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(57)【要約】
　本明細書で提供されるものは、抗体を含む患者サンプ
ルでの複数のHPV型（例えばHPV16及びHPV18）に特異的
な抗体の迅速な検出方法である。例えば、頭頸部癌を有
する患者は、HPVに由来する複数の初期遺伝子に対する
検出可能な抗体を有する。これらの抗体はまた、HPV関
連悪性疾患及び前悪性状態のためのバイオマーカーとし
て、診断及び予後判定のために、並びに治療の査定及び
癌再発予測の方法のために有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　HPVの検出方法であって、
　患者由来の抗体含有サンプルを、HPV由来のin vitroで転写及び翻訳されたタンパク質
と接触させる工程、及び、
　前記タンパク質と結合したHPV抗体のパターンを、HPV関連症状についてのコントロール
と比較する工程を含むことを特徴とする、方法。
【請求項２】
　前記HPV関連症状が、頭頸部癌又は前悪性増殖の1種以上を含む、請求項1に記載の方法
。
【請求項３】
　前記HPV関連症状が、口腔咽頭癌（OPC）を含む、請求項2に記載の方法。
【請求項４】
　前記タンパク質が、HPV16 E1、NE2、CE2、E4、E6、E7及びL1の1種以上を含む、請求項1
に記載の方法。
【請求項５】
　前記タンパク質が、HPV18 E1、E2及びL1の1つ以上を含む、請求項1に記載の方法。
【請求項６】
　HPVに由来する1種より多くのタンパク質が、前記サンプルと一緒に利用される、請求項
1に記載の方法。
【請求項７】
　前記サンプルが、血液サンプル、血清サンプル、及び口腔洗浄サンプルから成る群から
選択される、請求項1に記載の方法。
【請求項８】
　HPV関連症状のための診断アッセイ、予後判定アッセイ、予測アッセイ又はモニタリン
グアッセイの一部として、HPV由来のin vitroで転写及び翻訳された少なくとも1種のタン
パク質を含む物質。
【請求項９】
　HPVの検出方法であって、
　患者由来の抗体含有サンプルを、HPVのin vitroで転写及び翻訳されたタンパク質と接
触させる工程、
　前記タンパク質と結合したHPV抗体のパターンを、HPV関連症状についてのコントロール
と比較する工程、及び、
　前記コントロールと対比した前記タンパク質と結合したHPV抗体の前記パターンに基づ
いて、前記HPV関連症状を有するものとして患者を同定する工程を含むことを特徴とする
、方法。
【請求項１０】
　前記タンパク質が、HPV16 E1、NE2、CE2、E4、E6、E7及びL1の1種以上を含む、請求項9
に記載の方法。
【請求項１１】
　前記タンパク質が、HPV18 E1、E2及びL1の1種以上を含む、請求項9に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互引用）
　本出願は、米国仮特許出願61/985,357（2014年4月28日出願、参照によりその全体が本
明細書に含まれる）の優先権を主張する。
（政府の権利に関する記載）
　本発明は、米国立癌研究所のU01CA117374により政府の支援を受けて達成された。当該
政府は本発明で一定の権利を有する。
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（技術分野）
　本明細書に開示される実施態様は、患者サンプルでHPV検出に必要な方法及び材料、よ
り具体的にはHPV関連症状に関して診断的、モニタリング的、予測的、及び予後診断的に
使用されるアッセイ及びバイオマーカーに関する。
【背景技術】
【０００２】
　液性免疫応答の検出は、感染症及び自己免疫の診断並びに予後判定のために必須であり
、さらに他の症状、とりわけ癌の検出のためにバイオマーカーを提供することができる。
いくつかのプロテオームマルチプレックス免疫アッセイが開発され、これらの抗体の検出
を容易にした。特にスライド系アッセイは抗体検出のための優れた発見ツールである。し
かしながら、前記は、通常の免疫学検査室では一般的ではない特殊化された高処理能力を
もつ装置を必要とする。
　ヒトパピローマウイルス（HPV）はもっとも一般的な性行為感染症であり、概算して性
的活動人口の75%までが生涯のある時期に感染する。HPVによる生殖器感染は初めての性行
為後まもなく発生し、有病率は思春期及び若年成人でもっとも高い。ほとんどの場合、感
染は一過性かつ無症状であり、一般的に有病率は年齢とともに低下する。持続的な生殖器
感染は新形成の進行と密接に関係する可能性が高く、侵襲的な癌が感染後何年もしてから
（一般的には数十年）発生する。
　HPV16及び18による感染は、口腔咽頭癌（OPC）、子宮頸癌、肛門癌及び他の悪性疾患と
明らかに関連している。実際、西欧ではOPCのほとんどの事例がHPV感染と連関することは
疑いのないことであり、その数は増加しつつある。
　これまでのところ、HPV関連症状（例えばOPC）に対する免疫の検出又はモニタリングの
ためのスクリーニング方法及び関連方法は存在しない。
【発明の概要】
【０００３】
　本明細書に開示される実施態様は、患者サンプルでの複数のHPV型（例えばHPV16及びHP
V18）に特異的な抗体の迅速な検出方法に関する。頭頸部癌を有する患者は、HPVに由来す
る複数の初期遺伝子に対する検出可能な抗体を有する。さらにまた、これらの抗体は、HP
Vに関連する症状、悪性疾患及び前悪性状態のために、診断及び予後判定のために、並び
に治療の査定及び癌再発予測の方法のために、バイオマーカーとして単独又は組み合わせ
て多様な実施態様で利用することができる。
　HPV関連症状（頭頸部癌を含む）の診断的及び予後判定的検出物質として供することが
できる1つ以上のバイオマーカーが希求されているので、改善されたHPVタンパク質生成方
法、並びに、HPV癌のリスクがある患者のスクリーニング並びに早期検出、再発、予測及
び予後判定で使用されるバイオマーカーが開示される。いくつかの実施態様は、迅速なプ
ログラム可能ビーズアレイ（ELISA（酵素結合免疫吸着アッセイ）もまた利用できる）の
構築に関する。
　特段の規定がなければ、本明細書で用いられる全ての技術用語及び学術用語は、本開示
が属する業界の業者が通常理解する意味と同じ意味を有する。材料、方法及び実施例は単
なる例示であり、限定を意図するものではない。全ての刊行物、特許出願、特許、配列デ
ータベースへの登録、及び本明細書に記載する他の参考文献は参照によりその全体が本明
細書に含まれる。
　本発明のその他の特色及び利点は以下の詳細な説明及び図面並びに特許請求の範囲から
明白であろう。
【図面の簡単な説明】
【０００４】
【図１】HPV関連OPCを有する患者における複数のHPV16抗体の特異的検出。HPV16タンパク
質はGST融合タンパク質として発現され、抗GST被覆プレート上で捕捉された。HPV関連OPC
血清（n＝256）及びコントロール（n＝250）で検出されたIgGのRLU比（HPV抗原のRLU/GST
コントロールのRLU）が示される。
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【図２】HPV陽性腫瘍を有する症例（n＝111）及びコントロール（n＝250）におけるOPC癌
の早期診断について、（A）2抗体バイオマーカーパネル（E6、E7）及び（B）7抗体バイオ
マーカーパネル（E1、NE2、CE2、E4、E5、E6、E7）の比較性能を示す受信者動作特性曲線
である。実線：トレーニングセット。破線：検証セット。このパネルの最適動作点は98%
の特異性で90%であった（AUC＝0.94）。
【図３】HPV関連OPCの患者における複数のHPV16抗体の検出である。HPV16タンパク質をGS
T融合タンパク質として発現させ、磁性ビーズ上で捕捉した。HPV関連OPC血清で検出され
たIgGのMFI比（HPV抗原のMFI/GSTコントロールのMFI）が示される。E1、CE2、NE2、E4、E
6、E7及びL2に対するHPV16特異的抗体が、コントロールと比較したときHPV関連OPCの患者
で検出される。
【図４】136のHPV-OPC症例、48人のパートナー、及び81人の健常志願者由来のベースライ
ン血清におけるE6及びE7抗体の検出である。血清で検出されたHPVタンパク質/コントロー
ルGSTタンパク質に特異的なIgGのRLU比が示される。各グループの黒線は当該グループの
中央値を表す。各グラフの点線は健常志願者の平均値を超える3標準偏差を示す（陽性の
ための切り捨て）。血清陽性とみなされた各グループの割合が各グループのX軸の下に示
されている。
【図５】209人のOPC患者の無増悪生存である。（A）少なくとも1つのE抗体陽性患者対全E
抗体陰性患者（P＜0.001）。（B）少なくとも1つのL抗体陽性患者対全L抗体陰性患者（P
＝0.657）。
【図６】腫瘍におけるHPV DNAの状況が利用可能な114人のOPC患者の無増悪生存である。
（A）少なくとも1つのE抗体陽性患者対全E抗体陰性患者（P＜0.001）。（B）PCRでHPV16
陽性腫瘍をもつ患者対PCRでHPV16陰性腫瘍をもつ患者（P＝0.016）。
【図７】96人のHPV16陽性OPC患者の無増悪生存である。（A）少なくとも1つのE抗体陽性
患者対全E抗体陰性患者（P＜0.001）。（B）E1抗体陽性患者対E1抗体陰性患者（P＝0.002
）。（C）NE2抗体陽性患者対NE2抗体陰性患者（P＜0.001）。（D）E6抗体陽性患者対E6抗
体陰性患者（P＝0.005）。
【図８】疾患再発状況によるHPV陽性OPC患者の時間経過下のE1抗体（A）、NE2抗体（B）
及びE6抗体（C）の中央値抗体レベルである。再発した8人の陽性患者全員及び最後の追跡
まで再発のなかった23人のHPV陽性患者のランダムサブセットを、最初のワークアップ、
処置後6カ月、及び6カ月間隔で処置後36カ月まで調べた。
【発明を実施するための形態】
【０００５】
　本明細書に引用される全ての刊行物（特許及び特許出願を含むが、ただしこれらに限定
されない）は、本出願であたかも完全に示されたかのように参照により本明細書に含まれ
る。
　ある特徴では、HPVの検出方法が本明細書で提供される。前記方法は、患者由来の抗体
含有サンプルをHPVに由来するin vitroで転写及び翻訳されたタンパク質と接触させる工
程、及び当該タンパク質と結合したHPV抗体のパターンをHPV関連症状についてのコントロ
ールと比較する工程を含む。HPV関連症状は頭頸部癌又は前悪性増殖の1つ以上を含むこと
ができる。HPV関連症状は口腔咽頭癌（OPC）を含むことができる。いくつかの事例では、
当該タンパク質は、HPV16 E1、NE2、CE2、E4、E6、E7及びL1の1つ以上を含む。いくつか
の事例では、当該タンパク質はHPV18 E1、E2及びL1の1つ以上を含む。HPVに由来する2つ
以上のタンパク質を当該サンプルに関して利用することができる。当該サンプルは、血液
サンプル、血清サンプル、及び口腔洗浄サンプルから成る群から選択することができる。
　別の特徴では、HPV関連症状のための診断アッセイ、予後判定（prognostic）アッセイ
、予測（predictive）アッセイ又はモニタリングアッセイの部分として、HPV由来のin vi
troで転写及び翻訳された少なくとも1つのタンパク質を含む物質が本明細書で提供される
。
　さらに別の特徴では、HPVを検出する方法が本明細書で提供される。前記方法は、患者
の抗体含有サンプルをHPVに由来するin vitroで転写及び翻訳されたタンパク質と接触さ
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せる工程、当該タンパク質と結合したHPV抗体のパターンをHPV関連症状についてのコント
ロールと比較する工程、及び当該コントロールと対比した当該タンパク質と結合したHPV
抗体のパターンに基づいてHPV関連症状を有するものとして患者を同定する工程を含む。
いくつかの事例では、当該タンパク質は、HPV16 E1、NE2、CE2、E4、E6、E7及びL1の1つ
以上を含む。いくつかの事例では、当該タンパク質はHPV18 E1、E2及びL1の1つ以上を含
む。
　本発明は以下の実施例でさらに記載されるが、これは特許請求の範囲に記載した本発明
の範囲を限定するものではない。
【実施例】
【０００６】
　本明細書のいくつかの実施態様は、新規なプログラム可能ビーズアレイELISAを利用し
て、HPV16陽性の頭頸部癌を有する患者の血清サンプルでヒトパピローマウイルス16型（H
PV16）のプロテオームを検出する。これらのタンパク質は、in vitro転写翻訳（IVTT）を
用いてリアルタイムで発現され、続いて単一血清サンプル中の複数の抗原の検出のために
、シングルプレックス又はマルチプレックスビーズに結合される。患者で検出されたPV16
抗原は潜在的な診断及び予後判定バイオマーカーとして機能することができ、疾患の検出
に臨床的に用いるとき、症状に基づく診断より2年以前で感度70%及び特異性90%である。
　トレーニングセットの患者血清は、頭頸部の状況並びにHPV16又はHPV18陽性に関する公
知データを有するブラウン大学（Brown University）から入手した（陽性は、メルクが開
発した競合ルミネックス免疫アッセイ（cLIA）によって規定された）。コントロール血清
もまた同じ現場から入手し、年齢（±5歳）、住居及び性別を適合させた。続いて、この
実験の検証セットをダナ-ファーバー癌研究所（Dana-Farber Cancer Institute）及びジ
ョンズ・ホプキンス大学から入手した。
　これらのサンプルは、処置前の頭頸部癌症例から適合コントロール（症例の健常パート
ナーを含む）とともに入手した。CDCから入手した別のコントロールセットは、HPV16の子
宮頸部感染が記載され、ロシュ試作品のラインブロットアッセイを用いた子宮頸部剥離細
胞によるHPV16 DNA陽性が確認された女性の血清を含んでいた。全ての血清サンプルは使
用まで-80℃で保存された。
　HPV16及び18遺伝子E1、E2、E4、E5、E6、E7、L1及びL2はネステッドPCRによって入手し
た。HPV16 E2は発現が低いことが判明し、したがってN-及びC-末端フラグメントに二分し
た。最初のPCRは、HPV16及びHPV18精製プラスミド由来の遺伝子特異的プライマーを用い
て実施した。プライマー伸長PCRを用いて、組換えクローニングのためにattB部位を付加
した。続いて、att PCR生成物を製造業者の推奨にしたがいBPクロナーゼ（Invitrogen, C
arlsbad, CA）を用いてpDONR221ベクターに挿入し、さらにLRリコンビナーゼ（Invitroge
n）を用いpANT7_GSTベクターに変換した。続いて、標準的マキシプレップ（maxi-prep）
を用いてDNAを精製し、その後で配列を確認した。
【０００７】
　抗GST抗血清をPBSに対して透析してアジ化ナトリウムを除去し、続いてSeroMAP微小球
（Luminex Corporation, Austin, TX）に1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボ
ジイミド（EDC）を用いて結合させた。上清から微小球を分離するために遠心分離を用い
た。微小球保存溶液をまず初めに除去し、続いてこの微小球を滅菌水で洗浄した。微小球
を続いて100mMのリン酸一ナトリウム（pH6.2）に再懸濁した。50mg/mLのsulfo-NHSを、続
いて50mg/mLのEDCを添加し、室温（RT）で20分間インキュベートして微小球上のカルボキ
シル基を活性化させた。
　続いて、活性化微小球を50mMの2-(N-モルフォリノ)エタンスルファニル酸（MES）で2回
洗浄した。MESに再懸濁した後、抗GSTを5μg/106微小球で添加してからRTで2時間回転さ
せながらインキュベートした。続いて上清を取り除き、結合微小球をPBS-BN（PBS、1% BS
A、0.05%アジ化物（pH7.4））に再懸濁し、RTで30分間回転させながらインキュベートし
た。もう一度上清を取り除き、結合微小球をPBS-0.05%トゥイーン（pH7.4）に再懸濁し合
わせて2回洗浄した。結合微小球は光から保護してPBS-BNに4℃で保存した。最終的な微小
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球数は血球計算盤を用いて確認した。
　各HPV遺伝子は、T7網状赤血球溶解物の単一バッチを製造業者の推奨にしたがって用い
、500ngのDNAを用いGST融合タンパク質として発現させた（Promega Corporation, Madiso
n, WI）。ベクター及びp21-GSTもまたコントロールとして発現させた。in vitro転写翻訳
（IVTT）の後で、発現タンパク質をPBS-1% BSA中の40微小球/μLで2000個の抗GST結合微
小球上に補足した。
【０００８】
　続いて、このタンパク質結合微小球を一緒にプールしてマルチプレックスアッセイを形
成し、続いて96ウェルのフィルタープレートへ再度小分けし、真空ろ過系を用いてPBS-1%
 BSAで洗浄した。PBS-1% BSA中のマウス、ウサギ、ヤギ及びラット正常血清のそれぞれ10
%；0.5%ポリビニルアルコール；0.8%ポリビニルピロリドン、及び2.5%ケミコン（Millipo
re Corporation, Billerica, MA）により、前記微小球を振盪しながらRTで1時間ブロック
した。血清を同じブロック緩衝液で1：80に希釈し、微小球とともに一晩浸透しながらイ
ンキュベートした。ビオチン結合ヤギ抗ヒトIgG抗体（4μg/mL）及びストレプトアビジン
-R-PE（4μg/mL）を添加した。Luminex200 IS 2.3ソフトを用いて中央値蛍光強度（MFI）
を測定した。非特異的及びGST特異的自己抗体バックグラウンドの管理のために、個々のH
PV特異的抗体のMFI対コントロールp21-GST抗原のMFIの比を測定した。
　結果について、複数のHPV由来初期遺伝子に対する抗体応答が患者血清で検出された。H
PV16 E1、E2、E4、E6及びL1抗体レベル（ES又はL2ではなく）は、健常コントロールサン
プルと比較して、HPV16 L1抗体＋患者で上昇した（メルクアッセイで規定）。中央値MFI
比は以下のとおりであった：E1 39対2.0（p＜0.0001）；E2 2.7対1.4（p＜0.0001）；E4 
9.1対1.4（p＜0.001）；E6 10対2.1（p＜0.0001）；E7 3.9対2.0（p＜0.01）；及びL1 10
.8対2.4（p＜0.0001）。メルクアッセイでHPV18 L1抗体を有する患者については、HPV18 
E1（11.9対2.3、p＜0.001）、E2（20.7対1.9、p＝0.0016）及びL1（9.8対2.7、p＜0.0001
）に対する抗体のみが特異的に検出された。HPV16とHPV18特異的抗体間で交差反応性は検
出されなかった。
　したがって誂えマルチプレックスビーズアレイが、患者血清でのHPV16及びHPV18特異的
抗体の迅速検出のために開発された。
【０００９】
　口腔咽頭癌検出のためのHPV16血清学的バイオマーカー
　以下の略語を用いた：CV、変動係数；HPV、ヒトパピローマウイルス；IVTT、in vitro
転写/翻訳；OPC、口腔咽頭癌；OR、オッズ比；SD、標準偏差。
　ヒトパピローマウイルス（HPV）16型は大半の口腔咽頭癌（OPC）の原因である。HPVプ
ロテオームに対する抗体（Ab）は、HPV関連OPC（HPV-OPC）の潜在的バイオマーカーであ
る。
　HPV16抗原E1、E4、E5、E6、E7、L1、L2並びにE2のN-末端及びC-末端フラグメント（NE2
、CE2）を、プログラム可能ELISAアッセイを用いて定量した。血清は258人のOPC患者から
診断時に及び250人の健常コントロールから入手し、トレーニングセット及び検証セット
に分割した。PCRによって測定したHPV16腫瘍状況は137症例で判明していて、そのうちの1
11人はHPV16について陽性であった。コントロールGSTタンパク質に対する各抗原の平均ル
ミネセンス比（RLU）値を決定した。P-値はウィルコクソン順位和検定によって計算した
。
　HPV16 E1、E2、E4、E5、E6、E7及びL1特異的IgGレベルは、健常コントロールと比較し
てOPC患者で上昇した（p＜0.05）。SVN分類因子モデリングを用いて、OPC癌の予測診断用
7抗体バイオマーカーパネル（E1、NE2、CE2、E4、E5、E6、E7）を認定した。HPV16陽性腫
瘍を有することが判明している患者サブセット（n＝111）について、感度は98%特異性で9
0%であった（AUC＝0.94）。多変数調整後、任意の抗原に対する抗体陽性はOPCリスクと密
接な関係があった（OR [95% CI]、65.6 [26.0-165.1]）。症例の中で、抗体陽性は、HPV1
6陽性腫瘍を有すること（OR [95%CI]、5.3 [1.3-21.2]）及び特にその中では≦10パック
年（pack years）の喫煙（OR [95%CI]、22.7[2.5-208.8]）と強い関係があった。
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　したがって、HPVOPCの早期検出のためのHPV16 IgG抗体の新規なバイオマーカーパネル
が作成された。
【００１０】
　更なる例示として、テキサス大学、M.D.アンダーソン癌センター（Houston, TX）での
治療（n=258）の開始前に以下の分析で使用する血清が選別された。当該生物試料保存施
設のサンプルは、2006年1月から2008年9月まで頭部と首の診療所に通院した患者から収集
され、人口動態データ、疫学データ及び臨床データと突き合わされた。患者は、標準化し
た質問票により身上歴及び暴露歴（喫煙及びアルコールの使用を含む）を提供し、さらに
生物学的検査のための血液サンプルを提供した。健常コントロール血清はテキサス大学、
M.D.アンダーソン癌センターから入手し、年齢、性別及び人種に関する頻度を症例と適合
させた（n＝250）。症例及びコントロールを先見的任意抽出によりトレーニングセット及
び検証セットに割り当てた。標準化サンプル収集プロトコルを用いて全てのサンプルを収
集し、使用まで-80℃で保存した。全ての対象者から施設内審査委員会の承認の下に書面
によるインフォームドコンセントを得た。
　ゲートウェイ適合ドナー系を含む、配列検証済み完全長cDNA発現プラスミド（pANT7_ｃ
GST）をDNASUプラスミドレポジトリー（アリゾナ州立大学、バイオデザイン・インスティ
チュート）から入手した（前記はdnasu.org/DNASU/.でオンライン公開されている）。DNA
を精製し、pANT7_cGSTベクターに挿入した。ヒトHeLa細胞溶解物（Thermo Scientific, W
altham, MA）を製造業者の指示にしたがって用い、各HPV16遺伝子をC-末端GST融合タンパ
ク質としてpANT7_cGSTベクターで発現した。HPV16 E2遺伝子は、最適タンパク質発現のた
めにN-及びC-末端フラグメントとして発現させた。陰性コントロールとしてGSTを発現し
た。
　以下の修正を加えてELISAを実施した：HeLa細胞溶解物によるIVTTを実施して88μLのタ
ンパク質を200ngの鋳型cDNAから発現し、抗GST抗体（GE Healthcare, Piscataway, NJ）
被覆96ウェルプレートにより捕捉した。血清を1：100に希釈し、10%の大腸菌DH5α溶解物
で2時間室温にてブロックし、続いて発現タンパク質とともに1時間インキュベートした。
ブロック血清及び抗体の添加は以下の自動装置を用いて実施した（BioMek NxP Laborator
y Automation Workstation（Beckman Coulter, Brea, CA））。症例及びコントロールは2
組ずつとして同時に分析した。セイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）抗ヒトIgG抗体（
Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA）を1：10,000で添加し、以下の
基質（Supersignal ELISA Femtoケミルミネセンス基質（Thermo Scientific））を用いて
検出した。ルミネセンスは以下の装置（Glomax 96 Microplate Luminometer（Promega, M
adison, WI））を用い425nmで相対光単位（RLU）として検出した。非特異的及びGST特異
的抗体の管理のために、個々のHPV特異的抗体RLU対コントロールGST抗原RLUの比を測定し
た。
【００１１】
　診断用院内パラフィン包埋組織は、腫瘍のHPV状況決定診断を組織病理学的に確認した
後で入手した。組織DNA抽出キット（Qiagen Inc., Valencia, CA）を用いてDNAを抽出し
た。PCRによる型特異的アッセイを用いて、調査対象者の腫瘍組織をHPV E6又はE7領域の
存在について試験し、各対象者をこれらの結果に基づいてHPV陽性又はHPV陰性として分類
した。陽性（Siha細胞株）及び陰性（TPC-1細胞株）コントロール並びにDNA品質コントロ
ールとしてβ-アクチンとともに、サンプルを3組ずつで用いた。
　全てのアッセイを2組ずつで実施し、値は平均値としてプロットする。切り捨て値を確
立するために、トレーニングセットのコントロールサンプル（n＝125）で（平均＋3標準
偏差）より大きいRLU比を陽性とした。これらのレベルは以下のとおりであった：E1：2.6
6、NE2：2.29、CE2：4.35、E4：2.58、E5：1.69、E6：2.01、E7：1.99、L1：1.84、L2：3
.58。比較はマン-ホイットニーのノンパラメトリック分析（GraphPad Prismバージョン5.
0c（San Diego, CA））を用いて実施した。二項ロジスティック回帰識別因子モデリング
を用い、我々は、抗体セットの全ての組合せのOPC癌早期検出性能を比較する基礎として
受信者動作特性曲線（ROC）下の面積を計算した。
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　Stata 12.0（StataCorp, College Station, TX）を全ての統計分析に用いた。0.5より
大きいp値を有意とみなし、全てが両側検定であった。カテゴリー変数は、試験対象者の
身上歴、臨床歴、及び暴露（喫煙及びアルコール）歴を表すために作成した。対象者が、
これまでに少なくとも100本のタバコを吸ったことがある場合には経験喫煙者（ever-smok
er）とみなし、対象者がこれまで1年以上にわたって少なくとも週に1回アルコール飲料を
飲んだことがある場合には経験飲酒者とみなした。以前に喫煙又は飲酒したが診断の前年
にはそうではなかった対象者は、それぞれ以前喫煙者又は以前飲酒者とみなした。
【００１２】
　対象となる身上歴変数及び臨床歴変数を標準的な記述統計方法で分析した。グループ間
の相違は、カテゴリー変数についてはカイ二乗検定又はフィッシャーの正確検定（細胞頻
度が5未満の時）を用い、さらに連続変数については適切な場合には不等分散を調整しつ
つスチューデントt検定を用いて比較した。
　95%信頼区間（CI）のオッズ比（OR）は、ロジステッィク回帰モデルを可能な交絡因子
を調整とともに用いて計算し、HPV16を用いて腫瘍のHPV状況と処置前の抗体状況との間の
密接な関係を決定した。HPV-と、HPV+で＞10パック年の喫煙と、HPV+で≦10パック年の喫
煙との間における比較のために、ベースアウトカムとしてHPV-患者を用い多項式ロジステ
ィック回帰を利用した。
　主要目標は、新規にOPCと診断された患者で、もし存在するとしてHPV16特異的抗体が検
出されるか否かを決定することであった。新規に診断が下され、組織病理学的に確認され
、かつ以前に処置されたことがない口腔咽頭癌を有する、頭頸部癌の大きな現在進行中の
分子疫学調査に参加中の患者が本実験に参加資格があった。HPV16タンパク質及びGSTコン
トロールタンパク質特異的抗体レベルを、OPCの258症例並びに250の年齢-、性別-及び人
種-適合コントロールに由来する、ランダムにトレーニングセット及び検証セットに分割
された血清で比較した。2症例が診断時に遠位転移を示したので更なる調査から除外し、
サンプルサイズは256症例となった。症例及びコントロールの身上歴は表1に提示されてい
る。
【００１３】
表1：症例及びコントロールの身上歴、暴露、及び臨床特性
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a 不等分散を調整
【００１４】
　症例の大半は扁桃腺及び舌基部に由来し（95%）、提示されたときにIII/IV期（92.6%）
であった。症例とコントローとの間に喫煙状況の割合に差はなかったが（表1）、コント
ロールはより高い現在のアルコール使用傾向を示した（症例で46.5%に対しコントロール
で59%、p＝0.025、表1）。256症例で、HPV状況（E6及びE7についてHPV腫瘍PCRによって決
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定）は137症例で利用可能であり、111症例（81%）がHPV16陽性であった。
　OPC症例と健常コントロールとの合体セットにおけるHPV16抗原に対する血清IgG抗体に
ついての迅速ELISAの結果は図1に示されている。非特異的及びGST特異的自己抗体バック
グラウンドを管理するために、個々のHPV特異的抗体のRLU対コントロールGST抗原のRLU比
を測定した。全OPCサンプル（HPV状況について未選別）では、L2を除く全HPV16抗体が健
常コントロールよりもOPC患者で有意に高かった（p＜0.05、図1）。
　健常コントロールよりも高い割合でOPC患者はこれらの抗体について血性陽性であった
（表2）。
【００１５】
表2：処置前抗体状況と症例-コントロール状況との密接な関係

a 任意の陽性対全て陰性
b フィッシャー正確検定
c 年齢、喫煙、及びアルコール状況について調整
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NC、細胞が0のため計算不能
【００１６】
　トレーニングセット健常コントロールから誘導した切り捨て値（平均より＞3SD高い）
を用いたとき、少なくとも1つのHPV16初期遺伝子抗体が、健常コントロールの15/250（6.
0%）と比較して213/256（84.2%）のOPC症例血清で検出された（表2）。患者の大半が以下
に特異的なIgG抗体陽性であった：HPV16 E1（144/256、56.3%）、NE2（104/256、40.6%）
、CE2（137/256、53.5%）、E6（148/256、57.8%）、及び/又はE7（148/256、57.8%）。対
照的に、わずかに15症例（5.9%）がL1抗体陽性であり、L2抗体陽性はなかった。E1、E2、
E4、E5、E6及びE7は、検証セットの症例とコントロールセットとの間で有意に相違した。
　OPCのリスクは、年齢と性別を調整しOR（95%CI）を計算することによって概算した（表
2）。E1、E2、E6及びE7抗体のORは31.5－335.3の範囲であった。95%CIは大きいが、超高
リスクOPCが以下に対する血清陽性と結びついていた：E2のN-末端部分（OR＞300）、E6タ
ンパク質（OR＞250）、及びE1タンパク質（OR＞150）。いずれかの抗原に対して血清陽性
であることはOPCリスクの66倍増加と結びついていたが、初期タンパク質に対して血清陽
性であることはOPCリスクの93倍増加に結びつき、さらに後期タンパク質に対して陽性で
あることはOPCリスクの5倍増加に結びついていた。
　HPV16 E6又はE7 DNAについてPCRで試験された腫瘍組織を有する137症例では、111（81.
0%）がHPV腫瘍陽性、26（19.0%）がHPV腫瘍陰性であると決定された。
　HPV腫瘍陽性症例のうちで、95/111（85.5%）が少なくとも1つのHPV初期抗原について血
性学的に陽性であった。しかしながら、HPV腫瘍陰性症例の16/26（61.5%）もまた少なく
とも1つのHPV初期抗原について血性学的に陽性であった。NE2又はE6のどちらかに対する
抗体の存在はHPV腫瘍状況と結びつき（OR [95%CI]で、それぞれ5.8 [1.8-19.4] 及び4.5 
[1.6-12.6]）、このことは特に10パック年以下の喫煙をした者に当てはまる（OR [95%CI]
で、それぞれ22.3 [3.9-26.8] 及び8.9 [2.7-28.9]）。分析タンパク質のいずれかに対し
て血清陽性であることは、≦10パック年の喫煙の症例ではHPV腫瘍状況と強く結びついて
いたが、この結びつきは、後期タンパク質ではなく主として初期タンパク質についてであ
った（OR [95% CI]、21.3 [2.3-192.8]）。喫煙者（＞10パック年）では、血清陽性とHPV
腫瘍状況との間に一定の結びつきは認識されなかった。HPV16 E2、E6及びE7の血清学とHP
V腫瘍との結びつきは喫煙によって分かれた。
【００１７】
　HPV腫瘍陽性状況を有する患者サブセット（n＝111）について、我々は、パネルとして
の初期抗原特異的抗体の組合せをそれら個々の抗体のHPV腫瘍状況との強い結びつきを基
準にして査定した。切り捨て値を用いるとき、症例の大半は、コントロールと比較してE6
及び/又はE7抗体に対して陽性であった（88/111、79.3%）。当該完全パネルの付加（少な
くとも1つのHPV16初期遺伝子抗体）は、コントロールと比較して検出の感度を95/111（85
.5%）症例に改善した。E1抗体はNE2抗体と強い相関性を示した（R2＝0.63）。
　我々は、トレーニングセットのHPV16腫瘍陽性状況が判明している患者サブセット（n＝
111）及びをコントロール（n＝125）用いて患者状況の分類因子を構築し、E6/E7特異的抗
体の組み合わせ（図2A、実線）を7つの初期抗原特異的抗体の完全パネル（図2b、実線）
と比較した。続いて、我々は当該分類因子を用いて、検証セットの独立したHPV16腫瘍陽
性症例（n＝111）及びコントロール（n＝125）のための受信者動作特性曲線を構築した。
98%特異性で、E6/E7抗体パネルの感度は84%であった（AUC＝0.9276）。対照的に、7抗体
パネル（E1、NE2、CE2、E4、E5、E6及びE7）は、98%特異性で感度を90%に改善した（AUC
＝0.9395、図2、破線）。切り捨て値単独と比較して、分類因子の使用は、当該パネルの
感度及び特異性の両方を改善した。
【００１８】
　口腔咽頭癌の大半はヒトパピローマウイルス16型（HPV16）と密接に関係している。HPV
-ORCの発生増加のために、これらの患者の早期検出、診断、予後判定及びモニタリングの
ためのバイオマーカーが臨床で希求されている。先の研究は、HPV-OPCを有する患者のサ
ブセット（約64－74%）が、HPV16 E6及び/又はE7に対する検出可能な抗体をその血清に有
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することを示した。パイロット実験で、我々は、OPCを有する患者内でHPV16初期タンパク
質に対する個々の血清学的応答パターンに顕著な不均一性を認めた。このことは、複数の
HPV16由来タンパク質に対するIgG抗体パネルがHPV-OPCの検出を改善できることを示唆し
ている。本実験で、我々は、過去10年にわたってMDアンダーソンの頭部首の診療所をOPC
に関して受診した患者の血清の大きな予測収集物を用いて、OPC診断用潜在的バイオマー
カーとして完全なHPV16プロテオームに特異的な抗体を査定した。
　我々は、複数のHPV16初期抗原（E1、E2、E4、E5、E6及びE7）に対する抗体は、年齢-、
性別-及び人種-適合コントロールと比較して患者血清で特異的に検出されることを示す。
HPV16初期抗原の完全パネル（E1、E4、E5、E6、E7並びにE2のN-及びC-末端フラグメント
）に対する抗体は、HPV+症例の90%を98%特異性で検出した。我々のデータは、HPV16抗体
シグネチャーはHPV-OPCの特異的で臨床的に有用なバイオマーカーであり、さらに他のHPV
関連悪性疾患に対して潜在能力を有しうることを示唆している。
　本実験の1つの限界は、ここ10年（その間にこれらの患者が登録された）における腫瘍
組織でのHPVの検出のための方法及び基準が急速に進んだことである。これまでのところH
PVの組織バイオマーカーの取り扱いについての基準は存在しないが、IHCによって検出さ
れるp16発現が代替マーカーとして一般的に用いられる（HR HPV核酸のためのISHを伴うこ
とも伴わないこともある）。本実験のHPV状況の割り当てはHPV16のE6及びE7のPCRによっ
て決定された。これらの症例のほんの小さなサブセットだけがp16の免疫組織化学のため
に利用可能な組織をもっていた（n＝22）。したがって、我々はp16検査を用いて組織のHP
V状況を確認する能力をもたなかった。
【００１９】
　PCRによって識別される組織HPV16状況を有する症例のサブセット（n＝137）では、HPV1
6初期抗原（E1、E2、E4、E5、E6、E7）に対する抗体は症例の85.6%（前記はまたPCRでHPV
16陽性の腫瘍を有する）で検出されたが、組織HPV PCRで陰性の症例の61.5%はなお血清学
的に陽性であった。これらの血清学的応答は、組織HPV PCR陽性症例の応答と強度及び抗
原特異性で類似していた（データは示されていない）。HPV-OPCの10－15%はHPV16以外のH
PVサブタイプと密接に関係しているので、我々は、当該血清学アッセイは、血清陽性でPC
R陰性集団における他のHPVサブタイプとの交差反応である可能性を排除できない。第二の
可能性は、本実験で用いたHPV16 PCRアッセイには感度に限界があるということで（偽陰
性）、これは本実験のp16検査では確認できない。
　我々のデータは、新規にHPV-OPCと診断された患者におけるE6及びE7抗体の検出を示し
た発表済み研究を確認しさらにそれを拡張した。ここでは、我々はHPV-OPC患者（n＝111
）の79.3%でE6及びE7抗体を検出している。我々の結果は、独立したマルチセンターHOTSP
OT研究に由来するHPV-OPC患者（n＝119）の76.0%における我々のE6及び/又はE7抗体の発
見と類似し、HPV-OPCの血清学的検出における限定的な地域的又は技術的変動の存在が示
唆される。
　これはまた、HPV状況の規定における相違（本実験ではPCR、HOTSPOTではp16/ISHが用い
られた）がこれらの結果に顕著には影響しないことを示唆している。ヒト細胞溶解物及び
アッセイの広範囲の最適化を利用するin vitroタンパク質発現の技術的改善はプログラム
可能ELISAの検出の分析限界を向上させ、一方で変動及びバックグラウンドを最小限にし
た。初期抗原の完全なパネルを用いるとき、検出感度は98%の特異性で90%に改善され、HP
V-OPC検出のために多変数シグネチャーを使用することが強く支持される。
【００２０】
　我々のデータの注目に値する発見はこれらの患者でHPV16に対する血清学的応答の不均
一性であり、その生物学的又は臨床的重要性は不明である。患者血清の大半（79.3%）がE
6及び/又はE7に対する抗体を有するが、複数の他の初期遺伝子（E1、E2及びE4を含む）に
対する抗体もまた特異的に検出される。これはHPVOPCに特有である。なぜならばこれらの
抗体は、侵襲的な子宮頸癌の患者の血清ではほとんど検出されないからである。E1抗体は
E2抗体と強い相関性を有し、E4抗体はE7抗体を有する患者のサブセット（25.7%）で検出
されただけである。患者の5%がE1/E2抗原に対する抗体を単離させ、E6/E7抗体を含まなか
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った。
　液性免疫は抗原発現によって誘発されるので、個々のHPV抗原に対する血清学的応答に
おける患者間変動は腫瘍における抗原発現の相違の結果であると我々は推測する。実際、
IHCによってE6及びE7発現の変動が観察される。この時点で、OPC組織におけるE1、E2、E4
又はE5抗原のタンパク質発現に関するデータは発表されていない。子宮頸部疾患では（こ
の場合、疾患の進行における病因としてのウイルスの動力学的役割はより理解されている
）、E2はCIN II/IIIで高度に発現され、さらに発現はウイルスの組み込み及びE6/E7の脱
抑制のために減少する。したがって、我々は、E2（及びおそらくE1、E4及びE5）に対する
抗体は、HPV-OPCの発達ではE6/E7抗体よりも早期に検出できると予測する。
　HPV初期抗原に対する抗体の生物学的帰結は不明である。これらの抗体は、異形成のな
い子宮頸部（CIN0/1）のHPV感染を有する患者ではほとんど検出されず（Rocheのリニアア
レイで測定）、これらの抗体は、急性感染のバイオマーカーではなく癌のバイオマーカー
であることを提唱している。2つの実験は、E6及び/又はE7タンパク質に対する抗体はHPV-
OPCの臨床的予後判定の改善と密接に関係することを示しているが、これはより大きなHPV
-OPCコホートでの今後の確認を待つ。
【００２１】
表3：トレーニングセット並びに検証セットの症例及びコントロールにおけるHPV16 IgG検
出のためのRLU比及び範囲

【００２２】
　特異的なHPV16抗体はHPV+の口腔咽頭癌の改善された予後判定の予測を可能にする
　ヒトパピローマウイルス16型（HPV16）は口腔咽頭癌（OPC）の大半の原因である。本明
細書に記載するように、HPV16タンパク質特異的抗体（Ab）はHPV16+のOPCの改善された予
後判定のための潜在的バイオマーカーである。
　HPV16抗原E1、E4、E6、E7、L1、L2、並びにE2のN-末端及びC-末端フラグメント（NE２
、CE2）を注文プログラムが可能なELISAアッセイを用いて定量した。血清は、診断時にHP
V+のOPC患者でPCRによって確認された97人から入手した。各抗原の中央値蛍光強度（MFI
）値のコントロールGSTタンパク質に対する比を決定した。臨床所見との関係はCox比例ハ
ザード回帰によって決定した。
　HPV16 E1及びNE2特異的IgGレベルの存在は両抗体とも、HPV16+の患者で全生存及び無再
発生存の改善と密接な関係にあった（p＜0.05）。調査期間の終了時に生存していた患者
の追跡期間中央値は、全生存では49カ月で無再発生存では46カ月であった。全生存の場合
、喫煙（＞10パック年対≦10パック年）、アルコール使用（経験対なし）、Tカテゴリー
（T3-4対T0-2）、及び部位の詳細（T/BOT対他の場所）について調整したとき、ハザード
比は、E1抗体陽性で0.2、及びNE2抗体陽性で0.2であった（それぞれｐ＝0.029及びp＝0.0
22）。E6抗体陽性は死亡リスクの70%減少と密接な関係を示したが、これは多変数調整後
には統計的に有意ではなかった（HR＝0.3、p＝0.074）。無再発生存の場合、調製された
ハザード比は、E1抗体陽性で0.2、及びNE2抗体陽性で0.2であった（それぞれｐ＝0.014及
びp＝0.020）。
　したがって、我々は、改善されたHPV16+のOPCの全生存及び無再発生存と密接な関係を
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示すHPV16特異的抗体を識別した。
　さらに、我々はまた、頭頸部癌のための潜在的診断バイオマーカーであるHPV16抗原パ
ネルを識別した。我々は以前に個々の抗原を識別し、我々は、今やこれらの癌の検出のた
めにこれらの抗原の最適パネルについてはるかに大きなデータベースを有する詳細な情報
を提供する。このパネルに含まれない追加的HPV抗原もまた有益でありうる。
【００２３】
　これまでのところ、HPV+の頭頸部癌の早期検出のためのバイオマーカーは存在しない。
HPV16のE6及びE7タンパク質に対する抗体が潜在的な診断抗原として識別された。我々は
、完全なHPV16プロテオームのための新規なアッセイを開発し、癌検出（及び再発の可能
な検出又は治療のモニタリング）のためにこれら抗原のパネルの特別な有用性を示した。
　我々がHPV+の頭頸部癌のための潜在的な予後判定バイオマーカーとして識別した3つの
抗原は、HPV16 E1、E2のN-末端、及びE6タンパク質に対する抗体である。HPV+の頭頸部癌
を有する全ての患者が、標準的な頭頸部癌の治療法を受ける。しかしながら、全体として
彼らの予後は良好で、低用量の放射線及び/又は化学療法により恩恵を受けることができ
る。我々はアッセイを開発して、極めて良好な予後を有するこれらの患者のサブセットを
識別した。
　我々は注文プログラムが可能なELISAアッセイを開発し、迅速抗原タンパク質in situデ
ィスプレー（Rapid Antigenic Protein In situ Display（RAPID））と名付けた（前記は
、患者血清中のHPV抗原に対する抗体の検出用である）。RPID ELISAは、タグ付きタンパ
ク質による抗原ディスプレーのためにin situタンパク質発現及び捕捉を利用して、HPV16
のプロテオームとともに腫瘍抗原p53（p53変異癌を有する患者の20%で高度に免疫原性で
ある）の効果的かつ特異的なディスプレーを可能にする。本実験で、我々はHPV+のOPCの
診断のためのバイオマーカーとしてHPV16抗体の有用性を精査した。我々は、新規にOPCと
診断された患者の血清を過去に遡って広範囲に収集し、HPV16プロテオーム全体の血清学
、疾患の状況、年齢、喫煙、及び腫瘍HPV状況間における相関性を査定した。
　OPC疾患分析で用いた血清は、テキサス大学M.D.アンダーソン癌センター（Houston, TX
）での治療開始前の血清から選別した（n＝256）。コントロール患者血清は、オレゴン衛
生と科学大学（Oregon Health and Science University, Portland）（OR（セット#1、n
＝78））及びテキサス大学M.D.アンダーソン癌センター（セット#2、n＝50）によって入
手した。標準化サンプル収集プロトコルを用いて全てのサンプルを収集し、使用まで-80
℃で保存した。全ての対象者から施設内審査委員会の承認の下に書面によるインフォーム
ドコンセントを得た。
【００２４】
　ゲートウェイ適合ドナー系を含む、配列検証済み完全長cDNA発現プラスミド（pANT7_ｃ
GST）をDNASUプラスミドレポジトリー（アリゾナ州立大学、バイオデザイン・インスティ
チュート）から入手した（前記はdnasu.org/DNASU/.でオンライン公開されている）。DNA
を精製し、pANT7_cGSTベクターに挿入した。Magplex(商標)磁性カルボキシル化微小粒子
（Luminex Corporation, Austin, TX）を1,000,000ビーズに対して5μgの抗GST抗血清（G
E Healthcare, Piscataway, NJ）比で結合させた。ヒトHeLa細胞溶解物（Thermo Scienti
fic, Waltham, MA）を500ngのDNAとともに用い、各HPV遺伝子をGST-融合タンパク質とし
て発現させた。GST-コントロールベクターを陰性コントロールタンパク質として発現させ
た。HPV16 E2遺伝子は最適タンパク質発現のためにN-及びC-末端フラグメントとして発現
させた。
　以下の修正を加え、本質的に当業界で公知のビーズアレイELISAを実施した。ヒトHeLa
細胞溶解物を用いてin vitro転写/翻訳（IVTT）を実施し、生成物をそれぞれMagPlex(商
標)微小球（Luminex）に捕捉し、プールし、さらにSeaBlock（Thermo Scientific, Rockf
ord, IL）で希釈したHeteroBlock(商標)（Omega Biologicals, Bozeman, MT）を用いてブ
ロックした。1：80に希釈した血清をプールしたビーズとともにブロック緩衝液で一晩4℃
にてインキュベートした。検出のために、フィコエリトリン標識ヤギ抗ヒトIgG抗体（Jac
kson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA）を1：10,000で添加し、続
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いて中央値蛍光強度（MFI）を検出した。非特異的及びGST特異的抗体を管理するために、
個々のHPV特異的抗体のMFI対コントロールGST抗原のMFI比を測定した。
　シングルプレックスプログラム可能ELISAは、いくつかの重要な修正を加えながら本質
的にはビーズアレイELISAにしたがって実施した。上記に特記したように、in vitro転写/
翻訳（IVTI）はヒトHeLa細胞溶解物を用いて実施し、生成物をそれぞれ抗GST（供給源）
被覆96ウェルプレート（プレートの型）上で捕捉した。血清は1：80に希釈し、超音波で
調製した大腸菌DH5a細胞の溶解物でブロックした。結合IgGはヤギ抗ヒトIgG抗体（Jackso
n ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA）及びECLを用いて検出した。
　症例は、腫瘍PCRによってE6及び/又はE7 DNAが存在すればHPV陽性と決定された。
【００２５】
　Luminex xPONENTソフト（EMD Millipore, Billerica, MA）（50カウント/分析）を用い
て、正味のMFI測定をMagpix(商標)マルチプレックスプラットフォーム上で実施した。全
アッセイを2組ずつで実施し、値は平均値としてプロットした。切り捨て値を確立するた
めに、78コントロールサンプルの（平均＋3標準偏差）を超えるMFI比を陽性とした。これ
らのレベルは以下のとおりであった：E1：1.4、CE2：2.4、NE2：1.5、E4：2.7、E5：1.5
、E6：1.7、E7：2.2、Ll：1.4、L2：1.4。比較はマン-ホイットニーのノンパラメトリッ
ク分析（GraphPad Prismバージョン5.0c（San Diego, CA））を用いて実施した。二項ロ
ジスティック回帰識別因子モデリングを用い、我々は、抗体セットの全ての組合せのOPC
癌早期診断性能を比較する基礎として受信者動作特性曲線（ROC）下の面積を計算した。
　OPCを有する患者をこの実験の資格有りと認定した。処置前血液サンプルを症例対象者
から入手した。258症例からHPV16の血清学を入手した。2症例は、彼らが遠位転移を示し
たときに更なる調査から除外した。当該256症例で、HPV腫瘍PCRによって決定されたHPV状
況が137症例について得られた。P16免疫染色は22症例で実施され、ISHは55症例で実施さ
れた。コントロール（セット#1、n＝79）は、オレゴンの頭部首の癌診療所を訪れた健常
ドナーから選択した。1人のコントロールは扁桃腺の癌の病歴のために除外した。症例及
びコントロールの身上歴は表1に提示されている。年齢、性別及び居住地による潜在的な
偏向を管理するために、コントロールサンプルの第二のセット（セット#2、n＝50）はMD
アンダーソンの健常ドナー集団から選択された。
【００２６】
　症例の血清は処置前に収集した。コントロールの血清及び質問票は、癌病歴のないポー
トランド（ORエリア）の健常な男女から収集した。症例及びコントロール血清でHPV16抗
原に対する血清IgG抗体をMageProBEによって測定した（図3）。非特異的及びGST特異的自
己抗体バックグラウンドの管理のために、個々のHPV特異的抗体のMFI対コントロールp21-
GST抗原のMFIの比を取得した。それぞれ個々の抗原に対するこれらの値の平均及び範囲は
表3に提示されている。コントロールから得た切り捨て値を用いたとき、少なくとも1つの
HPV16抗体が、健常コントロール（11/78（14.1%））と比較してOPCの225/256（87.9%）の
血清で検出された。患者の大半は、E1、CE2、NE2、E6及び/又はE7についてそれぞれ69.1%
（177/256）、47.3%（121/256）、77.3%（198/256）、74.6%（191/256）、及び64.8%（16
6/256）のパーセンテージで陽性であった。1つ以上の陽性抗体が存在すれば、症例は血清
学的にHPV陽性と決定した。
　PCRによってHPV腫瘍状況を試験した137症例で、111人（81.0%）がHPV腫瘍陽性と決定さ
れ、26人（19.0%）がHPV腫瘍陰性であった。
　血清学の結果及び腫瘍PCRによるHPV状況を比較した。HPV腫瘍陽性症例で、100/111（90
.0%）がまた少なくとも1つのHPV抗原について血清学的に陽性であった。HPV腫瘍陰性症例
の18/26（69.2%）が少なくとも1つのHPV抗原について血清学的に陽性であった。CE2及び/
又はNE2のどちらかに対する抗体の存在はHPV腫瘍陽性OPCと密接な関係を有し（OR、5.8；
95%CI）、E6及び/又はE7のどちらかに対する抗体の存在と同様であった（OR、4.1；95%CI
）。喫煙について調整したとき、10パック年以下の喫煙をして、かつCE2及び/又はNE2に
対して血清陽性だった者は、HPV陽性OPCの確率において22倍（OR、22.3；95%CI）増加と
密接な関係を示した。E6及び/又はE7陽性の喫煙者もまた、HPV陽性OPCの確率において12
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倍（OR、11.8；95%CI）増加と密接な関係を有した。
　我々は、OPC患者及び健常コントロールサンプルでHPV16 E1、E2、E4、E6、E7及びL2抗
体レベルを比較した（p＜0.0001、ウィルコクソン順位和検定）。HPV腫瘍陽性状況のサブ
セット（n＝113）について、我々は4抗体バイオマーカーパネル（NE2、CE2、E6、E7）を
識別した。このパネルの最適作動点は97%特異性で90%であった（AUC＝0.96）。このAUCは
、偽陽性率がほぼ2.5%の値に相当する。
【００２７】
　頭頸部癌の予後判定のためのHPV血清学
　ヒトパピローマウイルス16型（HPV16）は大半の口腔咽頭癌（OPC）の原因である。特異
的HPV16タンパク質に対する抗体は、HPV16+のOPCの予後判定の改善のための潜在的バイオ
マーカーである。
　合計209人の患者が最後の分析に含まれた。これらのうちで、114人はサブグループ分析
のために利用できる腫瘍HPV16状況を有し、これらの患者のうち96人はHPV16陽性腫瘍を有
していた。生存患者の追跡期間の中央値は62.7カ月（範囲は3.9から96.9カ月）であった
。HPV16陽性腫瘍を有する生存患者の追跡期間の中央値は68.9カ月（範囲は4.1から92.5カ
月）であった。利用可能なHPV16状況をもつ患者ともたない患者との間では生存に関して
相違はなかった（P＝0.577）。
　無増悪生存はいずれかのE抗体が陽性の患者でより良好であったが（図5A）、いずれか
のL抗体で陽性の患者では生存利益は認められなかった（図5B）（それぞれP＜0.001及びP
＝0.657）。したがって、我々はその後の分析ではL抗体状況を除外した。
　HPV16 E1及びNE2特異的IgGレベルの存在は両抗体とも、HPV16+の患者で全生存及び無再
発生存の改善と極めて密接な関係にあった（p＜0.05）。調査期間の終了時に生存してい
た患者の追跡期間中央値は、全生存では49カ月で無再発生存では46カ月であった。全生存
の場合、喫煙（＞10パック年対＜10パック年）、アルコール使用（経験対なし）、Tカテ
ゴリー（T3-4対T0-2）、及び部位の詳細（T/BOT対他の場所）について調整したとき、ハ
ザード比は、E1抗体陽性で0.2、及びNE2抗体陽性で0.2であった（それぞれｐ＝0.029及び
p＝0.022）。E6抗体陽性は死亡リスクの70%減少と密接な関係を示したが、これは多変数
調整後には統計的に有意ではなかった（HR＝0.3、p＝0.074）。無再発生存の場合、調整
されたハザード比は、E1抗体陽性で0.2、及びNE2抗体陽性で0.2であった（それぞれｐ＝0
.014及びp＝0.020）。
【００２８】
　いずれかのE抗体が陽性の患者は、全てのE抗体が陰性の患者よりも良好な全生存及び無
増悪生存を有した：5年全生存の概算はそれぞれ87.4%及び42.2%で、5年無増悪生存の概算
はそれぞれ82.9%及び46.1%であった（両方についてP＜0.001）。多変数Cox比例ハザード
回帰では、いずれかのE抗体が陽性の患者は、死亡（HR、0.2；95%CI、0.1－0.4）及び進
行リスク（HR、0.2；95%CI、0.1－0.5）の80%低下を示した（表4）。NE2陽性、E1陽性、
及びE6陽性は、死亡リスクを80%まで、さらに進行リスクを70%まで低下させた（表4）。
喫煙は生存の強力な予測因子であり、かつHPV陽性腫瘍をもつ患者は非喫煙者又は軽度喫
煙者である可能性が高いので、我々はまた10パック年以下の喫煙歴を有する患者のサブセ
ットを評価した。これらの患者（n＝130）では、いずれかのE抗体の陽性はまた、死亡リ
スク（HR、0.1；95%CI、0－0.7）及び進行リスク（HR、0.1；95%CI、0－1.0）の有意な減
少と密接に関係していた（表4）。非喫煙者及び軽度喫煙者では、完全なコホートで観察
したような個々の抗体との強い結びつきは観察されなかったが、それにもかかわらず、抗
体陽性患者間では生存の改善傾向がこのサブセットで認められた。
【００２９】
　E抗体状況及び腫瘍HPV16 DNA状況による患者間の生存における相違を比較するために、
我々はカプラン-メイヤー曲線を作成した（図6）。図6AはE抗体状況による無増悪生存を
示し、図6Bは腫瘍HPV16 DNA状況による無増悪生存を示す。E抗体陽性及びHPV16腫瘍陽性
はより良好な生存と密接に関係していたが、E抗体状況はより強力な予測因子であるよう
に思われた（E抗体状況ではP＜0.001、及びHPV16ではP＝0.016）。このことは多変数Cox
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比例ハザード回帰で確認された（前記ではE抗体陽性及びHPV16陽性の両方が全生存及び無
増悪生存の両方の強力な予測因子であった）。多変数調整後は、E抗体陽性患者は死亡リ
スクが80%減少し（95%CI、0.1－0.5；年齢、喫煙及び治療について調整）、さらに腫瘍HP
V16陽性患者もまた死亡リスクが80%減少した（95%CI、0.1－0.7；年齢、喫煙、治療及びT
カテゴリーについて調整）。同様に、E抗体状況及びHPV16状況は両方とも無増悪生存と極
めて密接に関係していた（E抗体ではHR、0.2；95%CI、年齢、喫煙及び治療について調整
後に0.1－0.5、さらにHPV16ではHR、0.2；95%CI、年齢、喫煙、Tカテゴリー及び部位の詳
細について調整後に0.1－0.7）。
　我々はROC曲線を用いて、209人の患者の全てについて疾患の再発を予測するためにE抗
体の最良の組合せを決定した。NE2、E4、E6及びE7の組み合わせは最高の正確さを示し、
最適動作点は70.2%の特異性で71.4%であった（AUC＝0.71）。E1、CE2及びE5の添加は前記
を改善しなかった。加えて、NE2及びE6単独の正確さは前記組み合わせ抗体と対比して良
好であった（AUC＝0.69及びAUC＝0.61（データは示されていない））。
　HPV16陰性腫瘍を有する患者では、E抗体陽性は、全生存又は無増悪生存に対する明白な
予測値をもたなかった（データは示されていない）。しかしながら、分析をHPV16腫瘍陽
性患者（PCRによる）に制限するとき、血清学的にE抗体陽性患者は、血清学的にE抗体陰
性患者に匹敵する生存利益を維持した（図7）。この密接な関係は多変数調整の後でも有
意なままであった（HR、0.3；95%CI、0.1－0.9（全生存）、及びHR、0.3；95%CI、0.1－0
.8（無増悪生存））。特に、NE2、E1及びE6に対する抗体は全生存及び無増悪生存の強力
な予測因子のままであった。
　図8は、再発状況に応じた、HPV陽性OPC患者の時間経過におけるE1、NE2及びE6の中央値
抗体レベルを示す。再発しなかったランダムに選択された23人の患者のサブセットは、再
発した8人の患者よりも高い中央値抗体レベルを有したが、サンプルサイズが小さいため
に、我々はこれらグループ間で統計的に有意な相違を検出できなかった。
【００３０】
　考察
　我々は、E1、NE2及びE6 HPV16陽性はいずれも、全コホート及び既知のHPV16陽性腫瘍を
有する患者で全生存及び無増悪生存の向上と極めて密接に関係していることを見出した（
P＜0.05）。我々はまた、コートタンパク質Lに対する抗体について血清が陽性であること
は生存を予測しないことを見出した。したがって、我々は、HPV+のOPCの全生存及び無再
発生存の向上と密接に関係する3つのHPV16特異的抗体を識別した。この証拠は、HPV媒介
発癌に必要とされる抗原に対する血清学的応答は弁別的に癌の出現を予測できるが、感染
プロセスに重要な抗原（Lタンパク質）に対する血清学的応答はそうではないことを提唱
している。我々の発見は、癌の出現は部分的には免疫応答によって示され、さらにE抗体
は発癌性変化及び予後のバイオマーカーでありうるという結論を支持する。
　E6及びE7に対する血清学的応答（前記は大半の調査の焦点である）の査定に加えて、我
々は、生存についてのマーカーとして有用でありうる、より広範なHPV16タンパク質アレ
イに対する血清学的応答を査定した。我々は、以前にE6及びE7抗体陰性のHPV16陽性腫瘍
を有する患者の小さなサブセットはE1及びNE2抗体陽性であることを示した（これはHPV16
血清学的試験及び診断には複数のマーカーを含むことが必要であることを示している（23
））。さらに最近、我々は、256の症例及び250のコントロールを含む調査で、E抗体陽性
の個体間でOPCのリスクの劇的な増加を示した（データは示されていない）。我々は、い
ずれかのE抗体が陽性である者は、全てのE抗体が陰性である者のOPCリスクの244倍のリス
クを有することを見出した。さらにまた、HPV16 DNA陽性の腫瘍を有する患者は、HPV16 D
NA陰性腫瘍を有する患者よりもいずれかのE抗体が陽性である確率が4倍高く、この密接な
関係は、非喫煙者又は軽度喫煙者であるHPV16陽性腫瘍患者で特に強い。
【００３１】
表4：処置前抗体状況と全生存及び無増悪生存との密接な関係についてのCox比例ハザード
回帰
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a 全患者：年齢、喫煙及び処置について調整；≦10パック年の患者：年齢及び処置につい
て調整；HPV陽性患者：年齢、喫煙及びTカテゴリーについて調整。
b 全患者：年齢、喫煙及び処置について調整；≦10パック年の患者：年齢、Nカテゴリー
及び処置について調整；HPV陽性患者：年齢、喫煙及びTカテゴリーについて調整。
NC：細胞が0のため計算不能
【００３２】
　口腔ヒトパピローマウイルス（HPV）
　以前に記載したPGMY 09/11プライマー及びラインブロットハイブリダイゼーションを用
い、36のHPV DNA型について口腔洗浄サンプルを試験した。簡単に記せば、口腔剥離細胞
から磁性ビーズ系自動プラットフォーム（QIAsymphony SP, Qiagen）を用いてDNAを精製
し、続いてPGMY09/11 PCRプライマープール及びβ-グロビンプライマーを用いて36の異な
るHPV DNA遺伝子型について分析し、続いてRocheTMリニアアレイに対して逆ラインブロッ
トハイブリダイゼーションを実施した。同じ方法及び検査室を利用して、NHANES 2009-20
10の口腔HPV感染データを作成した。提示した全ての口腔洗浄検査の結果はβ-グロビン陽
性であった。
　ベースラインの口腔洗浄サンプルもまた、HPV16ウイルス負荷量について、以前に記載
したようにABI 7300リアルタイムPCR系（Applied Biosystems, Foster City, CA）でTaqM
an定量リアルタイムPCR（qPCR）を用いて査定された。口腔剥離細胞におけるHPV DNAの検
出は、細胞内DNAに由来する感染性ウイルス粒子を識別することはできない。すなわち、
それが伝播されうる活発なHPV感染であるか否か、又はそれが腫瘍細胞（当該細胞ではDNA
は組み込まれてあって感染性ではない）から剥がれ落ちたHPV DNAであるか否かを識別で
きない。
　96ウェルプレートのシングルプレックスアッセイとして改変したアンダーソンラブのプ
ログラム可能ELISAによって、血液サンプル（1：100）を、HPV L1、E6及びE7 IgG抗体に
ついて中心的に調べた。ヒトHeLa細胞溶解物による転写/翻訳（IVTT）系（Thermo Scient
ific）を用いてタンパク質を発現させ、超音波によって調製した10%大腸菌DH5αでブロッ
クした。ルミネセンスは、GST-抗原コントロールに対する比として相対的光単位（RLU）
で測定された。陽性血清のための切り捨て値は、健常志願者（n＝81）で観察されるRLU比
の平均＋3標準偏差と規定した。
　in situハイブリダイゼーション（ISH）によるHPV16の集中試験（n＝55）、院内発癌性
HPV ISH試験（n＝66）、又は院内p16免疫組織化学（n＝43；そのうちの25例は院内PCR試
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験を受け、そのうちの88%（22/25）はHPV16陽性であった）を基準にして、164のHPV-OPC
症例がHPV陽性と分類されたが、ただしISH及びp16の両方がHPV-OPCの識別のために臨床現
場でこれまで用いられていることが条件であった。16の追加症例及びそのパートナーは、
HPV16集中試験陰性（n＝8）又は局在p16陰性（n＝8）結果により分析から除外された。
　登録パートナーを伴う又は伴わない症例の特性を、カテゴリー変数又は連続変数中央値
試験のためのカイ二乗を用いて比較した。症例及びパートナーの口腔HPV有病率を、2009-
10 NHANESデータ（本実験患者との適合性のために年齢45－65歳の個体に限定）由来の人
口依拠サンプルの加重有病率と比較した。
　口腔洗浄サンプルは、査定した36のHPV型のいずれかがラインブロットで検出されたな
らば“いずれかの口腔HPV”は陽性とみなされた。“いずれかの発癌性HPV”の罹患は、以
下のいずれかの検出と規定された：HPV16、18、31、33、35、39、45、51、52、56、58、5
9、68又は73。HPV16陽性はまた定量的PCR（qPCR）を用いて定量した。このqPCRでは、陽
性は通常の検査室カットオフ（被験口腔洗浄サンプル2μL中にコピー数が＞3コピー）を
用いて規定した。コピー数が＞0のときには、結果はまた、口腔HPV DNAの可能な低レベル
伝播に関する研究仮説のために提示される。
　136人のHPV-OPC症例、48人のパートナー及び81人の健常志願者のベースライン血清にお
けるHPV E6及びE7抗体の検出は図4に示される。血清で検出された特異的HPVタンパク質/
コントロールGSTタンパク質に対するIgGのRLU比が示される。
　本発明をその詳細な説明と一緒にこれまで述べてきたが、前述の記述は例示を意図し本
発明の範囲を限定しようとするものではないことは理解されよう（本発明の範囲は添付の
特許請求の範囲によって規定される）。他の特徴、利点及び改変は以下の特許請求の範囲
内である。

【図１】 【図２Ａ】
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【図３－２】 【図３－３】
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【図５Ａ】 【図５Ｂ】
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【図６Ａ】 【図６Ｂ】

【図７ＡＢ】 【図７ＣＤ】
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