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(54)【発明の名称】 子宮内膜症関連マーカー及びその使用

(57)【要約】
【課題】
【解決手段】本発明は、子宮内膜症に罹患していない女
性に比べて、子宮内膜症を有する女性の子宮内膜細胞中
で発現が異なる子宮内膜症のマーカーに関する。本発明
は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する
方法、子宮内膜症に罹患している女性の子宮内膜症に等
級を付ける方法、及び該疾病を治療する方法にも関する
。本発明は、腹腔鏡検査法に比べて、迅速で、非侵襲性
であり、複雑さとコストが著しく低減された上記の方法
を実施するのに有用な上記ポリヌクレオチド、プローブ
、プライマー、及びキットにも関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する方法であ

って、

－前記女性被験者から子宮内膜細胞の試料を得る工程と、

－１）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベ

ルに関して、前記子宮内膜細胞の試料をアッセイする工程とを備え、

  前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルが、前記女性被験

者における子宮内膜症の可能性の指標となる方法。

    【請求項２】  請求項１の方法であって、

  １）ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｈＵＣＣ１、パラレンミン、クエン酸輸送タンパク

質、ＨＩＦ１α、ＡＲＮＴ、Ｇｌｕｔ－１、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、ＡＴＰシンタ

ーゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、ＨＳＰ７０、及びｃｏｘ２からなる群から選択さ

れる遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号９

、配列番号１０、配列番号１３～１５から選択される配列を含むｃＤＮＡからな

る群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質
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からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの過剰発現

レベルが、子宮内膜症に罹患していない女性被験者に比べて、前記女性被験者に

おける子宮内膜症の可能性がより高いことの指標となる方法。

    【請求項３】  請求項１又は２の方法であって、

  前記女性被験者から得られる前記子宮内膜細胞が、前記女性被験者の性周期の

増殖期に採取され、

  １）ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｈＵＣＣ１、パラレンミン、クエン酸輸送タンパク

質、ＨＩＦ１α、ＡＲＮＴ、Ｇｌｕｔ－１、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、ＡＴＰシンタ

ーゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、ＨＳＰ７０、及びｃｏｘ２からなる群から選択さ

れる遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号９

、配列番号１０、配列番号１３～１５から選択される配列を含むｃＤＮＡからな

る群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの過剰発現

レベルが、子宮内膜症に罹患していない女性被験者に比べて、前記女性被験者に

おける子宮内膜症の可能性がより高いことの指標となる方法。

    【請求項４】  請求項１又は２の方法であって、

  前記女性被験者から得られる子宮内膜細胞が、前記女性被験者の性周期の分泌

期に採取され、

  １）ｈＵＣＣ１、パラレンミン、クエン酸輸送タンパク質、ＨＩＦ１α、Ｇｌ

ｕｔ－１、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、ＡＴＰシンターゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、Ｈ

ＳＰ７０、及びｃｏｘ２からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

３～１５から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡ

を生じさせるリボ核酸、及び
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        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの過剰発現

レベルが、子宮内膜症に罹患していない女性被験者に比べて、前記女性被験者に

おける子宮内膜症の可能性がより高いことの指標となる方法。

    【請求項５】  請求項１の方法であって、

  １）Ｃａｐ４３、ＲＮＡヘリカーゼ、ＣＯ３、ＦＫＨＲ、ＡＫ３、カタラーゼ

、ＧＳＴ、ｅＮＯＳ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＴＩ２２７Ｈ、ＣＯ２、アコニターゼ

、ＡＮＴ－１、Ｂｃｌ－２、ＣＯＵＰ－ＴＦ、ＩＬ－１β、ＨＳＰ９０、ＧＰｘ

４、及びＧＲＰ７８からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～８、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１６から選択される配列を含むｃ

ＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの過少発現

レベルが、子宮内膜症に罹患してない女性被験者に比べて、前記女性被験者にお

ける子宮内膜症の可能性がより高いことの指標となる方法。

    【請求項６】  請求項１又は５の方法であって、

  前記女性被験者から得られる子宮内膜細胞が、前記女性被験者の性周期の増殖

期に採取され、

  １）Ｃａｐ４３、ＲＮＡヘリカーゼ、ＦＫＨＲ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＡＫ３、

ＧＳＴ、ｅＮＯＳ、ＴＩ２２７Ｈ、ＣＯ２、ＡＮＴ－１、Ｂｃｌ－２、ＩＬ－１

β、及びＨＳＰ９０からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号２
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、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号８、配列番号１２、配列番号

１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを生

じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの過少発現

レベルが、子宮内膜症に罹患していない女性被験者に比べて、前記女性被験者に

おける子宮内膜症の可能性がより高いことの指標となる方法。

    【請求項７】  請求項１又は５の方法であって、

  前記女性被験者から得られる子宮内膜細胞が、前記女性被験者の性周期の分泌

期に採取され、

  １）ＲＮＡヘリカーゼ、ＣＯ３、ＦＫＨＲ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＡＫ３、カタ

ラーゼ、ＧＳＴ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＴＩ２２７Ｈ、アコニターゼ、Ｂｃｌ－２

、ＣＯＵＰ－ＴＦ、ＩＬ－１β、ＨＳＰ９０、ＧＰｘ４、及びＧＲＰ７８からな

る群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、配列番号１～８

、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１６から選択される配列を含むｃＤＮ

Ａからなる群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜関連マーカーの過少発現の

レベルが、子宮内膜症に罹患していない女性被験者に比べて、前記女性被験者に

おける子宮内膜症の可能性がより高いことの指標となる方法。

    【請求項８】  前記子宮内膜細胞が正所子宮内膜細胞である請求項１～７の

何れか１項の方法。
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    【請求項９】  前記子宮内膜細胞が上皮子宮内膜細胞である請求項１～８の

何れか１項の方法。

    【請求項１０】  前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベ

ルを、確定されたベースライン発現レベルと比較する工程をさらに備える請求項

１～９の何れか１項の方法。

    【請求項１１】  子宮内膜症に罹患していない女性の陰性参照群における前

記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルをアッセイすることに

よって、前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの前記ベースラインレベ

ルが確定される請求項１０の方法。

    【請求項１２】  バイオチップ、膜、及びガラスのｃＤＮＡアレイに基づく

方法；ＲＴ－ＰＣＲ；インシチュハイブリダイゼーション；細胞株又は初代培養

でのインビトロプロモーター融合試験；転写速度研究法；膜ブロットハイブリダ

イゼーション；標識；プロテオミクス；フローサイトメトリー；免疫細胞化学；

免疫組織化学；及びＥＬＩＳＡからなる群から選択される方法を用いて、前記少

なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルがアッセイされる請求項１

～１１の何れか１項の方法。

    【請求項１３】  少なくとも２つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルが

組み合わせてアッセイされる請求項１～１２の何れか１項の方法。

    【請求項１４】  ＧＲＰ７８、カタラーゼ、及びＣＯＵＰ－ＴＦの発現レベ

ルが組み合わせてアッセイされる請求項１３の方法。

    【請求項１５】  請求項１～１４の何れか１項の方法であって、さらに、

  １）前記子宮内膜細胞が性周期の何れの期で得られたかを確定する工程と、

  ２）１）で決定した期に従って、発現レベルをアッセイすべき前記少なくとも

１つの子宮内膜症関連マーカーを選択する工程とを備えた方法。

    【請求項１６】  組織学的な検査、ＲＮＡの発現レベルを評価する方法、及

び性ステロイドのレベルを評価する方法からなる群から選択される少なくとも１

つの方法を用いることによって、前記子宮内膜細胞が得られた性周期の期を評価

する請求項１５の方法。

    【請求項１７】  女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する方法で
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あって、

－前記女性被験者から正所子宮内膜細胞の試料を得る工程と、

－前記子宮内膜細胞の酸化的リン酸化経路及び／又は内部酸化還元電位センサー

経路（ＯＸＰＨＯＳ）に関わる、前記子宮内膜細胞試料の少なくとも１つの子宮

内膜症関連マーカーの発現レベルをアッセイする工程と、

－少なくとも１つのＯＸＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを、確

定されたベースラインレベルと比較することによって、前記女性被験者における

子宮内膜症の可能性を決定する工程とを備えた方法。

    【請求項１８】  前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーが、ＮＡＤ

Ｈ脱水素酵素、クエン酸輸送タンパク質、ＨＩＦ１α、ＡＲＮＴ、ＡＫ３、Ｇｌ

ｕｔ－１、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、ＧＲＰ７８、カタラーゼ、ＧＳＴ、ｅＮＯＳ、

ＣＯ２、アコニターゼ、ＡＮＴ－１、ＡＴＰシンターゼ、Ｂｃｌ－２、ＧＰｘ４

、及びｃｏｘ２からなる群から選択される遺伝子である請求項１７の方法。

    【請求項１９】  女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する方法で

あって、

－前記女性被験者から子宮内膜細胞の試料を得る工程と、

－１）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸

からなる群から選択される子宮内膜症関連マーカーの少なくとも１つの核酸産物

の発現レベルについて、前記子宮内膜細胞の試料をアッセイする工程と、

－前記少なくとも１つの核酸産物の発現レベルを、確立されたベースラインレベ

ルと比較することによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定

する工程とを備えた方法。

    【請求項２０】  前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの前記ベー



(8) 特表２００３－５３１５８０

スラインレベルが、子宮内膜症に罹患していない女性の陰性参照群における前記

少なくとも１つの核酸産物の発現レベルをアッセイすることによって確定される

請求項１９の方法。

    【請求項２１】  請求項１９又は２０の方法であって、

  １）前記子宮内膜細胞が性周期の何れの期で得られたかを確定する工程と、

  ２）１）で決定した期に従って、発現レベルをアッセイすべき前記少なくとも

１つの子宮内膜症関連マーカーを選択する工程とをさらに備えた方法。

    【請求項２２】  前記少なくとも１つの核酸産物がメッセンジャーリボ核酸

（ｍＲＮＡ）である請求項１９～２１の何れか１項の方法。

    【請求項２３】  前記メッセンジャーリボ核酸（ｍＲＮＡ）が、ｃＤＮＡを

合成するためのテンプレートとして機能する請求項２２の方法。

    【請求項２４】  前記少なくとも１つの核酸産物の発現レベルが、バイオチ

ップ、膜、膜、及びガラスのｃＤＮＡアレイに基づく方法；ＲＴ－ＰＣＲ；イン

シチュハイブリダイゼーション；細胞株又は初代培養でのインビトロプロモータ

ー融合試験；転写速度研究法；膜ブロットハイブリダイゼーション；標識からな

る群から選択される方法を用いてアッセイされる請求項１９～２３の何れか１項

の方法。

    【請求項２５】  少なくとも２つの子宮内膜症関連マーカーの前記発現レベ

ルが組み合わせてアッセイされる請求項１９～２４の何れか１項の方法。

    【請求項２６】  前記子宮内膜細胞が正所子宮内膜細胞である請求項１９～

２５の何れか１項の方法。

    【請求項２７】  Ｃａｐ４３、ＲＮＡヘリカーゼ、ＮＡＤＨ脱水素酵素、Ｃ

Ｏ３、ＦＫＨＲ、ｈＵＣＣ１、パラレンミン、クエン酸輸送タンパク質、ＨＩＦ

１α、ＡＲＮＴ、ＡＫ３、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、アコニターゼ、ＡＴＰシンター

ゼ、ｃ－ｊｕｎ、ＣＯＵＰ－ＴＦ、Ｃｘ４３、ＨＳＰ７０、及びＧＲＰ７８から

なる群から選択される遺伝子の少なくとも１つの核酸産物の発現レベルをアッセ

イすることによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性が決定される

請求項１９～２６の何れか１項の方法。

    【請求項２８】  女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する方法で
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あって、

－前記女性被験者から子宮内膜細胞の試料を得る工程と、

－子宮内膜症関連マーカーの少なくとも１つのタンパク質産物、又は該タンパク

質産物の少なくとも１つの断片の発現レベルについて、前記子宮内膜細胞の試料

をアッセイする工程と（前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーは、

  １）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、並びに

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

  からなる群から選択されるリボ核酸

からなる群から選択される）、

－前記少なくとも１つのタンパク質産物の発現レベルを、確定されたベースライ

ンレベルと比較することによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性

を決定する工程とを備えた方法。

    【請求項２９】  前記子宮内膜細胞が正所子宮内膜細胞である請求項２８の

方法。

    【請求項３０】  前記少なくとも１つのタンパク質産物の発現レベルが、膜

ブロットハイブリダイゼーション；標識；プロテオミクス；フローサイトメトリ

ー；免疫細胞化学；免疫組織化学；及びＥＬＩＳＡからなる群から選択される方

法を用いて決定される請求項２８又は２９の方法。

    【請求項３１】  少なくとも２つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルが

組み合わせてアッセイされる請求項２８～３０の何れか１項の方法。

    【請求項３２】  ＣＡＰ－４３及び／又はその断片の発現レベルをアッセイ

することによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性が決定される請

求項２８～３１の何れか１項の方法。

    【請求項３３】  子宮内膜症に等級を付ける方法であって、

－子宮内膜症に罹患している女性被験者から子宮内膜細胞の試料を得る工程と、
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－１）ＲＮＡヘリカーゼ、ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｈＵＣＣ１、ＡＫ３、ＧＳＴ、

１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＣＯ２、アコニターゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、ＧＰｘ４、

ｃｏｘ２、ｈＵＣＣ１、Ｇｌｕｔ－１、ＴＩ２２７Ｈ、ＩＬ－１β、ＨＳＰ９０

からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１３から選択される配列を

含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベ

ルについて、前記子宮内膜細胞の試料をアッセイする工程とを備え、

  前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルが、前記女性被験

者の子宮内膜症の段階の指標となる方法。

    【請求項３４】  前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現のレ

ベルが、前記女性被験者が子宮内膜症の第Ｉ若しくは第ＩＩ段階、又は第ＩＩＩ

若しくは第ＩＶ段階にあることの指標となる請求項３３の方法。

    【請求項３５】  ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、及び／又は

ｃｏｘ２の過剰発現が、前記女性被験者が実質的に子宮内膜症の第Ｉ又はＩＩ段

階にあるかどうかの指標となり、ｈＵＣＣ１及び／又はＧｌｕｔ－１の過剰発現

が、前記女性被験者が子宮内膜症の第ＩＩＩ又は第ＩＶ段階にあるかどうかの指

標となる請求項３３又は３４の方法。

    【請求項３６】  ＣＯ２、配列番号１、配列番号６、アコニターゼ、ＧＰｘ

４、ＲＮＡヘリカーゼ、ＡＫ３、ＧＳＴ、及び／又は１２Ｓ  ｒＲＮＡの過少発

現が、前記女性被験者が実質的に子宮内膜症の第Ｉ又はＩＩ段階にあるかどうか

の指標となり、ＴＩ２２７Ｈ、ＩＬ－１β、及び／又はＨＳＰ９０の過少発現が

、前記女性被験者が子宮内膜症の第ＩＩＩ又は第ＩＶ段階にあるかどうかの指標

となる請求項３３又は３４の方法。
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    【請求項３７】  請求項３３～３６の何れか１項の方法であって、さらに、

  １）前記子宮内膜細胞が性周期の何れの期で得られたかを確定する工程と、

  ２）１）で決定した期に従って、発現レベルをアッセイすべき前記少なくとも

１つの子宮内膜症関連マーカーを選択する工程とを備えた方法。

    【請求項３８】  請求項３３～３６の何れか１項の方法であって、さらに、

前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの前記発現レベルを、確定された

ベースラインレベルと比較する工程を備えた方法。

    【請求項３９】  前記ベースラインレベルが、

－ある実質的に確定的な子宮内膜症の段階にあることが知られている女性被験者

の第一の陽性参照群から得た子宮内膜症細胞の試料中に存在する前記少なくとも

１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルをアッセイすることと、

－前記第一の陽性参照群の前記段階とは異なる別の実質的に確定的な子宮内膜症

の段階にあることが知られている女性被験者の第二の陽性参照群から得た子宮内

膜細胞の試料中に存在する前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現

レベルをアッセイすることと、

－前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを、前記第一及び

第二の陽性参照群から得られた発現レベルと比較すること

によって得られる請求項３８の方法。

    【請求項４０】  女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定するための

、又は子宮内膜症に罹患している女性被験者の子宮内膜症に等級を付けるための

キットであって、

－子宮内膜症関連マーカーの核酸産物又はタンパク質産物に結合する少なくとも

１つの結合分子

（前記子宮内膜症関連マーカーは、

  １）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、
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        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片からなる群

        から選択されるリボ核酸、

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される）、並びに

－前記少なくとも１つの結合分子のための支持体、混合チューブ、緩衝液、酵素

、及び前記少なくとも１つの結合分子を検出するための物質からなる群から選択

される少なくとも１つの要素

を備えたキット。

    【請求項４１】  前記結合分子が、

  ａ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＥＳＴ及びｍＲ

ＮＡ、

  ｂ）標準的な条件下で、ａ）に明記されている核酸にハイブリダイズする一本

鎖核酸、

  ｃ）ａ）又はｂ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる一本鎖核酸

、

  ｄ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＤＮＡ及びｃＤ

ＮＡ、

  ｅ）標準的な条件下で、ｄ）に明記されている核酸にハイブリダイズする二本

鎖及び一本鎖核酸、

  ｆ）ｄ）又はｅ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる二本鎖及び

一本鎖核酸、及び

  ｇ）ａ）～ｆ）に明記されている核酸の断片

からなる群から選択される核酸に、標準的な条件下でハイブリダイズする核酸で

ある請求項４０のキット。

    【請求項４２】  前記結合分子が、請求項４０に記載の子宮内膜症関連マー

カーの少なくとも１つのタンパク質産物に対して、又は該タンパク質産物の少な

くとも１つの断片に対して誘導された単離された抗体である請求項４０のキット

。
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    【請求項４３】  女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定するための

、又は子宮内膜症に罹患している女性被験者の子宮内膜症に等級を付けるための

方法であって、

  ａ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＥＳＴ及びｍＲ

ＮＡ、

  ｂ）標準的な条件下で、ａ）に明記されている核酸にハイブリダイズする一本

鎖核酸、

  ｃ）ａ）又はｂ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる一本鎖核酸

、

  ｄ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＤＮＡ及びｃＤ

ＮＡ、

  ｅ）標準的な条件下で、ｄ）に明記されている核酸にハイブリダイズする二本

鎖及び一本鎖核酸、

  ｆ）ｄ）又はｅ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる二本鎖及び

一本鎖核酸、並びに

  ｇ）ａ）～ｆ）に明記されている核酸の断片

からなる群から選択される単離された核酸の使用を備えた方法。

    【請求項４４】  単離されたポリヌクレオチドであって、

  ａ）配列番号１～１０、配列番号１２～１６、及びそれらの一部からなる群か

ら選択される核酸配列を含むポリヌクレオチド、

  ｂ）ａ）に明記されているポリヌクレオチドに相補的な核酸配列を含むポリヌ

クレオチド

からなる群から選択される単離されたポリヌクレオチド。

    【請求項４５】  女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定するための

、又は子宮内膜症に罹患している女性被験者の子宮内膜症に等級を付けるための

プライマー又はプローブであって、

  ａ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＥＳＴ及びｍＲ

ＮＡ、

  ｂ）標準的な条件下で、ａ）に明記されている核酸にハイブリダイズする一本
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鎖核酸、

  ｃ）ａ）又はｂ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる一本鎖核酸

、

  ｄ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＤＮＡ及びｃＤ

ＮＡ、

  ｅ）標準的な条件下で、ｄ）に明記されている核酸にハイブリダイズする二本

鎖及び一本鎖核酸、

  ｆ）ｄ）又はｅ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる二本鎖及び

一本鎖核酸、並びに

  ｇ）ａ）～ｆ）に明記されている核酸の断片

からなる群から選択される単離された核酸を含むプライマー又はプローブ。

    【請求項４６】  子宮内膜症を治療する方法であって、

  １）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを調節すること

を備えた方法。

    【請求項４７】  請求項４６の方法であって、

  １）Ｃａｐ４３、ＲＮＡヘリカーゼ、ＣＯ３、ＦＫＨＲ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、

ＡＫ３、カタラーゼ、ＧＳＴ、ｅＮＯＳ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＴＩ２２７Ｈ、Ｃ

Ｏ２、アコニターゼ、ＡＮＴ－１、Ｂｃｌ－２、ＣＯＵＰ－ＴＦ、ＩＬ－１β、

ＨＳＰ９０、ＧＰｘ４、及びＧＲＰ７８からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１
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～８、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１６から選択される配列を含むｃ

ＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択された少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベ

ルを増加させることを備えた方法。

    【請求項４８】  請求項４６の方法であって、

  １）ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｈＵＣＣ１、パラレンミン、クエン酸輸送タンパク

質、ＨＩＦ１α、ＡＲＮＴ、Ｇｌｕｔ－１、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、ＡＴＰシンタ

ーゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、ＨＳＰ７０、及びｃｏｘ２からなる群から選択さ

れる遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号９

、配列番号１０、配列番号１３～１５から選択される配列を含むｃＤＮＡからな

る群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを低下させるこ

とを備えた方法。

    【請求項４９】  女性被験者における子宮内膜症を検出するための診断方法

であって、請求項１～３２の何れか１項に記載の方法の使用、又は請求項３３～

３９の何れか１項に記載の方法の使用を備えた方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    【発明の分野】

  本発明は、子宮内膜症のマーカー、より具体的には、女性被験者の子宮内膜症

の可能性を決定する方法、子宮内膜症に罹患している女性の子宮内膜症の等級を

決定する方法、及び該疾病を治療する方法に関する。本発明は、上述の方法を実

施するのに有用なポリヌクレオチド、プローブ、プライマー、及びキットにも関

する。

      【０００２】

    【従来技術の簡単な説明】

  子宮内膜症は、生殖能力を有する年齢の女性の最大１０～１５％が罹患する最

も一般的な婦人疾患の一つである。子宮内膜症には、主として、重い骨盤痛及び

／又は不妊が伴うが、月経困難、性交疼痛、及び腹腔内出血、背痛、便秘、及び

／又は下痢等の他の様々な症状も伴う。子宮内膜症は、子宮外の部位（腹腔内が

最も多い）への子宮内膜細胞（通常は、子宮の内面を構成する）の定着と増殖を

特徴とする。該疾病の重篤度には等級を付けることができる。米国生殖医学会議

（ＡＳＲＭ）によれば、該疾病は、４つの段階、すなわち、最軽度（段階Ｉ）、

軽度（段階ＩＩ）、中度（段階ＩＩＩ）、及び重度（段階ＩＶ）に分類される。

子宮内膜症の病因及び病原は未だ不明であるが、異所部位への子宮内膜細胞の存

在を説明するものとして、逆行性月経理論が最も広く受けられている。しかしな

がら、逆行性月経は多くの女性で起こっている。従って、子宮内膜細胞に存在す

る何らかの遺伝的素因又は傾向が、該疾病の発症の原因となっている可能性があ

る。一次的には、該遺伝的素因はゲノムの突然変異に関わっている可能性がある

が、さらに、その後の遺伝子発現の変化をもたらす可能性もある。

      【０００３】

  現在のところ、外科的な手技（腹腔鏡検査法又は開腹）の下で、子宮内膜の病

変を直接可視化することが、子宮内膜症を診断する唯一の信頼できる方法である

。しかしながら、該方法は、侵襲性が大きく（すなわち、全身麻酔下での手術）

、コストもかかる。症状の発生と疾病の診断の間隔は、８～１２年にも及ぶこと
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がある。理想的には、疾病の進行中に、より簡単、迅速に、できるだけ早く子宮

内膜症を診断する見込みが立てば、患者が、痛みや不妊、又はその他の症状に耐

える年数を確実に減らすことができるであろう。

      【０００４】

  この見通しに基づいて、複数の研究者が、子宮内膜症の予想ツールとして効率

的に使用し得る生物学的マーカー（タンパク質又は遺伝子）の同定を模索してき

た。しかしながら、現在まで、これを為し得た者はいない。

      【０００５】

  例えば、子宮内膜症では、幾つかのタンパク質の発現が異なることも示されて

いる。これらには、メタロプロテイナーゼ－１の組織阻害因子（ＴＩＭＰ－１）

、αｖβ３インテグリン、ＭＣＰ－１、アロマターゼＰ４５０、並びにプラスミ

ノーゲン活性化因子受容体及び阻害因子が含まれる。残念なことに、これらの候

補マーカーの診断パラメーター（有病正診率と無病正診率等）が未だあまり明ら

かになっていないので、これらのマーカーの臨床上の妥当性は不確実なものであ

る。

      【０００６】

  Ｂｃｌ－２は、病気の女性の正所子宮内膜の中で、卵巣周期の増殖期の間にア

ップレギュレートされるほか（Ｍｅｒｅｓｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．（２０００）Ｆ

ｅｒｔｉｌ．Ｓｔｅｒｉｌ．７４（４）：７６０－６）、前記サイクルの両期の

子宮内膜病変部内で（Ｊｏｎｅｓ  ｅｔ  ａｌ．（１９９８）Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒ

ｏｄ．１３（１２）：３４９６－５０２）、及び子宮内膜症を有する女性の腹腔

液由来のマクロファージ中で（ＭｃＬａｒｅｎ  ｅｔ  ａｌ．（１９９７）Ｈｕ

ｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．１２（１）：１４６－５２）アップレギュレートされること

が報告されている。しかしながら、これらの結果は、卵巣周期の期にかかわらず

、疾病に罹患していない女性に比べて、子宮内膜症の女性の正所組織中でＢｃｌ

－２のダウンレギュレーションが観察された本明細書に示されている本発明者ら

のデータとは異なっている。

      【０００７】

  ギャップジャンクションに含まれるタンパク質であるコネクシン４３（Ｃｘ４



(18) 特表２００３－５３１５８０

３）は、子宮内膜症の女性の異所子宮内膜組織の腺性子宮上皮で異常発現される

ことが報告されている（Ｒｅｇｉｄｏｒ  ｅｔ  ａｌ．（１９９７）Ｍｏｌ．Ｈ

ｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．３：３７５－３８１）。該研究の最終目標は、子宮内膜組

織中でのコネクシンのホルモン制御を明らかにすることに尽き、従って、該報告

は、子宮内膜症の女性と子宮内膜症に罹っていない女性の何れの正所組織につい

ても分析していなかった。このため、該研究における知見は、臨床又は診断上の

妥当性をほとんど有していない。

      【０００８】

  ヒトシクロオキシゲナーゼ－２（ＣＯＸ－２）は、プロスタグランディンの合

成に関与しており、その結果、子宮内膜の間質細胞の増殖と分化、及び妊娠を確

立するのに必要な着床期間に関わっていると考えられている（Ｍａｒｉｏｎｓ  

ａｎｄ  Ｄａｎｉｅｌｓｓｏｎ  （１９９９）Ｍｏｌ．Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．

５：９６１－５）。妊娠中の着床におけるＣＯＸ－２の役割故に、ＣＯＸ－２は

、異所部位への子宮内膜細胞の定着、子宮内膜症の発症に関わっている可能性が

あると推測されてきた。しかしながら、現在までのところ、子宮内膜症における

ＣＯＸ－２の役割を実証し、ＣＯＸ－２の発現の変化が該疾病をもたらすという

決定的な報告は全く存在していない。

      【０００９】

  対照群に比べて、子宮内膜症及び腺筋症を有する女性の子宮内膜腺性細胞の中

で、熱ショックタンパク質７０（ＨＳＰ７０）の発現がタンパク質レベルで増加

していることが記載されている（Ｏｔａ  ｅｔ  ａｌ．（１９９７）Ｆｅｒｔｉ

ｌ  Ｓｔｅｒｉｌ  ６８：２３－２８）。この結果は、免疫組織化学によって得

られた。同じ技術を用いて同じ著者が、子宮内膜症又は腺筋症患者の子宮内膜中

で、内皮性一酸化窒素合成酵素（ｅＮＯＳ）とスーパーオキシドディスムターゼ

（ＳＯＤ）もアップレギュレートされることを示した（Ｏｔａ  ｅｔ  ａｌ．（

１９９８）Ｆｅｒｔｉｌ  Ｓｔｅｒｉｌ  ６９：３０３－３０８；Ｏｔａ  ｅｔ

  ａｌ．（１９９９）Ｆｅｒｔｉｌ  Ｓｔｅｒｉｌ  ７２：１２９－１３４）。

しかしながら、全ての実験が、正確な技術的アプローチで行われているわけでは

なく、少数の患者に対して該マーカーを調べているために統計的に有意な結果が
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得られていないので、これらの研究の臨床的価値は限られている。さらに、Ｏｔ

ａの研究では、遺伝子発現の変化は、正所子宮内膜ではなく、異所組織中で起こ

っていることが明らかとなっており、そこに示されている結果は、従って、産業

的に応用できない。

      【００１０】

  遺伝子発現を研究しているその他のグループは、グルタチオンＳ－トランスフ

ェラーゼ（ＧＳＴ）遺伝子が、対照群に比べて、子宮内膜症の群で多型の度合い

が高く、それ故、解毒系の総体的な能力が劣り、女性が該疾病に罹りやすくなる

ことを報告している（Ｂａｒａｎｏｖａ  ｅｔ  ａｌ．，（１９９０）Ｍｏｌ．

Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．５：６３６－６４１）。これらの結果は、内膜症の可能

性より、該疾病を保有する遺伝的な素因を反映している。

      【００１１】

  要約すれば、女性が子宮内膜症に罹る可能性を決定する方法、子宮内膜症に罹

患している女性を効率的に同定する方法、及び該疾病に罹患している女性の子宮

内膜症に等級を付ける方法を記載した者は、これまで全く存在していない。

      【００１２】

  従って、腹腔鏡検査法又は開腹に代わる、子宮内膜症の段階を診断及び確定す

るためのアプローチが必要とされている。より具体的には、子宮内膜症に罹患し

ていない女性（対照群）に比べて、子宮内膜症の女性（Ｅｎｄｏ群）の子宮内膜

細胞で発現が異なることが知られている、子宮内膜細胞試料の特異的な子宮内膜

症関連遺伝子（ＲＮＡ若しくはｃＤＮＡ転写物又はそれらの対応するタンパク質

）の発現レベルをアッセイする方法を提供することが極めて望ましいであろう。

      【００１３】

  本発明は、これらの要望を充足するものであって、以下の明細書を読めば当業

者に明らかであると思われるその他の要望をも充足する。

      【００１４】

    【発明の概要】

  本発明の１つの目的は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する方

法を提供することである。
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      【００１５】

  本発明は、子宮内膜症に罹患している女性の該疾病に等級を付ける方法、及び

該疾病を治療する方法を提供することも目的とする。

      【００１６】

  本発明は、上記方法を実施するのに有用なプライマー、プローブ、及びキット

にも関する。

      【００１７】

  本発明のある側面によれば、選択した１以上の子宮内膜症関連マーカーの発現

レベルをアッセイすることによって、女性被験者における子宮内膜症の可能性を

決定する方法であって、マーカーの発現レベルが前記被験者における子宮内膜症

の可能性の指標となる方法が提供される。好ましい実施態様では、前記子宮内膜

症関連マーカーは、

  １）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される。

      【００１８】

  別の側面では、本発明は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する

方法におけるＯＸＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカーの使用に関する。該方法は

、－女性被験者から正所子宮内膜細胞、好ましくは、上皮子宮内膜細胞の試料を

得る工程と、

－子宮内膜細胞の酸化的リン酸化経路及び／又は内部酸化還元電位センサー経路

（ＯＸＰＨＯＳ）に関わる、子宮内膜細胞試料の少なくとも１つの子宮内膜症関
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連マーカーの発現レベルをアッセイする工程と、

－少なくとも１つのＯＸＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを、少

なくともＯＸＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカーについて確定されたベースライ

ンレベルと比較することによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性

を決定する工程とを備える。

      【００１９】

  さらなる側面では、本発明は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定

する方法における子宮内膜症関連マーカーの核酸産物のアッセイに関する。該方

法は、

－女性被験者から子宮内膜細胞、好ましくは、正所子宮内膜細胞の試料を得る工

程と、

－１）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、並びに

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片からなる群から選択されるリボ核

酸

からなる群から選択される、前記子宮内膜細胞試料の少なくとも１つの子宮内膜

症関連マーカーの核酸産物の発現レベルをアッセイする工程と、

－前記少なくとも１つの核酸産物の発現レベルを確定されたベースラインと比較

することによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する工程

とを備える。

      【００２０】

  別の側面では、本発明は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する

方法における子宮内膜症関連マーカーのタンパク質産物のアッセイに関する。該

方法は、

－女性被験者から子宮内膜細胞、好ましくは、正所子宮内膜細胞の試料を得る工

程と、
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－子宮内膜症関連マーカーの少なくとも１つのタンパク質産物、又は該タンパク

質産物の少なくとも１つの断片の発現レベルについて、該子宮内膜細胞試料をア

ッセイする工程と（前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーは、

  １）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、並びに

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片からなる群からなる群から選択さ

れるリボ核酸

からなる群から選択される）、

－前記少なくとも１つのタンパク質産物の発現レベルを確定されたベースライン

レベルと比較することによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性を

決定する工程とを備える。

      【００２１】

  別の側面によれば、本発明は、子宮内膜症に等級を付ける方法に関する。該方

法は、

－子宮内膜症に罹患している女性被験者から子宮内膜細胞、好ましくは、正所子

宮内膜細胞の試料を得る工程と、

－１）ＲＮＡヘリカーゼ、ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｈＵＣＣ１、ＡＫ３、ＧＳＴ、

１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＣＯ２、アコニターゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、ＧＰｘ４、

ｃｏｘ２、ｈＵＣＣ１、Ｇｌｕｔ－１、ＴＩ２２７Ｈ、ＩＬ－１β、ＨＳＰ９０

からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１３から選択される配列を

含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ
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ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される、前記子宮内膜細胞試料の少なくとも１つの子宮内膜

症関連マーカーの発現レベルをアッセイする工程とを備え、

  前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルが、前記女性被験

者の子宮内膜症の段階の指標となる。

      【００２２】

  別の側面によれば、本発明は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定

するためのキット、又は子宮内膜症に罹患している女性被験者の子宮内膜症に等

級を付けるためのキットに関する。該キットは、子宮内膜症関連マーカーの核酸

産物又はタンパク質産物に結合する少なくとも１つの結合分子を備える。好まし

い実施態様によれば、前記結合分子結合分子は核酸である。別の好ましい実施態

様では、前記結合分子は単離された抗体である。

      【００２３】

  さらなる側面によれば、本発明は、単離されたポリヌクレオチド、プライマー

、及び／又はプローブ、及び女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する

方法、又は子宮内膜症に罹患している女性被験者の子宮内膜症に等級を付ける方

法におけるそれらの使用に関する。

      【００２４】

  本発明は、選択した少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを

調節する工程を備えた、子宮内膜症を治療する方法にも関する。

      【００２５】

  本発明の利点は、腹腔鏡検査法又は開腹の実施に比べて、迅速で、非侵襲性で

あり、複雑さとコストが著しく低減されていることである。現在利用可能な方法

に比べて、本発明によれば、子宮内膜症の存否に応じて、子宮内膜細胞中での発

現が異なる子宮内膜症関連遺伝子の発現レベル、及び相対的に高いレベルの有病

正診率と無病正診率で、該疾病の段階を直接測定することが可能である。

      【００２６】

  本発明のその他の目的及び利点は、以下の非制限的な説明を読むことによって

明らかとなるであろう。
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      【００２７】

    【発明の詳細な記述】

  Ａ）定義

  本明細書を通じて、一般的に、「塩基対」という用語は「ｂｐ」、「デオキシ

リボ核酸」という用語は「ＤＮＡ」、「リボ核酸」という用語は「ＲＮＡ」、「

相補的ＤＮＡ」という用語は「ｃＤＮＡ」、「ポリメラーゼ連鎖反応」という用

語は「ＰＣＲ」、「逆転写」という用語は「ＲＴ」と略記される。特に明記して

いなければ、ヌクレオチド配列は、５’から３’方向に書かれている。

      【００２８】

  本明細書及び特許請求の範囲（このような用語に対して本明細書で与えられて

いる範囲を含む）をより明確に、且つより一貫して理解できるように、以下の定

義を与える。

      【００２９】

    結合分子：ある標的分子に適切な態様で付着する任意の分子、例えば、基質

に対する酵素、抗原に対する抗体、又は相補鎖に対するＤＮＡ鎖。

      【００３０】

    に由来する：本明細書で使用する場合、遺伝子にコードされるメッセンジャ

ーＲＮＡからｃＤＮＡが合成されるときに、ｃＤＮＡは遺伝子「に由来する」。

典型的には、ウイルスの逆転写酵素によって触媒され、単離されたｍＲＮＡテン

プレートからＤＮＡの相補鎖が生成されるインビトロ反応で、ｃＤＮＡが合成さ

れる。

      【００３１】

    子宮内膜細胞：子宮の組織内面を形成する細胞（間質細胞と上皮細胞）を指

す。通常、内皮細胞は、女性の月経期間中に剥離した後に、再び増殖し、次の期

間までゆっくりと肥厚する。本明細書で使用する「子宮内膜細胞」には、異所子

宮内膜細胞のみならず正所子宮内膜細胞も包含される。子宮腔の内面を普通に構

成している子宮内膜細胞が正所であり、子宮の外にある子宮内膜細胞が異所であ

ると考えられる。

      【００３２】
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    子宮内膜症関連マーカー：女性の子宮内膜における発現レベルが子宮内膜症

と相関する任意のアミノ酸産物又は核酸産物を指す。

      【００３３】

    発現レベル：ある細胞又は組織中に存在する一定のアミノ酸産物又は一定の

核酸産物の量を指す。「発現」とは、より具体的には、遺伝子によってコードさ

れる情報が細胞中に存在する構造物に転換され、細胞中で作用するプロセスを指

す。本明細書で使用する、発現される遺伝子には、ｍＲＮＡに転写された後、タ

ンパク質に翻訳されるもの、及びＲＮＡに転写されるがタンパク質には翻訳され

ないもの（例えば、転移及びリボソームＲＮＡ）が含まれる。同様に、「ベース

ライン発現レベル」という表現は、正常な条件下及び正常な機能レベルの下（例

えば、子宮内膜症に罹っていない女性）で見られる発現のレベルを指す。「過剰

発現」という用語、及び「過少発現」という用語は、それぞれ、ベースライン発

現レベルに比べて、分析した発現のレベルが上昇する方向又は下降する方向に乖

離していることを指す。

      【００３４】

    女性被験者：生殖能力を有する年齢のヒトの女性を指す。本発明において、

前記女性被験者は、不妊及び骨盤痛のような子宮内膜症の臨床症状を示すことが

好ましい。

      【００３５】

    断片：タンパク質又は核酸のような分子の切片を指し、アミノ酸又はヌクレ

オチド配列の任意の部分を指す。

      【００３６】

    遺伝子：単一のポリペプチド鎖又はタンパク質に関連するＤＮＡ配列を指し

、本明細書で使用する場合、５’及び３’非翻訳領域も含む。

      【００３７】

    生じさせる：本明細書で使用する場合、ｃＤＮＡを合成するためのテンプレ

ートとして、リボ核酸が機能するときに、リボ核酸はｃＤＮＡを「生じさせる」

。典型的には、ウイルスの逆転写酵素によって触媒され、単離されたｍＲＮＡテ

ンプレートからＤＮＡの相補鎖が生成されるインビトロ反応で、ｃＤＮＡが合成
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される。

      【００３８】

    可能性（ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）：本明細書において「子宮内膜症」という

用語とともに使用する場合、より具体的には、現に子宮内膜症に罹患している女

性被験者の現存する確率を指す。本用語は、将来、該疾病に罹患する素因を表す

ものではない。

      【００３９】

    核酸産物：遺伝子の発現に由来する１以上のヌクレオチドを有する任意の分

子。本明細書において「子宮内膜症関連マーカー」という表現とともに用いる場

合、より具体的には、その発現が子宮内膜症関連マーカー（上記参照）の発現と

相関するＲＮＡ及びその断片、ｃＤＮＡ及びその断片、発現遺伝子配列断片（Ｅ

ＳＴ）を指す。

      【００４０】

    ＯＸＰＨＯＳ：「酸化的リン酸化」の略称。本明細書で使用する場合、ＯＸ

ＰＨＯＳとは、ＡＴＰがリン酸化されるミトコンドリアの呼吸鎖に共役した連続

する酵素反応、及びこれらの反応に含まれる核酸及びタンパク質産物を指す。

      【００４１】

    性周期の期：月経周期又は卵巣周期の間に、ホルモンの影響の結果、生理的

変化が女性に起こる発情期間を指す。簡潔に述べれば、ヒトの女性では、月経周

期は、２つの期（ｐｈａｓｅ）、すなわち、「増殖期」（卵胞期とも称され、本

明細書ではＰ期と称する）と「分泌期」（黄体期とも称され、本明細書ではＳ期

と称する）に分けられる。増殖期は、通常月経周期の０日から１４日にまで及び

、分泌期は、通常１５日から２８日にまで及ぶ。排卵は、標準的な月経周期の１

４日目に起こる。

      【００４２】

    タンパク質産物：メッセンジャーＲＮＡのリボソームでの翻訳中に、ペプチ

ド結合の形成によって組み立てられた２以上のアミノ酸を含有する有機分子を指

す。本明細書において「子宮内膜症関連マーカー」という表現とともに使用され

る場合、より具体的には、その発現が子宮内膜症関連マーカー（上記参照）の発
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現と相関するペプチド、タンパク質、糖タンパク質、及びタンパク質断片を指す

。

      【００４３】

  Ｂ）発明の総括

  本発明は、子宮内膜症の初期検出、診断、予後診断、等級付け、及び治療に関

する。ヒトの子宮内膜細胞から単離された核酸配列、タンパク質、及びペプチド

の形態の子宮内膜症のマーカーが開示されている。これらの「子宮内膜症関連マ

ーカー」の発現レベルは、女性被験者における子宮内膜症の可能性の指標となり

、子宮内膜症を有すると診断された女性被験者の子宮内膜症の段階の指標となる

。好ましくは、本発明の子宮内膜症関連マーカーは、下表１に列記されているも

のである。表２には、これらの子宮内膜症関連マーカーのうちの幾つかのヌクレ

オチド配列が列記されており、本発明者らによって、ＤＤ１～ＤＤ１６（配列番

号１～１６）とも表記されている。

      【００４４】

  Ｃ）子宮内膜症の可能性を決定する方法

  ｉ）子宮内膜症関連マーカー

  本発明のある側面によれば、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定す

る方法において、前記子宮内膜症関連マーカーが使用される。該方法は、

－女性被験者から子宮内膜細胞（好ましくは、正所子宮内膜細胞、さらに好まし

くは上皮性正所子宮内膜細胞）の試料を得る工程と、

－１）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質



(28) 特表２００３－５３１５８０

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベ

ルに関して、子宮内膜細胞の試料をアッセイする工程とを備える。

      【００４５】

  該方法によれば、前記子宮内膜症関連マーカーの発現レベルは、前記女性被験

者の子宮内膜症の可能性の指標となる。好ましくは、前記方法は、前記子宮内膜

症関連マーカーの発現レベルを、確定されたベースライン発現レベルと比較する

工程をさらに備える。前記子宮内膜症関連マーカーのベースラインレベルは、好

ましくは、子宮内膜症に罹っていない女性の陰性参照群における同じマーカーの

発現レベルをアッセイすることによって確定される。

      【００４６】

  好ましい実施態様によれば、表４に列記されている少なくとも１つの子宮内膜

症関連マーカー、より具体的には、以下の子宮内膜症関連マーカー

  １）ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｈＵＣＣ１、パラレンミン（Ｐａｒａｌｅｍｍｉｎ

）、クエン酸輸送タンパク質、ＨＩＦ１α、ＡＲＮＴ、Ｇｌｕｔ－１、ＭｎＳＯ

Ｄ、ＧＰｘ、ＡＴＰシンターゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、ＨＳＰ７０、及びｃｏ

ｘ２からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号９

、配列番号１０、配列番号１３～１５から選択される配列を含むｃＤＮＡからな

る群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

の過剰発現は、女性被験者における子宮内膜症の可能性がより高いことの指標と

なる。

      【００４７】

  別の好ましい実施態様によれば、表５に列記された少なくとも１つの子宮内膜

症関連マーカー、より具体的には、以下の子宮内膜症関連マーカー

  １）Ｃａｐ４３、ＲＮＡヘリカーゼ、ＣＯ３、ＦＫＨＲ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、
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ＡＫ３、カタラーゼ、ＧＳＴ、ｅＮＯＳ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＴＩ２２７Ｈ、Ｃ

Ｏ２、アコニターゼ、ＡＮＴ－１、Ｂｃｌ－２、ＣＯＵＰ－ＴＦ、ＩＬ－１β、

ＨＳＰ９０、ＧＰｘ４、及びＧＲＰ７８からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～８、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１６から選択される配列を含むｃ

ＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

の過少発現は、女性被験者における子宮内膜症の可能性がより高いことの指標と

なる。

      【００４８】

  本発明者らは、子宮内膜細胞が女子被験者の性周期の増殖期又は分泌期に於い

て得られたかどうかに応じて調節される子宮内膜症関連マーカーが存在すること

も見出した。下表６と７は、その発現レベルが、それぞれ、増殖期と分泌期にお

いて調節されることが明らかとなった本発明の子宮内膜症関連マーカーのリスト

である。従って、好ましい実施態様では、本発明の方法は、さらに、１）子宮内

膜細胞が性周期のどの期で得られたかを確定する工程と、２）１）で決定した期

に従って、発現レベルをアッセイすべき子宮内膜症関連マーカーを選択する工程

とを備える。性周期の期は、一例を挙げれば、（好ましくは、子宮内膜組織の）

組織学的な検査、ＲＮＡの発現レベルを評価する方法、及び性ステロイドのレベ

ルを評価する方法などの本分野で周知な技術を用いることによって評価し得る。

      【００４９】

  従って、好ましい実施態様では、性周期の増殖期に、女性被験者から子宮内膜

細胞を採取し、

  １）ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｈＵＣＣ１、パラレンミン、クエン酸輸送タンパク

質、ＨＩＦ１α、ＡＲＮＴ、Ｇｌｕｔ－１、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、ＡＴＰシンタ

ーゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、ＨＳＰ７０、及びｃｏｘ２からなる群から選択さ
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れる遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号９

、配列番号１０、配列番号１３～１５から選択される配列を含むｃＤＮＡからな

る群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの過剰発現

レベルは、子宮内膜症に罹患していない女性被験者に比べて、女性被験者の子宮

内膜症の可能性がより高いことの指標となる。

      【００５０】

  別の好ましい実施態様では、性周期の分泌期に、女性被験者から子宮内膜細胞

を採取し、

  １）ｈＵＣＣ１、パラレンミン、クエン酸輸送タンパク質、ＨＩＦ１α、Ｇｌ

ｕｔ－１、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、ＡＴＰシンターゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、Ｈ

ＳＰ７０、及びｃｏｘ２からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

３～１５から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡ

を生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの過剰発現

レベルは、子宮内膜症に罹患していない女性被験者に比べて、女性被験者におけ

る子宮内膜症の可能性がより高いことの指標となる。

      【００５１】

  また、さらに好ましい実施態様では、性周期の増殖期に、女性被験者から子宮
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内膜細胞を採取し、

  １）Ｃａｐ４３、ＲＮＡヘリカーゼ、ＦＫＨＲ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＡＫ３、

ＧＳＴ、ｅＮＯＳ、ＴＩ２２７Ｈ、ＣＯ２、ＡＮＴ－１、Ｂｃｌ－２、ＩＬ－１

β、及びＨＳＰ９０からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号２

、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号８、配列番号１２、配列番号

１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを生

じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの過少発現

レベルは、子宮内膜症に罹患していない女性被験者に比べて、女性被験者におけ

る子宮内膜症の可能性がより高いことの指標となる。

      【００５２】

  別の好ましい実施態様では、性周期の分泌期に、女性被験者から子宮内膜細胞

を採取し、

  １）ＲＮＡヘリカーゼ、ＣＯ３、ＦＫＨＲ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＡＫ３、カタ

ラーゼ、ＧＳＴ、１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＴＩ２２７Ｈ、アコニターゼ、Ｂｃｌ－２

、ＣＯＵＰ－ＴＦ、ＩＬ－１β、ＨＳＰ９０、ＧＰｘ４、及びＧＲＰ７８からな

る群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、配列番号１～８

、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１６から選択される配列を含むｃＤＮ

Ａからなる群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質
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からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの過少発現

レベルは、子宮内膜症に罹患していない女性被験者に比べて、女性被験者におけ

る子宮内膜症の可能性がより高いことの指標となる。

      【００５３】

  本発明の別の好ましい実施態様では、少なくとも２つの子宮内膜症関連マーカ

ーの発現レベルを組み合わせてアッセイする。一般に、マーカーを組み合わせる

ことによって、本発明の方法の無病正診率と有病正診率を増加させることが可能

である。表１１には、子宮内膜症関連マーカーの組み合わせの例が幾つか記載さ

れている。本発明の子宮内膜症関連マーカーのような遺伝子及びタンパク質マー

カーの発現レベルをアッセイする方法は周知である。核酸をアッセイする方法及

び材料には、ＢｉｏＣｈｉｐ、膜、及びガラスのｃＤＮＡアレイに基づく技術；

ＲＴ－ＰＣＲ；インシチュハイブリダイゼーション；細胞株又は初代培養モデル

中でのインビトロプロモーター融合試験；核ｒｕｎ－ｏｎのような転写速度研究

技術；膜ブロットハイブリダイゼーションアプローチ；核酸の直接標識が含まれ

る。タンパク質及びペプチドをアッセイする方法及び材料には、膜ブロットハイ

ブリダイゼーションアプローチ；タンパク質又はペプチドの直接標識；プロテオ

ミクス；フローサイトメトリー；免疫細胞化学；免疫組織化学；ＥＬＩＳＡに基

づくアプローチが含まれる。分子生物学及び免疫学の当業者であれば、価値ある

結果を得るために、具体的な要求に応じて、これらの方法をどのように選択し、

適合し、使用するか理解できるであろう。例えば、女性、より具体的には、子宮

内膜症に関連する症状を有する女性をスクリーニングするためには、ｃＤＮＡハ

イブリダイゼーションアッセイの無病正診率と有病正診率の見地から最良と考え

られる遺伝子マーカーを保持するバイオチップを開発することは比較的容易であ

り得る。

      【００５４】

  ある場合には、ある種の遺伝子マーカーとタンパク質マーカーの過剰発現によ

って、患者の血液中に自己抗体の産生が誘導される。従って、間接的ではあるが

、これらの自己抗体を測定して、本発明の遺伝子及びタンパク質マーカーの発現

レベルをアッセイすることが別の代替法であり得る。
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      【００５５】

  ｉｉ）ＯＸＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカー

  別の側面では、本発明は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する

方法におけるＯＸＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカーの使用に関する。ＯＸＰＨ

ＯＳは、子宮内膜細胞の酸化的リン酸化経路及び／又は内部酸化還元電位センサ

ー経路をあらわす。該方法は、

－女性被験者から正所子宮内膜細胞、好ましくは、上皮子宮内膜細胞の試料を得

る工程と、

－前記子宮内膜細胞試料のＯＸＰＨＯＳに関わる少なくとも１つの子宮内膜症関

連マーカーの発現レベルをアッセイする工程と、

－少なくとも１つのＯＸＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを、少

なくともＯＸＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカーの確立されたベースラインレベ

ルと比較することによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定

する工程とを備える。

      【００５６】

  好ましい実施態様によれば、子宮内膜細胞の酸化的リン酸化経路に関わるＯＸ

ＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカーは、ＮＡＤＨ脱水素酵素、クエン酸輸送タン

パク質、ＨＩＦ１α、ＡＲＮＴ、ＡＫ３、Ｇｌｕｔ－１、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、

ＧＲＰ７８、カタラーゼ、ＧＳＴ、ｅＮＯＳ、ＣＯ２、アコニターゼ、ＡＮＴ－

１、ＡＴＰシンターゼ、Ｂｃｌ－２、ＧＰｘ４、及びｃｏｘ２からなる群から選

択される遺伝子である。子宮内膜細胞が属する性周期の期に従って、アッセイす

べき前記ＯＸＰＨＯＳ－子宮内膜症関連マーカーを選択することも好ましいかも

しれない。

      【００５７】

  ｉｉｉ）子宮内膜症関連マーカーの核酸産物

  別の側面では、本発明は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する

方法に従って、子宮内膜症関連マーカーの核酸産物をアッセイすることに関する

。該方法は、

－女性被験者から子宮内膜細胞、好ましくは、正所子宮内膜細胞の試料を得る工
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程と、

－１）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸

からなる群から選択される子宮内膜症関連マーカーの少なくとも１つの核酸産物

の発現レベルについて、前記子宮内膜細胞の試料をアッセイする工程と、

－前記少なくとも１つの核酸産物の発現レベルを、確立されたベースラインレベ

ルと比較することによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定

する工程とを備える。

      【００５８】

  好ましい実施態様によれば、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性は、

Ｃａｐ４３、ＲＮＡヘリカーゼ、ＮＡＤＨ脱水素酵素、ＣＯ３、ＦＫＨＲ、ｈＵ

ＣＣ１、パラレンミン、クエン酸輸送タンパク質、ＨＩＦ１α、ＡＲＮＴ、ＡＫ

３、ＭｎＳＯＤ、ＧＰｘ、アコニターゼ、ＡＴＰシンターゼ、ｃ－ｊｕｎ、ＣＯ

ＵＰ－ＴＦ、Ｃｘ４３、ＨＳＰ７０、及びＧＲＰ７８からなる群から選択される

遺伝子の少なくとも１つの核酸産物の発現レベルをアッセイすることによって決

定される。

      【００５９】

  別の好ましい実施態様によれば、女性被験者における子宮内膜症の可能性は、

配列番号８～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡ及びそれらの断片を生じさ

せるリボ核酸からなる群から選択されるリボ核酸の発現レベルをアッセイするこ

とによって決定される。

      【００６０】

  より好ましくは、選択した子宮内膜症関連マーカーのベースラインレベルは、

子宮内膜症に罹患していない女性の陰性参照群における子宮内膜症関連マーカー
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の発現レベルをアッセイすることによって確定される。前記少なくとも１つの核

酸産物がメッセンジャーリボ核酸（ｍＲＮＡ）であり、該ｍＲＮＡはｃＤＮＡを

合成するためのテンプレートとして機能することも好ましい。

      【００６１】

  前記少なくとも１つの核酸産物の発現レベルは、バイオチップ、膜、及びガラ

スのｃＤＮＡアレイに基づく方法；ＲＴ－ＰＣＲ；インシチュハイブリダイゼー

ション；細胞株又は初代培養モデル中でのインビトロプロモーター融合試験；転

写速度研究法；膜ブロットハイブリダイゼーション；標識などの周知の方法を用

いてアッセイすることができる。さらに好ましくは、少なくとも２つの子宮内膜

症関連マーカーの発現レベルをアッセイする。性周期の期と合致した、核酸産物

をアッセイすべき子宮内膜症関連マーカーを適切に選択するために、前記子宮内

膜細胞が得られた性周期の期を確定することも望ましいかもしれない。

      【００６２】

  ｉｖ）子宮内膜症関連マーカーのタンパク質産物

  別の側面では、本発明は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定する

方法に従って、子宮内膜症関連マーカーのアミノ酸産物をアッセイすることに関

する。該方法は、

－女性被験者から子宮内膜細胞、好ましくは、正所子宮内膜細胞の試料を得る工

程と、

－子宮内膜症関連マーカーの少なくとも１つのタンパク質産物、又は該タンパク

質産物の少なくとも１つの断片の発現レベルについて、該子宮内膜症細胞の試料

をアッセイする工程と（前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーは、

  １）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、並びに

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片からなる群から選択されるリボ核

酸
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からなる群から選択される）、

－前記少なくとも１つのタンパク質産物の発現レベルを確定されたベースライン

レベルと比較することによって、前記女性被験者における子宮内膜症の可能性を

決定する工程とを備える。

      【００６３】

  好ましい実施態様によれば、選択したタンパク質産物のベースラインレベルは

、子宮内膜症に罹患していない女性の陰性参照群におけるタンパク質産物の発現

レベルをアッセイすることによって確定される。前記少なくとも１つのタンパク

質産物は、ＣＡＰ－４３タンパク質又はその断片であることも好ましい。

      【００６４】

  前記少なくとも１つのタンパク質産物の発現レベルは、膜ブロットハイブリダ

イゼーション；標識；プロテオミクス；フローサイトメトリー；免疫細胞化学；

免疫組織化学；及びＥＬＩＳＡ等の周知の方法を用いてアッセイすることができ

る。さらに好ましくは、少なくとも２つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベル

を組み合わせてアッセイする。アッセイすべきタンパク質産物が性周期の期と合

致するように、前記子宮内膜症関連マーカーを適切に選択するために、前記子宮

内膜細胞が得られた性周期の期を確定することも望ましいかもしれない。

      【００６５】

  Ｄ）子宮内膜症の等級を付ける方法

  本発明者らは、子宮内膜症の段階に応じて、特定の子宮内膜症関連マーカーの

発現レベルが調節されることも見出した。下表８には、その発現レベルが子宮内

膜症の段階に応じて調節されることが見出された子宮内膜症関連マーカーのリス

トが示されている。従って、別の側面によれば、本発明は、子宮内膜症の等級を

付ける方法に関する。該方法は、

－子宮内膜症に罹患している女性被験者から子宮内膜細胞、好ましくは、正所子

宮内膜細胞の試料を得る工程と、

－１）ＲＮＡヘリカーゼ、ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｈＵＣＣ１、ＡＫ３、ＧＳＴ、

１２Ｓ  ｒＲＮＡ、ＣＯ２、アコニターゼ、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、ＧＰｘ４、

ｃｏｘ２、ｈＵＣＣ１、Ｇｌｕｔ－１、ＴＩ２２７Ｈ、ＩＬ－１β、ＨＳＰ９０
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からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１３から選択される配列を

含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベ

ルについて、前記子宮内膜細胞の試料をアッセイする工程とを備え、

  前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルが、前記女性被験

者における子宮内膜症の段階の指標となる。

      【００６６】

  好ましい実施態様では、少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベ

ルが、前記女性被験者が子宮内膜症の第Ｉ若しくはＩＩ、又は第ＩＩＩ若しくは

第ＩＶ段階にあるかどうかの指標となるように、該方法が使用される。

      【００６７】

  より具体的には、ＮＡＤＨ脱水素酵素、ｃ－ｊｕｎ、Ｃｘ４３、及び／又はｃ

ｏｘ２の過剰発現は、前記女性被験者が実質的に子宮内膜症の第Ｉ又はＩＩ段階

にあるかどうかの指標となり、ｈＵＣＣ１及び／又はＧｌｕｔ－１の過剰発現は

、子宮内膜症の第ＩＩＩ又は第ＩＶ段階にあるかどうかの指標となることが見出

された。ＣＯ２、配列番号１、配列番号６、アコニターゼ、ＧＰｘ４、ＲＮＡヘ

リカーゼ、ＡＫ３、ＧＳＴ、及び／又は１２Ｓ  ｒＲＮＡの過少発現は、前記女

性被験者が実質的に子宮内膜症の第Ｉ又はＩＩ段階にあるかどうかの指標となり

、ＴＩ２２７Ｈ、ＩＬ－１β、及び／又はＨＳＰ９０の過少発現は、前記女性被

験者が子宮内膜症の第ＩＩＩ又は第ＩＶ段階にあるかどうかの指標となることも

見出された。このため、これらのマーカーが過少発現又は過剰発現されているか

どうかは、子宮内膜症の段階の強固な指標となる。

      【００６８】
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  より好ましくは、前記方法は、前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカー

の発現レベルを、確定されたベースラインレベルと比較する工程をさらに備える

。ベースラインレベルは、

－ある実質的に確定的な子宮内膜症の段階にあることが知られている第一の女性

被験者の陽性参照群から得た子宮内膜症細胞の試料中に存在する少なくとも１つ

の子宮内膜症関連マーカーの発現レベルをアッセイすること、

－前記第一の陽性参照群の前記段階とは異なる別の実質的に確定的な子宮内膜症

の段階にあることが知られている第二の女性被験者の陽性参照群から得た子宮内

膜細胞の試料中に存在する少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベ

ルをアッセイすること、

－前記少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを、前記第一及び

第二の陽性参照群から得られた発現レベルと比較すること

によって得ることができる。

      【００６９】

  本発明の子宮内膜症関連マーカー（遺伝子又はタンパク質）の発現レベルの測

定は、本明細書に記載されているように実施することができる。アッセイすべき

タンパク質産物が性周期の期と合致するように、前記子宮内膜症関連マーカーを

適切に選択するために、前記子宮内膜細胞が得られた性周期の期を確定すること

も望ましいかもしれない。

      【００７０】

  Ｅ）キット

  別の側面によれば、本発明は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定

するためのキット、又は子宮内膜症に罹患している女性被験者における子宮内膜

症の等級を付けるためのキットに関する。本発明のキットは、

－子宮内膜症関連マーカーの核酸産物又はタンパク質産物に結合させるための少

なくとも１つの結合分子

（前記子宮内膜症関連マーカーは、

  １）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、
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  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片からなる群

        から選択されるリボ核酸、

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される）、並びに

－前記結合分子のための支持体、混合チューブ、緩衝液、酵素、及び前記結合分

子を検出するための物質からなる群から選択される少なくとも１つの要素

を備える。

      【００７１】

  好ましい実施態様によれば、前記結合分子は、

  ａ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＥＳＴ及びｍＲ

ＮＡ、

  ｂ）標準的な条件下で、ａ）に明記されている核酸にハイブリダイズする一本

鎖核酸、

  ｃ）ａ）又はｂ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる一本鎖核酸

、

  ｄ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＤＮＡ及びｃＤ

ＮＡ、

  ｅ）標準的な条件下で、ｄ）に明記されている核酸にハイブリダイズする二本

鎖及び一本鎖核酸、

  ｆ）ｄ）又はｅ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる二本鎖及び

一本鎖核酸、及び

  ｇ）ａ）～ｆ）に明記されている核酸の断片

からなる群から選択される核酸に、標準的な条件下でハイブリダイズする核酸で

ある。

      【００７２】
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  本明細書で使用する場合、核酸のハイブリダイゼーションとは、相補的な塩基

配列を有する２つの一本鎖核酸分子が、適切な条件下で混合されたときに、熱力

学的に好ましい二本鎖構造を再編するという原理を指す。例えば、約０．１～０

．２５ＭのＮａＣｌ、約３７℃～５５℃の温度によって中程度のストリンジェン

シー条件を与えることができ、約０．１５～０．９ＭのＮａＣｌ、約２０℃～５

５℃の範囲の温度によって低ストリンジェンシー条件を与えることができる。こ

のように、「標準的なハイブリダイゼーション条件」は、所望の結果に応じて変

動する。

      【００７３】

  別の好ましい実施態様によれば、前記結合分子は、前述されているような子宮

内膜症関連マーカーの少なくとも１つのタンパク質産物に対して誘導された単離

された抗体、又は該タンパク質産物の断片に対して誘導された単離された抗体で

ある。

      【００７４】

  他のタイプの結合分子には、糖及び糖タンパク質のような小分子が含まれる。

      【００７５】

  Ｆ）ポリヌクレオチド、プライマー、プローブ、及びそれらの使用

  別の側面によれば、本発明は、単離されたポリヌクレオチドに関する。本発明

のポリヌクレオチドは、

  ａ）配列番号１～１０、配列番号１２～１６、及びそれらの一部からなる群か

ら選択される核酸配列を含むポリヌクレオチド、

  ｂ）ａ）に明記されているポリヌクレオチドに相補的な核酸配列を含むポリヌ

クレオチド

からなる群から選択される。

      【００７６】

  これらのポリヌクレオチドは、特に本発明の方法の生物学的マーカーとして、

プライマーとして、及び／又は子宮内膜症用のプローブとして、多くの用途を有

している。該ポリヌクレオチドは、遺伝子治療法で有用な一本鎖又は二本鎖核酸

（アンチセンス、遺伝子サイレンシング、二本鎖ＲＮＡ等）を調製するためのテ
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ンプレートとして使用することもできる。

      【００７７】

  本発明は、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定するためのプライマ

ー及び／又はプローブ、又は子宮内膜症に罹患している女性被験者の子宮内膜症

の等級を付けるためのプライマー及び／又はプローブにも関する。本発明によれ

ば、該プライマー又はプローブは、

  ａ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＥＳＴ及びｍＲ

ＮＡ、

  ｂ）標準的な条件下で、ａ）に明記されている核酸にハイブリダイズする一本

鎖核酸、

  ｃ）ａ）又はｂ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる一本鎖核酸

、

  ｄ）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）受付番号が表１に与えられているＤＮＡ及びｃＤ

ＮＡ、

  ｅ）標準的な条件下で、ｄ）に明記されている核酸にハイブリダイズする二本

鎖及び一本鎖核酸、

  ｆ）ｄ）又はｅ）に明記されている核酸の逆転写によって得られる二本鎖及び

一本鎖核酸、及び

  ｇ）ａ）～ｆ）に明記されている核酸の断片

からなる群から選択される単離された核酸を含む。

      【００７８】

  本発明には、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決定するための方法に

おける上述の単離されたポリヌクレオチド及び核酸の使用、又は子宮内膜症に罹

患している女性被験者の子宮内膜症に等級を付けるための方法における上述の単

離されたポリヌクレオチド及び核酸の使用も包含される。これらの方法には、バ

イオチップ、膜、ガラスのｃＤＮＡアレイに基づく技術；ＲＴ－ＰＣＲ；インシ

チュハイブリダイゼーション；細胞株又は初代培養モデル中でのインビトロプロ

モーター融合試験；転写速度研究法；膜ブロットハイブリダイゼーション；標識

が含まれ得る。例えば、女性のスクリーニングにおける無病正診率と有病正診率
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に関して「最良である」と考えられる上述の単離された核酸を幾つか、子宮内膜

症について女性をスクリーニングするためのバイオチップ及び／又は女性の子宮

内膜症の段階を評価するためのバイオチップに結合することができるであろう。

      【００７９】

  本発明には、女性被験者中の子宮内膜症を検出するための診断法も含まれる。

本発明の診断法には、前記可能性を決定するための上記方法の何れか、及び／又

は上述のキット、単離されたポリヌクレオチド、核酸プローブ及びプライマーの

使用が含まれる。実際に、選択した子宮内膜症関連マーカーに応じて、特に組み

合わせて使用する場合には、本発明によれば、極めて高い有病正診率と極めて高

い無病正診率で、子宮内膜症を有する女性を診断することが可能である。

      【００８０】

  Ｇ）子宮内膜症を治療する方法

  さらなる側面によれば、本発明は、子宮内膜症を治療する方法に関する。該方

法は、

  １）ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の遺伝子名が与えられている表１に列記されてい

る遺伝子からなる群から選択される遺伝子、

  ２）  ａ）１）に明記されている遺伝子に由来するｃＤＮＡ、及び配列番号１

～１６から選択される配列を含むｃＤＮＡからなる群から選択されるｃＤＮＡを

生じさせるリボ核酸、及び

        ｂ）ａ）に明記されたリボ核酸の断片

からなる群から選択されるリボ核酸、並びに

  ３）１）に明記された遺伝子によってコードされる、又は２）に明記されたリ

ボ核酸によってコードされるペプチド又はタンパク質

からなる群から選択される子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを調節する工程

を備える。

      【００８１】

  好ましい実施態様では、表５に列記されている少なくとも１つの子宮内膜症関

連マーカーの発現レベルが増加される。別の好ましい実施態様では、表４に列記

されている少なくとも１つの以下の子宮内膜症関連マーカーの発現レベルが減少



(43) 特表２００３－５３１５８０

される。

      【００８２】

  本発明の子宮内膜症関連マーカー等の遺伝子及びタンパク質マーカーの発現レ

ベルを増加又は減少させる方法及び材料は周知であり、当業者の知識の範囲に属

する。公知の方法及び材料のリストには、食物、ビタミン、栄養補助食品（ｄｉ

ｅｔａｒｙ  ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ）、遺伝子療法、アンチセンスオリゴヌクレ

オチド、薬物、及びホルモン性薬物（ｈｏｒｍｏｎａｌ  ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ

ｓ）が含まれるが、これらに限定されるものではない。

      【００８３】

  本発明の治療法によれば、例えば、実際には子宮内膜症の治療に使用されてい

ない、ＭＥＴＡＰＨＯＲＥ  ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬＳ（ＴＭ）（ｗｗｗ

．ｍｅｔａｐｈｏｒｅ．ｃｏｍ）から市販されているＲＯＳスカベンジャー分子

等の細胞中のＲＯＳレベルを減少させる化合物を使用できる可能性があると仮定

される。従って、上述の子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを調節する分子を

含む子宮内膜症を治療するための薬学的組成物も、本発明の範囲に属する。

      【００８４】

    【実施例】

  以下の実施例は、本発明の可能な広範な応用範囲を例示するものであって、本

発明の範囲を制限するものではない。本発明の精神及び範囲を逸脱しなければ、

変更及び変化を加えることが可能である。本発明の試験の実施において、本明細

書の説明と同様または同等の方法及び材料を使用することが可能であるが、好ま

しい方法及び物質について説明する。

      【００８５】

  実施例１：遺伝子マーカー

  １）課題

  信頼できる非侵襲性の子宮内膜症検出用診断ツールがないため、子宮内膜症に

罹患していない被験者（対照群）と比較して、子宮内膜症に罹患した女性被験者

（Ｅｎｄｏ群）の子宮内膜で発現が異なっている遺伝子を同定することに研究の

焦点を当てた。同定を実現するために、３種類の定量的なアプローチ、すなわち
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、ディファレンシャルディスプレー法、ｃＤＮＡアレイハイブリダイゼーション

法、及び特異的ＲＴ－ＰＣＲ法を使用した。特に記載がなければ、実験は全て子

宮内膜の濃縮した腺画分から得られたＲＮＡを使用して実施した。さらに、分析

によっては、未分画子宮内膜生検から単離されたＲＮＡからも結果を得た。

      【００８６】

  ２）材料及び方法

  後述した例で使用した実験方法と材料を以下に示す。

      【００８７】

採用患者

  本実施例のために実施された研究に登録した患者の一般的な必要条件は、子宮

内膜症に罹患していない対照群と子宮内膜症に罹患した群の両群について、以下

の通りである。

      【００８８】

－閉経前の年齢である。

      【００８９】

－現在、月経中ではない。

      【００９０】

－月経周期が２１日から３５日の間である。

      【００９１】

－急性卵管炎に罹っていない。

      【００９２】

－ＨＩＶ、Ｂ型肝炎またはＣ型肝炎陽性の診断を受けていない。

      【００９３】

－現在、また過去３ヶ月間妊娠していない。

      【００９４】

－現在、授乳中ではない。

      【００９５】

－ＧｎＲＨ作用薬、プロゲスチン、ダナゾール、及び経口避妊薬から成る群から

選択された化合物を過去３ヶ月間使用していない。及び、
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－子宮内避妊具（Ｉ．Ｕ．Ｄ）を過去３ヶ月間使用していない。

      【００９６】

  子宮内膜の生検を提供する子宮内膜症陽性群に採用した女性は、腹腔鏡検査を

行い、外科的検査時に子宮内膜症の存在が確認された女性から選択した。該疾病

の段階は、米生殖医学会議（ＡＳＲＭ）に従って、以下の通りの分類、段階Ｉ（

最軽度）、段階ＩＩ（軽度）、段階ＩＩＩ（中等度）、及び段階ＩＶ（重度）に

定義した。

      【００９７】

  対照群に適格であるためには、生検を提供する女性は以下の状態を満たさなけ

ればならないものとした。

      【００９８】

－卵管結紮または卵管再吻合のために腹腔鏡検査を受けている。

      【００９９】

－手術時に、腹腔内に子宮内膜症病変は検出されなかった。

      【０１００】

－一親等の近親者に子宮内膜症の病歴がない。及び、

－不妊症の徴候がない。

      【０１０１】

  子宮内膜症（Ｅｎｄｏ）の女性をさらに、２種類の実験群、すなわち、ＥＸＰ

１（段階Ｉ及びＩＩ）及びＥＸＰ２（段階ＩＩＩ及びＩＶ）に分けた。最終月経

によって示され、組織学的検査によって確認された月経周期の期に基づいて、実

験群をさらに、増殖（Ｐ）期と分泌（Ｓ）期の群に分けた。

      【０１０２】

  組織試料

  子宮内膜の生検は、腹腔鏡法の前に麻酔して、通常のキューレットを使用して

患者から採取した。採取した組織は氷上に維持し、４時間以内に実験に使用した

。実験は、濃縮した腺画分または未分画生検のいずれかで実施した。

      【０１０３】

  濃縮腺画分からのＲＮＡの単離と調製
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  酵素消化によって、子宮内膜から得られた腺画分を濃縮した。まず、ＨＢＳＳ

培地（ＬＩＦＥ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＩＥＳ（ＴＭ））の存在下で、小片に切断

した。次に、この小片を、パンクレアチン３．４ｍｇ／ｍｌ、ヒアルロニダーゼ

０．１ｍｇ／ｍｌ及びコラゲナーゼ１．６ｍｇ／ｍｌ（ＳＩＧＭＡ（ＴＭ））を

含む酵素混合物で３７℃、５％ＣＯ２の下で５０分間、該小片を消化した。酵素

消化後、サイズ排除によって間質画分から腺細胞を分離した。すなわち、消化し

た細胞懸濁物を４１μｍ及び１１μｍのフィルタで相次いで濾過した。腺画分は

、フィルタ上に保持された細胞から成る。

      【０１０４】

  全ＲＮＡは、子宮内膜腺性細胞から単離した。腺性細胞画分の重量を量り、２

．７Ｍ  グアニジンチオシアネート、１．３Ｍ  チオシアン酸アンモニウム、及

び０．１Ｍ  酢酸ナトリウム、ｐＨ４．０を含有する変性溶液で、細胞を最終濃

度１００ｍｇ／ｍｌになるように再懸濁した。次に、イソプロパノール１容量で

沈殿させる前にフェノール／クロロホルムで、懸濁液を２回抽出した。ＲＮＡペ

レットを８０％エタノールで洗浄して、Ｈ２Ｏで最終濃度１μｇ／μｌに再懸濁

した。

      【０１０５】

  未分画生検からのＲＮＡの単離と調製

  全細胞ＲＮＡは、子宮内膜生検組織から直接単離した。簡単に述べると、ＴＲ

ＩＺＯＬ（ＴＭ）（ＬＩＦＥ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＩＥＳ（ＴＭ））３ｍｌの存

在下で、電気ホモゲナイザを使用して、生検組織２００～３００ｍｇをホモゲナ

イズした。ＲＮＡは、ＴＲＩＺＯＬ（ＴＭ）製造者のプロトコールに従って調製

した。明瞭な界面を得るためには、通常フェノール／クロロホルムでさらに２ま

たは３回抽出することが必要であった。次に、前述の通りにＲＮＡを沈殿させ、

再懸濁した。

      【０１０６】

  ディファレンシャルディスプレー

  ディファレンシャルディスプレー（ＤＤ）は、Ｌｉａｎｇ及びＰａｒｄｅｅ（

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ  Ｄｉｓｐｌａｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ  ａｎｄ  Ｐｒｏ
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ｔｏｃｏｌｓ、１９９７、Ｈｕｍａｎａ  Ｐｒｅｓｓ、Ｔｏｔｏｗａ、Ｎ．Ｊ．

ｐ．１－１１）に従って、腺性細胞または未分画生検から単離した全ＲＮＡを使

用して実施した。ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ  ＲＯＢＯＣＹＣＬＥＲ（ＴＭ）（ＳＴ

ＲＡＴＡＧＥＮＥ（ＴＭ））で、９４℃（１分）、４０℃（２分）、７２℃（１

分）を４０回及び最終伸長７２℃７分を行って増幅を実施した。以下の試薬を使

用した。Ｍ－ＭＬＶ逆転写酵素（ＬＩＦＥ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＩＥＳ（ＴＭ）

）、  ３３Ｐ－ｄＡＴＰ（ＡＭＥＲＳＨＡＭ  ＰＨＡＲＭＡＣＩＡ  ＢＩＯＴＥ

ＣＨ（ＴＭ）、２５００  Ｃｉ／ｍｍｏｌ）、及びｒＴａｑ  ＤＮＡポリメラー

ゼ（ＡＭＥＲＳＨＡＭ  ＰＨＡＲＭＡＣＩＡ  ＢＩＯＴＥＣＨ（ＴＭ））。

      【０１０７】

  ＰＣＲ産物のクローニング

  ＴＡクローニングキット（ＴＭ）（ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ（ＴＭ））を使用し

、製造元の取扱説明書に従って、ディファレンシャルディスプレーによって同定

した断片をクローニングした。所望の断片を含有するクローンは、Ｍａｎｉａｔ

ｉｓ他（Ｍａｎｉａｔｉｓ他、１９９２、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ

：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒ

ｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒ

ｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．）で記載された通りにコロニー－ＰＣＲによって、ｌａｃＺ－

２０及びリバースプライマーを使用して同定した。

      【０１０８】

  リバース－ノザンブロット

  正に荷電したナイロン膜（ＢＯＥＨＲＩＮＧＥＲ  ＭＡＮＮＨＥＩＭ（ＴＭ）

）にコロニー－ＰＣＲ産物を沈着させ、３２Ｐ－標識ディファレンシャルディス

プレープローブとハイブリダイズさせた。シークエンシングのために、異なるパ

ターンが予想されるいくつかのクローンを選択した。同一の配列を表すクローン

を候補として認めた。

      【０１０９】

  シークエンシング

  ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ  ＲＨＯＤＡＭＩＮＥ  ＣＹＣＬＥ  ＳＥＱＵＥＮＳＩＮ
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Ｇ  ＫＩＴ（ＴＭ）（ＰＥ  ＡＰＰＬＩＥＤ  ＢＩＯＳＹＳＴＥＭＳ（ＴＭ））

を使用してシークエンシングを実施し、自動化ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ  ３１０（Ｔ

Ｍ）シークエンサー（ＰＥ  ＡＰＰＬＩＥＤ  ＢＩＯＳＹＳＴＥＭＳ（ＴＭ））

で操作した。

      【０１１０】

  ｃＤＮＡマイクロアレイ

  遺伝子の発現は、ＨＵＭＡＮ  ａｎｄ  ＣＡＮＣＥＲ  ＡＴＬＡＳ  ｃＤＮＡ

  ＡＲＲＡＹＳ（ＴＭ）（ＣＬＯＮＴＥＣＨ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＥＳ（ＴＭ

））の２重膜を使用して調べた。月経周期の同じ期にある対照個体及び患者の腺

ＲＮＡ（３μｇ）をα３２Ｐ－ｄＡＴＰ（ＡＭＥＲＳＨＡＭ  ＰＨＡＲＭＡＣＩ

Ａ  ＢＩＯＴＥＣＨ（ＴＭ）、３０００Ｃｉ／ｍｍｏｌ）の存在下で逆転写させ

た。ハイブリダイゼーション及び分析は、製造者によって提供された使用者の説

明書に従って実施した。

      【０１１１】

  ＲＴ－ＰＣＲ

  前述のように既に腺性細胞または未分画生検から単離した全細胞ＲＮＡを、ｃ

ＤＮＡ生成用の鋳型として使用した。簡単に述べると、製造者の取扱説明書に従

って、ＲＮＡ１μｇをＤＮＡ分解酵素１（ＬＩＦＥ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＩＥＳ

（ＴＭ））１Ｕで消化した。次に、ランダムプライマー（ＬＩＦＥ  ＴＥＣＨＮ

ＯＬＯＧＩＥＳ（ＴＭ））０．４μＭ、ｄＧＴＰ、ｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、及びｄ

ＣＴＰそれぞれ２ｍＭ、及び添付の反応緩衝液の存在下において、Ｍ－ＭＬＶ逆

転写酵素２００Ｕを使用して、消化したＲＮＡをｃＤＮＡに逆転写した。３７℃

で１時間インキュベートした後、５分間沸騰させて反応を停止した。ｃＤＮＡの

ＰＣＲ増幅は、Ｍａｎｉａｔｉｓ他（Ｍａｎｉａｔｉｓ他、前述）が記載した標

準的プロトコールに従って実施した。内部対照遺伝子、グリセルアルデヒドリン

酸脱水素酵素（ＧＡＰＤＨ）の一連のＰＣＲ増幅によって、ｃＤＮＡをまず標準

化した。

      【０１１２】

  ＰＣＲ反応液には、ＤＮＡ（ＧＡＰＤＨによって標準化してある）５μｌ、２
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種類の特異的オリゴヌクレオチドプライマー各０．５μＭ、ｄＧＴＰ、ｄＡＴＰ

、ｄＴＴＰ、及びｄＣＴＰ各０．２ｍＭ、ｒＴａｑＤＮＡポリメラーゼ  １Ｕ、

添付の反応緩衝液を含めた。ＢＩＯＭＥＴＲＡ  ＵＮＯ  ＩＩ（ＴＭ）またはＴ

  ＧＲＡＤＩＥＮＴ  ＴＨＥＲＭＯＣＹＣＬＥＲ（ＴＭ）（ＢＩＯＭＥＴＲＡ（

ＴＭ）中で、９４℃（４５秒）、特異的アニーリング温度（４５秒）、７２℃（

１分）を２５～４０回、最終伸長７２℃で７分によって増幅を実施した。アニー

リング温度は、使用した特異的オリゴヌクレオチドプライマーによって変化させ

た一方、サイクル数は問題のｃＤＮＡテンプレートの量によって変化させた。

      【０１１３】

  サザンブロット

  サザンブロットは、Ｍａｎｉａｔｉｓ他（Ｍａｎｉａｔｉｓ他、前述）が記載

した標準的プロトコールに従って実施した。簡単に述べると、前述のｃＤＮＡ特

異的なＰＣＲ増幅の後、試料を１．５％アガロースゲルで分離し、製造者の取扱

説明書に従ってＢＩＯＤＹＮＥ（ＴＭ）０．４５μｍ膜（ＰＡＬＬ  ＣＯＲＰＯ

ＲＡＴＩＯＮ（ＴＭ））に転写した。紫外線照射によってこの膜を固定し、ラン

ダムプライマー標識キット（ＭＥＧＡＰＲＩＭＥ（ＴＭ）ＤＮＡ標識システム、

ＡＭＥＲＳＨＡＭ  ＰＨＡＲＭＡＣＩＡ  ＢＩＯＴＥＣＨ（ＴＭ））を使用して

３２Ｐ標識した特異的プラスミドプローブと６５℃で一晩ハイブリダイズさせた

。産物をオートラジオグラフィで視覚化し、スキャンして、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ

  ＡＮＡＬＹＳＴ（ＴＭ）ソフトウェア（ＢＩＯ－ＲＡＤ（ＴＭ））によって分

析した。バンドの強度は内部対照（ＧＡＰＤＨ）の強度をベースにして標準化し

た。

      【０１１４】

  配列の分析

  ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）とのヌクレオチド配列アラインメントは、生物工学情

報センター（Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ））のウェブサイト（ｗｗｗ．ｎｃ

ｂｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）から入手できるＢＬＡＳＴソフトウェアによって実施し

た。本発明者らのデータとＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）との配列読み違いの割合が少
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ないと仮定して、９０％あるいはそれ以上の相同性を同一と見なした。

      【０１１５】

  統計解析

  データはＭＩＣＲＯＳＯＦＴ  ＥＸＣＥＬ（ＴＭ）を使用して解析した。統計

解析のために、スチューデントのｔ検定を実施し、ｐ値が０．０５以下の結果を

有意と見なした。

      【０１１６】

  本明細書では、無病正診率は対照群に疾患マーカーが存在しない確率として定

義され、有病正診率は子宮内膜症群に疾患マーカーが存在する確率と定義される

。無病正診率及び有病正診率の算出は、以下の通りに実施する。まず、問題の試

料（ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、タンパク質その他）のグラフ上に、任意に選んだカット

オフ値を確定する。疾患群でアップレギュレートされている試料については、無

病正診率はカットオフ値を下回る対照群の患者の数を計数し、対照群の患者の総

数で除することによって算出し、パーセントで表す。有病正診率は同じカットオ

フ値を上回る内膜症群の患者の数を計数し内膜症群の患者の総数で除することに

よって算出し、パーセントで表す。疾患群でダウンレギュレートされた試料につ

いては、無病正診率はカットオフ値を上回る対照群の患者の数を計数して対照群

の患者の総数で除することによって算出し、パーセントで表す。有病正診率は同

じカットオフ値を下回る内膜症群の患者の数を計数し内膜症群の患者の総数で除

して算出し、パーセントで表す。

      【０１１７】

  ３）結果

  １－ディファレンシャルディスプレー（ＤＤ）

  濃縮した腺細胞を子宮内膜生検から単離し、全ＲＮＡを抽出した。対照群及び

Ｅｎｄｏ群両者のＲＮＡ抽出物を、月経周期の期、すなわち、増殖期（Ｐ）また

は分泌期（Ｓ）によってさらに２群に分けた。最初に、他方の群と比較して一方

の群の５０％を上回る試料に出現するシグナルを異なるシグナルとして選択した

。選択したシグナルをゲルから精製して、Ｅ．ｃｏｌｉにクローニングした。各

シグナルについて数個の組換えプラスミドに対して、本出願で説明したように、
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リバース－ノザンブロッティングによって確認工程を行った。各シリーズの異な

るプラスミドについてヌクレオチド配列を決定し、分析して、特異的プライマー

を次段階のために合成した。

      【０１１８】

  ＲＮＡの異なる群に対する半定量的ＲＴ－ＰＣＲによって、候補の発現レベル

をさらに分析した。サイクル数とｃＤＮＡ量に基づいた実験を実施して、ＰＣＲ

反応の直線性を確証した。ＧＡＰＤＨの発現レベルを、測定値を標準化するため

の内部対照として使用した。Ｅｎｄｏ群をさらに２種類の実験群に分けた。ＥＸ

Ｐ１には、この疾患の最軽度及び軽度の段階（Ｉ及びＩＩ）を含め、ＥＸＰ２は

、子宮内膜症の中等度及び重度の段階（ＩＩＩ及びＩＶ）から構成された。表３

は、分析した全ての子宮内膜症関連マーカーの平均値を群毎にまとめた表である

。

      【０１１９】

  カットオフ値（図示せず）を選択して、各マーカーの臨床値、すなわち、無病

正診率及び有病正診率を推定した。したがって、各マーカーについて、カットオ

フ値を測定して、最大無病正診率及び有病正診率の値を見込んだ。無病正診率は

、対照群においてマーカーが存在しない確率に相当し、有病正診率は患者群にお

いて同マーカーが存在する確率を表している。

      【０１２０】

  ディファレンシャルディスプレーによるアプローチによって同定された全ｃＤ

ＮＡのリストが本明細書に掲載されている。各候補について、相同な遺伝子のＧ

ＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）登録番号を表１に掲載する。ヌクレオチド配列データ及び

対応する配列番号を表２に掲載する。

      【０１２１】

  ＤＤ１マーカー（配列番号１）は、ＧＥＮＢＡＮＫ（ＴＭ）の胎児腎組織から

クローニングされたｃＤＮＡと９４％の相同性を示している。このｃＤＮＡ配列

はまた、２２ｑ１１染色体（ＡＣ００７０６４）の領域に対して１００％の相同

性を表している。発現分析によって、対照群の分泌期と比較してＥＸＰ１群の分

泌期の減少が有意であることが示された（ｐ＝０．０１）（表３）。カットオフ
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値を０．４に設定すると、無病正診率７５％及び有病正診率９０％が得られた（

表５）。

      【０１２２】

  ＤＤ２マーカー（配列番号２）は、ヒト神経膠腫細胞からもディファレンシャ

ルディスプレーによって単離されたリンタンパク質をコードする発現遺伝子配列

断片（ＥＳＴ）に対応する。この相同性には、上流領域の４０ｂｐ（９７％）及

び下流領域の８９ｂｐ（９６％）が包含される。４０ｂｐのギャップが２種類の

配列間のアラインメント中央に存在する。同じアラインメントが、ｌ－ｍｙｃ相

同ｃＤＮＡ（ＨＳＬＭＹＣＨ）で得られた。これは、異なる組織に存在する共通

の遺伝子、または所与のファミリーの２種類の別個の遺伝子における選択的スプ

ライシングによるものであろう。このｃＤＮＡが子宮内膜で報告されたことはな

かった。表３に示されているように、この遺伝子転写は、Ｅｎｄｏ群においてダ

ウンレギュレートされていた（ｐ＝０．０４）。カットオフ値０．１３によって

、無病正診率６５％及び有病正診率７７％が得られた（表５）。

      【０１２３】

  ＤＤ３マーカー（配列番号３）はミトコンドリアの複製起点（ｏｒｉ）と１０

０％の相同性を示した。現在のところ、ｍＲＮＡをコードする遺伝子はミトコン

ドリアＤＮＡの領域にマップされていない。表３に示した本発明の実施例で得ら

れた結果によれば、Ｅｎｄｏ群において発現は著しく減少している（ｐ＝０．０

１）。カットオフ値０．７でのマーカーパラメーターは、無病正診率６３％及び

有病正診率６９％である（表５）。

      【０１２４】

  ＤＤ４マーカー（配列番号４）は、ヒト結腸腫瘍から単離したｃＤＮＡと９８

％の相同性を示した。現在のところ、この遺伝子に公知の機能は関連づけられて

いない。表３に示したように、発現はＥｎｄｏ群の分泌期において著しく減少し

ている（ｐ＝０．０４）。閾値１．３では、候補遺伝子の無病正診率は８３％、

有病正診率は８５％である（表５）。

      【０１２５】

  ＤＤ５マーカー（配列番号５）は様々な名称、たとえばＣａｐ４３、Ｄｒｇ１
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、ＴＤＤ－５、ｒｉｔ４２、Ｎｄｒ１、Ｐｒｏｘｙ－１またはＲＴＰを有する遺

伝子に対応し、最も一般的な名称であり、本明細書で使用したのはＣａｐ４３で

ある。Ｃａｐ４３  ｍＲＮＡは１７５９ｂｐの３′非翻訳領域を有し、その予想

されるオープンリーディングフレームは３９４アミノ酸残基のポリペプチドをコ

ードする。今までの実験で、様々な種類の細胞においてＣａｐ４３  ｍＲＮＡの

発現が調節されていることが示されたが、子宮内膜細胞においても子宮内膜症に

おいてもその調節は示されていない。表３で示したように、子宮内膜症の患者全

てにおいて増殖期で一般的に減少が観察された（ｐ＝０．０３）。カットオフ値

１．２によって、無病正診率７８％及び有病正診率７９％の結果が得られた（表

５）。

      【０１２６】

  ＤＤ６マーカーの配列（配列番号６）は、ゲノム配列のファイルと９７％の相

同性が示された。さらに、ＤＤ６のｃＤＮＡ断片は、３′末端にａｌｕ配列を含

有している。表３に示したように、分泌期において対照とＥＸＰ１の間に有意な

減少が認められた（ｐ＝０．０１８）。ＥＸＰ１ではカットオフ値０．４によっ

て、以下のパラメーター、無病正診率８９％、有病正診率１００％が得られる（

表５）。

      【０１２７】

  いくつかのＥＳＴは配列ＤＤ７（配列番号７）と同一であった。公知の配列は

全て、膵臓腺癌、前立腺上皮異常増殖、または中等度に分化した子宮内膜癌など

の形質転換した組織からクローニングされた。ＤＤ７  ｃＤＮＡもａｌｕ配列を

含有している。表３に示したように、このマーカーの遺伝子発現の著しい減少が

Ｅｎｄｏ群の増殖期において観察された（ｐ＝０．０１９）。カットオフ値０．

５では無病正診率８０％及び有病正診率７０％が認められた（表５）。

      【０１２８】

  配列の相同性によって、ＤＤ８マーカー（配列番号８）の配列がＪｕｒｋａｔ

細胞、脳及びその他の組織からクローニングされた遺伝子と同一であることが示

された。表３では、ＥＸＰ１群においてわずかではあるが有意なＤＤ８発現の減

少（ｐ＝０．０２）（カットオフ値０．６で、それぞれ有病正診率の値６７％及
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び有病正診率の値６０％）が認められた（表５）。

      【０１２９】

  ＤＤ９マーカー（配列番号９）は、細胞の酸素代謝に関与するミトコンドリア

酵素、ＮＡＤＨ脱水素酵素のサブユニットＩＩＩに対応している。この遺伝子は

、電子伝達鎖及びエネルギー産生において重要な役割を果たしている。表３から

分かるように、Ｅｎｄｏ群（ＥＸＰ１及びＥＸＰ２）の増殖期に、かなりの増加

が検出されている（ｐ＝０．００８）。カットオフ値０．２では、無病正診率７

０％、有病正診率５９％である（表４）。

      【０１３０】

  ＤＤ１０マーカー（配列番号１０）は、ＮＡＤＨ脱水素酵素サブユニットＩＩ

に対応する。ＤＤ９の場合のように、この遺伝子産物はミトコンドリア内に局在

する呼吸酵素複合体の一部である。この完全な酵素は、１２の異なるポリペプチ

ドから構成される。表３では、このマーカーをＥＸＰ１群の増殖期に検証したと

ころ、発現が高レベルであることが示された（ｐ＝０．０４）。この遺伝子の診

断値をカットオフ値０．２で評価し、無病正診率７１％、有病正診率７１％を得

た（表４）。

      【０１３１】

  ＤＤ１１マーカー（配列番号１１）は、チトクロームオキシダーゼ（ＣＯ３）

に対応している（以下に説明する）。

      【０１３２】

  ＤＤ１２マーカー（配列番号１２）は、フォークヘッドドメインタンパク質（

ＦＫＨＲ）の転写因子に対応している。子宮内膜における存在は、文献で報告さ

れたことはなかった。表３では、未分画子宮内膜組織のＲＮＡにおけるこのマー

カーの発現を分析することによって、Ｅｎｄｏ群において発現が減少しているこ

とが示された（ｐ＝０．０１５）。このマーカーをカットオフ値２３で評価する

と、両期を考慮すると、無病正診率８１％及び有病正診率５６％であった（表５

）。ＤＤ１２の発現を未画分生検ＲＮＡ試料についてノザンブロットによって分

析したところ、対照と比較して、Ｅｎｄｏ群で有意な減少が検出された（ｐ＝０

．０５）（表５）。カットオフ値０．４を用いると、無病正診率５５％及び有病
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正診率６８％であった。この結果は、ＲＴ－ＰＣＲを使用した本発明者の最初の

観察結果と一致している。

      【０１３３】

  ＤＤ１３マーカー（配列番号１３）は、ｈＵＣＣ１遺伝子メッセンジャーＲＮ

Ａに対応している。同ｃＤＮＡは、以前に結腸癌からクローニングされている。

表３では、未分画組織のＲＮＡにおけるこのマーカーの発現を分析することによ

って、ＥＸＰ２群において発現が高レベルであることが示された（ｐ＝０．０４

）。この遺伝子の診断値をカットオフ値０．５で評価すると、ＥＸＰ２群におい

て、無病正診率６２％、有病正診率６４％が得られた（表４）。

      【０１３４】

  ＤＤ１４マーカー（配列番号１４）の配列は、パラレンミン、膜結合形態調節

タンパク質との相同性を示す膜結合型の形態調節タンパク質と思われるタンパク

質をコードする、最近クローニングされたヒトｃＤＮＡと９８％同一である。表

３に示したように、未分画生検ＲＮＡではＥｎｄｏ群（ＥＸＰ１及びＥＸＰ２）

において増加が検出されている（ｐ＝０．０４）。Ｓ期のみを考慮すると、カッ

トオフ値１．２では、無病正診率７８％及び有病正診率５８％である（表４）。

      【０１３５】

  ＤＤ１５マーカー（配列番号１５）は、２２ｑ１１領域のディジョージ症候群

マーカーの１種であるクエン酸輸送タンパク質に対応する。表３に示したように

、このマーカーは、未分画生検ＲＮＡのＥｎｄｏ群において実質的な発現の増加

が示す（ｐ＝６．１０－４）。カットオフ値０．１８で、無病正診率８５％及び

有病正診率７９％が得られた（表４）。

      【０１３６】

  ＤＤ１６マーカー（配列番号１６）の配列は、いくつかのヒトＥＳＴと９０％

相同性を示し、ヒトミトコンドリア１２ＳｒＲＮＡ遺伝子と８２％相同性を示し

ている。表３に示したように、このマーカーの発現は、未分画生検ＲＮＡのＥｎ

ｄｏ群においてダウンレギュレートされていた（ｐ＝３ｘ１０－５）。カットオ

フ値２では、このマーカーは無病正診率７０％及び有病正診率７８％を示した（

表５）。
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      【０１３７】

  ＩＩ－その他のアプローチ

  本発明の実施例では、別の半定量的技法、すなわちｃＤＮＡアレイを用いたリ

バース－ノザンブロッティングを使用して、子宮内膜症で発現が異なるその他の

遺伝子を同定した。最終的な確認分析は、ディファレンシャルディスプレー法と

同様の標準化ＲＴ－ＰＣＲによって行った。

      【０１３８】

  表１に、本発明によって子宮内膜症関連マーカーと同一と同定された各遺伝子

に対する公知のＧＥＮＭＡＮＫ（ＴＭ）登録番号を挙げる。

      【０１３９】

  低酸素症誘導因子１α（ＨＩＦ－１α）は、酸化的ストレスに関連した転写因

子の２個のサブユニットのうちの１つである。表３に示したように、統計解析に

よって、Ｅｎｄｏ群においてＨＩＦ－１α  ｍＲＮＡの有意な増加が示された（

ｐ＝０．０２８）。カットオフ値１．１では、無病正診率６５％及び有病正診率

７２％が得られた。未分画生検ＲＮＡ試料に対するノザンブロッティングによっ

てＨＩＦ－１αの発現を分析すると、Ｅｎｄｏ群のＰ期に、対照のＰ期と比較し

て有意な増加が検出された（ｐ＝０．０１９）（表４）。カットオフ値０．９５

を使用すると、無病正診率は８３％、有病正診率は８０％であった。この結果は

、上皮細胞ＲＮＡに関する発明者の最初の観察と一致している。

      【０１４０】

  アリール炭化水素受容体核トランスロケータ（ＡＲＮＴ）（またはＨＩＦ－１

β）は、低酸素症誘導転写複合体の第２サブユニットである。実際に、ＡＲＮＴ

は２つの役割を持っている。低酸素症の場合のように、ＨＩＦ－1αと結合する

ことが可能であるが、芳香族（アリール）炭化水素受容体（ＡｈＲ）とヘテロダ

イマーを形成して、毒性状態をうち消すことも可能である。子宮内膜症では、Ａ

ＲＮＴ遺伝子は、その相手であるＨＩＦ－１αで認められたよりも高率で転写さ

れる。表３にも示されているように、Ｅｎｄｏ群の増殖期患者において有意な増

加が記録された（ｐ＝０．０２）。カットオフ値０．６で、このマーカーの無病

正診率は６７％、有病正診率は８３％であった（表４）。これらのパラメーター
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は、増殖期におけるＨＩＦ－１αのパラメーターに匹敵する。ＨＩＦ－１αとＡ

ＲＮＴの発現パターンが同等であることは、子宮内膜症に酸化的ストレス経路（

ＯＸＰＨＯＳ）が関与していることを証明する強力な証拠である。

      【０１４１】

  アデニレートキナーゼは、細胞性アデニン及びグアニン組成のホメオスタシス

に関与する遍在性酵素である。アデニレートキナーゼアイソザイム３（ＡＫ３）

のアイソフォームは専らミトコンドリアの内膜に局在し、その活性はエネルギー

伝達に関与している。これが変化すると、低酸素症、より詳細には、ＨＩＦ１α

活性に関与する。表３では、ＥＸＰ１群においてＡＫ３発現の強いダウンレギュ

レートが認められた（ｐ＝０．００５）。カットオフ値０．７５では、無病正診

率６８％及び有病正診率８２％が生じた（表５）。

      【０１４２】

  グルコーストランスポーターアイソフォーム１（Ｇｌｕｔ－１）は、細胞のエ

ネルギー代謝において重要な役割を果たす。上述のように、Ｇｌｕｔ－１の発現

は、ＨＩＦ－１α／ＡＲＮＴ転写因子複合体によって制御される。加えて、酸化

ストレス又は細胞の形質転換といった様々な環境で、Ｇｌｕｔ－１の発現が誘導

される。表３では、対照群に比べて、Ｅｘｐ２群でＧｌｕｔ－１発現の有意なア

ップレギュレーション（ｐ＝０．０３７）を観察した。さらに、カットオフ値１

を用いると、Ｇｌｕｔ－１の無病正診率と有病正診率は各々、７１％及び６７％

である（表４）。

      【０１４３】

  ミトコンドリアで行う細胞呼吸により、活性酸素種（ＲＯＳ）が産生される。

慢性的にＲＯＳに暴露されると、細胞及びミトコンドリアのタンパク質、脂質、

核酸に永続的な酸化的損傷がもたらされ得る。これらの毒性産物に起因する酸化

的損傷に対して防御するため、哺乳類細胞は防御メカニズムを進化させた。解毒

酵素には、マンガンスーパーオキシドジスムターゼ（ＭｎＳＯＤ）、グルタチオ

ンペルオキシダーゼ（ＧＰｘ）、カタラーゼ（ＣＡＴ）及び、グルタチオンＳ－

トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）が含まれる。ＭｎＳＯＤの転写がミトコンドリア

でアップレギュレートされると、スーパーオキサイドアニオン（Ｏ２
―）を過酸
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化水素（Ｈ２Ｏ２）に変換して、解毒を行う。

      【０１４４】

  表３におけるＭｎＳＯＤ発現の分析によって、対照群に比べて、全てのＥｎｄ

ｏ群で、一般的且つ有意なアップレギュレーションが生じる（ｐ＝０．０１７）

ことが実証される。０．９のカットオフ値を用いると、ＭｎＳＯＤの無病正診率

は７６％、その有病正診率は５８％であった。未分画生検由来のＲＮＡを用いて

も同様の結果が得られ、Ｅｎｄｏ群全体で、有意な上昇が検出された（ｐ＝０．

００３）。カットオフ値０．９を用いると、前記マーカーは８１％の無病正診率

と５３％の有病正診率を呈示した（表４）。

      【０１４５】

  上述のように、ＧＰｘはミトコンドリアのＲＯＳ解毒経路に関連する。より具

体的には、ＧＰｘは、ＭｎＳＯＤによって産生された過酸化水素をＨ２Ｏに変換

する。表３に示すように、統計解析により、対照群に比べてＥｎｄｏ群では、Ｇ

ＰｘｍＲＮＡの発現に有意な増加を示した（ｐ＝１．７×１０－１１）。１．２

のカットオフ値を用いると、無病正診率が１００％となり、有病正診率が８７．

５％の結果となった（表４）。

      【０１４６】

  ペルオキシソームのようなミトコンドリア外の部位では、ＭｎＳＯＤによって

産生された過酸化水素は、カタラーゼ（ＣＡＴ）によりＨ２Ｏに変換される。こ

のため、ＣＡＴは、細胞内で生じた過酸化水素から細胞を防御することによって

、ＲＯＳの解毒で機能する。表３に示されているように、本例では、未分画生検

のＲＮＡ中のＣＡＴ  ｍＲＮＡの発現が、対照群に比べて、Ｅｎｄｏ群の分泌期

で有意に減少することを観察した（ｐ＝０．００１）。０．２のカットオフ値を

用いると、ＣＡＴの無病正診率と有病正診率は、各々８３％及び７８％であった

（表５）。

      【０１４７】

  グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）遺伝子スーパーファミリーは、

哺乳類細胞の主要な解毒システム及びフリーラジカル除去システムの一つである

。本例では、表５に図示されているように、対照群に比べて、ＥＸＰ１群では、
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ＧＳＴの発現が有意に減少することが観察された（ｐ＝０．００２６）。また、

表３の直接分析によって、ＥＸＰ２群でＧＳＴ発現が増加していることが示され

ている。０．２１のカットオフ値では、ＥＸＰ１群のパラメーターは、５４％の

無病正診率と７４％の有病正診率となろう（表５）。

      【０１４８】

  内皮性一酸化炭素合成酵素（ｅＮＯＳ）は、Ｌ－アルギニンの酸化を触媒して

、一酸化窒素とシトルリンにする。これまでに、前記周期の分泌期に、子宮内膜

症患者の子宮内膜中で、タンパク質レベルでのアップレギュレーションが起こる

ことを記載した報告がある（Ｏｔａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ  ａｎ

ｄ  Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ（１９９８）６９：３０３－３０８）。本例において、

対照群の増殖期及びＥｎｄｏ群の増殖期を全体として比較すると、ｅＮＯＳの発

現が有意に減少すること（ｐ＝０．０２７）が観察される（表３参照）。０．１

のカットオフ値を用いて、各々７７％の無病正診率と６５％の有病正診率を決定

することができた（表５）。

      【０１４９】

  過酸化水素及び／又はホモシステインによって、肝細胞の中で、所謂チトクロ

ームオキシダーゼ３（ＣＯ３）遺伝子がアップレギュレートされることが公表さ

れた。本例で増幅した配列は、実際にはヒトのミトコンドリアゲノムの１６Ｓ  

ｒＲＮＡ領域にある低酸素症誘導遺伝子１４のようなＧＥＮＢＡＮＫＴＭに登録

されたいくつかのｃＤＮＡに相当し、転移性マーカーであるＴＩ－２２７Ｈのｃ

ＤＮＡに相当した。最終的に、前記ＣＯ３遺伝子の配列は（ディファレンシャル

  ディスプレイ法により単離された）ＤＤ１１配列と全く相同である。ＣＯ３遺

伝子発現（及びＤＤ１１）の分析により、対照群とＥｎｄｏ群とを比較すると、

表３に見られるように、分泌期特異的な減少が明らかとなった（ｐ＝０．００２

）。０．５８のカットオフ値を用いると、該マーカーの無病正診率及び有病正診

率は、各々８３％及び７９％であった（表５）。

      【０１５０】

  １２Ｓ  ｒＲＮＡは、ミトコンドリアゲノムによってコードされる二つのｒＲ

ＮＡ遺伝子のうちの一つである。本例では、表３に図示されているように、対照



(60) 特表２００３－５３１５８０

に比べて、ＥＸＰ１群で、未分画生検ＲＮＡ中の１２Ｓ  ｒＲＮＡが有意に減少

することが観察された（ｐ＝０．０２）。カットオフ値１を用いると、１２Ｓ  

ｒＲＮＡの無病正診率と有病正診率は、各々７７％及び６７％であった（表５）

。

      【０１５１】

  ＴＩ－２２７Ｈは、既述のようにＣＯ３と相同性を有する核遺伝子である。こ

れらの配列が類似しているため、二つの配列が実際には同一の遺伝子であるのか

、又は恐らく偽遺伝子であるかどうかを決定することに、本発明者は興味を抱い

た。興味深いことに、未分画生検ＲＮＡ中のＴＩ－２２７Ｈ  ｍＲＮＡの発現を

解析すると、本例に記載されているように、ＣＯ３で得られた結果とは異なる結

果を示し、両配列は異なる遺伝子に由来することが示唆された。全Ｅｎｄｏ群で

減少したＣＯ３の発現とは異なり、表３に示されているように、対照に比べて、

ＥＸＰ２群では、ＴＩ－２２７Ｈの発現は有意に減少した（ｐ＝２×１０－８）

。カットオフ値０．１５を用いると、ＴＩ－２２７Ｈの無病正診率と有病正診率

は、各々８１％と１００％となる。

      【０１５２】

  チトクロームオキシダーゼ２（ＣＯ２）はミトコンドリアの電子伝達鎖（ＥＴ

Ｃ）に関与し、それ故、細胞に必須のエネルギーを提供する酸化的リン酸化（Ｏ

ＸＰＨＯＳ）の過程に関与するミトコンドリア内にコードされる酵素である。表

３に示されているように、未分画生検ＲＮＡ中のＣＯ２  ｍＲＮＡの発現は、対

照に比べて、ＥＸＰ１群の増殖期で減少することが見出された（ｐ＝０．０２）

。０．２のカットオフ値を用いると、ＣＯ２の無病正診率と有病正診率は、各々

６４％及び６９％である（表５）。酸化的ストレスに応答して鉄代謝の変化を示

す実験的な証拠が文献で報告されている。この経路で中心となる酵素の一つは、

ミトコンドリアに局在するアコニターゼである。

      【０１５３】

  アコニターゼの遺伝子発現の分析（表３）によれば、ＥＸＰ１群のＳ期（ｐ＝

０．００５）及びＥＸＰ２のＰ期（ｐ＝０．０４）においても、発現の減少を示

した。Ｐ期のサンプルの平均値を分析すると、両群（ＥＸＰ１及びＥＸＰ２）の
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Ｐ期の減少が示されるが、対照群よりも有意に低下するのは後者のみである。最

も顕著な減少はＥＸＰ１のＳ期で観察されるので、本発明者らは、これに基づい

て、アコニターゼでの診断能を評価した。０．１１のカットオフ値を用いて、８

０％の無病正診率と８６％の有病正診率を計測した（表５）。

      【０１５４】

  アデニンヌクレオチドトランスロケータ１（ＡＮＴ－１）は、核遺伝子にコー

ドされ、ミトコンドリア内膜に局在する。ＡＮＴ－１は、新規に合成されたＡＴ

Ｐと消費したＡＤＰを交換することによって、ＯＸＰＨＯＳにおいて重要な役割

を果たしている。現在までに、子宮内膜の生検中でのＡＮＴ－１発現の調節は報

告されていない。本例では、表３に示されているように、未分画生検ＲＮＡで、

ＲＴ－ＰＣＲによって分析すると、ＡＮＴ－１  ｍＲＮＡの発現は、対照群に比

べてＥｎｄｏ群の増殖期に減少する（ｐ＝０．００７）ことが明らかとなった。

カットオフ値１を用いると、ＡＮＴ－１は、８６％の無病正診率と７４％の有病

正診率を有する（表５）。この結果は、ノーザンブロッティング（ｐ＝０．０１

６）によって確認され、カットオフ値０．０４２を用いると、無病正診率と有病

正診率の値は各々７５％及び７３％であった（表５）。

      【０１５５】

  ＥＴＣの第Ｖ複合体としても知られるＡＴＰシンターゼは、２つのミトコンド

リア遺伝子（ＡＴＰ分解酵素６とＡＴＰ分解酵素８）及び１２の核遺伝子によっ

てコードされる。ＯＸＰＨＯＳでの決定的な役割と一致して、ＡＴＰシンターゼ

の変異はミトコンドリア病と関連してきた。表３に示されているように、対照群

と比べて、Ｅｎｄｏ群では、未分画生検ＲＮＡにおいてＡＴＰシンターゼのβサ

ブユニットの発現が増加した（ｐ＝１×１０－３）。興味深いことに、Ｅｎｄｏ

群の増殖期のみを考慮すると、統計解析はｐ＝８×１０－４となる。対照群とＥ

ｎｄｏ群を比較し、カットオフ値４を用いると、ＡＴＰシンターゼの（βサブユ

ニット）の無病正診率と有病正診率は、各々７７％と７５％である。Ｅｎｄｏ群

のＰ期を分析すると、無病正診率は９３％、有病正診率は６４％である（表４）

。

      【０１５６】
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  Ｂ細胞白血病／リンパ腫―２（Ｂｃｌ－２）は核にコードされ、ミトコンドリ

ア外膜に局在する抗アポトーシスタンパク質である。興味深いことに、Ｂｃｌ－

２の発現は卵巣周期を通じて、子宮内膜の中でエストラジオールによって駆動さ

れるようであり、増殖期の子宮内膜では、高いＢｃｌ－２の発現が観察され、分

泌期には発現が減少する（Ｖａｓｋｉｖｕｏ  ｅｔ  ａｌ（２０００）Ｍｏｌ  

Ｃｅｌｌ  Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ  １６５：７５－８３）。これまでの研究によ

って、腺性細胞と間質細胞でのＢｃｌ－２の発現、及び正所と異所子宮内膜画分

でのＢｃｌ－２の発現が分析されている（Ｍｅｒｅｓｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．，（

２０００）Ｆｅｒｔｉｌ．Ｓｔｅｒｉｌ．７４（４）：７６０－６;Ｊｏｎｅｓ

  ｅｔ  ａｌ．，（１９９８）Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．１３（１２））：３４９

６－５０２）。本研究では、表３に示されているように、対照群に比べて、Ｅｎ

ｄｏ群で子宮内膜の未分画生検ＲＮＡにおいて、Ｂｃｌ－２の発現が減少した（

ｐ＝０．０１）。カットオフ値４を用いると、Ｂｃｌ－２の発現の無病正診率と

有病正診率は、各々５４％、８２％である（表５）。

      【０１５７】

  ヒトｃ－ｊｕｎ原癌遺伝子（ｃ－ｊｕｎ）は、ｃ－ｆｏｓと共にＡＰ１複合体

を形成する主要な遍在性転写因子の一つである。本例では、ｃ－ｊｕｎの発現を

分析して、ＥＸＰ１群の分泌期に有意なアップレギュレーション（ｐ＝０．０５

）が観察された（表３を参照）。カットオフ値０．７を用いて、ＥＸＰ１のＳ期

の群に対して以下のパラメーターを得た。無病正診率７５％、有病正診率６７％

（表４）である。未分画生検ＲＮＡに対して検査を行うと、ｃ－ｊｕｎ発現のア

ップレギュレーションは、対照群と比べて、Ｅｎｄｏ群で有意となった（ｐ＝０

．００５）。カットオフ値１を用いて、７６％の無病正診率と６５％の有病正診

率を決定した（表４）。

      【０１５８】

  ニワトリオボアルブミンの上流プロモーター転写因子（ＣＯＵＰ－ＴＦ）は、

アロマターゼＰ４５０（Ｐ４５０ａｒｏｍ）の重要な制御因子であり、エストロ

ゲンの生合成に関与する。正所子宮内膜の間質細胞では、アロマターゼプロモー

ターの上流領域へのＣＯＵＰ－ＴＦの結合がアロマターゼの転写抑制を媒介して
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、異常なエストロゲン産生を阻害する。表３に示されているように、未分画ＲＮ

Ａ生検では、対照群に比べて、Ｅｎｄｏサンプルの分泌期においてＣＯＵＰ－Ｔ

Ｆ  ｍＲＮＡの発現が減少した（ｐ＝０．０１）。０．０７５のカットオフ値を

用いると、ＣＯＵＰ－ＴＦの無病正診率と有病正診率は、各々８３％と７８％で

ある（表５）。

      【０１５９】

  インターロイキンは炎症の過程に関与しており、子宮内膜のような疾病で顕在

化する。本例でのＩＬ－１βの転写分析によって、対照群ではレベルがかなり一

定であるのに対し、Ｅｎｄｏ群ではパターンが全体的に異変を受けることが明ら

かとなった（表３参照）。特に、ＥＸＰ２群では、ＩＬ－１β発現の有意な減少

が観察された（ｐ＝０．０００２）。散布図に基づいて（図示せず）、２つのカ

ットオフ値を決定した。一方は対照群の平均に対する値であり、もう一方はその

標準偏差に相当する値である。この範囲外の値では、子宮内膜症に罹患した可能

性が高い患者に該当すると認めた。対照群の平均値である０．９８±０．２８に

対して、７８％の無病正診率と９３％の有病正診率を決定した（表５）。

      【０１６０】

  コネキシンは細胞間の相互作用、より具体的には、ギャップジャンクションと

いった構造に関与する。それらの発現は、一般にステロイドによって制御される

。コネキシン４３（Ｃｘ４３）はエストラジオールにより制御されると思われる

。一般に子宮内膜では、コネキシン４３（ＣＸ４３）は、他の数種のコネキシン

と同様に、月経周期の約１１～１５日目において免疫組織化学によって、より高

い発現を示す。例えば、コネキシン類は、妊娠中には、特異的に着床に関与する

と考えられる。ある論文では、子宮内膜の病変部中の全ての異所上皮組織サンプ

ル中に、コネクシン４３の異常発現を報告した。正所子宮内膜細胞中のコネキシ

ン４３の発現レベルを計測した研究はない。本例では、対照群に比べて、ＥＸＰ

１群で、Ｃｘ４３  ｍＲＮＡのアップレギュレーションが観察され（ｐ＝０．０

４８）（表３）、ＥＸＰ１群の増殖期のみを考慮すると、差はさらに有意となっ

た（ｐ＝０．０２）。ＥＸＰ１群に対し、カットオフ値１．３を用いて、７４％

の無病正診率と４８％の有病正診率を得た（表４）。ＥＸＰ１群の増殖期を考慮
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することによって、無病正診率と有病正診率は各々７７％と６４％となるので（

表４）、マーカーはより強力となる（表４）。多くの場合、様々なストレスから

細胞を防御するため、熱ショックタンパク質（ＨＳＰｓ）が誘導される。より具

体的には、タンパク質の誤フォールディング、ＤＮＡ損傷、代謝上の酸化的スト

レス、低酸素症に応答して熱ショックタンパク質７０（ＨＳＰ７０）が誘導され

る。本例では、子宮内膜症に罹患した女性において、ＨＳＰ７０  ｍＲＮＡの調

節が、対照群に比べて、Ｅｎｄｏ群で鋭敏に上昇することが報告されている（ｐ

＝０．０１）（表３参照）。０．６のカットオフ値を用いると、子宮内膜症に対

するマーカーとして、ＨＳＰ７０の無病正診率と有病正診率は各々７３％及び６

１％であった（表４）。未分画生検ＲＮＡでは、増殖期にも有意な増加が検出さ

れ（ｐ＝０．０１４）これ故、該マーカーは０．２５のカットオフを用いると、

７１％の無病正診率と７８％の有病正診率を有した（表４）。

      【０１６１】

  熱ショックタンパク質９０（ＨＳＰ９０）は、ステロイド誘導性及び外来毒素

誘導性のシグナリングに関与するタンパク質のシャペロン系の一部である。本例

では、ＥＸＰ２群の女性を対照群と比較すると、子宮内膜症に関するＨＳＰ９０

の分析によって、遺伝子発現の顕著な減少が明白となった（ｐ＝４．３×１０－

５）（表３を参照）。対照群と比較したＥＸＰ２群の分析で０．１７のカットオ

フ値を用いると、無病正診率と有病正診率は、各々７５％と１００％であった（

表５）。

      【０１６２】

  リン脂質ヒドロペルオキシド  グルタチオン  ペルオキシダーゼ４（ＧＰｘ４

又はＰＨＧＰｘ）は、過酸化された膜及び酸化されたリポタンパク質において産

生されるヒドロペルオキシドの還元に必要とされる。表３に示すように、未分画

生検ＲＮＡでは、ＧＰｘ４  ｍＲＮＡの発現は対照群と比べて、ＥＸＰ１群の分

泌期に減少した（ｐ＝５×１０－３）。０．１のカットオフ値を用いて、ＧＰｘ

４の無病正診率は８３％、有病正診率は７５％である（表５）。

      【０１６３】

  グルコース制御性タンパク質７８（ＧＲＰ７８）は、ホモシステインなどの小
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胞体の機能低下に影響する物質または条件によって誘導されるＨＳＰ７０に関連

するストレス応答タンパク質である。本例では、表３に示されているように、未

分画生検ＲＮＡにおけるＧＲＰ７８の発現は対照群と比べて、Ｅｎｄｏ群の分泌

期で減少した（ｐ＝６×１０－３）。カットオフ値３を用いると、ＧＲＰ７８の

無病正診率と有病正診率は、各々９２％と７８％である。

      【０１６４】

  シクロオキシゲナーゼ－２（ｃｏｘ２）は、プロスタグランジンシンターゼ（

ＰＧ－２）とも呼称され、プロスタグランジン合成に関与する。子宮内膜症にお

ける関与の可能性は、異所的病変におけるアロマターゼ活性の増加と関連して議

論されてきたが、これまでのところ、正所子宮内膜細胞では、ｃｏｘ２の調節不

全に関する証拠はない。表３に示すように、未分画生検ＲＮＡでは、ｃｏｘ２  

ｍＲＮＡの発現は、対照群に比べて、ＥＸＰ１群で有意に増加した（ｐ＝０．０

１）。カットオフ値６を用いると、ＣＯＸ２の無病正診率は６９％であり、有病

正診率は６２％である（表４）。

      【０１６５】

  ＩＩＩ－マーカーの組み合わせ

  対照群及びＥｎｄｏ群で発現が異なる多くの遺伝的マーカーを見出したので、

発現が異なる遺伝子を組み合わせて用いることによって、単一の遺伝子評価より

も強力な診断ツールを提供し得るかもしれないという仮説を本発明者は検討した

。個人間の遺伝的な不均一性が高いレベルにある場合、このことは特に当てはま

る。

      【０１６６】

  表１１に遺伝子マーカーの組み合わせの例を示す。無病正診率と有病正診率は

上述のように計算した（統計解析を参照）。簡潔に述べれば、無病正診率は対照

群にマーカーが存在しないことを示し、有病正診率はＥＮＤＯ群にマーカーが存

在することを示す。３つの対象遺伝子マーカーを全て同一個体の患者サンプルで

検査するように、組み合わせを行った。あるマーカーが存在する場合には、患者

の各サンプルに対してスコア１を割り当て、同マーカーが存在していなければ、

スコア０を割り当てた（マーカーの存在及び非存在は、割り当てたカットオフ値
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を超えるか否かに従って決定する）。３つの対象遺伝子全てにかかるアルゴリズ

ムを適用した後、該マーカーのスコアを合わせ、以下に従って百分率に変換した

。すなわち、２種のマーカーを組み合わせた場合、０％とは両マーカーのスコア

が０であることを意味し、５０％とは一方のマーカーのスコアが０で、もう一方

のマーカーのスコアが１であることを意味し、１００％とは両マーカーのスコア

が１であることを意味する。３つのマーカーを組み合わせた場合、０％とは３つ

の全てのマーカーのスコアが０であることを意味し、３３％とは１／３のマーカ

ーのスコアが１であることを意味し、６７％とは２／３のマーカーのスコアが１

であることを意味し、１００％とは３つの全てのマーカーのスコアが１であるこ

とを意味する。次に、これらのパーセンテージをグラフ化して、無病正診率と有

病正診率の値を新たに計算した。これらの値を表１１に示す。

      【０１６７】

  マーカーを組み合わせた場合の威力が例として表１１に示されているが、該表

では２つのマーカーを組み合わせることによって、診断の有病正診率が最大１０

０％まで増加した。３つのマーカーを組み合わせると、無病正診率と有病正診率

が何れも増加した。多数のマーカーのこれ以外の組み合わせによっても、無病正

診率と有病正診率の改善が得られ、それによって本発明の方法とキットが改良さ

れるであろう。

      【０１６８】

  ４）結論

  本明細書に示した結果は、表１に列記されている遺伝子マーカーが全て優れた

子宮内膜症のマーカーであることを示している。それ故、発現が異なる遺伝子を

使用することは、疾病を有する個体を同定し、子宮内膜症に等級を付ける代替手

段となる。これらのマーカーを２、３及びそれ以上組み合わせることによって、

診断の無病正診率と有病正診率が増加することも可能である。

      【０１６９】

  本発明のマーカーに属する遺伝子の多くはミトコンドリアに付随する。１６の

ＤＤマーカーのうち、５つがこの範疇に包含される。この観察により、本発明者

らは本分野での研究をさらに進めるに至った。実際に、生理学的には、酸化的リ
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ン酸化（ＯＸＰＨＯＳ）のような多くの中心的代謝反応がミトコンドリアに関係

する。このため、表３に示されているように、ＨＩＦ－１α、ＡＲＮＴ、又はＮ

ＡＤＨ脱水素酵素などの２２  ＯＸＹＰＨＯＳ関連遺伝子及び／又はミトコンド

リア関連遺伝子の調節が、子宮内膜症患者の子宮内膜組織中で観察した。このこ

とは、ＯＸＰＨＯＳ経路が子宮内膜症に関与しており、子宮内膜細胞の酸化的リ

ン酸化経路及び／又は内部酸化還元電位センサー経路（ＯＸＰＨＯＳ）に関与す

る少なくとも１つの子宮内膜症関連マーカーの発現レベルを前記子宮内膜細胞の

試料でアッセイすることによって、女性被験者における子宮内膜症の可能性を決

定し得ることを強く示唆する。

      【０１７０】

  興味深いことに、発現が異なる３つのａｌｕ配列含有ｃＤＮＡが単離され、子

宮内膜症関連マーカーと同定された。同様に、子宮内膜症関連マーカーの別の異

質な群は細胞ストレスマーカーであった（熱ショックタンパク質、ＣＡＰ４３、

コネキシン４３、ＲＮＡヘリカーゼ）。それ故、ａｌｕ配列を含有する大部分の

遺伝子及び／又は細胞ストレスマーカーは、本発明の子宮内膜症関連マーカーと

して使用し得ると推測される。

      【０１７１】

  実施例２：タンパク質のマーカー

  １）課題

  女性の対照群とＥｎｄｏ群で発現が異なる多くの遺伝子マーカーを発見したの

で、本研究者らは、これらの遺伝子マーカーに由来するタンパク質産物のタンパ

ク測定も、子宮内膜症の診断に適切なアプローチであり得るという仮説を検証し

た。

      【０１７２】

  マーカーＤＤ５（所謂Ｃａｐ４３）は、子宮内膜症に罹患した女性の子宮内膜

で、ｍＲＮＡレベルでの調節を受けなかったので、本発明者らは同遺伝子により

コードされるタンパク質の発現の特徴を決定した。ウエスタンブロッティングに

よってこれを実行した。

      【０１７３】
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  Ｃａｐ４３のｍＲＮＡは、１７５９塩基対の３’非翻訳領域を有しており、そ

の予測されるオープンリーディングフレームは、推定分子量４３，４００ダルト

ン、等電点５．３を有する３９４アミノ酸残基のポリタンパク質をコードする。

これまでの研究によって、様々な種類の細胞の中で、Ｃａｐ４３遺伝子のｍＲＮ

Ａの発現が調節されることが示された。しかしながら、Ｃａｐ４３タンパク質は

、子宮内膜症を含むいかなる疾病のマーカーとしてもも使用されたことはない。

本例では、対照群及び疾病群から得た子宮内膜組織の生検から単離されたタンパ

ク質抽出物を、Ｃａｐ４３のタンパク質の発現についてスクリーニングし、本明

細書に記載の結果によって、該タンパク質が子宮内膜症の適切なマーカーである

ことを示す。

      【０１７４】

  ２）材料と方法

患者の募集と組織サンプル

  対照群と子宮内膜症陽性群由来の組織生検は、本明細書の例１で前述したよう

にして取得した。

      【０１７５】

  未分画生検からのタンパク質の単離と調製

  細胞の全タンパク質抽出物を組織生検から直接単離した。簡潔に述べれば、３

ｍＬの溶解用バッファー（０．１Ｍ  ＮａＣｌ、２％ＳＤＳ、５ｍＭ  ＥＤＴＡ

、０．５μｇ／ｍＬ  ロイペプチン、２μｇ／ｍＬ  アプロチニン、及び２００

μｇ／ｍＬ  ＰＭＳＦを含有する２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ  ｐＨ７．５）の

存在下、室温で電気ホモジナイザーを使用して、２００～３００ｍｇの生検組織

をホモジナイズし、１０分間１００℃で溶解させ、１４，０００ｇで２０分間遠

心分離した。上清のタンパク質の定量は業者の指示に従って、ＤＣタンパク質ア

ッセイ（ＢＩＯ－ＲＡＤＴＭ）を用いて行った。２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、

ｐＨ７．５でサンプルを希釈し、９６ウェルのＧＩＢＣＯ－ＢＲＬＴＭ滴下装置

を用いて、ニトロセルロース膜（２．５及び５μｇ）上に滴下した（２．５及び

５μｇ）。ＴＳＴ緩衝液（１００ｍＭ  ＮａＣｌ、０．１％ＴＷＥＥＮ－２０Ｔ

Ｍを含有する１０ｍＭ  ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５）に溶かした２．５％乾
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燥ミルクパウダー中で一晩、前記膜のブロッキングを行い、抗ＣＡＰ４３（ＳＫ

ＵＬＤＴＥＣＨＴＭ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｅ  Ｍｏｎｔｐｅｌｉｅｒ  ＩＩ，Ｆ

ｒａｎｃｅ）一次抗血清又は抗アクチン（ＳＡＮＴＡ  ＣＲＵＺ  ＢＩＯＴＥＣ

ＨＮＯＬＯＧＹＴＭ  ）一次抗血清のいずれかで１：２０００に希釈して１時間

インキュベートし、ＴＳＴで５分間二度洗浄してから、西洋ワサビペルオキシダ

ーゼ（ＨＲＰ）抱合抗ウサギ免疫グロブリン特異的ポリクローナルヤギ抗体でさ

らに１時間インキュベートし（５％ミルク－ＴＳＴ中で１：２０００に希釈）、

ＴＳＴで１０分間３度洗浄して、業者（ＡＭＥＲＳＨＡＭ  ＰＨＡＲＭＡＣＩＡ

  ＢＩＯＴＥＣＨＴＭ）のプロトコールに従って、ＥＣＬ試薬で可視化した。オ

ートラジオグラムを走査して、アクチンに対するＣａｐ４３のレベルを計測し、

プログラムＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＡＮＡＬＹＳＴＴＭを使用して、ドットの濃度

測定を行った。

      【０１７６】

  ３）結果

  抗ＣＡＰ４３ポリクローナル抗体を使用して、本発明者らは対照群と疾病群由

来の子宮内膜組織生検から単離したタンパク質抽出物をスクリーニングした。表

３に示されているように、２種類の実験を行った。第一の実験では、増殖期及び

分泌期の対照群及び実験群の全てを含めて、卵巣周期の双方の時期でのＣａｐ４

３の存在を比較した。第二の実験では、分泌期の群のみを検査し、このようにし

て、分析したサンプルの数を増加させることができた。

      【０１７７】

  第一の実験から得られた結果は、卵巣周期の分泌期にはＣａｐ４３タンパク質

がより高いレベルで発現され、対照群における平均アップレギュレーションが、

増殖期に比べて、分泌期では２倍を超えることを示している（１．９２±０．２

１対照群分泌期  対  ０．５５±０．０６対照群増殖期）ことを示した。さらに

、対照群とＥｎｄｏ群とを比較することによって、Ｅｎｄｏ群の分泌期において

Ｃａｐ４３が有意に減少し（ｐ＝０．０５）、カットオフ１．３５を使用すると

、無病正診率及び有病正診率の値が各々７１％及び５７％となることが明らかで

ある（表５）。
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      【０１７８】

  分泌期のサンプルのみを分析した第二の実験でも、Ｃａｐ４３はＥｎｄｏ群の

分泌期に有意に減少する（ｐ＝０．００１）。１．１のカットオフを用いると、

無病正診率が７７％、有病正診率が６１％である（表５）。

      【０１７９】

  ４）結論

  これらの結果により、Ｃａｐ４３  ｍＲＮＡのように、Ｃａｐ４３タンパク質

は、子宮内膜症を有する女性に比べて、子宮内膜症に罹患していない女性の子宮

内膜の細胞で発現が異なることが確認された。それ故、表１に列記されている全

ての子宮内膜症関連マーカーが同様であると考えてもよい。

      【０１８０】

  従って、異なって発現する遺伝子又は（翻訳されたタンパク質又はペプチドな

どの）該遺伝子由来のタンパク質産物を使用すれば、女性における子宮内膜症の

可能性を決定し、該疾病に罹患した女性の該疾病に等級を付けるための代替手段

となる。

      【０１８１】

【表１】
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【表２】
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【表３】
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【表４】
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【表５】
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【表６】
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【表７】
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【表８】
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【表９】

【表１０】
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【表１１】
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  本発明の実施態様を幾つか説明したが、本発明はさらに改変することが可能で

あり、本出願は本発明の任意の変法、用途、又は修正に及ぶことを意図したもの

であって、本発明の一般原理に倣って、本発明が属する分野の知識又は慣行の範

囲に納まり、且つ本明細書に上記されている本質的特徴に該当し、本発明の範囲

内又は添付の特許請求の範囲の境界の中に属し得るように本発明の開示内容から

逸脱することが含まれることが理解できるであろう。

      【０１８２】

    【配列表】
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【国際調査報告】
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摘要(译)

[问题] 本发明涉及子宫内膜异位症的标志物，与未患有子宫内膜异位症的妇女相比，其在子宫内膜异位症的妇女的子宫内膜细胞中
的表达不同。 本发明还涉及在女性受试者中确定子宫内膜异位的可能性的方法，在患有子宫内膜异位的女性中对子宫内膜异位进行
分级的方法以及该疾病的治疗方法。 。 本发明提供了用于进行上述方法的上述多核苷酸，探针，引物和试剂盒，它们与腹腔镜检
查相比是快速的，非侵入性的并且具有显着降低的复杂性和成本。 这也令人担忧。
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