的方法に使用されるよう
な細胞保存溶液中の細胞を含め、あらゆる種類であり得る。ＬＢＣサンプルを、医学が関
係する状態の診断を生化学的非細胞ベースで評価するための診断検査キット開発のための
サンプル材料源として使用することが本発明の別の局面であると、本発明者らは洞察する
。当該分野において、ＬＢＣサンプルは細胞ベースのアッセイ様式の開発のために使用さ
れている。しかし本明細書中で開示される方法でサンプルを溶解することによって、本発
明者らは、患者の疾患状態に関する情報を提供するのに適するサンプル材料に基づく生化
学的キットの開発へ、同じサンプル材料に基づく他の診断手順から基礎を移すことが可能
となる。　
【００１０】
　ＬＢＣサンプルからＨＰＶ核酸を検出するための方法はＤｉｇｅｎｅ　Ｃｏｒｐ．によ
って開示されている。この方法では分析の基本としてＬＢＣサンプルが使用される。ＬＢ
Ｃサンプルに含まれる細胞を溶解した後にＨＰＶ核酸の検出が行われる。この方法では、
同じＬＢＣサンプルから調製された細胞学的検体から得られる情報に関して、ＨＰＶ核酸
の生化学的非細胞ベースの検出法に使用されるＬＢＣサンプル量の標準化は行われていな
い。従って、Ｄｉｇｅｎｅによって開示された方法は単に定性測定に制限される。あらゆ
る生化学的非細胞ベースの定量法、あるいは準定量法でさえも、サンプルの組成に関する
情報が必要であり、これはサンプルの生化学マーカーあるいはサンプルの顕微鏡分析もし
くはフローサイトメトリ分析のいずれかから得ることができる。本発明では、診断評価の
ため、あるいはキットならびにインビトロ診断用デバイスの開発のためにＬＢＣサンプル
を使用することによって、正確かつ匹敵する方法に、生化学的非細胞ベースの検査のため
の細胞学的情報を提供することが可能となる。細胞あるいは細胞型の有無を示唆するマー
カーに関して生化学的標準化を取り入れることは省略可能である。この点に関してＬＢＣ
サンプルを使用する利点は、細胞ベースの細胞学的情報が同種のＬＢＣ検体に直接関係し
、このため、生化学的非細胞ベースの試験の結果を評価する際に利用するための有用で正
確な情報が得られる点である。　
【００１１】
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　一方、可溶化検体からタンパク質もしくは核酸レベルに対する分子マーカーを検出する
ための方法は、様々な刊行物に開示されている。しかしながら、この点に関してサンプル
検体の供給源としてＬＢＣサンプルを使用することへは繋がっていない。一般に、当該分
野ではＬＢＣ法が利用され、細胞学的検体の形態的評価を改善し得る。従って、ＬＢＣサ
ンプルが利用される分野は細胞学のみであると示されている。先行技術の開示に基づいて
、生化学検査用のために続いてサンプルを可溶化するためのＬＢＣサンプルの調製は開示
されていない。さらにＬＢＣ手順の利点に関する開示内容が教示するものは、検体の細胞
形態学的評価に関係しないあらゆる方法においてＬＢＣサンプルを利用することからは離
れている。本発明者らの知見によると、生化学的非細胞ベースで可溶化検体中のタンパク
質レベルを決定するための供給源としてＬＢＣサンプルを使用することによって、結果を
細胞学的検体と直接比較することができる利点が提供される。この点に関してタンパク質
ベースの生化学分析を、例えば前検査として、あるいはさらなる情報を提供するため、あ
るいは細胞学的にあいまいな結果を確定するためにも、利用することもできる。さらなる
実施形態では、生化学的非細胞ベースの試験から得られる情報は、適用されるべき細胞学
的検査手順を設計するためであり得る。　
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　このため、本明細書中で開示される開発方法は効果的かつ信頼性の高いキットならびに
インビトロ診断用デバイスを獲得するのに非常に有用である。本明細書中で開示されるよ
うなキットならびにインビトロ診断用デバイスを開発するための方法によって、生化学的
非細胞ベースの分析によって得られた結果と標準化することで細胞学的に評価された結果
とを比較することができる。ＬＢＣサンプルから調製された細胞学的検体から得ることの
できるＬＢＣサンプルに関する情報に関しては、生化学検査様式に利用するためにサンプ
ルの標準化が行われる。そのような情報には、例えばＬＢＣサンプルの細胞性、ＬＢＣサ
ンプルの体積に関係する情報、ＬＢＣサンプルの質量に関係する情報、ＬＢＣサンプルか
ら薄層検体を作製することによってのみ得ることのできるパラメーターに関係する情報が
含まれる。この点に関して本発明者らは、本明細書中で特許請求される方法によって、Ｌ
ＢＣサンプルに基づくキットならびにインビトロ診断用デバイスを開発するための信頼性
の高い方法を提供する。　
【００１３】
　（発明の要旨）
　本発明は、ヒト被験体の可溶化身体サンプルから新生物性障害を検出するための方法に
関する。この方法は以下の工程を包含する：（ａ）ヒト被験体から身体サンプルを得る工
程、（ｂ）溶解培地中で身体サンプルを可溶化する工程、および（ｃ）可溶化身体サンプ
ル中のサイクリン依存性キナーゼインヒビターの過剰発現を、上記可溶化身体サンプル内
のサイクリン依存性キナーゼインヒビターのレベルと健康なヒトの可溶化身体サンプルに
存在するレベルとを比較することによって決定する工程。本発明の方法にて使用するため
のサンプルは、液体ベースの細胞学的方法にて使用されるような、細胞保存溶液中の細胞
を含んで、あらゆる種類であり得る。　
【００１４】
　本発明はさらに、サイクリン依存性キナーゼインヒビターのレベルを決定するための検
査キットに関し、このキットは、上記サイクリン依存性キナーゼインヒビターに特異的な
プローブおよび身体サンプルを可溶化するための溶解培地を備える。この検査キットはイ
ンビトロ診断用デバイスであり得る。　
【００１５】
　本発明の一部の実施形態では、上記キットはインビトロ診断用デバイスとして提供され
る。従って、本発明はまた、可溶化サンプル中のサイクリン依存性キナーゼインヒビター
を測定するためのインビトロ診断用デバイスに関し、これは固体キャリアに固定された、
サイクリン依存性キナーゼインヒビターに対するプローブを含む。　
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【００１６】
　さらに本発明は、可溶化身体サンプルから医学が関係する状態の診断を評価するための
キットならびにインビトロ診断用デバイスを開発する方法に関し、ここで上記開発は、細
胞保存培地中の保存細胞として提供される身体サンプルを使用して行われ、そしてその保
存細胞は液体ベースの細胞学的プロセスのような細胞学的検査プロセスにて使用すること
を意図され、調製される。液体ベースの細胞学的プロセスのためのサンプル（以下ＬＢＣ
サンプルと呼ぶ）は適切な溶解培地中で可溶化され、生化学的非細胞ベースの分析に基づ
いて可溶化身体サンプルから医学が関係する状態を検出するためのキットならびにインビ
トロ診断用デバイスを開発するために使用される。
【００１７】
　本発明はまた、可溶化身体サンプル中のマーカー分子の有無あるいはレベルの生化学的
非細胞ベースの分析によって、医学が関係する状態の診断を評価するための方法に関する
。ここで上記身体サンプルはＬＢＣサンプルであり、またマーカー分子の検出は上記可溶
化身体サンプル中のタンパク質、ペプチド、核酸、もしくはこれらのフラグメントの、有
無あるいはレベルを検出することによって行われる。本方法に利用することのできるマー
カー分子は、「医学が関係する状態に特徴的なマーカー分子」として上記に開示される。
この方法はあらゆる医学が関係する状態に適用され得る。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
ヒト被験体の可溶化身体サンプルから新生物性障害を検出するための方法であって、該方
法は、以下の工程：
（ａ）ヒト被験体から身体サンプルを得る工程、
（ｂ）溶解培地中でヒト被験体の身体サンプルを可溶化する工程、
（ｃ）該可溶化身体サンプル中の、
　ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、
ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択され
るサイクリン依存性キナーゼインヒビター；
　ｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦ；
を含む群から選択されるマーカー分子の過剰発現を決定する工程であって、該工程は、ヒ
ト被験体の該可溶化身体サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５Ｉ

ＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７Ｋ

ＩＰ１からなる群より選択される該サイクリン依存性キナーゼインヒビターまたは該細胞
周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦのレベルを、可溶化された健康なヒト身体サンプル中に
存在するレベルと比較することによって、決定する工程、
を包含する、方法。
（項目２）
前記新生物性障害が、ｉ）子宮頸癌またはそれらの前駆病変；ｉｉ）呼吸器の癌またはま
たはそれらの前駆病変；ｉｉｉ）泌尿器系の癌またはそれらの前駆病変；ｉｖ）ＨＰＶ感
染に関連する癌またはそれらの前駆病変；ｖ）生殖管の癌またはそれらの前駆病変；およ
びｖｉ）肛門性器管の癌またはそれらの前駆病変を含む群から選択される、項目１に記載
の方法。
（項目３）
前記ヒト被験体の身体サンプルが、スワブ、洗浄、スミア、吸引液、生検、保存細胞標本
、ＬＢＣサンプル、組織学的標本、固定細胞調製物、固定組織調製物、体液、分泌物、胃
腸分泌物、血液、痰、尿、便、液、脳脊髄液、胆汁、リンパまたは骨髄である、項目１ま
たは項目２に記載の方法。
（項目４）
ヒト被験体の前記身体サンプルが、
　ａ．該サンプルを得た後すぐに、
　ｂ．保存緩衝液中での、保存および／または輸送の後に、または
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　ｃ．輸送緩衝液中での輸送の後に、
可溶化される、項目１～３のいずれか１項に記載の方法。
（項目５）
ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ
１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択される
サイクリン依存性キナーゼインヒビター；
ｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦ；
を含む群から選択される２種以上のマーカー分子のレベルが、決定される、項目１～４の
いずれか１項に記載の方法。
（項目６）
前記マーカー分子の検出が、検出される分子に対して特異的な、少なくとも１種のプロー
ブを使用して行われる、項目１～５のいずれか１項に記載の方法。
（項目７）
前記プローブが、検出可能に標識されている、項目６に記載の方法。
（項目８）
前記標識が、放射性同位元素、生物発光化合物、化学発光化合物、電子発光化合物、蛍光
化合物、金属キレート剤、酵素、または生物学的に関連する結合構造からなる群より選択
される、項目７に記載の方法。
（項目９）
前記プローブが、タンパク質および／または核酸である、項目６～８のいずれか１項に記
載の方法。
（項目１０）
少なくとも１種のプローブが、抗体、抗体フラグメント、ミニ抗体、または抗原結合エピ
トープを含むペプチド擬態物である、項目９に記載の方法。
（項目１１）
少なくとも１種のプローブが、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮ

Ｋ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩ

Ｐ１からなる群より選択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細
胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦ；を含む群から選択されるマーカー分子に対して、特
異的にハイブリダイズする核酸である、項目９に記載の方法。
（項目１２）
前記方法が、インサイチュハイブリダイゼーション反応および核酸増幅反応を含む群から
選択される反応を含む、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
前記核酸増幅反応が、ＰＣＲ、ＮＡＳＢＡまたはＬＣＲである、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
項目１～１３のいずれか１項に記載の方法であって、健康なヒトの子宮頸部の身体サンプ
ル中の、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ

４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選
択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質
ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択される前記マーカー分子のレベルが、検出手順についての
閾値を設定するための所定の値として提供される、方法。
（項目１５）
項目１～１４に記載のいずれか１項に記載の方法であって、健康なヒトの子宮頸部サンプ
ル中の、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ

４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選
択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質
ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択される前記マーカー分子のレベルが、標準化サンプル溶液
からか、または健康なヒトの子宮頸部サンプルの代表値から決定される、方法。
（項目１６）
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項目１～１５のいずれか１項に記載の方法であって、健康なヒトの子宮頸部サンプル中の
、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、
ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択され
るサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４
ＡＲＦを含む群から選択される前記マーカー分子の決定が、以下：
　ａ．検出手順の過程で、
　ｂ．検出系の校正の過程で、
　ｃ．検出試薬の各ロットについて一度、または
　ｄ．検出方法についての標準値として、
実行される、方法。
（項目１７）
固相に固定された一特異性のプローブのみを備える、インビトロ診断用デバイスであって
、該一特異性のプローブは、可溶化サンプル中の前記マーカー分子を検出するために、ｉ
）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１
９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択されるサ
イクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲ

Ｆを含む群から選択されるマーカー分子に対して特異的である、インビトロ診断用デバイ
ス。
（項目１８）
前記プローブが、抗体、抗体フラグメント、ミニ抗体、または抗原結合エピトープを含む
、ペプチド擬態物、または核酸である、項目１７に記載のインビトロ診断用デバイス。
（項目１９）
以下からなる群より選択される、項目１７または項目１８に記載のインビトロ診断用デバ
イス：
　ａ．ＥＬＩＳＡプレート、ＥＬＩＳＡストリップまたはＥＬＩＳＡウェルに固定された
、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、
ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択され
るサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４
ＡＲＦを含む群から選択されるマーカー分子に対して指向性の、抗体、そのフラグメント
、または抗原結合因子を含む、ＥＬＩＳＡデバイス；
　ｂ．試験ストリップまたはコロイド状金粒子、またはラテックス粒子に固定された、ｉ
）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１
９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択されるサ
イクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲ

Ｆを含む群から選択されるマーカー分子に対して指向性の、抗体、そのフラグメント、ま
たは抗原結合因子を含む、側方流動試験デバイス；
　ｃ．多孔性部材またはキャピラリーの表面に固定された、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１
３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡ

Ｆ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択されるサイクリン依存性キナーゼイ
ンヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択される
マーカー分子に対して指向性の、抗体、そのフラグメント、または抗原結合因子を含む、
フロースルーアッセイデバイス；
　ｄ．ラテックス粒子に固定された、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１
５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２
７ＫＩＰ１からなる群より選択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉ
ｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択されるマーカー分子に対して
指向性の、抗体、そのフラグメント、または抗原結合因子を含む、ラテックス凝集アッセ
イデバイス；
　ｅ．ビーズまたは膜に固定された、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１
５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２
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７ＫＩＰ１からなる群より選択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉ
ｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択されるマーカー分子に対して
指向性の、抗体、そのフラグメント、または抗原結合因子を含む、免疫アッセイデバイス
；
　ｆ．ミクロスフェアに固定された、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１
５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２
７ＫＩＰ１からなる群より選択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉ
ｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択されるマーカー分子に対して
指向性の、抗体、そのフラグメント、または抗原結合因子を含む、免疫アッセイデバイス
；および
　ｇ．固相に固定された、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４

ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１

からなる群より選択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周
期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択されるマーカー分子の核酸遺伝子産物に
、特異的にハイブリダイズするプローブを含む、核酸検出デバイス。
（項目２０）
ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ
１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択される
サイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４Ａ

ＲＦを含む群から選択されるマーカー分子のレベルを決定するためのインビトロ診断用デ
バイスであって、該デバイスは、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５Ｉ

ＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７Ｋ

ＩＰ１からなる群より選択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）
細胞周期調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択されるマーカー分子に特異的な、
抗体、抗体フラグメント、ミニ抗体、または抗原結合エピトープを含むペプチド擬態物、
および核酸を含む群から選択されるプローブを含み、そして身体サンプルの可溶化のため
の溶解培地、を含む群から選択される、デバイス。
（項目２１）
前記溶解培地が、カオトロピック剤、アニオン洗剤、カチオン洗剤、非イオン性洗剤、両
性洗剤、およびアルカリ性組成物からなる群より選択される、少なくとも１種の組成物を
含む、項目２０に記載のインビトロ診断用デバイス。
（項目２２）
前記溶解培地が、プロテイナーゼインヒビター、ＤＮＡｓｅインヒビター、およびＲＮＡ
ｓｅインヒビターからなる群より選択される、少なくとも１種の組成物を含む、項目２０
または項目２１に記載のインビトロ診断用デバイス。
（項目２３）
前記プロテイナーゼインヒビターが、セリンプロテイナーゼに対するインヒビター、シス
テインプロテイナーゼに対するインヒビター、アスパラギン酸プロテイナーゼに対するイ
ンヒビター、金属性プロテイナーゼに対するインヒビター、酸性プロテイナーゼに対する
インヒビター、中性プロテイナーゼに対するインヒビター、およびアルカリ性プロテイナ
ーゼに対するインヒビターからなる群より選択される、項目２２に記載のインビトロ診断
用デバイス。
（項目２４）
前記溶解培地が、少なくとも１種の非イオン性洗剤および少なくとも１種のプロテイナー
ゼインヒビターを含む、項目２０～２３のいずれか１項に記載のインビトロ診断用デバイ
ス。
（項目２５）
前記溶解培地が、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００および少なくとも１種のセリンプロテイナー
ゼのインヒビターを含む、項目２４に記載のインビトロ診断用デバイス。
（項目２６）
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陽性コントロール反応を実行するための少なくとも１種のマーカー分子、前記検出反応を
実行するために一般に使用される試薬および緩衝液をさらに含む、項目２０～２５のいず
れか１項に記載のインビトロ診断用デバイス。
（項目２７）
項目２０～２６のいずれか１項に記載のインビトロ診断用デバイスであって、陽性コント
ロール反応を実行するためのマーカー分子として、ｉ）サイクリン依存性キナーゼインヒ
ビタータンパク質であって、ここで該サイクリン依存性キナーゼインヒビターは、ｐ１６
ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ

４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択される、サイクリ
ン依存性キナーゼインヒビタータンパク質；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４
ＡＲＦタンパク質を含む群から選択される組換えタンパク質、そのフラグメント、または
該タンパク質に由来するポリペプチドをさらに含む、インビトロ診断用デバイス。
（項目２８）
研究デバイスまたはインビトロ診断用デバイスであるハイブリッド捕獲デバイスであって
、１種以上のサイクリン依存性キナーゼインヒビター核酸に対して相補的か、または逆相
補的な核酸を備えるデバイスであって、ここで、該サイクリン依存性キナーゼインヒビタ
ーが、可溶化身体サンプル中の該１種以上のサイクリン依存性キナーゼインヒビターの過
剰発現を検出するために、ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、
ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１；お
よびｐ１４ＡＲＦからなる群より選択される、デバイス。
（項目２９）
ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ
１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からなる群より選択される
サイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節タンパク質ｐ１４Ａ

ＲＦを含む群から選択されるマーカー分子に対して指向性の、抗体、そのフラグメント、
または抗原結合因子が固定または接着された固相の使用であって、該使用は、ヒト被験体
の可溶化サンプル中の、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ

、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１か
らなる群より選択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期
調節タンパク質ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択されるマーカー分子のレベルの決定のため
の、インビトロ診断用デバイスを製造するための使用であり、ここで、該インビトロ診断
用デバイスは、固相に対して固定された一特異性のプローブのみを備え、ここで、該一特
異性のプローブは、ｉ）ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ
１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１からな
る群より選択されるサイクリン依存性キナーゼインヒビター；およびｉｉ）細胞周期調節
タンパク質ｐ１４ＡＲＦを含む群から選択されるマーカー分子に特異的である、使用。
（項目３０）
前記固相が、多孔性部材、キャピラリー、膜、ビーズ、平面、球体、ミクロスフィア、ナ
ノスフィア、コロイド状金粒子、ラテックス粒子およびコロイドを含む群から選択される
、項目２９に記載の使用。
（項目３１）
可溶化身体サンプルから医学的関連状態の診断を評価する際に使用するための、免疫化学
的キットおよびインビトロ診断用デバイスを開発するための方法であって、ここで、該キ
ットおよびインビトロ診断用デバイスは、タンパク質またはペプチドのレベルに対する医
学的関連状態に特徴的な、マーカー分子の存在あるいは非存在を検出するために設計され
、そして、ここで該開発が、ＬＢＣサンプルを使用して実施される、方法。
（項目３２）
前記医学的関連状態が、疾患である、項目３１に記載の方法。
（項目３３）
前記疾患が、細胞増殖障害、癌、または前駆病変である、項目３２に記載の方法。
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（項目３４）
前記癌が、頭部および頸部の癌、呼吸器の癌、胃腸管の癌、皮膚および皮膚付属器の癌、
中枢神経系および末梢神経系の癌、泌尿器系の癌、生殖器系の癌、肛門性器の癌、内分泌
系の癌、軟組織および骨の癌、またはリンパ球産生系および造血系の癌である、項目３３
に記載の方法。
（項目３５）
前記肛門性器の癌が、子宮頸癌である、項目３４に記載の方法。
（項目３６）
前記医学関連状態に特徴的なマーカー分子が、細胞周期調節タンパク質、メタロプロテイ
ナーゼ、膜貫通型タンパク質、カルシウム結合タンパク質、増殖因子、ウイルス感染に特
徴的なマーカー分子、細胞増殖マーカー、およびＤＮＡ複製に関連するマーカー、腫瘍マ
ーカータンパク質、およびそれぞれのタンパク質をコードする核酸からなる群より選択さ
れる、項目３１～３５のいずれか１項に記載の方法。
（項目３７）
前記腫瘍マーカータンパク質が、サイクリン依存性キナーゼインヒビター、ｐ５３、ｐＲ
ｂ、ｐ１４ＡＲＦ、サイクリンＥ、サイクリンＡ、サイクリンＢ、ＭＮ、ｈｅｒ２／ｎｅ
ｕ、ｍｄｍ－２、ｂｃｌ－２、ｃｌａｕｄｉｎ　１、ＥＧＦレセプター、ＭＣＭ２、ＭＣ
Ｍ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣＭ６、ＭＣＭ７、ＣＤＣ２、ＣＤＣ６、ＣＤＣ７プロテ
インキナーゼ、ＣＤＣ１４プロテインホスファターゼ、Ｄｂｆ４、ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７、
ＫｉＳ１、Ｉｄ１、オステオポンチン、ＣＤ４６、ＧＲＰ、腎臓ジペプチダーゼ、および
ＴＧＦβＩＩレセプターからなる群より選択される、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
前記サイクリン依存性キナーゼインヒビターが、ｐ１６ＩＮＫ４ａである、項目３７に記
載の方法。
（項目３９）
前記サイクリン依存性キナーゼインヒビターが、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ

、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１か
らなる群より選択される、項目３８に記載の方法。
（項目４０）
前記ウイルス感染に特徴的なマーカー分子が、ウイルスタンパク質である、項目３６に記
載の方法。
（項目４１）
前記ウイルスタンパク質が、ＨＰＶ　Ｌ１、ＨＰＶ　Ｌ２、ＨＰＶ　Ｅ１、ＨＰＶ　Ｅ２
、ＨＰＶ　Ｅ４、ＨＰＶ　Ｅ５、ＨＰＶ　Ｅ６およびＨＰＶ　Ｅ７からなる群より選択さ
れる、ＨＰＶ遺伝子に由来するＨＰＶタンパク質である、項目４０に記載の方法。
（項目４２）
可溶化ＬＢＣサンプルから医薬的関連状態の診断を評価するための方法であって、以下、
　ａ．タンパク質またはペプチドのレベルに関する、医学関連状態に特徴的なマーカー分
子の存在もしくは非存在および／またはレベルを検出する工程；
　ｂ．医学関連状態に特徴的な該マーカー分子の存在もしくは非存在および／またはレベ
ルを、健康な非疾患身体サンプルに特徴的であることが公知の存在もしくは非存在および
／またはレベルと比較する工程；ならびに
　ｃ．ＬＢＣサンプルにおいて見出されるレベルと、健康な非疾患身体サンプルに特異的
であることが公知のレベルとの間の比較によって、医学的関連状態の診断を評価する工程
、
を包含する、方法。
（項目４３）
項目４２に記載の方法であって、前診断の評価は、以下から選択される１つの特徴に基づ
く、方法：
　ａ．前記医学的関連状態に特徴的なマーカー分子が、健康な非疾患身体サンプルと比較
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して、ＬＢＣサンプルに含まれる細胞において過剰発現される；
　ｂ．該医学的関連状態に特徴的なマーカー分子の発現が、健康な非疾患身体サンプル中
において存在する発現と比較して、低下しているか、または失われている；
　ｃ．該医学的関連状態に特徴的なマーカー分子の改変形態が、健康な非疾患身体サンプ
ル中に存在するマーカー分子と比較して、ＬＢＣサンプルに存在する細胞において発現さ
れる、マーカー分子。
（項目４４）
前記医学的関連状態が、疾患である、項目４２または４３に記載の方法。
（項目４５）
前記疾患が、細胞増殖障害、癌、または前駆病変である、項目４４に記載の方法。
（項目４６）
前記癌が、頭部および頸部の癌、呼吸器の癌、胃腸管の癌、皮膚および皮膚付属器の癌、
中枢神経系および末梢神経系の癌、泌尿器系の癌、生殖器系の癌、肛門性器の癌、内分泌
系の癌、軟組織および骨の癌、またはリンパ球産生系および造血系の癌である、項目４５
に記載の方法。
（項目４７）
前記肛門性器の癌が、子宮頸癌である、項目４６に記載の方法。
（項目４８）
前記医学関連状態に特徴的なマーカー分子が、細胞周期調節タンパク質、メタロプロテア
ーゼ、膜貫通型タンパク質、カルシウム結合タンパク質、増殖因子、ウイルス感染に特徴
的なマーカー分子、細胞増殖マーカー、およびＤＮＡ複製に関連するマーカー、腫瘍マー
カータンパク質、およびそれぞれのタンパク質をコードする核酸からなる群より選択され
る、項目４２～４７のいずれか１項に記載の方法。
（項目４９）
前記腫瘍マーカータンパク質が、サイクリン依存性キナーゼインヒビター、ｐ５３、ｐＲ
ｂ、ｐ１４ＡＲＦ、サイクリンＥ、サイクリンＡ、サイクリンＢ、ＭＮ、ｈｅｒ２／ｎｅ
ｕ、ｍｄｍ－２、ｂｃｌ－２、ｃｌａｕｄｉｎ　１、ＥＧＦレセプター、ＭＣＭ２、ＭＣ
Ｍ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣＭ６、ＭＣＭ７、ＣＤＣ２、ＣＤＣ６、ＣＤＣ７プロテ
インキナーゼ、ＣＤＣ１４プロテインホスファターゼ、Ｄｂｆ４、ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７、
ＫｉＳ１、Ｉｄ１、オステオポンチン、ＣＤ４６、ＧＲＰ、腎臓ジペプチダーゼ、および
ＴＧＦβＩＩレセプターからなる群より選択される、項目４８に記載の方法。
（項目５０）
前記サイクリン依存性キナーゼインヒビターが、ｐ１６ＩＮＫ４ａである、項目４９に記
載の方法。
（項目５１）
前記サイクリン依存性キナーゼインヒビターが、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ

、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１か
らなる群より選択される、項目４９に記載の方法。
（項目５２）
前記ウイルス感染に特徴的なマーカー分子が、ウイルスタンパク質である、項目４８に記
載の方法。
（項目５３）
前記ウイルスタンパク質が、ＨＰＶ　Ｌ１、ＨＰＶ　Ｌ２、ＨＰＶ　Ｅ１、ＨＰＶ　Ｅ２
、ＨＰＶ　Ｅ４、ＨＰＶ　Ｅ５、ＨＰＶ　Ｅ６およびＨＰＶ　Ｅ７からなる群より選択さ
れる、ＨＰＶ遺伝子に由来するＨＰＶタンパク質である、項目５２に記載の方法。
（項目５４）
前記マーカー分子の検出が、検出される分子に対して特異的な、少なくとも１種のプロー
ブを用いて行われる、項目４２～５３のいずれか１項に記載の方法。
（項目５５）
前記プローブが、検出可能に標識されている、項目５４に記載の方法。
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（項目５６）
前記標識が、放射性同位元素、生物発光化合物、化学発光化合物、電子発光化合物、蛍光
化合物、金属キレート、酵素、または生物学的に関連する結合構造からなる群より選択さ
れる、項目５５に記載の方法。
（項目５７）
前記プローブが、抗体、抗体フラグメント、ミニ抗体、または抗原結合エピトープを含む
ペプチド擬態物である、項目５４～５６のいずれか１項に記載の方法。
（項目５８）
可溶化身体サンプルから医学的関連状態の診断を評価する際に使用するための、キットお
よびインビトロ診断用デバイスを開発するための方法であって、ここで、該キットおよび
インビトロ診断用デバイスは、核酸レベルに対する医学的関連状態に特徴的な、マーカー
分子の存在または非存在を検出するために設計され、ここで該開発は、ＬＢＣサンプルを
使用して実施され、そして同一のＬＢＣサンプルから調製される細胞標本から得られる情
報に関して、ＬＢＣサンプルの量の標準化が実施される、方法。
（項目５９）
前記医学的関連状態が、疾患である、項目５８に記載の方法。
（項目６０）
前記疾患が、細胞増殖障害、癌、または前駆病変である、項目５９に記載の方法。
（項目６１）
前記癌が、頭部および頸部の癌、呼吸器の癌、胃腸管の癌、皮膚および皮膚付属器の癌、
中枢神経系および末梢神経系の癌、泌尿器系の癌、生殖器系の癌、肛門性器の癌、内分泌
系の癌、軟組織および骨の癌、またはリンパ球産生系および造血系の癌である、項目６０
に記載の方法。
（項目６２）
前記肛門性器の癌が、子宮頸癌である、項目６１に記載の方法。
（項目６３）
前記医学関連状態に特徴的なマーカー分子が、細胞周期調節タンパク質、メタロプロテア
ーゼ、膜貫通型タンパク質、カルシウム結合タンパク質、増殖因子、ウイルス感染に特徴
的なマーカー分子、細胞増殖マーカー、およびＤＮＡ複製に関連するマーカー、腫瘍マー
カータンパク質からなる群より選択されるタンパク質をコードする核酸である、項目５８
～６２のいずれか１項に記載の方法。
（項目６４）
前記腫瘍マーカータンパク質が、サイクリン依存性キナーゼインヒビター、ｐ５３、ｐＲ
ｂ、ｐ１４ＡＲＦ、サイクリンＥ、サイクリンＡ、サイクリンＢ、ＭＮ、ｈｅｒ２／ｎｅ
ｕ、ｍｄｍ－２、ｂｃｌ－２、ｃｌａｕｄｉｎ　１、ＥＧＦレセプター、ＭＣＭ２、ＭＣ
Ｍ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣＭ６、ＭＣＭ７、ＣＤＣ２、ＣＤＣ６、ＣＤＣ７プロテ
インキナーゼ、ＣＤＣ１４プロテインホスファターゼ、Ｄｂｆ４、ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７、
ＫｉＳ１、Ｉｄ１、オステオポンチン、ＣＤ４６、ＧＲＰ、腎臓ジペプチダーゼ、および
ＴＧＦβＩＩレセプターからなる群より選択される、項目６３に記載の方法。
（項目６５）
前記サイクリン依存性キナーゼインヒビターが、ｐ１６ＩＮＫ４ａである、項目６４に記
載の方法。
（項目６６）
前記サイクリン依存性キナーゼインヒビターが、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ

、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１か
らなる群より選択される、項目６４に記載の方法。
（項目６７）
前記ウイルス感染に特徴的なマーカー分子が、ウイルス核酸である、項目６３に記載の方
法。
（項目６８）
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前記ウイルス核酸が、ＨＰＶ　Ｌ１、ＨＰＶ　Ｌ２、ＨＰＶ　Ｅ１、ＨＰＶ　Ｅ２、ＨＰ
Ｖ　Ｅ４、ＨＰＶ　Ｅ５、ＨＰＶ　Ｅ６およびＨＰＶ　Ｅ７からなる群より選択される、
ＨＰＶ遺伝子に由来するＨＰＶ核酸である、項目６７に記載の方法。
（項目６９）
可溶化ＬＢＣサンプルから医学的関連状態の診断を評価するための方法であって、以下、
　ａ．生化学的な非細胞ベースの検出方法における適用のために、ある量のＬＢＣサンプ
ルを得る工程であって、ここで、該生化学的な非細胞ベースの方法において使用され得る
ＬＢＣサンプルの量は、同一のＬＢＣサンプルから調製された細胞標本から得られた情報
に関して標準化される、工程；
　ｂ．核酸レベルに関する、医学的関連状態に特徴的なマーカー分子の存在もしくは非存
在および／またはレベルの検出；
　ｃ．医学的関連状態に特徴的な該マーカー分子の存在もしくは非存在および／またはレ
ベルを、健康な非疾患身体サンプルに特徴的であることが公知の存在もしくは非存在およ
び／またはレベルと比較する工程；ならびに
　ｄ．ＬＢＣサンプルにおいて見出されるレベルと、健康な非疾患身体サンプルに特異的
であることが公知のレベルとの間の比較によって、医学的関連状態の診断を評価する工程
、
を包含する、方法。
（項目７０）
項目６９に記載の方法であって、前記診断の評価が、以下から選択される１つの特徴に基
づく、方法：
　ａ．医学的関連に特徴的なマーカー分子の存在または非存在であって、このようなマー
カー分子の存在または非存在が、疾患サンプルの特徴である、存在または非存在；
　ｂ．医学的関連状態に特徴的なマーカー分子が、健康な非疾患身体サンプルと比較して
、ＬＢＣサンプルに含まれる細胞において過剰発現する；
　ｃ．該医学的関連状態に特徴的なマーカー分子の発現が、健康な非疾患身体サンプルに
おいて存在する発現と比較して、低下している、または失われている；
　ｄ．該医学的関連状態に特徴的なマーカー分子の改変形態が、健康な非疾患身体サンプ
ルにおいて存在するマーカー分子と比較して、ＬＢＣサンプルに存在する細胞において発
現される、マーカー分子。
（項目７１）
前記医学的関連状態が、疾患である、項目６９または７０に記載の方法。
（項目７２）
前記疾患が、細胞増殖障害、癌、または前駆病変である、項目７１に記載の方法。
（項目７３）
前記癌が、頭部および頸部の癌、呼吸器の癌、胃腸管の癌、皮膚および皮膚付属器の癌、
中枢神経系および末梢神経系の癌、泌尿器系の癌、生殖器系の癌、肛門性器の癌、内分泌
系の癌、軟組織および骨の癌、またはリンパ球産生系および造血系の癌である、項目７２
に記載の方法。
（項目７４）
前記肛門性器の癌が、子宮頸癌である、項目７３に記載の方法。
（項目７５）
前記医学関連状態に特徴的なマーカー分子が、細胞周期調節タンパク質、メタロプロテア
ーゼ、膜貫通型タンパク質、カルシウム結合タンパク質、増殖因子、ウイルス感染に特徴
的なマーカー分子、細胞増殖マーカー、およびＤＮＡ複製に関連するマーカー、腫瘍マー
カータンパク質からなる群より選択されるタンパク質をコードする核酸である、項目６９
～７４のいずれか１項に記載の方法。
（項目７６）
前記腫瘍マーカータンパク質が、サイクリン依存性キナーゼインヒビター、ｐ５３、ｐＲ
ｂ、ｐ１４ＡＲＦ、サイクリンＥ、サイクリンＡ、サイクリンＢ、ＭＮ、ｈｅｒ２／ｎｅ
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ｕ、ｍｄｍ－２、ｂｃｌ－２、ｃｌａｕｄｉｎ　１、ＥＧＦレセプター、ＭＣＭ２、ＭＣ
Ｍ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣＭ６、ＭＣＭ７、ＣＤＣ２、ＣＤＣ６、ＣＤＣ７プロテ
インキナーゼ、ＣＤＣ１４プロテインホスファターゼ、Ｄｂｆ４、ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７、
ＫｉＳ１、Ｉｄ１、オステオポンチン、ＣＤ４６、ＧＲＰ、腎臓ジペプチダーゼ、および
ＴＧＦβＩＩレセプターからなる群より選択される、項目７５に記載の方法。
（項目７７）
前記サイクリン依存性キナーゼインヒビターが、ｐ１６ＩＮＫ４ａである、項目７６に記
載の方法。
（項目７８）
前記サイクリン依存性キナーゼインヒビターが、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ

、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、ｐ２７ＫＩＰ１か
らなる群より選択される、項目７６に記載の方法。
（項目７９）
前記ウイルス感染に特徴的なマーカー分子が、ウイルス核酸である、項目７５に記載の方
法。
（項目８０）
前記ウイルス核酸が、ＨＰＶ　Ｌ１、ＨＰＶ　Ｌ２、ＨＰＶ　Ｅ１、ＨＰＶ　Ｅ２、ＨＰ
Ｖ　Ｅ４、ＨＰＶ　Ｅ５、ＨＰＶ　Ｅ６およびＨＰＶ　Ｅ７からなる群より選択される、
ＨＰＶ遺伝子に由来するＨＰＶ核酸である、項目７９に記載の方法。
（項目８１）
前記マーカー分子の検出が、検出される分子に対して特異的な、少なくとも１種のプロー
ブを使用して行われる、項目６９～８０のいずれか１項に記載の方法。
（項目８２）
前記プローブが、検出可能に標識されている、項目８１に記載の方法。
（項目８３）
前記標識が、放射性同位元素、生物発光化合物、化学発光化合物、電子発光化合物、蛍光
化合物、金属キレート、酵素、または生物学的に関連する結合構造からなる群より選択さ
れる、項目８２に記載の方法。
（項目８４）
前記プローブが、マーカー分子核酸に対して、相補的または逆相補的な核酸である、項目
８１～８３のいずれか１項に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、可溶化した子宮頸癌サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａ濃度を検出するＥＬ
ＩＳＡ法にて得られたＯＤ値を示す。実験の詳細は例１を参照する。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、例えば呼吸器管の癌、生殖腺系の癌、泌尿器系の癌、ＨＰＶ関連癌、または
肛門性器系の癌、特に子宮頸癌、およびこれらの癌の各々の前駆段階等の癌のような多数
の新生物性障害においてサイクリン依存性キナーゼインヒビター遺伝子産物が過剰発現し
ているという本出願人の洞察に基づいたものである。サイクリン依存性キナーゼインヒビ
ターの例には、タンパク質ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１８ＩＮＫ

４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、およびｐ２７ＫＩＰ１がある。機
能的にはサイクリン依存性キナーゼインヒビターではないが、細胞周期制御タンパク質で
あるｐ１４ＡＲＦも本発明の文脈内にて「サイクリン依存性キナーゼインヒビター」の表
現に含まれることとなる。　
【００２０】
　本出願人は、細胞学的検体中で検出されるサイクリン依存性キナーゼインヒビターの過
剰発現の程度と、相当する組織学的検体中で検出される形成異常の程度との間に相関性を
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見出した。
【００２１】
　本発明によると、本出願人の洞察は癌ならびにその前駆段階のような新生物性障害を早
期診断するための方法に用いられ、この方法は身体サンプル中のサイクリン依存性キナー
ゼインヒビターの過剰発現を決定する工程を包含する。
【００２２】
　本発明によると、細胞学的検査法および／または組織学的検査法は分子マーカーの使用
によって補助され得るか、あるいはむしろ代用され得る。そのようなマーカーは、例えば
免疫細胞化学染色反応あるいはインサイチュハイブリダイゼーション反応の過程にて使用
され得る。例えば子宮頚、膀胱、または肺の癌のような新生物性障害に特徴的なマーカー
分子に基づいた形態学的検査と免疫細胞化学染色反応とを組み合わせることで、検査結果
が強化され得る。形態学的検査は、結果の信頼性を高める分子的方法によって補完された
場合でも依然手間と時間が掛かり、このため費用がかさむ。さらに、形態学的な細胞レベ
ルに基づく診断は分子的方法によって補完された場合でも、個々の検査技師の形態学的な
認知作用の違いに影響を受けやすい。つまりこの診断は検査を実行する人間に依存する。
【００２３】
　さらに本発明者らは、具体的な例において細胞ベースの形態学的検査による補助無しに
、マーカーを診断道具として使用され得ることを示す。癌のような新生物性障害を細胞ベ
ースの情報による補完無しに分子レベルでのみ診断するための方法は、マーカーあるいは
マーカーのレベルが特徴付けられるべき状態に対して特異的なものである場合に制限され
る。これは特にマーカーが非ヒト物質である場合に当てはまる。例えば、組織にウイルス
が存在する場合に特徴的なマーカーは感染していないヒト組織には発生しないので、ウイ
ルス感染の検出はサンプルの溶液中で行うことができる。
【００２４】
　しかしながら、本発明者らは生化学的マーカーベースの検出法においてある種のヒトサ
イクリン依存性キナーゼインヒビターが癌に対するマーカーと成り得ることを見出したが
、ヒトサイクリン依存性キナーゼインヒビターは細胞周期のある段階のあらゆる正常に増
殖するヒト細胞中で低レベルに発現する細胞周期制御タンパク質である。
【００２５】
　本発明で使用するためのサイクリン依存性インヒビターには、サイクリン依存性キナー
ゼインヒビターｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１
９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１、およびｐ２７ＫＩＰ１が含まれる。サイクリ
ン依存性キナーゼインヒビター以外では、ｐ１６ＩＮＫ４ａ遺伝子のもう一方のリーディ
ングフレームにコードされている、細胞周期制御タンパク質ｐ１４ＡＲＦもまた、本明細
書中で開示される方法のために使用することができる。便宜上本発明の文脈内では、機能
的にはサイクリン依存性キナーゼインヒビターではない細胞周期制御タンパク質ｐ１４Ａ

ＲＦを、「サイクリン依存性キナーゼインヒビター」の表現の内に含めるものとする。
【００２６】
　本明細書中で使用される場合、「ｐ１６」あるいは「サイクリン依存性キナーゼインヒ
ビターｐ１６ＩＮＫ４ａ」は、遺伝子が染色体の９ｐ２１部位に位置する、サイクリン依
存性キナーゼインヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａ（ＣＤＫＮ２あるいはＭＴＳ１とも表記され
る）を意味する。ｐ１６ＩＮＫ４ａが最初に記載されたのは、Ｓｅｒｒａｎｏ，Ｍ．，ら
，Ｎａｔｕｒｅ，１９９３　Ｄｅｃ　１６；３６６（６４５６）：７０４－７である。本
発明の文脈内で使用される場合、「ｐ１６ＩＮＫ４ａ」あるいは「サイクリン依存性キナ
ーゼインヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａ」という用語は、全ての文法的形態において、核酸お
よびポリペプチド分子を意味する。従って、「ｐ１６ＩＮＫ４ａ」または「サイクリン依
存性キナーゼインヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａ」には、例えばＲＮＡ（ｍＲＮＡ、ｈｎＲＮ
Ａ等）、ＤＮＡ（ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ等）、タンパク質、ポリペプチド、プロテオグ
リカン、グリコプロテイン、ならびにこれらの分子からなる各々のフラグメントが含まれ
る。　
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【００２７】
　本明細書中で使用される場合、サイクリン依存性キナーゼインヒビターもしくは他のマ
ーカー分子の「レベル」は、サンプル中のマーカー（サイクリン依存性キナーゼインヒビ
ターもしくは他のマーカー分子）の量に関する定量値および準定量値を意味する。定量値
は、例えばレベルとして表示することができる。準定量値はレベルの尺度という形で表さ
れ、例えば検出不可、低レベル、中レベル、高レベルあるいはその他のあらゆる適切な形
がある。例えばｐ１６ＩＮＫ４ａのようなマーカーのレベルはまた、あるアッセイ様式に
おいて例えばサイクリン依存性キナーゼインヒビターのような存在に反応して発生するシ
グナル強度のような依存的なパラメーターとして表示することもできる。
【００２８】
　身体サンプル（例えば子宮頚検体、口腔由来の検体、尿由来の検体、唾液由来の検体等
）に存在するある種の良性型細胞内でサイクリン依存性キナーゼインヒビター（例えばｐ
１６ＩＮＫ４ａ）は発現していることに起因して、サイクリン依存性キナーゼインヒビタ
ーレベルに基づく新生物性障害の診断は、細胞形態に関する情報が加えられない場合には
困難もしくは不可能となる模様である。３０％もの子宮頚サンプルにおいて、ごく少数か
ら多数の化生性細胞がサイクリン依存性キナーゼインヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａに対して
中程度から高程度の免疫反応を示す場合があることは、当該分野において公知である。さ
らに、ある環境下で子宮頚スワブに存在することのある子宮内膜細胞は、ｐ１６ＩＮＫ４

ａに対して陽性であり得る。細胞学的検査法あるいは組織学的検査法において、この点が
診断に影響することはない。なぜなら、細胞の種類は細胞形態の点で容易に形成異常細胞
と識別されるからである。
【００２９】
　驚くべきことに、本発明者らは、サイクリン依存性キナーゼインヒビター（例えばｐ１
６ＩＮＫ４ａ）の臨界値を確定することによって、たとえ細胞形態の情報が無くとも形成
異常の検出あるいは診断の提供が可能となることを見出した。
【００３０】
　本発明の文脈にて使用される場合、「新生物性障害」とういう表現は、全ての文法形態
において、あらゆる種類の癌およびあらゆる起源の癌、ならびにこれら各々の前駆段階を
意味する。従って、「新生物性障害」という語には「新生組織形成」、「新生物」、「癌
」、「前癌」、または「腫瘍」という語によって同定される対象となるものが含まれる。
また、「形成異常性」あるいは「形成異常」と同定される組織学的状態に対応する細胞学
的状態は、本明細書中で使用される場合、「新生物性障害」の範囲内となる。
【００３１】
　本発明の方法を適用され得る新生物性障害には、例えば呼吸器管の新生物病変、泌尿器
系の新生物病変、消化管の新生物病変、肛門性器系の新生物病変、ＨＰＶ感染に伴う新生
物性障害等が含まれる。これらは、呼吸器管の癌、泌尿器の癌、生殖腺系の癌、肛門性器
系の癌、ＨＰＶ関連癌であり得、特に子宮頸癌であり得る。後者に関連して、例えば子頚
部上皮内癌（ＣＩＮＩ－ＩＩＩ）、インサイチュ癌腫（ＣＩＳ）のようなその前駆段階は
、詳細に言及されなければならない。本明細書中で使用される場合、「前駆段階」という
用語には、あらゆる文法形態において、癌もしくはあらゆるその他悪性腫瘍の全ての前駆
段階ならびに前駆体が含まれる。子宮頸癌に関して、本明細書中で使用される場合、前駆
段階または予備的段階とは、例をあげると、例えばＣＩＮ分類（ＣＩＮ　Ｉ～ＣＩＮ　Ｉ
ＩＩ）もしくはＰＡＰ分類（ＰＡＰ　Ｉ～ＰＡＰ　Ｖ）、ベセスダ分類（ＮＩＬＭ、ＬＳ
ＩＬ、ＨＳＩＬ）のような適切な分類法によって同定される子頚部上皮内癌をいい得る。
【００３２】
　呼吸器管の癌に関して、癌は、例えば肺ならびに肺胞、細気管支、気管支樹および気管
支（ｂｒｏｎｃｕｓ）、鼻咽頭腔、口腔、咽頭、鼻咽および副鼻咽の癌のような呼吸器管
のあらゆる悪性状態を含み得る。小細胞肺癌あるいは非小細胞肺癌、肺扁平上皮癌腫、肺
小細胞癌腫、肺腺癌、肺大細胞癌腫、肺扁平上皮腺癌腫、肺類癌腫、気管支腺腫瘍（ｂｒ
ｏｎｃｈｅａｌ）、（悪性）中皮腫のような肺癌。呼吸器管の腫瘍に関する概要は「Ｃｏ
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ｌｂｙ　ＴＶら：Ｔｕｍｏｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌｏｗｅｒ　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　
Ｔｒａｃｔ，Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｔｕｍｏｒ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，Ｔｈｉｒｄ　Ｓｅｒ
ｉｅｓ，Ｆａｓｃｉｃｌｅ　１３，ＡＦＩＰ：Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　１９９５」に見出
され得、これは、本明細書中で参考として援用される。
【００３３】
　泌尿器系の腫瘍は、膀胱癌、腎臓、腎盂の癌、腎盂、尿管癌、尿道癌などを含み得る。
生殖腺系の腫瘍は、卵巣、子宮、精巣、前立腺、精巣上体のような癌およびその前駆段階
を含み得る。
【００３４】
　本発明の特定の実施形態では、新生物性障害は一般にＨＰＶ関連の新生物性障害をいう
。この点に関して本発明は、ＨＰＶ（特に高リスクＨＰＶ型および粘膜ＨＰＶ型）に関連
する新生物性障害に適用される。高リスクＨＰＶには、例えばＨＰＶ１６、ＨＰＶ１８、
ＨＰＶ３１、ＨＰＶ３３、ＨＰＶ３５、ＨＰＶ３９、ＨＰＶ４５、ＨＰＶ５１、ＨＰＶ５
２、ＨＰＶ５６、およびＨＰＶ５８のようなＨＰＶサブタイプを含めることができる。Ｈ
ＰＶ感染に対するマーカーには、例えば、ＨＰＶ遺伝子Ｌ１、Ｌ２、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、
Ｅ６、またはＥ７のＨＰＶ発現産物を含めることができる。
【００３５】
　「身体サンプル」という表現には、あらゆる種類および性質の、あらゆる身体サンプル
が含まれる。そのような身体サンプルの例は、分泌物、スワブ、洗浄物、体液、精液、細
胞および組織サンプル、血液、塗沫サンプル、唾液、尿、便、髄液、胆汁、胃腸分泌液、
リンパ、骨髄、吸引液、ならびに器官の生検材料（例えば、穿刺生検またはパンチ生検）
ならびに（細）穿刺吸引である。特に、例えば子宮頸癌等、肛門性器癌の検出が関係する
際には、スミア、スワブ、および生検材料が示される。この文書の全体を通して使用され
るような生検材料という用語には、当業者に公知のあらゆる種類の生検材料が含まれるこ
ととなる。つまり、本発明の文脈で使用される生検材料には、例えば腫瘍の切除サンプル
あるいは内視鏡的手段によって調製された組織サンプル、臓器のパンチもしくは穿刺生検
を含めることができる。生検材料には、コールドナイフ生検、ＬＥＥＰ（ループ電気メス
切除法）生検のような数種類の方法によって得られるサンプルが含まれる。　
【００３６】
　本発明の文脈で使用される場合、身体サンプルには、固定されたあるいは保存された細
胞もしくは組織サンプルを含めることができる。細胞もしくは組織サンプルは例えば、当
業者に公知の市販の保存培地（ホルマリン溶液、Ｃｙｔｙｃ「ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ」も
しくは「ＣｙｔｏＬｙｔ」、Ｄｉｇｅｎｅ「Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
　Ｍｅｄｉｕｍ」、Ｔｒｉｐａｔｈ　Ｉｍａｇｉｎｇ「Ｃｙｔｏｒｉｃｈ」など）のよう
な標準的サンプル採取培地あるいは保存培地、輸送培地中に保存され得る。本発明の一実
施形態において、標準的サンプル収集培地中に提供される細胞あるいは組織サンプルは、
当業者に公知の細胞学的ＬＢＣ法に使用される方法またはその類似方法に従って調製され
る液体ベースの細胞学的サンプル（ＬＢＣサンプル）である。適切な細胞保存培地は、ア
ルコール、アルデヒド、ケトン、酸、金属イオンもしくは昇華物、エーテルなどからなる
群より選択される一つ以上の混合物を含有することができる。アルコールとしては、メタ
ノール、エタノール、（ｎ－またはｉ－）プロパノール、（ｎ－またはｉ－、ｔ－）ブタ
ノール、高分枝または非分枝アルコールが挙げられる。アルデヒドとしては、ホルムアル
デヒド、アセトアルデヒド、グルタールアルデヒドなどが挙げられる。アセトンのような
ケトンを使用することもできる。標準化サンプル溶液に使用するための酸としては、有機
酸（酢酸、トリクロロ酢酸、サリチル酸、ピクリン酸）もしくは、例えばクロム酸のよう
な無機酸が挙げられる。標準的サンプル溶液は銀、銅、クロム、水銀、オスミウム、ウラ
ンのような金属を含有することができる。酢酸ウラン、二クロム酸カリウム、硫酸アンモ
ニウムなどの塩溶液は、保存培地の成分となることができる。　
【００３７】
　適切な培地（アルコール等）に保存された細胞もしくは固定された組織サンプルを、本
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発明に従う方法にて原サンプルとして使用することができる。一実施形態において、身体
サンプルは、例えば、アルコールを含有する保存溶液へ移された、唾液サンプル、子宮頚
スワブ、口腔スワブ、尿道スワブなどを含み得る。
【００３８】
　さらに、サンプル収集後直ちに細胞溶解状態に置かれた身体サンプルを、本明細書中で
開示する方法にて使用することもできる。本発明者らは、形態学的な情報が失われている
サンプルの分子特性を保存するための、強力で迅速で簡便な方法を多数見出した。例えば
、サンプルを収集した直後あるいは収集する過程において、原サンプルの細胞成分を適切
な溶解培地に可溶化することによって、再現性があり、保存および輸送が容易な形態にサ
ンプルを調製することもできる。体液を、ヒト個体から直接、適切な界面活性剤と保存物
質とを含む培地に移すこともできる。さらに、組織サンプルを直接変性溶解環境（最終的
には物理的力によって支持される）へ移し、保存することもできる。溶解培地に適切な成
分を使用すると、原サンプルの分子成分は保存され得、分解が生じ得ない。酵素活性によ
る分解は、例えば酵素インヒビターを使用することによって最小にすることができる。こ
のように、上記溶解培地中のサンプルから成る溶液は、可溶化された時点でのサンプルの
分子特性を示すことができる。　
【００３９】
　本発明によると、身体サンプルはあらゆる適切な溶解培地で可溶化することができる。
そのような溶解培地は、例をあげると、例えば尿素、ＧｕａＳＣＮ、ホルムアミドのよう
なカオトロピック剤あるいはアニオン性界面活性剤（例えばＳＤＳ、Ｎ－ラウリルサルコ
シン、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル－アリルスルホン酸塩、長鎖（脂肪族）ア
ルコール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびスルホン酸塩、アルファオレフィン硫酸塩およ
びスルホン酸塩、硫酸モノグリセリド、硫酸エーテル、硫黄コハク酸塩、アルカンスルホ
ン酸塩、リン酸エステル、アルキルイソチオン酸塩、シュクロースエステル）、カチオン
性界面活性剤（例えば塩化セチルトリメチルアンモニウム）、非イオン系界面活性剤（例
えばツイン２０、ノニデットＰ－４０、トリトンＸ－１００、ＮＰ－４０、イゲパルＣＡ
－６３０、Ｎ－オクチルグルコシド）、両性界面活性剤（例えばＣＨＡＰＳ、３－ドデシ
ルジメチルアンモニオプロパン－１－スルホン酸塩、ラウリルジメチルアミン酸化物）、
および（あるいは）例えばＮａＯＨもしくはＫＯＨのようなアルカリ水酸化物から成る水
溶液であり得る。一般にあらゆる適切な液体を、本発明の溶解培地の溶媒として使用する
ことができる。この液体は有機あるいは無機であり得、純粋な液体もしくは液体混合物、
液体中にある物質の溶液であることができる。また液体は、溶媒の特性を強化するために
さらに別の物質を含有し得る。特定の実施形態において、界面活性剤を使用せずに細胞溶
解が達成され、高張液もしくは低張液、緩衝液、単なる水、液体有機物が溶媒として使用
され得る。身体サンプルの細胞成分を全部あるいは一部可溶化するのに適する、任意の液
体は、本明細書中で使用される溶解培地とみなすことができる。つまり、本明細書中で使
用される場合、溶解培地は緩衝物質を含有する必要も、緩衝能を有する必要もない。しか
しながら、本発明の特定の実施形態において、溶解培地は緩衝能を有し、緩衝物質を含有
し得る。　
【００４０】
　一実施形態において、溶解培地は、原サンプルに存在する可能性のある生体物質細胞、
細胞破片、核酸、ポリペプチド、脂質および他の生体分子を可溶化するように設計されて
いる。本発明のさらなる実施形態では、身体サンプルの特定の成分を差示的に可溶化し、
他の成分を可溶化せずに残すようこの溶媒を設計することもできる。　
【００４１】
　本発明に従って身体サンプルを可溶化するための溶解培地はさらに、原サンプル内の成
分の分解を抑制する一つ以上の薬剤を含有することもできる。そのような成分としては、
例えばタンパク質分解酵素インヒビター、ＲＮＡ分解酵素インヒビター、ＤＮＡ分解酵素
インヒビターのような酵素インヒビターが挙げられる。本発明の一実施形態において、サ
ンプルは、試験個体から得られた形態にて直接溶解される。タンパク質分解酵素インヒビ
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ターには、例えばセリンプロテアーゼに対するインヒビターあるいはシステインプロテア
ーゼに対するインヒビター、アスパラギン酸プロテアーゼに対するインヒビター、金属プ
ロテアーゼに対するインヒビター、酸性プロテアーゼに対するインヒビター、アルカリ性
プロテアーゼに対するインヒビター、中性プロテアーゼに対するインヒビターを含めるこ
とができる。本発明の特定の実施形態において、酵素の阻害は、例えば塩濃度もしくはｐ
Ｈ、カオトロピック剤、その他によって酵素を変性させるような化学的手段によって達成
することもできる。　
【００４２】
　本発明の別の実施形態では、溶解の前に身体サンプルをさらに精製することもできる。
そのような精製の手順には、例えば粘液などのような混在汚染物を除去洗浄する工程、細
胞成分の分離もしくは濃縮工程、細胞の保存工程および輸送工程を包含し得る。一実施形
態では、例えばフローサイトメトリーまたは当業者に公知の他の適切な細胞選別様式によ
って、細胞を選別することもできる。このように原サンプルの細胞成分は一つのサンプル
溶液中に包含される。
【００４３】
　本明細書中で開示する方法にて使用するためのサンプルの調製には、不溶性成分の分離
、ポリペプチドもしくは核酸の単離、ペプチドもしくは核酸を固定した固相の調製、測定
対象の分子を共有結合的にもしくは非共有結合的に結合させたビーズあるいは膜、スライ
ドの調製のような、サンプルを調製するいくつかの工程をさらに包含し得る。　
【００４４】
　表現「サイクリン依存性キナーゼインヒビタータンパク質の過剰発現を決定する工程」
には、サイクリン依存性キナーゼインヒビタータンパク質もしくはこれをコードするｍＲ
ＮＡの発現の検出に適するあらゆる方法、ならびに対応する遺伝子の増幅を、それぞれ含
めることができる。過剰発現を決定するため、検査されるべき身体サンプルを、対応する
、健康なヒト由来の身体サンプルもしくはそれぞれの器官の非病変部位由来の身体サンプ
ルと比較することもできる。そのようなサンプルは標準化された形態で存在することがで
きる。
【００４５】
　正常健康身体のサンプルを用いた比較は、様々な方法によって達成され得る。本発明の
一実施形態では、この比較は、非疾患組織サンプルまたは非疾患細胞サンプルを用いたコ
ントロール反応を含むことにより、直接行われ得る。この非疾患組織サンプルまたは非疾
患細胞サンプルは、健康人、もしくは検査下のヒト被験者の非疾患部位、またはサイクリ
ン依存性キナーゼインヒビター発現に関して非疾患細胞の特性を示すと公知の細胞培養細
胞から提供され得る。別の実施形態において、この比較は、検査下にあるサンプル内のサ
イクリン依存性キナーゼインヒビターのレベルを、正常健康サンプル中に存在することが
公知の上記サイクリン依存性キナーゼインヒビターのレベルと比較することによって間接
的に行われ得る。正常健康組織サンプルまたは細胞サンプルについてのレベルの情報は、
複数の試験の代表値、または正常健康細胞内の上記サイクリン依存性キナーゼインヒビタ
ーの発現レベルについての情報を提供する科学文献に由来し得る。比較は、サイクリン依
存性キナーゼインヒビタータンパク質または核酸の濃度値を使用することによって行われ
得；他の場合では、サイクリン依存性キナーゼインヒビタータンパク質濃度または核酸濃
度（例えば、規定の反応条件下での光学濃度など）に依存する特性値が、使用され得る。
他の場合では、上記公知の値は、ペプチド、組換えタンパク質などの代理コントロールに
よって、表され得る。従って、正常健康サンプルに存在するｐ１６ＩＮＫ４ａのレベルは
、試験手順における組換えタンパク質もしくはペプチドのコントロールサンプルによって
表され得る。
【００４６】
　一般に、検査下のサンプル中に存在するレベルの比較は、各単一の試験手順にて測定さ
れた値、または所定値に関して行われ得る。この所定値は、試験手順全体に対して決定さ
れ得る。他の場合には、この値は、特定のロットの試験試薬に対してのみ有効である。例
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えば、基準値は、規定の補正期間のみに対して有効であり得、試験プロセスの補正に基づ
いて規定され得る。
【００４７】
　例えば、健康人子宮頸部サンプル中のサイクリン依存性キナーゼインヒビターのレベル
は、標準サンプル溶液から決定され得る。標準サンプル溶液は、正常細胞サンプルまたは
正常組織サンプルの可溶化プールからなる溶液を含み得る。このサンプルプールは、例え
ば、スクリーニング集団の前評価で正常診断された細胞学的種のプール、または組織学的
種から得られた正常細胞のプールであり得る。さらに、正常細胞のプールは、正常子宮頸
部上皮細胞の組織培養物から得られ得る。このサンプル溶液は、例えば、サンプル溶液１
ｍｌ当たりの細胞数に関して標準化され得る。標準化のための任意のパラメーターが適用
され得る。例えば、検査結果の安定性並びに再現性を確保するために、この試料溶液は、
標準化形態で提供され得る。特定の実施形態において、このような溶液は、比較または校
正目的のためのキットの構成要素として提供され得る。
【００４８】
　特定の実施形態では、患者サンプル中に存在するサイクリン依存性キナーゼインヒビタ
ーのレベルと、正常健康身体サンプル中に存在することが公知のレベルとを比較する工程
は、各々のサイクリン依存性キナーゼインヒビターの濃度に対するカットオフ値または閾
値を使用して実施される。本文脈におけるカットオフ値とは、正常健康サンプルを病変サ
ンプルから分離するのに適切な値である（例えば、ｍｇ／ｍｌで表されるｐ１６ＩＮＫ４

ａタンパク質濃度、またはＥＬＩＳＡ試験において規定条件下で測定される光学濃度）。
例えば、上記カットオフ値を越える値を示すサンプルは全て、形成異常をみなされ、一方
、カットオフ値を下回る値を示すサンプルは健康とみなされる。
【００４９】
　特定の実施形態では、閾値またはカットオフ値は、重度新生物疾患（ＨＳＩＬ、または
例えば、浸潤癌、重度形成異常、もしくは組織学的に評価されたＣＩＮ　３病変に相当す
る新生物疾患）を全てのより重篤度の低い新生物疾患（例えば、ＬＳＩＬ）から分離する
ための方法にて設定され得る。他の実施形態では、健康サンプル（ＮＩＬＭ）と前駆段階
を含む新生物疾患（ＬＳＩＬおよびＨＳＩＬ）を識別するためにカットオフ値は、定義さ
れ得る。したがって、病変および病変の前駆段階の早期検出、または緊急治療をすべき病
変の検出のような様々な課題に適合するように試験形式を調整することが可能である。
【００５０】
　サイクリン依存性キナーゼインヒビターの（過剰）発現は、それぞれ、核酸レベルおよ
びタンパク質レベルで検出され得る。タンパク質レベルにおける検出に関して、例えば、
サイクリン依存性キナーゼインヒビターに対する抗体を使用することが可能である。これ
らの抗体は、ウエスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、または免疫沈降のような非常に様々な方
法で使用され得る。これらの抗体は、ＥＬＩＳＡプレート、反応容器、ビーズ、球体、膜
、金属コロイド（例えば、金）のようなコロイド、多孔性部材、毛細管表面（例えば、フ
ロースルー試験）、試験ストリップ、ラテックス粒子のような固相キャリアに固定される
ことが望ましくあり得る。核酸レベルでの検出に関しては、核酸増幅法またはハイブリダ
イゼーション法のような方法が、適用され得る。核酸増幅法としては、任意の種類の単一
段階反応、または連鎖反応のような多段階反応が挙げられる。連鎖反応としては、ＰＣＲ
、ＮＡＳＢＡ、ＲＴ　ＰＣＲ、ＬＣＲなどが挙げられるが、これらに限定されない。ハイ
ブリダイゼーション反応は、任意の種類のレポーター系を用いたハイブリダイゼーション
反応、およびその後の上記ハイブリッドに対して検出される抗体によるハイブリッド核酸
の検出に伴うハイブリッド捕獲反応を含む（例えば、ＲＮＡインサイチュハイブリダイゼ
ーション反応のようなＲＮＡ転写物のレベルでの発現を検出するためのハイブリダイゼー
ション反応を適用する例）。
【００５１】
　本発明の特定の実施形態では、可溶化身体サンプルからなる溶液からマーカー分子の検
出が行われる。従って、検出は、溶液中、または固相に固定した試薬を用いて行われ得る
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。
【００５２】
　本発明の文脈にて使用される場合、固相としては、平面、粒子（ミクロ粒子、ナノ粒子
、またはさらに小さい粒子を含む）のような固体物質の種々の実施形態が挙げられ得る。
特定の実施形態において、粒子は、球体、ビーズ、コロイドなどとして提供され得る。
【００５３】
　試験キットまたはインビトロ診断用デバイスにおける固相への試薬の固定は、直接固定
またはは間接固定を介して行われ得る。直接固定は、共有結合、非共有結合、会合または
表面への吸着によって実行され得る。間接固定は、抗体が固相へ直接結合した試薬へ結合
することを介して実行され得る。結合剤としては、例えば、アビジン、ストレプトアビジ
ン、ビオチン、ジジオキシゲニン、抗体などが挙げられる。
【００５４】
　一つ以上の分子マーカーの検出は、単一反応混合物または２つ以上の複数反応の混合物
中にて達成され得る。数種類のマーカー分子に対する検出反応は、例えば、多重ウェル反
応容器にて同時に行われ得る。マーカー分子に対する検出反応は、最初のマーカー分子を
認識するか、または好ましくは、最初のマーカーを認識するために使用される先行分子（
例えば、一次抗体）を認識する検出試薬を用いた一つ以上の反応をさらに含み得る。この
検出反応はさらに、細胞増殖性障害に特徴的なマーカーまたは標準化マーカーのレベルを
示すレポーター反応を含み得る。
【００５５】
　溶液中、または固相に固定された試薬を用いて、可溶化サンプル中のサイクリン依存性
キナーゼインヒビターのレベルを検出するための検出反応は、実行され得る。特定の実施
形態において、検出反応は、溶液中で実行され得；このような手順は、溶液中の分子相互
作用（抗原への抗体または同様の結合剤の結合）を検出するのに適したあらゆる方法を含
み得る。分子相互作用を検出するための方法（伝導率変化、質量変化、光変化、ＵＶ変化
、ＩＲ変化、磁気スペクトル変化、プラズモン共鳴など）は、当業者に公知である。特定
の実施形態においてこの検出は、抗原に結合した検出試薬の複合体が、検出のための固相
に吸着される方法を含み得る。すなわち、検出反応の過程または検出反応を開始する前に
、固相への分析物の非共有結合は、本発明に従う方法にて使用され得る。
【００５６】
　マーカー分子を検出するためのプローブは、上記マーカーに特異的に結合する任意の分
子であり得る。プローブは、例えば、抗原結合剤（抗体（モノクローナルもしくはポリク
ローナル）、抗体フラグメント、または抗原結合エピトープを含む人工分子）、ＤＮＡ結
合分子またはＲＮＡ結合分子（例えば、タンパク質もしくは核酸）であり得る。他の核酸
に結合する核酸は、例えば、検出目的のためのオリゴヌクレオチドまたはプライマーであ
り得る。特定の実施形態では、さらに大きなヌクレオチド分子が、ハイブリダイゼーショ
ン反応に利用され得る。分子は、別の分子と特異的に相互作用する場合に、その別の分子
を認識するといわれる。特異的相互作用は、例えば、他の分子への特異的な結合、または
他の分子の特異的な結合であり得る。本発明の文脈内で用語「抗体」は、あらゆる文法形
態において、抗原結合分子を一般にいい、抗原結合分子としては、モノクローナルおよび
ポリクローナル抗体、ならびに抗体フラグメント、抗原結合エピトープ、ミニ抗体、抗原
結合特性を有するペプチド模擬体、アンチカリン（ａｎｔｉｃａｌｉｎｅ）、二重特異性
抗体が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５７】
　レポーター反応は、マーカーの存在またはマーカーへの特異的プローブの結合に応答し
てシグナルを生じる任意の事象であり得る。例えば、有色化合物、蛍光化学物、発光化合
物、放射性化合物、またはこれらの化合物のうちの一つ以上の濃縮物を、試験デバイスに
おける所定の領域内で検出可能な濃度まで生じる反応は、レポーター反応として役立ち得
る。
【００５８】



(22) JP 2012-32412 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

　本発明に従った検出反応のための応用様式は、ウエスタンブロット、サザンブロット、
ノーザンブロットのようなブロッティング技術であり得る。このブロッティング技術は、
当業者に公知であり、例えば、電気ブロット、半乾式ブロット、真空ブロットまたは点ブ
ロットとして行われ得る。さらに、分子検出のためのさらなる免疫学的法は、例えば、免
疫沈降または免疫学的アッセイ（例えば、ＥＩＡ、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＦＩＡ（蛍光免
疫アッセイ）、側方流動アッセイ（多孔性部材もしくは毛細管を使用）、免疫クロマトグ
ラフ片、フロースルーアッセイ、ラテックス凝集アッセイなど）を適用され得る。本発明
にて使用するための免疫アッセイは、競合免疫アッセイおよびサンドイッチアッセイのよ
うな非競合免疫アッセイを含み得る。
【００５９】
　核酸ベースのアプローチにおいて、ハイブリダイゼーションまたは増幅の技術が適用さ
れ得る。ハイブリダイゼーション技術は、例えば、当業者に公知のハイブリダイゼーショ
ン技術を含み得る。特定の実施形態において、ハイブリダイゼーションは、検出のための
ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド分子に対する抗体を使用するハイブリッド捕獲アッセイとし
て実行され得る。増幅反応はＰＣＲ、ＮＡＳＢＡ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＬＣＲまたは他の適切
な連鎖反応として適用され得る。他の場合には、連鎖反応ではない単一段階反応または連
続反応も核酸の増幅に適用され得る。
【００６０】
　本発明の特定の実施形態において、免疫化学ベースまたは核酸ベースの試験は、臨床検
査室用の試験デバイスを使用して達成され得る。このような試験デバイスは、免疫化学ベ
ースまたは核酸ベースの検査のための任意の試験デバイスを含み得、これは、ポイントオ
ブケア（ｐｏｉｎｔ　ｏｆ　ｃａｒｅ）試験デバイスおよびベンチ用デバイス、実験室用
デバイスのような任意の様式を含む。このデバイスは、例えば、開放型または閉鎖型のプ
ラットフォーム系として提供され得る。このデバイスは、例えば、マイクロタイタープレ
ートもしくは多重ウェルプレート、フロースルーもしくは側方流動系、マイクロチップベ
ースもしくはアレイベースの系、またはビーズベースもしくは膜ベースの系のような任意
の適切な方法に基づき得る。使用される検出法は、免疫化学ベースまたは核酸ベースの検
出反応に有用な、当業者に公知の任意の方法を含み得る。このような検出法は、例えば、
発光系（電気発光、生物発光、光学発光、放射発光、化学発光、電気化学発光）、蛍光ベ
ースの系、伝導率ベースの検出系、放射（光、ＵＶ、Ｘ線、γ線など）、プラズモン共鳴
（例えば、表面プラズモン共鳴ＳＰＲ）または任意の他の公知の方法を含み得る。
【００６１】
　この明細書中で使用される場合、用語「多孔性部材」は、一般的に、任意の三次元配置
の多孔性物質に適用することとする。
【００６２】
　本発明によって、例えば、すなわち前駆段階における癌の早期診断が可能となる。
【００６３】
　本発明のさらなる主題は、本発明に従う方法を実行するためのキットに関する。このよ
うなキットは、例えば、以下を備える：
（ａ）サイクリン依存性キナーゼインヒビターの発現を検出するための試薬（例えば、サ
イクリン依存性キナーゼインヒビタータンパク質またはサイクリン依存性キナーゼインヒ
ビター核酸、およびこれら各々の一部分に対するプローブ）、
（ｂ）身体サンプルを可溶化するための溶解培地、
（ｃ）慣用的な補助試薬（例えば、緩衝液、キャリア、マーカーなど、および必要に応じ
ての試薬）、
（ｄ）コントロール反応のための試薬（例えば、例えば、サイクリン依存性キナーゼイン
ヒビタータンパク質もしくはサイクリン依存性キナーゼインヒビター核酸、およびこれら
各々の一部分、または細胞の調製物）。
【００６４】
　さらに、一つまたは数個の個別の成分が、存在し得る。例えば、固相に固定された検出
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定されたｐ１６ＩＮＫ４ａを検出するための試薬を備え、固相に固定された他の特異性物
質の検出試薬は備えない。
【００６５】
　本発明の特定の実施形態において、サイクリン依存性キナーゼインヒビターを検出する
ためのキットは、インビトロ診断用デバイスとして提供される。
【００６６】
　一般に、本発明に従うキットに含まれる溶解培地は、当業者に公知の任意の適切な溶媒
であり得る。このキットで使用するための溶解培地は、例えば、カオトロピック剤（例え
ば、尿素、ＧｕａＳＣＮ、ホルムアミドなど）、界面活性剤（例えば、陰イオン界面活性
剤（例えば、ＳＤＳ、Ｎ－ラウリルサルコシン、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル
－アリールスルホン酸塩、長鎖（脂肪族）アルコール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびオ
レフィンスルホン酸塩、αオレフィン硫酸塩およびαオレフィンスルホン酸塩、硫酸モノ
グリセライド、硫酸エーテル、硫酸コハク酸塩、アルケン硫酸塩、リン酸エステル、アル
キルイソチオン酸塩、ショ糖エステル）、陽イオン界面活性剤（例えば、塩化セチルトリ
メチルアンモニウム）、非イオン性界面活性剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｎｏｎｉｄ
ｅｔ　Ｐ－４０、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０
、Ｎ－オクチル－グルコシド）または両性界面活性剤（例えば、ＣＨＡＰＳ、３－ドデシ
ル－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホン酸塩、ラウリルジメチルアミン酸化物
）のような界面活性剤および／もしくはアルカリ水酸化物（例えば、ＮａＯＨもしくはＫ
ＯＨ）の有機溶液または水様溶液であり得る。特定の実施形態では、界面活性剤を使用す
ることなく細胞の溶解が達成され、高張液もしくは低張液あるいは緩衝液または単なる水
、または有機液体が、溶媒として使用され得る。身体サンプルの細胞性成分の全部または
一部分を可溶化するのに適する任意の液体は、本明細書中で使用される場合、溶解培地と
みなされ得る。従って、本明細書中で使用される場合、溶解培地は、緩衝物質を含有する
必要はないか、または緩衝能を有する必要はない。
【００６７】
　本発明の特定の実施形態では、アッセイの最適な結果を得るために、このアッセイ系に
直接適用し得る溶解培地のｐＨは中性付近である。さらなる実施形態において、この溶解
培地のｐＨは、４～１０の範囲内である。特定の他の実施形態では、ｐＨは、５～９の範
囲内である。好ましい実施形態では、このｐＨは、６～８の範囲内である。より好ましい
実施形態では、このｐＨは、６．５～７．５の範囲内である。
【００６８】
　溶解培地の例は、例えば、表１で与えられる組成から選択され得る。
【００６９】
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　特定の条件において、サイクリン依存性キナーゼインヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａは、可
溶化サンプル中で分解され得、従って、検出され得ない。これは、サンプルが直接溶解培
地に移され、特定の期間の間、この中で保存される場合に特に当てはまる。分解を防ぐた
め、溶解培地は、原サンプル内の成分の分解を防ぐ１つ以上の試薬をさらに含み得る。こ
のような成分としては、例えば、酵素インヒビター（例えば、プロテイナーゼインヒビタ
ー、ＲＮＡｓｅインヒビター、ＤＮＡｓｅインヒビターなど）が挙げられ得る。このイン
ヒビターは、例えば、表２で与えられる組成物から選択されるプロテイナーゼインヒビタ
ーを含み得る。
【００７０】
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【表２】

　ＤＮＡｓｅインヒビターおよびＲＮＡｓｅインヒビターは、当業者に公知であり、本発
明に従った溶解培地にて使用するのに適した条件下で適用され得る。安定化を目的として
、サンプルタンパク質と分解を競合させるために、溶解培地は、バルクタンパク質（例え
ば、ウシ血清アルブミンもしくは仔ウシ血清アルブミンのようなアルブミン、または他の
バルクタンパク質）を含み得る。このバルクタンパク質は、例えば、プロテイナーゼイン
ヒビターと併存するか、またはプロテイナーゼインヒビターの代わりに加えられ得る。一
実施形態において、上記溶媒は、アッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡ）性能と適合であるよう
に選択され得、その結果、可溶化サンプルは、直接そのアッセイに適用され得る。
【００７１】
　本発明の特定の実施形態では、特異的なカットオフ値を確定する目的で、溶解培地は、
調整され得る。
【００７２】
　本発明の特定の実施形態では、キットは、インビトロ診断用デバイスとして提供され得
る。ヒトまたは動物の身体サンプルから医学的関連状態の診断を評価することが意図され
るインビトロ診断用デバイスは、上記に定義されるようなキットである。本発明の特定の
実施形態において、インビトロ診断用デバイスは、９８／７９　ＥＣが条項１（ｂ）のも
とで指定されるインビトロ医療診断デバイスの定義の範囲内にある任意のデバイスとなる
：
　「インビトロ医療診断デバイス」は、単独で使用されるものであれ、組み合わせて使用
するものであれ、単にまたは主に、生理学的もしくは病理学的状態に関する、あるいは先
天異常に関する情報を提供する目的で、または潜在的被移植者への安全性および適合性を
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判定する目的で、または治療法を継続調査する目的で、製造者によって血液および組織提
供物を含むヒト身体由来サンプルの検査のためにインビトロで使用するよう意図された、
試薬製品、校正器、コントロール物質、キット、器具、装置、装備、またはシステムであ
る任意の医療デバイスを意味する。
【００７３】
　インビトロ診断用デバイスはまた、Ｕ．Ｓ．クラスＩ　ＩＶＤに適用することとなり、
そして診断能力に関する特許請求の範囲なしに提供されるインビトロ診断用デバイスに一
般的に適用される。従って、任意の種類のＡＳＲまたは類似物は、本明細書中で使用され
る場合、インビトロ診断用デバイスであると理解されることとなる。本発明の一実施形態
において、インビトロ診断用デバイスは、サイクリン依存性キナーゼインヒビターに特異
的な固相固定検出試薬によって特徴付けられる。一実施形態において、この検出試薬は、
サイクリン依存性キナーゼインヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａに特異的である。
【００７４】
　当該分野では、組織試料または細胞試料中のサイクリン依存性キナーゼインヒビターｐ
１６ＩＮＫ４ａを検出するための試薬を使用するインビトロ診断用デバイスがいくつか存
在する。これらのインビトロ診断用デバイスは、細胞または組織中のｐ１６ＩＮＫ４ａ抗
原を検出する細胞ベースの検出デバイスであり、可溶化されたサンプル中のｐ１６ＩＮＫ

４ａ抗原は検出しない。
【００７５】
　細胞内抗原であるｐ１６ＩＮＫ４ａのようなサイクリン依存性キナーゼインヒビターは
、細胞を透過化処理した後にのみ溶液中の検出試薬に接触可能であり得る。従って、当該
分野で公知のサイクリン依存性キナーゼインヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａ検出のための試薬
のインビトロ診断の適用は、検出試薬の固相への固定を除外する。当該分野は、ｐ１６Ｉ

ＮＫ４ａ固定固相検出試薬を備える試験キットまたはインビトロ診断の設計を教示してい
ない。可溶化サンプルを基にした診断を評価するためのアプローチは、当該分野では実行
可能ではないようであり、以前に示唆されてはいない。
【００７６】
　従って、固相に固定された、サイクリン依存性キナーゼインヒビターに対するプローブ
を備えて、可溶化サンプル中の癌およびその前駆的病変の診断の評価を可能とするインビ
トロ診断用デバイスを提供することは、本発明の一局面である。本発明の特定の実施形態
では、このプローブは、例えば、ｐ１４ＡＲＦタンパク質もしくはｐ１６ＩＮＫ４ａタン
パク質に対する核酸、抗体またはそのフラグメントを含み得る。本発明のインビトロ診断
用デバイスの利点は、癌およびその前駆的病変に対する簡便かつ経済的な診断評価を可能
とすることである。この試験は、スクリーニング目的および診断目的に適切であり得、一
次診断および疾患の経過のモニタリングに適用され得る。特定の実施形態において、この
インビトロ診断用デバイスは、臨床検査室における使用、ポイントオブケア試験、または
自己試験のためにさえ、適用され得る。
【００７７】
　サイクリン依存性キナーゼインヒビターを検出するための、固相に固定された試薬を備
えるインビトロ診断用デバイスは、様々な種類の癌単位および各々の前駆病変を検出する
のに有用であり得る。このインビトロ診断用デバイスは、あらゆる種類の溶解身体サンプ
ルの分析に適用され得る。
【００７８】
　プローブは、直接固定または間接固定を介して固相に固定され得る。直接固定は、表面
との共有結合もしくは非共有結合、または会合によって実行され得る。間接固定は、固相
に直接固定された試薬に対する抗体の結合を通じて行われ得る。このような試薬としては
、抗体または他の結合剤（アビジン、ストレプトアビジン、ビオチン、ジジオキシゲニン
など）が挙げられ得る。
【００７９】
　本発明で考案されたインビトロ診断用デバイスは、以下からなる群より選択される：



(27) JP 2012-32412 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

　ａ．ＥＬＩＳＡプレート、ＥＬＩＳＡ片、またはＥＬＩＳＡウェルに固定された、サイ
クリン依存性キナーゼインヒビターに対する抗体を備えるＥＬＩＳＡデバイス；
　ｂ．試験ストリップ、金コロイド粒子またはラテックス粒子に固定された、サイクリン
依存性キナーゼインヒビターに対する抗体を備える外側フロー試験デバイス；
　ｃ．多孔性部材または毛細管表面に固定された、サイクリン依存性キナーゼインヒビタ
ーに対する抗体備えるフロースルーアッセイデバイス；
　ｄ．ラテックス粒子に固定された、サイクリン依存性キナーゼインヒビターに対する抗
体を備えるラテックス凝集アッセイデバイス；ならびに
　ｅ．ビーズ、膜、またはミクロスフェアに固定された、サイクリン依存性キナーゼイン
ヒビターに対する抗体を備える免疫アッセイデバイス。
【００８０】
　上記ＥＬＩＳＡデバイスは、当業者に公知の任意の種類のものであり得る。これらのデ
バイスは、サンドイッチＥＬＩＳＡ様式および競合ＥＬＩＳＡ様式、および任意の他のＥ
ＬＩＳＡ様式のためのデバイスを含む。
【００８１】
　本発明の一実施形態において、インビトロ診断用デバイスは、サンプルを可溶化するた
めの溶解培地を含む。本発明のさらなる実施形態において、インビトロ診断用デバイスは
、固相に固定された、一サイクリン依存性キナーゼインヒビターを検出するための試薬を
含み、固相に固定された他の特異性の検出試薬は含まない。
【００８２】
　本発明の方法に従うインビトロ診断用デバイスとして使用される側方流動アッセイデバ
イスは、固相に固定された、サイクリン依存性キナーゼインヒビターに結合する少なくと
も１つの試薬を使用する、任意の側方流動アッセイデバイスである。このようなデバイス
は、試験結果を可視化するための様々な機構を使用し得る。特定の実施形態で、この試験
物は、サイクリン依存性キナーゼインヒビター、または検出可能部分にカップリングした
試験物に関与する別の構成要素に対する二次検出試薬を使用し得る。この検出可能部分と
しては、金コロイド、（有色）ラテックス粒子、および他のものが挙げられ得る。
【００８３】
　本発明に使用するためのフロースルーアッセイデバイスは、毛細管または多孔性部材（
例えば、膜、ビーズ、または多孔性物質の他の三次元配列）に基づくデバイスを含む。実
施形態に依存して、最適なフロー条件が確保されるよう孔または毛細管の大きさを調整す
る必要がある。
【００８４】
　本発明のさらなる局面は、キットもしくはインビトロ診断用デバイスの製造、または本
発明に従うキットの製造のために、サイクリンリン酸化酵素インヒビターに対する検出試
薬または検出プローブが固定または接着される固相の使用である。本発明の特定の実施形
態において、上記プローブは、抗体またはそのフラグメントである。さらなる実施形態に
おいて、上記プローブは、オリゴヌクレオチドである。
【００８５】
　試験キットまたはインビトロ診断用デバイスの製造のために使用され得る固相は、上に
記載されており、これは、任意の適切な固相を含む。特定の実施形態において、固相は、
膜および多孔性部材、平面、多重ウェルプレート（平面または非平面の多重ウェルプレー
ト）、コロイド、粒子および他のものである。サイクリン依存性キナーゼインヒビターを
検出するためのプローブが固定され得る全ての固相は、本発明に従うキットおよびインビ
トロ診断用デバイスの製造のために使用され得る。本発明に従うこのようなキットの製造
は、完成したインビトロ診断用デバイスを提供するために適切な任意の行為を包含し得る
。これらの行為は、全ての製造活動を含み、再梱包、単一部品の組み立て、再標識化など
もまた含む。
【００８６】
　可溶化身体サンプルから医学的関連状態を診断するためのキットおよびインビトロ診断
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用デバイスを開発するための方法を提供することは、本発明の一局面であり、ここで上記
開発は、細胞保存培地中に保存される細胞として提供される身体サンプルを使用して行わ
れ、そしてここで、この保存細胞は、細胞検査プロセス（例えば、液状ベースの細胞学的
プロセス）に使用するために意図され、調製される。液状ベースの細胞学的プロセスのた
めに意図されたサンプル（以下、ＬＢＣサンプルと称される）は、適切な溶解培地中で可
溶化され、可溶化身体サンプルから医学的関連状態を生化学的非細胞ベースアッセイに基
づいて検出するためのキットおよびインビトロ診断用デバイスの開発活動に使用される。
【００８７】
　本発明に従うと、診断評価、ならびにキットおよびインビトロ診断用デバイスの開発の
ためのＬＢＣサンプルの使用は、例えば、生化学的非細胞ベース試験のための細胞学的情
報を提供する正確で適合性のある方法を提供し得る。これは、同じＬＢＣサンプルから調
製される細胞学的試料から得られ得る情報に関するサンプルの標準化を使用することによ
って達成され得る。細胞または細胞型の有無を示唆するマーカーに関する生化学的標準化
は、このような方法では省略可能である。この点に関してＬＢＣサンプルを使用する利点
は、細胞学的細胞ベースの情報が、均質のＬＢＣ試料に直接関連し、従って、生化学的非
細胞ベースアッセイの評価に使用するための有用で正確な情報を提供することである。
【００８８】
　当該分野において、ＬＢＣサンプルの適用分野は、細胞学的試料の形態学的評価の改善
を可能とすることである。従って、ＬＢＣサンプル利用の適用分野は、細胞学ためにのみ
古典的に示される。本発明に従うと、可溶化試料中のタンパク質レベルの生化学的非細胞
ベースで決定するための供給源としてのＬＢＣサンプルの使用は、生化学的非細胞ベース
試験の結果が、直接細胞学的試料と比較され得るという機を提供する。この点に関して、
タンパク質ベースの生化学分析は、例えば、前試験としてか、またはさらなる情報を提供
するため、もしくは細胞学的にあいまいな結果を確認するためにでさえ、役立ち得る。さ
らなる実施形態では、この生化学的非細胞ベース試験から得られる情報は、適用される細
胞学的手順を設計するための情報であり得る。
【００８９】
　製品開発のためのこのような方法の一利点は、個体に対する診断が評価される同一の試
料が、生化学に基づいた結果の評価に使用され得ることである。従って、生化学的結果と
診断との適合性は、確認されている。
【００９０】
　本発明の文脈で使用される場合、ＬＢＣサンプルは、当業者に公知の標準的サンプル採
取培地、保存培地、輸送培地（例えば、市販されている保存培地（ホルマリン溶液、Ｃｙ
ｔｙｃ「ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ」または「ＣｙｔｏＬｙｔ」、Ｄｉｇｅｎｅ「Ｕｎｉｖｅ
ｒｓａｌ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｍｅｄｉｕｍ」、Ｔｒｉｐａｔｈ　Ｉｍａｇｉｎｇ「
Ｃｙｔｏｒｉｃｈ」など））である。従って、ＬＢＣサンプルとしては、細胞構成要素の
保存のための、アルコール、アルデヒド、ケトン、酸、金属イオンまたは昇華物、エーテ
ルなどを含む郡から選択される１つ以上の混合物を含み得る任意の適切な細胞保存培地中
の細胞サンプルが挙げられる。アルコールとしては、メタノール、エタノール、（ｎ－も
しくはｉ－）プロパノール、（ｎ－、ｉ－またはｔ－）ブタノール、またはより高次の分
枝もしくは非分枝のアルコールが挙げられる。アルデヒドとしては、ホルムアルデヒド、
アセトアルデヒド、グルタールアルデヒドなどが挙げられる。アセトンのようなケトンが
、使用され得る。標準的サンプル培地に使用するための酸としては、有機酸（酢酸、トリ
クロロ酢酸、サリチル酸、ピクリン酸）または無機酸（例えば、クロム酸など）が挙げら
れる。標準サンプル溶液は、銀、銅、クロム、水銀、オスミウム、ウランのような金属を
含み得る。酢酸ウラン、二クロム酸カリウム、硫酸アンモニウムなどのような塩溶液は、
保存培地の成分であり得る。
【００９１】
　ＬＢＣサンプルは、様々な診断目的のために採取されたあらゆる種類の細胞のサンプル
である得る。一般にヒト健康管理における診断に関係するＬＢＣサンプルは、細胞学的検



(29) JP 2012-32412 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

査および／または分子生物学的検査の手順が示唆されるか、あるいは合理的であると考え
られる、あらゆる身体部位から調製される。様々な細胞学的検体のためにＬＢＣサンプル
が、細胞の損失が最小化し、細部の形態が保存する方法を提供すると考えられている。よ
って本発明に従うＬＢＣサンプルには、細針吸引として得られるサンプルが含まれる。細
針吸引には、例えば胸部、甲状腺（例えば小結節）、腎臓、膵臓、前立腺、肺、リンパ節
、胸膜、首腫瘤、卵巣、滑液、腫瘍等様々な供給源から由来する検体を含め得る。さらに
ＬＢＣサンプルは体液を使用して調製し得る。適切な体液としては、ヒトあるいは動物身
体から採取できる広範囲の液が挙げられ、例えば腹水あるいは脳脊髄液、膿、滲出液が挙
げられるがこれらに限定されない。発生したのが身体のどの部位であっても、滲出液はＬ
ＢＣに供され得る。滲出液の一部の例は、心内膜液浸出、胸水、滑膜滲出液、および腹部
滲出液である。さらにＬＢＣが適用され得る体液には、一部の腫瘍または嚢胞（例えば、
胸部嚢胞または卵巣嚢胞など）に存在する流体を含む。さらに身体からの液体で入手可能
なサンプルには、例えば唾液等の粘液性検体が含まれる。ＬＢＣは、あらゆる種類の剥脱
性細胞学的検体に広範囲に適用される。このような剥脱性細胞学的検体は、様々な手法（
例えば、あらゆる種類のスワブ、ブラッシング、擦過標、スミアなど）によって得られる
。またあらゆる身体領域由来の、洗浄物（ｗａｓｈ）、医療洗浄物（ｌａｖａｇｅ）等の
検体は、剥脱性細胞学的検体であると理解されべきである。洗浄物並びに医療洗浄物は、
広範な身体領域から得られ得、これには粘膜上皮、皮膚、あらゆる内部あるいは外部の身
体上皮などが挙げられるが、これらに限定されない。粘膜上皮は、例えば胃腸管、泌尿器
系、肛門性器系、呼吸器、直腸、尿道、子宮頸部、膣、外陰、口腔、子宮内膜腔の粘膜上
皮などであり得る。全範囲の剥脱性細胞学的検体がＬＢＣ方法の対象となり得る。
【００９２】
　本発明の文脈で使用されるキットは、分析的検査手順を実行するために提供される、構
成要素の組み合わせである。このキットには、その検査を正しく実行するために必要な全
てあるいは一部の試薬及び材料が包含され得る。さらに本発明の特定の実施形態において
、このキットは、例えばキットの使用者のための例示的な検査プロトコール、警告及び有
害情報、並びにさらに別の付属情報を含む、キット構成要素を適切に利用するための指示
書を含む。
【００９３】
　ヒトまたは動物身体サンプルからの医学的に関連する状態の診断評価を目的とするイン
ビトロ診断用デバイスは、上記で規定されるキットである。本発明の特定の実施形態にお
いて、インビトロ診断用デバイスは、９８／９７　ＥＣが条項１（ｂ）のもとで指定する
インビトロ診断医療デバイの定義の範囲に収まる任意の装置となる：
　「インビトロ医療診断デバイス」とは、単独で使用されるものであれ、組み合わせて使
用するものであれ、単にまたは主に、生理学的もしくは病理学的状態に関する情報、また
は先天異常に関する情報を提供する目的；もしくは潜在的レシピエントへの安全性および
適合性を決定する目的；もしくは治療測定をモニタリングする目的で、血液および組織提
供物を含むヒト身体由来サンプルの検査のためにインビトロで使用するように製造者によ
って意図された、試薬製品、校正器、コントロール物質、キット、器具、装置、装備また
はシステムである任意の医療デバイスを意味する。
【００９４】
　インビトロ診断用デバイスはまた、Ｕ．ＳクラスＩ　ＩＶＤに適用することとなり、そ
して診断能力に関する特許請求の範囲外で提供されるインビトロ診断用デバイスに一般的
に適用される。従って、任意の種類のＡＳＲなどが、本明細書中で使用されるインビトロ
診断用デバイスであるが理解されることとなる。本発明の特定の実施形態において、本明
細書中で開示される開発のための方法が適用する試験キットおよびインビトロ診断用デバ
イスは、分子マーカーの、タンパク質ベースまたはペプチドベースの検出のための試験キ
ットおよびインビトロ診断用デバイスである。
【００９５】
　開発中のキットおよびインビトロ診断用デバイスが本発明に従って適用されることとと
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なる試験手順は、生化学的非細胞ベースの分析に基づいて試験サンプル中の医学的に関連
する状態を特徴とするマーカー分子のレベルを検出する工程を包含する。本発明に従うこ
れらの試験手順に適切なマーカーは、種々の期限であり得る。問題となる医学的に関連す
る状態の検出のために適切なマーカーの発現パターンは、細胞の増殖状態、分化状態、細
胞型またはその生物に依存し得る。適切なマーカーの例は、以下に示される。
【００９６】
　開発中のキットおよびインビトロ診断用デバイスに関して使用される場合、用語診断は
、一般的に、医学的に関連する状態の有無の任意の種類の評価を包含する。すなわち、診
断は、医学的に関連する状態に関する素因についてのスクリーニング、医学的に関連する
状態の前駆体についてのスクリーニング、医学的に関連する状態についてのスクリーニン
グ、医学的に関連する状態の臨床学的診断または病理学的診断などのようなプロセスを包
含する。さらに、本明細書中で使用される場合、診断または診断評価は、生化学的非細胞
ベースの試験に基づいた患者治療の層化についての情報の、予測または提供の評価を包含
し得る。本明細書中で使用される場合、医学的に関連する状態の診断は、細胞学レベルま
たは組織学レベル、生化学レベル、分子生物学レベルで検出可能である任意の状態の検査
を包含し得、これは、ヒトの健康および／または身体に関して有用であり得る。このよう
な検査は、例えば、医学的診断方法および生命科学における調査研究を包含し得る。本発
明の一実施形態において、この方法は、例えば、疾患のような医学的に関連する状態の診
断のために使用される。このような疾患は、例えば、細胞または組織の非野生型増殖によ
って特徴づけられる障害を包含し得る。
【００９７】
　一実施形態において、この診断は、例えば、微小残存病変診断の過程において、新生物
障害およびその前駆段階の診断、新生物障害における病態経過のモニタリング、および新
生物障害の予測評価、ならびに播種性腫瘍細胞の検出に関係する。本発明に従う方法は、
例えば、癌およびその前駆段階の臨床学的診断または病理学的診断の過程において、また
は、例えば、子宮頸部病変に対するスクリーニング試験におけるスワブの検査、肺癌に対
する気管支洗浄の検査、もしくは消化管の病変（例えば、結腸直腸病変）に対する便の検
査のような特定の新生物障害のために実施されるような慣例的なスクリーニング試験にお
いて使用され得る。
【００９８】
　本発明に従うキットおよびインビトロ診断用デバイス開発の方法は、任意の種類の医学
的に関連する状態の検出および診断のためのキットならびにインビトロ診断用デバイスに
適用可能である。
【００９９】
　本発明に従って使用される場合、医学的に関連する状態は、例えば、組織、体液、分泌
物、洗浄物、スワブの組成であり得る。このような状態は、例えば、体液の細胞組成（例
えば、血液の組成、脳脊髄液の組成、精液の組成）を包含し得る。この文脈において、こ
れらの組成は、例えば、特定の細胞型の有無（例えば、病原体（例えば、ウイルスなど）
、前新生物細胞、新生物細胞および／または形成異常細胞など）、特定の細胞型の分化様
式の有無、特定の細胞型の全細胞数（例えば、赤血球、白血球、精子など）、任意の細胞
型の全細胞の数、またはサンプル中に存在するか、もしくは存在しない特定の他の特徴を
有する細胞の比率であることとなる。
【０１００】
　さらに医学的に関連する状態はまた、細胞または組織に関する障害を包含し得る。診断
される状態は、細胞学的または組織学的な組織サンプル中の細胞に関するパラメーターを
包含し得る。この状態は、組織サンプル中の細胞の分化様式（例えば、外科的に切除され
たサンプル、生検、スワブ、洗浄物など）を包含し得る。このような状態は、例えば、先
天性障害、炎症性障害、機械的障害、外傷的障害、脈菅性障害、変形性障害、成長障害、
良性新生物、悪性新生物を包含し得る。本発明に従ったこの状態の別の局面は、増殖的特
長の有無によって特徴づけられる状態を包含し得る。増殖的特長の有無によって特徴づけ
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られる状態は、例えば、細胞増殖性障害であり得る。
【０１０１】
　本発明に従う細胞増殖性障害は、正常なコントロール細胞または組織の成長特性と比較
して、細胞または組織の異常な増殖特性によって特徴づけられる疾患を含む。この細胞ま
たは組織の増殖は、例えば、異常に促進され得るか、抑制され得るか、または異常に調節
され得る。上記に使用される場合、異常な調節は、天然に存在する増殖調節要因に対する
細胞または組織の非野生型応答の有無の任意の形態を含み得る。細胞または組織の増殖異
常は、例えば、新生物または過形成であり得る。
【０１０２】
　一実施形態において、細胞増殖性障害は、新生物障害（例えば、腫瘍など）である。腫
瘍は、頭頚部の腫瘍、呼吸気管の腫瘍、肛門性器管の腫瘍、消化管の腫瘍、泌尿器系の腫
瘍、生殖器系の腫瘍、内分泌系の腫瘍、中枢神経系および末梢神経系の腫瘍、皮膚および
その周辺の腫瘍、柔組織および骨の腫瘍、リンパ球産生系および造血系の腫瘍などを含み
得る。腫瘍は、例えば、新生物（例えば、良性および悪性の腫瘍、癌腫、肉腫、白血病、
リンパ腫、または形成異常）を含み得る。特定の実施形態において、腫瘍は、例えば、頭
頚部の癌、呼吸気管の癌、肛門性器管の癌、消化管の癌、皮膚およびその周辺の癌、中枢
神経系および末梢神経系の癌、泌尿器系の癌、生殖器系の癌、内分泌系の癌、柔組織およ
び骨の癌、リンパ球産生系および造血系の癌である。
【０１０３】
　肛門性器管の腫瘍は、会陰および陰嚢皮膚の癌、子宮頸部の癌、外陰部の癌、膣の癌、
陰茎の癌、肛門の癌などを含み得る。子宮頸部癌は、扁平上皮病変、腺の病変、または他
の上皮性癌を含み得る。扁平上皮病変は、例えば、子宮頸部上皮内新生物（軽度、中度、
および重度の形成異常）、インサイチュでの癌腫、扁平上皮細胞癌腫（例えば、角化型、
非角化型、いぼ様（ｖｅｒｒｕｃｏｕｓ）、いぼ状（ｗａｒｔｙ）、乳頭状、リンパ上皮
腫様）を含む。腺の病変は、非定型的過形成、インサイチュでの腺癌、腺癌（例えば、粘
液性腺癌、類内膜腺癌、明細胞腺癌、アデノーマ腺腫、乳頭状腺癌、漿液性腺癌、中腎腺
癌など）を含み得る。他の上皮性腫瘍は、腺扁平上皮癌腫、硝子細胞癌腫、腺様嚢胞癌腫
、腺様基底癌腫、カルチノイド腫瘍、小細胞癌腫、未分化癌腫を含み得る。さらに具体的
な情報については、「Ｋｕｒｍａｎ，Ｒ．，Ｎｏｒｒｉｓ，Ｈ．，ら，Ｔｕｍｏｒｓ　ｏ
ｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｒｖｉｘ，Ｖａｇｉｎａ，ａｎｄ　Ｖｕｌｖａ，Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｔ
ｕｍｏｒ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９９２，ＡＦＩＰ」（これらの内容は、本明細書中に
参考として援用される）を参照のこと。
【０１０４】
　消化管の腫瘍には、結腸癌、上行結腸癌、下行結腸癌、横行結腸癌、Ｓ状の癌、直腸癌
、小腸癌、空腸癌、十二指腸癌、胃癌、食道癌、肝臓癌、胆汁癌、胆管系の癌、膵臓癌な
どを含み得る。消化管病変に関する包括的概要は、「Ｈａｍｉｌｔｏｎ　Ｓｒ，Ａａｌｔ
ｏｎｅｎ　ＬＡ（編）：Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｃｌａ
ｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｕｍｏｕｒｓ，Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｇｅｎ
ｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｔｕｍｏｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ　Ｓｙｓｔｅｍ，
ＩＡＲＣ　Ｐｒｅｓｓ：Ｌｙｏｎ　２０００」に示されており、これは、本明細書中に参
考として援用される。
【０１０５】
　呼吸器管の腫瘍は、呼吸器管の任意の悪性状態（例えば、肺癌、肺胞癌、細気管支癌、
気管支樹および気管支の癌、鼻咽頭腔の癌、口腔癌、咽頭癌、鼻腔および副鼻腔の癌など
）を含み得る。肺癌（例えば、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、扁平上皮細胞肺癌腫、小細胞
肺癌腫、肺腺腫、大細胞肺癌腫、腺様扁平上皮肺癌腫、肺類癌腫、気管支腺癌、または（
悪性）中皮腫）。呼吸器管の腫瘍に対する概要は、「Ｃｏｌｂｙ　ＴＶら，Ｔｕｍｏｒｓ
　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌｏｗｅｒ　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　Ｔｒａｃｔ，Ａｔｌａｓ　ｏｆ
　Ｔｕｍｏｒ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，Ｔｈｉｒｄ　Ｓｅｒｉｅｓ，Ｆａｓｃｉｃｌｅ　１
３，ＡＦＩＰ：Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　１９９５」に見出され得、本明細書中に参考とし
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て援用される。
【０１０６】
　泌尿器系の腫瘍は、膀胱癌、腎臓の癌、腎盂の癌、尿管の癌、および尿道の癌などを含
み得る。生殖系の腫瘍は、卵巣、子宮、精巣、前立腺、精巣上体などの癌およびそれらの
前駆段階を含み得る。
【０１０７】
　全ての場合において、キットおよびインビトロ診断用デバイスが本発明に従う方法によ
って開発される方法はまた、これらの病変、腫瘍または癌の前駆段階に適用される。
【０１０８】
　一実施形態おいて、この方法は、播種性腫瘍細胞または転移の検出に関する。
【０１０９】
　本発明の一実施形態において、癌は、例えば、子宮頸部癌、結腸癌、胃癌、乳癌、膀胱
癌、肺癌、口腔癌などである。
【０１１０】
　本発明の文脈にて使用される場合、開発は、上記キットもしくはインビトロ診断用デバ
イスの商品流通または販売を意図される製造者による、完成したキットおよびインビトロ
診断用デバイスの制御された生産を可能にするために行われる全ての設計および開発活動
に関する。従って、本発明の文脈にて使用される場合、キットおよびインビトロ診断用デ
バイスの開発は、キットおよびインビトロ診断用デバイスの、設計および開発、設計およ
び開発の検証、設計および開発の確認、性能データの評価、安全性および有効性データの
評価に関連する全ての活動に関するとなる。一実施形態において、開発は、提案され意図
される使用に関する適合性のための、キットおよびインビトロ診断用デバイスの設計成果
および開発成果の試験に関することとなる。これに関連して意図される使用は、キットま
たはインビトロ診断用デバイスが適用される検出または診断目的と理解される。
【０１１１】
　本明細書中で開示されるような方法に従って開発されるキットおよびインビトロ診断用
デバイスは、医学的に関連する状態に特徴的なマーカー分子の検出が生化学的非細胞ベー
ス分析に基づいて行われることを特徴とする。本発明の文脈で使用される場合、生化学的
非細胞ベース分析とは、溶液中で分析物またはマーカー分子が検出される全ての方法をい
い、ここで細胞形態または組織構造に関する情報が、診断の評価のために使用されない（
必ずしも細胞および組織残遺物は、このような溶液に存在しない必要はない）。上記生化
学的非細胞ベース分析は、調査を受ける溶液中の一つ以上のマーカー分子の有無の検出、
または調査を受ける溶液中の一つ以上のマーカー分子のレベルの検出から得られる情報に
おいて見出される。本発明の特定の実施形態において、このキットおよびインビトロ診断
用デバイスは、ただ一種のマーカー分子を検出するために設計される。本発明のさらに別
の実施形態において、キットおよびインビトロ診断用デバイスは、一連のマーカーを検出
するために設計される。一般的に、本明細書中で開示されるような開発方法は、いくつか
の種類のキットおよびインビトロ診断用デバイスに適用され得る。キットおよびインビト
ロ診断用デバイスの種々の実施形態の説明が、上記に記述される。
【０１１２】
　生化学的非細胞ベース分析の過程における上記マーカー分子の検出は、溶液中または固
相に固定された試薬を用いて実行され得る。本発明の特定の実施形態において、マーカー
分子の検出は、身体サンプルが溶解している溶液から行なわれる。従って、検出は、溶液
中または固相に固定された試薬を用いて実行され得る。本発明の文脈で使用される場合、
固相は、平面、粒子（ミクロ粒子、ナノ粒子、またはさらに小さい粒子を含む）のような
固体物質の種々の実施形態を含み得る。特定の実施形態において、粒子は、ビーズ、コロ
イドなどとして提供され得る。試験キットまたはインビトロ診断用デバイスにおける試薬
の固相への固定は、直接固定または間接固定を介してもたらされ得る。直接固定は、例え
ば、表面への共有結合もしくは非共有結合または会合によってもたらされ得る。間接固定
は、試薬（例えば、抗体、プローブなど）の、固相に直接固定された薬剤への結合を介し
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てもたらされ得る。このような薬剤としては、抗体または他の結合剤（ストレプトアビジ
ン、ビオチンなど）が挙げられ得る。一つ以上の分子マーカーの検出は、一つの反応混合
物または２つ以上の反応混合物中で行われ得る。いくつかのマーカー分子に対する検出反
応は、例えば、多重ウェル反応容器中で同時に行われ得るか、または場合に応じて単一の
試験ストリップまたは二つ以上の別々の試験ストリップで行われ得る。細胞増殖性障害に
特徴的なマーカーは、これらの分子を特異的に認識する試薬を使用して検出され得る。１
つより多くのマーカーが検出される場合の検出反応は、開始マーカー分子を認識するか、
または好ましくは初期マーカーを認識するために使用される先行分子（例えば、一次抗体
）を認識するかのいずれかの検出薬を用いる、一つ以上のさらなる反応を含み得る。さら
にこの検出反応は、細胞増殖性障害に特徴的なマーカーのレベルを指示するレポーター反
応を含み得る。
【０１１３】
　本発明の文脈で使用される場合、マーカー分子は、全ての場合において、医学的に関連
する状態に特徴的なマーカー分子をいう。本発明の文脈で使用される場合、用語「マーカ
ー分子」または「医学的に関連する状態に特徴的なマーカー分子」は、任意の文法形態に
おいて、核酸およびポリペプチド分子をいう。すなわち、このようなマーカー分子として
は、例えば、ＲＮＡ（ｍＲＮＡ、ｈｎＲＮＡなど）、ＤＮＡ（ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡな
ど）、タンパク質、ポリペプチド、プロテオグリカン　、糖タンパク質、およびこれらの
分子の各々のフラグメントが挙げられる。
【０１１４】
　本明細書中で使用される場合、マーカー分子のレベルとは、サンプル中に存在する各々
のマーカー量についての準定量値および定量値をいう。定量値は、例えば、濃度の形で表
され得る。準定量値は、例えば、検出不能レベル、低レベル、中レベル、高レベル、また
は任意の他の適切な形のスケールで表され得る。マーカーのレベルはまた、従属パラメー
ター（あるアッセイ様式で、マーカー分子の存在に応答して生じるシグナルの強度）の形
で表され得る。
【０１１５】
　本発明の文脈で使用される場合、マーカー分子検出のためのプローブは、上記マーカー
分子に特異的に結合する任意の分子となる。このプローブは、例えば、抗原結合剤（例え
ば、抗体（モノクローナルまたはポリクローナル）、抗体フラグメント、または抗原結合
エピトープの人工分子、タンパク質もしくは核酸のようなＤＮＡ結合分子またはＲＮＡ結
合分子）であり得る。他の核酸に結合する核酸は、例えば、検出目的またはプライマーの
ためのペプチド核酸（ＰＮＡ）またはオリゴヌクレオチド（ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、人
工核酸など）であり得る。
【０１１６】
　分子が特異的に他の分子と相互作用する場合、この分子は、この他の分子を認識すると
いわれる。特異的相互作用は、例えば、他の分子への特異的結合、または他の分子の特異
的結合であり得る。
【０１１７】
　レポーター反応は、例えば有色化合物を産生する反応であり得る。本発明の一実施形態
において、特定のマーカーに関係するレポーター物質は種々の色を発色する。別の実施形
態では、標準化マーカーに特異的なレポーターとは、サンプル中に存在する標準化マーカ
ーのレベルに依存して、医学が関係する状態に特徴的な、マーカーに特異的なレポーター
分子によって産生されるシグナルを消失させる分子であり得る。さらに別の実施形態では
、レポーター反応によって種々の波長特性を有する蛍光色素が生成され得る。本発明のさ
らなる実施形態において、レポーター反応は、検出されるマーカーのいずれかに特異的な
レポーター物質に特徴的な種々の波長による放射反応を含み得る。本発明の別の実施形態
において、レポーター反応は、放射活性放射線の放射を含み得、放射線を可視化あるいは
定量するための方法をさらに含み得る。一実施形態において、種々のマーカー分子は、様
々なエネルギー特性を有する放射線を放出する放射性核種を有する薬剤によって認識され
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得、その結果、マーカー分子が関与するシグナルが識別され得る。
【０１１８】
　本発明に従うキットならびにインビトロ診断用デバイスに適用される検出反応に適用可
能な様式は、ウエスタンブロット、サザンブロット、ノーザンブロットのようなブロッテ
ィング技術であり得る。上記ブロッティング技術は当業者に公知であり、例えば電気ブロ
ットあるいは半乾式ブロット、真空ブロット、ドットブロットとして実施され得る。さら
に、免疫沈降アッセイまたは免疫学的アッセイ（例えば、ＥＩＡ、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ）
、ラテラルフローアッセイ、フロースルーアッセイ、免疫クロマトクロマトグラフィース
トリップなどのような、分子検出のための免疫学的方法が適用され得る。本発明にて使用
するための免疫アッセイは、競合的免疫アッセイおよび非競合的免疫アッセイを含み得る
。
【０１１９】
　本発明の方法に従って開発されるキットならびにインビトロ診断用デバイスの特定の実
施形態では、臨床検査室用検査デバイスを使用して免疫化学的検査あるいは核酸ベースの
検査を行うことができる。そのような検査デバイスには、例えば、ポイントオブケア（Ｐ
ｏｉｎｔ　ｏｆ　ｃａｒｅ）検査デバイスおよびベンチトップ（ｂｅｎｃｈ　ｔｏｐ）デ
バイスあるいは実験室用デバイスのようなあらゆる様式を含む、免疫化学的検査あるいは
核酸ベースの検査に適切なあらゆるデバイスを含めることができる。これらのデバイスは
、例えば開放プラットホームシステムあるいは閉鎖プラットホームシステムとして提供さ
れ得る。このシステムは、例えばマイクロタイタープレートあるいはマルチウェルプレー
トの採用、フロースルーシステムもしくはラテラルフローシステム、マイクロチップベー
スのシステムもしくはアレイベースのシステム、あるいはビーズベースのシステムもしく
は膜ベースのシステムのような、あらゆる適切な方法論に基づき得る。使用される検出法
は、免疫化学的検出方法あるいは核酸ベースの検出反応に有用な、当業者に公知のあらゆ
る方法を含み得る。そのような検出システムは、例えば発光システム（電気ルミネセンス
、生物発光、光ルミネセンス、放射線ルミネセンス、化学発光、電気化学ルミネセンス）
、蛍光ベースのシステム、導電性ベースの検出システム、放射（光、ＵＶ、Ｘ線、γなど
）、あるいはあらゆる他に公知の方法であることができる。
【０１２０】
　マーカー分子レベルを検出するための方法（このために、本明細書中で開示される方法
に従ってキットならびにインビトロ診断用デバイスが設計ならびに開発されるべきである
）は、本発明の一実施形態では、たとえ生物学的サンプル中の非常に少量の特異的分子で
も検出するのに適切な、あらゆる方法である。さらに、感受性に無関係なマーカー分子を
検出するためのあらゆる方法を利用することができる。本発明に従う検出反応には、例え
ば核酸レベルに基づく検出反応および／またはポリペプチドレベルに基づく検出反応を含
めることができる。本発明の一実施形態では、マーカー分子の検出には、特定のスプライ
シング改変体の検出を含めることができる。本発明の別の実施形態において、検出方法に
は、サンプル中のポリペプチドのリン酸化あるいはグルコシル化、もしくは核酸分子のメ
チル化のような、マーカー分子の改変の検出を含めることができる。
【０１２１】
　本発明の特定の実施形態では、ｐ１６ＩＮＫ４ａあるいはｐ１４ＡＲＦ、ＴＳＬＣ１、
Ｃｌａｕｄｉｎ、ｐＲＢ、Ｈｅｒ－２／Ｎｅｕ、ｐ５３、ｐ２１ＣＩＰ１／ＷＡＦ１、ｐ
２７ＫＩＰ１などのような、遺伝子の核酸のメチル化状態の検出を決定することができる
。過メチル化の有無あるいはメチル化に基づくＬＯＨ状態の検出から、医学が関係する状
態の存在が示唆され得る。
【０１２２】
　本発明の一実施形態において、キットならびにインビトロ診断用デバイスは、マーカー
分子レベルの検出が、サンプル中に存在するマーカー分子あるいはそのフラグメントをコ
ードする核酸のレベルを検出するような方法で設計される。核酸分子を検出するための手
段は当業者に公知である。例えば、検出される分子の、相補的な核酸プローブへの結合反



(35) JP 2012-32412 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

応、あるいはその核酸に特異的に結合しているタンパク質への結合反応、上記核酸を特異
的に認識および結合する任意の他の実体への結合反応によって、核酸を検出するための手
順を実行することができる。この方法はインビトロで行うことができることに加え、例え
ば検出染色反応の過程において直接的にインサイチュで行うことができる。本発明に従う
方法にて行われる、核酸レベルに基づくサンプル中のマーカー分子を検出する別の方法は
、核酸の増幅反応であり、これは、例えばポリメラーゼ連鎖反応のような定量的な方法で
行われ得る。本発明の一実施形態では、例えばリアルタイムＲＴ　ＰＣＲを利用して、細
胞増殖性障害のサンプル中のマーカーＲＮＡレベルを定量することもできる。
【０１２３】
　本発明の別の実施形態において、キットならびにインビトロ診断用デバイスは、マーカ
ー分子の検出が、タンパク質の発現レベルを決定することによって行われるように設計さ
れる。タンパク質レベルに基づくマーカー分子の決定は、例えば、マーカー分子検出に特
異的な結合剤が含まれる反応において行うこともできる。これらの結合剤には、例えば抗
体および抗原結合フラグメント、ニ官能性ハイブリッド抗体、最小抗原結合エピトープを
含有するペプチド模擬体等を含めることができる。結合剤は、例えばウエスタンブロット
あるいはＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＥＩＡ、フロースルーアッセイ、ラテラルフローアッセイ
、ラテックス凝集法、免疫クロマトグラフィーストリップ、免疫沈降のような、多数の異
なる検出技術にて使用することができる。一般に結合剤ベースの検出はインビトロで行う
ことができることに加え、例えば免疫細胞学的染色反応の過程において直接的にインサイ
チュで行うこともできる。生物学的サンプル溶液中の特定のポリペプチドの量を決定する
のに適切な、あらゆる他の方法を、本発明に従って使用することができる。
【０１２４】
　核酸分子および／またはポリペプチドの改変状態を検出するための方法は、当業者に公
知である。
【０１２５】
　核酸のメチル化を検出するための方法は当業者に公知であり、例えば増幅反応の過程に
おいて、例えば亜硫酸ナトリウムあるいは過マンガン酸ナトリウム、ヒドラジンナトリウ
ム等で核酸を化学的に前処理し、続いて特異的な制限エンドヌクレアーゼあるいは特異的
なプローブによって改変を検出する手順を採用する方法を、例として含めることができる
。メチル化の検出はさらに、メチル化特異的制限エンドヌクレアーゼを使用して行うこと
もできる。核酸内のメチル化状態を検出するための方法は、例えば特許出願ＥＰ０２０１
０２７．９、ＵＳ５８５６０９４、ＷＯ００３１２９４、ＵＳ６３３１３９３等で開示さ
れている。引用した文書は、本明細書中で参考として援用される。
【０１２６】
　ポリペプチドの改変状態の検出は、例えばポリペプチドの改変状態あるいは非改変状態
を特異的に認識する結合剤を包含することができる。あるいは、ホスファターゼあるいは
グリコシラーゼのような酵素を使用して分子内の改変を除去することもできる。従って、
改変の有無は、それぞれの酵素とインキュベーションする前後に、電気泳動、クロマトグ
ラフィー、質量分析等によって分子の質量あるいは電荷を決定することによって検出され
得る。
【０１２７】
　本発明のさらなる実施形態において、キットならびにインビトロ診断用デバイスは、一
群のマーカー分子の検出がポリペプチドレベルに基づいて行われ、同時にさらなる一群の
マーカー分子および／または同じマーカー分子のすべてもしくはいくつかの検出が核酸レ
ベルに基づいて行われるように設計される。
【０１２８】
　医学が関係する細胞状態に関連するマーカー分子は、例えば、細胞および／または組織
の増殖および／または分化特性に影響し、そして／またはこれを反映する分子であり得る
。そのような分子には、例えば、細胞周期制御タンパク質、ＤＮＡ複製に関連するタンパ
ク質、膜貫通タンパク質、レセプタータンパク質、シグナル伝達タンパク質、カルシウム
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結合タンパク質、ＤＮＡ結合ドメインを含有するタンパク質、金属プロテイナーゼ、キナ
ーゼ、キナーゼインヒビター、シャペロン、胚形成タンパク質、熱ショックタンパク質、
あるいは翻訳後に他のタンパク質を改変してその活性を制御する酵素、もしくはこれら指
定したタンパク質をコードする核酸を含めることができる。また、これら指定したタンパ
ク質をコードするｍＲＮＡは、本発明に従う有用なマーカー分子であり得る。一実施形態
において、細胞増殖性障害に関連するマーカーは、例えばその障害によって影響を受ける
細胞内のみで発現されても、上記細胞内で発現されなくても、上記細胞内で過剰発現され
てもよい。
【０１２９】
　本明細書中で開示される方法に従って開発されるキット並びにインビトロ診断用デバイ
スは、細胞周期制御タンパク質またはこれをコードする核酸（例えば、ｐ５３、ｐＲｂ、
ｐ１４ＡＲＦ）、サイクリン（例えば、サイクリンＡ、サイクリンＢ、サイクリンＥ）、
サイクリン依存性キナーゼインヒビター（例えば、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５ＩＮＫ４

ｂ、ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１８ＩＮＫ４ｃ、ｐ１９ＩＮＫ４ｄ、ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ

１、ｐ２７ＫＩＰ１）、腫瘍関連抗原（例えば、ＭＤＭ－２、ＭＣＭ２、ＭＣＭ５、ＭＣ
Ｍ６、ＣＤＣ２、ＣＤＣ６、Ｉｄ１、オステポンチン（ｏｓｔｅｐｏｎｔｉｎｅ）、ＧＲ
Ｐ、Ｃｌａｕｄｉｎ、ＣＤ４６腎臓ジペプチダーゼ、ｈｅｒ２／ｎｅｕ、ＴＧＦβＩＩ受
容体）、腫瘍抑制遺伝子、ＨＰＶ関連マーカー（例えば、ＨＰＶ遺伝子のＬ１、Ｌ２、Ｅ
１、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６、またはＥ７に由来する）、細胞表面抗原（例えば、サイト
ケラチン、カテニンなど）などから選択される一つ以上のマーカー分子（タンパク質及び
核酸）を包含する。特定の実施例において、本明細書中で開示される方法に従って開発さ
れるキット並びにインビトロ診断用デバイスによって検出されるマーカー分子には、ＤＮ
Ａ複製に関連する遺伝子（例えば、前開始複合体もしくは複製フォークのタンパク質また
は核酸など）を含め得る。このような分子としては、増殖マーカー（タンパク質及び核酸
）（例えば、ヘリカーゼ（真核生物ヘリカーゼあるいはＭＣＭタンパク質［ＭＣＭ２、Ｍ
ＣＭ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣＭ６、ＭＣＭ７］、ＷＯ００５０４５１及びＷＯ０２
１７９４７に開示されるタンパク質ＴＰ［ＨＥＬＡＤ１、Ｐｏｍｆｉｌ２、Ｕｎｃ－５３
とも呼ばれる］）、複製プロセスに関与するキナーゼまたはホスファターゼ（例えば、Ｃ
ＤＣ６、ＣＤＣ７プロテインキナーゼ、Ｄｂｆ４、ＣＤＣ１４プロテインホスファターゼ
、ＣＤＣ４５、ＭＣＭ１０）、プロセッシブ複製フォークに関与するタンパク質（例えば
ＰＣＮＡまたはＤＮＡポリメラーゼデルタ、複製タンパク質Ａ（ＲＰＡ）、複製因子Ｃ（
ＲＦＣ）、ＦＥＮ１）、細胞増殖の維持に必要な分子（例えば、Ｋｉ６７、Ｋｉ－Ｓ５、
またはＫｉ－Ｓ２）が挙げられ得る。一般に本明細書中で開示されるキット並びにインビ
トロ診断用デバイスを開発するための方法は、医学関連状態に特徴的な様々なマーカー分
子に基づく、キット並びにインビトロ診断用デバイスに適する。一実施形態において、医
学関連状態についてのマーカー分子は、腫瘍に関するマーカー（腫瘍マーカー）であり得
る。腫瘍に特徴的なマーカー分子は、例えば、正常なコントロール組織と比較して、腫瘍
内で非野生型の様式で発現されるタンパク質であり得る。本明細書中で使用される非野生
型の発現として、各々の分子の発現レベルの上昇または低下、あるいは発現の欠如、ある
いは非野生型形態の発現が挙げられ得る。非野生型形態のタンパク質の発現には、挿入、
欠失、置換によって生じる変異形態のタンパク質の発現、またはフレームシフト変異、タ
ンパク質または核酸中の他のあらゆる周知されている型の変異が挙げられ得る。非野生型
タンパク質が発現するか、またはタンパク質が非野生型レベルに発現する全ての事例にお
いて、そのタンパク質、ポリペプチドもしくはこれらのフラグメント、またはこれらのタ
ンパク質をコードする核酸、これらの核酸のポリペプチドもしくはフラグメントは、腫瘍
に関係する分子マーカーとして使用され得、従って、本発明の文脈にて使用される用語「
腫瘍マーカー」のもとに理解され得る。腫瘍に関連する非野生型の発現を示すタンパク質
は、例えば文献ＷＯ９９０４２６５Ａ２、ＷＯ０１４９７１６Ａ２、ＷＯ００５５６３３
Ａ２およびＷＯ０１４２７９２Ａ２にて開示されており、これらは、本明細書中に参考と
して援用されるべきである。
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【０１３０】
　本発明の一実施形態において、医学関連状態に特徴的なマーカーとは、例えば、サイク
リンあるいはサイクリン依存性キナーゼ、サイクリン依存性キナーゼインヒビターのよう
な細胞周期制御タンパク質であり得る。本発明の別の実施形態では、医学関連状態に特徴
的なマーカーは、一過性ウイルス感染あるいは持続性ウイルス感染に関連するマーカーで
あり得るある。ウイルス感染としては、高リスクＨＰＶあるいは低リスクＨＰＶ等のヒト
乳頭腫ウイル（ＨＰＶ）による感染が挙げられ得る。高リスクＨＰＶは、ＨＰＶ１６並び
にＨＰＶ１８、ＨＰＶ３１、ＨＰＶ３３、ＨＰＶ３５、ＨＰＶ３９、ＨＰＶ４５、ＨＰＶ
５１、ＨＰＶ５２、ＨＰＶ５６、ＨＰＶ５８のＨＰＶ亜型を含み得る。ＨＰＶ感染に対す
るマーカーは、例えばＨＰＶ遺伝子のＬ１、Ｌ２、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６、またはＥ７
のＨＰＶ発現産物を含み得る。本発明の第３の実施形態では、ウイルス感染に特徴的なマ
ーカーは、例えば細胞周期制御タンパク質と併用する等、医学関連状態に対するあらゆる
他のマーカーと併用して使用され。ＨＰＶ関連の点で特に重要であり得るマーカー分子の
組み合わせは、例えばＷＯ０２８７６４にて開示されており、これは、本明細書中に参考
として援用される。
【０１３１】
　一実施形態においてＨＰＶマーカーと組み合わせて使用するための細胞周期制御タンパ
ク質は、例えばｐＲｂ、ｐ５３、ｐ１４ＡＲＦ、サイクリン依存性キナーゼインヒビター
からなる群より選択され得る。特別な実施形態では、ｐ１６ＩＮＫ４ａは、例えばＨＰＶ
感染に対するマーカー（例えば、Ｌ１、Ｌ２、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６、またはＥ７）と
組み合わせて使用され得るする。
【０１３２】
　本発明の特定の実施例では、ＨＰＶ遺伝子の転写産物あるいはタンパク質のレベルの検
出が行われる。この点に関して、同一のＬＢＣサンプルから調製された細胞学的情報から
の情報に対して、生化学的非細胞ベースの検査において採用されるサンプルの標準化は、
一定の利点であり得る。本発明の一実施形態では、ＣｙｔｙｃＴＭ　ＴｈｉｎＰｒｅｐＴ

Ｍプロセッサーを使用してＴｈｉｎＰｒｅｐＴＭ検体を調製するために必要なＬＢＣサン
プルの容積に関して、生化学的非細胞ベースの検査に使用するための検体の標準化が行わ
れる。このことは、サンプル中に存在する細胞と比較したＨＰＶ核酸の量それぞれの比較
できる結果を生じることを可能にし得る。標準化が省かれた場合、ＨＰＶ感染と細胞充実
性との相関関係は達成され得ない。
【０１３３】
　本明細書中に開示される医学的関連状態を検出する方法のために、基本的にあらゆるマ
ーカー分子は、いくつかの医学的関連状態に適用し得る。しかし、特定のマーカー分子は
、特定の医学的関連状態に伴うものであると周知されている。本発明に従う、可溶化身体
サンプル中の医学的関連状態を検出するための方法において、どのマーカー分子が合理的
に使用され得るかは、当業者に周知である。医学的関連状態の例と、本発明に従う方法に
使用するのに適切なマーカー分子との例を下記表３に示す。この情報は、本明細書中で開
示される方法を例示することを意図したものであって、本発明の範囲を制限することを意
図したものではない。また一般的に記述されているように、特定の医学的関連状態に関連
する当業者に公知の分子に対して、適用可能である。
【０１３４】
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【表３】

　本発明に従う医学的関連状態に関するマーカー分子は、医学的関連状態の非存在の存在
に特徴的であり得る。本発明の一実施形態において、マーカー分子は、医学的関連状態の
特定の性質に対して特徴的であり得る。このような特性には、進行の可能性、予後徴候情
報、医学的関連状態の各々の特定の治療処置に対する反応を含め得る。従って、医学的関
連状態に特徴的なマーカー分子は、医学的関連状態に影響を受けた個体の予後徴候の判定
に有用であるか、あるいは医学的関連状態に影響を受けた個体の治療の層形成に有用なマ
ーカー分子であり得る。特定の実施形態において、これは、特定の医学的関連状態におい
て陽性あるいは陰性の予後予測を示す、特定のマーカー分子発現（例えば、乳癌における
ｐ１６あるいはＨｅｒ－２／Ｎｅｕ、Ｂｒｃａ－２、Ｃｌａｕｄｉｎなど）の存在または
非存在の判定に適用し得る。特定の医学的関連状態に影響された固体の予後徴候の評価を
可能とする、マーカー分子の例は、当業者に周知である。細胞ベースの細胞学的手順ある
いは組織学的手順から公知の任意のこのようなマーカーが、本発明に従う方法において使
用し得る。予後徴候の評価は、例えば、医学的関連状態の一次診断の過程において、また
は一次診断後に、あるいは医学的関連状態の（外科的）処置の過程において、または処置
後に、あるいは各々の医学的関連状態の履歴の任意の他の段階において、実施し得る。一
実施形態において、本発明に従う方法は、医学的関連状態に影響された個体の治療の層形
成のために使用され得る。このような層形成としては、例えば、Ｔｈｅｒａｇｎｏｓｔｉ
ｃ手順に関する特定の治療化合物の選択（例えばヘルセプチン等を使用する治療を患者が
選択するために使用される）、化学療法または放射線治療についての患者の選択、あるい
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は患者に対するさらなる治療行為に関する他のあらゆる決断のための選択、または一般な
個体の医学的処置に関する決定のための選択（例えば、経過観察のモニタリング（ｍｏｎ
ｉｔｏｒｉｎｇ　ｆｏｌｌｏｗ　ｕｐ））などが挙げられ得る。
【０１３５】
　本発明の特定の実施形態において、医学的関連状態に特徴的なマーカー分子は、医学的
関連状態の進行を示唆するためのマーカーであり得る。本発明のさらに特定の実施形態に
おいて、医学的関連状態の進行に特徴的なマーカー分子は、上記医学的関連状態のわずか
な存在に特徴的なマーカー分子と併用して使用され得る。
【０１３６】
　本発明に従う開発は、原材料としてＬＢＣサンプルを使用して行われる。本発明の一実
施形態において、本明細書中で開示される方法に従って開発されるキット並びにインビト
ロ診断用デバイスは、あらゆる種類の可溶化身体サンプルを用いた使用について意図され
る。本発明の別の実施形態において、本明細書中に開示される方法に従って開発されるキ
ット並びにインビトロ診断用デバイスは、ＬＢＣサンプルのみを用いた使用について意図
される。この場合、キットあるいはインビトロ診断用デバイスは、細胞学的分析の連結検
査または補助検査として、あるいは独立した検査として、可溶化ＬＢＣサンプルの分析の
ために開発および製造される。
【０１３７】
　本発明に従うキット並びにインビトロ診断用デバイスの開発のための手法は、生化学検
査様式のためのキット並びにインビトロ診断用デバイスの開発に向けられている。これら
の検査様式では、可溶化身体サンプル中のマーカー分子の存在もしくは非存在および／ま
たはレベルが検出される。身体サンプルの可溶化は、上記に詳細を記した通り適切な溶解
培地を使用して実践される。本発明に従うキットまたはインビトロ診断用デバイスの開発
は、設計、開発、設計および開発の確認、設計および開発の検証のためにＬＢＣサンプル
を利用される。さらに本明細書中で開示されるＬＢＣサンプルに基づくキットおよびイン
ビトロ診断用デバイスの開発のための手法は、適用可能な場合、各々のキットまたはイン
ビトロ診断用デバイスの規制の許可あるいは認可の目的で監督当局および（指定）審査機
関の前に、安全性及び有効性に対する技術文書および／または証明を提出するための、Ｌ
ＢＣサンプルを採用するあらゆる方法である。本明細書中に開示される、キット並びにイ
ンビトロ診断用デバイスの開発方法は、規制付託並びに許可／認可のために、設計、開発
、確認、検証、データ提出の全ての段階においてＬＢＣサンプルを適用し得るか、あるい
はキットまたはインビトロ診断用デバイスの設計及び開発の、一つまたは数個の指定され
た工程のみにおいてＬＢＣサンプルを採用し得る。本発明の一実施形態において、本発明
に従うキットあるいはインビトロ診断用デバイスを開発する方法は、上記キットおよびイ
ンビトロ診断用デバイスの設計および開発のための方法であり、ここで、上記ＬＢＣサン
プルは、設計の確認および／または検証、ならびに開発の確認および／または検証のため
に使用される。本発明の別の実施形態において、キット並びにインビトロ診断用デバイス
の開発方法は、国もしくは地方の監督当局および／または国もしくは地方の（指定）規制
機関の前に、キットおよび／またはインビトロ診断用デバイスの規制付託ならびに許可／
認可のためのデータを提出するための方法であり、ここで、ＬＢＣサンプルは、このキッ
トあるいはインビトロ診断装に関する技術データ、性能データまたは性能安全性、および
有効性データを提供するために使用される。本発明のさらなる実施形態において、キット
並びにインビトロ診断用デバイス開発の方法は、後者の方法を組み合わせた方法である。
【０１３８】
　本明細書中で詳細に示されるキット並びにインビトロ診断用デバイス開発のための方法
は、開発下にあるこのキットまたはデバイスの性能特性に関わるデータの収集に適切なあ
らゆる方法において、ＬＢＣサンプルを利用する。一般的に、ＬＢＣサンプルは、キット
またはインビトロ診断用デバイス開発の過程において使用される、身体サンプルの供給源
として使用される。本発明の一実施形態において、ＬＢＣサンプルは、使い残しの検体と
して供給され、ここで、細胞学的標本は、本発明に従う開発方法のためにＬＢＣサンプル
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の一部を使用する前に、その過程で、あるいは使用後に、調製される。別の実施例におい
て、ＬＢＣサンプルは、本発明に従う開発の方法において使用する目的のためのみに得ら
れる。この場合において、第二のもしくは第三のＬＢＣサンプル、あるいは細胞学的評価
のために従来の非シンレイヤー法によって調製されるサンプルでさえも、本発明に従う開
発方法において使用される各々のＬＢＣサンプルの試料抽出の前後に、得られ得る。
【０１３９】
　本発明に従う方法において使用されるＬＢＣサンプルに関して、細胞学的手順に関する
情報は、存在しても存在しなくてもよい。このような情報としては、例えば、適切なシン
レイヤー調製物のの調製のために必要なＬＢＣサンプルの容積、ＬＢＣ検体の細胞含量に
関する情報、ＬＢＣ検体の妥当性またはサンプリング手順に潜在するものに関する情報、
細胞学的検体に基づいて評価された診断情報に関する情報、患者の疾患及び診断に関する
情報等が挙げられる。
【０１４０】
　本発明に従う方法において、得られるＬＢＣサンプルは、その全体あるいはその一部分
のみのどちらかが使用される。本発明の特定の実施形態において、ＬＢＣサンプルの全量
は開発目的のために使用される。別の実施形態では、サンプル中に含まれる細胞の全数が
、開発目的のために使用される。また別の実施形態においては、元のＬＢＣサンプル中に
含まれる全量の画分または全細胞数のみが、開発目的のために使用される。
【０１４１】
　本発明に従う方法において、ＬＢＣサンプルの標準化が適用され得る。本発明の特定の
実施形態において、ＬＢＣサンプルの標準化は、ＬＢＣサンプルを使用して行われる開発
プロセスにおいて、類似の量の細胞が存在することを確保するために適用され得る。これ
は、適当なシンレイヤー検体の調整に必要なＬＢＣサンプルの容量について、ＬＢＣサン
プルの容量を標準化することによって達成され得る。シンレイヤー検体の調製は、例えば
ＴｈｉｎＰｒｅｐＴＭプロセッサー等を利用する等、あらゆる適切な方法で行われ得る。
この場合において、本発明に従う開発プロセスにて利用するためのＬＢＣサンプルの画分
の容量は考慮され得ない。特定のさらなる実施形態において、ＬＢＣサンプルの標準化が
、検査手順に供されるサンプルの容量について行われる。この場合、本発明に従う開発手
順にて利用するためのＬＢＣサンプルの画分に存在する細胞量は、考慮され得ない。本明
細書中に記載されるとおりの標準化の実行に関する例は、実施例４ｆｆに与えられる。
【０１４２】
　本発明のさらなる側面は、可溶化身体サンプル中のマーカー分子の存在もしくは非存在
、またはレベルの生化学的な非細胞ベースの分析によって医学的関連状態の診断を評価す
るための方法であって、ここで、身体サンプルは、ＬＢＣサンプルである。本発明の特定
の実施形態において、診断の評価のための方法は、ＬＢＣサンプルから作製された細胞学
的（例えばシンレイヤー）調製物から得られる情報に関して、生化学的な非細胞ベースの
検査に利用するサンプルの量を標準化することを含む。この情報は、例えば、サンプルの
細胞充実性に関する情報であり得る。この点に関して、細胞充実性は、その溶液中に存在
する１ｍＬ当たりの細胞含量として理解されるべきである。この細胞充実性は、種類及び
性質が何であれ、細胞の全体の含有量を言及し得る。他の実施形態において、細胞充実性
という用語は、ＬＢＣサンプル中の特に規定された細胞型の含量を言及し得る。このよう
な細胞は、例えば、供給源または部位によって規定される細胞（例えば子宮頸管内膜細胞
、子宮膣部細胞、子宮内膜細胞、子宮頸部細胞、膣細胞）、増殖および／または分化の段
階によって規定される細胞（例えば変形細胞、形成異常細胞、ＨＰＶ感染細胞など）、あ
るいは任意の他の規定された型の細胞であり得る。
【０１４３】
　この点に関して、本明細書中に開示される検出の方法は、マーカー分子（例えば、核酸
、またはタンパク質、またはペプチドおよびこれら各々のフラグメント）の検出に関する
。特定の実施形態において、マーカー分子の検出は、上記可溶化サンプル中のタンパク質
、ペプチド、またはこれらのフラグメントの存在もしくは非存在および／またはレベルの
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検出よって行われる。この方法に適用され得るマーカー分子は、「医学的関連状態に特徴
的なマーカー分子」として上に開示されている。この方法は、上に定義された任意の医学
的関連状態に適用され得る。本発明の他の実施形態において、医学的関連状態に特徴的な
マーカー分子の核酸が検出される。この点において使用される核酸は、本発明の記述にお
いて上に定義される。
【０１４４】
　本明細書中で開示される方法におけるマーカー分子の検出は、上に定義されるあらゆる
適切な検出方法を言及する。特定の実施形態において、タンパク質並びにペプチドの検出
は、免疫化学的検出によって行われる。
【０１４５】
　本発明によって、新生物性障害（例えば、癌並びにその早期前駆段階など）の診断が可
能となる。特に、癌の前駆段階が早期に検出され得る。良性炎症性疾患または新生物障害
の化生性変化に関して、鑑別することが可能となる点が強調されるべきである。他の特徴
は、本発明に従う方法によって得られた結果が、主観的評価に依存せず、そのため、例え
ばパプ検査あるいは組織学的調整物による偽陰性並びに偽陽性となる結果が減らされ得る
か、または避けられ得る。さらに、本発明は、迅速且つ簡便な操作によってそれ自体を区
別し、特に第三世界においても、広範なスクリーニング測定のために使用され得る。した
がって、本発明は、今日の癌性疾患の診断への重要な貢献を意味する。
【０１４６】
　本発明は、以下の実施例によってさらに説明されるが、実施例において記載される特定
の手順への範囲または精神において、本発明を制限するものとしては構成されない。
【実施例】
【０１４７】
　（実施例１：ＥＬＩＳＡ試験様式における子宮頸部上皮内新生物の検出）
　溶解培地に提供された３３の子宮頸部スワブを、スワブ中に含まれる細胞から調製した
溶液内のサイクリン依存性キナーゼインヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａの過剰発現の検出に基
づくＥＬＩＳＡ法に供した。ＥＬＩＳＡ試験を以下のように実施した。
【０１４８】
　（（Ａ）細胞溶解）
　子宮頸部スワブブラシを、２ｍｌのｍｔｍ溶解培地（ＰＢＳ中、２％　ＴｒｉｔｏｎＸ
－１００、０．４％　ＳＤＳ、０．６ｍＭ　ＰＭＳＦ）を入れた１５ｍｌの容器に加えた
。ブラシ中に存在する子宮頸部細胞を、少なくとも２０時間溶解した。次にこの子宮頸部
スワブサンプルの溶解物を２ｍｌの試験管に移し、４℃で遠心分離した（２８．０００Ｘ
ｇにて１５分間（１６．６００ｒｐｍ　Ｈｉｇｈｓｐｅｅｄ　Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　Ｊ
ＥＣ　Ｍｕｌｔｉ　ＲＦ））。上清を新しい試験管に移した。この上清は－２０℃で保存
し得る。
【０１４９】
　（（Ｂ）ＥＬＩＳＡの実施）
　（ＥＬＩＳＡプレートのコーティング）
　ｐ１６ＩＮＫ４ａ抗体クローンｍｔｍＥ６Ｈ４のストック溶液をＰＢＳ中に希釈し、使
用準備済みコーティング液とした。ＥＬＩＳＡプレートの各ウェルに、５０μｌのコーテ
ィング液を加えた。コーティングのため、プレートを４℃で一晩インキュベーションした
。コーティング液をＥＬＩＳＡプレートから除去し、プレートを以下の自動ＥＬＩＳＡ洗
浄器を使用してリンスした：
　７Ｘ２５０μｌ洗浄緩衝液（ＰＢＳ中、０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０（ｖ／ｖ））
洗浄緩衝液の残余物を除去した後、３００μｌのブロッキング緩衝液（ＰＢＳ中、２％　
ＢＳＡ）を各ウェルに加えた。プレートを振盪機上にて、常温で１時間インキュベートし
た。
【０１５０】
　（サンプルとのインキュベーション）
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　ブロッキング緩衝液を除去した後、１００μｌの溶解細胞サンプルを各ウェルに加えた
。ＨｅＬａ細胞の溶解物を陽性コントロールとして使用した。この試験の検量のため、こ
の試験おいて、様々な濃度の組換えｐ１６ＩＮＫ４ａタンパク質（０ｐｇ／ｍｌ、５０ｐ
ｇ／ｍｌ、１００ｐｇ／ｍｌ、２００ｐｇ／ｍｌ、４００ｐｇ／ｍｌ、８００ｐｇ／ｍｌ
）を含めた。サンプルを常温で１時間インキュベートした。その後以下の自動ＥＬＩＳＡ
洗浄器上で洗浄を行った：
　７Ｘ２５０μｌ洗浄緩衝液。残存する緩衝液は除去した。
【０１５１】
　（検出用抗体とのインキュベーション）
　ストック溶液を希釈して、ｐ１６ＩＮＫ４ａタンパク質に特異的なビオチン化二次抗体
クローンｍｔｍ　Ｄ７Ｄ７の作用溶液を調製した。
１００μｌの作用溶液を各ウェルに加えた。常温で１時間インキュベートした後、抗体溶
液を除去し、自動ＥＬＩＳＡ洗浄器でＥＬＩＳＡプレートを洗浄した：
　７Ｘ２５０μｌ洗浄緩衝液。
【０１５２】
　（検出）
　ストレプトアビジンＨＲＰポリマー（１ｍｇ／ｍｌ）を１：１０に前希釈した（４μｌ
＋３６μｌインキュベーション緩衝液）。インキュベーション緩衝液（ＰＢＳ中、０．１
％ＢＳＡ）中で１：３００に希釈して、最終インキュベーション溶液を最終濃度０．３３
μｇ／ｍｌに調製した。
この溶液１００μｌを各ウェルに加え、室温で１時間インキュベートした。
その後この緩衝液を除去し、各ウェル当たり２００μｌの洗浄緩衝液を用いて手動で５回
、プレートを洗浄した。
【０１５３】
　（基質のインキュベーション）
　ＴＭＢ基質を暗所にて１時間、２５℃に平衡化した。各ウェル当たり１００μｌの基質
溶液を加えた。このＥＬＩＳＡプレートを暗所にて、２５℃で正確に１５分間インキュベ
ートした。次に、８０μｌの２．５Ｍ　Ｈ２ＳＯ４を加えて反応を止めた。反応停止後５
分以内に、ＯＤ４５０ｎｍを測定した。この結果を評価した後、各サンプルのＯＤについ
ての値を得た。この実験の結果を表４に示す。このＥＬＩＳＡの結果を、同一の患者から
のパパニコロー検査（ＰＡＰ検査、子宮頸部細胞診）の診断結果と比較した。子宮頸部の
細胞学をミュンヘン（Ｍｕｎｉｃｈ）分類ＩＩ（１９９０）に従って評価した。ＰＡＰＩ
Ｉには良性細胞及び子宮頸炎、変質形成が含まれ、ＰＡＰＩＶには重度形成異常及び組織
内癌腫が含まれる。ＥＬＩＳＡにおいて０．９よりも大きな値のＯＤを呈したサンプルは
、従来の細胞診ＰＡＰ検査によって、形成異常と分類されるサンプルに相当することが判
明した。ＯＤ０．９をサンプルのための臨界値と適用すると、ＥＬＩＳＡ結果は以下のよ
うに報告され得る。
【０１５４】
【表４】

ＥＬＩＳＡ試験は、重度形成異常を有する女性からのサンプル全てにおいて陽性（１００
％）であり、形成異常の無い女性の３０のサンプル全てで陰性（１００％）であった。
【０１５５】
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　これらの実験で評価された臨界値を用いて、患者３００人の細胞学的検体を本ＥＬＩＳ
Ａ試験様式で検査した。この実験においては、細胞診によって形成異常であると同定され
た検体は、このＥＬＩＳＡ試験様式においても形成異常であると同定され得る。
【０１５６】
　これらの結果は、患者の可溶化サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａタンパク質を定量化する
ことが、そのサンプルから形成異常を検出することが可能とすることを示している。本実
施例における診断は、特定の患者サンプル中にて測定されたｐ１６ＩＮＫ４ａレベルと、
正常非形成異常サンプル中に存在することが公知のレベルとの比較に基づいている。この
比較は、この試験様式において、陽性と分類されるサンプルを上回るＥＬＩＳＡにて決定
されたＯＤ値についての閾値を適用することによって、行われる。
【０１５７】
　（実施例２：側方流動試験様式での子宮頸部上皮内新生物の検出）
　ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ（Ｃｙｔｙｃ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｂｏｘｂｏｒｏｕｇｈ
，ＭＡ）溶液中にて提供された９つの子宮頸部スワブを従来のＰＡＰ検査に供し、同時に
スワブから得られた細胞懸濁液から調製した溶液中のサイクリン依存性キナーゼインヒビ
ターｐ１６ＩＮＫ４ａの過剰発現の検出を、側方流動に供した。側方流動試験は以下のよ
うに実施した：
　（（Ａ）細胞溶解）
　ＰｒｅｓｒｖＣｙｔＴＭ固定材料として提供された個々の子宮頸部スワブサンプル由来
の細胞懸濁液１０ｍｌを、１５ｍｌの反応容器に移した。このサンプルを常温で１５分間
、１５００Ｘｇにて遠心分離し（３０００ｒｐｍ，Ｈｅｒａｅｕｓ　Ｖａｒｉｆｕｇｅ，
ローター　８０７４）、上清を捨てた。残存メタノールを蒸発させて（常温で１５分間）
、沈殿物を５００μｌの溶解緩衝液に可溶化し、１．５ｍｌの反応容器に移した。この溶
液を４℃で遠心分離し（２８０００Ｘｇで１５分間（１６６００ｒｐｍ　Ｍｉｃｒｏｃｅ
ｎｔｒｉｆｕｇｅ　Ｂｉｏｆｕｇｅ　ｆｒｅｓｃｏ））、上清を新たな試験管に移した。
上清は－２０℃で保存し得る。
【０１５８】
　（（Ｂ）側方流動分析の実施）
　（捕獲抗体の膜への塗布）
　ｐ１６ＩＮＫ４ａ特異的抗体クローンｍｔｍ　Ｅ６Ｈ４のストック溶液をＴＢＳ（１％
ウシ血清アルブミンを含む）で希釈し、最終濃度１ｍｇ抗体／ｍｌの使用準備済みスポッ
ティング溶液を準備した。この使用準備済み溶液をニトロセルロース膜上に３０μｌ／３
０ｃｍでスポッティングした。Ｗｈａｔｍａｎ　ｗｉｃｋをニトロセルロースの片端に接
着させ、ディップスティック（ｄｉｐｓｔｉｃｋ）を３７℃で１時間乾燥させた。次にこ
れを常温で平衡化させ、切断して４ｍｍ幅のディップスティックとした。
【０１５９】
　（結合体溶液の調製）
　金コロイド状の金（粒子サイズ４０ｎｍ）に結合させた、ｐ１６ＩＮＫ４ａ特異的抗体
クローンｍｔｍ　Ｄ７Ｄ７のストック溶液をＴＢＳ（１％ウシ血清アルブミンを含む）で
希釈し、５２０ｎｍでの１．０ＯＤの最終濃度の使用準備済み検出抗体溶液を準備した。
【０１６０】
　（サンプルとのインキュベーション）
　次に２０μｌの溶解細胞サンプルを、マイクロタイターウェル内の２０μｌ使用準備済
み検出抗体溶液に加え混合した。捕獲抗体クローンＥ６Ｈ４で被覆したディップスティッ
クをこのウェルに加え、サンプルを浸漬して完了した。ディップスティックが湿っている
間、シグナルを測定した。
【０１６１】
　（結果）
　本発明者らの検査様式において、ＰＡＰ染色によってＰＡＰ　ＩＶと分類され、したが
って形成異常細胞を含有する２つのサンプル（サンプル１およびサンプル２）は、捕獲抗
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体をスポッティングした領域にはっきりと認識できる紫のバンドを呈した。反対に、ＰＡ
Ｐ染色でＰＡＰ　ＩＩ～ＰＡＰ　ＩＩＩと分類され、したがって形成異常細胞を含まない
他の７つのサンプルでは（サンプル３～９）についてはバンドは検出されなかった。
【０１６２】
　実施例１にて示したものと同じプロトコルでＥＬＩＳＡを実施した。その結果を表５に
示す。
【０１６３】
【表５】

本発明並びに、これを作製し利用する様式及びプロセスを、これが属する当業者の誰であ
っても同じ発明を作製し、使用することが可能なよう、このような十分な用語、明確な用
語、簡潔な用語、正確な用語で記載する。上述のものは本発明の好ましい実施形態を記載
し、特許請求の範囲に記載される本発明の範囲から逸脱することなしに、これら実施例の
改変が本明細書中でなされ得ることが、理解されるべきである。本発明とみなされる主題
を詳細に指摘し、明確に請求するため、以下の特許請求の範囲は、本明細書を結論づける
。
【０１６４】
　（実施例３：ＲＴ－ＰＣＲによるｐ１６ＩＮＫ４ａ転写産物及びｐ１４ＡＲＦ転写産物
の検出）
　この分析のために、５０人からの子宮頸部サンプルを用いた。各被験者について２つの
サンプルを採取し、一方をＵｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｍｅｄｉｕｍに
、もう一方をＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔＴＭ溶液に入れた。両サンプルとも同一の実験期間内
に得た。各個体のそれぞれについて、ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔＴＭ溶液から調製した子宮頸
部シンレイヤー検体の分析に基づく診断が利用可能であった。本研究に含まれる２０のサ
ンプルをＮＩＬＭとして診断して選択し、２０サンプルをＬＳＩＬと選択、そして１０サ
ンプルをＨＳＩＬと選択した。以下のプロトコルに従うＲＴ－ＰＣＲによって、全てのサ
ンプルからｐ１６ＩＮＫ４ａ及びｐ１４ＡＲＦの転写産物のレベルをｍＲＮＡレベルに対
して決定した：
分析を実施するため、ＵＣＭ並びにＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔＴＭ溶液中から細胞を遠心分離
によってペレットとした。得られたペレットを直接ＲＮＡ調製手順に供した。
このペレットを希釈し、使用準備済みのＲＬＴ緩衝液に再懸濁した。この均質化した溶解
物に７０％エタノールを加えた後、この懸濁液をピペッティングによって混合した。ＲＮ
Ａの精製及び単離は、製造者の指示に従ってＱＩＡａｍｐスピンカラムを使用して行った
。ＲＮＡ濃度を２６０ｎｍにて光学的に測定した。逆転写反応については、１００ｎｇか
ら５００ｎｇのＲＮＡを使用した。ＤＮＡは以下のＤＮＡ分解酵素によって分解した：
　１７．０μＬ　　ＲＮＡ（６－３０　ｎｇ／μＬ）
　　１．０μｌ　　ＤＮａｓｅＩ　Ａｍｐグレード（１Ｕｎｉｔ／μｌ）（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）
　　２．０μｌ　　ＤＮａｓｅアーゼ反応緩衝液（１０Ｘ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
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　２０．０μｌ　　全量２５℃で１５分間インキュベーションを行い、２５ｍＭ　ＥＤＴ
Ａを２μｌ加えて反応を停止し、６５℃で１０分間インキュベートした。ＲＮＡｓｉｎ存
在下でＯｍｎｉｓｃｒｉｐｔ逆転写酵素を使用し、ＤＮａｓｅ消化物の全量を用いてｃＤ
ＮＡ合成を行った。この反応を３７℃で２時間、続いて９３℃で５分間行った。その後、
この混合物を４℃で保存した。これでＴａｑｍａｎ－ＰＣＲのための使用準備済みｃＤＮ
Ａ溶液ができる（約７～３６ｎｇ／５μｌのｃＤＮＡ濃度に相当する）。ＲＴ－ＰＣＲで
使用するため、４０μｌのｃＤＮＡ反応混合物を３０μｌのＲＮａｓｅを含まない水で希
釈して容積７０μｌとした。使用したプライマーは、：
【０１６５】
【化１】

コントロールとして、βアクチン及びＧＡＰＤＨに対するＰＣＲ反応を、以下のプライマ
ーを使用して行った。
【０１６６】
【化２】

各プライマーは３００ｎｍｏｌの濃度で使用した。ＲＴ－ＰＣＲのための反応混合物は以
下の組成であった：
　１２．５　μｌ　　ＳＹＢＲ－Ｕｍｉｘ
　　０．２５μｌ　　プライマー混合物
　　７．２５μｌ　　分子生物学用水
　　５．０　μｌ　　ｃＤＮＡ溶液
　２５．０　μｌ　　全量
２段階リアルタイムＰＣＲの条件は、：
　第１段階：５０℃で２分、９５℃で１０分
　第２段階：９５℃で１５秒、６０℃で１分１０秒、４０サイクル
サンプル中に検出される転写物のレベルに基づいたｐ１６ＩＮＫ４ａ転写物の過剰発現の
程度を、正常組織検体または細胞検体中に存在する転写物レベルと比較して評価すること
によって、ＲＴ－ＰＣＲ結果の評価を実施した。過剰発現の分析前に、ｐ１４ＡＲＦのレ
ベルに対して、各サンプル中に検出されるハウスキーピング遺伝子のレベルに関する標準
化を行った。正常組織と比較して０から２４倍の過剰発現は無関係とみなした。２４倍を
超えるｐ１６ＩＮＫ４ａ並びにｐ１４ＡＲＦの過剰発現のレベルのみを、サンプル中で有
意に上昇した転写物レベルとみなした。評価のためのこのスキームは、いくつかの等しく
適切な方法の一つに過ぎないことに注目しなければならない。当業者はＲＴ－ＰＣＲの結
果を使用して、転写物レベルを評価し得る方法、およびサンプルの臨床的パラメーターに
関連付け得る方法を理解する。本実施例で記載される閾値は例示的であり、条件に依存し
て変動し得る。一サンプルのＵＣＭ検体から得られた値と、対応するＰｒｅｓｅｒｖＣｙ
ｔＴＭ検体のものとは同じ結果を示した。検出された転写物レベルを細胞学からの対応す
る検体の診断と比較すると、転写物レベルの上昇と、細胞学的シンレイヤー検体に基づい
て診断された子宮頸部病変の存在との間に、十分な相関性が見られた。
この相互関係は以下の通りであった：
【０１６７】
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【表６】

この実験は、溶解した子宮頸部サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａ並びにｐ１４ＡＲＦの転写
物レベルを検出するための方法が、子宮頸部病変並びにその前駆段階の診断の評価に適し
ていることを示している。試験した細胞保存溶液は、この開示する方法について、等しく
適切であることが判明した。試験した遺伝子両方の転写物のレベルは、子宮頸部上皮内新
生物の診断の評価の際に加えるために使用され得、ここでｐ１６ＩＮＫ４ａはｐ１４ＡＲ

Ｆよりもわずかに良い結果を示す。
【０１６８】
　（実勢例４：口腔、唾液由来のスワブ、及び子宮頸部スワブ由来の液体ベースの細胞学
的サンプルにおける、ｐ１６ＩＮＫ４ａおよびｐ１４ＡＲＦの転写物レベルのハイブリッ
ド捕獲分析）
　本実施例では、各々のマーカー分子に対し、ＨＳＩＬ疾患と診断された被験者の子宮頸
部スワブ、小細胞肺癌を有する被験者の唾液、および口腔癌を有する被験者の口腔由来の
スワブのそれぞれかの、ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔＴＭ溶液もしくはＣｙｔｏＬｙｔＴＭ溶液
中のＬＢＣサンプル各１０個を使用した（各癌の実体について計２０検体を使用した）。
子宮頸部検体及び口腔検体に関して、ｈｒＨＰＶ型ならびにｐ１６ＩＮＫ４ａおよびｐ１
４ＡＲＦの転写物の存在に対するハイブリッド捕獲分析を行った。ｈｒＨＰＶ型に対する
ハイブリッド捕獲分析は、Ｄｉｇｅｎｅ　Ｃｏｒｐ．のＨｙｂｒｉｄＣａｐｔｒｕｅ　ｈ
ｃ２検査を使用して行った。指定されたサイクリン依存性キナーゼインヒビターの転写物
に対するハイブリッド捕獲分析は以下のように行った。
【０１６９】
　（（Ａ）　細胞溶解）
　本実施例に関して、ＬＢＣサンプルの量はＬＢＣサンプルの細胞含量に依存した。Ｃｙ
ｔｙｃ　ＴｈｉｎＰｒｅｐＴＭプロセッサーを使用して、各検サンプルのシンレイヤー検
体を調製した。シンレイヤー検体調製の前後で、このＬＫＢＣサンプルの質量を測定した
。ＴｈｉｎＰｒｅｐＴＭプロセッサーは各処理工程において、フィルター上に特異的な細
胞の密度のために必要なサンプル量のみを消費するので、消費された体積がＬＢＣサンプ
ル中の相対的細胞濃度に関する測定値である。本実施例において、ＴｈｉｎＰｒｅｐＴＭ

プロセッサーによるシンレイヤー検体調整のために消費する量の２倍のＬＢＣを、ハイブ
リッド捕獲分析のために使用した（ＬＢＣサンプルの細胞含量が低すぎるサンプルは除い
た）。分析を実施するため、ＣｙｔｏＬｙｔＴＭ、ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔＴＭ溶液から遠
心分離によって細胞をペレットとした。得られたペレットを直接ＲＮＡ調製手順に供した
。このペレットを希釈し、使用準備済みＲＬＴ緩衝液中に再懸濁した。均質化した溶解物
に７０％エタノールを加えた後、この懸濁液をピペッティングによって混合した。ＲＮＡ
の精製及び単離は、製造者による指示に従ってＱＩＡａｍｐスピンカラムを使用し、実施
した。ｐ１６ＩＮＫ４ａ　ｍＲＮＡの検出には、ｐ１６ＩＮＫ４ａ並びにｐ１４ＡＲＦに
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特異的な４０マーＤＮＡオリゴヌクレオチドプローブの混合物を使用した。この混合物中
の最も適切なプローブは、以下の配列を含有した。
ｐ１４ＡＲＦは：
【０１７０】
【化３】

このｍＲＮＡのエクソン１βとエクソン２との間の境界にプローブを配置し、ｐ１４ＡＲ

Ｆ特異的なｍＲＮＡのみがプローブによって認識されることを確保する点が利点である（
この状況はそれぞれｐ１６ＩＮＫ４ａ並びにｐ１４ＡＲＦについて特異的なＰＣＲ条件で
も同様である）。プライマー対は増幅のエクソン境界を包含するように選択され得る）。
ｐ１４ＡＲＦ　ｍＲＮＡを特異的に認識する他の任意のプローブを、同様に使用し得る。
この実施例にて開示されるプローブは、例として使用され、本発明の範囲を制限すること
は意図されない。上記配列またはこれらのフラグメントを含むプローブ配列は、同様に、
本明細書中に開示される方法のために使用され得るする。
ｐ１６ＩＮＫ４ａに有望なプローブ配列は以下の通りである。：
【０１７１】

【化４】

ｐ１４ＡＲＦの状況と同様ｐ１６ＩＮＫ４ａについても、プローブを、好ましくはエクソ
ン１αのエクソン２へのエクソン境界に重なるよう配置する。この条件によって、ｐ１６
ＩＮＫ４ａが認識され、他のｍＲＮＡはＩＮＫ４遺伝子座から転写されないことが確保さ
れる。さらに、ｐ１４ＡＲＦに対するプローブのために示した注解は、必要な変更を加え
てここに適用する。標識プローブ混合物を全量細胞性ＲＮＡ抽出物に加えた。ハイブリダ
イゼーションのため、この混合物を６５℃で３０分間インキュベートした。
【０１７２】
　（（Ｂ）ＥＬＩＳＡの実施）
　ＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッド検出のため、Ｄｉｇｅｎｅ　Ｃｏｒｐ．から市販される抗
ＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッド抗体でコーティングされたマイクロタイタープレートを使用
した。ハイブリダイゼーション溶液を直接マイクロタイタープレートに加え、常温で１時
間インキュベートした。製造者の指示に従って、このプレートを洗浄した。二次の抗ＲＮ
Ａ－ＤＮＡハイブリッド抗体およびＤｉｇｅｎｅ　Ｃｏｒｐ．によって提供された検出試
薬を使用して検出を行った。ハイブリッド捕獲アッセイは、全ての子宮頸部検体について
ｐ１６ＩＮＫ４ａについて陽性であると示した。この結果はハイブリッド捕獲によって全
ての子宮頸部検体がｈｒＨＰＶについて陽性であるとされたことと一致した。口腔由来の
癌検体の約半数をｐ１６ＩＮＫ４ａの過剰発現について検査した。ｐ１６ＩＮＫ４ａ陽性
であるこれらの検体の全てをｈｃ２によってｈｒＨＰＶに関して検査した。口腔の癌にお
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いて、ＨＰＶ陽性とｐ１６ＩＮＫ４ａの過剰発現との間に有意な相関性があった。小細胞
肺癌に関しては、検査された事例の１０事例の内８事例で、ｐ１６陽性と検出された。ハ
イブリッド捕獲によって得られたｐ１６ＩＮＫ４ａについての結果は全て、シンレイヤー
検体の免疫細胞化学的分析によって確認し得る。ｐ１４ＡＲＦに関しては、子宮頸部サン
プルについての結果は、ｐ１６ＩＮＫ４ａについての結果と比較できるものであった。小
細胞肺癌に関しては、ハイブリッド捕獲において検査された１０の事例のうち内わずか２
つの事例のみがｐ１４ＡＲＦ陽性を示した。この結果は免疫細胞化学によって確認し得る
。口腔由来のＬＢＣサンプルでは、免疫細胞化学的な所見と一致して、１０事例のうち７
の事例でｐ１４ＡＲＦを検出し得る。この結果は、ハイブリッド捕獲試験様式におけるＬ
ＢＣサンプル由来のサイクリン依存性キナーゼインヒビターの検出は、幾種類かの癌の存
在の診断の評価のために使用し得ることを示す。この結果は、生化学試験が細胞学的検査
の補助検査または共同検査として使用され得ることを示唆する。
【０１７３】
　（実施例５：尿、唾液、胸部細針吸引由来および、子宮頸部スワブ由来の液体ベースの
細胞学的サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａ、Ｈｅｒ－２／Ｎｅｕ、およびｐ１４ＡＲＦのタ
ンパク質レベルの免疫化学的分析）
　全てＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔＴＭ溶液に準備した、ＨＳＩＬであると細胞学的に分類され
た子宮頸部スワブ１０サンプル、小細胞肺癌であると細胞学的に診断された唾液１０サン
プル、膀胱腫瘍と診断された被験者からの尿１０サンプル、ＤＣＩＳと診断された個体か
らの細針吸引１０サンプルを、細胞の遠心分離に供し、続いて溶解液中に細胞を可溶化し
た。その後、ＥＬＩＳＡに基づいて、スワブに含まれる細胞から調製した溶液中のサイク
リン依存性キナーゼインヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａ及びｐ１４ＡＲＦ、ＨＥＲ－２／Ｎｅ
ｕの発現レベルの検出した。ＥＬＩＳＡ試験は以下のように行った。
【０１７４】
　（（Ａ）細胞溶解）
　各１０ｍＬのＬＢＣサンプルを遠心分離して細胞を沈殿させた。細胞ペレット［ＴＩＭ
Ｅ］を７００μｌのｍｔｍ溶解緩衝液（２％　トリトンＸ－１００、０．４％　ＳＤＳ、
０．６ｍＭ　ＰＭＳＦのＰＢＳ溶液）中に、８０℃で１０分間混合し、インキュベートす
ることによって溶解した。次にＬＢＣサンプル溶解物を４℃で遠心分離した（２８．００
０ｘｇにて１５分間（１６．６００ｒｐｍ　ＨｉｇｈｓｐｅｅｄＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　
ＪＥＣ　Ｍｕｌｔｉ　ＲＦ））。上清を新しい試験管に移した。上清は－２０℃で保存し
得る。
【０１７５】
　（（Ｂ）ＥＬＩＳＡの実施）
　（ＥＬＩＳＡプレートのコーティング）
　各タンパク質ついて、分離したＥＬＩＳＡプレートを以下のように調製した。ｐ１６Ｉ

ＮＫ４ａ、ｐ１４ＡＲＦ、およびＨＥＲ－２／Ｎｅｕに特異的な一次抗体のストック溶液
をＰＢＳ中に希釈し、使用準備済みコーティング溶液を調製した。ｐ１６ＩＮＫ４ａにつ
いては、ＥＬＩＳＡプレートのコーティングのためにｍｔｍ　Ｅ６Ｈ４を使用した。ｐ１
４ＡＲＦについては、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍから市販されているｐ１４ＡＲＦに対するポ
リクローナル抗体を使用した。ＨＥＲ－２／Ｎｅｕについては、ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔ
ｉｏｎからのポリクローナル抗体をコーティングのために使用した。５０μｌのコーティ
ング溶液をＥＬＩＳＡプレートの各ウェルに加えた。コーティングのため、このプレート
を４℃で一晩インキュベーションした。コーティング溶液をＥＬＩＳＡプレートから除去
し、以下の自動ＥＬＩＳＡ洗浄器を使用してプレートをリンスした。：
　７ｘ２５０μｌ洗浄緩衝液（ＰＢＳ中、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０（ｖ／ｖ））
残った洗浄緩衝液を除去した後、３００μｌのブロッキング緩衝液（ＰＢＳ中、２％ＢＳ
Ａ）を各ウェルに加えた。プレートを震盪器上にて、常温で１時間インキュベーションし
た。
【０１７６】
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　（サンプルとのインキュベーション）
　ブロッキング緩衝液を除去した後、１００μｌの溶解細胞サンプルを各ウェルに加えた
。試験の検量のため、種々の濃度の組換えタンパク質（０ｐｇ／ｍｌ、５０ｐｇ／ｍｌ、
１００ｐｇ／ｍｌ、２００ｐｇ／ｍｌ、４００ｐｇ／ｍｌ、８００ｐｇ／ｍｌ）を各試験
に加えた。サンプルを常温で１時間インキュベーションした。その後以下の自動ＥＬＩＳ
Ａ洗浄器で洗浄を行った：
　７ｘ２５０μｌ洗浄緩衝液　　残った緩衝液は除去した。
【０１７７】
　（検出抗体とのインキュベーション）
　ストック溶液を希釈して、各々のタンパク質に特異的なビオチン化二次抗体の作用溶液
を調製した。ｐ１６ＩＮＫ４ａについてはｍｔｍクローンＤ７Ｄ７を使用し、ｐ１４ＡＲ

ＦについてはＣａｌｂｉｏｃｈｅｍのモノクローナル抗体を使用し、ＨＥＲ－２／Ｎｅｕ
にいついてはＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎのモノクローナル抗体を使用した。１００μ
ｌの作用溶液を各ウェルに加えた。常温で１時間インキュベーションした後、抗体溶液を
除去し、ＥＬＩＳＡプレートを自動ＥＬＩＳＡ洗浄器で洗浄した。
【０１７８】
　７ｘ２５０μｌ洗浄緩衝液
　（検出）
　ストレプトアビジンＨＲＰポリマー（１ｍｇ／ｍｌ）を１：１０に前希釈した（４μｌ
＋３６μｌインキュベーション緩衝液）。インキュベーション緩衝液（ＰＢＳ中、０．１
％ＢＳＡ）中に１：３００に希釈して、最終濃度０．３３μｌに最終インキュベーション
溶液を調製した。この溶液１００μｌを各ウェルに加えて、常温で１時間インキュベーシ
ョンした。その後緩衝液を除去し、各ウェルにつき５回、２００μｌの洗浄緩衝液を用い
て手動でプレートを洗浄した。
【０１７９】
　（基質のインキュベーション）
　ＴＭＢ基質を暗所にて２５℃で１時間平衡化した。１００μｌの基質溶液を各ウェルに
加えた。ＥＬＩＳＡプレートを暗所にて２５℃で正確に１５分間、インキュベーションし
た。次に８０μｌの２．５Ｍ　Ｈ２ＳＯ４を加えて反応を停止させた。反応停止後５分以
内に、ＯＤ４５０ｎｍを決定した。この結果を評価した後、各サンプルのＯＤに関する値
を得た。各抗体に関して、バックグラウンドと見られる値を使用して、閾値ＯＤを決定し
た。このＥＬＩＳＡの結果を、同一の個体由来の検体の細胞学的評価の診断結果と比較し
た。結果を以下の表６に示す。
【０１８０】
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【表７】

ｐ１６ＩＮＫ４ａに関して検査した事例の１００％において、細胞学的に測定されたｐ１
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６ＩＮＫ４ａ染色パターンと、分析用の可溶化ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔＴＭサンプルを使用
したＥＬＩＳＡ試験様式におけるｐ１６ＩＮＫ４ａ陽性との間によい相関性が見られるこ
とが判明した。ｐ１４ＡＲＦについては、相関性は９３％であった。ＨＥＲ－２／Ｎｅｕ
については、過剰発現の免疫細胞化学的検出とＥＬＩＳＡ様式における陽性との間に、９
０％以上の相関性を検出し得た。上記実施例の結果は、可溶化ＬＢＣサンプルを使用する
生化学的検査を、免疫細胞化学的分析と同一の検体に利用し得ることができることを示す
。生化学検査はＬＢＣサンプルの僅かな部分しか消費しないので、免疫細胞化学的分析の
補助として容易に利用し得る。免疫細胞化学的結果とＥＬＩＳＡの結果との間には良い相
関性があった。これは、本発明に従う方法が、液体ベースの細胞学が、連結検査もしくは
補助検査として、または独立した診断検査となり得る事例としてのいずれかとして現在適
用される、様々な種類の医学的関連状態の診断を判定するために適することを示している
。
【０１８１】
　（実施例６：尿由来の液体ベースの細胞学的サンプル中のＭＣＭ－５及びＭＣＭ－２の
、ｍＲＮＡ／タンパク質のレベルの免疫化学的分析並びにＲＴ－ＰＣＲ分析）
　ＣｙｔｏＬｙｔＴＭ中の尿中の細胞の２０個のＬＢＣサンプルを本実施例のために使用
した。ＲＴ－ＰＣＲは実施例３に示した同じ方法で実施した。タンパク質分析を実施例２
に示したディップスティック検査様式にて行い、平行して、実施例１にて示したＥＬＩＳ
Ａ様式にて実施した。実験手順はこれらの実施例にて示したように行った。尿ＬＢＣサン
プル由来の溶解物中で、ＭＣＭ－５を容易に検出し得ることを示し得る。タンパク質及び
核酸のレベルに基づく生化学的非細胞ベースのアッセイによって得られた結果は、細胞学
から得られた結果と非常に良く対応する。細胞学ではＭＣＭ－５タンパク質に対する免疫
細胞学的染色を、診断の評価における補助として利用した。

【図１】
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