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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）ヒト対象から入手した多数の頸部細胞を含む頸部の試料を、ハイブリダイゼーシ
ョン条件の下で頸部高度扁平上皮内病変（ＨＳＩＬ）を検出し得る遺伝子座３ｑ２６及び
８ｑ２４に特異的な染色体プローブを含む２個以上の染色体プローブのセットと接触させ
、及び
　（ｂ）前記染色体プローブの前記試料中の多数の細胞とのハイブリダイゼーションパタ
ーンを検出することを含むヒト対象における頸部ＨＳＩＬをスクリーニングする方法であ
って、前記ハイブリダイゼーションパターンが遺伝子座３ｑ２６及び８ｑ２４の増幅を示
し、この遺伝子座３ｑ２６及び８ｑ２４の増幅が前記頸部ＨＳＩＬの存在と関連している
ことを特徴とする前記方法。
【請求項２】
　前記試料が生検材料を含む請求項１の方法。
【請求項３】
　前記試料が頸部スメア又は頸部切屑試料を含む請求項１の方法。
【請求項４】
　前記染色体プローブが蛍光標識されている請求項１の方法。
【請求項５】
　前記２個以上の染色体プローブのセットが、更に遺伝子座Ｘｐ２２及びＣＥＰ１５に特
異的な染色体プローブを含む請求項１の方法。
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【請求項６】
　前記２個以上の染色体プローブのセットが、遺伝子座２０ｑ１３、Ｘｐ２２及びＣＥＰ
１５に特異的な染色体プローブを含む請求項１の方法。
【請求項７】
　前記２個以上の染色体プローブのセットが、遺伝子座３ｐ２１、３ｐ１４及びＣＥＰ３
に特異的な染色体プローブを含む請求項１の方法。
【請求項８】
　前記頸部試料からの細胞が、ＨＰＶによる感染に関して予備スクリーニングされる請求
項１の方法。
【請求項９】
　前記試料が、ＨＰＶ１６型、１８型、３１型、３３型、３５型、５２型及び５８型から
なる群から選択される高リスクＨＰＶ型の一つ以上による感染に関してスクリーニングさ
れる請求項８の方法。
【請求項１０】
　前記頸部試料からの細胞が、細胞周期タンパク質又は細胞増殖マーカーの存在に関して
予備スクリーニングされる請求項１の方法。
【請求項１１】
　前記細胞周期タンパク質がｐ１６又はサイクリンＥである請求項１０の方法。
【請求項１２】
　前記細胞増殖マーカーがタンパク質Ｋｉ６７又はタンパク質ＰＣＮＡである、請求項１
０の方法。
【請求項１３】
　（ａ）ヒト対象から入手した多数の頸部細胞を含む頸部の試料を、試料中の染色体とプ
ローブとのハイブリダイゼーションを可能にし、およびＨＰＶ感染細胞の検出を可能にす
る条件の下で、遺伝子座３ｑ２６及び８ｑ２４に特異的な染色体プローブを含む２個以上
の染色体プローブのセット及びＨＰＶプローブの混合物と接触させ、
　（ｂ）前記試料中のＨＰＶ感染細胞の存在を検出し、
　（ｃ）前記試料の多数の頸部細胞中に存在するＨＰＶ感染細胞における染色体プローブ
とのハイブリダイゼーションパターンを検出することを含むヒト対象における頸部ＨＳＩ
Ｌをスクリーニングする方法であって、前記ハイブリダイゼーションパターンが遺伝子座
３ｑ２６及び８ｑ２４の増幅を示し、この遺伝子座３ｑ２６及び８ｑ２４の増幅と頸部Ｈ
ＳＩＬの存在が関連していることを特徴とする前記方法。
【請求項１４】
　前記ＨＰＶプローブの混合物が、ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ－３０及びＨＰ
Ｖ－５８の各々の完全コーディング配列に相補的なプローブからなる請求項１３の方法。
【請求項１５】
　前記１個以上の染色体プローブのセットが、３ｑ２６のＴＥＲＣ遺伝子座、８ｑ２４の
ｃｍｙｃ遺伝子座及び第８染色体のセントロメアに対するプローブを含む請求項１４の方
法。
【請求項１６】
　ハイブリダイゼーション条件が、ＨＰＶ－３１、ＨＰＶ－３３、ＨＰＶ－３５、ＨＰＶ
－３９、ＨＰＶ－５２、ＨＰＶ－５６、ＨＰＶ－５８、ＨＰＶ－５９、ＨＰＶ－２６、Ｈ
ＰＶ－５３及びＨＰＶ－６６のうちのいずれかの存在を検出するのに十分なものである請
求項１３の方法。
【請求項１７】
　混合物中の前記各ＨＰＶプローブがビオチン標識を含む請求項１５の方法。
【請求項１８】
　前記ＨＰＶ感染の存在の検出、及び前記染色体プローブのハイブリダイゼーションパタ
ーンの決定が、デジタルイメージングを使用して実施される請求項１５の方法。
【請求項１９】
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　頸部ＨＳＩＬの存在を示すハイブリダイゼーションパターンの存在が、３個以上のＨＰ
Ｖ感染細胞において特定される請求項１５の方法。
【請求項２０】
　頸部ＨＳＩＬの存在を示すハイブリダイゼーションパターンの存在が、１個以上のＨＰ
Ｖ感染細胞において特定される請求項１９の方法。
【請求項２１】
　前記試料を２及び３個の染色体プローブと接触させる請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　頸部癌は、依然として、世界中の女性に影響を与えている最も一般的な癌の型のうちの
一つである。頸部癌腫への生物学的経路は、正常な上皮内細胞から始まり、軽度異形成、
次いで高度異形成へと進展した後、悪性が獲得される。細胞学者は、ｉｎ　ｓｉｔｕの癌
腫、及び最終的に悪性が生じる前の、正常上皮細胞から、意義不明異型扁平上皮細胞（Ａ
ＳＣＵＳ）、軽度扁平上皮内病変（ＬＳＩＬ）、次いで高度扁平上皮内病変（ＨＳＩＬ）
への進行として、悪性への経過を区分している。組織学者は、正常細胞から、様々な重度
の頸部上皮内癌（ＣＩＮ　Ｉ、ＩＩ及びＩＩＩ）、次いでｉｎ　ｓｉｔｕの癌腫、及び最
終的な悪性への進行を区分している。ＣＩＮ　Ｉは、ＬＳＩＬに匹敵する軽度異形成と考
えられる。ＣＩＮ　ＩＩ及びＩＩＩは、ＨＳＩＬに匹敵する高度異形成と考えられる。
【０００２】
　現在の医療の標準は、患者の細胞における異形成又は癌腫を示すものとしての異常を特
定するためのパパニコラウ（Ｐａｐａｎｉｃｏｌａｕ）（Ｐａｐ）スメアによる定期的な
細胞学的試験を含んでいる。組織学的調査により高度異形成が検出され確認された場合に
は、患者の頸部の移行帯が、ループ切除又は円錐生検により直ちに除去される。癌腫が検
出された場合には、より根治的な手技が必要となる。しかしながら、同時に、正常から悪
性への進行は厳密ではなく、軽度異形成の存在は、患者が高度異形成又は悪性へと進行す
るであろうことを必ずしも示さない。重要なこととして、高度異形成を検出するための細
胞学的方法（例えば、Ｐａｐスメア）の陰性的中率（ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｐｒｅｄｉｃｔ
ｉｖｅ　ｖａｌｕｅ）は、不充分である。従って、軽度異形成が高度として誤診され、そ
のために患者が不当な治療を受ける場合もあるし、高度異形成が軽度異形成として誤診さ
れ、そのために適切な治療が遅れる場合もある。従って、軽度異形成と高度異形成とを正
確に区別するであろう診断法が必要とされている。
【０００３】
　患者標本は、典型的には、評価のための数千個の細胞を含む。個々の細胞の評価に基づ
く診断を技術者が実施するには、評価のために必要とされる細胞の数が多いために、莫大
な時間と手間を要し得る。従って、細胞評価法を単純化する手段が必要とされている。
【０００４】
　遺伝学的異常（例えば、染色体領域の変化又は倍数性レベルの変化）が、正常細胞から
頸部悪性への進行に付随することを認めた者がいる。例えば、リード（Ｒｉｅｄ）らの米
国特許第５，９１９，６２４号を参照のこと。リード（Ｒｉｅｄ）らは、異形成頸部細胞
の後期の進行、例えば、非侵入性頸部癌腫から侵襲性頸部癌腫への進行を分類するために
、染色体異常が使用され得ることを認めた。さらに、頸部癌が、ある種のヒトパピローマ
ウイルス（ＨＰＶ）型、特にＨＰＶ１６型、１８型、３１型、３３型、３５型及び４２型
による感染に関連していることを証明した者もいる。例えば、Ｌａｚｏ，Ｂｒｉｔ．Ｊ．
Ｃａｎｃｅｒ，（１９９９）８０（１２），２００８－２０１８を参照のこと。さらに、
ｐ１６及びサイクリンＥのような多くの細胞周期タンパク質、並びにタンパク質Ｋｉ６７
及びＰＣＮＡのような細胞増殖マーカーも、新生物細胞において高度に活性であることが
既知である。従って、異常な量のこれらのマーカーを含有している細胞は、悪性へと進行
し得る細胞の良好な候補として提唱されている。
【０００５】



(4) JP 4909738 B2 2012.4.4

10

20

30

40

50

　ＰＣＴ出願ＷＯ００２４７６０は、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション及び明視野
顕微鏡検を使用してＰａｐスメア中のＨＰＶ　ＤＮＡを検出するための方法及び試薬を記
載している。そのプローブは、ＨＰＶ－１６、－１８、－３１、－３３、－３５、及び－
５１の全長ＤＮＡプローブからなる。この特許は、このプローブ混合物が、その他の高リ
スクＨＰＶ型を検出し、低リスクＨＰＶは検出しないと主張している。開示されたＨＰＶ
プローブ混合物の、低リスクＨＰＶ型とのハイブリダイゼーションを回避する能力は、プ
ローブ混合物に含まれる各ＨＰＶ　ＤＮＡプローブの量の調整により達成される。開示さ
れたＨＰＶプローブは、本明細書に記載されたものとは異なる。さらに、本発明のアッセ
イは、プローブ濃度を全ての型について一定に維持しつつ、ハイブリダイゼーション条件
のストリンジェンシーを低下させることにより、プローブのクロスハイブリダイゼーショ
ンを調整する。この出願は、また、ＨＰＶ感染細胞における染色体異常を検出するための
染色体プローブの使用と、ＨＰＶプローブを組み合わせていない。
【０００６】
　ホップマン（Ｈｏｐｍａｎ）ら（Ｊ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　２００４；２０２：
２３－３３）は、ＦＩＳＨにより、頸部生検切片におけるＨＰＶ状態及び染色体異常を分
析した。この研究においては、ＨＰＶ－１６及びＨＰＶ－１８のためのプローブ、並びに
第１染色体（１ｑ１２）、第１７染色体及びＸ染色体のためのゲノムプローブのみが使用
された。同じ細胞においてＨＰＶ及び染色体増加を同時に検出する本発明のアッセイとは
対照的に、ホップマンらのＨＰＶ陽性細胞及び染色体異常の検出は、平行組織切片におい
て実施された。
【０００７】
　現在まで、本出願人らは、染色体異常が、もう一つのマーカーの存在と共にもしくはそ
れなしに、高度異形成から軽度異形成を区別するために使用され得ることを証明した公開
物、又はそのような診断法をＨＰＶと頸部癌との既知の関連と組み合わせた公開物を全く
承知していない。
【発明の開示】
【０００８】
　（発明の概要）
　本発明は、軽度頸部上皮内癌を検出することなく、頸部生検材料及びＰａｐスメア標本
において高度頸部上皮内癌（ＣＩＮ　ＩＩ及びＣＩＮ　ＩＩＩ）並びに悪性癌腫を選択的
に検出するために、ある種の染色体異常が使用され得るという発見に基づく。本法は、高
レベルの、即ち、各々約９５％という感度及び特異度で、高度頸部上皮内癌（ＣＩＮ　Ｉ
Ｉ及びＣＩＮ　ＩＩＩ）並びに悪性癌腫を検出することができる。本発明は、標識された
核酸プローブを頸部試料にハイブリダイズさせるｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
技術の使用に基づく。好ましくは、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳ
Ｈ）が使用され、核酸プローブは蛍光標識されたＤＮＡプローブである。次いで、ハイブ
リダイゼーション結果が、高度頸部上皮内癌（ＣＩＮ　ＩＩ及びＣＩＮ　ＩＩＩ）並びに
悪性癌腫の臨床的診断と相関させられる。
【０００９】
　本発明の方法は、約６０以下のＣＩＮ　ＩとＣＩＮ　ＩＩとを識別するためのベクトル
値を示す１個以上のプローブのセットを利用する。ここで、ベクトル値とは、ベクトル＝
［（１００－特異度）２＋（１００－感度）２］１／２により計算される。本法において
使用するための好ましいプローブは、遺伝子座３ｑ２６、８ｑ２４、２０ｑ１３、Ｘｐ２
２及び３ｐ２１に対するプローブ、並びに第３及び第１５染色体を計数するプローブであ
る。２個、３個又はそれ以上のプローブを含む複数のプローブのセットが、本発明の方法
において使用され得る。好ましいマルチプローブセットは、遺伝子座８ｑ２４及び３ｑ２
６に対するプローブ；３ｑ２６、８ｑ２４、Ｘｐ２２及び第１５染色体に対するプローブ
；８ｑ２４、２０ｑ１３、Ｘｐ２２及び第１５染色体に対するプローブ；並びに遺伝子座
３ｐ２１、３ｐ１４、３ｑ２６及び第３染色体に対するプローブを含む。本発明において
有用なプローブは、例えば、本発明の方法の実施において有用な他の試薬と共に包装され
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たキットに組み込まれ得る。そのようなキットは、本発明により有用な１個以上のプロー
ブを含み得る。
【００１０】
　プローブは、（ａ）第一の複数の染色体プローブを準備する工程（複数とは、１個以上
のプローブを意味する）；（ｂ）第一の複数のプローブの各々の、頸部標本において高度
異形成（ＣＩＮ　ＩＩ、ＣＩＮ　ＩＩＩ及び癌腫）を軽度異形成（ＣＩＮ　Ｉ）から区別
する能力を決定する工程；並びに（ｃ）約６０未満のベクトル値で軽度標本と比較して高
度異形成標本を特定する第二の複数のプローブを与えるため、高度異形成を軽度異形成か
ら区別する１個又は複数個のプローブを、第一の複数のプローブの中から選択する工程、
を使用して選択され得る。好ましいプローブは、さらに、（ｄ）第二の複数のプローブか
ら選択されたプローブの組み合わせの、高度標本を軽度標本から区別する能力を決定する
こと；及び（ｅ）約４０未満のベクトル値で軽度標本と比較して高度標本を特定するプロ
ーブの組み合わせを選択すること、により選択され得る。より好ましい実施態様は、より
低いベクトル値（例えば、約３０未満のベクトル値）に基づき選択され得る。
【００１１】
　本発明により使用される生物学的試料は、頸部生検標本又はＰａｐスメアもしくはサイ
ティック社（Ｃｙｔｙｃ　Ｃｏｒｐ．，Ｂｏｘｂｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ）の方法により調製
されたＴｈｉｎＰｒｅｐ（登録商標）試料のような頸部スメアを含有し得る。本発明によ
り使用されるプローブは、特異的に設計された染色体標的にハイブリダイズするよう設計
／選択された、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）プローブ又はタンパク質核酸（ＰＮＡ）プロ
ーブのような検出可能に標識された核酸に基づくプローブを含む。蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハ
イブリダイゼーションにおいて使用されるような蛍光標識が好ましいが、ハイブリダイゼ
ーション技術において一般に使用されるその他の検出可能標識、例えば、酵素標識、色素
生産標識及び同位体標識も、使用され得る。
【００１２】
　本発明のもう一つの局面において、例えば、ＨＰＶ、例えば、高リスクＨＰＶによる感
染、又は異常な量のｐ１６及びサイクリンＥのような細胞周期タンパク質もしくはＫｉ６
７及びＰＣＮＡのような細胞増殖マーカーの存在のような適切な関連マーカーの存在に関
して、まず、頸部細胞がスクリーニングされる、予備的な細胞スクリーニング技術の採用
により、遺伝学的異常の検出が容易になる。そのようなスクリーニングは、より精密な調
査のためのより疑わしい細胞を特定するために使用され得、標本評価に必要な時間を５～
１０倍も短縮することができる。疑わしい細胞が特定された後、これらの疑わしい細胞は
、次いで、染色体異常の存在に関して調査される。ＨＰＶ感染のような可能性のある悪性
のマーカーをも示す細胞における本発明のプローブの使用により特定された染色体異常の
存在は、より高度のＣＩＮ又は悪性を特定する。そのような一次スクリーニング技術は、
標本評価をより簡潔かつ迅速にし得る自動化が可能である。
【００１３】
　好ましいアッセイは、より高度の疾患を特定するため、頸部細胞学的標本上の個々の細
胞における、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによるＨＰＶ感染及び染色体増
加の同時検出を含む。この好ましいアッセイは、（ａ）対象から生物学的試料を入手する
こと；（ｂ）存在する場合に試料中の染色体へのプローブのハイブリダイゼーションを可
能にするのに十分であり、かつ存在する場合に試料中に存在するＨＰＶ感染細胞の検出を
可能にするのに十分である条件の下で、１個以上の染色体プローブのセット及びＨＰＶプ
ローブの混合物と、試料を接触させること；（ｃ）試料中のＨＰＶ感染細胞の存在を検出
すること；並びに（ｄ）対象が高度異形成を有するか否かを決定するため、試料中のＨＰ
Ｖ感染細胞における染色体プローブのハイブリダイゼーションパターンを決定すること、
を含む、対象における高度異形成をスクリーニングする方法を含む。ＨＰＶの検出は、好
ましくは、低ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件下で、６個のＨＰＶ全長ゲ
ノムプローブ（ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ－３０、ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－５
１及びＨＰＶ－５８）の混合物を用いて実施される。低ストリンジェンシー条件下でのこ
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の混合物の使用は、以下のＨＰＶ型：ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ－３１、ＨＰ
Ｖ－３３、ＨＰＶ－３５、ＨＰＶ－３９、ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－５１、ＨＰＶ－５２、
ＨＰＶ－５６、ＨＰＶ－５８、ＨＰＶ－５９、ＨＰＶ－２６、ＨＰＶ－５３及びＨＰＶ－
６６を検出する。好ましくは、混合物中の６個のＨＰＶプローブは、蛍光標識チラミドシ
グナル増幅系を使用してプローブが検出されるよう標識される。染色体増加の検出は、好
ましくは、他のもの及びＨＰＶカクテル検出色と異なる蛍光色で各々標識された、染色体
遺伝子座８ｑ２４及び３ｑ２６並びに第８染色体のセントロメアに対する３個の直接標識
されたプローブを用いて実施される。高リスクＨＰＶに感染した細胞における染色体異常
の存在を暗示するハイブリダイゼーションパターンの決定は、高度異形成と相関する。
【００１４】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、頸部細胞における高度異形成及び癌腫の検出のための（ｉ）プローブを使用
する方法及び（ｉｉ）プローブセットを含む。その方法及びプローブセットは、頸部生検
材料及びスメアのような生物学的試料における高度異形成の早期検出を可能にする。
【００１５】
　染色体プローブ
　本発明により利用されるｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション法において使用するた
めの適切なプローブは、二つの群：染色体計数プローブ、即ち、染色体領域、一般的には
リピート配列領域へハイブリダイズし、染色体全体の存在又は欠如を示すプローブ、及び
遺伝子座特異的プローブ、即ち、染色体上の特異的遺伝子座にハイブリダイズし、特異的
遺伝子座の存在又は欠如を検出するプローブ、に大別される。染色体腕プローブ、即ち、
ある染色体領域へハイブリダイズし、特定の染色体の腕の存在又は欠如を示すプローブも
、有用であり得る。染色体プローブ及びそれらの組み合わせは、本発明の方法において使
用された場合の感度及び／又は特異度のため選択される。プローブセットは、任意の数の
プローブ、例えば１個、２個、３個、４個又はそれ以上のプローブを含み得る。本発明に
より有用なプローブの数は、個々の基準でプローブを検出する使用者の能力によってのみ
制限される。
【００１６】
　当技術分野において周知であるように、染色体計数プローブは、セントロメアの近くも
しくはセントロメアから離れた位置にある反復配列にハイブリダイズしてもよいし、又は
染色体上の任意の位置にある非反復配列にハイブリダイズしてもよい。例えば、染色体計
数プローブは、染色体のセントロメアに関連した反復ＤＮＡとハイブリダイズし得る。霊
長類染色体のセントロメアは、アルファ－サテライトＤＮＡと呼ばれる、約１７１塩基対
長のモノマーリピートから構成されたＤＮＡの長いタンデムリピートの複雑なファミリー
を含有している。染色体計数プローブの非制限的な例は、第１、第６、第７、第８、第９
、第１０、第１１、第１２、第１５、第１６、第１７、第１８及びＸ染色体に対するプロ
ーブを含む。いくつかの特定の染色体計数プローブの例は、実施例１に記載される。
【００１７】
　遺伝子座特異的プローブは、染色体上の特異的な非反復遺伝子座にハイブリダイズする
。遺伝子座特異的プローブの非制限的な例は、以下の遺伝子座：３ｑ２６、８ｑ２４、２
０ｑ１３、Ｘｐ２２及び３ｐ２１に対するプローブを含む。これらの遺伝子座のうちのい
くつかは、いくつかの型の頸部癌において改変される遺伝子、例えば、癌遺伝子及び癌抑
制遺伝子を含む。従って、これらの遺伝子、遺伝子のエキソン、イントロン又は制御性染
色体配列のいずれかを標的とするプローブが、本明細書に記載された検出法において使用
され得る。標的遺伝子の例は、ＴＥＲＣ（３ｑ２６）；ＭＹＣ（８ｑ２４）；ＳＴＫ６（
２０ｑ１３．２－１３．３）及びＭＬＨ（３ｐ２１－ｐ２３）を含む。付加的な例は、実
施例１において特定される。
【００１８】
　セントロメアＤＮＡ及び特異的染色体遺伝子座とハイブリダイズするプローブは、バイ
シス社（Ｖｙｓｉｓ，Ｉｎｃ．）（Ｄｏｗｎｅｒｓ　Ｇｒｏｖｅ，ＩＬ）及びモレキュラ
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ープローブ社（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．）（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）
より商業的に入手可能である。又は、プローブは、非商業的に、周知の技術を使用して作
成され得る。ＤＮＡプローブの構築において使用するためのＤＮＡの起源は、ゲノムＤＮ
Ａ、細菌人工染色体（ＢＡＣ）のようなクローニングされたＤＮＡ配列、宿主の正常な染
色体相補鎖と共にヒト染色体のうちの一つ又は一部を含有している体細胞ハイブリッド、
及びフローサイトメトリー又は顕微解剖により精製された染色体を含む。目的の領域は、
クローニングにより、又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を介した部位特異的増幅によ
り単離され得る。例えば、Ｎａｔｈら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｃ　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ，１
９９８，７３（１）：６－２２；Ｗｈｅｅｌｅｓｓら、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，１９９４，
１７：３１９－３２７；及び米国特許第５，４９１，２２４号を参照のこと。合成された
オリゴマーＤＮＡ又はＰＮＡプローブも使用され得る。
【００１９】
　本発明において使用されるプローブにより検出される染色体領域のサイズは、例えば、
前述のアルファサテライト１７１塩基対プローブ配列から、１５０，０００塩基の大きな
セグメントまでの範囲であり得る。直接標識される遺伝子座特異的プローブに関しては、
プローブの非特異的結合を回避するため、参照して本明細書に組み込まれる米国特許第５
，７５６，６９６号に開示されたように、少なくとも１００，０００塩基の複雑さのプロ
ーブを使用すること、及び未標識ブロッキング核酸を使用することが好ましい。未標識の
合成されたオリゴマー核酸又はタンパク質核酸をブロッキング核酸として使用することも
可能である。特定の遺伝子座を標的とするためには、プローブが遺伝子のゲノムコーディ
ング遺伝子座全体に及ぶことが好ましい。
【００２０】
　染色体プローブは、染色体にハイブリダイズした際のプローブの検出を容易にする任意
の検出基を含有し得る。有効な検出基は、下記のような直接標識及び間接標識の両方を含
む。
【００２１】
　染色体プローブは、検出可能標識により直接標識され得る。検出可能標識の例は、フル
オロフォア、即ち、光を吸収した後に蛍光を発する有機分子、並びに放射性同位体、例え
ば、３２Ｐ及び３Ｈを含む。フルオロフォアは、ニックトランスレーション、ランダムプ
ライミング及びＰＣＲ標識のような標準的な技術による、標識されたヌクレオチドのプロ
ーブへの組み込みによる、ヌクレオチドとの共有結合性接着の後、直接標識され得る。又
は、プローブ内のデオキシシチジンヌクレオチドが、リンカーによりアミノ基転移され得
る。次いで、フルオロフォアが、アミノ基転移されたデオキシシチジンヌクレオチドに共
有結合的に接着させられ得る。例えば、参照して本明細書に組み込まれるビットナー（Ｂ
ｉｔｔｎｅｒ）らの米国特許第５，４９１，２２４号を参照のこと。有用なプローブ標識
技術は、参照として本明細書に組み込まれるＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ：Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｙ．－Ｓ．Ｆａｎ編、
チャプター２、「Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｔａｒｇｅｔｓ」、
Ｌ．Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、２１－４０頁、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、（著作権）２００
２年（以後、「Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　２００２」として引用される）に記載されている。
【００２２】
　本明細書に記載された方法において使用され得るフルオロフォアの例は、７－アミノ－
４－メチルクマリン－３－酢酸（ＡＭＣＡ）、テキサスレッド（商標）（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）；５－（及び－６）－カルボキシ
－Ｘ－ローダミン、リサミン（ｌｉｓｓａｍｉｎｅ）ローダミンＢ、５－（及び－６）―
カルボキシフルオレセイン；フルオレセイン－５－イソチオシアネート（ＦＩＴＣ）；７
－ジエチルアミノクマリン－３－カルボン酸、テトラメチル－ローダミン－５－（及び－
６）－イソチオシアネート；５－（及び－６）－カルボキシテトラメチルローダミン；７
－ヒドロキシ－クマリン－３－カルボン酸；６－［フルオレセイン５－（及び－６）－カ
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ルボキサミド］ヘキサン酸；Ｎ－（４，４－ジフルオロ－５，７－ジメチル－４－ボラ－
３ａ，４ａジアザ－３－インダセンプロピオン酸；エオシン－５－イソチオシアネート；
エリスロシン－５－イソチオシアネート；５－（及び－６）－カルボキシローダミン６Ｇ
；並びにカスケード（Ｃａｓｃａｄｅ）（商標）ブルーアセチルアジド（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）である。
【００２３】
　複数のプローブが使用される場合には、セット中の各染色体プローブが別個に可視化さ
れ得るよう、異なる色のフルオロフォアが選択され得る。好ましくは、本発明のプローブ
パネルは、各々別々のフルオロフォアで標識された４個の別々のプローブを含む。本出願
人らは、これが、臨床的感度（感度は添加されたプローブにより増加し得る）と、イメー
ジング／検出の複雑さ（複雑さは添加されたプローブにより増加し得る）との間の最良の
バランスを提供すると信じるため、４個のプローブの使用が好ましい。また、同じ試料に
対して複数のパネルを連続的に使用することも本発明の範囲内であり：この実施態様にお
いては、第一のパネルがハイブリダイズさせられた後、結果がデジタル的にイメージング
され、試料が脱染され、次いで、第二のパネルとハイブリダイズさせられる。
【００２４】
　プローブは、蛍光顕微鏡及び各フルオロフォアのための適切なフィルターを用いて、又
は複数のフルオロフォアを観察するための二重もしくは三重のバンドパス（ｂａｎｄ－ｐ
ａｓｓ）フィルターセットを使用することにより観察され得る。例えば、参照して本明細
書に組み込まれるビットナー（Ｂｉｔｔｎｅｒ）らの米国特許第５，７７６，６８８号を
参照のこと。メタシステムズ（ＭｅｔａＳｙｓｔｅｍｓ）又はアプライドイメージング（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｉｍａｇｉｎｇ）より入手可能なもののような自動デジタルイメージン
グシステムを含む、任意の適切な微視的イメージング法が、ハイブリダイズしたプローブ
を可視化するために使用され得る。又は、フローサイトメトリーのような技術が、染色体
プローブのハイブリダイゼーションパターンを調査するために使用され得る。
【００２５】
　プローブは、当技術分野において周知の手段により、例えば、ビオチン又はジゴキシゲ
ニンにより、間接的に標識されてもよい。しかしながら、その場合には、二次検出分子又
はさらなる加工が、標識されたプローブを可視化するために必要となる。例えば、ビオチ
ンで標識されたプローブは、検出可能マーカー、例えば、フルオロフォアとコンジュゲー
トしたアビジンにより検出され得る。さらに、アビジンは、アルカリホスファターゼ又は
西洋ワサビペルオキシダーゼのような酵素マーカーとコンジュゲートさせられ得る。その
ような酵素マーカーは、その酵素のための基質を使用して標準的な比色反応において検出
され得る。アルカリホスファターゼのための基質は、５－ブロモ－４－クロロ－３－イン
ドリルリン酸及びニトロブルーテトラゾリウムを含む。ジアミノベンゾエートは、西洋ワ
サビペルオキシダーゼのための基質として使用され得る。ハイブリダイズしたビオチン又
はその他の間接標識プローブの蛍光検出は、商業的に入手可能なチラミド増幅系の使用に
より達成され得る。
【００２６】
　ＨＰＶの検出は、ＨＰＶ１６型及び１８型に対する完全ゲノムプローブの混合物のよう
な、ＨＰＶ型のゲノム配列全体又は部分ゲノム配列を含む１個以上のプローブを使用して
実施され得る。使用されるＨＰＶプローブ混合物は、ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰ
Ｖ－３１、ＨＰＶ－３３、ＨＰＶ－３５、ＨＰＶ－３９、ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－５１、
ＨＰＶ－５２、ＨＰＶ－５６、ＨＰＶ－５８、ＨＰＶ－５９、ＨＰＶ－２６、ＨＰＶ－５
３及びＨＰＶ－６６を含む主要な高リスク型の存在を特定するのに十分なものであるべき
である。好ましい混合物は、低ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件下で使用
される６個の全長ＨＰＶゲノムプローブ（ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ－３０、
ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－５１及びＨＰＶ－５８）を含む。これらの６個のプローブは、他
の高リスクＨＰＶ型との配列相同性分析に基づき選択された。配列相同性、及びこれらの
６つのＨＰＶ型との５０％以上の相同性を有するＨＰＶ型はクロスハイブリダイゼーショ
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ンを示すであろうという仮定に基づき、低ストリンジェンシー条件下でのこの好ましい混
合物の使用は、以下のＨＰＶ型：ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ－３１、ＨＰＶ－
３３、ＨＰＶ－３５、ＨＰＶ－３９、ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－５１、ＨＰＶ－５２、ＨＰ
Ｖ－５６、ＨＰＶ－５８、ＨＰＶ－５９、ＨＰＶ－２６、ＨＰＶ－５３及びＨＰＶ－６６
を検出する。この好ましい混合物において、６個のＨＰＶプローブの各々の濃度は、好ま
しくは、個々のプローブの量（重量）の差が５パーセント未満であるような、ほぼ等しい
量に維持される。好ましくは、混合物中の６個のＨＰＶプローブは、蛍光標識チラミドシ
グナル増幅系を使用してプローブが検出されるよう標識される。
【００２７】
　本発明の方法により有用なプローブ及びプローブセットは、本発明の方法の実施におい
て使用されるキットへと、他の試薬と共に包装され得る。有用なキットは、遺伝子座３ｑ
２６、８ｑ２４、２０ｑ１３、Ｘｐ２２及び３ｐ２１に対するプローブの群からの１個以
上のプローブ、並びに第３及び第１５染色体を計数するプローブを含み得る。本発明の好
ましいキットは、４個のプローブ：（ｉ）ビオチン標識された（ＨＰＶ１６型、１８型、
３０型、４５型、５１型及び５８型のための）６個のＨＰＶプローブの混合物；（ｉｉ）
３ｑ２６のＴＥＲＣ遺伝子座に対する染色体プローブ；（ｉｉｉ）８ｑ２４のｃｍｙｃ遺
伝子座に対する染色体プローブ；並びに（ｉｖ）第８染色体のセントロメアに対する染色
体プローブを含む。
【００２８】
　高度異形成の存在の決定
　細胞の予備選択
　細胞試料は、多様な方法により、多様な基準を使用して、予備的に評価され得る。本明
細書に記載されたプローブ及び方法は、特定のスクリーニング方法論による使用法に制限
されない。一例は、例えば、ＤＡＰＩフィルターで観察されるような細胞学的異常に関し
て観察者が数百～数千個の細胞を走査する「走査法」である。査定される細胞の数は、患
者によって異なる標本の細胞性に依る。常にではないが一般的に異形成細胞及び新生物細
胞に関連している細胞学的異常は、核の拡大、核の不規則性及び異常なＤＡＰＩ染色（斑
点状で色がより希薄である場合が多い）を含む。走査工程において、観察者は、好ましく
は、（ＦＩＳＨにより証明されるような）染色体異常に関する細胞の評価を、細胞学的異
常をも示す細胞へと集中させる。さらに、染色体異常は細胞学的異常の非存在下でも起こ
るため、明白な細胞学的異常を有していない細胞の一部が評価され得る。この走査法は、
参照して本明細書に組み込まれるハリング（Ｈａｌｌｉｎｇ）らの米国特許第６，１７４
，６８１号にさらに詳細に記載されている。
【００２９】
　より好ましくは、観察者は、癌に関連したマーカーに関して細胞を走査することができ
る。例えば、細胞は、ＨＰＶ又は高リスクＨＰＶ（例えば、ＨＰＶ１６型、１８型、３１
型、３３型、３５型又は４５型のうちの一つ以上）の存在のような関連マーカーの存在に
関して走査され得る。さらに、異常な量の細胞周期タンパク質ｐ１６及びサイクリンＥ又
は増殖マーカーＫｉ６７及びＰＣＮＡを有する細胞は、より疑わしく、より精密な調査の
ための良好な候補である。細胞は、周知の方法を使用して、これらのマーカーの存在に関
して走査され得る。細胞走査は、一般に、自動化が可能である。自動化された走査は、ア
ッセイをより迅速に実施することを可能にし、手動走査における手間の多くを排除するこ
とにより、増加した効率を可能にする。
【００３０】
　試料の調製
　高度異形成及び癌腫の存在又は欠如は、細胞における染色体異常を特定することにより
決定され得る。これは、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションにより達成され得る。一
般に、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションは、生物学的試料を固定する工程、固定さ
れた試料に含有されている標的ＤＮＡに染色体プローブをハイブリダイズさせる工程、非
特異的に結合したプローブを除去するために洗浄する工程、及びハイブリダイズしたプロ
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ーブを検出する工程を含む。液状懸濁物中の標本細胞を用いてｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダ
イゼーションを実施した後、フローサイトメトリーによる検出を実施することもできる。
【００３１】
　異常細胞は、細胞内の染色体の異常な数及び／又は細胞の染色体内の構造的改変により
特徴決定される。構造的改変は、実施例１に示されるような遺伝子座又はセントロメア領
域のような特定の染色体領域の増加又は欠損（例えば、ヘミ接合性又はホモ接合性の欠損
）を含み得る。陽性判定の指標は、相応じて開発され得る。例えば、１個以上の染色体の
増加、即ち３コピー以上の所定の染色体を有する細胞が、本明細書に記載された方法にお
いて陽性判定と見なされ得る。一染色体性又は零染色体性を示す細胞も、ある種の状況の
下で、陽性判定と見なされ得る。
【００３２】
　生物学的試料は、細胞又は細胞材料、例えば、子宮の子宮頸部に由来する細胞又は材料
を含有している試料である。頸部標本の例は、頸部生検材料、スメア、切屑等を含む。典
型的には、細胞は、当技術分野において周知の技術を使用して、生物学的試料から採集さ
れ、調製される。評価のための頸部細胞を収集するには、多数の方法が利用可能である。
例えば、子宮膣部（ｅｃｔｏｃｅｒｖｉｘ）及び子宮頸内膜／移行帯からの細胞は、頸管
内ブラシ（もしくは「ブルーム（ｂｒｏｏｍｓ）」）又は木製及びプラスチック製のスパ
ーテルのような周知の装置を使用して収集される。従来のスメアは、細胞をガラススライ
ドへ均等に薄く広げることにより調製されている。次いで、スライドは、製造業者の指示
に従い、９５％エタノールへの浸漬又は商業的な固定液を用いた噴霧により、迅速に固定
される。
【００３３】
　ＴｈｉｎＰｒｅｐ（登録商標）収集法（Ｃｙｔｙｃ　Ｃｏｒｐ．，Ｂｏｘｂｏｒｏｕｇ
ｈ，ＭＡ）の場合、細胞は、頸部から固定液ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ（登録商標）へと移さ
れる。これによって、さらなる加工の準備が整うまで細胞を保存することが可能となる。
次いで、細胞は穏和に分散させられ、ランダム化され、最適の数の細胞がフィルターへ沈
着するまで、真空によりフィルターを介して試料を吸引することにより、ＴｒａｎｓＣｙ
ｔ（登録商標）膜フィルターへと収集される。細胞は、所望により、さらに加工され得る
。もう一つの方法において、ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ（登録商標）又はその他の固定溶液へ
と収集された細胞は、遠心分離し、上清を除去し、カルノア（Ｃａｒｎｏｙｓ）溶液（３
：１　メタノール：酢酸）に再懸濁させ、所望により（例えば、３回）繰り返すことによ
り、さらに洗浄され得る。次いで、細胞は、細胞懸濁物のうちの少量をスライドへ直接滴
下することにより、ガラススライドに移される。スライドは、典型的には、一晩乾燥させ
られる。
【００３４】
　染色体異常の検出
　細胞内の染色体又は染色体領域の増加又は欠損は、細胞における染色体プローブ又は染
色体プローブのセットのハイブリダイゼーションパターン（例えば、各プローブのシグナ
ルの数）を調査し、シグナルの数を記録することにより判定される。テスト試料は、臨床
診断にとって十分な任意の数の細胞を含むことができ、典型的には、少なくとも約１００
個の細胞を含有している。典型的なアッセイにおいて、ハイブリダイゼーションパターン
は、約２５～５，０００個の細胞において判定される。テスト試料は、典型的には、複数
の染色体異常を含有していることが見出された場合、例えば、細胞が本明細書に記載され
たような１個以上の染色体、遺伝子座又は染色体腕の増加又は欠損を提示した場合に、「
陽性判定」と見なされる。「陽性判定」の基準は、１個、２個、３個、４個又はそれ以上
のプローブによる陽性判定を含み得る。１個のプローブによる陽性判定が典型的なテスト
基準であり；２個のプローブによる陽性判定がより好ましく、４個が最も好ましい。さら
に、複数のプローブが使用される場合、陽性判定は、プローブのサブセットによる異常な
ハイブリダイゼーションパターン、例えば、プローブのサブセット、例えば、４個のプロ
ーブのフルセットのうちの２個又は３個のプローブの増加又は欠損の組み合わせの検出を
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含み得る。ハイブリダイゼーションパターンは、プローブのサブセットに関して順に判定
され得る。例えば、最初のプローブのサブセット（例えば、３ｑ２６及び８ｑ２４遺伝子
座に対するプローブ）のパターンを判定し、そのプローブのサブセットから陽性の結果が
示された場合、そのテストを全体陽性として解釈することができる。しかしながら、最初
の結果が陽性でなかった場合には、付加的なプローブのサブセット（例えば、Ｘｐ２２遺
伝子座及び第１５染色体に対するプローブ）のパターンが、テストを完了するために評価
され得る。全てのプローブについての組み合わせられた結果が、陽性判定の結果を示した
場合、そのテストは全体陽性として解釈され得る。
【００３５】
　特定の試料を陽性として分類するために使用される、染色体異常を有するものと特定さ
れた細胞の数は、一般に、試料中の細胞の数によって変動する。１個という少ない細胞が
、ある試料を陽性として分類するのに十分であるかもしれない。少なくとも３０個の細胞
を陽性として特定することが好ましく、少なくとも１０個の細胞を特定することがより好
ましく、少なくとも５個の細胞を陽性として特定することが最も好ましい。陽性分類のた
め使用される細胞の数は、カットオフ値としても既知であり、それはさらに後述される。
【００３６】
　高度異形成及び頸部癌腫に関する患者のスクリーニング及びモニタリング
　本明細書に記載された方法は、頸部癌腫の前駆状態としての高度異形成に関して女性を
スクリーニングするために使用され得る。例えば頸部癌のリスクを有する女性、例えば、
異常なＰＡＰスメアを有する女性、ＨＰＶ、例えば、高リスクＨＰＶに感染している女性
、又は異常な量のｐ１６及びサイクリンＥのような細胞周期タンパク質もしくはＫｉ６７
及びＰＣＮＡのような細胞増殖タンパク質を示す女性は、高度異形成の進行の早期検出を
目標として定期的にスクリーニングされ得る。例えば完全ゲノムＨＰＶプローブのような
一般的なプローブ及び試料中のＨＰＶ感染を検出するための方法が、例えば、使用され得
る。高リスクＨＰＶ１６型、１８型、３１型、３３型、３５型、４５型、５１型、５２型
及び５８型のうちの一つ以上のような特定のＨＰＶ型による感染を検出するため、型特異
的プローブも開発され得る。又は、試料中のｐ１６タンパク質及びＫｉ６７タンパク質の
ような特定のタンパク質の存在を検出するための抗体が既知であり、適合させられ得る。
この実施態様においては、まず、試料が、特定の細胞を特定するためにＨＰＶプローブ又
は抗体プローブを用いてアッセイされる。次いで、標識された細胞が、本発明のプローブ
パネルを使用して染色体状態に関して査定される。ＨＰＶ又は抗体のステップは、染色体
プローブパネルと同時に又は連続的に実施され得る。
【００３７】
　スクリーニングテストは、例えば、ルーチンのＰａｐスメアの評価の補助として、女性
のルーチンの医療に組み込まれ得る。本明細書に記載された方法は、女性のための治療戦
略を調整するためにも使用され得る。従来のテスト、例えば、Ｐａｐテストより信頼性の
高いテストとして、患者は、必要に応じて、より高い信頼性をもって、侵襲的な療法（患
者の頸部の移行帯の除去）へと差し向けられ得る。このテスト方法論により高度異形成に
関して陰性と判定された患者は、より高い信頼性をもって、この侵襲的な手技を免れるこ
とができる。
【００３８】
　プローブ選択法
　本発明により使用するための個々のプローブ及びプローブセットの選択は、実施例に記
載された原理を使用して実施され得る。プローブセットのため選択された各プローブは、
高度異形成細胞と軽度異形成細胞とを単独で識別する能力を有するべきである。高い識別
能を有するプローブが好ましい。本明細書に記載された識別分析は、高度異形成及び軽度
異形成の特定に関する各プローブの感度及び特異度を個々に計算することを含む。増加又
は欠損した標的に関する細胞の割合の様々なカットオフ値が利用される。組み合わせられ
た感度及び特異度のための主な計量は、異常試料及び正常試料のコホートにおいて測定さ
れるような、感度対特異度プロット上の、理想（感度＝特異度＝１００）を表す点と、特
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定のプローブ又はプローブセットの測定された感度及び特異度との間で引かれたベクトル
の大きさとして定義される「ベクトル」と呼ばれる量である。実施例２に記載されるよう
に、ベクトル値は、理想的な場合の０から最悪の場合の１４１．４までの範囲である。参
照して本明細書に組み込まれる２００２年２月２０日出願のモリソン（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ
）らによる米国特許出願第１０／０８１，３９３号に記載されたような統計分析も、高度
異形成細胞と軽度異形成細胞との間で平均値及び標準偏差を比較するために使用され得る
。
【００３９】
　複数のプローブのセットに関して、各プローブは、セット中の他のプローブを補足する
よう選択されるべきである。即ち、各プローブは、他の（１個又は複数個の）プローブが
特定し得ない付加的な高度異形成マーカーを特定するべきである。最も良好に補足するプ
ローブのセットを特定するための一つの方法は、最低のベクトル値を有するプローブを採
り、腫瘍標本のフルセットからそれが特定した腫瘍標本の群を除去し、次いで、残りの腫
瘍標本において最低のベクトル値を有するプローブを決定することである。この過程は、
完全なプローブセットを得るために必要なだけ継続され得る。全ての可能性のあるプロー
ブ組み合わせを作製し、各々の感度及び特異度を計算するという本明細書に記載されたア
プローチは、全ての可能性のあるプローブセットの性能を予測し、最高の性能特徴を有す
る最小プローブセットの選択を可能にする。また、同様に高い性能特徴を有する多様な組
み合わせも、得られる。試験される標本の数が有限であることによる可能性のある誤差を
考慮して、上位のプローブ組み合わせのうちのいくつかが、疾患予後との関連性又はプロ
ーブ作成の困難さのようなその他の実務的な特徴に基づき比較され得る。
【００４０】
　しかしながら、測定された他のプローブを補足する能力にも関わらず、各プローブは、
好ましくは、隣接した高度標本セットと軽度標本セットと間で統計的に異なる割合の陽性
判定細胞を特定しなければならない。この条件が満たされない場合には、見かけの補足に
基づき誤ってプローブが選択される可能性がある。さらに、より少数のプローブの組み合
わせからのデータは、より多くのプローブの組み合わせからのデータよりもさらに信頼性
が高く、例えば、２個のプローブの組み合わせからのデータは、３個のプローブの組み合
わせからのデータよりもさらに信頼性が高い。これは、有限数の標本を試験して、より多
数のプローブの間の相関を作成することが困難であることに起因する。
【００４１】
　カットオフ値の関数としてのプローブ及びプローブ組み合わせの性能の依存性も、考慮
されなければならない。「カットオフ値」とは、試料を陽性と見なすために増加又は欠損
を有していなければならない集団内の細胞の数又は割合をさし得る。従って、試料は、標
本中の細胞の数（又は割合）が、カットオフ値より高いか又はカットオフ値以下であるか
に依って、それぞれ陽性又は陰性と見なされ得る。一般に、プローブの組み合わせられた
特異度及び感度は、低いカットオフ値でより良好である。しかしながら、高度異形成細胞
が、頸部スメアからのように、多くの正常細胞及び軽度細胞を含有しているマトリックス
内に分布している場合には、高いカットオフで最高性能のプローブが検出される可能性が
高い。これは、高いカットオフでの高い性能が、より高い率の細胞が異常を含有している
ことを示すためである。決定において使用され得るカットオフ値の例は、約５個、２５個
、５０個、１００個及び２５０個の細胞、又は５％、１０％、１５％、２０％、２５％、
３０％、３５％、４０％、５０％及び６０％の試料集団中の細胞を含む。ＨＰＶ感染細胞
の特定とＨＰＶ感染細胞に存在する染色体異常の決定とを組み合わせる好ましいアッセイ
においては、三（３）個の陽性細胞というカットオフ値が好ましい。
【００４２】
　オーバラップしている標的、又はいくつかの細胞との不充分な／失敗したハイブリダイ
ゼーションは、誤って欠損を示唆し得るため、標的の染色体又は染色体領域の獲得の測定
が、標的の染色体又は染色体領域の欠損の測定より好ましい。また、欠失プローブは最小
限の欠失領域を越えていてはならないため、欠失を検出するために設計される遺伝子座特



(13) JP 4909738 B2 2012.4.4

10

20

30

40

50

異的プローブ又は染色体腕プローブは、獲得を検出するために設計される遺伝子座特異的
プローブ又は染色体腕プローブより一般に小さい。過剰に多くの「欠失プローブ」が欠失
配列を越えている場合、偽ってカウントされるのに十分なシグナルがアッセイにおいて生
じ得る。「欠失プローブ」は一般的に小さく維持されるため、それらのシグナルは、典型
的に獲得した標的のシグナルほど強くない。このことによって、欠失に関してモニタリン
グされている標的からの実際のシグナルが誤カウントされる可能性がより高くなる。同様
に、ここで使用されるいくつかの染色体計数プローブのような反復配列プローブは、一般
的に遺伝子座特異的プローブより明るいシグナルを提供し、より迅速にハイブリダイズす
るため、単一遺伝子座プローブより好ましい。他方、反復配列プローブは、遺伝子座特異
的プローブより多型により影響されやすい。
【００４３】
　本発明により使用されるプローブ又はプローブの組み合わせは、好ましく、細胞学のよ
うな従来の方法に対する改良を提供する。本発明の有用なプローブ又はプローブの組み合
わせは、高度異形成及び癌腫を有する試料の少なくとも約７０％、好ましくは約８５％超
を特定する（感度）。同様に、有用なプローブ又はプローブの組み合わせは、陰性試料の
少なくとも約８０％、好ましくは約９５％超をテストにより陰性として特定する（特異度
）。
【００４４】
　特許請求の範囲に記載された本発明の範囲を制限するためのものではない以下の実施例
において、本発明をさらに説明する。
【実施例】
【００４５】
　１．一次プローブ選択。頸部癌又は異形成において何らかのレベルの増幅又は欠失を示
すことが既知の下記表１に特定される３５個の染色体領域を、評価のため選択した。表１
中の色は、これらの各プローブのために使用された蛍光標識をさす。
【００４６】
【表１】
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　これらの領域のうちの１３個は、反復セントロメア配列を標的とする染色体計数プロー
ブ（表１中のＣＥＰ（登録商標）プローブ）を使用して検出された。使用されたＣＥＰ（
登録商標）プローブのうちの１２個は、バイシス社（Ｖｙｓｉｓ，Ｉｎｃ．）（Ｄｏｗｎ
ｅｒｓ　Ｇｒｏｖｅ，ＩＬ）より商業的に入手可能である。その他の２２個の領域は、増
幅又は欠失された染色体領域内の非反復配列を標的とする遺伝子座特異的プローブにより
検出された。
【００４８】
　使用されたこれらの遺伝子座特異的プローブのうちの７個は、スペクトラムオレンジ（
ＳｐｅｃｔｒｕｍＯｒａｎｇｅ）（商標）標識で標識されて、バイシス社より商業的に入
手可能である（表１中、アステリスク付き）。商業的なＳＴＳプローブが使用された。そ
の他の６個のプローブについては、商業的に入手可能なプローブを作成するために使用さ
れたのと同じ出発ＤＮＡ材料が使用された。スペクトラムオレンジ標識の代わりに、出発
ＤＮＡがアミノ基転移され、次いで、ｃ－ｍｙｃプローブ及びＣＣＮＤ１プローブについ
ては５－（及び－６）－カルボキシローダミン６Ｇスクシンイミジルエステル（Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）、他の４個についてはフルオレセインスクシンイミジルエス
テルを使用して、化学的に標識された。使用されたアミノ基転移及び標識の工程は、参照
して本明細書に組み込まれるビットナー（Ｂｉｔｔｎｅｒ）らの米国特許第５，４９１，
２２４号に記載されている。金色で標識されたＣＥＰ１１プローブは、バイシス社より商
業的に入手可能なＣＥＰ１１プローブの出発ＤＮＡ材料を使用し、ｃ－ｍｙｃプローブの
場合と同じ手順を使用して作製された。
【００４９】
　残りの１４個のプローブは、表２に示されるような起源のＢＡＣクローンから作製され
た。
【００５０】
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【表２】

【００５１】
　ＨＥＲ－４、ＦＨＩＴ、ＤＤＸ１５及びＤＡＢ２プローブも、ｃ－ｍｙｃプローブと同
じ方法を使用して作製された。残りの非反復配列プローブは、全て、モリソン（Ｍｏｒｒ
ｉｓｏｎ）２００２（同上）２７～３０頁に記載されたニックトランスレーション法、及
び標識されたヌクレオチド、スペクトラムオレンジｄＵＴＰ、スペクトラムレッド（Ｓｐ
ｅｃｔｒｕｍＲｅｄ）ｄＵＴＰ又はスペクトラムグリーン（ＳｐｅｃｔｒｕｍＧｒｅｅｎ
）ｄＵＴＰ（全て、バイシス社）を使用して作製された。
【００５２】
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　次いで、標識されたプローブが、表１に示されるように、評価のために各々３個又は４
個のプローブのセットへと分離された。プローブセットは、個々のプローブ、ＣＯＴ１　
ＤＮＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ヒト胎盤ＤＮＡ（Ｓｉｇｎａ）及びＬＳＩ／ＷＣＰハ
イブリダイゼーションバッファー（バイシス社）から構成されていた。１０μｌの各プロ
ーブセットを、各１０個の頸部生検試料にハイブリダイズさせた。プローブセットは、各
々、典型的には、約０．５μｇ　ＣＯＴ１　ＤＮＡ及び２μｇヒト胎盤ＤＮＡを含有して
いた。プローブセットハイブリダイゼーション混合物は、参照して本明細書に組み込まれ
るモリソン（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ）らの米国特許第５，７８９，１６１号に記載されている
ような、試料中の核のバックグラウンド染色を提供するためのスペクトラムアクア（Ｓｐ
ｅｃｔｒｕｍＡｑｕａ）で標識されたヒト胎盤ＤＮＡ、５０ナノグラムも含有していた。
ＣＩＮ　Ｉ、ＣＩＮ　ＩＩ－ＩＩＩ及び侵襲性頸部扁平上皮癌（ＣＡ）試料は、国立癌研
究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）により支援されたコオペ
ラティブヒューマンティッシュネットワーク（Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｔ
ｉｓｓｕｅ　Ｎｅｔｗｏｒｋ）（ＣＨＴＮ）より得られた。試料はハイブリダイゼーショ
ン用に調製され、以下のようにプローブセットとハイブリダイズさせられた。パラフィン
包埋された組織切片が、キシレン溶液中に５分間置かれた。この手順が、３回繰り返され
た。次いで、スライドが、１００％エタノールで２回各１分間洗浄された。次いで、スラ
イドが４５％／０．３％過酸化物溶液に１５分間浸され、水で濯がれ、前処理溶液中で１
０分間インキュベートされた。濯ぎの後、過剰のタンパク質を消化し、かつＤＮＡをより
利用可能にするため、スライドが、プロテイナーゼ、例えば、プロテイナーゼＫ又はペプ
シンと共に５～３０分間インキュベートされた。次いで、スライドがエタノール系列で脱
水され、空気乾燥させられ、一般的には３７℃で一晩ＤＮＡプローブとハイブリダイズさ
せられた。ハイブリダイゼーション後、非特異的プローブが、例えば、７３±１℃の２×
ＳＳＣ／０．３％ＮＰ４０のようなポストハイブリダイゼーション洗浄溶液で、２分間洗
浄除去された。次いで、スライドが、２×ＳＳＣ／０．１％ＮＰ４０のような第二の洗浄
溶液で洗浄された。次いで、ＤＡＰＩ　ＤＮＡ染色が、試料の評価を容易にするためスラ
イドに適用された。
【００５３】
　この手順は、全てのプローブが試料にハイブリダイズすることを可能にした。プローブ
の大半は、バックグラウンドに対する良好なシグナル強度を示した。ＤＮＡ標的の増幅（
２超のシグナル）又は欠失（２未満のシグナル）を示した任意の細胞を特定するため、生
検試料の上皮層が蛍光顕微鏡下で評価された。増加は、特定のプローブについて５個以上
の細胞で増幅を示した各試料について記録され；欠損は、５個以上の細胞で欠失を示した
各試料について記録された。増加も欠損も示さない試料は、二染色体性と見なされた。
【００５４】
　ＣＩＮ　Ｉ、ＣＩＮ　ＩＩ－ＩＩＩ及び侵襲性癌腫のための各プローブの感度、即ち、
試験された条件を示す試料の割合が、増加、欠損及び二染色体について決定された。欠損
は、ＣＩＮ　ＩＩ－ＩＩＩ試料においては非常に希に起こることが見出され、従って、Ｃ
ＩＮ　ＩＩ－ＩＩＩ及び侵襲性癌腫のためのマーカーとして一般に有用ではなかった。プ
ローブは、ＣＩＮ　ＩＩ－ＩＩＩについての最大の増加の頻度及びＣＩＮ　Ｉについての
最小の増加の頻度を示す能力について、さらに査定された。その結果は表３に提示される
。標的８ｑ２４、２０ｑ１３、３ｐ２１、３ｑ２６、１ｐ３１、Ｘｐ２２及びＣＥＰ１５
のためのプローブが、最も情報価値のあるものと見なされ、さらなる評価のため選択され
た。３ｐ１４プローブは、ＣＩＮ　ＩＩ－ＩＩＩ及び侵襲性癌腫の試料における有意な欠
損を示した。３ｐ１４に対する３ｑ２６の相対的な増加の比率も、第３染色体のｐ腕に対
するｑ腕の相対的な増加の尺度として評価された。
【００５５】
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【表３】

【００５６】
　２．ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションデータの識別分析及びプローブセットの選
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択。正常（ＷＮＬ）、ＣＩＮ　Ｉ、ＣＩＮ　ＩＩ、ＣＩＮ　ＩＩＩ及び扁平上皮癌（ＣＡ
）として分類された付加的なパラフィン包埋生検試料が、テキサスサウスウェスタン大学
メディカルセンター（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｘａｓ　Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔｅ
ｒｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ）（Ｄａｌｌａｓ，ＴＸ）（Ｄｒ．Ｒａｈｅｅｌａ
　Ａｓｈｆａｑ）より得られた。前記と同様にして、試料が調製され、二つのプローブセ
ット（ＣＥＰ１５、８ｑ２４、Ｘｐ２２及び２０ｑ１３；並びにＣＥＰ３、３ｑ２６、３
ｑ１４及び３ｐ２１）にハイブリダイズさせられた。使用されたプローブのうちの６個、
８ｑ２４、Ｘｐ２２、ＣＥＰ１５、２０ｑ１３、３ｐ２１及び３ｑ２６は、実施例１にお
いて特定された好ましいプローブより採られた。頸部癌の進行における第３染色体の関係
をよりよく査定するため、他の２個、ＣＥＰ３及び３ｐｌ４は、３ｐ２１及び３ｑ２６に
対するプローブと比較された。
【００５７】
　頸部細胞における高度異形成と軽度異形成とを識別する個々のプローブ及びある種のプ
ローブ組み合わせの能力が、各プローブ又はプローブセットにより正確に特定された標本
の数を決定することにより評価された。増加又は欠損を有する細胞５個というカットオフ
数が、試料を評価するために使用された。試料は、試料中の細胞の数が、カットオフ値を
超えているか又はカットオフ値以下であるかに依って、それぞれ高度異形成又は癌腫に関
して陽性又は陰性と呼ばれた。次いで、陽性試料（感度）及び陰性試料（特異度）を特定
する精度が、最良のプローブ及びプローブ組み合わせを選択するために使用された。表３
ａに、ある種のプローブ標的についての獲得及び欠損の特異度及び感度を挙げる。
【００５８】

【表４】

【００５９】
　細胞型を識別する能力は、全体的な特異度及び感度に依存する。良好な識別は、良好な
特異度及び感度を必要とする。表３ｂに、「ベクトル」と名付けられた、組み合わせられ
た特異度及び感度の尺度の結果を提示する。ベクトルは、
　　ベクトル＝［（１００－特異度）２＋（１００－感度）２］１／２

として計算される。
【００６０】
　特異度及び感度は、百分率として定義され、１００％（完全）から全く特異度（又は感
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度）がない０％までの範囲である。従って、ベクトル値は、特異度及び感度が完全である
場合の０から、特異度及び感度がゼロである場合の１４１までの範囲である。
【００６１】
　表３ｂは、各試料カテゴリについてベクトル値が低い順に分類されている。高い識別能
力（低いベクトル値）を示す個々のプローブは、３ｑ２６、８ｑ２４及びＣＥＰ３を含む
。軽度異形成から高度異形成及び癌腫を識別する有用な能力を示すその他のプローブは、
２０ｑ１３、Ｘｐ２２、ＣＥＰ１５及び３ｐ２１である。（＞１と決定された）３ｑ２６
／ＣＥＰ及び（＞１と決定された）３ｑ２６／３ｐ１４のようなプローブ比について決定
されたベクトルも、有用であり得る。識別分析技術及びコンビナトリアル分析技術を使用
してプローブを評価し選択するためのその他の方法は、参照して本明細書に組み込まれる
２００２年２月２０日出願のモリソン（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ）らの米国出願第１０／０８１
，３９３号に記載されている。
【００６２】
【表５】

【００６３】
　前記のような識別分析及びプローブ相補性からの結果に基づき、頸部試料における高度
異形成の軽度異形成からの区別において使用するための好ましいプローブは、遺伝子座３
ｑ２６及び８ｑ２４並びにＣＥＰ３に対するプローブを含む。プローブ３ｑ２６及び８ｑ
２４；３ｑ２６、８ｑ２４、Ｘｐ２２及びＣＥＰ１５；８ｑ２４、２０ｑ１３、Ｘｐ２２
及びＣＥＰ１５；並びに、３ｐ２１、３ｐ１４、３ｑ２６及びＣＥＰ３を含むプローブの
セットが、特に好ましい。
【００６４】
　３．組み合わせられたＨＰＶ及び染色体増加のアッセイ。（１個又は複数個の）同じ細
胞におけるＨＰＶ感染及び染色体増加の存在を検出するための蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブ
リダイゼーションアッセイが開発され試験された。
【００６５】
　ＨＰＶプラスミド及びプローブ組成
　ＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ－３０、ＨＰＶ－４５、ＨＰＶ－５１及びＨＰＶ
－５８の完全コーディング配列を含有しているプラスミドが、慣習的なプロトコルを使用
して、ニックトランスレーション法によりビオチン標識ＤＮＡプローブを作製するために
使用された。ＨＰＶプラスミドは以下の供給元より入手された：ＨＰＶ－１６及びＨＰＶ
－１８はアメリカンタイプティッシュコレクション（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｔｉ
ｓｓｕｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）（ＡＴＴＣ）より購入され、ＨＰＶ－３０及びＨＰＶ
－４５はＤｒ．Ｅｔｈｅｌ－Ｍｉｃｈｅｌｅ　ｄｅ　Ｖｉｌｌｉｅｒｓ（ＤＫＦＺ，Ｇｅ
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ｒｍａｎｙ）より入手され、ＨＰＶ－５１及びＨＰＶ－５８プラスミドはＫｌａｒａ　Ａ
ｂｒａｖａｙａ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）より入手された。ＨＰＶ－
５１及びＨＰＶ－５８プラスミドの最初の供給元は、それぞれＤｒ．Ｓａｕｌ　Ｓｉｌｖ
ｅｒｓｔｅｉｎ（Ｃｏｌｕｍｂｉａ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）及びＤｒ．Ｔｏｓｈｉｈｉ
ｋｏ　Ｍａｔｓｕｋｕｒａ（Ｊａｐａｎ）である。
【００６６】
　これらの６個のＨＰＶプローブは、遺伝子座特異的な８ｑ２４（ｃｍｙｃ）プローブ及
び３ｑ２６（ＴＥＲＣ）プローブ、並びにセントロメアプローブＣＥＰ－８と組み合わせ
られた。実施例１に記載された方法を使用して、８ｑ２４プローブがスペクトラムレッド
で標識され３ｑ２６プローブがスペクトラムイエロー（ＳｐｅｃｔｒｕｍＹｅｌｌｏｗ）
で標識されたことを除き、使用された遺伝子座特異的な８ｑ２４プローブ及び３ｑ２６プ
ローブは、前記実施例１に記載されたものであった。
【００６７】
　プローブ混合物の組成は、１×ＬＳＩバッファー、２×ＳＳＣ、７．５μｇ／ｍｌのス
ペクトラムレッドｃｍｙｃ（８ｑ２４）、１０．０μｇ／ｍｌのスペクトラムイエローＴ
ＥＲＣ（３ｑ２６）、２．５μｇ／ｍｌのスペクトラムアクアＣＥＰ－８、各２．５μｇ
／ｍｌのビオチンで標識されたＨＰＶ－１６、ＨＰＶ－１８、ＨＰＶ－３０、ＨＰＶ－４
５、ＨＰＶ－５１及びＨＰＶ－５８、２００μｇ／ｍｌのヒト胎盤ＤＮＡ、並びに１００
μｇ／ｍｌのＣｏｔ－１　ＤＮＡである。
【００６８】
　試料調製及びアッセイプロトコル
　残りのＴｈｉｎ－Ｐｒｅｐ保存された頸部標本は、メイヨクリニック（Ｍａｙｏ　Ｃｌ
ｉｎｉｃ）より入手された。保存されていた頸部標本からのＴｈｉｎ－Ｐｒｅｐスライド
は、製造業者の指示（Ｃｙｔｙｃ）に従って調製された。試料は、以下のようにハイブリ
ダイゼーション用に調製された。Ｔｈｉｎ－Ｐｒｅｐスライドが、７３℃の２×ＳＳＣに
２分間浸された後、３７℃でペプシン（１０ｍＭ　ＨＣＬ中０．５ｍｇ／ｍｌ）中で１０
分間インキュベートされた。次いで、スライドが室温で１×ＰＢＳで５分間洗浄され、１
％ＮＢＦ（ＮＢＦ－中性バッファーホルマリン）で室温で５分間固定され、室温で１×Ｐ
ＢＳで５分間濯がれた。濯ぎの後、スライドがエタノール系列で脱水され、空気乾燥させ
られ、３７℃で一晩、組み合わせられたＨＰＶプローブ及び染色体プローブ混合物とハイ
ブリダイズさせられた。ハイブリダイゼーションの後、過剰のプローブが、４８℃で２分
間２×ＳＳＣ／０．３％ＮＰ－４０、次いで室温で１分間２×ＳＳＣ／０．１％ＮＰ－４
０からなるポストハイブリダイゼーション洗浄で洗浄された。
【００６９】
　ビオチン標識ＨＰＶプローブの検出は、製造業者の指示に従い、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏ
ｒ（商標）４８８チラミドシグナル増幅キット（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を
使用して実施された。簡単に説明すると、内因性ペルオキシダーゼ活性が、室温で３０分
間の３％Ｈ２Ｏ２中でのインキュベーションによりブロッキングされ、スライドが室温で
５分間１×ＰＢＳで洗浄された。次いで、スライドが、３７℃で２５分間ＰＢＳ中の１％
ブロッキング試薬と共にインキュベートされ、続いて３７℃で２５分間ストレプトアビジ
ン－ＨＲＰと共にインキュベートされた。１×ＰＢＳでスライドを３回洗浄した後、ビオ
チン標識ＨＰＶプローブ／ストレプトアビジン－ＨＲＰ複合体が、室温で１０分間Ａｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８標識チラミドとのインキュベーションにより可視化された。次
いで、スライドが１×ＰＢＳで洗浄され、核対比染色ＤＡＰＩが適用され、スライドがカ
バーグラスで覆われた。
【００７０】
　ハイブリダイズさせられたスライドは、蛍光顕微鏡下で分析される。ＨＰＶプローブは
、緑フィルターを使用して可視化され、染色は、細胞核全体にわたる散在性の染色、点状
の染色又は混合染色（点状及び散在性）として出現し得る。スペクトラムイエロー３ｑ２
６のためのプローブは金フィルターを使用して検出され、スペクトラムレッド８ｑ２４は
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赤フィルターを使用して検出され、スペクトラムアクアＣＥＰ８はアクアフィルターを使
用して検出される。使用されるフィルターは、全て、バイシス社（Ｄｏｗｎｅｒｓ　Ｇｒ
ｏｖｅ，ＩＬ）より商業的に入手可能である。
【００７１】
　ＨＰＶ－染色体増加アッセイの結果
　残りのＴｈｉｎ－Ｐｒｅｐ保存された頸部標本は、メイヨクリニック（Ｍａｙｏ　Ｃｌ
ｉｎｉｃ）より入手された。ＬＳＩＬ又はＨＳＩＬの細胞学を有すると診断された５７個
の標本が分析された。前記のようなハイブリダイゼーション及び洗浄の後、スライドは、
ＨＰＶ及び染色体増加の存在に関して蛍光顕微鏡検を使用して評価された。結果は、入手
可能な組織学及び臨床的追跡と相関させられた。スライド分析は以下のようにして実施さ
れた：（１）スライドの全表面がＨＰＶ陽性細胞を特定するため４０×倍率を使用して分
析され、（２）各陽性細胞に関して、各プローブについてのＨＰＶパターン（散在性、点
状又は混合）及び染色体数が記録され、（３）さらに、染色体増加が、細胞のＨＰＶ状態
と無関係に分析された。ＭＹＣプローブ又はＴＥＲＣプローブについての３つ以上のシグ
ナルを有する細胞が記録された。結果は表４及び５に示される。
【００７２】
【表６】

【００７３】

【表７】

【００７４】
　その他の実施態様
　上記の詳細な説明と共に本発明が説明されたが、上記の説明は、本発明の範囲を制限す
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明のその他の局面、利点及び修飾は、下記の特許請求の範囲の範囲内である。
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