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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ミトコンドリアDNA(mtDNA)を有する被験体における、ヒトmtDNAゲノムのヌクレオチド1
0744～14124に渡る前立腺癌と関連する3379塩基対(bp)の欠失を検出する方法であって、
前記欠失が、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4L、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット
4、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット5、tRNAヒスチジン、tRNAセリン2及びtRNAロイシ
ン2をコードする遺伝子を実質的に含み、前記方法が前記被験体由来の生物学的サンプル
において前記mtDNA中の前記欠失の存在を検出することを含む、前記方法。
【請求項２】
　前記欠失が、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4L、NADHデヒドロゲナーゼサブユニッ
ト4、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット5、tRNAヒスチジン、tRNAセリン2及びtRNAロイ
シン2をコードする遺伝子を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　mtDNA中の欠失の存在を検出するステップが、欠失特異的PCR分析、放射性PCR分析、定
量的PCR、リアルタイムPCR分析及びTaqMan-PCRTMから成る群より選択されるPCR分析を含
む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記PCR分析がRoche Faststart TaqTMの使用を含む定量的PCRである、請求項３に記載
の方法。
【請求項５】
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　配列番号１３９に示される核酸配列を有するPCRプライマーをフォワードプライマーと
して使用する、請求項３又は４に記載の方法。
【請求項６】
　前記方法を、前立腺癌、前立腺癌に対する素因又は前立腺癌の進行を検出するためのin
 vitroでのデータ収集において使用する、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　1以上の核酸メンバーと固相基盤を有するアレイであって、少なくとも1つの前記核酸メ
ンバーがヒトmtDNAゲノムのヌクレオチド10744～14124に渡る3379塩基対(bp)の欠失を有
するヒトmtDNAの部分に特異的に結合する核酸配列を有し、前記欠失が、NADHデヒドロゲ
ナーゼサブユニット4L、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4、NADHデヒドロゲナーゼサ
ブユニット5、tRNAヒスチジン、tRNAセリン2及びtRNAロイシン2をコードする遺伝子を実
質的に含み、前記部分が、前記欠失が生じた接合部を含み、前記少なくとも1つの核酸メ
ンバーが前記アレイ上に固有の位置を有し、且つ固相基盤と安定的に結合している、前記
アレイ。
【請求項８】
　前記少なくとも1つの核酸メンバーがプローブである、請求項７に記載のアレイ。
【請求項９】
　前立腺癌を検出するためのin vitroでのデータ収集におけるバイオマーカーとしての、
ヒトmtDNAゲノムのヌクレオチド10744～14124に渡る3379塩基対(bp)の欠失を有するmtDNA
の使用であって、前記欠失が、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4L、NADHデヒドロゲナ
ーゼサブユニット4、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット5、tRNAヒスチジン、tRNAセリン
2及びtRNAロイシン2をコードする遺伝子を実質的に含む、前記使用。
【請求項１０】
　前記mtDNAを、前立腺癌若しくは前立腺癌に向かう進行を有する被験体又は前立腺癌を
有しない被験体における悪性組織、隣接良性組織、遠位良性組織、前駆病巣、前立腺マッ
サージ体液、尿、直腸指診後の尿又は血液において検出する、請求項９に記載の使用。
【請求項１１】
　前立腺腫瘍の三次元的なマッピング方法であって、六ヶ所針生検サンプルにおいてヒト
mtDNAゲノムのヌクレオチド10744～14124に渡る3379塩基対(bp)の欠失の不在又は存在を
検出することを含み、前記欠失が、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4L、NADHデヒドロ
ゲナーゼサブユニット4、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット5、tRNAヒスチジン、tRNAセ
リン2及びtRNAロイシン2をコードする遺伝子を実質的に含む、前記方法。
【請求項１２】
　請求項７又は８に記載のアレイと、
　使い捨てチップ、該使い捨てチップの固定手段、mtDNAの抽出手段、プライマー、試薬
及び使用説明書から成る群より選択される少なくとも1つのメンバーと、
を含む、前立腺癌診断用キット。
【請求項１３】
　前立腺癌を検出するためのin vitroでのデータ収集における、請求項１２に記載のキッ
トの使用。
【請求項１４】
　配列番号１３９に示される核酸配列を有するプライマーと前立腺組織検査用説明書とを
含む前立腺癌診断用キット。
【請求項１５】
　前立腺癌を検出するためのin vitroでのデータ収集における、請求項１４に記載のキッ
トの使用。
【請求項１６】
　生検サンプルの陽性前立腺癌生検検査を肯定又は否定するためのin vitroでのデータ収
集方法であって、前記生検サンプルにおいてヒトmtDNAゲノムのヌクレオチド10744～1412
4に渡るヒトmtDNAの3379塩基対(bp)のセグメントの不在又は存在のそれぞれを検出するこ
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とを含み、前記セグメントが、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4L、NADHデヒドロゲナ
ーゼサブユニット4、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット5、tRNAヒスチジン、tRNAセリン
2及びtRNAロイシン2をコードする遺伝子を実質的に含む、前記方法。
【請求項１７】
　ヒトmtDNAゲノムのヌクレオチド10744～14124に渡る3379塩基対(bp)の欠失を含むmtDNA
のセグメントを増幅するためのフォワードプライマーとリバースプライマーとを含む前立
腺癌診断用キットであって、前記欠失が、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4L、NADHデ
ヒドロゲナーゼサブユニット4、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット5、tRNAヒスチジン、
tRNAセリン2及びtRNAロイシン2をコードする遺伝子を実質的に含む、前記キット。
【請求項１８】
　前立腺癌を検出するためのin vitroでのデータ収集における、請求項１７に記載のキッ
トの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はミトコンドリアゲノミックスの分野に関する。特に本発明は、ミトコンドリア
ゲノムにおける突然変異および再配置、ならびに日光曝露、老化、および疾患の発生また
は存在の指標としてのその用途、例えば一般的な臨床症状が明らかになる前の潜在的悪性
腫瘍に向かう進行、新形成、および前新形成の存在の検出に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生物科学における現在の巨大潮流はヒトゲノム計画であり、そのデータの商用利用であ
る。しかし、このデータが個体レベルまで具体的ではないことから、この情報の利用と実
施には特殊な制限がある。信じがたいことに、そのデータはわずか数人の個人由来のもの
であり、ヒト集団に存在するバリエーションを代表するにはほど遠く、それ故そのデータ
は一般的応用にのみ有用である。ヒトゲノムの驚異的な複雑性は、個人レベルでの応用を
非実用的なものにしてしまう。１つのヒト核ゲノムを完全に配列決定するために、米国エ
ネルギー省および米国国立衛生研究所は1988以来、25億ドルを投資してきた(http://www.
ornl.gov/hgmis/project/budget.html)。
【０００３】
ミトコンドリアゲノム
　ミトコンドリアゲノムは、コンパクトながらも極めて重要な核酸の配列である。ミトコ
ンドリアゲノムは、細胞呼吸に必要な酵素サブユニットをコードする。ミトコンドリアDN
A、すなわち「mtDNA」は16,569塩基対(bp)の核酸の微小なゲノムであり（ Anderson ら, 
1981; Andrews ら, 1999)、これは33億bpの巨大な核ゲノムと対照的である。その遺伝性
の実体物は、核にある細胞中の対比物のそれと比較して桁外れに小さい(0.0005%)。しか
し、個々の細胞は、具体的な細胞性機能に応じて103～104個のミトコンドリアを有する(S
ingh and Modica-Napolitano 2002)。核とミトコンドリアのゲノム間では、情報伝達また
は化学的シグナル伝達がルーチンに行われる(Sherratt ら, 1997)。その上、特定の核成
分が、ミトコンドリア配列の維持と完全性に関与する(Croteau ら, 1999)。こうした核の
エリアが潜在的疾患の兆候である核再配置により非機能的になると、mtDNA配列に突然変
異が出現し始める。さらに、特定のミトコンドリアは、ミトコンドリアゲノム中の体細胞
変異により促進される欠失による細胞内破壊ゆえに同定されうる。この理論的機構は迫り
来る疾患の指標としての役割も果たしうる。１つのミトコンドリアを形成するのに約3,00
0個の遺伝子が必要であるが、このうち37個のみミトコンドリアゲノムによりコードされ
、このことはミトコンドリアの核遺伝子座に対する強い依存を示す(Naviaux, 1997)。
【０００４】
　ある個体におけるすべてのミトコンドリアDNA (mtDNA)ゲノムは、受精が行われると、
卵子内のミトコンドリアのクローン性増殖を前提として、同一である。mtDNAの本質的な
役割は細胞の燃料であるアデノシン三リン酸(ATP)の生成であり、これが細胞の代謝を発
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火させる。意義深いことに、ミトコンドリアゲノムは、この生命に必須の機能に必要な酸
化および還元反応を行うために、70の核コードタンパク質に依存し、さらにミトコンドリ
アゲノムにより供給される13種のポリペプチドに依存する(Leonard and Shapira, 1997)
。種々の組織や臓器は、様々な度合いで酸化的リン酸化に依存する。酸化的リン酸化(OXP
HOS)不全に関連する疾患はmtDNA突然変異と密接に関連しているようである(Byrne, 1992)
。mtDNA突然変異の重症度の増大に起因してOXPHOSが減少するにしたがい、臓器特異的エ
ネルギー閾値が超過され、このことは種々の臨床表現型をもたらす。その上、ミトコンド
リアゲノムにおける突然変異は、種々の慢性の変性疾患に関与している (Gattermann ら 
1995)。老化および特定の種類の病理が、mtDNAを変更または変異させ、細胞のエネルギー
生産力を損なわせうることはよく知られている。このことは多くの場合、不全性ミトコン
ドリアの過剰発現をもたらし、および／または、細胞がより解糖性になることによりATP
の欠乏を補完することを引き起こし(Carew and Huang, 2002)、そのため、ミトコンドリ
アゲノムにおける変化または変異は、間隔を置いて逐次的にモニタリングしたときには、
疾患発症および／または疾患進行用のマーカーとして使用することができる。
【０００５】
　最近になって、Fliss ら (2000)は、肺癌および膀胱癌からの原発性腫瘍から高頻度のm
tDNA突然変異を発見したが、それらは本質的に大部分がホモプラズミック(homoplasmic)
であり、変異型mtDNAが悪性細胞において支配的であることが示唆された。点突然変異お
よび欠失は、ミトコンドリアの膜およびゲノムへの酸素フリーラジカルダメージの、プロ
グラムされたものではないにせよ不可避の副作用であるようだ(Miquelら 1992)。この理
論がもっともらしいのは、ミトコンドリアゲノムが、保護性のヒストンを欠くのみならず
、酸素を生成するミトコンドリア内膜付近に存在するため、酸化的ダメージにより傷つけ
られやすいからである。その上、mtDNAはコンパクトなゲノムを有し、かつイントロンを
欠くため、有害なイベントはコード配列に影響を及ぼし、その結果、生化学的機能不全を
引き起こす可能性が高い。この機能不全は細胞の酸化的ストレスをさらに増大させ、それ
が核のおよびmtDNAの損傷をもたらし、そのことにより細胞が癌化工程に入る可能性を上
昇させる(Penta ら, 2001)。これに関連して、研究からは、年齢の増加に伴いmtDNAダメ
ージが増加し(Cortopassi & Wang 1995)、その後呼吸機能の低下があり(Miquel ら 1992)
、最終的には細胞死がもたらされることが示されている。
【０００６】
診断ツールとしてのMtDNA
　MtDNA配列ダイナミクスは重要な診断ツールである。mtDNA中の突然変異は、多くの場合
に疾患発症の予備的指標であり、多くの場合に核の突然変異と関連しており、疾患に特に
関連するバイオマーカーとして振る舞うが、そうした疾患としては次のものが挙げられる
がこれらに限らない。すなわち、喫煙および副流煙への曝露からの組織損傷および癌 (Le
e ら, 1998; Wei, 1998); 20歳前後から始まりその後増大するミトコンドリアゲノム突然
変異の蓄積に基づく長寿 (von Wurmb, 1998)、突然変異または発癌性物質、変異原性物質
、紫外線放射への曝露により引き起こされる転移性疾患 (Birch-Machin, 2000)、変形性
関節症; 心血管疾患、アルツハイマー病、パーキンソン病 (Shoffner ら, 1993; Sherrat
t ら, 1997;Zhangら, 1998)、老化に伴う聴力損失(Seidman ら, 1997)、視神経変性およ
び不整脈 (Brown ら, 1997; Wallaceら, 1988)、慢性進行性外眼眼球突出性眼筋麻痺（ch
ronic progressive external exophthalmoplegia）(Taniikeら, 1992)、アテローム硬化
症 (Boglioloら, 1999)、甲状腺乳頭状癌および甲状腺腫瘍(Yehら, 2000); およびその他
の疾患(例えばNaviaux, 1997; Chinnery and Turnbull, 1999;)。
【０００７】
　ミトコンドリアゲノムの特定の部位における突然変異は、特定の疾患と関連しうる。例
えば、4216、4217および4917における突然変異はレーバー遺伝性視神経萎縮 (LHON)と関
連している (Mitochondrial Research Society; Huoponen (2001); MitoMap)。15452にお
ける突然変異は、5/5患者において、ユビキノールシトクロームcレダクターゼ(複合体III
)不全と関連することが発見された(Valnotら1999)。しかしながらこれらの部位における
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突然変異が前立腺癌と関連することは見出されなかった。
【０００８】
　具体的には、こうした変更としては、点突然変異(トランジション、トランスバージョ
ン)、欠失(１～数千の塩基)、逆位、重複(１～数千の塩基)、組換えおよび挿入(１～数千
の塩基)が挙げられる。さらに、特定の塩基対の変更、欠失またはその組み合わせは、前
立腺癌、皮膚癌および肺癌の早期発症、ならびに老化(例えばPolyakら, 1998)、早期老化
、発癌性物質への曝露(Leeら, 1998)などと関連している。
【０００９】
　mtDNAはもっぱら卵子を介して子孫に伝えられることから、この遺伝の手段をとおして
ミトコンドリア配列を理解することが肝要である。mtDNAの配列は母方の血統で大きく異
なり(Wardら, 1991)、それ故に疾患に関連する突然変異は、このような変化との比較にお
いて明確に理解されなければならない。例えば、複数の個体の配列において見られ、特定
の癌と関連している、ある具体的なTからCへのトランジションは、実際には、ある特定の
地理的地域に広がる母方の血統のまたは民族性に関連している天然のバリエーションであ
りうる。例えば、先住北米インディアンは異常に高頻度の成人発症糖尿病を示す。その上
、すべて北米インディアン先住民は、５つの基本的な母方の血統、すなわちA、B、C、D、
およびXにより遺伝的特徴付けされている(Schurrら, 1990; Stone and Stoneking, 1993;
 Smithら, 1999)。血統Aはミトコンドリアゲノム中のbp 663におけるHae III部位を生じ
る単一の点突然変異により識別されるが、しかしながら、この突然変異と糖尿病の成人発
症との間に因果関係はない。さらに、血統クラスター内にも配列バリエーションは存在す
る。
【００１０】
　ある特定の血統に関連している特定のマーカーとは別に、集団間配列バリエーションよ
りも多くの集団内バリエーションがある(Eastonら, 1996; Wardら, 1991, 1993;)。疾患
関連突然変異の最適な同定のためにはこの多様性を理解する必要があり、それ故、疾患に
関連しない突然変異と対比して疾患と直接関連する突然変異を同定するためには、縦断的
研究(すなわち相当な期間被験体をトラッキングすること)の長所を模倣する母系研究アプ
ローチ(Parsonsら, 1997)を使用する必要がある。その上、特定の物質(例えば副流煙、低
レベルのアスベスト、鉛、などいずれも変異原性物質として知られており多くの環境に低
レベル存在する)は特定の点突然変異の原因であり得るが、その点突然変異が必ずしも疾
患特異的マーカーであるとは限らない。それ故、自然の過程としての、または原因物質へ
の曝露を介した潜在的疾患の正確な予測のためには、実質的なmtDNA配列データベースは
明らかに必要条件である。さらに、その全情報内容のために分子全体を配列決定する必要
がある。点突然変異(トランジション、トランスバージョン)、欠失(１～数千の塩基)、逆
位、重複(１～数千の塩基)、組換えおよび挿入(１～数千の塩基)の一式全体は、ミトコン
ドリアゲノム全体に渡り、一まとめとして特徴付けする必要がある。このことはミトコン
ドリアゲノム内の利用可能な全てのありうる情報が捕捉されることを保証する。細胞質の
ミトコンドリアのゲノム(16,569bp)は個体レベルでは配列決定されたが、その核の対照物
と同様に、ミトコンドリアゲノムは、診断ツールとして使用するために集団レベルで配列
決定されたわけではない。
【００１１】
　最近になって、ミトコンドリアは、アポトーシスおよび腫瘍生物学の他の側面における
その役割故に、発癌過程において関与していることが示され(Green & Reed, 1998, Penta
ら, 2001)、特にmtDNA (mtDNA)の体細胞突然変異が数種のヒト腫瘍において観察された (
Habanoら 1998; Polyakら 1998; Tamuraら 1999; Fliss,ら 2000)。こうした後者の知見
は、その具体的なmtDNA突然変異がホモプラズミックのようであるとの主張(Habanoら 199
8; Polyakら1998; Fliss,ら 2000) によりさらに興味深いものとなった。さらに研究者達
は、紫外線放射(UV)が非黒色腫皮膚癌(NMSC)の発病および病理に重要であること(Weinsto
ck 1998; Rees, 1998)およびUVがヒト皮膚においてmtDNA損傷を誘発すること(Birch-Mach
in, 2000a)を発見した。
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【００１２】
　その上、時と共に、ミトコンドリアの配列は完全性を失う。例えば、4977bp欠失の頻度
が年齢と共に増加する(Fahnら, 1996)。20歳から始まって、この欠失は少数のミトコンド
リアにおいて生じ始める。80歳までには、相当な数の分子が欠失される。この欠失は通常
の老化プロセスを特徴付けるものであり、そのためこのプロセスのバイオマーカーとして
役立つ。この老化プロセスの定量は、医療または他の介入によりこのプロセスを鈍らせる
ことを可能にしうる。
【００１３】
　mtDNAは主に集団遺伝学およびより最近では科学捜査におけるツールとして使用されて
きたことから、上記のような医療へのミトコンドリアゲノミックスの応用は見過ごされて
きた。しかしながら、mtDNAの情報内容が医療診断の分野において重要な用途をなすこと
がますます明らかになりつつある。その上、mtDNAの実体全体を配列決定することは、大
容量、高スループットのロボットDNA配列決定システムの最近の出現より前には骨の折れ
る仕事であった。さらに、集団遺伝学は制御領域中の２箇所の高度に可変性の領域から有
為のデータを集めることができたものの、これらの小さな領域はゲノム全体の極一部分(1
0％未満)にしか相当せず、このことは、データの識別力の90％が未使用のままであること
を意味する。意義深いことに、多くの疾患関連変更は制御領域の外側にある。正確かつ識
別力の高い診断のためには、ゲノム全体の特徴は、全ての配列情報を含めて考慮されるべ
きである。
【００１４】
非黒色腫皮膚癌
　ヒト非黒色腫皮膚癌(NMSC)は多くの白人集団において最もありふれた癌である (Weinst
ock, 1998; Rees, 1998)。こうした腫瘍の大部分は基底細胞癌(BCC)および扁平上皮癌(SC
C)である。BCCは局所浸潤性であり、著しい病的状態を引き起こしうるが転移は希である
。SCCは有意な転移能を示し、免疫抑制患者における多数のNMSCの発生は重大な疾患管理
問題を引き起こす(Rees, 1998)。BCCについては臨床的に同定された前悪性病巣は無いも
のの、一部のSCCは、前駆病巣、すなわち光線角化症(AK)またはボーエン病の領域 (in si
tu癌腫)(Rees, 1998)から生じると考えられている。
【００１５】
　SCCはヘテロ接合性の喪失を示しこれは複数の染色体に影響を及ぼすが、このことは、S
CCの発症における複数の腫瘍抑制遺伝子の関与を示唆する。興味深いことに、AKにおいて
は、SCCと比較して、等しいまたはより大きい度合いの遺伝的喪失がこうした前駆病巣に
おいて観察される(Rehmanら 1994; Rehmanら 1996)。このことは、SCCの発症において、
腫瘍抑制遺伝子の不活性化の他に、別の機構が関与している可能性があることを示唆する
ため、提供する本発明において重要である。
【００１６】
　腫瘍発生におけるミトコンドリアの役割が最初に仮説として提唱されたのは、腫瘍細胞
が機能の損なわれた呼吸系を有しまた高い解糖活性を有することが発見されたときである
(Shay & Werbin, 1987)。ミトコンドリアのアポトーシスにおける役割を解明した最近の
知見(Green & Reed, 1998)、それと合わせて結腸癌(Habanoら 1998; Polyakら 1998、Pen
taら, 2001に概説)、膀胱、首および肺の原発性腫瘍(Flissら 2000)、ならびに胃癌(Tamu
raら 1999)における高い出現率のホモプラズミックmtDNA突然変異は、さらにこの仮説を
支持する。さらに、こうしたミトコンドリア突然変異が、高度にマイトジェン性であるこ
との示されている活性酸素種(ROS)のレベルに影響を及ぼしうることが提唱されている(Po
lyakら 1998; Liら 1997)。
【００１７】
　本発明者らおよび他の者による以前の研究からは、mtDNA中の突然変異およびそれに伴
うミトコンドリア機能不全が、ヒト変性疾患の重要な寄与因子であること (Birch-Machin
ら 1993; Chinneryら 1999; Birch-Machinら 2000b)が示されている。これは、ミトコン
ドリア器官内で産生されるROSの量が多いこと、それと相まって保護的なヒストンが欠如
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していることおよび細胞核と比較してmtDNAの修復率が低いこと(Pascucciら 1997; Sawye
r & van Houten; LeDouxら1999)ゆえに、ミトコンドリアゲノムが突然変異を特に受けや
すいためである。実際に、mtDNAの突然変異率は、核DNAのそれよりも約10倍高い(Wallace
,1994)。最近のヒト腫瘍研究において同定されたmtDNA突然変異の大部分は、ROS由来変異
原性物質への曝露の可能性を示唆している。このことはNMSCにおけるmtDNA突然変異の調
査において重要である。なぜならば、UV誘発ROSが、ヒト皮膚細胞におけるmtDNA欠失の発
生に直接関与している証拠が最近発見されたからである(Berneburgら 1999, Lowesら, 20
02)。さらに、保護性色素沈着を有しないまたは遺伝性素因のない個体におけるNMSCの主
要な決定要因はUVである(Weinstock, 1998)。SCCの推定上の前駆病巣はまた、常に日光曝
露される部位において主に見出される。このことが重要なのは、Birch-Machin研究室によ
る研究が、種々の日光曝露された身体部位から得られた皮膚中のミトコンドリアDNA損傷
の発生率の明確な違いを示したためである。損傷の大部分は、常に日光曝露される部位に
存在する(Krishananら, 2002)。
【００１８】
　本発明者らのうちの一人は、UV曝露がmtDNA損傷を誘発することを定量的に示した最初
の人である(Birch- Machinら 1998)。分子マーカーとしてのMtDNAを使用して、ヒト皮膚
における時系列的老化と光による老化の間の関係が検討された。3-プライマー定量PCR (q
PCR)法を使用して、4977 bp-欠失型mtDNAと野生型mtDNAの比の変化を、ヒト皮膚の日光曝
露および時系列的年齢について調べた。日光保護された部位(1.1% [1/90])と比較して、
日光曝露された部位(27%、[27/100])では、高レベル(すなわち＞l %)の4977bp-欠失型mtD
NAの発生率の有意な増加が見られた(フィッシャーの直接確率検定、P＜0.0001)。したが
って、mtDNAの欠失または突然変異は、累積的紫外線放射曝露のマーカーとして有用であ
りうる。
【００１９】
　さらに、チミンダイマーに対するモノクローナル抗体を用いたサウス-ウェスタンブロ
ット手法を用いた研究は、精製mtDNAにおけるUV誘発損傷の存在の直接的な証拠をもたら
した(Rayら 1998)。
【００２０】
　発明者らの研究グループによる最近の研究は、UV曝露に続発するmtDNAの全体的な欠失
スペクトルを決定するために、長型伸長PCR (LX-PCR)技術を用いてミトコンドリアゲノム
全体を増幅した(Rayら 2000)。表皮が下に横たわる真皮と分かれているところにおける、
71の分割皮膚サンプルの長型PCR分析が日光曝露に関連して行われた。表皮におけるUV曝
露の増加に伴い、欠失の数が有意に増加した(Kruskal-Wallis検定、p=0.0015)。表皮にお
けるこの知見は、やはり長型PCR技術により検出されるmtDNA欠失の年齢依存性増加と混同
されたものではない。同定された欠失の巨大なスペクトルは、UV曝露に伴う、mtDNAの高
い突然変異量とその遍在的性質を浮き彫りにする。競合PCRを用いた単一欠失の検出と比
較して、この研究は、長型PCRが感度のよい技術であり、そのため、皮膚における全mtDNA
損傷の、定量的ではないまでも、より包括的な指標を提供しうることを示す。本発明者ら
のうちの一人による上記の研究は、mtDNAがUVの重要な標的であることを明確に示してお
り、またこのことと併せて皮膚疾患におけるミトコンドリアの役割が最近概説された (Bi
rch-Machin, 2000)。
【００２１】
　UV感受性とヒト皮膚癌との主要な共変成分であるヒト毛髪および皮膚の色素沈着が調査
された。こうした調査は、皮膚癌の易罹患性について、メラノコルチン1受容体遺伝子の
変異体と個体および集団の日光感受性の関連性に重点を置いた(Smithら 1998; Healyら 1
999; Flanaganら 2000; Healyら 2000; Hardingら 2000; Flanaganら, 2002)。しかしな
がらこうした研究は、特定の種類の皮膚および／または毛髪の色についての、mtDNA配列
の集団レベルでのバリエーションを取り上げていない。
【００２２】
　ヒトの腫瘍におけるmtDNA突然変異の最近の研究において未だにほとんど答の得られて
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いない大きな疑問の一つは、こうした腫瘍との関連でのミトコンドリアゲノムの欠失の発
生率である。これが回答されるべき重要な疑問であるのは、一人の患者のヒト皮膚の予備
的研究から、複数種の腫瘍(AKおよびSCC)と正常皮膚とで、共通mtDNA欠失の発生率の相違
が示された(Pangら 1994)からである。なお、発明者ら自身による予備的データも、mtDNA
欠失の数が、正常皮膚と比較して腫瘍において増加していることを示している。最後にBi
rch-Machinらは、mtDNA欠失、ならびに重複の発生率が、UV曝露の上昇と共に増大するこ
とを示した(Berneburgら 1999; Birch-Machinら 1998;Rayら 1998; Rayら 1999; Rayら 2
000), Lindseyら, 2001; Birch-Machinら, 2001; Lowesら, 2002, Krishnanら, 2002)。
【００２３】
　腫瘍進行に関連する疑問とは別に、ヒト腫瘍中のmtDNAの最近の研究において、他の極
めて重要な疑問がほとんど未回答のまま残されている(Habanoら 1998; Fiissら 2000)。
第１に、技術的制限ゆえに、ヘテロプラズミー(heteroplasmy)の変化するレベルが重要な
疾患遷移(transition)をも示しうることから、これらのmtDNA突然変異が真にホモプラズ
ミックなものであるのか否かが明確ではないこと(Habanoら 1998; Polyakら 1998; Fliss
,ら 2000)、第２にある研究(Tamuraら 1999)は別として、mtDNA欠失の発生率とそれらのN
MSCのための潜在的バイオマーカーとしての役割は調査されていない。研究者達は、共通
欠失に着目し、残りの100程度の欠失を無視している。その上、調査する者は、突然変異
の定量ではなくその同定に着目してきた。mtDNA損傷のATP産生およびその結果としての細
胞機能に対する閾値効果ゆえに、欠失の発生率を定量的な様式で正確に評価することは重
要である。加えて、欠失は特徴付けすることが困難である。
【００２４】
　典型的に使用される長型PCRは、欠失のラダーを生じ、次いでそれらを特徴付けする必
要がある。
【００２５】
　NMSCの現在の診断は、切除組織の病理学的評価による。したがって、個体をNMSCに罹り
易くする、UV誘発DNA損傷の早期マーカーが必要である。また、早期検出を可能にし、診
断的に正確である、遺伝学に基づく診断ツールが必要とされている。
【００２６】
前立腺癌
　前立腺癌は頻繁に診断される固形癌であり、ほとんどの場合、前立腺上皮を起源とする
 (Huangら 1999)。1997には、ほぼ１千万人の米国人男性が、前立腺特異的抗原(PSA)(そ
の存在は前立腺癌を示唆する)についてスクリーニングされた(Woodwell, 1999)。実に、
このことは、より多くの数の男性が初期直腸指診(DRE)によりスクリーニングされること
を示す。同じ年に、3千百万人の男性がDREを受けた(Woodwell, 1999)。その上、合衆国に
おける新たに前立腺癌と診断される年間件数は179,000と推定される(Landisら, 1999)。
前立腺癌は、カナダ人男性において２番目に多く診断される癌であり２番目に多い癌死亡
率の原因である。1997に前立腺癌は、カナダ人男性の新たに診断される癌の19,800を占め
た(28%) (National Cancer Institute of Canada)。四十九歳(49)を超える全ての男性の3
0%～40%が何らかの癌性の前立腺細胞を有するものの、こうした男性のわずか20%～25%が
臨床的に顕在化した形態の前立腺癌を有すると推定されている (SpringNet - CE Connect
ion, internet, www.springnet.com/ce/j803a.htm)。前立腺癌は広範な組織学的挙動を示
し、それは内因性の(erogenous)および外因性の因子の両方、すなわち社会経済的状況、
食事、地理学的、ホルモン失調、家族歴および遺伝的構成に関係する(Konishiら 1997; H
aywardら 1998)。
【００２７】
　リスクの観点からは「家族性(familial)」と「遺伝性(hereditary)」の前立腺癌は同義
語とはみなされない。家族性の癌とは、家族内で発生するが、遺伝で受け継がれるもので
はない癌を言う。この形態は最大で前立腺癌の25%を占める(Walsh & Partin, 1997)。遺
伝性とは、誘発性遺伝子がメンデル性遺伝する前立腺癌のサブタイプを言い、報告される
事例の約9%を占める。この疾患についての前立腺癌の陽性の家族歴は、こうした誘発性遺
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伝子が前立腺癌の発症と進行に重要な役割を果たすことを示唆する。最近になって、染色
体1および染色体X上の易罹患性遺伝子が男性を前立腺癌に罹りやすくすることが同定され
、遺伝性の癌の病因学へのさらなる洞察がもたらされた(Berthonら. 1998; Xuら 1998)。
【００２８】
　前立腺癌予後は、主に、診断時の腫瘍の段階と悪性度に依存する。局所前立腺癌のみが
放射線療法で治癒されうる。標準的な検知は依然として、直腸指診、PSA検査および前立
腺生検組織の組織学的検査に依存している。悪性度を確認するためにはある量についての
生検法が使用されるが、これは早期検出法ではない。残念ながら、一部の早期腫瘍は直腸
指診中に同定することは不可能である。PSA検査は、特異性が60～70%であり感度が70～80
%である (私的交換情報、Dr. Sunil Gulavita, Northwestern Ontario Cancer Centre)。
一般的な組織学的悪性度の腫瘍の診断を洗練した新しい技術は、フローサイトメトリーを
利用した倍数性-DNA分析である(Shankeyら 1995)が、しかしながらこの技術は、癌発生の
後期段階にのみ明確な染色体変化を測定するものであり、早期癌における、染色体逆位（
inversion)もしくはDNA構造の微小な変更、または逆の転移(reciprocal trans-location)
の検出には感受性が不十分である。予後が診断時における疾患の段階に強く依存すること
から、本発明は早期検出に重点的に取り組む。
【００２９】
　前立腺癌における遺伝的異常の理解は不十分である。前立腺癌の研究は次の領域につい
ての知識を得ることに集中してきた。すなわち、1) プロトオンコジーン(Buttyanら 1987
); 2) 腫瘍抑制遺伝子 (p53, p73, KAI1 および MMACI/PTEN; Dongら 1995; Cairnsら 19
97)、ならびに3) 転移におけるテロメア/テロメラーゼ活性。前立腺細胞中のテロメラー
ゼのアップレギュレーションとテロメアDNAの増幅は診断用の有効なマーカーとなりうる
。その上、テロメアは治療用の部位となりうる (Ozenら 1998)。複数のグループから、染
色体1の短腕における「前立腺癌遺伝子」に関する証拠がもたらされた(Berthonら 1998)
。この領域内の具体的な遺伝子座を同定するためにはさらなる労力を要する。このマーカ
ーは男性を家族性の前立腺癌に罹りやすくする複数のあり得る遺伝子のうちの１種でしか
ないことが提唱されている。他の研究は、X染色体上のあり得るマーカー遺伝子座を示し
た(Xuら 1998)。一部の前立腺癌がポリジェニック(polygenic)であるとすれば、mtDNAは
重要な診断ツールとなる。なぜならば、そのような場合には全ての関連する核遺伝子同士
の相互作用を同定し理解することは困難である可能性があるからである。
【００３０】
　間違いなく、前立腺癌研究における重要な課題は、腫瘍進行を有効に判別し識別するこ
とのできる分子マーカーを同定することである。分子マーカーは、前立腺新生物性(これ
は迅速に転移性疾患へと進行する)の事例と腫瘍発生をもたらす可能性の低い事例とを識
別しうる。分子マーカーまたは突然変異を比較することにより、腫瘍経路が潜伏性である
か攻撃性であるかを判定することができる。これまでの研究は核ゲノム内に隠された秘密
に主に焦点を当ててきた。しかしながら、ずっと小さいmtDNAゲノムは細胞核におけるイ
ベントの指標として振る舞うようであり、それゆえヒト前立腺癌の早期検出のための手段
を提供する (Zevianiら 1990)。この点に関して重要なこととして、ミトコンドリアは、
アポトーシスおよび腫瘍生物学の他の側面におけるその役割ゆえに発癌過程に関与してい
る (Green & Reed 1998)。特に、複数のヒト腫瘍中でmtDNAの体細胞変異が観察されてい
る(Polyakら 1998, Tamuraら 1999, Flissら 2000)。しかしながら以前の研究は、母系に
おけるmtDNAのクローン性を考慮しなかったことから、例外なく横断的であった。こうし
た限定的な横断的研究は、ある時点での突然変異を示すに過ぎない。このことは、突然変
異と対応する疾患状態との間の正確な関連性を提供するかもしれないし提供しないかもし
れない。母系を用いた横断的研究には、経時的にmtDNAにおける突然変異をトラッキング
すること、およびそれゆえに縦断的研究の長所を模倣するという利点がある。一般的な集
団変異体である突然変異と、それと対比される疾患関連突然変異の両方を同定することが
できる。
【００３１】



(10) JP 5537804 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

老化
　老化は、分子レベルおよび細胞レベルの両方での経時的変化の蓄積からなる。しかしな
がら、老化プロセスの基礎をなす具体的な分子機構は依然として解明されていない。老化
過程を説明する試みにおいて、高齢被験者中のミトコンドリアゲノムが同じ血統由来の若
い被験者のゲノムと比較された。老化と関連している１つの欠失は、共通欠失、すなわち
4977-bp欠失として知られている。これまで老化研究はこの共通欠失および制御領域にお
ける多型に限定されている。こうした突然変異の明確な理解のためには、ゲノム全体を分
析する必要がある。Wei, 1992らから編集した他の欠失を表1に示す。
【表１】

【００３２】
　ATP産生の通常の副産物である酸素フリーラジカルは、この欠失のありうる原因であり
、該欠失の頻度は年齢と共に増加する。既存の刊行物は、mtDNA (mtDNA) 突然変異、暦年
齢、および分裂終了組織(筋肉や脳など)における全体的な老化プロセスの間の強い関連性
を実証している。しかしながら、老化に関連する突然変異イベントと、老化関連しない突
然変異とを識別するためには、母系比較試験が必要である。
【００３３】
　ここ数年で、mtDNA中の突然変異により、種々の慢性変性疾患が生じることが示された 
(Gattermanら 1995)。不全性OXPHOSに関連する疾患は、mtDNA突然変異と密接に関連して
いるようである(Byrne, 1992)。さらに、こうした筋障害が多くの場合ミトコンドリアゲ
ノムの4977-bp共通欠失と関連していることが示された (Liuら 1997)。この大きな欠失は
また、正常に老化している個人の種々の組織において、ヘテロプラズミックなレベルで見
出されており、このことは老化のミトコンドリア理論(Mitochondrial Theory of Aging, 
Harman, 1981)と一致する。このことは欠失頻度の増大(Cortopassi & Wang, 1995)および
その後の呼吸機能の低下(Miquelら 1992)により顕れ、老齢における最終的な細胞死をも
たらす。早期の遺伝的診断が患者の予後を改善しうることから、疾患または障害への傾向
の早期検出は、医療的介入の最良の機会を提供する。
【００３４】
　横断的研究を用いた以前の研究は、mtDNA突然変異、欠失および／もしくはその組み合
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わせと老化との関連性または因果関係を確立した。しかしながら、正確なデータを得るた
めには、年齢特異的な欠失および／または突然変異の速度は正確に決定されなければなら
ない。突然変異を、集団レベルにおいて、ある特定の疾患と対比して老化プロセスに帰す
ることは、極めて重要である。この情報はmtDNA損傷がどのように経時的に生じるかを理
解するために必須である。その上、分子レベルで老化を予測し最終的には鈍化させるため
には、こうした特定の突然変異の帰結、その頻度、および老化の時間的側面における関連
性を知っておく必要がある。研究者達は未だにこの速度を決定できていないが、それには
母系を介した集団データの評価が必要である。したがって、老化プロセスをトラッキング
するバイオマーカーが必要とされている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００３５】
　したがって、早期癌、老化またはDNA成分を有する他のヒト疾患を示す突然変異につい
てミトコンドリアゲノムをモニタリングするための、簡便で直接的なシステムが必要とさ
れている。また、ミトコンドリアゲノムにおける欠陥と結びつけられた日光曝露、非黒色
腫皮膚癌、前立腺癌、肺癌および老化のための簡便な診断システムが必要とされている。
mtDNA中の突然変異のうち、疾患を引き起こすものと、単に集団内や集団間のバリエーシ
ョンを表すに過ぎないものとを識別する診断システムが必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００３６】
　本発明の態様を特許請求の範囲に列挙する。
【００３７】
　例えば、本発明の一の態様は、mtDNAを有する生物学的サンプルにおける、癌化傾向、
癌の早期検出、癌の発生、癌の存在、癌の進行、癌の不在または日光曝露を検出するため
の方法であって、(a) mtDNAを含む生物学的サンプルを用意すること、および(b) 前記mtD
NA 中の欠失を検出することを含む前記方法を提供することである。
【００３８】
　本発明の別の態様は、複数の核酸メンバーと固相基盤を有するアレイであって、ここで
各核酸メンバーが癌化傾向、癌の早期検出、癌の発生、癌の存在、癌の進行、癌の不在、
日光曝露または老化と関連する少なくとも１つの欠失と関連するものであり、かつミトコ
ンドリアDNA、ミトコンドリアDNAから転写されるRNA、およびcDNAから選択され、ここで
各核酸メンバーは前記アレイ上に固有の位置を有し、かつ前記固相基盤と安定的に結合し
ている前記アレイを提供することに関する。
【００３９】
　本発明の別の態様は、固相支持体、上記アレイ、前記固相支持体の固定手段、ミトコン
ドリアDNAの抽出手段、ミトコンドリアDNA配列のデータベースへのアクセス手段、プライ
マー、試薬および使用説明書からなる群より選択されるメンバーを少なくとも１つ含んで
なる、癌化傾向、癌の早期検出、癌の発生、癌の存在、癌の進行、癌の不在または日光曝
露を診断するためのキットを提供することに関する。
【００４０】
　本発明の別の態様は、非疾患状態と関連する正常な対照配列、集団間変化と関連する配
列、集団内変化と関連する配列、あるいは癌化傾向、癌の早期検出、癌の発生、癌の存在
、癌の進行、癌の不在、日光曝露または老化と関連する配列から選択されるミトコンドリ
アDNA配列を有するデータベースを提供することに関する。
【００４１】
　本発明の別の態様は、mtDNAを有する被験体における、mtDNAゲノムの約ヌクレオチド10
744～14124に渡る欠失を検出する方法であって、(a) 前記被験体由来の生物学的サンプル
を用意すること、および(b) mtDNA中の前記欠失の存在を検出することを含み、ここで前
記欠失は前立腺癌と関連している前記方法を提供することに関する。前記欠失は3000～40
00 bpの範囲のものでありうる。前記欠失は約3379 bpでありうる。前記欠失は、NADHデヒ
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ドロゲナーゼサブユニット4L、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4、NADHデヒドロゲナ
ーゼサブユニット5、tRNAヒスチジン、tRNA セリン2、およびtRNA ロイシン2をコードす
る遺伝子を実質的に含む、10744～14124の塩基対の全部または一部の欠失でありうる。
【００４２】
　本発明の別の態様は、TAG ACT ACG TAC ATA CTA ACC CTA CTC CTA (配列番号139)を含
む3.4フォワード核酸プライマーおよびGAG GTA GGA TTG GTG CTG T (配列番号140)を含む
3.4リバース核酸プライマーを提供することである。
【００４３】
　本発明の別の態様は、複数の核酸メンバーと固相基盤を有するアレイであって、ここで
前記核酸メンバーの１つが約10744～14124におけるmtDNA欠失と関連するものであり、こ
こで前記核酸メンバーが前記アレイ上に固有の位置を有し、かつ前記固相基盤と安定的に
結合している前記アレイを提供することである。
【００４４】
　本発明の別の態様は、使い捨てチップ、請求項31に記載のアレイ、前記使い捨てチップ
の固定手段、mtDNAの抽出手段、プライマー、試薬および使用説明書からなる群より選択
されるメンバーを少なくとも１つ含む皮膚癌診断用のキットを提供することである。
【００４５】
　本発明の別の態様は、被験体からの生物学的サンプルにおける、前立腺癌に向かう進行
または前立腺癌の進行について、個体をモニタリングする方法であって、前記被験体由来
の生物学的サンプルを用意すること、前記生物学的サンプルからDNAを抽出すること、mtD
NAの欠失の不在または存在を検出すること、前記欠失が通常の集団間もしくは集団内変化
と関連しているか否かを判定すること、あるいは前記欠失が前立腺癌化傾向、前立腺癌に
向かう進行、前立腺癌または前立腺癌の進行の不在もしくは存在と関連しているか否かを
判定すること、ならびに上記ステップを繰り返すことを含む前記方法を提供することであ
る。
【００４６】
　本発明の別の態様は、mtDNAを有する被験体における、前立腺癌に向かう傾向、前立腺
癌の早期検出、前立腺癌の発生、前立腺癌の存在、または前立腺癌の進行を検出するため
の、NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4L, NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4、NADH
デヒドロゲナーゼサブユニット5、tRNAヒスチジン、tRNA セリン2、およびtRNA ロイシン
2の全部または一部を含んでなるmtDNAの約10744～14124の欠失の使用を提供することであ
る。
【００４７】
　本発明の別の態様は、生検サンプルからの前立腺癌生検検査を肯定または否定するため
の方法であって、生検サンプル由来の正常組織を用意すること、および前記正常組織にお
ける約3379 bpのmtDNA欠失の不在または存在を検出することを含む前記方法を提供するこ
とである。
【００４８】
　本発明の別の態様は、前立腺腫瘍の三次元的なマッピング方法であって、六ヶ所針生検
サンプルを用意すること、および各六ヶ所サンプル中の約3379 bpのmtDNA欠失の不在また
は存在を検出することを含む前記方法を提供することである。
【００４９】
　本発明の別の態様は、mtDNAゲノムの約ヌクレオチド10744～14124に渡る欠失を使用す
ることにより前立腺癌を診断するための患者サンプルの収集方法であって、前記被験体由
来の生物学的サンプルを用意することを含む前記方法を提供することである。
【００５０】
　本発明の別の態様は、前立腺癌の診断用のmtDNAゲノムの約ヌクレオチド10744～14124
に渡るミトコンドリア欠失を提供することである。
【００５１】
　本発明の別の態様は、日光曝露または非黒色腫皮膚癌の検出方法を提供することである
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。
【００５２】
　本発明の別の態様は、mtDNAを有する被験体におけるmtDNAゲノムのマイナーアーク(min
or arc)中の約ヌクレオチド547～4443に渡る欠失の検出方法であって、前記被験体由来の
生物学的サンプルを用意すること、および前記mtDNAにおける欠失の存在を検出すること
を含み、ここで前記欠失が皮膚癌および／または日光曝露と関連している前記方法を提供
することである。本発明の別の態様は、mtDNAを有する被験体における、累積的UV曝露の
決定方法であって、前記被験体由来の生物学的サンプルを用意すること、および前記mtDN
A中の欠失の存在を検出することを含む前記方法を提供することである。臨床UV光線療法
レジメンの長期安全性をモニタリングするためにも同じ様な方法を使用することができる
。前記欠失は3500～4000 bpの範囲でありうる。前記欠失は、約3895 bpであってもよく、
おおよそD-ループ中のmtTF1結合部位からtRNAメチオニンに渡るmtDNAの領域を含みうる。
前記欠失は、12s rRNA遺伝子、16s rRNA遺伝子、ND1遺伝子ならびにHおよびL鎖の転写用
のプロモーターを実質的に含む、mtDNAゲノムのマイナーアーク中の547～4443の塩基対の
全部または一部の欠失でありうる。
【００５３】
　本発明の別の態様は、CTT TTG GCG GTA TGC ACT TT (配列番号145)を含む核酸プライマ
ーL404およびGAT TAT GGA TGC GGT TGC TT (配列番号146)を含む核酸プライマーH4676を
提供することである。
【００５４】
　本発明の別の態様は、核酸プローブの一種である、TGC TAA CCC CAT ACC CCG AAA ATG 
TTG G Tamra (配列番号153)を含む、3895-プローブを提供することである。
【００５５】
　本発明の別の態様は、複数の核酸メンバーと固相基盤を有するアレイであって、ここで
前記核酸メンバーの１つが約547～4443におけるmtDNA欠失と関連するものであり、ここで
前記核酸メンバーが前記アレイ上に固有の位置を有し、かつ前記固相基盤と安定的に結合
している前記アレイを提供することである。
【００５６】
　本発明の別の態様は、使い捨てチップ、上記アレイ、前記使い捨てチップの固定手段、
およびmtDNAの抽出手段を含んでなる皮膚癌診断用のキットを提供することである。
【００５７】
　本発明の別の態様は、被験体由来の生物学的サンプルにおける日光曝露および非黒色腫
皮膚癌について個体をモニタリングする方法であって、前記被験体由来の生物学的サンプ
ルを用意すること、前記生物学的サンプルからDNAを抽出すること、mtDNAの欠失の不在ま
たは存在を検出すること、前記欠失が通常の集団間または集団内変化と関連しているか否
か、あるいは前記欠失が日光曝露と関連しているか否かを判定すること、ならびに上記ス
テップを繰り返すことを含む前記方法を提供することである。
【００５８】
　本発明の別の態様は、日光曝露または非黒色腫皮膚癌を診断するための、mtDNAを有す
る被験体におけるmtDNAゲノムのマイナーアーク中の約547～4443の欠失の使用を提供する
ことである。
【００５９】
　本発明の別の態様は、mtDNAゲノムのマイナーアーク中の約ヌクレオチド547～4443に渡
る欠失を使用することによる皮膚癌診断用の患者サンプルの収集方法であって、前記被験
体由来の生物学的サンプルを用意することを含む前記方法を提供することである。
【００６０】
　本発明の別の態様は、日光曝露または皮膚癌の診断用のmtDNAゲノムのマイナーアーク
の約ヌクレオチド547～4443に渡るミトコンドリア欠失を提供することである。
【００６１】
　本発明の別の態様は、日光曝露またはNMSCに関連する3895bp mtDNA欠失の存在を確認す
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るための配列番号147の欠失接合部配列の使用を提供することである。
【００６２】
　本発明の別の態様は、DNAサンプル中の再配置の高感度検出方法であって、再配置を含
むまたは含むことが疑われるDNAサンプルを用意すること、前記再配置により生じる、新
たに形成される接合部にまたがるプライマーまたはプローブを用意すること、前記接合部
を増幅またはプロービングすることにより、前記再配置を検出することを含み、ここで前
記再配置はサンプル中のDNA配列において新たに形成される接合部を生じるものである前
記方法を提供することである。前記再配置はmtDNA中に存在しうる。前記再配置は欠失で
ありうる。
【００６３】
表の簡単な説明
　表1は老化に関連する突然変異をまとめたものである。
【００６４】
　表1aは、対照、遠位良性、隣接良性および悪性組織における７種のタンパク質コード領
域のmtDNAにおける突然変異の主成分分析である。
【００６５】
　表1bは、対照、遠位良性、隣接良性および悪性組織における７種のタンパク質コード領
域のmtDNAにおける突然変異のニューラルネットワーク分析である。
【００６６】
　表1cは、前立腺癌を有する31患者由来の遠位良性、隣接良性および悪性前立腺組織から
のミトコンドリアのND1、ND2、COXIおよびCYTB領域に見出される、同義的および非同義的
な突然変異のまとめである。
【００６７】
　表1dは、悪性腺由来の遠位良性組織と症状性だが悪性ではない被験者由来の前立腺組織
とのミトコンドリアDNA中の突然変異のカイ二乗分析である。
【００６８】
　表2は、表皮腫瘍と隣接正常組織における欠失の平均数のまとめである。
【００６９】
　表3はDHPLCの標準方法の概略である。
【００７０】
　表4は、前立腺針生検材料からのミトコンドリア突然変異(D-ループを含め)、ならびに
、前立腺癌を有する患者由来の悪性、隣接および遠位良性前立腺からの完全なゲノム突然
変異のまとめである。
【００７１】
　表5は、血液からの正常組織およびホルマリン固定組織についての完全ミトコンドリア
ゲノム増幅のために用いたプライマーのリストである。
【００７２】
　表6は実施例12に使用する増幅プライマーのリストである。
【００７３】
　表7は実施例12のqPCR成分である。
【００７４】
　表8は実施例12のためのサイクリングパラメーターを示す。
【００７５】
　表9は実施例14に用いたプローブの一覧である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００７６】
　本発明の方法はmtDNAと関連している疾患を診断するために使用することができる。本
発明の方法は、例えばあらゆる既知の手段を用いる、ミトコンドリアゲノムの増幅、ミト
コンドリアゲノムの一部、好ましくは個体のミトコンドリアゲノム全体を配列決定するこ
とによる、生物学的サンプルからの個体のミトコンドリアゲノムの分析を提供する。変性
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性高速液体クロマトグラフィー (DHPLC)もまた、多くのサンプルを迅速にスクリーニング
するために使用することができる。DHPLCは突然変異のホットスポットに焦点を合わせる
ことができる。DHPLCは、突然変異の検出という観点においては自動配列決定よりも高感
度であり、通常の配列決定の20～25%という値と比較して2%ヘテロプラズミーさえも検出
することができる。さらに低いレベルのヘテロプラズミー(＜2%)の検出方法も開発するこ
とができる。
【００７７】
　本明細書において用いる「光線性角化症」とは扁平上皮細胞癌の提唱された前駆表皮障
害を言う。
【００７８】
　本明細書において用いる「老化」とは、分子レベルおよび細胞レベルの両方での、経時
的な変化の蓄積を言う。
【００７９】
　本明細書において用いる「対立遺伝子」とは、染色体上のある具体的な場所を占める、
あるDNA配列の複数の代替形態のうちの１つを意味する。
【００８０】
　本明細書において用いる「人工ニューラルネットワーク(ANN)」とは、複数の相互に接
続された要素が、情報を同時に処理し、過去のパターンから状況に合わせ学習するバーチ
ャルデバイスを意味する。
【００８１】
　本明細書において用いる「付着」または「スポッティング」とは、核酸を固相基盤上に
沈着させて核酸アレイを形成させ、そのとき前記核酸が共有結合、水素結合またはイオン
性相互作用を介して固相基盤に不可逆的に結合されるようにする工程を言う。
【００８２】
　本明細書において用いる「異型(atypical)」または「異常」とは、正常ではないが、見
かけ上は悪性でもない細胞の外観を意味する。
【００８３】
　本明細書において用いる「基底細胞癌」とは、皮膚細胞のある種類の癌を意味する。
【００８４】
　本明細書において用いる「良性」とは健康に対する危険性がないこと、再発性でも進行
性でもないこと、悪性ではないことを意味する。
【００８５】
　本明細書において用いる「良性前立腺疾患」とは、過形成、炎症、萎縮、前立腺症、化
生、および前立腺上皮内腫瘍を含みうるがこれに限定されない。
【００８６】
　本明細書において用いる「ボーエン病」とはin situ表皮癌を意味する。
【００８７】
　本明細書において用いる「サイクル閾値」(CT)は、標的増幅がバックグラウンドよりも
高くなる点であり、これは蛍光シグナルのようなシグナルにより示される。
【００８８】
　本明細書において用いる「診断用」または「診断性の」とは、突然変異または突然変異
の組み合わせの存在または不在を疾患の診断または管理に使用することを意味する。突然
変異の検出は、疾患状態診断における一つのステップでありうる。
【００８９】
　本明細書において用いる「疾患」には、障害または他の異常な身体状態も含まれる。
【００９０】
　本明細書において用いる「疾患関連ミトコンドリアゲノム」とは、特定の疾患を示唆す
るまたはそれと関連する突然変異を有するゲノムを意味する。
【００９１】
　本明細書において用いる「データベース」とは、研究者がヌクレオチド配列の構造を迅
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速に決定することができるようにする、検索可能情報が格納され提供される容量を有する
電子格納システム(標準産業ソフトウェアを用いたコンピューターに基づくシステム)を意
味する。このデータベースにはまた、生物学的サンプルを提供する個人を説明する情報が
格納される。この説明的情報には、健康状態や他の関連指標が含まれ、それらは生物学的
サンプルと関連づけされうる。
【００９２】
　本明細書において用いる「欠失」とは、核酸の連続配列からのDNA領域の除去であって
、欠失が生じた後にギャップが末端の再結合により修復されたものを意味する。欠失は大
きさが１～数千の塩基またはそれ以上の範囲でありうる。
【００９３】
　本明細書において用いる「重複(duplications)」とは、DNAの特定の配列がコピーされ
、元のコピーの後もしくは前に、またはゲノム中の別の箇所に１回以上挿入されることを
意味する。
【００９４】
　本明細書において用いる「ヘテロプラズミー」とは、１つの器官または細胞内のミトコ
ンドリア配列中の突然変異の比率により定義される。ヘテロプラズミックな突然変異とは
、ミトコンドリアゲノムの複数コピーのうちの一部ではあるが全てではないものにおいて
生じる突然変異である。
【００９５】
　本明細書において用いる「ホモプラズミー」とは全てのミトコンドリア配列が同一であ
ることを意味する。
【００９６】
　本明細書において用いる「超変異」とは、正常な細胞過程または標準的な進化の原理で
は説明することのできない、加速された突然変異速度を意味する。
【００９７】
　本明細書において用いる「逆位(inversions)」とは、ある長さのDNAが切り取られ逆方
向に再挿入されたときのことを言う。
【００９８】
　本明細書において用いる「母性遺伝」とは、ミトコンドリアが卵子の細胞質を介して遺
伝することを意味する。
【００９９】
　本明細書において用いる「母系」は、ミトコンドリアDNAのクローン性配列が母から継
続的に代々伝えられることを言う。
【０１００】
　本明細書において用いる「ミトコンドリア」は、細胞プロセスのためにATPを産生する
真核細胞の細胞小器官を意味する。
【０１０１】
　本明細書において用いる「突然変異」とは、野生型配列からのDNAもしくはRNA配列にお
けるあらゆる改変または変更を包含し、これには、点突然変異、トランジション、挿入、
トランスバージョン、転座、欠失、逆位、重複、組換えまたはその組み合わせが含まれる
がこれに限らない。配列の改変または変更には、一塩基の変更から、DNAもしくはRNA断片
全体の付加または除去までありうる。
【０１０２】
　本明細書において用いる「突然変異量」とは、関連する遺伝子もしくはゲノム全体の機
能不全を最終的にもたらしうるまたは非コード領域に蓄積されうる、mtDNA中の突然変異
の増大を言う。
【０１０３】
　本明細書において用いる「新形成」は、結果的に悪性状態へ形質転換しうる病的過程を
意味する。
【０１０４】
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　本明細書において用いる「非関連組織」とは、対象の疾患と無関係の身体の一部からの
組織を意味する。
【０１０５】
　本明細書において用いるポリヌクレオチドの「非同義的」突然変異とは、異なるコード
されるアミノ酸をもたらす突然変異のことである。
【０１０６】
　本明細書において用いる「正常組織」とは、組織学により判定される可視的な兆候のな
い組織を意味する。
【０１０７】
　本明細書において定義される「核酸アレイ」とは、複数の固有の核酸が、固相支持体の
１つの表面に、20の異なる核酸/cm2を超える密度で結合しているアレイを言い、ここで各
核酸は固相支持体の表面上に同一ではないあらかじめ選択された領域において結合されて
いる。一の実施形態において、固相支持体の表面に結合している核酸はDNAである。好ま
しい実施形態において、固相支持体の表面に結合している核酸はcDNAである。別の好まし
い実施形態において、固相支持体の表面に結合している核酸は、ポリメラーゼ連鎖反応(P
CR)により合成されるcDNAである。好ましくは、本発明の核酸アレイは、長さが少なくと
も150 ヌクレオチドの核酸を含む。好ましくは、核酸アレイは、長さが6,000 ヌクレオチ
ド未満の核酸を含む。より好ましくは、核酸アレイは、長さが500 ヌクレオチド未満の核
酸を含む。一の実施形態において、アレイは固相支持体の１つの表面に結合した、少なく
とも500の異なる核酸を含む。別の実施形態において、アレイは、固相支持体の１つの表
面に結合した少なくとも10の異なる核酸を有する。さらに別の実施形態において、アレイ
は、固相支持体の１つの表面に結合した、少なくとも10,000の異なる核酸を含む。本明細
書において用いる「核酸」という用語は、「ポリヌクレオチド」という用語と相互交換可
能である。
【０１０８】
　本明細書において用いる、「核酸標的」または「標的核酸」とは、１種以上の化学結合
を介して、通常は相補的塩基対形成を介して、通常は水素結合を介して、相補的な配列の
核酸メンバーに結合することのできる核酸と定義される。本明細書において用いる、核酸
標的には、天然塩基(すなわちA、G、C、もしくはT)または修飾塩基 (7-デアザグアノシン
、イノシンなど)が含まれうる。さらに、核酸プローブ中の塩基は、ハイブリダイゼーシ
ョンを妨害しない限り、リン酸ジエステル結合以外の連結法により結合されうる。そのた
め、核酸標的は、構成塩基がホスホジエステル結合ではなくむしろペプチド結合により結
合しているペプチド核酸でありうる。好ましくは、核酸標的は、ヒトの組織または体液抽
出物から誘導されうる。より好ましくは核酸標的は、ヒトの組織または体液抽出物から合
成される、一本鎖または二本鎖DNA、RNA、またはDNA-RNAハイブリッド核酸である。
【０１０９】
　本明細書において用いる「細胞核」とは、染色体DNAを全て含有する、真核細胞におい
て最も目立つ細胞小器官を意味する。
【０１１０】
　本明細書において用いる、NPV (陰性的中率)とは、陰性の検査結果の患者のうち、検査
されている疾患または症状を有しない患者の割合を意味する。この値は陰性の検査結果の
信頼性を評価するものである。その計算式はNPV= (真の陰性) / (真および偽陰性)である
。
【０１１１】
　本明細書において用いる「時折日光曝露される皮膚」とは、個体中の時折またはときた
ま曝露される皮膚を意味する。例えば、個体によっては、肩、背中および胸が含まれうる
。
【０１１２】
　本明細書において用いる、PPV (陽性的中率)とは、陽性の検査結果の患者のうち、検査
されている疾患または症状を有する患者の割合を意味する。この値は陽性検査結果の信頼
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性を評価するものである。その計算式はPPV=(真の陽性)／(真＋偽陽性)である。
【０１１３】
　本明細書において用いる「PSA検査」とは前立腺特異的抗原検査を意味し、ここで該抗
原は前立腺の癌の指標となりうる血液中に存在する抗原である。
【０１１４】
　本明細書において用いる「点突然変異」は、DNA中の単一のヌクレオチドの変化を意味
する。
【０１１５】
　本明細書において用いる「多型」は、mtDNAゲノムまたは対立遺伝子の集団における配
列バリエーションを意味する。
【０１１６】
　本明細書において用いる「前駆病巣」とは、潜在的疾患関連を示す、DNA突然変異また
はその組み合わせを意味する。
【０１１７】
　本明細書において用いる「疾患への傾向を有する」または「疾患傾向」とは、疾患また
は障害と関連している突然変異の存在または不在に起因して、平均的な個体よりも、当該
疾患または障害の発症リスクが高いあるいはその疾患または障害の早期発症のリスクが高
いことを意味する。
【０１１８】
　本明細書において用いる「前新形成」とは、ある細胞が新生物となりうる閾値上にある
ことを示す細胞レベルまたはDNAレベルの兆候を意味する。
【０１１９】
　本明細書において用いる「あらかじめ選択された領域」、「所定の領域」、または「固
有の位置」とは、核酸の沈着用に使用される、使用された、または使用を意図する基盤上
の局部を言い、本明細書における他の表現としては「選択領域」または単に「領域」など
とも言う。あらかじめ選択された領域は任意の適当な形、例えば、円形、長方形、楕円形
、くさび形、などでありうる。一部の実施形態において、あらかじめ選択された領域は、
約1 cm2未満、より好ましくは1 mm2未満、さらにより好ましくは0.5 mm2未満であっても
よく、また、一部の実施形態では約0.125～0.5 mm2でありうる。
【０１２０】
　本明細書において用いる、mtDNA中の突然変異の「存在」にはヘテロプラズミックな突
然変異も含まれ、そのため、突然変異DNAが存在するサンプル中にいくらかの正常なmtDNA
がさらに存在しうることも考慮される。
【０１２１】
　本明細書において用いる「希に日光曝露される皮膚」とは、個体における希にしか曝露
されないまたはほとんど日光に曝露されることのない皮膚を意味する。例えば、個体によ
っては、これには臀部またはかかとが含まれうる。この部分はまた、「日光保護された」
皮膚とも呼ばれうる。
【０１２２】
　本明細書において用いる「リアルタイムPCRサイクル閾値CT」とは、蛍光が閾値線を超
える点(サイクル)である。
【０１２３】
　本明細書において用いる「体細胞変異」は受精後のDNA配列の変化を意味する。
【０１２４】
　本明細書において用いる「固相基盤」または「固相支持体」とは、硬い表面または半ば
硬い表面を有する材料を言う。本明細書において、「基盤」と「支持体」は、「固相基盤
」および「固相支持体」という用語と相互交換可能に使用される。固相支持体は、生物学
的、非生物学的、有機性、無機性、またはこれらの任意の組み合わせであってもよく、粒
子、より糸状、沈殿物、ゲル、シート、管類、球体、コンテナ、毛細管、パッド、切片、
膜、プレート、スライドなどとして存在しうる。多くの場合、基盤はシリコンまたはガラ
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ス表面、(ポリ)テトラフルオロエチレン、(ポリ)ビニリデンジフルオリド、ポリスチレン
、ポリカーボネート、荷電膜、例えばナイロン66もしくはニトロセルロース、またはその
組み合わせである。好ましい実施形態において、固相支持体はガラスである。好ましくは
、基盤の少なくとも１つの表面は、実質的に平坦である。好ましくは、固相支持体の表面
は、カルボキシル、アミノ、ヒドロキシル、チオールなどを含むがこれに限らない反応基
を有する。一の実施形態において、表面は光学的に透明である。
【０１２５】
　本明細書において用いる「日光曝露される皮膚」は、「日常的に」または「時折」日光
曝露される皮膚を意味する。
【０１２６】
　本明細書において用いる「日光保護される皮膚」とは、稀にしか日光に曝露されない皮
膚を意味する。
【０１２７】
　本明細書において用いる「扁平上皮細胞癌」は、皮膚細胞のある種類の癌を意味する。
【０１２８】
　本明細書において用いる「安定的に結合した」とは、核酸が、共有結合、水素結合また
はイオン性相互作用を介して固相基盤に不可逆的に結合してアレイを形成し、このことに
より、前記核酸が、アレイを分析する条件下(すなわち、ハイブリダイゼーションおよび
スキャニング)で、アレイに安定的に結合している他のすべての核酸または固相基盤上の
他のすべてのあらかじめ選択された領域に対して固有のあらかじめ選択された位置を保持
することを言う。
【０１２９】
　「統計的に有意」な数のミトコンドリアDNA配列は、観察スコア対期待スコアを使用す
るまたは決定する標準カイ二乗統計的アルゴリズムによりまたはその使用により決定する
。
【０１３０】
　本明細書において用いる「わずかな突然変異」とは、検出の閾値にある低レベルの突然
変異を意味する。
【０１３１】
　本明細書において用いる「症候性の良性」とは、患者が、前立腺悪性腫瘍と関連する１
以上の症状（これにはPSA上昇、直腸指診(DRE)スコア異常、排尿困難、尿中の血液および
／または膿、腰背部、骨盤および大腿上部の疼痛、または射精時疼痛が含まれるがこれに
限らない）を示すものの、有資格の病理学者による生検組織の検査により良性と診断され
たものを意味する。
【０１３２】
　本明細書において用いる、「同義的」突然変異とは、コードされるアミノ酸に対して影
響を及ぼさない、ポリヌクレオチド中の突然変異である。
【０１３３】
　本明細書において用いる「トランジション」とは、類似窒素含有塩基の置換、ピリミジ
ンからピリミジンへの、プリンからプリンへの置換を意味する。これは、あるピリミジン
が他方のピリミジンにより置換される、またはあるプリンが他方のプリンにより置換され
る突然変異である。
【０１３４】
　本明細書において用いる「トランスバージョン」とは、非類似窒素含有塩基の置換、プ
リンからピリミジン、ピリミジンからプリンへの置換を意味する。これは、あるプリンが
ピリミジンにより置換または置き換えられる、あるいはその逆の突然変異である。
【０１３５】
　本明細書において用いる「日常的に日光曝露された皮膚」とは、個体における、日常的
にまたは頻繁に曝露される皮膚を意味する。例えば、個体によっては、頭皮、顔、首およ
び耳が含まれうる。
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【０１３６】
MtDNAと特定の疾患の診断
　本発明の一の実施形態においては、mtDNA配列の比較をとおして、老化、日光曝露をモ
ニタリングする、および前立腺癌や非黒色腫皮膚癌のような特定の疾患を診断する方法を
提供する。核DNAではなくmtDNAを用いて、前立腺癌のような疾患を診断することにはいく
つかの利点がある。第１に、複雑ではないゲノムのmtDNAは、個人レベルおよび集団レベ
ルで容易に理解することができ、そのため正常ゲノムおよび疾患関連ゲノムの大規模mtDN
A データベースから、個人診断が極めて正確なものとなる。したがって疾患に関連して、
バリエーションが理解できる。第２に、mtDNAは、突然変異率が核DNAよりも10倍高い (Wa
llace 1992)。予備的疾患を示唆する核の再配置は、迅速にミトコンドリアに伝達され、
そこで体細胞変異として現れる。第３に、mtDNAは母性遺伝パターンを有し、すべてのミ
トコンドリアは同じmtDNA配列から出発するという意味において本質的にクローン性であ
り、そのためこのクローン状態からの変化は容易に検知される。その上、mtDNAには組換
えの有力な証拠がないことから、配列中のあらゆる変更は体細胞性のイベントである。１
つのミトコンドリア当たりに多数のミトコンドリアゲノムがある(2～10コピー)こと、お
よび１つの細胞当たり多数のミトコンドリアがあること(500～2,000)の結果として、突然
変異を有する１つのミトコンドリアはある意味において「劣性」である。その上、ミトコ
ンドリアゲノムは、非常に高いレベルの、損傷ゲノムを有するミトコンドリア(最大90%)
に耐えることができる。このことは、残っている野生型mtDNAによる相補を介して起こる 
(Chomynら 1992)。しかしながら、変異したゲノムは、通常より小さいことから、野生型
ゲノムに対して複製的には有利であり(Hayashiら 1991)、そのため変異したmtDNAのクロ
ーン性増殖が生じ (Brierleyら 1998)、このことは核遺伝子と異なり、mtDNA突然変異を
保有する細胞に対する選択が少ないまたはないことを示唆する。この突然変異率上昇に起
因して、mtDNA中に出現する突然変異および／または欠失は、細胞の一生にわたり維持さ
れ、種々の変異原性物質に対する曝露の記録として役立ちうる。mtDNAの完全性は、核の
修復機構により維持され、こうした遺伝子座における欠陥は、複数のミトコンドリア欠失
を伴う常染色体優性疾患をもたらすことが提唱されている(Zevianiら 1990)。結果的に、
mtDNAは、種々の癌または他の疾患に関連する初期核イベントの早期警告前哨として機能
しうる。最後に、ミトコンドリアゲノムは、個人レベルで、配列決定および突然変異につ
いてモニタリングすることができる。
【０１３７】
　本発明の方法および産物は、ヘテロプラズミックのみならずホモプラズミックな突然変
異をも検出する。実際に、ヘテロプラズミック突然変異は、疾患、障害または老化の早期
発症の検出の鍵となりうる。その上、具体的な突然変異部位が特定の疾患状態、障害また
は老化過程を示す可能性もあるが、合計の突然変異量もまた、疾患、障害または老化の発
症、存在および進行を判定する上で重要である。
【０１３８】
　本発明は、良性または正常組織または体液を検査して、日光曝露、疾患、障害または老
化の発症および／または存在の影響を決定することを可能にする。例えば、本発明は良性
組織または体液を、前新形成、新形成、悪性腫瘍に向かう進行および悪性腫瘍の存在につ
いて検査することを可能にする。
【０１３９】
　本発明の方法により検出されるミトコンドリア突然変異を、ミトコンドリアDNA中の
集団間および集団内バリエーションと比較するが、これには被験者からの非関連組織由来
のミトコンドリアDNAとの、または母方の親類からのミトコンドリアDNAとの比較が含まれ
うる。ミトコンドリアゲノム全体を分析する必要はない。例えば、ミトコンドリアゲノム
全体を配列決定する必要はなく、その選択部分だけ配列決定すればよい。したがって、ミ
トコンドリアDNAのサンプルは診断を提供しうる。
【０１４０】
日光曝露の検出
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　本発明の一の実施形態においては、ミトコンドリアDNA突然変異および再配置(例えば日
光曝露の結果としての欠失)の早期検出用システムを提供する。特定の変更、例えば共通
欠失、実施例13および14で同定された3895 bp欠失、それに関連する突然変異、およびmtD
NA中の未だ特徴付けされていない欠失の発生率は、日光曝露の信頼できるバイオマーカー
として機能しうる。
【０１４１】
皮膚癌の診断
　本発明の好ましい実施形態において、非黒色腫皮膚癌 (NMSC)および黒色腫皮膚癌、な
らびに固形癌発生を示唆するそれらの前駆病巣におけるmtDNA変化の早期診断用システム
を提供する。特定の変更、例えば共通欠失、実施例13および14で同定された3895 bp欠失
、それに関連する突然変異、およびmtDNA中の未だ特徴付けされていない欠失の発生率は
日光曝露およびそれに関連する皮膚癌の信頼できるバイオマーカーとして機能しうる。特
に非黒色腫皮膚癌は慢性的な生涯にわたる日光曝露と関連している。黒色腫皮膚癌は急性
の熱傷症状に、より関連しているようである。ヒトNMSCおよびその前駆病巣におけるmtDN
Aゲノム全体の突然変異フィンガープリントを決定する。このことからmtDNA変化は、ヒト
皮膚癌およびその前駆病巣の早期バイオマーカーとして確立される。次に変性HPLCを使用
して、対象の配列について低レベルのヘテロプラズミーを評価することができる。このア
プローチはまた、他のヒト腫瘍における早期変化の発達にも洞察をもたらしうる。
【０１４２】
前立腺癌の診断
　本発明の別の実施形態において、前立腺癌診断用のシステムを提供する。mtDNA不全の
年齢に関連した蓄積は、個体において、前立腺癌のような中年および高齢の男性に広まっ
ている特定の臨床障害が出現すやすくなる傾向を生じうる。好ましい実施形態において、
ルーチンな前立腺癌スクリーニングは、前立腺マッサージ体液からのミトコンドリアゲノ
ム配列決定を介して行われる。癌細胞に形質転換した上皮細胞の存在は、前立腺マッサー
ジ体液由来のmtDNAの増幅を介して判定することができ、これは直腸指診やPSAなどといっ
た現行の診断技術をしのぐものである。最近になってFlissら (2000)は、膀胱癌の患者の
尿サンプル中から突然変異mtDNAを同定した。前立腺マッサージ体液における同じ様な検
出事項は、前立腺癌用の非侵襲的な早期検出法を提供する。一まとめにした前立腺癌とは
対照的に、種々の種類の前立腺癌を診断することができ、また患者における、攻撃的で、
急成長する細胞を識別することもできる。例えば、出願人らの教示において同定された3.
4 kb欠失は、前立腺癌の指標として使用することができる。
【０１４３】
前立腺癌進行の早期検出およびモニタリング
　本発明のシステムおよび方法は、癌、特に前立腺癌を、早期段階に、および何らかの組
織学的異常が見られる前に、検出するために使用することができる。例えば、本発明のシ
ステムと方法は、前立腺組織における前新形成を検出するために使用することができる。
このシステムは前立腺癌の発生と進行を検出するために使用することができる。ヒト前立
腺組織または前立腺に関係する体液(例えば前立腺マッサージ体液または尿)由来のミトコ
ンドリアDNA中の、わずかな突然変異および超変異を含む突然変異(Chenら 2002; Chenら 
2003)を、新形成の存在のために検査することができ、そして癌転換の追跡、悪性腫瘍の
診断または継続する良性状態の確認のために間隔をおいて再検査することができる。
【０１４４】
　こうした突然変異は、非関連組織(例えば血液、尿、毛髪および口腔ぬぐい液が挙げら
れるがこれに限らない)から抽出されたミトコンドリアと比較して判別することができる
。この直接比較により、疾患と関連しない多型、母方のバックグラウンドまたは正常ハプ
ロタイプバリエーションが除外される。上記突然変異はまた、集団間および集団内変異に
関連するミトコンドリア配列と比較することができる。対象の臓器または体組織の体液ま
たは組織からの１以上の突然変異は、疾患発生の可能性を示唆する。次にその個人を、疾
患進行を示唆する、他の部位における突然変異の増加、および／または突然変異ミトコン
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ドリアゲノムの数の増加について間隔を置いて逐次的にモニタリングする。前立腺からの
良性組織は、必ず非関連性であると見なすことはできない。それどころか、下記実施例9
に見られるとおり、一見すると良性な組織であっても、その組織は前新形成、新形成、悪
性腫瘍への進行または悪性腫瘍と関連するミトコンドリア突然変異を含有しうる。その上
、具体的な突然変異よりも、突然変異量が、疾患および疾患の進行の決定に有益でありう
る。本発明のシステムと方法は、ホモプラズミックのみならずヘテロプラズミックな突然
変異をも検出する。
【０１４５】
　前立腺の初期直腸指診(DRE)中に採取された前立腺マッサージ体液(PMF)を介して、前立
腺のミトコンドリアゲノム中の突然変異をモニタリングする。PMF中の細胞を濃縮し、ス
ライド上に塗り、PSAイムノペルオキシダーゼを用いて染色することにより、前立腺上皮
細胞を同定する。こうした前立腺細胞を、レーザーキャプチャーマイクロダイセクション
法により選択的に回収する。こうした細胞からのミトコンドリアDNAを分析して、非関連
組織からのミトコンドリアDNA、および／または集団間および集団内変異の配列と比較す
る。例えば、DNA分析は、mtDNAの配列決定を含みうる。全DNAをこうした細胞から抽出し
、ホルマリン処理された生検材料用に設計されたミトコンドリア特異的プライマー(表5)
を用いて、重なり合う増幅産物を伴うmtDNAゲノム全体を増幅する。次にこうしたPCR産物
を当業者に周知の方法(DNA再配列決定アレイを含む)により配列決定する。配列決定した
結果を、ヘテロプラズミーおよび突然変異についてスクリーニングし、悪性および良性前
立腺組織に関連する既知のmtDNA突然変異のデータベースと比較する。こうした比較に基
づき、限定するものではないが、良性(突然変異なし); 前新形成もしくは新形成(低レベ
ルの突然変異); または悪性(高レベルの突然変異)に関して、前立腺の状態についての名
称を割り当てる。良性、前新形成および新形成の状況においては、前立腺の進行を、記載
された通常のPMFスクリーニングによりモニタリングすることができる。
【０１４６】
　あるいはまた、良性、異型、異常と診断された生検材料を、生検材料のレーザーキャプ
チャーマイクロダイセクションにより、または組織をスライドから削り取り、またはすえ
られた組織切片を使用してもよく、次いでDNA抽出、増幅、配列分析およびデータベース
比較により同じように検査することができる。
【０１４７】
　配列決定とデータベースへの比較に対する代替方法として、オリゴヌクレオチドまたは
オリゴヌクレオチドの特異的なセットの構築を介するマイクロアレイ技術を用いて、表４
に列記した突然変異の任意の数のまたは組み合わせに基づき、突然変異量または突然変異
の具体的なパターンを同定することができる。
【０１４８】
　mtDNA突然変異を、前新形成、新形成および前立腺癌と関連するミトコンドリアゲノム
中の突然変異のデータベースに対して間隔を置いて逐次的に比較すること(合計突然変異
量の計算を含め)により、疾患進行をモニタリングすることができる。前立腺生検組織は
、通常の組織学的／病理学的、または他の臨床方法により臨床的には良性、正常、異型ま
たは異常とされる細胞について、前新形成、新形成および／または悪性腫瘍進行に関して
検査することができる。
【０１４９】
　同様に、DNAを、疾患、例えば前立腺癌と関連することが知られている特異的欠失に関
して分析することができる。このことは、PCRに基づく技術を用いて、かかる欠失をスク
リーニングすることにより実行できる。
【０１５０】
老化に伴う突然変異の評価
　本発明のシステムと方法は、突然変異、例えば4977-bpの「共通欠失」(Liuら 1997)お
よびミトコンドリアゲノムの他の突然変異の発生率の増加に基づき老化を評価するために
使用することができる。この情報は、健康調査データと併せて、同じ突然変異／欠失を生
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じる別々の原因の間の極めて重要な統計的識別を可能にする。幸いにもmtDNAは、卵子を
介して排他的に遺伝し、天然では本質的にクローン性である(Van De Graaff & Fox, 1995
)。このことは、複数の世代に渡る母系内の突然変異／欠失の注意深く管理された研究に
より、信頼できる年齢に相関する欠失頻度の決定を可能にする。この情報は、老化過程を
鈍らせる処置方法を開発するために使用することができる。
【０１５１】
サンプルの収集
　生物学的サンプルは、どのような既知の手段により収集してもよく、それはmtDNA配列
データベースの構築を目的としたものであっても、個体に対して診断検査を行うためのも
のであってもよい。データベース作製のためのサンプルとしては、腫瘍バンク、同じ母方
の血統からの罹患および非罹患個体に関する母方の血統の調査、ならびに高頻度で特定の
疾患(例えば限定するものではないが、皮膚および前立腺癌)を有する群または集団からの
母方の血統調査、健康状態および老化の評価が挙げられるがこれに限らない。例えば、FT
A(登録商標) Gene Cards(登録商標)を用いて生物学的サンプルを収集しアーカイブに保管
することができる。適当なサンプルとしては、中皮、上皮または内皮に由来するあらゆる
組織または体液が挙げられる。かかる組織および体液としては、血液、唾、口腔細胞、唾
液、前立腺マッサージ体液、汗、骨、毛髪、リンパ組織、子宮頸部スメア、胸部吸引物、
糞便物、射精物、月経出血、尿および生検組織が挙げられるがこれに限らない。好ましく
は、約100 μlの血液、100μg～25 mgの固形組織をサンプリングする。皮膚癌の疑いがあ
る場合には、(正常、NMSCおよび前駆病巣からの)皮膚細胞または組織を、皮膚生検または
ルーチンな吸引式水疱形成法により採取する。疾患が疑われるときには、一次診療医、癌
専門医、または他の医師が、患者から、正常組織と疾患の疑いのある組織の両方を摘出し
てもよい。日光曝露を分析するためには、組織を真皮もしくは表皮、またはその両方の組
み合わせから採取してもよい。
【０１５２】
　前立腺または皮膚などの腫瘍のサンプルのためには、パラフィン包埋された微小切開組
織の複製しておいた切片(5ミクロン)を、ヘマトキシリンおよびエオシン(HE)で１つのス
ライドを染色する前に脱パラフィン処理し、このとき複製物をメチルグリーン(MG)で染色
するが、これは当技術分野での標準法である。HE染色は、病理専門家により、正常、前駆
、および腫瘍進行に当てはまるグレードに等級付けされる。複製されたMGスライドは、製
造社(Arcturus社)の推奨にしたがい、等級付け細胞のレーザーキャプチャーに使用する。
【０１５３】
mtDNAの抽出
　DNA抽出は、当技術分野で既知のどのような方法を用いて行ってもよく、その後、ミト
コンドリアゲノム全体またはそのある領域を増幅することもでき、これにはミトコンドリ
アゲノムの配列決定も含まれうるが、これはCurrent Protocols in Molecular Biologyに
記載のとおりに行うことができる。
【０１５４】
mtDNAの分析
　mtDNA中の突然変異の存在を検出するステップは、当業者に既知のどのような技術から
選択して行ってもよい。例えば、mtDNA分析は、mtDNAを配列決定すること、PCRによりmtD
NAを増幅すること、サザン、ノーザン、ウェスタン、サウス-ウェスタンブロットハイブ
リダイゼーション、変性HPLC、ハイブリダイゼーション、マイクロアレイ、バイオチップ
もしくは遺伝子チップ、分子マーカー分析、バイオセンサー、融解温度プロファイリング
またはこれらの任意の組み合わせを含みうる。その上、帰納的規則抽出やニューラルネッ
トワーク形成のような統計的手法を用いることもできる。
【０１５５】
MtDNAの配列決定
PCR
　本発明のポリヌクレオチド配列は、ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)により増幅することが
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できる。PCR法は当業者に周知である。PCRには、増幅すべき核酸、増幅すべき配列に隣接
する２種の一本鎖オリゴヌクレオチドプライマー、DNAポリメラーゼ、デオキシリボヌク
レオシド三リン酸、バッファーおよび塩の存在が必要である。PCRの方法は当技術分野で
周知である。PCRはMullis and Faloona, 1987, Methods Enzymol., 155: 335(参照により
本明細書に組み入れる)に記載のように行われる。
【０１５６】
　一般に、PCRはテンプレートDNA (少なくとも1 fg; より実用的には、1～1000 ng)およ
び少なくとも25 pmolのオリゴヌクレオチドプライマーを用いて行う。典型的な反応混合
物は、2μlのDNA、25 pmolのオリゴヌクレオチドプライマー、2.5μlの10×PCRバッファ
ー1 (Perkin-Elmer, Foster City, CA)、0.4μlの1.25μM dNTP、0.15μl (または2.5単
位)のTaq DNAポリメラーゼ(Perkin Elmer, Foster City, CA)および脱イオン水を合計容
積が25μlとなるように含んでなる。ミネラルオイルを重層し、プログラム制御できるサ
ーマルサイクラーを用いてPCR を行う。
【０１５７】
　PCRサイクルの各ステップの時間および温度、ならびにサイクル数は、実際のストリン
ジェンシー要件に応じて調整する。アニーリング温度およびタイミングは、プライマーが
テンプレートにアニーリングすると期待される効率および許容されるべきミスマッチの程
度の両方により決定される。プライマーアニーリング条件のストリンジェンシーを最適化
する能力は、十分に当業者の知識の範囲内にある。40℃～72℃のアニーリング温度を用い
る。一般に、テンプレート分子の最初の変性は通常、4分に渡る92℃～99℃において起こ
り、その後、変性(94～99℃にて15秒～1分/kb)、アニーリング(温度は上記のように決定
、1～2分)、および伸長(72℃にて1分)からなるサイクル20～40が行われる。最終伸長ステ
ップは一般に、72℃にて4分行われ、その後4℃での時間不確定なステップ(0～24時間)が
続いてもよい。
【０１５８】
DNA配列決定
　ミトコンドリアゲノムを配列決定するためにはどのような既知の手段を使用してもよい
。好ましくは、配列決定前にmtDNAをPCRにより増幅する。PCR産物は直接配列決定しても
よく、またはベクターにクローニングして次いでそれを細菌宿主に導入することもできる
。DNA配列決定法の例は、Brumley, R. L. Jr. and Smith, L.M., 1991, Rapid DNA seque
ncing by horizontal ultrathin gel electrophoresis, Nucleic Acids Res. 19:4121-41
26 およびLuckey, J.A.,ら, 1993, High speed DNA sequencing by capillary gel elect
rophoresis, Methods Enzymol. 218: 154-172に見出される。mtDNAのPCRと配列決定の併
用は、Hopgood, R.,ら, 1992, Strategies for automated sequencing of human mtDNA d
irectly from PCR products, Biotechniques 13:82-92およびTanaka, M.ら, 1996, Autom
ated sequencing of mtDNA, Methods Enzymol. 264: 407-421に記載されている。
【０１５９】
欠失分析および検出
　好ましい手法は、Expand Long Template PCRシステム(Boehringer Mannheim社)を用い
た、長型伸長PCR (LX-PCR)法である。Birch-Machin 研究室において開発され有効性の確
認されたLX-PCR法(Rayら 2000)を用いると、単一の欠失の発生とは対照的に、mtDNA欠失
のスペクトル全体を迅速にスクリーニングする機会がもたらされる。
【０１６０】
　半定量的PCR法 (Corral-Debrinskiら 1991)は、全mtDNA中のmtDNA4977欠失の割合を推
定するために使用することができる。
【０１６１】
　さらに、アイソトープを用いて標識を行うサザンブロットおよびプロービング技術また
は当技術分野で標準的な他の任意の技術を、欠失検出のために使用することもできる。
【０１６２】
　定量的PCRを用いて、新しく形成される配列接合部の両側にかかるプライマーを使用す
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ることにより、あらゆる特定の欠失標的の量を定量することができる。欠失型mtDNA分子
の量を、野生型mtDNAの量と比較して、欠失型mtDNA分子の割合を決定することができる。
【０１６３】
PCR産物の配列決定
　PCR産物を配列決定するためにはどのような公知の方法を用いてもよい。好ましくは、D
NA配列全体を、ジデオキシ配列決定法により特徴付けするが、これにはABI Big Dye Term
inatorTM 技術と一連の72の重なり合うプライマー(それぞれが重鎖および軽鎖用)を使用
する。配列決定は、１つ、複数、または組み合わせとしてのABIプラットフォーム(310、3
100、または3700など)上で行われる。配列決定反応は、製造者の推奨に従い行う。
【０１６４】
変性高速液体クロマトグラフィー (DHPLC)を用いたミトコンドリアゲノムの突然変異分析
　ミトコンドリアゲノムの配列決定および突然変異ホットスポットの同定の前に、DHPLC
を使用して、多数のサンプル中の突然変異について迅速にスクリーニングを行うことがで
きる。この技術は、低レベルのヘテロプラズミーの同定においてより高い感度を提供する
。この技術は、ホモプラズミックな変化を検出することはできないが、従来の配列決定を
補完する。最近になって腫瘍中に同定されたホモプラズミック突然変異は別として、報告
されたmtDNA突然変異の大部分はヘテロプラズミックである(Chinneryら 1999)。こうした
ヘテロプラズミックmtDNA変化は、mtDNAのPCR増幅後のヘテロ二本鎖の形成をもたらす。
ヘテロプラズミックmtDNA突然変異の迅速なスクリーニングは、比較的新しい技術である
変性高速液体クロマトグラフィー (DHPLC) (Oefner & Underhill, 1998)を用いて決定す
る。この技術は最近、全mtDNAゲノムを、＜5%のレベルに至るまでのヘテロプラズミック
点突然変異について迅速にスクリーニングし同定するために使用された(Van den Boschら
 2000)。
【０１６５】
　DHPLCは、完全自動化スクリーニング手段を提供するWAVETM DNA Fragment Analysis Sy
stem (Transgenomic, Omaha, USA)を用いて行うことができる。同じ技術を使用してmtDNA
ヘテロプラズミック突然変異をスクリーニングすることができる。好ましくは、mtDNAゲ
ノム全体を、van den Boschら (2000)に記載されたように、２種の異なるPCR条件を用い
て13の重なり合う断片としてPCRにより増幅する。1～2 kb PCR産物を90～600bpの断片に
消化し、その最適融解温度にて解離させる。突然変異は、２つのピークとして表され、パ
ーセンテージの低い突然変異(＜2% ヘテロプラズミーなど)は、ピーク中の「肩」として
表される。
【０１６６】
　DNA配列決定はまた、マイクロアレイを用いて行うことができ、これは当技術分野で知
られているとおりである (Cheeら 1996)。
【０１６７】
データ分析
　配列決定後、正常および疾患関連mtDNA配列を、データベース中での比較のためにアー
カイブに保管する。再配列決定デバイス、マイクロアレイ技術、統合されたマイクロ流体
増幅および分析システム、高速で高スループットの突然変異検出、および他の方法のいず
れもが、本発明の方法と共に使用可能である。
【０１６８】
　個別のミトコンドリアゲノムの配列決定から得られたデータを、集団レベルのデータと
比較する。このデータは、上記のようにサンプルを取得しmtDNAを配列決定することによ
り取得する。好ましくは、前記データベースは母系研究からの情報を有する。集団レベル
データは、データベースに保存される。あらゆる適当なデータベースが使用可能である。
【０１６９】
　好ましくは、臨床および生物学的データの多次元的評価研究データベースが使用される
が、これはこの事業に関わる研究室により蓄積される情報の、収集、加工および配布に必
要なバイオインフォマティックスのインフラストラクチャーを提供するものである。この
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データベースは、ネットワークを連結する集中型電子システムであり、ダイナミックで強
力な供給源をもたらす。
【０１７０】
　データベースには、あらゆる既知の手段によりアクセスすることができ、好ましくは安
全なインターネット経路によりアクセスされる。好ましくは、データベースは、電子商取
引アルゴリズムを用いて開発され、サーバー上で構築され、最適動作および拡張性機能を
介して多数の同時利用者をサポートするアプリケーションサーバを用いて配備される。別
の「ウェブ」サーバが、ウェブサイト構築物の基盤を提供することもできるが、これは、
ウェブサーバが、ユーザーに到達する前に全ての内容、アプリケーションおよびトランザ
クションが通らなければならない中心点として機能しうるからである。
【０１７１】
　当技術分野で知られているデータマイニングアルゴリズムは、データからパターン、ク
ラスターおよびモデルを発見するために使用される(SAS 2000)。さらに、突然変異の発生
および突然変異率、疾患検出のための突然変異パターン、情報検索、および他の複合配列
解析ソフトウェアのために知的アルゴリズムおよび方法が開発される。
【０１７２】
核酸メンバーおよびプローブ
　本発明は、標的核酸配列に特異的に結合する核酸メンバーおよびプローブを提供する。
この標的核酸配列は、前立腺癌、非黒色腫皮膚癌などの疾患を示唆する、検出されるべき
核酸または核酸の領域である。本発明のマイクロアレイを用いて分析される標的核酸配列
は、好ましくはヒト組織または体液サンプルに由来する。本発明は、RNAまたはRNAに対応
する核酸(すなわちcDNA)またはDNAを含む標的核酸配列を提供する。核酸メンバーは、固
相支持体と安定的に結合し、本発明のアレイを構成する。前記核酸メンバーは、一本鎖ま
たは二本鎖であってもよく、cDNAから増幅されたPCR断片でありうる。
【０１７３】
　本発明はまた、プローブを含むポリヌクレオチド配列を提供する。本明細書において用
いる「プローブ」という用語は、プローブ中の少なくとも１つの配列と標的領域中の配列
との相補性に起因して、標的核酸中の配列と二本鎖構造を形成するオリゴヌクレオチドを
言う。プローブは、当技術分野で既知のどのような方法により標識してもよい。本発明の
プローブは一本鎖または二本鎖でありうる。
【０１７４】
診断デバイス
　本発明には、特定の疾患を診断するまたは特定の突然変異を同定するために使用される
、診断デバイス、例えばバイオチップ、遺伝子チップまたはマイクロアレイが含まれる。
すべての配列決定されたミトコンドリアゲノムを評価して、塩基対配置のコンセンサス構
造を創出し、それに対して、特定の疾患または障害に関連する塩基対欠失および突然変異
の部分に関する禁制指標を割り当てる。次に、バイオチップ、遺伝子チップまたはマイク
ロアレイを創出するために診断用配置を使用する。
【０１７５】
　特定の疾患、疾患状態または障害に関連する配列を同定した後に、mtDNAとオリゴヌク
レオチドアレイとのハイブリダイゼーションを利用して特定の突然変異を同定することが
できる。あらゆる既知のハイブリダイゼーション法を使用することができる。好ましくは
、野生型または突然変異した領域にマッチするオリゴヌクレオチドプローブおよび対照プ
ローブを有するアレイが使用される。市販のアレイ、例えばマイクロアレイまたは遺伝子
チップなどが適当である。こうしたアレイは、スライドまたはマイクロチップ上に、数千
のいプローブのマッチするおよび対照の対を有し、ゲノム全体を素早く配列決定すること
ができる。マイクロアレイのゲノムおよびDNA配列分析における使用を記載した総説文献
は、www.gene-chips.comより入手可能である。
【０１７６】
マイクロアレイ
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　ポリヌクレオチドアレイは、１以上の標的核酸配列を含むサンプル中における、多数の
ポリヌクレオチドをアッセイすることのできる、高スループット技術を提供する。本発明
のアレイは、遺伝子発現解析、疾患の診断および疾患の予後診断(例えば、治療に対する
患者の応答のモニタリング、薬剤スクリーニングなど)に有用である。
【０１７７】
　疾患、老化または他の健康関連突然変異を示すmtDNAのポリヌクレオチド配列のどのよ
うな組み合わせも、マイクロアレイの構築に有用である。
【０１７８】
　マイクロアレイを用いて分析することの予定される標的核酸サンプルは、先に記載した
ように、適当量のmtDNAを含有するあらゆるヒト組織または体液(好ましくは好ましくは前
立腺マッサージ体液、固形癌、良性組織、血液、または尿)に由来しうる。標的核酸サン
プルは、相補性核酸メンバー/標的複合体のハイブリダイゼーションパターンを生じるの
に適当なハイブリダイゼーション条件下でポリヌクレオチドメンバーと接触させる。
【０１７９】
マイクロアレイの構築
　前記マイクロアレイは、固相支持体の１つの表面に結合した固有のポリヌクレオチドを
複数種有し、このとき各ポリヌクレオチドは固相支持体の表面の同一ではないあらかじめ
選択された領域に結合されている。アレイ上の結合した各サンプルは、正体が既知の、通
常は配列が既知のポリヌクレオチド組成を有するが、このことは下記にてより詳細に説明
する。あらゆる想定可能な基盤が本発明に利用可能である。
【０１８０】
　前記アレイは、任意の既知の手段を用いて構築する。核酸メンバーは、ポリメラーゼ連
鎖反応 (PCR)および逆転写(RT)などの確立された技術を用いて作製されうる。こうした方
法は当技術分野で現在知られている方法と類似している (例えばPCR Strategies, Michae
l A. Innis (編者),ら (1995) およびPCR: Introduction to Biotechniques Series, C. 
R. Newton, A. Graham (1997)を参照されたい)。増幅ポリヌクレオチドは、当技術分野で
既知の方法により精製される(例えばカラム精製)。ポリヌクレオチドは、プライマーも所
望のポリヌクレオチドの合成中に生じた不完全産物も実質的に含まない程度に単離された
ときに、純粋されたとみなされる。好ましくは、精製ポリヌクレオチドはまた、分子の結
合活性を妨害するまたはマスキングする可能性のある混入物質を実質的に含まない。
【０１８１】
　本発明のアレイにおいて、ポリヌクレオチド組成物は固相支持体の表面と安定的に結合
しており、このとき前記支持体は柔軟なまたは硬い固相支持体でありうる。
【０１８２】
　核酸メンバーを結合することのできるあらゆる固相支持体が、本発明に使用可能である
。適当な固相支持体材料の例としては、ケイ酸塩、例えばガラスやシリカゲル、セルロー
スおよびニトロセルロース紙、ナイロン、ポリスチレン、ポリメタクリレート、ラテック
ス、ゴム、およびTEFLONTMのような炭化フッ素樹脂が挙げられるがこれに限らない。
【０１８３】
　固相支持体材料は、広範な種類の形状として使用可能であり、そのような形状には限定
するものではないが、スライドやビーズが含まれる。スライドは、いくつかの機能的な利
点を提供するため、固相支持体の好ましい形態である。その平坦な表面のおかげで、ガラ
ススライドを使用すると、プローブおよびハイブリダイゼーション試薬は最小限ですむ。
スライドはまた、試薬を目標に向かって点着することを可能にし、一定温度に保つのが容
易であり、洗浄が容易であり、固相支持体上に固有されたRNAおよび／またはDNAの直接視
覚化を容易にする。固相支持体上に固定されたRNAおよび／または DNAの除去もまた、ス
ライドの使用により容易となる。
【０１８４】
　固相支持体として選択された具体的材料は、記載された機能を提供する限り、本発明に
とって本質的ではない。通常、本発明を作製し使用する者は、コストと入手可能性の経済
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的側面、最終産物の期待される応用要件、および全体的な製造プロセスの要求に基づき最
良の市販材料を選択する。
【０１８５】
　本発明の核酸メンバーを基盤に結合させる(スポッティングと呼ばれる工程)には種々の
方法が使用される。一例として、例えば米国特許第5,807,522号に記載の技術を用いてポ
リヌクレオチドを結合させる(ポリマー結合方法の教示に関して参照により本明細書に組
み入れる)。あるいはまた、スポッティングは、接触プリンティング技術を用いて行う。
【０１８６】
　各組成物中に存在するポリヌクレオチドの量は、アレイを用いるアッセイ中に、標的ポ
リヌクレオチド配列の適切なハイブリダイゼーションおよび検出をもたらすのに十分なも
のである。一般に、アレイの固相支持体と安定的に結合している各核酸メンバーの量は、
少なくとも約0.1 ng、好ましくは少なくとも約0.5 ngおよびより好ましくは少なくとも約
1 ngであり、このときその量は最大1000 ng以上であってもよいが、通常は約20 ngを超え
ない。前記核酸メンバーを固相支持体上に、全体として円形の外形であるスポットとして
「スポッティング」するとき、「スポット」の直径は一般に、約10～5,000μm、通常は約
20～2,000μmおよびより一般的には約50～1000μmである。
【０１８７】
　対照ポリヌクレオチドをアレイ上にスポッティングして、標的発現対照ポリヌクレオチ
ドまたはミスマッチ対照ヌクレオチドとして用いて、プローブが標的化された標的以外の
サンプル中のポリヌクレオチドへの非特異的結合または交差ハイブリダイゼーションをモ
ニタリングすることができる。したがって、ミスマッチプローブはあるハイブリダイゼー
ションが特異的であるか否かを示す。例えば、標的が存在するならば、完全にマッチする
プローブは、ミスマッチしたプローブよりも一貫して明るいはずである。さらに、全ての
中心的ミスマッチが存在するならば、ミスマッチプローブは突然変異を検出するために使
用される。
【０１８８】
標的調製
　マイクロアレイ用の標的は、ヒト体液または組織サンプルから誘導される。ハイブリダ
イゼーション前に標的核酸サンプルを増幅することが望ましい場合がある。当業者であれ
ば、どのような増幅方法を使用するにせよ、定量的結果を所望であれば、増幅されるポリ
ヌクレオチドの相対的頻度を維持または制御する方法を用いることに注意する必要がある
と理解するであろう。「定量的」増幅の方法は、当業者によく知られている。例えば、定
量的PCRは、同じプライマーを用いて既知量の対照配列を同時に共増幅することに関する
。このことは、PCR反応をキャリブレーションするために用することのできる内部標準を
提供する。次いで高密度アレイに、増幅ポリヌクレオチドの定量のための内部標準に特異
的なプローブを追加することができる。定量PCRのための詳細なプロトコルは、PCR Proto
cols, A Guide to Methods and Applications, Innisら, Academic Press, Inc. N.Y., (
1990)に提供されている。他の適当な方法としては、限定するものではないが、ポリメラ
ーゼ連鎖反応 (PCR) (Innis,ら, PCR Protocols. A guide to Methods and Application.
 Academic Press, Inc. San Diego, (1990))、リガーゼ連鎖反応(LCR) (Wu and Wallace,
 Genomics, 4: 560 (1989), Landegren,ら, Science, 241: 1077 (1988)およびBarringer
,ら, Gene, 89: 117 (1990)を参照)、転写増幅(Kwoh,ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
86: 1173 (1989))、および自己持続型配列複製(Guatelli,ら, Proc. Nat. Acad. Sci. US
A, 87: 1874 (1990))が挙げられる。
【０１８９】
　本発明は、標識化標的または標識化プローブを提供する。分子に結合または取り込まれ
た、あらゆる分析的に検出可能なマーカーを本発明に使用することができる。あらゆる分
析的に検出可能なマーカーとは、分析的に検出され定量されるあらゆる分子、部分または
原子を言う。本発明に使用するのに適当な検出可能標識には、分光学的、光化学的、生化
学的、免疫化学的、電気的、光学的または化学的手段により検出可能なあらゆる組成物が
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含まれる。本発明に有用な標識としては、標識ストレプトアビジンコンジュゲートを用い
た染色のためのビオチン、磁性ビーズ(例えばDynabeadsTM)、蛍光色素(例えばフルオレセ
イン、テキサスレッド、ローダミン、緑色蛍光タンパク質など)、放射性標識(例えば3H、
125I、35S、14C、または32P)、酵素 (例えばセイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリ
ホスファターゼおよびELISAに一般的に使用される他の酵素)、ならびに比色分析標識、例
えばコロイド状の金または着色ガラスもしくはプラスチック(例えばポリスチレン、ポリ
プロピレン、ラテックスなど)ビーズが挙げられる。かかる標識の使用を教示する特許と
しては、米国特許第3,817,837、3,850,752、3,939,350、3,996,345、4,277,437、4,275,1
49および4,366,241号が挙げられる。
【０１９０】
　かかる標識の検出手段は当業者に周知である。したがって、例えば、放射標識は、感光
性フィルムまたはシンチレーションカウンターを用いて検出することができ、蛍光マーカ
ーは放射光検出用の光検出器を用いて検出することができる。酵素標識は典型的には、酵
素を基質とともに用意し、酵素の基質に対する活性により生じる反応産物を検出すること
により検出し、比色分析標識は着色標識を単純に可視化することにより検出する。
【０１９１】
　標識は、当業者に周知の任意の数の手段により組込むことができる。しかしながら、好
ましい実施形態においては、標識は、サンプルポリヌクレオチドの調製における増幅ステ
ップ中に同時に組み込まれる。したがって例えば、標識プライマーまたは標識ヌクレオチ
ドを用いたポリメラーゼ連鎖反応(PCR)は標識された増幅産物をもたらす。好ましい実施
形態においては、標識ヌクレオチド(例えばフルオレセイン-標識UTPおよび／またはCTP)
を用いた上記のような転写増幅は、転写されるポリヌクレオチド中に標識を組み入れる。
あるいはまた、標識を、元のポリヌクレオチドサンプル(例えば、mRNA、polyA mRNA、cDN
Aなど)に、または増幅が完了したあとの増幅産物に、直接付加することもできる。標識を
ポリヌクレオチドに結合させる方法は、当業者に周知であり、例えばニックトランスレー
ション法または、ポリヌクレオチドをキナーゼ処理しその後ポリヌクレオチドリンカーを
付加すること(ライゲーション)によりサンプルポリヌクレオチドに標識(例えばフルオロ
ホア)を連結させる末端標識化(例えば標識RNAを使用)が挙げられる。
【０１９２】
　好ましい実施形態において、標的には、マイクロアレイから生じるシグナルを正規化す
るためのマイクロアレイ上の対照プローブにハイブリダイズする対照分子が１以上含まれ
る。標識された正規化用標的は、上記のようにマイクロアレイ上にスポッティングされる
、対照オリゴヌクレオチドに完全に相補的なポリヌクレオチド配列である。ハイブリダイ
ゼーション後の正規化対照から得られるシグナルは、ハイブリダイゼーション条件、標識
強度、「読み取り」効率、およびアレイ間で完全ハイブリダイゼーションのシグナルを変
動させうる他の要因による変化に対する対照を提供する。
【０１９３】
ハイブリダイゼーション条件
　ポリヌクレオチドハイブリダイゼーションは、変性させたプローブまたは標的核酸メン
バーと標的ポリヌクレオチドを、前記プローブまたは標的核酸メンバーとその相補的標的
が相補性塩基対形成により安定なハイブリッド二本鎖を形成することのできる条件下に置
くことを要する。次に、ハイブリッド二本鎖を形成しないポリヌクレオチドを洗い流し、
ハイブリダイゼーションしたポリヌクレオチドを、典型的には付加された検出可能標識を
介して、検出できるようにする。ポリヌクレオチドは、温度を上げることにより、または
前記ポリヌクレオチドを含有するバッファーの塩濃度を減少させることにより変性すると
一般的に理解されている。低ストリンジェンシー条件下(例えば低温および／または高塩
濃度)では、例えアニーリングする配列が完全に相補的ではない場合でも、ハイブリッド
二本鎖(例えばDNA:DNA、RNA:RNA、RNA:DNA、cDNA:RNAおよびDNA:DNA )が形成される。し
たがって、ハイブリダイゼーションの特異性は、低ストリンジェンシー条件では低下する
。逆に、高ストリンジェンシー(例えば高温または低塩)では、ハイブリダイゼーションが
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成功するには、ミスマッチが少なければならない。ハイブリダイゼーション条件の最適化
方法は、当業者に周知である(例えばLaboratory Techniques in Biochemistry and Molec
ular Biology, Vol. 24: Hybridization With Polynucleotide Probes, P. Tijssen, 編 
Elsevier, N.Y., (1993)を参照されたい)。
【０１９４】
　ハイブリダイゼーションの後に、ハイブリダイズしなかった標識または非標識ポリヌク
レオチドを支持体表面から、好適には洗浄により、除去し、そのことにより基盤表面上に
ハイブリダイズした標的ポリヌクレオチドのパターンを生成させる。種々の洗浄溶液が当
業者に知られており使用可能である。ハイブリダイゼーションした標識オリゴヌクレオチ
ドおよび／またはポリヌクレオチドの得られたハイブリダイゼーションパターンは、種々
の方法により視覚化または検出することができ、このとき検出の具体的な様式は、試験す
るポリヌクレオチドの具体的な標識に応じて選択され、ここで代表的検出手段としては、
シンチレーションカウンティング、オートラジオグラフィー、蛍光測定、熱量測定、光放
射測定などが挙げられる。
【０１９５】
画像収集およびデータ分析
　上記のような、ハイブリダイゼーションおよび任意の洗浄工程および／またはその後の
処理の後に、得られるハイブリダイゼーションパターンを検出する。ハイブリダイゼーシ
ョンパターンを検出または視覚化する際には、標識の強度またはシグナル値を検出するの
みならず定量するが、これは、ハイブリダイゼーションの各スポットからのシグナルを測
定し、かつそれを既知数の末端標識化標的ポリヌクレオチドにより放射されるシグナルに
対応する単位値と比較することにより、ハイブリダイゼーションパターンにおけるアレイ
上の特定のスポットとハイブリダイゼーションする各末端標識化標的のコピー数のカウン
トまたは絶対値を得る、という意味である。
【０１９６】
　アレイへのハイブリダイゼーションから得られたデータの分析方法は当技術分野で周知
である。例えば、ハイブリダイゼーションの検出が蛍光標識に関するときは、データ分析
には、次の各ステップ、すなわち、得られたデータから基盤位置の関数として蛍光強度を
決定すること、外れ値(すなわち既定の統計分布から逸脱するデータ)を除外すること、お
よび残りのデータに対する試験ポリヌクレオチドの相対的結合親和性を計算すること、が
含まれうる。得られたデータは、画像として表示され、このとき各領域の強度は、結合し
たオリゴヌクレオチドおよび／またはポリヌクレオチドと試験ポリヌクレオチドとの結合
親和性に従い変化する。
【０１９７】
　検出または視覚化の後に、ハイブリダイゼーションパターンを使用して、ハイブリダイ
ゼーションパターンを作製するためにアレイに接触させた標識化標的ポリヌクレオチドサ
ンプルの遺伝的プロファイル、ならびに標識化標的ポリヌクレオチドサンプルの由来する
生理学的供給源に関する定量的情報を決定する。遺伝的プロファイルとは、サンプル中に
存在するポリヌクレオチドの種類に関する情報、例えば前記ポリヌクレオチドが相補的で
ある遺伝子の種類、ならびにサンプル中の各特定ポリヌクレオチドのコピー数に関する情
報を意味する。
【０１９８】
診断または予後検査
　本発明は疾患検出用の診断検査を提供する。本発明はまた、患者の治療に対する応答を
モニタリングする予後検査を提供する。本発明の方法によると、疾患の存在または患者の
治療に対する応答は、患者からの体液または組織サンプルを用意して検知する。この体液
または組織サンプルから、核酸を含むサンプルを調製する。前記サンプルから抽出された
核酸を、固相基盤と複数の核酸メンバーを有するアレイとハイブリダイゼーションさせる
が、このとき、各メンバーは、疾患の存在または疾患もしくは障害への傾向を示すもので
ある。この診断検査によると、前記核酸を含むサンプルがアレイ上の核酸メンバーの１以
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上とハイブリダイゼーションすることは、疾患の存在、または疾患もしくは障害への傾向
を示すか、あるいは予後検査の場合には患者の治療に対する応答を示す。
【０１９９】
キット
　本発明の方法を実施するための説明書および試薬を含むキットを提供する。例えば、こ
のキットは、組織特異的サンプルおよび組織関連体液中の、ミトコンドリア欠失、突然変
異、ヘテロプラズミー、ホモプラズミーを検出するための試薬と説明書を含みうる。この
キットはまた、プライマー伸長産物を作製するための、ミトコンドリアゲノムにハイブリ
ダイズするプライマーを１以上含みうる。キットにはまた、固相支持体、例えば使い捨て
チップ、前記固相支持体の固定手段、mtDNAの抽出手段、およびmtDNA配列のデータベース
へのアクセス手段が含まれうる。
【０２００】
　例えば、前立腺癌に関連するmtDNA欠失を検出するためのキットには、フォワードおよ
びリバースの3.4 プライマー、試薬、および説明書が含まれうる。
【０２０１】
　同様に、日光曝露またはNMSCに関連するmtDNA欠失を検出するためのキットには、L404 
プライマー、H4676 プライマー、3895プローブ、試薬および説明書が含まれうる。
【０２０２】
　本発明の他の用途、例えば上に記載したおよび以下の実施例に記載する用途は、当業者
に容易に明らかとなろう。
【実施例】
【０２０３】
　以下の実施例において本発明をより具体的に説明するが、当業者に多数の改変および変
法が明らかとなることから、これらの実施例は例証のみを目的としたものである。
【０２０４】
実施例1：前立腺腫瘍
　前立腺体液の採取または前立腺腫瘍除去のための手術の後に、形質転換している細胞ま
たは癌性の細胞を同定するために、生検材料のスライドを調製する。レーザーキャプチャ
ーマイクロダイセクション (LCM)顕微鏡検査を使用して、組織切片から正常、良性または
悪性の細胞を単離する。周囲の異種細胞の中から、対象の疾患細胞(前癌性細胞または癌
細胞の侵襲グループなど)を採取することができる。
【０２０５】
　これらの各細胞からの全DNA抽出物を、Arcturus Engineering Inc.社により概説された
プロトコルの変法にしたがい精製した。DNAは、50μl容積の、lOmM Tris pH 8.0、O.1mM 
EDTA pH 8.0、および0.1% Tween 20中のl mg/mlプロテイナーゼK (PK)を42℃にて一晩用
いて、細胞から抽出した。一晩42℃でのインキュベーション後にチューブをインキュベー
ションオーブンから取り出した。これらのサンプルを、5 分、640O rpm(2000×g)にてマ
イクロ遠心分離した。CapSureTM をチューブから除き廃棄した。チューブを95℃にて10分
インキュベートし(PKが不活化される)、次いで室温に冷却する。サンプルの5～50μlをPC
R増幅に使用した。
【０２０６】
　精製後に、個々のサンプルをLX-PCRにより増幅するが、これには超可変領域1 (HV1)、
超可変領域2 (HV2)および12S領域全体のための適当なプライマーを用いる。次にこれらの
PCR産物を、当技術分野で周知の高スループット法を用いて配列決定する。
【０２０７】
　あるいはまた、表5に記載のプライマーを用いて全長ミトコンドリアゲノムを増幅する
こともできる。あらゆるグリーソンのグレードの悪性腫瘍細胞、隣接良性腺由来の細胞、
および「遠位」良性腺由来の細胞に由来するDNAの特異的キャプチャーおよび増幅を行う
ことができる。増幅することができ増幅される他の前立腺組織としては、前立腺上皮内腫
瘍(PIN)、良性前立腺肥大(BPH)、種々の過形成、ストロマ、および原因不明の変化を有す
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る細胞が挙げられる。この研究は、前立腺癌と診断されたため前立腺切除術を受けること
を選択した31人の個体由来の前立腺組織を用いて行った。各個体から、３種の組織、すな
わち、悪性、隣接良性および遠位良性組織をキャプチャーした。各患者からの血液を、陽
性の、非疾患性組織対照として使用した。こうしたサンプルを増幅し配列決定したところ
、表4に示す新規突然変異が得られた。表4の突然変異はまた、置換を記載した配列番号10
2、欠失を記載した配列番号103～109 、および挿入を記載した配列番号110～138に提供さ
れている。多型および突然変異の位置は改訂されたケンブリッジ参照配列(Revised Cambr
idge Reference Sequence)(2001)との比較により決定したが、歴史的ナンバリングは維持
され、すなわち位置3106における欠失はギャップとして示され、レアな多型 750Aは保持
されている。次にこのデータのサブセット(7タンパク質コード領域)を、主成分分析(当技
術分野で標準的)に供したが、その結果は表1aに示すとおりである：
【表１ａ】

【０２０８】
　この結果は悪性形質転換の明確なパターンを示している。正常組織 (血液)および悪性
組織は高いクラスタリング頻度を示している(1.00および0.967)。興味深いことに、隣接
および遠位良性(このどちらも組織学的およよび病理学的な観点からは正常に見える)は、
50%を超えるサンプルが遠位良性および隣接良性切片(intercept)の外側に外れる形質転換
のレベルを示す。さらに、サンプルデータを、当技術分野で標準的なニューラルネットワ
ークにより分析したところ、表1bに示す以下の結果が得られた：
【表１ｂ】
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【０２０９】
　この表は、腫瘍が存在する場合、全ての前立腺組織は、その組織の解剖学的な外観が「
正常」であったとしても、分子レベルでは悪性と認められることを示す。
【表１ｃ】
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【０２１０】
クラスター分析
　前立腺癌と診断された31人の個体から同定された突然変異を、Hierarchical Clusterin
g Explorer (HCE) (www.cs.umd.edu/hcil/multi-cluster; Seoら, 2002; Seoら 2003; Zh
aoら 2003; Seo and Shneiderman; Seoら; 2004a;　Seoら 2004b; Seoら 2005a; Seoら 2
004c; Seoら 2005b)を用いて解析した。さらに、臨床的には前立腺癌の症状があるものの
、病理学的結果はその前立腺組織が悪性ではないことを示した12人の男性の前立腺針生検
組織からのミトコンドリアゲノムも解析した。図2および3は、同定された非同義的ミトコ
ンドリア突然変異のクラスター解析を示す。図2はクラスター解析の最初の半分であり、
図3はクラスター解析の残り半分である。Y軸に、前立腺癌を有する31人の個体(105, 208,
 349, 377, 378, 380, 382, 384, 386, 416, 417, 418, 426, 449, 450, 451, 452, 455,
 456, 457, 458, 460, 461, 463, 464, 466, 467, 498, 501, 504, 505)および臨床症状
を示すものの病理検査からは悪性なしと判定された12人の個体 (2, 35, 51, 209, 270, 2
78, 375, 480, 503, 536, 560, 858)の患者番号を示す。Y軸には、組織の供給源も示した
(すなわち遠位良性(db)、隣接良性(ab)、悪性(ml)および(b)血液)。12人の個体の、症状
はあるものの悪性ではない組織由来の良性腺組織は「gl」と表示した。X軸は突然変異の
部位を示す。
【０２１１】
　図4は、図3のコピーであり、陰影を付けた領域に、臨床前立腺癌と関連する一連の非同
義的突然変異を示す。突然変異は特定の遺伝子に生じる: 位置4216および4217における突
然変異は、いずれもND1遺伝子(NADHデヒドロゲナーゼサブユニット1)中に生じる。位置49
17における突然変異はND2遺伝子(NADHデヒドロゲナーゼサブユニット2)中に生じる。位置
7407における突然変異は、COXI遺伝子(シトクロムcオキシダーゼサブユニット1)中に生じ
る。最後に、位置15452における突然変異はCytB遺伝子(シトクロム b)中に生じる。突然
変異4216および4217は同じアミノ酸における非同義的突然変異を引き起こし、4917と同様
に、レーバー遺伝性視神経萎縮(LHON)に関連する二次的突然変異である (Mitochondrial 
Research Society; Huoponen, 2001; MitoMap)。前立腺癌との関連性を除き、7407につい
ての関連性は証明されていないままである。15452における突然変異は、ユビキノールシ
トクロムcレダクターゼ(複合体III)不全を有する5/5患者中に見出された(Valnotら 1999)
ものである。
【０２１２】
　前立腺癌のため前立腺切除術を受けた31人の男性のコホートにおいて、これらの突然変
異の１つ以上が、被験者の20人(64.5%)に見られた。上記のように、これらの各個人につ
いて、あらゆる周囲の組織病理を除いた３種の関連組織、すなわち悪性組織、悪性組織に
隣接する良性組織および、「遠位」良性組織、からの前立腺切片組織から、全ミトコンド
リアゲノム配列を得た。組織は、資格のある臨床病理学者が、レーザーキャプチャーマイ
クロダイセクション(LCM)を用いて切除した。配列を、患者の血液から抽出され配列決定
されたミトコンドリアDNA (mtDNA)と比較した。配列決定の結果は、ミトコンドリア突然
変異が、多くの場合ヘテロプラズミックな状態で、全三種の組織に出現することを示した
。Alonsoら (2005)による分析に反して、患者の血液からのmtDNA配列と比較して、悪性組
織、隣接良性および遠位良性組織からのミトコンドリアDNAには突然変異が見られた。ヘ
テロプラズミー(同じ個体中に突然変異型および正常型ミトコンドリアゲノムが存在する
状態のこと)は、少し前に突然変異が生じたことの証拠と考えられている(Huoponen, 2001
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どころか、各種類の組織についての相対的突然変異量はおおよそ同じであり、このことは
、腫瘍が存在する場合、前立腺組織の種類に関わりなく、mtDNA突然変異は前立腺内にお
いて活発であることを示す。その上、外観が組織学的には良性の組織も、多くの場合、ミ
トコンドリアゲノム中に突然変異を有することが見出された。これらの突然変異は、細胞
核、またはNUMTS (核/ミトコンドリア配列)に組み込まれているミトコンドリア配列(Lope
z, 1994)と関連していない。Rho0 細胞株を用いた、ヒトNUMTSの長大なクローニングおよ
び配列決定研究、ならびにNCBIデータベースにアーカイブ保管されている既知NUMTSに対
する比較を行ったところ、公共データベースにアーカイブ保管された既知ミトコンドリア
偽遺伝子についての突然変異は検出されず、このことは、データが、偽遺伝子データ点を
有しないことを保証した。
【０２１３】
　臨床的に前立腺癌の症状のある12人の男性においては、病理学的検査結果によると前立
腺組織が悪性ではないことが示されたときには、良性腺組織をLCMにより回収し、前立腺
針生検組織からのミトコンドリアゲノムを増幅して配列決定した。結果は、4人の患者で
はmtDNA突然変異が完全に不在であること、4人の患者では非コード制御領域にのみ突然変
異があること、または4人の患者では制御領域と遺伝子コード領域の両方に突然変異があ
ることを示す。しかしながら、突然変異の位置は悪性コホートとは著しく異なっていた(P
＞ 0.01)。さらにこうした個体においてはコード領域突然変異は１つのみ観察され、こう
した突然変異のうち１つは上記の領域内にあるものであった(すなわちNDI、ND2、COXIお
よびCytB) (患者375、位置15081におけるCytB)。
【０２１４】
　4つのタンパク質コード領域を含む、同義的および非同義的突然変異の両方を悪性疾患
マーカーとして使用したところ、前立腺癌グループの30/31 (97%)が特定された。表1cに
、前立腺癌を有する31人の個体からの組織サンプル中のND1、ND2、COX1、およびCytBにお
いて見出され同義的および非同義的突然変異を記載する。ND1、ND2、COX1、およびCytBに
おける突然変異は明らかに前立腺癌と関連している。本発明は、表1cおよび図2～4に記載
の突然変異を同定したが、本発明にはND1、ND2、COX1およびCytB中のあらゆる突然変異が
含まれる。同じ分析において、12人の良性で症状のある患者のうちの１人は悪性グループ
に含まれたが、しかし、この患者は、早期癌進行を示しうるCytB中の突然変異を有した。
このグループの残りは、血液、または正常対照とクラスタリングされた。
【０２１５】
　悪性被験体由来の遠位良性と、12人の症状はあるが悪性ではない患者の良性腺とを比較
した統計分析を行った。悪性患者は31人であり、症状はあるが悪性ではない被験者は12人
であったことから、悪性患者からの12人の６グループのランダムサンプルを、12人の症状
はあるが悪性ではない被験者に対して比較した。各6グループについてのカイ二乗分析を
行った。結果を表1dに示す。各事例において、相違は0.01レベルで有意であり、これは、
悪性被験者における遠位良性組織からのミトコンドリア配列と、症状はあるが悪性ではな
い被験者からのミトコンドリア配列との相違が99%の確率で偶然ではないことを意味する
。分析は、上記4つのコード領域中に見出された突然変異の数に基づいた。
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【表１ｄ】

【０２１６】
実施例２：日光曝露された皮膚由来のmtDNAの非コード領域における重複
　DNAは、Qiagen社からのDNeasyTMキットを用いて、実施例１に記載のように組織サンプ
ルから抽出した。「背中合わせ」プライマー手法を用いて、日光曝露に関連した非コード
領域(NCR)中のタンデム重複の発生率を調べた。32の年齢マッチングされた、日光曝露さ
れた(n=24)および日光保護された身体部位(n=10)からの分割ヒト皮膚サンプルを調べた。
【０２１７】
　Brockingtonら 1993およびLeeら 1994からの次の重複プライマーを使用した:
C　L336　　AAC ACA TCT CTG CCA AAC CC　20 mer　　配列番号1
D　H335　　TAA GTG CTG TGG CCA GAA GC　20 mer　　配列番号2
E　L467　　CCC ATA CTA CTA ATC TCA TC　20 mer　　配列番号3
F　H466　　AGT GGG AGG GGA AAA TAA TG　20 mer　　配列番号4
【０２１８】
　プライマーの対であるC/DおよびE/Fは、非コード領域中の２つの別のセットの直接反復
の部位において「背中合わせ」である。その結果、これらのプライマーは、これらの箇所
において重複が存在する場合にのみ産物を生じる。生じる産物は、260 bpおよび／または
さほど一般的ではない200bp変種である。改変PCR条件は、100ng 合計細胞性DNA、200μM 
dNTP、2.5 U HotStarTaqポリメラーゼおよびPCRバッファー (Qiagen, Uk)、25 pmoleのプ
ライマー: 94℃にて4分を１サイクル、94℃×1分、55℃×1分、72℃×1分を36サイクルな
らびに72℃×7分を１サイクル、というものである。
【０２１９】
　日光曝露の増大に伴い、重複の発生率の増大が観察され、このとき、日光曝露されたお
よび日光保護された皮膚からのサンプルの、それぞれ10/24と0/10から重複が同定された 
(フィッシャーの直接確率検定、p=0.01 5) (Birch-Machin and Krishnan 2001)。最も頻
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繁な重複のサイズは、200および260塩基対であった。興味深いことに、これらの同じサン
プルはまた、高レベル(＞l %)の4977bp共通mtDNA欠失を有し、このことは実施例６に記載
の確立された定量的3-プライマーPCRアッセイにより決定された。
【０２２０】
実施例３：ヒトNMSCおよびその前駆病巣中のmtDNAの突然変異フィンガープリント
　DNAは、Qiagen社からのDNeasyTMを用いて、実施例１に記載のようにヒト皮膚組織サン
プルから抽出した。特異的プライマーを用いて、PCRによりmtDNAを増幅し、次いでDNAサ
ンプル調製(Qiagen)の後に、突然変異を自動配列決定(PE Applied Biosystems)によりBig
DyeTM Terminator Cycle配列決定を用いて同定した。この方法論はHealyら 2000; Hardin
gら 2000に記載されている。16,569bpヒトミトコンドリアゲノム全体を、偽遺伝子や他の
核遺伝子座を増幅しないことの知られている、確立されたPCRプライマー対を用いて配列
決定した。あらゆる推定上のDNA変化は、改訂された「ケンブリッジ」ヒトmtDNA参照(And
rewsら 1999) との比較により確認した。腫瘍mtDNAから得られた配列を、最初に既知の多
型(Andrewsら 1999; MITOMAP)について比較し、次いで正常病変部近傍皮膚からのmtDNA配
列と比較して、本物の体細胞変異を同定した。
【０２２１】
　DHPLCは、完全自動化スクリーニング手法を提供するWAVETM DNA Fragment Analysis Sy
stem (Transgenomic, Omaha, USA)を用いて行った。同じ技術を用いて皮膚腫瘍mtDNA中の
ヘテロプラズミック突然変異をスクリーニングした。
【０２２２】
　実施例２に記載の背中合わせプライマー方法論を用いて、非コード領域 (NCR)中の超可
変セグメント中のDNA長さの突然変異(すなわちタンデムな重複)のパターンを迅速にスク
リーニングする。
【０２２３】
実施例４：ヒトNMSCおよびその前駆病変中のミトコンドリアゲノム全体の欠失スペクトル
　扁平上皮細胞癌(SCCS)、基底細胞癌(BCCS)およびボーエン病や光線性角化症(As)のよう
な推定上の前駆病巣におけるMtDNA損傷を、種々の日光曝露された身体部位から採取され
た隣接病変部近傍の皮膚と比較した。長型伸長PCR技術 (LX-PCR) (Rayら 1998)を用いて
ミトコンドリアゲノム全体を増幅することにより、mtDNAの欠失スペクトル全体を決定し
た。無数の具体的な欠失がミトコンドリアゲノム中に生じることが観察された。全ての欠
失が非黒色腫皮膚癌と相関するわけではないが、しかし、正確な診断方法のためには、こ
の疾患と実際に関連する欠失を知っておく必要がある。
【０２２４】
　DNAは、製造者の指示に従い、市販のキット(Qiagen社)を用いて抽出する。ミトコンド
リアゲノム全体は、ExpandTM Long Template PCR SystemTM (Boehringer Manheim, Switz
erland)を用いて、２つの別の反応におて増幅する。使用するPCRプライマーはKleinleら(
1997)が記載したものであり、ケンブリッジ配列(Andrewsら 1999)の次の領域をカバーす
る:　DIA(ヌクレオチド(nt) 336～363)、DIB (nt 282～255)、OLA (nt 5756～5781)、お
よびOLB (nt 5745～5781)。これらの巨大産物は核偽遺伝子の増幅を除外する。プライマ
ーの配列は次のとおりである：
DIAF: (336-363)　 5' AACACATCTCTGCCAAACCCCAAAAACA 3' 配列番号5
OLBR: (5745-5721) 5' CCGGCGGCGGGAGAAGTAGATTGAA 3'　配列番号6
OLAF: (5756-5781) 5' GGGAGAAGCCCCGGCAGGTTTGAAGC 3' 配列番号7
DIBR: (282-255)　 5' ATGATGTCTGTGTGGAAAGTGGCTGTGC 3' 配列番号8
【０２２５】
　増幅は、16 pmolの各プライマー、500μmol dNTP、22.5mM MgCl2と界面活性剤を有する
10×PCRバッファー(キット)、0.75μlの酵素(3.5×103 units/ml)および50～200ngの全DN
Aを含有する50μl反応中で行った。１つの反応はゲノムの11,095bpセグメントを生成し、
別の反応は5,409bp長さのセグメントを生じる (例えばKleinleら, 1997)。PCR増幅条件は
、93℃にて1分30秒の変性段階、それに次ぐ10サイクルの93℃にて30秒、60℃にて30秒お
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よび68℃にて12分、それに続くさらに20サイクルの同じプロファイルに各サイクルに5秒
の追加の伸長時間を追加したものから構成される。93℃にて30秒、60℃にて30秒および68
℃にて26分の伸長時間という最終サイクルがある。再現性を保証するために、既知量のDN
Aを1%アガロースゲル上で分離し、少なくともそれと同じ量のDNAを有するサンプルのみを
分析対象に加えた。
【０２２６】
　表２に示すように、腫瘍サンプルにおけるUV曝露の増加に伴い、より大きな平均数の欠
失が見られた。
【表２】

【０２２７】
実施例５：老化とMtDNA
　時間的な母系比較(すなわちひ孫から曾祖母まで)を用いて、所定の組織から抽出された
mtDNAの配列全体を、迅速にそして正確に配列決定し、そのことにより、その具体的分子
のヌクレオチド塩基対の並びおよび時間と共に生じた可能性のある変化を、断定的に記載
する。こうした特徴付けを、健康状態、および老化指標について、ならびにより大きな集
団中の特定の母系の間で比較する。この組み合わさった情報は、同じ突然変異/欠失をも
たらす別の原因同士の極めて重要な統計的識別を可能にし、また、バイオマーカーとして
使用されるmtDNA配列が、その有効性を確立するための特異性と感度の必要な指標を有す
ることを証明する。さらに、塩基対欠失および突然変異の比率を、4代の母系世代に渡る
種々の組織における整合性について比較する。最近の方法論的発展は、血液サンプルにお
ける老化に関係する塩基対欠失の検出を可能にし(Bassamら 1991)、mtDNAを検査するため
に骨格筋のかわりに血液サンプルを使用する可能性を高めた(von Wurmbら1998)。mtDNA欠
失および／または突然変異を代表するものとして、筋組織の代わりに白血球を用いる有効
性を確立した後に、次のステップでは白血球中のmtDNAのみを測定する。次いでMtDNA欠失
/突然変異を先に記載したように決定する。
【０２２８】
　骨格筋または白血球を患者から採取する。DNAを実施例１に記載のようにして抽出する
。次のプライマーを使用した：
12ST1: (1257-1279) 5' TATACCGCCATCTTCAGCAAAC 3'　配列番号9
12ST2: (1433-1411) 5' TACTGCTAAATCCACCTTCGAC 3'　配列番号10
D1F:　 5' CCTTACACTATTCCTCATCACC 3'　配列番号11
D1R: 5' TGTGGTCTTTGGAGTAGAAACC 3'　配列番号12
【０２２９】
　増幅は、2.0μmolの各プライマー、250μmol dNTP、10×PCRバッファー(Thermopol反応
バッファー)、ウシ血清アルブミン、0.5単位のDeep ventポリメラーゼおよび50～200ngの
全DNAを含む50μl反応にて行った。PCR増幅条件は、95℃にて5分の変性段階(ホットスタ
ート)、それに続く30サイクルの94℃にて30秒、60℃にて60秒および72℃にて30秒、なら
びに72℃にて10分の最終伸長からなる。ゲル電気泳動は2%アガロースゲルを用いて、125
ボルトにて60分行い、臭化エチジウムを用いて染色し、UV光の元で可視化した。再現性を
保証するために、既知量のDNAを2%アガロースゲル上で分離し、それと同じ量のDNAを有す
るサンプルのみを分析に加えた。
【０２３０】
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実施例６：3-プライマーPCRによる4977bp共通mtDNA欠失の定量的検出
　適当な場合には、共通欠失の発生率は、1～5%より大きいレベルを検出する3-プライマ
ーPCR法、または1 %未満から10-4%未満のレベルを検出する希釈PCR法により定量的な様式
で決定する(実施例7を参照されたい)。実施例１に記載のようにサンプルを取得し、DNAを
抽出する。DNAサンプル中の欠失型および野生型(wt)mtDNAの両方を同時に検出しその比率
を定量するためには、3-プライマーPCR法を用いる(Birch-Machinら1998に記載)。プライ
マーAおよびCは、それぞれ重鎖位置13720～13705および9028～9008に対応する (Anderson
ら, 1981);プライマーBは軽鎖位置8273～8289に対応する。プライマーCは、共通欠失内の
mtDNA領域にマッピングされ、これに対してプライマーAおよびBは欠失領域に隣接する。
したがってプライマーBとCはwt-mtDNAのみを増幅し、プライマーAとBは欠失型mtDNAのみ
を増幅する(欠失が不在の場合の２つのプライマーの間の距離は約5.5kbであり、以下に記
載のここでのPCR条件下で増幅されるには長すぎる)。
【０２３１】
　３種のプライマーを用いることにより、２つのバンドの同時検出が可能となったが、そ
のうちの大きいバンド(755bp)はwt-mtDNAに対応し、小さいバンド(470bp)は「共通欠失」
を保有する欠失型mtDNAに対応する。PCR反応混合物(合計容積25μl)は、100ng合計細胞性
DNA、200μM dNTP、10mM Tris-HCl (pH 8.8)、50mM KCl、1.5mM Mg Cl2、0.1% Triton X-
100、2.5U Taq DNAポリメラーゼ(BioTaq, BiolineUK Limited, London)、25 pmoleのプラ
イマーAおよびB、6.25 pmoleのプライマーCおよび3μCiの[α-32 P]-dATPを含んでなるも
のであった。PCR条件は、25サイクルの、94℃にて1分、55℃にて1分、72℃にて2分、およ
び最終伸長として72℃にて15分というものであった。次にこれらのPCR産物を、6%非変性
ポリアクリルアミドゲルを通して電気泳動し、放射性PCR断片を、ImageQuantTMソフトウ
エア(Molecular Dynamics, Chesham UK社)を用いた蛍光イメージ分析により定量した。
【０２３２】
実施例７：低レベル(＜1%)の共通mtDNA欠失を定量的に検出するための連続希釈PCR法
　半定量的PCR法(Corral-Debrinskiら 1991)を用いて、組織/細胞サンプルから抽出され
た全mtDNA中の共通欠失の割合を推算する。実施例１に記載のように、生物学的サンプル
を用意しDNAを抽出する。DNAサンプルは、最初に、制限酵素Bam HI (1μl酵素および1μl
の市販バッファー)を37℃にて90分用いて線状化する。連続希釈は２倍にするステップと
して行い(全mtDNAについては最初の10倍希釈が行われた)、その後、各希釈物(1μl)につ
いてPCRを次のプライマーを用いて行った：
全mtDNA用のプライマー
L3108 (nt3108-3127) 
H3717 (nt3717-3701)　 
共通欠失用のプライマー 
L8282 (nt8282～8305)
H13851(nt13851～13832)
【０２３３】
　反応条件は次のとおりである：94℃にて2分を１サイクル、94℃にて45秒、51℃にて30
秒 (全mtDNA)、56℃にて30秒(共通欠失)、72℃にて1分を34サイクル、および72℃にて8分
の最終サイクル１つ。すべてのPCR反応は次の混合物(50μl)中で行う：サンプルDNA 1μl
、0.6μMフォワードプライマー、0.6μM リバースプライマー、0.2mM dNTP、5μl GeneAm
p(登録商標)10×PCRバッファー(Perkin Elmer社)、0.2μl Amplitaq(登録商標)DNAポリメ
ラーゼ(Perkin Elmer社)、35.75μlオートクレーブ滅菌済み再蒸留水。
【０２３４】
　電気泳動の後に、PCR産物をUVトランスイルミネーター(TMW-20, Flowgen Ltd., Lichfi
eld, UK)上で可視化し、画像収集装置(Alpha Imager 2000, Alpha Innotech Corporation
社製、Flowgen Ltd., Lichfield, UKにより供給)を用いてゲルのデジタル画像を得る。付
随する画像解析ソフトウェア (Alpha Ease バージョン3.3、Alpha Innotech Corp.)は希
釈系列の各PCR産物について積分光学密度(IOD)の計算を可能にする。全mtDNAおよび欠失
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型mtDNAの両方について、IOD値がゼロであるバンドを得て、対応する希釈値を用いてサン
プル中の共通欠失のパーセンテージを計算する。したがって：
共通欠失%＝　全mtDNA希釈係数(IOD Zero) × 100
　　　　　　　　　共通欠失希釈係数(IOD Zero) 
【０２３５】
実施例８：変性高速液体クロマトグラフィー(DHPLC)
　実施例１に記載のようにして、サンプルを取得しDNAを抽出する。２種類の異なるPCR条
件を用いた13の重なり合う断片のPCRはvan den Boschら(2000)に記載のとおりであった。
PCRには次の３つのmtDNA特異的プライマー対を用いた：
オリゴ配列
　Mt3118F　CCCTGTACGAAAGGACAAGAG　配列番号13
　Mt3334R　TGAGGAGTAGGAGGTTGG　配列番号14
　Mt8207F　CCCATCGTCCTAGAATTAATTCC　配列番号15
　Mt8400R　ATGGTGGGCCATACGGTAG　配列番号16
　Mt14427F　CCCATGCCTCAGGATACTCCTC　配列番号17
　Mt14997R　GCGTGAAGGTAGCGGATG　配列番号18
【０２３６】
　1～2 kb PCR産物を90～600bpの断片に消化し、その最適融解温度にて解離させる。突然
変異は２つのピークとして表され、＜2%ヘテロプラズミーのようなパーセンテージの低い
突然変異はピーク中の「肩」として表される。
【０２３７】
　DHPLCは、２種類の溶離液からなる移動相を用いて行う(pH 7.0)。バッファーAは酢酸ト
リエチルアンモニウム(TEAA)を含有し、これはDNA上の負電荷を有するリン酸基およびカ
ラムの表面の両方と相互作用する。バッファーBは25%の変性剤アセトニトリルを有するTE
AAを含む。断片は、一定の流速で線形のアセトニトリル勾配を用いて溶出させた。アセト
ニトリルの濃度を増加させると断片が変性する。下の表3は、製造者の説明書に従いWAVEM
AKER ソフトウェア(Transgenomics)を用いて作製した、PCR反応のDHPLCの標準的方法の例
である。

【表３】

【０２３８】
　種々のヘテロ二本鎖を上手く分離する温度を以下に詳述するが、これは表2中の該当す
る箇所に単純に代入することができる:
断片　　　　融解温度(℃)　　　　バッファーB%の勾配
Mt3118F　　　　59　　　　　　　　　　　51～59
Mt8207F　　　　58　　　　　　　　　　　50～58
Mt14427F　　　 56　　　　　　　　　　　60～68
【０２３９】
実施例９
　49の前立腺針生検患者(46人は悪性腫瘍と診断された)からのmtDNA D-ループ配列の広範
囲な調査から、患者血液のミトコンドリアDNAと比較して、良性前立腺肥大(BPH)、入手可
能なグリーソンのグレードおよびストロマを含む全ての前立腺組織においてmtDNA突然変
異が存在することが実証された。さらに、31人の前立腺切除術を受けた患者からのミトコ
ンドリアゲノムの拡張研究は、マッチングさせた悪性腺、隣接良性腺(悪性腺のそば)、お
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おける、あいまいな超変異量(Chenら 2002; Chenら 2003)を実証するが、これは表４に示
すとおりである。表4の突然変異はまた、置換を記載した配列番号102、欠失を記載した配
列番号103～109、および挿入を記載した配列番号110～138において提供される。多型およ
び突然変異位置は、改訂されたケンブリッジ参照配列(Revised Cambridge Reference Seq
uence)(2001)との比較により決定したが、しかしながら歴史的ナンバリングを維持し、そ
のため位置3106における欠失はギャップとして表され、レアな多型750Aは保持された。塩
基のナンバリングは、合計16569の塩基位置を有する改訂されたケンブリッジ参照配列(Re
vised Cambridge Reference Sequence)に基づく。図１に、ミトコンドリアゲノムの位置
についての突然変異の数を表すヒストグラムを示す。図１に見られるとおり、突然変異は
mtDNAゲノム全体に渡り、および、全ての疾患前立腺に存在する。しかしながら、特定の
「ホットスポット」も明確であり、例えばD-ループ領域および16s領域において認められ
た。これらのデータセットは、資格のある病理学者がルーチンな組織学的方法および等級
付け標準を用いて割り当てた悪性または良性組織との指定が、早期疾患進行を同定するも
のではないことを示す。このことは、細胞の形態学的特性が変更される前から、細胞レベ
ルで悪性形質転換が始まっていることを強く示唆する。重要なこととして、突然変異パタ
ーンは、個別の患者からのマッチングさせた前立腺組織について、または別の患者との比
較においてまったく一貫せず、このことは悪性細胞のクローン性増殖が生じうるあり得る
組織部位を示している可能性がある。その上、同じ個体からのグリーソンスコアが同じで
ある別の針生検材料は、ほとんど必ず別のmtDNA突然変異パターンを示す。このことは、
特定の突然変異部位ではなく合計突然変異量が、この疾患および疾患の進行をより表して
いることを示す。
【０２４０】
　このデータは、前立腺癌を有することの知られている個体、および進行した段階にある
ことの知られている前立腺切除術グループの個体からから収集されたため、組織学的に良
性の組織は、新形成および悪性腫瘍に向かうありうる進行と関連する何らかの細胞内形質
転換を経ている可能性が高い。mtDNA突然変異を有する良性組織は、「バイオセンサー」
の役割を果たし、これは、疾患進行の速度を示す、突然変異増大についてモニタリングす
ることができる。この速度はまた腫瘍侵襲性を示しうる。その上、ある具体的な療法の有
効性もまた、この突然変異パターンの変化に基づきモニタリングすることができる。
【０２４１】
　この技術は、良性針生検の確認検査として使用することができる。現在は、患者の前立
腺に針生検が行われ、その組織が見かけ上組織学的に良性である場合、彼は帰宅を許され
、通常は６カ月後に追跡針生検を行うことが予定される。上記方法を用いて、既に採取さ
れた針生検組織を検査すると、その組織が分子レベルにおいても良性であることが確認さ
れるか、さもなくば針生検法により場所的に見逃された悪性腫瘍が実際には前立腺中に存
在する、またはその組織が分子レベルでは前新生物または新生物であるとの証拠が発見さ
れる。このことは、潜在的には、多くの人間が複数の手術を受けずに済むようにするかま
たは早期予防性治療を可能にする。
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【表４】

【０２４２】
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【表５】

【０２５６】
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【０２５７】
実施例10：前立腺組織のmtDNAにおける3.4 kb欠失
　約3.4キロベース(kb)の欠失は、新鮮な凍結前立腺組織の完全ミトコンドリアゲノム増
幅を介して同定された。線形回帰法を用いることにより、この欠失の大きさは、3000塩基
対(bp)～3500 bpと推定された。２つのありうる候補欠失、すなわち9574～12972における
3397 bp欠失、および10744～14124における3379 bp欠失が、Mitomap (Brandon, M. C., L
ott, M. T., Nguyen, K. C., Spolim, S., Navathe, S. B., Baldi, P. & Wallace, D. C
. MITOMAP: a human mitochondiral genome database--2004 update. Nucleic Acid Rese
arch 33 (Database Issue):D611-613, 2005; www.mitomap.org)を用いることにより同定
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された。２つの欠失のうちのいずれかが正しいとすれば、そのどちらが正しいのかを決定
するために、欠失接合部にまたがるフォワードプライマーを各２つの候補について作製し
、それによりプライマーが欠失に隣接する反復領域よりも遠くまで伸長することを保証し
た。図5は、プライマーの設計と配列を示す概略図である。10744～14124における3379 bp
欠失(3.4 kb欠失と呼ぶ)に対応する増幅産物(amplicon)についての陽性の増幅結果が得ら
れた。
【０２５８】
　この欠失は、次の遺伝子の全部または一部を除去する： (i) NADHデヒドロゲナーゼサ
ブユニット4L、(ii) NADHデヒドロゲナーゼサブユニット4、(iii) NADHデヒドロゲナーゼ
サブユニット5、(iv) tRNAヒスチジン、(v) tRNAセリン2、および(vi) tRNAロイシン2。
【０２５９】
　この3.4kb欠失は、33の新鮮な凍結前立腺サンプルの91%に存在することが決定された。
特異的欠失プライマーを用いて、ホルマリン固定組織を検査し、n値を増加させた。
【０２６０】
　以前に、本調査者らはLCMによりマイクロダイセクション切除された32の組織サンプル
からの、および組織学的に正常な前立腺の12の針生検材料からのミトコンドリアゲノム全
体を配列決定した。これらの各サンプルからのアーカイブ保管された組織切片を次の研究
に用いた。1～2の連続切片を各サンプルから切除した。DNAは、各サンプルからマイクロ
ダイセクションとしてではなく全体として抽出した。したがって各サンプルは腺の前立腺
組織ならびにストロマの前立腺組織の混合物からなるものであった。この抽出は、Qiagen
社の QIAamp DNAミニキット (カタログ番号51304)を用いて行った。抽出後に、サンプル
をNano-Drop分光光度計を用いて定量し、その後濃度を2ng/ulへと正規化した。各サンプ
ルは、20ng 投入DNAおよびiQTM SYBR Green Supermixキット (Bio-Rad Laboratories Inc
.)を用いて増幅した。反応は、Opticon(登録商標) 2 (MJ Research)を用いて行った。
【０２６１】
　図6に示すように、悪性前立腺サンプルと症状はあるものの良性の前立腺サンプルとの
間では、サイクル閾値におよび、延長により、欠失の量に、明らかな差異が観察された。
悪性サンプルは、良性サンプルよりも常に早いサイクル閾値を示した。
【０２６２】
実施例11：3.4kb 欠失盲検検査－サイクル閾値の比較
　実施例10に記載の調査の後に、追加の21サンプルを選択したが、そのうちの10は良性で
ありそのうちの11は悪性であった。病理学的状態は、資格のある病理学者が行う針生検に
より決定された。サンプルを盲検化して、本調査者らがこの検査を行うときにサンプルの
病理学的状態を知らないようにした。本調査者らは、サイクル閾値を調べることにより、
症例の81%において正しい病理学的状態を予測することができた。4つの正しくなかった予
測のうち、２つは良性と判定された悪性サンプルであり、2つは悪性と判定された良性サ
ンプルであった。後者の症例において臨床医が２人の個体の追跡臨床情報を要求し、それ
を用いてこの２人の個体がこの調査に使用された針生検結果の後に前立腺癌と診断された
かを調べた。元は良性サンプルをもたらすがこの研究により悪性腫瘍を有すると予測され
た個体の１人は、その後悪性サンプルをもたらした。その結果として、偽陽性のうちの１
つは真の陽性となった。したがって、病理学的状態は、この調査に置いて検査された86%
の症例において正しく予測された。この調査の最終的な陽性的中率(PPV、ここでPPV＝真
の陽性/(真の陽性＋偽陽性))は91%であり、そして陰性的中率(NPV、ここでNPV＝真の陰性
/(真の陰性＋偽陰性))は80%であった。
【０２６３】
実施例12：3.4kb欠失研究－方法(n=76)
アーカイブ保管サンプル
　この研究では76の前立腺組織を3.4 kb欠失について検査した。すべての組織サンプルを
ホルマリン固定し、25が悪性、12が正常、および39が良性前立腺疾患を有すると組織学的
には示された。後者の群ついては半分以上が過形成を有した。すべての標本は、調査され
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る者の組織アーカイブから得られた針生検材料であった。
【０２６４】
前立腺標本
　各スライドについて、テープリフトを、Arcturus Bioscience Inc.社からのPrep-Strip
s (カタログ番号LCM0207)を用いて行った。このことにより、DNA抽出前にスライドからあ
らゆる粒状物質または非付着性組織を除去することができた。組織がスライド上にある状
態で、スライドをPBS (リン酸緩衝生理食塩水溶液)で洗浄して、可能な限り固定剤を除去
した。スライド上の1～2針生検切片を、個別に包装された滅菌された外科用カミソリ刃を
用いて擦り取り、滅菌マイクロ遠心分離チューブに入れた。次に、製造者の説明書に従っ
てQIAamp(登録商標) DNA Mini Kit (Qiagen社、カタログ番号51304)を用いて、DNAを単離
し精製した。品質保証チェックポイントとしての陰性抽出対照を、スライド抽出物と並行
して処理した。DNAの合計濃度と各サンプルについての純度比を分光光度法(Nano-Drop ND
-1000)により測定し、定量的ポリメラーゼ連鎖反応 (qPCR)のために2ng/μlの希釈物を調
製した。
【０２６５】
プライマー(オリゴヌクレオチド)
　精製オリゴヌクレオチドプライマーは、Invitrogen社(California, USA)により化学的
に合成された。プライマーの配列および増幅されるPCR産物の期待される大きさを表６に
列記した。さらに、mtDNA欠失のためのPCR分析には、陽性対照(突然変異mtDNAを有するこ
との知られている供給源からのDNA)も追加された。TNFを除き、各プライマーセットをミ
トコンドリア非含有rho 0 細胞株に対して確認し、偽遺伝子の共増幅の不在を確認した。

【表６】
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【０２６６】
リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応
　各サンプルに対して、３つの別のPCRを行った。各反応は、25μl合計容積であり、テン
プレートDNA、１対のプライマー(12sまたは3.4欠失またはTNF用プライマー)、iQTM SYBR 
Green Supermixキット(カタログ番号170-8882, Bio-Rad Laboratories Inc.社)および蒸
留脱イオン水(ddH2O)を含むものであった。TNF (腫瘍壊死因子)用は単一コピーの核遺伝
子プライマーを含み、12s用は全ミトコンドリアゲノムプライマーを含むものであった。
テンプレートDNA、プライマー、および反応バッファーの容積と濃度を以下に記載する。
【表７】

【０２６７】
　各増幅産物についてのサイクリングパラメーターを表８に示す。

【表８】

【０２６８】
分析
　熱サイクリング、リアルタイム検出および反応の分析は、Intuitive Opticon MonitorT
M ソフトウェア (MJ Research Inc.)を備えたDNA Engine Opticon(登録商標) 2 Continuo
us Fluorescence Detection Systemを用いて行った。DNA定量のためには、標準曲線法を
利用した。本発明者らは、１セットの連続希釈 (106, 105, 104, 103, 102, 101)を、３
種の精製PCR生成テンプレート(すなわち１つの産物は3.4欠失について、１つの産物は12s
 プライマーについて、および１つの産物はTNFについて)に対して行った。ここから、３
種の異なる標準曲線が作製され、それらは、全mtDNA (12s 増幅産物－合計ミトコンドリ
アゲノムプライマー)、3.4欠失または全核DNA (TNF－単一コピー核遺伝子プライマー)の
コピー数を示した。次にサンプルCTを標準のそれと比較することにより、サンプルのCT値
をDNAコピー数に変換することができる。3.4欠失は、それが37サイクル以内に検出されな
かったときには、存在しないまたは低レベルであると見なされた。
【０２６９】
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　悪性腫瘍の判定は、正規化サンプル中に存在する3.4kb欠失の量に基づき、これはサイ
クル閾値の位置により示される。この位置は、絶対的(25サイクルより多くしかし35サイ
クルより少ないなど)であってもよく、またはより多くの場合には、存在する全ミトコン
ドリアDNA(12s増幅産物により示される)と3.4kb欠失との比であってもよい。これは合計
ミトコンドリアDNAの百分率として表すことができる。細胞の数(TNF増幅産物により表さ
れる)を組み入れて、良性および悪性組織の間の差異を精緻化することもできる。
【０２７０】
　こうしたサンプルの分析を自動化するために、バイオインフォマティックスのツールを
用いた。こうした分析に考慮される３つの変動物は、腫瘍壊死因子(TNF)のサイクル閾値 
CT、その特定のプライマー部位を有するミトコンドリアの全種、および対象の欠失を有す
るミトコンドリアである。
【０２７１】
クラスター分析
　データが類似しておりその範囲が小さいことから、クラスタリングは正規化せず、対数
関数も使用しなかった。
【０２７２】
　図7は、データの実際の動きと傾向を示す。X軸は患者番号であり、Y軸はリアルタイムP
CRから得られたサイクル閾値である。
【０２７３】
　サイクル閾値が高ければ高いほど、存在する変動物の量は少ないことに注目することは
重要である。
【０２７４】
　図７に示される主要な一般的傾向は、欠失、全、およびTNFという変動物の間の差異/比
率に基づくものである。欠失は、良性/正常サンプルでは低い～不在であり(右側)、異常
良性および悪性サンプルでは増加する(左側)。異常良性および悪性サンプルは、欠失とTN
Fのサイクル閾値比に基づき、互いに識別されるようになる。
【０２７５】
管理学習
　管理学習は、システムが既知サンプルについて結果を予測しようとすることに基づく。
データの半分を用いて教育を行い、残り半分を用いてアルゴリズムを試した。管理学習は
、自身の予測を標的回答と比較して、自身の間違いから「学習」する。しかし、予測され
た結果がデータの実際の結果よりも高いまたは低い場合には、エラーをシステムに戻して
伝え、重みを適切に調節する。  
データセット：　 5%～35% -良性
　　　　　　　　35%～65% - 過形成
　　　　　　　　65%～95% - 悪性
ANNアルゴリズム (下に図式的に示す):
データセットの半分をANNの教育に使用
残り半分を正確性を比較するために使用
正確性＝期待データセットを得られたデータセットと比較→86.6%
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【０２７６】
人工ニューラルネットワーク (ANN)を用いた欠失データの管理学習
　３つの分類:
良性
過形成
悪性
　リアルタイムPCR サイクル閾値 CTに基づいて各分類のための３つの変動物を用いる：
腫瘍壊死因子 (TNF) - 核コピー対照
全ミトコンドリア-ミトコンドリアコピー対照
欠失 －欠失状態のミトコンドリア
結果：
　データセットの半分を用いてANNを教育し、残り半分を用いて正確性を比較する。  
３つの分類の正確性＝ 86.6%
陽性的中率 (PPV);
良性から悪性= 88.2%
陰性的中率 (NPV)
良性から悪性= 76.5%
【０２７７】
実施例13：ヒト皮膚における日光曝露のマーカーとしての3895 bp ミトコンドリアDNA欠
失の使用
　Harbottleら, 2004およびDurhamら, 2003により報告された、3895bp欠失と日光曝露と
のあり得る関連性の最初の発見を受けて、その後、さらなる研究からそのような関連性が
存在することを確認した。その上、今回のさらなる研究は、完全に定量的な様式で欠失お
よび配列再配置の新規検出方法を発明することにより、日光曝露または皮膚癌検出のため
の診断検査のためのこの欠失の使用を実施可能にした。この方法は、プライマーまたはプ
ローブと、再配置に関連する欠失もしくは挿入により生じた新たに形成された配列とのア
ニーリングを提供し、そのことにより検出手段としてのリアルタイム定量PCR(qPCR)の使
用を可能にする。qPCRプラットフォームの使用は、単純な存在と不在のシナリオの代わり
に、欠失の定量的検出を実施可能にする。日光曝露のレベルまたは悪性腫瘍の特性を測定
するのが、以前に報告された単純な存在または不在の半定量ではなく、欠失の相対量であ
ることから、この定量は検査の基礎である。その上、qPCRプラットフォームは、検出感度
が従来のPCRおよび臭化エチジウム検出よりも大幅に高いことから、見かけ上は疾患にか
かっていないまたは曝露されていない組織の使用を可能にする。
【０２７８】
バックグラウンド:
　非黒色腫皮膚癌(NMSC)の発生率は、欧州が起源の集団において増大している(Severi an
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d English, 2004)。例えば、米国では毎年100万の新規症例が診断されており(Wesson and
 Silverberg, 2003)、また英国では65,000が診断されている(数はCancer Research. UKの
提供)。NMSCは皮膚癌のほぼ90%を占め、基底細胞および扁平上皮細胞癌(それぞれBCCおよ
びSCC)からなる。BCCは、NMSCの最も一般的な形態であり、表皮の基底ケラチノサイトか
ら主に発生するが、毛包および脂腺の細胞からも発生する。これらは局所的には浸潤性で
あるが転移性であることは希である。SCCもまたケラチノサイトから誘導されるが、しか
しながらBCCとは対照的に、SCCは転移しうる。BCCに比べて、SCCは、年齢とともに最も大
きな増加を示し、高齢者に集中している(Severi and English, 2004)。NMSCの相対的密度
は、外出時に「日常的に」日光曝露される身体部位(Armstrong (2004)によって定義され
た頭皮、顔、首および耳など)において最も高い。しかしながらSCCは、「時折」日光曝露
される身体部位、例えばArmstrong (2004)により定義された肩、背中および胸部などにお
いてずっと低い密度である点において、BCCとは感知できる程度に異なる。したがって、N
MSCの主要な決定因子は、DNA損傷を誘発する日光の紫外線放射(UVR)成分である。重要な
こととして、NMSCの発生に影響を及ぼすのは、日光曝露のパターン(より継続的対断続的)
とその累積量の両方である(Armstrong and Kricker, 2001)。ヒト皮膚における累積UVR曝
露の信頼できるマーカーを決定するために、本発明者らおよび他の者達は、UV-誘発DNA損
傷のバイオマーカーとして、核DNAではなく、ミトコンドリアDNA (mtDNA)を用いるとの新
規な着想を検討した(Pangら, 1994; Berneburgら, 1997; Birch-Machinら, 1998; Birch-
Machin, 2000;)。p53のような核DNA遺伝子の突然変異スクリーニングと比較して、日光曝
露された皮膚におけるmtDNA損傷を調べることには特定の利点がある。第１に、ミトコン
ドリアにおける酸化損傷の塩基除去修復の証拠はあるものの、mtDNA 中のDNA光分解産物(
例えばシクロブタンピリミジンダイマー)の修復のための核除去修復の証拠はない(LeDoux
ら, 1993; Croteau and Bohr, 1997; Pascucciら, 1997; Sawyer and Van Houten, 1999)
。第２に、各細胞は最大で数千コピーものmtDNAゲノムを保有することができ、したがっ
てミトコンドリアは、残りの野生型による相補を介して非常に高レベル(最大90%)の損傷m
tDNAに耐えることができる(Chomynら, 1992; Sciaccoら, 1994)。一緒になると、こうし
た要因は、細胞機能が損なわれることなくmtDNA中の光損傷の蓄積をもたらす。
【０２７９】
　ヒト皮膚における累積日光曝露のバイオマーカーとしてのmtDNA損傷の使用は、比較的
新しい研究分野であり、以前の研究は、日光保護されたおよび日光曝露された皮膚を識別
するために単純にmtDNA損傷を比較していた(Pangら, 1994; Berneburgら, 1997; Birch-M
achinら, 1998)。この以前の方法が制限されたものであるのは、NMSCが、外出時に「時折
」日光曝露される身体部位と対照的に、「日常的」に日光曝露される身体部位において主
に形成される(Armstrong, 2004)ためである。この制限に対処する試みとして、本実施例
は、ほとんど報告されていない3895 bp mtDNA欠失(以前に疾患筋肉において記載されたの
み (Moraesら, 1992))の発生の頻度が、「日常的に」対「時折」日光曝露される身体部位
の間で有意に異なることを実証する。さらに、本実施例は、UVA＋UVB光源の反復的な致死
量未満の照射量を用いて3895 bp欠失をin vitroにて誘発させることにより、3895 bp欠失
と日光のUVR成分との病因論の間の関連性を実証する。
【０２８０】
方法および材料
　日光中の紫外線放射(UVR)は、白人個体における非黒色腫皮膚癌 (NMSC)の主要な原因因
子として広く認識されている。本発明者らおよび他の者達による以前の研究では、ヒト皮
膚における累積日光曝露のバイオマーカーとしてのミトコンドリアDNA (mtDNA)損傷の使
用が検討された。こうした研究は、日光保護されたおよび日光曝露された皮膚の間でmtDN
A損傷を比較した。NMSCは、外出時に「時折」日光曝露される身体部位と対照的に、「日
常的」に日光曝露される身体部位において主に形成されること、およびこのためこれらは
その累積UV曝露が異なることから、この手法は制限されたものである。この制限に対処す
る試みとして、本実施例は、104の年齢マッチングさせた、日常的に、時折、および希に
日光曝露される身体部位から採取されたヒト皮膚サンプル中のほとんど報告されていない
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3895 bp mtDNA欠失の発生の頻度を調べた。UV曝露の増大と共に欠失頻度は有意に増大し(
p＜0.0001)、興味深いことに、「時折」日光曝露される身体部位と比較して、「日常的に
」日光曝露される身体部位においては、著しく高い欠失頻度が、真皮(p=0.0018)および表
皮(p＜0.0001)の両方において見られた。4977 bp共通欠失の以前の研究に使用された同一
のNMSCサンプルにおける3895 bp欠失の調査からは、比較的高い3895欠失の発生頻度が示
された(それぞれ8/10 対 4/10)が、ただしこの差異は統計的に有意なものではなかった。
その上、本実施例は、UVA＋UVB光源の反復的な致死量未満の照射量を用いて3895 bp欠失
をin vitroにて誘発させることにより、3895 bp欠失と日光のUVR成分との病因論の間の関
連性を助成する。ヒト皮膚における3895 bp欠失の頻度は累積UV曝露の可能性のあるバイ
オマーカーを提供し、また、NMSC発生の早期検出ツールを提供すると共に、臨床UV光線療
法レジメンの長期安全性をモニタリングする方法を提供する。
【０２８１】
患者サンプル
　外出時に「日常的に」日光曝露される身体部位(頭皮、顔、首および耳など)からの臨床
的に正常な病変部近傍の皮膚(表皮n=21、真皮n=21、平均年齢±SEM＝69.4±2.6)ならびに
「時折」日光曝露される身体部位(肩、背中および胸部)(表皮n=21、真皮n=21、平均年齢
±SEM＝63.1±3.6)を、Royal Victoria Infirmary, Newcastle, UKの皮膚癌切除診療所に
かかっている42人のNMSC患者からインフォームドコンセントのもとで採取した。日常的に
および時折日光曝露された群の間には特に有意な年齢差はなかった (p=0.158: 両側t検定
(Welch相関))。さらに、42人の患者のうち、女性：男性のパーセンテージはほぼ同じであ
り(すなわち、それぞれ52%: 48%)、またBCCとSCCのパーセンテージもほぼ同じであり、患
者の57%がBCCを有した。希に日光曝露される身体部位からの正常皮膚サンプル(臀部やか
かとなど)は、以前に得られた死体解剖サンプル(表皮n=10、真皮n=10、平均年齢＝73歳)
から採取された。0.25% ディスパーゼを4℃にて一晩使用して表皮と真皮を分離し(Durham
ら, 2003)、DNAをQiagen社のDNeasy組織抽出キットを用いて抽出した。表皮腫瘍、BCC (n
=5)、SCC (n=5)は、癌切除のために通院している患者から採取された。この調査に使用さ
れた患者はいずれもmtDNA不全を有しなかった。
【０２８２】
HaCaT細胞のUV照射
　自然発生的に不死化されたケラチノサイト細胞株(HaCaT) (Boukampら, 1988)を、10% 
ウシ胎仔血清、１mL 当たり5 IUのペニシリン、および１mL 当たり5gのストレプトマイシ
ンを含むダルベッコ改変イーグル培地中で増殖させた。細胞を、直径9 cmの組織培養処理
されたペトリ皿中で70%～90%コンフルエント状態まで増殖させ、PBSで洗浄し、その後、
致死量未満の照射量(１cm2当たり0.5 J、これは1 SEDに相当する)のUVRを、Helarium(登
録商標) 40 Wランプ(Wolff B1.01、290～400 nm、ピーク発光325 nmにて)を用いて、隔日
的に照射した。適当な時点で、付着細胞から、Qiagen社のDNeasy組織抽出キットを用いて
全細胞性DNAを抽出した。
【０２８３】
PCR分析
　PCRは、200 ng ゲノムDNA、600 nMの各プライマー、250　μM dNTP、反応当たり0.6 U
のAmplitaq Gold DNAポリメラーゼ(Applied Biosystems)、GeneAmpバッファー(100 mM Tr
is-HCl、pH 8.3、500 mM KCl、15 mM MgClおよび0.01% (wt/vol)ゼラチンを含む)を含む2
5 μl反応にて行った。使用したPCRプライマーは、L404 (5' CTT TTG GCG GTA TGC ACT T
T 3') (404-423nt) (配列番号145)およびH4676 (5' GAT TAT GGA TGC GGT TGC TT 3') (4
676-4657nt) (配列番号146)であった。プライマーL404およびH4676は、3895 bp欠失の外
側にアニーリングするように設計した。DNA増幅において、短い(30秒)ポリメラーゼ伸長
時間は、野生型PCR産物の増幅をもたらさず、欠失型mtDNA種を表す小さい375 bp産物の増
幅のみが可能であった。PCR条件は、94℃にて10分、35サイクルの94℃にて30秒、56℃に
て30秒、72℃にて30秒、および最終伸長として72℃にて7分というものであった。増幅産
物は1%アガロースゲル中で臭化エチジウム(１ml 当たり0.25μg)を用いて染色して可視化



(67) JP 5537804 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

した。
【０２８４】
DNA配列分析
　375 bp PCR産物をゲルから切り出し、QIAquickゲル抽出キット(Qiagen社, Germany)を
用いて精製し、pCR(登録商標)4-TOPO(登録商標)ベクター中にTOPO(登録商標)TA Cloning
キット(Invitrogen社, UK)を用いてクローニングした。この375 bp PCR産物の正体を確認
するために、自動化DNA配列決定 (MWG Biotech, Ebersberg, Germany)を用いてDNAを配列
決定した。
【０２８５】
放射性PCR分析
　UVRにより生じた低レベルの欠失を検出するために、PCRを上記のように行ったが、ここ
では3 μCiの[α-32P]-dCTP (Amersham, Buckinghamshire, UK)を添加した。次にPCR産物
を6%非変性ポリアクリルアミドゲルに通して電気泳動し、約24時間に渡り、ホスホルイメ
ージスクリーンに曝露した。放射性PCR断片を、PhosphorimagerによりImageQuant ソフト
ウェア (Molecular Dynamics, UK)を用いてスキャニングし視覚化した。
【０２８６】
統計分析
　統計分析は、StatCalc (Epi-info. CDC, Alberta, Georgia)を使用し、χ2、ピアソン
のχ2, フィッシャーの直接確率検定および両側t検定を用いて行った。
【０２８７】
結果と考察
3895 bp欠失の正体の確認
　以前の研究からのNMSCおよび日光曝露された皮膚からのmtDNA欠失スペクトル(Durhamら
, 2003)を、再度分析した。多くのサンプルが大きさ約4 kbの欠失を有することが見出さ
れた。MITOMAP (Mitomap, 2004) データベースの検索により、この欠失は、ヌクレオチド
 547～4443に渡るマイナーアーク中に報告された、3895 bp種であると同定された。この
欠失は以前に、キーンズ・セイアー症候群および慢性進行性外眼筋麻痺症と関連する(Mor
aesら, 1995)とされた。この欠失の正体を確認するために、欠失特異的PCRアッセイを方
法の章で説明したように設計した。このPCRからの375 bp産物を配列決定して、それが、3
895 bp欠失に特徴的な欠失接合部配列、すなわち5' CTAACC 536 bp/4430 bpccataccccgaa
548 bp/4442 AATGTT 3'(配列番号147)を有することを確認した。特徴として、この配列は
、野生型 mtDNA中で3895 bp欠失に隣接する２つの12 bp反復のうちの１つのみを有した(
小文字)。
【０２８８】
日常的に日光曝露される身体部位対時折曝露される身体部位における3895 bp欠失の頻度
の比較
　3895 bp欠失は、そもそも、日光曝露された部位から採取されたNMSCサンプルにおいて
観察されたことから、本発明者らは、この欠失の頻度が累積日光曝露の増大のマーカーで
あるか否かという疑問に取り組んだ。欠失特異的PCRアッセイ(材料および方法を参照)を
用いて、日常的に、時折および希に日光曝露された身体部位から採取された104の年齢マ
ッチングさせた、分割ヒト皮膚サンプルにおける発生頻度を分析した。表皮(p＜0.0001、
χ2=31.36、2df; ピアソンχ2 検定)および真皮(p＜0.0001、χ2=28.68、2df)の両方にお
いて、増加するUV曝露と共に欠失頻度は有意に増加した。図8は、日光曝露の増加と共に
観察される、3895bp欠失の発生頻度の増加を示す。図8aに示す代表的な臭化エチジウム染
色されたアガロースゲルは、外出時に日常的に日光曝露される身体部位における3895 bp
欠失の頻度(上のパネル)が、時折日光曝露された身体部位のそれ(下のパネル)と比較して
、より大きいことを示す(Dは真皮でありEは表皮である)。陽性対照は、配列決定により確
認された3895 bp欠失を有するサンプルを表す。両方のパネル中のレーン1は分子量マーカ
ー(Hyperladder IV- 範囲1000 ～100 bp、Bioline社、London UK) を表す。同じ量のテン
プレートDNAを各PCR反応に添加した。図8bは、種々の日光曝露された身体部位から採取さ



(68) JP 5537804 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

れた104の分割皮膚サンプル中の3895 bp欠失の頻度を示すヒストグラムである。
【０２８９】
　重要なこととして、「時折」曝露された身体部位と比較して、「日常的に」日光曝露さ
れた身体部位における欠失頻度は、真皮(p=0.0018、χ2=9.72、オッズ比8.5; χ2検定)お
よび表皮(p＜0.0001、χ2=17.53、オッズ比40)の両方において、有意に大きかった(図8b)
。この欠失は、「希に」日光曝露される身体部位では検出されなかった(図8b)。病変部近
傍の皮膚を採取した対象の、平均年齢、性別比、および腫瘍型は、日常的に日光曝露され
たおよび時折曝露された群の間で非常に似ていた(材料および方法を参照のこと)ことから
、前記知見がこれらの要因により混乱する可能性は低い。さらに、3895 bp欠失を保有す
る(すなわち平均＝66.95±2.84)および保有しない(平均＝65.81±3.47)サンプルの間の平
均年齢値に統計的な差異はなかった(p= 0.80、t検定(Welch相関))。
【０２９０】
NMSC中の3895bp mtDNA欠失
　以前に行われた4977 bp 共通欠失の研究(Durhamら, 2003)において使用されたのと同一
のNMSCサンプル中の3895 bp欠失の調査からは、3895欠失の発生頻度が比較的大きい(それ
ぞれ8/10対4/10)ことが示されたが、この違いは統計的に有意なものではなかった。こう
した腫瘍は日常的に日光曝露される身体部位から摘出されたことから、この3895 bp欠失
が共通欠失よりも累積日光曝露の高感度なマーカーでありうると推測することは興味深い
。
【０２９１】
　歴史的には、3895 bp欠失を有するミトコンドリアゲノムのマイナーアーク領域は、共
通欠失を有するメジャーアークほど多くの欠失を保有しないと推測されてきた(Weiら, 19
96; Mitomap, 2004)。その結果、以前の研究の大半は、傾向として、メジャーアーク領域
における欠失のスペクトルに焦点を合わせてきた。3895 bp欠失が一般的文献において報
告されることが少ないのは、この「研究のバイアス」ゆえかもしれない。あるいはまた、
3895 bp欠失は、正常組織において現在検出不能なレベルで自然発生し、ついでそれがUV
への曝露を介して皮膚に富化される可能性がある。
【０２９２】
血液における3895 bp mtDNA欠失の不在
　3895 bp欠失は、以前に疾患筋肉において報告された(Moraesら, 1992)のみである。皮
膚についての本研究は別として、他の組織におけるその発生頻度は未知である。本発明者
らは、血液におけるこの欠失の頻度を、皮膚サンプルのそれと類似する年齢群の患者から
採血された16の血液サンプルに対して欠失特異的PCRを行うことにより調べた。これらの
血液サンプルのいずれも、欠失の保有を示さなかった(データ未掲載)。
【０２９３】
反復UV照射による培養HaCaT細胞における3895 bp欠失の生成
　日光曝露の累積量と3895 bp欠失の発生頻度の相関関係を評価するためには、in vitro
での日光の影響を調べる必要があった。日光は、UVAとUVBの両方を含むことから、helari
umランプ (Diffey, 2002)を用いて、反復的な致死量未満のUVR照射レジメンの広範な系列
を用意し、ヒト表皮由来(HaCaT)細胞株における3895 bp欠失を生成させることを試みた。
最適UVR反復照射方法は、かなりの程度の細胞死を伴わずにこの欠失を生じるものであっ
た。放射性PCRに基づくアッセイを用いて、本発明者らは、17の隔日的な１cm2当たり0.5 
J(すなわち, 1 SED)の量のUVRの照射後に、付着細胞において3895 bp欠失が誘発される最
初の兆候が観察されることを実証した。
【０２９４】
　図9は、helariumランプ(UVA/UVB)による、１cm2当たり0.5 JのUVRの17回の照射後に、H
aCaT細胞において3895 bp欠失が誘発されることを示す。HaCaT細胞に、１cm2当たり0.5 J
 (すなわち1 SED)のUVA/UVBを隔日的に照射し合計19の照射を行った。全細胞性DNAを付着
細胞から抽出し、100 ngをPCRに供して3895 bp欠失を増幅した。3895 bp欠失のUV誘導性
の増加の最初の兆候は、UVRの17の反復照射の後に観察された。陽性対照は、3895 bp欠失
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を有する腫瘍サンプルからのDNAであり、これに対して陰性対照はDNAを含有しないもので
ある。その上、致死量未満のUVR照射を用いたことから、２回のその後のUV照射の後にも
欠失のレベルは細胞株において維持され、これは、3895 bpをヒト皮膚における日光曝露
の推定上の累積バイオマーカーとして使用することができるとすれば重要な性質である。
このことは、UVA誘発型共通欠失が照射の停止から１６カ月後に存在しうることをin vivo
で実証した、ごく最近のBernebergら(2004)の知見(原稿修正中に刊行された)に鑑みると
興味深い。
【０２９５】
　上記観察はいくつかの理由ゆえに重要である。第１に、本研究はUVAとUVBの両方を放射
するUVR源を使用したため、UVAのみを用いて共通欠失を生成させた以前の研究(Berneburg
ら, 1999; Kochら, 2001)と比べて、より太陽を模倣したUVR源を表す。第２に、UVRの反
復照射により4977 bp共通欠失以外の欠失が生成されたのは今回が初めてである。その上
、線維芽細胞を利用したBerneburg研究とは対照的に、本実験は、ケラチノサイト由来細
胞株を用いて行われたものであり、NMSCを生じるのはこの細胞種である。
【０２９６】
機能的有意性
　3895 bp欠失において欠失される領域は、D-ループ中のmtTF1結合部位からtRNAメチオニ
ンまでである。欠失された遺伝子としては、12s rRNA、16s rRNA、ND1ならびにHおよびL
鎖の両方の転写のためのプロモーターが挙げられる。ミトコンドリアの呼吸機能不全が観
察される前に、野生型：欠失型mtDNAのある特定の閾値が達成される必要がある(Sciacco
ら, 1994)。タンパク質をコードするmtDNA遺伝子(3895 bp欠失により除去されたものなど
)についての、ミトコンドリア呼吸鎖機能不全の閾値は、約65%以上である (Hayashiら, 1
991; Chomynら, 1992)。例えば、以前の研究は、＜25%の4977 bp mtDNA共通欠失を有する
ヒト皮膚サンプルがミトコンドリア機能の欠損を示さないことを、シトクロムオキシダー
ゼおよびコハク酸デヒドロゲナーゼ活性の二重組織化学的染色により決定した(Durhamら,
 2002)。3895 bp欠失については組織化学的染色が存在しないことから、この欠失は、サ
ザン分析を用いて患者サンプルにおいて定量した。適当な対照の存在下で、この分析は38
95 bp欠失の存在を検出することができなかったことから、この欠失のレベルは2%～5%未
満であることが示唆された(結果は未掲載)。したがって共通欠失を用いた以前の研究に基
づくと、患者サンプル中の3895 bp欠失のレベルが、真皮または表皮全体に渡る何らかの
機能的効果を引き起こす可能性は低いが、ただし小さい限局的な効果は除外できない。
【０２９７】
推定上の機構
　共通欠失の生成機構は、スリップした鎖の誤対合を介したゲノム内組換えイベントが関
わっており、共通欠失に隣接する13 bp反復DNA配列において生じうると以前に提唱された
(Schonら, 1989; Shoffnerら, 1989; Mitaら, 1990; Degoulら, 1001)。3895 bp欠失には
12 bp反復が隣接することから、その欠失の生成は類似の機構により生じる可能性がある
。共通欠失の生成機構は、前記13 bp反復がDNA屈曲され易く、そのため一本鎖DNAの小領
域または「泡」が開くことができるようにする、と提唱されている(Schonら, 1989)。本
実施例の結果は、3895 bp欠失の生成においてUVRが寄与因子である可能性を示唆する。こ
の欠失の機構は、組換えイベントを促進しうる一本鎖DNAの「泡」を開くことを介して、1
2 bp反復中の構造的に不安定な部位に、直接または間接的に影響を及ぼすことにより生じ
うる。
【０２９８】
結論
　まとめると、本実施例は、ほとんど報告されていない3895 bp-mtDNAの出現頻度が、外
出時に「日常的に」日光曝露される身体部位と「時折」日光曝露される身体部位とで、有
意に異なることを示した。4977 bp 共通欠失の以前の研究に使用されたのと同一のNMSCサ
ンプルにおける3895 bp欠失の調査は、比較すると、3895 bp欠失の発生頻度がより大きい
ことを示した。その上、3895 bp欠失の病因と日光のUVR成分との間の関連性が、反復的な
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致死量未満の照射量のUVA＋UVB光源を用いてin vitroにて3895 bp欠失を誘発させたこと
により証明された。ヒト皮膚における3895 bp欠失の頻度は、ヒト皮膚における累積UV曝
露の潜在的バイオマーカーを提供し、次いでそれがNMSC発症の早期検出ツールを提供し、
また、臨床UV光線療法レジメンの長期安全性のモニタリング方法を提供しうる。
【０２９９】
実施例14：NMSCにおける3895ミトコンドリアDNA欠失のリアルタイムPCR分析およびヒト皮
膚における日光曝露のための定量的マーカーとしてのその使用
材料および方法
ヒト皮膚サンプル
　腫瘍およびマッチングさせた病変部近傍の皮膚サンプルは、Out-Patients Clinic, Roy
al Victoria Infirmary, Newcastle, UKにて、NMSC、すなわち基底細胞癌 (BCC) (n=5, 
年齢範囲55～89歳、平均78歳)または扁平上皮細胞癌(SCC) (n=5, 年齢範囲70～87歳、平
均78歳)の切除を受けている患者からインフォームドコンセントのもとで摘出された。日
光曝露研究のためには、臨床的に正常な病変部近傍の皮膚は、外出時に「日常的に」日光
曝露される身体部位(頭皮、顔、首および耳など)(表皮n=30、真皮n=30、平均年齢±SEM＝
70.45±2.161)、ならびに「時折」日光曝露される身体部位(肩、背中および胸部)(表皮n=
22、真皮n=22、平均年齢± SEM＝63.77±3.501)から採取した。日常的におよび時折日光
曝露された群の間に有意の年齢差はなかった(p=0.1134):両側t検定(Welch相関)。すべて
の病変部近傍の皮膚サンプルについて、0.25% ディスパーゼを4℃にて一晩使用して表皮
と真皮を分割し(Durhamら, 2003)、次いでDNAをQiagen社のDNeasy組織抽出キットを用い
て抽出した。この研究に用いた患者はいずれもmtDNA不全を有しなかった。
【０３００】
PCR分析
　PCRは、200 ng ゲノムDNA、600 nMの各プライマー、250 μM dNTP、0.6 u/反応Amplita
q Gold DNAポリメラーゼ(Applied Biosystems社)、GeneAmpバッファー(100 mM Tris-HCl
、pH 8.3、500 mM KCl、15mM MgClおよび0.01%(w/v)ゼラチンを含有)を含んでなる25 μl
反応にて行った。PCRプライマーL404およびH4676(表9および図10)は、3895 bp欠失の外側
にアニーリングするように設計した。DNA増幅において、短い(30秒)ポリメラーゼ伸長時
間からは野生型PCR産物は増幅されず、より短くかつ欠失型のmtDNA断片のみの増幅が可能
であった。PCR条件は、94℃にて10分、35サイクルの94℃にて30秒、56℃にて30秒、72℃
にて30秒、および最終伸長として72℃にて7分というものであった。増幅産物は、臭化エ
チジウム (0.25μg/ml)を用いて染色した1%アガロースゲル中で視覚化された。
【０３０１】
　この方法を２回改良したが、最初の改良はDeep Vent (New England Biolabs)を使用し
、その後Roche Faststart Taqを用いた感度のさらなる改良を行った。このことは、高齢
患者の日光曝露サンプルにおける欠失を測定していた状態から、若年患者における欠失を
測定することができる状態への前進をもたらした。
【０３０２】
リアルタイムPCR分析
　3895 bp欠失の定量のための、信頼できるTaqMan-PCRアッセイを開発した。この定量的T
aqMan-PCR法は、二重標識されたプローブを介するPCR蓄積として、標的投入量のリアルタ
イム測定を提供する。プローブはフォワードプライマーとリバースプライマーとの間にア
ニーリングし、PCR伸長段階中にTaqポリメラーゼの5'-3' エキソヌクレアーゼ活性により
切断される。したがってプローブに結合している5'末端レポーター色素FAM(6-カルボキシ
フルオレセイン)またはVICと3'末端消去剤色素TAMRA (6-カルボキシ-N,N,N',N'-テトラメ
チルローダミン)が分離され、レポーター色素の蛍光発光をもたらす。このプローブは、3
'末端側がリン酸基でブロックされていることから、それ自体ではプライマーとして機能
することができない。この方法は、ゲノムのシトクロムb領域に相当する内部標準プロー
ブ(IS-プローブ、表1および図10)(Kochら, 2001)を使用して、mtDNAの総コピー数(すなわ
ち欠失型および野生型)を推定する。3895 bp欠失のレベルは、欠失のブレークポイントに
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またがるプローブ(3895-プローブ、表9および図10)により測定され、これはその欠失が存
在するときにのみ増幅されることを保証する。欠失レベルの定量は、内部標準と3895 bp
欠失との比率の比較により測定される。
【０３０３】
　増幅反応は、96ウェルマイクロプレート上で、三重反復して25ulとして行った。全mtDN
Aおよび欠失型mtDNA反応を、別々のチューブ内で増幅させたが、その各々は、100ngのDNA
、1×TaqMan Universal Mastermix (ABI)、300nMの各内部標準プライマー(ISF とISR、表
9および図10)および100nMのIS-プローブ、または300nMの各3895 bp欠失プライマー(3895F
と3895R、表9)および100nMの3895-プローブ(図10)を含むものであった。PCRおよび蛍光分
析は、ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, UK)を用いて行った。増幅条件は次のとお
りであった： 50℃にて2分、95℃にて10分、その後の40サイクルに渡る95℃にて15秒およ
び60℃にて1分。Rn値は、TaqMan反応バッファーに含まれる色素である受動的レファレン
スに対して正規化された標的レポーターシグナルである。ΔRnは、Rn

＋ (テンプレートを
含め、全ての成分を含む反応のRn)とRn

- (テンプレート無し対照のRn)の差と定義される
。統計的に有意なΔRnの増大が検出される最初のサイクルのことを、閾値サイクル(Ct)と
呼ぶ。蛍光強度が、閾値を定義するためのバックグラウンドRn値の標準偏差の10倍を超え
る場合、蛍光シグナルを有意と見なす。
【０３０４】
　本リアルタイムPCR法は新規であり、以前に刊行されたことのないものである。この方
法は、半定量的な標準PCRと比較して、感度が高く、定量を可能にする。この種類のブレ
ークポイント特異的検出は前立腺検出に使用したのと同じ技術であり、新規である。本発
明者らは、この方法が前立腺癌および日光曝露に特異的なミトコンドリア再配置の検出に
有用であることを示したが、この方法は他の再配置の検出にも使用可能である。
【０３０５】
　図10は、PCRプライマーおよびTaqManプローブの局在性を示す、3895 bp欠失を有するmt
DNAゲノムの配置図である。プライマーISF/ISRおよびISプローブは、野生型および欠失型
mtDNAの両方にアニーリングする。3895 bp欠失の検出は、プライマー3895F/3895Rおよび3
895プローブを用いて行った。特異的3895プローブは、欠失接合部にまたがって結合する
ことから、欠失型mtDNAにのみアニーリングする。さらに、3895 bp欠失の発生は、所定の
PCR条件下で増幅産物が生成しうるほど、欠失特異的プライマー(すなわち3895F:3895Rお
よびL404:H4676)同士が接近するようにする。
【０３０６】
TOPO TAクローニング
　制御領域および3895欠失の両方のクローニングは、TOPO TA Cloningキット(Invitrogen
, UK)を製造者の説明書に従い使用して行った。TOPO TAクローニングは、PCR産物の3'末
端に単一のデオキシアデノシン(A)を付加するという、Taqポリメラーゼのテンプレート非
依存性末端トランスフェラーゼ活性を利用する。キットに付随する線状化されたベクター
は、単一のオーバーハングする3'デオキシチミジン(T)残基を有し、PCR産物とベクターの
効率的なライゲーションを可能にする。ベクターpCR4-TOPO中の正しい大きさの挿入物の
存在は、EcoR1制限断片分析により確認された。
【０３０７】
結果
3895bp欠失用の定量的リアルタイムPCRアッセイの開発
　3895bp mtDNA欠失を保有するミトコンドリアゲノムを確実に検出しそのコピーのパーセ
ンテージを定量することができることを確定させた後に、内部標準プローブ(IS-プローブ
)または3895欠失プローブ(3895-プローブ)のいずれかを広い範囲のテンプレート濃度に対
して使用する２つのPCR反応の線形性を検討した。いずれの事例においても、テンプレー
トDNAは、適当なPCR産物をクローニングベクター中にクローニングすることにより作製し
た(方法を参照のこと)。各テンプレートの濃度を蛍光分析により測定し(GRI, UK)、次い
で各プローブについて50ng～50pgのテンプレートDNAを用いて、リアルタイムPCR増幅を行
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った(図11)。CT値とテンプレート濃度との関係は、3895bp欠失(r=0.9952)および内部標準
(r=0.9941)の両方について線形であった。その上、各テンプレートの増幅の勾配も同じで
あった。このことから、各テンプレートが同じ程度の効率で増幅されることが確認された
。したがって、結果として、CT値は、テンプレートDNAの測定指標として使用可能であり
、また3895bp欠失型mtDNAの野生型mtDNAに対する相対量を定量するために使用可能である
。欠失型：野生型mtDNAの比を正確に予測するこうした標準曲線の能力は、ある範囲のク
ローニングされた欠失型：野生型テンプレート混合物を使用することにより確認した(結
果未掲載)。
【０３０８】
　図11はテンプレートコピー数に対するリアルタイムPCRの感度を示す。減少する濃度の
テンプレートDNA(希釈範囲1/10～1/10000の1ug/ulテンプレート)の3895bp欠失(A)もしく
は野生型内部標準(B)についての、閾値サイクル(すなわちCT、縦軸)を示す。いずれの増
幅においても、テンプレート濃度と閾値サイクル数(CT)の間には直線関係がある。各数値
は、３つの独立した観測の平均±SDを表す。
【０３０９】
腫瘍における3895bp欠失の定量
　NMSCならびに組織学的に正常な病変部近傍の真皮と表皮の両方における3895bp欠失のレ
ベルを、リアルタイムtaqman PCRおよび以前に確立された標準PCRアッセイの両方により
測定した(図12)。リアルタイムPCRにより定量された3895bp欠失のレベルは、標準的な非
定量的PCR分析により推定されたレベルと概ね一致することが見出された。
【０３１０】
　図12は、BCCおよびSCCの両方からの、腫瘍(T)および組織学的に正常な病変部近傍の真
皮(D)および表皮(E)における、3895bp欠失の発生を示す臭化エチジウム染色されたアガロ
ースゲルを示すことにより、腫瘍における3895欠失のリアルタイムPCR定量および標準的P
CR増幅を示す。各レーンの下には、3895bp欠失のレベルを、各サンプルにおける百分率と
して示す(リアルタイムtaqman PCRにより定量)。「ND」と標されたサンプルは、リアルタ
イムPCRのCTが＞36(このレベルはテンプレート無し対照について観測されたレベルである
)であったことから、ゼロと判定されたものである。すべてのパネルにおけるレーン１は
分子量マーカー(Hyperladder IV－ 範囲1000 ～100bp、Bioline Ltd, London UK)である
。各PCR反応には同じ量のテンプレートDNAを添加した。
【０３１１】
　BCCにおける3895bp欠失の発生の単純なパターンは、SCCについて観察されたそれと概ね
類似していた。BCCとSCCの両方において、この欠失は5人の患者中の3人に存在した(ただ
し同じ患者ではない)。病変部近傍の皮膚においては、この欠失の存在は、表皮(5人のBCC
中の2人、および5人のSCC中の１人)に比べて、真皮(5人のBCC中の4人、5人のSCC中の3人)
においてより頻繁に存在した。一方で、サンプルの絶対数は小さいものの、欠失の単純な
発生パターンではなく、実際の欠失のレベルを考慮すると、BCCとSCCの結果の間には差異
がある。例えば、欠失が腫瘍および病変部近傍の真皮の両方に存在するサンプルについて
は、欠失のレベルは、SCC患者については真皮において最大であり、これに対してBCC患者
については逆のことが真である傾向があった。その上、顔の２つの別の領域から採取され
たBCCサンプルが、大幅に異なるレベルの欠失を示す(すなわち7.14%対0.02%)との観察は
興味深いものであり、これは累積日光曝露の度合いの違いを反映するものである可能性が
ある。種々の日光曝露された身体部位から得られた組織学的に正常な病変部近傍のサンプ
ルの比較的大きなサブセットにおける欠失の、発生パターンではなく、発生レベルを測定
することにより、この側面をさらに調べることとした。
【０３１２】
種々の日光曝露された身体部位から得られた組織学的に正常な病変部近傍の皮膚サンプル
のより大きなサブセットにおける3895bp欠失の定量
　累積日光曝露の部位以外の要因による混乱を回避するために、腫瘍サンプルではなく組
織学的に正常な病変部近傍の皮膚を選択した。定量的リアルタイムtaqman PCRを用いて、
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外出時に日常的に曝露される(n=60)および時折曝露される(n=44)と定義される、種々の日
光曝露された部位から得られた、104の年齢マッチングさせた分割ヒト皮膚サンプルにお
ける3895bp欠失のレベルを調べた。図13は、３つの対についての、日常的におよび時折日
光曝露されるサンプルのリアルタイムPCRにより検出された、3895bp増幅産物および対応
するレベルの3895bp欠失の、臭化エチジウム染色されたアガロースゲルの典型例を示す。
図13は、日常的に日光曝露されたおよび時折日光曝露されるものにおける3895欠失のリア
ルタイムPCR定量および標準的PCR増幅を示しており、代表的臭化エチジウムアガロースゲ
ルがその3895欠失の対応するレベルの典型例を示すが、これは３つの対の日常的に日光曝
露されたおよび３つの対の時折日光曝露されるサンプルのリアルタイムPCRにより検出さ
れたものである。欠失のレベルをパーセンテージとして表す。両方のパネルにおけるレー
ン１は分子量マーカーである(Hyperladder IV-範囲1000～100bp, Bioline Ltd, London U
K)。各PCR反応に、同じ量のテンプレートDNAを添加した。両方のパネルにおける陽性対照
は、リアルタイムPCR用のテンプレートを作製するためにクローニングし配列決定したPCR
産物の由来する腫瘍DNAである。リアルタイムPCRにより検出された3895bp欠失のレベルと
標準PCRにより検出されたそれとの比較からも、やはりこの２つの技術の良好な相関が示
された。
【０３１３】
　したがって、すべてのサンプルを定量的リアルタイムPCRアッセイを用いて分析するこ
ととした。この分析からの結果は、増加する日光曝露と共に3895 bp欠失の発生率が増加
することを明確に示した。図14は、日常的に日光曝露されたおよび時折日光曝露される皮
膚における3895bp欠失の定量を示す散布図である。3895bp欠失のレベルを、日常的に日光
曝露されるおよび時折日光曝露される真皮および表皮におけるパーセンテージとして表す
が、これはリアルタイムtaqman PCRにより測定されたものである。欠失の平均レベルを、
各サンプルセットについて水平の線として示す。
【０３１４】
　具体的には、定量リアルタイムPCR分析は、時折日光曝露されるサンプルと比較したと
きに、日常的に日光曝露されたサンプルにおいて欠失のレベルが有意に高いことを示した
(真皮についてはp= 0.0009、表皮についてはp=0.008；両側t検定)。興味深いことに、真
皮サンプルは表皮よりも高い頻度で欠失を保有した(p=0.0143 時折日光曝露される、p=0.
0007日常的に日光曝露される)。病変部近傍の皮膚を採取した対象の平均年齢、性別比お
よび腫瘍型は、日常的に日光曝露されたおよび時折曝露された群(方法を参照されたい)に
おいて非常に似ていたことから、これらの知見がこうした要因により混乱する可能性は低
い。
【表９】

【０３１５】
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実施例15：生検検査の確認
　未使用の針コア生検サンプルを前立腺サンプルアーカイブから収集した: 62良性、49 
悪性、30の腫瘍に隣接するがしかし悪性細胞を含まない生検材料。全体として、合計141
のサンプル、ならびに7の追加サンプル(うち6つが標準曲線作成用であり、1つが陰性対照
(試薬/反応汚染))を分析した。この完全アッセイを３回反復し、３人の別の個人がそれぞ
れ１回を行った。
【０３１６】
　人工ニューラルネットワーク(ANN)に対して、盲検的に、腫瘍に隣接するまたは腫瘍の
近位の良性サンプルを問い合わせた(クエリー)。さらに、腫瘍に対して遠位であると決定
された複数のサンプル(前立腺切除術後にこの位置にマッピングされたもの)も追加した。
結果は、隣接する悪性組織と一致して、腫瘍の近位の「正常」組織において3.4kb欠失の
頻度が増大しているというものであった。しかしながら、遠位良性のサンプルは、その良
性の形跡を保持した(図15)。この検査は、腫瘍の近くの位置から得られた正常組織に基づ
き悪性腫瘍を確認することができるものであり、3.4kb欠失の研究に基づく。ミトコンド
リアDNAにおける分子変化(すなわち欠失)は、組織における検出可能な形態学的変化に先
行して生じることが示された。したがって、病理学者による視覚的観察の元では見かけ上
は正常または良性であるサンプルの組織領域であっても、悪性腫瘍に至る経路にある突然
変異を蓄積し始めている可能性がある。本方法の機能は、病理学者による組織学的診断お
よび前立腺生検の既存の臨床診療に対する大きな補完である。前立腺癌をスクリーニング
するためのPSA検査の使用は、多数の生検手法を必要とし、推定70%は悪性細胞を示さない
。こうした生検材料は良性と診断され、２つのカテゴリーに分類することができる：真の
良性、すなわち前立腺には腫瘍は存在しない；および偽良性、この場合前立腺に腫瘍は存
在するが針生検法は悪性腫瘍をサンプリングすることができなかった。良性組織の分子検
査により、真の良性カテゴリーに属する個体が実際に良性であることを再度保証し、その
ことにより彼らが少ない追跡生検処置または追跡生検処置なしでさほど綿密ではない追跡
で済むようにするか、さもなくば、症状を引き起こしているものの生検法ではまだ検出す
ることのできない悪性腫瘍の早期検出を提供し、診断用の追加の生検の必要性をなくし、
臨床医に患者への早期のおよび高確率でより効果的な治療を開始する機会を提供する。こ
の検査は、高い数の偽陰性診断に苦しめられている現在の生検分析に対して再保証と確認
の両方を提供する。
【０３１７】
実施例16：前立腺腫瘍マッピング
　腫瘍挙動マーカー発見のために行われた研究のさらなる潜在的結果は、六ヶ所針生検標
本に基づく、前立腺内の腫瘍の位置の３次元モデルを提供する能力である。隣接良性組織
中の悪性腫瘍の存在を反映する3.4kb欠失の機能は、このマッピング手法に極めて重要で
ある。このマップは、泌尿器科医および癌専門医に対して、前立腺腫瘍のバーチャルモデ
ルを提供し、治療判断を助けうる。
【０３１８】
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【０３１９】
　本発明の範囲から逸脱することなく種々の変更および改変を行うことが可能である。本
明細書の開示は例示的なものであって限定的なものではないことを意図する。本明細書の
記載は当業者に多くの変法および代替法を提案する。こうした代替法および変法はいずれ
も、特許請求の範囲に包含されることを意図する。当業者であれば、記載された特定の実
施形態と等価な別の実施形態を認識することができ、それらもまた特許請求の範囲に包含
されることを意図する。
【図面の簡単な説明】
【０３２０】
【図１】前立腺癌を有する患者由来のミトコンドリアDNA中のヌクレオチド位置における
突然変異の数を示すヒストグラムである。
【図２】Hierarchal Clustering Explorer(HCE)を用いて得られた非同義的クラスターの
最初の半分を示す。
【図３】Hierarchal Clustering Explorer(HCE)を用いて得られた非同義的クラスターの
残り半分を示す。
【図４】重要なクラスターに陰影をつけた図３の写しである。
【図５】3.4 kb欠失の検出のために有用なプライマーの設計と配列を示す概略図である。
【図６】3.4 kb研究における悪性の参加者と症状のある良性の参加者との間のサイクル閾
値の比較を示すグラフである。
【図７】実施例12に関連したサイクル閾値を示すグラフである。
【図８】図８ａは、時折日光曝露された皮膚と比較して日常的に日光曝露された皮膚にお
ける3895 bp欠失の頻度が大きいことを示す、代表的臭化エチジウム染色アガロースゲル
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である。図8bは、種々の日光曝露身体部位から得られた104の分割皮膚サンプルにおける3
895 bp欠失の頻度のヒストグラムである。
【図９】17の反復的なUVRの照射後に観察される3895 bp欠失のUV誘導性の増大を示すゲル
である。
【図１０】3895 bp欠失を検出するために実施例14に用いた、mtDNA上のPCRプライマーお
よびTaqManプローブの位置の略図である。
【図１１】3895 bp欠失(A)および野生型内部標準(B)についての、テンプレート濃度と閾
値サイクル数(CT)との間の直線関係を示す２つのグラフである。
【図１２】BCCおよびSCCにそれぞれ由来する、腫瘍(T)ならびに組織学的に正常な病変部
近傍の真皮(D)および表皮(E)における3895 bp欠失の発生を示す臭化エチジウム染色アガ
ロースゲルの写真である。
【図１３】３対の日光曝露および３対の日光間欠的なサンプルのリアルタイムPCRにより
検出された3895欠失のそれらの対応するレベルの典型例を示す代表的な臭化エチジウムア
ガロースゲルの写真である。
【図１４】リアルタイムPCRにより測定された、日光曝露および日光間欠的な真皮および
表皮における3895 bp欠失のレベルをパーセンテージとして表したものを示す散布図であ
る。
【図１５】前立腺腫瘍の診断における、生検結果とmtDNA分析との関係を示す図である。
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