
(57)【要約】

　患者の試料において高悪性度子宮頸部疾患を同定する

ための方法及び組成物を提供する。本発明の方法は、人

体試料中の少なくとも１つのバイオマーカーの過剰発現

を検出することを含み、バイオマーカーは高悪性度子宮

頸部疾患において選択的に過剰発現される。特定の特許

請求の範囲では、人体試料は頸部スメア又は頸部細胞単

層である。本発明のバイオマーカーには、細胞周期の調

節、シグナル伝達、ＤＮＡの複製及び転写に関与する遺

伝子並びにタンパク質が含まれる。具体的な特許請求の

範囲では、バイオマーカーはＳ期遺伝子である。本発明

の一部の態様では、目的バイオマーカーの過剰発現は、

バイオマーカーに特異的な抗体を用いてタンパク質レベ

ルで、又は核酸ハイブリダイゼーション技術を用いて核

酸レベルで検出する。さらに、本発明の方法を実施する

ためのキットを提供する。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 患 者 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 由 来 の 人 体 試 料 中 の
少 な く と も １ つ の 核 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 前 記 核 バ イ オ マ ー
カ ー の 過 剰 発 現 の 検 出 に よ り 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 試 料 が 特 異 的 に 同 定 さ れ る 方 法
。
【 請 求 項 ２ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 の 検 出 に よ り 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 試 料 が 、 良 性 増
殖 、 初 期 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 、 又 は 軽 い 異 形 成 を 示 す 試 料 か ら 識 別 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 が 形 態 学 的 解 析 又 は Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 の 状 態 の 決 定 と は 独
立 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 過 剰 発 現 の 検 出 が 、 少 な く と も １ つ の 抗 体 を 用 い て バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 を
検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 核 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 が 核 酸 レ ベ ル で 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 過 剰 発 現 の 検 出 が 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 試 料 が 液 体 系 調 製 物 中 に 懸 濁 状 態 の 頸 部 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 試 料 が 頸 部 組 織 試 料 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 の 感 度 が 少 な く と も ９ ０ ％ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 の 陽 性 適 中 率 が 少 な く と も ４ ０ ％ で あ る 、 請 求 項 １ ０
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 の 特 異 性 が 少 な く と も ８ ５ ％ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 患 者 が 異 常 な Ｐ ａ ｐ ス メ ア 結 果 を 有 す る こ と を 受 け て 行 う 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 一 般 患 者 集 団 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て 行 う 、 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 形 態 学 的 解 析 と 併 せ て 行 う 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 患 者 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 由 来 の 人 体 試 料 中 の
少 な く と も ２ つ の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 前 記 バ イ オ マ ー カ ー
の 過 剰 発 現 の 検 出 に よ り 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 試 料 が 特 異 的 に 同 定 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 患 者 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 前 記 患 者 か ら 人 体 試 料 を 得 る こ と ；
　 ｂ ） 前 記 試 料 を 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 核 バ イ オ マ ー
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カ ー タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と ； 及 び 、
　 ｃ ） 前 記 抗 体 と 前 記 核 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 検 出 す る こ と
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 手 動 で 行 う 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 自 動 的 に 行 う 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 試 料 が 頸 部 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 試 料 が 頸 部 細 胞 単 層 を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 の 感 度 が 少 な く と も ９ ０ ％ で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 の 特 異 性 が 少 な く と も ８ ５ ％ で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 患 者 が 異 常 な Ｐ ａ ｐ ス メ ア 結 果 を 有 す る こ と を 受 け て 行 う 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 一 般 患 者 集 団 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て 行 う 、 請 求 項
１ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 核 バ イ オ マ ー カ ー が Ｈ Ｐ Ｖ 誘 発 性 の 細 胞 周 期 の 混 乱 及 び Ｓ 期 誘 発 の 活 性 化 に 関 与 す る 遺
伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 核 バ イ オ マ ー カ ー が Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ １ ４ Ａ Ｒ Ｆ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、
Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ 、 及 び サ イ ク リ ン Ｅ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 核 バ イ オ マ ー カ ー が Ｍ Ｃ Ｍ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー が Ｅ ２ ｆ 転 写 因 子 に よ っ て 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー が Ｓ ｐ － １ 転 写 因 子 に よ っ て 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー が Ｓ 期 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー が 細 胞 周 期 の 調 節 に 関 与 す る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー が Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 及 び 転 写 に 関 与 す る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 試 料 の パ パ ニ コ ロ ー （ Ｐ ａ ｐ ） 染 色 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 患 者 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 前 記 患 者 か ら 人 体 試 料 を 得 る こ と ；
　 ｂ ） 前 記 試 料 を 、 そ れ ぞ れ が 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 明
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確 に 異 な る バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も ２ つ の 抗 体 と 接 触 さ
せ る こ と ； 及 び 、
　 ｃ ） 前 記 抗 体 と 前 記 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 検 出 す る こ と
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー が Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ １ ４ Ａ Ｒ Ｆ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、 Ｔ
ｏ ｐ ｏ ２ Ａ 、 及 び サ イ ク リ ン Ｅ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 少 な く と も １ つ が Ｍ Ｃ Ｍ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 少 な く と も ３ つ の 抗 体 を 試 料 と 接 触 さ せ 、 第 １ 及 び 第 ２ の 抗 体 が Ｍ Ｃ Ｍ ２ と 特 異 的 に 結
合 し 、 第 ３ の 抗 体 が Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ と 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 抗 体 を 試 料 と 、 個 別 の 抗 体 試 薬 と し て 逐 次 的 に 接 触 さ せ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 抗 体 を 試 料 と 、 抗 体 カ ク テ ル と し て 同 時 に 接 触 さ せ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 抗 体 の そ れ ぞ れ を 試 料 の 一 部 分 を 含 む 別 々 の 顕 微 鏡 ス ラ イ ド と 接 触 さ せ る 、 請 求 項 ３ ６
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 患 者 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 前 記 患 者 か ら 人 体 試 料 を 得 る こ と ；
　 ｂ ） 前 記 試 料 を 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る バ イ オ マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と ；
　 ｃ ） 前 記 抗 体 と 前 記 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 検 出 す る こ と ； 及 び 、
　 ｄ ） パ パ ニ コ ロ ー （ Ｐ ａ ｐ ） 染 色 を 用 い て 試 料 を 染 色 す る こ と
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 患 者 が 異 常 な Ｐ ａ ｐ ス メ ア 結 果 を 有 す る こ と を 受 け て 行 う 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 一 般 患 者 集 団 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て 行 う 、 請 求 項
４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 患 者 由 来 の 人 体 試 料 中 の 少 な く と も １ つ の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を
含 み 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 が 異 常 な Ｓ 期 誘 発 を 示 す 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断
方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 患 者 由 来 の 人 体 試 料 中 の 少 な く と も １ つ の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を
含 み 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 が 発 癌 性 の Ｈ Ｐ Ｖ の Ｅ ６ 及 び Ｈ Ｐ Ｖ の Ｅ ７ の 能 動 転 写 を
示 す 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 患 者 由 来 の 人 体 試 料 中 の 少 な く と も １ つ の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を
含 み 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 が 発 癌 性 の Ｈ Ｐ Ｖ の Ｅ ６ 及 び Ｈ Ｐ Ｖ の Ｅ ７ の 過 剰 発 現 を
示 す 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 核 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と
特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 抗 体 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 核 バ イ オ マ ー カ ー が Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ １ ４ Ａ Ｒ Ｆ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、
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Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ 、 及 び サ イ ク リ ン Ｅ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 核 バ イ オ マ ー カ ー が Ｍ Ｃ Ｍ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遮 断 剤 、 タ ン パ ク 質 遮 断 剤 、 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と の 抗 体 結 合
を 検 出 す る た め の 化 学 薬 品 、 対 比 染 色 剤 、 青 味 剤 、 及 び 使 用 説 明 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項
４ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 抗 体 結 合 を 検 出 す る た め の 化 学 薬 品 が 色 素 原 及 び 標 識 し た ポ リ マ ー に 結 合 し た 二 次 抗 体
を 含 み 、 色 素 原 が ３ ’ ， ３ ’ － ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン を 含 み 、 標 識 し た ポ リ マ ー が デ キ ス ト
ラ ン ポ リ マ ー に 結 合 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 む 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 対 比 染 色 剤 が ヘ マ ト キ シ リ ン を 含 む 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 青 味 剤 が ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 Tween-20、 及 び ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む
溶 液 を 含 む 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 陽 性 対 照 試 料 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 陽 性 対 照 試 料 が Ｓ ｉ Ｈ ａ 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 Ｐ ａ ｐ 染 色 用 の 試 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 Ｐ ａ ｐ 染 色 用 の 試 薬 が Ｅ Ａ ５ ０ 及 び Ｏ ｒ ａ ｎ ｇ ｅ  Ｇ を 含 む 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 少 な く と も ２ つ の 抗 体 を 含 む キ ッ ト で 、 抗 体 の そ れ ぞ れ が 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い
て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 明 確 に 異 な る バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 少 な く と も ２ つ の 抗 体 を 別 々 の 試 薬 と し て 提 供 す る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 少 な く と も ２ つ の 抗 体 を カ ク テ ル と し て 提 供 す る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 抗 体 の 少 な く と も １ つ が Ｍ Ｃ Ｍ タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 キ ッ ト が 少 な く と も ３ つ の 抗 体 を 含 み 、 キ ッ ト 中 の 第 １ 及 び 第 ２ の 抗 体 が Ｍ Ｃ Ｍ ２ と 特
異 的 に 結 合 し 、 第 ３ の 抗 体 が Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ と 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遮 断 剤 、 タ ン パ ク 質 遮 断 剤 、 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と の 抗 体 結 合
を 検 出 す る た め の 化 学 薬 品 、 対 比 染 色 剤 、 青 味 剤 、 及 び 使 用 説 明 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項
６ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 少 な く と も １ つ の 抗 体 及 び Ｐ ａ ｐ 染 色 用 の 試 薬 を 含 む キ ッ ト で 、 抗 体 が 高 悪 性 度 子 宮 頸
部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｐ
ａ ｐ 染 色 用 の 試 薬 が Ｅ Ａ ５ ０ 及 び Ｏ ｒ ａ ｎ ｇ ｅ  Ｇ を 含 む キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ６ ７ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る た め の 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の キ ッ ト の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 に お け る 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の キ ッ ト の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 核 バ イ オ マ ー カ ー を コ ー ド し て
い る 少 な く と も １ つ の 核 酸 分 子 の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 核 バ イ オ マ ー カ ー が Ｍ
Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ １ ４ Ａ Ｒ Ｆ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、 Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ 、 及 び サ イ
ク リ ン Ｅ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 患 者 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る 方 法
で あ っ て 、
　 （ ａ ） 患 者 か ら 人 体 試 料 を 得 る こ と ；
　 （ ｂ ） 試 料 か ら 核 酸 物 質 を 単 離 す る こ と ；
　 （ ｃ ） 前 記 核 酸 物 質 を 、 核 バ イ オ マ ー カ ー に 特 異 的 な 少 な く と も １ 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー 及 び 熱 安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ と 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に
よ る 増 幅 に 適 し た 条 件 下 で 混 合 す る こ と ；
　 ｄ ） Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と ； 並 び に 、
　 ｅ ） Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 を 検 出 す る こ と
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と が Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 試 料 が 液 体 系 調 製 物 中 に 懸 濁 状 態 の 頸 部 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 試 料 が 頸 部 組 織 試 料 を 含 む 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 核 バ イ オ マ ー カ ー が Ｍ Ｃ Ｍ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 患 者 が 異 常 な Ｐ ａ ｐ ス メ ア 結 果 を 有 す る こ と を 受 け て 行 う 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 一 般 患 者 集 団 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て 行 う 、 請 求 項
６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 患 者 由 来 の 人 体 試 料 中 の 少 な く と も ２ つ の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を
含 み 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 の 検 出 に よ り 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 試 料 が 特 異 的
に 同 定 さ れ 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 が 核 酸 レ ベ ル で 検 出 さ れ る 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾
患 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 過 剰 発 現 の 検 出 が Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 核 バ イ オ マ ー カ ー に 特 異 的 な 少
な く と も １ 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 少 な く と も ２ 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 む キ ッ ト で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー の そ れ ぞ れ の 対 が 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る バ イ
オ マ ー カ ー に 特 異 的 で あ る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 患 者 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 診 断 す る た め の 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の キ ッ ト の 使 用
方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 ０ ． ０ ５ ％ ～ ５ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む ス ラ イ ド 前 処 理 緩 衝
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液 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 ０ ． １ ％ ～ １ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 、 請 求 項 ８ １ に 記 載 の
ス ラ イ ド 前 処 理 緩 衝 液 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 ０ ． ５ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の ス ラ イ
ド 前 処 理 緩 衝 液 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 ０ ． ０ ５ ～ ５ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 組 成 物 を 試 料 に 施 用 す
る こ と を 含 む 、 免 疫 細 胞 化 学 的 ア ッ セ イ で 用 い る 試 料 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 組 成 物 が ０ ． １ ％ ～ １ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 、 請 求 項 ８ ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 組 成 物 が ０ ． ５ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 組 成 物 を １ 時 間 未 満 の 間 試 料 に 施 用 す る 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 試 料 を 加 熱 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 （ high-grade cervical disease） を 検 出 す る た め の
方 法 及 び 組 成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 子 宮 頚 部 癌 は 女 性 で ２ 番 目 に 一 般 的 な 新 生 物 で あ り 、 女 性 の 癌 全 体 の 約 １ ２ ％ を 占 め 、
毎 年 約 ２ ５ ０ ， ０ ０ ０ 件 の 死 亡 を 引 き 起 こ し て い る 。 Baldwin et al. (2003) Nature Rev
iews Cancer 3:1-10。 集 団 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム が 利 用 可 能 で な い 多 く の 発 展 途 上 国
で は 、 こ の 臨 床 的 問 題 は さ ら に 重 大 で あ る 。 こ の よ う な 国 に お い て 、 子 宮 頸 癌 は 女 性 の 癌
死 亡 の 第 １ 位 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 子 宮 頸 癌 の 症 例 の 大 多 数 が 扁 平 細 胞 癌 を 示 す が 、 腺 癌 も 見 ら れ る 。 子 宮 頸 癌 は 、 明 確 に
定 義 さ れ た 、 形 態 学 的 に 識 別 す る こ と が で き る 非 侵 襲 性 の 上 皮 内 期 を 介 し て 進 化 す る の で
、 集 団 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 予 防 す る こ と が で き る 。 Williams et al. (1998) Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 95:14932-14937。 正 常 細 胞 が ど の よ う に 形 質 転 換 さ れ る の か は 理 解
さ れ て い な い が 、 正 常 な 重 層 上 皮 か ら 頸 部 上 皮 内 新 形 成 （ Ｃ Ｉ Ｎ 、 cervical intraepithe
lial neoplasia） を 介 し て 侵 襲 性 の 癌 へ と 組 織 病 理 学 的 に 変 化 し て い く 連 続 範 囲 の 概 念 は
、 長 年 の 間 広 く 受 け 入 れ ら れ て き た 。 子 宮 頸 癌 の 前 駆 型 は 異 形 成 で あ り 、 当 分 野 で は Ｃ Ｉ
Ｎ 又 は 扁 平 上 皮 内 病 変 （ Ｓ Ｉ Ｌ 、 squamous intraepithelial lesion） と し て も 知 ら れ て
い る 。 扁 平 上 皮 内 の 異 常 は 、 ３ 段 （ Ｃ Ｉ Ｎ ） 又 は ２ 段 （ Bethesda） の シ ス テ ム を 用 い る こ
と に よ っ て 分 類 し 得 る 。 シ ス テ ム の 下 で は 、 Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ 及 び Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 に 対 応 す る 低 悪 性
度 扁 平 上 皮 内 病 変 （ Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 、 low-grade squamous intraepithelial lesion） は 、 一 般
に 、 侵 襲 性 の 疾 患 へ と 進 行 す る リ ス ク が 比 較 的 低 い 増 殖 性 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 を 示 す 。 ３ 段 シ ス
テ ム に お い て Ｃ Ｉ Ｎ II及 び Ｃ Ｉ Ｎ IIIに 対 応 す る 高 悪 性 度 扁 平 上 皮 内 病 変 （ Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ 、 hig
h-grade squamous intraepithelial lesion） は 、 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ よ り 高 い 子 宮 頸 癌 へ と 進 行 す
る リ ス ク を 示 す が 、 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 及 び Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ は ど ち ら も 悪 性 疾 患 の 潜 在 的 な 前 駆 型 と し て み
な さ れ る 。 患 者 の 試 料 は 、 こ の シ ス テ ム の 下 で は Ａ Ｓ Ｃ Ｕ Ｓ （ 意 義 不 明 の 非 定 型 扁 平 細 胞
、 atypical squamous cells of unknown significance） 又 は Ａ Ｇ Ｕ Ｓ （ 意 義 不 明 の 非 定
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型 腺 細 胞 、 atypical glandular cells of unknown significance） と し て 分 類 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 子 宮 頸 癌 と １ ６ 、 １ ８ 、 及 び ３ １ 型 な ど の 高 リ ス ク 型 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｖ
） に よ る 感 染 症 と の 強 力 な 関 連 性 が 確 立 さ れ て い る 。 実 際 、 大 量 の 疫 学 的 及 び 分 子 生 物 学
的 な 証 拠 に よ り 、 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 が 子 宮 頸 癌 に お け る 原 因 因 子 と し て 確 立 さ れ て い る 。 さ ら
に 、 Ｈ Ｐ Ｖ は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 症 例 の ８ ５ ％ 以 上 で 見 つ か っ て い る 。 し か し 、 Ｈ Ｐ
Ｖ 感 染 症 は 非 常 に 一 般 的 で あ り 、 ３ ０ 歳 を 超 え る 女 性 の ５ ～ １ ５ ％ で 起 こ っ て い る 可 能 性
が あ る が 、 Ｈ Ｐ Ｖ 陽 性 の 女 性 の 少 数 の み し か 一 生 の う ち に 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 又 は 癌 を
発 生 し な い 。 Ｈ Ｐ Ｖ の 単 独 で の 存 在 は 感 染 症 だ け の 指 標 で あ り 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の
指 標 で は な い の で 、 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 を 単 独 で 試 験 す る こ と で 多 く の 偽 陽 性 が 生 じ る 。 例 え ば
、 Wright et al. (2004) Obstet. Gynecol. 103:304-309を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 の 文 献 は 、 Ｈ Ｐ Ｖ は 子 宮 － 子 宮 頚 部 の 下 に あ る 組 織 内 の 基 底 幹 細 胞 に 感 染 す る こ と
を 示 唆 し て い る 。 細 胞 の 重 層 頸 部 上 皮 へ の 遊 走 を 伴 う 、 幹 細 胞 か ら 成 熟 ケ ラ チ ノ サ イ ト へ
の 分 化 は 、 Ｈ Ｐ Ｖ ウ イ ル ス の 複 製 及 び 細 胞 の 再 感 染 に 関 連 し て い る 。 こ の ウ イ ル ス 複 製 プ
ロ セ ス の 間 に は 、 細 胞 周 期 の 調 節 解 除 、 能 動 増 殖 、 Ｄ Ｎ Ａ 複 製 、 転 写 活 性 化 及 び ゲ ノ ム 不
安 定 化 を 含 め た い く つ か の 細 胞 変 化 が 起 こ る （ Crum (2000) Modern Pathology 13:243-25
1； Middleton et al. (2003) J. Virol. 77:10186-10201； Pett et al. (2004) Cancer R
es. 64:1359-1368） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ほ と ん ど の Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 は 一 過 性 の 性 質 で あ り 、 ウ イ ル ス 感 染 症 は １ ２ カ 月 の 期 間 内 に
自 然 に 消 散 さ れ る 。 Ｈ Ｐ Ｖ の １ つ 又 は 複 数 の 発 癌 性 の 亜 型 に よ る 持 続 性 の 感 染 症 を 発 生 し
た 個 体 で は 、 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 に 罹 患 し て い な い 患 者 と 比 較 し て 新 形 成 を 発 生 す る リ ス ク が あ
る 。 頸 部 新 形 成 の 発 生 に お け る Ｈ Ｐ Ｖ の 重 要 性 を 考 慮 す る と 、 Ｈ Ｐ Ｖ の 臨 床 検 出 は 、 頸 部
新 形 成 を 発 生 す る リ ス ク に あ る 患 者 を 同 定 す る 重 要 な 診 断 ツ ー ル と な っ て い る 。 Ｈ Ｐ Ｖ に
基 づ い た 子 宮 頸 部 疾 患 の ス ク リ ー ニ ン グ の 臨 床 的 な 有 用 性 は 、 そ の 陰 性 適 中 率 に あ る 。 正
常 な Ｐ ａ ｐ ス メ ア の 履 歴 と 組 み 合 わ せ た Ｈ Ｐ Ｖ 陰 性 結 果 は 、 疾 患 が な い 状 態 で あ る こ と 及
び そ の 後 １ ～ ３ 年 間 頸 部 新 形 成 の 発 生 の リ ス ク が 低 い こ と の 優 れ た 指 標 で あ る 。 し か し 、
陽 性 Ｈ Ｐ Ｖ 結 果 は 子 宮 頸 部 疾 患 に 診 断 的 で は な く 、 む し ろ 感 染 症 を 示 す 。 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 の
大 多 数 は 一 過 性 で あ り 、 １ ２ カ 月 の 期 間 内 に 自 発 的 に 消 散 さ れ る が 、 高 リ ス ク の Ｈ Ｐ Ｖ ウ
イ ル ス 亜 型 に よ る 持 続 性 の 感 染 症 は 、 頸 部 新 形 成 を 発 生 す る リ ス ク が よ り 高 い こ と を 示 す
。 Ｈ Ｐ Ｖ 試 験 を 補 う た め に 、 頸 部 新 形 成 に 関 連 す る 分 子 マ ー カ ー の 同 定 が 子 宮 頸 部 疾 患 の
診 断 に お い て 臨 床 的 特 異 性 を 向 上 さ せ る こ と が 期 待 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 パ パ ニ コ ロ ー 染 色 頸 部 ス メ ア （ Ｐ ａ ｐ ス メ ア ） の 細 胞 診 断 検 査 が 、 子 宮 頸 癌 を 検 出 す る
た め の 現 在 一 般 に 好 ま れ る 方 法 で あ る 。 Ｐ ａ ｐ 試 験 と は 、 ６ ０ 年 間 実 質 的 に 変 化 の な い ま
ま で あ る 主 観 的 方 法 で あ る 。 し か し 、 そ の 性 能 に 関 し て い く つ か の 懸 案 事 項 が 存 在 す る 。
１ 回 の Ｐ ａ ｐ 試 験 の 報 告 さ れ て い る 感 度 （ 疾 患 が 陽 性 で あ る も の の う ち 、 試 験 に よ っ て 陽
性 で あ る も の の 割 合 ） は 低 く 、 広 い ば ら つ き が 見 ら れ る （ ３ ０ ～ ８ ７ ％ ） 。 １ 回 の Ｐ ａ ｐ
試 験 の 特 異 性 （ 疾 患 が 陰 性 で あ る も の の う ち 、 試 験 に よ っ て 陰 性 で あ る も の の 割 合 ） は 、
ス ク リ ー ニ ン グ 集 団 中 ８ ６ ％ と 低 い 場 合 が あ り 、 根 底 に あ る 高 悪 性 度 疾 患 を 決 定 す る た め
の Ａ Ｓ Ｃ Ｕ Ｓ 　 Ｐ Ｌ Ｕ Ｓ 集 団 に お い て そ れ よ り も 相 当 低 い 。 Baldwin et al.、 上 記 を 参 照
さ れ た い 。 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 又 は Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ と し て 特 徴 づ け ら れ た Ｐ ａ ｐ ス メ ア の 有 意 な パ ー セ ン テ
ー ジ が 、 実 際 に は 高 悪 性 度 病 変 に 関 し て 陽 性 で あ る 。 さ ら に 、 Ｐ ａ ｐ ス メ ア の １ ０ ％ ま で
が Ａ Ｓ Ｃ Ｕ Ｓ （ 意 義 不 明 の 非 定 型 扁 平 細 胞 ） と し て 分 類 さ れ る 、 即 ち 、 正 常 、 中 等 度 若 し
く は 重 篤 な 病 変 、 又 は 腫 瘍 と し て 明 確 な 分 類 を 行 う こ と が 不 可 能 で あ る 。 し か し 、 経 験 に
よ り こ の Ａ Ｓ Ｃ Ｕ Ｓ 集 団 の １ ０ ％ ま で が 高 悪 性 度 病 変 に 罹 患 し て い る こ と が 示 さ れ 、 こ れ
ら は 結 果 的 に 見 落 と さ れ る 。 例 え ば 、 Manos et al. (1999) JAMA 281:1605-1610を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Baldwin et al. (2003) Nature Reviews Cancer 3:1-10
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Williams et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:14932-14937
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Wright et al. (2004) Obstet. Gynecol. 103:304-309
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Crum (2000) Modern Pathology 13:243-251
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Middleton et al. (2003) J. Virol. 77:10186-10201
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Pett et al. (2004) Cancer Res. 64:1359-1368
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Manos et al. (1999) JAMA 281:1605-1610
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 従 来 の Ｐ ａ ｐ ス メ ア 及 び 高 リ ス ク Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 の 分 子 学 的 試 験 と は 独 立 し
て 、 又 は そ れ と 協 力 し て 働 く 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 が 必 要 で あ る 。 こ の よ う
な 方 法 で は 、 Ｐ ａ ｐ 染 色 に よ っ て Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 又 は Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ と 分 類 さ れ た が 実 際 に は 高 悪 性 度
病 変 に 関 し て 陽 性 で あ る 場 合 （ 即 ち 「 偽 陰 性 」 ） を 含 め た す べ て の 患 者 集 団 に お い て 存 在
す る 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 特 異 的 に 同 定 す る こ と が で き る べ き で あ る 。 し た が っ て 、 当
分 野 に お い て 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る こ と が で き る 、 且 つ 高 悪 性 度 疾 患 を 初 期
Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 及 び 軽 い 異 形 成 な ど の 臨 床 的 疾 患 と み な さ れ な い 状 態 か ら 区 別 す る こ と が で
き る 、 特 異 的 な 信 頼 性 の あ る 診 断 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る た め の 組 成 物 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、
人 体 試 料 中 の 少 な く と も １ つ の バ イ オ マ ー カ ー 、 特 に 核 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出
す る こ と を 含 み 、 前 記 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 の 検 出 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す
試 料 を 特 異 的 に 同 定 す る こ と を 含 む 。 本 方 法 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 試 料 を 、 良
性 増 殖 、 初 期 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 、 又 は 軽 い 異 形 成 を 示 す 試 料 か ら 識 別 す る 。 し た が っ て 、 本 方
法 は 、 高 悪 性 度 頸 部 の 病 状 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る が 、 正 常 細 胞 又 は 臨 床 的 疾 患
の 指 標 で な い 細 胞 中 で は 過 剰 発 現 さ れ な い バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー と は 、 Ｈ Ｐ Ｖ 誘 発 性 の 細 胞 周 期 機 能 不 全 及 び Ｓ 期 の 誘 発 を 司 る
特 定 の 遺 伝 子 の 活 性 化 の 結 果 生 じ る も の を 含 め た 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的
に 過 剰 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 で あ る 。 特 に 興 味 深 い バ イ オ マ ー カ ー に は
、 そ の 過 剰 発 現 が Ｈ Ｐ Ｖ 誘 発 性 の 細 胞 周 期 機 能 不 全 並 び に そ れ に 続 く 転 写 因 子 Ｓ Ｐ － １ 及
び Ｅ ２ Ｆ の 活 性 化 の 結 果 起 こ る 、 Ｓ 期 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー 遺 伝 子
又 は タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 の 検 出 に よ り 、 中 等 度 か ら 重 篤 な 異 形 成 及 び 子 宮 頸 癌 な ど の 高
悪 性 度 疾 患 を 示 す 試 料 を 、 正 常 細 胞 又 は 臨 床 的 疾 患 の 指 標 で な い 細 胞 （ 例 え ば 、 初 期 の Ｈ
Ｐ Ｖ 感 染 症 が 存 在 し な い 異 形 成 及 び 軽 い 異 形 成 ） か ら 区 別 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 は 、 タ ン パ ク 質 又 は 核 酸 レ ベ ル で 評 価 す る こ と が で き る 。 一
部 の 実 施 形 態 で は 、 頸 部 細 胞 診 断 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 検 出 す
る た め に 抗 体 を 利 用 す る 免 疫 細 胞 化 学 的 技 術 を 提 供 す る 。 本 発 明 の こ の 態 様 で は 、 特 定 の
目 的 バ イ オ マ ー カ ー に 向 け ら れ た 少 な く と も １ つ の 抗 体 を 用 い る 。 ま た 、 過 剰 発 現 は 、 例
え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 含 め た 、 核 酸 に 基 づ い た 技 術 に よ っ て 検
出 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 試 薬 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 形 態 学 的 特 徴 又 は Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 の 状 態 を 解 析 す る 従 来 の 婦 人 科
的 診 断 技 術 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と も で き る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 提 示
す る 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 は 、 従 来 方 法 か ら の す べ て の 形 態 学 的 情 報 が 保 存 さ れ る よ う に 、
Ｐ ａ ｐ 試 験 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い
て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 に よ り 、 Ｐ ａ ｐ 試 験 の 高 い 偽 陰 性 率 を 下
げ る こ と が で き 、 ま た 、 集 団 自 動 ス ク リ ー ニ ン グ が 容 易 に な り 得 る 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 同 定 又 は 診 断 す る た め の 組 成 物 及 び 方 法 を 提 供 す る
。 こ の 方 法 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 （ 例 え ば 中 等 度 か ら 重 篤 な 異 形 成 及 び 子 宮 頸 癌 ） に
お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 特 異 的 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
即 ち 、 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 Ｈ Ｐ Ｖ に 感 染 し た 細 胞 と 、 前 悪 性 、 悪 性 、 又 は 明 ら か
に 癌 性 で あ る Ｈ Ｐ Ｖ に 感 染 し た 細 胞 と を 識 別 す る 能 力 を 有 す る 。 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の
診 断 方 法 は 、 患 者 由 来 の 組 織 又 は 体 液 試 料 に お い て 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 少 な く
と も １ つ の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体
及 び 免 疫 細 胞 化 学 的 技 術 を 用 い て 目 的 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 を 検 出 す る 。 さ ら に 、 本 発 明
の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る こ と （ diagnosing high-grade cervical disease）
」 と は 、 例 え ば 、 子 宮 頸 部 疾 患 の 存 在 を 診 断 又 は 検 出 す る こ と 、 疾 患 の 進 行 を 監 視 す る こ
と 、 及 び 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 細 胞 若 し く は 試 料 を 同 定 又 は 検 出 す る こ と を 含 む こ
と を 意 図 す る 。 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 、 検 出 、 及 び 同 定 す る 、 な る 用 語 は 、 本 明 細
書 中 で 互 換 性 が あ る よ う に 用 い ら れ る 。 「 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 （ high-grade cervical 
disease） 」 と は 、 膣 頸 管 検 査 に よ っ て 前 悪 性 病 理 、 悪 性 病 理 、 中 等 度 か ら 重 篤 な 異 形 成
、 及 び 子 宮 頸 癌 と 分 類 さ れ た 状 態 を 意 図 す る 。 根 底 に あ る 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に は 、 Ｃ
Ｉ Ｎ II、 Ｃ Ｉ Ｎ III、 Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ 、 ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ 癌 腫 、 腺 癌 、 及 び 癌 （ Ｆ Ｉ Ｇ Ｏ ス テ ー ジ
Ｉ ～ IV） の 組 織 学 的 同 定 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 述 の よ う に 、 正 常 、 Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ 、 又 は Ａ Ｓ Ｃ Ｕ Ｓ と 分 類 さ れ た Ｐ ａ ｐ ス メ ア を 示 す 患 者
の う ち 、 有 意 な パ ー セ ン テ ー ジ が 実 際 に は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 病 変 的 特 徴 を 有 す る 。
し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 こ の よ う な 「 偽 陰 性 」 患 者 を 含 め た す べ て の 患 者 集 団 に お
い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 同 定 す る こ と を 可 能 に し 、 ま た 、 患 者 の 試 料 中 の 稀 な 異 常 細
胞 の 検 出 を 容 易 に す る 。 診 断 は 細 胞 形 態 学 及 び Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 の 状 態 と は 独 立 し て 行 う こ と
が で き る が 、 本 発 明 の 方 法 は 、 従 来 の 診 断 技 術 、 例 え ば Ｐ ａ ｐ 試 験 、 高 リ ス ク 型 Ｈ Ｐ Ｖ の
分 子 試 験 な ど と 併 せ て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｈ Ｐ Ｖ の 型 は 、 子 宮 頸 癌 及 び 前 癌 性 の 病 変 と の そ の 関 連 性 に 基 づ い て 高 リ ス ク 及 び 低 リ
ス ク の 分 類 に 分 け ら れ て い る 。 低 リ ス ク 型 Ｈ Ｐ Ｖ に は ６ 、 １ １ 、 ４ ２ 、 ４ ３ 、 ４ ４ 型 が 含
ま れ 、 子 宮 頸 癌 の リ ス ク の 増 加 に 関 連 づ け ら れ て い な い 。 対 照 的 に 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ３ １ 、
３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ９ 、 ４ ５ 、 ５ １ 、 ５ ２ 、 ５ ６ 、 ５ ８ 、 ５ ９ 、 ６ ８ 型 を 含 め た 高 リ ス ク 型 Ｈ
Ｐ Ｖ は 、 子 宮 頸 癌 及 び 扁 平 上 皮 内 病 変 に 強 く 関 連 づ け ら れ て い る 。 例 え ば 、 Wright et al
. (2004) Obstet. Gynecol. 103:304-309を 参 照 さ れ た い 。 実 際 、 ９ ９ ％ を 超 え る 子 宮 頸
癌 が 高 リ ス ク Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 に 関 連 し て い る 。 持 続 性 の 高 リ ス ク Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 は 、 Ｈ Ｐ Ｖ 遺
伝 子 Ｅ ２ 、 Ｅ ６ 、 及 び Ｅ ７ の 作 用 を 介 し て 頸 部 細 胞 に お い て 細 胞 周 期 並 び に 有 糸 分 裂 性 チ
ェ ッ ク ポ イ ン ト の 混 乱 を も た ら す 。 具 体 的 に は 、 Ｈ Ｐ Ｖ の Ｅ ７ は 、 サ イ ク リ ン Ｅ の 増 加 、
及 び そ れ に 続 く 網 膜 芽 細 胞 腫 （ Ｒ ｂ 、 retinoblastoma） タ ン パ ク 質 か ら の 転 写 因 子 Ｅ ２ ｆ
の 放 出 を 引 き 起 こ す 。 そ の 後 、 放 出 さ れ た Ｅ ２ ｆ 転 写 因 子 が ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ IIα （ Ｔ ｏ
ｐ ｏ ２ Ａ ） 、 Ｍ Ｃ Ｍ タ ン パ ク 質 、 サ イ ク リ ン Ｅ １ 及 び Ｅ ２ 、 並 び に ｐ １ ４ ａ ｒ ｆ を 含 め た
様 々 な Ｓ 期 遺 伝 子 の 転 写 を 始 動 し 、 そ の 結 果 、 細 胞 周 期 の 制 御 の 損 失 が も た ら さ れ る 。 Ｈ
Ｐ Ｖ の Ｅ ２ は さ ら に 、 Ｓ ｐ － １ 転 写 因 子 を 活 性 化 さ せ る こ と に よ っ て ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ － １ な
ど の Ｓ 期 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を 刺 激 す る 。 持 続 性 の Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 細
胞 周 期 の 混 乱 （ cell cycle disruption） は 、 そ の 後 に 中 等 度 又 は 重 篤 な 異 形 成 へ と 進 行
し 、 一 部 の 例 で は 最 終 的 に 子 宮 頸 癌 ま で 進 行 し 得 る 軽 い 頸 部 異 形 成 を 引 き 起 こ す 場 合 が あ
る 。 「 子 宮 頸 癌 」 と は 、 頸 部 組 織 若 し く は 頸 部 細 胞 に 関 連 す る 任 意 の 癌 又 は 癌 性 病 変 を 意
図 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 頸 部 ケ ラ チ ノ サ イ ト 内 の Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 は 、 細 胞 周 期 内 の 活 性 を 混 乱 さ せ る い く つ か の 変
化 を も た ら す 。 高 リ ス ク の Ｈ Ｐ Ｖ 亜 型 の Ｅ ６ 及 び Ｅ ７ 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質 は 、 増 殖 及 び 感 染
し た ケ ラ チ ノ サ イ ト の 新 生 物 性 形 質 転 換 の 増 加 に 関 連 す る い く つ か の 細 胞 プ ロ セ ス に 関 連
づ け ら れ て い る 。 Ｅ ６ タ ン パ ク 質 は 、 ２ つ の 重 大 な プ ロ セ ス に 関 連 づ け ら れ て い る 。 １ つ
目 は 、 ユ ビ キ チ ン 媒 介 の タ ン パ ク 質 分 解 に よ る ｐ ５ ３ 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 の 分 解 で あ る 。
機 能 的 な ｐ ５ ３ を 取 り 除 く こ と に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 複 製 及 び 有 糸 分 裂 に 入 る 前 に Ｄ Ｎ Ａ 修 復 を
司 る 主 要 な 細 胞 周 期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト が 排 除 さ れ る （ Duensing and Munger (2003) Prog 
Cell Cycle Res. 5:383-391） 。 さ ら に 、 Ｅ ６ は ｃ － ｍ ｙ ｃ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ
と が 示 さ れ て お り 、 ｈ Ｔ Ｅ Ｒ Ｔ 遺 伝 子 の 直 接 の 転 写 活 性 化 及 び そ れ に 続 く テ ロ メ ラ ー ゼ の
発 現 を 司 っ て い る （ McMurray and McCance (2003) J Virol. 77:9852-9861； Veldman et 
al. (2003) Proc Natl Acad Sci U.S.A. 100: 8211-8216） 。 テ ロ メ ラ ー ゼ の 活 性 化 は 、
複 製 す る 染 色 体 上 の テ ロ メ ア 長 の 維 持 を 司 る 癌 の 生 物 学 に お け る 主 要 な ス テ ッ プ で あ り 、
こ の 酵 素 は 細 胞 の 不 死 化 中 に 染 色 体 が 機 能 的 に 無 傷 で あ る こ と を 保 証 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Ｈ Ｐ Ｖ 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質 Ｅ ７ は 、 ２ つ の 独 立 し た 機 構 に よ っ て 細 胞 増 殖 に 貢 献 す る こ と
が 知 ら れ て い る 。 １ つ 目 は 、 Ｅ ７ と Ｓ ｍ ａ ｄ タ ン パ ク 質 （ Ｓ ｍ ａ ｄ ２ 、 ３ 及 び ４ ） と の 直
接 相 互 作 用 に よ っ て Ｇ １ 期 で の 細 胞 周 期 を 停 止 さ せ 、 し た が っ て Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る そ の 能
力 を 阻 害 す る こ と を 司 っ て い る 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β 腫 瘍 抑 制 経 路 の 失 活 で あ る （ Lee et al. (20
02) J Biol Chem. 277:38557-38564） 。 同 様 に 、 Ｅ ７ は 、 Ｒ ｂ 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 と 特 異
的 に 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 細 胞 周 期 の Ｇ １ 期 内 で は 、 Ｒ ｂ が Ｅ ２ Ｆ 転 写 因 子
と 複 合 体 形 成 し 、 Ｅ ２ Ｆ が 遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 さ せ る こ と を 妨 げ る 。 Ｇ １ ／ Ｓ 境 界 で は
、 Ｅ ２ Ｆ 転 写 因 子 の 放 出 と と も に Ｒ ｂ タ ン パ ク 質 が リ ン 酸 化 さ れ 、 し た が っ て Ｅ ２ Ｆ 遺 伝
子 の 転 写 及 び 細 胞 周 期 の Ｓ 期 へ の 移 行 が 開 始 さ れ る 。 Ｈ Ｐ Ｖ の Ｅ ７ 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質 は 、
Ｒ ｂ と 直 接 結 合 し て Ｅ ２ Ｆ を 複 合 体 か ら 追 放 す る こ と に よ っ て こ の 制 御 機 構 を 廃 止 さ せ る
。 そ の 結 果 、 正 常 な 細 胞 周 期 の 制 御 と は 独 立 し た 、 Ｅ ２ Ｆ に 駆 動 さ れ る 遺 伝 子 の 転 写 が 生
じ る （ Duensing and Munger (2003) Prog Cell Cycle Res. 5:383-391； Duensing and Mu
nger (2004) Int J Cancer 109:157-162； Clarke and Chetty (2001) Gynecol Oncol. 82
:238-246） 。 こ の Ｅ ２ Ｆ の 放 出 は 遺 伝 子 の 転 写 を 細 胞 周 期 の 制 御 か ら 切 り 離 し 、 そ の 結 果
、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 及 び 細 胞 増 殖 を 司 る Ｓ 期 遺 伝 子 の 転 写 の 延 長 並 び に 異 常 が も た ら さ れ る 。 さ
ら に 、 Ｅ ６ 及 び Ｅ ７ の 合 わ せ た 作 用 は 、 中 心 体 の 異 常 及 び そ れ に 続 く 頸 部 新 形 成 に お け る
ゲ ノ ム 不 安 定 化 に 貢 献 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Duensing and Munger (2004) Int J Can
cer 109:157-162） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 定 の 機 構 に 限 定 す る こ と を 意 図 し な い が 、 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾
患 の 分 子 挙 動 は 、 Ｈ Ｐ Ｖ の 発 癌 性 の 株 に よ る 感 染 症 の 結 果 と し て 、 通 常 で は 細 胞 周 期 の Ｓ
期 中 に の み 発 現 さ れ る 明 確 に 区 別 さ れ る 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 と し て 特 徴 づ け る こ と が で き る
。 そ れ に 続 く 非 制 御 の 遺 伝 子 転 写 の 活 性 化 及 び 異 常 な Ｓ 期 誘 発 は 、 Ｅ ２ Ｆ － １ 転 写 因 子 経
路 に 媒 介 さ れ る 。 こ の 挙 動 は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す と 考 え ら れ 、 発 癌 性 の Ｈ Ｐ Ｖ 感
染 症 と 頸 部 新 形 成 の 分 子 挙 動 と の 間 の 関 連 を 提 供 す る 。 分 子 診 断 的 ア ッ セ イ 様 式 に お け る
こ れ ら 頸 部 新 形 成 の 分 子 バ イ オ マ ー カ ー の 使 用 は 、 子 宮 頸 部 疾 患 の 検 出 を 改 善 さ せ る こ と
が で き 、 感 度 及 び 特 異 性 が 現 在 の 方 法 を 越 え て 改 善 さ れ て い る 。 一 般 に 、 図 １ ～ ４ 及 び そ
の 全 体 で 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る Malinowski (2005) BioTechniques 38
:1-8（ 印 刷 中 ） を 参 照 さ れ た い 。 し た が っ て 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾
患 の 診 断 方 法 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ
う に 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 は 異 常 な Ｓ 期 誘 発 を 示 す 。 さ ら に 他 の 実 施 形 態 で は 、 こ
の 方 法 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現
は 、 Ｈ Ｐ Ｖ の Ｅ ６ 遺 伝 子 及 び Ｈ Ｐ Ｖ の Ｅ ７ 遺 伝 子 の 能 動 転 写 （ active transcription） 又
は 過 剰 発 現 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 異 形 成 は 従 来 、 細 胞 並 び に 核 の 大 き さ 、 形 状 、 及 び 染 色 特 徴 の 変 化 を 伴 っ た 、 形 態 学 的
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観 点 か ら 上 皮 細 胞 の 正 常 な 配 向 性 の 損 失 と し て 定 義 さ れ て い た 。 異 形 成 は 細 胞 異 常 の 度 合
（ 即 ち 、 軽 度 、 中 等 度 、 重 篤 な ） に 従 っ て 格 付 け さ れ 、 Ｃ Ｉ Ｎ な ど の 前 悪 性 異 形 成 状 態 の
同 定 に よ っ て 証 明 さ れ る よ う に 、 正 常 組 織 か ら 新 形 成 へ の 進 行 の 中 間 段 階 で あ る と 広 く 認
め ら れ て い る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 特 異 的 な バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰
発 現 に 基 づ い た 中 等 度 か ら 重 篤 な 異 形 成 及 び 子 宮 頸 癌 （ 即 ち Ｃ Ｉ Ｎ II状 態 以 上 ） を 含 め た
、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 同 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 に 開 示 す る 方 法 は 、 Ｐ Ａ Ｐ ス メ ア 及 び ／ 又 は Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 の 試 験 と 比 較 し て
優 れ た 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 検 出 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で は 、 本 方 法 の 感 度
及 び 特 異 性 は 、 従 来 の Ｐ ａ ｐ ス メ ア に 等 し い 、 又 は そ れ を 超 え る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「
特 異 性 」 と は 、 本 発 明 の 方 法 が 、 膣 頸 管 検 査 に よ っ て Ｎ Ｉ Ｌ で あ る と 確 認 さ れ た 試 料 （ 即
ち 真 陰 性 ） を 正 確 に 同 定 す る こ と が で き る レ ベ ル を い う 。 即 ち 、 特 異 性 と は 、 疾 患 が 陰 性
で あ る も の の う ち 、 試 験 に よ っ て 陰 性 で あ る も の の 割 合 で あ る 。 臨 床 研 究 で は 、 特 異 性 は
、 真 陰 性 の 数 を 真 陰 性 と 偽 陽 性 と の 和 で 割 る こ と に よ っ て 計 算 す る 。 「 感 度 」 と は 、 高 悪
性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 関 し て 陽 性 で あ る と 膣 頸 管 検 査 に よ っ て 確 認 さ れ た 試 料 （ 即 ち 真 陽 性
） を 正 確 に 同 定 で き る レ ベ ル を 意 図 す る 。 し た が っ て 、 感 度 と は 、 疾 患 が 陽 性 で あ る も の
の う ち 、 試 験 に よ っ て 陽 性 で あ る も の の 割 合 で あ る 。 感 度 は 、 臨 床 研 究 で は 、 真 陽 性 の 数
を 真 陽 性 と 偽 陰 性 と の 和 で 割 る こ と に よ っ て 計 算 す る 。 以 下 の 実 施 例 １ ～ ３ を 参 照 さ れ た
い 。 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 開 示 し た 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 検 出 方 法 の 感 度 は 、 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ０ 、 ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８ 、 ９ ９ ％ 以 上 で あ る 。 さ ら に
、 本 方 法 の 特 異 性 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ０
％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ 、 ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９
８ 、 ９ ９ ％ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 用 語 「 陽 性 適 中 率 (positive predictive value)」 又 は 「 Ｐ Ｐ Ｖ 」 と は 、 本 発 明 の 方 法
を 用 い て 陽 性 を 分 類 さ れ た 患 者 に 限 定 し た 場 合 に 、 患 者 が 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 罹 患 し
て い る 確 率 を い う 。 Ｐ Ｐ Ｖ は 、 臨 床 研 究 で は 、 真 陽 性 の 数 を 真 陽 性 と 偽 陽 性 と の 和 で 割 る
こ と に よ っ て 計 算 す る 。 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法
の Ｐ Ｐ Ｖ は 少 な く と も 約 ４ ０ ％ で あ る 一 方 で 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 よ り 詳 細 に は 少 な く
と も 約 ９ ５ ％ の 感 度 が 保 た れ る 。 試 験 の 「 陰 性 適 中 率 (negative predictive value)」 又
は 「 Ｎ Ｐ Ｖ 」 と は 、 試 験 で 陰 性 で あ っ た す べ て の 患 者 に 限 定 し た 場 合 に 、 患 者 が 疾 患 に 罹
患 し て い な い 確 率 を い う 。 Ｎ Ｐ Ｖ は 、 臨 床 研 究 で は 、 真 陰 性 の 数 を 真 陰 性 と 偽 陰 性 と の 和
で 割 る こ と に よ っ て 計 算 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー に は 、 遺 伝 子 及 び タ ン パ ク 質 、 並 び に そ の 変 異 体 及 び 断 片 が 含
ま れ る 。 こ の よ う な バ イ オ マ ー カ ー に は 、 バ イ オ マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 の 全
体 若 し く は 部 分 配 列 、 又 は そ の よ う な 配 列 の 相 補 体 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま れ る 。 ま た 、 バ イ
オ マ ー カ ー 核 酸 に は 、 目 的 核 酸 の 任 意 の も の の 全 体 又 は 部 分 配 列 を 含 む Ｒ Ｎ Ａ が 含 ま れ る
。 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ バ イ オ マ ー カ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て
い る 、 又 は そ れ に 対 応 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 は 、 バ イ オ マ ー
カ ー タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 体 又 は 部 分 配 列 を 含 む
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 バ イ オ マ ー カ ー 」 と は 、 組 織 又 は 細 胞 に お け る そ の 発 現 レ ベ ル が 、 正 常 又 は 健 康 な 細
胞 若 し く は 組 織 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 変 化 し て い る 、 任 意 の 遺 伝 子 或 い は タ ン パ ク 質 で
あ る 。 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 根 底 に あ る 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 選 択 的 で あ る 。 「
高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 」 と は 、 目 的 バ イ オ マ ー カ ー が 、
高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る が 、 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 、 Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ 、 異 形 成 が ま っ た
く 存 在 し な い Ｈ Ｐ Ｖ に 感 染 し た 試 料 、 未 熟 な 異 形 成 細 胞 、 及 び 臨 床 的 疾 患 で あ る と み な さ
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れ な い 他 の 状 態 と 分 類 さ れ た 状 態 に お い て 過 剰 発 現 さ れ な い こ と を 意 図 す る 。 し た が っ て
、 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 に よ り 、 根 底 に あ る 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 試 料 を
、 良 性 増 殖 、 初 期 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 、 又 は 軽 い 異 形 成 を 示 す 試 料 か ら 区 別 す る こ と が 可 能 と な
る 。 「 初 期 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 」 と は 、 頸 部 異 形 成 ま で 進 行 し て い な い Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 を 意 図 す る
。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 「 軽 い 異 形 成 」 と は 、 高 悪 性 度 病 変 が 存 在 し な い Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 及 び Ｃ
Ｉ Ｎ Ｉ を 意 図 す る 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 高 悪 性 度 疾 患 を 示 す 細 胞 を 、 正 常 細 胞 、 未 熟
な 異 形 成 細 胞 、 及 び 臨 床 的 疾 患 の 指 標 で な い 他 の 細 胞 か ら 識 別 す る 。 こ の よ う に し て 、 本
発 明 の 方 法 に よ り 、 従 来 の Ｐ ａ ｐ 試 験 に よ っ て 正 常 、 Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ 、 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 、 又 は Ａ Ｓ Ｃ Ｕ
Ｓ と 誤 分 類 症 例 （ 即 ち 「 偽 陰 性 」 ） に お い て も 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 正 確 な 同 定 が 可
能 と な る 。 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 診 断 方 法 は 、 異 常 な 又 は 非 定 型
の Ｐ ａ ｐ ス メ ア を 反 映 し て 行 う 。 即 ち 、 本 発 明 の 方 法 は 、 異 常 な 又 は 非 定 型 の Ｐ ａ ｐ ス メ
ア 結 果 を 有 す る 患 者 に 応 え て 行 い 得 る 。 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 こ の 方 法 は 、 従 来 の Ｐ ａ
ｐ 試 験 が 現 在 行 わ れ て い る の と 同 様 に 、 女 性 の 一 般 集 団 に お け る 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の
一 次 ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 と し て 行 う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー に は 、 本 明 細 書 中 に 上 記 で 定 義 し た 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に
お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 任 意 の 遺 伝 子 又 は タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な バ イ
オ マ ー カ ー は 、 前 悪 性 、 悪 性 、 又 は 明 ら か に 癌 性 で あ る 、 細 胞 診 断 用 の 細 胞 懸 濁 液 内 の 細
胞 を 同 定 す る 能 力 を 有 す る 。 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 Ｃ Ｉ Ｎ II状 態 以 上 の 細 胞 を 検 出
す る が 、 根 底 に あ る 高 悪 性 度 疾 患 が 存 在 し な い Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ 及 び Ｈ Ｐ Ｖ に 感 染 し た 細 胞 を 検 出
し な い 。 特 に 興 味 深 い バ イ オ マ ー カ ー に は 、 細 胞 周 期 の 調 節 、 細 胞 周 期 Ｈ Ｐ Ｖ に よ る 混 乱
、 Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 及 び 転 写 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 遺 伝 子 並 び に タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
一 部 の 実 施 形 態 で は 、 バ イ オ マ ー カ ー は 、 そ の 発 現 が Ｅ ２ ｆ 転 写 因 子 又 は Ｓ ｐ － １ 転 写 因
子 に よ っ て 刺 激 さ れ る 遺 伝 子 を 含 め た Ｓ 期 遺 伝 子 で あ る 。 核 バ イ オ マ ー カ ー を 用 い て 、 本
発 明 の 特 定 の 態 様 を 実 施 し 得 る 。 「 核 バ イ オ マ ー カ ー 」 と は 、 主 に 細 胞 の 核 内 で 発 現 さ れ
る バ イ オ マ ー カ ー を 意 図 す る 。 核 バ イ オ マ ー カ ー は 、 よ り 低 い 度 合 で 細 胞 の 他 の 部 分 で も
発 現 さ れ 得 る 。 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 任 意 の バ イ オ マ ー カ ー を 本 発 明 で 用 い 得 る が
、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 バ イ オ マ ー カ ー 、 特 に 核 バ イ オ マ ー カ ー は 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６
、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ IIα （ Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ ） 、 ｐ １ ４ ａ ｒ ｆ 、
及 び サ イ ク リ ン Ｅ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 最 も 具 体 的 に は 、 バ イ オ マ ー カ ー は Ｍ Ｃ Ｍ
タ ン パ ク 質 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ミ ニ 染 色 体 保 持 （ Ｍ Ｃ Ｍ 、 minichromosome maintenance） タ ン パ ク 質 は 、 真 核 の Ｄ Ｎ Ａ
複 製 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 ミ ニ 染 色 体 保 持 （ Ｍ Ｃ Ｍ ） タ ン パ ク 質 は 、 前 複 製 複 合
体 を Ｄ Ｎ Ａ 上 に 載 せ る こ と 及 び 複 製 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の 新 規 合 成 中 に 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 巻 き 戻 し を 補
助 す る た め の ヘ リ カ ー ゼ と し て 機 能 す る こ と で 、 Ｄ Ｎ Ａ 複 製 の 初 期 段 階 に お い て 機 能 す る
。 Ｍ Ｃ Ｍ タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ が 、 そ の 高 度 に 保 存 さ れ た 中 心 ド メ イ ン 中 に Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性
Ａ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ モ チ ー フ を 有 す る 。 Ｍ Ｃ Ｍ タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 、 一 般 に 、 正 常 細 胞 が 細 胞
周 期 の Ｇ ０ 期 か ら Ｇ １ ／ Ｓ 期 へ と 進 む に つ れ て 、 変 動 的 な 様 式 で 増 加 す る 。 Ｇ ０ 期 で は 、
Ｍ Ｃ Ｍ ２ 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ５ タ ン パ ク 質 は Ｍ Ｃ Ｍ ７ 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ３ タ ン パ ク 質 よ り も は る か に 少 な
い 。 Ｍ Ｃ Ｍ ６ は Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ４ 、 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ７ と 複 合 体 を 形 成 し 、 こ れ は ヒ ス ト ン Ｈ
３ に 結 合 す る 。 さ ら に 、 Ｍ Ｃ Ｍ ４ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ７ の 部 分 複 合 体 は ヘ リ カ ー ゼ 活
性 を 有 し 、 こ れ は Ｍ Ｃ Ｍ ６ の Ａ Ｔ Ｐ 結 合 活 性 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ４ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 活 性 に よ っ て 媒 介
さ れ る 。 例 え ば 、 す べ て そ の 全 体 で 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 、 Freeman 
et al. (1999) Clin. Cancer Res. 5:2121-2132； Lei et al. (2001) J. Cell Sci. 114:
1447-1454； Ishimi et al. (2003) Eur. J. Biochem. 270:1089-1101を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 初 期 の 出 版 物 は 、 Ｍ Ｃ Ｍ タ ン パ ク 質 、 具 体 的 に は Ｍ Ｃ Ｍ － ５ が 、 子 宮 頸 部 疾 患 （ Willia
ms et al. (1998) Proc Natl Acad Sci U.S.A. 95:14932-14937） 及 び 他 の 癌 （ Freeman e
t al. (1999) Clin Cancer Res. 5:2121-2132） の 検 出 に 有 用 で あ る こ と を 示 し て い る 。
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出 版 さ れ た 文 献 は 、 Ｍ Ｃ Ｍ － ５ に 対 す る 抗 体 が 頸 部 新 生 細 胞 を 検 出 す る 能 力 を 有 す る こ と
を 示 し て い る 。 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る 特 異 性 は 、 Ｍ Ｃ Ｍ － ５ に つ い て 実 証 さ れ
て い な い （ Williams et al. (1998) Proc Natl Acad Sci U.S.A. 95:14932-14937） 。 Ｍ
Ｃ Ｍ － ５ の 発 現 の 検 出 は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 限 定 さ れ て お ら ず 、 高 リ ス ク Ｈ Ｐ Ｖ に よ
る 感 染 の の ち に 細 胞 周 期 に 再 度 入 っ た 、 同 定 さ れ た 低 悪 性 度 異 形 成 及 び 増 殖 性 細 胞 で も 検
出 さ れ て い る 。 Ｍ Ｃ Ｍ － ５ に 対 す る 抗 体 を 用 い た 頸 部 新 形 成 の 検 出 を 図 ４ に 示 す 。 Ｍ Ｃ Ｍ
－ ５ に 加 え て 、 Ｍ Ｃ Ｍ － ２ 及 び Ｍ Ｃ Ｍ － ７ を 含 め た Ｍ Ｃ Ｍ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー が 、
組 織 試 料 中 の 頸 部 新 形 成 を 検 出 す る た め の 潜 在 的 に 有 用 な マ ー カ ー で あ る こ と が 示 さ れ て
い る （ Freeman et al. (1999) Clin Cancer Res. 5:2121-2132； Brake et al. (2003) Ca
ncer Res. 63:8173-8180） 。 最 近 の 結 果 に よ り 、 Ｍ Ｃ Ｍ － ７ が 免 疫 化 学 的 様 式 を 用 い た 高
悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る た め の 特 異 的 マ ー カ ー で あ る と 考 え ら れ る こ と が 示 さ れ て
い る （ Brake et al. (2003) Cancer Res. 63:8173-8180； Malinowski et al. (2004) Act
a Cytol. 43:696） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ IIα （ Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ ａ ） は Ｄ Ｎ Ａ 複 製 に 関 与 す る 重 要 な 核 酵 素 で あ り 、
癌 の 治 療 に 用 い ら れ る 多 く の 抗 癌 薬 の 標 的 で あ る 。 Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ ａ の 発 現 の 低 下 は 、 い く つ
か の 化 学 療 法 剤 に 対 す る 主 な 耐 性 機 構 で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 の 発 現 範 囲 の 顕 著 な 変 動 が
多 く の 異 な る 腫 瘍 に お い て 注 目 さ れ て い る 。 Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ ａ は 、 増 殖 細 胞 中 で 優 勢 で あ り 、
Ｍ 期 中 に 特 異 的 部 位 に お け る リ ン 酸 化 に よ っ て 修 飾 さ れ 、 こ れ は 有 糸 分 裂 性 染 色 体 の 凝 結
及 び 分 離 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ｐ ２ １ と は 、 染 色 体 ６ ｐ 上 の Ｗ Ａ Ｆ １ ／ Ｃ ｉ ｐ １ 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る タ ン
パ ク 質 で あ る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 い く つ か の サ イ ク リ ン ／ サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ 複 合 体
の 活 性 を 阻 害 す る こ と 、 及 び 細 胞 周 期 の 進 行 を 遮 断 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 ｐ ２ １ ｗ ａ

ｆ １ の 発 現 は ｐ ５ ３ の 細 胞 周 期 停 止 機 能 を 媒 介 す る 。 ｐ ２ １ は ｐ ５ ３ の い く つ か の 増 殖 調
節 機 能 を 媒 介 す る と 考 え ら れ る の で 、 そ の 発 現 は 、 ｐ ５ ３ の 蓄 積 よ り も 正 確 に ｐ ５ ３ の 機
能 状 態 を 反 映 し 得 る 。 さ ら に 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ は 、 増 殖 細 胞 核 抗 原 （ Ｐ Ｃ Ｎ Ａ 、 prolifer
ating cell nuclear antigen） の 作 用 を 遮 断 す る こ と に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ 複 製 を 阻 害 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 サ イ ク リ ン Ｅ と は ｃ ｄ ｋ － ２ の 調 節 性 サ ブ ユ ニ ッ ト で あ り 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 周 期 中 に Ｇ
１ ／ Ｓ の 移 行 を 制 御 す る 。 サ イ ク リ ン Ｅ の 複 数 の ア イ ソ フ ォ ー ム が 腫 瘍 中 で の み 発 現 さ れ
、 正 常 組 織 中 で は 発 現 さ れ ず 、 こ れ は サ イ ク リ ン Ｅ の 転 写 後 調 節 を 示 唆 し て い る 。 ｉ ｎ 　
ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 解 析 に よ り 、 サ イ ク リ ン Ｅ の こ れ ら 切 断 さ れ た 変 異 体 ア イ ソ フ ォ ー ム が ヒ ス ト
ン Ｈ １ を リ ン 酸 化 す る こ と が で き る こ と が 示 さ れ た 。 サ イ ク リ ン Ｅ タ ン パ ク 質 中 の 変 化 は
、 様 々 な 癌 に お け る 予 後 不 良 の 指 標 と し て 関 連 づ け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 上 記 バ イ オ マ ー カ ー に つ い て 詳 述 に し た が 、 高 悪 性 度 頸 部 の 病 状 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｉ Ｎ II、
Ｃ Ｉ Ｎ III、 及 び 子 宮 頸 癌 ） に お い て 過 剰 発 現 さ れ る 任 意 の バ イ オ マ ー カ ー を 本 発 明 の 実
施 に 用 い 得 る 。 他 の 目 的 バ イ オ マ ー カ ー に は 、 Ｇ １ ／ Ｓ 期 の 境 界 又 は Ｓ 期 に 特 異 的 な 、 細
胞 周 期 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な
い が 、 ヘ リ カ ー ゼ （ Ｄ Ｄ Ｘ １ １ ） 、 ウ ラ シ ル Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ ラ ー ゼ （ Ｕ Ｎ Ｇ 、 uracil DNA g
lycolase） 、 Ｅ ２ Ｆ ５ 、 サ イ ク リ ン Ｅ １ （ Ｃ Ｃ Ｎ Ｅ １ ） 、 サ イ ク リ ン Ｅ ２ （ Ｃ Ｃ Ｎ Ｅ ２ ）
、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ４ ５ Ｌ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ６ 、 ｐ ２ １ Ｗ Ａ Ｆ － １ （ Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ ） 、 Ｃ Ｄ Ｋ
Ｎ ３ 、 Ｅ ２ Ｆ １ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｔ 、 Ｐ Ｃ Ｎ Ａ 、 ス テ ム ル ー プ Ｂ Ｐ （ Ｓ Ｌ Ｂ
Ｐ 、 stem loop BP） 、 Ｂ Ｒ Ｃ Ａ １ 、 Ｂ Ｒ Ｃ Ａ ２ 、 Ｃ Ｃ Ｎ Ｇ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ｃ 、 ジ ヒ ド ロ 葉
酸 還 元 酵 素 （ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 、 dihydrofolate reductase） 、 ヒ ス ト ン Ｈ １ 、 ヒ ス ト ン Ｈ ２ Ａ 、
ヒ ス ト ン Ｈ ２ Ｂ 、 ヒ ス ト ン Ｈ ３ 、 ヒ ス ト ン Ｈ ４ 、 Ｍ Ｓ Ｈ ２ 、 Ｎ Ａ Ｓ Ｐ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
レ ダ ク タ ー ゼ Ｍ １ （ Ｒ Ｒ Ｍ １ 、 ribonucleotide reductase M1） 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド レ ダ
ク タ ー ゼ Ｍ ２ （ Ｒ Ｒ Ｍ ２ 、 ribonucleotide reductase M2） 、 チ ミ ジ ン 合 成 酵 素 （ Ｔ Ｙ Ｍ

10

20

30

40

50

(14) JP 2007-530949 A 2007.11.1



Ｓ 、 thymidine synthase） 、 複 製 因 子 Ｃ ４ （ Ｒ Ｆ Ｃ ４ 、 replication factor C4） 、 Ｒ Ａ
Ｄ ５ １ 、 ク ロ マ チ ン 因 子 １ Ａ （ Ｃ Ｈ Ａ Ｆ １ Ａ 、 chromatin Factor 1A） 、 ク ロ マ チ ン 因 子
１ Ｂ （ Ｃ Ｈ Ａ Ｆ １ Ｂ 、 chromatin Fator 1B） 、 ト ッ プ イ ソ メ ラ ー ゼ III（ Ｔ Ｏ Ｐ ３ Ａ 、 top
isomerase III） 、 Ｏ Ｒ Ｃ １ 、 プ ラ イ マ ー ゼ ２ Ａ （ Ｐ Ｒ Ｉ Ｍ ２ Ａ 、 primase 2A） 、 Ｃ Ｄ Ｃ
２ ７ 、 プ ラ イ マ ー ゼ １ （ Ｐ Ｒ Ｉ Ｍ １ 、 primase 1） 、 フ ラ ッ プ 構 造 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （
Ｆ Ｅ Ｎ １ 、 flap structure endonuclease） 、 フ ァ ン コ ー ニ 貧 血 相 補 群 Ａ （ Ｆ Ｎ Ａ Ｃ Ａ 、 f
anconi anemia comp. grp A） 、 Ｐ Ｋ Ｍ Ｙ Ｔ １ 、 及 び 複 製 タ ン パ ク 質 Ａ ２ （ Ｒ Ｐ Ａ ２ 、 rep
lication protein A2） が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 そ の 全 体 で 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込
ま れ て い る 、 Whitfield et al. (2002) Mol. Biol. Cell 13:1977-2000を 参 照 さ れ た い 。
他 の 目 的 Ｓ 期 遺 伝 子 に は 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ ２ （ Ｃ Ｄ Ｋ ２ 、 cyclin-dependent k
inase 2） 、 Ｍ Ｃ Ｍ ３ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ４ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ５ 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ α （ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｐ Ｏ Ｌ
１ 、 DNA polymerase I alpha） 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ １ 、 Ｂ － Ｍ ｙ ｂ 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ （ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｍ Ｅ Ｔ 、 DNA methyl transferase） 、 ペ リ セ ン ト リ ン （ Ｐ Ｅ Ｒ 、 pe
ricentrin） 、 Ｋ Ｉ Ｆ ４ 、 Ｄ Ｐ － １ 、 Ｉ Ｄ － ３ 、 Ｒ Ａ Ｎ 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｒ Ａ Ｎ Ｂ Ｐ １ 、 R
AN binding protein） 、 ギ ャ ッ プ ジ ャ ン ク シ ョ ン α ６ （ Ｇ Ｊ Ａ ６ 、 gap junction alpha 6
） 、 ア ミ ノ レ ブ リ ン 酸 デ ヒ ド ラ タ ー ゼ （ Ａ Ｌ Ｄ Ｈ 、 aminolevulinate dehydratase） 、 ヒ
ス ト ン ２ Ａ Ｚ （ Ｈ ２ Ａ ． Ｚ 、 histone 2A Z） 、 ス ペ ル ミ ン 合 成 酵 素 （ Ｓ ｐ ｍ Ｓ 、 spermine
 synthase） 、 プ ロ リ フ ェ リ ン ２ 、 Ｔ リ ン パ 球 活 性 化 タ ン パ ク 質 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （
Ｐ Ｌ Ａ ２ 、 phospholipase A2） 、 及 び Ｌ ６ 抗 原 （ Ｌ ６ 、 L6 antigen） が 含 ま れ る 。 例 え ば
、 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 、 Nevins et al. (2001) Mol. Cell. Biol. 
21:4689-4699を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 一 部 の 態 様 で は 、 バ イ オ マ ー カ ー は Ｅ ２ ｆ 転 写 因 子 に よ っ て 誘 導 さ れ る 遺 伝 子
を 含 む 。 こ の よ う な 遺 伝 子 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 チ ミ ジ ル 酸 合 成 酵 素 、 チ
ミ ジ ン キ ナ ー ゼ １ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド レ ダ ク タ ー ゼ Ｍ １ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド レ ダ ク タ ー ゼ
Ｍ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ２ 、 サ イ ク リ ン Ｅ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ３ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 Ｐ Ｃ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー ゼ 小
サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ IIＡ （ Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ 、 topoisomerase II A） 、 Ｄ Ｎ Ａ リ
ガ ー ゼ １ 、 フ ラ ッ プ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ １ 、 Ｒ Ａ Ｄ ５ １ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ 、 サ イ ク リ ン Ａ ２ 、 サ
イ ク リ ン Ｂ １ 、 サ イ ク リ ン Ｂ ２ 、 Ｋ Ｉ － ６ ７ 、 Ｋ Ｉ Ｆ Ｃ １ 、 Ｆ Ｉ Ｎ １ ６ 、 Ｂ Ｕ Ｂ １ 、 イ ン
ポ ー チ ン α － ２ 、 Ｈ Ｍ Ｇ ２ 、 ｚ ｅ ｓ ｔ ｅ の エ ン ハ ン サ ー 、 Ｓ Ｔ Ｋ － １ 、 ヒ ス ト ン ス テ ム ル
ー プ Ｂ Ｐ 、 Ｒ ｂ 、 Ｐ １ ８ － Ｉ Ｎ Ｋ ４ Ｃ 、 ア ネ キ シ ン VIII、 ｃ － Ｍ ｙ ｂ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 サ
イ ク リ ン Ｄ ３ 、 サ イ ク リ ン Ｅ １ 、 デ オ キ シ シ ト シ ン キ ナ ー ゼ 、 Ｄ Ｐ － １ 、 エ ン ド セ リ ン 変
換 酵 素 、 エ ノ ラ ー ゼ ２ 、 Ｐ １ ８ Ｉ Ｎ Ｋ ４ Ｃ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド レ ダ ク タ ー ゼ 、 及 び ウ ラ シ
ル Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ ラ ー ゼ ２ が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Nevins et al.、 上 記 ； Muller et al. (20
00) Genes and Dev. 15:267-285を 参 照 さ れ た い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 バ イ オ マ ー
カ ー は 、 例 え ば 、 サ イ ク リ ン Ｅ ２ 、 Ｋ ｉ － ６ ７ 、 ｐ ５ ７ Ｋ Ｉ Ｐ ２ 、 Ｒ Ａ Ｎ Ｂ Ｐ Ｍ 、 及 び 複
製 タ ン パ ク 質 Ａ １ な ど の 、 細 胞 周 期 の 調 節 並 び に Ｄ Ｎ Ａ 複 製 に 関 与 す る Ｅ ２ ｆ 転 写 因 子 に
よ っ て 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 で あ る 。 Ａ Ｐ Ａ Ｆ １ 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ 、 カ ス パ ー ゼ ３ 、 Ｍ Ａ Ｐ ３ キ ナ
ー ゼ ５ 、 及 び Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 関 連 因 子 を 含 め た 一 部 の Ｅ ２ ｆ 誘 導 性 の 目 的 遺 伝 子 は 、 ア ポ ト
ー シ ス に 関 与 し て い る 。 他 の Ｅ ２ ｆ 誘 導 性 の 遺 伝 子 は 転 写 の 調 節 に 関 与 し て お り 、 例 え ば
、 ａ ｓ ｈ ２ 様 、 ポ リ ホ メ オ チ ッ ク ２ （ polyhomeotic 2） 、 胚 体 外 胚 葉 タ ン パ ク 質 、 ｚ ｅ ｓ
ｔ ｅ の エ ン ハ ン サ ー 、 ｈ ａ ｉ ｒ ｙ ／ ｓ ｐ ｌ ｉ ｔ の エ ン ハ ン サ ー 、 ホ メ オ ボ ッ ク ス Ａ １ ０ 、
ホ メ オ ボ ッ ク ス Ａ ７ 、 ホ メ オ ボ ッ ク ス Ａ ９ 、 ホ メ オ ド メ イ ン Ｔ Ｆ １ 、 前 Ｂ 細 胞 白 血 病 Ｆ Ｔ
３ 、 Ｙ Ｙ １ 　 Ｔ Ｆ 、 Ｐ Ｏ Ｕ ド メ イ ン Ｔ Ｆ 、 Ｔ Ａ Ｆ II１ ３ ０ 、 Ｔ Ｂ Ｐ 因 子 １ ７ ２ 、 塩 基 性 Ｔ
Ｆ ３ 、 ブ ロ モ ド メ イ ン ／ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 、 Ｓ Ｗ Ｉ ／ Ｓ Ｎ Ｆ 、 Ｉ Ｄ ４ 、 Ｔ Ｅ Ａ － ４ 、 Ｎ Ｆ
Ａ Ｔ Ｃ １ 、 Ｎ Ｆ Ａ Ｔ Ｃ ３ 、 Ｂ Ｔ 、 Ｃ Ｎ Ｃ － １ 、 Ｍ Ａ Ｆ 、 Ｍ Ａ Ｆ Ｆ 、 Ｍ Ａ Ｆ Ｇ 、 コ ア 結 合 タ
ン パ ク 質 、 Ｅ ７ ４ 様 因 子 ４ 、 ｃ － Ｆ Ｏ Ｓ 、 Ｊ Ｕ Ｎ Ｂ 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｂ Ｐ 、 及
び Ｃ ｂ ｐ ／ ｐ ３ ０ ０ ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 が 含 ま れ る 。 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る Ｅ ２ ｆ 誘 導
性 の 遺 伝 子 も 潜 在 的 な 目 的 バ イ オ マ ー カ ー で あ り 、 Ｔ Ｇ Ｆ β 、 フ ォ リ ス タ チ ン 、 骨 形 態 発
生 タ ン パ ク 質 ２ 、 Ｂ Ｍ Ｐ 受 容 体 １ Ａ 型 、 ｆ ｒ ｉ ｚ ｚ ｌ ｅ ｄ 相 同 体 １ 、 Ｗ Ｎ Ｔ １ ０ Ｂ 、 ス フ
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ィ ン ゴ シ ン キ ナ ー ゼ １ 、 二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ７ 、 二 重 特 異 性 （ Ｙ ） ホ ス フ ァ タ ー ゼ
、 Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 ３ 、 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 二 重 特 異 性 （ Ｙ ） ホ ス フ ァ タ ー
ゼ Ｄ ６ ６ ５ ５ 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 、 成 熟 Ｔ 細 胞 増 殖 １ 、 Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 ２ 、 Ｔ Ｇ Ｆ α 、 Ｃ Ｄ
Ｃ ４ ２ エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 ３ 、 Ｍ ｅ ｔ 、 Ｃ Ｄ ５ ８ 、 Ｃ Ｄ ８ ３ 、 Ｔ Ａ Ｃ Ｃ １ 、 及 び Ｔ Ｅ
Ａ Ｄ ４ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る た め に 患 者 の 試 料 中 に 少 な く と も １ つ
の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る こ と を 要 す る が 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 個
又 は そ れ 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー を 用 い て 本 発 明 を 実 施 し 得 る 。 人 体 試 料 中 に お け る 複 数 の
バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 を 用 い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 事 例 を 同 定 し 得 る こ と が 理 解 さ れ
よ う 。 し た が っ て 、 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 ２ つ 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー 、 よ り 好 ま し く は 、
２ つ 以 上 の 補 完 的 バ イ オ マ ー カ ー を 用 い る 。 「 補 完 的 (complementary)」 と は 、 人 体 試 料
中 の バ イ オ マ ー カ ー の 組 合 せ を 検 出 し た 結 果 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 同 定 が 、 １ つ の バ
イ オ マ ー カ ー の み を 用 い た 場 合 に 同 定 さ れ る よ り も 高 い パ ー セ ン テ ー ジ の 事 例 で 成 功 す る
こ と を 意 図 す る 。 し た が っ て 、 一 部 の 例 で は 、 少 な く と も ２ つ の バ イ オ マ ー カ ー を 用 い る
こ と に よ っ て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の よ り 正 確 な 決 定 を 行 う こ と が で き る 。 し た が っ て 、
少 な く と も ２ つ の バ イ オ マ ー カ ー を 用 い た 場 合 、 明 確 に 異 な る バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質
に 向 け ら れ た 少 な く と も ２ つ の 抗 体 を 用 い て 、 本 明 細 書 中 に 開 示 し た 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法
を 実 施 す る 。 抗 体 は 、 同 時 、 即 ち と も に 人 体 試 料 と 接 触 さ せ 得 る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で
は 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 及 び Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ の 過 剰 発 現 は ３ つ の 抗 体 を 用 い て 検 出 し 、 こ の 抗 体 の う ち
２ つ は Ｍ Ｃ Ｍ ２ に 特 異 的 で あ り 、 ３ つ 目 の 抗 体 は Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 患 者 か ら 頸 部 試 料 を 採 取 す る こ と 、 試 料 を
目 的 バ イ オ マ ー カ ー に 特 異 的 な 少 な く と も １ つ の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 抗 体 結 合 を
検 出 す る こ と を 含 む 。 抗 体 結 合 の 検 出 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー
の 過 剰 発 現 を 示 す 試 料 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 関 し て 陽 性 で あ る と み な さ れ る 。 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 人 体 試 料 は 頸 部 細 胞 単 層 で あ る 。 本 発 明 の 一 部 の 態 様 で は 、 頸 部 細 胞 単
層 を ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 で 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 人 体 試 料 (body sample)」 と は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 を 検 出 す る こ と が で き る 細 胞
、 組 織 、 又 は 体 液 の 任 意 の サ ン プ リ ン グ を 意 図 す る 。 こ の よ う な 人 体 試 料 の 例 に は 、 そ れ
だ け に は 限 定 さ れ な い が 血 液 、 リ ン パ 液 、 尿 、 婦 人 科 系 体 液 、 生 検 、 及 び ス メ ア が 含 ま れ
る 。 人 体 試 料 は 、 例 え ば 領 域 の 掻 爬 若 し く は ス ワ ブ に よ る 技 術 又 は 針 を 用 い て 体 液 を 吸 引
す る こ と に よ る 技 術 を 含 め た 様 々 な 技 術 に よ っ て 、 患 者 か ら 得 る こ と が で き る 。 様 々 な 人
体 試 料 を 採 取 す る 方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 人 体 試 料 は 、 懸 濁 状
態 、 特 に 液 体 系 調 製 物 中 に 懸 濁 状 態 の 頸 部 組 織 試 料 又 は 頸 部 細 胞 と し て の 頸 部 細 胞 を 含 む
。 一 実 施 形 態 で は 、 頸 部 試 料 は 、 例 え ば 、 SurePath（ 登 録 商 標 ） （ TriPath Imaging, Inc
.社 製 ） 又 は ThinPrep（ 登 録 商 標 ） 調 製 物 （ CYTYC, Inc.社 製 ） な ど の 液 体 系 細 胞 診 断 標 本
の 調 製 指 針 に 従 っ て 採 取 す る 。 拡 大 し て 視 察 す る た め に 、 人 体 試 料 を ス ラ イ ド ガ ラ ス に 移
し て も よ い 。 標 本 を 保 存 し 、 検 査 を 容 易 に す る た め に 、 固 定 液 及 び 染 色 液 を ス ラ イ ド 上 で
細 胞 に 施 用 し 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 米 国 特 許
第 ５ ， ３ ４ ６ ， ８ ３ １ 号 に 記 載 の よ う に 、 頸 部 試 料 を 採 取 及 び 加 工 し て 単 層 試 料 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 単 層 方 法 は 、 陽 イ オ ン で 帯 電 さ せ た 基 質 上 に 細 胞 診 断 物 質 の 単 層 を 生 成 す る 方 法 に 関 す
る 。 こ の 方 法 は 、 一 定 の 密 度 勾 配 に わ た っ て 遠 心 分 離 を 行 う こ と に よ っ て 細 胞 診 断 物 質 を
分 離 す る ス テ ッ プ と 、 細 胞 診 断 物 質 の 固 ま っ た ペ レ ッ ト を 生 成 す る ス テ ッ プ と 、 細 胞 診 断
物 質 の ペ レ ッ ト を 混 合 す る ス テ ッ プ と 、 所 定 体 積 の ア リ コ ー ト を 混 合 し た ペ レ ッ ト か ら 取
り 出 す ス テ ッ プ と 、 ア リ コ ー ト 及 び 所 定 体 積 の 水 を 、 陽 イ オ ン で 帯 電 さ せ た 基 質 に 取 り 外
し 可 能 に 固 定 し た 沈 降 容 器 中 で 堆 積 さ せ る ス テ ッ プ と 、 重 力 下 で 細 胞 診 断 物 質 を 基 質 上 に
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沈 降 さ せ る ス テ ッ プ と 、 細 胞 診 断 物 質 の 沈 降 後 に 、 沈 降 容 器 か ら 水 を 除 去 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 。 自 動 解 析 に は 、 沈 降 容 器 を 基 質 か ら 外 し 得 る 。 解 離 は 、 シ リ ン ジ 処 理 、 ト リ プ シ
ン 処 理 、 超 音 波 処 理 、 振 盪 、 ボ ル テ ッ ク ス 攪 拌 な ど の 当 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 に
よ る も の で あ る か 、 又 は 、 そ の 内 容 が 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 同 時 係 属
米 国 特 許 第 ５ ， ３ １ ６ ， ８ １ ４ 号 に 記 載 の 装 置 を 用 い る こ と に よ る も の で あ り 得 る 。 一 部
の 実 施 形 態 で は 、 頸 部 細 胞 単 層 を 含 む ス ラ イ ド は 、 PrepStain（ 商 標 ） ス ラ イ ド プ ロ セ ッ
サ ー （ TriPath Imaging, Inc.社 製 ） を 用 い て 、 SurePath（ 商 標 ） （ TriPath Imaging, In
c.社 製 ） 試 料 か ら 調 製 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 又 は 検 出 す る た め の 当 分 野 で 利 用 可 能 な 任 意 の 方 法 が 、 本 明 細 書
中 に 包 含 さ れ る 。 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 は 、 核 酸 レ ベ ル 又 は タ ン パ ク 質 レ ベ
ル で 検 出 す る こ と が で き る 。 過 剰 発 現 を 決 定 す る た め に 、 検 査 す る 人 体 試 料 を 、 健 康 な 人
由 来 の 対 応 す る 人 体 試 料 と 比 較 し 得 る 。 即 ち 、 「 正 常 な 」 発 現 レ ベ ル と は 、 高 悪 性 度 子 宮
頸 部 疾 患 に 罹 患 し て い な い ヒ ト 対 象 又 は 患 者 の 頸 部 細 胞 中 に お け る バ イ オ マ ー カ ー の 発 現
レ ベ ル で あ る 。 こ の よ う な 試 料 は 標 準 化 し た 形 態 で 存 在 す る こ と が で き る 。 一 部 の 実 施 形
態 で は 、 特 に 人 体 試 料 が 頸 部 細 胞 単 層 を 含 む 場 合 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 の 決 定 に
人 体 試 料 と 健 康 な 人 由 来 の 対 応 す る 人 体 試 料 と の 比 較 を 要 さ な い 。 こ の 場 合 、 単 一 の 患 者
由 来 の 頸 部 細 胞 単 層 は 、 存 在 す る ５ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 正 常 細 胞 あ た り １ ～ ２ 個 の 異 常 細 胞 の
少 な い 数 の み 含 み 得 る 。 そ の 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 こ
の よ う な 異 常 細 胞 の 検 出 に よ り 、 健 康 な 人 由 来 の 対 応 す る 人 体 試 料 と 比 較 す る 必 要 性 が 排
除 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 量 又 は 存 在 を 核 酸 レ ベ ル 若 し
く は タ ン パ ク 質 レ ベ ル の い ず れ か で 決 定 す る 任 意 の 方 法 を 含 む 。 こ の よ う な 方 法 は 当 分 野
で 周 知 で あ り 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、
サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 免 疫 沈 降 、 免 疫 蛍 光 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 免 疫 細 胞 化
学 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 、 核 酸 逆 転 写 方 法 、 及 び 核 酸 増 幅 方 法 が 含 ま れ る 。
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 は 、 例 え ば 特 異 的 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ
ク 質 に 向 け ら れ た 抗 体 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 検 出 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 免 疫 沈 降 、 又 は 免 疫 細 胞 化 学 的 技 術 な ど の 様 々 な 方 法 で 用
い る こ と が で き る 。 同 様 に 、 形 態 学 的 情 報 及 び 免 疫 細 胞 化 学 的 情 報 が 得 ら れ る よ う に 、 頸
部 ス メ ア の 免 疫 染 色 を 従 来 の Ｐ ａ ｐ 染 色 方 法 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う に し
て 、 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 に よ り Ｐ ａ ｐ ス メ ア 試 験 の 高 い 偽 陰 性 率 を 下 げ る こ と が で き 、
ま た 、 集 団 自 動 ス ク リ ー ニ ン グ が 容 易 に な り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 利 用 し て 人 体 試 料 中 の バ
イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 検 出 す る 。 こ の 方 法 は 、 患 者 か ら 人 体 試 料 を 得 る こ
と 、 人 体 試 料 を 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー
に 向 け ら れ た 、 少 な く と も １ つ の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 抗 体 結 合 を 検 出 し て 、 バ イ
オ マ ー カ ー が 患 者 の 試 料 中 で 過 剰 発 現 さ れ て い る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 本 発 明
の 好 ま し い 態 様 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 診 断 す る た め の 免 疫 細 胞 化 学 的 技 術 を 提 供 す
る 。 具 体 的 に は 、 本 方 法 は 、 患 者 の 試 料 中 の 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 特 異 的 な バ イ オ マ
ー カ ー の 抗 体 染 色 を 含 む 。 当 業 者 は 、 本 明 細 書 中 で 以 下 に 記 載 の 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 を 手
動 で 、 又 は 、 例 え ば Autostainer Universal Staining System（ Dako社 製 ） 若 し く は Bioca
re Nemesis Autostainer（ Biocare社 製 ） を 用 い て 、 自 動 的 な 様 式 で 行 い 得 る こ と を 理 解
さ れ よ う 。 頸 部 試 料 の 抗 体 染 色 の １ つ の プ ロ ト コ ル （ 即 ち 免 疫 細 胞 化 学 ） を 実 施 例 １ に 提
供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し い 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 で は 、 患 者 の 頸 部 試 料 を 例 え ば SurePath（ 商 標 ） 採 取 バ イ
ア ル （ TriPath Imaging, Inc.社 製 ） な ど の 液 体 培 地 中 に 採 取 す る 。 PrepStain（ 商 標 ） シ
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ス テ ム （ TriPath Imaging, Inc.社 製 ） な ど の 自 動 プ ロ セ ッ サ ー を 用 い て 細 胞 を 液 体 培 地
か ら 採 取 し 、 さ ら な る 解 析 の た め に そ れ ら を ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 薄 層 と し て 堆 積 さ せ る 。
ス ラ イ ド 標 本 は 固 定 若 し く は 未 固 定 で あ り 得 、 解 析 し 調 製 後 す ぐ に 解 析 す る か 、 又 は の ち
に 解 析 す る た め に 保 存 し 得 る 。 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 調 製 し た ス ラ イ ド を 最 短 で ２ ４ 時 間
、 ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル 中 で 保 存 す る 。 或 い は 、 他 の 実 施 形 態 で は 、 下 に 記 述 す る よ う に ス
ラ イ ド を 前 処 理 緩 衝 液 中 で 保 存 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー 抗 原 の 抗 体 結 合 へ の ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 可 能 に す る た め に 、 試 料 を 改 変
す る 必 要 が あ る 可 能 性 が あ る 。 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 の 特 定 の 態 様 で は 、 ス ラ イ ド を 前 処 理
緩 衝 液 、 例 え ば SureSlide（ 登 録 商 標 ） 調 製 緩 衝 液 （ TriPath Imaging, Inc.社 製 ） に 移 し
、 抗 原 の ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 増 大 す る た め に 任 意 選 択 で 加 熱 す る 。 前 処 理 緩 衝 液 中 で の 試
料 の 加 熱 に よ り 、 細 胞 の 脂 質 二 重 層 が 迅 速 に 破 壊 さ れ 、 抗 原 （ 即 ち バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ
ク 質 ） の 抗 体 結 合 に お け る ア ク セ シ ビ リ テ ィ が 増 す 。 前 処 理 緩 衝 液 は 、 ポ リ マ ー 、 洗 剤 、
又 は 、 例 え ば エ チ ル オ キ シ 化 し た 陰 イ オ ン 性 若 し く は 非 イ オ ン 性 の 界 面 活 性 剤 、 ア ル カ ノ
エ ー ト 若 し く は ア ル コ キ シ レ ー ト 若 し く は さ ら に こ の よ う な 界 面 活 性 剤 の 混 合 物 な ど の 非
イ オ ン 性 若 し く は 陰 イ オ ン 性 の 界 面 活 性 剤 、 或 い は 、 さ ら に は 胆 汁 酸 塩 の 使 用 を 含 み 得 る
。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 処 理 緩 衝 液 は 、 約 １ ８ ３ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 有 す る ナ ト リ ウ ム ア ル
カ ノ エ ー ト と 混 合 し た 約 ３ ７ ０ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 有 す る ア ル コ キ シ レ ー ト （ 本 明 細 書 中 で 以
降 Ｒ Ａ Ｍ と 呼 ぶ ） な ど の 非 イ オ ン 性 又 は 陰 イ オ ン 性 の 洗 剤 を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
前 処 理 緩 衝 液 は １ ％ の Ｒ Ａ Ｍ を 含 む 。 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 前 処 理 緩 衝 液 は 、 上 記 で 指 示
し た よ う に 、 ス ラ イ ド 保 存 緩 衝 液 と し て も 用 い 得 る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ０ ． １ ％ ～ １ ％
の デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 ナ ト リ ウ ム 塩 、 一 水 和 物 の 溶 液 を 、 保 存 緩 衝 液 及 び 前 処 理 緩 衝 液 の
ど ち ら と し て も 用 い る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸
ナ ト リ ウ ム （ 例 え ば Sandopan LS） 又 は 及 び エ ト キ シ ル 化 し た 陰 イ オ ン 性 複 合 体 又 は さ ら
に は ア ル キ ル ア リ ー ル エ ト キ シ レ ー ト カ ル ボ ン 酸 の 溶 液 を 、 保 存 及 び 前 処 理 緩 衝 液 に 用 い
る こ と が で き る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で は 、 ス ラ イ ド 前 処 理 緩 衝 液 は ０ ． ０ ５ ％ ～ ５ ％ の
ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 具 体 的 に は ０ ． １ ％ ～ １ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ －
カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 よ り 具 体 的 に は ０ ． ５ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 ス ラ イ ド を 、 前 処 理 及 び 染 色 工 程 の 前 に ７ ２ 時 間 ま で 緩 衝 液
中 で 保 存 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 前 処 理 緩 衝 液 は 、 例 え ば 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 又 は 免
疫 組 織 化 学 的 方 法 な ど の 免 疫 ア ッ セ イ に お い て 、 抗 体 結 合 に 対 す る ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 増
大 す る 方 法 で 用 い 得 る 。 実 施 例 １ ４ を 参 照 さ れ た い 。 用 語 「 前 処 理 緩 衝 液 (pretreatment 
buffer)」 及 び 「 調 製 緩 衝 液 (preparation buffer)」 は 本 明 細 書 中 で 互 換 性 が あ る よ う に
使 用 さ れ 、 特 に 抗 体 結 合 に 対 す る 抗 原 の ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 増 大 さ せ る こ と に よ っ て 免 疫
染 色 用 に 細 胞 診 断 試 料 又 は 組 織 学 的 試 料 を 調 製 す る た め に 用 い る 緩 衝 液 を い う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 当 分 野 で 知 ら れ て い る 抗 原 の 回 収 方 法 を 含 め た 、 抗 体 結 合 に 対 す る ア ク セ シ ビ リ テ ィ を
増 大 す る 任 意 の 方 法 を 本 発 明 の 実 施 に お い て 用 い 得 る 。 例 え ば 、 そ の 全 体 で 本 明 細 書 中 に
参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 、 Bibbo et al. (2002) Acta. Cytol. 46:25-29； Saqi et a
l. (2003) Diagn. Cytopathol. 27:365-370； Bibbo et al. (2003) Anal. Quant. Cytol.
 Histol. 25:8-11を 参 照 さ れ た い 。 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 抗 原 の 回 収 は 、 ス ラ イ ド を ９ ５
％ の エ タ ノ ー ル 中 に 少 な く と も ２ ４ 時 間 保 存 す る こ と 、 ス ラ イ ド を ９ ５ ℃ に 予 熱 し た １ ×
Target Retrieval Solution、 ｐ Ｈ ６ ． ０ （ DAKO社 製 S1699） ／ ｄ Ｈ ２ Ｏ 浴 に 浸 す 、 及 び ス
ラ イ ド を ス チ ー マ ー に ２ ５ 分 間 入 れ る こ と を 含 む 。 以 下 の 実 施 例 ２ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 抗 原 の ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 増 大 す る た め の 前 処 理 又 は 抗 原 の 回 収 の の ち 、 適 切 な 遮 断 剤
、 例 え ば 過 酸 化 水 素 な ど の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遮 断 剤 を 用 い て 試 料 を 遮 断 す る 。 一 部 の 実 施
形 態 で は 、 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 を 防 ぐ た め に タ ン パ ク 質 遮 断 剤 を 用 い て 試 料 を 遮 断 す る 。
タ ン パ ク 質 遮 断 剤 は 、 例 え ば 精 製 カ ゼ イ ン を 含 み 得 る 。 そ の 後 、 目 的 バ イ オ マ ー カ ー に 向
け ら れ た 抗 体 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 試 料 と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 上 述
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の よ う に 、 当 業 者 は 、 場 合 に よ っ て は 患 者 の 試 料 中 で 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る こ
と に よ っ て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の よ り 正 確 な 診 断 が 得 ら れ 得 る こ と を 理 解 さ れ よ う 。 し
た が っ て 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 ２ つ の 明 確 に 異 な る バ イ オ マ ー カ ー に 向 け ら れ た 少 な く
と も ２ つ の 抗 体 を 用 い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る 。 複 数 の 抗 体 を 用 い る 場 合 、 こ
れ ら の 抗 体 は 、 個 別 の 抗 体 試 薬 と し て 逐 次 的 に 、 又 は 抗 体 カ ク テ ル と し て 同 時 に 、 単 一 の
試 料 に 加 え 得 る 。 以 下 の 実 施 例 ３ を 参 照 さ れ た い 。 或 い は 、 そ れ ぞ れ の 個 別 の 抗 体 を 同 一
の 患 者 由 来 の 別 々 の 試 料 に 加 え 、 そ の 結 果 生 じ る デ ー タ を プ ー ル し 得 る 。 特 定 の 実 施 形 態
で は 、 抗 体 カ ク テ ル は 少 な く と も ３ つ の 抗 体 を 含 み 、 ２ つ の 抗 体 が Ｍ Ｃ Ｍ ２ と 特 異 的 に 結
合 し 、 ３ つ 目 の 抗 体 は Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ と 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 抗 体 結 合 を 検 出 す る た め の 技 術 は 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 目 的 バ イ オ マ ー カ ー へ の 抗 体 結
合 は 、 抗 体 結 合 の レ ベ ル に 対 応 し 、 し た が っ て バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル に
対 応 す る 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 化 学 試 薬 を 使 用 す る こ と に よ っ て 検 出 し 得 る 。 本
発 明 の 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 の １ つ で は 、 標 識 し た ポ リ マ ー に と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 二 次 抗
体 を 使 用 す る こ と に よ っ て 抗 体 結 合 を 検 出 す る 。 標 識 し た ポ リ マ ー の 例 に は 、 そ れ だ け に
は 限 定 さ れ な い が 、 ポ リ マ ー － 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 複 合 体 中 の 酵
素 は 、 典 型 的 に は 、 抗 原 － 抗 体 の 結 合 部 位 で 色 素 原 の 堆 積 を 触 媒 す る た め に 用 い ら れ 、 そ
の 結 果 、 目 的 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル に 対 応 す る 細 胞 染 色 が 生 じ る 。 特 に 興 味 深 い 酵
素 に は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ 、 horseradish peroxidase） 及 び ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｐ 、 alkaline phosphatase） が 含 ま れ る 。 本 発 明 を 実 施 す る た め に 、
例 え ば Dako社 製 Envision+シ ス テ ム 及 び Biocare Medical社 製 Mach 3シ ス テ ム な ど の 市 販 の
抗 体 検 出 シ ス テ ム を 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の １ つ の 具 体 的 な 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 で は 、 バ イ オ マ ー カ ー へ の 抗 体 結 合 は 、 二
次 抗 体 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ポ リ マ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 検 出 す る 。 ま た
、 抗 体 結 合 は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 す る マ ウ ス プ ロ ー ブ 試 薬 、 及 び マ ウ ス プ
ロ ー ブ 試 薬 に 結 合 す る 、 ポ リ マ ー と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た Ｈ Ｒ Ｐ を 使 用 す る こ と に よ っ て も
検 出 す る こ と が で き る 。 ス ラ イ ド を 、 色 素 原 ３ ， ３ － ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Ｄ Ａ Ｂ 、 3,3'
-diaminobenzidine） を 用 い て 抗 体 結 合 に つ い て 染 色 し 、 そ の 後 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 及 び 任
意 選 択 で 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 又 は Ｔ Ｂ Ｓ ／ Tween-20な ど の 青 味 剤 （ bluing agent） を 用 い
て 対 比 染 色 を 行 う 。 本 発 明 の 一 部 の 態 様 で は 、 細 胞 染 色 （ 即 ち バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現
） を 評 価 し 、 且 つ 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 が 存 在 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 細 胞 検 査
技 師 及 び ／ 又 は 病 理 学 者 に よ っ て ス ラ イ ド を 顕 微 鏡 検 査 す る 。 或 い は 、 試 料 を 自 動 顕 微 鏡
観 察 に よ っ て 、 又 は 陽 性 染 色 細 胞 の 同 定 を 容 易 に す る コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア の 支 援 を
用 い て 人 手 に よ っ て 検 査 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 用 語 「 抗 体 」 及 び 「 複 数 の 抗 体 」 と は 、 単 鎖 抗 体 、 キ メ ラ 、 ヒ ト 化 抗 体 な ど の 抗 体 の 天
然 に 存 在 す る 型 及 び 組 換 え 抗 体 、 多 特 異 性 抗 体 、 並 び に 前 述 の も の す べ て の 断 片 及 び 誘 導
体 を 広 く 包 含 し 、 断 片 及 び 誘 導 体 は 少 な く と も １ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 。 抗 体 の 誘 導
体 は 、 抗 体 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た タ ン パ ク 質 又 は 化 学 薬 品 部 分 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 抗 体 」 及 び 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 （ Ｉ ｇ 、 immunoglobulin） と は 、 同 じ 構 造 的 等 張 を 有
す る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 抗 体 は 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 示 す が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に は
抗 体 及 び 抗 原 特 異 性 を 欠 く 他 の 抗 体 様 分 子 の ど ち ら も 含 ま れ る 。 後 者 の 種 類 の ポ リ ペ プ チ
ド は 、 例 え ば 、 リ ン パ 系 に よ っ て 低 い レ ベ ル で 、 且 つ 骨 髄 腫 に よ っ て よ り 高 い レ ベ ル で 産
生 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 用 語 「 抗 体 」 と は 、 最 も 広 義 に 用 い ら れ 、 完 全 に 構 築 さ れ た 抗 体 、 抗 原 に 結 合 す る こ と
が で き る 抗 体 断 片 （ 例 え ば Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ ’ （ ａ ｂ ） ２ 、 Ｆ ｖ 、 単 鎖 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体
） 、 及 び 前 述 の も の を 含 む 組 換 え ペ プ チ ド に わ た る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と は 、 実 質 的 に 同 種 の 抗 体 の 集 団 か ら
得 た 抗 体 こ と を い い 、 即 ち 、 集 団 を 構 成 す る 個 々 の 抗 体 は 、 少 量 存 在 し 得 る 潜 在 的 な 自 然
に 存 在 す る 突 然 変 異 以 外 は 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 抗 体 断 片 」 は 、 イ ン タ ク ト な 抗 体 の 一 部 分 、 好 ま し く は イ ン タ ク ト な 抗 体 の 抗 原 結 合
領 域 又 は 可 変 領 域 を 含 む 。 抗 体 断 片 の 例 に は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 及 び
Ｆ ｖ 断 片 ； 二 重 特 異 性 抗 体 ； 直 鎖 抗 体 （ Zapata et al. (1995) Protein Eng. 8(10):1057
-1062） ； 単 鎖 抗 体 分 子 ； 並 び に 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ た 多 特 異 性 抗 体 が 含 ま れ る 。 抗 体
の パ パ イ ン 消 化 に よ り 、 そ れ ぞ れ が 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 、 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 と 呼 ば
れ る ２ つ の 同 一 の 抗 原 結 合 断 片 、 及 び 、 そ の 名 称 が 容 易 に ３ ５ 結 晶 化 す る そ の 能 力 を 反 映
し て い る 、 残 り の 「 Ｆ ｃ 」 断 片 が 生 じ る 。 ペ プ シ ン 処 理 に よ り 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有
す る が 、 そ れ で も 抗 原 を 架 橋 結 合 す る 能 力 を 有 す る 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 Ｆ ｖ 」 と は 、 完 全 な 抗 原 認 識 部 位 及 び 結 合 部 位 を 含 む 最 小 の 抗 体 断 片 で あ る 。 ２ 鎖 の
Ｆ ｖ 種 で は 、 こ の 領 域 は 、 １ 本 の 重 鎖 及 び １ 本 の 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 、 密 な 非 共 有 結 合
の 二 量 体 か ら な る 。 単 鎖 Ｆ ｖ 種 で は 、 １ 本 の 重 鎖 及 び １ 本 の 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 、 軽 鎖
と 重 鎖 と が 、 ２ 鎖 の Ｆ ｖ 種 に 類 似 の 「 二 量 体 」 構 造 で 結 合 で き る よ う に 、 柔 軟 な ペ プ チ ド
リ ン カ ー に よ っ て 共 有 結 合 さ れ て い る こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ の 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の Ｃ
Ｄ Ｒ が 相 互 作 用 し て Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ 二 量 体 の 表 面 上 の 抗 原 － 結 合 部 位 を 定 義 す る の は 、 こ の 立
体 配 置 に お い て で あ る 。 集 合 す る と 、 ６ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 抗 体 に 抗 原 結 合 の 特 異 性 を 与 え る 。
し か し 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン （ 又 は 抗 原 に 特 異 的 な ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の み を 含 む Ｆ ｖ の 半 分 ）
さ え も 、 結 合 部 位 全 体 よ り も 低 い 親 和 性 で あ る が 、 抗 原 を 認 識 且 つ 結 合 す る 能 力 を 有 す る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 も 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン 及 び 重 鎖 の 第 １ 定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｈ １ ） を 含
む 。 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 抗 体 の ヒ ン ジ 領 域 か ら の １ つ 又 は 複 数 の シ ス テ イ ン を 含 め た 、 重 鎖 Ｃ

Ｈ １ ド メ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 に お け る 数 残 基 の 付 加 に よ っ て 、 Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 と 異 な る 。
定 常 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 （ 又 は 複 数 の シ ス テ イ ン 残 基 ） が 遊 離 チ オ ー ル 基 を 有 す る
Ｆ ａ ｂ ’ の 本 明 細 書 中 の 命 名 は 、 Ｆ ａ ｂ ’ － Ｓ Ｈ で あ る 。 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 抗 体 断 片 は 、 最
初 、 間 に ヒ ン ジ の シ ス テ イ ン を 有 す る Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 の 対 と し て 産 生 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 免 疫 原 を 用 い て 適 切 な 対 象 （ 例 え ば
、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 、 又 は 他 の 哺 乳 動 物 ） の 免 疫 化 を 行 う こ と に よ っ て 調 製 す る こ と
が で き る 。 免 疫 化 さ れ た 対 象 に お け る 抗 体 価 は 、 固 定 し た バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 使
用 し た 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 enzyme linked immunosorbent assay）
な ど を 用 い て 、 標 準 の 技 術 に よ っ て 経 時 的 に 監 視 す る こ と が で き る 。 免 疫 化 後 の 適 切 な 時
点 、 例 え ば 抗 体 価 が 最 も 高 い 時 に 、 抗 体 産 生 細 胞 を 対 象 か ら 得 て 、 最 初 に Kohler and Mil
stein (1975) Nature 256:495-497に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ
リ ド ー マ 技 術 （ Kozbor et al. (1983) Immunol. Today 4:72） 、 Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ
技 術 （ Cole et al. (1985)、 Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, ed. Reisfeld
 and Sell (Alan R. Liss, Inc., New York, NY), pp. 77-96） 又 は ト リ オ ー マ 技 術 な ど
の 標 準 の 技 術 に よ る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 用 い る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ
を 産 生 す る 技 術 は 周 知 で あ る （ 一 般 に 、 Coligan et al., eds. (1994) Current Protocol
s in Immunology (John Wiley & Sons, Inc., New York, NY)； Galfre et al. (1977) Na
ture 266:550-52； Kenneth (1980)、 Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biolo
gical Analyses (Plenum Publishing Corp., NY)； 及 び Lerner (1981) Yale J. Biol. Me
d., 54:387-402を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 代 わ り に 、 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク
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質 を 用 い て 組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ （ 例 え ば 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ） の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 そ れ に よ り バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に
結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ メ ン バ ー を 単 離 す る こ と に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 同 定 及 び 単 離 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を 作 製 及 び ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Pharmacia社 製 Recombinant Phage
 Antibody System、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ７ － ９ ４ ０ ０ － ０ １ ； 及 び Stratagene社 製 SurfZAP 9 
Pharge Display Kit、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ４ ０ ６ １ ２ ） 。 さ ら に 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ
リ の 作 製 及 び ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 使 用 に 特 に 受 け 入 れ ら れ る 方 法 並 び に 方 法 の 例 は 、
例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ３ ， ４ ０ ９ 号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ８ ６ １ ９ 号 ； Ｗ Ｏ ９
１ ／ １ ７ ２ ７ １ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ７ ９ １ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ５ ６ ７ ９ 号 ； 第 ９ ３ ／ ０ １ ２
８ ８ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ １ ０ ４ ７ 号 ； 第 ９ ２ ／ ０ ９ ６ ９ ０ 号 ； 及 び 第 ９ ０ ／ ０ ２ ８ ０ ９ 号 ；
Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372； Hay et al. (1992) Hum. Antibod. 
Hybridomas 3:81-85； Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281； Griffiths et al. (
1993) EMBO J. 12:725-734に 見 つ か る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 抗 体 結 合 の 検 出 は 、 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と に よ っ て 容 易 に す
る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 例 に は 、 様 々 な 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 性
物 質 、 生 物 発 光 物 質 、 及 び 放 射 性 物 質 が 含 ま れ る 。 適 切 な 酵 素 の 例 に は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 又 は ア セ チ ル コ リ ン エ
ス テ ラ ー ゼ が 含 ま れ ； 適 切 な 補 欠 分 子 族 の 複 合 体 の 例 に は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ
ン 及 び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン が 含 ま れ ； 適 切 な 蛍 光 物 質 の 例 に は 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル
オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア
ミ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 塩 化 ダ ン シ ル 又 は フ ィ コ エ リ ス リ ン が 含 ま れ ； 発 光 性 物 質 の 例 に
は ル ミ ノ ー ル が 含 ま れ ； 生 物 発 光 物 質 の 例 に は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 及 び エ
ク オ リ ン が 含 ま れ ； 適 切 な 放 射 性 物 質 の 例 に は 、 １ ２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ 、 又 は ３ Ｈ
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 に お い て 抗 体 染 色 を 検 出 す る こ と に 関 し て 、 当 分 野 に は 、
生 体 試 料 中 の 複 数 の 分 子 種 （ 例 え ば バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ） の 量 を 定 量 的 に 決 定 す る
た め の 、 映 像 顕 微 鏡 観 察 及 び ソ フ ト ウ ェ ア に よ る 方 法 も 存 在 し 、 存 在 す る 各 分 子 種 は 特 異
的 な 色 を 有 す る 代 表 的 な 色 素 マ ー カ ー に よ っ て 示 さ れ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 当 分 野 で 比
色 分 析 方 法 と し て も 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 方 法 で は 、 特 定 の 目 的 バ イ オ マ ー カ ー の 存
在 を 視 覚 的 に 示 す た め に 、 映 像 顕 微 鏡 観 察 を 用 い て 染 色 後 の 生 体 試 料 の 画 像 を 提 供 す る 。
本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る Marcelpoil et al.の 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９
５ ７ ， ４ ４ ６ 号 及 び Marcelpoil et al.の 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ５ ７ ， ７ ２ ９ 号 に 開 示
さ れ て い る も の な ど の 、 こ の よ う な 方 法 の 一 部 は 、 画 像 処 理 シ ス テ ム 及 び 関 連 す る ソ フ ト
ウ ェ ア を 使 用 し て 、 画 像 処 理 シ ス テ ム 及 び 関 連 す る ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 決 定 さ れ る 色 素
マ ー カ ー の そ れ ぞ れ 光 学 密 度 又 は 透 過 率 の 値 に よ っ て 示 さ れ る 、 代 表 的 な 色 素 マ ー カ ー の
存 在 に 基 づ い て 、 存 在 す る そ れ ぞ れ の 分 子 種 の 相 対 量 を 決 定 す る こ と を 開 示 し て い る 。 こ
れ ら の 技 術 は 、 構 成 色 部 分 に 「 分 解 し た 」 単 一 の 映 像 画 像 を 用 い た 、 染 色 し た 生 体 試 料 中
の そ れ ぞ れ の 分 子 種 の 相 対 量 の 定 量 的 な 決 定 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る た め に 用 い た 抗 体 は 、 目 的 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 対 し て 高 い 特
異 性 を 有 す る よ う に 選 択 す る 。 抗 体 を 作 製 す る 方 法 及 び 適 切 な 抗 体 を 選 択 す る 方 法 は 当 分
野 で 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 そ の 全 体 で 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 、 Celi
s, ed. (印 刷 中 ) Cell Biology & Laboratory Handbook, 3rd edition (Academic Press,
 New York)を 参 照 さ れ た い 。 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 特 異 的 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 向
け ら れ た 市 販 の 抗 体 を 、 本 発 明 の 実 施 に 用 い 得 る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 組 織 学 的 試 料 で は な
く 、 細 胞 診 断 の 望 ま し い 染 色 に 基 づ い て 選 択 し 得 る 。 即 ち 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は
、 最 終 的 な 試 料 の 種 類 （ 即 ち 細 胞 診 断 調 製 物 ） を 念 頭 に お い て 、 且 つ 結 合 特 異 性 に つ い て
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選 択 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 一 部 の 態 様 で は 、 目 的 特 異 的 バ イ オ マ ー カ ー に 向 け ら れ た 抗 体 は 、 複 数 ス テ ッ
プ の ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 に よ っ て 選 択 及 び 精 製 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ド ー マ を
ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 所 望 の 特 異 性 及 び 感 度 の 特 色 を 有 す る 、 バ イ オ マ ー カ ー に 特 異 的 な
抗 体 を 同 定 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 「 ポ リ ド ー マ 」 と は 、 複 数 の ハ イ ブ リ ド ー マ を い
う 。 本 発 明 の ポ リ ド ー マ は 、 典 型 的 に は マ ル チ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト 中 に 提 供 す る 。 最
初 の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ ス テ ッ プ で は 、 複 数 の 正 常 （ 即 ち Ｃ Ｉ Ｎ な し ） 、 Ｃ Ｉ Ｎ III、 扁
平 細 胞 癌 、 及 び 腺 癌 の 試 料 を 含 む 腫 瘍 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 す る 。 複 数 の 組 織 の ア レ
イ を 単 一 の ス ラ イ ド 上 に 作 製 す る た め の 方 法 及 び Chemicon社 製 （ 登 録 商 標 ） Advanced Tis
sue Arrayerな ど の 装 置 は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ８ ２ ０ ， ５
０ ４ 号 を 参 照 さ れ た い 。 ポ リ ド ー マ を 含 む 各 ウ ェ ル か ら の 無 希 釈 の 上 清 で 、 標 準 の 免 疫 組
織 化 学 的 技 術 を 用 い て 陽 性 染 色 に つ い て ア ッ セ イ を 行 う 。 こ の 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ ス テ
ッ プ で は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 、 即 ち 非 特 異 的 結 合 は 基 本 的 に 無 視 す る 。 陽 性 結 果 を 生 じ る
ポ リ ド ー マ を 選 択 し 、 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ の 第 ２ ス テ ー ジ に 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 第 ２ の ス ク リ ー ニ ン グ ス テ ッ プ で は 、 陽 性 ポ リ ド ー マ を 限 界 希 釈 工 程 に 供 す る 。 そ の 結
果 生 じ る ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て い な い 抗 体 は 、 標 準 の 免 疫 組 織 化 学 的 技 術 を 用 い て 、 Ｃ Ｉ
Ｎ III又 は 子 宮 頸 癌 試 料 の 陽 性 染 色 に つ い て ア ッ セ イ を 行 う 。 こ の 段 階 で は 、 バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 染 色 は 関 係 が あ り 、 異 常 細 胞 （ 即 ち Ｃ Ｉ Ｎ III及 び 癌 細 胞 ） に 関 し て の み 陽 性 に 染
色 さ れ る 候 補 ポ リ ド ー マ だ け を さ ら な る 解 析 用 に 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 正 常 及 び Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ 試 料 を 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す も の （ 即 ち Ｃ Ｉ Ｎ II以 上 ） か ら
識 別 す る こ と が で き る 抗 体 を 同 定 す る た め に 、 疾 患 パ ネ ル 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 す る
。 こ の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 典 型 的 に は 複 数 の Ｃ Ｉ Ｎ な し 、 Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ 、 Ｃ Ｉ Ｎ II、 Ｃ Ｉ
Ｎ III、 扁 平 細 胞 癌 、 及 び 腺 癌 の 試 料 を 含 む 。 標 準 の 免 疫 組 織 化 学 的 技 術 を 用 い て 、 高 悪
性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 示 す 試 料 の み （ 即 ち Ｃ Ｉ Ｎ IIの 試 料 以 上 ） の 特 異 的 な 陽 性 染 色 に つ い
て 、 候 補 ポ リ ド ー マ の ア ッ セ イ を 行 う 。 陽 性 結 果 及 び 最 小 限 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 を 生
じ る ポ リ ド ー マ を さ ら な る 解 析 用 に 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 個 別 の 候 補 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る た め に 、 陽 性 染 色 培 養 物 は 個 別 の ク ロ ー ン と
し て 調 製 す る 。 個 別 の ク ロ ー ン を 単 離 す る 方 法 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 本 明 細 書 中 で 上
述 し た 腫 瘍 及 び 疾 患 パ ネ ル 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 未 精 製 の 抗 体 を 含 む 各 ク ロ ー ン
か ら の 上 清 を 、 Ｃ Ｉ Ｎ II、 Ｃ Ｉ Ｎ III、 扁 平 細 胞 癌 、 及 び 腺 癌 の 試 料 の 特 異 的 染 色 に つ い
て ア ッ セ イ を 行 う 。 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 試 料 （ 即 ち Ｃ Ｉ Ｎ II以 上 ） 、 他 の 細 胞 種 （ 即 ち
正 常 及 び Ｃ Ｉ Ｎ Ｉ 試 料 ） の 最 小 限 の 染 色 、 及 び 僅 か な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 陽 性 染 色 を 示 す
候 補 抗 体 を 、 精 製 及 び さ ら な る 解 析 用 に 選 択 す る 。 親 和 性 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ
て 抗 体 を 精 製 す る 方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 試 料 の 最 大 の 特 異 的 染 色 及 び 最 小 限 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 、 即 ち 頸
部 細 胞 診 断 試 料 中 の 非 特 異 的 な 染 色 を 示 す 抗 体 を 同 定 す る た め に 、 上 記 の 免 疫 組 織 化 学 に
基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 で 単 離 及 び 精 製 し た 候 補 抗 体 を 、 本 発 明 の 免 疫 細 胞 化 学 的 技
術 を 用 い て ア ッ セ イ す る 。 免 疫 細 胞 化 学 を 行 う 例 示 的 な プ ロ ト コ ル を 実 施 例 １ 及 び ２ に 提
供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 具 体 的 に は 、 精 製 し た 目 的 抗 体 を 用 い て 、 統 計 的 に 有 意 な 数 の Ｎ Ｉ Ｌ （ 即 ち 侵 襲 性 の 病
変 な し ） 、 Ａ Ｓ Ｃ Ｕ Ｓ 、 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 、 Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ 又 は 癌 性 の 患 者 の 頸 部 細 胞 診 断 試 料 の ア ッ セ
イ を 行 う 。 試 料 を 本 明 細 書 中 に 記 載 の 免 疫 細 胞 化 学 に よ っ て 解 析 し 、 特 定 の バ イ オ マ ー カ
ー に お け る 陽 性 抗 体 染 色 に 基 づ い て 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 対 し て 陽 性 、 陰 性 、 又 は 確
定 不 能 と し て 分 類 す る 。 各 抗 体 に つ い て 感 度 、 特 異 性 、 陽 性 適 中 率 、 及 び 陰 性 適 中 率 を 計
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算 す る 。 頸 部 細 胞 診 断 試 料 中 で 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 最 大 の 特 異 的 染 色 を 示 し 、 最 小 限
の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （ 即 ち 最 大 の 信 号 対 雑 音 比 ） を 示 す 抗 体 を 本 発 明 用 に 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 適 切 な 抗 体 の 同 定 は 、 信 号 対 雑 音 比 の 増 加 及 び ア ッ セ イ の 臨 床 的 有 用 性 の 増 加 を も た ら
す 。 用 い る ア ッ セ イ 様 式 及 び 試 料 の 型 は 、 適 切 な 抗 体 の 選 択 に 重 大 な 要 素 で あ る 。 バ イ オ
マ ー カ ー に 向 け ら れ た 多 く の 抗 体 は 、 免 疫 細 胞 化 学 的 様 式 に お い て 細 胞 診 断 調 製 物 で も 、
又 は 免 疫 組 織 化 学 的 様 式 に お い て ホ ル マ リ ン で 固 定 し た パ ラ フ ィ ン 包 埋 の 試 料 で も 、 望 ま
し い 信 号 対 雑 音 比 を 生 じ な い 。 さ ら に 、 免 疫 組 織 化 学 的 様 式 に お い て 最 大 の 信 号 対 雑 音 比
を 生 じ る バ イ オ マ ー カ ー 抗 体 は 、 免 疫 細 胞 化 学 的 ア ッ セ イ で は う ま く 作 動 し な い 可 能 性 が
あ る 。 例 え ば 、 免 疫 細 胞 化 学 的 様 式 に お い て 所 望 の 染 色 レ ベ ル を 生 じ る 抗 体 は 、 免 疫 組 織
化 学 的 ア ッ セ イ に お い て は 適 切 な 染 色 レ ベ ル を 生 じ な い 可 能 性 が あ る （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
同 様 に 、 免 疫 組 織 化 学 的 ア ッ セ イ に お い て 許 容 さ れ る 信 号 対 雑 音 比 を 生 じ る 抗 体 は 、 免 疫
細 胞 化 学 試 料 の 過 剰 染 色 を 示 す 可 能 性 が あ る （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 し た が っ て 、 抗 体 の 選 択
に は ア ッ セ イ 様 式 及 び 用 い る 最 終 的 な 試 料 の 型 の 早 期 考 慮 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 細 胞 診 断 系 の ア ッ セ イ （ 即 ち 免 疫 細 胞 化 学 ） は 、 組 織 の 構 造 が 免 疫 細 胞 化 学 的 様 式 に お
け る 染 色 の 解 釈 を 補 助 す る た め に 利 用 可 能 で な い と い う 範 囲 で は 、 組 織 系 の ア ッ セ イ （ 即
ち 免 疫 組 織 化 学 ） と は 異 な る 。 例 え ば 、 Ｃ ｌ ａ ｕ ｄ ｉ ｎ １ に 向 け ら れ た 抗 体 を 用 い て 、 軽
い 異 形 成 又 は 扁 平 細 胞 癌 に 罹 患 し て い る 患 者 由 来 の 試 料 で 行 っ た 免 疫 組 織 化 学 的 ア ッ セ イ
で は 、 結 果 に よ り 、 Ｃ ｌ ａ ｕ ｄ ｉ ｎ １ は 軽 い 異 形 成 試 料 の 病 変 中 で 発 現 さ れ た が （ 即 ち 薄
茶 色 の 染 色 ） 、 癌 の 病 変 中 で 顕 著 に 過 剰 発 現 さ れ た （ 即 ち 濃 茶 色 の 染 色 ） が 示 さ れ た （ 図
１ ２ ） 。 同 じ Ｃ ｌ ａ ｕ ｄ ｉ ｎ １ 抗 体 を 用 い て 免 疫 細 胞 化 学 的 ア ッ セ イ 様 式 で 得 ら れ た 結 果
は 確 定 不 能 で あ っ た （ 図 １ ３ ） 。 異 常 細 胞 は 、 Ｃ ｌ ａ ｕ ｄ ｉ ｎ １ 抗 体 を 用 い て 免 疫 組 織 化
学 的 ア ッ セ イ に お い て 容 易 に 検 出 可 能 で あ る が 、 本 発 明 の 免 疫 細 胞 化 学 的 ア ッ セ イ に お い
て Ｃ ｌ ａ ｕ ｄ ｉ ｎ １ の 染 色 に よ っ て 得 ら れ た 結 果 は 解 釈 が よ り 困 難 で あ っ た 。 し た が っ て
、 免 疫 組 織 化 学 的 様 式 に お い て 適 切 な バ イ オ マ ー カ ー は 免 疫 細 胞 化 学 的 ア ッ セ イ に お い て
は 適 切 で な い 可 能 性 が あ り 、 し た が っ て 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に 含 ま れ な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 細 胞 内 に お け る バ イ オ マ ー カ ー の 位 置 も 、 免 疫 細 胞 化 学 的 ア ッ セ イ に お け る 重
要 な 検 討 事 項 で あ る 。 核 、 細 胞 質 、 又 は 膜 の 染 色 パ タ ー ン を 示 す バ イ オ マ ー カ ー は 形 態 学
的 に 確 認 す る こ と が で き 、 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 に 適 切 で あ る 。 し か し 、 細 胞 質 及 び 膜 の 染
色 は 、 免 疫 細 胞 化 学 的 ア ッ セ イ に お け る 子 宮 頸 部 疾 患 の 重 大 な 形 態 学 的 特 徴 （ 例 え ば 核 対
細 胞 質 の 比 ） の 同 定 を 困 難 に す る 。 図 １ ５ を 参 照 さ れ た い 。 対 照 的 に 、 核 中 で 発 現 さ れ 、
核 染 色 パ タ ー ン を 示 す バ イ オ マ ー カ ー は 抗 体 染 色 の 検 出 を 容 易 に し 、 ま た 、 形 態 学 的 解 析
も 可 能 に す る 。 図 １ ５ を 参 照 さ れ た い 。 し た が っ て 、 一 部 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 核 中
で 選 択 的 に 発 現 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー の み の 本 発 明 の 免 疫 細 胞 化 学 的 ア ッ セ イ で 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 当 業 者 は 、 特 定 の 抗 体 の 信 号 対 雑 音 比 を 最 大 に す る た め に 、 抗 体 価 及 び 検 出 の 化 学 の 最
適 化 が 必 要 で あ る こ と を 理 解 さ れ よ う 。 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 を 最
大 に し 、 非 特 異 的 結 合 （ 又 は 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 」 ） を 最 小 に す る 抗 体 濃 度 を 決 定 す る 。
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 頸 部 細 胞 診 断 調 製 物 中 で 用 い る 適 切 な 抗 体 価 は 、 ま ず 、 ホ ル マ リ ン
で 固 定 し た パ ラ フ ィ ン 包 埋 の 正 常 組 織 試 料 及 び 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 組 織 試 料 に 対 し て 様
々 な 抗 体 希 釈 率 を 試 験 す る こ と に よ っ て 決 定 す る 。 最 適 な 抗 体 濃 度 及 び 検 出 の 化 学 の 条 件
は 、 ま ず 、 ホ ル マ リ ン で 固 定 し た パ ラ フ ィ ン 包 埋 の 頸 部 組 織 試 料 に つ い て 決 定 す る 。 抗 体
価 及 び 検 出 条 件 を 最 適 化 す る た め の ア ッ セ イ の 設 計 は 標 準 的 で あ り 、 十 分 に 当 業 者 の 日 常
的 な 能 力 の 範 囲 内 に あ る 。 固 定 し た 組 織 試 料 の 最 適 条 件 が 決 定 さ れ た 後 に 、 同 じ 条 件 下 で
そ れ ぞ れ の 抗 体 を 頸 部 細 胞 診 断 調 製 物 に 用 い る 。 一 部 の 抗 体 は 、 細 胞 診 断 試 料 中 の バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド 染 色 を 低 減 す る 且 つ ／ 又 は 染 色 の 特 異 性 及 び 感 度 を 増 大 す る た め に 、 さ ら な る
最 適 化 を 要 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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　 さ ら に 、 当 業 者 は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に 用 い る 特 定 の 抗 体 の 濃 度 は 、 結 合 時
間 、 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 特 異 性 の レ ベ ル 、 及 び 人 体 試 料 の 調 製 方 法
な ど の 要 素 に 応 じ て 変 化 す る こ と を 理 解 さ れ よ う 。 さ ら に 、 複 数 の 抗 体 を 用 い た 場 合 は 、
抗 体 を 試 料 に 施 用 す る 順 序 に 応 じ て 、 即 ち 、 カ ク テ ル と し て 同 時 に 又 は 個 別 の 抗 体 試 薬 と
し て 逐 次 的 に 施 用 す る こ と に 応 じ て 、 所 要 の 濃 度 が 影 響 を 受 け 得 る 。 さ ら に 、 所 望 の 信 号
対 雑 音 比 を 生 じ る た め に 、 目 的 バ イ オ マ ー カ ー へ の 抗 体 結 合 を 可 視 化 す る た め に 用 い る 検
出 の 化 学 も 最 適 化 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 を 核 酸 レ ベ ル で 検 出 す る 。 発 現 を 評 価 す
る た め の 核 酸 に 基 づ い た 技 術 は 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 人 体 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ
ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 決 定 す る こ と が 含 ま れ る 。 多 く の 発 現 検 出 方 法 で は 単 離 し た Ｒ Ｎ Ａ
を 用 い る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 の 選 択 に 対 抗 し な い 任 意 の Ｒ Ｎ Ａ 単 離 技 術 を 、 頸 部 細 胞 由 来 の
Ｒ Ｎ Ａ の 精 製 に 利 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ausubel et al., ed., (1987-1999) Cur
rent Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, New York)を 参 照 さ れ た い
） 。 さ ら に 、 例 え ば 、 Chomczynskiの 単 一 ス テ ッ プ の Ｒ Ｎ Ａ 単 離 工 程 （ １ ９ ８ ９ 、 米 国 特
許 第 ４ ， ８ ４ ３ ， １ ５ ５ 号 ） な ど の 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 用 い て 、 多 数 の 組 織 試 料 を 容 易
に 処 理 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 用 語 「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 具 体 的 に 意 図 す る 標 的 生 体 分 子 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 転 写 物 又
は バ イ オ マ ー カ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 若 し く は そ れ に 対 応 す る タ ン パ ク 質 に 選 択 的
に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 任 意 の 分 子 を い う 。 プ ロ ー ブ は 当 業 者 に よ っ て 合 成 す る か 、 又 は
適 切 な 生 物 学 的 調 製 物 か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 標 識 す る た め に 具 体 的 に
設 計 し 得 る 。 プ ロ ー ブ と し て 利 用 す る こ と が で き る 分 子 の 例 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ
な い が 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 及 び 有 機 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 サ ザ ン 若 し く は ノ ー ザ ン 分 析 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 分 析 及 び プ ロ ー ブ ア レ イ を 含 め た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は 増 幅 ア
ッ セ イ で 用 い る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 検 出 す る 一 方 法 は 、 単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
、 検 出 す る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る
核 酸 分 子 （ プ ロ ー ブ ） と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 完 全 長 の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 、 又 は 、 長 さ が 少 な く と も ７ 、 １ ５ 、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 若 し く は ５ ０ ０ 個
の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 且 つ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ｍ Ｒ Ｎ Ａ 若 し く は 本 発 明 の バ イ
オ マ ー カ ー を コ ー ド し て い る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め に 十 分 な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 、 そ の 一 部 分 で あ る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と プ ロ ー ブ と の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 議 題 の バ イ オ マ ー カ ー が 発 現 さ れ て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 流 し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ゲ ル か
ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス な ど の 膜 へ と 移 す こ と に よ っ て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 固 体 表 面 上 に 固 定 し て プ
ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 。 代 替 実 施 形 態 で は 、 例 え ば Affymetrix社 製 遺 伝 子 チ ッ プ ア レ イ 中 で
、 プ ロ ー ブ を 固 体 表 面 上 に 固 定 し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 。 当 業 者 は 、 本 発 明
の バ イ オ マ ー カ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル の 検 出 で 用 い る 既 知 の ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 検 出 方 法 を 容 易 に 適 応 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 決 定 す る た め の 代 替 方 法 は 、 例 え ば 、 Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ （ 実 験 の 実 施 形 態 は Mullis、 １ ９ ８ ７ 、 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 に 記 載
） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193） 、 自
立 的 配 列 複 製 （ Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878） 、
転 写 増 幅 シ ス テ ム （ Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177） 、
Ｑ － β レ プ リ カ ー ゼ （ Lizardi et al. (1988) Bio/Technology 6:1197） 、 ロ ー リ ン グ サ
ー ク ル 複 製 （ Lizardi et al.、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ５ ４ ， ０ ３ ３ 号 ） 又 は 任 意 の 他 の 核 酸 増

10

20

30

40

50

(24) JP 2007-530949 A 2007.11.1



幅 方 法 に よ る 核 酸 増 幅 工 程 、 次 い で 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 用 い た 増 幅 分 子 の 検 出 を 含 む
。 こ れ ら の 検 出 ス キ ー ム は 、 核 酸 分 子 が 非 常 に 少 な い 数 し か 存 在 し な い 場 合 に 、 そ の よ う
な 分 子 の 検 出 に 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 を 定 量
的 蛍 光 発 生 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ 即 ち TaqMan（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム ） に よ っ て 評 価 す る 。 こ の
よ う な 方 法 で は 、 典 型 的 に は 、 目 的 バ イ オ マ ー カ ー に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ
マ ー の 対 を 利 用 す る 。 既 知 の 配 列 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 設 計 方 法 は
当 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ の バ イ オ マ ー カ ー 発 現 レ ベ ル は 、 膜 ブ ロ ッ ト （ ノ ー ザ ン 、 サ ザ ン 、 ド ッ ト 等 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 で 用 い る も の な ど ） 、 或 い は マ イ ク ロ ウ ェ ル 、 試 料 管 、 ゲ ル 、
ビ ー ズ 又 は 繊 維 （ 若 し く は 結 合 し た 核 酸 を 含 む 任 意 の 固 体 担 体 ） を 用 い て 監 視 し 得 る 。 本
明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 、 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ７ ０ ， ７ ２ ２ 号 、 第 ５ ， ８ ７
４ ， ２ １ ９ 号 、 第 ５ ， ７ ４ ４ ， ３ ０ ５ 号 、 第 ５ ， ６ ７ ７ ， １ ９ ５ 号 及 び 第 ５ ， ４ ４ ５ ， ９
３ ４ 号 を 参 照 さ れ た い 。 ま た 、 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 の 検 出 は 、 溶 液 中 の 核 酸 プ ロ ー ブ の
使 用 も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 を 検 出 す る 。
様 々 な 実 験 間 の 再 現 性 に よ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ は こ の 目 的 に 特 に よ く 適 し て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ
マ イ ク ロ ア レ イ は 、 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 同 時 に 測 定 す る 一 方 法 を 提 供 す る 。 そ れ
ぞ れ の ア レ イ が 、 固 体 担 体 に 付 着 し た 捕 捉 プ ロ ー ブ の 再 現 可 能 な パ タ ー ン か ら な る 。 標 識
し た Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ が ア レ イ 上 の 相 補 的 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 後 、 レ ー ザ
ー 走 査 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 ア レ イ 上 の そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強
度 を 決 定 し 、 相 対 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 表 す 定 量 的 な 値 に 変 換 す る 。 本 明 細 書 中 に 参 考 と し
て 組 み 込 ま れ て い る 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ４ ０ ， １ ３ ８ 号 、 第 ５ ， ８ ０ ０ ， ９ ９ ２ 号 及 び 第
６ ， ０ ２ ０ ， １ ３ ５ 号 、 第 ６ ， ０ ３ ３ ， ８ ６ ０ 号 、 及 び 第 ６ ， ３ ４ ４ ， ３ １ ６ 号 を 参 照 さ
れ た い 。 試 料 中 の 多 数 の Ｒ Ｎ Ａ の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 す る た め に は 、 高 密 度 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ が 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 機 械 的 合 成 方 法 を 用 い て こ の よ う な ア レ イ を 合 成 す る 技 術 は 、 例 え ば 、 す べ て の 目 的 に
お い て そ の 全 体 で 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ８ ４ ， ２ ６
１ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 平 面 的 な ア レ イ 表 面 が 好 ま し い が 、 ア レ イ は 事 実 上 任 意 の 形 状 の
表 面 、 又 は さ ら に は 複 数 の 表 面 上 に 作 製 し 得 る 。 ア レ イ は 、 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 高 分 子 表 面 、
光 フ ァ イ バ ー な ど の 繊 維 、 ガ ラ ス 若 し く は 任 意 の 他 の 適 切 な 基 材 上 の ペ プ チ ド 又 は 核 酸 で
あ り 得 る 。 そ れ ぞ れ が す べ て の 目 的 に お い て そ の 全 体 で 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ て い る 、
米 国 特 許 第 ５ ， ７ ７ ０ ， ３ ５ ８ 号 、 第 ５ ， ７ ８ ９ ， １ ６ ２ 号 、 第 ５ ， ７ ０ ８ ， １ ５ ３ 号 、
第 ６ ， ０ ４ ０ ， １ ９ ３ 号 及 び 第 ５ ， ８ ０ ０ ， ９ ９ ２ 号 を 参 照 さ れ た い 。 ア レ イ は 、 診 断 又
は 包 括 的 な 装 置 の 他 の 操 作 を 可 能 に す る 様 式 で パ ッ ケ ー ジ ン グ し 得 る 。 例 え ば 、 本 明 細 書
中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ５ ６ ， １ ７ ４ 号 及 び 第 ５ ， ９ ２ ２ ，
５ ９ １ 号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 手 法 で は 、 試 料 か ら 単 離 し た 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 標 識 し た ｃ Ｒ Ｎ Ａ に 変 換 し 、 そ の 後 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 各 試 料 を 別 々 の ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ せ る 。 ア レ イ 上 及 び 試 料 中 に 存 在 す る 適 切 な 対 照 を 参 照 す る こ と に よ っ て 、 相 対 転 写 レ
ベ ル を 計 算 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト を さ ら に 提 供 す る 。 「 キ ッ ト 」 と は 、 本 発 明 の バ
イ オ マ ー カ ー の 発 現 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少 な く と も １ つ の 試 薬 、 例 え ば 、 抗 体 、 核
酸 プ ロ ー ブ な ど を 含 む 、 任 意 の 製 造 物 （ 例 え ば パ ッ ケ ー ジ 又 は 容 器 ） を 意 図 す る 。 キ ッ ト
を 、 本 発 明 の 方 法 を 行 う た め の 単 位 と し て 推 進 、 流 通 、 又 は 販 売 し 得 る 。 さ ら に 、 キ ッ ト
は 、 キ ッ ト 及 び そ の 使 用 方 法 を 説 明 す る パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 を 含 み 得 る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る
。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 以 下 の 実 施 例 に 記 述 す る よ う に 、 手 動 及 び 自 動 の 免 疫 細 胞 化 学 的
技 術 （ 例 え ば 細 胞 染 色 ） の ど ち ら に も 適 合 性 が あ る 。 こ れ ら の キ ッ ト は 、 目 的 バ イ オ マ ー
カ ー に 向 け ら れ た 少 な く と も １ つ の 抗 体 、 バ イ オ マ ー カ ー へ の 抗 体 結 合 を 検 出 す る た め の
化 学 薬 品 、 対 比 染 色 剤 、 及 び 、 任 意 選 択 で 、 陽 性 染 色 細 胞 の 同 定 を 容 易 に す る た め の 青 味
剤 を 含 む 。 抗 原 － 抗 体 結 合 を 検 出 す る 任 意 の 化 学 薬 品 を 本 発 明 の 実 施 で 用 い 得 る 。 一 部 の
実 施 形 態 で は 、 検 出 化 学 薬 品 は 、 二 次 抗 体 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 標 識 し た ポ リ マ ー を 含 む
。 例 え ば 、 抗 原 － 抗 体 結 合 部 位 で 色 素 源 の 堆 積 を 触 媒 す る 酵 素 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 二 次
抗 体 を 提 供 し 得 る 。 こ の よ う な 酵 素 及 び 抗 体 結 合 の 検 出 に そ れ ら を 用 い る 技 術 は 、 当 分 野
で 周 知 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ポ リ マ ー と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 二
次 抗 体 を 含 む 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 酵 素 に 適 合 性 の あ る 色 素 原 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 二 次
抗 体 の 場 合 は Ｄ Ａ Ｂ ） 及 び 非 特 異 的 な 染 色 を 遮 断 す る た め の 過 酸 化 水 素 な ど の 溶 液 を さ ら
に 提 供 し 得 る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 す る マ ウ ス プ ロ ー ブ
試 薬 を 用 い て 、 次 い で 、 マ ウ ス プ ロ ー ブ 試 薬 に 結 合 す る 、 Ｈ Ｒ Ｐ と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た デ
キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー を 加 え る こ と に よ っ て 、 バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 へ の 抗 体 結 合 を 検
出 す る 。 こ の よ う な 検 出 試 薬 は 、 例 え ば Biocare Medical社 か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遮 断 剤 （ 例 え ば 過 酸 化 水 素 ） 、 タ ン パ ク 質 遮 断 剤
（ 例 え ば 精 製 カ ゼ イ ン ） 、 及 び 対 比 染 色 剤 （ 例 え ば ヘ マ ト キ シ リ ン ） を さ ら に 含 み 得 る 。
陽 性 染 色 細 胞 の 検 出 を 用 に す る た め に 、 キ ッ ト 中 に 青 味 剤 （ 例 え ば 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 又
は Ｔ Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 Tween-20及 び ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ） を さ ら に 提 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 免 疫 細 胞 化 学 的 キ ッ ト は 、 少 な く と も ２ つ の 明 確 に 異 な る
バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 、 少 な く と も ２ つ の 試 薬 、 例 え ば 抗 体 を
さ ら に 含 む 。 そ れ ぞ れ の 抗 体 は 、 個 別 の 試 薬 と し て 、 又 は 異 な る 目 的 バ イ オ マ ー カ ー に 向
け ら れ た 抗 体 す べ て を 含 む 抗 体 カ ク テ ル と し て 、 キ ッ ト 中 に 提 供 し 得 る 。 さ ら に 、 キ ッ ト
の 試 薬 の 任 意 の も の 又 は す べ て を 、 密 封 容 器 な ど の 外 部 環 境 か ら そ れ を 保 護 す る 容 器 中 で
、 提 供 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 例 示 的 な キ ッ ト を 以 下 の 実 施 例 ８ に 記 載 す
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 活 性 並 び に 本 発 明 に 従 っ て 用 い た 試 薬 の 正 し い 使 用 を 確 認 す る た め に 、 陽 性 及 び ／ 又 は
陰 性 対 照 を キ ッ ト に 含 め 得 る 。 対 照 に は 、 目 的 バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 に 関 し て 陽 性 又 は 陰
性 の い ず れ か で あ る こ と が 知 ら れ て い る 、 組 織 切 片 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 固 定 し た 細 胞 な
ど の 試 料 が 含 ま れ 得 る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 陽 性 対 照 は Ｓ ｉ Ｈ ａ 細 胞 を 含 む 。 こ れ は 、
高 三 倍 体 で あ り 、 Ｈ Ｐ Ｖ － １ ６ 感 染 症 に 関 し て 陽 性 で あ り 、 し た が っ て 、 高 悪 性 度 頸 部 の
病 状 に お け る バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 に 関 し て 陽 性 対 照 と し て 役 割 を 果 た す 、 ヒ ト 頸 部
扁 平 上 皮 癌 細 胞 系 で あ る 。 Ｓ ｉ Ｈ ａ 対 照 細 胞 は 、 本 発 明 の キ ッ ト 中 に 調 製 し た ス ラ イ ド 又
は ス ラ イ ド の 調 製 に 適 合 性 の あ る 細 胞 懸 濁 液 と し て 提 供 し 得 る 。 対 照 の 設 計 及 び 使 用 は 標
準 的 で あ り 、 十 分 に 当 業 者 の 日 常 的 な 能 力 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 核 酸 レ ベ ル で 検 出 す る こ と を 含 む 、 高
悪 性 度 の 頸 部 を 同 定 す る た め の キ ッ ト を さ ら に 提 供 す る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 例 え ば 、
バ イ オ マ ー カ ー 核 酸 若 し く は そ の 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 核 酸 プ ロ ー ブ
を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 明 確 に 異 な る バ イ オ マ ー カ ー 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 少 な く と も ２ つ の 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 形 態 学 的 特 徴 を 解 析 す る 従 来 の 細 胞 診 断 技 術 と
組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 従 来 方 法 か ら の す べ て の 形 態 学 的 情 報 が 保 存
さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 免 疫 細 胞 化 学 的 な 技 術 を 従 来 の Ｐ ａ ｐ 染 色 と 組 み 合 わ せ る こ と が

10

20

30

40

50

(26) JP 2007-530949 A 2007.11.1



で き る 。 こ の よ う に し て 、 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 に よ り Ｐ ａ ｐ ス メ ア 試 験 の 高 い 偽 陰 性 率
を 下 げ る こ と が で き 、 ま た 、 集 団 自 動 ス ク リ ー ニ ン グ が 容 易 に な り 得 る 。 特 定 の 実 施 形 態
で は 、 本 明 細 書 中 に 上 記 で 開 示 し た 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 を 、 実 施 例 ６ ～ ７ で 以 下 に 記 述 す
る よ う に 、 単 一 の 方 法 で 従 来 の Ｐ ａ ｐ 染 色 と 組 み 合 わ せ る 。 免 疫 細 胞 化 学 及 び Ｐ ａ ｐ 染 色
の 複 合 方 法 に よ り 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に お い て 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ る バ イ オ マ ー カ
ー 及 び 細 胞 形 態 学 を ど ち ら も 単 一 の 試 料 （ 例 え ば 頸 部 細 胞 単 層 を 含 む 顕 微 鏡 ス ラ イ ド ） 中
で 可 視 化 す る こ と が 可 能 と な る 。 免 疫 細 胞 化 学 及 び Ｐ ａ ｐ 染 色 の 複 合 方 法 は 、 特 に 従 来 の
Ｐ ａ ｐ 試 験 に よ っ て 正 常 、 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 、 又 は Ａ Ｓ Ｃ Ｕ Ｓ と 誤 分 類 さ れ た 症 例 に お い て 、 高 悪
性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の よ り 正 確 な 同 定 及 び 診 断 を 可 能 に し 得 る 。 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現
及 び 細 胞 形 態 学 を ど ち ら も 単 一 の 方 法 内 で 解 析 す る こ と は 、 子 宮 頸 癌 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 と し て Ｐ ａ ｐ ス メ ア に 置 き 換 わ る こ と が で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 当 業 者 は 、 免 疫 細 胞 化 学 出 力 （ 例 え ば 色 素 原 の 染 色 ） と Ｐ ａ ｐ 染 色 と の 間 で 十 分 な 対 比
が 得 ら れ る よ う に 、 こ の 複 合 方 法 の 染 色 パ ラ メ ー タ （ 例 え ば 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 、
洗 浄 条 件 、 色 素 原 ／ 染 色 剤 の 濃 度 な ど ） を 最 適 化 す る 必 要 が あ る こ と を 理 解 さ れ よ う 。 染
色 パ ラ メ ー タ を 最 適 化 す る た め の ア ッ セ イ の 設 計 は 標 準 的 で あ り 、 十 分 に 当 業 者 の 日 常 的
な 能 力 の 範 囲 内 に あ る 。 ま た 、 免 疫 細 胞 化 学 及 び Ｐ ａ ｐ 染 色 の 複 合 方 法 を 行 う た め の キ ッ
ト も 本 発 明 に よ っ て 包 含 さ れ る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 本 明 細 書 中 に 上 述 す る よ う に 、 免
疫 細 胞 化 学 に 必 要 な 試 薬 、 並 び に 従 来 の Ｐ ａ ｐ 染 色 用 の 試 薬 、 特 に EA50及 び Orange Gを 含
む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の 方 法 の 任 意 の 若 し く は す べ て の ス テ ッ プ を 、 人 手 に よ っ て 実 行 す る
、 又 は 自 動 的 な 様 式 で 行 う こ と が で き る こ と を 理 解 さ れ よ う 。 し た が っ て 、 人 体 試 料 の 調
製 、 試 料 の 染 色 、 及 び バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 の 検 出 の ス テ ッ プ は 自 動 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 目 的 で 提 供 し 、 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 を 用 い た バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 の 検 出
　 ス ラ イ ド の 調 製 及 び 前 処 理
　 患 者 の 頸 部 試 料 を 採 取 し 、 SurePath（ 商 標 ） 採 取 バ イ ア ル （ TriPath Imaging, Inc.社
製 ） に 入 れ た 。 頸 部 細 胞 を 液 体 培 地 か ら 採 取 し 、 PrepStain（ 商 標 ） ス ラ イ ド プ ロ セ ッ サ
ー シ ス テ ム （ TriPath Imaging, Inc.社 製 ） を 用 い て ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 薄 層 と し て 堆 積
さ せ た 。 調 製 し た ス ラ イ ド を す ぐ に 前 処 理 緩 衝 液 （ １ ％ の Ｒ Ａ Ｍ ） に 移 し 、 ４ ５ 分 間 ９ ５
℃ で 加 熱 し た 。 ス ラ イ ド を 室 温 ま で 冷 却 し 、 Ｔ Ｂ Ｓ （ ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 tris buffe
red saline） で ３ 回 す す い だ （ １ 回 の す す ぎ あ た り ２ 分 間 ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 手 動 免 疫 細 胞 化 学
　 非 特 異 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 を 防 ぐ た め に 、 染 色 手 順 中 に ス ラ イ ド を 乾 燥 さ せ な い
。 さ ら に 、 非 特 異 的 な 染 色 を 遮 断 す る た め に 、 過 酸 化 水 素 を ス ラ イ ド に ５ 分 間 施 用 し 、 次
い で Ｔ Ｂ Ｓ で す す い だ 。 Ｍ Ｃ Ｍ ６ に 向 け ら れ た 抗 体 を ス ラ イ ド に １ 時 間 室 温 で 施 用 し た 。
Ｍ Ｃ Ｍ ６ 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た の ち 、 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 、 １ 回
の 洗 浄 あ た り ２ 分 間 洗 浄 し た 。 Dako社 製 Envision+Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ポ リ マ ー 二 次 抗 体 を ス ラ イ
ド に ３ ０ 分 間 室 温 で 施 用 し 、 次 い で Ｔ Ｂ Ｓ で す す い だ 。 Ｈ Ｒ Ｐ 基 質 色 素 原 Ｄ Ａ Ｂ を １ ０ 分
間 施 用 し 、 そ の 後 、 ス ラ イ ド を ５ 分 間 水 で す す い だ 。 そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド で ヘ マ ト キ シ リ
ン を 用 い て 対 比 染 色 を 行 い 、 そ の 後 、 透 明 に な る ま で 水 で す す い だ 。 対 比 染 色 の の ち 、 ス
ラ イ ド を 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム に １ ０ 秒 間 浸 し 、 そ の 後 、 水 で １ 分 間 す す い だ 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ス ラ イ ド を ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル に １ 分 間 浸 し 、 そ の 後 無 水 エ タ ノ ー ル に さ ら に １ 分 間 浸
す こ と に よ っ て 、 試 料 を 脱 水 し た 。 キ シ レ ン で ３ 回 、 １ 回 の す す ぎ あ た り １ 分 間 す す ぐ こ
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と に よ っ て 、 ス ラ イ ド を 清 澄 に し た 。 そ の 後 、 永 久 封 入 剤 を 用 い て ス ラ イ ド に カ バ ー ガ ラ
ス を 乗 せ 、 ３ ５ ℃ で 乾 燥 す る ま で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 明 視 野 顕 微 鏡 を 用 い て 陽
性 染 色 細 胞 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 自 動 免 疫 細 胞 化 学
　 Dako社 製 Autostainer Universal Staining Systemを 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て プ ロ グ ラ
ム し 、 上 述 の 手 動 免 疫 細 胞 化 学 に 必 要 な 染 色 試 薬 及 び 対 比 染 色 試 薬 を 機 械 に 載 せ た 。 調 製
し た 前 処 理 し た ス ラ イ ド を Autostainerに 載 せ 、 プ ロ グ ラ ム を 実 行 し た 。 実 行 の 終 わ り に
ス ラ イ ド を 取 り 出 し 、 水 で ５ 分 間 す す い だ 。 ス ラ イ ド を 脱 水 し 、 清 澄 に し 、 カ バ ー ガ ラ ス
を 乗 せ 、 上 述 の よ う に 解 析 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 臨 床 的 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー の 検 出
　 様 々 な 診 断 を 示 し て い る 約 １ ８ ０ 個 の 患 者 の 頸 部 細 胞 診 断 試 料 を 採 取 し た 。 こ れ ら の 患
者 に お い て 癌 細 胞 若 し く は 高 悪 性 度 疾 患 を 示 す 病 変 が 存 在 す る こ と 又 は 存 在 し な い こ と は
、 膣 頸 管 検 査 に よ っ て 事 前 に 確 認 し た 。 以 下 の 表 は 、 こ の 研 究 で 解 析 し た そ れ ぞ れ の 診 断
群 内 の 試 料 数 、 及 び 膣 頸 管 検 査 の 所 見 の 説 明 （ 例 え ば 高 悪 性 度 病 変 が 存 在 す る こ と 又 は 存
在 し な い こ と ） を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 試 料 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 同 定 す る た め に 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 に よ っ て 解 析 し た
。 ６ 個 の 目 的 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る た め に 抗 体 、 即 ち Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６
、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、 サ イ ク リ ン Ｅ 、 及 び Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ を 用 い た 。 ア ッ セ イ 対 照
に は Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、 サ イ ク リ ン Ｅ 、 Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ が 含
ま れ 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 陰 性 を Ｓ ｉ Ｈ ａ 細 胞 系 で 実 行 し た 。 ま た 、 試 料 を 従 来 の Ｐ ａ ｐ 染 色 技
術 に よ っ て も 解 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ス ラ イ ド の 調 製
　 各 試 料 を 保 管 庫 か ら 取 り 出 し 、 室 温 に し た 。 ６ ｍ ｌ の TriPath社 製 CytoRich（ 登 録 商 標
） 保 存 料 を 各 バ イ ア ル に 加 え 、 バ イ ア ル を ボ ル テ ッ ク ス 攪 拌 し た 。 試 料 を TriPath社 製 Pre
pMate（ 登 録 商 標 ） 自 動 プ ロ セ ッ サ ー で 処 理 し 、 バ イ ア ル 中 に 残 っ た 流 体 を す べ て 遠 心 管
に 移 し た 。 試 料 を ２ 分 間 ２ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 吸 引 し た 。 そ の 後 、 試 料 を １ ０
分 間 ８ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 傾 瀉 し た 。 試 料 管 を TriPath社 製 PrepStain（ 登 録 商
標 ） シ ス テ ム に 載 せ 、 シ ス テ ム ソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン １ ． １ ； Transfer Only） を 実
行 し た 。 患 者 の 試 料 そ れ ぞ れ に つ い て ８ 個 の ス ラ イ ド を 調 製 し 、 Ｐ ａ ｐ 染 色 及 び 免 疫 細 胞
化 学 的 方 法 で 用 い る 前 に 、 ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル 中 で 少 な く と も ２ ４ 時 間 且 つ ２ 週 間 未 満 、
保 存 し た 。
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【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｐ ａ ｐ 染 色 方 法
　 調 製 し た ス ラ イ ド を ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル で ３ ０ 秒 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 、 水
で さ ら に ３ ０ 秒 間 す す い だ 。 ヘ マ ト キ シ リ ン を ス ラ イ ド に ６ 分 間 施 用 し た 。 ス ラ イ ド を 水
で １ 分 間 、 酸 性 水 で ２ 秒 間 、 及 び 水 で ３ ０ 秒 間 す す い だ 。 青 味 剤 （ 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム ）
を ３ ０ 秒 間 施 用 し 、 ス ラ イ ド を ま ず 水 で 、 そ の 後 ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル で 、 そ れ ぞ れ ３ ０ 秒
間 ず つ す す い だ 。 EA 50及 び Orange G（ Autocyte（ 登 録 商 標 ） ） を ６ 分 間 施 用 し た 。 ス ラ
イ ド を ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル で ２ 回 、 １ ０ ０ ％ の エ タ ノ ー ル で ３ 回 、 及 び キ シ レ ン で ３ 回 、
１ 回 の す す ぎ あ た り ３ ０ 秒 間 す す い だ 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 そ の 後 、 Acrytol封 入 剤 を 用 い て ス ラ イ ド に カ バ ー ガ ラ ス を 乗 せ 、 ３ ５ ℃ で 乾 燥 す る ま
で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 試 料 は 病 理 学 者 が 明 視 野 顕 微 鏡 を 用 い る こ と に よ っ て 検
査 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法
　 調 製 し た ス ラ イ ド を ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル か ら 取 り 出 し 、 脱 イ オ ン 水 で 約 １ 分 間 す す い だ
。 ス ラ イ ド を ９ ５ ℃ に 予 熱 し た １ × Target Retrieval Solutionｐ Ｈ ６ ． ０ （ DAKO社 製 S16
99） ／ ｄ Ｈ ２ Ｏ 浴 に 入 れ 、 ス チ ー マ ー に ２ ５ 分 間 入 れ た 。 試 料 を ２ ０ 分 間 室 温 で 冷 却 さ せ
、 脱 イ オ ン 水 で よ く す す ぎ 、 Ｔ Ｂ Ｓ に 入 れ た 。 本 質 的 に 実 施 例 １ 「 自 動 免 疫 細 胞 化 学 」 に
上 述 し た よ う に 、 前 処 理 し た ス ラ イ ド を バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 に つ い て 染 色 し た 。 Ｍ Ｃ Ｍ
２ （ １ ： ２ ０ ０ ） 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ （ １ ： ２ ５ ） 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ （ １ ： １ ０ ０ ） 、 及 び サ イ ル
シ ン Ｅ （ １ ： １ ０ ０ ） に 向 け ら れ た 市 販 の 抗 体 を 指 示 し た よ う に 希 釈 し 、 バ イ オ マ ー カ ー
の 発 現 を 検 出 す る た め に 用 い た 。 実 施 例 ４ に 記 載 の ポ リ ド ー マ ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同
定 し た 、 精 製 し た Ｍ Ｃ Ｍ ６ 抗 体 を １ ： ６ ０ ０ ０ の 希 釈 率 で 用 い た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ス ラ イ ド の 解 釈
　 そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド は 細 胞 検 査 技 師 及 び 病 理 学 者 が ス ク リ ー ニ ン グ 並 び に 検 査 し た 。 試
料 は 、 以 下 の パ ラ メ ー タ に 従 っ て 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 対 し て 陽 性 、 陰 性 、 又 は 確 定
不 能 と し て 分 類 し た ：
　 ・ 　 非 細 胞 性 の 人 工 産 物 及 び 茶 色 に 染 色 さ れ た 炎 症 細 胞 （ Ｄ Ａ Ｂ ） は 無 視 し た 。
　 ・ 　 成 熟 し た 正 常 に 見 え る 扁 平 細 胞 及 び 正 常 に 見 え る 腺 細 胞 は 、 Ｄ Ａ Ｂ で 染 色 し た 場 合
に 陽 性 と し て 計 数 し な か っ た 。
　 ・ 　 扁 平 異 形 成 細 胞 は 異 常 細 胞 と と も に 陽 性 と み な し た 。
　 ・ 　 １ ． ５ 未 満 の 染 色 強 度 は 陰 性 と み な し た 。
　 ・ 　 相 異 し た 結 果 は ス ラ イ ド の 検 査 を 合 わ せ る こ と に よ っ て 解 決 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 的 結 果 を 、 膣 頸 管 検 査 に よ っ て 事 前 に 得 た 結 果 と 比 較 し た 。 そ の 後 、 そ れ
ぞ れ の ス ラ イ ド に 真 陽 性 （ Ｔ Ｐ ） 、 真 陰 性 （ Ｔ Ｎ ） 、 偽 陽 性 （ Ｆ Ｐ ） 、 偽 陰 性 （ Ｆ Ｎ ） 、
又 は 確 定 不 能 の 最 終 結 果 を 与 え た 。 各 バ イ オ マ ー カ ー の 感 度 、 特 異 性 、 陽 性 適 中 率 、 及 び
陰 性 適 中 率 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 結 果
　 各 バ イ オ マ ー カ ー の 結 果 を 以 下 に 要 約 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 を 用 い て 、 約 １ ８ ０ 件 の 症 例 を 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の
存 在 に つ い て 解 析 し た 。 そ の 数 の う ち 、 Ｍ Ｃ Ｍ バ イ オ マ ー カ ー が ４ ％ ～ ７ ％ の 範 囲 の 確 定
不 能 率 を 生 じ た 。 さ ら に 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ は ９ ５ ％ の 特 異 性 及 び ８ ７ ％ の 感 度 を 示 し た 。 Ｍ Ｃ Ｍ
６ 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ７ バ イ オ マ ー カ ー は 、 匹 敵 す る ９ ５ ％ 及 び ９ ３ ％ の 感 度 の 結 果 を そ れ ぞ れ 生
じ た 。 こ れ ら ２ つ の バ イ オ マ ー カ ー の 特 異 性 は ８ ７ ％ ～ ８ ９ ％ の 範 囲 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 サ イ ク リ ン Ｅ が 最 も 高 い 特 異 性 値 ９ ８ ％ を 生 じ た 。 確 定 不 能 率 は ６ ％ で あ っ た が 、 感 度
は ７ １ ％ し か な か っ た 。 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ の 確 定 不 能 率 は 試 験 し た す べ て の マ ー カ ー の 中 で
最 も 高 く 、 １ ３ ％ で あ っ た 。 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ は ８ ４ ％ の 感 度 及 び ８ ８ ％ の 特 異 性 を 生 じ た
。 バ イ オ マ ー カ ー Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ で は ９ ６ ％ の 特 異 性 が 観 察 さ れ た 。 Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ の 確 定 不
能 率 １ １ ％ で あ り 、 感 度 は ８ ９ ％ で あ っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ １ １ 】
　 抗 体 カ ク テ ル を 用 い た 臨 床 的 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー の 検 出
　 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 同 定 す る た め に 、 約 １ ８ ０ 個 の 膣 頸 管 検 査 で 確 認 し た 頸 部 細 胞
診 断 試 料 を 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 に よ っ て 解 析 し た 。 各 試 料 を 複 数 の 目 的 バ イ オ マ ー カ ー の
発 現 に つ い て 解 析 し た 。 具 体 的 に は 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、
サ イ ク リ ン Ｅ 、 及 び Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ に 向 け ら れ た 抗 体 の 様 々 な 組 合 せ を 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部
疾 患 を 検 出 す る そ の 能 力 に つ い て 解 析 し た 。 こ れ ら の 試 料 は 、 実 施 例 ２ に 記 載 の 免 疫 細 胞
化 学 的 方 法 及 び ス ラ イ ド 解 釈 指 針 を 用 い て 、 複 数 の 目 的 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 に つ い て 評
価 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 的 結 果 を 、 膣 頸 管 検 査 に よ っ て 事 前 に 得 た 結 果 と 比 較 し た 。 そ の 後 、 そ れ
ぞ れ の ス ラ イ ド に 真 陽 性 （ Ｔ Ｐ ） 、 真 陰 性 （ Ｔ Ｎ ） 、 偽 陽 性 （ Ｆ Ｐ ） 、 偽 陰 性 （ Ｆ Ｎ ） 、
又 は 確 定 不 能 の 最 終 結 果 を 与 え た 。 各 バ イ オ マ ー カ ー の 感 度 、 特 異 性 、 陽 性 適 中 率 、 及 び
陰 性 適 中 率 を 計 算 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 結 果
　 各 バ イ オ マ ー カ ー の 結 果 を 以 下 に 要 約 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
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【 ０ １ ４ ２ 】
　 上 述 の よ う に 、 ２ ８ 種 の 抗 体 カ ク テ ル に つ い て デ ー タ を 蓄 積 し た 。 バ イ オ マ ー カ ー の 発
現 は 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 個 、 又 は さ ら に は ６ 個 の 目 的 バ イ オ マ ー カ ー す べ て に 向 け ら れ た 抗
体 を 含 む カ ク テ ル を 用 い て 解 析 し た 。 ２ ８ 種 の う ち ２ １ 種 の 抗 体 カ ク テ ル が ９ ２ ％ を 超 え
る 感 度 を 示 し た 。 ２ ８ 種 の う ち ４ 種 の カ ク テ ル が ９ ０ ％ を 超 え る 特 異 性 を 生 じ 、 最 も 低 い
値 は ７ ８ ％ で あ っ た 。 最 も 高 い 値 は 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ IIＡ 及 び サ イ ク リ ン Ｅ の 組 合 せ
で 得 ら れ た 。 こ の カ ク テ ル は 、 ９ ３ ％ の 感 度 及 び ９ ２ ％ の 特 異 性 を 与 え た 。 少 な く と も ３
つ の バ イ オ マ ー カ ー の 組 合 せ に よ り ９ ０ ％ を 超 え る 感 度 が 与 え ら れ る は ず で あ る と 考 え ら
れ る 。 ア ッ セ イ の 調 節 に よ り 、 ア ッ セ イ の 感 度 及 び 特 異 性 が さ ら に 増 加 す る こ と が 理 解 さ
れ よ う 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ４ ３ 】
　 抗 体 カ ク テ ル を 用 い た バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 の 検 出
　 サ イ ク リ ン Ｅ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、 及 び Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ２ ａ に
向 け ら れ た 抗 体 の 様 々 な 組 合 せ を 用 い て 抗 体 カ ク テ ル を 調 製 し た 。 各 カ ク テ ル の 組 成 を 以
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下 の 表 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
　 Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ の 症 例 （ Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ プ ー ル ） 及 び Ｎ Ｉ Ｌ の 症 例 （ Ｎ Ｉ Ｌ プ ー ル ） を プ ー ル す る こ
と に よ っ て 、 ２ 組 の 頸 部 細 胞 診 断 標 本 を 調 製 し た 。 そ の 後 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 カ ク テ ル を Ｈ
Ｓ Ｉ Ｌ プ ー ル 及 び Ｎ Ｉ Ｌ プ ー ル で 試 験 し た 。 ま た 、 バ イ オ マ ー カ ー 抗 体 も 対 照 と し て 個 別
に 試 験 し た 。 実 施 例 ２ に 記 載 の よ う に ス ラ イ ド の 調 製 及 び 自 動 免 疫 細 胞 化 学 を 実 施 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ス ラ イ ド は 細 胞 検 査 技 師 及 び 病 理 学 者 が ス ク リ ー ニ ン グ 並 び に 検 査 し た 。 高 悪 性 度 子 宮
頸 部 疾 患 を 示 す 細 胞 の 特 異 的 染 色 、 腺 細 胞 の 染 色 、 細 菌 の 交 差 反 応 性 、 及 び 細 胞 染 色 の 位
置 は 、 す べ て ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 の 間 に 記 録 し た 変 数 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 的 結 果 に よ り 、 単 一 の バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 で 得 ら れ た 結 果 と 比 較 し た 場
合 に 、 バ イ オ マ ー カ ー 抗 体 カ ク テ ル で 、 Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ プ ー ル に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を
示 す 細 胞 の 染 色 の 増 加 が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 カ ク テ ル 中 の 抗 体 数 を ２ か ら ３ 、 ４ 又 は ６ に
増 加 し た 場 合 に 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 有 意 な 増 加 は な い 。 さ ら に 、 Ｎ Ｉ Ｌ プ ー ル で 試 験 し
た 場 合 に 、 様 々 な 抗 体 カ ク テ ル は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 の 増 加 を 示 さ な か っ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ４ ８ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 を 用 い た 頸 部 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 の 検 出
　 ス ラ イ ド の 調 製 及 び 前 処 理
　 患 者 の 頸 部 試 料 を 実 施 例 １ に 上 述 し た よ う に 採 取 し た 。 頸 部 細 胞 単 層 を 含 む ス ラ イ ド は
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、 AutoPrep（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム に よ っ て 、 「 prepの み 」 モ ー ド を 用 い て 調 製 し た 。 調 製
し た ス ラ イ ド は す ぐ に 、 最 短 １ 時 間 且 つ 最 長 ７ ２ 時 間 の 間 １ × SureSlide（ 登 録 商 標 ） 前
処 理 緩 衝 液 （ 脱 イ オ ン 水 Ｈ ２ Ｏ 中 の ０ ． ５ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （
Sandopan LS） ） 中 に に 入 れ た 。 前 処 理 し た ス ラ イ ド を 、 予 熱 な し で ９ ５ ℃ の ス チ ー マ ー
に ４ ５ 分 間 入 れ た 。 ス ラ イ ド を ス チ ー マ ー か ら 取 り 出 し 、 室 温 で ２ ０ 分 間 冷 却 し 、 そ の 後
、 脱 イ オ ン 水 で よ く す す い だ 。 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ （ Ｔ Ｂ Ｓ ／ Tween-20） で ２ 回 、 １ 回 の
す す ぎ あ た り ２ 分 間 す す い だ 。 ス ラ イ ド を 軽 く た た い て 過 剰 の 緩 衝 液 を 除 去 し 湿 気 の あ る
チ ャ ン バ に 入 れ た 。 下 に 記 述 す る よ う に 、 ス ラ イ ド を 手 動 又 は 自 動 の 免 疫 細 胞 化 学 に 供 し
た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 手 動 免 疫 細 胞 化 学
　 ２ ０ ０ μ ｌ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遮 断 剤 （ ０ ． ０ ３ ％ の 過 酸 化 水 素 ） を 、 そ れ ぞ れ の ス ラ
イ ド に 、 細 胞 堆 積 領 域 を 覆 う よ う に ５ 分 間 施 用 し た 。 そ の 後 、 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で ３ 回
、 １ 回 の す す ぎ あ た り ２ 分 間 す す い だ 。 過 剰 の 緩 衝 液 を 取 り 除 き 、 ス ラ イ ド を 湿 気 の あ る
チ ャ ン バ に 入 れ た 。 ２ ０ ０ μ ｌ の タ ン パ ク 質 遮 断 剤 （ 精 製 カ ゼ イ ン 及 び 界 面 活 性 剤 ） を そ
れ ぞ れ の ス ラ イ ド に 施 用 し 、 ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 過 剰 の タ ン パ ク 質 遮 断
剤 を 取 り 除 い た あ と 、 ス ラ イ ド を 湿 気 の あ る チ ャ ン バ に 入 れ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 Ｍ Ｃ Ｍ ２ に 向 け ら れ た ２ つ の マ ウ ス 抗 ヒ ト 抗 体 （ ０ ． ３ ９ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の ク ロ ー ン ２ ７ Ｃ
５ ． ６ 、 １ ： ８ ０ ０ の 希 釈 率 ； ０ ． ９ １ ８ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の ク ロ ー ン ２ ６ Ｈ ６ ． １ ９ 、 １ ： １
０ ， ０ ０ ０ の 希 釈 率 ） 及 び ３ つ 目 の Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ に 特 異 的 な マ ウ ス 抗 ヒ ト 抗 体 （ １ ０ ０ μ
ｇ ／ ｍ Ｌ の ク ロ ー ン Ｓ Ｗ Ｔ ３ Ｄ １ 、 １ ： １ ０ ， ０ ０ ０ の 希 釈 率 ） を 含 む ２ ０ ０ μ ｌ の 一 次
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 カ ク テ ル を 、 そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド に 、 細 胞 堆 積 領 域 を 完 全 に 覆 う よ う
に 施 用 し た 。 ス ラ イ ド を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 、 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で ３ 回 、 １ 回
の す す ぎ あ た り ２ 分 間 す す い だ 。 過 剰 の 緩 衝 液 を 取 り 除 き 、 ス ラ イ ド を 湿 気 の あ る チ ャ ン
バ に 戻 し た 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 す る ２ ０ ０ μ ｌ の マ ウ ス プ ロ ー ブ 試 薬 を 上
記 の よ う に ２ ０ 分 間 施 用 し た 。 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で ３ 回 、 １ 回 の す す ぎ あ た り ２ 分 間 す
す い だ 。 過 剰 の 緩 衝 液 を 取 り 除 き 、 ス ラ イ ド を 湿 気 の あ る チ ャ ン バ に 再 度 入 れ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 Ｈ Ｒ Ｐ と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー 及 び マ ウ ス プ ロ ー ブ 試 薬 に 結 合 す る
二 次 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 含 む ２ ０ ０ μ ｌ の ポ リ マ ー 試 薬 を 上 記 の よ う に ２ ０ 分 間 施 用 し 、
そ の 後 、 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で ３ 回 、 １ 回 の す す ぎ あ た り ２ 分 間 す す い だ 。 過 剰 の 緩 衝 液
を 取 り 除 い た あ と 、 ス ラ イ ド を 湿 気 の あ る チ ャ ン バ に 戻 し た 。 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｄ Ａ Ｂ 基 質 －
ク ロ ム ゲ ン 溶 液 を 上 記 の よ う に ５ 分 間 施 用 し た 。 ス ラ イ ド を 脱 イ オ ン 水 で ５ 分 間 す す ぎ 、
そ の 後 、 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で ２ 分 間 、 緩 衝 液 を １ 回 交 換 し て す す い だ 。 過 剰 の 緩 衝 液 を 取 り 除 き 、
前 述 と 同 様 に ス ラ イ ド を 湿 気 の あ る チ ャ ン バ に 入 れ た 。 ２ ０ ０ μ ｌ の ヘ マ ト キ シ リ ン を １
分 間 加 え 、 次 い で 脱 イ オ ン 水 で ３ 回 、 １ 回 の す す ぎ あ た り ２ 分 間 す す い だ 。 過 剰 の 脱 イ オ
ン 水 を 取 り 除 き 、 ス ラ イ ド を 湿 気 の あ る チ ャ ン バ に 入 れ た 。 ２ ０ ０ μ ｌ の 青 味 剤 （ 即 ち 、
Ｔ Ｂ Ｓ 、 tween-20で ｐ Ｈ ７ ． ４ 及 び ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム ） を そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド に １ 分 間 施
用 し た 。 そ の 後 、 ス ラ イ ド を 、 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ を １ 回 交 換 し て 、 且 つ 脱 イ オ ン 水 を １ 回 交 換 し て
、 ２ 分 間 ず つ す す い だ 。 そ の 後 、 ス ラ イ ド を 脱 水 し 、 清 澄 に し 、 カ バ ー ガ ラ ス を 乗 せ 、 実
施 例 １ 及 び ２ に 記 載 の よ う に 解 析 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 自 動 免 疫 細 胞 化 学
　 自 動 染 色 機 は 、 以 下 の 一 連 の ス テ ッ プ を 含 む よ う に 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て プ ロ グ ラ ミ
ン グ し た ：
　 ａ ． 緩 衝 液 を 用 い た ２ 回 の す す ぎ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ）
　 ｂ ． ５ 分 間 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遮 断
　 ｃ ． 緩 衝 液 を 用 い た ２ 回 の す す ぎ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ）
　 ｄ ． ５ 分 間 の タ ン パ ク 質 遮 断 、 ブ ロ ウ （ blow）
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　 ｅ ． 一 次 抗 体 カ ク テ ル を 用 い た ３ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
　 ｆ ． 緩 衝 液 を 用 い た ３ 回 の す す ぎ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ）
　 ｇ ． マ ウ ス プ ロ ー ブ 試 薬 を ２ ０ 分 間
　 ｈ ． 緩 衝 液 を 用 い た ３ 回 の す す ぎ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ）
　 ｉ ． ポ リ マ ー － Ｈ Ｒ Ｐ を ２ ０ 分 間
　 ｊ ． 緩 衝 液 を 用 い た ３ 回 の す す ぎ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ）
　 ｋ ． Ｄ Ａ Ｂ （ １ ｍ ｌ の 緩 衝 液 に １ 滴 の ク ロ マ ゲ ン ） を ５ 分 間
　 ｌ ． Ｈ ２ Ｏ を 用 い た ３ 回 の す す ぎ
　 ｍ ． 緩 衝 液 を 用 い た ２ 回 の す す ぎ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ）
　 ｎ ． メ イ ヤ ー （ Mayer's） ヘ マ ト キ シ リ ン を １ 分 間
　 ｏ ． Ｈ ２ Ｏ を 用 い た ３ 回 の す す ぎ
　 ｐ ． 青 味 剤 を １ 分 間
　 ｑ ． 緩 衝 液 を 用 い た １ 回 の す す ぎ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ）
　 ｒ ． Ｈ ２ Ｏ を 用 い た １ 回 の す す ぎ
【 ０ １ ５ ３ 】
　 必 要 な 染 色 試 薬 及 び 対 比 染 色 試 薬 を 機 械 に 載 せ た 。 調 製 し た 前 処 理 し た ス ラ イ ド を 自 動
染 色 機 に 載 せ 、 上 記 プ ロ グ ラ ム を 実 行 し た 。 実 行 の 終 わ り に ス ラ イ ド を 取 り 出 し 、 水 道 水
で 手 短 に す す い だ 。 ス ラ イ ド を 脱 水 し 、 清 澄 に し 、 カ バ ー ガ ラ ス を 乗 せ 、 実 施 例 １ 及 び ２
に 記 載 の よ う に 解 析 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ６ 】
　 試 験 し た ４ ５ 件 の Ｎ Ｉ Ｌ の 症 例 の う ち 、 Ｐ ａ ｐ 染 色 し た ス ラ イ ド の 検 査 に よ り １ 件 の Ａ
Ｓ Ｃ － Ｕ Ｓ の 症 例 が 明 ら か と な っ た 。 Ｎ Ｉ Ｌ 試 料 の 免 疫 細 胞 化 学 （ Ｉ Ｃ Ｃ 、 immunocytoch
emistry） の 結 果 は 陰 性 で あ り 、 １ 件 の 症 例 が 評 価 に 不 十 分 で あ る と み な さ れ た 。 Ｈ Ｓ Ｉ
Ｌ の 症 例 に 関 し て は 、 ４ ５ 件 の 症 例 の そ れ ぞ れ が Ｐ ａ ｐ 染 色 し た ス ラ イ ド の 検 査 に 基 づ い
て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 で あ る と 確 認 さ れ た 。 さ ら に 、 ４ ５ 件 の Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ の 症 例 は Ｉ Ｃ Ｃ
ア ッ セ イ に お い て も 陽 性 で あ っ た 。 陰 性 対 照 、 即 ち Ｓ ｉ Ｈ ａ 細 胞 系 対 照 に 施 用 し た ユ ニ バ
ー サ ル マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 対 照 は 、 Ｉ Ｃ Ｃ ア ッ セ イ に お い て 陰 性 結 果 を 生 じ た 。 陽 性 対 照 、 即 ち
Ｓ ｉ Ｈ ａ 細 胞 系 対 照 に 施 用 し た 一 次 抗 体 カ ク テ ル は 、 Ｉ Ｃ Ｃ ア ッ セ イ に お い て 陽 性 結 果 を
生 じ た 。
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【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ５ ７ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 及 び Ｐ ａ ｐ 染 色 の 複 合 手 順
　 患 者 の 頸 部 試 料 を 実 施 例 １ に 上 述 し た よ う に 採 取 し た 。 頸 部 細 胞 単 層 を 含 む ス ラ イ ド を
調 製 し 、 実 施 例 ５ で 指 示 し た よ う に 前 処 理 し た 。 前 処 理 し た そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド を 自 動 免
疫 細 胞 化 学 及 び Ｐ ａ ｐ 染 色 に 供 し 、 こ れ に よ り 、 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 及 び 細 胞 形 態
学 を ど ち ら も 単 一 の ス ラ イ ド で 可 視 化 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 自 動 免 疫 細 胞 化 学
　 実 施 例 ５ に 上 述 し た よ う に 、 そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド で 自 動 免 疫 細 胞 化 学 を 行 っ た 。 染 色 プ
ロ グ ラ ム の 終 わ り に ス ラ イ ド を 自 動 染 色 機 か ら 取 り 出 し 、 水 道 水 で ３ ～ ５ 分 間 す す い だ 。
そ の 後 、 下 に 記 述 す る よ う に 従 来 の Ｐ ａ ｐ 染 色 方 法 に 従 っ て そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド を 染 色 し
た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 Ｐ ａ ｐ 染 色 方 法
　 自 動 免 疫 細 胞 化 学 の の ち 、 Ｐ ａ ｐ 染 色 を 用 い て そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド を さ ら に 染 色 し た 。
ま ず 、 ス ラ イ ド を ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル で ３ ０ 秒 間 す す い だ 。 EA50及 び Orange Gを ス ラ イ ド
の 半 数 に ３ 分 間 施 用 し 、 残 り の ス ラ イ ド に ６ 分 間 施 用 し た 。 そ の 後 、 す べ て の ス ラ イ ド を
９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル で ２ 回 、 １ ０ ０ ％ の エ タ ノ ー ル で ３ 回 、 及 び キ シ レ ン で ３ 回 、 １ 回 の
す す ぎ あ た り ３ ０ 秒 間 す す い だ 。 永 久 封 入 剤 を 用 い て ス ラ イ ド に カ バ ー ガ ラ ス を 乗 せ 、 実
施 例 １ 及 び ２ に 上 述 の よ う に 解 析 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 結 果
　 ５ 件 の Ｎ Ｉ Ｌ 及 び ５ 件 の Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ の 症 例 の パ ネ ル の そ れ ぞ れ を 、 Ｐ ａ ｐ 染 色 方 法 に お い
て EA50及 び Orange Gを 用 い た ３ 分 間 又 は ６ 分 間 の 染 色 に 供 し た 。 結 果 で は 、 ３ 分 間 及 び ６
分 間 の 染 色 プ ロ ト コ ル の 間 に 最 小 限 の 差 異 し か 示 さ れ な か っ た 。 ３ 分 間 の Ｐ ａ ｐ 染 色 に 供
し た ス ラ イ ド は 、 わ ず か に 弱 い 染 色 を 示 し た 。 さ ら に 、 Ｐ ａ ｐ 対 比 染 色 で は Ｉ Ｃ Ｃ 陽 性 染
色 Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ 細 胞 が 容 易 に 観 察 さ れ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ６ １ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 及 び Ｐ ａ ｐ 染 色 の 複 合 手 順 （ Ｐ ａ ｐ 染 色 の 最 適 化 ）
　 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 の 色 素 原 （ 即 ち Ｄ Ａ Ｂ ） 染 色 と Ｐ ａ ｐ 染 色 の レ ベ ル と の 間 の を 最 大
限 に す る た め に 、 実 施 例 ６ に 概 要 を 示 し た 免 疫 細 胞 化 学 及 び Ｐ ａ ｐ 染 色 の 複 合 手 順 を 改 変
し て Ｐ ａ ｐ 染 色 の パ ラ メ ー タ を 最 適 化 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ス ラ イ ド を 調 製 し 、 前 処 理 し 、 実 施 例 ６ に 上 述 し た よ う に 自 動 免 疫 細 胞 化 学 に 供 し た 。
そ の 後 、 以 下 の 改 変 を 含 む 本 質 的 に 実 施 例 ６ に 記 載 の 従 来 の Ｐ ａ ｐ 染 色 を 用 い て 、 ス ラ イ
ド を 染 色 し た 。 ハ リ ス （ Harris） 配 合 物 及 び マ イ ヤ ー ズ （ Myers） 配 合 物 を 用 い て ヘ マ ト
キ シ リ ン を 試 験 し た 。 EA／ Orange Gを ３ 分 間 又 は ６ 分 間 施 用 し た 。 さ ら に 、 EA／ Orange G
を 加 え た あ と に ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル を ３ 回 交 換 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 的 染 色 に 基 づ い て ス ラ イ ド を 陽 性 、 陰 性 、 又 は 不 十 分 と 決 定 し た 。 さ ら に
、 受 信 す る （ incoming） Ｐ ａ ｐ 診 断 と 比 較 す る た め に 、 ス ラ イ ド を 形 態 学 的 に 評 価 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
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【 ０ １ ６ ５ 】
　 Ｉ Ｃ Ｃ 及 び Ｐ ａ ｐ 染 色 の 複 合 手 順 に よ り 、 形 態 学 的 解 析 及 び バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現
の 評 価 が ど ち ら も 可 能 と な っ た 。 本 方 法 を さ ら に 最 適 化 す る た め に は さ ら な る 実 験 が 必 要
で あ ろ う 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ６ ６ 】
　 頸 部 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る た め の 免 疫 細 胞 化 学 的 キ ッ ト
　 Ｉ ． 手 順 の 原 理
　 イ ム ノ サ イ ト ケ ニ カ ル 試 験 キ ッ ト は 、 ル ー チ ン 的 に 調 製 し た 単 層 頸 部 標 本 の ３ ス テ ッ プ
の 免 疫 細 胞 化 学 的 染 色 手 順 を 完 了 す る た め に 必 要 な 試 薬 を 含 む 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 カ ク
テ ル と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た の ち 、 こ の キ ッ ト で は 、 デ キ ス ト ラ ン 技 術 に 基
づ い た す ぐ に 使 用 で き る 可 視 化 試 薬 を 用 い る 。 こ の 試 薬 は 、 二 次 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 分 子 及
び デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー 主 鎖 に 連 結 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 か ら な る 。 続 け
て 加 え た 色 素 原 の 酵 素 変 換 の 結 果 、 抗 原 （ 又 は 複 数 の 抗 原 ） の 部 位 に お い て 可 視 反 応 生 成
物 の 形 成 が も た ら さ れ る 。 そ の 後 、 ヘ マ ト キ シ リ ン を 用 い て 標 本 の 対 比 染 色 を 行 い 、 青 味
剤 を 施 用 し 、 ス ラ イ ド に カ バ ー ガ ラ ス を 乗 せ た 。 結 果 は 光 学 顕 微 鏡 を 用 い て 解 釈 し た 。 目
的 細 胞 が 茶 色 に 染 色 さ れ た 場 合 に 、 頸 部 の 高 悪 性 度 を 示 す 陽 性 結 果 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 自 動 画 像 処 理 装 置 を 用 い て 潜 在 的 に 陽 性 な 細 胞 の ギ ャ ラ リ ー を 作 成 し 得 る 。 そ の 後 、 ギ
ャ ラ リ ー を 検 査 し て 陽 性 結 果 又 は 陰 性 結 果 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 的 試 験 の キ ッ ト は 、 手 動 及 び 自 動 の 染 色 の ど ち ら に も 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 II． 提 供 す る 試 薬
　 調 製 物 １ 個 あ た り ２ ０ ０ μ Ｌ の す ぐ に 使 用 で き る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル カ ク テ ル を 用 い
て ７ ５ 個 の 単 層 調 製 物 に 十 分 な 以 下 の 材 料 を 、 免 疫 細 胞 化 学 的 試 験 の キ ッ ト に 含 め た ：
【 ０ １ ７ ０ 】
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【 ０ １ ７ １ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 を 行 う た め に 必 要 で あ る が キ ッ ト 中 で 提 供 し な か っ た 材 料 及 び 試 薬
は 、 以 下 の と お り で あ る ：
　 ・ 　 吸 収 性 拭 取 り 材
　 ・ 　 Ｓ ｉ Ｈ ａ 細 胞 系 （ TriPath Imaging, Inc.社 製 ）
　 ・ 　 脱 イ オ ン 水 又 は 蒸 留 水
　 ・ 　 エ タ ノ ー ル （ ９ ５ ％ 及 び １ ０ ０ ％ ）
　 ・ 　 ガ ラ ス 製 カ バ ー ガ ラ ス
　 ・ 　 手 袋
　 ・ 　 湿 気 の あ る チ ャ ン バ
　 ・ 　 光 学 顕 微 鏡 （ １ ０ × 、 ２ ０ × 、 ４ ０ × 対 物 ）
　 ・ 　 封 入 剤
　 ・ 　 ピ ペ ッ ト 及 び ピ ペ ッ ト チ ッ プ （ ２ ０ μ ｌ 、 ２ ０ ０ μ ｌ 及 び １ ０ ０ ０ μ ｌ の 体 積 を 届
け る こ と が で き る ）
　 ・ 　 SureSlide調 製 緩 衝 液 （ TriPath Imaging, Inc.社 製 ） － 前 処 理 緩 衝 液 （ 脱 イ オ ン 水
Ｈ ２ Ｏ 中 の ０ ． ５ ％ の ラ ウ レ ス － １ ３ － カ ル ボ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Sandopan LS） ）
　 ・ 　 染 色 用 の ビ ン 又 は 槽
　 ・ 　 タ イ マ ー （ １ ～ ６ ０ 分 間 隔 が 可 能 ）
　 ・ 　 ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｔ Ｂ Ｓ ）
　 ・ 　 Tween 20
　 ・ 　 ユ ニ バ ー サ ル マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 陰 性 対 照
　 ・ 　 ボ ル テ ッ ク ス 器
　 ・ 　 キ シ レ ン 又 は キ シ レ ン 代 用 物
　 ・ 　 ス チ ー マ ー ／ 水 浴
【 ０ １ ７ ２ 】
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　 III． 使 用 説 明 書
　 標 本 の 調 製
　 頸 部 試 料 の 調 製 に は 以 下 の ス テ ッ プ に 従 っ た ：
　 ・ 　 残 存 標 本 か ら の ス ラ イ ド の 調 製 に は 、 SurePath PrepStainシ ス テ ム （ 商 標 ） の 操 作
指 示 書 を 参 考 に さ れ た い 。
　 ・ 　 SurePath（ 商 標 ） バ イ ア ル 中 で ８ ｍ Ｌ の SurePath（ 商 標 ） 保 存 液 を 残 存 試 料 （ 約 ２
ｍ Ｌ ） に 加 え る 。 希 釈 さ れ た 試 料 を 、 標 準 技 術 を 用 い て PrepMate（ 商 標 ） で 、 且 つ Ｇ Ｙ Ｎ
バ ー ジ ョ ン １ ． １ 、 ス ラ イ ド の 調 製 を 用 い て PrepStain（ 商 標 ） で 処 理 す る 。
　 ・ 　 調 製 し た ス ラ イ ド を す ぐ に 前 処 理 緩 衝 液 中 に 、 免 疫 染 色 の 前 に 最 短 １ 時 間 且 つ 最 長
７ ２ 時 間 入 れ る 。
　 ・ 　 最 適 な キ ッ ト の 性 能 の た め に 、 エ ピ ト ー プ の 回 収 を 用 い な け れ ば な ら な い 。 こ の 手
順 は 、 調 製 し た ス ラ イ ド を 前 処 理 緩 衝 液 中 に 最 短 １ 時 間 、 室 温 浸 す こ と 、 次 い で ス ラ イ ド
を 前 処 理 緩 衝 液 中 で ９ ５ ℃ ま で 加 熱 す る こ と を 含 む 。 ス ラ イ ド を ９ ５ ℃ で １ ５ 分 間 保 ち 、
室 温 で ２ ０ 分 間 冷 却 さ せ た 。 所 要 の 温 度 を 維 持 で き る キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン し た 水 浴 又 は 野
菜 ス チ ー マ ー の 使 用 が 推 奨 さ れ る 。 標 高 の 高 い 場 所 に 位 置 す る 研 究 所 で は 、 所 要 の 温 度 を
維 持 す る た め の 最 良 の 方 法 を 決 定 す べ き で あ る 。 染 色 手 順 は 、 エ ピ ト ー プ の 回 収 及 び 冷 却
の あ と す ぐ に 開 始 す る 。 記 載 し た 手 順 か ら の 逸 脱 は 結 果 に 影 響 を 与 え 得 る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 試 薬 の 調 製
　 染 色 の 前 に 以 下 の 試 薬 を 調 製 し た ：
　 ０ ． ０ ５ ％ の Tween 20を 含 む ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ 、 Tris Buffered Saline
 with 0.05% Tween 20）
　 ・ 　 製 造 者 の 明 細 事 項 に 従 っ て Ｔ Ｂ Ｓ を 調 製 す る 。
　 ・ 　 最 終 濃 度 ０ ． ０ ５ ％ ま で Tween 20を 加 え る 。
　 ・ 　 １ 週 間 以 内 に 用 い る 場 合 は 室 温 で 保 存 す る 。
　 ・ 　 未 使 用 の 溶 液 は ２ ～ ８ ℃ で ３ カ 月 間 保 存 し 得 る 。
　 ・ 　 溶 液 は 無 色 透 明 で あ る 。 希 釈 し た 溶 液 の 外 見 が 濁 っ て い る 場 合 は 廃 棄 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 基 質 － 色 素 原 溶 液 （ Ｄ Ａ Ｂ ） （ ５ 個 の ス ラ イ ド に 十 分 な 体 積 ）
　 ・ 　 １ ｍ Ｌ の Ｄ Ａ Ｂ 緩 衝 基 質 を 試 験 管 に 移 す 。
　 ・ 　 １ 滴 （ ２ ０ ～ ３ ０ ｕ Ｌ ） の Ｄ Ａ Ｂ ＋ 色 素 原 を 加 え る 。 よ く 混 合 し 、 ピ ペ ッ ト を 用 い
て ス ラ イ ド に 施 用 す る 。
　 ・ 　 基 質 － 色 素 原 溶 液 は 毎 日 新 鮮 な も の を 調 製 す る 。
　 ・ 　 溶 液 中 に 沈 殿 物 が 発 生 す る 場 合 は ど れ も 染 色 の 品 質 に 影 響 を 与 え な い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 IV． 染 色 プ ロ ト コ ル （ 室 温 、 ２ ０ ～ ２ ５ ℃ で 行 っ た ）
　 頸 部 細 胞 診 断 試 料 の 免 疫 染 色 の た め に 以 下 の ス テ ッ プ を 行 っ た ：
　 染 色 手 順 の 注 記
　 ・ 　 使 用 者 は こ れ ら の 指 示 を 注 意 し て 読 み 、 使 用 前 に す べ て の 構 成 成 分 を 熟 知 す べ き で
あ る 。
　 ・ 　 す べ て の 試 薬 は 免 疫 染 色 前 に 室 温 （ ２ ０ ～ ２ ５ ℃ ） に 平 衡 化 し た 。 す べ て の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン は 室 温 で 行 っ た 。
　 ・ 　 染 色 手 順 中 に ス ラ イ ド を 乾 燥 さ せ な い 。 乾 燥 し た 細 胞 調 製 物 は 非 特 異 的 な 染 色 の 増
加 を 示 し 得 る 。 気 流 に 触 れ る ス ラ イ ド を 覆 う 。 長 期 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に は 、 ス ラ イ ド
を 湿 気 の あ る チ ャ ン バ に 入 れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 エ ピ ト ー プ の 回 収
　 ・ 　 調 製 し た ス ラ イ ド を 前 処 理 緩 衝 液 中 に 最 短 １ 時 間 且 つ 最 長 ７ ２ 時 間 入 れ る 。
　 ・ 　 １ ５ 分 間 ９ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。
　 ・ 　 コ プ リ ン ビ ン 全 体 を ス ラ イ ド と と も に 水 浴 又 は ス チ ー マ ー か ら 取 り 出 し 、 ス ラ イ ド
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を 緩 衝 液 中 で ２ ０ 分 間 冷 却 さ せ る 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を ｄ ｉ Ｈ ２ Ｏ で す す ぎ 、 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ 浴 に 移 す 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遮 断
　 ・ 　 軽 く た た い て 過 剰 の 緩 衝 液 を 除 去 す る 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を 準 備 し た 湿 性 チ ャ ン バ （ 水 で 湿 ら せ た ペ ー パ ー タ オ ル 又 は ガ ー ゼ で 満 た
し た ） に 入 れ る 。
　 ・ 　 ２ ０ ０ μ Ｌ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遮 断 剤 を 施 用 し て 細 胞 堆 積 領 域 を 覆 う 。
　 ・ 　 ５ 分 間 （ ± １ 分 ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 、 ３ 回 交 換 し て 、 ２ 分 間 ず つ す す ぐ 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 遮 断
　 ・ 　 軽 く た た い て 過 剰 の 緩 衝 液 を 除 去 す る 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を 準 備 し た 湿 性 チ ャ ン バ （ 水 で 湿 ら せ た ペ ー パ ー タ オ ル 又 は ガ ー ゼ で 満 た
し た ） に 入 れ る 。
　 ・ 　 ２ ０ ０ μ Ｌ の タ ン パ ク 質 遮 断 を 施 用 し て 細 胞 堆 積 領 域 を 完 全 に 覆 う 。
　 ・ 　 ５ 分 間 （ ± １ 分 ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を す す が な い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 一 次 抗 体 カ ク テ ル
　 ・ 　 軽 く た た い て 過 剰 の タ ン パ ク 質 遮 断 を 除 去 す る 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を 準 備 し た 湿 性 チ ャ ン バ （ 水 で 湿 ら せ た ペ ー パ ー タ オ ル 又 は ガ ー ゼ で 満 た
し た ） に 入 れ る 。
　 ・ 　 ２ ０ ０ μ Ｌ の 一 次 抗 体 カ ク テ ル を 施 用 す る （ 細 胞 堆 積 領 域 を 完 全 に 覆 う た め 。
　 ・ 　 ３ ０ 分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。
　 ・ 　 洗 浄 ボ ト ル を 用 い て そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド を 個 別 に Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で す す ぐ （ 流 れ を 直 接 細
胞 堆 積 領 域 上 に 集 中 さ せ な い ） 。 ス ラ イ ド を ス ラ イ ド ラ ッ ク に 乗 せ る 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 、 ３ 回 交 換 し て 、 ２ 分 間 ず つ す す ぐ 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 検 出 の 化 学
　 ・ 　 軽 く た た い て 過 剰 の 緩 衝 液 を 除 去 す る 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を 準 備 し た 湿 性 チ ャ ン バ （ 水 で 湿 ら せ た ペ ー パ ー タ オ ル 又 は ガ ー ゼ で 満 た
し た ） に 入 れ る 。
　 ・ 　 ２ ０ ０ μ Ｌ の マ ウ ス プ ロ ー ブ を 施 用 し て 細 胞 堆 積 領 域 を 完 全 に 覆 う 。
　 ・ 　 ２ ０ 分 間 （ ± １ 分 ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 、 ３ 回 交 換 し て 、 ２ 分 間 ず つ す す ぐ 。
　 ・ 　 軽 く た た い て 過 剰 の 緩 衝 液 を 除 去 す る 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を 準 備 し た 湿 性 チ ャ ン バ （ 水 で 湿 ら せ た ペ ー パ ー タ オ ル 又 は ガ ー ゼ で 満 た
し た ） に 入 れ る 。
　 ・ 　 ２ ０ ０ μ Ｌ の ポ リ マ ー を 施 用 し て 細 胞 堆 積 領 域 を 覆 う 。
　 ・ 　 ２ ０ 分 間 （ ± １ 分 ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ 浴 で 、 ３ 回 交 換 し て 、 ２ 分 間 ず つ す す ぐ 。
　 ・ 　 軽 く た た い て 過 剰 の 緩 衝 液 を 除 去 す る 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を 準 備 し た 湿 性 チ ャ ン バ （ 水 で 湿 ら せ た ペ ー パ ー タ オ ル 又 は ガ ー ゼ で 満 た
し た ） に 入 れ る 。
　 ・ 　 ２ ０ ０ μ Ｌ の Ｄ Ａ Ｂ 使 用 液 を 施 用 し て 細 胞 堆 積 領 域 を 完 全 に 覆 う 。
　 ・ 　 ５ 分 間 （ ± １ 分 ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を ５ 分 間 、 ｄ ｉ Ｈ ２ Ｏ で ５ 分 間 す す ぐ 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 対 比 染 色
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　 ・ 　 ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 、 １ 回 交 換 し て ２ 分 間 す す ぐ 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を 準 備 し た 湿 性 チ ャ ン バ （ 水 で 湿 ら せ た ペ ー パ ー タ オ ル 又 は ガ ー ゼ で 満 た
し た ） に 入 れ る 。
　 ・ 　 ２ ０ ０ μ Ｌ の ヘ マ ト キ シ リ ン を 施 用 し て 細 胞 堆 積 領 域 を 完 全 に 覆 う 。
　 ・ 　 １ 分 間 （ ± １ ０ 秒 ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を ３ 分 間 、 ラ ン ニ ン グ Ｈ ２ Ｏ で す す ぐ 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を 準 備 し た 湿 性 チ ャ ン バ （ 水 で 湿 ら せ た ペ ー パ ー タ オ ル 又 は ガ ー ゼ で 満 た
し た ） に 入 れ る 。
　 ・ 　 ２ ０ ０ μ Ｌ の 青 味 剤 を １ 分 間 （ ± １ ０ 秒 ） 施 用 す る こ と に よ っ て ス ラ イ ド を 青 色 に
す る 。
　 ・ 　 ラ ン ニ ン グ 水 を 用 い た １ 分 間 の す す ぎ を 繰 り 返 す 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 封 入
　 ・ 　 ス ラ イ ド を ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル に 浸 す （ １ 分 間 又 は ２ ５ 回 漬 け る ） 。
　 ・ 　 ス ラ イ ド を 無 水 ア ル コ ー ル に 浸 す （ ４ 回 交 換 、 １ 分 間 ず つ 又 は ２ ５ 回 ず つ 漬 け る ）
。
　 ・ 　 キ シ レ ン で 清 澄 に す る （ ３ 回 交 換 、 １ 分 間 ず つ 又 は ２ ５ 回 ず つ 漬 け る ） 。
　 ・ 　 ガ ラ ス 製 カ バ ー ガ ラ ス を 用 い て 、 非 水 性 の 永 久 封 入 剤 で ス ラ イ ド ガ ラ ス を 覆 う 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 Ｖ ． 品 質 管 理
　 本 実 施 例 中 に 記 載 の 免 疫 細 胞 化 学 的 キ ッ ト を 用 い る 際 に 以 下 の 品 質 管 理 上 の 問 題 点 を 考
慮 し た ：
【 ０ １ ８ ４ 】
　 結 果 の ば ら つ き は 、 多 く の 場 合 標 本 の 取 扱 い の 違 い 及 び 試 験 手 順 の 変 更 に 由 来 す る 。 さ
ら な る 情 報 に は 、 Ｎ Ｃ Ｃ Ｌ Ｓ の 免 疫 細 胞 化 学 の 品 質 保 証 に 提 案 さ れ た 品 質 管 理 指 針 を 参 考
に さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 対 照 細 胞 系 は TriPath Imaging, Inc.社 か ら 入 手 可 能 で あ る 。 各 バ イ ア ル は 、 臨 床 標 本
と 同 様 に 処 理 す る 子 宮 頸 癌 細 胞 系 を 含 む 。 そ れ ぞ れ の 染 色 手 順 に お い て ２ つ の ス ラ イ ド を
染 色 す べ き で あ る 。 対 照 ス ラ イ ド 細 胞 系 の 評 価 は 染 色 の 実 行 の 妥 当 性 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 VI． 染 色 の 解 釈
　 対 照 ス ラ イ ド ：
　 す べ て の 試 薬 が 適 切 に 機 能 し た か ど う か を 確 認 す る た め に 、 最 初 に 免 疫 細 胞 化 学 的 試 験
の キ ッ ト を 用 い て 染 色 し た 対 照 ス ラ イ ド を 検 査 し た 。 細 胞 核 中 に 茶 色 の （ ３ ， ３ ’ － ジ ア
ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 四 塩 酸 塩 、 Ｄ Ａ Ｂ ） 反 応 生 成 物 が 存 在 す る こ と が 、 陽 性 反 応 の 指 標 で あ っ
た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 患 者 標 本 ：
　 ス ラ イ ド の 評 価 は 、 細 胞 検 査 技 師 又 は 病 理 学 者 が 光 学 顕 微 鏡 を 用 い る こ と に よ っ て 行 っ
た 。 細 胞 は 、 光 学 顕 微 鏡 か ら 導 い た 画 像 ギ ャ ラ リ ー 中 に 保 存 し て 手 動 で 又 は 電 子 的 に 検 査
し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 様 々 な 診 断 を 示 し て い る 約 １ ６ １ ０ 個 の 頸 部 試 料 を 採 取 し た 。 以 下 の 表 は 、 従 来 の Ｐ ａ
ｐ 染 色 又 は 生 検 に よ っ て 決 定 し た 、 そ れ ぞ れ の 診 断 群 内 で 免 疫 細 胞 化 学 的 キ ッ ト を 用 い て
解 析 し た 試 料 数 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ９ 】

10

20

30

40

(53) JP 2007-530949 A 2007.11.1



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ １ 】
　 ス ラ イ ド の ス コ ア ガ イ ド
　 本 実 施 例 中 に 記 載 の 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 に よ っ て 解 析 し た す べ て の ス ラ イ ド の ス コ ア 決
定 は 、 以 下 の 手 順 に 従 っ た ：
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ス テ ッ プ １ ： 妥 当 な 標 本 で あ る か ？
　 The Bethesda System for Reporting Cervical Cytology (second edition)に は 、 「 妥
当 な 液 体 系 調 製 物 は 、 推 定 で 最 低 少 な く と も ５ ０ ０ ０ 個 の よ く 可 視 化 さ れ た ／ よ く 保 存 さ
れ た 扁 平 細 胞 を 有 す る べ き で あ る 」 と 記 載 さ れ て い る 。 す べ て の ス ラ イ ド を 評 価 す る 際 に
、 こ の 同 じ 基 準 を 適 用 し た 。 し か し 、 ル ー チ ン Ｐ ａ ｐ 調 製 物 と 同 様 、 陽 性 の 分 子 反 応 を 示
す 異 常 細 胞 を 有 す る 任 意 の 標 本 は 、 本 質 的 に 、 評 価 に 十 分 で あ っ た 。 こ の ス テ ッ プ へ の 答
え が 「 は い 」 で あ る 場 合 は 、 細 胞 検 査 技 師 は 次 の ス テ ッ プ に 進 ん だ 。 答 え が 「 い い え 」 で
あ っ た 場 合 、 結 果 は 評 価 に 不 十 分 で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ス テ ッ プ ２ ： 中 程 度 か ら 強 く 茶 色 の 核 染 色 が 上 皮 細 胞 中 に 存 在 す る か ？
　 本 実 施 例 の 免 疫 細 胞 化 学 的 キ ッ ト （ 例 え ば SureDetect検 出 化 学 キ ッ ト ） で 用 い た 検 出 用
化 学 薬 品 は 、 ≧ Ｃ Ｉ Ｎ ２ に 関 連 す る 異 形 成 核 を 茶 色 の ク ロ マ ゲ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ で 染 色 す る 。 こ
の ス テ ッ プ で 「 は い 」 と 答 え る た め に 、 試 料 を 、 容 易 に 可 視 化 さ れ る 茶 色 染 色 に つ い て 解
析 し た 。 茶 色 が 僅 か な 量 の み 、 即 ち 「 紅 潮 」 の み 見 ら れ る 場 合 は 、 こ れ は 陽 性 で あ る と 保
証 す る に は 不 十 分 で あ っ た 。 茶 色 の 核 染 色 が 見 ら れ な か っ た 場 合 は 、 陰 性 の 試 験 結 果 で あ
る と み な さ れ た 。 妥 当 な 茶 色 染 色 が 存 在 し た 場 合 は 、 解 析 を 次 の ス テ ッ プ へ と 進 め た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ス テ ッ プ ３ ： こ れ は 茶 色 の 核 染 色 を 有 す る 扁 平 （ 又 は 腺 性 ） 細 胞 で あ り 、 細 胞 ≧ Ａ Ｓ Ｃ
（ Ａ Ｇ Ｃ ） で あ る か ？
　 The Bethesda System for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.)（ 「 Ｔ Ｂ Ｓ 」 ） に
概 要 を 示 し た 一 部 の 形 態 学 的 基 準 を 用 い て 、 茶 色 の 核 を 含 む 扁 平 細 胞 が ≧ Ａ Ｓ Ｃ （ 非 定 型
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扁 平 細 胞 l） で あ る か ど う か を 決 定 し た 。 こ れ に は 、 Ａ Ｓ Ｃ － Ｕ Ｓ 、 Ａ Ｓ Ｃ － Ｈ 、 Ｌ Ｓ Ｉ
Ｌ 、 Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ 、 及 び 癌 が 含 ま れ る で あ ろ う 。 細 胞 の 外 見 が 腺 性 で あ る 場 合 は 、 細 胞 が ≧ Ａ
Ｇ Ｃ （ 非 定 型 腺 細 胞 ） で あ る か を 決 定 す る た め の Ｔ Ｂ Ｓ の 基 準 が 適 用 さ れ た 。 こ れ に は 、
子 宮 頸 管 内 Ａ Ｇ Ｃ 、 子 宮 内 膜 Ａ Ｇ Ｃ 、 Ａ Ｉ Ｓ 、 及 び 腺 癌 が 含 ま れ る で あ ろ う 。 細 胞 が ≧ Ａ
Ｓ Ｃ （ 又 は ≧ Ａ Ｇ Ｃ ） で あ る と み な さ れ た 場 合 、 こ れ は 陽 性 の 試 験 結 果 を も た ら す で あ ろ
う 。 問 題 の 細 胞 が Ｎ Ｉ Ｌ Ｍ （ 上 皮 内 病 変 又 は 悪 性 疾 患 に 関 し て 陰 性 、 negative for intra
epithelial lesion or malignancy） で 一 貫 し て い る 場 合 は 、 こ れ は 陰 性 の 試 験 結 果 と な
る で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 VII． 結 果
　 従 来 の Ｐ ａ ｐ 染 色 方 法 に よ っ て 最 初 は Ｎ Ｉ Ｌ と 分 類 さ れ た ２ ７ 件 の 症 例 が 、 免 疫 細 胞 化
学 試 験 に お い て 陽 性 に 染 色 さ れ た 。 こ れ ら ２ ７ 件 の 症 例 の う ち 、 有 資 格 の 病 理 学 者 に よ る
検 査 に よ っ て ７ 件 が Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ 、 １ ０ 件 が Ａ Ｓ Ｃ － Ｈ 、 ３ 件 が Ａ Ｓ Ｃ － Ｕ Ｓ 、 ３ 件 が 確 定 不
能 と 分 類 さ れ た 。 ７ 件 の Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ の 症 例 は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 と み な さ れ る 。 こ れ ら ２
７ 件 の 症 例 は イ モ サ イ ト ケ ミ ス ト リ ー ア ッ セ イ に よ っ て 陽 性 免 疫 染 色 と 同 定 さ れ 、 Ｐ ａ ｐ
染 色 に よ っ て Ｎ Ｉ Ｌ と 誤 分 類 さ れ た 患 者 を 同 定 す る た め の 、 本 明 細 書 中 に 開 示 し た 方 法 の
価 値 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 生 検 の 結 果 は す べ て の Ｎ Ｉ Ｌ 標 本 で は 得 ら れ な か っ た 。 本 実 施 例 中 に 記 載 し た 免 疫 細 胞
化 学 的 方 法 の 感 度 及 び 陽 性 適 中 率 （ Ｐ Ｐ Ｖ ） の 推 定 は 、 「 ゴ ー ル ド ス タ ン ダ ー ド 」 生 検 の
結 果 と の 比 較 に 基 づ い て 計 算 し た 。 単 一 の 生 検 は ゴ ー ル ド ス タ ン ダ ー ド と し て 限 度 が あ る
。 Ｉ Ｃ Ｃ ア ッ セ イ の Ｐ Ｐ Ｖ は 、 患 者 を 連 続 し て 監 視 す る こ と 、 又 は ル ー プ 電 気 外 科 的 切 除
手 順 若 し く は 円 錐 生 検 な ど の よ り 攻 撃 的 な 外 科 的 エ ン ド ポ イ ン ト を 利 用 す る こ と に よ っ て
改 善 さ れ る 。 単 一 の 生 検 は 、 疾 患 の 偽 陰 性 結 果 が 少 な く と も ３ １ ％ で あ る こ と が 知 ら れ て
い る 。 Elit et al. (2004) J. Lower Genital Tract Disease 8(3):181-187を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ （ ９ ５ ％ の 信 頼 区 間 ）
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ま た 、 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 の 感 度 及 び Ｐ Ｐ Ｖ を 従 来 の Ｐ ａ ｐ 染 色 で 得 ら れ た も の と も 比
較 し た 。 Ｐ ａ ｐ 染 色 の ２ つ の 臨 床 的 エ ン ド ポ イ ン ト （ 即 ち ≧ Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 及 び ≧ Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ ） を
用 い た 。 こ こ で も 、 す べ て の 計 算 の 標 準 は 生 検 の 結 果 で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ （ ９ ５ ％ の 信 頼 区 間 ）
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【 ０ ２ ０ ０ 】
　 表 ４ ２ に 示 す 結 果 は 、 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 に よ っ て 、 高 い Ｐ Ｐ Ｖ を 維 持 し た ま ま で よ り
多 く の 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 試 料 が 検 出 さ れ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 研 究 で は 、 免 疫 細 胞 化 学 的 キ ッ ト を 用 い て １ ４ 個 の 偽 陰 性 が 存 在 し て い た 。 １ ４ 個 の
患 者 試 料 の う ち の １ ３ 個 で Ｈ Ｐ Ｖ 試 験 を 実 施 し た 。 偽 陰 性 患 者 の １ つ で は 利 用 可 能 な 試 料
が 残 っ て い な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 NucleoSpin（ 登 録 商 標 ） 組 織 Ｄ Ｎ Ａ キ ッ ト （ BD Clontech社 製 、 カ タ ロ グ 番 号 ６ ３ ５ ９
６ ７ ） を 用 い て 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 頸 部 細 胞 診 断 試 料 か ら 単 離 し た 。 品 質 管 理 の 目 的 で 、 ハ
ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ る β － グ ロ ビ ン の Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 検 出 感 度 を 向 上 さ せ る た め に 、 Ｍ Ｙ ０ ９ ／ １ １ プ ラ イ マ ー 組 を 用 い た 従 来 の Ｌ １ 　 Ｐ Ｃ
Ｒ 並 び に Ｍ Ｙ ０ ９ ／ １ １ 及 び Ｇ Ｐ ５ ＋ ／ ６ ＋ プ ラ イ マ ー 組 を 用 い た ネ ス テ ッ ド Ｐ Ｃ Ｒ の 両
方 に よ っ て 、 当 分 野 に 記 載 の Ｈ Ｐ Ｖ の Ｌ １ の 遺 伝 子 増 幅 を 行 っ た 。 存 在 す る Ｈ Ｐ Ｖ の 型 を
同 定 す る た め に 、 Ｌ １ 単 位 複 製 配 列 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 を さ ら に 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 高 品 質 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ が １ ３ 個 の 臨 床 的 細 胞 診 断 試 料 の う ち １ ０ 個 か ら 単 離 さ れ た 。 ３
個 の 試 料 が 、 β － グ ロ ビ ン Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 に よ っ て 示 さ れ る 低 品 質 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 有 し て い
た 。 Ｈ Ｐ Ｖ の Ｄ Ｎ Ａ は 、 従 来 の Ｌ １ 　 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｍ Ｙ ０ ９ ／ １ １ プ ラ イ マ ー を 用 い る ） 並 び
に ネ ス テ ッ ド Ｌ １ 　 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｍ Ｙ ０ ９ ／ １ １ 及 び Ｇ Ｐ ５ ＋ ／ ６ ＋ プ ラ イ マ ー を 用 い る ） を
ど ち ら も 用 い て 、 １ ３ 個 の う ち １ ０ 個 の 試 料 で 検 出 不 可 能 又 は 陰 性 の ど ち ら か で あ っ た 。
Ｈ Ｐ Ｖ が 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 関 し て 陽 性 で あ る こ と を 考 慮 す る と （ ＞ ９ ２ ％ の 感 度 ）
、 こ の デ ー タ は 、 偽 陰 性 試 料 の 大 多 数 で サ ン プ リ ン グ エ ラ ー が 起 こ っ た こ と を 示 す 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 抗 体 選 択
　 ポ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ
　 マ ル チ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト 中 に 提 供 さ れ た ポ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ て 、
所 望 の 感 度 及 び 特 異 性 の 特 色 を 有 す る 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ バ イ オ マ ー カ ー に 特 異 的 な 抗 体 を 同 定 し
た 。 単 一 の ス ラ イ ド 上 に 複 数 の 正 常 （ 即 ち Ｃ Ｉ Ｎ な し ） 、 Ｃ Ｉ Ｎ III、 扁 平 細 胞 癌 、 及 び
腺 癌 の 試 料 を 含 む 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 し た 。 ポ リ ド ー マ を 含 む 各 ウ ェ ル か ら の 無 希
釈 の 上 清 で 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 陽 性 染 色 に つ い て ア ッ セ イ を 行 っ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド 、 即 ち 非 特 異 的 結 合 は 、 こ の 段 階 で は 基 本 的 に 無 視 し た 。 試 験 し た ３ ５ 個 の ポ リ ド ー マ
の う ち １ １ 個 が 陽 性 染 色 結 果 を 生 じ 、 さ ら な る 解 析 の た め に そ れ を 選 択 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 選 択 さ れ た ポ リ ド ー マ の 特 異 性 を 決 定 す る た め に 、 ポ リ ド ー マ の 上 清 か ら 得 ら れ た 染 色
パ タ ー ン を 、 市 販 の Ｍ Ｃ Ｍ ６ 抗 体 （ BD Transduction Laboratories社 製 ） を 用 い て 得 ら れ
た も の と 比 較 し た 。 ポ リ ド ー マ の 上 清 で 得 ら れ た 染 色 パ タ ー ン は 、 市 販 の Ｍ Ｃ Ｍ ６ 抗 体 で
観 察 さ れ た も の よ り も 特 異 的 で あ る と 考 え ら れ る （ 図 １ ７ ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 そ の 後 、 １ １ 個 の 選 択 さ れ た ポ リ ド ー マ を 限 界 希 釈 工 程 に 供 し た 。 選 択 さ れ た ポ リ ド ー
マ の 上 清 か ら 生 じ た ３ ０ 個 の 限 界 希 釈 物 を 用 い て 、 複 数 の 正 常 （ 即 ち Ｃ Ｉ Ｎ な し ） 、 Ｃ Ｉ
Ｎ III、 扁 平 細 胞 癌 、 及 び 腺 癌 の 試 料 を 含 む 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 陽 性 染 色 に つ い て ア ッ
セ イ を 行 っ た 。 異 常 な 及 び 癌 性 の 頸 部 組 織 試 料 の 陽 性 染 色 に 基 づ い て ２ つ の 限 界 希 釈 ク ロ
ー ン 、 即 ち ９ Ｄ ４ ． ３ 及 び ９ Ｄ ４ ． ４ を 最 も 良 好 な 上 清 と し て 選 択 し た 。 そ の 後 、 こ れ ら
の ク ロ ー ン の 様 々 な 希 釈 率 を 、 Ｎ Ｉ Ｌ 、 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 、 Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ 組 織 及 び プ ー ル し た 液 体 系 細
胞 診 断 試 料 に 対 す る そ の 反 応 性 に つ い て 試 験 し た 。 １ ： １ ０ ０ の 希 釈 率 の ク ロ ー ン ９ Ｄ ４
． ３ が 最 大 の 信 号 対 雑 音 比 を 生 じ 、 さ ら な る 特 徴 づ け を 行 う た め に 選 択 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
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　 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 ク ロ ー ン ９ Ｄ ４ ． ３ の 特 徴 づ け
　 ク ロ ー ン ９ Ｄ ４ ． ３ の さ ら な る 特 徴 づ け を 行 う た め に 、 ク ロ ー ン を 用 い て 、 以 下 の 診 断
分 類 、 即 ち Ｎ Ｉ Ｌ （ ７ ） 、 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ （ １ ０ ） 、 Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ （ １ ８ ） 、 及 び 子 宮 頸 癌 （ ５ ） か
ら 選 択 さ れ た ４ ０ 個 の 液 体 系 細 胞 診 断 試 料 の 陽 性 染 色 に つ い て ア ッ セ イ を 行 っ た 。 ４ ０ 個
の 試 料 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 PrepStain（ 商 標 ） ス ラ イ ド プ ロ セ ッ サ ー （ TriPath Imaging
, Inc.社 製 ） を 用 い て ス ラ イ ド を 調 製 し た 。 試 料 １ 個 あ た り ２ つ の ス ラ イ ド を 、 そ れ ぞ れ
Ｍ Ｃ Ｍ ２ 抗 体 （ Dako社 製 ） 及 び ク ロ ー ン ９ Ｄ ４ ． ３ で 染 色 し た 。 残 り の ス ラ イ ド は Ｐ ａ ｐ
染 色 用 又 は 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ス ラ イ ド を 調 製 す る た め に 、 各 試 料 を ２ 分 間 ２ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト を 形 成
し 、 上 清 を 傾 瀉 し た 。 ２ ｍ Ｌ の 脱 イ オ ン 水 を 各 試 料 に 加 え 、 試 料 を ボ ル テ ッ ク ス 攪 拌 し 、
そ の 後 、 ５ 分 間 ６ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 傾 瀉 し た あ と 、 さ ら に ７ ０ ０ μ Ｌ の ト
リ ス 緩 衝 水 を 加 え た 。 最 後 に 、 試 料 を PrepStain（ 商 標 ） ス ラ イ ド プ ロ セ ッ サ ー （ TriPath
 Imaging, Inc.社 製 ） 、 バ ー ジ ョ ン １ ． １ に 載 せ 、 Transfer Onlyプ ロ グ ラ ム を 実 行 し た
。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 す べ て の ス ラ イ ド を 、 ９ ５ ％ の Ｅ Ｔ Ｏ Ｈ 中 で 、 調 製 後 少 な く と も ２ ４ 時 間 且 つ ３ 日 未 満
維 持 し た 。 Ｍ Ｃ Ｍ ２ の 抗 原 の 回 収 は 、 ス ラ イ ド を ９ ５ ℃ に 予 熱 し た １ × Target Retrieval
 Solution、 ｐ Ｈ ６ ． ０ （ DAKO社 製 S1699） ／ ｄ Ｈ ２ Ｏ 浴 中 で 、 ス チ ー マ ー 内 に ２ ５ 分 間 入
れ る こ と に よ っ て 達 成 し た 。 Ｍ Ｃ Ｍ ６ で は 、 ス ラ イ ド を ９ ５ ℃ に 予 熱 し た １ × ト リ ス ｐ Ｈ
９ ． ５ 緩 衝 液 （ Biocare社 製 ） ／ ｄ Ｈ ２ Ｏ 浴 中 で 、 ス チ ー マ ー 内 に ２ ５ 分 間 入 れ る こ と に
よ っ て 、 抗 原 の ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 達 成 し た 。 ス チ ー マ ー 処 理 後 、 す べ て の ス ラ イ ド を 室
温 で ２ ０ 分 間 冷 却 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ス ラ イ ド は 、 実 施 例 １ 、 「 自 動 免 疫 細 胞 化 学 」 に 記 載 の DAKO社 製 Universal Autostaine
rを 用 い た 免 疫 細 胞 化 学 に よ っ て 染 色 し た 。 診 断 分 類 を 形 態 学 的 に 決 定 す る た め に 、 熟 練
の 細 胞 検 査 技 師 に よ っ て ス ラ イ ド の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 評 価 を 行 っ た 。 試 料 を 、 マ ー カ ー
染 色 強 度 （ ０ ～ ３ ） 、 陽 性 染 色 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ 、 及 び マ ー カ ー 染 色 位 置 （ 核 、 細 胞
質 、 膜 、 又 は 組 合 せ ） に つ い て 評 価 し た 。 細 胞 染 色 の 強 度 に ０ ～ ３ の ス コ ア を 与 え た 。 ス
コ ア ≧ １ ． ５ の 細 胞 を 計 数 し た 。 成 熟 し た 正 常 に 見 え る 扁 平 細 胞 及 び 正 常 に 見 え る 腺 細 胞
は 、 茶 色 に 染 色 さ れ た 場 合 に 陽 性 と し て 計 数 し な か っ た 。 し か し 、 扁 平 異 形 成 細 胞 は 、 異
常 細 胞 と と も に 陽 性 と し て 計 数 し た 。 そ の 後 、 免 疫 細 胞 化 学 の ス ラ イ ド に Ｔ Ｎ （ 真 陰 性 ）
、 Ｆ Ｎ （ 偽 陰 性 ） 、 Ｔ Ｐ （ 真 陽 性 ） 、 又 は Ｆ Ｐ （ 偽 陽 性 ） を 指 定 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ３ 】
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　 用 い た 計 算
　 感 度 ＝ Ｔ Ｐ ／ （ Ｔ Ｐ ＋ Ｆ Ｎ ）
　 特 異 性 ＝ Ｔ Ｎ ／ （ Ｆ Ｐ ＋ Ｔ Ｎ ）
　 陽 性 適 中 力 （ Ｐ Ｐ Ｐ 、 Positive Predictive Power） ＝ Ｔ Ｐ ／ （ Ｔ Ｐ ＋ Ｆ Ｐ ）
　 陰 性 適 中 力 （ Ｎ Ｐ Ｐ 、 Negative Predictive Power） ＝ Ｔ Ｎ ／ （ Ｆ Ｎ ＋ Ｔ Ｎ ）
【 ０ ２ １ ４ 】
　 ク ロ ー ン ９ Ｄ ４ ． ３ の 感 度 及 び 特 異 性 は 、 市 販 の Ｍ Ｃ Ｍ ２ 抗 体 を 用 い て 得 ら れ た も の と
匹 敵 し て い た 。 １ 件 の Ｎ Ｉ Ｌ の 症 例 は ど ち ら の 抗 体 に 関 し て も 陰 性 で あ っ た 。 １ ０ 件 の う
ち ９ 件 の Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ 症 例 が ク ロ ー ン ９ Ｄ ４ ． ３ 及 び 市 販 の Ｍ Ｃ Ｍ ２ 抗 体 で 陰 性 で あ っ た 。 ２
４ 件 の う ち ２ ３ 件 の Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ の 症 例 が ク ロ ー ン ９ Ｄ ４ ． ３ 及 び 市 販 の Ｍ Ｃ Ｍ ２ 抗 体 で 陽 性
で あ っ た 。 子 宮 頸 癌 試 料 で は 、 ５ 個 の う ち ５ 個 が ク ロ ー ン ９ Ｄ ４ ． ３ で 陽 性 で あ り 、 ５ 個
の う ち ４ 個 が Ｍ Ｃ Ｍ ２ 抗 体 で 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 ク ロ ー ン ９ Ｄ ４ ． ３ の 精 製
　 そ の 感 度 、 特 異 性 、 及 び 核 染 色 パ タ ー ン の 提 示 の た め 、 ク ロ ー ン ９ Ｄ ４ ． ３ を さ ら な る
解 析 用 に 精 製 し た 。 精 製 し た 抗 体 は 、 標 準 の 方 法 に 従 っ て 、 Streamline rProteinA（ Amer
sham Biosciences社 製 ） 親 和 性 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 得 ら れ た 。 そ の 後 、 結 果
と し て 生 じ た 抗 体 溶 液 を 、 １ ： ５ ０ ０ ～ １ ： ６ ０ ０ ０ の 様 々 な 希 釈 率 の Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ 液 体 系 頸
部 細 胞 診 断 プ ー ル に 対 す る 反 応 性 に つ い て 試 験 し た 。 １ ： ６ ０ ０ ０ の 力 価 ま で シ グ ナ ル が
明 白 で あ っ た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ２ １ ６ 】
　 臨 床 的 組 織 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 検 出
　 ABI Prism社 製 7700 Sequence Detection System（ Applied Biosystems社 ） を 用 い て Taq
Man（ 登 録 商 標 ） リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 本 研 究 の 標 的 頸 部 バ イ オ マ ー カ ー （ 即 ち
、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ 、 ｐ １ ４ Ａ Ｒ Ｆ ／ ｐ １ ６ 、 サ イ ク リ ン Ｅ １ 、 及 び サ イ ク リ ン
Ｅ ２ ） を 特 異 的 に 増 幅 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を Primer Express（ 商 標 ） プ
ロ グ ラ ム 、 バ ー ジ ョ ン １ ． ５ （ Applied Biosystems社 ） の 支 援 に よ り 設 計 し た 。 プ ラ イ マ
ー 及 び プ ロ ー ブ の 配 列 情 報 を 以 下 に 示 す ：
【 ０ ２ １ ７ 】
　 Ｍ Ｃ Ｍ ７ ：
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T1T3-F
　 配 列 ： CTCTGAGCCCGCCAAGC（ 配 列 番 号 ２ ５ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T1T3-R
　 配 列 ： TGTAAGAACTTCTTAACCTTTTCCTTCTCTA（ 配 列 番 号 ２ ６ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： MCM7_T1T3－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： CCCTCGGCAGCGATGGCACT（ 配 列 番 号 ２ ７ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T2T4-F
　 配 列 ： GAGGAATCCCGAGCTGTGAA（ 配 列 番 号 ２ ８ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T2T4-R
　 配 列 ： CCCGCTCCCGCCAT（ 配 列 番 号 ２ ９ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： MCM7_T2T4－ プ ロ ー ブ
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　 配 列 ： CCCATGTGCTTCTTTGTTTACTAAGAGCGGAA（ 配 列 番 号 ３ ０ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T2-F
　 配 列 ： GTCCGAAGCCCCCAGAA（ 配 列 番 号 ３ １ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T2-R
　 配 列 ： CCCGACAGAGACCACTCACA（ 配 列 番 号 ３ ２ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： MCM7_T2－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： CAGTACCCTGCTGAACTCATGCGCA（ 配 列 番 号 ３ ３ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T3T4-F
　 配 列 ： CGCTACGCGAAGCTCTTTG（ 配 列 番 号 ３ ４ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T3T4-R
　 配 列 ： CCTTTGTTTGCCATTGTTCTCTAA（ 配 列 番 号 ３ ５ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： MCM7_T3T4－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： TGCCGTACAAGAGCTGCTGCCTCA（ 配 列 番 号 ３ ６ ）
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ｐ ２ １ ｗ ａ ｆ １ ：
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p21T1T2-F
　 配 列 ： CAAACGCCGGCTGATCTT（ 配 列 番 号 ３ ７ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p21T1T2-R
　 配 列 ： CCAGGACTGCAGGCTTCCT（ 配 列 番 号 ３ ８ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： p21T1T2－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： CAAGAGGAAGCCCTAATCCGCCCA（ 配 列 番 号 ３ ９ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p21T2-F
　 配 列 ： GAGCGGCGGCAGACAA（ 配 列 番 号 ４ ０ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p21T2-R
　 配 列 ： CCGCGAACACGCATCCT（ 配 列 番 号 ４ １ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： p21T2－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： CCCAGAGCCGAGCCAAGCGTG（ 配 列 番 号 ４ ２ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p21T3-F
　 配 列 ： TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA（ 配 列 番 号 ４ ３ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p21T3-R
　 配 列 ： TCCAGTCTGGCCAACAGAGTT（ 配 列 番 号 ４ ４ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： p21T3－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： CGGCGGCAGACCAGCATGAC（ 配 列 番 号 ４ ５ ）
【 ０ ２ １ ９ 】
　 ｐ １ ４ Ａ Ｒ Ｆ ／ ｐ １ ６ ：
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16T4-F
　 配 列 ： GCC CTC GTG CTG ATG CTA CT（ 配 列 番 号 ４ ６ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16T4-R
　 配 列 ： TCA TCA TGA CCT GGT CTT CTA GGA（ 配 列 番 号 ４ ７ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： p16T4－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： AGC GTC TAG GGC AGC AGC CGC（ 配 列 番 号 ４ ８ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16T1-F
　 配 列 ： TGCCCAACGCACCGA（ 配 列 番 号 ４ ９ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16T1-R
　 配 列 ： GGGCGCTGCCCATCA（ 配 列 番 号 ５ ０ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： p16T1－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： TCGGAGGCCGATCCAGGTCATG（ 配 列 番 号 ５ １ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16T2-F
　 配 列 ： AAGCTTCCTTTCCGTCATGC（ 配 列 番 号 ５ ２ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16T2-R
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　 配 列 ： CATGACCTGCCAGAGAGAACAG（ 配 列 番 号 ５ ３ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： p16T2－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： CCCCCACCCTGGCTCTGACCA（ 配 列 番 号 ５ ４ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16T3-F
　 配 列 ： GGAAACCAAGGAAGAGGAATGAG（ 配 列 番 号 ５ ５ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16T3-R
　 配 列 ： TGTTCCCCCCTTCAGATCTTCT（ 配 列 番 号 ５ ６ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： p16T3－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： ACGCGCGTACAGATCTCTCGAATGCT（ 配 列 番 号 ５ ７ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16Universal-F
　 配 列 ： CACGCCCTAAGCGCACAT（ 配 列 番 号 ５ ８ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： p16Universal-R
　 配 列 ： CCTAGTTCACAAAATGCTTGTCATG（ 配 列 番 号 ５ ９ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： p16Universal－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： TTTCTTGCGAGCCTCGCAGCCTC（ 配 列 番 号 ６ ０ ）
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 サ イ ク リ ン Ｅ １ ：
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE1T1T2-F
　 配 列 ： AAAGAAGATGATGACCGGGTTTAC（ 配 列 番 号 ６ １ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE1T1T2-R
　 配 列 ： GAGCCTCTGGATGGTGCAA（ 配 列 番 号 ６ ２ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： CCNE1T1T2-P
　 配 列 ： CAAACTCAACGTGCAAGCCTCGGA（ 配 列 番 号 ６ ３ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE1T1-F
　 配 列 ： TCCGCCGCGGACAA（ 配 列 番 号 ６ ４ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE1T1-R
　 配 列 ： CATGGTGTCCCGCTCCTT（ 配 列 番 号 ６ ５ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： CCNE1T1－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： ACCCTGGCCTCAGGCCGGAG（ 配 列 番 号 ６ ６ ）
【 ０ ２ ２ １ 】
　 サ イ ク リ ン Ｅ ２
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE2T1T2-F
　 配 列 ： GGAATTGTTGGCCACCTGTATT（ 配 列 番 号 ６ ７ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE2T1T2-R
　 配 列 ： CTGGAGAAATCACTTGTTCCTATTTCT（ 配 列 番 号 ６ ８ ）
　 TaqManプ ロ ー ブ 名 ： CCNE2T1T2-P
　 配 列 ： CAGTCCTTGCATTATCATTGAAACACCTCACA（ 配 列 番 号 ６ ９ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE2T1T3-F
　 配 列 ： TCAACTCATTGGAATTACCTCATTATTC（ 配 列 番 号 ７ ０ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE2T1T3-R
　 配 列 ： ACCATCAGTGACGTAAGCAAACTC（ 配 列 番 号 ７ １ ）
　 TaqManプ ロ ー ブ 名 ： CCNE2T1T3-P
　 配 列 ： CCAAACTTGAGGAAATCTATGCTCCTAAACTCCA（ 配 列 番 号 ７ ２ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE2T2-F
　 配 列 ： TTTTGAAGTTCTGCATTCTGACTTG（ 配 列 番 号 ７ ３ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： CCNE2T2-R
　 配 列 ： ACCATCAGTGACGTAAGCAAGATAA（ 配 列 番 号 ７ ４ ）
　 TaqManプ ロ ー ブ 名 ： CCNE2T2-P
　 配 列 ： AACCACAGATGAGGTCCATACTTCTAGACTGGCT（ 配 列 番 号 ７ ５ ）
【 ０ ２ ２ ２ 】
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　 プ ロ ー ブ の ５ ’ 塩 基 を 蛍 光 色 素 Ｆ Ａ Ｍ （ ６ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ） で 、 且 つ ３ ’
塩 基 を 消 光 色 素 Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ （ ６ － カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ） で 標 識 し た 。 単 位
複 製 配 列 の 大 き さ は 約 １ ０ ０ ｂ ｐ で あ っ た 。 １ ８ Ｓ リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ を 内 在 コ ン ト ロ ー ル
と し て 利 用 し た 。 １ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 蛍 光 色 素 Ｖ Ｉ Ｃ （ 商 標 ） で 標 識 し た 。 事 前
に 開 発 さ れ た １ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー ／ プ ロ ー ブ 混 合 物 を Applied Biosystems社 か ら
購 入 し た 。 正 常 （ Ｎ 、 normal） 又 は 癌 性 （ Ｔ 、 cancerous） の 頸 部 組 織 か ら 抽 出 し た ５ μ
ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を 、 High-Capacity cDNA Archive Kit（ Applied Biosystems社 ） を 用 い て ラ
ン ダ ム な 六 量 体 を 有 す る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 形 態 へ と 定 量 的 に 変 換 し た 。 以 下 の 反 応 試 薬 を
調 製 し た ：
　 プ ラ イ マ ー ／ プ ロ ー ブ の ２ ０ × マ ス タ ー 混 合 物 （ ２ ０ ０ μ ｌ 中 ）
　 １ ８ ０ μ Ｍ の 順 方 向 プ ラ イ マ ー 　 　 ２ ０ μ ｌ
　 １ ８ ０ μ Ｍ の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 　 　 ２ ０ μ ｌ
　 １ ０ ０ μ Ｍ の TaqManプ ロ ー ブ 　 　 　 １ ０ μ ｌ
　 Ｈ ２ Ｏ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  １ ５ ０ μ ｌ
　 最 終 反 応 混 合 物 （ ２ ５ μ ｌ ／ ウ ェ ル ）
　 プ ラ イ マ ー ／ プ ロ ー ブ の ２ ０ × マ ス タ ー 混 合 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ． ２ ５ μ ｌ
　 ２ × TaqManUniversal PCR Master Mix（ Ｐ ／ Ｎ ： ４ ３ ０ ４ ４ ３ ７ ） 　   １ ２ ． ５ μ ｌ
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　   ５ ． ０ μ ｌ
　 Ｈ ２ Ｏ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ６ ． ２ ５ μ ｌ
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ２ ０ × TaqMan Universal PCR Master Mixは Applied Biosystems社 か ら 購 入 し た 。 全 体
積 ２ ５ μ ｌ 中 の 最 終 的 な プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ の 濃 度 は 、 そ れ ぞ れ ０ ． ９ μ Ｍ 及 び ０ ．
２ ５ μ Ｍ で あ っ た 。 １ ０ ｎ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を 各 ウ ェ ル に 入 れ た 。 増 幅 条 件 は 、 ５ ０ ℃ で ２ 分
間 、 ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 、 並 び に ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 間 及 び ６ ０ ℃ で ６ ０ 秒 間 の ２ ス テ ッ プ の サ
イ ク ル を 、 合 計 ４ ０ サ イ ク ル で あ っ た 。 少 な く と も ３ つ の 非 鋳 型 対 照 反 応 混 合 物 を そ れ ぞ
れ の 実 行 に 含 め た 。 す べ て の 実 験 は ３ つ 組 で 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 各 反 応 の 終 わ り に 、 記 録 さ れ た 蛍 光 強 度 を 以 下 の 計 算 に 用 い た 。 Ｒ ｎ ＋ と は 、 す べ て の
構 成 成 分 を 含 む 反 応 の Ｒ ｎ 値 で あ る 。 Ｒ ｎ － と は 、 未 反 応 の 試 料 の Ｒ ｎ 値 で あ る （ 基 底 値
又 は Ｎ Ｔ Ｃ で 検 出 さ れ た 値 ） 。 Δ Ｒ ｎ と は 、 Ｒ ｎ ＋ と Ｒ ｎ － と の 差 で あ り 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ
て 生 じ た シ グ ナ ル の 大 き さ を 示 す 。 本 研 究 で は 、 既 知 の 量 の 標 準 物 質 を 用 い な い が 、 選 択
し た 任 意 の 参 照 値 （ 例 え ば １ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） に 対 す る 標 的 配 列 の 相 対 量 を 比 較 す る 、 比
較 Ｃ Ｔ 方 法 を 用 い た 。 TaqMan（ 登 録 商 標 ） Human Endogenous Control Plateプ ロ ト コ ル を
用 い て 、 生 デ ー タ を リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ デ ー タ 分 析 用 に 変 換 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 結 果
　 各 バ イ オ マ ー カ ー 及 び 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ た 結 果 を 以 下 に 表 形 式 で 記 載 す
る 。 正 常 な 頸 部 組 織 試 料 （ 即 ち Ｎ Ｉ Ｌ ） で 得 ら れ た 結 果 を Ｎ と 示 し 、 子 宮 頸 癌 組 織 で 得 ら
れ た 結 果 を Ｔ と 示 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
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【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ２ ３ １ 】
　 臨 床 的 組 織 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 検 出
　 子 宮 頸 癌 組 織 試 料 （ 例 え ば 腺 癌 、 扁 平 細 胞 癌 ） 及 び 正 常 な 頸 部 組 織 試 料 を 用 い て 、 実 施
例 ９ に 記 載 の よ う に TaqMan（ 登 録 商 標 ） リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 本 研 究 の 標 的 頸 部
バ イ オ マ ー カ ー （ 即 ち 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 及 び Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ ） を 特 異 的 に
増 幅 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を Primer Express（ 商 標 ） プ ロ グ ラ ム 、 バ ー ジ
ョ ン １ ． ５ （ Applied Biosystems社 ） の 支 援 に よ り 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ の
配 列 情 報 を 以 下 に 示 す ：
【 ０ ２ ３ ２ 】
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　 TaqManプ ラ イ マ ー
　 Ｍ Ｃ Ｍ ２ ：
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM2-F
　 配 列 ： ５ ’ － GGAGGTGGTACTGGCCATGTA－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ８ ０ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM2-R
　 配 列 ： ５ ’ － GGGAGATGCGGACATGGAT－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ８ １ ）
　 TaqManプ ロ ー ブ 名 ： MCM2-P
　 配 列 ： ５ ’ － CCAAGTACGACCGCATCACCAACCA－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ８ ２ ）
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 Ｍ Ｃ Ｍ ６ ：
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM6-F
　 配 列 ： ５ ’ － CATTCCAAGACCTGCCTACCA－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ８ ３ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM6-R
　 配 列 ： ５ ’ － ATGCGAGTGAGCAAACCAATT－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ８ ４ ）
　 TaqManプ ロ ー ブ 名 ： MCM6-P
　 配 列 ： ５ ’ － ACACAAGATTCGAGAGCTCACCTCATCCA－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ８ ５ ）
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 Ｍ Ｃ Ｍ ７ ：
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T1T3-F
　 配 列 ： CTCTGAGCCCGCCAAGC（ 配 列 番 号 ２ ５ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T1T3-R
　 配 列 ： TGTAAGAACTTCTTAACCTTTTCCTTCTCTA（ 配 列 番 号 ２ ６ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： MCM7_T1T3－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： CCCTCGGCAGCGATGGCACT（ 配 列 番 号 ２ ７ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T2T4-F
　 配 列 ： GAGGAATCCCGAGCTGTGAA（ 配 列 番 号 ２ ８ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T2T4-R
　 配 列 ： CCCGCTCCCGCCAT（ 配 列 番 号 ２ ９ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： MCM7_T2T4－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： CCCATGTGCTTCTTTGTTTACTAAGAGCGGAA（ 配 列 番 号 ３ ０ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T2-F
　 配 列 ： GTCCGAAGCCCCCAGAA（ 配 列 番 号 ３ １ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T2-R
　 配 列 ： CCCGACAGAGACCACTCACA（ 配 列 番 号 ３ ２ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： MCM7_T2－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： CAGTACCCTGCTGAACTCATGCGCA（ 配 列 番 号 ３ ３ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T3T4-F
　 配 列 ： CGCTACGCGAAGCTCTTTG（ 配 列 番 号 ３ ４ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： MCM7_T3T4-R
　 配 列 ： CCTTTGTTTGCCATTGTTCTCTAA（ 配 列 番 号 ３ ５ ）
　 プ ロ ー ブ 名 ： MCM7_T3T4－ プ ロ ー ブ
　 配 列 ： TGCCGTACAAGAGCTGCTGCCTCA（ 配 列 番 号 ３ ６ ）
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ２ Ａ ：
　 プ ラ イ マ ー 名 ： TOP2A_F
　  配 列 ： ５ ’ － GGCTACATGGTGGCAAGGA－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ８ ６ ）
　 プ ラ イ マ ー 名 ： TOP2A_R
　 配 列 ： ５ ’ － TGGAAATAACAATCGAGCCAAAG－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ８ ７ ）
　 TaqManプ ロ ー ブ 名 ： TOP2A_P
　 配 列 ： ５ ’ － TGCTAGTCCACGATACATCTTTACAATGCTCAGC－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ８ ８ ）
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【 ０ ２ ３ ６ 】
　 結 果
　 各 バ イ オ マ ー カ ー を 用 い て 得 ら れ た 結 果 を 以 下 に 表 形 式 で 記 載 す る 。 ま た 、 デ ー タ を 以
下 に 要 約 す る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ８ 】
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【 ０ ２ ３ ９ 】

10

20

30

40

(69) JP 2007-530949 A 2007.11.1



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Ｓ Ｃ Ｃ ： 扁 平 細 胞 癌 ； Ａ Ｃ ： 腺 癌 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 頸 部 及 び 乳 癌 細 胞 中 の バ イ オ マ ー カ ー の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 検 出
　 頸 部 並 び に 乳 癌 細 胞 系 中 の Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ７ の 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る た
め に TaqMan（ 登 録 商 標 ） リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。
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【 ０ ２ ４ ３ 】
　 実 験 の 設 計 及 び プ ロ ト コ ル
　 Ｓ ｉ Ｈ ａ 、 Ｃ ａ ｓ ｋ ｉ 及 び Ｈ ｅ Ｌ ａ の ３ つ の ヒ ト 子 宮 頸 癌 細 胞 系 並 び に Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 、 Ｓ
Ｋ － Ｂ Ｒ ３ 及 び Ｃ Ａ Ｍ Ａ の ３ つ の ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 を Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 購 入 し 、 本 実 験 で 用 い た
。 RNeasy（ 登 録 商 標 ） Protect Miniキ ッ ト （ Qiagen社 製 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Valencia） に
よ っ て 新 し く 培 養 し た 細 胞 か ら 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 High-Capacity cDNA Archive Kit
（ Applied Biosystems社 、 Ｐ ／ Ｎ ： ４ ３ ２ ２ １ ７ １ ） を 用 い て ラ ン ダ ム な 六 量 体 を 有 す る
一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 形 態 へ と 変 換 し た 。 TaqMan（ 登 録 商 標 ） Universal PCR Master Mix（ Ap
plied Biosystems, Inc.社 製 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Foster City） を 用 い て 、 ABI Prism社 製
（ 登 録 商 標 ） 7700 Sequence Detection Systemで リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ABI社 製 Primer Express（ 商 標 ） プ ロ グ ラ ム 、 ｖ １ ． ５ を 用 い て 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６
及 び Ｍ Ｃ Ｍ ７ を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー 並 び に プ ロ ー ブ を 設 計 し た 。 Ｍ Ｃ Ｍ ７
は ４ つ の 転 写 変 異 体 を 含 み 、 転 写 変 異 体 １ （ Ｔ １ 、 参 照 配 列 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ９ １ ６ ） 及 び 転
写 変 異 体 ２ （ Ｔ ２ 、 参 照 配 列 Ｎ Ｍ ＿ １ ８ ２ ７ ７ ６ ） が NCBI Entrezヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ
ー ス 中 で 同 定 さ れ た 。 NCBIの Model Makerの Ｅ Ｓ Ｔ ア セ ン ブ リ に よ っ て 解 析 す る と 、 変 異
体 Ｔ ３ 及 び Ｔ ４ は ５ ’ 末 端 付 近 に 代 替 エ ク ソ ン を 有 す る 。 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ は 、 そ
れ ぞ れ 具 体 的 に 変 異 体 Ｔ １ 及 び Ｔ ３ 、 Ｔ ２ 及 び Ｔ ４ 、 Ｔ ２ 、 並 び に Ｔ ３ 及 び Ｔ ４ を 検 出 す
る た め に 、 Ｔ １ Ｔ ３ 、 Ｔ ２ Ｔ ４ 、 Ｔ ２ 並 び に Ｔ ３ Ｔ ４ と し て 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー 及 び プ
ロ ー ブ の 配 列 は 上 記 実 施 例 １ ０ 及 び １ １ に 示 し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 プ ロ ー ブ の ５ ’ 塩 基 を 蛍 光 色 素 Ｆ Ａ Ｍ （ ６ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ） で 、 且 つ ３ ’
塩 基 を 消 光 色 素 Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ （ ６ － カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ） で 標 識 し た 。 １ ８
Ｓ リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ を 内 在 コ ン ト ロ ー ル と し て 利 用 し た 。 １ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 蛍
光 色 素 Ｖ Ｉ Ｃ （ 商 標 ） で 標 識 し た 。 事 前 に 開 発 さ れ た １ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー ／ プ ロ
ー ブ 混 合 物 を Applied Biosystems社 か ら 購 入 し た 。 １ ０ ｎ ｇ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 そ れ ぞ れ ０ ．
９ μ Ｍ 及 び ０ ． ２ ５ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 全 体 積 ２ ５ μ ｌ 中 に 含 む 反 応 混 合 物
に 施 用 し た 。 増 幅 条 件 は 、 ５ ０ ℃ で ２ 分 間 、 ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 、 並 び に ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 間
及 び ６ ０ ℃ で ６ ０ 秒 間 の ２ ス テ ッ プ の サ イ ク ル を 、 合 計 ４ ０ サ イ ク ル で あ っ た 。 少 な く と
も ３ つ の 非 鋳 型 対 照 反 応 混 合 物 を そ れ ぞ れ の 実 行 に 含 め た 。 す べ て の 実 験 は ２ つ 組 で 行 っ
た 。 １ ８ Ｓ 内 在 コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 計 算 す る た め に 相 対 的 定
量 方 法 を 用 い 、 ABI社 の 使 用 者 の 手 引 き に 従 っ て そ の Ｃ Ｔ 値 に 基 づ い て 行 っ た （ Ｐ ／ Ｎ ４
３ ０ ３ ８ ５ ９ ） 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 結 果
　 各 バ イ オ マ ー カ ー で 得 ら れ た 結 果 を 以 下 に 表 形 式 で 記 載 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 結 論
　 頸 部 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 系 は Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ７ の バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル
が 低 い こ と が 示 さ れ た 。 頸 部 Ｓ ｉ Ｈ ａ 、 乳 房 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 及 び Ｃ Ａ Ｍ Ａ の 細 胞 系 は す べ て 、
Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ７ バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 示 し た 。 頸 部 Ｃ ａ ｓ ｋ ｉ 及
び 乳 房 Ｓ Ｋ － Ｂ Ｒ ３ の 細 胞 系 は Ｍ Ｃ Ｍ ７ の 過 剰 発 現 を 示 し た が 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 及 び Ｍ Ｃ Ｍ ６ に
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関 し て は 発 現 が 低 か っ た 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 一 過 性 の Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ の Ｅ ６ ／ Ｅ ７ 遺 伝 子 形 質 移 入 に よ る ２ ９ ３ 細 胞 中 の 頸 部 バ イ オ マ ー
カ ー の 発 現 の 誘 発
　 TaqMan（ 登 録 商 標 ） リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 系 の 系 に
お け る 頸 部 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 と 高 リ ス ク Ｈ Ｐ Ｖ 癌 遺 伝 子 の 転 写 と の 関 連 を 調 査 し た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 実 験 の 設 計 及 び プ ロ ト コ ル
　 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 性 の 発 現 系 （ T－ Rex System、 Invitrogen, Inc社 製 ） を 本 実 験 に
適 応 さ せ た 。 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ の Ｅ ２ 、 Ｅ ６ 又 は Ｅ ７ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る T－ Rexベ ク タ ー を 構
築 し た 。 突 然 変 異 体 Ｅ ２ 、 Ｅ ６ 又 は Ｅ ７ 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を 陰 性 対 照 と し て 利 用 し た
。 そ の 後 、 T－ Rexの ２ ９ ３ 細 胞 に Ｈ Ｐ Ｖ プ ラ ス ミ ド を 形 質 移 入 し 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン に よ
っ て ４ 時 間 、 ２ ４ 時 間 及 び ７ ２ 時 間 、 Ｈ Ｐ Ｖ 遺 伝 子 の 発 現 を 活 性 化 さ せ た 。 RNeasy（ 登 録
商 標 ） Protect Miniキ ッ ト （ Qiagen社 製 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Valencia） に よ っ て 形 質 移 入
し た 細 胞 か ら 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 High-Capacity cDNA Archive Kit（ Applied Biosys
tems社 、 Ｐ ／ Ｎ ： ４ ３ ２ ２ １ ７ １ ） を 用 い て ラ ン ダ ム な 六 量 体 を 有 す る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
形 態 へ と 変 換 し た 。 TaqMan（ 登 録 商 標 ） Universal PCR Master Mix（ Applied Biosystems
, Inc.社 製 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Foster City） を 用 い て 、 ABI Prism社 製 （ 登 録 商 標 ） 7700
 Sequence Detection Systemで リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 ABI社 製 Primer Express（ 商 標 ） プ ロ グ ラ ム 、 ｖ １ ． ５ を 用 い て 、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６
、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 、 Ｔ Ｏ Ｐ ２ Ａ 、 サ イ ク リ ン Ｅ １ 、 ｐ ２ １ 、 ｐ １ ４ 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ の Ｅ ２ 、 Ｅ ６ 及
び Ｅ ７ を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー 並 び に プ ロ ー ブ を 設 計 し た 。 Ｍ Ｃ Ｍ ７ は ４ つ
の 転 写 変 異 体 を 含 み 、 転 写 変 異 体 １ （ Ｔ １ 、 参 照 配 列 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ９ １ ６ ） 及 び 転 写 変 異
体 ２ （ Ｔ ２ 、 参 照 配 列 Ｎ Ｍ ＿ １ ８ ２ ７ ７ ６ ） が NCBI Entrezヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス 中
で 同 定 さ れ た 。 NCBIの Model Makerの Ｅ Ｓ Ｔ ア セ ン ブ リ に よ っ て 解 析 す る と 、 変 異 体 Ｔ ３
及 び Ｔ ４ は ５ ’ 末 端 付 近 に 代 替 エ ク ソ ン を 有 す る 。 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ は 、 そ れ ぞ れ
具 体 的 に 変 異 体 Ｔ １ 及 び Ｔ ３ 、 Ｔ ２ 及 び Ｔ ４ 、 Ｔ ２ 、 並 び に Ｔ ３ 及 び Ｔ ４ を 検 出 す る た め
に 、 Ｔ １ Ｔ ３ 、 Ｔ ２ Ｔ ４ 、 Ｔ ２ 並 び に Ｔ ３ Ｔ ４ と し て 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ
の 配 列 は 実 施 例 １ ０ 及 び １ １ に 示 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 プ ロ ー ブ の ５ ’ 塩 基 を 蛍 光 色 素 Ｆ Ａ Ｍ （ ６ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ） で 、 且 つ ３ ’
塩 基 を 消 光 色 素 Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ （ ６ － カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ） で 標 識 し た 。 １ ８
Ｓ リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ を 内 在 コ ン ト ロ ー ル と し て 利 用 し た 。 １ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 蛍
光 色 素 Ｖ Ｉ Ｃ （ 商 標 ） で 標 識 し た 。 事 前 に 開 発 さ れ た １ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー ／ プ ロ
ー ブ 混 合 物 を Applied Biosystems社 か ら 購 入 し た 。 １ ０ ｎ ｇ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 そ れ ぞ れ ０ ．
９ μ Ｍ 及 び ０ ． ２ ５ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 全 体 積 ２ ５ μ ｌ 中 に 含 む 反 応 混 合 物
に 施 用 し た 。 増 幅 条 件 は 、 ５ ０ ℃ で ２ 分 間 、 ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 、 並 び に ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 間
及 び ６ ０ ℃ で ６ ０ 秒 間 の ２ ス テ ッ プ の サ イ ク ル を 、 合 計 ４ ０ サ イ ク ル で あ っ た 。 少 な く と
も ３ つ の 非 鋳 型 対 照 反 応 混 合 物 を そ れ ぞ れ の 実 行 に 含 め た 。 す べ て の 実 験 は ２ つ 組 で 行 っ
た 。 １ ８ Ｓ 内 在 コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 計 算 す る た め に 相 対 的 定
量 方 法 を 用 い 、 ABI社 の 使 用 者 の 手 引 き に 従 っ て そ の Ｃ Ｔ 値 に 基 づ い て 行 っ た （ Ｐ ／ Ｎ ４
３ ０ ３ ８ ５ ９ ） 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 結 果
　 T－ Rexの ２ ９ ３ 細 胞 中 で の Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ の Ｅ ２ 、 Ｅ ６ 及 び Ｅ ７ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 形 質 移 入
の 時 間 経 過 を 通 し て 増 加 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 T－ Rexの ２ ９ ３ 細 胞 中 で の Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ Ａ
、 Ｍ Ｃ Ｍ ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 及 び サ イ ク リ ン Ｅ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ の Ｅ ６
又 は Ｅ ７ 遺 伝 子 に よ っ て 、 形 質 移 入 後 ４ 時 間 か ら ７ ２ 時 間 ま で に 顕 著 に 誘 発 さ れ た 。 し か
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し 、 ｐ ２ １ 及 び ｐ １ ４ で は Ｈ Ｐ Ｖ 遺 伝 子 の 形 質 移 入 後 に 発 現 レ ベ ル の 上 昇 は 検 出 さ れ な か
っ た 。 Ｅ ６ 又 は Ｅ ７ の 発 現 は Ｅ ２ 遺 伝 子 の 同 時 形 質 移 入 に よ っ て 抑 制 さ れ な い と 考 え ら れ
る 。 こ れ は 、 Ｅ ６ 又 は Ｅ ７ の 発 現 が 天 然 の Ｈ Ｐ Ｖ プ ロ モ ー タ ー で は な く 外 部 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ
ー タ ー に 完 全 に よ っ て 駆 動 さ れ て い た か ら で あ る 。 後 者 は 本 モ デ ル シ ス テ ム 中 に 存 在 し な
い 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ７ 】
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【 ０ ２ ５ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ０ 】
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【 ０ ２ ６ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ス ラ イ ド 前 処 理 緩 衝 液 を 用 い て 免 疫 細 胞 化 学 的 方 法 及 び 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 に お い て 抗
原 の ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 増 加 さ せ る 方 法
　 標 本 の 選 択 及 び 試 薬 の 説 明
　 バ イ オ マ ー カ ー の 過 剰 発 現 を 検 出 す る た め に 、 同 一 患 者 由 来 の 細 胞 診 断 標 本 と 組 織 学 的
標 本 と の 対 を 免 疫 ア ッ セ イ に 供 し た 。 Ａ Ｓ Ｃ Ｕ Ｓ （ ３ ） 、 Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ （ ６ ） 、 及 び Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ
（ ５ ） と 分 類 さ れ た 患 者 由 来 の パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 組 織 試 料 及 び SurePath（ 登 録 商 標 ） 細
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胞 診 断 標 本 を 解 析 し た 。 用 い た 試 薬 は 、 抗 体 カ ク テ ル （ 細 胞 診 断 用 ） 、 改 変 抗 体 カ ク テ ル
（ 組 織 学 用 ） 、 検 出 試 薬 、 対 比 染 色 剤 、 及 び SureSlide（ 登 録 商 標 ） 調 製 緩 衝 液 １ ０ × （
前 処 理 緩 衝 液 ） で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 細 胞 診 断 用 ス ラ イ ド の 調 製 及 び 自 動 免 疫 細 胞 化 学
　 免 疫 細 胞 化 学 で は 、 ス ラ イ ド の 調 製 及 び 前 処 理 を 実 施 例 ５ で 指 示 し た よ う に 実 施 し た 。
そ の 後 、 各 細 胞 診 断 標 本 で 、 １ 点 を 除 い て は 実 施 例 ５ に 記 載 の よ う に 自 動 免 疫 細 胞 化 学 を
行 っ た 。 本 実 験 で は 、 一 次 抗 体 カ ク テ ル （ １ ： １ ０ ， ０ ０ ０ の Ｍ Ｃ Ｍ ２ ク ロ ー ン ２ ６ Ｈ ６
． １ ９ 、 １ ： ８ ０ ０ の Ｍ Ｃ Ｍ ２ ク ロ ー ン ２ ７ Ｃ ５ ． ６ 、 １ ： １ ０ ０ ０ の Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ IIＡ ク ロ
ー ン Ｓ Ｗ Ｔ ３ Ｄ １ ） の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を ３ ０ 分 間 に 短 縮 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 組 織 学 用 ス ラ イ ド の 調 製 及 び 自 動 免 疫 組 織 化 学
　 そ れ ぞ れ の 症 例 に つ い て 、 ４ ミ ク ロ ン の 切 片 を 切 り 出 し て 、 終 夜 又 は ７ ０ ℃ の 強 制 通 風
炉 中 で ２ ０ 分 間 乾 燥 さ せ た 。 キ シ レ ン で ５ 分 間 ず つ 、 ３ 回 交 換 し て 切 片 の 脱 パ ラ フ ィ ン 化
を 行 っ た 。 そ の 後 、 無 水 ア ル コ ー ル で ５ 分 間 ず つ 、 ス ラ イ ド 清 澄 に し た 。 ス ラ イ ド を 水 に
入 れ 、 十 分 に す す い だ 。 ス ラ イ ド を 予 熱 し た １ × SureSlide調 製 緩 衝 液 の 溶 液 に 移 し 、 ス
チ ー マ ー 中 で ２ ５ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ス ラ イ ド を ス チ ー マ ー か ら 取 り 出
し 、 室 温 で ２ ０ 分 間 冷 却 し た 。 緩 衝 液 が 完 全 に 交 換 さ れ る ま で ス ラ イ ド を ゆ っ く り と 水 で
す す い だ 。 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ の す す ぎ を ２ 回 交 換 し て ２ 分 間 ず つ 行 っ た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 ２ 点 を 除 い て は 免 疫 細 胞 化 学 に つ い て 実 施 例 ５ に 記 載 の よ う に 、 自 動 免 疫 組 織 化 学 を 実
施 し た 。 本 実 験 で は 、 一 次 抗 体 カ ク テ ル の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を ３ ０ 分 間 に 短 縮 し た 。 さ
ら に 、 一 次 抗 体 カ ク テ ル を 以 下 の 希 釈 率 に 改 変 し た （ １ ： ４ ， ０ ０ ０ の Ｍ Ｃ Ｍ ２ ク ロ ー ン
２ ６ Ｈ ６ ． １ ９ 、 １ ： ２ ０ ０ の Ｍ Ｃ Ｍ ２ ク ロ ー ン ２ ７ Ｃ ５ ． ６ 、 １ ： ４ ０ ０ の Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ II
Ａ ク ロ ー ン Ｓ Ｗ Ｔ ３ Ｄ １ ） 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 結 果
　 Ｒ Ｕ Ｏ 試 薬 を 用 い て 、 組 織 学 的 標 本 及 び 細 胞 診 断 標 本 の い ず れ に つ い て も 予 測 さ れ た 染
色 パ タ ー ン が 観 察 さ れ た 。 具 体 的 に は 、 SureSlide（ 登 録 商 標 ） 調 製 緩 衝 液 、 検 出 試 薬 及
び 対 比 染 色 試 薬 を 用 い て 、 組 織 学 的 標 本 並 び に 細 胞 診 断 標 本 の ど ち ら に お い て も 免 疫 染 色
を 行 う 能 力 の 実 証 が 成 功 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
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【 ０ ２ ７ ０ 】
　 上 記 の 説 明 及 び 実 施 例 に 鑑 み て 、 当 業 者 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 従 来 の 実 施 と 比 較 し
て 年 齢 に 無 関 係 に 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 優 れ た 検 出 が 可 能 と な る こ と を 理 解 さ れ よ う 。
本 発 明 の 方 法 は 、 以 下 に 記 述 す る よ う に 具 体 的 に 使 用 し 得 る ：
　 ・ 　 ３ ０ 歳 を 超 え る 女 性 で は 、 試 験 は Ｈ Ｐ Ｖ 陽 性 結 果 を 反 映 し て 、 又 は Ａ Ｓ Ｃ Ｕ Ｓ ＋ 細
胞 診 断 結 果 を 反 映 し て 行 い 得 る 。
　 ・ 　 ３ ０ 歳 未 満 の 女 性 で は 、 試 験 は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る た め の 細 胞 診 断 と
組 み 合 わ せ て 用 い 得 る 。
　 ・ 　 ３ ０ 歳 を 超 え る 女 性 で は 、 試 験 は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る た め の 細 胞 診 断
と 組 み 合 わ せ て 用 い 得 る 。
　 ・ 　 ３ ０ 歳 未 満 の 女 性 で は 、 試 験 は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る た め の 一 次 ス ク リ
ー ニ ン グ と し て 用 い 得 る 。
　 ・ 　 ３ ０ 歳 を 超 え る 女 性 で は 、 試 験 は 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る た め の 一 次 ス ク
リ ー ニ ン グ と し て 用 い 得 る 。
　 ・ 　 試 験 は ３ ０ 歳 未 満 の 女 性 に お い て Ｐ ａ ｐ ス メ ア の 代 わ り で あ り 得 る 。
　 ・ 　 最 終 的 に は 、 試 験 は 年 齢 に 無 関 係 に Ｐ ａ ｐ ス メ ア の 代 わ り で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 本 発 明 の 実 施 か ら 派 生 す る 他 の 潜 在 的 な 利 点 に は 以 下 が 含 ま れ る ：
　 ・ 　 Ｎ Ｉ Ｌ ／ Ｈ Ｐ Ｖ 陽 性 結 果 を 有 す る ３ ０ 歳 以 上 の 女 性 に お け る 組 織 学 的 な 高 悪 性 度 異
常 の 検 出 。
　 ・ 　 Ｄ Ｎ Ａ ＋ Ｐ ａ ｐ 試 験 に 陽 性 で あ る ３ ０ 歳 を 超 え る 女 性 に お い て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾
患 を 検 出 す る 優 れ た 特 異 性 。
　 ・ 　 年 齢 に 無 関 係 に 、 Ａ Ｓ Ｃ － Ｕ Ｓ 、 Ａ Ｓ Ｃ － Ｈ 、 及 び Ｌ Ｓ Ｉ Ｌ の 分 類 内 の 女 性 に お け
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る 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 優 れ た 検 出 性 。
　 ・ 　 Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ 分 類 内 に お い て 高 悪 性 度 頸 部 を 検 出 す る 優 れ た 特 異 性 。
　 ・ 　 ３ ０ 歳 未 満 の 女 性 に お い て 、 細 胞 診 断 系 の 診 断 と 併 せ て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 が 検
出 さ れ る こ と 。
　 ・ 　 年 齢 に 無 関 係 に 、 細 胞 診 断 系 の 診 断 と 併 せ て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 が 検 出 さ れ る こ
と 。
　 ・ 　 ３ ０ 歳 未 満 の 女 性 に お い て 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検
出 す る 特 異 性 が 向 上 す る こ と 。
　 ・ 　 年 齢 に 無 関 係 に 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 を 検 出 す る 特 異
性 が 向 上 す る こ と 。
　 ・ 　 子 宮 頸 部 疾 患 の 同 定 及 び Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 と 高 悪 性 度 頸 部 疾 患 と の 区 別 。
　 ・ 　 手 動 の 解 釈 又 は 自 動 顕 微 鏡 観 察 に よ る 支 援 解 釈 を 用 い て 許 容 さ れ る ア ッ セ イ 性 能 が
確 立 で き る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 言 及 し た す べ て の 出 版 物 及 び 特 許 出 願 は 、 本 発 明 が 関 す る 分 野 の 技 術 者 の
レ ベ ル を 示 す 。 す べ て の 出 版 物 及 び 特 許 出 願 は 、 個 々 の そ れ ぞ れ の 出 版 物 又 は 特 許 出 願 を
具 体 的 且 つ 個 別 に 参 考 と し て 組 み 込 ん だ 場 合 と 同 じ よ う に 、 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み
込 ま れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 前 述 の 発 明 は 、 理 解 の 明 確 化 の た め に 例 示 及 び 実 施 例 に よ っ て あ る 程 度 詳 述 し た が 、 添
付 の 実 施 形 態 の 範 囲 内 で 特 定 の 変 更 及 び 改 変 を 実 施 し 得 る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ４ 】
【 図 １ 】 頸 部 異 形 成 に お け る 増 殖 及 び 細 胞 周 期 の 調 節 解 除 を 示 す 模 式 的 概 要 図 で あ る 。 細
胞 周 期 の 変 化 及 び 増 殖 制 御 に よ り 、 頸 部 新 形 成 に 欠 陥 が 生 じ る 。 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 症 並 び に Ｅ ６
及 び Ｅ ７ 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 に よ り 、 細 胞 周 期 及 び 増 殖 制 御 に 一 連 の 変 化 が 生 じ
る 。 Ｈ Ｐ Ｖ の Ｅ ６ 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質 は Ｇ １ ／ Ｓ 及 び Ｇ ２ ／ Ｍ の 境 界 に お け る 細 胞 周 期 チ ェ
ッ ク ポ イ ン ト を 廃 止 さ せ 、 そ れ に 続 い て 体 細 胞 突 然 変 異 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ が 複 製 さ れ る 。 Ｅ
７ は 、 Ｓ 期 へ の 加 速 を 促 進 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 複 製 に 必 要 な Ｓ 期 遺 伝 子 の 発 現 が 延 長 さ れ る （ 異 常
な Ｓ 期 誘 発 ） 。 同 様 に 、 Ｅ ６ は 、 テ ロ メ ラ ー ゼ の 発 現 を 促 進 し て 、 増 殖 及 び 細 胞 の 不 死 化
の 間 に 染 色 体 テ ロ メ ア の 完 全 性 の 持 続 を 保 証 す る 。 最 後 に 、 Ｅ ７ は 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β シ グ ナ ル
伝 達 経 路 を 廃 止 さ せ 、 ま た 、 Ｇ １ 停 止 及 び 増 殖 制 御 の こ の 制 御 機 構 を 廃 止 さ せ る 。
【 図 ２ 】 頸 部 新 形 成 に お け る 異 常 な Ｓ 期 誘 発 を 示 す 模 式 図 で あ る 。 細 胞 周 期 の 制 御 及 び 増
殖 に 対 す る Ｈ Ｐ Ｖ タ ン パ ク 質 の 効 果 に は 、 と り わ け 、 ｐ ５ ３ 及 び Ｒ ｂ 腫 瘍 抑 制 経 路 の 不 活
性 化 、 Ｅ ２ Ｆ － １ 転 写 の 活 性 化 、 Ｓ 期 遺 伝 子 Ｍ Ｃ Ｍ － ２ 、 Ｍ Ｃ Ｍ － ６ 、 Ｍ Ｃ Ｍ － ７ 、 Ｔ Ｏ
Ｐ ２ Ａ 及 び サ イ ク リ ン Ｅ １ の 誘 導 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 Ｅ ２ は 、 Ｓ ｐ － １ 転 写 因 子 と 相 互
作 用 し て ｐ ２ １ － ｗ ａ ｆ － １ の 遺 伝 子 発 現 を 活 性 化 す る 。
【 図 ３ 】 細 胞 周 期 の 異 常 な Ｓ 期 に お け る 細 胞 増 殖 に 対 す る フ ィ ー ド バ ッ ク ル ー プ を 示 す 模
式 図 で あ る 。 Ｓ 期 に お け る サ イ ク リ ン Ｅ 及 び Ｃ Ｄ Ｋ ２ の 過 剰 発 現 の 結 果 、 Ｓ 期 遺 伝 子 の 誘
導 を 可 能 に す る 独 立 し た 機 構 が 生 じ る 。
【 図 ４ 】 異 常 な Ｓ 期 誘 発 に お け る ｃ － ｍ ｙ ｃ の 役 割 を 示 す 模 式 図 で あ る 。 ｃ － ｍ ｙ ｃ は 、
細 胞 増 殖 に お け る 重 要 な 転 写 活 性 化 因 子 で あ る 。 ｃ － ｍ ｙ ｃ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 は 染
色 体 上 に 位 置 す る 。 こ れ は 、 こ の 遺 伝 子 領 域 の 対 応 す る 増 幅 に 関 し て Ｈ Ｐ Ｖ １ ８ の 組 込 み
が 記 載 さ れ て い る の と 同 じ 部 位 で あ る 。 ｃ － ｍ ｙ ｃ 遺 伝 子 の 増 幅 は コ ー ド さ れ た タ ン パ ク
質 の 過 剰 発 現 を も た ら し 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ レ ベ ル の 増 加 は 非 依 存 的 に Ｓ 期 遺 伝 子 の 転 写 に 貢 献
し て 細 胞 増 殖 を さ ら に 促 進 す る で あ ろ う 。
【 図 ５ 】 Ｍ Ｃ Ｍ ７ 転 写 変 異 体 に 向 け ら れ た TaqMan（ 登 録 商 標 ） プ ラ イ マ ー を 示 す 模 式 図 で
あ る 。
【 図 ６ 】 軽 い 異 形 成 に 罹 患 し た 患 者 及 び 扁 平 細 胞 癌 に 罹 患 し た 患 者 の Ｉ Ｈ Ｃ ア ッ セ イ に お
け る 、 Ｃ ｌ ａ ｕ ｄ ｉ ｎ １ に 向 け ら れ た 抗 体 の 分 染 パ タ ー ン を 例 示 す る 図 で あ る 。
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【 図 ７ 】 Ｉ Ｈ Ｃ 及 び Ｉ Ｃ Ｃ 様 式 に お け る Ｃ ｌ ａ ｕ ｄ ｉ ｎ １ に 向 け ら れ た 抗 体 の 分 染 パ タ ー
ン を 例 示 す る 図 で あ る 。 正 常 細 胞 並 び に Ｃ Ｉ Ｎ III及 び Ｈ Ｓ Ｉ Ｌ の 指 標 と な る 細 胞 を 示 す
。
【 図 ８ 】 核 バ イ オ マ ー カ ー （ 即 ち Ｍ Ｃ Ｍ ２ ） を 用 い て 得 ら れ た 核 染 色 パ タ ー ン 及 び 細 胞 質
バ イ オ マ ー カ ー （ ｐ １ ６ ） を 用 い て 得 ら れ た 細 胞 質 染 色 パ タ ー ン を 例 示 す る 図 で あ る 。 結
果 は 、 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 の 患 者 試 料 の 免 疫 細 胞 化 学 （ Ｉ Ｃ Ｃ ） ア ッ セ イ か ら 得 た も の
で あ る 。
【 図 ９ 】 高 悪 性 度 子 宮 頸 部 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 由 来 の 頸 部 組 織 上 の Ｍ Ｃ Ｍ ６ に 向 け ら れ た
２ つ の 異 な る 抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 的 （ Ｉ Ｈ Ｃ 、 immunohistochemistry） ア ッ セ イ に
お け る 、 望 ま し い 抗 体 染 色 及 び 望 ま し く な い 抗 体 染 色 を 例 示 す る 図 で あ る 。 10
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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